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POVZETEK

Nanodelci titanovega dioksida se pogosto uporabljajo kot pigment ali UV-filter v pripravkih
za dermalno uporabo. Dermalna izpostavitev nanodelcem titanovega dioksida pogosto traja
dalj Casa, podatki o njegovi varnosti pa so dandanes Se zelo pomanjKljivi.
V prvem delu smo optimirali metodo priprave disperzije nanodelcev titanovega dioksida, ki
smo jo v drugem delu uporabili za poskuse na celi¢ni liniji keratinocitov. Ugotavljali smo
vpliv €asa in nacina soniciranja na velikost delcev v disperziji in nanodelce titanovega
dioksida tudi ovrednotili. Ugotovili smo, da na velikost delcev v disperziji vplivata tako
medij, v katerem disperzijo pripravimo, kot tudi nacin soniciranja. Ugotovili smo, da je
optimalna metoda izdelave disperzije nanodelcev titanovega dioksida kombinacija 10 min
soniciranja v ultrazvo¢ni kadicki in 10 min pulznega soniciranja na ledeni kopeli z uporabo
ultrazvo¢ne sonde. Tako smo uspeli pripraviti disperzijo nanodelcev z najmanjSo povprecno
velikostjo delcev (~ 500 nm). Vecina nanodelcev je bila v disperziji v obliki agregatov, ki so
bili ~ 20-krat ve¢ji od deklarirane velikosti delcev, ki jo navaja proizvajalec.
Sledila je in vitro raziskava varnosti nanodelcev titanovega dioksida na celi¢ni liniji
keratinocitov. V raziskavi smo najprej ugotavljali prezivetje in morfologijo keratinocitov v
kulturi po 24, 48 in 72-urni izpostavitvi nanodelcem titanovega dioksida velikosti ~ 500 nm v
koncentracijah od 0,05 - 100 ug/mL. Rezultati so pokazali, da nanodelci v koncentraciji < 20
ug/mL ne povzrocajo vidnih u¢inkov, zato smo v nadaljevanju te »varne« koncentracije (0,5,
5, 10 pg/mL) uporabili za Studij varnosti po daljSem casu izpostavitve v tri meseénem
poskusu. Spremljali smo prezivetje keratinocitov, njihovo mitohondrijsko aktivnost,
morfologijo celic, znotrajcelicno nastajanje radikalov in spremembe v celiénem ciklu. Celi¢ne
organele smo oznacili s fluorescentnimi barvili in ugotavljali spremembe v njihovi obliki in v
obliki samih celic. S pomoc¢jo vrstiCnega elektronskega mikroskopa smo opazovali
spremembe povrSine celic, s presevno elektronsko mikroskopijo pa smo ugotavljali, ali
nanodelci prehajajo vanje.
ug/mL) in trimesecni izpostavitvi niso citotoksini in ne povzrocajo signifikantnih razlik v
morfologiji celic ter ne sprozijo znatno povecane apoptoticne ali nekroti¢ne celicne smrti.
Nanodelci niso sprozili znatno poveCanega nastajanja radikalov v celicah, niti povecanja
mitohondrijske aktivnosti, ki je sicer pogosta posledica oksidativnega stresa. Stevilo celic se
je pri koncentraciji nanodelcev 10 pg/mL signifikantno zmanjsalo v primerjavi s kontrolnimi
5



celicami, ki niso bile izpostavljene nanodelcem, kar nas je pripeljalo do sklepa, da nanodelci v
visjih koncentracijah delujejo citostati¢no; verjetno mehansko preprecijo celicno delitev in s
tem zmanjSajo proliferacijo celic. Rezultati kazejo, da izpostavitev celic nanodelcem ne vpliva

na njihov celi¢ni cikel.

Potrdili smo tudi vstop nanodelcev titanovega dioksida v celice, kjer jih nahajamo v obliki
agregatov, predvsem v endosomih celic. Nadalje smo ugotovili, da se celice odzovejo na
prisotnost nanodelcev titanovega dioksida v kulturi s povecanjem Stevilo nanotubularnih
struktur, ki se raztezajo med celicami, kar je ugotovitev, ki predhodno za keratinocite Se ni
bila opisana. Pojav teh struktur lahko nakazujejo transformacijo celic iz normalnih v rakave,

zato bi bilo smiselno v nadaljnih raziskavah ta pojav bolj podrobno raziskati.

Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklenemo, da so ucinki dalj$e izpostavitve celic
nanodelcev titanovega dioksida v nizkih, akutno varnih koncentracijah zanemarljivi, idejo o

transformaciji normalnih celic v rakave pa je potrebno raziskati in utemeljiti.



ABSTRACT

Nanoparticles of titanium dioxide are often used as a dye or UV-filter in preparations for
dermal use. Dermal exposure to titanium dioxide nanoparticles often lasts for a long time, but

information regarding its safety is nowadays deficient.

In the first part of our reasearch, the method of preparation of titanium dioxide nanoparticle
dispersion has been optimized and this dispersion was used in the second part for experiments
on keratinocyte cell line. Titanium dioxide nanoparticles were characterized and the effects of
sonication time and method used on particle size in dispersion were evaluated. It was shown,
that the particle size in dispersion depends on dispersion medium in which dispersion is
prepared, as well as sonication method used. The optimal method for preparation of titanium
dioxide nanoparticle dispersion is combination of sonication in an ultrasonic bath (10 min)
and pulse sonication on ice bath using an ultrasonic probe (10 min). We were able to produce
dispersion of nanoparticles with the smallest average particle size (~ 500 nm). Most of the
nanoparticles in dispersen were present as aggregates, which were 20-times bigger than the

size declared by the manufacturer.

This was followed by in vitro study of titanium dioxide nanoparticles safety on keratinocyte
cell line. Firstly, viability and morphology of keratinocytes in culture were investigated after
24, 48 and 72 h exposure to nanoparticles of titanium dioxide in concentrations from 0,05 to
100 mg/mL. The results showed that the nanoparticles at a concentrations < 20 mg/mL do not
cause any visible effects, therefore, these "safe™ concentrations (0,5, 5, 10 mg/mL) were used
in three months experiments to evaluate their safety after prolonged exposure. The viability of
keratinocytes, their mitochondrial activity, cell morphology, intracellular formation of free
radicals and changes in the cell cycle were investigated. Cell organelles were stained with
fluorescent dyes to follow the changes in their shape and in morphology of the cells
themselves. Using scanning electron microscopy changes in the cell surface were investigated
and with transmission electron microscopy nanoparticle uptake was evaluated.

It was shown that nanoparticles of titanium dioxide in the highest concentration tested (10
mg/mL) after three months exposure are not cytotoxic and do not cause significant differences
in the cell morphology and do not trigger a significantly increased apoptotic or necrotic cell
death. Nanoparticles did not significantly increased intracellular formation of free radicals,

nor an increase in mitochondrial activity, which is frequently consequence of oxidative stress.



The number of cells was significantly reduced at a concentration of 10 mg/mL compared to
control cells, which were not exposed to nanoparticles, leading to conclusion that the effect of
nanoparticles at higher concentrations are cytostatic, they probably mechanically prevent cell
division and reduce cell proliferation. The results show that exposure of cells to nanoparticles
do not affect the cell cycle.

We also confirmed the entry of nanoparticles of titanium dioxide into the cells, where they are
present in the form of aggregates, mainly located in the endosomes of the cells. Furthermore,
it was shown that cells respond to the presence of titanium dioxide nanoparticles in culture
with increased number of nanotubular structures that extend between the cells. This finding
has not been described for keratinocytes previously. The emergence of these structures may
indicate the transformation of normal cells into cancer cells, and it would be reasonable to

explore it more precisely in further studies.

According to the results it can be concluded that the effects of longer exposure to
nanoparticles of titanium dioxide cells in low, short-term safe concentrations are negligible,
however the idea of transformation of normal into cancer cells should be further investigated

and substantiated.



SEZNAM OKRAJSAV

ATP adenozin trifosfat

CBA »Cytometric Bead Assay«

CZS centralni Zivéni sistem

DCF 2',7'-diklorofluorescein

DCFH diklorofluorescein

DCFH-DA diklorofuorescein diacetat

DNA deoksiribonukleinska kislina

e elektron

EELS »Electron Energy Loss« spektroskopija

EFTEM »Energy-Filtering« TEM

ELISA »Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay«, encimskoimunski test
EPR elektronska paramagnetna resonanca

FDA »Food and Drug Administration«, Ameriska agencija za hrano in zdravila
GSH glutation

h* fotogenerirana luknja valenénega pasu

HTS »High-throughput screening«, reSetanje visoke zmogljivosti
HR-TEM visoko lo¢ljivostni TEM

IL interlevkin

LAF »Laminar Air Flow«, laminarni pretok zraka

LDH laktat dehidrogenaza

MEM »Minimum essential medium«

MPT »Multiple Particle Tracing«

MTT, MTS test test aktivnosti mitohondrijske dehidrogenaze

ND nanodelci

NRU  »Nevtral Red Uptake«, privzem nevtralno rdecega

OH" hidroksilni ion

PBS fosfatni pufer

PCR »Polymerase chain reaction«, verizna reakcija s polimerazo

PCS »Photon Correlation Spectroscopy«, fotonska korelacijska spektroskopija
Pl polidisperzni indeks

PZS periferni zivéni sistem


http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction

REACH Uredba (ES) st. 1907/2006 Evropskega Parlamenta in Sveta z dne 18. decembra
2006 o registraciji, evalvaciji, avtorizaciji in omejevanju kemikalij

RNA ribonukleinska kislina

ROS reaktivne kisikove spojine

SCCP Znanstvenega odbora za potrosniske proizvode

SCHER Znanstveni odbor za zdravje in okoljska tveganja

SCENIHR Znanstveni odbor o novih in novo odkritih zdravstvenih tveganjih
SEM »Scanning Electron Microscopy, vrsticni elektronski mikroskop

TEM presevni elektronski mikroskop

TiO, titanov(1V) dioksid

TNF-0. tumorski nekroti¢ni faktor alfa

TUNEL »Terminal Deoxynucleotidiltransferase dUTP Nich and Labeling«
UV ultravijoli¢no

UZ ultrazvok, ultrazvo¢na
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1 UVvOD

1.1 Nanodelci

Nanodelci (ND) so delci koloidnih velikosti; v najSirSem pomenu so to delci z velikostjo <
1000 nm, v ozjem pomenu pa delci z velikostjo < 100 nm (1). Pogosto pojem ND zajema tudi
snovi, katerih vsaj ena dimenzija je < 100 nm, ¢eprav je v tak$nih primerih bolj primeren izraz
nanomaterial. ND predstavljajo vmesno velikostno stopnjo med mikrodelci in atomi oziroma
molekulami (2, 3). Oblika delca dolo¢a njegov aerodinami¢ni premer, ki je pomemben za
potovanje delcev po zraku in telesnih tekoCinah ter tudi za prehod v ozracje (1). Obstaja vec
razdelitev ND glede na velikost in ena od njih jih deli na drobne (~ 200 nm) in zelo drobne (~
100 nm) (4). V farmaciji predstavljajo ND pomemben dostavni sistem, saj omogocajo
prirejeno sproscanje in ciljano dostavo ucinkovin v Zelena tkiva s spreminjanjem njihovih
povrsinskih lastnosti, prav tako pa se lahko uporabljajo kot razlicne pomozne snovi npr.
pigmenti.

V grobem lahko ND razdelimo glede na njihov izvor v tri skupine. V prvi skupini so ND, ki
so bili narejeni nacrtno, s to¢no dolocenimi lastnostmi, za tocno dolocen namen uporabe. To
so ND, ki jih na trziS¢u najdemo v pigmentih, kozmeti¢nih pripravkih, hrani, itd. Naravni ND
nastajajo v procesih erozije, ob vulkanskih izbruhih, ali pa so Ze sami bioloski sistemi ND kot
npr. virusi. Poleg teh pa v okolju nenamensko nastaja ogromna koli¢ina ND, ki se jih do
nedavnega nismo niti zavedali. Le-ti nastajajo pri gorenju, v motorjih z notranjim
izgorevanjem, zlasti dizelskih, kot stranski produkt v industrijskih postopkih mletja, brusenja,
razprSevanja, varjenja itd. (1). Taksni delci v okolju niso zaZeleni, njihove lastnosti niso
nacrtovane in so v dolocenih okolis¢inah lahko celo skodljive (3).

Glede na kemijsko sestavo delimo ND na anorganske, kamor uvr§¢amo ND Zeleza, zlata,
TiO2, ZnO, ogljikove nanocevke itd. in na organske, kamor uvr§¢amo polimerne ND iz
sinteznih polimerov kot so npr. poliglikolna kislina, polimlecna kislina, kopolimer mle¢ne in
glikolne Kisline, polikaprolakton, ali iz naravnih polimerov npr. hitosana ali kolagena. V
skupino organskih ND spadajo tudi trdni lipidni nanodelci, liposomi, polimerni miceli,
polimerni konjugati in dendrimeri (5).

Velikost je tista od lastnosti, ki odlo¢ilno vpliva tudi na ostale lastnosti nanometrskih delcev.

Lastnosti ND se mo¢no razlikujejo od lastnosti, ki jih imajo vecji delci istega kemizma.
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Spremenjene so lahko tako fizikalno-kemijske, mehanske, opti¢ne kot tudi magnetne lastnosti
(6). Glavne od njih so: kemijska reaktivnost, elektricna prevodnost, termi¢na razteznost,
opti¢na prevodnost, trdnost; glede na velikost delcev pa se spreminja tudi njihovo gibanje v
mediju, itd. (3). Te spremenjene lastnosti so posledica dejstva, da imajo ND v primerjavi z
ve¢jimi delci bistveno vecje razmerje med povrSino in volumnom, kar pomeni, da je vecji
delez atomov oz. molekul na povrsini delca (Slika 1), kar se kaze v povecani kemijski
reaktivnosti in je tudi razlog za vecjo teZnjo po agregiranju ali aglomeriranju. Razlog za to je
v tem, da so gradniki delca v ND postavljeni v drugacno okolje v primerjavi z gradniki v

vecjih delcih (1, 3).

DeleZ
molekul na 60
povrsini [%]
40
20
0 | T I |
1 10 100 1000 10,000

Premer [nm]

Slika 1: Odvisnost deleza molekul na povrsini od velikosti delca (7).

Spremenjene lastnosti ND se odrazajo tudi v njihovi bioloski aktivnosti. ND lahko vstopajo v
interakcije s celicami, prehajajo bioloSke bariere in tako vstopajo v znotrajceli¢ni prostor.
Vodijo lahko tudi do S$kodljivih uéinkov npr. povzrolijo oksidativni stres, vplivajo na
delovanje celic ali povzro¢ijo katero od drugih oblik toksi¢nosti (8). Lastnosti, ki so odraz
nanometrske velikosti, so tako po eni strani specifi¢ne in uporabne, a hkrati so lahko vzrok

potencialne toksi¢nosti in nezelenih u¢inkov, ki pa so zaenkrat Se premalo raziskani (9).

Podro¢je uporabe ND je zaradi njihovih specifi¢nih lastnosti zelo Siroko npr. uporaba v
elektroniki, biologiji, medicini, in je izjemno v porastu, zato se vse bolj kaze potreba po

natancni toksikoloski oceni uporabe ND tako za ¢lovekovo zdravje kot tudi za okolje.
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1.2 Vstop nanodelcev v organizem in njihove interakcije s

celicami

V nas organizem lahko ND pridejo skozi kozo, preko prebavil in v najvecji meri dihal, seveda
pa je lahko vnos tudi intravenski, kar se vedno ve¢ uporablja v namene zdravljenja in
diagnostike. V vsakem od teh primerov lahko ND vstopijo v krvni obtok in od tam tudi v
mozgane 0z. so v neposrednem stiku s celicami razli¢nih organov (Slika 2). ND lahko zaradi

svoje nanometrske velikosti prehajajo skozi celicne membrane v notranjost celic (3).
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Slika 2: Biokinetika ND — poti vstopa ND v organizem, njihove porazdelitve po organizmu in
poti izlocanja. Vse te poti so dandanes sSe slabo raziskane, prav tako kot tudi kopicenje ND v

posameznih tkivih (7).

