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TIIVISTELMA

Ihmisen keuhkosolukkoa jiljittelevit solumallit ovat oleellisia sisdilmasta kerittyjen
hiukkasnéytteiden terveysvaikutusten tutkimisessa. Tavoitteemme oli optimoida kaksi
solumallia altistuskokeita varten ja testata itsevalmistettua keuhkosurfaktanttia
hiukkasniytteiden laimennosliuoksena. Kolmisolu- ja primdérisolumalli kasvatettiin
soluviljelyinserteilld ilman ja nesteen rajapinnassa. Ne altistettiin kaupunkiasunnon
sisdilmasta keridtyille hiukkasille, jotka suspensoitiin keuhkosurfaktanttiin. Altistuksen
jilkeen tarkkailtiin solukkojen vasteita ja havaittiin molempien solumallien reagoivan
sisdilman hiukkasiin. Altistusta pelkille keuhkosurfaktantille solukot sietivit hyvin.
Keuhkosurfaktantti soveltuu hiukkasten laimentamiseen altistuskokeissa, ja molemmat
testatut solumallit ovat kéyttokelpoisia sisdilman hiukkasten vaikutusten tutkimiseen.

JOHDANTO

Eldinkokeita on kiytetty jo pitkdédn keuhkotoksisuuden tutkimuksessa, mutta jyrsijoiden
hengitystiet poikkeavat ihmisen vastaavista rakenteellisesti ja toiminnallisesti /1/, mink#
vuoksi eldinkokeiden tutkimustulokset eivit ole suoraan vertailukelpoisia ihmisissé
havaittujen vaikutusten kanssa. Liséksi, lainsddddnnon ja eldinkokeisiin liittyvien
eettisten ohjeistusten tiukentuessa, eldinkokeita on yhi enemmén alettu korvaamaan
thmisen soluja ja kudoksia hyddyntévilld in vitro -malleilla, jotka ovat edullisempi ja
helpommin toteutettavissa oleva vaihtoehto eldinkokeille /1/.

Hengitysteiden epiteelikerros on ensimméisend kosketuksissa siséénhengitettyjen
hiukkasten kanssa, minké vuoksi sitd pyritéin jéljittelemdén hengitysteiden
kudosmalleissa /1/. Inhalaatiotoksikologian tutkimuksissa yleisesti kéytettyjd solulinjoja
ovat karsinoomaperiiset eli sekundéériset keuhkorakkuloiden- ja keuhkoputkien
epiteelisolut. Yksinkertaisimmissa solumalleissa yhti tai useampaa sekundéérisolulinjaa
kasvatetaan erilaisissa yhdistelmissi joko soluviljelynesteen alla tai ilman ja nesteen
rajapinnassa. Sekunddérisoluviljelmien etu on siini, ettd niitd voidaan viljelld suhteellisen
pitkid aikoja ja kéyttad useissa erillisisséd laboratoriokokeissa, miki laskee myos
koesarjojen kustannuksia merkittdvisti. Ne ovat kuitenkin muuntuneet joissain méérin
karsinoomaluonteensa takia ja niin ollen niiden vertailukelpoisuus terveeseen ihmisen
keuhkosolukkoon ei ole suoraviivaista. Sekundidérisoluista kasvatetut mallit ovat myos
hyvin yksinkertaisia verrattuna oikeaan keuhkokudokseen, joka koostuu useista eri
solutyypeisti eri tehtdvineen. Monimutkaisempien, useammasta solulinjasta koostuvien
solumallien on ajateltu mahdollistavan solujen vilisen viestinnén ja vuorovaikutuksen
totuudenmukaisemman ja monipuolisemman tutkimisen /2, 3/. Yhteissoluviljelmid onkin
jo joitakin vuosia kdytetty erilaisten hiukkasaltistusten tutkimisessa /4, 5/.
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Sekundadrisolumalleihin liittyviin haasteisiin on pyritty 16ytiméén ratkaisua tuomalla
markkinoille ihmisen nendstd, keuhkoputkista ja alveoleista eristetyistd prim#arisoluista
kasvatettavia keuhkokudosmalleja, jotka jéljitteleviit oikeaa keuhkokudosta useine eri
solutyyppeineen. Priméirisolujen jakautuminen on kuitenkin rajoittunutta verrattuna
sekundidrisoluihin; yleensd niitd voidaan kiyttdéd vain yhteen laboratoriokokeeseen.
Primé#risolut ovat myds kalliita ja tydladmpid kasvattaa, joten kokonaisten edustavien
koeasetelmien toteuttaminen on haasteellisempaa kuin sekundéérisoluilla. Toistaiseksi
priméirisolujen saatavuus on rajoitettua varsinkin niiss tapauksissa, joissa solujen
luovuttajien tdytyy tdyttdd tutkimusasetelman kannalta olennaiset kriteerit.

