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THVISTELMA

Nanomateriaalien pienen koon aikaansaamat uudet ominaisuudet ovat johtaneet nanoma-
teriaaliteollisuuden rajahdysmaisen kasvun. Nanoteknologiaan liittyvan tutkimuksen maa-
rd on viime vuosina kasvanut lahes eksponentiaalisesti, mutta turvallisuustutkimuksen
osuus on ollut vahaista. Hiilinanoputket ovat monikayttoisia teollisia nanomateriaaleja,
jotka soveltuvat lukuisiin teollisuusaloihin. Hiilinanoputkien asbestin kaltainen muoto on
kuitenkin nostanut esiin kysymyksia niiden turvallisuudesta: muutamissa tutkimuksissa
hiilinanoputket ovatkin osoittautuneet vaarallisiksi ja ne ovat aiheuttaneet altistuskokeissa
muun muassa sydpaa hiirille.

Ty6suojelurahaston rahoittamassa projektissa olemme tutkineet hiilinanoputkien muodon
osuutta terveysvaikutuksiin. Vertailimme pitkien ja jaykkien moniseinéisten hiilinanoputki-
en, pitkien ja lankakeramaisten moniseindisten hiilinanoputkien seka krokidoliittiasbestin
vaikutuksia ihmisen primaarimakrofaagien erittamien proteiinien maaraan ja laatuun.
Lisaksi analysoimme ylla mainittujen hiilinanoputkien aikaansaamia tulehdusreaktioita
hiirten keuhkoissa.

Jaykat hiilinanoputket aiheuttivat samankaltaisten proteiinien erityksen ihmisen primaari-
makrofaageista kuin asbesti. Lankakeramaisten hiilinanoputkien sekretomimuutokset
olivat vahaisempid. Monet erittyneista proteiineista liittyivat tulehdusreaktioihin, muuta-
mat viittasivat myds makrofaageissa kaynnistyneeseen pyroptoosiin. Yhden proteiinin,
Syklofiliini A:n, on aikaisemmin osoitettu ilmentyvan astmassa. Taman proteiinin eritys
lisdantyi ainoastaan jaykille hiilinanoputkille altistamisen jélkeen. Hiirikokeissa havaittiin,
ettd jaykat hiilinanoputket aiheuttivat astmankaltaisen tulehdustilan hiirten keuhkoissa.
Astmareaktiot olivat luonnollisen immuniteetin solujen valittdmid, normaalissa astmassa
valittajind toimivat Th2-tyypin solut. Lankakeramaiset hiilinanoputket eivéat aiheuttaneet
astmareaktioita hiirissa. Asbestin tiedetdan aiheuttavan asbestoosia, mesotelioomaa ja
keuhkosyopaa, mutta naissa lyhyen aikavalin altistumiskokeissa ei 10ytynyt mitdan tun-
nettuja sydpéé ennustavia signalointireitteja, vain allergiseen tulehdukseen liittyvia tekijoi-
ta tuli esiin.

Tutkimustemme perusteella jaykat hiilinanoputket aiheuttavat tulehdusreaktioita soluvil-
jelmissa ja hiirten keuhkoissa. On mahdollista, etta pitkat ja jaykat hiilinanoputket aiheut-
tavat ongelmia myo6s ihmisille. Tyopaikoilla, joissa kéasitellaan pitkia ja jaykkia hii-
linanoputkia, taytyy huolehtia riittavasta suojautumisesta ja altistuminen on minimoitava.
Pitkat ja jaykat hiilinanoputket vaikuttavat ongelmallisilta, mutta pitkat ja lankakeramaiset
hiilinanoputket eivat saaneet aikaan vastaavia reaktioita kokeissamme. Arvioitaessa hii-
linanoputkien ja muiden teollisten nanomateriaalien turvallisuutta, on pidettdva mielessa
nanomateriaalien monimuotoisuus — yleistamista tulee valttda. Teollisten nanomateriaal-
ien turvallisuutta pitéa arvioida materiaali kerrallaan.
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ABSTRACT

The new, interesting properties provided by the small size of engineered nanomaterials
(ENMs) have caused a rapid growth in nanomaterial industry. At the same time, the num-
ber of publications in the field of nanotechnology is rising almost exponentially. Lagging
behind are the safety studies of ENMs. Carbon nanotubes (CNTs) are one of the most
versatile ENMs; they are already used widely in many fields of industry. Recently, some
concerns of the safety of CNTs have arisen because of their asbestos-like properties and
because of some forms of CNTs were found to cause cancer in mice.

In this project supported by Finnish Work Environment Fund, we have investigated the
safety of carbon nanotubes, particularly the influence of CNT morphology on toxicity. The
effects of long tangled CNTs (tangled CNTs), long rigid CNTs (rigid CNTs) and crocidolite
asbestos on protein secretion from human primary macrophages were compared. In addi-
tion, we studied the inflammation responses in mice lung after exposure to tangled CNTs
and rigid CNTs.

Rigid CNTs and asbestos caused similar type changes to secreted proteins from human
primary macrophages. Exposure to tangled CNTs induced less protein secretion. Many
secreted proteins were involved in inflammation and some in pyroptosis. One protein,
which had increased secretion only after exposure to rigid CNTs, called Cyclophilin A, has
been linked to asthma formation in mice lung. Interestingly, the asthma-like condition
could be detected also in our In vivo experiments after exposure to rigid CNTs. Surprising-
ly, the asthma reactions were induced by cells of innate immunity. Normally asthma is
Th2-cell mediated. Tangled CNTs were not causing asthma symptoms in mice. Asbestos
exposure is associated with a risk for mesothelioma, asbestosis and lung cancer, but no
pathways linked to these diseases came up in the performed short-term exposure studies.

Our studies suggest that rigid carbon nanotubes induced inflammatory reactions in human
primary macrophages and in mice. Results indicate that long and rigid CNTs might cause
problems in workplaces, therefore adequate protection and exposure prevention should be
a priority. Even though long and rigid CNTs appear to be hazardous, long and tangled
CNTs failed to produce harmful effects in our models. Therefore, when evaluating the
safety of carbon nanotubes and engineered nanomaterials in general, it must be taken
into an account that ENMs are highly heterogeneous and the safety must be analyzed
individually — generalization should be avoided.
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1 LAHTOKOHTA JA TAUSTAT

1.1 Teolliset nanomateriaalit ja niiden kayttokohteet

Teollisiksi nanomateriaaleiksi (TNM) maaritelladn ihmisen tarkoituksellisesti tuottamat
hiukkaset, joiden yksi ulottuvuus on alle 100 nm. Pieni koko tuo materiaaleista esiin uusia
ominaisuuksia, joita nanoteknologia pyrkii hyddyntamaan. Nanoteknologia onkin yksi
2000-luvun alun suurimmista kasvualoista, vuoteen 2015 mennessa nanoteknologian
lopputuotteiden markkina-arvoksi on arvioitu 1000 miljardia dollaria (Roco 2011). Maaral-
lisesti eniten tuotetaan metallioksideja, varsinkin titaanidioksidia, jonka maailmanlaajuisen
tuotannon on arvioitu olevan vuonna 2015 jopa 260 000 tonnia (Robichaud ym. 2009).
Hiilinanoputkia on yksiseinaisia (swCNT), jotka muodostuvat yhdesta hiiliatomikerroksesta
ja moniseinaisia (MwCNT), joissa on useita sisakkaisia yksiseinaisia hiilinanoputkia. Hii-
linanoputkien ominaisuuksiin kuuluu etta ne ovat pitkia, usein mikrometreja, ja halkaisijal-
taan ohuita — alle 100 nm (Donaldson ym. 2006). Nama ominaisuudet antavat hii-
linanoputkille hyvan sahkdnjohtokyvyn ja mekaanisen kestavyyden (Sinha ym. 2006, Sun
ym. 2002). Teollisia nanomateriaaleja kaytetdan yleisesti pinnoitteissa, elektroniikassa,
kosmetiikassa ja ladketieteen sovelluksissa (Alexiou ym. 2006, Avouris ym. 2007, Lee ym.
2008, Salata 2004).

1.2 Teollisten nanomateriaalien terveysvaikutukset

Teollisiin nanomateriaaleihin liittyva tutkimus on kasvanut rajahdysmaisesti viime vuosina,
mutta nanomateriaalien terveystutkimuksen osuus kaikista alaan liittyvista selvityksista
on pieni. Terveystutkimuksia tarvitaan nanoteollisuuden tyontekijoiden seka nanotuottei-
den loppukayttdjien turvallisuuden varmistamiseksi. Hyvana esimerkkina turvallisuustut-
kimuksen ja nanotuotteiden sédantelyn hitaudesta on, ettd Euroopan Unioni onnistui maa-
rittima&an nanomateriaali-termin vasta vuonna 2011 (2011/696/EU), vaikka nanomateri-
aalin maaritelma on keskeinen osa nanokokoisten hiukkasten saantelya ja nanoteknologi-
aa on kaytetty kulutustuotteissa jo vuosia.

Pieni koko tuo mukanaan monien etujen lisdksi my6s haittoja. Hengitysteiden kautta ta-
pahtuvassa altistumisessa pienet hiukkaset paasevat syvemmalle keuhkoihin kuin suu-
remmat (Oberddrster ym. 2005). Nanokokoisen titaanidioksidin on todettu aiheuttavan
enemman tulehdusta hiiren keuhkoissa kuin saman yhdisteen suuremmat hiukkaset (Sa-
ger ym. 2008). Myds hiilinanoputkien on pelatty aiheuttavan ongelmia elimistdssa niiden
kuitumaisuudesta johtuen. Asbestin kaltaiset pitkat ja biohajoamattomat nanokuidut saat-
tavat olla vaarallisia paastessaan keuhkoihin. Hiirikokeissa eraiden hiilinanoputkien onkin



: Tydterveyslaitos Hiilinanoputkien terveysvaikutukset

raportoitu aiheuttavan tulehdusta, fibroosia ja mesotelioomaa keuhkoissa (Poland ym.
2008, Ryman-Rasmussen ym. 2009, Takagi ym. 2008).

1.3 Aikaisemmat tutkimukset

Aikaisemmissa tutkimuksissamme olemme selvittaneet erilaisten nanokokoisten titaanidi-
oksidien terveysvaikutuksia hiirissa (Rossi ym. 2010a, Rossi ym. 2010b) ja useiden eri
teollisten nanomateriaalien haitallisuutta ja kykya aktivoida immuunivastetta hiiren anti-
geenia esittelevissa soluissa (Paloméaki ym. 2010). Liséksi tutkimme erilaisten teollisten
nanomateriaalien proteiinikoronaa eli tarttumista proteiineihin ja arvioimme tarttumisen
terveysvaikutuksia (Sund ym. 2011).

