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AB  Titanium dioxide (TiO2) is used in many applications due to its special physico-
chemical properties and photocatalytic activity. Although testing the potential adverse
effects of TiO2 on human health have been ongoing for several years, our knowledge of their
potential toxic effects remains limited, especially regarding the safety of photocatalytic (UV-
A) activated TiO2 particles. Therefore the aim of our master’'s thesis was to investigate
whether the pre-irradiation of TiO2 anatase nanoparticles (TiO2-N) and sub-micron particles
(TiO2-B) with UV-A changes their cytotoxic and genotoxic effects and how long is the
potential impact of photoactivation maintained. As a test system, we used human liver cells
(HepG2 cells), which were exposed to non-irradiated particles, pre-irradiated particles
immediately after irradiation, and the pre-irradiated particles, which were in the dark for 1
day or 7 days. After exposure to non-irradiated particles, we found that only TiO2-B at the
highest concentration after 24 and 48 hour exposure reduced viability of the cells for about
14 %, while both types of particles were genotoxic, especially TiO2-N. After the pre-
irradiation with UV-A light we observed significantly increased cytotoxic and genotoxic
effects, which were most prominent immediately after irradiation. The effects were
comparable also after 1 day in the dark, while after 7 days in the dark we did not observe
almost none cytotoxic effect, while genotoxicity of TiO2 particles was partially maintained.
It can be concluded that the toxic effects of TiO2 particles are strongly increased after
irradiation with UV-A, regardless to the size of the particles, and that the increased reactivity
is maintained at least for 1 day after the end of irradiation.
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1 UvOD

Nanotehnologija je ena najpomembnejSih tehnologij 21. stoletja, saj zaradi inovacij na
Stevilnih podroc¢jih uporabe obeta velike ckonomske dobicke in gospodarski napredek.
Nanotehnologija omogoca proizvodnjo novih materialov, ki so popolnoma druga¢ni od
materialov ve¢jih dimenzij, saj jih odlikuje nenavadna trdnost, posebne elektriéne, fizikalne,
opticne in kemicne lastnosti. Z manj$imi, lazjimi, hitrejSimi in uCmkovitejSimi materiali,
napravami in sistemi nanotehnologija ponuja mozne reSitve za Stevilne trenutne tezave.
Uporaba nanodelcev je tako mozna na S$tevilnih podro¢jih: v biomedicini, metalurski
industriji,  agrikulturi,  tekstilni  industriji,  kozmetiki,  energetiki,  elektroniki...
Nanotehnologija je multidisciplinarno podro¢je, ki zaradi Sirokega spektra uporabe
nanodelcev zdruzuje strokovnjake s podrocja kemije, biologije, fizike, elektrotehnike in
ostale specialiste za podro¢je materialov. Razvoj nanotehnologije in nanodelcev je trenutno
eno najbolj aktivnih podrocjj raziskovanja v svetovnem merilu, saj obeta, da bo mogoce
temeljne raziskave spreobrniti v uspeSne movacije, kar je ustvarilo bilijonska vlaganja v
raziskave in razvoj novih produktov (Ostiguy in sod., 2006). Doba nanotehnologije in
nanomaterialov bo ena glavnih znanstvenih dosezkov in prodorov v prihodnosti s trajnim

u¢inkom na naSe vsakdanje zivljenje.
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Medtem ko se Stevilo raziskav i hitrost razvoja novih produktov nanotehnologije na trgu
povecuje z veliko hitrostjo, precej pocCasneje narasca Stevilo toksikoloskih Studij in raziskav
ucinkov nanodelcev na zdravje ljudi in zivali ter vpliv na okolje. Nanotehnologija je namrec
v zadnjin nekaj desetletljiih mo¢no napredovala in eni gospodarsko najbolj zanimivih
nanodelcev so nanodelci TiO2. Nanodelci TiO2 imajo zaradi majhne velikosti in velike
specificne  povrSine posebne fizikalno-kemijske lastnosti. Hkrati pa ravno zaradi teh
posebnih lastnosti vse pogosteje ugotavljamo tudi njihov Skodljiv wpliv na razli¢ne
organizme, kot so bakterije, alge, nevretenCarji, ribe in sesalci. Poleg tega so nanodelci v
okolju podnevi izpostavljeni sontni svetlobi, zaradi Cesar se njihova reaktivnost Se dodatno
poveca, kar ima za posledico tudi veéjo toksicnost delcev. Kljub hitro rasto¢emu razvoju

novin materialov pa so mozni skodljivi u¢inki delcev TiO2 slabo preiskovani. Hkrati so tudi
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slabo raziskane interakcije delcev TiO2 s tar¢nimi celicami in bioloskimi sistemi, kar je
pomembno pri razumevanju toksinosti in bioloskem u¢inku nanodelcev (Nel in sod., 2006;
Handy in sod., 2008a). Rezultati raziskav na podro¢ju nanotoksikologije pa so si pogosto
tudi nasprotujoCi, zaradi Cesar je tezko priti do zaklju¢kov, ki somed drugim pomembni tudi
na nivoju zakonodaje. Nezadostna karakterizacija lastnosti nanodelcev, heterogenost
parametrov in hkrati izjemna raznolikost in nepredvidljivost lastnosti le-teh onemogocajo
primerjavo rezultatov razlicnih Studi. Potrebne so nadaljnje raziskave za dolocitev
natan¢nej$ih mehanizmov toksi¢nosti in trajanja Skodljivega delovanja, saj bomo le na ta
nacin lahko varno uporabljali produkte nanotehnologije in hkrati zascitili sebe in ostale Zive

organizme na Zemlji pred Skodljivim delovanjem nanodelcev.

1.2 CILI MAGISTRSKEGA DELA

Cilj magistrskega dela je dolociti in primerjati citotoksicno in genotoksi¢no delovanje
neobsevanih in z UV-A swvetlobo pred-obsevanin anataznih delcev TiO2 podmikronske
(TiO2-B) in nano velikosti (TiO2-N) na celice HepG2. Citotoksi¢nost delcev TiO2 bomo
dolocili s testom MTT, genotoksi¢nost delcev, to je nastanek prelomov DNK, s testom
komet, oksidativne poskodbe DNK pa z modificiranim testom komet. Celice bomo
izpostavili neobsevanim in obsevanim delcem TiO2. Delce TiO2 bomo po obsevanju z UV-
A svetlobo izpostavili celicam takoj oziroma po 1 dnewu oziroma po 7 dneh v temi.
Podaljsano skodljivo delovanje delcev TiO2 po prenehanju obsevanja z UV-A svetlobo do
sedaj Se ni bilo preucevano, zato bodo naSi rezultati prispevali pomembne ugotovitve k

boljSemu poznavanju in razumevanju Skodljivega delovanja delcev TiO2.

1.3 DELOVNA HIPOTEZA

Predvidevamo, da se povecano citotoksi¢no in genotoksiéno delovanje z UV-A svetlobo
pred-obsevanih nanodelcev TiO2-N in podmikronskih delcev TiO2-B na celice HepG2 po

konCanem obsevanju dolocen ¢as ohrani.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NANODELCI

Nanodelci nastajajo pri razlicnih geoloskih in bioloskih procesih vse od nastanka Zemlje,
zaradi Cesar smo jim ljudje izpostavljeni Ze ves Cas skoz evolucijo, skoz katero smo se jim
uspeli tudi delno prilagoditi. Nanodelec je delec, ki je vsaj v eni dimenziji < 100 nm.
Nanomaterial pa pomeni netopen ali biolosko obstojen in namenoma proizveden material z
eno ali ve¢ zunanjimi dimenzijami ali notranjo strukturo < 100 nm (Borm in sod., 2006;
Uredba ..., 2009). To definicijo moramo prilagoditi za podrocje ekotoksikologije in
upostevati tudi nanomateriale, ki lahko vsebujejo nekaj primarnih delcev ve¢jih od 100 nm
ali vecje agregate delcev z velikostjo nekaj pm. V toksikologiji sesalcev lahko delce
razdelimo v tri skupine in sicer na grobe delce (angl. coarse particles) s premerom od 10—
2,5 um, drobne delce (FP, angl. fine particles) s premerom < 2,5 um in majhne delce (UFP,
angl. ultrafine particles) s premerom < 1 um, kamor uvr§¢amo tudi ve¢ino nanodelcev.
Natantno mejo med nanodelcem in delcem mikro velikosti tako tezko postavimo, lahko pa

kot mejno vrednost dolo¢imo velikost 0,5 um (Handy in sod., 2008a, 2008b).

Spekter nanomaterialov obsega organske in anorganske snovi, kristalne in amorfne delce, Ki
jih najdemo kot posamezne delce, agregate, praske, koloide, suspenzije in emulzije,
nanosloje in nanofilme ter tudi supramolekularne spojine, kot so dendrimeri, miceli ali
liposomi. Medtem ko imajo nanovlakna dve dimenziji manj§i od 100 nm in je tretja
dimenzija lahko mnogo vecja od le-te, imajo nanofilmi le eno dimezijo nano velikosti. Tudi
vsi konvencionalni materiali, kot so kovine, polprevodniki, steklo, keramika in polimeri, se
lahko nahajajo v nano dimenziji (Wolfgang, 2004; Handy in sod., 2008b).

Nanodelci imajo razlicen izvor, in sicer jih delimo na naravne, inZenirske in nenamensko
proizvedene delce. Naravni nanodelci nastajajo v naravi zaradi vulkanskih izbruhov in pri
drugih naravnih i bioloSkih procesih. InZenirske nanodelce proizvajamo nacrtno i jih
najdemo na trzis¢u v hrani, kozmetiki, detergentih in drugih proizvodih. Nekateri od teh
nanodelcev so titanov dioksid (TiO2; angl. titanium dioxide), Zelezov oksid (Fe3Oas, Fe20s;

angl. iron oxide), nanosrebro, cinkov oksid (ZnO; angl. zinc oxide) in silicijev dioksid (SiO2;
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angl. silicium dioxide). Towrstni nanodelci so namensko narejeni majhnih velikosti in
povrSinsko obdelani, da se ne morejo zdruzevati v vecje skupke, kar je pri naravnih
nanodelcih obi¢ajno. Hkrati pa so v okolju prisotni tudi nanodelci, ki jih ljudje sami
nenamensko proizvajamo, in na katere nismo oziroma smo $e vedno premalo pozorni.
Primer je odprti ogenj, motorji z notranjim izgorevanjem in industrijska proizvodnja. Pri
gorenju zaradi nepopolne oksidacije ogljika nastajajo ogljikovi nanodelci, ki smo jim
najpogosteje izpostavljeni skozi dihala in imajo na ljudi Stevilne negativne ucinke. Gorenje
i promet pa sta tudi najve¢ja onesnazevalca ozracja z nanodelci (Remskar, 2009; Handy in
sod., 2008b).

Industrijsko proizvedene nanodelce moramo obravnavati drugace, saj so oblikovani tako, da
imajo specificne lastnosti, ki jih pri naravnih nanodelcih ne najdemo (Pregl. 1). Poleg tega
imajo kompleksno koloidno in agregacijsko strukturo, na katero vplivajo oblika delca,
velikost, povrSina in naboj. Abiotski dejavniki, kot so pH, ionska jakost, trdota vode in
prisotnost organskih snovi, lahko spremenijo agregacijske lastnosti in vplivajo na toksi¢nost
nanodelcev (Handy in sod., 2008a, 2008b).

Towrstne posebne lastnosti nanomaterialov so posledica kvantne velikosti delcev in
ekstremno velikega razmerja med povrsino in volumnom delca, zaradi Cesar je veliko Stevilo
atomov/molekul izpostavljenih na povrSini delca. Velkost je zelo pomembna, saj ce
primerjamo delce s premerom 10 nm, je le priblizno 20 % vseh atomov izpostavljenih na
povrsini, medtem ko ima delec s premerom 1 nm kar 90 % vseh atomov izpostavljenih na
povrsini delca. PovecCanje razmerja med povrSino in volumnom se kaze v povecani
povrSinski energiji delca, kar vodi v nizanje tocke ledis¢a in poveCanje aktivnosti. Nanodelci
zaradi poveCane reaktivnosti pogosto tvorijo aglomerate. Znano je, da velikka specificna
povrsina delca moc¢no poveéa moznost neugodnih kemijskih in termodinami¢nih reakcij

(Wolfgang, 2004; Oberdorster in sod., 2007; Shi in sod., 2013).
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Preglednica 1: Lastnosti nanomaterialov (Wolfgang, 2004).

LASTNOSTI PRIMERI

Kataliticne Vecja kataliticna ucinkovitost zaradi vecjega razmerja med povrSino
in volumnom delca

Elektri¢ne Povecana elektricna prevodnost v keramiCnih mn magnetnih
nanokompozitih, povecana elektricna upornost pri kovinah

Magnetne Povecana magnetna koercitivnost in superparamagnetne lastnosti

Mehanske Izboljsana trdota kovin in Zlitin, razteznost in plastiénost keramike

Opti¢ne Spektralni premik opticne absorpcije in fluorescencnih lastnosti,
povecana kvantna ucinkovitost polprevodniskih kristalov

Steri¢ne Povecana selektivnost, votle kroglice za specifien transport zdravil
in kontrolirano sproscanje

Bioloske Povecana permeabilnost skozi bioloske bariere (membrane, krvno-

mozganska bariera ...), izboljSana biokompatibilnost

S temi edinstvenimi lastnostmi nanomaterialov imajo nanodelci velik ekonomski potencial

i bistveno izboljSujejo ucinkovitost Stevilnih izdelkov v razlicnih aplikacijah (nega koze in

potros$niski izdelki, zdravstvo, elektronika, fotonika, biotehnologija, farmacevtski izdelki,
dostava zdravilnih uc¢inkovin, kmetijstvo itd.) (Pregl. 2) (Wolfgang, 2004). Nanotehnologija

prinasa s ponudbo novih izdelkov na trgu Stevilne Kkoristi za potrosnike kot tudi za

gospodarski razvoj in poslovne dobicke. Optimisticen pogled na tako u¢inkovit razvoj

napoveduje novo industrijsko revolucijo v naslednjin desetletjin (Robichaud in sod., 2009).



Gorenc 1. Citotoks. in genotoks.u¢inki UV-A aktiviranih anataznih delcev TiO2 na celice HepG2.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

Preglednica 2: Pregled uporabe nanomaterialov po razli¢nih panogah (Wolfgang, 2004; National

Nanotechnology Initiative, 2014).

PODROCJA
UPORABE

PRIMER UPORABE

Avtomobilska industrija

Kemicna industrija

Tehnika

Elektro industrija
GradbeniStvo
Medicina

Tekstilna industrija
Energetika
Kozmetika

Hrana in pijaca

Sportna oprema

Senzorji, barve, gume, filtri, avtomobilski odbijac¢i in
katalizatorji

Magnetne tekocine, impregnatorji papirja, premazni sistemi
Zas¢ita pred obrabo za orodje in aparature, antikorozijske
previeke, razmas¢evalci

Prikazovalniki, diode, opti¢na vlakna, antistaticne previeke,
tranzistorji, integrirana vezja, pomnilniki

Konstrukcijski materiali, toplotna izolacija, protipozarni
zaviralci, samocistilne fasade in stekla

Dostavni sistemi za zdravila, kontrastni mediji, implantati in
proteze, dejavniki v terapiji raka, antimikrobne previeke,
biosenzorji

PowrSinsko obdelana oblacila, prevleke tkanin za Sotore
Soncne celice, baterije, kondenzatorji, gorivne celice

Son¢ne kreme, zobne paste, kreme za kozo, Samponi
Embalaza, aditivi, nanoprevieke za zvila

Ocala, premazi za smu€i, motoristiéne celade, teniski loparji

in zogice

Zaradi vse veCje proizvodnje in uporabe nanodelcev smo jim lLudje n okolje cedalje bolj

izpostavljeni. To je lahko problematicno, saj so iste lastnosti, zaradi katerin so nanodelci

tako zanimivi, odgovorne tudi za njihove neZelene toksicne uginke. Stevime Studije v

zadnjem desetletju so pokazale, da so nanodelci bolj toksi¢ni kot ve¢ji delci (Hart in

Hesterberg, 1998; Gurr in sod., 2005; Karlsson n sod., 2009). Ta dejstva povecujejo

zaskrbljenost javnosti, posameznikov in organizacij v zvezi z varnostjo uporabe nanodelcev

in tveganj za zdravje. Tudi zakonodaja na tem podrocju je zelo neurejena. Regulatorni

organi, kotso Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (OECD; angl. Organisation
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for Economic Co-operation and Development) in Evropska komisija, se zavedajo
edinstvenih bioloskih lastnosti nanodelcev in potencialnih tveganj pri njhovi uporabi.
Zaradi pomanjkanja znanja o toksiCnem potencialu nanodelcev in teZzav pri ocenah
izpostavljenosti nanodelcem trenutno ni mogoce postaviti pravil, ki bi zagotovila varno

uporabo produktov nanotehnologije.

