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Vas-oxid nanorészecskék tiidotoxicitasa
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Osszefoglalas: Mint ismeretes, a fém-oxid nanorészecskék befolyasolhatjak a tiidé morfologiajat, anyagcseréjét
és immunreakcidit. A szerzék a vas-oxid nanorészecskéknek a  tiidd morfologidjara, immunglobulin
termelddésére és kemokin expressziojara gyakorolt hatdsat vizsgaltak in vivo és in vitro modszerekkel .Az in
vivo vizsgalatok soran a vas-oxid nanoszemcséket intratrachealis tton juttattdk him patkanyokba. A tiidét, az
expoziciot kovetd meghatarozott idokozonként, szovettani és biokémiai vizsgalatoknak vetették ald. A
bronchusmoso folyadékban és a vérben mérték az IgA, IgG és IgM szinteket. In vitro az alveolaris macrophagok
és a IL. tipust pneumocytak primer kulturajat vizsgaltak lektinhisztokémiai modszerrel. A sejttenyészeteket vas-
oxiddal kezelték, majd ELISA mddszerrel meghataroztak két kemokin, a macrophag inhibitory protein-
la (MIP-1a) és a macrophag chemoattractant protein-1 (MCP-1) expresszidjat. Megallapitottak, hogy a vas
nanopartikulumok az expozicié 4. hetének végére a tidé kronikus interstitidlis gyulladasat okozzak, mérsékelt
fibrézissal. Az IgA szintje szignifikansan csokkent a vérben, de nem valtozott a bronchusmosé folyadékban. Az
IgG és az IgM a bronchusmosé folyadékban csokkent, de nem mutatott valtozast a vérben. A MIP-1a és az
MCP-1 expresszidja az alveolaris macrophagok ¢€s a II. tipusti pneumocytakban emelkedett. Eredményeik a vas-
oxid nanopartikulumok mérsékelt toxicitasat jelzik, a tiidészovetben mérsékelt interstitialis gyulladast, fibrozist
és immunszupressziot okozva.
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Bevezetés

Az  elmult  évtized folyaman a

nanotechnolédgia fejlodésével egyre
sz¢élesebb korti alkalmazast nyertek a
nanorészecskéket tartalmazé  anyagok,
ugyanakkor egészségre gyakorolt hatasuk
vizsgélata is az érdeklédés kozéppontjaba
keriilt (1, 2). A nanotechnologiai eljarasok
soran eldallitott anyagok biztonsagos

felhasznalasanak jelentdségét az Eurdpai

Uni6 is megerdsitette az  eurodpai

nanotechnoldgiai  stratégia  (European
strategy for nanotechology,
COM/2004/338) illetve az  eurOpai
nanotudoményi  és  nanotechnoldgiai

cselekvési  terv  (Nanosciences and
nanotechnologies: An action plan for
Europe 2005-2009, /2005/243)
létrehozasaval. Mind a  tervezetten
eldallitott, mind pedig a nem tervezetten,
melléktermékként keletkezd nanoanyagok
egyarant  veszélyt  jelenthetnek  a
kornyezetre és az emberi egészségre. A
nanoanyagoknak a nagyobb méretii
formaktol valo eltérd tulajdonsagai,
biologiai hatasai els6sorban a mérettel (1-
100 nm) magyarazhatoak. A méret
csokkenésével nd a tomegi fajlagos feliilet,
amely egyértelmli Osszefiiggésben 4all a
fokozott katalitikus aktivitassal,
reaktivitassal, és ebbol kovetkezoen az €16
kialakuld

szervezetben hatassal. A

nanoméretli  részecskék expozicioja,
transzlokacidja és toxicitasa jelentdsen
eltérhet ugyanazon anyag nagyszemcsés
formaitol. Ennek fényében  kiilonos
jelentdséggel bir a nanoszemcsés anyagok
vizsgalata. A nanoszemcsés anyagok koziil
a fém oxidok egyre szélesebb kori
alkalmazast nyernek az elektronikai ipar
mellett a gyogyszeriparban, illetve a
gyogyitas terén is.