Ameriska Agencija za okolje je dokazala, da pride v celicah mikroglije, zaradi prisotnosti ND
TiO, z velikostjo 30 nm, do nastajanja radikalov, kar je potencialni vzrok nastanka
Parkinsonove in Alzheimerjeve bolezni (1, 10). Pomembno je poudariti, da vse celice niso
enako obcutljive in podvrzene vplivom ND; tako so npr. pljucni fibroblasti bolj obcutljivi od

bronhialnih epitelijskih celic (1, 11). Organi, ki jih vnos ND najbolj prizadene, so jetra,
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vranica, ledvice in bezgavke, v sploSnem pa so ND lahko vzrok vseh bolezni, ki so povezane s
krvoziljem (1).

Jedro na$ih raziskav so bili ND TiO, kot sestavina dermatikov, zato smo se v nalogi
osredotocili na u¢inke le-teh na kozne celice in njihovo prodiranje skozi kozo. Neposredno v
stiku z ND so keratinocitne celice, ki gradijo epidermis. Vendar pa z vtiranjem pripravkov, s
¢imer dobijo ND potrebno kineti¢no energijo za pove¢ano mobilnost, omogoc¢imo ND tudi
prehod v plasti pod povrhnjico. Ta prehod je dodatno olajSan v primeru vseh vidnih in

nevidnih poSkodb koze (1).
Koza

KozZa je stalno izpostavljena razliénim zunanjim vplivom, kot so plini, topila, raztopine,
dermalni pripravki. Zaradi svoje velike povrSine, ki pri odraslem c¢loveku znaSa priblizno
18.000 cm?, je potencialno pomembna za sistemsko absorpcijo razli¢nih snovi (12). Koza je
zgrajena iz treh plasti: vrhnjice, usnjice in podkozja. Zunanja plast koze, vrhnjica ali
epidermis, je neoziljena, zato dobiva potrebne snovi z difuzijo iz usnjice. Metabolna
aktivnost v povrhnjici je kljub temu znatna. Keratinociti so osnovne gradbene enote
epidermisa in nastajajo z delitvijo celic iz bazalne ali zarodne plasti ter postopoma potujejo
proti povrsini (Slika 3). Na tej poti se morfolosko spreminjajo ter zorijo. Glavna sprememba,
ki se v njih dogaja, je keratinizacija ali poroZenevanje, kar pomeni, da se v njihovi notranjosti
(citoplazmi) tvorijo posebne vlaknate beljakovine, ki jih imenujemo keratini. Te beljakovine
pocasi popolnoma napolnijo celico, tako da ta postopoma odmre in postane drobna rozena
“luskica”, ki se s povrSine koZe odlus¢i. Na poti zorenja se celicam spreminja tudi oblika, in
sicer iz visoko prizmatskih ali cilindri¢nih celic v bazalni plasti postajajo celice med zorenjem
vedno bolj vretenaste in sploS¢ene. Celoten proces zorenja oziroma spreminjanja
keratinocitov od zarodnih celic do popolnega poroZenetja in odmrtja imenujemo
epidermopoeza, ki v povprecju traja 28 dni. Keratinociti so med seboj ¢vrsto povezani s
posebnimi drobnimi beljakovinskimi vlakni, Ki jih imenujemo dezmosomi. S podobnimi
vlakni pa so na dnu (keratinociti bazalnega sloja) tudi vsidrani v posebno plast (bazalno
membrano), ki loCuje oziroma povezuje epidermis z dermisom. Tak$na struktura omogoca

epidermisu potrebno ¢vrstost in pritrjenost na globje lezece strukture (13).
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Slika 3: Zorenje keratinocita v korneocit
(Povzeto po New Cosmetic Science, (14)).

ND lahko prodirajo v oz. skozi koZzo na ve¢ na¢inov: inter- ali transcelularno, zanemarljiv pa
ni niti transfolikularni prehod (Slika 4). Dokazano je, da skozi zdravo, nepoSkodovano koZo
ND le stezka prehajajo. Poudariti pa je potrebno, da je koza v doloCenih primerih
izpostavljena velikim koli¢inam ND (npr. poleti lahko z enim samim nanosom son¢ne kreme
na kozo nanesemo vec kot 0,5 g ND). V teh primerih lahko tudi minimalen delez absorbiranih
ND, ki dosezejo vitalna tkiva, pomeni veliko nevarnost. Prav tako se moramo zavedati, da je
vse veC ljudi, ki obolevajo za razli¢nimi oblikami koznih bolezni, npr. psoriazo, atopicnim
dermatitisom, zato je ucinkovitost njihove kozne bariere zmanjSana, kar varnost uporabe

pripravkov z ND Se dodatno postavi pod vprasanje (15).

dlaka, las
intercelularna pot

transcelularna pot

-
(o X Stratum

™~ corneum

T
/@ epidermis
[/ ~

/N
W~
transfolikularna pot

Slika 4: Nacini prehoda ND sSkozi rozeno plast (16).
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1.3 Toksi¢nost nanodelcev

Uporaba ND nedvomno predstavljajo neverjetno mnozico moznosti napredka prakticno na
vseh ravneh in podro¢jih clovekovega zivljenja in delovanja, vendar pa nikakor ne smemo
pozabiti, da predstavlja tudi groznjo tako za ¢lovekovo zdravje kot okolje, v katerem zivimo.
Vse tiste lastnosti, zaradi katerih so ND tako edinstveni, so na drugi strani potencialno
nevarne. Regulatorni organi danes nanotehnoloskih izdelkov kljub edinstvenim bioloskim
lastnostim Se ne obravnavajo loeno od ostalih izdelkov, Ceprav raziskave kazejo, da sta
delitev in loCena obravnava potrebna.

Z razvojem nanotehnologije je pomen velikosti delcev in vpliv na njihovo toksi¢nost vse
pomembnejSi. ND so praviloma bolj toksicni od ve¢jih delcev istega kemizma, kar je
posledica relativno vecje povrSine in kemijske reaktivnosti ter lazjega prodiranja v celice (17).
Toksi¢nost ND definiramo kot vsako neZeleno biolosko aktivnost in je lahko posledica samih
fizikalnih lastnosti delcev (velikosti, velike povrsine, naboja), njihove kemijske sestave ali pa
Skodljivega delovanja njihovih razpadnih produktov. ND lahko vstopajo v interakcije z
esencialnimi celicnimi strukturami, porusijo integriteto membran, citoskeleta, vplivajo na
metabolizem in signalne poti celic (18). Za ¢loveski organizem so toksi¢ni vsi tisti majhni
delci, ki lahko kemijsko reagirajo s posameznimi celicami in jih pri tem spremenijo ali
unicijo, ali pa ze sama fizikalna prisotnost ND spremeni ali ovira delovanje posameznih celic.
Kadar so ND dispergirani v teko¢em mediju, je z vidika njihove toksi¢nosti zelo pomemben
podatek o obsegu agregacije ali aglomeracije. O prvi govorimo, kadar obstajajo med delci
Sibke van der Waalsove vezi, kadar pa so vezi mocnejSe, govorimo o aglomeraciji. Oba
pojava sta pomembna, ker imajo taki skupki delcev drugaéne lastnosti kot posamezni delci
(19).

16



1.3.1 Mehanizmi toksi¢nosti

Spremenjene fizikalno-kemijske lastnosti delcev, ki so posledica njihove nanometrske
velikosti, vodijo do razliénih mehanizmov interakcij in njihovega toksi¢nega delovanja

(Preglednica I, Slika 5), ki je potencialno nevaren za bioloske sisteme.

Preglednica I: Eksperimentalno ugotovljeni ucinki ND in njihove posledice v organizmu (7).

Eksperimentalno spremljani parameter

MoZne patofizioloSke posledice:

Nastajanje ROS, oksidativni stres

Poskodbe proteinov, DNA, celi¢nih membran,
indukcija encimov, vnetje, poskodbe

mitohondrijev

Motnje v delovanju mitohondrijev

Spremembe v prepustnosti membrane,

citotoksi¢nost, apoptoza, nekroza

Vnetje

Namnozitev vnetnih celic, fibroza, granulom,

pospesena tvorba proteinov akutne faze

Privzem v celice retikulo-endotelijskega sistema

Nalaganje v jetrih, vranici, limfnih vozlih, mozno

povecanje organov in motnje njihove funkcije

Denaturacija in razgradnja proteinov

Izguba encimske aktivnosti, nastajanje

avtoantigenov

Privzem v jedro

Poskodba DNA, nastajanje avtoantigenov

Privzem v zivéni sistem

Poskodbe moZganov in perifernega zivénega

sistema

Motnje v fagocitni funkciji

Kroni¢no vnetje, fibroza, granulomi

Motnje v delovanju endotelija

Aterogeneza, tromboza, kap, miokardni infarkt

Nastanek neoantigenov, padec imunske tolerance

Avtoimunske reakcije

Spremembe v regulaciji celi¢nega cikla

Nenadzorovana proliferacija, staranje

Poskodbe DNA

Mutageneza, metaplazija, karcinogeneza

Posledice delovanja ND so odvisne od njihove velikosti, kemijske strukture, topnosti, oblike,
povrSinskih lastnosti in stopnje agregacije. Vsi ti parametri lahko vplivajo na privzem v

celice, vezavo na proteine ter na na¢in in stopnjo poskodbe tkiva (20).
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Slika 5: Mozni mehanizmi interakcij nanodelcev z bioloskim sistemom (tkivom, celicami).

1: Prekinitev vezi in nastanek radikalov sprozen z UV svetlobo;

2: Struktura delca, predvsem prisotnost napak v kristalni resetki, lahko sprozi nastajanje
radikalov;

3. Interakcije delca z disperznim medijem: raztapljanje snovi s povrsine delca, oblaganje in
pretvorba povrsine v inertno stanje ali spreminjanje hidrofilnih in hidrofobnih lastnosti;
Povecanje hidrofobnosti lahko poveca interakcije s celicno membrano, kar lahko vpliva na
privzem ND, povecanje hidrofilnosti pa je pomembno predvsem z vidika disperzibilnosti;

4: Povrsina delca je lahko katalizator redoks reakcij (npr. Fentonova reakcija); (7)

1.4 Nanodelci in okolje

Proizvodnja in uporaba ND strmo nara$¢a, kar ima za posledico vedno veéjo teznjo po
ovrednotenju novih tehnologij tudi s stali¢a varnosti za okolje, a danes je nabor informacij o
tveganjih za zdravje in posledicah za okolje pomanjkljiv. Nanotehnologija predstavlja velik
potencial za izboljSanje kakovosti zraka, vode in zemlje, saj lahko ND zaradi njihovih
specificnih lastnosti uporabimo za izjemno natan¢no detekcijo nekaterih plinov kot sta
amonijak in kisik, pa tudi za razvoj novih tehnologij, s katerimi bi zmanjsali tvorbo
polutantov, saj lahko ND sluzijo npr. kot sorbenti za strupene izpusne pline, ali kot

katalizatorji pretvorbe le-teh. Adsorbenti z ND so potencialno uporabni za ¢iS€enje pitne
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vode, saj npr. lahko vezejo arzen in ga s tem odstranijo (21). ND TiO, se uporabljajo celo za
zmanjSevanje onesnazenosti v mestih, saj katalizirajo pretvorbo dusikovega dioksida v manj
toksi¢ne nitrate (22).

Ni nujno, da so ND ze ob samem vstopu v okolje toksi¢ni, tak$ni lahko postanejo tekom
svojega zivljenjskega ciklusa. Reagirajo lahko z drugimi snovmi v okolju, se razgradijo,
katalizirajo in tako pospesijo reakcije, ki v okolju tudi sicer potekajo ali pa preprecijo potek
sicer esencialnih reakcij. Vrednotenje vseh teh ucinkov je za enkrat Se zelo tezavno, saj
zahteva popolno razumevanje nanosveta;, vseh reakcij, ki se tam odvijajo kot tudi
zivljenjskega cikla ND (23).

1.5 Titanov dioksid

Titanov (IV) oksid je najpomembnejsa titanova spojina, saj je z naskokom najvecji delez (vec
kot 96 %) uporabljenega titana v obliki TiO,. Titanov dioksid je danes med petdesetimi v
najve¢ji koli¢ini proizvedenimi kemikalijami na svetu. Njegove glavne prednosti so:
netopnost v vodi in Stevilnih organskih topilih, nereaktivnost, velika kemijska in termi¢na
stabilnost, nevnetljivost, nizka cena ter moznost priprave stabilnih suspenzij (24).

Svetovna proizvodnja TiO; znaSa okoli §tiri in pol milijona ton letno. Del se porabi v
hunterjevem procesu za proizvodnjo kovinskega titana, preostanek pa kot pigment v barvah in
v zivilski industriji, polnilih za papir, za izdelavo samocistilnih nanosov, ¢iSéenje vode in v
kozmetiki ter farmaciji. Sinteticno se TiO, najpogosteje pridobiva s plamensko oksidacijo
TiCly. Uporaba TiO; strmo naras¢a tudi v razli¢nih industrijah, $portu, medicini in diagnostikKi
in lahko re¢emo, da je TiO, ena najbolj pogosto uporabljenih snovi, iz katere se ND
izdelujejo, kar kaze na velik potencial za kratkotrajno kot tudi dolgotrajno izpostavljenost ND

TiO, (18).

V naravi so prisotne tri polimorfne modifikacije: rutil, anatas in brookit. Poleg teh treh lahko
s sintezo pripravimo Se nekatere druge polimorfne oblike (TiO; (B), TiO2 (H)) (25). Naravne
oblike se razlikujejo po lomnih koli¢nikih, kemijski stabilnosti in fotokemijski aktivnosti.
Koordinacijsko Stevilo titanovega atoma je pri vseh polimorfih 6 (vsak atom titana obdaja 6
kisikovih). Rutil in anatas spadata v tetragonalni kristalni sistem, brookit pa v ortorombskega
(Slika 6). Izbrane fizikalno-kemijske lastnosti posameznih polimorfov so zbrane v Preglednici

I1. Rutil je termodinamsko najbolj stabilna in v naravi najbolj pogosta oblika. Kot UV filtra se
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uporabljata rutil in anatas, saj je brookit umazano rjave barve in je zato kozmeticno

nesprejemljiv (26).

Slika 6: Kristalne oblike rutila (levo), anatasa (sredina) in brookita (desno). V srediscéu vsake

.....

Preglednica Il: Izbrane fizikalno-kemijske lastnosti glavnih polimorfov TiO; (26).

(En 4 je enak 0,1 nm.)
Rutil Anatas
3
gostota [g/cm ] 4,2 3,9
dimenzije osnovne

celice
a [A] 4,59 3,78
b [A] 4,59 3,78
c[A] 2,95 9,52

Kristalna struktura

Tetragonalna

Tetragonalna

7
V osnovne celice [A ] 62,07 136,25
Lomni koli¢nik 2,71 2,55
pH 5 % disperzije 6,0~75 55~7,0
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1.6 Uporaba TiO, v farmaciji in v kozmetiki

TiO; se ze mnogo let uporablja kot pigment v razli¢nih dermalnih in kozmeti¢nih pripravkih,
kot so kreme, ¢rtala in sencila za o¢i, pudri, korektorji, ¢rtala za ustnice ter v son¢nih kremah
kjer deluje kot anorganski UV filter in $¢iti kozo pred UV (23, 24). Njegova velika prekrivna
mo¢ je posledica visokega lomnega koli¢nika, odvisna pa je tudi od velikosti delcev.
Maksimalno prekrivno moc¢ imajo delci TiO; veliki nekaj manj kot polovico valovne dolzine
vidne svetlobe, in ker je ¢lovesko oko najbolj obc¢utljivo na rumeno-zeleno svetlobo, katere
valovna dolzina je ~550 nm, je optimalna velikost pigmentnih delcev TiO, med 200 in 300
nm. Za zas¢ito pred UV svetlobo pa se uporabljajo manjsi delci velikosti < 100 nm, kar
zagotavlja njihovo transparentnost, hkrati pa omogoca, da se svetloba v delcih tudi absorbira
(24).

