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Nikkel-, vas- és cinkoxid nanopartikulumok tiidosejtekre gyakorolt
membrankarosito hatasa
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Osszefoglalas: A nanorészecskék méretébdl adodéan mind az expozicid, transzlokacié, mind pedig a penetracio terén
eltér6 tulajdonsagaik kovetkeztében a varhatd biologiai hatasok jelentdsen eltérhetnek a nagyszemcsés
anyagformakétol. Az eltéré hatas felderitése a nanotechnoldgiai anyagok feleldsségteljes alkalmazasa szempontjabol
elengedhetetlen. Szamos egyéb mellett a nanopartikulumok expozicidja leggyakrabban inhalacié Gtjan torténhet. Az
inhalacid utjan a tiidébe jutd nanopartikulumok hatdsanak vizsgalata els6sorban az els6dleges védelmi vonalat képezd
sejtekre, az alveoldris makrofagokra (AM) és a Il. tipusu pneumocitakra (P2) gyakorolt hatdsa miatt kiemelt jelent6ségt.
Vizsgalataink soran a nikkel-, vas- ¢és cinkoxid tiidésejtekre gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk in vitro
lektinhisztokémiai moédszerrel Crl:CD(SD) him patkanyok primer AM ¢és P2 sejttenyészetein, valamint human tiidé
alveolaris carcinoma epithelialis (A549) sejtkultiran. A 24 6ras expozicid hatasat 0.1, 0.5 és 1 pg/mL nikkeloxid
(>100nm), 1, 5 és 10 pg/mL vas(II1, II-IIT)oxiddal (20-30nm) és 1, 5, 10, 25, 50, 100 pg/mL cinkoxid (<100nm) oldattal
vizsgaltuk. NiO kezelés hatasaként, mindharom sejttipusnal mar 0.1 pg/mL koncentracional a sejtek majdnem 50%-nal
részleges membran-festodést tapasztaltunk, az 1 pPg/mL koncentracional a sejthatarok 5-10%-a festddott. Fe(IIT)O és
Fe(II-IINO esetében, az AM és P2 sejteknél a legmagasabb (10 pg/mL) koncentracioval torténd mérgezés hatasara
toredeztek fel a sejtmembranok, mig a human A549 sejteknél mar az 1 pg/mL-es kezelés hatasara is. A ZnO -ra
kevésbé voltak érzékenyek a sejtek, a 10pug/mL-es kezelés okozott nagyobb mértékii membrankarosodast, az 50pg/mL-
es koncentracié hatasara mar jelentds sejtszam-csokkenés is tapasztalhatd. E vizsgalatok eredményeként tehat
megallapithatjuk, hogy a kiilonb6zé nanoméretli fém-oxidok membrankarosité hatdstiak mind a patkdny mind a human
tiiddsejtekben
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Bevezetés

Szamos természetes ¢€s mesterséges uton eldallitott nanopartikulum 1étezik, amelyek a
nanotechnoldgia rendkiviili gyors fejlédése kovetkeztében, hossza évek ota a figyelem
kozéppontjaban vannak (1). A nanorészecskék ill. a nanorészecskéket tartalmazd anyagok képesek
inhalacié utjan, a boron keresztiil vagy a gyomor-bél rendszeren at a szervezetbe jutni, hatast
gyakorolva az emberi szervezet miikodésére, amely hatas a sajatos méret és a kapcsolodo fizikai
kémia sajatsagok kovetkeztében jelentdsen eltérhet a nagyszemcsés anyagformakétol (2).

A nanoszemcsés fémoxidok szdmos alkalmazast nyertek az elmult évtizedben tobbek kozott a
kozmetikai iparban, a mezdgazdasagban, a gyogyszergyartas és a betegellatas terén (3). Szédmos,
mar évek Ota forgalmazott kozmetikum, betegellatasban alkalmazott krém tartalmaz antibakterialis
hatdsa miatt nanoszemcsés cinkoxidot (4). Az MR diagnosztika optimalizalasara,
kontrasztanyagként keriil alkalmazésra a nanoszemcsés vasoxid (5).

A nanotechnologiai termékek feleldsségteljes haszndlatanak alapfeltétele a részletekbe mend
toxikoldgiai vizsgalat (6). Annak ellenére, hogy az antropogén tervezetten €s nem tervezetten
eléallitott nanopartikulumok leggyakoribb expozicids utja az inhalacio, a kiilonb6z6 nanométeres
nagysagrendbe esé fém-oxidok tiidére gyakorolt hatdsat még kevéssé vizsgaltdk, elsGsorban a
transzlokdaciot és a depoziciot mérték (7).

