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THVISTELMA

Toksisuustestit soluilla ja atomistiset molekyylidynamiikkasimulaatiot osoittavat, etta tyo-
paikalla tapahtuva yhteisaltistus Cgo-fullereenille voi voimistaa orgaanisten teollisuuskemi-
kaalien aiheuttamia terveysvaikutuksia. Tutkitut kemikaalit olivat asetofenoni, bentsalde-
hydi, bentsyylialkoholi, m-kresoli ja tolueeni, joita voidaan kayttaa fullereenin kanssa rea-
gentteina ja liuottimina teollisuusprosesseissa. Yhteisaltistus voi olla mahdollista, kun ty6-
paikan ilmaan paasee fullereenipdlya ja hdyrystynytté orgaanista kemikaalia tai aerosolisoi-
tunutta fullereeniliuosta. Suodattamattomat ja suodatetut Csp:n ja orgaanisten kemikaalien
seokset edustivat tutkimuksessa erilaisia yhteisaltistusskenaarioita solukokeissa, joissa tut-
kitaan akuuttia solutoksisuutta ja immunotoksisuutta. Toksisuus testattiin Ceo:lle ja orgaa-
nisille kemikaaleilla yhdessa ja erikseen kayttden THP-1 —soluista johdettuja makrofageja.
Tilastollisesti merkittavia yhteisvaikutuksia nahtiin suodattamattomalla bentsaldehydin ja
Ceso:n seoksella, joka oli solutoksisempaa kuin pelkka bentsaldehydi seka suodatetulla m-
kresolin ja Ceo:n seoksella, joka oli hieman vahemman solutoksista kuin pelkka m-kresoli.
Kemikaalien hydrofobisuus korreloi yhteisvaikutusten kanssa, kun tarkasteltiin tulehdus-
markkereiden IL-1B ja TNF-a erittymista. Atomistiset molekyylidynamiikkasimulaatiot
osoittivat, ettd Cgo aggregoitui yhdessa kaikkien kemikaalien kanssa vesipitoisessa ympéa-
ristdssa. Stabiilien aggregaattien ydin oli pddasiassa fullereenia ja niiden pinta oli peittynyt
orgaanisilla molekyyleilla. Kaytannossa kaikki Cso-molekyylit aggregoituivat yhteen, mutta
osa orgaanisista molekyyleista jai vesifaasiin.
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ABSTRACT

In vitro toxicological studies together with atomistic molecular dynamics simulations show
that occupational co-exposure with Ceo fullerene may strengthen the health effects of or-
ganic industrial chemicals. The chemicals studied were acetophenone, benzaldehyde, ben-
zyl alcohol, m-cresol, and toluene which can be used with fullerene as reagents or solvents
in industrial processes. Potential co-exposure scenarios include a fullerene dust and organic
chemical vapor, or a fullerene solution aerosolized in workplace air. Unfiltered and filtered
mixtures of Ceo and organic chemicals represented different co-exposure scenarios in in
vitro studies where acute cytotoxicity and immunotoxicity of Cep and organic chemicals were
tested together and alone by using human THP-1-derived macrophages. Statistically signif-
icant co-effects were observed for an unfiltered mixture of benzaldehyde and Ceo that was
more cytotoxic than benzaldehyde alone, and for a filtered mixture of m-cresol and Ce that
was slightly less cytotoxic than m-cresol. Hydrophobicity of chemicals correlated with co-
effects when secretion of pro-inflammatory cytokines IL-13 and TNF-a was considered.
Complementary atomistic molecular dynamics simulations revealed that Ce, co-aggregated
with all chemicals in aqueous environment. Stable aggregates had a fullerene-rich core and
a chemical-rich surface layer, and while essentially all Cso molecules aggregated together,
a portion of organic molecules remained in water.
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1 JOHDANTO

1.1 Taustaa

Fullereenit ovat hiilinanomateriaaleihin kuuluvia hiilen allotrooppeja, joiden olemassaolo to-
distettiin vuonna 1985.1 Ne ovat olleet voimakkaan tutkimuksen alaisena I0ytamisestaan
lahtien ja joitain fullereenipohjaisia materiaaleja hyddynnetaan jo kaupallisissa sovellutuk-
sissa.? Nykyisia sovellusaloja ovat mm. kosmetiikka,? elektroniikka*® ja nanolasketiede,®”
joissa hyddynnetéan fullereenien erityisia ominaisuuksia kuten korkeaa elektroniaffiniteet-
tia, séhkonjohtavuutta, antioksidanttisuutta ja kykya sitoa reaktiivisia vapaita radikaaleja.

