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Tiivistelma

Nanomateriaalien kayttd on voimakkaasti lisédntymassa eri toimialoilla Suomessa. Nano-
materiaaleja hyddyntavan tydelamén tuottavuuden kannalta on ensiarvoisen tarkeéaa,
ettéd mahdollisista riskeista on realistinen kuva, jotta ne voidaan minimoida. Sy6péavaaral-
lisuus on keskeisessd asemassa myds nanomateriaalien riskinarvioinnissa. Riskinarviointi
vaikuttaa suoraan nanomateriaalien sdéntelyyn, kuten tydymparistdn raja-arvojen aset-
tamiseen sekda luokitteluun ja merkitsemiseen. Nanomateriaalien moninaisuus asettaa
kuitenkin suuria haasteita toksikologiselle testaukselle ja riskinarvioinnille. Sydpéavaaralli-
suuden arvioinnin kannalta on tarkedd ymmartad, onko perimamyrkyllisyys primaarista
vai onko se sekundaérinen, tulehdukseen liittyva ilmio. Priméariselle perimamyrkyllisyy-
delle ei voida asettaa kynnysannosta, mutta sekundéarisen vaikutuksen tapauksessa se
on ehkd mahdollista. Tamé& on keskeinen kysymys erityisesti heikkoliukoisten nanomate-
riaalien, kuten hiilinanoputkien sy6péavaarallisuuden arvioinnissa.

Téssd hankkeessa selvitettiin DNA:n kaksoisjuostekatkosten roolia hiilinanoputkien
perimamyrkyllisen vaikutuksen synnyssa ja tutkittiin DNA:n kaksoisjuostekatkokset tun-
nistavavan y-H2AX-vérjayksen soveltuvuutta keuhkojen nanomateriaalialtistuksen
aiheuttamien DNA:n kaksoisjuostekatkosten méaaran ja sijainnin selvittémiseen. Menetel-
ma soveltui hyvin hiilinanoputkialtistuksen aiheuttaman genotoksisen vaikutuksen osoit-
tamiseen aiemmin keratyistd, parafiiniin séilotyistd hiiren keuhkokudosnéaytteistg, ja
DNA-vauriot voitiin paikantaa suhteessa nanomateriaalien sijaintiin ja histopatologisiin
I6ydoksiin. Vaikka keuhkoputkia ympéardivan keuhkoepiteelikudoksen y-H2AX-positiivi-
suuden havaittiin kohonneen useiden hiilinanoputkialtistusten seurauksena, erot olivat
harvoin tilastollisesti merkitsevia. Keskittdmalla analyysi nanomateriaaleja ympéroiviin
solukasaumiin perimamyrkyllinen vaikutus oli sen sijaan selvasti havaittavissa, ja tulokset
korreloivat DNA-vaurioanalyysin ja tulehdustekijoiden mRNA-ekspression kanssa.

Sekundéaarisen perimamyrkyllisyyden tunnistamiseksi soluviljelmissd sovellettiin sek&
tulehdus- ja keuhkosolujen yhteisviljelyyn perustuvaa menetelmag, etta kasvatusliuoksen
siirtoa altistetuilta tulehdussoluilta keuhkosoluille. N&ista jalkimmainen osoittautui toimi-
vaksi menetelmaéksi, jolla todennékoisesti voidaan tunnistaa sekundaaristéa perimamyr-
kyllisyyttéa aiheuttavia nanomateriaaleja, mutta se ei ollut viela tarpeeksi spesifinen
korvaamaan eléinkokeita. Menetelmé&a voidaan kuitenkin hyodyntéa testauksen kohden-
tamisessa nanomateriaaleihin, joilla on suurin todenndkoisyys aiheuttaa sekundaarista
perimamyrkyllisyyttd, ja spesifisyyttd mahdollisesti jatkokehittelylld parantaa. Hanke
tuotti uusia menetelmid nanomateriaalien sydpavaarallisuuden arvioinnin tueksi, ja
tulokset parantavat ymmarrystémme siitd, mité keuhkoissa tapahtuu, kun hengitamme
nanomateriaaleja ja kuinka perimamyrkyllinen vaikutus syntyy.
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Abstract

Use of nanomaterials is increasing greatly within different fields of Finnish industry. It is
essential for the productivity of the working life that there is a realistic picture of the
potential risks in order to minimize them. Carcinogenicity plays a key role in the risk
assessment of chemicals, including nanomaterials. Risk assessment has a direct impact
on the regulation of nanomaterials, such as the setting of occupational exposure limit
values and the classification and labeling of nanomaterials. However, the diversity of
nanomaterials poses major challenges for toxicological testing and risk assessment. It is
important for risk assessment to understand, whether genotoxicity is a primary or a
secondary, inflammation-related phenomenon. No threshold dose can be set for primary
genotoxicity, but in the case of a secondary effect it may be possible. This is a key
question, especially in the assessing the carcinogenicity of poorly soluble nanomaterials,
such as carbon nanotubes.

In this project, we investigated the role of DNA double-strand breaks in the genotoxicity
of carbon nanotubes and the suitability of y-H2AX staining for determining the quantity
and location of DNA double-strand breaks caused by pulmonary nanomaterial exposure.
The method was well suited for demonstrating the genotoxic effect of carbon nanotube
exposure from previously collected paraffin-embedded mouse lung tissue samples, and
DNA damage could be located relative to the location of nanomaterials and
histopathological findings. Although the y-H2AX level in the bronchial epithelial tissue
was observed to be elevated after several carbon nanotube exposures, the differences
were rarely statistically significant. On the other hand, by concentrating the analysis on
the cell clusters surrounding the nanomaterials, the genotoxic effect was, instead, clearly
detectable, and the results correlated with DNA damage analysis and mRNA expression
of inflammatory cytokines.

For the identification of secondary genotoxicity in lung cell cultures, we experimented
with both co-culture of inflammatory and lung cells and a method based on medium
transfer from exposed inflammatory cells. The second proved to be a viable method likely
to identify nanomaterials that have secondary genotoxic effects. However, the method
is not specific enough to replace animal testing. Nonetheless, it can be used to target
testing towards nanomaterials that are most likely to cause secondary genotoxicity and
developed further to increase specificity. In this project, we developed new methods to
support the carcinogenic risk assessment of nanomaterials, and the results improve our
understanding of what happens in the lungs when we inhale nanomaterials and how the
genotoxic effect arises.
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1 Lahtokohta ja taustat

Nanoteknologian kehitys on lisannyt maailmanlaajuisesti nanomateriaalien valmistusta,
tutkimusta ja tuotekehittelyd. Myds Suomessa lukuisat yritykset hyddyntévat nano-
materiaaleja. Nanomateriaaleille altistuvien tyontekijoiden méaaran odotetaan nousevan
voimakkaasti lahitulevaisuudessa. Ammatillista altistumista nanopartikkelien tuotannon
tai kayton yhteydessé tapahtuu erityisesti hengitysteitse (Guseva Canu ym. 2016, Jiménez
ja van Tongeren 2017, Goede ym. 2018, Schulte ym. 2018).

Tietdmys nanomateriaalien haitoista on aktiivisen tutkimuksen ansiosta kohentunut,
joskin suurin osa tiedosta koskee edelleenkin vain muutamaa nanohiukkastyyppia, eika
toksisia vaikutusmekanismeja tunneta riittévasti (Alenius ym. 2014, Krug 2014,
Savolainen 2016, He ym. 2017, Liu ja Tang 2020). Nanomateriaalien moninaisuus asettaa
suuria haasteita toksikologiselle testaukselle ja riskinarvioinnille, ja vain pieni osa voidaan
testata eldinkokeissa. Nanomateriaaleille soveltuvien, solupohjaisten testien kehittami-
nen on siksi avainasemassa. Heikkoliukoisten nanomateriaalien, kuten hiilinanoputkien,
syOpéavaarallisuuden kannalta keskeinen ilmié on tulehdukseen mahdollisesti liittyva
sekundaarinen perimamyrkyllisyys. Tulehdussolujen ja keuhkosolujen yhteisviljelmien
avulla sekundaarinen perimamyrkyllisyys on mahdollista erottaa primaéarisesta
perimamyrkyllisyydestd, mikd edesauttaa vaaranarviota ja vahentda eldinkokeiden
tarvetta. Uusilla mikroskooppimenetelmilla nanomateriaalit ja niiden aiheuttamat DNA:n
kaksoisjuostekatkokset voidaan paikantaa koe-eldinten kudoksissa ja valottaa ndin
nanomateriaalien perimamyrkyllisyyden mekanismeja hyddyntéen uudelleen aiemmissa
eldinkokeissa keréattyja keuhkokudosnaytteita.

1.1 DNA:n kaksoisjuostekatkokset

Hankkeessa selvitettiin syOpéavaarallisuuden arvioinnin kannalta tarkedd kysymysta,
aiheuttavatko nanomateriaalit DNA:n kaksoisjuostekatkoksia. DNA:n kaksoisjuoste-
katkos on vakava DNA-vaurio, joka voi syntyd ionisoivan sateilyn, perimamyrkyllisten
kemikaalien, héiriintyneen solunjakautumisen tai oksidatiivisen stressin vaikutuksesta
(Vamvakas ym. 2008). Useiden eri nanomateriaalien on todettu johtavan reaktiivisten
happiradikaalien muodostumiseen ja aiheuttavan soluissa ja kudoksissa oksidatiivista
stressid ja DNA-vaurioita. Keuhkoaltistuksen hiilinanoputkille on havaittu aiheuttavan
oksidatiivisen stressireaktion, joka on yhdistetty tulehdusta edistéavien sytokiinien
lisddntyneeseen tuotantoon, tulehdusreaktioon, fibroosiin ja karsinogeneesiin (Fuku-
shima ym. 2018, Catalan ym. 2016, Manke ym. 2013).
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Jotta geneettinen materiaali pysyisi eheand, soluissa on lukuisia korjausmekanismeja,
jotka havaitsevat kaksoisjuostekatkokset ja aloittavat niiden korjauksen valittémasti.
Kaksoisjuostekatkoksen korjaus on kuitenkin monimutkaista, ja virheellinen korjaus voi
johtaa geeni- ja kromosomimutaatioiden syntyyn. Mikali korjaus ei onnistu, solussa
aktivoituu ohjelmoitu solukuolema, apoptoosi. Soluihin kerddntyneet DNA-vauriot ja
mutaatiot mm. DNA:n korjausta ohjaavissa geeneissa voivat kuitenkin auttaa soluja
valttdmaan apoptoosin ja véhitellen muuttumaan syopéasoluiksi.

H2AX on nukleosomien histonioktomeerin komponentti, joka fosforyloidaan, kun solun
DNA-juosteeseen syntyy kaksoisjuostekatkos. H2AX:n fosforyloituminen johtaa muiden
DNA:n korjausproteiinien kerdantymiseen katkospaikalle ja solusyklin hidastumiseen,
mika antaa lisdaikaa vaurioiden korjaamiseen. Fosforyloidyn H2AX:n eli y-H2AX:n on
osoitettu myos itse osallistuvan kaksoisjuostekatkosten korjausprosessiin. Se on tarkka
ja luotettava markkeri DNA:n kaksoisjuostekatkosten tunnistamisessa (Mah ym. 2010).
Fosforyloidun H2AX:n tunnistavia vasta-aineita voidaan kayttdd DNA:n kaksoisjuoste-
katkosten leimaamiseen soluissa ja kudosnaytteissa (Kuva 1). Hankkeessa hyddynnettiin
vasta-aineeseen liitettyd immunofluoresenssivaria katkoskohtien havainnoinnissa ja
analysoinnissa.