Thmisen hengitysteiden ja keuhkojen epiteelisolujen pintaa peitt44 suojaava lima- eli
surfaktanttikerros. Surfaktanttia tuottavat siihen erikoistuneet epiteelisolut (pikarisolut) ja
tichyet. Ilmatie- ja keuhkosurfaktantti suojaa ihmisen soluja ja kudoksia vierailta aineilta
ja taudinaiheuttajilta, kuten sieniltd, bakteereilta ja viruksilta. Kdytimme itsevalmistettua
keuhkosurfaktanttia altistuskokeissa jdljitelldksemme mahdollisimman
totuudenmukaisesti oikeaa ihmisen hengitystiealtistusta. Tassd tyossd kdytetty
keuhkosurfaktantti koostuu mm. vedesti, fosfolipideistd, rasvahapoista, steroleista,
proteiineista ja antioksidanteista, joita on havaittu olevan ihmisperdisessd
keuhkosurfaktantissa /6, 7/.

Tavoitteenamme oli optimoida ihmisen keuhkoepiteelisolukkoa jiljitteleva kolmen
sekundédrisolulinjan solumalli ja monimutkaisempi priméérisolumalli altistuskokeita
varten ja testata itsevalmistetun keuhkosurfaktantin toimivuutta hiukkasnaytteiden
laimennosliuoksena.

MENETELMAT

Hiukkasniytteiden kerédys ja ndytteiden valmistus altistuskokeisiin

Sisdilmahiukkasniytteet kerittiin kosteusvaurioitumattomasta kaupunkiasunnosta NIOSH
BC251 -bioaerosolisyklonikeriimelld (National Institute for Occupational Safety and
Health, NIOSH, Morgantown, WV, USA). Altistuksissa kiytettiin kerdimen ensimméisen
vaiheen néytettd (> 2,1um hiukkaset). Néytettd kerittiin seitsemén péivin ajan 12 tunnin
jaksoissa, jolloin kokonaiskerdysaika oli 84 tuntia. Pumppausnopeus oli
niytteenkerdyksessd 10 /min. Néytekerdyksen jilkeen ndytteet pakastettiin -20 °C.

Hiukkasndytteet suspensoitiin soluviljelynesteeseen sekoittaen voimakkaasti ja
sonikoiden 15 minuutin ajan, mink4 jilkeen hiukkasndytteet laimennettiin neljaén eri
pitoisuuteen (1:4, 1:8, 1:16, 1:32) itsevalmistettuun keuhkosurfaktanttiin (8 mg/ml
dipalmitoyylifosfatidyylikoliini, 1 mg/ml fosfatidyyliglyseroli, 0,2 mg/ml
fosfatidyylietanoliamiini, 75 pg/ml palmitiinihappo, 75 pg/ml glyseryylitripalmitaatti, 0,2
mg/ml kolesteroli, 0,5 mg/ml albumiini, 50 pg/ml glutationi, 50 pg/ml askorbiinihappo,
25 pg/ml virtsahappo, 1 pg/ml a-tokoferoli, HBSS). Keuhkosurfaktantti valmistettiin
soveltaen aiempia tieteellisten julkaisuiden ohjeita /8, 9, 10/.