Fullereenipohjaisille materiaaleille odotetaan laaja-alaista kayttoa lahitulevaisuutta, jonka
vuoksi tarvitaan nopeasti tietoa ndiden uusien materiaalien turvallisuudesta tyontekijdille,
ympaéristolle ja kuluttajille. Aikaisempien solu- ja eldinkokeiden perusteella puhtaan modifi-
oimattoman fullereenin ei ole havaittu aiheuttavan mitaan vakavia haittavaikutuksia.®*!
Vakavimpien havaittujen vaikutusten syyksi on paljastunut myShemmin jaamat tetrahyd-
rofuraania (THF), jota on kaytetty stabiilien fullereenisuspensioiden valmistuksessa toksi-
kologisia kokeita varten.'215

Useiden esimerkkien perusteella nayttaa nykyaan, etta fullereenin mahdolliset haittavaiku-
tukset johtuvat sen vuorovaikutuksista muiden yhdisteiden kanssa, jotka voivat olla joko
luonnossa esiintyvia tai synteettisesti valmistettuja. Fullereeni muodostaa esim. useiden
erilaisten yhdisteiden kanssa itsestaanjarjestyvia supramolekyylisia komplekseja. Yhteisvai-
kutukset voivat johtaa mm. muutoksiin yhdisteiden kulkeutumisessa, biosaatavuudessa,
imeytymisessa, kertymisessa ja toksisuudessa.

Esimerkki fullereenin ja luonnonaineen yhteisvaikutuksesta on C-o-fullereenin ja gallusha-
pon seos, joka aiheutti solukokeessa solukuoleman jo 15 minuutissa.'® Ekotoksikologiassa
on useita esimerkkeja yhteisvaikutuksista, joista erdassa vesikirpuilla ja levilla tehdyssa tut-
kimuksessa fenantreeni oli myrkyllisempaa Ceo-fullereenin kanssa kuin ilman sita, mutta
pentakloorifenoli oli vahemman myrkyllista leville ja enemman myrkyllistd vesikirpuille
Ceo:n kanssa.l” Samassa tutkimuksessa kaikkien ymparistomyrkkyjen biosaatavuus laski
Ceo:Nn kanssa. Tutkimus 17a-etinyyliestradiolilla ja seeprakaloilla osoitti, ettd vuorovaikutus
Ceo:N kanssa vahensi my6s 17a-etinyyliestradiolin biosaatavuutta.8-1°

Lisaksi atrasiini ja polysykliset aromaattiset hiilivedyt (PAH) absorboituvat Ceo:een vesiym-
paristossa, 20?1 Ceg lisda trikloorietyleenin imeytymista maaperasta kasveihin?? ja Ceo edistaa
polyklooratun bifenyylin (PCB) ja fenantreenin kulkeutumista hiekkaisen maaperan l1api.
Seeprakalan maksasoluilla tehdyssa tutkimuksessa Cgg lisasi arseenin imeytymisté soluihin
ja samalla vahensi arseenin aiheuttamia soluvaurioita.?* Toisaalta kemikaalit voivat vaikut-
taa myos Ceo:n kayttdytymiseen, mika havaittiin Ceo:lla ja teollisuusliuottimilla tehdyssa
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tutkimuksessa, jossa Cgo lapaisi ihon paremmin kloroformin kuin tolueenin tai sykloheksaa-
nin kanssa.?®

1.2 Tavoite

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittda voiko hengitysteitse tapahtuva yhteisaltistus Cgo-ful-
lereenille ja orgaanisille teollisuuskemikaaleille aiheuttaa vaaran tydntekijéiden terveydelle.

1.3 Tutkimusasetelma

Tutkimukseen valittiin viisi fullereenin kanssa mahdollisesti reagenssina ja liuottimena kay-
tettavaa teollisuuskemikaalia, jotka olivat asetofenoni, bentsaldehydi, bentsyylialkoholi, m-
kresoli ja tolueeni. Niiden ja Ceo:n akuutti solutoksisuus ja immunotoksisuus testattiin yh-
dessa ja erikseen ihmisen THP-1 —soluista johdetuilla makrofageilla, jotka ovat tarkeita ih-
misen immuunipuolustuksen soluja ja laajasti kaytettyja malleja nanotoksikologiassa.26-28

Akuutti solutoksisuus méaaritettiin mittaamalla laktaattidehydrogenaasientsyymin (LDH) va-
pautumista altistetuista soluista ja immunotoksisuus testattiin vastaavasti mittaamalla tu-
lehdusmarkkerimolekyylien IL-1 ja TNF-a erittymista. Solut altistettiin suodattamattomille
ja suodatetuille Cgo:n ja orgaanisten kemikaalien seoksille, joista ensimmaiset edustavat
yhteisaltistumista fullereenipdlylle ja kemikaalihdyrylle ja jalkimmaiset altistusta aerosoli-
soituneelle fullereeniliuokselle.

Ceso:n ja orgaanisten kemikaalien kayttaytymista vesipitoisessa ymparistossa tutkittiin teo-
reettisesti molekyylimallituksen avulla, jossa kaytettiin simulaatioita atomistisella molekyy-
lidynamiikalla (MD). Liséksi méaaritettiin kokeellisesti Ceo:n puhtaus seka Ceo:n pitoisuus,
Ceo-aggregaattien kokojakauma ja sd@hkodinen varaus Ceo:n ja orgaanisten kemikaalien
seoksessa seka tutkittiin Cgo:n kulkeutumista Ceo:lla altistettujen solujen sisélle.
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2 MATERIAALIT JA MENETELMAT

2.1 Kemikaalit

Ty6ssa kaytetyn sublimoimalla puhdistetun Ceo-fullereenin (99.95 %) valmistaja oli Materi-
als Technologies Research ja orgaanisten kemikaalien asetofenonin, bentsaldehydin, bent-
syylialkoholin, m-kresolin ja tolueenin (= 99 %) valmistaja oli Sigma-Aldrich.