1.6.1 TiO; kot pigment

Kot pigment ima TiO; Ze ve¢ kot 70-letno zgodovino. Veliko se uporablja, ker uéinkovito
razprsi vidno svetlobo in s tem daje belino, svetlost in motnost materialu, katerega del je.
Zaradi svoje svetle barve in izjemno visokega lomnega koli¢nika (2,4 — 2,7), viSjega ima le Se
nekaj snovi kot npr. diamant, je TiO; najbolj Siroko uporabljan beli pigment. Visok lomni
kolicnik je razlog boljSim prekrivnim lastnostim TiO, pred ostalimi belimi pigmenti
(Preglednica III). Vecja kot je razlika med lomnim koli¢nikom pigmenta in medija, v katerem
je dispergiran, vecje bo sipanje svetlobe in posledi¢no bolj$a prekrivnost oz. belina. Njegova

prednost je tudi ta, da je neobcutljiv na UV svetlobo (27).

Preglednica Ill: Lomni kolicniki nekaterih belih pigmentov (27).

Snov Lomni koli¢nik
Diatomejska zemlja 1,45
Kalcijev karbonat 1,63
Magnezijev silikat 1,65
Cinkov oksid 2,02
TiO, (anatas) 2,55
TiO; (rutil) 2,73
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Kot pigment ima prednost oblika rutila, ker le-ta bolje razprsi svetlobo, je stabilnej$a in bolj
trpezna od anatasa. TiO, kot pigment je netopen v mediju, v katerem je dispergiran, kar
pomeni, da so kemijske in fizikalne lastnosti v glavnem odvisne od velikosti delcev in
kemijske sestave njihove povrsine. Vecéina TiO, ki se uporablja v farmaciji, ima spremenjeno
povrsino. Delci so prekriti z anorganskimi oblogami, ki so najpogosteje iz aluminijevega
oksida ali silicijevega oksida, pri ¢emer skrbno nadzorujejo vrsto, koli¢ino in nacin oblaganja.
Taka obdelava povrSine zagotovi izbolj$anje ene ali ve¢ pomembnih lastnosti delcev kot so
disperzibilnost v vodi in v organskih topilih, razbarvanje pod vplivom toplote in fotoredukcije
(27).

1.6.2 Uporaba nanodelcev TiO, v dermatikih za varovanje pred
UV-zarki

Najbolj znana uporaba TiO, v kozmetiki je kot UV filter v razli¢énih dermatikih. Slednjo je
Ameriska agencija za hrano in zdravila (FDA) odobrila Ze leta 1978. Na kozo jih nanasamo z
namenom, da bi jo za$¢itili pred skodljivimi UVA in UVB zarki, katerih valovna dolzina je
med 290 in 450 nm. V zadnjem c¢asu se kot anorganski UV filtri v teh pripravkih uporabljajo
poleg delcev TiO, se delci ZnO ali kalamina — gre za ZnO , ki je obarvan s priblizno 0,5%
Fe,03 in je oficinalen po Ameriski farmakopeji. Vsi ti anorganski nadomescajo organske UV
filtre, ki zaradi prodiranja v kozo, pod vplivom UV Zzarkov povzrocajo neZelene ucinke
(preobcutljivostne reakcije npr. dermatitis in urtikarijo) (28).

Velikost delcev TiO,, ki se uporabljajo v son¢nih kremah, je lahko bistveno manjsa od tistih,
Ki jih najdemo npr. v barvah in pigmentih, kjer se TiO, uporablja prav zaradi znaéilne bele
barve. Uporaba delcev nanometrske velikosti, katerih velikost je priblizno desetino valovne
dolzine vidne svetlobe, zagotavlja transparentnost pripravka (28). Po nanosu na kozo, nanesen
sloj delcev ni viden, kar je v dana$njem svetu z estetskega vidika Ze skoraj nujno. Ze Brown
in Galley sta ugotovila, da mora biti velikost delcev TiO, manjsa od 100 nm, da je krema po
nanosu transparentna. Vendar pa z nara$¢anjem zaSCitnega faktorja kreme nara$ca tudi
koncentracija ND v njej, zato le-ta, ko je presezena doloCena koncentracija TiO, Vv
formulaciji, po nanosu na kozi pusSca belo obarvanje in neprijeten obCutek ne glede na

nanomersko velikost delcev TiO, (28).
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UV zZarki in zaSc¢ita pred njihovim delovanjem

UV zarke lahko razdelimo na UVA in UVB zarke. Prvi imajo nizjo energijo, vendar vecjo
valovno dolzino in posledi¢no vecjo intenziteto. Rezultat tega je, da prodrejo globlje v kozo,
tako da doseZejo usnjico in povzroCijo spremembo v elasticnih vlaknih. Tako prispevajo k
nastanku tako imenovane solarne elastoze. Gre za propad elasti¢nih vlaken, ki ga povzroci
sonce, kar vodi do drobnih gubic in gub na predelih koze, ki so bili izpostavljeni son¢ni
svetlobi (29). Posledi¢no se koza “stara”. Na drugi strani so UVB Zzarki z manjSo valovno
dolzino in vecjo energijo; posledica njihovega delovanja so akutni u¢inki (son¢ne opekline).
Gre za bole¢ dermalni eritem, katerega posledica je lahko kozni rak, ki je obiCajno rezultat
sinergistiénega delovanja tako enih kot drugih elektromagnetnih valov (30). Uporaba
formulacij zgolj z UVB zasCito prepreCi nastanek soncnih opeklin, vendar lahko hkrati
podaljsa cas, ki ga bo posameznik prebil na soncu brez akutno vidnih posledic, kar pa ima za
posledico pospeseno staranje koze. Edina smiselna je torej uporaba kombinacije snovi, ki
S¢itijo tako pred UVA kot UVB zarki. Danes je vse pogostejSa uporaba UV filtrov tudi v
obi¢ajnih dnevnih kremah, kar zagotavlja zas¢ito koze skozi ves dan in celo leto ter ne samo
poleti (30).

Glede na mehanizem delovanja delimo UV filtre na kemi¢ne UV filtre (spojine, ki UV
svetlobo absorbirajo) in fizikalne UV filtre (spojine, ki UV svetlobo odbijajo in sipajo).
Vendar pa tudi fizikalni UV filtri svetlobo absorbirajo, ¢e so delci dovolj majhni. Ker pa so
prvotno razviti fizikalni UV filtri vsebovali delce mikrometrskih velikosti, ki so svetlobo zgolj
odbijali in sipali, se je razdelitev na kemijske in fizikalne ustalila in obdrzala. Danasnji UV filtri,
ki temeljijo na ND, po tej razdelitvi sodijo tako med fizikalne kot tudi kemijske. Mehanizem
delovanja TiO, kot UV filtra torej temelji na kombinaciji absorpcije, odbijanja in sipanja
svetlobe vseh valovnih dolzin. ND TiO; v povprecju absorbirajo okrog 70 % vpadne svetlobe.
Mehanizem je shematsko prikazan na Sliki 7. Vpadna UV svetloba se na delcih sipa in
absorbira. Ce je energija vpadne svetlobe visja ali enaka razliki energije valen¢nega in
prevodnega pasu (energiji prepovedanega pasu), se svetloba absorbira, saj se elektroni
vzbujajo v vi§ja energijska stanja v prevodni pas, tako da v valencnem pasu nastanejo "luknje"
valen¢nega pasu. Zaradi absorpcije ima sipana svetloba niZjo energijo (ve€jo A), cemur
pravimo neelasticno sipanje. Sipana svetloba se sipa naprej na ostalih delcih, ki jih zadene,
vendar je to sipanje elasticno, saj je energija te sipane svetlobe nizja od energije
prepovedanega pasu, zato ne pride do absorpcije. Nanokristalini¢ni TiO2 torej absorbira

svetlobo z A enako ali nizjo od 400 oz. 387 nm (31).
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Slika 7: Shematski prikaz mehanizma delovanja TiO, kot UV filtra. Modre puscice
predstavijajo vpadno UV svetlobo, ki se delno sipa (zelene puscice), delno pa absorbira. Po

absorpciji pride do relaksacije, pri cemer se emitira svetloba (rdece puscice) (32).

1.6.3 Protitumorsko delovanje

Po nekaterih raziskavah sode¢, ND TiO, zavirajo rast in razmnozevanje tumorskih celic,
medtem ko na normalne ne vplivajo ali pa je njihov u¢inek minimalen. Tumorske celice
fagocitirajo ND, ki se zdruzijo z lizosomi, kar ima lahko za posledico uni¢enje celice. V
raziskavah so ND TiO, uporabili kot fotoobcutljivo spojino za fotodinami¢no terapijo
endobronhialnega in ezofagalnega raka (32).

ND TiO; s funkcionalizirano povr$ino (povrSina prekrita s polimeri z aktivnimi -OH, -NH ali
-COOH skupinami) dokazano uni¢ujejo tumorske celice, vendar pa in situ izpostavitev UV
svetlobi omejuje njihovo uporabo. Tako ima zdravljenje s fotoaktivacijo Se dolocene
omejitve, ki jim bo potrebno poiskati resitve. UV zarki ne morejo prodreti globoko v tkivo in
zato je njihova uporaba omejena zgolj na “povrSinske” tumorje, prav tako pa je nastajanje
ROS pod vplivom UV svetlobe kratkotrajno, zato ne more zagotoviti kontinuiranega

pobijanja rakavih celic (33).
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1.7 Toksicnost TiO,

Delci TiO; z velikostjo >100 nm so znani kot biolosko inertni in netoksi¢ni tako za ljudi kot
za zivali in ze izvedene Studije so pokazale, da ND TiO; ve¢inoma niso cit0- in genotoksi¢ni
(8). Dokazano je tudi, da je toksi¢nost ND TiO, odvisna od njihove koncentracije. Pokazano
je bilo, da lahko do toksi¢nega odziva na celicah oz. tkivih pride tudi po izpostavitvi prakti¢no
netoksi¢nim ND, kadar je njihova koli¢ina zadostna (34). Celice so se sposobne odzvati z
antioksidativno “obrambo” na nizke koncentracije ND, posledica vecjih odmerkov pa so
lahko vnetne reakcije in celo celi¢na smrt (35).
Kljub temu, da se TiO; Ze ve¢ desetletij uporablja kot pigment v kozmetiki, so bile prve
studije o pomenu velikosti delcev za njihovo toksi¢nost objavljene 3ele leta 1990. Ze takrat so
dokazali, da je toksicnost delcev odvisna od njihove velikosti in da prisotnost ND TiO;
povzroca nastanck ROS, tako zunaj (fotokataliza) kot znotraj celic. Obseg nastajanja ROS je
znatno vecji v primeru delcev nanometrskih kot mikrometrskih velikosti (10). In ¢eprav so
delci v pigmentih naceloma mikronskih velikosti, so med njimi lahko prisotni ND, zato je
pomembno poznati poleg povpreéne velikosti delcev tudi porazdelitev velikosti (6). Dokazano
je bilo, da delci TiO; velikosti 10 — 20 nm ze v odsotnosti UV svetlobe na bronhialnih
epitelijskih celicah sprozijo oksidativne poskodbe DNA, lipidno peroksidacijo, nastajanje
vodikovega peroksida in dusikovega oksida, medtem ko delci anatasa vecji od 200 nm takSnih
ucinkov nimajo (13). Manjsa velikost delcev namre¢ Ze sama po sebi (v odsotnosti UV
svetlobe) pomeni vecjo reaktivnost. Koli¢ina ROS, ki nastane, pa je ob prisotnosti UV
svetlobe $e vecja, saj absorbirana svetloba $e dodatno poveca reaktivnost delcev (36).
Wang s sodelavci je dokazal, da so toksi¢ni u¢inki ND prehodne narave, saj si lahko celice v
dolocenih pogojih po odstranitvi ND opomorejo, kar pa je odvisno od pogojev, katerim so
bile predhodno izpostavljene (¢as in koncentracija ND) (37).
V projektu Nanoderm so testirali standardne dermalne formulacije in komercialno dostopne
avtoradiografije so dokazali, da ND TiO,, zlasti tisti, ki so obloZeni, ne povzrocajo $kodljivih
ucinkov na zdravi kozi. Obloga preprecuje njihovo agregiranje, hkrati pa tudi pojav skodljivih
fotokataliti¢nih lastnosti, npr. tvorbo ROS. Ugotovili so, da ND mehansko prodirajo v vrhnje
sloje roZene plasti, vendar ne vstopajo v vitalno tkivo. Izpostavitev zivih celic koZze ND je
zato pod mejo detekcije in upostevajo¢ celi¢ni odziv so sklenili, da uporaba son¢nih krem z
ND TiO; ne predstavlja tveganja za zdravje posameznika, ¢e je koza zdrava (38).
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1.7.1 Mehanizmi toksi¢nosti ND TiO»

Citotoksi¢nost ND TiO; je odvisna od njihove velikosti. Tako zelo drobni ND (<100 nm)
lahko povzrocajo vnetja, fibroze, poskodbe dednega materiala in plju¢ (39). Zaradi moznosti

prehoda skozi subepitelijski prostor lahko prehajajo tudi kozo in vplivajo na imunski sistem
(40).

Tako ima prisotnost ND TiO, lahko Stevilne posledice:

- tvorbo ROS in indukcijo z oksidativnim stresom povezanih genov za encime kot so hem
oksigenaza-1, tioredoksin reduktaza, glutation-S-transferaza in katalaza; hkrati pride do
zmanj$anja koli¢ine glutationa (GSH) v celici, kar lahko ima za posledico programirano
celiéno smrt tj. apoptozo (41). In vitro Studije izvedene na razli¢nih celi¢nih sistemih
kaZejo razli€ne stopnje vnetnih in s celiénim stresom povezanih odzivov, ki se kazejo s
spremembami v ekspresiji genov in celidnega signaliziranja (povezanega s Ca®" in
citokini).

- vnetje, ki se kaze s povecano koli¢ino interlevkinov (IL-1, IL-6, IL-8), TNF — a, idr.

- alergije,

- spremembo funkcije mitohondrijev,

- poskodbo DNA in proteinov,

- vplive na imunski sistem idr.

Vsi ti uéinki vodijo v zmanjSanje celi¢ne povr$ine, zmanjSane proliferacije in mobilnosti celic
ter zmanjSanje sposobnosti kré¢enja kolagena (8). Nekatere Studije dokazujejo, da lahko ND
TiO, prehajajo neposkodovano kozo in da jih lahko zaznamo ne le v krvi, ampak tudi v drugih
tkivih. Lademann s sodelavci je ugotovil, da ze mikrometrski delci TiO, prehajajo skozi
rozeno plast in skozi nekatere lasne folikle ter lahko vplivajo na imunski sistem (42). Vendar
pa veé $tudij govori v prid domnevi, da ND skozi neposkodovano kozo ne prehajajo (43).
Ceprav nabor informacij o varnosti dermalne uporabe ND TiO, narai¢a, je vedenje $¢ vedno
pomanjkljivo, zato ne moremo govoriti o zanesljivi varnosti le-teh (44). Najbolj je
pomanjkljivo prav vedenje o posledicah dolgoro¢ne in kontinuirane izpostavitve, ki pa je
glede na obseg uporabe ND prav gotovo klju¢nega pomena za potrditev njihove varnosti.
Hkrati je pogosto tezavna interpretacija razpolozljivih rezultatov in vitro Studij, saj se v
Studijah uporablja kemijsko razlicne ND, razlicne celicne kulture, prav tako pa se razlikuje

nacin izpostavitve in njeno trajanje.
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1.7.2 Fotoaktivacija in tvorba ROS

Uporaba ND lahko povzroc¢i tvorbo radikalov, kar se Se poveca pod vplivom svetlobe.
Kanadski znanstveniki so ze leta 1997 dokazali, da delci, ki so jih izolirali iz son¢ne kreme,
povzro€ijo tvorbo hidroksilnih (OH") ionov, ki lahko poskodujejo DNA ter vodijo do
nastanka koznega raka (45). Delci nanometrskih velikosti poleg sipanja svetlobe, le-to tudi v
veliki meri absorbirajo - ND TiO; absorbirajo priblizno 70 % vpadne UV svetlobe. Zaradi
absorpcije svetlobe preide e iz najvi§je energijske ravni na prvo vzbujeno raven, pri ¢emer
nastanejo prosti e in valenéne luknje (h*). Oboji lahko reagirajo s prisotno vodo in kisikom
ter povzrocajo tvorbo radikalov. SproZijo se lahko verizne reakcije, ki vodijo do nastanka
toksi¢nih in alergenih produktov, ki lahko poskodujejo tkivo ali uni¢ijo druge komponente

dermalne formulacije (Slika 8).
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Slika 8: Shema nastanka radikalov, ki ga katalizirajo ND TiO, (32).