Tama, Tyosuojelurahaston rahoittama projekti pohjautuu Palomaen ym. (2011) tutkimuk-
seen, jossa selvitettiin useiden erilaisten moniseinaisten hiilinanoputkien vaikutuksia ihmi-
sen primaarimakrofaageissa. Tutkimuksessa havaittiin, etta tietyn tyyppiset hiilinanoput-
ket aktivoivat NLPR3-inflammasomikompleksin ihmismakrofaageissa ja saivat aikaan
voimakkaan tulehdusreaktion. Naiden tulosten pohjalta halusimme selvittdd moniseinais-
ten hiilinanoputkien terveysvaikutuksia proteomiikkaa hyédyntamalla solu- seka hiirimal-
leja.
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2 TAVOITTEET

Projektin tarkoituksena oli selvittdd moniseindisten hiilinanoputkien terveysvaikutuksia in-
vitro seka in-vivo -malleissa hyddyntamalla proteomiikan menetelmia. Positiivisena kont-
rollina kaytetaan krokidoliittiasbestia. Yksityiskohtaiset osatavoitteet ovat:

1. Tutkia erityyppisten hiilinanoputkien aiheuttamia muutoksia ihmi-
sen primaarimakrofaagien erittamissa proteiineissa, sekretomissa.

1. Analysoida hiilinanoputkien aiheuttamia keuhkotulehdusvasteita
normaaleissa ja poistogeenisissa hiirissa proteomiikan ja DNA-
mikrosirutekniikan avulla.
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3 MENETELMAT JA TOTEUTUS

3.1 Valitut nanomateriaalit ja niiden ominaisuudet

Testattaviksi materiaaleiksi valittin nanokokoiset jaykat ja pitkdt moniseindiset hii-
linanoputket (rigid mwCNT), lankakeramaiset ja pitkat moniseinaiset hiilinanoputket
(tangled mwCNT) ja krokidoliittiasbesti. Jaykkien (rigid) mwCNT -kuitujen keskipituus oli
13 um, halkaisija yli 50 nm ja alkuainepitoisuus yli 99 % hiilta. Lankakeramaisten (tang-
led) mwCNT -kuitujen vastaavat mitat olivat 10-50 pm, 8-15 nm ja yli 99 %o hiilta, lisaksi
katalyyttijaamia alle 0,5 % (kuparia, rautaa ja nikkelid). Asbestikuidut taas olivat keskipi-
tuudeltaan 4,6 um, halkaisijaltaan 180 nm. Asbestikuitujen alkuainepitoisuuksia ei ollut
saatavilla. Kuvat materiaaleista 16ytyvat Palomaki ym. julkaisusta (2011) ja materiaalien
karakterisointi elektronimikroskopialla (pyyhkéisy- ja lapaisyelektronimikroskopia, TEM),
energiadispersiivisella spektroskopialla (EDS, energy dispersion spectroscopy), réntgendif-
fraktiolla ja Brunauer-Emmet-Teller-menetelmalla (BET) on kuvattu Vippola ym. 2009.

Materiaalidispersiot valmistettiin punnitsemalla materiaalit lasiputkiin ja tekemalla niista
1000 pg/ml laimennos PBS-liuokseen (fosfaattipuskuroitu suolaliuos, pH 7.4), jossa 2 %
lampo-inaktivoitua seerumia (fetal bovine serum, FBS). Taman jalkeen liuosta ultradani-
kasiteltiin (sonikoitiin) 20 minuuttia +30 °C:ssa. Taméan jalkeen dispersio laimennettiin
edelleen 100 pg/ml:ksi makrofaagien elatusliuokseen ja sonikoitiin uudestaan 20 minuut-
tia +30 °C:ssa.

3.2 Solukokeet

3.2.1 Solujen kasvatus

Kokeissa kaytettiin ihmisveren monosyyteista erilaistettuja makrofaageja (Veripalvelu,
Suomen Punainen Risti).

Makrofaagit erilaistettiin veren perifeerisistd monosyyteistd, jotka oli eristetty puna-
valkosolukerroksesta (Buffy coat) Ficoll gradientti-sentrifugaation avulla. Monosyytit pes-
tiin kolmesti PBS:lla (pH 7.4), jonka jalkeen niiden annettiin tarttua 6-kuoppalevyille 50
minuuttia +37 oC:ssa ja 5 % CO2:ssa RPMI 1640 (Invitrogen), 2 mM L-glutamiini, 1 %
PEST elatusliuoksessa. Taman jalkeen solut pestiin kolme kertaa PBS:lla. Solut erilaistet-
tiin ja kasvatettiin 1 ml:ss& Serum-Free Macrophage Medium -elatusliuosta (Invitrogen),
johon oli lisatty kasvutekija (10 ng / ml GM-CSF = granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, Immunotools) ja 1 % PEST. Makrofaagi-elatusliuos vaihdettiin kahden
paivan vélein ja solut altistettin nanomateriaaleilla tai asbestikuiduilla seitseméan paivaa
eristyksen jalkeen.
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3.2.2 In vitro -kokeet

Makrofaageja altistettiin kuusi tai kahdeksantoista tuntia +37 °C, 5 % CO2:ssa 100 pg/ml
nanomateriaalidispersiolla (kts 3.1). Kaksi tuntia altistuksen kaynnistymisesta, solut pes-
tiin kolmesti lampimalla PBS:lla ja elatusliuos vaihdettin RPMI 1640 -liuokseen prote-
omiikka-analyyseja hairitsevan albumiinin poistamiseksi. Altistuksen paatteeksi elatusliuos
kerattiin talteen ja mahdolliset hajonneet solut poistettiin sentrifugoimalla 750 g, 5 min
+4 °C, jonka jalkeen elatusliuos pakastettiin -70 °C.

Pilottikokeissa soluja altistettiin myos bakteerin soluseindrakenteella, LPS:lla (bakteerinen
lipopolysakkaridi, Escherichia Coli 0111:B4, Sigma Aldrich) 100 ng / ml pitoisuudella.

3.2.3 Solukuolleisuus

Solukuolleisuus  mitattiin  elatusliuoksen laktaattidehydrogenaasientsyymipitoisuuden
(LDH) avulla kaupallisella kitilla (Cytotoxicity detection kitPLUS [LDH], Roche), valmistajan
ohjeiden mukaan.

3.3 Kaksisuuntaisen differentiaaligeelielektroforeesin
(2D-DIGE) periaate

Kaksisuuntaisessa geelielektroforeesissa proteiinit erotellaan ensin toisistaan proteiinien
isoelektrisen pisteen (pl) (isoelektroninen fokusointi) ja sen jalkeen molekyylipainon mu-
kaan geelielektroforeesilla (SDS-PAGE). Nain proteiinitaplat saadaan levitettya isommalle
pinta-alalle. Geelipohjaisten proteomiikkamenetelmien suurin ongelma on tarpeeksi hyvan
toistettavuuden aikaansaaminen. Eri aikoina suoritettujen isoelektristen fokusointien ja
geelielektroforeesien valilla voi olla suuriakin eroja proteiinispottien koossa ja ajautumi-
sessa, vaikka nayte olisi sama. Tutkimuksessa kaytettiin differentiaali- geelielektroforeesi
(DIGE) -tekniikkaa, jolla toistettavuuseroja voidaan merkittavasti vahentaa (Unli ym.
1997).

Niiden proteiintaplien leikkaus ja proteiinien
digestointi geelissa, joiden iimenemi &on
eroja naytteiden valilla

!

Lredd Peptidien massaspektrometrinen analysoint
-g- m
1 CYS i l
. A

Tietokantahaut massaspektrometriadatalla

Cy2 leimattu
siséinen
standardi

Ekspressio
) Kuvantaminen profilin
Leimatut uutteet 20E (Ettan DIGE analysointi l
yhdistetaan eroftelu Imager) (DeCyder)

Mielenkiintoisten proteiinitaplien tunnistus

Kuva 1. 2D-DIGE:n ja proteiinien tunnistusten periaatteet
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Yksi proteiininayte leimataan fluoresoivalla Cy5-leimalla (esim. kontrolli) ja toinen Cy3-
leimalla (esim. nanomateriaalilla altistettu nayte). Cy2-leimalla leimataan niin kutsuttu
sisdinen standardi, joka sisaltdd yhta paljon kaikkia kokeessa mukana olevia naytteita
(Kuva 1). Taman jalkeen leimatut proteiiniuutteet sekoitettiin keskenaan ja niissa olevat
proteiinit erotellaan 2D-geelielektroforeesilla. Geelit kuvannetaan kolmella eri aallonpi-
tuusalueella fluoresenssidetektorilla (Ettan Dige Imager, GE Healthcare), jolloin yhdesta
geelistd saadaan kolme eri proteomia (Kuva 1). Koska naytteita tarvitaan vahintaan kol-
me/ryhma biologisten erojen toteamiseksi tilastollisesti, joudutaan ajamaan useampi gee-
li. Teknisen variaation korjaamiseksi kaikilla ajetuilla geeleilla kaytetddan samaa Cy2-
leimattua sisdista standardia, jota hyddynnetddn vertaillessa proteiinien ilmentymista ja
intensiteettia eri ryhmien valilla.

3.4 Makrofaageista eritettyjen proteiinien analysointi

Eritetyt proteiinit konsentroitiin (Amicon Ultra-15-centrifugal filter, Millipore) ja proteiiniliu-
os puhdistettiin isoelektrista fokusointia hairitsevista aineista kuten suoloista (Ettan™ 2D
clean-up kit). 50pg asbestilla, lankakeramaisella mwCNT:IIa tai jaykalla mwCNT:lla altis-
tettujen tai altistamattomien solujen erittdmia proteiineja leimattiin 200 pmol:lla Cy5- tai
Cy3-leimalla 30 minuuttia pimeéssa jailla. Sisdainen standardi tehtiin yhdistamalla yhta
suuri maara materiaaleilla altistettujen seké altistamattomien solujen erittdmia proteiine-
ja, jotka leimattiin Cy2 varilla. Isoelektrinen proteiinien fokusointi tehtiin 18 cm IPG-
liuskoilla (Immobiline Drystip 13 cm 3-10 nl, GE Healthcare) valmistajan ohjeiden mukai-
sesti. Isoelektrinen fokusointi suoritettiin Ettan™ IPGphor 11 -laitteella (ohjelma: 150 V 3
tuntia, 300 V 3 tuntia, 300-1000 V gradientti 6 tuntia, 1000-8000 V gradientti 1 tunti,
8000 V 2 tuntia). Fokusoinnin jalkeen liuskoilla olevat proteiinit pelkistettiin ensin 15 mi-
nuuttia 65 mM ditiotreittoli-tasapainotuspuskurissa ja sitten alkyloitiiin 15 minuuttia 53
mM iodoasetamidi-tasapainotuspuskurissa Taman jalkeen proteiinit eroteltiin koon perus-
teella SDS-PAGE:lla (12,5 % geeli) DALT six -laitteistolla (GE Healthcare) 15 mA/geeli 5
tuntia.