2.2 Fullereenisuspensioiden valmistus

Suspensioliuos (cRPMI) valmistettiin RPMI 1640 —soluviljelymediasta, johon oli lisatty Glu-
taMAX 1:t4, HEPES-puskuria, B-merkaptoetanolia, penisilliinia ja streptomysiinia. Fulleree-
nin 1 mg/ml kantasuspensio valmistettiin dispersoimalla fullereeni cRPMI-liuokseen, joka
sisdlsi 2 % naudan seerumin albumiinia (BSA).

Suspensiot ravisteltiin yon yli kemikaalien kanssa ja ilman niitd ennen altistusta soluille.
Esikokeiden perusteella solukokeissa kaytetyksi fullereenikonsentraatioksi valittin 200
pg/ml, asetofenonin, bentsaldehydin, bentsyylialkoholin ja tolueenin konsentraatioksi 10
mM ja m-kresolin konsentraatioksi 5 mM. Osa suspensioista suodatettiin 0.45 pm suodat-
timen lapi ennen altistusta soluille.

2.3 Fullereenin ja fullereenisuspensioiden
karakterisointi

Fullereenimateriaalin puhtaus varmistettiin analysoimalla se erittain korkean erotuskyvyn
Bruker Apex-Qe —massaspektrometrilaitteistolla. Fullereenipitoisuus suodatetussa suspen-
siossa maaritettiin Micromass Quattro Il —-massaspektrometrilaitteistolla, joka oli liitetty HP
1100 —nestekromatografiin.

Suspensioissa muodostuneiden fullereeniaggregaattien kokojakauma ja sahkdisesté pinta-
varauksesta kertova (-potentiaali maaritettiin suodatetuissa suspensioissa Zetasizer Nano
ZS —aitteistolla.

2.4 Soluviljely

Ihmisen monosyyttisen leukemiasolulinjan THP-1 toimittaja oli American Type Culture Col-
lection. Solulinja yllapidettiin cRPMI-mediassa, johon oli lisétty 10 % naudan sikibn seeru-
mia (FBS). THP-1 —solut erilaistettiin makrofagityyppisiksi soluiksi, jotka pestiin puskuriliu-
oksella ennen altistusta fullereenisuspensioille.
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2.5 Elektronimikroskopia

Fullereenihiukkausten kulkeutumista solujen sisalle tutkittiin kuvaamalla fullereenisuspen-
sioille altistettuja soluja JEM-1220 —lapaisyelektronimikroskoopilla (TEM).

2.6 Toksisuusmaaritykset

Altistuksen jalkeen solut sentrifugoitiin ja toksisuusmaaritykset tehtiin supernatanteista.
Akuutti solutoksisuus madritettiin mittaamalla vapautuneen LDH-entsyymin maara, jota
verrattiin positiivisen kontrollin antamaan LDH-méa&araan. Immunotoksisuutta kuvaavien tu-
lehdusmarkkerimolekyylien IL-1 ja TNF-a pitoisuus mitattiin Bio-Plex 200 —laitteistolla.

2.7 Molekyylimallitus

Atomistiset MD-simulaatiot tehtiin GROMACS-chjelmistolla.?%3° Simulaatiot kestoltaan 100
ns tehtiin yhdeksdlle eri systeemille, joissa kaikissa oli 100 Cgo-molekyylia ja n. 85 000
vesimolekyylia kuvitteellisessa laatikossa, jonka sarma oli 14 nm. Seitsemassa systeemissa
oli liséksi 500 orgaanisen kemikaalin molekyylia ja kolmessa systeemissa natriumkloridia
fysiologissa konsentraatiossa 120 mM.

2.8 Tilastolliset analyysit

Tulokset ilmoitetaan geometrisena keskiarvona ja niiden standardipoikkeamana. Tulosten
laskemiseen kaytettiin GraphPad Prism 5 —ohjelmistoa. Tilastolliset erot orgaanisten kemi-
kaalien toksisuudessa fullereenin kanssa ja ilman sitd maéritettiin Student’s t —testilla ja
Mann-Whitney U —testilla. Toksikologisten tulosten ja molekyylimallitustulosten vertailussa
kaytettiin lineaarista regressiota ja Pearsonin korrelaatiota. Kun ero ryhmien valilla oli
P<0.05, pidettiin sita tilastollisesti merkitsevana.
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3 TULOKSET

3.1 Fullereenin ja fullereenisuspensioiden
karakterisointi

Massaspektrometrinen analyysi varmisti tutkimamme Cgo-fullereenimateriaalin puhtauden,
silla analyysissa ei nakynyt mitaan yleisia Ceo:n epapuhtauksia kuten hapettunutta Ceo-ful-
lereenia, Czo-fullereenia tai muita suurimolekyylisia fullereeneja. Ceo-pitoisuus suodatetussa
fullereenisuspensiossa ilman orgaanisia kemikaaleja maéaritettiin viidesta rinnakkaisesta
naytteesta ja se oli 5.6 + 1.1 ng/ml, mik& on vain 0.028 %o Ceso-konsentraatiosta suodat-
tamattomassa suspensiossa.