Skodljive fotokataliti¢ne lastnosti nanokristaliniénih fizikalnih UV filtrov lahko prepredimo
oz. jth zmanjSamo, ¢e delce oblozimo s spojinami, ki tvorijo hidratirane okside, ki lovijo
nastale hidroksilne radikale. Taki spojini sta npr. aluminijev oksid in silicijev oksid. (31).

Dokazano je tudi, da delci TiO; sprozijo znotrajceli¢no tvorbo ROS v alveolarnih makrofagih
in fagocitih, kar vodi do oksidativnega stresa in ima za posledico razpad membranskih
struktur, peroksidacijo membranskih lipidov, neravnoteZje znotrajcelicnega kalcija in
spremembe v metabolnih poteh. Prav tako se poveca koncentracija IL-8 v endotelijskih
celicah in zniza koncentracija GSH v makrofagih. Vse to lahko vodi v programirano celi¢no

smrt — apoptozo (46).

27



1.8 In vitro metode dolocanja toksi¢nosti ND na celi¢nih kulturah

Glede na veliko uporabo nanotehnologije na vseh podrocjih ¢lovekovega zivljenja, je potreba
po zanesljivih metodah, referencnih materialih in standardnih protokolih vedno vecja.
Trenutno so in vitro testi na celicah v ospredju tako pri dolo¢anju toksi¢nosti, pri testiranju
biomaterialov kot tudi pri testih izpostavljenosti snovem v okolju. Pri testiranju toksi¢nosti
ND so osnova eksperimentov: nastajanje ROS, celi¢no prezivetje, celi¢ni stres, morfologija
celic in privzem ND v celice (47).

a) Tvorba ROS

Izpostavljenost ND vodi v celicah do tvorbe ROS in prevladujo¢ model za doloc¢anje tvorbe
ROS so fagocitne celice (48). Nekateri testi temeljijo na neposrednem merjenju koli¢ine ROS,
drugi testi pa so posredni in temeljijo na opazovanju posledic njihovega nastanka. Direktno
merjenje ROS temelji na merjenju fluorescence, kot posledice reakcije nastalin ROS z
dodanim reagentom, lahko pa nastanek ROS merimo z elektronsko paramagnetno (spinsko)
resonanco (EPR). V prvem primeru nastali ROS oksidirajo reagent, kar vodi do nastanka
spojine, ki fluorescira, kar lahko merimo. Pri EPR merimo prehod med elektronskimi nivoji
prostih elektronov v magnetnem polju. Prosti elektroni izvirajo iz ROS ter reagirajo z
dodanim reagentom (48).

Indirektne metode pa obsegajo merjenje koli¢ine npr. GSH, ki ga kot odgovor na nastanek
ROS zac¢ne tvoriti ogrozena celica (49). Spet druge pa merijo obseg poskodb DNA ali

membran celic, ki so posledica nastanka ROS (50).

b) Celi¢no prezivetje

Testi celicnega prezivetja temeljijo na reakcijah celicnega metabolizma. Vecinoma
ugotavljamo delez mrtvih ali Zivih celic v kulturi. Zive najpogosteje ugotavljamo s pomo¢jo
reagenta, ki se v prisotnosti celicnih encimov razbarva, obarva ali kako drugace spremeni,
kar lahko kvantitativno ali kvalitativno izmerimo s kolorimetricnimi ali fluorescenénimi
tehnikami. Reagenti, ki se v ta namen uporabljajo so lahko S$tevilni, npr. nevtralno rdece,
triptansko modrilo, resazurin idr. Princip testov pa je lahko tudi merjenje koli¢ine sprosc¢enih
npr. laktat dehidrogenaze, ATP-ja, adenilatne kinaze ali pa se meri npr. mitohondrijski

membranski potencial (50, 51).
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Edina trenutno validirana metoda testiranja toksi¢nosti, ki je bila tudi vklju¢ena v REACH
direktivo (»Registration, Evaluation, Autorisation of Chemicals«), je privzem nevtralno
rdecega (NRU — Nevtral Red Uptake) v fibroblaste celicne linije NIH3T3, kjer se barvilo
akumulira v lizosomih zivih celic, kar lahko dolo¢imo z merjenjem absorbance ali
fluorescence (52). Drugi testi vrednotijo nastanek fragmentirane DNA v apoptoti¢nih celicah
kot npr. ELISA ali TUNEL test ter tako posredno delez mrtvih celic v vzorcu (53).

NajenostavnejSi testi celiCnega prezivetja temeljijo na Stetju zivih/mrtvih celic pod
svetlobnim mikroskopom, kjer rezultate primerjamo s kontrolnim vzorcem in jih kvalitativno
ali kvantitativno ovrednotimo (53). Mrtve celice so znacilno okrogle, niso ve¢ pritrjene (velja
za pritrjene celi¢ne kulture), jedra pa vidimo (po obarvanju) zaradi kondenzacije kromatina
manjSa. Vendar pa se taki, mikroskopski testi prezivetja najveckrat uporabljajo za potrditev

rezultatov drugih, prej opisanih metod (54).

c) Celicni stres

Pri teh testih ugotavljamo ucinke izpostavitve celic ND, ki za celice niso smrtni. Lahko gre za
spremembe Vv izraZzanju genov, sposobnosti fagocitoze ali pa vnetne reakcije, ki vodijo do
spremenjenega fenotipa (55). Spremembe v izraZanju genov najpogosteje ugotavljamo z
verizno reakcijo s polimerazo (PCR), njeno novejSo razli¢ico PCR v realnem Ccasu,
spremembe Vv izrazanju proteinov pa z »western blotting« testom. Najpogosteje dolocamo
gene npr. CDKN1A, NF-kB, GADD45p, IL-6, NFkBIA, EGFP ali proteine npr. laminin, (-
aktin, ciklin D3, kolagen 1V (54).

Najpomembne;jsi proteini, ki so pokazatelj vnetnih reakcij, so citokini. Le-te lahko dolocamo
neposredno z razlicnimi imunskimi tehnikami kot so ELISA, kjer dolo¢amo en citokin, ali pa
LINCOplex, kjer dolocamo npr. osem citokinov (56). Z najnovejSimi tehnikami pa lahko
hkrati dolo¢amo $e ve¢ vrst teh molekul. Ena od teh je razli¢ica preto¢ne citometrije (CBA —
»Cytometric Bead Assay«), kjer se razvrs¢a celice glede na njihovo fluorescen¢no aktivacijo,
ki jo dosezemo s fluorescenéno oznacenimi protitelesi, ki se vezejo na specifiéne citokine
(57). Do danes so doloc¢ili le nekaj (< 10) citokinov v celicah, ki so bile izpostavljene ND,
vendar pa je to prav gotovo podrocje, ki veliko obeta in nam bo v prihodnje povedalo veliko
ve¢ o celicnem odzivu na prisotnost ND (55). Kot alternativa testom na sesalskih celicah se
lahko uporabljajo tudi testi na bakterijskih in drugih enoceli¢arjih, npr. E. Coli ali
Tetrahymena thermophila (58).
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d) Privzem ND v celico

Obseg in nacin vstopa delcev v celice, njihovo lokalizacijo in gibanje v celicah ugotavljamo s
pomocjo razliénih mikroskopskih metod. Najpogosteje uporabljamo presevno elektronsko
mikroskopijo (TEM) in njene razli¢ice visoko lo¢ljivostni TEM (HR-TEM) ali »energy-
filtering« TEM (EFTEM) (59, 60, 61). Dodatno se lahko za ugotavljanje privzema ND
uporabljata tudi laserska »scanning« mikroskopija in »electron energy loss« spektroskopija
(EELS) (62). Pomembna metoda, s katero lahko pridobimo informacije o mehanizmih
potovanja ND, njithovi adheziji in nacCinih njihove interakcije s posameznimi celinimi

komponentami je »Multiple Particle Tracing« (MPT) in njene razliice (63).

e) Resetanje visoke zmogljivosti — »High-throughput screening« (HTS metode)

Te metode omogocajo soCasno testiranje razlinih vrst ND v razli¢nih koncentracijah na
razlicnih celi¢nih linjjah. Zanje so potrebne izjemno napredne naprave, ki omogocajo
uporabo mikrotitrskih ploscic s 384 vdolbinami (»384-well plate), metode detekcije pa so
tudi tu merjenje fluorescence ali luminiscence. Metode so izjemno hitre in enostavne, a so

danes ve¢inoma $e malo v uporabi (64).

Preglednica IV: Nekateri in vitro testi doloc¢anja toksicnosti ND na celicah (55).

Test citotoksi¢nosti Princip detekcije

Celi¢no prezivetje

MTT, MTS kolorimetricna detekcija mitohondrijske
aktivnosti

LDH kolorimetri¢na detekcija spros¢anja LDH

Nevtralno rdece kolorimetri¢na detekcija nepoSkodovanih
lizosomov

Kaspaze fluorimetri¢na detekcija aktivnosti kaspaze-3

(marker apoptoze)

Stresni odziv
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1.9 Zakonodajni vidik

ND vsekakor zahtevajo pozornost strokovne in laicne javnosti, saj so mnogi Ze prisotni na
trzis¢u, regulativa glede varnosti le-teh pa zamuja po vsem svetu. Pri toksikoloskih $tudijah je
potrebno ovrednotiti izpostavljenost ¢loveka preko prebavnega trakta, koze in dihal in
upostevati obrambne mehanizme, da lahko potem dolo¢imo tiste »varne« koli¢ine, ki smo jim
Se lahko izpostavljeni, upostevaje celoten zivljenjski cikel ND od sinteze do razgradnje (65,
66). Prouciti je potrebno tako lokalne kot sistemske ucinke ND. Tezave pri vrednotenju
toksi¢nega potenciala ND povzrocajo tudi razlicne oblike v katerih se ND nahajajo, razli¢ni
kemizmi samih ND, spremembe povrSine ND in vehikli, v kateri so ND dispergirani.
Posledica nehomogenosti razreda ND so razliéni mehanizmi delovanja in farmakokinetika v
razlicnih tkivih. V veliko pomo¢ raziskovalcem pri delu bi bil razvoj standardov {j.
referen¢nih nanodelcev.

Mnoge regulatorne agencije ne razlikujejo med nanotehnoloSkimi izdelki in klasi¢nimi
proizvodi, zato nanotehnoloSka proizvodnja in izdelki do sedaj niso bili posebej zakonsko
regulirani. Snovi nanometrskih velikosti so obravnavane kot variacije ze obstoje¢ih
materialov ali formulacij in zanje ni zahtevana loCena registracija. Za enkrat regulatorni
organi Se ne upostevajo edinstvenih bioloskih lastnosti in potencialnega tveganja pri uporabi
nanodelcev kot tudi ne dejstva, da se lahko toksi¢ni profil nanodelcev bistveno razlikuje od
toksi¢nega profila ve¢jih delcev istega kemizma. The Royal Society, ena vodilnih znanstvenih
avtoritet, je leta 2004 v sodelovanju s Kraljevo akademijo (The Royal Academy of
Engineering) Ze izdala porocilo o nanotehnologijah. Eden glavnih zakljuckov je bil, da bi
morali nanodelce obravnavati kot novo vrsto kemikalij, ker nanodelci sicer kemijsko ostanejo
enaki ve¢jim delcem enake snovi, povsem pa se razlikuje njihova interakcija s telesom. Na
njihovo poroéilo je odreagirala Evropska komisija za za$¢ito zdravja in potro$nikov, ki je
dala izdelati mnenje o toksi¢nosti nanodelcev komisiji neodvisnih znanstvenikov, ¢lanom
SCCP (Znanstvenega odbora za potrosniSke proizvode). Z njimi so sodelovali tudi SCHER
(Znanstveni odbor za zdravije in okoljska tveganja) in SCENIHR (Znanstveni odbor o novih in
novo odkritih zdravstvenih tveganjih). Mnenje so izdali junija 2007 pod delovnim naslovom
Nanoderm. Ugotovitve kaZejo, da nobena od obstoje¢ih metod ne ugotavlja toksi¢nosti pri
veCkratni uporabi in dolgorocne toksi¢nosti, hkrati pa je v dokumentu postavljenih pet

kriterijev za dolocanje toksi¢nosti nanomaterialov. Vendar pa je celoten dokument zgolj

31



mnenje skupine znanstvenikov (SCCP), ki ni nujno usklajeno s pogledi in mnenji Evropske
unije (6).

V prihodnosti bo potrebno upostevati ne le vpliv ND na bioloske sisteme v primerjavi z ze
znanimi delci, marve¢ tudi nove potencialne tar¢ne organe in nacine vnosa v organizem.
Preuciti bo potrebno porazdelitev ND po telesu in posledice uporabe ter ovrednotiti
potencialne pozitivne in negativne posledice uporabe, saj so ND prav gotovo nova revolucija

na vseh podro¢jih nasega Zivljenja.
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2 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je ugotoviti vpliv ND TiO; na keratinocite po krajsem (24, 48 in 72
h) in daljSem cCasu izpostavitve (3 mesece). V raziskavi bomo kot vzoréne ND uporabili
anorganske delce TiO; v polimorfni obliki anatas. Prvi cilj naloge bo pripraviti disperzijo ND
za nanos na celice, saj celic ne moremo izpostaviti ND v suhi obliki. Optimirali bomo metodo
priprave disperzije ND z minimalno povpre¢no velikostjo delcev, hkrati pa bo sprejemljiva z
vidika temperaturne obremenitve vzorca. Za dispergiranje delcev v mediju bomo uporabili
soniciranje v UZ kadicki in soniciranje z uporabo UZ sonde. Spremljali bomo povprecno
velikost delcev v mediju, porazdelitev velikosti delcev in temperaturo vzorca v odvisnosti od
¢asa in nacina soniciranja. Optimirano metodo bomo nato uporabili za pripravo disperzij ND
v MEM mediju, ki jih bomo uporabili v drugem delu nase raziskave za $tudije u¢inkov ND na
celi¢ni liniji keratinocitov.