A vas-oxid nanorészecskék  tobb
technologiai folyamat soran tervezetten,
illetve melléktermékként is keletkezhetnek,
amelynek kornyezeti és munkahigiénés
veszélyeit két tényezo jelentheti. Egyrészt
méretiikbol adoddan minden
sejtmembranon athatolnak, masrészt nagy
adszorpcios  feliiletik  kovetkeztében
kiilonbozd toxikus anyagokat kdothetnek.
Az expozicidé sordn inhalacidval, a béron
és a gyomor-bél rendszeren at 3- 4, 5)
bejutva a szervezetbe lerakodhatnak
kiilonboz6é szervekben, penetralhatnak a
sejtekbe. A respirdbilis, 5-7 um atméroja
vasrol ismert, hogy a tiidobe jutva
siderosist okoz, amely nem vezet
tiiddfibrozishoz (6). A vas-oxid
nanorészecskék tiidore gyakorolt
hatdsainak vizsgalata csak részben tortént
meg. Egy in vivo tanulmany eredményei
alapjdn a vas-oxid nanoszemcsék a

véralvadasi paramétereket szignifikdnsan
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befolyasoljak (7). Ugyanakkor szamos
tanulmany igazolta az intravénasan adott

nanoszemcsés vas-oxid artalmatlansagat

(8).
Célkitiizések

Tekintettel a nanoszemcsés vas- oxid
belégzés TUtjan torténd expozicidjaval
kapcsolatos ~ teljes  korti  vizsgalatok
hianyara, a  vas-oxid  nanoméretll
partikulumaival in vivo ¢és in vitro
vizsgalatokat végeztiink. Ertékeltiik a
tiidoszovet morfologiai valtozasait,
metabolizmusat és immunreakciot az

expoziciot kdvetden.

Modszerek

Az in vivo vizsgélatok soran a vas
haromértékli, 29 nm-es szemcseméreti
oxidjat intratrachedlisan juttattuk be egy
alkalommal him Crl:CD(SD) patkanyokba,
1-1 mg-ot adva fiziologias
konyhaso6oldatban, déziscsoportonként 5-5
allatnak. A kontroll csoport egyedeinek 1-1
ml fiziologias konyhasdoldatot adtunk.
Csoportonként 6t patkany tiidejét kiilonféle
szovettani modszerekkel dolgoztuk fel az
expoziciot kovetd 1., 7., 14., 28. napokon.
A tiidoszovetet,  fixalast  kovetden,
fénymikroszkopos modszerrel,
hematoxilin-eosin festéssel, Gomori eziist
impregnacidval, van Gieson és Berlini kék
Biokémiai

reakcidval vizsgaltuk.

vizsgalatok soran a fentiek szerinti vas-

oxid kezelés mellett az 1. és a 4. hét végén,
a  tiidészovet  homogenizalasat  és
centrifugalasat (10.000 rpm, 30 perc)
kovetden meghataroztuk a  glutathion
koncentraciot, GSH reduktaz modszerrel
9). A Cu, Zn-dizmutiz (EC-SOD)
(Randox
Laboratories Ltd, UK) értékeltiik, ennek

aktivitasat Redox kittel

sordn a xantin és xantin-oxidaz szuperoxid
altal termelt gyokok 2-(4-jodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-fenilterazolium-kloriddal

szines terméket (formazén) képeznek,
amely fotometrids modszerrel 412 nm-en
mérhetd (10). Immunologiai vizsgalataink
soran, a vas-oxid expoziciot koveto 1., 3.,
7. és 14. napokon, csoportonként 5-5
allatot vizsgalva, protedz inhibitor (Fenil-
metilszulfonil-fluorid) tartalmt fiziologias
NaCl oldattal nyert bronchusmos6
folyadékot ¢és vért ELISA modszerrel
dolgoztuk fel az immunglobulinok (IgA,
IgG, IgM) koncentracidjanak
,,.serotec”

meghatarozasa

(Kidlington, Oxford, UK) poliklonalis

céljabol,

antitesteket felhasznalva.