0 o
pnata @ >

vaurioittava tekijd - Kaksoisjuiostekatkos

¥, Y </ Tunnistus sekundaarisella
- - <JO[> vasta-aineella ja fluoresenssi
Ser139 e 19 v z‘ signaalin tyramidiamplifikaatio
fosforylaatio Tunnistus Vod
primaarisella Y - -
W 4

A
£
vasta-aineella qq& v
A 7

Kuva 1. DNA:n kaksoisjuostekatkoksen aiheuttaman H2AX-komponentin fosforyloidun y-H2AX-
muodon immunofluoresenssileimauksen periaate. Fosforyloitu H2AX tunnistetaan ensin primaarisella
vasta-aineella ja edelleen sekundaériselld vasta-aineella yhdistettynd fluoresenssisignaalin
tyramidiamplifikaatioon.
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Alun perin menetelmda kaytettiin 1ahinnd sateilyn perimamyrkyllisten vaikutusten
tutkimiseen, mutta viimevuosina kiinnostus y-H2AX-vérjaysta kohtaan on lisdantynyt
my6s nanomateriaalitutkimuksen parissa (Collins ym. 2017). Varjaysmenetelm&i on
kaytetty useiden erilaisten nanomateriaalien aiheuttamien kaksoisjuostekatkosten
tunnistamiseen soluviljelmista (Pogribna ym. 2021). Myds hiilinanoputkien on osoitettu
aiheuttavan kaksoisjuostekatkoksia soluviljelmissa ja vaikutuksen on arveltu liittyvén
tutkittujen materiaalien fysikaalis-kemiallisiin ominaisuuksiin tai funktionalisointiin
(Mrakovcic ym. 2015, Fraser ym. 2020, van Berlo ym. 2012, Cveticanin ym. 2010).

Aiemmissa Tyosuojelurahaston rahoittamissa hankkeissa (nro 112248, Norppa ym. 2017
janro 109137, Rydman ym. 2013) y-H2AX-varjaysta kaytettiin hiilinanoputkille altistettujen
hiirten keuhkoista eristettyihin soluihin. Havaittu nousu kaksoisjuostekatkosten méarassa
oli lupaava, mutta ei tilastollisesti merkitseva. Kaytetty lahestymistapa, jossa kudos
pilkotaan ja solut eristetdén, toimii vain, kun altisteen vaikutus kohdistuu kaikkiin tutkitun
naytteen soluihin. Keuhkojen altistuessa nanomateriaaleille tilanne on kuitenkin toinen,
koska hiukkaset eivat jakaudu kudokseen tasaisesti. Keuhkokudosleikkeiden y-H2AX-
varjays parantaa kaksoisjuostekatkosten havainnointia ja kvantifiointia, kun vaikutus on
keskittynyt vain tietyille kudosalueille.

Varjayksen on aiemmin osoitettu toimivan kemikaalialtistusten aiheuttamien
kaksoisjuostekatkosten tunnistamisessa parafiiniin valetuissa histopatologisissa kudos-
naytteissé mm. ohutsuolesta ja maksasta (Plappert-Helbig ym. 2019). Varjays toimii,
vaikka kudosnéaytteiden kerddmisesté olisi kulunut pidempikin aika. Hankkeen aikana y-
H2AX-véarjdysmenetelméaa kehitettiin Tydterveyslaitoksen laboratoriolaitteistolle sopiva-
ksi ja sité optimoitiin siten, ettd suuren ndyteméaaran yhtédaikainen kéasittely on mahdol-
lista. Kaksoisjuostekatkosten tunnistuksen herkkyyden parantamiseksi menetelmaén
lisattiin fluoresenssisignaalia vahvistava tyramidiamplifikaatio. Varjatyt kudosleikkeet
skannattiin digitaaliseen muotoon yhteisty6ssd Suomen Molekyyliladketieteen Instituu-
tin (FIMM) Molekyylipatologian yksikdn kanssa, ja skannaustiedostoja kaytettiin
naytteiden analysointiin tietokoneella. Hankkeen aikana myds madritettiin y-H2AX-
analyysin periaatteet ja etsittiin kayttotarkoitukseen sopiva analyysiohjelmisto.

Hankkeen tavoitteena oli y-H2AX-varjayksen ja analyysimenetelman optimoinnin liséksi
tutkia menetelmén soveltuvuutta keuhkojen nanomateriaalialtistuksen aiheuttamien
DNA:n kaksoisjuostekatkosten maaran ja sijainnin maarittdmiseen. Tutkimuksia, joissa
menetelmaa olisi kaytetty nanomateriaalien perimamyrkyllisten vaikutusten tunnistami-
seen parafiiniin valetuista kudosnaytteistéa on vain véahan. Metallisten nanopartikkelien
kuten hopean, koboltin ja titaanidioksidin on havaittu lisddvan y-H2AX-positiivisten
solujen maaraa altistettujen jyrsijoiden kudoksissa (Wiemann ym. 2017, Wan ym. 2017,



Tqﬁterveqsluitos | proetshilisoistitutet Nanomateriaalien sydpavaarallisuuden tunnistaminen

Finnish Institute of Occupational Health

Relier ym. 2017). Liséksi keuhkoaltistuksen nanokokaoisille pii- ja hiilimustahiukkasille on
osoitettu lisddvan y-H2AX-positiivisuutta rotan keuhkokudoksessa (Rittinghausen ym.
2013). Gamma-H2AX-varjayksen yhdistamistda muihin immunologisiin varjayksiin
tutkitaan ja automatisoituja analyysimenetelmié on kehitteilla (Nelson ym. 2017, Lengert
ym. 2018, Stenvall ym. 2020).

Menetelmd parantaa nanomateriaalien syopéavaarallisuuden arviointia selvittamalla
nanomateriaalien kykya aiheuttaa sydvan synnyn kannalta térkeitd perim&vaurioita
keuhkoissa. Tuloksia voidaan hyddyntéad tutkittujen hiilinanoputkimateriaalien riskin-
arvioinnissa seka arvioitaessa muiden samankaltaisten nanomateriaalien vaarallisuutta.

1.2 Sekundaarisen genotoksisuuden tunnistaminen soluviljelmissa

Hankkeessa kehitettiin ~ soluviljelymenetelmia, jotka jaljittelevat sekund&arisen
perimamyrkyllisen (genotoksisen) vaikutuksen syntymista keuhkoissa ja mahdollistavat
sekundaérisellda genotoksisella mekanismilla toimivien sydpavaarallisten nanomateriaa-
lien nopean, luotettavan ja aikaisen tunnistamisen in vitro. Sekundaéristd genotok-
sisuutta ei pystytd havaitsemaan vain yhta solutyyppia hyoddyntavilla, perinteisilla
soluviljelytekniikoilla, mutta tulehdus- ja epiteelisolujen yhteisviljelmilla ja tulehdus-
soluilta siirretyilla kasvatusliuoksilla téllainen vaikutus on joissakin tapauksissa pystytty
havaitsemaan (Evans ym. 2019, Ventura ym. 2020). Olemme my6s aiemmin osoittaneet
sekundaérisen genotoksisen vaikutuksen hiilinanoputkille ja lipopolysakkarideille (LPS)
altistettujen hiirten keuhkohuuhtelunaytteille altistetuissa keuhkosoluviljelmissé (kuva 2,
Norppa ym. 2017). LPS saa hiirilla aikaan voimakkaan keuhkotulehduksen, mutta ei ole
priméaarisesti genotoksinen BEAS-2B-keuhkoepiteelisoluilla (Aimonen ym. julkaisematon
tulos). Paine laajemmin sovellettavien soluviljelypohjaisten menetelmien kehittdmiseen
on kasvamassa, koska eléinkokeet ovat tyolaité ja kalliita, eikd markkinoille tulevia uusia
nanomateriaaleja voida laajasti testata koe-elaimilla. Eldinkokeet eivéat ole enda sallittuja
kosmetiikassa kaytettédvien aineiden toksikologisessa testauksessa EU:ssa, ja on
mahdollista, ettd samaa periaatetta aletaan jossain vaiheessa soveltaa myds muihin
aineisiin.

10



Arbetshilsoinstitutet

quterveqSIﬂltOS Fimish Institute of Occupational Health Nanomateriaalien SyopaVaara”lSUUden tunnistaminen

A A549-solut, 3 h (6
B BEAS-2B-solut,24 h

-~ 10
2 ~8
14 * % ®
S . *
s 6

i *
i Keuhkohuuhteluniyte
z < - Jie
a 2, Transwell® -insertissd
c & 5 g
H

z —— "I

PBS MWCNT-S NaCl MWCNT-S LPS

Kuva 2. Hiilinanoputkille ja lipopolysakkarideille (LPS) altistettujen hiirten keuhkohuuhtelunaytteiden
aiheuttama sekundaérinen (tulehdussolujen valittaméa) perimamyrkyllisyys solulinjoilla (Norppa ym.
2017). Vaurioituneen DNA:n osuus (%; DNA:n yksijuosteiset katkokset, komeettamenetelma) ihmisen (A)
A549- ja (B) BEAS-2B-epiteelisoluissa lisdaéntyi yhteisviljelmissa pitkille, suorille hiilinanoputkille
(MWCNT-S, Mitsui-7) altistetuilta hiiriltd kerattyjen keuhkohuuhtelunédytteen solujen kanssa.
Keuhkohuuhtelunaytteet lisattiin Transwell®-insertin paalle, epiteelisolut kasvoivat viljelyastian pohjalla
(C). DNA-vaurioiden taso BEAS-2B-soluissa kohosi myds, kun niita viljeltiin yhdessa LPS-kasitellyilta
hiiriltd peréisin olevien keuhkohuuhtelundytteen solujen kanssa (B). Kontrolliviljelmissa keuhko-
huuhtelundytteen solut olivat peréisin fosfaattipuskuriliuosta (PBS) tai fysiologista suolaliuosta (NaCl)
saaneilta hiirilta. * p<0,05; ** p<0,01 (t-testi).

Hypoteesimme olivat seuraavat:

1. Syopéavaarallisilla, heikkoliukoisilla nanomateriaaleilla, kuten hiilinanoputkilla, on
sekundaérinen genotoksinen vaikutusmekanismi, kun altistumien tapahtuu hengitys-
teitse.

2. lIhmisen solujen in vitro —malleilla, joka perustuu keuhkoepiteelisolujen yhteisviljel-
miin tulehdussolujen kanssa (makrofaagit, monosyytit tai neutrofiilit) tai kasvatus-
liuoksen siirtoon tulehdussoluilta keuhkoepiteelisoluille, voidaan jaljitella sekundaari-
sessa genotoksisuudessa keskeisid solujen vélisia vuorovaikutuksia tai signalointi-
reittejd. Aiemmat tutkimustulokset samankaltaisilla menetelmilla (Evans ym. 2019,
Ventura ym. 2020) viittaavat siihen, ettd tdma on mahdollista.

3. Yhteisviljelymenetelmélla havaittavat genotoksiset mekanismit ovat samankaltaisia
kuin vastaavat mekanismit in vivo.

4. Kun yhteisviljelyd kaytetddn rinnan pelkkien epiteelisolujen viljelmien kanssa,
menetelmaa voidaan kayttéad vaihtoehtona eldinkokeille nanomateriaalien sydpéavaa-
rallisuuden tunnistamisessa.

Kaytimme hankkeessa sekd kasvatusliuoksen siirtoa altistetuilta tulehdussoluilta
keuhkoepiteelisoluille ettd keuhkoepiteelisolujen  yhteisviljelyd tulehdussolujen
(makrofagit) kanssa. Molempien lahestymistapojen on aiemmin raportoitu havaitsevan
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dekstraanipinnoitettujen magnetiittinanopartikkeleiden (dSPION) aiheuttaman sekun-
daarisen genotoksisen vaikutuksen soluviljelmilla (Evans ym. 2019). Ensimmaisesséa
menetelmassad vain makrofagit (dTHP-1) altistettiin testimateriaaleille, ja tulehduste-
kijoitéa sisaltdva kasvatusliuos (conditioned medium, CM) siirrettiin  keuhkosoluille
(16HBE). Primé&arisen genotoksisen vaikutuksen poissulkemiseksi makrofageilta keratty
CM-kasvatusliuos puhdistettiin testimateriaaleista suodattamalla ennen sen siirtoa
keuhkosoluille.