Ceo-aggregaattien intensiteetilla painotettu keskimaarainen halkaisija ja sdhkdisesta pinta-
varauksesta kertova (-potentiaali suodatetussa fullereenisuspensiossa maéaaéritettiin kol-
mesta rinnakkaisesta naytteesta ja tulokset maarityksista on esitetty taulukossa 1. Maéari-
tykset tehtiin suodatetuista suspensioista, koska kiinteat hiukkaset suodattamattomissa
naytteissa hairitsevat maarityksia.

Aggregaattien keskimaaraiset halkaisijat puhtaan fullereenin ja fullereenin ja kemikaalien
suspensioissa eivat eronneet merkitsevasti toisistaan, silla aggregaattien koot olivat kai-
kissa naytteissa noin 200 nm. Puhtaan fullereenin muodostamien aggregaattien {-potenti-
aali oli hieman positiivisempi kuin fullereenin ja kemikaalien muodostamien aggregaattien.

Taulukko 1. Ceo-aggregaattien intensiteetilla painotetut keskimaaraiset halkaisijat ja {-po-
tentiaalit suodatetuissa suspensioissa.

Suspensio Halkaisija  {-potentiaali
(nm) (mv)

Ceo 201 +13 -8.9+0.3
Ceo + asetofenoni 227 + 15 -11.6 £ 0.9
Ceo + bentsaldehydi 213+ 2 -13.1+0.9
Ceso + bentsyylialkoholi 224 + 14 -12.6+1.4
Cso + m-kresoli 196 + 23 -12.0+x1.0
Ceo + tolueeni 209 =5 -125+1.2
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3.2 Fullereenin imeytyminen soluihin

TEM-kuvat fullereenisuspensioilla altistetuista soluista todistivat, etta Ceo imeytyy solujen
sisdlle. Kuva 1 esittdd puhtaan fullereenin ja fullereenin ja kemikaalien suspensioille altis-
tettuja soluja. TEM-kuvien perusteella Cso-aggregaattien koko kasvaa niiden kerdantyessa
solujen sisélle, jolloin niiden halkaisija voi olla jopa 4 pm.

Kuva 1. TEM-kuvat ihmisen THP-1 —soluista johdetuista makrofageista, jotka on altistettu
puhtaan Ceo:n (A) sek& Ceo:n ja asetofenonin (B), bentsaldehydin (C), bentsyylialkoholin
(D), m-kresolin (E) ja tolueenin (F) suodatetuille suspensioille. Mustat kertymét solujen
sisélla ovat Ceo-aggregaatteja.

10
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3.3 Fullereenisuspensioiden akuutti solutoksisuus

Esikokeet puhtaalla Ceo-fullereenilla ja orgaanisilla kemikaaleilla osoittivat, etta kaikki tes-
tatut kemikaalit ovat akuutisti paljon solutoksisempia kuin Cgo, minké vuoksi keskityimme
tutkimaan Ceo:n vaikutusta kemikaalien toksisuuteen. Esikokeiden perusteella valitsimme
konsentraatiot orgaanisille kemikaaleille kaikissa toksisuuskokeissa, jotka aiheuttivat 30-50
% nousun LDH-pitoisuudessa positiiviseen kontrolliin verrattuna lukuun ottamatta toluee-
nia. Sen sijaan valittu Ceo-pitoisuus aiheutti 1-2 % nousun LDH-pitoisuudessa kontrolliin
verrattuna.

Puhtaan tolueenin vapauttama suhteellinen LDH-maara oli vdhemman kuin 1 %, mika saat-
toi johtua tolueenin haihtumisesta naytteenkasittelyn ja altistuksen aikana. Tolueeni on tes-
tatuista kemikaaleista haihtuvin korkeimman hdyrynpaineensa vuoksi ja sen pitoisuutta ei
voitu nostaa kokeissa sen huonon vesiliukoisuuden vuoksi. Tutkittujen orgaanisten kemi-
kaalien fysikaalisia ominaisuuksia on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Orgaanisten yhdisteiden dielektrisyysvakiot, vesiliukoisuudet ja hdyrynpaineet.