Celi¢no linijo keratinocitov bomo uporabili za ugotavljanje in vitro varnosti oz. toksi¢nosti
ND TiO,, saj so keratinociti tudi v in vivo pogojih tiste celice, ki so izpostavljene vplivom
ND, ki jith na kozo nanaSamo z razlicnimi dermalnimi formulacijami. Najprej bomo
ugotavljali u¢inke ND v koncentracijskem obmod¢ju 0,05 - 10 pg/mL na celice pri izpostavitvi
po 24, 48 in 72 h. Na podlagi dobljenih rezultatov kratkoro¢nih $tudij bomo s koncentracijami
ND, ki se bodo izkazale kot varne, zaceli 3 mesecno dolgorocno Studijo, kjer bomo celice
kontinuirano izpostavljali ND TiO, dolo¢ene koncentracije. Med poskusom bomo ovrednotili
vpliv ND tako, da bomo rast celic spremljali pod invertnim svetlobnim mikroskopom,
ugotavljali njihovo Stevilo s Stetjem in po dolo¢enem Stevilu dodanih odmerkov pripravili
fluorescencno oznacene preparate ter mikroskopsko ugotavljali morebitne spremembe v
primerjavi s kontrolnimi netretiranimi celicami. Po zakljuéenem tri mese¢nem poskusu bomo
z vrsticno elektronsko mikroskopijo ugotavljali spremembe v morfologiji povrSine
keratinocitov, ki bodo izpostavljeni ND TiO,, s presevno elektronsko mikroskopijo bomo
skusali ugotoviti ali ND vstopajo v celice in, ¢e vstopajo, kje v celicah jih nahajamo oziroma
kje se kopicijo. Nadalje bomo ugotavljali, ali izpostavitev celic ND vpliva na znotrajceli¢ni
nastanek ROS, ali pride do kak$nih vidnih sprememb v obliki in velikosti jeder, aktinskih
filamentov in mitohondrijski aktivnosti celic. Analizirali bomo tudi celi¢ni cikel celic, da bi

ugotovili morebitni vpliv ND na genetski material tretiranih keratinocitov.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1 Izhodne sestavine za izdelavo disperzije nanodelcev TiO,

- Titanov(lV) oksid, v obliki anatasa, nanodelci velikosti < 25 nm, (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Nemcija)
- Medij: MEM (Minimum essential medium), (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nem¢ija)
z dodatki:
o 10 % (v/v) fetalni goveji serum (Gibco® - Invitrogen, ZDA),
o 1% (v/v) n-esencialne aminokisline (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemcija),
o 2 mM L-glutamin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemcija) in
100 U/mL antibiotik (penicilin, streptomicin) in antimikotik (amfotericin B) (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Nemcija).

3.1.2 Celi¢na kultura in reagenti

- Celicna kultura: keratinociti (NCTC2544), ICLC, (Univerza v Genovi, Italija)
- Medij: MEM (Minimum essential medium) z dodatki; glej zgoraj
- Pufer: fosfatni pufer s pH 7,4 (PBS), pripravljen z raztapljanjem 8,0 g NaCl, 0,2 g
KCI, 3,63 g Na;HPO4x12 H,O in 0,24 g KH,PO, v 800 mL destilirane vode,
uravnanjem pH na 7,4 s HCI in dopolnitvijo do 1 L z destilirano vodo, pred uporabo
razdeljen Se na alikvote, steriliziran
- Barvila za barvanje celicnih organel:
e Za mitohondrije: Mito Tracker® Red CMXRos (Molecular probes,
Invitrogen'™ , Anglija)
e Za jedra: Hoechst 33342, 2'-(4-Ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5'-
bi-1H-benzimidazole trihydrochloride, (Honeywell Riedel-de Haen®,
Nemcija)

e Za aktin:
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- Phalloidin—Tetramethylrhodamine B isothiocyanate (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Nemcija), rdeCe obarvanje
- Phalloidin, Fluorescein Isothiocyanate Labeled (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Nemcija), zeleno obarvanje
Sterilna voda: bidestilirana voda, sterilizirana z avtoklaviranjem po postopku za
sterilizacijo vsebine (121 °C, 20 min)
4 % Formalin ali paraformaldehid (Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Nemcija)
Triton® X-100 (Merck, Darmstadt, Nemc¢ija)
MTS reagent (CellTiter 967 Aqueus One Solution Cell Proliferation Assay, Promega
Corporation, Madison, WI, ZDA)
0,25% Tripsin x EDTA (Promega Corporation, Madison, WI, ZDA)
Metanol 99,8% (Fluka, Nemcija)
Tripan modro (Trypan blue solution 0,4 %; Sigma - Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Nemcija)
RNAza A brez DNA (DNase-free RNase A, 1 mg/mL; Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA)
Propidijev jodid (Propidium iodide solution 1mg/lmL; Molecular probes,
Invitrogen™, Anglija)
reagent za detekcijo reaktivnih  kisikovih spojin (ROS), reagent: 2'7-

dichlorodihydrofluorescein diacetate; (Molecular probes, Invitrogen™ , Anglija)

3.2  Aparature

Precizna tehtnica (Mettler Toledo, Svica)

Ultrazvoéna kadicka, (Sonis 4, Iskra, Slovenija)

Ultrazvoéna sonda, (Ultrasonic processor, Cole-Parmer, model CV 33, USA)

PCS naprava, Zetasizer Nano ZS (Malvern, Anglija)

Zascitna mikrobioloSka komora (Iskra PIO, tip M 12 (pretok zraka 0,4 m/s, dimenzija
filtra 1220x610x69 mm, zagotavlja Ciste pogoje dela razreda 4 po 1SO 14644-1)
avtoklav (Kambi¢ Laboratorijska oprema, Semic, Slovenija)

2TM

mikrotitrski Citalec (Safire Tecan, Svica)

pH meter, (SevenMulti, Mettler Toledo, InLab® Expert Pro pH, Svica)
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— avtomatske pipete (BIOHIT za 2-20, 10-100 in 100-1000 uL, za velike volumne
BIOHIT MIDI PLUS, Headquarters Biohit OYJ, Helsinki, Finska; EPPENDORF za
10 uL, Hamburg, Nem¢ija)

— mikrotitrske plos¢ice s 96-imi vdolbinicami (TPP® Techno Plastic Products,
Transadingen, Svica)

— plasti¢ne polistirenske plos¢ice za gojenje celiénih kultur s 6, 12 in 24 vdolbinicami
(TPPR Techno Plastic Products, Transadingen, Svica)

— plasti¢ne epruvete (TPP® Techno Plastic Products, Transadingen, Svica)

— invertni svetlobni mikroskop (Olympus CKX41, Japonska)

— fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX 81

— CO; inkubator (SORVALL" Heraeus, KendroLaboratory products)

— centrifuga CENTRIC 322A (Slovenija)

— vodna kopel (Memmert, Micro+Polo d.o.0., Maribor, Slovenija; Lab Vision
Corporation, Kalifornija, ZDA)

— hemocitometer Neubauer 0,0025 mm? (BRAND, Nem¢ija)

— Stevec celic (Upgreen Counters No. 40047, Tajvan)

— hladilnik (Gorenje, Velenje, Slovenija)

— zamrzovalnik na - 20 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija)

— vortex EV- 202 (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)

— krovna stekelca Assistent (Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim, Nemcija)

— objektna stekla Assistent 50 Elka (Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim,
Nemcija)

— fotoaparat Olympus C-7070, Japonska

— pretocni citometer (FacsCalibur cytometer; BD Biosciences, San Diego, USA)

3.3  Priprava disperzije nanodelcev TiO,

3.3.1 Sterilizacija nanodelcev TiO;

ND TiO, smo sterilizirali v zaprtem steklenem vsebniku v sladu s predpisom v 6. izdaji

Evropske farmakopeje (67) s suho toploto pri 160 °C 2 h.
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3.3.2 Priprava disperzije nanodelcev TiO,

Nasa vzorca sta predstavljali disperzija TiO, v precis¢eni vodi in disperzija TiO; v rastnem
mediju. V plasti¢no epruveto smo v asepti¢nih pogojih natan¢no natehtali priblizno 5 mg ND
TiO; in jim dodali 5 mL medija, se pravi precis¢ene vode ali rastnega medija, tako da smo

dobili osnovno disperzijo s koncentracijo ~ 1 mg/mL.

3.3.3 Soniciranje disperzije TiO, z uporabo UZ kadicke in z UZ sondo

Pripravljeno disperzijo ND TiO, s priblizno koncentracijo 1 mg/mL smo najprej dobro
pretresli in jo nato vpeli v stojalo, tako da je bil vzorec v epruveti potopljen v UZ kadicko.
Vklopili smo soniciranje in v predhodno doloc¢enih ¢asovnih tockah (5, 10, 15, 20 min)
odvzeli vzorce disperzije ter izmerili velikost delcev.

Vzorec smo sonicirali tudi s pomo¢jo UZ sonde, kjer smo uporabili pulzni in kontinuirani
nacin soniciranja. Disperzijo TiO, v epruveti smo vpeli v stojalo in v vzorec potopili UZ
sondo. Epruveto z vzorcem smo potopili v ledeno kopel, da bi preprecili pretirano segrevanje
vzorca zaradi vnosa velike koli¢ine energije s soniciranjem. Pri kontinuiranem soniciranju
smo odvzeli vzorce po 1, 2, 3, 4 in 5 min in izmerili velikost delcev v disperziji. So¢asno smo
izmerili tudi temperaturo vzorca. Pri pulznem naéinu smo izbrali naslednji program
soniciranja: 9,9 s soniciranja, cemur je sledilo 9,9 s premora brez soniciranja. Ta program smo
ponovili 5-krat in v vsaki ¢asovni tocki (po 2, 5, 10, 15 in 20 min) izmerili velikost delcev v

disperziji in temperaturo vzorca.

3.3.4 Vrednotenje velikosti nanodelcev TiO,

Vrstiéna elektronska mikroskopija (SEM)
Velikost in obliko ND smo vizualizirali z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom. Prasek TiO,
smo nanesli na kovinske nastavke z dvostranskim prevodnim ogljikovim trakom (premer 12
mm, Oxon, Oxford instruments, Velika Britanija) in jih opazovali z vrsti¢énim elektronskim
mikroskopom Supra 35 VP (Oberkochen, Zeiss, Nem¢ija) s pospesevalno napetostjo 1,00 kV

in z uporabo sekundarnega detektorja.

Fotonska korelacijska spektroskopija (PCS)
Velikost in porazdelitev velikosti delcev v vodni disperziji ali disperziji v rastnem mediju smo

dolocali s fotonsko korelacijsko spektroskopijo (Zetasizer nano ZS; Malvern Instrument, UK).
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Vzorec disperzije ND smo red¢ili z ustreznim medijem, ki je bil enak disperznemu mediju
same disperzije, vzorce smo ohladili na sobno temperaturo jih prenesli v plasti¢no kiveto za

merjenje velikosti in pomerili velikost delcev.

Pogoji meritev:
- temperatura : 25 °C
- kot merjenja: 90°
- Stevilo ponovitev: 3
- ) laserske svetlobe (He-Ne laser): 633 nm

- lomni koli¢nik medija: 1,330

Metoda temelji na meritvah fluktuacije intenzitete sipane laserske svetlobe, ki je posledica
Brownovega gibanja delcev. Gre za naklju¢no gibanje kot posledico trkov delcev z
molekulami disperznega medija. Ker je gibanje naklju¢no, je zgornja meja velikosti delcev,
katere s to metodo Se lahko merimo, omejena s sedimentacijo, Ki je odvisna tako od velikosti
kot tudi od gostote delcev. Rezultat meritve sta povprecna velikost delcev (hidrodinamski
premer) in polidisperzni indeks (P1), ki podaja porazdelitev velikosti delcev v disperziji.
Polidisperzni indeks (PI) je merilo porazdelitve velikosti delcev in lahko zavzame vrednosti
med 0 in 1, pri ¢emer 0 pomeni monodisperzne, 1 pa zelo polidisperzne delce. Vrednosti Pl <
0,1 kazejo na dobro homogenost vzorca in ozko porazdelitev velikosti delcev, vrednosti Pl >

0,3 pa na vecjo heterogenost (68).

3.4  Presajanje celic in poskusi na celicah

3.4.1 Priprava disperzije nanodelcev TiO, za poskuse na celicah

Predhodno sterilizirane ND smo v asepti¢nih pogojih natehtali v plasti¢no epruveto in jih
dispergirali v takem volumnu rastnega medija, da smo dobili osnovno disperzijo ND s
koncentracijo 1 mg/mL. Osnovno disperzijo ND smo nato sonicirali najprej 10 min v UZ
kadicki, nato $e 10 min na UZ sondi po zgoraj opisanem pulznem programu. Pripravljeno
disperzijo smo red¢ili z medijem in si pripravili serijo red¢itev naslednjih koncentracij: 0,1, 1,
10, 20, 40, 50, 100 in 200 pg/mL pri testih akutne toksi¢nosti ter 1, 10 in 20 ug/mL pri testih
kroni¢ne toksi¢nosti. V LAF komori smo k celicam v mediju dodali enak volumen vzorca (pri

kratkotrajni toksi¢nosti 50 uL, pri dolgotrajnih pa 1 mL) , tako da je bila kon¢na koncentracija
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TiO; na celicah polovico manjsa, se pravi: 0,05, 0,5, 5, 10, 20, 25, 50 in 100 pg/mL pri
kratkoro¢nih testih in 0,5, 5 in 10 pg/mL pri dolgoro¢nih..

3.4.2 lzpostavitev keratinocitov nanodelcem TiO, za Kkrajsi ¢as

Za poskuse kratke izpostavljenosti keratinocitov ND TiO; smo v polistirenske plos¢e s 96-imi
vdolbinicami v 4 paralelkah nasadili po 2,5 x 10% celic v 50 puL medija, v 3 paralelkah pa smo
nanesli samo medij, kar nam je sluzilo za kontrolo. Celice smo inkubirali 24 h pri 37 °C in 5
% CO,, da so se pritrdile na podlago. Nato smo v vse vdolbinice — tiste s celicami in v
kontrolne - dodali 50 uL disperzijo ND, tako da je bila koncentracija ND na celicah 0,05, 0,5,
5, 10, 15, 20, 25, 50 in 100 pg/mL. Vzorce smo inkubirali 24, 48 in 72 h, nakar smo
proucevali prezivetje celic in morebitne spremembe v njihovi morfologiji. Celic nismo

presajali.

3.4.3 lzpostavitev keratinocitov nanodelcem TiO, za daljsi ¢as

Pri dolgoroc¢ni izpostavitvi smo keratinocite redno presajali in jim dodajali ND TiO, treh
razli¢nih koncentracij: 0,5, 5 in 10 pg/mL. V treh mesecih je to pomenilo 20 presajanj in 20
dodatkov ND. Pritrjene celice smo gojili v MEM mediju z dodatki v plasti¢nih polistirenskih
plos¢icah za gojenje celi¢nih kultur z 12 vdolbinicami.

Pred zaletkom eksperimenta smo nasadili v vdolbinico polistirenske plos¢ice z 12
vdolbinicami 1 x 10 celic v 1 mL medija. Vsak ponedeljek in etrtek smo celice presajali, v
torek in petek pa smo dodajali nanodelce. Eksperimente smo izvajali v 3 paralelkah.

S celiéne kulture keratinocitov, ki je rastla pritrjena na podlago, smo odlili rastni medij ter
povrsino sprali s 500 uLL PBS. Nato smo v vsako vdolbinico dodali 300 nL raztopine tripsina,
da smo celice lo¢ili od podlage in porusili medceli¢ne povezave (inkubacija ~ 1 min), kar smo
spremljali pod invertnim mikroskopom. Nato smo tripsin inaktivirali z dodatkom 1 mL
medija z dodanim fetalnim govejim serumom, ki inaktivira tripsin. Celice smo s pipetiranjem
sprali s podlage in jih kvantitativno prenesli v 15 mL centrifugirke ter disperzijo celic
centrifugirali (1200 obratov/min, 5 min). Odpipetirali smo supernatant in celice redispergirali
v 3 mL svezega medija ter jih nasadili v vdolbinice nove plos¢ice z 12 vdolbinicami, tako da
smo v vsako od vdolbinic prenesli 200 pL celi¢ne suspenzije in dodali 800 uL medija. Po tem

smo pod mikroskopom preverili, ali smo prenesli dovolj celic. Po 10, 15 in 20-em odmerku
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pa smo celice presteli in jih red¢ili tako, da smo jih v novo plato nasadili v enakem Stevilu 1 X
10%v 1 mL v vsako od 12 vdolbinic. Pred dodatkom ND k celicam, smo pocakali 24 h, da so

si celice po tripsinizaciji opomogle, oblikovale izrastke in se oprijele podlage.

3.5 Vrednotenje ucinkov TiO, na keratinocitih po kratkotrajni

izpostavitvi

3.5.1 Neposredno opazovanje celicne kulture pod mikroskopom

S pomoc¢jo invertnega svetlobnega mikroskopa (Olympus CKX41, Tokyo, Japan) smo
opazovali rast keratinocitov v kulturi. Kontrolne keratinocite in keratinocite izpostavljene
ND TiO; v koncentracijah 0,05, 0,5, 5, 10, 25, 50, 75 in 100 ug/mL smo po 24, 48 in 72 h
slikali neposredno v plasti¢nih polistirenskih plos¢icah za gojenje celi¢nih kultur ter opazovali
razlike v Stevilu oz. gostoti poras¢enosti in morfologiji celic.