Jotta testimenetelmdmme kattaisivat myos solujen valisen kontaktin ja happiradikaalien
kautta valittyvan sekundaarisen vaikutuksen, kaytimme vertailukohtana perinteisten
epiteelisoluviljelmien lisdksi kuvassa 3 esitettyd mallia, jossa epiteelisoluja viljeltiin
tulehdussolujen kanssa ilman inserttia. Yhteisviljelméssa testimateriaali on kontaktissa
seké tulehdus- etté epiteelisolujen kanssa ja voi néin ollen aiheuttaa myds primaarisia
genotoksisia vaikutuksia. Primaarinen ja sekund&arinen (tulehdusvélitteinen)
genotoksisuus voidaan erottaa toisistaan vertailemalla yhteisviljelman testituloksia
epiteelisolualtistuksen tuloksiin. Mikali tulos on yhteisviljelmilla positiivinen ja epiteeli-
viljelmilla negatiivinen tai heikommin positiivinen, vaikutus on kokonaan tai osittain
sekundaérinen, ja tulehduksella on rooli perimamyrkyllisen vaikutuksen synnyssa. Mikali
tulos on positiivinen seka epiteelisoluilla ettd yhteisviljelmilla, kyseessad on primaarinen
perimamyrkyllisyys. Jos tulos on positiivinen epiteelisoluviljelmilla mutta negatiivinen tai
heikommin positiivinen yhteisviljelmissd, tulehdussoluilla on suojaava vaikutus.
Perimamyrkyllisyyden mittarina on in vitro -mikrotumatesti (OECD 2016), jonka katsotaan
erityisesti soveltuvan tdhan tarkoitukseen, koska menetelméssa tarkastellaan peruut-
tamattomia kromosomivaurioita (Alenius ym. 2014).

Sekundaarisen perimamyrkyllisyyden mekanismit eivat todennékdisesti rajoitu
makrofagien vapauttamien happiradikaalien aiheuttamiin vaurioihin. Proinflammatoriset
sytokiinit kuten TNFa tai IL-1[ voivat aiheuttaa typpioksidisyntaasin aktivoitumisen ja
tatd kautta johtaa typpioksidin muodostumiseen epiteelisoluissa (Green ym. 1994).
Reitilla saattaa olla merkitystd nanomateriaalien toksikologiassa, silld sekundaarista
perimamyrkyllisyyttd aiheuttavan dSPION-nanopartikkelin on aiemmin havaittu
kohottavan makrofagien erittdmid sytokiinipitoisuuksia (Evans ym. 2019). Nain ollen
myds tassé hankkeessa seurattiin TNFocn ja IL-1f:n erittymista soluviljelyliuoksiin.
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Hiilinanoputket

Epiteelisolujen (ES) viljelma

Hiilinanoputket

Yhteisviljelma: tulehdussolut (TS) ja
epiteelisolut (ES) yhdessa

Kuva 3. Perimamyrkyllisyyden testaamisen periaate kaytettdessd epiteelisolujen ja tulehdussolujen

yhteisviljelmia.

13



Tqﬁterveqsluitos | proetshilisoistitutet Nanomateriaalien sydpavaarallisuuden tunnistaminen

Finnish Institute of Occupational Health

2 Tavoitteet

Hankkeen tavoitteena oli parantaa nanomateriaalien sydpavaarallisuuden arviointia (1)
selvittdmalla syovan synnyn kannalta tarkeiden DNA:n kaksijuosteisten katkosten
muodostumista erilaisille hiilinanoputkille altistettujen hiirten ja rottien keuhkoissa ja (2)
kehittamalla soluviljelmilla ilman eldinkokeita toteutettava testimenetelmé sekund&a-
risen (tulehdusperéisen) genotoksisuuden tunnistamiseksi.

2.1 DNA:n kaksijuosteisten katkosten tunnistaminen koe-eldinten
keuhkoissa

Hankkeessa tavoitteena oli selvittdd syovan synnyn kannalta tarkeiden DNA:n
kaksijuosteisten katkosten muodostumista erilaisille hiilinanoputkille altistettujen hiirten
keuhkoissa ja rotilla tehtéavissa hiilinanoputkien sydpatutkimuksissa. DNA:n kaksois-
juosteen katkoksia voidaan olettaa muodostuvan nanomateriaalien aiheuttaman
oksidatiivisen stressin seurauksena. Kayttdmassdmme menetelmassa DNA-vauriot
voidaan osoittaa histopatologisista keuhkovalmisteista, jolloin samalla ndhdaan, mihin
keuhkokudoksen osaan tai solutyyppiin DNA-vaurioita kohdistuu ja onko vaikutus
yhteydessd kudoksessa olevaan nanomateriaaliin ja kudokseen tulleisiin tulehdus-
soluihin. Koska tarkoitus oli kayttdd aiemmista kokeista kerattyja keuhkovalmisteita ja
uusia valmisteita Ranskassa joka tapauksessa tehtavista karsinogeenisuuskokeista, uusia
elainkokeita ei tarvittu. Tutkimuksen odotettiin antavan uutta tietoa nanomateriaali-
altistumiseen liittyvan perimamyrkyllisen vaikutuksen syntymisesta ja kohdentumisesta
hengitysteitse tapahtuvassa altistumisessa.

2.2 Sekundaérisen genotoksisuuden tunnistaminen soluviljelmissa

Hankkeessa kehitettiin tulehdussolujen ja epiteelisolujen yhteisviljelyyn perustuvaa,
uutta perimamyrkyllisyyden testimenetelmad, jonka odotettiin pystyvan tunnistamaan
primé&arisesti perimamyrkyllisten nanomateriaalien liséksi my6s sekundaarisesti perima-
myrkylliset materiaalit, mik& ei ole mahdollista perinteisilla soluviljelymenetelmilla. Se-
kundaarinen perimamyrkyllisyys liittyy tulehdukseen ja sen osoittamiseen on aiemmin
tarvittu koe-eldimia. Tarkoituksena ei ollut mallintaa tarkkaan tapahtumia ihmisen keuh-
koissa vaan kehittdd kaytannollinen menetelmd, jolla sekundaérisella genotoksisella
mekanismilla toimivat syOpavaaralliset aineet voitaisiin tunnistaa ilman eldinkokeita.
Lahestymistapa on siis samankaltainen kuin laajassa kdyttssa olevissa perinteisissa in
vitro —genotoksisuustesteissd, joita kaytetddn priméaarisen genotoksisen potentiaalin
kartoittamiseen lyhytaikaisissa altistuksissa.
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3 Materiaalit ja menetelmat

3.1 DNA:n kaksijuosteisten katkosten tunnistaminen koe-eldinten
keuhkoissa

3.1.1 Materiaalit

DNA:n kaksoisjuostekatkosten tutkimuksessa hyddynnettiin pa&osin aiempien koe-
eldinaltistusten yhteydessa hiirista kerattyja histopatologisia keuhkokudosnéaytteita. Osa
altistuksista oli suoritettu TyOterveyslaitoksella Suomessa ja osa Tanskan tyoterveys-
laitoksella (National Research Centre for the Working Environment, NRCWE). P4dosa
hankkeessa hyddynnetyistd eldinkoenaytteistd oli keratty osana EU-rahoitteista
NANOREG-projektia (EU:n 7. puiteohjelma, hankenro 310584). Naytteitd oli myds
aiemmista Tyosuojelurahaston rahoittamista hankkeista (hankenumerot 109137 ja
112248). Hankkeessa tutkittujen, hiilinanoputkimateriaaliaaleille altistettujen hiirten
keuhkokudosnéaytteiden alkuperd on esitetty taulukossa 1, josta ilmenee myds kunkin
materiaalin karakterisaatiotietojen lahde.

Tyoterveyslaitoksella tehdyissé altistuksissa kaytettiin aspiraatiomenetelmés, jossa
nesteeseen laimennettu nanomateriaali viedaén pipetin avulla nukutetun koe-eldimen
keuhkoputken suulle. Tanskan NRCWE:n tekemissa kokeissa kaytettiin intratrakeaalista
instillaatiota, jossa nanomateriaalilaimennos annostellaan kapean putken avulla
keuhkoputken kautta keuhkoihin. Seké aspiraation etta instillaation on osoitettu olevan
kustannustehokkaita ja luotettavia menetelmid, joilla haluttu altistusannos saadaan
kokonaisuudessaan keuhkoihin. Molemmat ovat yleisesti kdytettyja altistusmenetelmia
nanomateriaalien koe-eléaintutkimuksissa (Lai ja Warheit 2014).

Liséksi aineistoon siséllytettiin vertailun vuoksi inhalaatioaltistuksella tehtyja eléin-
koesarjoja. Inhalaatioaltistus vastaa todenngkoisinté tyoperdisen altistumisen skenaa-
riota, jossa herkésti polyavia kuivia nanohiukkasia leijailee ty6paikan hengitysilmassa.
Inhalaatioaltistus vaatii kuitenkin erikoisvalmisteiset koe-eldintilat ja laitteistot seka
erityisammattitaitoa, ja se on siksi hyvin kallista. Jotta yksinkertaisempien altistus-
menetelmien tuloksia voidaan luotettavasti kayttéd tyoperaisen hengitystiealtistumisen
riskinarviointiin, on térkeéa vertailla eri altistustapoja. Inhalaationdytesarja sisélsi samoilla
hiilinanoputkimateriaaleilla rinnakkain tehtyja aspiraatio- ja inhalaatioaltistuksia.
Aiemmissa tutkimuksissa on osoitettu, ettd ndma altistusmenetelmat johtavat saman-
kaltaiseen vasteeseen keuhkoissa, mutta erojakin 16ytyy (Kinaret ym. 2017).
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Nanomateriaalien syopéavaarallisuuden tunnistaminen

Koodi Alkupera Karakterisaatio Kaytetty altistustapa Hiirikokeiden alkuperéa
NRCWE-006* NRCWE? Jensen 2013 Inhalaatio /Aspiraatio Cataladn ym. 2016 (TSR), NANOREG®
NRCWE-0072 NRCWE?® Jensen 2013 Inhalaatio /Aspiraatio Catalan ym. 2016 (TSR)

NM-402 JRC* Rasmussen ym. 2014 Intratrakeaalinen NANOREG®

NM-403 JRC* Rasmussen ym. 2014 Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-040 NRCWE? Jackson ym. 2015 Intratrakeaalinen Poulsen ym. 2016, 2017 (NANOREG)
NRCWE-041 NRCWE? Jackson ym. 2015 Intratrakeaalinen Poulsen ym. 2016, 2017 (NANOREG)
NRCWE-043 NRCWE? Jackson ym. 2015 Intratrakeaalinen Poulsen ym. 2016, 2017 (NANOREG)
NRCWE-046 NRCWE? Jackson ym. 2015 Intratrakeaalinen Poulsen ym. 2016, 2017 (NANOREG)
NRCWE-061 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-062 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-063 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-064 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NM-411 JRC* NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-051 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-052 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-053 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-054 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-055 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-056 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

NRCWE-057 NRCWE? NANOREG® Intratrakeaalinen NANOREG®

Krokidoliitti Leibniz IUF® Poulsen ym. 2017 Intratrakeaalinen Poulsen ym. 2016, 2017 (NANOREG)

IMitsui-7; Cheaptubes; *National Research Centre for the Working Environment, Tanska; “European Commission Joint Research Center, Ispra, Italia;
SNRCWE:n julkaisemattomat tulokset EU FP7 NANOREG-hankkeesta; SLeibniz-Institut fiir Umweltmedizinische Forschung
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Gamma-H2AX-varjayksiin kaytettyjen keuhkokudosnéaytteiden lisaksi hiiristd kerattiin
naytteitd tulehdusindikaattoreiden, DNA:n yksijuosteisten katkosten ja mahdollisten
systeemisten vaikutusten maarittdmiseksi. Nyt raportoitavaa hanketta varten koottiin
yhteen saatavilla olevat analyysitulokset, joista osa on julkistettu aiemmin osana
NANOREG-hanketta tai tieteellisin artikkeleina. Saatavilla ollut aineisto on listattu
taulukossa 2.

Taulukko 2. Gamma-H2AX-véarjattyihin naytesarjoihin liittyvat taustatiedot, joita hyodynnettiin
hankkeen tilastollisissa analyyseissa.