2.2 TiO>

Eden izmed najpogosteje uporabljenin nanodelcev je TiO2. Le-ta velja za inerten in varen
material (Chen in Fayerweather, 1988) v primerjavi z ve¢ino drugih nanodelcev. Je zelo
slabo topen in titanovi (Ti; angl. titanium) ioni nimajo pomembnega toksiCnega ucinka
(Hahn in sod., 2012). TiO2 je tudi zelo raznolik material glede velikosti delcev, oblike,
kristalne strukture, bioloske dostopnosti in z ultravijolicno svetlobo (UV; angl. ultraviolet
irradiation) aktivirane fotokatalitske aktivnosti (Skocaj in sod., 2011; Nel in sod., 2006).

Kristalne oblike TiO2 se v naravi pojavljajo v treh polimorfih: anatazu, rutilu in brukitu, pri
cemer sta prvi dve obliki najpogosteje uporabljeni. Oblike se lo¢ijo po svojih kristalnih
simetrijah, po vzorcu zlaganja oktaedriénih verig in v zvitosti posameznih oktaedrov (SI. 1).
Rutilna oblika je najpogosteje preiskovana, saj se najpogosteje tvori pri kristalizaciji in
koloidni kemi¢ni sintezi ter je najbolj stabina oblika (Smyth in Bish, 1988; Skocaj in sod.,
2011). Anatazna oblika TiO2 ima v primerjavi z rutilno energijsko wrzel veliko 3.2 eV,
medtem ko ima rutiina oblika veliko le 3.0 eV (Dounghong in sod., 1982). Razlikujeta se
tudi v fotokatalitski aktivnosti, saj so delci anatazne oblike TiO2 kataliticno bolj aktivni od
rutilne in tudi brukitne oblike (Miyagi in sod., 2004; Foster in sod., 2011).
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ANATAZ BRUKIT RUTIL
Slika 1: Razi¢ne kristalne oblike TiO2 (Smyth in Bish, 1988).

Poznavanje fizikalno-kemijskih lastnosti delcev TiO2 je pomembno, saj le-te dolocajo
bioloske u¢inke na celice v in vivo in in vitro pogojih. Biolosko aktivnost delca doloca
povrsinska reaktivnost, ki je pri manjsih delcih TiO2 vecja v primerjavi z ve¢jimi delci, poleg
tega pa je odvisna tudi od oblike, strukture in povrSinskih karakteristik, kot so povrSina,
naboj in povrSinske modifikacije ter stopnje aglomeracije (Oberddrster in sod., 2005; Handy
in sod., 2008b). Na obnasanje delcev TiO2 mocno wpliva okolje, v katerem se nahajajo, saj
delce pogosto dispergiramo v vodni raztopini. Stabina disperzija predstavlja tekocino, kjer
se delci zaradi Brownovega gibanja, temperature in koncentracije delcev gibajo in trkajo
med seboj, toda po trkih ne ostanejo skupaj. Vendar pa so nanodelci nagnjeni k agregaciji v
vodi, na kar vplivajo pH raztopine, ionska jakost, prisotnost organskih snovi ali drugih
koloidov. Agregacijo delcev lahko povzro¢i povecanje ionske jakosti z dodatkom
elektrolitov, kot je natrijev Kklorid (NaCl). Delci se lahko zaradi spremembe naboja na
povrS$ini in zmanjSanja elektrostatskega odboja povezejo in zblizajo z van der Waalsovimi
silami, hidrofobnimi interakcijami in elektrostatskim privlakom, kar vodi v aglomeracijo
delcev (Handy in sod., 2008b; Jassby in sod., 2012). Aglomerati so namre¢ skupki delcev,
ki so povezani s §ibkimi vezmi, medtem ko so agregati skupki delcev, povezani z mo¢nimi

kemijskimi vezmi (Jiang in sod., 2009).

Stopnja agregacije, disperzibilnost in naboj se mo¢no spremenijo pri prehodu iz vodne

raztopine v medij s tkivno kulturo in proteini. Poleg tega je razlicen tudi vnos v celice,
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motrajceliCna lokalizacija in zmoznost produkcije reaktivnih kisikovih zvrsti (angl. ROS;
reactive oxygen species) (Xia in sod., 2006). Delci so dlje ¢asa stabilni v serumu v primerjavi
z vodnim medijem brez seruma, saj so v serumu proteii, ki prekrijejo nanodelce in tezje
pride do aglomeracije (Shukla in sod., 2011). Nasprotno ugotavljajo, da pride do povecane
agregacije delcev v mediju v primerjavi z deionizirano vodo (Kim in An, 2012). Delci so
lahko sterino stabilizirani s surfaktanti, kar prepreuje agregacijo, oziroma lahko delce
dispergiramo z uporabo sonikacije, topil ali z meSanjem. Pri meSanju pride ¢ez nekaj Casa
do ponovne agregacije, stabilni agregati delcev pa nastanejo kljub sonikaciji. Merjenje zeta
potenciala kot funkcije pH-ja lahko predstavlja dobro napoved koloidne stabilnosti (Handy
in sod., 2008b; Jasshy in sod., 2012). Zeta potencial namre¢ odraza naboj na povrSini delca
in je povezan z elektrostatskim privlakom, znizanje zeta potenciala pa povzroCi agregacijo

delcev (Hussain in sod., 2009; Borm in sod., 2006).

Za toksikoloske raziskave je med drugim zelo pomembno razumevanje disperzijskih
lastnosti delcev TiO2, saj spremembe pomembno vplivajo na obnaSanje delcev v okolju,
interakcije z drugimi polutanti, kot tudi na vnos in distribucijo v organizmu (Handy in sod.,
2008a). Vnos in nalaganje delcev TiO2 v razlicnih delih celic, kot so vakuole, vpliva na
obliko struktur, ki jo tvorijo delci in lahko povzro¢i Se dodatno aglomeracijo (Zou in sod.,
2013). Agregacija delcev TiO2 je zelo pomembna, saj vpliva na reaktivnost delcev in
produkcijo ROS v odvisnosti od agregacijske velikosti in strukture. PoveCanje agregacije
zmanj$a nastajanje prostih hidroksilnih radikalov ("OH) v vodnih raztopinah in pomembno
vpliva na fotokatalitsko aktivnost. Tudi ostali dejavniki, kot so previeke delcev, organske
molekule ter ionske spojine, vplivajo na nastanek ROS in spremenijo vpliv delcev TiO2 na
celice (Jassby in sod., 2012). Od vseh nasteth spremenljivk je odvisna reaktivnost in
interakcije delcev s celicami, poskodbe celicnih komponent, vnetni odzv, povzrocanje
oksidativnega stresa in antioksidativna aktivnost (Wamer in sod., 1997; Unfried in sod.,
2007).

V zadnjih desetletjin se je uporaba TiO2 razsirila v Stevilne produkte. TiO2 v vidnem spektru
svetlobe ne absorbira, ampak pride le do sipanja svetlobe, zaradi Cesar se lahko uporablja
kot beli pigment v barvah, papirju in kozmetiki. Na povrsini delca TiO2 pride do sipanja in

absorpcije UV swvetlobe ter s tem zmanjSanja UV sevanja, zaradi Cesar je njegova uporaba
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zelo pogosta v son¢nih kremah (Wamer in sod., 1997; Sayre in sod., 1990). Nekaj
nanometrov debel sloj amorfne oblike TiO2 se pogosto nahaja na povr§ini ortopedskih in
dentalnih vsadkov, narejenih iz titanija ali njegovih Zzlitin. V ZDA je Administracija za hrano
in zdravila (FDA,; angl. Food and Drug Administration) TiO2 uvrstila na seznam neaktivnih
sestavin za uporabo Vv zobni pasti, oralnih kapsulah, tabletah in preparatih za dermalno
uporabo. TiO2 je kot aditiv pod oznako E171 dovoljen v hrani in farmacevtskih produktih,
Ceprav nimamo zanesljivih podatkov o mnjegovi absorpcyi, distribuciji, izlo¢anju in

toksicnosti v telesu (Skocaj in sod., 2011).

2.3 FOTOKATALITSKE LASTNOSTI TiO2

Lastnosti delca TiO2 se po obsevanju z UV svetlobo mo¢no spremenijo. Kemi¢no je TiO2
stabilen le vtemi in je aktiven, ko je obsevan z UV svetlobo. Na povrSini delca TiO2 namred
pride do razlicnih fotokemicnih reakcij. Prva vkljuCuje s svetlobo povzroeno redoks
reakcijo absorbirane substance in druga s svetlobo povzroceno hidrofilno pretvorbo samega
TiO2 (Hashimoto in sod., 2005). Kljub temu, da TiO2 absorbira le 5 % son¢ne svetlobe, ki
doseze povrSje zemlje, je najbolj$i poznani polprevodnik na podrocju kemijske pretvorbe in

shranjevanja son¢ne energjje (Benedix in sod., 2000).

TiO2 ima kljub svoji majhnosti, lastnosti podobne makroskopsko velikim materialom, zaradi
Cesar ob obsevanju delcev pride do oksidacijsko-redukcijskih procesov in prenosa
elektronov. Dounghong in sod. (1982) so prvi naredili poskus dinamike medfaznega prenosa
elektronov iz polprevodnika na elektronski donor oziroma akceptor v raztopini. Ker je TiO2
anorganski polprevodnik, absorpcija fotona (hv) z energijo enako ali ve¢jo od energijske
vrzeli v prepovedanem pasu polprevodnika povzro¢i prenos elektrona iz valencnega pasu v
prevodni pas in nastanek aktivnih parov elektron-vrzel (1) (e*/h*; angl. electron-hole pair).
Delec TiO2 ne absorbira v spektru vidne svetlobe, ampak pri valovni dolzini manjsi od 388
nm, saj je energijska vrzel velika 3.2 eV (TiO2 kristalna struktura anataz) (Sl. 2) (Dounghong
in sod., 1982; Fox, 1983).
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Slika 2: Shematski prikaz poteka reakcij na delcu TiO2 po obsevanju z UV svetlobo (prirejeno po Yang Yang
Zhang's Weblog, 2010).
Fotokatalizo tako aktivirata fluorescenéna svetloba in UV svetloba, ki jo razdelimo na UV-
A (valovna dolzina od 320 — 400 nm), UV-B (valovna dolzina od 280 — 320 nm), UV-C
(valovna dolzina od 200 — 280 nm) in ekstremno UV obmo¢je (valovna dolzina od 10— 200
nm). Prav tako jo aktivirajo tudi Zarki x z valovno dolzno < 10 nm, katerih uporaba v
sistemih je energetsko ugodnej$a od uporabe UV lu¢i (Caballero in sod., 2009; Thomas in
Stamnes, 1999; Namiki in sod., 2005). Fotokatalizo pa lahko sproz tudi vidna svetloba, ce
v TiO2 z dopiranjem vnesemo dusik, zveplo ali druge kovinske in nekovinske ione (Livraghi

in sod., 2006; Hashimoto in sod., 2005).

Ce povrsino TiO2 elektrode v elektrokemi¢ni fotocelici obsevamo s svetlobo valovne dolzine
< 415 nm, molekule vode razpadejo na molekularni kisik (O2; angl. oxygen) in vodik (Hz;
angl. hydrogen) (Fujishima in sod., 2000). Produkcija H: predstavlja velik izziv, saj je
ucinkovitost procesa relativno nizka. To je posledica dejstva, da se 90 % nastalih e v
prevodnem pasu in h* znotraj delca v ¢asu 10 ns ponovno rekombinira. Zaradi tega je
ucinkovitost razpada vode majhna, saj se mora razpad na Oz in Haz zgoditi prej kot v 10 ns.

Produkcija Oz se zgodi v sekundnem ¢asovnem okvirju, medtem ko produkcija Hz le v 10
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ns, kar pomeni, da nastajanje Oz doloca hitrost razpada vode (Serpone in sod., 1995; Tang
in sod., 2008).

Po obsevanju TiO2 z dovolj veliko energijo delec preide v vzbujeno stanje. V takSnem stanju
lahko nastali e reducira primerno elektron akceptorsko molekulo (A), medtem ko lahko
nastala h* oksidira donorsko molekulo (D) (2) (Dounghong in sod., 1982). Nastale h* imajo
veliko oksidacijsko mo¢ in lahko reagirajo z vodo (H20) ter povzrocijo nastanck "OH
radikala (3). Oz deluje kot akceptor pri fotokatalizi nastalih elektronov, pri Cemer se tvori
superoksidni anion (O2") (4) (Benedix in sod., 2000).

TiO; + hv — TiO; (h* + ) .. (D
A+e— A~ D+h*— D+ .. (2)
H.O + h*— 'OH + H* .. (3)
O, +e— 0" . (4)

Fotoaktivirani delci TiO2 sprozijo razlicne kemijske reakcije, ki lahko povzroéijo tvorbo
singlentnega kisika (*O2)neposredno na povr$ini delca TiO2 v prisotnosti triplet stanja kisika
(302). Zelo pomemben povzrocitelj oksidativnega stresa je tudi vodikov peroksid (H202), ki
lahko nastane spontano (5) ali s katalizirano kemijsko reakcijo s superoksid dismutazo
(SOD; angl. superoxide dismutase) (6) (Konaka in sod., 1999; Unfried in sod., 2007).
Izpostavijenost delcem TiO2 in UV-A sevanju povzro¢i kaskado reakcij, ki lahko vodijo v
aktivacijo sintaze dusikovega oksida (NOS; angl. nitric oxide synthase). Aktivirana NOS
povzro¢i produkcijo duSikovega oksidnega radikala (NO'), ki lahko reagira z Oz in
povzro¢i nastanek peroksinitrita (ONOO-) (7). ONOO- je pomemben vnetni mediator, Ki

lahko posSkoduje celice z oksidacijo ali nitracijo celicnih komponent (Klotz in Sies, 2003;
Unfried in sod., 2007).
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20,+ 2H* —- H,O, + O, (6)

NO" + 0, — ONOO o (7)

V zadnjih letih je fotokatalitska uporaba TiO2 postala zelo zanimiva za industrijo in razvoj
tehnologij za ¢isCenje vode in zraka. "OH in O2™, Ki nastanejo po obsevanju TiO2 z UV
svetlobo, so mocno reaktivne molekule, kar je lahko uporabno pri oksidacyi ve€ine
organskih onesnazevalcev. Fotokatalitska oksidacija se lahko uporablja za odstranjevanje
onesnazevalcev zraka z uporabo v ventilatorjih, klimatskih napravah i Cisticih zraka, pri
Cemer nastane ogljikov dioksid (CO2) in H.O (Benedix in sod., 2000). Poleg tega
fotokatalitsko aktivnost TiO2 izkorisCajo Stevilne aplikacije in sicer pri TiO2 filmih,
samocistilnih povrSinah in fotoreaktorjih za ¢iSCenje onesnazene in odpadne vode (Fujishima
in sod., 2000; Wamer in sod., 1997). Ireland in sod. (1993) so za ¢i¥Cenje vode v reaktorju
uporabili anatazno kristalno obliko delcev TiO2. Zaradi oksidacijskega potenciala in
neselektivne reaktivnosti TiO2 je le-ta v naravnem vzorcu vode povzrocil celicno smrt
kulture Escherichia coli (E. coli) in tudi smrt lokalnega avtohtonega rastlinstva. Ko TiO2
izpostavimo UV-A svetlobi, le-ta postane mo¢no reaktiven in deluje baktericidno (Ireland
in sod., 1993). Mehanizem delovanja vkljuuje razgradnjo celine stene in citoplaze mske
membrane zaradi produkcije ROS in nastanka oksidativnega stresa, kar vodi v lizo celic
(Foster in sod., 2011; Adams in sod., 2006). To je Se posebej uporabno v boliSnicah in
zdravstvenih ustanovah ter v javnih ustanovah, Solah, kuhinjah, kopalicah i pri ¢iS€enju
talnth povrSin za zagotavljanje higiene in prepreCevanje Sirjenja infekeij (Pregl. 3) (Benedix
in sod., 2000).

Potencialna aplikacija je tudi uporaba TiO2 pri terapiji rakavih celic. Fujishima in sod. (2000)
so pokazali, da se z injiciranjem delcev v tumor in obsevanjem tumorja z UV svetlobo rast
tumorja opazno zmanj$a, prav tako pa je obsevan TiO2 povzroCil smrt rakavih celic. Z in
Vitro izpostavitvijo rakavih celi¢nih linij delcem TiO2 so dosegli zmanjSanje viabilnosti celic
in celicno smrt. Rezultati kazejo na to, da so delci TiO2 potencialno uporabni za zdravijenje
rakavih obolenj (Sha n sod., 2013). Vendar pa se pojavljajo Se Stevilna vprasanja in tezave,

ki jih bo potrebno resiti pred sploSno uporabo v medicini.
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Preglednica 3: Uporaba fotokatalitskih lastnosti delcev TiO. (Fujishima in sod., 2008).