Az in vitro vizsgalatok sordan a

sejttenyészeteket kiilonb6z6

vas-oxid nanorészecskével exponaltuk. Az
alveolaris macrophagok és a II. tipusu
pneumocytakat lektin-hisztokémiai

technikaval vizsgaltuk, amely soran a 4%-

os formalinban (pH 7,4) torténd fixalast
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kovetden biotinilalt lektinekkel inkubaltuk
(20pg ml', Sigma, USA). A Maclura
pomifera agglutinin (MPA, Sigma) a II.
tipusi peumocyta membran termindlis o-
D-galaktoz/galaktozamin, a Bandeiraea
simplicifolia agglutinin (BSA, Sigma) az
alveolaris macrophag membran N-acetil-o-
D-galaktézamin szekvenciajara specifikus.
A sejteket, ezt kovetden streptavidin-
biotin-peroxidaz  komplexszel (Sigma,
USA) 1:200 higitasban 30  percig
inkubaltuk, majd 3-3’-diaminobenzidin-
4HCI(DAB)-H,O, oldattal kezeltik. A
lektin specificitds ellendrzése céljabol a
sejteket 0.1 M hapténnal eldinkubaltuk,
majd  biotinilalt  lektinnel,  haptén
jelenlétében inkubaltuk. Immunologiai
vizsgélataink sordn a sejttenyészetek
MIP-1a

feliiluszojabol (Macrophage

inflammatory protein I alpha) és MCP-1

(Monocyte chemotactic protein-1)
kemokin  meghatdrozasokat végeztiink
ELISA modszer segitségével. Az MCP-1
epitop kimutatasédhoz monoklondlis
antitesteket (PharMingen Cat. No.14011D)
¢és biotinilalt antitesteket (PharMingen Cat.
No0.24022D) hasznaltunk. A MIP-1a
kimutatdsdhoz rekombinans antitesteket
(Serotec PRP22) ¢és biotinilalt antitesteket

alkalmaztunk (ABD Serotec AAR30B).

Eredmények

Az [.abrdn a kontroll tiidot mutatd képek
lathatok az elasztikus rostokat festd
specifikus festéssel (/4) és a GOmori-féle
eziistimpregnacios festéssel (IB).
Mindkett6 mutatja a tid6 jellegzetes
szerkezetét: szabalyos, nyitott alveolusok

lathatok. Az interalveolaris szeptumokban

elasztikus ¢és kollagén rostok szabalyos

hal6zata mutathato ki.

1A. abra Kontroll patkany tiido, van Gieson-elastica festés

Fig. 1A. Control rat lung, van Gieson-elastica staining
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1B. abra: Kontroll patkany tiido, Gémori festés

Fig. 1B.: Control rat lung, Gomdéri staining

A vas-oxiddal torténdé kezelés hatasara az
erekben (€s tiidoszovetben is) mar az elsd
napon kimutathatd6 a finom vaspor
megjelenése (nyilakkal jelolve a 2. abran),

az els6 hét végére pedig kifejezett

interstitidlis  gyulladds is lathaté. A
vasmentes teriileteken a kiszélesedett
alveolaris sovényekben akut gyulladas jelei
detektalhatok (leukocytak, macrophagok)
(2. abra).

2.4abra: Vas-oxid nanorészecskeével kezelt patkany tiido, egy héttel az expozicio utan,

Hematoxilin-Eosin festés

Fig .2.: Rat lung 1 week after nano-sized ferric oxide exposure, hematoxilin-eosin staining
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Pésztazo elektronmikroszkdppal —végzett
vizsgélat sordn is jol megfigyelhetd a
kiilonbség a kontroll és a kezelt allatok

tideje kozott. A 34. abran a kezelt allat

tidejében jol lathatok a vasszemcseék,
amelyet az elemanalizis megerdsit, jol

lathaté Fe csuccsal (3B. dbra).