Invertni mikroskop uporabljamo pri delu s celicnimi kulturami, ker omogoca direktno
opazovanje celic v posodi, v kateri rastejo. Pri tej vrsti mikroskopa so objektivi namesceni
pod mizico, zato vi$ina posode ne ovira ostrenja slike tudi pri objektivih z ve¢jimi lastnimi
poveCavami in majhnimi delovnimi razdaljami. Preparat je osvetljen od zgoraj. Posebne
prizme v spodnjem delu mikroskopa svetlobne Zarke, ki prihajajo iz preparata skozi objektiv,
usmerijo zopet poSevno navzgor v tubus z okularjem, ki je names¢en enako kot pri obicajnih
svetlobnih mikroskopih. Tudi pri invertnem mikroskopu je opti¢ni del lahko prirejen tako, da

omogoca faznokontrastno ali fluorescenéno mikroskopijo (69).

3.5.2 Fluorescen¢na mikroskopija

V polistirensko plosco s Sestimi vdolbinami smo na dno vsake vdolbinice polozili predhodno
sterilizirano krovno stekelce in nanj odpipetirali 3 mL disperzije celic tj. 50 x 10°
keratinocitov in jih inkubirali 24 ur pri temperaturi 37 °C in 5 % COg, da so se pritrdili na
podlago. Nato smo dodali disperzijo ND TiO, tako, da je bila koncentracija ND na celicah
0,5, 5in 10 pug/mL. Vzorce smo inkubirali 24, 48 in 72 h ter nato pripravili preparate za
fluorescenéno mikroskopijo. Odpipetirali smo medij in celice sprali s 500 uL PBS. Dodali
smo 500 pL barvila za mitohondrije, da je bila koncentracija na celicah 50 nM, in celice

inkubirali 30-45 min pri 37 °C in 5 % CO,. Sledilo je spiranje s PBS in dodatek 500 pL 4 %
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formalina, da so se celice pritrdile na podlago. Po ponovnem spiranju s pufrom smo za
permeabilizacijo celic dodali 500 uL 0,25 % raztopine detergenta Triton-X 100 in inkubirali
pri sobni temperaturi 10 min. Ponovno smo celice sprali s PBS in dodali 500 pL barvila za
jedra s koncentracijo 20 ug/mL in jih inkubirali 30 min v temi pri sobni temperaturi. Po
ponovnem spiranju s PBS smo dodali §e 500 pL raztopine barvila za aktin s koncentracijo 1
pug/mL in pol ure inkubirali pri istih pogojih kot prej. Nato je sledilo Se zadnje spiranje
preparatov s PBS-om.

Tako tretirane celice smo skupaj s krovnim steklom prenesli na objektno steklo, ki smo ga
predhodno premazali s snovjo, ki prepreCuje bledenje in tako poveCa obstojnost
fluorescen¢nih barvil. Preparate smo pustili v temi vsaj 24 h in nato robove krovnega stekla
premazali z obi¢ajnim lakom za nohte ter jih shranili v hladilniku zas¢itene pred svetlobo.
Pripravljene preparate smo pregledali s fluorescenénim mikroskopom. Celice smo posneli po
rezinah pri filtrih, optimalnih za posamezno fluorescentno barvilo: modro (barvilo Hoechst
33342) pri filtru DAPI, rdece (barvilo Phalloidin—Tetramethylrhodamine B isothiocyanate in
Mito Tracker Red CMXRos) pri filtru Tx-Red, zeleno (Phalloidin Fluorescein Isothiocyanate)
pri filtru FITC. Pri vsakem barvilu smo posebej nastavili intenziteto svetlobe in ¢as
izpostavljenosti svetlobi. Ko smo pod temi pogoji rezine posneli, smo z dekonvolucijo
odstranili signale, ki bi prihajali na posamezno rezino iz zgornje ali spodnje plasti ter bi motili
naso zaznavo fluorescence v posamezni rezini celice. Ker so nekatera barvila fluorescirala pri

ve¢ filtrih, smo meSanje barv odstranili s programom »unmixing«.

3.5.3 Ugotavljanje prezZivetja celic z MTS testom

Celicam, ki smo jih predhodno izpostavili razli¢cnim koncentracijam ND TiO; (0, 0,05, 0,5, 5,
10, 15, 20, 25, 50, 100 pg/mL), smo po 24, 48 in 72 h dodali po 10 uL MTS reagenta in jih
inkubirali 3 h pri 37 °C in 5 % CO,. Nato smo s ¢italcem mikrotitrskih plos¢ic izmerili
absorbanco pri valovni dolzini 490 nm. Rezultate prezivetja celic smo podali relativno glede
na kontrolo tj. celice, Ki jih nismo izpostavili ND.

MTS test temelji na dolo¢anju aktivnost encima mitohondrijske dehidrogenaze, ki je posredni
kazalec prezivetja celic. Gre za kolorimetricno metodo za ugotavljanje Stevila Zivih celic v
Studijah proliferacije in toksi¢nosti. Raztopina MTS reagenta vsebuje 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol (Slika 9) in fenazin etosulfat

(PES), ki izboljsa kemijsko stabilnost reagenta v raztopini.
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Slika 9: Kemijski formuli MTS reagenta in formazana, ki nastane z encimsko reakcijo v

metabolno aktivnih celicah.

MTS tetrazolijev kompleks reducirajo zive celice v rdeée obarvan produkt, ki je topen v
rastnem mediju. Pretvorbo omogoc¢ajo NADPH ali NADH dehidrogenazni encimi v
metabolno aktivnih celicah. Postopek izvedemo z neposrednim dodatkom reagenta v celi¢no
kulturo. Celice z reagentom nato inkubiramo 1 - 4 ure, nakar izmerimo absorbanco pri 490
nm. Absorbanca je sorazmerna Stevilu zivih celic v kulturi in njihovi metabolni aktivnosti
(70).

V primeru dolo¢anja akutne toksi¢nosti smo ND v razli¢nih koncentracijah dodali enakemu
Stevilu celic in opazovali, kako razlicen Cas izpostavitve vpliva na njihovo prezivetje. Le-tega

smo dolocali posredno z merjenjem aktivnosti mitohondrijev.

(Avz— Auo) % 100 %
Prezivetje celic = (A — Ay)

A, absorbanca vzorca
A,,o....absorbanca ND v mediju,
A ...absorbanca kontrolnih celic v mediju, Ki jim je bil dodan le MTS reagent, brez ND,

Ao ... absorbanca medija;
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3.6  Vrednotenje ucinkov TiO, na keratinocitih po dolgotrajni

izpostavitvi

3.6.1 Neposredno opazovanje celicne kulture pod mikroskopom

Med ugotavljanjem ucinkov ND TiO; na celice po daljSem ¢asu izpostavitve smo tekom
poskusa celice ves ¢as kvalitativno spremljali pod invertnim svetlobnim mikroskopom.
Opazovali smo gostoto celic, njihovo morfologijo in pritrditev na podlago. Poleg tega smo
tekom poskusa kroni¢ne toksi¢nosti ugotavljali Stevilsko koncentracijo celic s Stetjem le-teh s
pomoé&jo hemocitometra v Neubauerjevi komori. Stetje smo izvajali po 10, 15 in 20-em
odmerku. Disperzijo tripsiniziranih celic smo dobro premesali ter je 10 uL nanesli s pipeto na
hemocitometer, ki smo ga predhodno sprali s 70 % etanolom in posusili na zraku. Celice smo
presteli pod svetlobnim mikroskopom s pomocjo kvadratne (4x4) mreze in celiCnega Stevca.
Volumen, v katerem $tejemo celice (dimenzije Neubauerjeve komore):

1 mm x 1 mm x 0,1 mm=0,0001 mL = 10* mL

Stevilo celic/mL = (§tevilo vseh prestetih celic/Stevilo prestetih kvadratkov na mreZi
hemocitometra) x faktor redenja x 10*

Presteli smo celice v stirih poljih in dolocili povprecno Stevilsko koncentracijo celic v vzorcu

0z. absolutno Stevilo celic v posamezni vdolbini polistirenske plosce.

3.6.2 Fluorescen¢na mikroskopija

Preparate celic po dodatku 10, 15 in 20-tega odmerka ND TiO, smo pripravili po enakem
postopku kot v primeru kratkotrajne izpostavitve in jih nato pregledali in posneli s
fluorescenc¢nim mikroskopom.

Aktivnost mitohondrijev smo poleg MTS testa ugotavljali tudi kvalitativno preko primerjave
intenzitete fluorescence mitohondrijev pri istih nastavitvah parametrov pod fluorescenénim

mikroskopom.
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3.6.3 Vrednotenje metabolne aktivnosti po dolgotrajni izpostavitvi
nanodelcem TiO,

Tekom vrednotenja uc¢inkov ND na celice po dolgotrajni izpostavitvi smo po 10, 15 in 20-em
dodanem odmerku izvedli MTS test, ki nam je v tem primeru sluzil za vrednotenje razlik v
metabolni aktivnosti celic. V ta namen smo izhajali iz enakega Stevila celic v vseh vzorcih.
Celice smo presteli in 2,5 x 10% celic prenesli v posamezno vdolbinico ploie s 96-timi
vdolbinicami. Po 24 h, ko so se celice pritrdile, smo v vsako vdolbinico dodali 10 uL. MTS
reagenta. Po treh urah inkubacije pri 37 °C in v atmosferi s 5 % CO, smo izmerili absorbanco

vzorcev pri 490 nm ter ovrednotili metabolno aktivnost celic relativno glede na kontrolo.

3.6.4 Vrsti¢na elektronska mikroskopija

Morfologijo povrSine Kkeratinocitov smo vrednotili s pomocjo vrsticne elektronske
mikroskopije (SEM). Po zaklju¢eni 3 meseéni izpostavitvi keratinocitov ND smo jih nanesli
na inserte s porozno membrano (Cell Culture Inserts, BD Falcon, Heidelberg, Nem¢ija) in jih
inkubirali pri 37 °C in 5 % CO; 24 h, da so se pritrdili. Nato smo jih sprali s PBS in jih
fiksirali z raztopino 2 % (m/v) paraformaldehida in 2 % (v/v) glutaraldehida v 0,1 M
kakodilatnem pufru, pH 7,4, 2 h pri 4 °C. Po spiranju z 0,1 M kakodilatnim pufrom in
fiksaciji z 1 % (m/v) OsOy, je sledila dehidracija vzorcev s serijo raztopin acetona in vode
narascajoce koncentracije. Preparate smo nato posusili pri kriticni tocki, jih naparili z zlatom

in opazovali z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom (Jeol JSM 840A).

3.6.5 Presevna (transmisijska) elektronska mikroskopija

Transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM) smo uporabili tako za dolo¢anje privzema in
lokalizacije ND TiO; v keratinocitih, kot tudi za opazovanje morebitnih morfoloskih
sprememb znotrajceliénih organelov po trimeseéni izpostavitvi ND TiO,. Postopek priprave
vzorcev je bil enak kot pri vzorcih za SEM s to razliko, da smo za dehidracijo vzorcev
uporabili serijo raztopin etanola in vode narasé¢ajoce koncentracije. Nato smo vzorce zalili z
epoksi smolo (Epon, Serva, Heidelberg, Germany) in jih prenesli v termostat, kjer je smola pri
38 °C polimerizirala. Ultratanke rezine vzorcev smo kontrastirali s pomoc¢jo uranilaceta in
svinevega citrata ter nato preparate opazovali s presevnim elektronskim mikroskopom
(Philips CM 100).
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3.6.6 Analiza celi¢nega cikla

Po zaklju¢enem 3 meseénem eksperimentu smo 2 x 10° celic v 2 mL medija nasadili v
plos¢ico z 12 vdolbinami. Celice smo inkubirali 24 h, da so se pritrdile na podlago. Nato smo
jih sprali z 2 mL PBS in jim dodali 300 pL raztopine tripsina, s katerim smo celice odlepili od
podlage in porusili medceli¢ne povezave (1 min). Nato smo tripsin inaktivirali z 1 mL medija
z dodanim fetalnim govejim serumom, ki inaktivira tripsin. Celice smo s pipetiranjem sprali s
podlage in jih kvantitativno prenesli v 15 mL centrifugirko. 10 uL celic smo dodali 10 pL
triptan modrega in jih presteli. Ostale celice smo centrifugirali na 1500 obratov/min 15 min.
Odvzeli smo supernatant in sediment dispergirali v volumnu PBS-a, da je bila kon¢na
koncentracija celic 5 x 10° v 200 pL. Tako dobljeno suspenzijo celic smo dobro prepipetirali
in jo prenesli v 4 mL ledeno mrzlega metanola in vzorec inkubirali v zamrzovalniku 1-2 h.

Sledilo je ponovno centrifugiranje na 1500 obratov/min 20 min, odstranitev metanola in
dodatek 500 pL PBS. Disperzijo smo vnovi¢ dobro premesali in dodali 10 uL RNAze
(zacetna konc.=100 mg/mL) ter nato Se 20 uL propidijevega jodida (zacetna koncentracija =
1 mg/mL), premesali in pustili na sobni temperaturi v temnem prostoru 0,5-1 uro. Pred vsako
meritvijo smo vzorec dobro premesali (vorteksirali) in nato dolocili celi¢ni cikel s pretocno

citometrijo.

3.6.7 Znotrajceli¢ni nastanek ROS

Kot enega od kon¢nih poskusov smo Zeleli izvedeti, v kolikSni meri vpliva izpostavitev celic
ND TiO, na stopnjo znotrajcelicnega nastajanja reaktivnih kisikovih spojin (ROS). Celice, ki
so bile izpostavljene 20-tim odmerkom ND, smo nasadili v koncentraciji 5 x 10° celic v 100
puL medija v ¢érno mikrotitrsko plos¢ico s 96-timi vdolbinami in jih pustili 24 ur, da so se
celice pritrdile na podlago. Sledilo je dvakratno spiranje s 100 uL PBS ter nato dodatek 100
puL reagenta za dolocanje ROS, ki smo ga predhodno red¢ili z medijem do delovne
koncentracije 10 uM. Celice smo nato inkubirali pri 37 °C 20 minut, jih ponovno spirali s
PBS-om, ter nato merili fluorescenco z ekscitacijo pri 498 nm in emisijo pri 522 nm.

Znotrajceli¢no nastajanje ROS smo ovrednotili z reagentom diklorofluoresceinom (DCFH), ki
smo ga celicam dodali v obliki diacetata (DCFH-DA). Molekule le-tega pasivno prehajajo v
celice, Kjer jih deacetilirajo nespecifi¢ne esteraze. Molekula DCFH tako ostane ujeta v celici,
in se pod vplivom ROS oksidira do fluorescentne oblike 2',7'-diklorofluoresceina (DCF), ki je

pokazatelj znotrajcelicne oksidacije (71).
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4 REZULTATI in RAZPRAVA

4.1 Izdelava in vrednotenje disperzije nanodelcev TiO,

4.1.1 Vpliv nacina in ¢asa soniciranja na velikost delcev TiO, v disperziji

Bioloski u¢inek delcev je odvisen od njihove velikosti, kar pomeni, da imajo lahko delci
drugacen ucinek, ¢e so zdruZzeni v agregate, kot ¢e so prisotni posami¢no. Zato smo pred
proucevanju vpliva TiO, ND na celice optimirali postopek izdelave disperzije, da bi
agregacijo v najve¢ji mozni meri zmanjSali. Za dispergiranje delcev smo uporabili soniciranje
v ultrazvo¢ni kadicki ali z ultrazvo¢no sondo. Prvi naéin soniciranja je manj obremenjujo¢ za
vzorec, saj je jakost ultrazvoka manjSa v primerjavi s soniciranjem z UZ sondo. Rezultati
kazejo, da smo z uporabo UZ kadicke tako v vodi kot v rastnem mediju razbili le najvecje
agregate ND, saj se povprecna velikost delcev ni spustila pod 1000 nm. Najmanj$o povpre¢no
velikost delcev smo izmerilo po 20 min soniciranja in je znaSala 1090 nm; Ze po 10 min pa je
bila povprecna velikost v vodi 1183 nm. Ugotovili smo, da se z daljSanjem ¢asa soniciranja
povprecna velikost delcev v disperziji bistveno ne spreminja. Tudi temperatura vzorca se med
soniciranjem v UZ kadicki ni bistveno spreminjala in ni presegla 37 °C, zato vzorcev nismo
hladili. Temperaturo vzorca smo spremljali, ker bi lahko pretirano segrevanje zaradi vnosa
energije s soniciranjem povzroc€ilo spremembo lastnosti medija npr. denaturacijo proteinov v
rastnem mediju, cemur smo se zeleli izogniti.