LASTNOST UPORABA

Samocdistilna funkcija Steklene, plasticne i aluminijaste povrSine, fasade in
zidovi v tunelih, Sotori, tekstil

CiS¢enje zraka Sobni in industrijski Cistilci zraka, filtri, klimatske naprave

Cis¢enje vode Cis¢enje pitne vode in odpadnih industrijskih voda

Sterilizacijska sposobnost  Antibakterijske plos¢ice za tla in zdove, uporaba v
bolniSnicah

2.4 SUPERHIDROFILNOST

Med preiskovanjem samodistilnih funkcij materialov prekritih z delci TiO2 so v 90. letih
prejSnjega stoletja po obsevanju TiO2 z UV svetlobo nakljuéno odkrili e drugo lastnost, to
je superhidrofilnost. Hidrofilnost povrSine ocenjujemo s kontaktnim kotom (CA; angl.
contact angle), kije definiran kotkot med povrSino i tangento tekocCe faze na stiCiS¢u vodne,
trdne in plinaste faze. Ko je povrSina izpostavljena UV svetlobi, pride do zmanjSevanja
kontaktnega kota in ko je kot 0 stopinj, pride do pojava superhidrofilnosti, pri ¢emer se
kapljice vode Zijejo po povrsini (SL 3) (Hashimoto in sod., 2005; Benedix in sod., 2000). V
tem procesu pride do izhajanja kisikovih atomov in nastanka vrzeli h*, kamor lahko gredo
molekule vode in s tem naredijo povrSino hidrofilno. Dlje ¢asa ko je povrSina z delci TiO2
obsevana z UV svetlobo, bolj je hidrofilna in v priblizno 30 minutah je kontaktni kot med
kapljico vode in povrsino ni¢, zaradi Cesar se voda popolnoma razlije po povrsini (Fujishima
in sod., 2000). Po konanem obsevanju ostane povrSina hidrofilna $e 1-2 dni, vendar se

njena hidrofilnost s casom za¢ne zmanjSevati (Hashimoto in sod., 2005).

Slika 3: Prikaz superhidrofilnosti povrsine prekrite z delci TiO2 ob izpostavljenosti UV sevanju svetlobe.
Povr$ina ima lastnost prepreCevanja roSenja in s tem prepre¢uje dostop umazanije, ki je enostavno sprana z
vodo (prirejeno po Feng in sod., 2005: 5117).
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Fotokatalitska aktivnost in superhidrofilnost, ki sta razliéna procesa, lahko nastopata
simultano na isti povrSini delca TiO2. Tudi v primeru superhidrofilnosti pari elektron-vrzel
(e'/h*) Se vedno nastanejo, vendar delujejo v drugac¢ni smeri. Elektroni tezijo k temu, da
reducirajo Ti(IV) katione v Ti(lll) in vrzeli oksidirajo O2-anione (Fujishima in sod., 2000).
Superhidrofilnost je posledica strukturnih sprememb powrsine, saj se po obsevanju delcev z
UV svetlobo h* izpostavijo na povr$ini. Veéina teh h* je adsorbiranih direktno z organskimi
snovmi ali vodo, nekaj pa jih reagira s samim TiO2, pri ¢emer pride do pretrganja vezi med
TiO2 in kisikovimi molekulami. Towrstni fenomen je zelo uporaben pri prepreCevanju
roSenja stekel in ogledal, saj TiO2 preprecuje nastanek drobnih kapljic vode in s tem rosenje
stekel (Hashimoto in sod., 2005).

Ena od aplikacij uporabe TiO:2 je tudi samodistilna funkcija materialov prekrith s TiO2, Ki
lahko deluyje na principu superhidrofilne ali superhidrofobne powvrSine. Superhidrofilna
povrsina, ki nastane pri obsevanju povrSine prekrite zdelci TiO2, preprecuje nastanek vodnih
kapljic na povrSini. Po priblizno dveh dneh po prenchanju obsevanja povrSine pa le-ta
ponovno pridobi hidrofobne lastnosti. Superhidrofobna powrSina vodi preprecuje zlivanje s
povr$ino in povzro¢i nastanek vodnih kapljic. Nakapljice se lahko pritrdijo delci umazanije
in so tako odstranjeni s povrSine. UcCinek odbojnosti povrSine imenujemo Lotus Effect

(Benedix in sod., 2000).

25 TiO2 V SONCNIH KREMAH

Kozi rak je eden najpogostejSih oblik raka v Republiki Sloveniji n ga med drugim
povezujemo s Cezmernim sonCenjem (Slora, 2013). Prav zaradi tega je zelo pomembna
zasCita koze pred Skodljivimi UV zarki z razlicnimi son¢nimi kremami. Zaséita koze je
potrebna pred UV-A in UV-B svetlobo, UV-C Zarki pa so skoraj popolnoma absorbirani v
ozonski plasti (Popov in sod., 2005). Son¢ne kreme so zas¢itni pripravki, ki vsebujejo filtre,
ki Scitjo pred Skodljivim delovanjem svetlobe. Lo¢imo jih na dve skupini: kemi¢ne in
fizikalne. Kemi¢ni filtri imajo lastnost absorpcije UV zarkov, fizikalni pa zmanjSujejo
sevanje svetlobe s sipanjem in odbijanjem vidne svetlobe in absorpcijo UV svetlobe. Eden
najutinkovitejSih in najpogosteje uporabljenih fizikalnih filtrov je ravno TiO2. Nanodelci v
sontnih kremah delyjejo neselektivno in S§Citijo pred Sirokim spektrom valovnih dolzin

sontne svetlobe (Sayre in sod., 1990).
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Na zacetku uporabe delcev TiO2 za zaséito pred UV sevanjem svetlobe so uporabljali delce
podmikronske velikosti (200 — 500 nm). Omogocali so odboj vidne svetlobe, vendar so
zaradi velikosti na koz puséali viden tanek sloj bele kreme. V zadnjih nekaj letih je trend v
kozmeti¢ni industriji in industriji son¢nih krem zamenjava TiO2 mikro velikosti za nano
velikost. Razvili in zaCeli so uporabljati kozmeticno bolj sprejemljive soncne kreme z delci
velikosti 10 — 50 nm, ki ne puséajo sledov bele barve in so pri nanosu na kozo nevidni (More,
2007; Tyner in sod., 2011). In vitro in in vivo analize faktorja zasCite soncnih krem (SPF,
angl. sun protection factor) so pokazale, daimajo kreme z delci TiO2 podmikronske velikosti
(170 nm) nizjo vrednost SPF kot kreme z delci nano velikosti (20 nm) v istih koncentracijah.
ViSja vrednost SPF delcev nano wvelikosti je posledica nastanka veC plasti aglomeratov
delcev, zaradi Cesar se zmanjSa powvrSina nepokrite povrSine koze, kar predstavlja
ucinkovitejSo zas¢ito pred soncno svetlobo (Lin C. m Lin W., 2011). Kot najbolj uinkovita
velikost delcev TiO2 za zas¢ito pred UV-B svetlobo so se izkazali delci velikosti 62 nm
(Popov in sod., 2005).

Povecana uporaba delcev TiO2 nano velikosti je porodila Stevina vpraSanja. Povecalo se je
Stevilo preucevanj vpliva razlicnih formulacij TiO2 v sonnih kremah na stabilnost produkta,
potencialno $kodljivost za kozo in za$¢ito pred UV svetlobo. Uporaba delcev TiO2 v son¢nih
kremah vodi v izpostavitev koze in prav tako tudi pljuc, saj obstajajo tudi kreme za zascito
koze v sprejih (Karlsson in sod., 2009). Raziskave, ki so bile izvedene pri primerljivih
pogojih kot pri izpostavitvi delcem TiO2 v son¢nih kremah, so pokazale, da so lahko delci
TiO2 toksicni (Lin C. in Lin W., 2011). Son¢ne kreme, ki vsebujejo TiO2, so obsevali s
svetlobo valovne dolzine > 300 nm. PriSlo je do nastanka ROS, kot sta 'OH in O2"" (Brezova
in sod., 2005). Nobena formulacija TiO2 po izpostavitvi UV svetlobi pa ni poskodovala koze

in povecala permeabilnosti ter zmanjSala zaS¢itne funkcije koze (Tyner in sod., 2011).

Pogosta tema diskusije je tudi prehajanje TiO2 skoz kozo in prehod v kri ter prenos po telesu.
Mozne so tri poti prehoda delcev TiO2 skozi kozo: intracelularna, intercelularna in
folikularna. Pri slednji je majhna verjetnost prehoda, saj predstavljajo lasni mesicki le 0,1 %
celotne povrSine koze. Vendar pa so delce TiO2 nasli tudi znotraj lasnih meSickov in
tovrstnega prehoda delcev ne moremo popoloma izklju¢iti (Borm in sod., 2006). Koza je

sestavljena iz treh plasti: vrhnjice, usnjice in podkozja. Rozevinasta plast (SC; angl. stratum
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corneum) je zunanja porozenela plast koze, ki jo sestavljajo odmrle in keratinizirane celice,
ter predstavlia bariero za prehod ve€ine snovi (Hoet in sod., 2004). Nedavna raziskava je
pokazala, da je prehod delcev TiO2 skozi vrhnjico koze mozen, saj so delci prehajali skozi 7
plasti poroZzenele neobsevane koze in kar 13 plasti globoko v kozo obsevano z UV-B
svetlobo. Dokazali so prisotnost Ti v vrhnjici in zgornjih plasteh usnjice, vendar do prehoda
skozi kozo ni priS§lo (Monteiro-Riviere in sod., 2011). Neposkodovana koza tako predstavlja
dobro zas¢ito pred delci TiO2, vendar pa se prehodnost koze lahko moc¢no poveca pri

posSkodovani in opeceni koz ter drugih oblikah obcutlivejSe koze (Shi in sod., 2013).

Raziskovalci poskusajo razviti nove formulacije soncnih krem, kibi predstavljale minimalno
tveganje za zdravje ljudi, in bi hkrati imele visoko zas¢ito pred sevanjem svetlobe.
Modifikacije povrSine delcev, kot sta previeka delca in obdelava povrSine, imajo lahko za
posledico manj toksicne delce, poleg tega delci dispergirani v vodnih sistemih lahko tvorijo
agregate razliénih velikosti in struktur, kar moc¢no vpliva na citotoksi¢nost nanodelcev
(Borm in sod., 2006; Hsiao in Huang, 2011). TiO2 je za uporabo v son¢nih kremah pogosto
previeCen, da se zmanjSa njegova reaktivnost, medtem ko obdrz lastnosti absorpcije UV
svetlobe (Nel in sod., 2006). Raziskave uporabe nanokapsul, v katerih so zapakirani delci
TiOz2, so se izkazale za zelo uspesne. Delci TiOz2, Ki so jih zapakirali v kapsule iz hitosana,
so se na povrSini koze bolje razporedili. Nanokapsule z delci TiO2 so bile velike 30 — 80 nm
in so predstavijale visoko zas¢ito (95 %) pred UV-A in UV-B son¢no svetlobo (Chung in
sod., 2010). Majhni, neaglomerirani, enakomerno razporejeni delci TiOz2, ki so stabilizirani
s slojem aluminijevega hidroksida, omogocajo boljSo zas¢ito koze pred UV svetlobo zaradi
okrepljene absorpcije in sipanja svetlobe (Tyner in sod., 2011).

Izpostavljenost son¢ni svetlobi je povezana z razvojem Stevilnih bolezni in stanj, kot so
kancerogeneza, staranje in preobcutljiivost, zaradi Cesar je zelo pomembna zasCita pred
soncno svetlobo (Lin C. in Lin W., 2011). Hkrati pa zaradi pomanjkljivega poznavanja
mehanizmov toksicnega delovanja delcev TiO2 ne moremo z gotovostjo trditi, daje uporaba

son¢nih krem z delci TiO2 ob obsevanju z UV svetlobo popolnoma varna.
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2.6 TOKSICNO DELOVANIJE DELCEV TiO>

Zanimive lastnosti delcev TiO2, zaradi katerih je njihova proizvodnja in uporaba vse vecja,
so hkrati lahko odgovorne za njihove nezelene toksiéne uéinke. Vendar pa je vseeno trajalo
nekaj casa do pojava dvomov glede morebitnih zdravstvenih in okoljskih posledic
nanotehnologije. Stevilo publikacij, ki proudujejo potencialne negativne uéinke nanodelcev,
od takrat naras¢a, vendar ti rezultati ne zadoS$Cajo za njihovo oceno tveganja. Vzrok
predstavljajo predvsem izjemna raznolikost in nepredvidljivost lastnosti nanodelcev ter
posledi¢no tudi nepredvidljivost interakcij nanodelcev s celicami in tkivi. Rezultati Stevilnih
in vitro in in vivo studij so nasprotujo¢i in jih je zaradi nezadostne karakterizacije fizikalno-

kemijskih lastnosti delcev TiO2 tezko razloziti.

Delci TiO2 se nahajajo v hrani, kozmetiki in tudi v drugih proizvodih, zaradi ¢esar smo ljudje
z njimi pogosto v stiku in lahko le-ti tudi vstopajo v nase telo. Delcem TiO2 smo lahko
izpostavljeni pri vdihavanju, saj lahko enostavno vstopijo v plju¢no tkivo. Drugi nacini
vklju€ujejo vstop skoz kozo, ali oralno, mozen pa je tudi sistemski vnos za diagnostiéne in
terapevtske namene. Po vstopu v telo se delci TiO2 hitro razporedijo po telesu na mesta, kjer
prihaja do interakcij z bioloskim okoljem. Hkrati pa so le-ti v tkivih in organih izpostavljeni
Stevilnim obrambnim mehanizmom, ki jih poskuSajo odstraniti ali zadrzati (Shi in sod.,
2013; Wolfgang, 2004; Nel in sod., 2006). Delci TiO2 se lahko nalagajo v razlicnih tkivih in
organih, kot so jetra, ledvica, vranica mn pljuca. V plju¢ih so prepoznani in odstranjeni s strani
imunskih celic, kot so makrofagi, monociti, levkociti in dendriticne celice. V primeru
vlaknaste oblike delcev velikosti > 20 um, ki jih makrofagi ne morejo fagocitirati, le-ti niso
odstranjeni iz dihal in povzroCajo morfolosko toksicnost, ki lahko pri dolgotrajni
izpostavljenosti vodi celo v nastanek raka (Li in sod., 2010b; Geiser in sod., 2008;
Oberdorster, 2002).

Delci TiO2 lahko zaradi svoje velikosti in reaktivnosti vstopajo v celice z aktivnim
transportom z endocitozo ali s pasivnim transportom z difuzijo in tudi z adhezivhimi
mterakcijami (Skocaj in sod., 2011; Geiser in sod., 2005). Mehanizem vnosa v celice je
odvisen od fizikalno-kemijskih lastnosti delcev TiO2, kot so kemijska sestava, velikost,

oblika in stopnja aglomeracije ter tar¢nih celic, to je celinega tipa in diferenciacijske stopnje
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(Unfried in sod., 2007). Raziskave so pokazale, da manjsi delci TiO2 velikosti od 30 — 100
nm lahko prehajajo celicno membrano, medtem ko vecji delci > 500 nm ostanejo na zunanji
strani celice in se lahko pritrdijo na membrano (Shukla in sod., 2011). Ko so delci TiO2
enkrat v celici, imajo neposreden dostop do znotrajceli¢nih organelov, lahko se veZzejo na
razlicne receptorje, proteine in vplivajo na delovanje encimov. Z vezavo na proteine lahko
spremenijo njihovo konformacijsko strukturo, aktivnost in tudi funkcijo. V krvi lahko s
proteini potujejo po telesu do organov, kot so jetra, ledvica, srce, vranica in mozgani (Handy
in sod., 2008b; Geiser in sod., 2005; Borm in sod., 2006). Lahko pa skozi jedrne pore (NPC;
angl. nuclear pore compleks) vstopijo v jedro in neposredno preko fizicnih interakcij
povzrocijo spremembo sekundarne strukture DNK, prelome molekul DNK in kromosomske
spremembe, ki jih zaznamo z nastankom mikronukleusov (Pant¢ in Kann, 2002; Li in sod.,
2010a; Rahman in sod., 2002). Poleg tega lahko delci TiO2 posredno delujejo na DNK in
druge komponente celic z nastankom ROS in oksidativnih poskodb. Oksidativni stres je
verjetno osnovni mehanizem toksi¢nosti nanodelcev TiO2 (Sl 4), kar so potrdile Stevilne
raziskave pri razlicnih testnih pogojin (Pregl. 4). Do nastanka ROS pride zaradi majhne
velikost delcev TiO2 in velike specificne povrsine ter drugih fizikalno-kemijskih lastnosti
delcev (Oberdorster in sod., 2007; Nel in sod., 2006). Pri nekaterih nanodelcih in tudi pri Ti
pride do spros¢anja ionov prehodnih kovin, ki povzroc¢ajo pretvorbo kisikovih metabolnih
produktov v celici v "OH radikale. "OH veljajo za ene glavnih povzrociteljev poskodb DNK
(Singh in sod., 2009).
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Slika 4: Mehanizmi delovanja delcev TiO> na celico, ki lahko povzro¢ijo oksidativni stres ali vnetni odziv,
ter posledi¢no poskodujejo DNK in spremenijo izrazanje genov (prirejeno po Singh in sod., 2009: 3901).