0_80 1.60 240 3.20 4.00 4.80 5.60 640 1.20

3B. abra: 4 vas-oxid nanorészecskével kezelt patkany tiido SEM-EDAX analizise, 4 héttel az

expozicio utan

Fig. 3B.: Rat lung 4 weeks after nano-sized ferric oxide exposure, SEM-EDAX analysis

Az els6 honap végére (4. dbra) ez a
gyulladas perzisztalt. Az idilt gyulladas
sejtes elemei (macrophagok, limfocytak és

fibroblastok, plasmasejtes infiltracioval)

lathatok, ezen kiviil az alveolaris sovények

jelentds kiszélesedése figyelhetd meg.

A redox rendszer vizsgalata sordn nem
talaltunk szignifikdns eltérést a glutathion

¢s az EC-SOD koncentraciojaban.

4. abra: Vas-oxid nanorészecskével kezelt (1 honap) patkany tiidé Hematoxilin-Eosin festés,

4 héttel az expozicio utan

Fig .4.: Rat lung 4 weeks after nano-sized ferric oxide exposure, Hematoxilin-Eosin staining
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Immumologiai  vizsgalataink sordn a
bronchusmosé folyadék (BAL), illetve a
vér vizsgalatdnak eredményei alapjan az

IgA a vérben a 2. hét végére szignifikansan

csokkent. Bar a 7. napon a kontrollhoz
képesti csokkenés nem volt jelentds, de
ismét szignifikdns volt a 14. napon (3.

ibra).

IgA a vérben
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5.4bra: IgA értékek a vérben a nanoszemcsés vas-oxid kezelést kévetoen kiilonbozo

idopontban mérve.

Fig.5.: IgA levels in the whole blood at different times after nano-sized ferric oxide treatments.
IgA a vérben: IgA in blood
kontroll: contol, vas oxid: ferric oxide
nap: day

A bronchusmos6 folyadékban az IgA

szintjében valtozds nem tortént. A

periférids horgédagak immunglobulinjai: az
IgG és IgM a bronchusmos6 folyadékban
vérben ahol

szemben a latottakkal,

semmilyen valtozas nem volt

megfigyelhetd, csaknem minden
idépontban szignifikansan csokkentek (64

és B abra).

1gG a BAL-ban
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6A. abra: IgG koncentraciok a bronchusmoso folyadékban a nanoszemcsés vas-oxid kezelést
kovetben kiilonbozo idokozonként mérve
Fig.6A.: IgG levels in BAL at different times after nano-sized ferric oxide treatment
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Az in vitro lektin-hisztokémia vizsgalatok sejtek membranjainak  konturja  éles,

soran a képen lathat6 modon kontroll

BE ~ Wy
¥ )

JN - o

jelezvén a sejtek épségét (7. abra).

7. abra: Kontroll alveolaris macrophagok
(anyilak a sejtmembranokra mutatnak)

Fig.7.: Control alveolar macrophages
(the arrows point on the cellmembranes)

A ferrioxid nanorészecskékkel torténo mig az alveolaris macrophagok (84. dbra)

kezelések hatasara, csupan a legmagasabb
10 pg/ml koncentracional sériiltek a sejtek
membranjai.

A 1I. tipust pneumocytdk (8B. dbra)

esetében a vas a sejtek felszinére rakodott,

w‘ o
i

fagocytaltdk a vasszemcséket. Mind a
macrophagokndl, mind a pneumocytaknal
megfigyelhetd, hogy a sejtmembran vagy

részlegesen, vagy egyaltalan nem festodik.

8. abra: /0ug/ml vas-oxid nanorészecskével exponalt alveoldris macrophag (A) és I tipusu
pneumocyta (B) sejtkulturak, BSA-val és MPA-val jelolve.
Fig.8.: Primary culture of alveolar macrophages and pneumocytes type Il stained with BSA
and MPA at 10ug/ml ferric oxide treatment, alveolar macrophages (4) and pneumocytes type
11 (B)
A kemokinek vizsgalata soran a ferrioxid

az MCP-1 ¢és a MIP-la expresszidjat az

nanopartikulumok szignifikdnsan novelték alveolaris macrophagokban (94, B abrdk).
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Fe;0; MCP-1 AM n=5; **p<0.01
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9A. abra: MCP-1 az alveolaris macrophagokban: az 5 és 10 g/ml koncentracioju vas-
oxiddal valo kezelés esetén szignifikansan no.