Célkitiizés

Az inhalaci6 utjan torténd expozicid soran varhatdo biolodgiai hatds vizsgalata szempontjabol
els6dleges a tiid6 elsd és legfontosabb védelmi vonalat képezd sejtféleségek: az alveolaris
makrofagok (AM) €s a II. tipust pneumocitak (P2) vizsgélata. Tanulmanyunk sordn meghataroztuk
a membran szénhidratkotd képességét, amely érzékeny indikatora a korai sejtkarosodésnak, illetve
Osszehasonlitottuk a primer allati és a human tiid6-sejtvonal (A549) nanoméretii fém-oxidokra valo
érzékenységét.

Modszer
Nikkel-, vas (III, II-III)- és cinkoxid nanopartikulumok tiidésejtekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk in
vitro lektinhisztokémiai moddszerrel. A lektin-kotési reakciok specificitdsa (I tabldzat) az

immunhisztokémiai modszerek specifitdsahoz hasonld. A lektinek a megfeleld monoszacharidot
akkor is felismerik és megkdtik, ha az oligo- vagy poliszacharid alkot6 eleme.

I. TABLAZAT: A gyakrabban hasznalt lektinek neve és cukorspecifitasa
I. TABLE: Carbohydrate-specificity among the most used lectins

Forras Cukorspecificitas Név

Bandeiraea simplicifolia a-Laktéz BSA

Pisum sativum (borsd) D-manndz, D-glikéz PSA

Helix pomatia (éti csiga) N-acetil-galaktézamin HPA

Glycine max (Soybean) N-acetil-galaktézamin, D-galaktéz SBA

Maclura pomifera (narancseperfa) D-galaktoz MPA
A peroxidazzal jelzett lektint — amely egy adott sejtféleség sejtmembranjara jellemzo

monoszacharidhoz kotédik — reagaltatjuk a kezelt preparatummal, majd 3,3’ diamino-benzidinnel
(DAB) valé el6hivas utan fénymikroszkopos elemzést végziink, amely sordn megfeleld
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érzékenységgel kimutathatd a membrankarosodas (1. ébra).
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1. abra: Az egészséges és a sériilt sejtmembran lektinkotése
Fig. 1: Lectin binding of healthy and injured cell membrane

Vizsgélataink soran Crl'CD(SD) him patkényok AM és P2 primer sejttenyészeteit valamint humén
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Eredmények

A kontroll (dllati AM, P2 és human A549) sejtek membranjai épek, igy barna szinii vonallal
rajzolodnak ki a sejthatarok (2. abra).
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2. abra: Kezeletlen alveolaris makrofagok ép membranjanak képe
Fig. 2.: Uninjured cell membranes of untreated alveolar macrophages

Nikkeloxid kezelés hatdsaként az AM ¢€s P2 sejtek esetében mar 0.1pg/mL koncentraciondl a sejtek
majdnem 50%-nal részleges membran-festddést tapasztalunk, az 1pg/mL koncentracional a
sejthatarok 5-10%-a festddik (3.dbra). A human A549 sejteknél a 0.1 pg/mL —es kezelésre a sejtek

kb. 60% érintett, mig az 1pg/mL koncentracioval valo kezelést kovetden a sejtmembranjaik max.
5%-a festddik.

3. abra: Alveolaris makrofagok képe 1Lg/mL-es 24h nikkeloxid expoziciot kovetden.
Fig. 3: Alveolar macrophages after 24 h nickel-oxide exposure at 1[ig/mL

Vas(IlT)oxid és vas(II-IlT)oxid kezelés — az AM és P2 sejteknél a legmagasabb (10pg/mL)
koncentracioval torténd mérgezés hatasara toredeztek fel a sejtmembranok (4.abra)

4. abra: Alveolaris makrofagok képe 10ug/mL-es 24h vas(I1l)oxid expoziciot kovetden.
Fig. 4: Alveolar macrophages after 24h iron(Ill)oxide exposure at 10{4g/mL

A human A549 sejteknél mar az 1ug/mL-es vas(Ill)oxid és vas(II-III) kezelés hatasara is jelentOs
sejtmembran karosodas kdvetkezett be, a sejtek jelentdsen érzékenyebben reagaltak (5.dbra).
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5.abra: Humdn A549 sejtek képe 1ug/ml-es 24h vas(1l-111)oxid expoziciot kévetien.
Fig. 5: Human cells (A549) after 24h iron(II-IIT)oxide exposure at 1jig/mL

A cinkoxid kezelésre kevésbé voltak érzékenyek a sejtek. A 10pg/ml-es kezelés okoz nagyobb
mértékli membrankarosodast ez az AM ¢és P2 sejtek tobb, mint 50%-4at, mig a human A549 sejtek
kozel 70%-at érinti (6.4bra). Az 50pg/ml-es koncentracid hatdsara mar jelentds sejtszam-csokkenés
is tapasztalhat6. Az AM és P2 sejtek kb. 30%-a, mig a human A549-es sejtek kozel 50%-a pusztult
el (6.abra).