Tarée delovanja ROS so tudi plazemska membrana in lipidna peroksidacija nenasi¢enih
lipidov, encimski kompleksi, mitohondrij in endoplazemski retikulum (Li in sod., 2010b;
Unfried in sod., 2007). Zaradi vpliva delcev TiO2 lahko pride do sprememb v delovanju
mnogih procesov, kot so elektronska transportna veriga, mitohondrijski membranski
potencial, regulacija kolicine Ca?* (kalcijevi ioni) in celi¢ne signalizacije (Nel in sod., 2006;
Park in sod., 2008). Celice se ob izpostavitvi delcem TiO2 branijo z aktivacijo
antioksidativnega sistema, pri cemer ima glavno vlogo glutation, ki je glavna obramba pred
DNK poSkodbami. Ko produkcija ROS preseZe njihovo odstranjevanje, antioksidativna
obramba ne zadostuje vec in oksidativni stres v celici povzro¢i zmanjSano rast celic in motnje
mitohondrijskega delovanja. Hkrati pa lahko delci TiO2 povzrocijo oksidativni stres z
vplivom na antioksidativne obrambne sisteme i zmanjSajo u¢mnkovitost odstranjevanja "OH

(Zou in sod., 2013; Petkovi¢ in sod., 2011b).
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Preglednica 4: Primeri raziskav, ki sopokazali vpliv delcev TiOz razlitnih kristalnih struktur in velikosti na

oksidativni stres v razliénih celicah in organizmih.
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Zadnje raziskave kazejo, da imajo z nanodelci povzrocene reakcije z radikali pomembno
vlogo v iniciaciji in napredovanju rakavih ter drugih obolenj. Oksidativni stres in nastali
ROS imajo lahko za posledice mutacije, spremembe celicne proliferacije, aktivacije
transkripcijskih dejavnikov, spremembe izrazanja onkogenov in tumor supresorskih genov,
kot je p53, ter indukcijo apoptoze, delitve poskodovanih celic in karcinogenezo (Shi in sod.,
1998; Nel in sod., 2006). Oksidativni stres lahko povzro¢i poleg celicnih poskodb in
genotoksicnosti  tudi vnetje in aktivacjo imunskega sistema. Aktivacija makrofagov
povzroci sproS¢anje mediatorjev vnetja in nastanek ROS, kar posledicno pripelie do wnetja
in poSkodb tkiva. Oksidativni stres je tako vpleten v patogenezo Stevilnih bolezni, vklju¢no
s staranjem, arterosklerozo, karcinogenezo ter akutnim in kronicnim vnetjem (Skocaj in sod.,
2011; Gurr in sod., 2005; Hoet in sod., 2004). Delci TiO2 lahko spremenijo izrazanje
apoptotskih genov in njihovih proteinov in sprozijo apoptozo celic preko mitohondrijske poti
(Li in sod., 2010b). Vloga mitohondrija pri apoptozi je povezana s povecano sintezo NO,
izgubo membranskega potenciala, nastankom nefunkcionalnega mitohondrija, spros¢anjem
citohroma ¢ in odprtjem napetostno odvisnega anionskega kanala zunanje mitohondrijske
membrane (Cadenas, 2004; Park in sod., 2008).

Glede na cedalje vecCjo uporabo fotokatalitsko aktiviranega TiO2 moramo upostevati tudi
potencialno $kodljivo delovanje delcev TiO2 v taksni obliki. Studije so pokazale, da je TiO2
v prisotnosti UV svetlobe bolj toksi¢en za celice kot neobsevan TiO2 ter povzroca veéje
poskodbe molekul DNK. Reeves in sod. (2008) so pokazali, da so toksi¢ni u¢inki anataznih
delcev TiO2 (5 nm) najverjetneje posledica nastanka "OH radikalov. Celice so izpostavili
delcem TiO2 in jih obsevali z UV svetlobo. Ugotovili so, da je prislo do poskodb DNK in
kromosomskih aberacij. Poskodbe delovanja delcev in sevanja pa so odvisne od
koncentracije TiO2 in intenzitete sevanja. Tudi Rahman in sod. (2002) so pokazali, da so
UFP TiO2 (< 20 nm) fotogenotoksi¢ni in povzrocajo kromosomske spremembe, Ki jih lahko
zaznamo z nastankom mikronukleusov ter nastankom celicne apoptoze. Ob izpostavljenosti
anataznim delcem TiO2 (0,45 um) in UV-A svetlobi so Wamer in sod. (1997) opazili tudi
hidroksilacijo gvaninov molekul RNK (angl. ribonucleic acid). Hkrati pa niso zaznali
nobenih oksidativnih poskodb celicne DNK, kar kaze na to, da so molekule RNK bolj
obCutljive na oksidativne poskodbe, verjetno zaradi njihove lokalizacije v citoplazmi

(Wamer in sod., 1997).
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Pri tovrstnih raziskavah tezko dolo¢imo, kolikSen je dejanski Skodljiivi vpliv obsevanih
delcev TiO2, saj so tudi same celice izpostavljene UV svetlobi. Obsevanje celic z UV
svetlobo ima namre¢ S$tevilne negativne vplive. V celicah povzroca bazne modifikacije,
pirimidinske  dimere, prelome verig ter nastanek fotoproduktov. Fotoprodukta, Ki
najpogosteje vodita v nastanek mutacij, sta 6-4 fotoprodukt (angl. pyrimidine (6-4)
pyrimidone photoproduct) in ciklobutanski pirimidinski fotodimer (CPD; angl. cyclobutane
pyrimidine dimer) (SI. 5), pri ¢emer se kovalentno spojita dva pirimidinska ostanka (timin
ali citozin), ki sta na sosednjih mestih v isti verigi dvoverizne molekule DNK. UV svetloba
pogosto povzro¢i tudi oksidacijo gvanina in nastanck 8-0kso gvanina, ki je posledica
oksidativnega stresa (Cadet in sod., 2005; Kielbassa in sod., 1997).

0]
Q /\ Q@ HN OH
YISy
R A

ciklobutanski fotodimer 8-4 fotoprodukt

Slika 5: Kemi¢ni strukturiz UV svetlobo povzro¢enih fotoproduktov v celicah (prirejeno po Cadet in sod.,
2005: 4).

Stevilo raziskav, v katerih so delce TiO2 pred-obsevali in s tem izklju¢ili neposreden vpliv
UV swvetlobe na celice, je majhno. Petkovic in sod. (2011a) so prvi dokazali povecano
citotoksi¢no in genotoksi¢no delovanje z UV svetlobo pred-obsevanin anataznih delcev TiO2
na celice HepG2 v primerjavi z neobsevanimi delci. Vpliv z UV-A in UV-B svetlobo pred-
obsevanin delcev (obsevali 20 minut) TiO2 so preucevali tudi Kim in An (2012) na bakterijah
E. coli in Bacillus subtilis (B. subtilis). V tem primeru delci TiO2 niso vplivali na rast teh
bakterj in niso imeli toksicnega u¢inka v primerjavi s kontrolo. Ravno nasprotno pa so
ugotovili Tatsuma in sod. (2003), ki so z UV swvetlobo obsevali film TiO2-WOQOs. Po
kon€anem obsevanju je namre¢ v temi zaradi nastalega H202priSlo do zmanjSanja prezivetja
bakterij E.coli. Vendar je bil v tem primeru v neposredni blizini TiO2 prisoten volframov
oksid (WO3), ki je shranil energijo, saj so se ob obsevanju nastali e~ prenesli na WOs3 in

kasneje povzrocili nastanek radikalov (Tatsuma i sod., 2003).
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Zelo malo pa je znanega o trajanju toksi¢nih u¢inkov pred-obsevanih delcev TiO2 na celice.
Fotoaktivirani delci TiO2, ki so bili podnevi izpostavljeni son¢ni svetlobi, imajo potencial,
da pono¢i vtemi delujejo Skodljivo na organizme v zemlji (Kim in An, 2012). Po 12-urnem
obsevanju enoceliénih evkariontskih organizmov Tetrahymena pyriformis (T. pyriformis)
izpostavljenih nizki koncentraciji delcev TiO2 anataz (25 nm) z vidno svetlobo in nato 6-
urni inkubaciji v temi so zaznali povecano aktivnost SOD. Rezultati kazejo na to, da je bil
antioksidativen sistem aktiven in so delci Se vedno imeli toksiCen potencial tudi po
prenehanju obsevanja (Zou in sod., 2013). Vendar pa so potrebne nadaljnje raziskave za
ugotavljanje  Skodljivega delovanja pred-obsevanih delcev, dolocitev mehanizmov

toksicnosti in Casa Skodljivega delovanja tudi po konCanem obsevanju.

Razlike v rezultatih med posameznimi raziskovalnimi skupinami niso nujno povezane z
razlicnimi uporabljenimi metodami, ampak so lahko vzrok razlicna velikost delcev, razli¢ne
pripravljalne metode (npr. sonikacija), stopnja agregacije in pogoji inkubacije. Razlike v
rezultatih so lahko tudi posledica razlk v metabolni aktivnosti, kapacitivnosti
antioksidativnih encimov in popravljalnih mehanizmih celic (Reeves in sod., 2008). Poleg
tega so delci TiO2 v stevinih publikacijah slabo karakterizirani. Pomanjkanje podatkov o
fizikalno-kemijskih lastnostin delcev TiO2 in heterogenost dolo¢enih parametrov vodi v
neprimerljivost razlicnih S$tudij. Dolocitev lastnosti delcev (velikost, distribucija velikostli,
masna koncentracija, kemijska sestava, specificna povrSina, morfologija, povrSinska
reaktivnost, zeta potencial, sposobnost tvorbe agregatov/aglomeratov itn.) je nujno potrebna
ne le za opredelitev toksicnosti, ampak tudi za izboljSanje lastnosti nanomaterialov pri
uporabi v razli¢nih aplikacijah (lavicoli in sod., 2011). Neprimerljivost Studij in tezavna
mterpretacija so tezave, ki se pojavljajo na celotnem podro¢ju nanotoksikologije. Zato se v
zadnjih leth velko dela na podro¢ju razvoja standardnega protokola, tako na podroé¢ju
pripravljanja raztopine nanodelcev, kot tudi na podro¢ju standardnega protokola za
izpostavitev testnega sistema. Standardizacija omenjenih postopkov bo zelo pripomogla k
bolj8i primerjavi rezultatov razli¢nih raziskovalnih skupin kot tudi lazji interpretaciji Studij
(Reeves in sod., 2008).

Kljub temu da so delci TiO2 obravnavani kot inerten in varen material, Stevilne omenjene

raziskave potrjujejo, da imajo lahko negativne uCinke na organizme in vitro in in vivo
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(Trouiller in sod., 2009; Gurr in sod., 2005; Li in sod., 2010b). Na podlagi teh rezultatov je
Mednarodna agencija za raziskave raka (IARC, iz ang. International Agency for Research
on Cancer) leta 2006 preklasificirala nanodelce TiO2 iz skupine nenevarnih materialov v
skupino 2B karcinogenov, kar pomeni "mozno karcinogeni za ljudi' pri inhalacijski
izpostavljenosti (IARC, 2006). Prav tako je Ameriski Nacionalni institut za poklicno varnost
in zdravje (NIOSH, iz ang. National Institute for Occupational Safety and Health) nanodelce
TiO2 opredelil kot mozno karcinogene pri poklicni izpostavljenosti. NIOSH je zapisal
priporo¢ila in dolo¢il meje izpostavljenosti za FP (1.5 mg/m?®) in UFP (0.1 mg/m®) pri
povprecni izpostavljenosti 10 ur na dan in 40 ur na teden. To priporocilo predstavlja nivo, ki

zmanjSa tveganje za razvoj raka pliju¢ v obdobju zaposlitve na manj kot 1:1000 (NIOSH,
2005).

Nanotehnologija in uporaba delcev TiO2 sta omogo¢ili napredek na stevinih podrogjih. Se
vedno se odpira veliko moznosti uporabe in novih aplikacij, kijim bomo pria Ze ¢ez nekaj
let. Hkrati pa obstaja tudi druga plat uporabe delcev, zaradi katere se postavljajo Stevilna
vprasanja, predvsem glede varne uporabe za ljudi, zvali in tudi vpliv na okolje. Veliko je
bilo Ze narejenega za ugotavljanje Skodljivega delovanja delcev TiO2, velko pa bo Se
potrebno narediti da bomo lahko natanéno dolocili tudi $kodljive ucinke le-teh. Le na ta
nacin se bomo lahko za$¢itili pred njlhovim toksi¢nim delovanjem in s tem obvarovali svoje

zdravije.
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Eksperimentalno delo je potekalo na Oddelku za genetsko toksikologijo in biologijo raka na

Nacionalnem inStitutu za biologijo v Ljubljani.

3.1 MATERIALI

3.1.1 Laboratorijska oprema

Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema navedena skupajs proizvajalcem

LABORATORIJSKA OPREMA

PROIZVAJALEC

Aparatura za gelsko elektroforezo POWER PAC 3000
Avtomatske pipete in nastavki (0,5-10 ul, 10-100 pl, 20-

200 pl, 100-1000 pl, 1000-5000 pl)
Brezprasna komora

Brizge (10 ml)

Biirker-Tiirkova plosCica

Centrifugirke (1,9 ml, 15 ml, 50 ml)
Centrifuga MINI SPIN

Centrifuga PLC-322

Crno-bela kamera za slikanje jeder MARLIN

Citalec mikrotiterskih plo§¢

Digestorij

Elektroforezna kadicka SUB-CELL GT
Filtri (0,22 pm)

Fluorescentni mikroskop ECLIPSE E800
Grelnik z mesalom ROTAMIX SHP-10
Hladilnik (4 °C)

Inkubator

Krovna stekelca

BIO-RAD, ZDA
Biohit, Finska

EHRET, Nemcija
Becton, Dickinson and Company,
ZDA
BLAU BRAND, Nemcija
Corning, ZDA
Eppendorf, Nemcija
Tehtnica d.d., Slovenija
ALLIED Vision Technologies,
Nemcija
Synergy MX, BioTek, ZDA
Kéttermann, Nemcija
BIO-RAD, ZDA
Corning Incorporated, ZDA
NIKON, Japonska
Tehtnica d.d., Slovenija
Zanussi, Anglija
Sanyo, Japonska
Glaswarenfabrik Karl Hecht KG,

Nemcija

se nadaljuje
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LABORATORIJSKA OPREMA

PROIZVAJALEC

Magnetna meSala

Mikrotitrska plos¢a z 96 vdolbinicami
Mikrovalovna pecica MP1278

Peskana objektna stekelca

pH meter

Pipetboy

Plastenke za shranjevanje (250 ml)

Plastenke za gojenje celicnih kultur (T75, T25)
Plosc¢e za gojenje celic z 12 vdolbinicami (3513)

Racunalniski program Comet Assay [V

Racunalni$i program GraphPad Prism 3.02
Racunahiski program Excel
Racunahiski program Magellan

Stripete

Svetlobni mikroskop BF-DSSS
Tehtnica EXACTA 610 EB

Ultrazvocna kad Sonorex

UV- inkubator s hlajenjem 1-265 CK UV
UV- zarnica ULTRA VITALUX 300W
Vacuboy

Vibracijski mesalnik MS 3 digital

Vodna kopel (37 °C)

Zamrzovalnik (-20 °C)

Zamrzovalnik (-80 °C)

Zarnica (G2A) HB-10104 AF

IKA, ZDA
Corning Incorporated, ZDA
Gorenje, Slovenija
Surgipath, Zdruzeno kraljestvo
WTW, Nemcija
IBS Integra Bioscience, Svica
Corning Incorporated, ZDA
Corning Incorporated, ZDA
Corning Incorporated, ZDA
Perspective instruments, Velika
Britanija
GraphPad Software, ZDA
Microsoft, ZDA
GENios, Svica
Corning Incorporated, ZDA
REICHERT, ZDA
Tehtnica d.d., Slovenija
Bandelin electronic, Nemcija
Kambi¢, Semic, Slovenija
Osram, Nemcija
IBS Integra Bioscience, Svica
IKA, ZDA
The Precision Scientific, Indija

Gorenje, Slovenija

AS (Angelantoni Scientifica), Belgija

Nikon, Japonska

Poleg zgoraj naStete laboratorijske opreme pa smo uporabljali tudi steklene CaSe, bucke

Erlenmeyer, laboratorijske steklenice z zamaSkom, steklene valje, plinski gorilnik, pincete,

spatule, Zlice z lopatico i Skarje.
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3.1.2 Kemikalije

Preglednica 6: Uporabljene kemikalije navedene skupaj s proizvajalcem in katalo$ko $tevilko

KEMIKALIJA PROIZVAJALEC KAT. ST.