Naytesarja Tutkimusmenetelméa Liittyva julkaisu
Aspiraatiot hiirilla DNA-vauriota? NANOREG Tulosraportti D4.16, Norppa ym. 2016
Neutrofilia? ja eosinofilia? NANOREG Tulosraportti D4.16, Norppa ym. 2016
Tutkimusartikkeli, llves ym. 2018
Sytokiinien lahetti-RNAP NANOREG Tulosraportti D4.16, Norppa ym. 2016
Tutkimusartikkeli, llves ym. 2018
Instillaatiot hiirilla DNA-vauriota? NANOREG Tulosraportti D4.13
Tutkimusartikkeli, Poulsen ym. 2016
Neutrofilia® NANOREG Tulosraportti D4.13
Tutkimusartikkeli, Poulsen ym. 2016
Inhalaatiot hiirilla DNA-vauriota? TSR-loppuraportti, Rydman ym. 2013
Tutkimusartikkeli, Catalan ym. 2016
y-H2AXP TSR-loppuraportti, Rydman ym. 2013
Tutkimusartikkeli, Catalan ym. 2016
Neutrofilia? ja eosinofilia? TSR-loppuraportti, Rydman ym. 2013
Tutkimusartikkeli, Kinaret ym. 2017
Sytokiinien lahetti-RNAP TSR-loppuraportti, Rydman ym. 2013
Tutkimusartikkeli, Kinaret ym. 2017

aMaaritetty keuhkohuuhtelunaytteestd, ® Madritetty keuhkokudoksesta

Tutkimuksissa kaytetyt nanomateriaalit on karakterisoitu tarkkaan, ja keskeiset
materiaaliominaisuudet on esitetty taulukossa 3. Hankkeessa tutkittiin tiettyjen fysikaalis-
kemiallisten ominaisuuksien yhteyttd naytteissd havaittuun y-H2AX-positiivisuuteen.
Jotta tutkimuksissa saataisiin kattava kuva hiilinanoputkimateriaalien kyvysta aiheuttaa
DNA:n kaksoisjuostekatkoksia, ndytesarjaan sisallytettiin fysikaalis-kemiallisilta ominai-
suuksiltaan erilaisia materiaaleja. Materiaalien joukossa oli 13 moniseindisté hiilinano-
putkimateriaalia (multi-walled carbon nanotube, MWCNT) ja 8 yksiseindista hiilinanoput-
kimateriaalia (single-walled carbon nanotube, SWCNT). Osa materiaaleista oli funktio-
nalisoitu hydroksylaatiolla (OH), karboksylaatiolla (COOH) tai aminoinnilla (NH). Kuidut
erosivat toisistaan myos paksuudeltaan, pituudeltaan ja pinta-alaltaan.
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Taulukko 3. Tutkittujen hiilinanoputkien keskeiset materiaaliominaisuudet.

Materiaali Kuitutyyppi Funktionalisointi Paksuus (nm) Pituus (um) | BET pinta-ala (m?/g)*
NM-402 MWCNT Perusmuotoinen 11 1.4 +0.19 226
NM-403 MWCNT Perusmuotoinen 10-15 0.1-1 135
NRCWE-006 MWCNT Perusmuotoinen 74 + 28 57+ 37 22
NRCWE-007 MWCNT Perusmuotoinen 17+7 05+0.3 75
NRCWE-040 MWCNT Perusmuotoinen 8-15 10-50 150
NRCWE-041 MWCNT Hydroksyloitu (OH) 8-15 10-50 152
NRCWE-043 MWCNT Perusmuotoinen 50-80 10-20 82
NRCWE-046 MWCNT Perusmuotoinen 13-18 1-12 223
NRCWE-061 MWCNT Aminoitu (NHy) 8-15 > 50 170.4
NRCWE-062 MWCNT Perusmuotoinen <8 10-30 443.2
NRCWE-063 MWCNT Hydroksyloitu (OH) <8 10-30 426.4
NRCWE-064 MWCNT Karboksyloitu (COOH) <8 10-30 445.2
NM-411 SWCNT Perusmuotoinen 2 1 861
NRCWE-051 SWCNT Perusmuotoinen 1-2 5-30 442.6
NRCWE-052 SWCNT Perusmuotoinen 1-2 5-30 405.7
NRCWE-053 SWCNT Hydroksyloitu (OH) 1-2 5-30 367.8
NRCWE-054 SWCNT Hydroksyloitu (COOH) 1-2 5-30 370.8
NRCWE-055 SWCNT Perusmuotoinen 1-2 1-3 453.1
NRCWE-056 SWCNT Hydroksyloitu (OH) 1-2 1-3 356.7
NRCWE-057 SWCNT Karboksyloitu (COOH) 1-2 1-3 281.6
Krokidoliitti Asbesti 180 4.6 8.3

! Pinta-ala maéritetty Brunauer-Emmett-Teller-menetelmélla (BET)

Nanomateriaalien syopéavaarallisuuden tunnistaminen
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Aiemmista projekteista peraisin olevien naytteiden lisdksi hankkeen aikana kerattiin
my06s uutta ndyteaineistoa yhteistydssa Ranskan tyoterveyslaitoksen (Institut national de
recherche et de sécurité, INRS) kanssa. INRS suoritti aspiraatioaltistuksia geenimuun-
nelluilla rotilla kahdella hiilinanoputkimateriaalilla (Mitsui-7 eli NRCWE-006 ja NM-403)
ja toimitti 8 kuukautta altistuksen jéalkeen kerétyt keuhkoleikkeet TyGterveyslaitokselle
histopatologista arviointia ja y-H2AX-analyysia varten yhteistydsopimuksen mukaisesti.

3.1.2 Gamma-H2AX-varjays

Hankkeen alussa suoritettujen optimointien jalkeen samaa varjaysmenetelmaa kaytettiin
kaikkien analysoitujen, hiirista ja rotista kerattyjen kudosnaytteiden varjaykseen.

Parafiiniin valetut keuhkokudosleikkeet leikattiin mikroskooppilaseille 3,5 pm paksuisiksi
leikkeiksi mikrotomilla. Leikkeista4 poistettiin parafiini ksyleenissé ja ne rehydroitiin
etanolisarjassa. Naytteitd keitettiin puskuriliuoksessa (pH 9.0) 20 minuutin ajan
antigeenien paljastamiseksi, mink& jéalkeen ne jadhdytettiin huoneenlampdon steriilissé
vedessa.

Naytteiden y-H2AX-varjaykseen kaytettin  ohjelmoitavaa Autostainer-laitteistoa
(Labvision Autostainer 360, Thermo Scientific), joka mahdollisti varjayksen automatisoin-
nin ja siten suuremman naytemaaran yhtaaikaisen kéasittelyn. Ensimmaisten inkubaatio-
vaiheiden aikana fosforyloituun H2AX-komponenttiin sidottiin priméaarivasta-aine
(Phospho-Histone H2A.X (Ser139) (20E3) Rabbit mAb, Bionordika), joka tunnistettiin
edelleen sekundéarisella vasta-aineella (Goat anti-rabbit 1gG, ThermoFisher Scientific).
Kaksoisjuostekatkosten leimaukseen vihrealla fluoresenssivérilla ja analysoitavan
signaalin vahvistukseen kaytettiin tyramidiamplifikaatiota (Alexa Fluor™ 488 Tyramide
SuperBoost™ Kit, ThermoFisher Scientific) noudattaen valmistajan ohjeita. Kudosnéaytteet
varjattiin liséksi solujen tumien DNA-molekyyleihin sitoutuvalla siniselld DAPI-vérilla
naytteiden peittauksen yhteydessa (Vectashield hardset with 4’.6-diamidino-2-
phenylindole, Vectorlabs). Varjattyja naytteita sailytettiin jadkaapissa valolta suojattuna.
Tietokoneanalyysia varten varjatyt naytelasit skannattiin digitaaliseen muotoon Helsingin
Yliopistolla, FIMM:n Digitaalisen mikroskopian ja molekyylipatologian yksikossa.

3.1.3 Analyysi ja tilastollinen testaus

Naytteet analysoitiin CaseViewer-ohjelmalla (3DHISTECH Ltd.) kayttéen Marker Counter
-moduulia. CaseViewer-ohjelmalla on mahdollista tarkastella naytetta eri suurennoksilla
ja ohjelma mahdollistaa kunkin fluoresenssikanavan saddon ja tarkastelun erikseen.
Ohjelman Marker Counter —moduulin avulla solut voidaan luokitella valittuihin katego-
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rioihin. Vaikka varjatyista kudosleikkeista voidaan laskea yksittéisten solujen positiivisten
signaalien maara, se ei valttamatta suoraan kerro katkoskohtien tarkkaa lukumaéaréa. Kun
katkoskohtien maara kasvaa suureksi, yksittaisten positiivisten signaalien havainnointi ei
ole endd mahdollista (Rothkamm ym. 2013). Kun vaurioiden maard ylittdd solun
korjauskapasiteetin, y-H2AX-postiivisuus erottuu koko tuman kattavana pan-nukleaari-
sena vérind, ja solu on menossa apoptoosiin (Moeglin ym. 2019). Analysoitavat solut
luokiteltiin neljaan kategoriaan (kuva 4) seuraavia periaatteita noudattaen:

1. Negatiiviset solut: Tuma erottuu DAPI-véarjaytyneend, kauttaaltaan sinisené.

2. Heikosti positiiviset solut: Tuman alueella erottuu <3 vihre&td y-H2AX-positiivista
kohtaa

3. Positiiviset solut: Tuman alueella erottuu >3 vihre&té y-H2AX-positiivista kohtaa

4. Apoptoottiset solut: Tuma on varjaytynyt kauttaaltaan y-H2AX-positiiviseksi

Kuva 4. Gamma-H2AX-analyysiin kdytetyt solukategoriat: 1. Negatiiviset solut, 2. Heikosti positiiviset

solut, 3. Positiiviset solut ja 4. Apoptoottiset solut. Tumat erottuvat sinisind (DAPI-véarjays) ja y-H2AX on
leimattu vihreélla (Alexa Fluor™ 488).
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Tulosten tilastolliseen testaukseen kaytettiin GraphPad Prism 8 -ohjelmaa (versio 8.4.3,
San Diego, CA, USA). Altistettujen eldinten y-H2AX-positiivisten solujen maaraa verrattiin
kontrolliryhméan yksisuuntaisella varianssianalyysilla (ANOVA, Dunnettin parivertailu).
Kun altistuksessa oli kaytetty useampia annoksia samasta hiilinanoputkimateriaalista,
altistusannoksen vaikutusta y-H2AX-positiivisten solujen maaraan testattiin lineaarisella
regressioanalyysilla. Niissd naytesarjoissa, joissa kaikki naytteet oli keratty samoista
hiiriyksiloista, y-H2AX-tulosten ja kerdtyn taustadatan vélisid riippuvuuksia tutkittiin
Pearsonin korrelaatiotestillé. Instillaationdytesarjassa kaytettyjen hiilinanoputkien erilais-
ten materiaaliominaisuuksien yhteyttd y-H2AX-positiivisten solujen méaaraan tutkittiin
kategoristen muuttujien osalta 1-suuntaisella varianssianalyysilla (ANOVA) ja jatkuvien
muuttujien osalta lineaarisella regressioanalyysilla. Tulosten katsottiin olevan tilastolli-
sesti merkitsevig, kun p<0,05.

3.1.4 Aspiraatiokokeet hiirilla

Kehitetyn y-H2AX-vérjays ja -analyysimenetelmén validointiin k&ytettiin néytesarjaa,
jossa C57BL/6-kannan hiiria altistettiin kerta-aspiraatiolla kolmelle annokselle (200, 800
ja 1600 pg/ml) Mitsui-7-hiilinanoputkimateriaalia (NRCWE-006), jonka Kansainvélinen
syovantutkimuslaitos (IARC) on todennut ihmiselle mahdollisesti syopaa aiheuttavaksi
(ryhmé@ 2B). Eldinkoe tehtiin vuosina 2013-2014 osana NANOREG-projektia Tybterveys-
laitoksen koe-eldintiloissa Eteld-Suomen aluehallintoviraston eléainkoelautakunnan
myontaman eldinkoeluvan mukaisesti noudattaen voimassa olevaa eldinkoelainsdadan-
t64. Naytteenkerdykset olivat 24 tuntia ja 28 vuorokautta altistuksen jalkeen. Kontrolli-
ryhméat oli altistettu fosfaattipuskurilla, johon oli lisatty 10 % seerumia. Samaa puskuri-
liuosta kaytettiin my6s hiilinanoputkilaimennoksiin. Jokaisesta altistusryhmasta vérjattiin
neljan hiiren kudosnayte.