Fig. A.: MCP-1 values in alveolar macrophages after 5 and 10 [ig/ml ferric oxide exposure

Fe203 MIP-1a AM n=5; *p<0.2
6000 - *
5000 -
4000 -

\s, 3000 -

o @ kontroll
2000 4 M kezelt
1000 -

0
1ug/ml 5ug/ml 10ug/ml

9B.dabra: MIP-1Q az alveolaris macrophagokban: kisebb koncentraciok-nal nem tortént
valtozas, a 10g/ml esetében pedig 4X nott.

Fig.9B.: MIP-1a values in alveolar macrophages after 10 LUg/ml ferric oxide exposure

A pneumocytdkban szintén szignifikans expresszidjaban lényegi valtozast nem
novekedést tapasztaltunk az MCP-1 tapasztaltunk (/0B dbra).

szintjében (/04 dbra), mig a MIP-la

Fe;O3 MCP-1 Pnll n=5; ***p<0.001

1000 -
900 +
800 -
700 -
600 -
500 -
400 +
300 -
200 -
100 +

Fokk

O kontroll
W kezelt

pg/mi

1ug/ml 5ug/ml 10ug/ml

10A. abra: MCP-1 termelés Il tipusu pneumocytdikban 1, 5 és 10 [ig/ml vas-oxid kezelést
kévetioen
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Fig .10A.: MCP-1 production in primary culture of type Il pneumocytes after treatment with
1, 5, and 10ug ml" of iron oxide.

MIP-1a Pnll

6000

5000 -

4000 -

3000

pg/mil

2000

1000 -

1ug/ml

n=5;

Sug/ml

*p<0.5 **p<0.01

@ kontroll
B kezelt

10ug/ml

10B. abra: MIP-1qa termelés I tipusu pneumocytakban 1, 5 és 10 Lg/ml vas-oxid kezelést

kovetoen

Fig .10B.: MIP-1a production in primary culture of type Il pneumocytes after treatment with

1, 5, and 10ug ml" of iron oxide.

Megbeszélés

Tanulmanyunk sordn in vivo és in vitro

moddszerekkel  vizsgaltuk a  vas-oxid

immunglobulin termelddésére és kemokin
expressziojara gyakorolt hatdsat. Az in
vivo vizsgalatok soran akut gyulladés jeleit
talaltuk, amely késObbiekben mérsékelt
kronikus interstitialis gyulladasba ment at.
Ennek hatterében felmeriill a vas-oxid
nanoméretre jellemzO igen nagy fajlagos
tomegi felszin, amely jelentdsen noveli a
katalitikus aktivitast (11). A redox rendszer
vizsgalata  sordn  mért  valtozatlan
glutathion és EC-SOD koncentracio felveti
annak lehetdségét, hogy az alkalmazott
nanoméretll vas-oxid nem jutott be az
intracellularis térbe, mivel a nanoméretii

részecskék csak egy bizonyos mérethatar

alatt tudnak oda bejutni. A pneumocytak ¢€s

az alveolaris macrophagok

membrankarosodasa, amelyhez
kapcsolodéan kimutathatd a stuktiralis
oligoszacharidok karosodasa is, a vas-oxid
cytotoxicitasaval magyarazhato. Az
alveolaris epithelium szabalyozé szerepet
tolt be a gyulladds és az immunreakcid
terén, igy az altaluk termelt MCP-1 ¢és a
MIP-1a kulcsszerepet jétszhat az
alveolaris macrophagok ¢és a monocytak
aktivalasaban. Az alveoldris epithel sejtek
alveolaris

befolyasolhatjak az

allapotat, és ezen keresztil a gyulladas
(12). A bronchusmoso

IgG IgM

kialakulésat

folyadék  csokkent és
koncentracidja hozzajarulhat a kialakulo

kronikus interstitialis gyulladashoz.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a