BaP (Benzo[a]piren) SIGMA-ALDRICH, B1760
Nemcija

BSA (Goveji serumski albumin) SIGMA, ZDA A9418

Raztopina pufra s pH 7,0 FLUKA, Svica 33646

Raztopina pufra s pH 10,0 FLUKA, Svica 33649

D-Glukoza monohidrat SIGMA-ALDRICH, 16301
Nemcija

dH,O (destilirana voda) NIB, Slovenija

DMSO (Dimetil sulfoksid >99,9 %) SIGMA-ALDRICH, 154938
Nemcija

Dulbecco's PBS 10-kratni (FizioloSka raztopina PAA, Avstrija H15-011

v fosfatnem pufru)

EDTA SIGMA, ZDA E5134

(Etilendiaminotetraetanojska kislina, 99 %)

EtdBr (Etidijev bromid) Gibco BRL, Skotska 15585-011

EtOH (Etanol) SIGMA, ZDA E7148

FBS (Serum govejega zarodka) SIGMA, ZDA F-0392

HEPES (4-(2-hidroksietil)- 1- SIGMA, ZDA H4034

piperazinetansulfonska kislina >99.5 %)

KCI (Kalijev klorid) FLUKA, Svica 60130

KOH (Kalijev hidroksid) SIGMA-ALDRICH, P5958
Nemcija

L-glutamin (200 mM) PAA, Avstrija M11-006

LMP Agaroza (Agaroza z nizko tocko taliSca) Invitrogen, ZDA 15517-022

MEM (Minimalni esencialni medij) SIGMA, ZDA M5650

MEM NEAAS (100-kratna raztopina SIGMA, ZDA M7145

neesencialnih aminokislin)

MeOH (metanol) SIGMA, ZDA M1775

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 6. Uporabljene kemikalije navedene skupajs proizvajalcem in katalosko $tevilko

KEMIKALIJA PROIZVAJALEC KAT. ST.

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- SIGMA, ZDA M-5655

difeniltetrazolijev bromid)

NaCl (Natrijev klorid) MERCK, Nemcija 1.06404.1000

NaHCO; (Natrijev hidrogen karbonat) SIGMA-ALDRICH, S5761
Nemcija

NaOH (Natrijev hidroksid) MERCK, Nemcija 1.06482.1000

NMP Agaroza (Agaroza z normalno tocko Invitrogen, ZDA 16500-100

talisca)

Penicilin/Streptomicin 100-kratni PAA, Avstrija P11-010

tBOOH (tert-Butil hidroperoksid, 70 wt % ALDRICH, Nemc¢ija 458139

vode)

TiO,-B (Titanov (1V) oksid) SIGMA, ZDA T8141

TiO,-N (Titanov (V) oksid, nanodelci, < 25 SIGMA, ZDA 637254

nm, 99,7 % kovinska osnova)

Tris (2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3- MERCK, Nemcija 1.08382.1000

propandiol)

TRITON X-100 (Polietilen glikol p-(1,1,3,3- FLUKA, Svica 93420

tetrametilbutil) fenil eter

Tripansko modro SIGMA, ZDA T-8154

Tripsin SIGMA, ZDA T-4174

3.1.3 Celi¢na kultura HepG2

Celi¢na linija HepG2 (Sl. 6) je bila leta 1972 izolirana iz primarnega hepatoblastoma 11 let
starega argentinskega decka (Aden in sod., 1979). Celice so epitelijskega tipa in izlocajo
razlicne proteine plazme, kot je albumin, transferin in plazminogen. Celice HepG2 se
uporabljajo za preucevanje metabolizma v jetrih, Studije citototoksi¢nosti in genotoksicnosti
ksenobiotikov ter tar¢ne dostave zdravil (Altogen Biosystems, 2013). Citotoksi¢nost je
definirana kot strupenost za celice, genotoksi¢nost pa je lastnost strupov, da okvarijo gene s
poskodbo DNK (Slovenski medicinski slovar, 2014). Glede na to, da so jetra
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najpomembnejSi organ za metabolizem ksenobiotikov in drugih snovi pri sesalcih, se celice
izolirane iz jeter najpogosteje uporabljajo za genotoksikoloske Studije. V te namene se na
celicah HepG2 uporabljajo metode, kot sta mikronukleusni test in test komet (Knasmiiller in
sod., 1998).
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Slika 6: Posnetek celic HepG2 (100-kratna povecava; fotografirala J. Nunic).

Celice HepG2 imajo Stevine prednosti pred drugimi in vitro celiénimi sistemi. Ohranile so
aktivnosti Stevinih encimov biotransformacije faze 1 in 2, ki imajo pomembno vlogo pri
aktivaciji/detoksifikaciji genotoksi¢nih prokarcinogenov. Proizvajajo encime faze 1, kot so
izoencimi iz druzine CYP (angl. cytochrome P450), katalaza, peroksidaza, NADPH
citokrom C reduktaza in encime faze 2, to so GST, sulfotransferaza, N-acetiltransferaza ...
(Knasmiiller in sod., 1998). Celice HepG2 so sposobne detoksifikacije ksenobiotikov in
predstavljajo dober modelni sistem za primerjavo z metabolizmom ksenobiotikov v
Cloveskem telesu (Mersch-Sundermann in sod., 2004). Celice HepG2 izrazajo tudi Stevilne
antioksidativne encime, kot so: SOD, katalaza in glutation peroksidaza, ki zagotavljajo

obrambo pred ROS in oksidativnem stresu v celici (Lee in sod., 2002).

Primerjava izrazenih genov med celicno linijo HepG2 in primarnimi celicami izoliranimi iz
jeter razlicnih moskih osebkov je pokazala, da celice HepG2 izrazajo priblizno 98 % genov

zaznanih v primarnih jetrnih celicah. Poleg tega je bilo izrazanje nekaterih genov v celicah
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HepG2 moc¢no povecano v primerjavi s primarnimi celicami jeter. Razlika med izrazenimi
geni v primarnih celicah jeter in celicah HepG2 je posledica transformacije in spremembe
fenotipa celicne linije HepG2. Identifikacija genov, ki soizrazeni v primarnih jetrnih celicah
veCine osebkov, in razlke v izrazanju genov so pomembne pri razumevanju razli¢nih

odzivov ljudi na zdravila in kemikalije (Harris in sod., 2004).

Ugotovljeno je bilo tudi, da lahko z genotoksicnimi testi na celicah HepG2 dolo¢imo razli¢ ne
razrede okoljskih karcinogenov. Le-ti pa predstavljajo zaneslivejSe rezultate v primerjavi s
konvencionalnimi in vitro testi s podganjimi jetrnimi homogenati, ki lahko dajo lazno
negativne rezultate. Celice HepG2 so se izkazale za uporabne tudi v anti-mutagenih Studijah,
kjer lahko dolo¢imo mehanizme delovanja, ki jih s konvencionalnimi in vitro sistemi ne
zaznamo (Knasmiiller in sod., 1998). Zaradi vseh zgoraj nastetih prednosti uporabe celic
HepG2 v razlicnih Studijah in ugotovitev, da so jetra glavna tarCa Skodljivega delovanja
nanodelcev, smo za dolo¢anje toksinosti TiO2 uporabili testni sistem s celicami cloveskega

hepatoblastoma HepG2 (Li in sod., 2010a; Oberdoérster in sod., 2005).

3.1.3.1 Gojenje celic HepG2

V nasi Studiji smo uporabili celice HepG2, ki so bile izolirane iz humanega hepatoblastoma
(European Collection of Cell Cultures, Porton Down, Salisbury, Velika Britanija). Celice
HepG2 smo imeli shranjene v teko¢em dusiku (-196 °C, celice v 10 % DMSO). Po
odmrznitvi smo jih gojili v 25 cn? (T-25) oziroma 75 cn? (T-75) plastenkah za gojenje
celiénih kultur v inkubatorjih pri 37 °C in 5 % COz2 vlazni atmosferi. Medij (Pregl. 7) smo
celicam menjali vsake 2 — 3 dni. Presajali smo jih najmanj enkrat na teden, ko so dosegle 70
— 80 % prerascenost povrsine plastenke. Najprej smo odstranili medij, celice sprali z
enkratnim pufrom PBS (Pregl. 8), in dodali 0,1 % tripsin (Pregl. 9). Plastenko smo nato
postavili v inkubator in jo po nekaj minutah nezno pretresli ter s svetlobnim mikroskopom
preverili, da so se vse celice odlepile od podlage. Delovanje tripsina smo zaustavili z
dodatkom svezega medija. Sledil je prenos suspenzije v centrifugirko in centrifugiranje 5
minut pri 800 obrati/minuto. Po kon¢anemu centrifugiranju smo odstranili supernatant in
pelet resuspendirali v svezem mediju. Celicno suspenzijo smo nato osemkrat previdno
potegnili z brizgo skozi injekcijsko iglo (0,940 mm). S tem smo dobili suspenzijo

posameznih celic, ki smo jih nasadili v novo plastenko z ustrezno koli¢ino svezega medija.
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Vse raztopine smo pred dodajanjem celicam segreli v vodni kopeli na 37 °C. Plastenke s

celicami smo nato gojili v inkubatorju (37 °C, 5 % CO2 atmosfera).

Preglednica 7: Sestavine za pripravo medija za gojenje celic HepG2 (50 ml)

SESTAVINE KOLICINA
MEM 43,5 ml
FBS 5ml
NEAA 0,5ml
L-glutamin 0,5ml
Penicilin/streptomicin 0,5ml

Preglednica 8: Sestavine za pripravo 1xPBS (100 ml)

SESTAVINE KOLICINA
Sterilna dH20 90 ml
Sterilen 10xPBS 10 mi

Preglednica 9: Sestavine za pripravo 0,1 % raztopine tripsina (1000 ml)

SESTAVINE KOLICINA
Tripsin 1lg
EDTA 01g
NaCl 8¢
KCI 0,44
Glukoza monohidrat 1lg
NaHCOs 0,84¢
Fenol rdece 10 mg
dH20 Dopolnimo do 1000 ml

*Sterilnost zagotovimo s filtracijo raztopine skozi filter z 0,22 um porami.
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3.1.3.2 Stetje celic

Celice smo steli s pomocjo Biirker-Tiirkove ploscice, na katero smo nanesli celice pobarvane
z barvilom tripansko modro. Tripansko modro je vitalno barvilo in lahko prodre le v mrtve
celice, membrane zvih celic pa so nepropustne za barvilo in po barvanju ostanejo svetle.
Barvilo za barvanje celic pripravimo tako, da zmeSamo 10 ul celine suspenzije s 40 pl
barvila tripansko modro ter 10 ul dobljene meSanice nanesemo na Biirker-Tirkovo ploscico.
Nato prestejemo Zive in mrtve celice v vseh 4 kvadratkih (A, B, C, D) s povr§ino 1 mm? in
izraCunamo povprecje. PriCakovana viabilnost celic je bila > 95 %. Pri izracunu Stevila celic
upoStevamo Se dejavnik red¢enja R, ki je v naSem primeru 5 in volumen komore, ki je 0,1

u (Kp=10%).

Stevilo celic smo izradunali po naslednji formuli:

(A+B+C+D)XxRxKp
4

.. (8)
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3.1.4 Karakterizacija delcev TiO;

Pri raziskovalnem delu smo uporabili 2 velikosti anataznih delcev titanovega dioksida TiO2-

N in TiO2-B. Lastnosti obeh delcev so predstavijene v Pregl. 10.

Preglednica 10: Lastnostidelcev TiO2-N in TiO2-B

TiO2-N TiO2-B
Informacije proizvajalca nanodelci, podmikronski delci,
(Sigma-Aldrich) anatazna kristalna anatazna kristalna struktura
struktura velikost delcev 50 pm

velikost delcev < 25nm
Eksperimentalno izmerjene vrednosti
Specifi¢na povrsina 129,3 né/g 8,6 /g
(metoda BET?)

Velikost kristalov znotraj 18 nm 105 nm
agregatov (FEG-SEM*)
Velikost agregatov (FEG- ~ 1 um ~ 50 um
SEM)
Oblika delcev (TEM¥*) sfericni Kristali sfericni kristali
Kristalna struktura anatazna anatazna
(XRD¥*)

*Metoda BET (angl. Brunauer, Emmett and Teller) — dolo¢evanje specifi¢ne povriine z adsorbcijo plinov;
FEG-SEM (angl. field-emission-gun scanning electron microscopy) — elektronski mikroskop z izvorom
elektronov na poljsko emisijo; TEM (angl. transmission electron microscopy) — presevni elektronski

mikroskop; XRD (angl. X-Ray Diffraction) — rentgenska praskovna difrakcija.

Morfologija delcev TiO2-N in TiO2-B se mo¢no razlikuje, kar je razvidno tudi s Sl. 7. Delci
TiO2-N so manj§i, vendar zdruzeni v Cvrste agregate v primerjavi s TiO2-B, katerih primarni
delci so vecji in tvorijo mehke aglomerate. Glede na to, da so delci TiO2-N manjsi, je zaradi

tega njihova specificna povrSina vecja v primerjavi z delci TiO2-B.
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Slika 7: Posnetki morfologije anataznih delcev TiO2-N in TiO2-B, posnetih z elektronskim mikroskopom z
izvorom elektronov na poljsko emisijo FEG-SEM: A — TiO2-N (20000-kratna povecéava), B— TiO2-B (500-
kratna povecava), C— TiO2-N (100000-kratna povecava)in D — TiO2-B (85000-kratna povecava), in
presevnim elektronskim mikroskopom TEM: E — TiO2-N in F — TiO2-B (fotografiral: Z. SamardZija).

Delci TiO2-N in TiO2-B imajo tudi zelo razlicne lastnosti, ko jih dispergiramo v vodi ali
mediju (Pregl. 11). Opazimo lahko razlike med pH-jem vodne raztopine, v Kateri so
dispergirani delci TiO2-N ali TiO2-B, kar je posledica razlicne kemijske sestave povr§ine
delcev. Delci TiO2-N in TiO2-B pa se razlkujejo tudi v zeta potencialu in posledi¢no
stabilnosti v vodni raztopini. Vse te lastnosti pomembno vplivajo na biolosko dostopnost in

toksi¢nost delcev TiO».
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Preglednica 11: Lastnosti delcev TiO2-N in TiO2-B v raztopini

Lastnost TiO,-N TiO,-B
pH vodne raztopine 6,5 7,8
Zeta potencial v vodi s pH 7 (mV) -20 -98
Elektri¢na prevodnost (mS/cm) 0,20 0,10
Izoelektriéna toéka v vodi 6,9 14
Zeta potencial v mediju (mV) -8,7 -13,5
Stabilnost v vodni raztopini Hitra sedimentacija Stabilen ve¢ dni

Analiza prahov titanovega dioksida TiO2-N in TiO2-B z FEG-SEM in TEM ter analiza
specificne povrSine sta bili narejeni na Odseku za nanostrukturne materiale na Institutu Jozef
Stefan v Ljubljani. Analiza kristalne faze delcev TiO2 pa je bila narejena na Institutu

tehninih znanosti Srbske akademije znanosti in umetnosti v Beogradu v Srbiji.

3.1.4.1 Priprava delcev TiO>

Ustrezno kolicino delcev TiO2-N in TiO2-B, ki smo jih uporabili v raziskovalnem delu, smo
lo¢eno natehtali v steklenih ¢asah, ki smo jih nato zascitili z aluminijasto folijo in s tem
preprecili, da bi bili delci izpostavljeni UV zarkom sonca. Za tretiranje smo uporabili

neobsevane in z UV svetlobo pred-obsevane delce TiO2-N in TiO2-B.

Stekleni ¢asi z delci TiO2-N in TiO2-B smo izpostavili UV-A svetlobi v UV-inkubatorju za
24 ur, pri Cemer je bila temperatura V sterilizatorju 20 °C. Delce TiO2 smo obsevali na
Odseku za nanostrukturne materiale, na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani. Po konCanem
obsevanju smo celice HepG2 tretirali z obsevanimi delci takoj po obsevanju, oziroma smo
delce shranili v temo za 1 dan oziroma 7 dni in smo celice HepG2 Sele nato izpostavili
obsevanim delcem. Delce TiO2-N in TiO2-B smo pred tretmajem resuspendirali v ustreznem
volumnu enkratnega pufra PBS, da smo dobili zalozno koncentracijo 10 mg/ml. Nato smo
delce 30 minut sonicirali v ultrazvo¢ni kopeli z dH20 pri frekvenci 60 kHz, napetosti 220 V

in elektricnemu toku 0,5 A, da smo dobili homogeno suspenzijo. Iz zalozne koncentracije
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TiO2 10 mg/ml smo nadaljnje red¢itve (1, 10, 100 in 250 pug/ml) pripravili v mediju za
gojenje celic (Pregl. 7).