Menetelman optimointivaiheessa oli havaittu, ettd hiirten keuhkokudosleikkeissa y-
H2AX-positiivisuutta havaittiin runsaammin keuhkoputkien epiteelissd ja materiaali-
aggregaattien ympaérille kerdantyneissa soluissa. Siksi jokaisesta keuhkokudosnéaytteesta
valittiin satunnaisesti kahdeksan 200 pm x 200 um kokoista annotaatiota, siten, etté kukin
annotaatio sisélsi keuhkoputken epiteelikerrosta ja sen viereistd kudosta. Kunkin
annotaation kaikki tumat luokiteltiin yll& mainittuihin neljadn kategoriaan, ja jokaisesta
naytteesta analysoitiin vahintddn 1200 solua. Analyysi toistettiin myds siten, ettd
annotaatiot sijoitettiin nanomateriaalin ympérille kertyneiden solukasautumien alueelle.
My6hemmin Mitsui-7-ndytesarjan kudosleikkeitd kaytettiin jokaisessa varjayssarjassa
positiivisina kontrollindyttein, joiden avulla varmistettiin y-H2AX-varjayksen onnistumi-
nen.
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Alkuperaéisissa hiirikokeissa tulehdusreaktiota tutkittiin maarittamalla tulehdussolujen
osuudet keuhkohuuhtelunéytteestd ja mittaamalla eri sytokiinien tuotannon
aktivoitumista lahetti-RNA-pitoisuuksien avulla keuhkokudosnaytteistd. Paikallisia
genotoksisia vaikutuksia tutkittiin DNA:n yksijuostekatkoksia mittaavalla komeetta-
menetelmalld keuhkohuuhtelunédytteen ja keuhkokudoksen soluista ja systeemisté
genotoksisuutta mikrotumamenetelmélla luuytimen soluista. Mitsui-7-ndytesarjassa
tulehdusindikaattoreiden ja genotoksisuuden analysointiin kdytetyt naytteet oli keratty
samoista hiiriyksildista, joiden keuhkokudosnaytteista tehtiin y-H2AX-maaritys.

3.1.5 Instillaatiokokeet hiirilla

Suurin hankkeessa kaytetty ndytesarja koostui Tanskan tyoterveyslaitoksen kerddmasté
aineistosta, jossa materiaaliominaisuuksiltaan erilaisista hiilinanoputkista oli tuotettu
karboksyloituja (-COOH), hydroksyloituja (-OH) ja aminoituja (-NH2) muotoja.
Alkuperdiset eldinkokeet oli suoritettu NANOREG-projektin yhteydessa vuosina 2012-
2015 Tanskan viranomaisten mydntaman eldinkoeluvan mukaisesti noudattaen EU:n
elainkoelainsdadantda. Tutkimuksissa C57BI/6J-kannan hiirille annosteltiin hiilinano-
putkilaimennosta (54 pg/hiiri) intratrakeaalisella instillaatiolla kerran, ja naytteet kerattiin
28 vuorokautta altistuksen jalkeen. Naytesarjassa verrokkimateriaalina oli krokidoliitti-
asbesti (kerta-annos 18 pg/hiiri), joka on sydpéavaarallinen, kooltaan hiilinanoputkia
suurempi kuitu. Negatiivinen kontrolliryhma sai steriilia vettd, johon oli lisatty 2 % hiiren
seerumia. Samaa vesiliuosta kaytettiin myods materiaalilaimennoksiin.

NRCWE toimitti pyydetyt parafiiniin valetut kudosnaytteet Tyoterveyslaitokselle y-H2AX-
varjaysta varten. Kaikkia alkuperdisen suunnitelman mukaisia materiaaleja ei pystytty
siséllyttdmaan analyysiin puutteellisen ndytemaaran vuoksi. Gamma-H2AX-varjays ja -
analyysi suoritettiin niille altistussarjoille, joista oli mahdollista varjata kolmen altistetun
hiiren keuhkokudosnayte per ryhma. Liséksi jokaisesta altistusryhmasta varjattiin yhden
negatiivisen kontrollihiiren nayte.

Koska kaikissa naytteissa ei ollut havaittavissa materiaalin ymparille kertyneita
solukasautumia, jokaisesta keuhkokudosnaytteesta valittiin satunnaisesti kahdeksan 200
pm x 200 um kokoista ndytealuetta, siten, etté kukin sisélsi keuhkoputken epiteelia ja sen
viereistd kudosta. Kunkin naytealueen kaikki tumat luokiteltiin ylla listattuihin neljaan
kategoriaan, ja jokaisesta naytteesta analysoitiin vahintéan 1200 solua.

NRCWE auttoi myds koostamaan tilastollisiin testeihin kdytetyn taustadatan. Hiiristé oli
maaritetty DNA:n yksijuostekatkokset komeettamenetelmélla seké& keuhkohuuhtelu-
naytteen ettd keuhkokudoksen soluista ja tulehdusreaktion indikaattorina toimiva
neutrofiilien méaarad keuhkohuuhtelunéytteessa. Instillaationdytesarjassa tulehdusindi-
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kaattoreista ja DNA:n yksijuostekatkoksista keratyt tulokset olivat peréisin samoista
altistusryhmistd, mutta eivat samoista hiiriyksildista kuin y-H2AX-varjaykseen kaytetyt
keuhkokudosnaytteet.

3.1.6 Inhalaatiokokeet hiirilla

Osana hanketta haluttiin my6s vertailla erilaisten keuhkoaltistustapojen mahdollista
vaikutusta DNA:n kaksoisjuostekatkosten esiintymiseen keuhkokudoksessa. Tyoterveys-
laitoksella oli tehty aiemmassa Tydsuojelurahaston rahoittamassa hankkeessa (nro
109137; Rydman ym. 2013) inhalaatioaltistuksia rinnakkain aspiraatioaltistusten kanssa.
Altistukset tehtiin Tyoterveyslaitoksen koe-elaintiloissa Etela-Suomen aluehallintoviras-
ton eléainkoelautakunnan myontaman elédinkoeluvan mukaisesti noudattaen voimassa
olevaa elédinkoelainséddantod. C57Bl/6-kannan hiirid altistettiin kerta-aspiraatiolla
annokselle 200 pg/ml ja inhalaatiomenetelmélla 4 x 4 tuntia pitoisuudelle
8.2 £ 1.7 mg/ms3 Mitsui-7-hiilinanoputkia tai 4 x 4 tuntia pitoisuudelle 10.8 £ 2.8 mg/ms3
Cheaptubes-hiilinanoputkia.

Aiemmissa kokeissa oli todettu, ettd tulehdusreaktion laatu ja voimakkuus riippuivat
altistustavasta. Mitsui-7-hiilinanoputket aiheuttivat huomattavasti vakavamman tuleh-
duksen inhalaatioaltistuksella kuin aspiraatiomenetelmallda annettuina. Aiempien tulos-
ten perusteella arvioitiin, etté eri altistustavat voisivat aiheuttaa myos eritasoisen y-
H2AX-vasteen tai ettd y-H2AX-positiivisuuden sijainti keuhkokudoksessa olisi erilainen.

My0s inhalaatioaltistuksen jalkeen y-H2AX-positiivisuutta havaittiin - runsaammin
keuhkoputkien epiteelissa. Mitsui-7-nadytteissa havaittiin keuhkokudoksessa materiaali-
aggregaatteja, joiden ymparilla oli y-H2AX-positiivisia soluja. Cheptubes-naytteissa ei
havaittu yhté selkeitd materiaaliaggregaatteja. Analysoitavat kudosalueet valittiin
epiteelialueelta samoin periaattein kuin instillaatiosarjassa. Jokaisesta keuhkokudos-
naytteesta valittiin satunnaisesti kahdeksan 200 um x 200 um kokoista naytealuetta siten,
ettd kukin sisélsi keuhkoputken epiteelid ja sen viereistéa kudosta. Kunkin ndytealueen
kaikki tumat luokiteltiin yll& listattuihin neljadn kategoriaan, ja jokaisesta naytteesta
analysoitiin vahintdan 1200 solua.

3.1.7 Kokeet geenimuunnelluilla rotilla

Osana hanketta toteutettiin yhteistydssd Ranskan tydterveyslaitoksen (INRS) kanssa
tutkimus geenimuunneltuja rottia hyddyntéen. Tutkimuksessa kaytetyiltéd rotilta oli
inaktivoitu toinen kopio syOpékasvainten syntya saatelevastd p53-tuumorisup-
ressorigeenistd, jonka mutaatioiden on osoitettu olevan tarkeéssa roolissa my6s monissa
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ihmisen sy®péasairauksissa. Geenin inaktivoinnin on osoitettu johtavan nopeutuneeseen
tuumorigeneesiin, ja koe-eldimille alkaa tyypillisesti kehittyd spontaaneja kasvaimia jo 4
kuukauden iasté alkaen (van Boxtel ym. 2011).

OECD:n ohjeistuksen mukaan (Test No. 451: Carcinogenicity Studies) kemikaalien sy6pé-
vaarallisuuden osoittamiseen vaaditaan 18-24 kuukautta kestéva altistustutkimus.
Pitkakestoiset eldinkokeet ovat kalliita ja vaativat paljon tyGaikaa my®6s tutkijoilta. TAméan
vuoksi kaikkia markkinoille tulevia nanomateriaaleja ei pystytd testaamaan kattavasti
vaan péaatelmid syoOpavaarallisuudesta tehdddn lyhytkestoisten eldinkokeiden ja
solukokeiden perusteella. Yksinkertaistetut ja lyhytkestoiset kokeet eivat véalttamatta
paljasta tyOperéaisen toistuvan ja pitkékestoisen altistuksen aiheuttamia terveyshaittoja.
INRS:n suorittamien kokeiden tavoitteena oli kehittdd nopeutettu eldinmalli nano-
materiaalien karsinogeenisyyden osoittamiseksi.

Eldinkokeet p53*/--geenimuunnelluilla ja villityyppisilla Sprague Dawley-kannan rotilla
suoritettiin Ranskan tyoterveyslaitoksen toimesta Ranskan viranomaisten myontaman
elainkoeluvan mukaisesti noudattaen EU:n eldinkoelainsdadantoa. Elaimet altistettiin 12
viikon ikaisind intratrakeaalisella instillaatiolla, jossa nukutetuille eldimille annosteltiin
250 pl hiilinanoputkilaimennosta (1 mg/ml) kerran viikossa neljan viikon ajan.
Ensimmaiset naytteet kerdttiin osalta eldimistd 3 péaivaa viimeisen altistuksen jalkeen,
mutta suurin osa naytteenkerayksistéa suoritettiin 8 kuukautta viimeisen altistuksen
jalkeen. Keuhkokudosnaytteet fiksoitiin formaliinilla ja s&ilottiin  etanoliin  ennen
valamista parafiiniblokkeihin. Histopatologinen analyysi suoritettiin kaikille naytteille ja
y-H2AX-varjaykseen valittiin kolme kudosnaytetta jokaisesta altistusryhmasta.