Geelit kuvannettiin (Ettan DIGE Imager, GE Healthcare) ja proteiinitdplien ilmentyminen
analysoitiin DeCyder 7.0 -ohjelmalla (GE Healthcare). Kiinnostavien proteiinitaplien maari-
telmaksi valittiin 1,5 kertainen ekspressiomuutos verrattuna kontrollin ja Student t-
testiarvo <0.05. Mielenkiintoiset proteiinitaplat leikattiin geelistda hopeavarjayksen jalkeen
ja tunnistettiin kuten kohdassa 3.5. Tarkemmat tilastolliset analyysit tehtiin DeCyder Ex-
tended Data Analysis -ohjelmalla (GE Healthcare) ja VENN-diagrammit internet-
pohjaisella ohjelmalla (http://simbioinf.com/mcbc/applications/genevenn/genevenn.htm).

Pilottikokeissa eritettyjen proteiinien analysointiin kaytettin SDS-PAGE:a, jossa proteiini-
naytteitd kuumennettiin +94 °C:ssa pelkistavassa puskurissa (62,5 mM Tris-HCI pH 6.8, 5
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% B-merkaptoetanoli, 2 % bromofenolin sininen, 2 % SDS, 25 % glyseroli). Taman jal-
keen proteiinit eroteltiin koon perusteella SDS-PAGE:ssa ja varjattiin hopeanitraatilla.

3.5 Proteiinien tunnistaminen

Hopeavarjatyt proteiinipisteet leikattiin geelistd, geelissé olevat proteiinit pilkottiin trypsii-
nilla ja muodostuneet peptidit analysoitiin kuten Korolainen ym. (2006) kuvaa. Peptidiuut-
teet kuivattiin vakuumisentrifuugissa ja analysoitiin LC-ESI-QTOF-massaspektrometrilla
(QTOF Global, Waters). Kaanteisfaasierottelu tehtiin 75 pm > 15 cm NanoEase Atlantis©
dC18 -kolonnilla (Waters) 250 nl/min virtausnopeudella. Peptidit eluoitiin kolonnista 60
minuutissa lineaarisella 0-60 % liuos B (0.1 % muurahaishappo 95 %:ssa asetonitriilissa)
-gradientilla. Aloitusliuoksena kaytettiin 0,1 % muurahaishappoa 5 %:ssa asetonitriilissa.
Proteiinitunnistukset LC-MS/MS aineistosta tehtiin Mascot-tietokantahaun avulla (Matrix
Science).

3.6 Hiirikokeet

3.6.1 Hiiret

7-8 viikon ikaiset C57BI/6 ja BALB/c hiiret hankittin Scanburista ja syottésolu-
poistogeenisetpuutteellisehiiret Jackson Lab:sta. Hiiret olivat karanteenissa viikon ajan
saapumisen jalkeen. Niita pidettiin neljan ryhmissé rautahdkeissa ja niita ruokittiin Altro-
min No. 1314 FORTI -ruoalla ja hana vedella. Huoneen kosteus pidettiin 4045 %b:ssa,
lampodtila 20-21 °C:ssa, lisaksi pidettiin ylla 12-tunnin valo-pimeéasyklia.

Kokeet tehtiin noudattaen eurooppalaisia eettisia koe-eldin saannoksia (European Conven-
tion for Experimental ans Other Scientific Purposes, Strasbourg 18. maaliskuuta 1986).
Kokeet on myds hyvaksytty Eteld-Suomen aluehallintoviraston elainkoelautakunnassa
(ESAVI-2010-05040/Ym-23).

3.6.2 Inhalaatioaltistukset

Kuitumateriaaleista tehtiin altistuksia varten aerosolia leijupetigeneraattorilla (TSI FBAG
3400A), jonka tuottaman hiilinanoputkiaerosolin pitoisuutta voitiin séatda. Generaattori
tuotti aerosolia altistuskammioon, jossa hiiret sijaitsivat. Altistuskammion ilmasta mitattiin
jatkuvasti hiilinanoputkien massapitoisuutta (punnituskapselille keratty nayte), lukumaa-
réda (CPC-laite) ja kokojakaumaa (SMPS- ja ELPI-laitteistot). Kammiosta otettiin my6s
suodatinnaytteita elektronimikroskooppista tarkastelua varten.
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3.6.3 Naytteiden kerdaminen

Hiiret lopetettiin isofluraani-yliannostuksella 24 tuntia viimeisen altistuksen jalkeen. Osas-
sa kokeista hiiriltd mitattiin kehopletysmografian avulla keuhkoreaktiviteetti metakoliinia
hengittamalla, ennen lopetuksia, 24 tuntia viimeisen altistuksen jalkeen (Hamelmann ym.
1997). Keuhkot huuhdeltiin PBS:ll& (800 pl, 10 s) keuhkoputkesta, minka jalkeen keuh-
kohuuhtelu (BAL)-nayte siirrettiin naytelasille solusentrifuugin avulla. Naytelasilla solut
varjattiin May Grinwald-Giemsa (MGG)-varilla ja laskettiin valomikroskoopilla. BAL super-
natantti sailytettiin -70 °C:ssa sytokiinianalyyseja varten. Hiirten vasen keuhkolohko pois-
tettiin, jaadytettiin ja sailottiin -70 °C RNA eristyksia varten. Loput keuhkoista fiksattiin
formaliinilla, valettiin parafiiniin, leikattiin ja siirrettiin naytelaseille, missé ne HE (hema-
toksyliini-eosiini), PAS (periodic acid-Schiff) tai HERO (Herovici’s) -varjattiin.

3.6.4 RNA:n eristys keuhkokudoksesta

Keuhkonéaytteet homogenisoitiin FastPrep FP120 (BIO 101, Thermo Savant), laitteella ja
RNA eristettiin FastRNA Pro Green -kitilla (Qbiogene, MP Biomedicals). RNA:n maara ja
laatu mitattiin NanoDrop-spektrofotometrilla (ND-1000). Eristetty RNA liuotettiin nukle-
aasivapaaseen veteen (DEPC) ja sailytettiin -70 °C:ssa.

3.6.5 Komplementaarisen DNA:n (cDNA) synteesi

cDNA syntesoitiin 1 pg RNA:ta 25 pl:n reaktiossa MultiScribe Reverse Transcriptase (The
High-Capacity cDNA Archive Kit, Applied Biosystems) -kitin avulla, kayttamalla hyvaksi
sattumanvaraisia alukkeita. Synteesi tehtiin 2720 Thermal Cycler -laitteella, (25 °C / 10
min; 37 °C / 120 min).

3.6.6 Polymeraasiketjureaktio (PCR)

PCR alukkeet ja koettimet ostettiin Applied Biosystemsiltd. Reaaliaikainen PCR tehtiin 96-
kuoppaisella optisella reaktiolevylla kayttden Relative Quantification 7500 Fast System
(7500 Fast Real-Time PCR system, Applied Biosystems) -laitetta. Monistukset tehtiin 11
plin tilavuudessa. Reaktiossa oli mukana 20 ng cDNA:ta, TagMan universal PCR master
mixi& ja alukkeita (Applied Biosystems). Endogeenistd 18s RNA:ta kaytettiin normalisoin-
tigeenina.

3.6.7 ELISA

Hiiri ELISA:t tehtiin valmistajan ohjeiden mukaan (eBioscience) ja maaritettiin Multiskan
MS -laitteella (Labsystems).

10
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3.7 Tilastolliset analyysit

Tulokset analysoitiin GraphPad Prism 5 ohjelmalla (GraphPad Software Inc.), kayttéen ei-
parittaista t-testia tai Mann-Whitney U-testia vertailtaessa ryhmien valisia eroja. P-arvoa
<0.05 pidettiin tilastollisesti merkittavana.

3.8 DNA-mikrosiruanalyysi

DNA-mikrosiruanalyysissa kaytettiin hiirten keuhkokudoksesta eristettya lahetti-RNA:ta.
Lahetti RNA:n analysoitiin SurePrint G3 Mouse GE 8x60K Microarray -kitin (Agilent) avulla
valmistajan ohjeiden mukaan.

DNA-mikrosiruanalyysista saatu raakadata (GPR-muodossa) tuotiin R-ohjelmaan (v.
2.15)(R Core Team 2012) ja analysoitiin BioConductorin (Gentleman ym. 2004) limma-
paketilla (Smyth 2005). Raakadatan laatu tarkistettiin ja mediaani raaka-intensiteetit
muunnettiin log2:ksi ja normalisoitiin quantile-menetelmalla. Samoja geeneja tunnistavi-
en koettimien normalisoiduista arvoista laskettiin keskiarvot, jolloin muodostui lopullinen
ilmentymismatriksi. llmentymismuutokset laskettiin sovittamalla arvot lineaariseen malliin
ja laskemalla niistd moderoitu t-testi. Geenejé, joiden Benjamini ja Hochberg p-arvo oli <
0.01 ja log2 ilmentymismuutos > |0.58], pidettiin tilastollisesti merkittavina.

11
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4 TULOKSET

4.1 Solukuolleisuus oli vahaista kuuden tunnin
altistuksissa

Solukuolleisuutta tutkittiin LDH-menetelmalla (Kuva 2), jotta saatiin selville, mika altistus-
pitoisuus olisi kayttdkelpoisin solujen aktiivista eritysta tutkiviin proteomiikkakokeisiin. 18
tunnin kokeessa pitkat ja jaykat hiilinanoputket seka asbesti aiheuttivat suuren solukuol-
leisuuden. Jaykkien hiilinanoputkien aiheuttama kuolleisuus oli suurin, jopa 30 % soluista
oli kuollut. Asbestilla kuolleiden solujen osuus oli noin kymmenen prosenttia ja lankake-
ramaisella mwCNT:lla alle viisi. Kuuden tunnin altistuksen jalkeen solukuolleisuudet olivat
selvasti alhaisemmat kaikilla materiaaleilla verrattuna 18 tunnin altistukseen. Jaykkien
mwCNT altistus aiheutti alle viiden prosentin solukuolleisuuden ja asbestilla seka lankake-
ramaisella mwCNT:1l& altistetut solut eivat karsineet solukuolemasta lainkaan.
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8% § 301
2 =
3 20 @ 20-
= c
1) @
T 104
S 10 % 104
S — |:_"_:| — 3
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Tangled mwCNT
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rigid mwCNT 4

Tangled meNT-]

Kuva 2. Testimateriaalien aiheuttama solukuolleisuus. IThmisen primaarimakrofaagit altis-

tettu lankakeramaisella (tangled) mwCNT:Il4, jaykalla (rigid) mwCNT:lla tai asbestilla 100
pg/mi.

4.2 Jaykéat kuidut aiheuttavat kasvaneen
proteiinierityksen ihmisen primaarimakrofaageissa
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Solutoksisuuskokeen jalkeen tutkittiin eri altisteiden aikaansaamaa proteiinieritysta kuu-
den tunnin altistuksella (Kuva 3). Altistamattomat (1) seka LPS (2) ja lankakeramainen
mwCNT (3) altistetut makrofaagit erittavat lahes yhta paljon proteiineja elatusliuokseen.
Sen sijaan jaykka mwCNT (4) ja asbesti (5), jotka ovat rakenteeltaan jaykkia kuituja,
aiheuttivat kasvaneen proteiinierityksen. Kaiken kaikkiaan nayttada silta, ettd kaikkien
altisteiden aiheuttama erittyneiden proteiinien ilmentymisprofiili on samankaltainen. As-
besti ja jaykkd mwCNT altistetut makrofaagit erittivat liséksi muutamia proteiinikaistaleita,
joita ei ollut havaittavissa altistamattomalla eikd LPS ja tangled mwCNT altistetuilla soluil-
la.