Kolmisolumalli

Thmisen keuhkoepiteeli- (A549), makrofagi- (THP-1) ja endoteelisoluja (EA.hy926)
ylldpidettiin ilmankosteudeltaan optimaalisessa soluviljelyinkubaattorissa +37 °C
lampétilassa ja 5 % hiilidioksidipitoisuudessa. Solut jaettiin 2-3 kertaa viikossa
toimittajan ohjeiden mukaisesti.
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EA.hy926-solut viljeltiin ldpindkyvien ThinCert™-soluviljelyinserttien (Greiner Bio-
One, Kremsmiinster, Itdvalta) basaalipuolelle ~6 000 solua/cm?, mink4 jdlkeen niiden
annettiin kiinnittyd kaksi tuntia. Insertit kddnnettiin oikein pdin soluviljelynestettd
(DMEM, 10% FBS, 1% Pen-Strep, 1% L-Glut) sisaltidvin 24-kuoppalevyn kuoppiin ja
A549-solut viljeltiin inserttien apikaalipuolelle ~12 000 solua/cm?, Kolmen vuorokauden
kuluttua soluviljelyneste vaihdettiin tuoreeseen insertin molemmin puolin. ja seuraavana
péivini inserttien apikaalipuolelle lisittiin erillisessé viljelmissd PMA:lla kisiteltyjé,
erilaistettuja THP-1-soluja ~24 000 solua/cm?. Niiden solujen annettiin kiinnittyd nelji
tuntia ja solukot siirrettiin ilman ja nesteen rajapintaan poistamalla viljelyneste insertin
apikaalipuolelta. Valmiita solukkoja inkuboitiin vield yon yli ennen altistamista
hiukkasnaytteille.

Priméérisolumalli

Keuhkokudossolukko kasvatettiin ihmisen keuhkoputken epiteelityvisoluista (human
bronchial epithelial cell, NHBE, Lonza®, Walkersville, MD, USA). Soluja kasvatettiin
valmistajan ohjeiden mukaan ensin soluviljelypulloissa, ja solumaérin lisddnnyttyéd solut
siirrettiin kasvamaan lapindkyviin ThinCert™-soluviljelyinsertteihin (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Itdvalta) ilman ja nesteen rajapinnassa. Keuhkokudoksen kasvua ja
erilaistumista seurattiin valomikroskoopilla ja resistanssimittauksin. Keuhkokudossolukot
altistettiin 22:n viljelypdivin jalkeen.

Altistukset

Altistukset tehtiin samalla tavalla molemmille solumalleille. Altistuspédivédnd mitattiin
molempien solukoiden resistanssi (transepithelial/transendothelial electrical resistance,
TEER) kéyttden EndOhm-kammiota ja EVOM2™ -resistanssimittaria (World Precision
Instruments, WPI, Sarasota, FL., USA). Solukot altistettiin kaupunkiasunnosta kerityille
sisdilmahiukkasille neljilld laimennossuhteella (1:4, 1:8, 1:16, 1:32) ilman ja nesteen
rajapinnassa 24 tunnin ajan.

Analyysit ja mikroskopia

Altistusten jilkeen mitattiin solukoiden resistanssi uudelleen, minké jélkeen solukoiden
padltsd kerdttiin huuhteluneste proteiinianalyysejé varten ja inserttien alapuolelta
soluviljelyneste sytokiinianalyysej# varten. Proteiinianalyysit tehtiin k#yttden Bradford-
reagenssia (Sigma Aldrich, Darmstadt, Saksa) ja IL-8-sytokiinianalyysit tehtiin
kaupallisesti saatavalla Human CXCL8/IL-8 DuoSet ELISA -kitilld (Bio-Tech,
Abingdon, Yhdistynyt kuningaskunta).

Solukot fiksattiin ja kuvannettiin valomikroskoopilla (light microscopy, LM) ja
pyyhkiisyelektronimikroskoopilla (scanning electron microscopy, SEM) SIB Labsissa
(Itd-Suomen Yliopisto, Kuopio, Suomi). Valomikroskopiakuvaukset tehtiin Zeiss Axio
Imager M2 -mikroskoopilla ja SEM-kuvaukset Zeiss Zigma HD/VP -mikroskoopilla.

TULOKSET

Mikroskopia

Primé#drisolumallissa solujen nghtiin erilaistuneen keuhkokudoksen kaltaiseksi solukoksi
soluviljelyinsertin pinnalle. Kolmisolumallissa solut kasvoivat yhtendisend kerroksena
insertin molemmin puolin (kuva 1).