Analyysi suoritettiin 8 kuukautta altistuksen jéalkeen keratyisté naytteistd. Johtuen rotan
keuhkoista kerattyjen kudosleikkeiden korkeasta y-H2AX-taustapositiivisuudesta
analyysimenetelmd& muokattiin verrattuna hiirindytteisséa sovellettuihin periaatteisiin.
Jokaisesta altistusryhmasta valittiin, yhteistydssd naytteitd analysoineen patologin
kanssa, 3 kudosnéaytettd, joissa oli mahdollisimman paljon patologisia muutoksia. Naista
keuhkoleikkeisté kartoitettiin karsinogeneesin kannalta kiinnostavia muutoksia kuten
granuloomia ja metaplasiaa, ja y-H2AX-analyysi keskitettiin ndiden muutosten alueelle.
Kustakin leikkeestd analysoitiin yhteensd kahdeksan 200 pm x 200 pum kokoista
naytealuetta, josta kaikki tumat luokiteltiin samoin periaattein kuin hiirindytteissa.
Jokaisesta néaytteestd analysoitiin vahintddn 1200 solua. Valikoitujen néytealueiden
tuloksia vertailtiin kontrolliryhméan kudosleikkeistd satunnaisesti valittujen naytealueiden
tuloksiin.

Koska altistuskokeet viivastyivat, INRS ei ehtinyt toimittaa hankkeen aikataulun puitteissa
tuloksia muiden samoista altistuksista kerattyjen naytteiden osalta. Kun analyysit valmis-

24



Tqﬁterveqsluitos | proetshilisoistitutet Nanomateriaalien sydpavaarallisuuden tunnistaminen

Finnish Institute of Occupational Health

tuvat, niille tehdaan samantyyppinen tilastollinen analyysi kuin hankkeen hiirinaytteille,
ja tulokset julkaistaan mydhemmin tieteellisend artikkelina.

3.1.8 Pimeédkenttdmikroskopia

Hyperspektraalimikroskoopilla voidaan tunnistaa nanomateriaaleja solu- ja kudosnayt-
teistd niiden elektromagneettisen spektrin perusteella, mutta laitteisto mahdollistaa
naytteiden tarkastelun my6s valon sirontaan perustuvalla pimeadkenttatekniikalla
(Fakhrullin ym. 2021). Saatavilla olevista hiilinanoputkimateriaaleista valmistettiin
mikroskooppilasit hyperspektraalimikroskooppia (CytoViva, Inc., USA) varten ja niitéa
tarkasteltiin y-H2AX-varjattyjen keuhkokudosleikkeiden rinnalla. Tarkastelussa todettiin,
ettd tutkitut hiilinanoputket oli mahdollista havaita keuhkoleikkeistd pelkkaa
pimeédkenttatekniikkaa kayttden ja pimeékenttd- ja fluoresenssikuvia yhdistavéalla DMF-
tekniikalla (dual mode fluorescence) samaan kuvaan voitiin yhdistdd myos fluoresoivalla
vasta-aineella leimattujen y-H2AX-kohtien vihred signaali. Valikoituja alueita tarkasteltiin
DMF-tekniikalla, jotta voitiin varmistua hiilinanoputkien sijainnista kudosnaytteissa ja
selvittdd materiaalin sijainnin yhteytté havaittuun y-H2AX-positiivisuuteen.
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3.2 Sekundaérisen genotoksisuuden tunnistaminen soluviljelmissa

3.2.1 Materiaalit

Hiilinanoputket, jotka aiheuttavat inhalaatiolla DNA-vaurioita hiirten keuhkoissa:

e Mitsui-7 (NRCWE-006, Hagoda Chemical Industry) on syGpavaarallinen (IARC 2017),
pitkd (<10 pm), suora moniseindinen hiilinanoputki, joka aiheuttaa DNA-vaurioita
hiiren keuhkoissa (Catalan ym. 2016, Norppa ym. 2017)

e NM-400 (JRC Repository for Representative Test Materials, Rasmussen ym. 2014;
Nanocyl MWCNT) on Mitsuita lyhyempi (<1 pm) ja taipuisa moniseindinen hiilinano-
putki, joka aiheuttaa DNA-vaurioita hiiren keuhkoissa (Catalan ym. julkaisematon
tulos, EU FP7 MARINA-hanke)

Hiilinanoputki, joka muistuttaa Mitsui-7-hiilinanoputkea:

o NM-401 (JRC Repository for Representative Test Materials, Rasmussen ym. 2014) on
pitké (<5 um), suora moniseindinen hiilinanoputki, joka on aiheuttanut soluviljelmissa
samanlaisia vaikutuksia kuin Mitsui-7, mm. uudentyyppisen radikaalin muodostumi-
sen (IARC 2017)

Hiilinanoputki, joka ei aiheuta inhalaatiolla DNA-vaurioita hiiren keuhkoissa (Catalan ym.
2016, Norppa ym. 2017):

e Cheaptubes-hiilinanoputki (NRCWE-007, Cheap Tubes Inc.) on lyhyt (0.5 pum) ja
taipuisa moniseindinen hiilinanoputki

SyOpavaarallinen kuitumateriaali:

o Krokidoliittiasbesti (Pneumoconiosis Research Unit, Johannesburg) on sy6péavaaralli-
nen, kooltaan nanokuituja suurempi kuituinen vertailumateriaali

Positiivinen kontrollikemikaali, joka on primaarisesti perimamyrkyllinen:

e Mitomysiini C (MMC) aiheuttaa DNA:han ristisidoksia ja on siksi tehokas mikrotumien
aiheuttaja. MMC oli mukana positiivisena kontrollina kaikissa testisarjoissa.

Positiivinen kontrolliaine, joka saa aikaan tulehdusreaktion:

e Lipopolysakkaridi (LPS). Aiemmassa tutkimuksessamme LPS ei ollut primaarisesti
genotoksinen in vitro (Aimonen ym. julkaisematon tulos), mutta LPS-kasiteltyjen
hiirten keuhkohuuhtelundytteen solut aiheuttivat sekund&érisen genotoksisen
vaikutuksen insertin toisella puolella kasvaneissa epiteelisoluissa (Norppa et al. 2017).
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Positiivinen  kontrollinanopartikkeli, jolla on raportoitu olevan sekundaarisia
perimamyrkyllisia vaikutuksia téssa tutkimuksessa kaytetyilla solulinjoilla (Evans ym.
2019):

e Dekstraanipinnoitettu 8 nm magnetiittinanopartikkeli
Liquids Rersearch Ltd)

DexoMAG®40 (dSPION,

3.2.2 Materiaalien karakterisointi

Mitsui-7- ja Cheaptubes-hiilinanoputkien karakterisointi on kuvattu yksityiskohtaisesti
aiemmissa julkaisuissa (Jensen 2013, Rydman ym. 2013, Catalan ym. 2016). Mitsui-7
hiilinanoputket on karakterisoitu my6s RPMI1640-kasvatusliuoksessa kayttden samaa
dispersiomenetelmad, jota sovellettiin tdssa hankkeessa (Ventura ym. 2020). NM-400- ja
NM-401-hillinanoputket on liséksi karakterisoitu perusteellisesti JRC:n toimesta
(Rasmussen ym. 2014), mukaan lukien materiaalien dispersiot DMEM-kasvatusliuoksessa.
Poimintoja aiemmin julkaistuista tai valmistajan ilmoittamista tiedoista on esitetty
taulukossa 4.

Taulukko 4. Sekundéaarisen genotoksisuuden tutkimuksessa kaytettyjen testimateriaalien ominaisuudet.
Tiedot on koottu NANOGENOTOX- ja TSR-hankkeiden loppuraporteista sekd JRC:n raportista (Jensen
2013, Rydman ym. 2013, Rasmussen ym. 2014).

Materiaali Mitsui Cheaptubes NM-400 NM-401 Krokidoliitti-
NRCWE-006 NRCWE-007 asbesti

Valmistaja Hagoda Cheap Tubes ei saatavilla ei saatavilla Pneumoconiosis
Chemical Inc. Research Unit
Industry

Halkaisija 74 nm? 17 nm? 14 nma 64 nm? 180 nm®

Pituus <10 pm? 0.5 um? <1pym? <5 ym? 4.6 um®

SSA¢ 22 m¥/g 75 m¥/g 254 m?/g 18 m¥/g ei saatavilla

Puhtaus 82 % 94 % 84 % 82 % ei saatavilla

(Wt%)4

a Transmissioelektronimikroskopia (TEM), P Valmistajan antama tieto, ¢ Spesifinen pinta-ala, méaritetty
kayttden Brunauer-Emmett-Teller-menetelmaa (BET), ¢ Termogravimetrinen analyysi (TGA)

Hiilinanoputkien mahdollisia biologisia kontaminaatioita kartoitettiin ennen ensimmaisia
soluviljelykokeita ja viimeisten kokeiden jéalkeen 1SO 29701:2010 standardin mukaisesti
Pierce™ LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit ja Pierce™ Chromogenic Endotoxin
Quant Kit -endotoksiinikitteja kayttden. Testi mittaa materiaalindytteen lipopoly-
sakkaridipitoisuutta, joka kertoo bakteerikontaminaatiosta. Paitsi elavat bakteerit, myds
lipopolysakkaridi itsessddn voi aiheuttaa tulehdusreaktioita nisékkaissa ja nisékasperai-
sissa viljellyissa soluissa ja siksi testattavien materiaalien puhtaus on tarkeda tutkimus-
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tulosten luotettavuuden varmistamiseksi. Testi suoritettiin valmistajan ohjeen mukaan
kayttéen 100 pg/ml dispersiota kustakin hiilinanoputkimateriaalista. Ennen testausta
materiaalidispersioita lammitettiin (+75 °C, 15 min) endotoksiinien vapauttamiseksi.
DSPION-nanopartikkelit toimitettiin 0,2 um filtterilla steriilisuodatettuna.

3.2.3 Materiaalien dispersointi elatusliuoksiin

Dispersiot valmistettiin juuri ennen altistusta NANOGENOTOX-hankkeessa kehitetyn
standardoidun protokollan mukaisesti. Steriloituihin lasisiin tuikepulloihin (20 ml Scint-
Burk glass pp-lock+Alu-foil, Wheaton Industries Inc.) punnitut nanomateriaalit
esikasteltiin 30 pl etanolilla ja dispersoitiin 0,05 % naudan seerumin albumiinia (BSA,
Sigma-Aldrich) sisdltavaan veteen sonikoimalla 16 min jadvesihauteessa (400 W, 10 %
amplitudi; Branson Sonifier S-450D, Branson Ultrasonics Corp., USA). DSPION-
nanopartikkelit toimitettiin valmiiksi veteen dispersoituna.

Tulehdustekijoita sisaltavan kasvatusliuoksen ja sitd vastaavan keuhkosolujen mikro-
tumatestin osalta Mitsui-7- ja NM-401-dispersiot sonikoitiin kahteen kertaan, mutta
toisen sonikoinnin ei pimedkenttdmikroskoopilla tarkasteltuna havaittu muuttavan
dispersion laatua.

3.2.4 Soluviljely

Ihmisen THP-1-monosyyttisolut ja 16HBE140™-keuhkoepiteelisolut hankittiin eurooppa-
laisesta autentikoitujen solulinjojen kokoelmasta (ECACC, Public Health England, UK).
Molempia solulinjoja ja niiden yhteisviljelmia kasvatettiin hiilidioksidi-inkubaattorissa
+37 °C, 5 % COa.

THP-1-soluja viljeltin RPMI1640-kasvatusliuoksessa (RPMI, Roswell Park Memorial
Institute), johon oli lisétty 10 % naudan sikion seerumia (FBS), 1 % L-glutamiinia ja 1 %
penisilliini-streptomysiiniliuosta (mydhemmin suplementoitu RPMI). Solujen kasvutiheys
pidettiin valilla 200 000-1 000 000 solua millilitrassa lisddmalla kasvatusliuosta tarpeen
mukaan.

THP-1-solujen erilaistamisessa makrofageiksi (dTHP-1) noudatettiin Swansean yliopisto-
Ita saatua ohjetta. Makrofagien tuottamia tulehdustekijoita sisaltdvan kasvatusliuoksen
(conditioned medium, mydhemmin CM) valmistusta varten 5 miljoonaa THP-1 solua
erilaistettiin pinnoittamattomissa T-25-viljelypulloissa lisdamalla kasvatusliuokseen 20
nM forboli-12-myristaatti-13-asetaattia (PMA). Yhteisviljelmien muodostamista varten
siirrostettiin 8 miljoonaa THP-1 solua pinnoittamattomaan T-75-viljelypulloon ja
erilaistettiin 50 nM PMAlla. Kiinnittymattomat solut sekd PMA poistettiin 24 tunnin
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kuluttua, viljelméat pestiin Dulbeccon fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella (DPBS) ja
makrofagien viljelya jatkettiin vield 24 tuntia suplementoidussa RPMI1640-kasvatus-
liuoksessa.