Pri uporabi UZ sonde smo ugotovili, da se velikost delcev v vodi in mediju signifikantno ne
razlikuje. Nekoliko manjsi so bili delci v vodi, kjer je bila povprecna velikost 414,9 £4,5 nm,
medtem ko je bila le-ta v mediju 463,6 + 12,8 nm. Ta razlika v izmerjeni velikosti je lahko
posledica sestave disperznega medija, ki je definiran s svojo viskoznostjo, pH-jem, ionsko
mocjo in prisotnostjo proteinov (6). Slednji (npr. goveji serumski albumin) so
makromolekule, ki se lahko adsorbirajo na povr§ino delcev v disperziji in tako povecajo
njihovo povpreéno velikost, ki jo izmerimo s fotonsko korelacijsko spektroskopijo, ali celo
povecajo teznjo delcev po agregaciji (72).

PI nasih disperzij ND TiO; se je v vodi gibal od 0,22 do 0,33, v rastnem mediju pa od 0,28 pa
do 0,37, kjer je bil v povpre¢ju vseskozi nekoliko vecji (Preglednica V), kar kaze, da medij, v
katerem delce dispergiramo, vpliva na njihovo disperzibilnost. Vrednost PI se ne zmanjSuje

casovno odvisno in je v povprecju priblizno enaka, odvisna le od disperznega medija.
46



Vrednosti PI kazejo na precejSnjo heterogenost vzorcev tj. prisotnost agregatov razli¢nih

velikosti.

Preglednica V: Vrednosti PI pri pulznem soniciranju z uporabo UZ sonde v vodi in v

rastnem mediju.

Cas [min] Voda Rastni medij
2 0,268 +/- 0,028 0,315 +/- 0,039
5 0,269 +/- 0,013 0,310+/- 0,042
10 0,284 +/- 0,024 0,341 +/- 0,018
15 0,224 +/- 0,023 0,360 +/- 0,0013
20 0,231 +/- 0,020 0,281 +/- 0,006

Pri uporabi UZ sonde v pulznem naéinu v zacetku vidimo trend zmanjSevanja povpreéne
velikosti delcev s ¢asom soniciranja, ki pa se Ze nekje po 5 min ne spreminja ve¢ znatno in po
10 min soniciranja doseZze minimalno vrednost (463,6 nm) (Slika 10).

Pri soniciranju z UZ sondo pride do vnosa velike koli¢ine energije in vzorec se, ¢e ga ne
hladimo, mo¢no segreva, zato smo soniciranje izvajali na ledeni kopeli. Za¢etna temperatura
vzorca je bila zaradi predhodnega soniciranja v UZ kadicki okrog 37 °C in se je, kot prikazuje
Slika 10, med pulznim soniciranjem z UZ sondo na ledeni kopeli na zaéetku znizevala ter se

nato ustalila nekje pri 25 °C.
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Slika 10: Povprecna velikost delcev (1. in 2. ponovitev) v odvisnosti od c¢asa soniciranja z

UZ sondo pri pulznem nacinu ter ¢asovno spreminjanje temperature.
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Pri kontinuirani uporabi UZ sonde (torej brez vmesnih »odmorov«) je bila izmerjena
povprecna velikost delcev istega velikostnega razreda kot pri pulznem nacinu soniciranja
(Slika 11). Opazili smo podoben trend zmanjSevanje povprecne velikosti delcev s ¢asom kot
pri pulznem nacinu soniciranja. Minimalna povprec¢na velikost je bila 483,4 nm, kar smo
dosegli ze po 5 min soniciranja. Vzorec se je pri tem nacinu soniciranja, kljub uporabi ledene
kopeli, mo¢no segreval (Slika 11) in temperatura vzorca je ze po 3 min soniciranja presegla
40 °C. Tako visoki temperaturi pa smo se zaradi sestavin medija zeleli izogniti. Rastni medij

vsebuje proteine, ki bi pri teh pogojih lahko denaturirali.
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Slika 11: Povprecna velikost delcev (1. in 2. ponovitev) v odvisnosti od casa

kontinuiranega soniciranja z UZ sondo ter casnovno spreminjanje temperature vzorca.

Na podlagi dobljenih rezultatov smo se odlo¢ili, da bomo vzorce pred sonicirajem z UZ sondo
predhodno 10 min sonicirali v UZ kadicki, da razbijemo najvecje agregate, nato pa bomo

vzorec pulzno sonicirali 10 min na ledeni kopeli (kar skupaj s premori pomeni ~ 20 min).

4.1.2 Vrednotenje velikosti in morfologije delcev TiO,

Proizvajalec ND TiO; v specifikaciji navaja, da je povpre¢na velikost delcev manjsa od 25
nm. Analiza vzorcev s fotonsko korelacijsko spektroskopijo pa je pokazala, da imajo delci
TiO;, v disperziji povpre¢no velikost nekaj pod 500 nm, PI pa se je gibal nekje od 0,28 pa vse
do 0,45. To kaze na veliko teznjo po agregaciji ND TiO; tako v vodi kot v rastnem mediju;
sorazmerno velik PI pa kaze, da delci v disperziji niso enotne velikosti. Do podobnih
rezultatov so v raziskavah prisli tudi drugi raziskovalci (73, 74). Ugotovili so, da je povprecna
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velikost delcev v mediju ~ 330 nm pri 37 °C v prvi in ~ 480 nm v drugi raziskavi, kjer je bila
specificirana velikost delcev TiO, 15 nm. Majhni delci so zaradi velike Steviléne gostote
moc¢no podvrzeni agregaciji in aglomeraciji, medtem ko vecji delci ve¢inoma ostanejo v
neagregirani obliki (75).

Obstoj agregatov ze v suhi obliki potrjuje slika praskastih delcev TiO; posneta z vrsticno
elektronsko mikroskopijo, kjer vidimo sferi¢ne agregate delcev TiO2, Ki pa so v nasprotju z
delci v disperziji dokaj enakomerne velikosti (Slika 12). Povprec¢na velikost delcev v

disperziji je priblizno 20-krat ve¢ja od proizvajalceve specificirane.
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Slika 12: Delci TiO; posneti z vrsticnim elektronskim mikroskopom pri manjsi (4) in vecji

(B) povecavi, kjer vidimo agregate neenakomerne velikosti.
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Agregacija neoblozenih ND TiO; je posledica visoke povrSinske energije in se ji v bioloskem
okolju izjemno tezko izognemo (6). Njena vloga je velika tako pri ND TiO, kot tudi pri
drugih ND npr. ZnO, fulerenih in delcih SiO,. Pri njej lahko nastanejo tudi do nekaj
mikrometrov veliki delci zelo neenakomernih velikosti (10, 76). Agregacija je lahko tako
zunaj- kot znotrajceli¢na in ima signifikanten vpliv na toksi¢énost. Nastanek agregatov ND
TiO, ima najverjetneje tudi velik vpliv na rezultate nadaljnih poskusov, saj imajo vecji delci
0z. agregati ND drugacéne lastnosti kot delci nanometrskih velikosti, Ki jih navaja proizvajalec
(77). Eden od dejavnikov, ki vpliva na obseg agregacije, je ionska mo¢ medija, agregacija pa
je odvisna tudi od pH-ja (71). Ovrednotenje agregacije delcev v mediju je kljuénega pomena

tudi z vidika ugotavljanja od velikosti delcev odvisne toksi¢nosti (70, 77).

4.2  Kratkotrajna izpostavitev celicne kulture keratinocitov

nanodelcem TiO,

Pred ugotavljanjem ucinkov dolgotrajne izpostavitve celic ND TiO, smo dolocili
koncentracijo, ki je kratkorotno ‘“varna”. Ugotavljali smo uc¢inke ND TiO; Vv
koncentracijskem obmoc¢ju 0,05-100 ug/mL po 24, 48 in 72 h. Ugotovili smo, da cas
izpostavitve ND nima signifikantnega vpliva na prezivetje celic pri isti koncentraciji ND in da
ND TiO; ne vplivajo na prezivetje celic preko celotnega izbranega koncentracijskega obmocja
(Slika 13). Izjema so le koncentracije > 20 ug/mL, kjer po 72 h opazimo nekoliko zmanj$ano
prezivetje celic (Slika 13), kar potrjuje tudi ugotovitev, da se Stevilo celic z narascanjem
koncentracije ND zmanjSuje. Nekoliko zmanjSana mitohondrijska aktivnost celic po 72 h in
pri vi§jih koncentracijah ND kaze, da ND TiO, najverjetneje mehansko preprecujejo
proliferacijo celic, torej delujejo citostati€no. Zato Stevilo celic v vzorcu ni narascalo tako kot
v kontroli, ampak je bilo glede na kontrolo relativno manjSe verjetno zaradi manjSega Stevila
delitev. V manjsih odmerkih in pri krajsem ¢asu izpostavitve, se je metabolna aktivnost celo

nekoliko povecala, a povecanje ni bilo signifikantno.
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Slika 13: Relativno prezivetje celic glede na kontrolo v odvisnosti od koncentracije in ¢asa

izpostavitve celic ND TiOs.

Rezultate potrjujejo tudi slike celic po izpostavitvi ND, kjer je lepo vidno, da imajo celice
kljub izpostavitvi ND nespremenjeno velikost in morfologijo (Slika 14). Celice izpostavljene
najvi§ji koncentraciji ND (100 ug/mL) so Se vedno dobro pritrjene na povrsino in imajo
morfologijo popolnoma primerljivo kontrolnim netretiranim celicam. Pod invertnim
mikroskopom smo opazili, da se delci TiO, koncentrirajo v neposredni blizini celic 0z. se
vezejo na same celice, kar zmanjSa koli¢ino delcev v okolici celic in se na slikah vidi kot
svetlejse lise (Slika 14 B, C). Na tem mestu se nam je postavilo vpraSanje, ali delci dejansko
vstopajo v celice in Ce, kje v celici se kopicijo, oz. ali se delci le koncentrirajo okrog oz. na

samih celicah.
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Slika 14: Kultura keratinocitov pod invertnim mikroskopom pri 100-kratni povecavi 24 h po
izpostavitvi disperziji ND TiO,: (A) kontrola, (B) 710 ug/mL in (C) 50 ug/mL.
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Slike preparatov celic, ki so bile 72 h izpostavljene ND TiO, v koncentraciji 10 pg/mL,
kazejo, da se Stevilo celic po 72 h mo¢no zmanjsa (Slika 15). Celice so med seboj veliko manj
povezane, verjetno tudi zaradi zmanjSane gostote celic v vzorcu, in aktinski filamenti so
slabse vidni v primerjavi s kontrolo (Slika 15). V intenziteti fluorescence mitohondrijev ni
bistvenih razlik med kontrolnimi celicami in celicami, ki so bile izpostavljene ND. Primerjava
rezultatov ugotavljanja prezivetja celic in slik preparatov je precej presenetljiva. Glede na
znatno manjse Stevilo celic v vzorcu celic, ki so bile izpostavljene ND, bi pri¢akovali, da bo
MTS test pokazal zmanjSano prezivetje oz. v tem primeru zmanjsano Stevilo celic v vzorcu Ze
pri nizjih koncentracijah, a je pokazal metabolno aktivnost primerljivo kontroli. Tak rezultat
st lahko razlagamo s pove€anjem mitohondijske aktivnosti, kljub manjSemu Stevilu celic, kar
pa spet na slikah preparatov ni vidno. Morda je razlika v intenziteti rdece fluorescence

mitohondijev kontrolnih in tretiranih celic premajhna, da bi jo vizualno zaznali.

Slika 15: Slika keratinocitov po 72
h urah posneta s fluorescencno
mikroskopijo (A) kontrolne celice in
(B) celice izpostavljene ND TiO, v
koncentraciji 10 ug/mL. Modro so
obarvana jedra, rdece mitohondriji

in zeleno aktinski filamenti.
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4.3 Dolgotrajna izpostavitev celi¢ne kulture keratinocitov

nanodelcem TiO,

4.3.1 Spremljanje Stevila, pritrditve ter oblike celic in celicnih organelov

V okviru kratkotrajnega testiranja nismo ugotovili nobenih znatnih uc¢inkov ND TiO; na
keratinocite v koncentracijah 0,5, 5 in 10 pg/mL, zato smo te koncentracije ND izbrali za
kontinuirano dolgotrajno testiranje. Rast celic smo opazovali pod invertnim svetlobnim
mikroskopom in tekom celotnega poskusa so celice kazale normalno celi¢no rast. Celice so
imele morfologijo primerljivo kontroli in so bile med sabo dobro povezane; podobno, kot smo
prej opazili pri akutni izpostavitvi. Metoda Stetja celic, Ki je absolutna in se na njene rezultate
lahko zanasamo z najvecjo gotovostjo, pa je pokazala, da je bilo signifikantno manjse Stevilo
celic le v vzorcu tretiranem z najvecjo koncentracijo ND TiO,, medtem ko pri ostalih dveh
testiranih koncentracijah ni signifikantnih razlik (Slika 16). Ugotovili smo tudi, da vecje

Stevilo dodanih odmerkov ne povzroci zmanjsevanja Stevila celic v vzorcu.

1,4

B po 10em odmerku

M po 15em odmerku

po 20em odmerku

Relativno stevilo celic glede na kontrolo

0,5 5 10

koncentracijaND TiO, [pg/mL]

Sliki 16: Stevilo celic v vzorcu relativno glede na kontrolo v odvisnosti od koncentracije

dodanih ND TiO, in Stevila dodanih odmerkov.

Pri najvecji koncentraciji, 10 ug/mL, smo v vidnem polju mikroskopa komaj $e nasli kako
celico. Ce pri tem upostevamo $e dejstvo, da pod invertnim mikroskopom tudi pri dolgotrajni
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izpostavitvi nismo opazili mrtvih celic, zive pa so ohranile normalno obliko, lahko sklepamo,
da ND od doloc¢ene koncentracije naprej mehansko ovirajo celi¢no delitev in torej delujejo
citostati¢no, ne pa tudi citotoksi¢no. Pri najnizji testirani koncentraciji vidimo, da se Stevilo
celic s casom relativno celo povecuje (povecevanje je nakazano, ni pa signifikantno), kar
lahko kaze na to, da so se celice na prisotnost ND prilagodile.

S pomocjo fluorescenéne mikroskopije smo opazovali spremembe v obliki celi¢nega jedra in
aktinskih filamentov. Pri kontrolnih celicah vidimo lepo razsirjene aktinske filamente in
zaobljena ali rahlo ukrivljena jedra. Pri koncentraciji 0,5 pg/mL TiO> ni prislo do sprememb,
medtem ko je pri koncentraciji 10 ug/mL celic manj in so med seboj manj povezane, aktinski
filamenti v teh celicah pa niso tako lepo vidni (Slika 17).

Slika 17: Kontrolne (A) in celice izpostavljene ND TiO; s koncentracijo 10 xg/mL po 20-em

odmerku (B). Modro so obarvana jedra in zeleno aktinski filamenti.
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Tudi na naslednjih fluorescen¢nih slikah vidimo zmanjSano gostoto celic. Najverjetneje ND
otezujejo pritrjevanje, rast in delitev celic, prav tako pa so slabSe vidni aktinski filamenti,

celi¢na jedra pa so zgoscena (Slika 18).