Orgaaninen Dielektrisyysvakio® Vesiliukoisuus®% Hoyrynpaine3*
yhdiste /) (Pa)
Asetofenoni 17.44 5.5%5°C 10036 °¢
Bentsaldehydi 17.85 3.0%0°¢ 1001°°c
Bentsyylialkoholi 11.92 35.0%0°¢ 10%8°¢
m-Kresoli 12.44 23.520°C j21°c

Tolueeni 2.379 0.519%°¢ 10 000% ¢

Kuva 2 esittaa kuinka Ceo vaikuttaa orgaanisten kemikaalien akuuttiin solutoksisuuteen. Cgo
lisdsi hieman kaikkien kemikaalien solutoksisuutta suodattamattomissa suspensioissa,
mutta yhteisvaikutus oli tilastollisesti merkittava ainoastaan bentsaldehydin kanssa. Bent-
saldehydin solutoksisuus nousi 14 %, mika on reilusti enemman kuin puhtaan Ceo:n solu-
toksisuus. Positiivinen yhteisvaikutus bentsaldehydin solutoksisuudessa hévisi kokonaan
suodatetussa suspensiossa. Tilastollisesti merkittava negatiivinen yhteisvaikutus suuruudel-
taan vain 5 % havaittiin m-kresolin suodatetussa suspensiossa, mika tarkoitti, etta Ceo va-
hensi m-kresolin solutoksisuutta.

11
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Kuva 2. Erot orgaanisten kemikaalien solutoksisuudessa Cgo:n kanssa ja ilman sitd mitat-
tuna LDH:n maaralla verrattuna positiiviseen kontrolliin. Cgo sekoitettiin yon yli orgaanisten
kemikaalien kanssa ja ilman niitd cRPMI-mediassa, joka sisélsi 2 % BSA:ta, ennen 24 h
altistusta soluille. Kolme suodattamatonta (A) ja kaksi suodatettua (B) naytetta tutkittiin.

3.4 Fullereenisuspensioiden immunotoksisuus

Ceo ei aiheuttanut tilastollisesti merkittavia yhteisvaikutuksia orgaanisten kemikaalien im-
munotoksisuudessa. Yhteisvaikutukset IL-1B:n ja TNF-a:n erittymisessa on esitetty ku-
vassa 3. Korkeimmat havaitut positiiviset yhteisvaikutukset nakyivat samoilla kemikaaleilla
molemmilla tulehdusmarkkereilla. Korkein Cgo:n aiheuttama nousu IL-13:n ja TNF-a:n erit-
tymisessa havaittiin suodattamattomilla suspensioilla bentsyylialkoholin kanssa. Suuri po-
sitiivinen yhteisvaikutus bentsyylialkoholin kanssa havisi suodatetuissa suspensioissa. Kor-
kein positiivinen yhteisvaikutus suodatetuissa suspensioissa nékyi asetofenonin kanssa.
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Kuva 3. Suhteelliset erot orgaanisten kemikaalien immunotoksisuudessa Cgo:n kanssa ja
ilman sita maaritettyna erittyneiden tulehdusmarkkerimolekyylien IL-18 (a, b) ja TNF-a (C,
D) pitoisuudella. Ceo sekoitettiin yon yli orgaanisten kemikaalien kanssa ja ilman niita
cRPMI-mediassa, joka sisélsi 2 % BSA:ta, ennen 24 h altistusta soluille. Kaksi suodattama-
tonta (A, C) ja kaksi suodatettua (B, D) naytetta tutkittiin.

3.5 Atomistiset MD-simulaatiot

Simulaatiot osoittivat, etta fullereenin ja orgaanisten kemikaalien molekyylit aggregoituvat
nopeasti vesifaasissa. Simulaatioiden lopussa kaikki fullereenit olivat aggregoituneet yhteen
molekyylikompleksiin, joka sisélsi vaihtelevan maaran orgaanisia kemikaaleja yhdisteista
riippuen. Tolueenin tapauksessa 98 mooli-% molekyyleista oli osa kompleksia, mutta hyd-
rofiilisten kemikaalien tapauksessa jopa 25 mooli-% molekyyleista pysyi vesifaasissa (tau-
lukko 3). Natrium- ja kloridi-ionit pysyivat vesifaasissa eivatka vaikuttaneet Ceo:n ja orgaa-
nisten kemikaalien aggregoitumiseen.
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Taulukko 3. Orgaanisten molekyylien jakautuminen Ceo:n ja orgaanisten kemikaalien simu-
loiduissa seoksissa.

Simuloitu seos Liuotin Orgaaniset Orgaaniset  Orgaaniset
molekyylit molekyylit molekkylit
liuottimessa kompleksin kompleksin

(20) pinnalla sisalla

(%0) (20)
Ceo + asetofenoni Vesi 2.4 38.4 59.2
Ceo + bentsaldehydi Vesi 4.8 39.9 55.3
Ceso + bentsyylialkoholi Vesi 24.6 46.2 29.2
Ceso + bentsyylialkoholi Suolaliuos 22.4 51.4 26.2
Ceo + m-kresoli Vesi 14.4 50.6 35.0
Ceo + tolueeni Vesi 3.0 41.4 55.6
Ceo + tolueeni Suolaliuos 2.6 42.4 55.0

Esimerkki Cgo:n ja orgaanisen kemikaalin kompleksista on kuvassa 4, joka esittdd Ceo:n ja
tolueenin muodostaman aggregaatin lapileikkausta. Esimerkin mukaisesti kompleksien si-
saosa sisaltdd suurimmaksi osaksi Cgo-molekyyleja ja kompleksien pintaa peittavat paaasi-
assa orgaaniset molekyylit. Bentsyylialkoholia ja m-kresolia sisaltavissa systeemeissa on
lisaksi yksittaisia vesimolekyyleja kompleksien pinnalla.