3.2 METODE

321 TestMTT

Test MTT je kvantitativna kolorimetricna metoda za doloCanje vpliva testnih substanc na
preZzivetje in proliferacijo sesalskih celic. Test je leta 1983 razvil Mosmann in kot glavne
prednosti metode izpostavil hitrost, obcutljivost in odsotnost radioizotopov. Druge metode
so namre¢ vkljuevale Stetje celic, merjenje po lizi spro$Cenega proteina ozmaenega z °'Cr
in vstavljenih radioaktivnih nukleotidov med celino proliferacijo (Mosmann, 1983). Test
MTT je Siroko uporaben kot presejalna metoda za ugotavljanje citotoksi¢nosti razlicnih
snovi (Wan in sod., 1994). Test MTT temelji na sposobnosti zvih celic, da pretvorijo
vodotopno tetrazolijevo sol 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid (MTT,
angl. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) v nevodotopne
kristale formazana (SI. 8) (Mosmann, 1983). Poznamo razlicna organska topila za
raztapljanje formazana, kot sta etanol in izopropanol, vendar se je kot najbolj uéinkovito
izkazalo topilo DMSO (Twentyman in Luscombe, 1987).

o Q-
QCH Q/K e J

Slika 8: Redukcija MTT reagenta z mitohondrijsko sukcinat dehidrogenazo v formazan (prirejeno po FAME
Pharmaceuticals, 2010)

MTT je rumen substrat, Ki zaradi neprepustnosti celicne membrane vstopi v celice z

endocitozo. Ob prisotnosti mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze v Zvih celicah se

spremeni v temnovijolicne kristale formazana, ki se v celici zadrajejo v lizosomih ali

endosomih. Nastali produkt formazan ni vodotopen in izstopi iz celice z eksocitozo ter ga

lahko s pomocjo organskega topila raztopimo, da dobimo homogeno raztopino, kateri lahko
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izmerimo opticno gostoto (Mosmann, 1983; Liu in sod., 1997). Opti¢no gostoto izmerimo S
spektrofotometrom pri valovni dolzini 570 nm in referenéni valovni dolzini 690 nm.
Absorbanca je premosorazmerna Stevilu celic, raziskave pa so pokazale, da s to metodo
lahko zaznavamo zelo majhno Stevilo Zvih celic. Zive celice z aktivnimi mitohondriji
povzrocijo nastanek kristalov formazana, koli¢ina formazana pa je odvisna od nivoja
energetskega metabolizma v celici. Aktivirane celice proizvajajo ve¢ formazana Kot
pocivajoce celice, kar omogoca merjenje aktivnosti celic tudi v odsotnosti proliferacije. Ker
je to zelo hitra metoda, lahko v kratkem Casu pridobimo veliko $tevilo rezultatov in je tudi
zaradi tega zelo uporabna in pogosto uporabljena metoda za testiranje toksicnosti razlicnih

snovi (Mosmann, 1983).
3.2.2 lzvedba testaMTT

En dan pred izvedbo testa MTT smo celice HepG2 nasadili na mikrotitrske ploscice z 96
vdolbinicami z gostoto 40000 celic/ml. V posamezno vdolbinico smo tako nasadili 200 pl
te suspenzije, kar je ustrezalo gostoti 8000 celic/luknjico. Ploscico smo po nasajanju pustili
¢ez no¢ v inkubatorju (37 °C, 5 % CO2 atmosfera), da so se celice pritrdile, naslednji dan

smo nato nadaljevali s tretiranjem celic.

Red¢itev delcev TiO2-N in TiO2-B smo pripravili, kot je opisano v poglavju 3.1.4. DELCI
TiO2. Nato smo celice izpostavili razlicnim koncentracijam neobsevanih in obsevanin delcev
TiO2-N in TiO2-B (1, 10, 100 in 250 pg/ml) za 4, 24 in 48 ur. Pri vsakem poskusu smo
naredili negativno kontrolo, kateri smo dodali le svez medij. Po koncani inkubaciji smo v
temi v vsako vdolbinico plos¢ice dodali 20 pl reagenta MTT s koncentracijo 5 mg/ml ter Se
3 ure inkubirali celice v inkubatorju (37 °C, 5 % CO:2 atmosfera). Nato smo v digestoriju
odstranili ves supernatant iz vseh vdolbinic ploscice ter dodali 200 Wl DMSO in dobro
resuspendirali s pipeto. Sledilo je merjenje absorbance s spektrofluorimetrom pri valovni
dolzini 570 nm in referencnem fitru 690 nm. Vsako koncentracijo vzorcev in negativno
kontrolo smo za vse Case inkubacije naredili v petih paralelah in vsaj trikrat neodvisno

ponovili.
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S pomocjo programa Magellan smo rezultate prenesli v racunalnik in jih shranili v Excelov
dokument. Rezultate smo prikazali kot odstotek prezivetja celic, ki so bile izpostavljene

delcem TiO2 v primerjavi z negativno kontrolo.

Odstotek prezivetja celic smo izracunali po naslednji formuli:

A 510 (vzorec)
690
Odstotek prezivetja= x 100

A 570 (kontrolna skupina)
590

.. (9)

Za analizo razlik med tretiranimi in kontrolnimi celicami smo uporabili Studentov t-test, pri

cemer smo kot statisticno znacilno razliko dolo¢ili p < 0,05.

3.2.3 Testkomet

Pomembna metoda za doloCanje genotoksiCnosti je test komet, imenovan tudi test
elektroforeze posameznih celic (SCGE, angl. single cell gel electrophoresis). Test komet sta
leta 1984 razvila Ostling in Johanson in je pod nevtralnimi pogoji omogodal detekcijo
dvoveriznih prelomov DNK (DSB, angl. double-strand break). Alkalno razli¢ico so leta
1988 modificirali Singh in sodelavci, s katero je bilo omogoceno zaznavanje enoveriznih
prelomov (SSB, angl. single-strand break) in dvoveriznih prelomov DNK, alkalno labilnih
mest (ALS, angl. alkali labile sites) in prelomov molekule DNK, ki nastanejo kot vmesna
stopnja v procesu nukleotidnega (NER, angl. nucleotide excision repair) ali baznega
izrezovalnega popravijanja (BER, angl. base excision repair) poskodb DNK (Ostling in
Johanson, 1984; Singh in sod., 1988). Alkalni pogoji omogoc¢ajo bolj obcutljivo zaznavanje
poskodb DNK, pride pa tudi do razgradnje celicne RNK, ki bi v nasprotnem primeru motila
kvantifikacijo rezultatov (Singh in sod., 1988).

Alkalni test komet je obcutljiva tehnika za dolocCanje poskodb molekule DNK na nivoju
posamezne evkariontske celice (Singh in sod., 1988). Celice najprej pomeSamo z agarozo in
nanesemo na objektna stekelca. Nato jih liziramo v raztopini s pH 10 in z visoko

koncentracijo soli ter detergentov. Sledi inkubacija stekelc v elektroforetskem pufru s pH >
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13, pri ¢emer pride do denaturacije in odvitja molekul DNK. Tudi elektroforeza poteka v
alkalnih pogojih. Pri tem zlomljeni fragmenti negativno nabite DNK prosto potujejo v
elektricnem polju proti anodi, kar na videz spominja na rep kometa, po ¢emer je test tudi
dobil ime (Tice in sod., 2000; Collins in Dusinska, 2002). Za nastanck kometov obstaja veé¢
razlag. Ena od teh je, da superzvita DNK (angl. supercoil) med lizo celic, ko pride do
odstranitve membran, citoplazme in vefine jedrnih proteinov, ostane v obliki nukleoida,
sestavliena iz zank superzvite DNK pritrjene na jedrni matriks. Ko je DNK superzvita, je
tesno skupaj in se zelo malo premika v elektricnem polju. Ze enojen prelom verige DNK
zadostuje za sprostitev superzvite DNK in tovrstna zanka se ob izpostavljenosti elektricne mu
polju premika proti anodi. S poveCanjem Stevila poskodb se poveca intenziteta repa in ne
toliko dolzina repa, ki je dolo¢ena z dolzino zank (Sl 9) (Collins in sod., 1997b; Boiteux in
sod., 1992).

Slika 9: Prikaz razli¢nih stopenjposSkodb DNK pri testu komet. Na sliki 0 jedro ni po§kodovano, od slike 1
do 4 pa poskodbe nara$cajo, zaradi Gesar je ¢edalje vegji rep kometa, po ¢emer je tudi metoda dobila ime
(Collins in Dusinska, 2002: 152).

Po koncani izvedbi testa komet gelcke nevtraliziramo in analiziramo. Analiza lahko poteka
takoj ali gelcke shranimo za nekaj dni v temnem, vlaznem prostoru (Collins in Dusinska,
2002). Pred analizo moramo gelcke obarvati s fluorescentnim barvilom, ki se vrine med
bazne pare molekule DNK. Najpogosteje uporabljena barvila so etidijev bromid, propidium
jodid, DAPI (angl. 4,6,-diamidino-2-phenylindol), SYBER green | in YOYO-1 (angl.

benzoxazolium-4-quinolinum oxazole yellow homodimer). Obarvano DNK lahko nato
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opazujemo s fluorescenénim mikroskopom in ocenimo poskodbe DNK (Tice in sod., 2000;
Collins in sod., 1995).

Najpogosteje uporabljena analiza je racunalniSska, Ceprav obstaja tudi vizualno vrednotenje
poskodb DNK. Rezultate testa lahko predstavimo kot dolzino repa oziroma dolzino
potovanja DNK, ki je povezana z dolzino fragmenta DNK, odstotek DNK v repu in repni
moment, ki je rezultat produkta dolzine in intenzitete repa kometa. Najpogosteje pa se
uporablja odstotek DNK v repu, ki je linearno odvisen od Stevila poskodb DNK (Collins in
sod., 1996; Tice in sod., 2000).

V zadnjih letih se je uporaba testa komet povecala in razsirila na razlicna podrocja. V in vitro
izvedbi lahko test uporabljamo za ugotavljanje genotoksiCnosti, predvsem s sesalskimi
celicnimi kulturami in ¢loveSkimi limfociti, lahko pa tudi s celicnimi kulturami, ki izvirajo
iz drugih tkiv. V in vivoizvedbi lahko za analizo uporabimo katerokoli tkivo ali organ Zivali.
Rezultati lahko pokazejo, katero je tarcno tkivo genotoksicnega delovanja dolocene testne
substance (Tice in sod., 2000). Test komet se lahko uporablja tudi pri dolo¢anju hitrosti
popraviljanja DNK. Singh in sod. (1988) so uporabili limfocite, ki so jih izpostavili X-zarkom
in H20:2 ter opazovali, v kolik§nem c¢asu se popravi vecji del napak molekul DNK.
Sposobnost popravila napak molekul DNK je odvisna od posameznika in njegovih genetskih
in epigenetskih predispozicij. Gledamo pa lahko tudi vpliv antioksidantov na sposobnost
popraviljanja napak DNK (Collins in sod., 1997a). Metodo se lahko uporablja pri analizi
populacijske izpostavljenosti toksicnim snovem. Dokazali so, da imajo delavci, Ki so
izpostavljeni organskim kemikalijam v primerjavi s kontrolnimi osebami, bistveno vecji
nivo poskodb DNK. Zaradi hitrosti in obcutljivosti metode lahko na relativno enostaven
na¢in pridobimo veliko Stevilo podatkov. V odvisnosti od eksperimentalnega pristopa lahko
pridobimo zelo razlicne podatke (Collins in sod., 1997a).

Test komet je pomembna tehnika za dolo¢anje poskodb DNK in odzivov celic na poskodbe
ter ocenjevanje hitrosti popravijanja napak DNK (Collins in sod., 1997b). V primerjavi z
drugimi testi za ugotavljanje genotoksicnosti So prednosti testa komet visoka obcutljivost,
ki omogoc¢a ugotavljanje majhnega S$tevila poskodb DNK, majhna koli¢ina celic v vzorcu,

fleksibilnost, nizki stroski, uporaba majhne koli¢ine testne substance in relativno kratek cas
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za dokon¢anje eksperimenta (Tice in sod., 2000). Seveda pa ima vsak test tudi omejitve in
slabosti. S testom komet zaznamo nepopravijene prelome verig DNK in alkalna labilna
mesta v Zivih celicah, ki ne gredo v apoptozo ali nekrozo. Omejitev testa komet pa je, da
celice, ki gredo v nekrozo ali so v zgodnjih fazah apoptoze, lahko vsebujejo fragmentirano
DNK, kar pomeni, da nekatere poskodbe, ki jih zaznamo pri kometu, niso poSkodbe molekul
DNK, ampak posledica apoptoze oziroma nekroze, vendar kljub temu prispevajo k repu
kometa (Wang in sod., 2007).

Poleg tega obstaja v primeru testiranja genotoksicnosti nanodelcev tudi verjetnost laznih
pozitivnih rezultatov. Nanodelci lahko posSkodujejo DNK posredno preko ROS ali z
neposrednimi interakcijami, v primeru ko delci vstopijo v celico. Ravno slednji nacin je
problematicen, saj nanodelci tudi po kon¢anem tretiranju ostanejo v celici V lizosomih in se
med samim izvajanjem testa komet (post-festum) sprostijo ter povzrocijo poskodbe DNK.
Genotoksicni ucinek, ki ga odkrijemo s testom komet, moramo potrditi z dodatnimi testi in
merjenjem nastanka ROS, lipidne peroksidacije, mediatorjev vnetja ali povecanega izraZzanja
genov, ki se odzovejo na oksidativni stres, in apoptozo celic. Le na ta nac¢in lahko potrdimo

pravilnost rezultatov testa komet (Rajapakse in sod., 2013).

3.2.4 Modificirani test komet

Alkalni test komet omogoca zaznavanje enojnih in dvojnih prelomov molekule DNK, ki so
lahko hitro popravljeni s popravljalnimi celiénimi mehanizmi, najpogosteje z baznim in
nukleotidnim izrezovalnim popravijanjem. Popravljene napake molekul DNK pa z alkalnim
testom komet ne moremo zaznati. Poleg tega Stevilni toksiéni dejavniki ne povzrocijo
neposrednih  poskodb molekul DNK, ampak le oksidativne poskodbe. Pri modificiranem
testu komet uporabimo popravijalne endonukleaze, ki na mestih oksidativnih poskodb
povzro¢ijo prelome, zaradi Cesar je modificirana razlicica testa komet veliko bolj obcutljiva

m specifictna (Collins i sod., 1997b).

Modificirani test komet tako omogoca uspe$no merjenje oksidativnih poskodb molekul
DNK. Oksidativne poskodbe DNK so posledica delovanja radikalov, ki nastanejo zaradi
ionizirajoéega sevanja ali ROS (Collins in sod., 1995). Endogena produkcija prostih

radikalov, kinastanejo pricelicnem dihanju, je pogosto vzrok mutacij, ki lahko, ¢e se zgodijo
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v pravih genih, povzro¢ijo nastanek raka. Antioksidanti uc¢inkovito odstranjujejo endogene
proste radikale, preden le-ti povzro¢ijo poskodbo DNK (Collins in sod., 1995, 1996).
Oksidirane baze DNK lahko izmerimo neposredno z metodo tekocinske kromatografije
visoke locljivosti (HPLC, angl. high-performance liquid chromatography) ali posredno z
modificiranim testom komet z uporabo popravljalnih endonukleaz. Za doloc¢anje nastanka
oksidiranih baz se lahko uporabi encim endonukleaza Ill, s katerim zaznavamo oksidirane
pirimidine, medtem ko se encim Fpg (angl. formamidopyrimidine glycosylase) uporablja za
dolo¢anje oksidiranih purinov (Collins in sod., 1996). Ena glavnih viog encima Fpg, ki je
prisoten v bakterijah, je popravilo poskodb DNK, ki jih povzro¢jjo prosti radikali (Boiteux
and sod., 1992). Tudi kvasovke in sesalci imajo encime s podobno glikozilazno aktivnostjo,
le da se encimi imenujejo Ogg (angl. 8-oxoguanine glycosylase) (Hazra in sod., 2000).
Encim Fpg je specifien za prepoznavanje odprtega imidazolnega obroca purinov in 8-
hidroksipurinov. Encim Fpg izreze FapyAde (angl. 4,6-diamino-5 formamidopyrimidine),
FapyGua (angl. 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine) in 8-okso-7,8-dihidro-2"-
deoksigvanozin (8-OH gvanine) (Boiteux and sod., 1992). 8-OH gvanin je najbolj skodljiv
in obstojen produkt oksidativnega stresa, ki se lahko med DNK replikacijo spari z adeninom

in pride na takSnem mestu do transverzije para gvanin:citozin v par timin:adenin (SI. 10)
(Hazra in sod., 2000).

b
a) 0 y ) Y . H
N—Hw"Ox N NH,
HN N _N e
| >:O ( N N
~ 7 SN AN
HN” N7 N N=C _/NH-N
R R N= N
8-OH gvanin 0 R
Adenin 8-OH gvanin

Slika 10: Prikaz 8-OH gvanina (a) in nastanek baznega para adenin: 8-OH gvanin (b), ki vodi do transverzije
para gvanin:citozin v par timin:adenin (prirejeno po Brown T. In Brown T. (Jr.), 2014).