12345

Kuva 3. Eritettyjen proteiinien ilmentymisprofiili kuuden tunnin altistuksessa. Hopeavarjat-
ty SDS-PAGE geeli ihnmisen primaarimakrofaageista erittyneista proteiineista. Kontrolli (1)
seka LPS (2), lankakeramainen mwCNT (3), jaykkd mwCNT (4) ja asbesti altistettu (5).

4.3 2D-DIGE analyysilla saatiin selville proteiinitaplat,
joiden ilmentyminen oli muuttunut tilastollisesti
merkittavasti

Ihmisen primaarimakrofaageja altistettiin kuuden tunnin ajan 100 pg/ml lankakeramaisilla
hiilinanoputkilla, jaykilla hiilinanoputkilla tai asbestilla, erittyneet proteiinit kerattiin talteen
ja analysoitiin 2D-DIGE-menetelméalla. Negatiivisena kontrollina kaytettiin altistamattomi-
en solujen erittimid proteiineja. Tuloksia verrattiin kolmella tavalla: lankakeramainen
mwCNT verrattuna kontrolliin, jdykkd mwCNT verrattuna kontrolliin ja asbesti verrattuna
kontrolliin. Yhteensa 2D-DIGE-analyysilla saatiin eroteltua yli 2500 proteiinitaplaa.

Taulukossa 1 on kuvattu tunnistetut proteiinit. Mascot-pisteet kuvaavat proteiinitunnistuk-
sen luotettavuutta, t-testi on proteiinitdplan ekspressioseron tilastollinen todennakoéisyys,
p-arvo. limentymismuutos tarkoittaa proteiinin erittymisen pitoisuutta verrattuna altista-
mattomaan kontrolliin. Proteiinin lyhenne on yleinen kirjallisuudessa ja tietopankeissa

13
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kaytossa oleva lyhenne. Kontrolli verrattuna lankakeramainen mwCNT analyysista saatiin
haarukoitua 34 proteiinitdplad, joiden erittyminen oli tilastollisesti merkittavasti kasvanut-
ta tai vahentynytta. Naista saatiin tunnistettua massaspektrometrian ja tietokantahakujen
avulla 22 (Taulukko 1C). Kolmentoista erittyminen oli noussut verrattuna kontrolliin ja
yhdeksan oli alentunut. Jaykilla hiilinanoputkilla altistettujen solujen erittamista proteii-
neista 106 erosi kontrollin sekretomista. Naista 74 saatiin tunnistettua, joista 34:n eritty-
minen oli lisséntynyt ja 41:n pienentynyt kontrolliin verrattuna (Taulukko 1A). Asbestin ja
kontrollin vertailussa erottui 88 proteiinitaplad. Naista 40 saatiin tunnistettua, 20:n ollessa
yliekspressoituneita ja 20:n ollessa aliekspressoituneita verrattuna kontrolliin (Taulukko
1B).
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Kuva 4. 2D-DIGE kuva ihmisen primaarimakrofaagista eritetyista proteiineista. Makrofaa-
git altistettiin lankakeramaisella mwCNT:illa, jaykalla mwCNT:illa tai asbestilla. Negatiivi-
sena kontrollina toimivat altistamattomat makrofaagit. Yksi tapla vastaa yhta proteiinia.
Kuvaan on merkitty LC-MS/MS-tekniikan avulla tunnistettuja proteiineja, joiden erittymi-
nen on muuttunut tilastollisesti merkittavasti altistuksen jalkeen.
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Taulukko 1. Tunnistetut proteiinit.

Ekspr. Prot. Proteiinin nimi Mascot Ekspr. Prot.

muutos _ lyhenne pisteet muutos _ lyhenne _Proteiinin nimi

T-testi

Heat shock protein beta-1 ' KPYM Pyruvate kinase isozymes h1/M2
CATS Cathepsin 8§ 046 s CLICT Chloride intracellular channel protein 1
.54 CATD Cathepsin D 018 A1 ALBU Serum albumin
S10A7 Protein S100-A7 0 93 CATD Cathepsin D
MYP2 Myelin P2 protein 678.90 047 93 CAP1 /Adenylyl cyclase-associated protein 1
Cystatin-B 220.66 0 11,89 ANXA2 _ |Annexin A2
[XA1 [Annexin Al [81 0081 87 CATD Cathepsin D
1 Lipocalin 1 |73 034 .86 LCN1 Lipocalin-1
HD2 _|EF-hand domain-containing protein D2 |6_8 044 [1.85 PRDX1__[Peroxiredoxin-1
B1A IPeE(idyl-Evolyl cis-trans isomerase FKBP1A 63 0058 J7 CATH Pro-cathepsin H
i [157 032 16 CATS Cathepsin S
121 041 11,65 TAGL2 _ |Transgelin-2
|43 02 60 037 .61 CK5P2 _ |CDKS regulatory subunit-associated protein 2
3,83 02 .03 H4 Histone H4 32 0076 1 CATD Cathepsin D
650 0045 01 COF1 Cofilin-1 482 Serum albumin
02 97 CATB Cathepsin B 56 Cathepsin B
3 013 .96 FABP5 _ |Fatty acid-binding proteinD epidermal 129 Lipocalin-1
4 023 95 CLIC1 Chloride intracellular channel protein 1 585 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
|58 038 1,93 KPYM Pyruvate kinase isozymes M1/M2 389,16 Tubulin alpha-1B chain
365 024 92 ANXAT _ [Annexin Al 39 Cathepsin B
04 .88 EF1A1 Elongation factor 1-alpha 1 337 Serum albumin
0057 R CATD Cathepsin D 1229 78 kDa glucose-requlated protein
[ 75 THIO Thioredoxin 364 Calreticulin
{ T2 MOES Mo 61 14-3-3 protein gamma
o PPIA Peptidyl-prolyl 180 Calreticulin
017 69 H4 Histone H4 123 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B
018 66 PSB10__ [Proteasome subunit beta type-10 136 Protein disulfide-isomerase
5 .62 EFHD2 _ |EF-hand domain-containing protein D2 652 78 kDa glucose-requlated protein
026 6 LEG1 Galectin-1 39 Cathepsin §
02 1,57 H4 Histone H4 r‘ll)_.'! Neutrophil defensin 1
023 [1.56 CATD Cathepsin D 78 kDa glucose-regulated protein
036 .56 COF1 Cofilin-1 025 |-1 |Alpha-2-macroglobulin
046 54 COTL1 Coactosin-like protein 0039 |1 Calreticulin
016 53 CATB Cathepsin B 0084 [-1.88 ALBU Serum albumnin
7 -1,59 H4 Histone H4 026 19 A2MG |Alpha-2-macroglobulin
Protein disulfide-isomerase A3 017 2,24 TRFL Lactotransferrin
14-3-3 protein gamma I ATAT |Alpha-1-antitrypsin
Lipocalin-1 022 |-2 DPYL2 Dihydropyrimidinase-related protein 2
78 kDa glucose-requlated protein 038 2,74 ALBU Serum albumin
78 kDa glucose-regulated protein 041 28 CNTRL Centriolin
[Vimentin
? Prot. b oteiinin nimi
180 Calreticulin i lyhenne
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa
178 ,045 |-1 (ANXAS  |Annexin A5 | regulatory subunit A alpha isoform
1229 009 GRP78 |78 kDa glucose-regulated protein
46 039 MMPS___ [Matrix metalloproteinase-3 C1 |Chloride intracellular channel protein 1
355,0222 041 K IL1RA Interleukin 1 recaﬁmr antagonist protein 025 il Lipocalin-1
188 016 VIME [Vimentin 58 0055 [1,9¢ YM __ |Pyruvate kinase isozymes M1/M2
58 041 EST1 Liver carboxylesterase 1 6 0045 K MOES __ [Moesin
136 006 PDIA Protein disulfide-isomerase 036 K CATH Pro-cathepsin H
54 10028 | CALR Calreticulin 2 044 £ ILEU Leukocyte elastase inhibitor
364 0015 |-1 CALR Calreticulin 0095 |14 CATB Cathepsin B
504 00048 CALR Calreticulin 187 046 62 CO1A1 Collagen alpha-1() chain
1425 102 |-1.98 DPYL2  |Dihydropyrimidinase-related protein 2 365 015 61 ANXAT  |Annexin Al
363,6795 0006 |-1,99 COF2 Cofilin 2 30 017 ST CNDP2 _ |Cytosolic non-specific dipeptidase
109.99 022 |1 03 11,53 MEP1A _[Meprin A subunit alph:
171,74 0042 |2 i
1016 045 |2
104 0084 025 [
1909 0061 |-2,06 GRP78 |78 kDa glucose-regulated protein 9] 07 ACTB Actind cytoplasmic 1
,049 |-2,08 MMP9 Matrix metalloproteinase-9 -1.82 LCN1 Lipocalin-1
0026 |-2,18 SODM Superoxide dismutase [Mn]0 mitochondrial 188 ) -1.86 VIME Vimentin
0059 |2, A2MG | Alpha-2-macroglobulin 75 026 2,22 LCN1 Lipocalin-1
0075 |2, PHLB2 _ |Pleckstrin homology-like domain family B member 2 37 025 245 LCIL1 Putative lipocalin 1-like protein 1
046 -2 | Alpha-1-antitrypsin 0 035 2,64 H4 |Histone H4
035 |2
02 |2
0015_[2
035 |2
041 |2
041 2
017__|3.
0064 |3
0082 [5.76 |SLPI [Antileukoproteinase
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4.4 Asbestin ja jaykkien hiilinanoputkien aiheuttamat
muutokset proteiinien erityksessa muistuttavat
toisiaan

Eri altisteiden aiheuttamia muutoksia makrofaagien sekretomiin tutkittiin hierarkkisella
ryhmittelylla ja padkomponenttianalyyseilld, jotta saatiin yleiskuva proteiinien ilmentymis-
profiilista. Kuvassa 5A nakyy, etta asbesti ja jaykkd mwCNT aiheuttivat samankaltaiset
muutokset eritettyisa proteiineissa, kun proteiinien ilmentymistasot on normalisoitu kont-
rolliin. Kirkkaammat varit mwCNT paneelissa verrattuna asbestiin viittaavat siihen, etta
hiilinanoputket saivat aikaan suuremmat muutokset proteiinien eritystasoissa. Lankake-
ramaisten hiilinanoputkien aiheuttama altistusvaste eroaa asbestin ja jaykkien mwCNT:n
reaktioista. Lankakeramaisilla hiilinanoputkilla esiintyy myds muutama taysin niille spesifi-
nen proteiinierityksen muutos.