Kuva 4. Lapileikkaus Cgo:n ja tolueenin kompleksista vedessa, joka koostuu fullereeni- (har-
maa), tolueeni- (sinivihred/valkoinen/punainen) ja vesimolekyyleista (punainen/valkoinen).
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3.6 Toksikologisten ja teoreettisten tulosten vertailu

Tuloksia toksikologisista tutkimuksista ja atomistisista MD-simulaatioista vertailtiin niiden

vélisten korrelaatioiden selvittamiseksi. Kuvassa 5 vertaillaan IL-1f:n erittymista ja orgaa-

nisten kemikaalien jakautumista simuloidussa seoksessa ja kuvassa 6 vastaava vertailu

tehddan TNF-a:n kanssa.
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Kuva 5. Korrelaatiot Cso:n aiheuttamien muutosten tulehdusmarkkeri IL-13:n erittymisessa

ja orgaanisten kemikaalien jakautumisen simuloiduissa seoksissa valilla. Korrelaatiot maa-
ritettiin suodattamattomille (A, C, E) ja suodatetuille (B, D, F) naytteille, joissa tarkasteltiin
orgaanisten molekyylien jakautumista kompleksien sisélle (A, B), kompleksien pinnalle (C,
D) ja liuottimeen (E, F).
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Kuva 6. Korrelaatiot Ceo:n aiheuttamien muutosten tulehdusmarkkeri TNF-a:n erittymisessa
ja orgaanisten kemikaalien jakautumisen simuloiduissa seoksissa valilla. Korrelaatiot maa-
ritettiin suodattamattomille (A, C, E) ja suodatetuille (B, D, F) naytteille, joissa tarkasteltiin
orgaanisten molekyylien jakautumista kompleksien sisélle (A, B), kompleksien pinnalle (C,
D) ja liuottimeen (E, F).
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Fullereenin aiheuttamilla muutoksilla IL-13:n erittymisessa oli tilastollisesti merkittava ne-
gatiivinen korrelaatio kompleksin pinnalla olevan kemikaalin osuuden kanssa, kun tutkittiin
suodatettuja suspensioita. Suurin nousu IL-1B:n erittymisessa havaittiin asetofenonin
kanssa, jolloin orgaanisten kemikaalin osuus kompleksin pinnalla oli pienin. Toisaalta IL-
1B:n eritys pysyi lahes muuttumattomana bentsyylialkoholin ja m-kresolin kanssa, jolloin
orgaanisen kemikaalin osuus kompleksin pinnalla oli suurin.

Muut korrelaatiot IL-1B:n kanssa eivat olleet tilastollisesti merkittavia, mutta muutama
trendeja IL-1B:n erittymisessa ja orgaanisten kemikaalien jakautumisessa oli havaittavissa:
IL-1B:n erittyminen muuttui orgaanisten kemikaalien jakautumisen funktiona painvastai-
seen suuntaan suodattamattomilla ja suodatetuilla naytteilla. Orgaanisten kemikaalien
maara kompleksien pinnalla ja liuottimessa vaikuttaa IL-13:n erittymiseen péainvastoin kuin
orgaaniset kemikaalit kompleksin sisalla.

Fullereenin aiheuttamilla muutoksilla TNF-a:n erittymisessa oli tilastollisesti merkittava kor-
relaatio kompleksin sisalla ja pinnalla olevien kemikaalien osuuden kanssa, kun tutkittiin
suodattamattomia suspensioita. Suurin nousu TNF-a:n erittymisessa havaittiin bentsyylial-
koholin kanssa, jolloin orgaanisten kemikaalien osuus kompleksin pinnalla oli pienin. Sa-
massa tilanteessa suurin lasku TNF-a:n erittymisessa havaittiin asetofenonin kanssa, jolloin
orgaanisten kemikaalien osuus kompleksin sisélla oli suurin.

Tarkasteltaessa orgaanisten molekyylien maaréa kompleksin pinnalla suurin nousu TNF-a:n
erittymisessé havaittiin bentsyylialkoholin ja m-kresolin kanssa, jotka olivat runsaimpia ke-
mikaaleja kompleksin pinnalla. Sen sijaan asetofenonia oli vahiten kompleksin pinnalla ja
sen kanssa TNF-a:n erittyminen pienentyi eniten. TNF-a:n erittyminen muuttui samalla ta-
valla IL-1B:n erityksen kanssa orgaanisten kemikaalien jakautumisen suhteen, mutta kor-
relaatiovakiot olivat pienempia TNF-a:n kuin IL-1B:n kanssa.
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4 TULOSTEN TARKASTELU