Popravijalni mehanizem encima Fpg temelji na baznem izrezovalnem popravljanju poskodb.
Encim Fpg ima DNK glikozilazno aktivnost, s katero cepi N-glikozilazno vez, njegova AP-

liazna aktivnost pa povzro¢i nastanek kovalentnega mtermediata (Schiffova baza). Kon¢ni
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produkt delovanja je prekinitev ene verige s fosforiliranim 3'- in 5'- koncem (Hazra in sod.,
2000). Tovrstni encimi naredijo prelome na mestih poskodb molekule DNK, ki jih lahko
zaznamo s testom komet. Uporaba encima Fpgin endonukleaze III ima aditiven ucinek, ker
encima prepoznavata razlicne napake DNK in povzrocata prelome molekule DNK. Kljub
temu, da je metoda kvantitativna, je potrebno previdno vrednotenje rezultatov, da jo lahko
primerjamo z metodo HPLC in masno spektrometrijo (Collins in sod., 1996). Vedno pa je
potrebno imeti kontrolne vzorce brez dodanih encimov, ki zagotavijajo podlago za

primerjavo in zanesljivejSe rezultate (Collins in Dusinska, 2002).
3.2.5 lzvedba modificiranega testa komet

En dan pred izvedbo poskusa smo celice nasadili na ploscico za gojenje celic z 12
vdolbinicami. V vsako vdolbinico smo dodali 1 ml suspenzije medija in celic z gostoto
~80000 celic/ml. Plos¢ice smo po nasajanju dali v inkubator (37 °C, 5 % CO2 atmosfera) in
naslednji dan celice tretirali z razlicnimi koncentracijami neobsevanih in obsevanih delcev
TiO2-N in TiO2-B (1, 10, 100 in 250 pg/ml) za 4 in 24 ur pri 37 °C v atmosferi s 5 % CO..
Pri vsakem poskusu smo naredili negativno kontrolo, kateri smo dodali le svez medij in pa
pozitivno kontrolo. Pozitivna kontrola je bila pri 4-urnem tretiranju 0,1 mM tBOOH in pri
24-urnem tretiranju 50 uM BaP. tBOOH je analog vodikovega peroksida in povzroca
oksidativne poSkodbe molekul DNK, lipidno peroksidacijo ter poSkodbe celic (Lin in sod.,
2000). BaP pa spada v skupino policikli¢nih aromatskih ogljiikovodikov, ki nastanejo pri
nepopolnem izgorevanju. Izpostavlieni smo mu v vsakdanjem Zzvljenju pri vdihavanju
cigaretnega dima, izpusnih plinov, industrijskih procesih in odprtem ognju (U. S. EPA,
2011).

Po konCanem tretiranju smo nadaljevali z izvedbo modificiranega testa komet. Celicam smo
najprej odstranili medij z delci TiO2-N in TiO2-B in jih dvakrat sprali z enkratnim pufrom
PBS (v vsako vdolbinico smo dodali 1 ml pufra). Nato smo v vsako vdolbinico dodali 400
ul 0,1 % tripsina in celice dali v inkubator (37 °C, 5 % CO2 atmosfera), da so se odlepile od
podlage. Plos¢ico smo Se malo pretresli in pod svetlobnim mikroskopom preverili, da so vse
celice odlepliene. Delovanje tripsina smo ustavili z dodatkom 800 ul medija in suspenzijo
celic iz vsake vdolbinice z avtomatsko pipeto prenesli v svojo mikrocentrifugirko.

Mikrocentrifugirke s celicami smo nato centrifugirali 5 minut pri 800 obrati/minuto.
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V tem ¢asu smo pripravili peskana objektna stekelca, Ki smo jin predhodno ¢ez no¢ namakali
v metanolu, in jih nato oZzgali v plamenu. Na stekelca smo nanesli dvakrat po 80 ul NMP
agaroze (Pregl. 12), jo prekrili s krovnima stekelcema in dali v hladilnik na 4 °C, da se je
prva plast agaroznega gela strdila. Med nanasanjem Smo agarozo ves Cas segrevali in mesali

na mesalu.

Preglednica 12 : Priprava 1 % NMP in LMP agaroze

SESTAVINE KOLICINA
NMP agaroza ali LMP agaroza 0,29
1-kratni pufer PBS 20,00 mi

*Agarozo NMP/LMP raztopimo v enkratnem pufru PBS z me$anjem in segrevanjem do vreli§¢a v

mikrovalovni pecici.

Po centrifugiranju smo iz posameznih mikrocentrifugirk odstranili medij in preostali pelet
resuspendirali v 60 pl medija. Celotni volumen iz posameznih mikrocentrifugirk smo

razdelili in prenesli po 30 ul v dve posamezni mikrocentrifugirki.

Objektnim stekelcem smo previdno odstranili krovna stekelca in raztopili LMP agarozo, Ki
ima nizjo tocko talis¢a, in zato ne povzroci poskodb celic. Dodali smo 70 Wl LMP agaroze k
30 ul suspenzije celic, dobro premesali in nanesli na prvo plast agaroznega gela ter pokrili s
krovnim stekelcem in prenesli za 10 minut v hladilnik na 4 °C. V hladilniku se je agaroza
strdila, tako da smo lahko odstranili krovna stekelca in dali vsa objektna stekelca z
agaroznimi gelcki za 1 uro v raztopino za lizo (Pregl. 13) s pH 10 v hladilnik na 4 °C. Vse
smo delali v temi, da ne bi povzrocili dodatnih poskodb molekul DNK zaradi zunanjih

vplivov.
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Preglednica 13: Priprava raztopine za lizo celic (300 ml)

SESTAVINE KOLICINA
EDTA 0,363 ¢
NaCl 11,16 g
Tris 43,92 ¢
dH20 dodamo do 300 ml
Triton X-100 (dodamo tik pred uporabo) 3ml

*Raztopini za lizo na koncu umerimo pHna 10 z 10 M NaOH oziroma 30 % HCI in do uporabe shranimo v
hladilnik na 4 °C.

Po konCani lizi smo stekelca previdno pobrali iz raztopine in jih prenesli na suho papirnato
brisaco. Sledilo je spiranje stekelc z gelcki v pufru ERB, ki smo ga pripravili, Kot je opisano
v Pregl. 14. Najprej smo zmeSali 30 ml pufra z 270 ml ohlajene dH20. Stekelca z gelcki smo
prenesli v manj$o kadi¢ko i jih prelili z 1/3 pripravljenega pufra ERB. Kadi¢ko smo pokrili
in spiranje ponovili trikrat po 5 minut. Med tem ¢asom smo pripravili encim Fpg, ki smo ga
vzeli iz zamrzovalnika (-80 °C) in k 10 pl encima dodali 290 pl pripravijenega pufra ERB.
Encim Fpg smo do nanosa na gelcke hranili v hladilniku na 4°C.

Preglednica 14: Priprava pufra ERB (600 ml)

SESTAVINE KOLICINA
HEPES (40 mM) 57,16 g
EDTA (0,5 mM) 1,14 g
BSA (0,2 mg/ml) 1,29

KCI (0,1 M) 44,74 g
dH20 dopolnimo do 600 ml

*Na koncu umerimo pH na8s5M KOH in razdelimo celotni volumen na 30 ml alikvote ter shranimo pri

-20 °C.

Po konCanem spiranju gelckov s pufrom ERB smo stekelca z gelcki prenesli na suho

papirnato krpo, da so se malo osusili in jih nato prestavili na vlazno papirnato krpo v kadicko.
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Na desne gelcke na objektnih stekelcih smo nanesli 50 pl raztopine encima Fpg, na leve pa
smo kot kontrolne vzorce brez dodanih encimov nanesli po 50 ul pufra ERB ter pokrili s
krovnimi stekelci. Celotno kadi¢ko smo prekrili z aluminijasto folijo in dali v inkubator (37
°C, 5 % CO2 atmosfera) za 30 minut. V tem casu je imel encim Fpg dobre pogoje za

delovanje in je Se dodatno razrezal verigop DNK.

Po koncani inkubaciji smo prestavili kadi¢ko z gelcki v hladilnik na 4 °C za nekaj minut, da
so se gelcki strdili in smo lahko odstranili krovna stekelca. Stekelca smo nato prenesh v
elektroforetsko banjico v hladilniku na 4 °C, kjer smo jih prelili z elektroforetskim pufrom
(Pregl. 15) in pustili 20 minut v temi. Stekelca smo nalozili eno zraven drugega, tako da so
bili gelcki obmjeni v isto smer. Prazna mesta v kadicki smo zapohili s praznimi stekelci in
na ta naCin zagotovili homogenost elektricnega polja. V tem casu je priSlo do odvianja
molekul DNK. Nato je potekala elektroforeza 20 minut v temi na 4 °C pri napetosti 25 V in
toku 300 mA.
Preglednica 15: Priprava elektroforetskega pufra (1250 ml)

SESTAVINE KOLICINA
EDTA 6,5 ml
NaOH 37,5ml
dH.0 1206 ml

Po koncani elektroforezi smo stekelca prestavili v kadiCko s sveze pripravljenim ohlajenim
pufrom za nevtralizacijo (Pregl. 16) ter inkubirali 15 minut v hladilniku na 4 °C. Na koncu
pa smo stekelca dobro osusili in jih shranili v kadicki na vlazni stani¢evini Vv hladilniku na 4
°C.

Preglednica 16: Priprava nevtralizacijskega pufra (300 ml)

SESTAVINE KOLICINA
Tris 14,532 g
dH20 300 ml

* Na koncu umerimo pH na 7,5 z 10 M NaOH oziroma 30 % HCI.
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Pred slikanjem gelckov smo najprej pobarvali jedra z 20 pl EtBr. Koncentracija EtBr je bila
5 pg/ml. Na vsakem gelcku smo poslikali 55 jeder, pri cemer smo se izogibali zunanjih
robov. Jedra smo slikali pod fluorescenénim mikroskopom (Nikon Eclipse E800, Japonska)
s fluorescencno svetlobo (Nikon HB-10104AF, Japonska) pri 400-kratni povecavi (objektiv:
40-kratna) s programom Comet IV (Perceptive Instruments, Zdruzeno kraljestvo), Ki je
izmeril veC razliénih parametrov. Nas je zanimal predvsem odstotek DNK v repu kometa, Ki

ga izratunamo po formuli:

% DNA v repu = 100 x + X

I
- ... (10)
Ih je intenziteta tocke v glavi

It je ntenziteta tocke v repu

Statisticno analizo rezultatov smo naredili s programom GraphPad Prism 3.02. Za analizo
razlike med celicami, ki smo jih izpostavili delcem TiO2, in kontrolnimi celicami, smo
uporabili enosmerno analizo variance (ANOVA, Kruskal-Wallis). Za primerjavo vrednosti
median odstotka DNK v repu znotraj poskusov smo uporabili test Dunnett (*p< 0.05), ki
prikazuje statisticno znaCilno razliko glede na kontrolo. Naredili smo tri neodvisne poskuse
za 4- in 24-urno tretiranje, za vse koncentracije delcev TiO2 kot tudi za pozitivno in

negativno kontrolo.
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4  REZULTATI

4.1 TEST MTT

Test MTT smo uporabili za doloCanje citotoksicnega delovanja delcev TiO2-N in TiO2-B na
celice HepG2. Testirali smo neobsevane delce, delce takoj po obsevanju ter obsevane delce,

ki so bili 1 oziroma 7 dni v temi.
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Slika 11: Vpliv razliénih koncentracij TiO2-N (A) in TiO2-B (B) na prezivetje celic HepG2 po 4 urah
izpostavitve. Rezultati so podani kot odstotek preZivetja celic HepG2 glede na kontrolno skupino (povprecje
treh neodvisnih poskusovtstandardni odklon). * prikazuje statistiéno znacilno razliko glede na kontrolo
(Studentov t-test, p<0,05).

Neobsevani TiO2-N in TiO2-B po 4-urnem tretiranju nista vplivala na prezivetje celic
HepG2. Po drugi strani pa sta TiO2-N in TiO2-B takoj po obsevanju statisticno znacilno (p<
0,05) zmanjsala prezivetje celic HepG2 pri koncentracijah 100 in 250 ug/ml v primerjavi s
kontrolo. Odsotek prezivetja celic pri koncentraciji 250 pg/ml TiO2-N je bil 69,61 % in pri
koncentraciji 250 ug/ml TiO2-B pa 54,58 %. Z UV-A svetlobo obsevani TiO2-N in TiO2-B,
ki sta bila 1 dan v temi, sta statistiino znacilno zmanjsala prezvetje celic HepG2 pri
koncentraciji 250 pg/ml v primerjavi s kontrolo. Odsotek prezivetja celic pri koncentraciji
250 pg/ml TiO2-N je bil 87,58 % in pri koncentraciji 250 pg/ml TiO2-B pa 81,94 %. Po drugi
strani pa po izpostavitvi celic delcem TiO2-N in TiO2-B, ki so bili po obsevanju z UV-A

svetlobo 7 dni v temi, nismo opazili vpliva na prezivetje (SI. 11).
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Slika 12: Vpliv razliénih koncentracij TiO2-N (A) in TiO2-B (B) na preZivetje celic HepG2 po 24 urah
izpostavitve. Rezultati so podani kot odstotek prezivetja celic HepG2 glede na kontrolno skupino (povprecje
treh neodvisnih poskusov+standardni odklon). * prikazuje statisticno znacilno razliko glede na kontrolo
(Studentov t-test, p<0,05).

Po 24-urni izpostavitvi neobsevanim nanodelcem TiO2-N ni priSlo do statisticno znacilne ga
zmanjSanja prezivetja celic HepG2, medtem ko so neobsevani podmikronski delci TiO2-B
zmanj$ali prezivetje celic na 88,1 %. Delci TiO2-N so takoj po obsevanju ter po 1 in 7 dneh
v temi pri koncentracijah 100 in 250 pg/ml zmanjSali prezvetje celic. Delci TiO2-N so po 1
dnevu v temi pri koncentraciji 250 pg/ml zmanj$ali prezivetje celic na 74,67 % in po 7 dneh
v temi pri koncentraciji 100 pg/ml na 88,64 %. Delci TiO2-B so pri koncentraciji 250 pg/ml
takoj po obsevanju (63,44 % prezivetje) in tudi po 1 dnevu (74,04 % prezivetje) oziroma 7
dneh v temi (88,63 % prezivetje) zmanjsali prezivetje celic v primerjavi s kontrolo. Prav
tako so delci TiO2-B takoj po obsevanju pri koncentracijah 100 in 250 pg/ml zmanjsali
prezivetja celic HepG2. Najve¢je zmanjSanje prezivetja celic je bilo pri izpostavitvi celic
HepG2 delcem TiO2-N in TiO2-B takoj po obsevanju pri koncentraciji 250 pug/ml (64,21 %
prezivetje pri TiO2-N in 63,44 % prezivetje pri TiO2-B) (SI. 12).
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Slika 13: Vpliv razliénih koncentracij TiO2-N (A) in TiO2-B (B) na prezivetje celic HepG2 po 48 urah
izpostavitve. Rezultati so podani kot odstotek prezivetja celic HepG2 glede na kontrolno skupino (povprecje

treh neodvisnih poskusov+standardni odklon). * prikazuje statisticno znacilno razliko glede na kontrolo
(Studentov t-test, p<0,05).
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Neobsevani nanodelci TiO2-N po 48-urnem obsevanju z UV-A svetlobo niso zmanjsali
prezivetja celic HepG2, ravno nasprotno pa so podmikronski delci TiO2-B v koncentraciji
250 pg/ml mizali preZivetje celic na 83,53 %. Delci TiO2-N, ki so bili 1 dan v temi, so v
koncentracijah 100 in 250 ug/ml zmanjsali prezivetje, pri cemer je bilo pri koncentraciji 250
pug/ml 50,51 % prezivetje celic HepG2. Delci TiO2-B, ki smo jih uporabili takoj po
obsevanju, in delci, ki sobili 1 danv temi, so zmanjsali prezivetje celic v koncentracijah 100
in 250 pg/ml. Najvec¢je zmanjSanje prezivetja celic pa je bilo opaziti pri izpostavitvi delcem
TiO2-N takoj po obsevanju (42,1 % prezivetje) in pri izpostavitvi TiO2-B po 1 dnevu v temi
(41,62 % prezivetje) pri najvisji koncentraciji delcev (250 pg/ml). Delci TiO2-N in TiO2-B

po 7 dneh v temi po kon¢anem obsevanju niso vplivali na prezivetje celic HepG2 (SI. 13).