6.abra: Humdn A549 sejtek képe 10ug/mL-es 24h nikkeloxid expoziciot kévetéen.
Fig. 6: Human cells ( A549) after 24h nickel-oxide exposure at 10pg/mL

Megbeszélés

A nanoszemcsék, méretiikbdl adoddan jelentds fizikai és kémia eltérést mutatnak a nagyszemcsés
anyagformakéhoz képest. Igy feltételezhetd, hogy bioldgiai hatasaik is jelentSsen eltérnek. A kis
szemcseméret lehetové teszi olyan struktirdkba vald beépiilésiiket, amelyekre a nagyszemcsés
anyagformak nem képesek (8). Reaktivitasuk is jelentdsen eltér a nagysdgrendekkel nagyobb
tomegi fajlagos feliiletbdl kovetkezden, ezaltal a fém oxidok jelentds oxidativ stresszt okozhatnak,
amely tobb tanulmany sordn A549 sejtek esetében is igazolasra kertilt (9). Az altalunk alkalmazott
fém oxidok, a nikkeloxid, vas(III, II-IIT)oxid, cinkoxid jelentds oxidativ stresszt valthatnak ki. Az
oxidativ  stressz  tobb  tanulmény eredményei alapjan  vezethet jelentés  mértéki
membrankarosodashoz (10), amely alapjan magyarazhat6 a vizsgélataink sordn tapasztalt jelentds
membrankarosodas (/1. tablazat).
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II- TABLAZAT: a fém-oxid expozici6 hatasara kialakulo alveolaris makrofag, II. tipust pneumocyta és
human A549-es sejtek membran karosodasa a sejtek szazalékaban
TABLE II: membrane injuries of alveolar macrophages, type Il pneumocytes and human A549 cells after
metal-oxide exposure

Koncentraci Karosodott sejtek (%)
6 (ug/mL) Injured cells
concentratio Zn0 FeO Fe,0; NiO
AM és P2 0?1 X X X 50%
1 X X X 90-95%
10 50% 100% 100% X
A549 0,1 X X X 60%
1 X 100% 100% 95%
10 70% X X X

A sejtek eltérd érzékenységére, kiilonosen a P2 tipusu sejtek kisebb érzékenységére
magyarazatot adhat a P2 tipusu sejtek altal termelt, mar korabban leirt oxidativ stressz reszponziv
protein kedvezo hatasa (11).

Kovetkeztetés

E vizsgalatok eredményeként tehat megallapithatjuk, hogy a kiillonboz6 tanulmanyaink soran
vizsgalt nanoméretli fémoxidok membrankarosité hatdsuak mind a patkdny mind a human
tiildésejtekben. Az érzékenységbeli eltérések a rendelkezésre allo korabbi kapcsolodd vizsgalatok
eredményei alapjan részben magyardzhatdak, de kiilonbség teljes korli magyardzatira tovabbi
vizsgélatok sziikségesek.
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Membrane damaging effects of nickel, iron and zinc oxide nanoparticles on lung cells

Abstract: The expected biological effects of nanoparticles may differ from other materials in different
properties, in exposure, translocation, as well as in penetration to several tissues with higher particle size due to
their size. For responsible use is it essential to study the difference in impact of nanomaterials. Among other
ways, inhalation is the most common way for exposure. In the course of inhalation to the lungs, nanoparticles
affect mostly the primary line of defense forming cells, as alveolar macrophages (AM), type II pneumocytes
(P2), according to the examination of the impact is this of particular importance. The effects of nickel, iron and
zinc oxide nanoparticles on lung cells were studied by in vitro lectin histochemistry method on primary cell
cultures of AM and P2 as well as human A549 tumor-cell line of Crl:CD (SD) male rats. The 24-hour exposure
was tested by nickel oxide (<100nm) at 0.1, 0.5 and 1 pg/mL; iron (III, II-III) oxide (20-30nm) at 1.5 and 10 pg/
mL; and zinc oxide at 1, 5, 10, 25, 50,100 pg/mL concentration. By NiO treatment at 0.1 pg/mL concentration
on all cell types was 50% membrane staining observed, while at 1 pg/mL only 5-10%. The membranes of
alveolar macrophages and pneumocytes were fragmented only at high concentration (10 pg/mL) of Fe(III)O and
Fe(II-1II)O, while in case of human A549 cells already at 1 pig/mL. Cells were less sensitive on ZnO exposure,
only at 10 pg/mL treatment was caused greater membrane damage, at 50 pg/mL concentration was observed a
significant cell count reduction. As a result of these studies can be concluded that the different nanoscale metal
oxides occur membrane damage in both, the rat and the human, lung cells.

Keywords: metal oxide nanoparticles, lung cell, lectin histochemistry