Paakomponenttianalyysi ilmaisee hierarkkisen ryhmittelyn tulokset diagrammin muodos-
sa. Padkomponenttianalyysissa ryhmia ei ole normalisoitu kontrolliin. Altistusryhmatestis-
s& asbesti ja jaykka mwCNT sijoittuivat lahekkain yhteen neljannekseen, kun taas kontrol-
li ja lankakeramainen mwCNT olivat omissa neljanneksissaan kaukana jaykista kuiduista.
Proteiinianalyysissa voidaan havaita yksi tiukasti ryhmittynyt kasautuma, joka koostuu
asbestiin ja jaykkdan mwCNT:hen kytkoksisséd olevista proteiineista. Toinen, lI8yhempi
proteiiniryhmittyma, koostuen kontrollin ja lankakeramaisiin hiilinanoputkiin liittyvista
proteiineista on y-akselin toisella puolella.
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Kuva 5. Hierarkkinen ryhmittely ja pdakomponenttianalyysi tunnistetuista proteiineista.
(A) Proteiinien ilmentyminen normalisoituna kontrolliin. Proteiinit, joiden erittyminen on
lisdantynytta varitetty punaisella, vihrealla proteiinit joiden erittyminen on vahentynyt. (B)
Paakomponenttianalyysi altistusryhmista ja tunnistetuista proteiineista. Analyysit tehtiin
DeCyder-ohjelman EDA-moduulilla.Lankakeramainen (tangled) mwCNT, jaykka (rigid)
MwCNT.

4.5 Eri altisteilla vahan yhteisia eritettyja proteiineja

VENN-diagrammin avulla tutkittiin, saivatko eri altisteet aikaan samojen proteiinien erityk-
sen makrofaageista. Kuvassa 6A on esitetty yhteiset ja altisteelle spesifiset eritetyt prote-
iinit, joiden maara oli kasvanut verrattuna altistamattomien makrofaagien erittdmiin pro-
teiineihin. Jaykilla hiilinanoputkilla oli 20 niille ominaista eritettya proteiinia. Asbestilla
lukema on 9, kun taas lankakeramaiset hiilinanoputket aiheuttivat kuuden spesifisen pro-
teiinin erityksen makrofaageista. Asbestilla ja jaykilla mwCNT:lla oli yhteisid proteiineja
kaksi (Katepsiini D ja Katepsiini S), kuten myos lankakeramaisella ja jaykalla mwCNT:lla
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(Anneksiini A1 ja Moesiini). Kaikille altistelle yhteisia eritettyja proteiineja oli viisi: Lipoka-
liini 1, Katepsiini H, Katepsiini B, Kloridin intrasellulaarinen kanavaproteiini 1 ja Pyruvaatti
kinaasin isosyymit M1/M2.

6B-kuvassa VENN-diagrammi kuvaa proteiineja, joiden eritys on vahentynyt altistuksen
jélkeen suhteessa altistamattomiin soluihin. Jaykilla mwCNT:lla altistetut solut erittivat 18
erilaista proteiinia, joita ei erity muilla materiaaleilla altistetuista soluista. Asbestialtistetuil-
la soluilla néaité proteiineja oli kolme ja lankakeramaisilla hiilinanoputkilla kaksi. Yhteisia
proteiineja, joiden eritys makrofaageista oli vahentynyt altistuksen jalkeen, oli jaykilla
mMwCNT:lla ja asbestilla seitsemén (Alfa-1-antitrypsiini, Alfa-2-makroglobuliini, Kalretiku-
lin, Sentriolin, Dihydropyrimidinaasiin liittyva proteiini 2, 78 kDa glukoosi-saételyproteiini
ja Disulfidi-isomeraasi proteiini), jaykalla ja lankakeramaisella mwCNT:1la kolme (Histoni
H4, Lipokaliini-1 ja Vimentiini). Vastaavasti lankakeramaisella mwCNT:Ila ja asbestilla oli
kaksi samaa proteiinia - Albumiini ja Katepsiini S. Vain yhden proteiinin erittyminen oli
vahentynyt kaikilla altisteilla (14-3-3 proteiini gamma).

A rigidmwCNT Asbesti B rigidmweNT Asbesti

tangled mwCNT tangled mwCNT

Kuva 6. VENN-diagrammi tunnistetuista proteiineista. GeneVenn-ohjelmalla tehty vertailu
proteiineista, jotka ovat yhteisia eri tunnistuslistoille. Proteiinit, joiden eristys on lisdanty-
nyt (A) tai vahentynyt (B) verrattuna kontrolliin. Lankakerdmainen (tangled) mwCNT,
jaykka (rigid) mwCNT.
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4.6 Altistus jaykilla hiilinanoputkilla aiheuttaa
voimakkaan tulehdussolujen keradntymisen hiirten
keuhkoihin

Hiilinanoputkialtistettujen hiirten keuhkoista laskettiin tulehdussolut, jotta voitiin paatella
aiheuttavatko materiaalit tulehdusta (Kuva 7). Ainoastaan lyhyt altistus lankakeramaisilla
hiilinanoputkilla sai aikaan makrofaagisolujen maaran kasvun. Pitk&dssa altistuksessa jay-
killa hiilinanoputkilla makrofaagien maara hiirten keuhkoissa laski verrattuna altistamat-
tomiin hiiriin. Neutrofiilien maara hiirten keuhkohuuhtelunesteessa nousi vain jaykilla hii-
linanoputkilla, pitkassa altistuksessa neutrofilien maara oli suurempi kuin kerta-
altistuksessa. Myo6s eosinofiilien maara kasvoi voimakkaasti keuhkohuuhteessa pitkassa
altistuksessa jaykilla hiilinanoputkilla, lankakeramaiset hiilinanoputket eivat saaneet ai-
kaan neutrofiilien, eikd eosinofiilien maaran kasvua. Liséksi jaykat hiilinanoputket aiheutti-
vat lymfosyyttien kerdantymisen hiirten keuhkoihin, kun hiiria altistettiin neljana perakkai-
send paivana. Lankakeramaiset hiilinanoputket saivat aikaan selkeésti pienemman lymfo-
syyttien kertymisen.

Makrofaagit BAL-nesteessa Neutrofiilit BAL-nesteessa
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Kuva 7. Hiilinanoputkilla altistettujen hiirten keuhkohuuhteen solumaarat. BL57/6-hiiria
altistettiin joko 4 tuntia tai 4 tuntia neljana perakkaisena paivana. Solut laskettiin keuhko-
huuhteesta valomikroskoopilla. C = PBS altistettu kontrolli *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001
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4.7 Hankitun immuniteetin vaste kasvaa hiirten
keuhkoissa jaykilla hiilinanoputkilla tehdyn
altistuksen jalkeen

Klassisten Thl ja Th2 -sytokiinien maara tutkittiin hiirten keuhkokudoksessa, jotta saatai-
siin selville, aiheuttavatko materiaalit hiirissa synnynndisen vai hankitun immuniteetin
aktivoitumisen (Kuva 8). Allergiaan liittyvan Interleukiini-13:n (IL-13) maara kasvoi keuh-
kokudoksessa heti kerta-altistuksen jalkeen jaykilla hiilinanoputkilla, minkd jalkeen sen
maara lahes puoliintui neljan paivan altistuksessa. Lankakeramaiset hiilinanoputket eivat
aiheuttaneet IL-13 mRNA tuotantoa hiirten keuhkoissa. Samantyyppinen vaikutus havait-
tiin myos toisella allergisen reaktion merkkimolekyylin, IL-5:n mittauksessa, missa altistus
jaykilla hiilinanoputkilla aiheutti IL-5 tuotannon heti neljan tunnin altistuksen jalkeen.
Taman jalkeen IL-5:n maara laski. Lankakeramaiset hiilinanoputket aiheuttivat jopa IL-5
tuotannon vahenemisen verrattuna altistamattomiin hiiriin. Interferoni-gamman (IFN-y),
joka muuntaa tulehdusvasteita Th1-tyyppisiksi, tuotanto vaheni lahetti-RNA-tasolla hiirten
keuhkokudoksessa jaykilla hiilinanoputkilla tehdyn altistuksen jalkeen, niin kerta-
alistuksessa kuin perékkaisind paivina tehdyn altistuksen jéalkeen. Lankakeramaiset hii-
linanoputket eivat aiheuttaneet hiirten keuhkoissa IFN-y:n tuotannon merkittavaa laskua.

IL-13 mRNA keuhk okudoksessa IL5 mRNA keuhkokudoksessa IFN-g mRNA keuhkokudoksessa
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Kuva 8. Sytokiinien maara hiirten keuhkoissa hiilinanoputkialtistuksen jalkeen. BL57/6-
hiiria altistettiin joko 4 tuntia tai 4 tuntia neljand perakkaisend paivana. Sytokiini-tasot
keuhkokudoksessa mitattiin lahetti-RNA:n maarastd. C = PBS altistettu kontrolli *P <
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

4.8 Th2-tyypin kemokiinien maara kasvaa jaykilla
hiilinanoputkilla altistettujen hiirten keuhkoissa
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Koska allergisiin, Th2-tyypin, reaktioihin liittyvéat sytokiinit olivat koholla hiilinanoputkialtis-
tuksen jalkeen, halusimme tutkia my0ds allergiseen vasteeseen liittyvien kemokiinien maa-
raa keuhkokudoksessa (Kuva 9). Eosinofiilien houkuttelemiseen liittyvan CCL11:n (C-C
motiivi kemokiini 11) maara oli voimakkaasti koholla kerta-altistetuilla hiirilla, jotka olivat
hengittaneet jaykkia hiilinanoputkia. Perakkaisten altistusten jalkeen CCL11:n maara puo-
liintui niin kuin IL-13 maara. Lankakeramaiset hiilinanoputket aiheuttivat vain hieman
CCL11 maaran kasvua. Saately-T-solujen ja dendriittisten solujen houkuttelemiseen liitty-
van kemokiinin, CCL17:n maara oli erittdin selkeasti koholla jaykille hiilinanoputkille altis-
tettujen hiirten keuhkokudoksessa. Taman kemokiinin maara oli voimakkaammin koholla
perakkaisten altistusten kuin kerta-altistuksen jalkeen. Lankakeramaiset hiilinanoputket
aiheuttivat pienen nousun CCL17 maarissd, mutta verrattuna jaykkien hiilinanoputkien
aiheuttamaan reaktioon, nousu oli minimaalista. CCL24:n, joka houkuttelee eosinofiileja
seka basofiileja, ilmentyminen keuhkoissa erosi muista kemokiineista, siten ettd sen maa-
ra kasvoi vasta peréattaisten jaykilla hiilinanoputkilla tehtyjen altistusten jalkeen. Lankake-
ramaiset hiilinanoputket eivéat saaneet keuhkoissa aikaan kasvanutta CCL24-tuotantoa.