16HBE140°-keuhkoepiteelisoluja viljeltin DMEM/MEM-kasvatusliuoksessa (Dulbecco's
Modified Eagle Medium tai Minimal Essential Medium), johon lisattiin 10 % FBS, 1 % L-
glutamiinia ja 1 % penisilliini-streptomysiiniliuosta (my6hemmin suplementoitu DMEM/
MEM). Kasvatusliuos vaihdettiin uuteen 2-3 péivan vélein ja solut siirrostettiin, kun ne
peittivat 80-90 % pinnoitetun T75-viljelypullon pinta-alasta.

3.2.5 Tulehdustekijoita sisédltadvan kasvatusliuoksen tuottaminen makrofageja
altistamalla ja mikrotumatesti keuhkosoluilla

Hiilinanoputkien ja krokidoliittiasbestin sekundéaristd genotoksisuutta tutkittiin ensin
kasvatusliuoksen siirtoon perustuvalla menetelmallg, jossa makrofagit altistettiin testi-
materiaaleille ja tulehdustekijoité siséltdva kasvatusliuos (CM) siirrettiin keuhkosolu-
viljelmille. CM-kasvatusliuoksen kykya aiheuttaa mikrotumia keuhkosoluilla verrattiin
perinteiseen mikrotumatestiin.

Testimateriaalit laimennettiin sarjassa 2, 10, 20, 50 sekd 100 pg/ml (0.8, 4, 8, 20, 40
pg/cm?) pitoisuuksiin suplementoituihin RPMI1640- ja MEM-kasvatusliuoksiin. Erilaiste-
tut dTHP-1-makrofagiviljelmat altistettiin kullekin pitoisuudelle kahtena rinnakkaisena 26
tunnin ajan. Altistuksen jalkeen kasvatusliuokset keréttiin ja sentrifugoitiin (440 g, 6 min).
Primaarisen genotoksisuuden poissulkemiseksi jéljelle jaaneet kuidut poistettiin
steriilisuodattamalla supernatantti PES-ruiskusuodattimilla (0.2 pm huokoskoko).
Sekundéaarisen genotoksisuuden positiivisena kontrollina  kaytettyd dSPION-
nanopartikkelia ei voitu partikkelin pienen koon vuoksi suodattaa, joten dSPION-
altistuksessa tuotettu CM-kasvatusliuos sisélsi nanohiukkasia. Kuitumaisten hiilinano-
putkien osalta suodatusmenetelmén todettiin dynaamisen valonsironnan (DLS)
mittausten  perusteella ja pimedkenttamikroskoopilla tarkastellen poistavan
nanomateriaalin riittdvan tarkasti (Liite 1). Negatiiviset kontrolliviljelmat kasiteltiin
suplementoidulla RPMI1640-kasvatusliuoksella, joka kerattiin ja kasiteltiin kuten
testimateriaaleja  siséltdneet kasvatusliuokset. Puhdistetuista kasvatusliuoksista
pakastettiin (-80°C) naytteet tulehdustekijoiden maarittdmista varten. Mitsui-7-,
Cheaptubes- ja dSPION-altistuksissa tuotetut CM-kasvatusliuokset siirrettiin keuhko-
soluviljelmille saman péaivan aikana. NM-400- ja NM-401-hiilinanoputkien sek& asbestin
osalta puhdistettu CM-kasvatusliuos pakastettiin (-80°C) 5 vuorokauden ajaksi ennen
keuhkosolualtistusta.
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Ennen altistusta 16HBE140™-solut siirrostettiin pinnoitettuihin T25-soluviljelypulloihin (1
miljoona solua/pullo) ja annettiin kiinnittyd 22 tuntia. 16HBE140°-keuhkoepiteelisoluja
altistettiin CM-kasvatusliuoksille tai testimateriaaleille (perinteinen mikrotumatesti kaksi
rinnakkaisviljelm&a) 22 tunnin ajan. Positiivisena kontrollina kaytettiin mitomysiini C:ta
(MMC, 0,01 pg/ml, Sigma-Aldrich). Altistuksen jalkeen 16HBE140™-solut pestiin kolmesti
DPBS:lla. Jotta mikrotumat voitiin analysoida aktiivisesti jakautuvista soluista, viljelmiin
lisattiin sytokineesin estdjaa (3 pg/ml sytokalasiini B) tuoreessa suplementoidussa MEM-
kasvatusliuoksessa ja inkuboitiin edelleen 22 tuntia. Solut kerattiin kuten perinteisessa
mikrotumatestissa (Rydman ym. 2013). Muutoksena aiemmin kuvattuun soluja kasiteltiin
trypsiinilla 10 minuuttia.

Naytepreparaatit valmistettiin ja varjattiin akridiinioranssilla sekd 4',6-diamidino-2-
fenyyli-indolilla (DAPI; 1 pg/ml) kuten olemme aiemmin kuvanneet (Rydman ym. 2013).
Naytteet koodattiin ja analysoitiin fluoresenssimikroskoopilla (AXIO Imager.Z1, Zeiss,
Saksa) FITC/TRITC-kaksoissuodattimella. Mikrotumien esiintymistiheys laskettiin
analysoimalla 1200 kaksitumaista solua viljelmaa kohden (2400 jokaista annosta kohden).
Materiaalien sytotoksisuutta (sytostaasi) arviotiin laskemalla 600 solulta viljelma& kohden
solujen jakautumista kuvaava proliferaatioindeksi (CBPI, cytokinesis-blocked prolifera-
tion index, OECD 2016) kaavalla:

CBPI = (yksitumaisten maara + 2xkaksitumaisten maara + 3xmonitumaisten méaara) /
laskettujen solujen lukumaara,

josta saadaan:

Sytostaasi % = 100-100[(CPBlastettu-1) / (CPBliontroni-1)]

3.2.6 Yhteisviljelmien muodostaminen

Yhteisviljelmien muodostamista varten keuhkoepiteelisolut siirrostettiin pinnoitetuille 6-
kuoppalevyille (2 miljoonaa solua/kuoppa). Suplementoitu MEM-kasvatusliuos
vaihdettiin kolmantena paivana ja yhteisviljelmé& muodostettiin kuudentena péivana.
Erilaistuneet makrofagit pestiin kolmesti DPBS:lla ja irrotettiin akkutaasiliuoksella (Gibco
Stempro Accutase) 10 minuuttia ja sentrifugoitiin 100 g, 5 min. Keuhkosolukerroksen
paalle 6-kuoppalevyille siirrostettiin 100 000 makrofagia/ml/kuoppa. Makrofagien
annettiin kiinnittyd 90 min, jonka jalkeen kuoppiin lisattin 2 ml suplementoitua
RPMI1640-kasvatusliuosta. Yhteisviljelmé&n annettiin stabiloitua 24 tuntia ennen
altistusta.
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3.2.7 Keuhkosolu- ja yhteisviljelmien altistaminen ja mikrotumatesti

Toisena sekundaérisen genotoksisuuden tunnistamisen mahdollistavana menetelmana
sovelsimme mikrotumatestia makrofagien ja keuhkoepiteelisolujen yhteisviljelmaan.
Yhteisviljelmét ja vastaavalla tavalla perustetut keuhkosoluviljelmat (ilman makrofageja,
perinteinen mikrotumatesti) altistettiin 24 tunnin ajan rinnakkain samoille 6.25, 12.5, 25,
50 ja 100 pg/ml (1.95, 391, 7.81, 15.63, 31.25 pg/cm?) testimateriaalidispersioille
suplementoidussa RPMI1640-kasvatusliuoksessa. Altistukset toteutettiin kahtena rinnak-
kaisena viljelména. Negatiivisena kontrollina kaytettiin suplementoitua RPMI-kasvatus-
liuosta ja positiivisena kontrollina MMC:td (0,01 pg/ml). Altistuksen jéalkeen yhteis-
viljelmista kerattiin kasvatusliuosnayte tulehdustekijoiden maarittdmista varten (sailytys
-80°C). Solut pestiin kolme kertaa DPBS:lla, minké jalkeen viljelmiin lisattiin sytokalasiini
B (3 pg/ml) suplementoidussa RMPI11640-kasvatusliuoksessa 44 tunnin ajaksi. Yhteis-
viljelméat pestiin kolme kertaa DPBS:lla, solut irroitettiin (0.25 % Trypsin-EDTA, 10 min),
konsentroitiin sentrifugoimalla (210 g, 5 min), siirrettiin jadhauteeseen kylmassa
suplementoidussa RMPI1640-kasvatusliuoksessa ja sytosentrifugoitiin (Cytospin 4,
Thermo Fisher Scientific, USA) naytelaseille (600 rpm, 5 min). Solut fiksoitiin 3 %
paraformaldehydilla (Sigma-Aldrich; 15 min, PBS:ssa), permeabilisoitiin 0,2 % triton-
X100:la (25 min, PBS:ssa) ja vasta-aineen epaspesifinen kiinnittyminen estettiin
esikasittelemalla solut 10 % BSA:lla (30 min, PBS:ssa). Naytelasit pestiin em. kasittelyjen
valissa 3 kertaa ja BSA-kasittelyn jalkeen kerran jaakylmalla PBS:lla.

Keuhkoepiteelisolujen ja makrofagien erottamiseen kaytettiin epiteelisoluille tyypillisen
E-kadheriinin ja makrofageilla ekspressoituvan CD14-pintamarkkerin (LPS-reseptori)
immunofluoresenssivarjaystéd (Anti-human CD324-FITC-vasta-aine 20 pg/ml ja Anti-
human CD14-PE/Dazzle 594 1 pg/ml, BioLegend). Vasta-aineet laimennettiin PBS:een,
johon oli lisatty 1 % BSA ja varjays suoritettiin peitinlasien alla yon yli +4°C lampdtilassa.
Taman jalkeen naytelasit pestiin PBS:ssa (5 min) ja varjattiin DAPLlla (0,5 pg/ml, 5 min).
Naytteet sdilytettiin pimeéssa +4°C:ssa ja analysoitiin 2 viikon kuluessa. Vertailusarjan
naytteet (perinteinen keuhkosolujen mikrotumatesti) varjattiin akridiinioranssilla ja
DAPI:lla kuten aiemmin. Ennen analyysia naytelasit koodattiin. Naytteet analysoitiin AXIO
Imager.Z1 -fluoresenssimikroskooppilla (Zeiss, Saksa), joka oli varustettu DAPI/FITC/
TexasRed-kolmoissuodattimella (ChromaTechnology Corp., USA). NM-400 ja NM-401-
sarjojen naytelasit skannattiin opetuskayttoa varten digitaaliseen muotoon (Pannoramic
250 Flash Ill, 3DHISTECH Ltd., Unkari; DAPI-, FITC- ja TexasRed-suodattimet; 200-
kertainen suurennos) ja mikrotuma-analyysin suoritettiin hyddyntamalla CaseViewer —
ohjelmaa (versio 2.4, 3DHISTEC Ltd.), jossa mikrotumat voitiin annotoida mybhempaa
tarkastelua varten. Naiden naytteiden osalta lopullisen analyysin suoritti tutkijoiden
valisten tulosten vertailun jalkeen eri tutkija. Sytostaasi madritettiin laskemalla CBPI-
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indeksi 200 keuhkoepiteelisolusta ja mikrotumafrekvenssi analysoimalla 1000 kaksi-
tumaista keuhkoepiteelisolua néytelasia kohden.