vas-oxid  nanopartikulumok a  tido
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interstitidlis  gyulladdsdt (pneumonitist)
okozzdk, szemben a — respirabilis
vasvegyiiletekkel, amelyek a tiidében
sziderozist okoznak, fibrozis nélkiil — ezért
inert poroknak tekintjiik Oket.
Immunszuppressziv hatdsuk az egyes
immunglobulinok 10j4
csokkenésében jelentkezik, amely
konvergal a szoveti képpel, mivel az
interstitialis  gyulladds a  periférias
légutakat érinti. Meglepd modon a
redoxrendszer két fontos Osszetevdje
(gluthation és EC- SOD) nem valtozott,
ami arra 0sztondoz benniinket, hogy
kiegészit6  in  vitro  vizsgalatokkal
tanulmanyozzuk  az = egyes sejtek
aktivitasat. Ugyanis el6fordulhat, hogy
magasabb szinten az egyébként nem
reagalo sejtek ndvelik az aktivitasi szintet,
amelyre mar a NiO-val végzett kisérleteink

sordn is fény derilt (13). A vasoxid

nanopartikulumok a kemokinek

expressziojat, az  altalunk  vizsgalt

kemokinek esetében novelték, kivéve a

crer

Kovetkeztetés

Vizsgalatunk eredményei igazoljak a
jelentés kiilonbséget a nanoméretii €s a
nanoméret feletti vas-oxid eltéré hatasat
elsdsorban a tiidészovetben kialakult
gyulladds és az  immunszupresszid
tekintetében. A redox  rendszerben
valtozast nem talaltunk, feltehetéen a
nanoszemcsék nem  jutottak be az
intracellularis térbe, igy azok hatdsat sem
tudtuk detektalni, amely arra 0sztondz
minket, hogy vagy kisebb

szemcsemeérettel, vagy megfeleld bevonata

vas-oxid  nanoszemcsével a  redox
rendszerre vonatkozo kisérleteinket
megismételjiik.

Koszonetnyilvanitas

A munkat a Magyar Kutatdsi és Fejlesztési Alapitvany (NKFP-1B047) és az Orszagos

Tudomanyos ¢s Kutatdsi Alapprogram (OTKA T46773) tamogattak. A szerzOk koszonetet

mondanak Kiraly Laszloné és Palinkas Eva magas szinvonala technikai munkéjaért.
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Abstract: Nano-sized iron oxide has recently been hypothesized to change pulmonary morphology, metabolism,
and immunological reactions. The aim of the study was the determination of the effect of iron oxide
nanoparticles on pulmonary morphology, redox system, production of immunoglobulins and chemokines based
on single intratracheal instillation in male SPRD rats. Histology of the lungs and their regional lymph nodes was
examined after iron (III) oxide exposure. IgA, IgG and IgM were determined in bronchoalveolar lavage (BAL)
and the whole blood by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Total glutathione (GSH) and
extracellular superoxide dismutase (EC-SOD) were measured after one week and one month of exposure. In
addition, the primary culture of alveolar macrophages and type II alveolar epithelial cells was exposed with iron
oxide (average particle size: 29nm) for determination of LC50. The cell membranes were studied by lectin
histochemistry. The expression of macrophage inhibitory protein-1a (MIP-1a) and macrophage chemoattractant
protein-1 (MCP-1) was determined from the supernatant of primary culture of these cells. Iron oxide caused
interstitial pulmonary inflammation with moderate fibrosis by the end of the 4th postexposure week. IgA
decreased significantly in the whole blood, but not in bronchoalveolar lavage. IgG and IgM significantly
decreased in BAL, whereas they were unchanged in blood. The expression of MCP-1 and MIP-1a in alveolar
macrophages and pneumocytes type Il increased significantly. These results show that iron oxide nanoparticles
caused mild pulmonary toxicity: they induced moderate interstitial inflammation and fibrosis furthermore
immunosuppression of immunoglobulins examined.
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