CCL11 mRNA keuhkokudoksessa CCL17 mRNA keuhkokudoksessa CCL24 mRNA keuhkokudoksessa
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Kuva 9. Kemokiinien maara hiirten keuhkoissa hiilinanoputkialtistuksen jalkeen. BL57/6-
hiiria altistettiin joko 4 tuntia tai 4 tuntia neljana perékkaisena paivana. Kemokiini-tasot
keuhkokudoksessa mitattiin lahetti-RNA:n maarastd. C = PBS altistettu kontrolli *P <
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

4.9 Jaykat hiilinanoputket aiheuttavat keuhkojen
hyperreaktiviteetin

Tutkiaksemme tarkemmin jaykkien hiilinanoputkien hiirille aiheuttamia astmankaltaista

vaikutuksia, mittasimme hiirten keuhkojen hyperreaktiviteetin 24 tuntia hiilinanoputkialtis-

tuksen jalkeen (Kuva 10). Keuhkojen hyperreaktiviteetti olikin jaykilla hiilinanoputkilla
altistetuilla hiirilla selkeéasti korkeampi verrattuna PBS-altistettuihin kontrollihiiriin.
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Kuva 10. Jaykilla hiilinanoputkilla altistettujen hiirten keuhkoreaktiviteetti. BALB/c-hiirten
kehkojen hyperreaktiviteetti kasvavaan metakoliinipitoisuuteen mitattiin kehopletysmo-
grafialla.

4.10 IL-4 tuotanto jaykilla hiillinanoputkilla altistetuissa
hiiriss& on riippuvainen syottdsoluista

Syédttoésolupoistogeenisen hiirikannan avulla tutkittiin, erittavatkd syottosolut astmavas-
teelle tarkeita sytokiineja, 1L-4:44 ja IL-13:a, hiilinanoputkialtistuksen jalkeen. Kuva 11
osoittaa, ettd IL-4 tuotanto oli syéttdsoluriippuvaista, koska sen tuotanto syéttdsolupuut-
tellisten hiirten keuhkoissa on vahaisempaa kuin villityypin hiirillda. 1L-13 taas ei ole riippu-
vainen syottosoluista, koska sen tuotanto ei vahentynyt syottésolupuutteellisten hiirten
keuhkoissa.
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Kuva 11. Sytokiinitasojen vertailu villityypin ja syottosolupuuttellisten hiirien keuhkoissa.
Jaykilla hiilinanoputkilla altistettujen BL57/6-hiirten keuhkokudoksesta mitattiin lahetti-
RNA:n maarat. Altistuksen pituus oli 4 tuntia. C = PBS altistettu kontrolli *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001
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4.11 Geenien ilmentyminen muuttuu jaykilla
hiillinanoputkilla altistettujen hiirten keuhkoissa

DNA-mikrosiruanalyysisséd hiirten keuhkokudoksesta analysoitiin lahes 40 000 geenin
ilmentymisté rigid mwCNT altistuksen jalkeen ja verrattiin PBS-altistettuihin kontrollihiiriin
(Kuva 12). 76 % hiirten keuhkojen geeneista pysyi ilmentymiseltddn muuttumattomana,
kun hiiria altistettiin jaykilla hiilinanoputkilla. 11 %:lla geeneistéd ilmentyminen kasvoi ja
13 %:lla ilmentyminen véheni.

Vahentynyt
13%

Muuttumattomat
76 %

Kuva 12. Geenien ilmentyminen hiirten keuhkoissa jaykan mwCNT altistuksen jalkeen.
Geenien ilmentyminen on mitattu hiirten keuhkokudoksesta eristetysté lahetti-RNA:sta.
Jaykilla mwCNT altistettujen hiirten keuhkojen geenien ilmentymistéa verrattiin PBS-
altistettujen hiirten keuhkojen geenien ilmentymiseen. Sininen lohko kuvaa geeneja joi-
den ilmentyminen pysynyt samana verrattuna altistamattomiin hiiriin, punainen lohko
kuvaa geeneja, joiden ilmentyminen on kasvanut ja vihrea lohko geenejé, joiden ilmen-
tyminen on vahentynyt. Geeneja, joiden Benjamini ja Hochberg p-arvo oli < 0.01 ja log2
ilmentymismuutos > |0.58]|, pidettiin tilastollisesti merkittavina.
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4.12 Astmaan ja keuhkotulehdukseen liittyvat vasteet
jaykille hiilinanoputkille altistettujen hiirten
keuhkoissa havaittiin myds DNA-
mikrosirutekniikalla

DNA-mikrosirutekniikan awvulla yritettiin  selvittdd laajemmalla tasolla jaykkien hii-
linanoputkien vaikutuksia hiirten keuhkokudoksessa (Kuva 13 A ja B). 13 A -kuvassa esi-
tetdan TOLL-reseptorin signaaliketjuja ja ketjuissa tunnistettuja geeneja. TOLL:in kaltai-
nen reseptori 1 (TLR1) ja TLR2:n seka CD14:n (Monosyytin differentaatio antigeeni CD14)
ilmentyminen kasvoi jaykille hiilinanoputkille altistettujen hiirten keuhkoissa. Liséksi useille
TOLL-signaaliketjuille tarke&dn geenin, MyD88:n (Myeloidi differentaation pirméaarivaste
proteiini) ilmentyminen kasvoi. Signaalireittien aktivoitumisen tuloksena tulehdukseen
liittyvien sytokiinien, TNF-a:n (tumour necrosis factor alpha), IL-1B:n ja IL-6:n, maara
keuhkoissa kasvoi. Lisaksi kasvoi T-solu stimulaatiossa tarkean CD86-reseptorin (T-
lymfosyytin aktivaatioantigeeni CD86) maara, kuten myds luonnollisten tappajasolujen
houkuttelemiseen tarvittavien kemokiinien CCL3:n (kuvassa MIP-1a) ja CCL4:n (kuvassa
MIP-1f3) seka t-solujen houkuttelemiseen tarvittavan CXCL10:n (C-X-C motiivi kemokiini
10, kuvassa IP-10) maara. Kuvassa 13 B esitetddn astmaan liittyvid signalointiketjuja.
Geenitasolla, jaykilla hiilinanoputkilla altistettujen hiirten keuhkoissa havaittiin astmaan
liittyvdn MHCII-reseptorin (MHC luokan Il trans-aktivaattori) maaran kasvu, liséksi kas-
voivat aiemmin mainittu, astmaattisen reaktion syntyyn tarvittava, TNF-a sek& Eotaxin
(CCL11) ja FceRl (Korkean affiniteetin immunoglobuliini-reseptori subunit alfa). MHCII
liittyy antigeenia esittelevdan solun ja ThO-solun valisiin vuorovaikutuksiin, jossa ThO-
solusta tulee Th2-tyypin solu. Lisaksi MHCII toimii Th2-solujen ja B-solujen valisessa
kommunikoinnissa. FceRI on sydttosolun pinnalla oleva reseptori, joka aktivoi syottésolun
IgE:n (Immunoglobuliini E) kohdatessaan. TNF-a on sydttdsolun erittdméa proteiini, joka
aktivoi keuhkoissa epiteelisoluja, sileitd lihassoluja ja fibroblasteja. Nama solut taas eritta-
vét Eotaxin-proteiinia, joka aktivoi eosinofiileja.
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Kuva 13. DNA-mikrosirutekniikan avulla tehty analyysi (A) TOLL-reseptorin signalointiin
littyvistd, (B) Astmaan liittyvista reiteista. Jaykilla hiilinanoputkilla altistettujen BALB/c-
hiirten keuhkokudoksesta tehtiin kattava lahetti-RNA analyysi DNA-mikrosirutekniikan
avulla. Punaiset laatikot kuvaavat geeneja, joiden ilmentyminen on kasvanut ja siniset
geeneja, joiden ilmentyminen on vahentynyt. Vihreét laatikot ovat vain ihmisessa esiinty-
via geeneja.
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5 POHDINTA

Teollisten nanomateriaalien tarjoamat uudet mahdollisuudet lukuisiin elamaé helpottaviin
sovelluksiin ovat saaneet aikaan nanoteollisuuden voimakkaan kasvun. Samalla myo6s
teollisten nanomateriaalien parissa tydskentelevien ihmisten maara on karttunut nopeasti.
Tama tarkoittaa sitd, ettd tyodpaikka-altistumisten mahdollisuus kasvaa. Onkin téarkeaa
yrittdd selvittdd mahdollisimman nopeasti teollisten nanomateriaalien terveysvaikutukset
ja turvallisuusndkokohdat, jotta tydpaikoille saadaan tietoa suojautumisesta ja lainsaatajil-
le avaimet turvallisen tydympariston luomiseen.

Tassa, Tydsuojelurahaston rahoittamassa projektissa olemme selvittaneet hiilinanoputkien
terveysvaikutuksia solu- ja hiirimalleissa. Keuhkojen kautta tapahtuvassa altistumisessa
tarkeéassa roolissa ovat keuhkoissa partioivat sy6jasolut eli makrofaagit. Tasta syysta kay-
timme solukokeissamme ihmisen priméaarimakrofaageja. Makrofaagien erittdmien proteii-
nien kartoittaminen mahdollistaa nanomateriaalien aiheuttaman keuhkotulehduksen alku-
vaiheiden selvityksen. Hiirimalleissa pystyimme tutkimaan keuhkotulehdusta suuremmas-
sa mittakaavassa, poistogeenisten hiirten avulla saimme myos alustavaa tietoa teollisten
nanomateriaalien aiheuttamien vaikutusten mekanismeista.

5.1 Jaykat hiilinanoputket ja asbesti aiheuttavat
samankaltaisia vaikutuksia ihmisen
primaarimakrofaagien proteiinieritykselle

Palomaki ym. (2011) osoittivat etta jaykat hiilinanoputket paasevat ihmisen primaarima-
krofaagien sisdan ja aktivoivat NLRP3-inflammasomikompleksin. Tutkiaksemme hii-
linanoputkien aiheuttamia vaikutuksia laajemmin, kaytimme 2-D DIGE -menetelmaa saa-
daksemme kokonaiskuvan makrofaageista erittyvista proteiineista hiilinanoputkialtistuk-
sen jalkeen.

Alustavien kokeiden perusteella paddyimme kayttamaan kuuden tunnin altistusta, jossa
materiaalien aiheuttama solutoksisuus oli vahaista (Kuva 2). Alustavissa kokeissa selvisi
myos, etta altistus jaykilla hiilinanoputkilla ja asbestilla aiheuttivat kasvaneen proteiinieri-
tyksen makrofaageissa verrattuna altistamattomiin soluihin, mista voitiin paatella solujen
aktivoituneen (Kuva 3). 2D-DIGE-analyysilla saatiin kattava kuva makrofaagisolujen erit-
tamista proteiineista altistuksen jalkeen (Kuva 4). Altistus jaykilla hiilinanoputkilla saa
aikaan voimakkaimman reaktion makrofaageissa; voitiin tunnistaa 74 proteiinia, joiden
eritystaso oli tilastollisesti merkittavasti muuttunut verrattuna altistamattomien makrofaa-
gien erittdmiin proteiineihin. Asbestialtistus aiheuttaa my®ds monien proteiinien erityksen
kasvun tai alentumisen. Massaspektrometrian ja tietokantahakujen perusteella tunnistet-
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tiin 40 proteiinia. Pienimman muutoksen solujen eritykseen aiheuttavat lankakeramaiset
hiilinanoputket, 13:ta proteiinin sekreetio on tilastollisesti merkittavasti lisdantynyt ja yh-
deksan vahentynyt verrattuna altistamattomiin soluihin (Taulukko 1).