3.2.8 Tulehdustekijoiden maarittaminen kasvatusliuoksesta

Tulehdustekijat IL-1p ja TNF-o maadritettiin altistettujen makrofagien ja yhteisviljelmien
kasvatusliuoksista virtaussytometrilla (CytoFLEX S, Beckman Coulter, USA) Human
Enhanced Sensitivity Cytometric Bead Array Flex Set -kitteja (BD Biosciences, #561521,
#561516 ja #561509) kayttden valmistajan ohjeen mukaan. Menetelméssa eri sytokiinit
madritetddn samasta naytteestd erotellen ne kutakin sytokiinia pyydystaviin helmiin
konjugoitujen fluorokromien (APC ja APC-Cy7) méaaran perusteella. Sytokiinimolekyyleja
tunnistaneet vasta-aineet kvantifioidaan sekundéarisella PE-fluorokromiin konjugoidulla
vasta-aineella fluoresenssin keskiarvoa kayttden. Vasta-ainekasittelyt suoritettiin
suodatinkuoppalevylla ja konsentraatiot madritettiin interpoloimalla standardikéyralta
GraphPad Prism 9 -ohjelmistoa (versio 9.1.1, GraphPad Software, USA) kayttéen.

3.2.9 Tilastolliset analyysit

Tilastoanalyysit suoritettiin GraphPad Prism 9 -ohjelmistolla (versio 9.1.1, GraphPad
Software, USA). Tulehdustekijdiden pitoisuuksien muutokset analysoitiin kaksisuun-
taisella ANOVA:lla ja Dunnettin post hoc -testilla. Mikrotumien maaréa altistetuissa
viljelmissa verrattiin negatiiviseen kontrolliin kaksisuuntaisella Fisherin testilla ja annos-
vasteet maaritettiin lineaarisella regressiolla. Sytostaasin muutokset analysoitiin yksi-
suuntaisella ANOVA:lla ja Dunnettin testilld. Tulosten katsottiin olevan tilastollisesti
merkitsevid, kun p<0,05.

32



Tqﬁterveqsluitos | proetshilisoistitutet Nanomateriaalien sydpavaarallisuuden tunnistaminen

Finnish Institute of Occupational Health

4  Tulokset

4.1 DNA:n kaksijuosteisten katkosten tunnistaminen koe-elainten
keuhkoissa

Kaksoisjuostekatkosten tunnistamiseen kaytetyn y-H2AX-varjaysmenetelméan optimointi
onnistui ja varjaystd kaytettiin hankkeessa sek& hiiristd ettéd rotista kerattyjen
keuhkokudosnaytteiden tutkimiseen. Seuraavissa kappaleissa on kuvattu tarkemmin
kunkin naytesarjan tulokset.

4.1.1 Aspiraatiokokeet hiirilla

Menetelman optimointiin ja validointiin kéytettyjen, Mitsui-7-altistetuista hiirista
kerattyjen keuhkokudosnaytteiden y-H2AX-vérjays paljasti, ettd positiivisia soluja oli
runsaasti keuhkoputkien epiteelissé ja Mitsui-7-materiaalia ymparoivissa soluaggre-
gaateissa. Muualla keuhkokudoksessa y-H2AX-positiivisia soluja oli vain vahan. Kontrolli-
ryhmien naytteissd y-H2AX-positiivisia soluja havaittiin harvoin. Naytesarjan y-H2AX-
analyysin tulokset on esitetty kuvassa 5. Analysoitaessa keuhkoputken epiteelisoluja ja
epiteelin viereisid kudosalueita positiivisten solujen maaran havaittiin kohonneen
erityisesti kahden korkeimman altistusannoksen seurauksena molemmissa tutkituissa
aikapisteissd. Myo6s apoptoottisten solujen osuus oli kohonnut. Gamma-H2AX-analyysi
toistettiin keskittyen kudosnaytteissa havaittuihin solukasaumiin. Nailla alueilla y-H2AX-
positiivisia soluja oli huomattavasti enemman erityisesti 24 tunnin aikapisteessa. Myo6s
apoptoottisten solujen osuus oli korkea. Sekd keuhkoputkia ympardivassa kudoksessa
ettd materiaalia ympardoivissa solukasaumissa y-H2AX-positiivisuus oli vahaisempéaa 28
paivan seurantajakson jalkeen.
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Kuva 5. Gamma-H2AX-positiivisten solujen osuus kontrolliryhmén ja Mitsui-7-altistettujen C57BL/6-
hiirten keuhkokudoksessa A) keuhkoputkien epiteelisolualueilla ja B) nanomateriaalia ymparoivissa
granolomatoottisissa solukasaumissa. Negatiivisten, heikosti positiivisten, positiivisten ja apoptoottisten
solujen prosenttiosuudet analysoiduilla alueilla 24 tuntia ja 28 péaivaa kerta-aspiraation jalkeen annoksilla
200, 800 ja 1600 pg/ml.
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Apoptoottiset solut paatettiin rajata tilastollisen tarkastelun ulkopuolelle, koska niissé on
kaynnistynyt ohjelmoitu solukuolema, jonka seurauksena DNA pilkkoutuu. Tilastollinen
testaus suoritettiin kayttden y-H2AX-positiivisia kohtia siséltdneiden solujen (positiiviset
ja heikosti positiiviset solut) osuutta kaikista analysoiduista soluista. Keuhkoputkia
ympardivan kudoksen y-H2AX-positiivisuus ei ollut tilastollisesti merkitsevasti
lisdéntynyt verrattaessa altistettuja ryhmia kontrollielaimiin, mutta tuloksissa todettiin
merkitsevad annosvaste 28 paivaa altistuksen jélkeen (lineaarinen regressio, p=0,0444,
R?=0,26). Nanomateriaalia ympéaroivissd solukasautumissa havaittu lisaantynyt y-H2AX-
positiivisuus oli tilastollisesti merkitsevaa kaikkien altistusannosten osalta 24 tunnin
aikapisteessa kontrolliryhmé&an verrattuna (1-suuntainen ANOVA, Dunnettin parivertailu,
p<0,005), ja lisdksi havaittiin merkitsevéd annosvaste (lineaarinen regressio, p=0,0012,
R?=0,54). Solukasaumien y-H2AX-positiivisuus oli edelleen tilastollisesti merkitsevaa 28
paivan seurantajakson jalkeen kahden korkeimman annoksen (800 ja 1600 pg/ml) osalta
(1-suuntainen ANOVA, Dunnettin parivertailu, p<0,05), ja edelleen havaittiin myos
merkitseva annosvaste (lineaarinen regressio, p=0,0149, R?>=0,35).

Saatuja y-H2AX-tuloksia verrattiin muihin samoista hiirista kerattyihin analyysituloksiin,
jotka on koostettu taulukkoon 5. Tulokset on aiemmin raportoitu NANoOREG-projektin
yhteydessa (Norppa ym. 2016), ja osa niisté on julkaistu osana tieteellista artikkelia (llves
et al. 2018). Mitsui-7-ryhman hiirilla havaittiin komeetta-analyysissé tilastollisesti
merkitsevad lisdantymista DNA-vaurioiden (1-juosteiset katkokset) tasossa keuhkoku-
doksen soluissa molemmissa tutkituissa aikapisteissa ja keuhkohuuhtelundytteen
soluissa 28 pdaivaa altistuksen jalkeen. Neutrofiilien ja eosinofiilien maaré oli kohonnut
keuhkohuuhtelunéytteissd 24 tuntia altistuksen jalkeen, ja useiden tulehdukseen liit-
tyvien sytokiinien l&ahetti-RNA:n pitoisuus oli kohonnut keuhkokudoksessa molemmissa
tutkituissa aikapisteisséa. Naiden tulosten osalta suoritettiin Pearsonin korrelaatiotesti,
jonka tulokset on esitetty taulukoissa 6 ja 7.
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Taulukko 5. Mitsui-7-hiilinanoputkimateriaalin aiheuttamat perimamyrkylliset ja tulehdukselliset vaikutukset (keskiarvo ja keskihajonta) altistetuissa

hiirissé 24 tuntia ja 28 vuorokautta altistuksen jalkeen (kerta-aspiraatio annoksilla 200, 800 ja 1600 pg/ml). DNA-vauriot analysoitiin

komeettamenetelmalld (DNA:n %-osuus komeetan héannéssa), neutrofilia ja eosinofilia maaritettiin solulaskennalla mikroskooppilaseilta
(solumaaréd/3 nékokenttad) ja IL-1p, TNF-a, IL-6 ja IL-13 sytokiinien lahettiRNA-pitoisuudet méaritettiin kvantitatiivisella reaaliaikaisella
polymeraasiketjureaktiolla (RT-qPCR).

DNA-vauriott ~ DNA-vauriot® Neutrofilia? Eosinofilia® IL-1p° TNF-o® IL-6° IL-13°
24h
) 9642391 6544,01 1346,18
Kontrolli 5,11 (1,06) 8,88 (0,42) 7,58 (3,58) 0,00 (0,00) (4168226) (3744.86) (328.16) 53,83 (19,14)
118485,86 10327,30 25878,96 3912,49
200 pg/ml 6,37 (0,66) 9,47 (0,44) 4,84 (1,30) 2,25 (0,43) (24896.51) (1101.90) (10683.71) (1234.79)
254197,88 17139,85 43147,98 1213,23
800 pg/ml 5,85 (0,96 9,54 (0,87 7,17 (2,69 1,25 (1,50 ; ‘ ‘ ‘
Hg/m (0.96) 087) (2.69) (1,50) (73451,72) (2925,07) (13861,06) (915,11)
1600 pg/ml 5,30 (1,14) 10,79 (0,97)
28d
) 103751,77 441724 3254,57
Kontrolli 5,35 (0,84) 11,05 (0,80) 0,08 (0,14) 0,08 (0,14) (29631,57) (2897.45) 36,54 (31,97) (5637,08)
108216,74 6417,79 339,86 344,05
200 pg/ml 7,74 (1,10) 9,27 (1,11) 0,08 (0,14) 0,17 (0,17) (34951.16) (4506.37) (216.00) (584.37)
108102,79 21966,93 890,33 6228,33
800 pg/ml 6,83 (1,91) 8,91 (0,70) 0,42 (0,36) 0,08 (0,14) (3163267) (8483.70) (352.85) (5024.97)
1600 pg/ml 6,35 (1,25) 11,40 (2,25)

2Analyysi tehty keuhkohuuhtelunaytteestd, PAnalyysi tehty keuhkokudosnaytteesta
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Taulukko 6. Mitsui-7-sarjan Pearsonin korrelaatiotestin tulos (r) ja tilastollinen merkitsevyys (p) 24 tuntia aspiraatioaltistuksen jalkeen keréatyista

keuhkohuuhtelu- ja keuhkokudosnaytteistd maéritettyjen DNA-vaurioita ja tulehdusta mittaavien analyysien osalta.

24 h DNA-vauriot2  DNA-vauriot®  Neutrofilia? Eosinofilia® ||__1/3b TNF-o IL-6° IL-13P

HAXL -0,083 0,262 0,112 0,293 0,489 0,327 0,456 0,084
4 p=0,380 p=0,163 p=0364 p=0,177 p=0,053 p=0,150 p=0,068 p=0,398

HoAX2 0,228 0,622 -0,282 0,425 0,672 0,615 0,752 0,498
4 p=0,198 p=0,005 p=0,187 p=0,084 p=0,008 p=0,017 p=0,002 p=0,050

DNA-vauUriofs 0,137 -0,748 0,067 0,261 0,303 0,292 0,392
p=0,307 p=0,003 p=0,418 p=0,206 p=0,169 p=0,178 p=0,104

-0,097 -0,114 0,106 0,337 0,190 0,217
DNA-vauriot? p=0,382 p=0,362 p=0,371 p=0,142 p=0,277 p=0,249

Neutrofilia2 -0,120 -0,094 -0,164 -0,194 -0,337
p=0,355 p=0,386 p=0,305 p=0,272 p=0,142

Eosinofiliat -0,001 0,328 0,464 0,827
p=0,498 p=0,149 p=0,064 p<0,001

160 0,671 0,795 -0,101
p=0,008 p=0,001 p=0,378

0,789 0,124

b , :

TNF-a p=0,001 p=0,350

0,313

-@b )

IL-6 p=0,161

ly-H2AX-analyysi

epiteelikudoksessa, 2y-H2AX-analyysi
keuhkokudosnéaytteesta

solukasautumissa,

2Analyysi  tehty

keuhkohuuhtelunaytteestd,

bAnalyysi  tehty
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