Atomististen MD-simulaatioiden tulokset sopivat hyvin yhteen aikaisempien teoreettisten ja
kokeellisten tutkimusten kanssa, joissa on havaittu erittdin hydrofobisen Cgo:n ja C70:n ag-
gregoituvan helposti vedessa ja my®s aggregoituvan yhdessa orgaanisten molekyylien
kanssa.6-35-39 Fullereeniaggregaatit veteen tehdyissa fullereenisuspensioissa, jotka on tehty
liuotinta vaihtamalla, voivat siséltda liuotinjaamia, vaikka liuottimet on poistettu suspensi-
osta haihduttamalla.3-374° Taman ja aikaisempien tutkimusten perusteella Cgo-fullereeni
aggregoituu hyvin todennakdisesti kehossa heti altistuksen jalkeen, kun se paasee koske-
tuksiin fysiologisten nesteiden kanssa.

Orgaanisten molekyylien jakaantuminen simuloiduissa komplekseissa voidaan selittaa paa-
asiassa kemikaalien vesiliukoisuuksien perusteella. Vesiliukoisin kemikaali oli bentsyylialko-
holi, joka oli my6s runsain yhdiste liuottimessa ja vahiten runsas yhdiste kompleksin sisalla.
Samalla tavalla toiseksi vesiliukoisin yhdiste m-kresoli oli toiseksi runsain yhdiste liuotti-
messa ja toiseksi vahiten runsas yhdiste kompleksin sisalla. Sen sijaan vahiten vesiliukoisin
yhdiste tolueeni ei ollut runsain yhdiste kompleksin sisélld, joka olikin asetofenoni. Orgaa-
nisten yhdisteiden poolisuus, joka méaaritellaan dielektrisyysvakion awvulla, ei korreloinut
molekyylien jakautumisen kanssa, koska eniten ja vahiten pooliset yhdisteet kayttaytyivat
simulaatioissa samalla tavalla.

Aggregaattien koot olivat samaa luokkaa kuin aggregaattien koot aikaisemmissa tutkimuk-
sissa, joissa Ceo Oli dispersoitu liuokseen, joka sisilsi naudan sikion seerumia (FBS).41*2
Ceo:Nn ja orgaanisten kemikaalien aggregaattien {-potentiaalit olivat myds saman suuruisia
kuin FBS:aan dispesoidulla Cso:lla.*? Orgaanisten kemikaalien vesiliukoisuudet ja dielektri-
syysvakiot eivéat korreloineet Ceo-aggregaattien keskimaaraisten halkaisijoiden ja {-potenti-
aalien kanssa, koska ne olivat lahes samoja eri kemikaalien kanssa. Taméa havainto voidaan
selittéda proteiinikoronalla, joka muodostuu hyvin todennékoisesti Ceo-aggregaattien pinnalle
BSA:ta sisaltavassa liuoksessa.*?*3

Solukokeissa emme ndhneet yhta suuria Cep:n ja kemikaalien yhteisvaikutuksia toksisuu-
teen kuin aikaisemmissa ekotoksikologisissa tutkimuksissa.!” Yhdessa aikaisemmassa tut-
kimuksessa fenantreeni oli 10 kertaa toksisempi vesikirpuille Ceo:n kanssa kuin ilman sita
ja pentakloorifenolin toksisuus leville vaheni puoleen Cgo:n kanssa. Yksi selitys eroihin yh-
teisvaikutusten suuruudessa saattaa olla erot Ceo:n ja kemikaalien vuorovaikutusajoissa
ennen altistuksia, silla meidén kokeissamme ne olivat huomattavasti lyhyemmaét kuin ai-
kaisemmissa tdissa. Levilla ja vesikirpuilla tehdyssa tutkimuksessa Ceo:a sekoitettiin ensin
yksindan vedessa kaksi kuukautta ja sen jalkeen orgaanisten kemikaalien kanssa viisi pai-
vaa. Toisessa seeprakaloilla tehdysséa tutkimuksessa Ceo:a sekoitettiin ensin yksindan ve-
dessa viisi kuukautta ja sen jalkeen 17a-etinyyliestradiolin kanssa jopa 28 paivaa.t®
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Ceo:n pitkat sekoitusajat vedessa simuloivat hyvin tilanteita, joissa Ceo-fullereenia joutuu
ympaéristéon. Ceo:n ja kemikaalien pitkat sekoitusajat yhdessa edistavat myos orgaanisten
molekyylien sitoutumista fullereenihiukkasiin ja niiden aggregoitumista yhdessa. Halu-
simme pitaa Ceo:n ja kemikaalien sekoitusajan mahdollisimman lyhyend omassa tutkimuk-
sessamme, koska se simuloi parhaiten tilannetta kehossa mahdollisen tydpaikka-altistuk-
sen jalkeen. Samasta syysta tutkimme myds suodattamattomia Ceo-suspensioita, koska ne
simuloivat tilannetta, jossa fullereenipélya joutuu hengityselimiin.