Hierarkkinen ryhmittely ja pdadkomponenttianalyysi osoittavat, etta krokidoliittiasbesti ja
jaykat hiilinanoputket aiheuttavat samankaltaisen reaktion makrofaageissa (Kuva 5).
Lisaksi VENN-analyysissa asbestille ja hiilinanoputkille 16ytyy seitseman yhteista proteiinia,
joiden eritys on kasvanutta ja kahdeksan yhteisté proteiinia, joiden eritys on vahentynytta
(Kuva 6). Tulokset ovat linjassa Palomaen ym. (2011) tutkimuksen kanssa, jossa mo-
lemmat - asbesti ja jaykat hiilinanoputket - saivat aikaan NLRP3-inflammasomin aktivoi-
tumisen. Lankakeramaiset hiilinanoputket eivat aktivoineet NLRP3-kompleksia eivatka
siten aiheuttaneet tulehdusreaktion kaynnistymista. Samankaltaisten vaikutusten yksi syy
voi olla asbestin ja jaykkien hiilinanoputkien samankaltainen kuitumainen muoto, joka voi
saada aikaan lysosomien hajoamisen materiaalien endosytoosin jalkeen (Hornung ym.
2008, Paloméki ym. 2011) ja siten aiheuttaa voimakkaan tulehdusreaktion sekda saman-
kaltaisen profiilin soluista aktiivisesti eritetyille proteiineille. Lankakeramaisten hii-
linanoputkien erittdmien proteiinien profiili muistuttaa jopa enemman altistamattomien
solujen eritysprofiilia, kuin asbestin ja jaykkien hiilinanoputkien (Kuva 5B proteiinianalyy-
Si).

Jaykilla hiilinanoputkilla altistetut makrofaagit erittdvat muun muassa Tioredoksiinia
(THIO), Galektiini-1:t&4 (LEG1) ja Anneksiini Al:td (ANXAl) enemman kuin altistamatto-
mat makrofaagit. Liséksi Peptidylprolyl cis-trans isomeraasi A:n (PPIA) eritys on merkitta-
vasti kasvanut vain jaykilla hiilinanoputkilla altistetuilla makrofaageilla. Lankakeramaisilla
hiilinanoputkilla altistetut makrofaagit erittavat kasvaneesti Seriini/threoniini-proteiini
fosfataasi 2A 65 kDa regulatorinen subunit A a-isoformia (2AAA), jota muilla altisteilla ei
eriteta. Kaikilla altisteilla altistetut solut erittdvat kasvaneesti Katepsiini H:ta (CATH), Ka-
tepsiini B:ta (CATB), Kloridin intrasellulaarista kanavaproteiini 1:ta (CLIC1) sekéa Lipokaliini
1:t4 (LCN1) ja Pyruvaattikinaasi isozyymi M1/M2:ta (KPYM). Matriksi metalloproteinaasi
9:n (MMP9) eritys oli vahentynyt tilastollisesti merkittavasti jaykilla hiilinanoputkilla altiste-
tuilla soluilla. Kaikilla altisteilla voitiin havaita 14-3-3 proteiini gamman (1433G) erityksen
vaheneminen (Taulukko 1).

Mielenkiintoisimmat proteiinit joiden eritys makrofaageista lisdantyy altistuksen jalkeen,
liittyvat tulehdusvasteeseen (THIO, ANXAL, LEG1 ja PPIA) seka apoptoosiin (CATH, CATB
ja ANXA1). THIO on antioksidanttinen entsyymi, jonka muodostuminen liséantyy solun
sisdlla happirasituksessa. THIO:n on myds osoitettu erittyvan aktivoituneista makrofaa-
geista, havaittu houkuttelevan tulehdussoluja tulehduspaikalle ja siten vahvistavan tuleh-
dusreaktiota (Bertini ym. 1999). ANXA1 on myds antioksidanttinen entsyymi ja sen on
havaittu toimivan lisaksi solusydmisessa. Aktivoituneissa makrofaageissa ANXA1 fosfory-
loituu ja siirtyy solukalvolle, jossa siitd poistetaan n-teminaalinen osa. Taman jalkeen se
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eritetdan ulos (d’Aquisto ym. 2008, Vong ym. 2007). Solun ulkopuolella ANXA1 vahentaa
synnynnadisen immuniteetin vasteita ja tehostaa hankittua immuniteettia, muun muassa
aktivoiden monia signaalinvélitysreitteja T-soluissa. (d’Aquisto ym. 2008). Lisaksi AN-
XAl:n on havaittu vapautuvan apoptoottisista soluista (Pupjalis ym. 2011). Galektiinit
ovat B-galaktosidaaseihin sitoutuvia molekyyleja (Dhirapong ym. 2009). LEG1 toimii solun
ulkopuolella kaksoisroolissa: jos tulehdusta ei ole, se houkuttelee tulehdussoluja ja kun
akuutti tulehdus on paalla, LEG1 heikentaa tulehdusvasteita (Auvynet ym. 2013). Se pys-
tyy lisdksi kdynnistamaan neutrofiileissa solukuoleman, miké osaltaan voimistaa tulehdus-
reaktioita, T-soluille LEG1 ei sitd vastoin aiheuta solukuolemaa (Stowell ym. 2008).
LEG1:n on myds osoitettu muuntavan T-soluja Th2-suuntaan, jolloin T-soluista tulee IL-
10:ta tuottavia saately-T-soluja, jotka toimivat tulehdusvasteiden saatelijina (Cedeno-
Laurent ym. 2012). Yksi mielenkiintoisimmista makrofaageista erittyvista proteiineista on
PPIA, toiselta nimeltdan Syklofilin A. Solun sisalla PPIA toimii proteiinien laskostumisessa.
Sen on naytetty erittyvan ulos makrofaageista LPS-altistuksen jalkeen (Henderson ja
Henderson 2008). PPIA:n on osoitettu aiheuttavan hiirille astmavalitteistd keuhkotuleh-
dusta ja leukosyyttien, kuten monosyyttien, eosinofiilien, neutrofiilien ja T-solujen, liikku-
mista tulehduskudokseen (Gwinn ym. 2006), liséksi PPIA:n ilmentyminen on koholla pie-
nisoluisessa keuhkosyovassa ja sen myos edistaa syopasolujen kasvua (Yang ym. 2007).
PPIA erittyi kokeissamme ulos pelkastaan jaykilla hiilinanoputkilla altistetuista makrofaa-
geista, mink& vuoksi se voisi olla mahdollinen biomarkkeri jaykille hiilinanoputkille altistu-
miselle. Tata taytyy kuitenkin tutkia viela tarkemmin.

Katepsiinien erittyminen ulos solusta on usein merkki ohjelmoidusta solukuolemasta, joka
voi johtua lysosomien kalvorakenteen hajoamisesta (Hornung ym. 2008). Palomaki ym.
(2011) on osoittanut etta jaykat hiilinanoputket aiheuttavat Katepsiini B:n erittyvan ulos
makrofaageista. Tassa projektissa huomasimme lisédksi Katepsiini H:n erityksen, mika
todennakoisesti myds johtuu samasta solunsisdisesta lysosomivauriosta. Pyroptoosi on
solujen ohjelmoitua kuolemaa tulehduksen aikana Kaspaasi-1 valitteisesti (Galluzzi ym.
2012). Erona apoptoosiin on etta solut paisuvat nekroosin tapaan ja erittavat ymparis-
t6onsd huomattavasti enemman proteiineja, kuin apoptoosissa, jossa solu kutistuu ja
solun osat pakataan kalvorakenteiden sisdan (Bergsbagen ym. 2009). Pyroptoosia on
ehdotettu yhdeksi makrofaagien keinoista bakteeri-infektioiden torjumiseksi, se voimistaa
paikallista tulehdusta ja houkuttelee paikalle lisdd tulehdussoluja (Bortoluci ja Medzhitov
2010, Bergsbagen ym. 2009). Tama voisi olla yksi makrofaagien keino yrittéda torjua jayk-
kia hiilinanoputkia ja osasyy siihen, ettd ne aiheuttavat kudoksissa voimakkaan tulehdus-
reaktion.
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5.2 Jaykat hiilinanoputket aiheuttavat astman kaltaisen
reaktion hiirten keuhkoissa

Solukokeiden avulla voidaan tehokkaasti tutkia teollisten nanomateriaalien vaarallisuutta
ja pohtia vaikutuksia ymparoivissa soluissa. Jotta saataisiin vihjeitd, mitd nanomateriaalit
voisivat saada aikaan paastessaan ihmisen elimistoon, taytyy kayttaa eldinmalleja. Samo-
ja nanomateriaaleja, joita kaytettiin makrofaagikokeissa, tutkittin myo6s hiirimalleissa
kayttden keuhkoaltistusta mallina tydympéaristdssd mahdollisesti tapahtuvaan altistumi-
seen. Nain voidaan laajentaa tutkimusta soluista kudoksiin ja mahdollisesti 16ytaa yhteys
kudoksissa tapahtuvien vaikutusten ja soluista erittyvien proteiinien valille.

Jaykat hiilinanoputket aiheuttavat neutrofiilien ja lymfosyyttien maaran kasvun keuhko-
huuhteessa. Lankakeramaiset hiilinanoputket eivat saaneet aikaan merkittavia tulehdus-
solujen maarien kasvua (Kuva 7). Neljana perakkaisena paivana tehdyn altistuksen jal-
keen merkittdvaa oli eosinofiilien erittédin suuri mééra keuhkohuuhteessa. Eosinofiilien
kertyminen keuhkoihin on yksi astman kliinisista oireista. Eosinofiilit lisaksi erittavat lukui-
sia sytokiineja seka muita molekyyleja, jotka aiheuttavat muun muassa keuhkojen hyper-
reaktiviteettia, liman muodostumista, jatkuvaa tulehdusta seka leukosyyttien kerdanty-
mista keuhkoihin (Pearlman 1999). Astmareaktiot saadaan hiirilla aikaan herkistamalla
ensin hiiret allergisiksi tietylle molekyylille ja taméan jalkeen altistamalla hiiret keuhkojen
kautta allergeenille. Jaykat hiilinanoputket nayttavat saavan allergisen reaktion aikaan
hiirten keuhkoissa ilman herkistysta.