Slika 18: Slike keratinocitov posnete s fluorescencno mikroskopijio: kontrolne celice po 15-
em (A) inpo 20-em (C) odmerku ter celice izpostavljene ND TiO; s koncentracijo 5 ug/mL
po 15-em (B) in 20-em (D) odmerku. Modro so obarvana jedra, rdece mitohondriji in zeleno

aktinski filamenti.

4.3.2 Spremljanje metabolne aktivnosti celic

Metabolno aktivnost celic smo dolocali z MTS testom, kjer merimo aktivnost mitohondrjskih
dehidrogenaznih encimov. Test, pri katerem smo v vdolbinice nanesli enako Stevilo celic, ki
pa so bile predhodno izpostavljene razlicnim koncentracijam ND, smo izvedli po 15-em in
20-em odmerku. Tu nam test ni sluzil kot posredno merilo prezivetja celic, saj je bila
koncentracija celic v vseh vdolbinicah enaka, temve¢ neposredno kot merilo mitohondrijske
aktivnosti. Le-ta je po 15-em in 20-em odmerku prakticno enaka (Slika 19). V celotnem
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testiranem koncentracijskem obmo¢ju pa je mitohondrijska aktivnost v primerjavi s kontrolo
manjsa in sicer za priblizno 25 % pri koncentracij ND 0,5 pg/mL in 10 pg/mL inza 15 % pri 5
ug/mL (Slika 19).
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Slika 19: Relativna mitohondrijska aktivnost v odvisnosti od koncentracije ND TiO, po 15-em

in 20-em odmerku.

Mitohondrijsko aktivnost smo ovrednotili tudi z opazovanjem intenzitete fluorescence
mitohondrijev, ki smo jih obarvali s fluorescentnim barvilom. Ugotovili smo, da je bila po
dolgotrajni izpostavitvi keratinocitov ND TiO; s koncentracijo 5 pg/mL ali 10 pg/mL le-ta

kvalitativno ve¢ja Vv primerjavi s kontrolo (Slika 20), kar je v nasprotju z rezultati MTS testa.
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Slika 20: Fluorescencno oznaceni mitohondriji kontrolnih celic (A), celic, ki so bile
izpostavljene 20-im odmerkom ND ND TiO, s koncentracijo 5 ug/mL (B) in 10 xg/mL (C).
Slike so posnete pri enakih nastavitvah. Kvalitaivno lahko ocenimo, da je intenziteta rdece

fluorescence vecja pri preparatih keratinocitov, ki so bili izpostavljeni ND (B, C).

4.3.3 Morfologija povrsine keratinocitov

Slike povrsSine keratinocitov posnete z vrstinim elektronskim mikroskopom kazejo, da je
oblika celic, ki so bile izpostavljene ND, primerljiva kontrolnim celicam, ki niso bile
izpostavljene ND (Slika 20). Apikalna povrsina celic je tako pri enih kot drugih pokrita s
Stevilnimi membranskimi izrastki. SEM slike z ND tretiranih keratinocitov razkrivajo

povecano Stevilo medcelicnih povezav pri celicah, ki so bile izpostavljene ND v primerjavi s
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kontrolo. Te povezave so vidne kot nanotubularne strukture, ki se raztezajo med celicami
(Slika 21).

Slika 21: SEM slike keratinocitov: Kontrolne celice pri manjsi (4) in vecji (C) povecavi ter
keratinociti, ki so bili izpostavljeni20-im odmerkom ND TiO, s koncentracijo 5 ug/mL pri
manjsi (B) in vecji (D) povecavi. Z belo puscico so na slikah celic, ki so bile izpostavljene ND,

oznaceni nanotubuli.

Tovrstne medceli¢ne povezave za keratinocite v literaturi Se niso bile opisane, so pa podobne
nanotubularne strukture znadilne za imunske celice in astrocite oz. za celice, ki aktivno
migrirajo npr. urotelijske celice T24 in rakave celice prostate DU145 (78-79). Pove¢ano
Stevilo nanotubulov med celicami lahko nakazuje transformacijo keratinocitov iz normalnih v
tumorske celice po izpostavitvi ND TiO,. V literaturi lahko najdemo razlago, da te
nanotubularne strukture omogoc¢ajo komuniciranje med celicami oz. transport molekul ali celo

organelov (78, 80). Za potrditev domneve pa so vsekakor potrebne nadaljne raziskave.
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4.3.4 Privzem nanodelcev v celice

TEM slike keratinocitov, ki so bili 3 mesece izpostavljeni ND TiO, potrjujejo znotrajceli¢ni
privzem ND TiO,. ND vidimo v citoplazmi v veziklih, predvsem v endosomih (Slika 22). ND
v endosomih niso posamezno, temve¢ zdruzeni v agregate. Delcev ne vidimo zunaj veziklov
_ali prostih v citoplazmi. Prav tako ni
| dokazov o vstopu ND v mitohondrije ali
celiéna jedra. Endosomi celic, ki so bile
izpostavljene ND TiO,, so v primerjavi z
endosomi kontrolnih celic vecji, medtem ko
je velikost in oblika vseh ostalih celi¢nih

organelov primerljiva.

Slika 22: TEM slike kontrolnih keratinocitov
(A) in keratinocitov, ki so bili izpostavljeni
20-im odmerkom ND TiO; s koncentracijo 5

ug/mL pri manjsi (B) in pri vedji (C)




Nasa opazanja so v skladu s $tudijami drugih raziskovalcev o privzemu ND TiO,, ki navajajo,
da se ND kopicijo v citoplazemskih veziklih in ne vstopajo v jedra celic (80-81). Poleg tega
Studije prikazujejo TEM slike, ki potrjujejo privzem ND TiO; v obliki manjsih skupkov
(82).V nasprotju z rezultati nasih Studij pa poroc¢ajo, da izpostavitev celic ND TiO, povzroci
pojav nabreklih ali poskodovanih mitohondrijev, ki se nahajajo v blizini agregatov TiOy, kar
vodi v apoptozo ali nekrozo celic (82).

4.3.5 Vpliv izpostavitve celic nanodelcem TiO; na genetski material celic

Vpliv ND TiO; na genetski material smo ugotavljali z analizo celi¢nega cikla po tri mesecni
izpostavitvi keratinocitov ND TiO,. Celi¢ni cikel lahko glede na koli¢ino genskega materiala
razdelimo v 4 faze. Normalno je najve¢ celic v fazi rasti (faza G1) in so diploidne z
enokromatidnim kromatinom. Preostale se pripravljajo na delitev (faza S) ali so v fazi delitve,
diploidne celice z dvokromatidnim kromatinom (faza G2/M). Prisotnost fragmentirane DNA
(faza subG1) kaze na prisotnost apoptoti¢nih celic.

Analiza celicnega cikla po dodanih 12 odmerkih ND TiO, v koncentraciji 10 pg/mL kaze
nekoliko povecan delez celic v fazah G2/M in subG1, medtem ko je delez celic v fazah S in
G1 nekoliko zmanjSan, kar pomeni, da je v vzorcu nekaj ve¢ apoptoti¢nih celic in da je tudi

obseg delitve celic nekoliko povecan (Sliki 23 in 24).
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Slika 23: Delez apoptoticnih celic v odvisnosti od koncentracije ND TiO; po 12-em odmerku.
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Slika 24: Delez celic v fazi delitve v odvisnosti od koncentracije ND TiO, po 12-em odmerku.

Podobne rezultate kot po 12-em odmerku smo dobili tudi po dodanem 20-em odmerku.
Porazdelitev celic po posameznih fazah je bila po 20-em odmerku za vzorec celic, so bile
izpostavljene ND TiO; v koncentraciji 0,5 ng/mL, nespremenjena, pri 10 pg/mL pa je vidno

rahlo povecanje deleza celic v fazi subG1 (apoptoti¢ne celice) (Slika 25).
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Slika 25: Delez apoptoticnih celic v odvisnosti od koncentracije ND TiO po zakljucenem 3

Sklepamo lahko, da ND TiO; v koncentraciji 0,5 ug/mL ne vplivajo na celi¢ni cikel
keratinocitov, medtem ko pri visji koncentraciji (10 pg/mL) vidimo rahlo povecanje deleza
celic v subG1 fazi (apoptoti¢ne celice) (Slika 26). Rezultati torej nakazujejo, da prisotnost ND

TiO, v celi¢ni kulturi do neke mere vpliva na celi¢ni cikel in povzro¢i povecanje obsega

mesecnem tretiranju.

delitve in apoptoze celic.
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Slika 26: Rezultati analize celicnega cikla s pretocno citometrijo: kontrolne celice (A) in

celice, ki so bile izpostavlje 20-im odmerkom ND TiO; v koncentraciji 10 ug/mL (B).

4.3.6 Znotrajceli¢ni oksidativni stres

Toksi¢nost nanomaterialov je odvisna od velikosti, oblike in kemiéne sestave ND. Poglavitni
mehanizem toksi¢nosti ND naj bi bil oksidativni stres, torej znotrajceli¢no nastajanje ROS, Ki
vodi v porusitev ravnotezja med pro- in antioksidanti v celici. Ugotovljeno in dokazano je, da
ND sprozijo oksidativni stres v celicah, ki so jim bile izpostavljene (9-11), kar pa je v
nasprotju z naSimi rezultati. Ugotovili smo, da je obseg znotrajcelicne tvorbe ROS po 3
mesecni izpostavitvi ND TiO, nespremenjen o0z. celo manjsi kot v kontrolnih celicah (Slika
27).
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Slika 27: Vsebnost ROS v keratinocitih po izpostavitvi 20-im odmerkom ND TiO; v odvisnosti
od koncentracije ND.

Pri dolo¢anju ROS smo predpostavili, da je stopnja fluorescence sorazmerna koli¢ini ROS v
celicah. Prisli smo do zanimivih ugotovitev, da je prisotnost ND TiO; v celi¢ni kulturi
povzrocila zmanj$anje nastajanje ROS v celicah, kljub temu pa koli¢ina ROS v celicah
nara$¢a z naras¢anjem koncentracije ND TiO, v kulturi. Koli¢ina ROS v celicah, ki so bile
izpostavljene ND TiO; v koncentraciji 10 pg/mL je ve¢ kot 10 % manjsa kot pri kontroli, kjer
celice niso bile izpostavljene ND. Dobljeni rezultati so v nasprotju s $tevilnimi Studijami, kjer
so dokazali, da ND TiO, tako v prisotnosti UV svetlobe kot brez nje sprozijo tvorbo ROS
znotraj in zunaj celic (10, 11, 31).

Zelo verjeten razlog za dobljene rezultate je agregacija delcev. V raziskavi smo ugotovili, da
so ND TiO; v mediju mo¢no podvrzeni agregaciji, zato so celice izpostavljene v veé¢ji meri
agregatom kot posameznim ND. Prej omenjenim raziskovalcem pa je nekako uspelo izvajati
teste v pogojih, kjer so bili ND popolnoma dispergirani in posledi¢no so bile celice

izpostavljene uc¢inku posameznih delcev, ki so lahko ve¢ kot 20-krat manj$i od nasih.
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5 SKLEP

V raziskavi smo ugotovili, da je optimalna metoda izdelave disperzije ND TiO, kombinacija
10 min soniciranja v UZ kadicki in 10 min pulznega soniciranja na ledeni kopeli z uporabo
UZ sonde. Tako smo uspeli pripraviti disperzijo ND s povprecno velikostjo delcev ~ 500 nm,
kar kaze, da se veCina ND v disperziji nahajajo v obliki agregatov, ki so ~ 20-krat vecji od
deklarirane velikosti, ki jo navaja proizvajalec ND.

V Studiji ugotavljanja kratkotrajnih (do 72 h) ucinkov ND TiO, smo ugotovili, da cas
izpostavitve ND nima signifikantnega vpliva na prezivetje celic pri isti koncentraciji ND in da
ND TiO;, ne vplivajo na prezivetje celic preko celotnega testiranega koncentracijskega
obmocja. Izjema so le koncentracije >20 pug/mL, kjer smo po 72 h opazili nekoliko zmanj$ano
prezivetje celic, kar potrjuje tudi ugotovitev, da se Stevilo celic z naras¢anjem koncentracije
ND zmanjSuje. Nekoliko zmanjSana mitohondrijska aktivnost celic po 72 h in pri vi§jih
koncentracijah ND kaze, da ND TiO; najverjetneje mehansko preprecujejo proliferacijo celic,

torej delujejo citostati¢no.

Za $tudij dolgoro¢nih u¢inkov smo izbrali tri razli¢ne koncentracije ND (0,5, 5 in 10 pug/mL),
ki so se v kratkoro¢nih poskusih izkazale za “varne”. Ugotovili smo, da ND TiO, tudi v
koncentraciji 10 pg/mL in trimeseéni izpostavitvi niso citotoksini in ne povzrocajo
signifikantnih razlik v morfologiji celic ter ne sproZijo znatno povefane apoptoti¢ne ali
nekroti¢ne celicne smrti. ND niso sprozili znatno poveCanega nastajanja radikalov v celicah,
niti povecanja mitohondrijske aktivnosti, ki je sicer pogosta posledica oksidativnega stresa.
Pri najve¢ji testirani koncentraciji 10 pg/mL se je Stevilo celic po doloenem casu
signifikantno zmanjsalo v primerjavi s kontrolnimi celicami, ki niso bile izpostavljene ND.
Tako lahko sklepamo, da ND v visjih koncentracijah delujejo Citostati¢no; verjetno mehansko
preprecijo celino delitev in s tem zmanjSajo proliferacijo celic. Analiza celi¢nega cikla je
pokazala, da ND nimajo signifikantnega vpliva na celi¢ni cikel celic, ki so jim bile

kontinuirano izpostavljene.

Potrdili smo tudi vstop ND TiO; v celice, kjer se nahajajo v obliki agregatov predvsem v
endosomih celic. Nadalje smo ugotovili, da ND TiO; povecajo Stevilo nanotubularnih
struktur, ki se raztezajo med celicami, kar je ugotovitev, ki predhodno za keratinocite se ni

bila opisana. Mozno je, da te strukture nakazujejo transformacijo celic iz normalnih v rakave.
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Pojav in vloga nanotubulov pa sta danes Se zelo slabo raziskana, zato bi bilo smiselno

nadaljnje raziskovalno delo usmeriti v proucevanje tega pojava.

Zgoraj opisane ugotovitve so strjene v Preglednici VI.

Preglednica VI: Povzetek rezultatov nase raziskave.

Metoda Opazovani Kratek ¢as Daljsi ¢as
parameter izpostavitve izpostavitve
invertni mikroskop | OPMACeNC | Nisprememb. | Wisprememb
Se manjsa z
naras$¢ajoco Se mo¢no zmanjSa
Stevilo celic koncentracijo pri koncentraciji
_____________________________________ (>20pgmL). | 0pgmL.
Pritrjenost celic Ni sprememb. Ni sprememb.

Pri vigjih

Pri vigjih

Fluorescencna Oblika ieder koncentracijah slabSe | koncentracijah slabse
mikroskopija oDliKal ' povezane celice, povezane celice,
aktinskih filamentov L L T
manj vidni aktinski manj vidni aktinski
________________________________________ filamenti. | filamenti.
Mitohondrijska Narasca s
aktivnost / koncentracijo.
MTS test Metabolna aktivnost / Ni sprememb.
. Povecano Stevilo
Povrsinska nanotubularnih
morfologija
SEM 9y / struktur.
TEM Privzem v celice / Da, ND v endosomih.
Fluorescencna
metoda Tvorba ROS / Nespremenjena.
Pretocna citometrija Spremembe v Pri ve¢jih
celicnem ciklu / koncentracijah —

nesignifikantne.

Vedno vecja izpostavljenost ¢loveka ND TiO; pomeni veliko vecje tveganje za zdravje, zato

so potrebe po natan¢ni oceni varnosti nujne. Literaturni podatki, ki so danes na voljo, so skopi

in pogosto celo nasprotujoCi ter tezko primerljivi. NaSa raziskava je tako nov, majhen

prispevek v bazo podatkov o varnosti daljse izpostavitve celic ND TiO;.
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