310 Sisdilmayhdistys raportti 36

100 e Bt e 40w Duteater » BET 100 pm* ENT = 400W Detactor = SE2
F— woegerem Mage G F—— woetismm Mag= 400X

Kuva 1. Pyyhkdisyelektronimikroskooppikuvat A) A549- ja THP-1-soluista
soluviljelyinserttien apikaalipuolella ja B) EA.hy926-soluista soluviljelyinserttien
basaalipuolella kolmisolumallissa.

Kemokiini IL-8 -pitoisuus soluviljelynesteessi ja solukkojen tiiveys

Keuhkosurfaktantille altistettujen solujen tuottama IL-8-pitoisuus ja solukon resistanssi
eivit eronneet tilastollisesti merkittidvasti (Mann Whitney t-testi, p<0,05) pelkille
soluviljelynesteelle altistetuista soluista kummallakaan solumallilla (kuva 2).
Priméirisolumallissa solukon resistanssi oli selvisti kolmisolumallia suurempi (kuva 2).

Kuva 2. A) IL-8-pitoisuus ja B) solupeitteen resistanssi soluviljelynesteelle ja
keuhkosurfaktantille altistetussa kolmisolu- ja primddrisolumallissa.

Hiukkasnaytteelle altistetussa kolmisolumallissa IL-8-pitoisuus oli hieman suurempi
kontrolliin verrattuna (kuva 3). Ero oli tilastollisesti merkittédvi kahdella hiukkasnéytteen
laimennoksella (1:32 ja 1:4) (kaksisuuntainen ANOVA, p<0,05) (kuva 3A).
Hiukkasndytteille altistettujen priméérisolujen IL-8 tuotanto vaikutti myos kidynnistyvin
altistuksen seurauksena, joskaan [L-8 pitoisuudessa ei havaittu tilastollisesti merkittivia
eroa kontrollindytteisiin verratessa (kuva 3A). Solukon resistanssimittauksissa ei havaittu
merkittivii croa niytteiden ja kontrollien vililld kummankaan solumallin kohdalla
(kaksisuuntainen ANOVA, p<0,05) (kuva 3B).
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Kuva 3. Kolmi- ja primdcdrisolumallin A) IL-8-pitoisuus ja B) solukon resistanssi 24
tunnin hiukkasaltistuksen jilkeen. Hiukkasndyte ja vastaava kontrollindyte on
laimennettu 1:4, 1:8, 1:16 ja 1:32 keuhkosurfaktanttiin.

Solukkojen huuhtelunesteen proteiinimittauksen herkkyyden todettiin olevan riittdimétén
erottelemaan eri altisteiden vaikutuksia molemmissa solumalleissa.

JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksessa havaittiin, ettd keuhkosurfaktantti soveltui hyvin hiukkasten
laimennosliuokseksi eiké se ollut haitallista altistetuille soluille. Keuhkosurfaktantin
koostumus ja vaikutukset soluihin voivat kuitenkin vaihdella eri valmistuserien valilld
riippuen sekoituksen onnistumisesta, minké vuoksi kukin erd on hyvé testata soluilla
ennen varsinaisten altistuskokeiden aloittamista. Molemmissa solumalleissa solujen
kasvatus soluviljelyinserteilld ilman ja nesteen rajapinnassa onnistui hyvin, ja
kolmisolumallissa mikroskoopilla voitiin todeta solujen jakautuneen tasaisesti
kasvatusalustana toimivan soluviljelyinsertin molemmille puolille. Lievasti kohonneen
IL-8 -pitoisuuden perusteella hiukkasaltistus aktivoi altistettuja soluja, mutta
mittaustulosten vaihtelun vuoksi ero kontrollindytteisiin verrattuna oli tilastollisesti
merkittdvd vain muutamalla annoksella. Solukkojen resistanssissa ei havaittu
kummankaan solumallin kohdalla merkittédvé4 eroa altistettujen ja kontrollindytteiden
vililld, miki viittaa sithen, ettei altistus ollut solukoille akuutisti toksinen.
Primédrisolumalli oli selvésti kolmisolumallia tiiviimpi, joten resistanssimittaukset
soveltuvat paremmin priméérisoluista erilaistetun solukon eheyden arviointiin.

KIITOKSET

Kiitimme Suomen Akatemiaa hankkeen rahoittamisesta (rahoitusnumero 296724 ja
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