Koska keuhkohuuhteen solujakauma viittasi hankitun immuniteetin aktivoitumiseen jaykil-
1& hiilinanoputkilla tehdyn altistuksen jalkeen, selvitettiin Thl ja Th2 -tyypin sytokiinien
maarat keuhkokudoksessa. Sytokiinit ovat pienid molekyyleja, joita solut erittavat tietyn-
laisen aktivaation jalkeen (Dinarello 2000). Koska hiirten keuhkohuuhteen eosinofiili-
maarat olivat korkeita, kiinnitettiin erityisesti huomiota sytokiineihin, jotka muuntavat
ThO-tyypin (naiivit T-solut) soluja Th2-tyypin (tyypin 2 auttaja T-solut) soluiksi sek& hou-
kuttelevat ja aktivoivat eosinofiileja. Tallaisia ovat IL-13 ja IL-5, jotka houkuttelevat eo-
sinofiileja ja parantavat niiden elinkykya, samalla vahvistaen allergisen Th2-tyypin vastei-
ta ja heikentden Thl-tyypin reaktioita (Akdis ym. 2011). IL-5 ja IL-13 méaarat kasvoivat-
kin jaykille hiilinanoputkille altistettujen hiirten keuhkokudoksessa heti kerta-annos ko-
keen jalkeen. Neljana perakkaisena paivana tehtyjen altistusten jalkeen maarat laskivat
hieman (Kuva 8). Yhdistettynd keuhkohuuhteen solujakaumaan (Kuva 7), vaikuttaa silta
ettd Th2 solut (tyypin 2 auttaja T-solut) siirtyvat nopeasti keuhkokudokseen altistuksen
jalkeen ja houkuttelevat paikalle eosinofiileja sekéd neutrofiileja ja lymfosyytteja, joiden
siirtyminen keuhkoihin kestdd muutaman péivan. Lankakeramaiset hiilinanoputket eivat
saa aikaan Th2-tyypin sytokiinien maaran kasvua keuhkokudoksessa. Thl-tyypin sytokii-
nin, IFN-y:n, maara sen sijaan lisdantyy keuhkokudoksessa lankakeramaisilla hii-
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linanoputkilla tehdyn altistuksen jalkeen (Kuva 8). IFN-y muuntaa ThO-soluja Thl-
tyyppisiksi, auttaa havittimaan solunsisaisia viruksia ja bakteereita, sekd aiheuttaa apop-
toosia kudoksissa (Akdis ym. 2001). Jaykilla hiilinanoputkilla altistettujen hiirten keuhko-
kudoksessa IFN-y:n maara laski verrattuna PBS-altistettuihin verrokkihiiriin (Kuva 8).

Kemokiinit ovat sytokiinien kaltaisia pienia molekyylejd, jotka toimivat kemiallisina hou-
kuttelumolekyyleind. Kemokiineja on sekd homeostaasia yllapitavia, joita eritetddn jatku-
vasti, ettd sellaisia joita eritetdan vain stimulaation jalkeen. Tulehdukseen liittyvia kemo-
kiingja eritetdan vain tiettyjen solujen aktivoiduttua. Eri tulehdussolut reagoivat vain tiet-
tyihin kemokiineihin, joten eritetyistd kemokiineista voidaan péaatella mita tulehdussoluja
tulehduspaikalla on (Zlotnik ym. 2006). Th2-tyypin kemokiinien maara oli koholla jaykilla
hiilinanoputkilla altistettujen hiirten keuhkoissa (Kuva 9). Eosinofiileja seka Th2-tyypin
soluja houkuttelevan CCL11 maara oli voimakkaasti koholla jo kerta-altistuksen jalkeen.
Dendriittisia soluja ja saately-T-soluja houkuttelevan CCL17 seka basofiileja houkuttelevan
CCL24 maarat kasvoivat voimakkaammin perakkaisina paivina tehdyn altistuksen jalkeen.
Lankakeramaiset hiilinanoputket eivat saaneet aikaan merkittavaa Th2-tyypin kemokiinien
maaran kasvua hiirten keuhkokudoksessa.

Tulehdussolujakauma, sytokiinit ja kemokiinit kaikki antavat viitteitd astman kaltaisesta
tilasta hiirten keuhkoissa, kun niitd on altistettu jaykilla hiilinanoputkilla. Liséksi myds
keuhkojen reagointi hengitettya metakoliinia kohtaan kasvoi (Kuva 10). Keuhkojen hyper-
reaktiiviteetti on yksi astman keskeisimpia kliinisia oireita, joka voidaan mitata my®os hiiril-
t& (Hamelmann ym. 1997). Koska jaykat hiilinanoputket aiheuttavat selvasti hiirille ast-
maattisia oireita, haluttiin selvittda mitk&a solut ovat keskeisia naissa reaktioissa. IL-4 ja
IL-13 ovat tarkeimpia Th2-tyypin sytokiineja. Ne aktivoivat B-solut erittdmaan IgE:ta,
saavat aikaan fibroblastien jakaantumista ja kollageenin muodostumista. Lisaksi IL-4 saa
aikaan ThO-solujen muuntumisen Th2-soluiksi ja myds estdd T-solujen apoptoosia, (Mar-
tinez ym. 2009). IL-4 ja IL-13 erittyvat muun muassa aktivoituneista syéttdsoluista ja T-
soluista (Akdis ym. 2011). Syéttdsolupuutteellisia hiirida kayttamalla voitiin haarukoida
mitk& solut ovat mukana Th2 tyypin sytokiinien erityksessa jaykille hiilinanoputkille altis-
tettujen hiirten keuhkoissa. Kuva 11 osoittaa etta IL-4 eritys tapahtuu sy6ttésolujen kaut-
ta, IL-13 eritys taas ei ole riippuvaista sydttosoluista.

DNA-mikrosiruanalyysilla saatiin kokonaiskuva hiirten keuhkoissa aktivoituvista geeneista
jaykille hiilinanoputkille altistumisen jalkeen. Voitiin havaita, ettéd ilmentyminen kasvoi 11
%:lla keuhkojen geeneista ja 13 %:lla geeneista ilmentyminen vaheni hiilinanoputkialtis-
tuksen jalkeen (Kuva 12). Liséksi astmaan liittyvat signaaliketjut aktivoituivat, lisaksi tu-
lehdukseen kytkeytyvien TOLL-reseptorien aktivaatioreittien geenien ilmentyminen kasvoi
(Kuva 13). DNA-mikrosiruanalyysi osoittaa, etta jaykat hiilinanoputket saavat aikaan mo-
nitahoisen tulehdusreaktion hiirten keuhkoissa.
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Analyysissa ei tullut esiin sydpadan yhdistettyja signalointireitteja, vaikka tutkimuksessa
kaytetyn jaykan mwCNT:n on osoitettu aiheuttavan mesotelioomaa ja keuhkosydpaa koe-
eldaimissa ((Poland ym. 2008, Ryman-Rasmussen ym. 2009, Takagi ym. 2008). Naiden
sairauksien kehittyminen vie aikaa, joten altistustutkimuksemme saatoi olla liilan lyhytkes-
toinen, jotta olisimme tulehdus- ja astmavasteen lisédksi saanneet syévan kehittymiseen
viittaavia tuloksia.
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6 YHTEENVETO

Jo solukokeet osoittavat, etta jaykat hiilinanoputket aiheuttavat enemman aktivaatioita
makrofaageille kuin lankakeramaiset hiilinanoputket. Liséksi jaykkien hiilinanoputkien
vaikutukset ovat samankaltaisia asbestin kanssa - jopa vakavampia. Tahan syyna voi olla
samankaltainen muoto, joka vaikeuttaa materiaalien poistoa keuhkoista, seka hajoamat-
tomuus (Osmond-Mcleod ym. 2011). Jaykilla nanoputkilla altistetut makrofaagit erittavat
lukuisia proteiineja, jotka toimivat tulehdusreaktioissa ja aktivoivat tulehdussoluja Th2-
suuntaan. Syklofilin A erittyy pelkastdan jaykilla hiilinanoputkilla altistetuista makrofaa-
geista, ja voisi olla linkki makrofaagien ja keuhkoissa hiirten keuhkoissa muodostuvan
voimakkaan tulehduksen valilla.

Hiirikokeissa havaitaan jaykkien hiilinanoputkien aiheuttama astman kaltainen tulehdustila
keuhkoissa. Th2-tyypin solujen, sytokiinien ja kemokiinien maara keuhkoissa kasvaa,
lisdksi keuhkoissa on hyperreaktiviteettid, joka on yksi astman aiheuttamista tiloista. Jay-
kat hiilinanoputket saavat aikaan Th2-tyyppisen vasteen mutta Th2-sytokiinien ilmaantu-
minen keuhkoihin on niin nopeaa, etteivat ne voi olla peraisin Th2-tyypin soluista, vaan
luonnollisen immuniteetin soluista, mita ei ole ennen havaittu. Astmareaktiot voidaan
havaita myts DNA-mikrosiruanalyysin avulla. Lankakeramaiset hiilinanoputket eivat ai-
heuta taman kaltaisia vasteita. Syottdsolut vaikuttavat olevan vastuussa IL-4:n erittdmi-
sestd, mutta IL-13 tuottajasoluja ei voida yksildida.

Pitkat ja jaykat hiilinanoputket voivat mahdollisesti aiheuttaa myds tydpaikoilla tapahtu-
vissa altistumisissa ongelmia. Tyopaikoilla, joissa kasitellaan pitkia ja jaykkia kuitumaisia
nanomateriaaleja, on tiedostettava mahdolliset riskit. Altistumismahdollisuudet on syyta
minimoida kayttamalla vetokaappeja ja suljettuja prosesseja mikali vain mahdollista.
Lisaksi on huolehdittava henkildkohtaisesta suojautumisesta ja kaytettava riittavan tehok-
kaita hengityssuojaimia.

On muistettava, ettd vaikka tassa projektissa tutkittu hiilinanoputki vaikuttaa todella on-
gelmalliselta, kyse on yksittaisestd, tietyn muotoisesta hiilinanoputkesta. Naiden tulosten
perusteella ei voida yleistdd, etta kaikki hiilinanoputket ovat vaarallisia ja aiheuttavat sa-
manlaisia ongelmia keuhkoissa kuin asbesti. Esimerkiksi toinen tutkimuksissamme kaytet-
ty, lankakeramainen hiilinanoputki, joka on jo yleisessa kaytdssd nanoteollisuudessa, ei
aiheuttanut keuhkotulehdusta hiirissa. Hiilinanoputket ja teolliset nanomateriaalit yleensa
ovat monimuotoinen ryhma yhdisteitd, joiden terveysvaikutukset taytyy maarittdd mate-
riaali kerrallaan, tekemétta yleistyksia.

Taman projektin perusteella voidaan todeta, etté proteomiikkaa voidaan tehokkaasti hyo-
dyntda teollisten nanomateriaalien turvallisuustutkimuksessa, varsinkin solukokeissa:
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eritetyista proteiineista moni voi olla osallisena hiirten keuhkoissa havaittavaan astman
kaltaisen tulehdustilan syntyyn. Tulevissa projekteissa tulemme keskitymaan hiirten
keuhkohuuhteen proteomiin, tassa projektissa tehdyt hiiritydt toimivat niille Iahtékohtana.
Lisaksi pyrimme varmistamaan DNA-mikrosiruanalyysin geenitason tulokset myds prote-
iinitasolla. Esimerkiksi PPIA proteiini on niiden 20 proteiinin joukossa, jotka ovat yhteisia
sekd sekretomi- ettd DNA-mikrosiruldydoksille. Tulevaisuudessa proteiinityét tehdaan
laitokselle hankitulla uudella massaspektrometrialaitteistolla, joka mahdollistaa moninker-
taisen proteiinimadran tunnistamisen naytteista verrattuna tassa tydssa kaytettyyn DIGE-
pohjaiseen proteomiikka-analyysiin.
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