Lievien positiivisten yhteisvaikutusten haviaminen akuutissa solutoksisuudessa Cgo-suspen-
sioiden suodatuksen jalkeen voidaan selittdd orgaanisten molekyylien sitoutumisella fulle-
reenikomplekseihin, jotka poistettiin suodattamalla. Paras esimerkki on bentsaldehydi, joka
on toiseksi hydrofobisin tutkituista yhdisteista ja toiseksi runsain yhdiste simuloidun komp-
leksin sisélla. Ceo saattaa toimia orgaanisten molekyylien kuljettajana solujen sisalla kuten
uusissa fullereenipohjaisissa laakkeenkuljetussysteemeissa,** mika voi selittaa havaitun so-
lutoksisuuden nousun.

Tarkasteltaessa yhteisvaikutuksia immunotoksisuuteen muuttuvat tulokset taysin. Korkein
havaittu positiivinen yhteisvaikutus suodattamattomien suspensioiden immunotoksisuu-
dessa havaittiin bentsyylialkoholin kanssa ja vastaavasti korkein havaittu positiivinen yh-
teisvaikutus suodatettujen suspensioiden immunotoksisuudessa nahtiin asetofenonin
kanssa. On mahdollista, ettd suuret suspensoitumattomat Ceo-hiukkaset yhdessa vesi-
liukoisten kemikaalien kanssa aiheuttavat suurimmat havaitut suodattamattomien suspen-
sioiden yhteisvaikutukset immunotoksisuudessa.

Ceso:n tulehdusmarkkerien erittymisessa aiheuttamien muutosten ja orgaanisten molekyy-
lien jakaantumisen simuloiduissa seoksissa korrelaatioanalyysi osoitti, etta orgaanisten mo-
lekyylien maarat kompleksien pinnalla ja liuottimessa vaikuttivat samalla tavalla yhteisvai-
kutuksiin. Syyna on todennédkdisesti se, etta hyvin vesiliukoiset kemikaalit ovat runsaita
myo6s kompleksien pinnalla. Kompleksin pinta on dynaaminen ymparisto, jossa molekyylit
vaihtavat nopeasti paikkaa liuottimessa olevien molekyylien kanssa.
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5 JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksemme mukaan altistuminen orgaanisille teollisuuskemikaaleille yhdessa Ceo-ful-
lereenin kanssa voi vahvistaa kemikaalien aiheuttamia terveysvaikutuksia. Havaitse-
mamme yhteisvaikutukset olivat pienid luultavasti johtuen kemikaalien ja Cgo:n lyhyesta
vuorovaikutusajasta ennen altistuskokeita. Atomistiset simulaatiot tukivat liséksi kokeellisia
tuloksia. Niiden mukaan orgaaniset molekyylit aggregoituvat helposti yhdessa Cg-mole-
kyylien kanssa vesipitoisessa ymparistossa ja Ceo-kompleksit sisaltavat enemman hydrofo-
bisia kun hydrofiilisia orgaanisia molekyyleja. Orgaanisten molekyylien ja Cg-molekyylien
aggregoituminen yhdessa voi selittdad hydrofobisten molekyylien kasvaneen solutoksisuu-
den suodattamattomissa suspensioissa, mutta ei hydrofiilisten molekyylien lisdantynytta
immunotoksisuutta suodattamattomissa suspensioissa. Tulosten perusteella erilaiset yh-
teisaltistumisskenaariot on otettava huomioon nanomateriaaleja kasittelevilla tydpaikoilla
ja mahdollisesti huolehdittava tyontekijoiden suojaamisesta yksittaisten kemikaalien ja ma-
teriaalien lisdksi myds yhteisaltistukselta.
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Fullereenit kuuluvat teollisiin hiilinanomateriaaleihin, joilla on
useita erilaisia sovelluksia materiaalin ainutlaatuisista omi-
naisuuksista johtuen. Aikaisempien tutkimusten perusteella
fullereenit ovat melko vaarattomia, mutta niilla saattaa olla
terveydelle haitallisia yhteisvaikutuksia joidenkin kemikaalien
kanssa. Taman vuoksi tassa Tydsuojelurahaston rahoittamas-
sa hankkeessa tutkittiin fullereenin ja viiden orgaanisen teol-
lisuuskemikaalin yhteisvaikutuksia.

Yhteisaltistuksen haitallisuutta testattiin solukokeilla, joissa
tutkittiin fullereenin ja kemikaalien yhdessa ja erikseen ai-
heuttamaa solumyrkyllisyytta ja tulehdusreaktioita. Lisaksi
fullereenin ja kemikaalien kayttaytymistéd yhdessa arvioitiin
molekyylimallituksen avulla, minka jalkeen solukokeiden ja
mallituksen antamia tuloksia verrattiin kesken&an.

Tulosten perusteella tydpaikalla tapahtuva yhteisaltistus ful-
lereenille voi voimistaa orgaanisten teollisuuskemikaalien ai-
heuttamia haittavaikutuksia. Tassa hankkeessa havaitut yh-
teisvaikutukset olivat vahaisia, mutta erilaiset altistuslahteet
kannattaa huomioida suojattaessa tyontekijoita nanomateri-
aalialtistukselta.
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