Iz dobljenih rezultatov testa MTT ne opazimo bistvenih razlik med vplivom nanodelcev
TiO2-N in podmikronskih delcev TiO2-B na prezivetje celic HepG2. Vidimo lahko, da
neobsevani delci TiO2-N ne vplivajo na prezivetje celic in TiO2-B zmanjSajo prezvetje le
pri najvisji testirani koncentraciji, medtem ko z UV-A svetlobo obsevani delci mo¢no
zmanj$ajo prezivetje celic. Najveéje zmanjSanje prezivetja smo opazili pri izpostavitvi
delcem TiO2 takoj po obsevanju, nekoliko manjsi vpliv pri delcih, ki so bili 1 dan v temi, in

najmanj po 7 dneh v temi.
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4.2 MODIFICIRANI TEST KOMET

Z modificiranim testom komet smo ugotavijali nastanek prelomov DNK in oksidiranih

purinov v molekuli DNK. Uporabili smo encim Fpg, ki prepozna in reze oksidirane purine,
in posledicno povzro¢i nastanek dodatnih prelomov molekul DNK, ki odrazajo oksidirane

purine. Celice HepG2 smo za 4 in 24 ur izpostavili delcem TiO2-N in TiO2-B v
koncentracijah 1, 10, 100 in 250 pg/ml, pri ¢emer smo uporabili neobsevane delce, delce

takoj po obsevanju z UV-A svetlobo ter delce, ki so bili 1 oziroma 7 dni po obsevanju v

temi.
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Slika 14: Vpliv delcev TiO2-N (A in B) in TiO2-B (C in D) na nastanek prelomov DNK (-Fpg) in oksidiranih
purinov (+Fpg) po 4 urah izpostavitve. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 0,1 mM tBOOH. Rezultati so
podani, kot povpreéje odstotka DNK v repu pri treh neodvisnih poskusih +standardni odklon pri 50
analiziranih celicah pri vsakem poskusu. Za analizo podatkov smo uporabili enosmerno analizo variance
(ANOVA, Kruskal-Wallis) in Dunnettov test (*p<0.05) za doloditev statistino znacilne razlike glede na
kontrolo.

Po 4-urni izpostavitvi celic HepG2 neobsevanemu TiO2-N nismo pri nobeni koncentraciji
delcev opazili nastanka prelomov verig DNK (SI. 14/A), medtem ko smo opazili od
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koncentracije odvisen porast nastanka oksidiranih purinov (Sl 14/B), ki je doseglo
statisticno znacilno povecanje (*p< 0,05) pri koncentracijah 100 in 250 pg/ml v primerjavi
s kontrolami. Neobsevani TiO2-B je pri koncentraciji 250 pg/ml povzro€il statisti¢ no
macilno (¥*p<0,05) povecanje Stevila prelomov DNK (SI. 14/C) in tudi nastanek oksidiranih
purinov (SI. 14/D).

Pri celicah HepG2, ki so bile 4 ure izpostavljene delcem TiO2-N takoj po obsevanju, smo
opazli statisticno znacilno (*p< 0,05) povecanje odstotka DNK v repu kometa (SI. 14/A),
pri koncentraciji delcev 250 pg/ml in od koncentracije odvisno povecanje oksidiranih
purinov (SI. 14/B) pri koncentracijah nad 10 pyg/ml. Po drugi strani pa je 4-urna izpostavitev
celic delcem TiO2-B takoj po obsevanju z UV-A svetlobo povzrocila statistiéno zna¢ilno
povecanje (*p< 0,05) prelomov verig DNK (Sl 14/C) in oksidiranih purinov pri
koncentracijah nad 10 pg/ml (SI. 14/D).

Izpostavitev delcem TiO2-N, ki smo jih po obsevanju shranili za 1 dan v temo, je povzrocila
povecano Stevilo prelomov DNK (Sl 14/A) in od koncentracije odvisen porast nivoja
oksidiranih purinov (SI. 14/B), ki je bil znacilen le pri koncentracijah 100 in 250 pg/ml Pri
izpostavitvi celic HepG2 delcem TiO2-B, ki smo jih po obsevanju shranili za 1 dan v temo,
smo opazili od koncentracije odvisen odziv in nastanek poskodb DNK (Sl. 14/C) pri vseh
koncentracijah delcev (1, 10, 100 in 250 pg/ml), medtem ko smo statisticno znaéilno
povecanje (*p< 0,05) oksidiranih purinov opazili pri koncentracijah nad 10 ug/ml (SI. 14/D).

Pri izpostavitvi celic HepG2 delcem TiO2-N in TiO2-B, ki smo jin po obsevanju shranili za
7 dni v temo, smo opazili nastanek prelomov DNK (Sl 14/A in C) le pri najvi§jih
koncentracijah delcev (100 and 250 pg/ml). TiO2-N, ki smo ga po obsevanju shranili za 7
dni v temo, je povzrocil povecanje oksidiranih purinov (SI. 14/B) pri najvisjih koncentracijah
(100 in 250 pg/ml), medtem ko smo pri delcih TiO2-B opazili od koncentracije odvisno
statisticno znacilno (*p< 0,05) povecanje poskodb DNK (Sl. 14/D) pri vseh koncentracijah
(1, 10, 100 in 250 pg/ml).



Gorenc I. Citotoks. in genotoks.u¢inki UV-A aktiviranih anataznih delcev TiO2 na celice HepG2.

Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2014

54

-Fpg +Fpg
* * )
Goi — 601 ——j| [ neobsevani
40 40
o~ fiNza [ 3 takoj po obsevanjt
s T T 3 1dan
a <
e z ** % B 7 dni
e —
> 20+ * e 20 & xkkg *
<zt % *% s *
o * ES
X 104 104
0- T 0- 1
0 1 10 100 250 PK 0 1 10 100 250 PK
koncentracija TiO,-N (pg/ml) koncentracija TiO,-N (pg/ml)
*
Goi |;| 601 ——| 3 neobsevani
40
40 nf_- [ takoj po obsevanju
: o z g' T = 1dan
o
o * ;
£ 204 = 204 El 7 dni
> >
<
s * % **y z
[=) * o
= 104 ®
0 7 Y
0 1 10 100 250 PK 0 1 10 100 250 PK

koncentracija TiO,-B (ng/ml) koncentracija TiO,-B (ng/ml)

Slika 15: Vpliv delcev TiO2-N (A in B) in TiOz-B (C in D) na nastanek prelomov DNK (-Fpg) in oksidiranih
purinov (+Fpg) po 24 urah izpostavitve. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 50 uM BaP. Rezultati so
podani, kot povpreéje odstotka DNK v repu pri treh neodvisnih poskusih +standardni odklon pri 50
analiziranih celicah pri vsakem poskusu. Za analizo podatkov smo uporabili enosmerno analizo variance
(ANOVA, Kruskal-Wallis) in Dunnettov test (*p<0.05) za dolocitev statisti¢no znacilne razlike glede na
kontrolo.

Izpostavitev celic HepG2 neobsevanem TiO2-N za 24 ur je povzrocila statistiéno zna¢ilno
(*p< 0,05) povecanje stevila prelomov verig DNK (SI. 15/A) pri koncentraciji 250 pg/ml,
medtem ko smo opazili od koncentracije odvisno povecanje nastanka oksidiranih purinov
(SI. 15/B), ki je bilo statisticno znacilno (*p< 0,05) pri koncentracijah 100 in 250 pug/ml v
primerjavi s kontrolami. Po drugi strani pa neobsevani TiO2-B ni povzrocil statisti¢ no
macilnega povecanja (*p< 0,05) stevila prelomov DNK in nastanka oksidiranih purinov pri

nobeni koncentraciji (SI. 15/C in D).

Pri celicah HepG2, ki so bile izpostavljene TiO2-N takoj po obsevanju, smo opazili povecan

odstotek DNK v repu kometa (SI. 15/A), ki je bilo statisticno znacino (*p< 0,05) pri
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izpostavitvi koncentraciji delcev 250 pg/ml. Nastanek oksidiranih purinov pri izpostavitvi
celic delcem TiO2-N pa smo opazili pri koncentracijah 100 in 250 pg/ml (SL 15/B).
Izpostavitev celic TiO2-B, ki smo ga uporabili takoj po obsevanju z UV-A svetlobo, je pri
koncentracijah 100 in 250 pug/ml povzrocila od koncentracije odvisno povecanje Stevila
prelomov DNK (SI. 15/C) in stevila oksidiranih purinov (Sl 15/D).

Izpostavitev celic HepG2 TiO2-N in TiO2-B, ki smo ga po obsevanju shranili za 1 in 7 dni v
temi, je pri koncentracijah 100 in 250 pug/ml povzroCilo statisticno znacilno (*p< 0,05)
povecanje odstotka DNK v repu kometa (Sl 15/A in C). Pri izpostavitvi celic HepG2
obsevanemu TiO2-N po 1 dnewu v temi smo opazili statisticno znacilen (*p< 0,05), od
koncentracije odvisen porast nivoja oksidiranih purinov pri koncentracjah nad 10 pg/ml.
Podobno je obsevani TiO2-N, ki smo ga shranili za 7 dni v temo, povzroCil nastanek
oksidiranih purinov pri vseh koncentracijah delcev (SI. 15/B). lIzpostavitev celic delcem
TiO2-B, ki smo ga po obsevanju shranili za 1 in 7 dni v temo, je po 24-urni izpostavitvi
povzrocil statistiéno znacilno povecanje oksidiranih purinov pri koncentracijah nad 10 pg/ml
(SI. 15/D).

Rezultati modificiranega testa komet kazejo na to, da nanodelci TiO2-N in podmikronski
delci TiO2-B, ki smo jih pred-obsevali z UV-A svetlobo, povzro¢ijo ve¢ poskodb DNK od
neobsevanih delcev. Najve¢ poskodb DNK smo opazili pri izpostavitvi celic HepG2 delcem
TiO2-N in TiO2-B takoj po obsevanju, manj po 1 dnevu v temi, $e manj po 7 dneh v temi in

najmanj poskodb DNK pri izpostavitvi neobsevanim delcem.
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5 RAZPRAVA

Uporaba nanodelcev se v razlicnih proizvodih povecuje, zato je zelo pomembno oceniti
varnost njihove uporabe. Med najpogosteje uporabljenimi nanodelci so nanodelci TiO2. Le-
ti imajo edmstvene lastnosti ki jih izkori§cajo Stevine aplikacije na najrazlicnejSih
podrocjih, kot so npr. uporaba v prehrani, zdravilih, kozmetiki itn. V zadnjih letih je Cedalje
bolj zanimiva tudi fotokatalitska aktivnost TiO2, Cesar posledica je nastanek reaktivnih
radikalov, ki lahko razgrajujejo organske snovi. Danes se tudi te lastnosti TiO2 izkoris¢ajo v
razlicne namene, kot je npr. detoksifikacija vode in zraka, samocistilne in sterilizacijske
povrsine ter prepreCevanje roSenja stekel in ogledal (Fujishima in sod., 2000, 2008). Zaradi
poveCanega povpraSevanja delez proizvedenih nanodelcev TiO2 glede na ves poizveden
TiO2 naras¢a. Letna proizvodnja TiO2 je leta 2009 presegala 4 milijone ton, pri ¢emer je
proizvodnja nanodelcev TiO2 predstavijala 2,5 % vse proizvodnje, predvideva pa se, da bo
do leta 2015 dosegla kar 10 % vse proizvodnje TiO2 (Robichaud in sod., 2009). To je lahko
problemati¢no, saj so iste lastnosti, zaradi katerih so nanodelci TiO2 tako zanimivi, lahko
odgovorne za njihove potencialne nezelene toksicne ucinke. Toksi¢nost nanodelcev TiO2 so
raziskovali v §tevilnih in vitro in in vivo Studijah, vendar so rezultati veCine nasprotujo¢i in
jin je zaradi nezadostne karakterizacije fizikalno-kemijskih lastnosti nanodelcev TiO2 tezko
razloziti. Poleg tega je tudi pomanjkanje raziskav na podrocju daljSe izpostavljenosti delcem
TiO2, rakotvornosti, toksikokinetike, epidemiologije itn. (Shi in sod., 2013; Singh in sod.,
2009). Predvsem pa ne poznamo toksikoloskih lastnosti fotoaktiviranih delcev TiO2 kot tudi
ne trajanja ucinka fotoaktivacije. Zato je bil namen nasega magistrskega dela dolocitev in
primerjava citotoksicnega in genotoksicnega delovanja neobsevanih in fotoaktiviranih (z
UV-A pred-obsevanih) delcev TiO2, katerim smo testni sistem, celice HepG2, izpostavili
takoj po obsevanju oziroma po 1 ali 7 dneh v temi. Pritem smo uporabili nanodelce TiO2-N
in podmikronske delce TiO2-B. Citotoksi¢nost smo preverjali s testom MTT, test komet pa
smo uporabili za doloCanje genotoksicnega vpliva delcev TiO2, to je prelomov verig DNK

ter tudi oksidativnih poskodb, ki smo jih dolo¢ili z modificiranim testom komet.

Rezultati naSe raziskave so pokazali da neobsevani nanodelci TiO2-N ne vplivajo na
prezivetje celic HepG2, medtem ko so neobsevani podmikronski delci TiO2-B pri najvisji

testirani koncentraciji 250 pg/ml po 24- in 48-urni izpostavljenosti zizali prezivetje celic
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HepG2 za priblizno 14 % v primerjavi s kontrolnimi celicami. Podobno so ugotovili Lankoff
in sod. (2012), saj nanodelci TiO2 anataz/rutil (21 nm) niso bili citotoksiéni za celice HepG2.
Prav tako Wang in sod. (2011) niso opazili zmanjSanja preZivetja po tretiranju celic HepG2
z nanodelci TiO2 velikosti 42 nm. Ravno nasprotno pa so ugotovili Park in sod. (2008), saj
so nanodelci TiO2, velikosti 21 nm zmanjSali prezivetje bronhialnih epitelijskih celic
(BEAS-2B). Literaturni podatki o vplivu neobsevanih delcev TiO2 na prezivetje celic kazejo
na to, da velikost delcev TiO2 in specificna povrSina nista najpomembnejSa pokazatelja
toksicnosti In da posledicno manjsi delci niso praviloma bolj toksi¢ni od vecjih delcev TiO2
(Guichard in sod., 2012). Poleg velikosti delcev in specificne povrSine na bioloski u€inek
delcev TiO2 pomembno vplivajo $e oblika, naboj in agregacijske lastnosti (Handy in sod.,
2008a). Ceprav so v nasi raziskavi primarni Kristali nanodelcev TiO2-N manj§i v primerjavi
s podmikronskimi delci TiO2-B, je razlog za opazeno ve¢jo citotoksicnost veéjih delcev
TiO2-B lahko razlika v njihovi obliki struktur (agregati, aglomerati) in koloidnih lastnostih
Vv raztopini, to je zeta potencial in disperzibilnost. TiO2-B in TiO2-N imata v vodi zelo
razlicen zeta potencial, medtem ko je razlka v mediju relativno majhna in predstavlja za
TiO2-B -13,5mV in za TiO2-N -8,7mV, kar je posledica visoke ionske jakosti zaradi visokih
koncentracij elektrolitov in prisotnih proteinov v mediju. Poleg tega delci TiO2-B v raztopini
tvorijo mehke aglomerate, medtem ko TiO2-N tvorjjo sicer manjSe, ampak zelo Cvrste
agregate. Podobno so ugotovili tudi Gurr in sod. (2005), saj so delci nano velikosti v mediju
tvorili agregate velike 1000 nm, medtem ko ve¢ji delci niso agregirali. Tudi Lankoff in sod.
(2012) so ugotovili, da so delci TiO2 anataz/rutil (21 nm) tvorili Cvrste agregate, kar je
vplivalo na vnos in interakcije delcev s celicami HepG2. Pri delcih TiO2-N lahko opazimo
tudi, da se hitreje usedajo na dno in so slabo dispergirani v primerjavi s TiO2-B, ki so v
raztopini stabilni ve¢ dni. Tovrstne lastnosti so pomembne pri bioloskem u¢inku, saj so bolj
dispergirani delci TiO2-B v primerjavi z manj dispergiranimi delci TiO2-N bolj razprSeni v
mediju in dostopni za celice HepG2 ter lahko posledicno povzrocijo tudi ve¢ poskodb celic,
med drugim tudi poskodbe celicne membrane, ki vodijo v celicno smrt in citotoksi¢nost

delcev TiO2-B.

Neobsevani nanodelci TiO2-N so pri 4-in 24-urni izpostavitvi in koncentracijah delcev 100
mn 250 pg/ml povzrocili oksidativne poskodbe, medtem ko so bili podmikronski delci TiO2-

B genotoksi¢ni le pri 4-urni izpostavitvi najvisji koncentraciji delcev. 4- in 24-urna
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izpostavljenost celic HepG2 delcem TiO2-N, je povzro¢ila ve¢ oksidativnih poskodb kot
TiO2-B. Podobno so ugotovili tudi Gurr in sod. (2005), saj je TiO2 anataz (10 in 20 nm)
povzrocil oksidativne poskodbe DNK v odsotnosti svetlobe pri celicah BEAS-2B. Guichard
in sod. (2012) so ugotovili, da so anatazni delci TiO2 (14 nm) povzrocili nastanek vecjega
Stevila. ROS v primerjavi z ve¢jimi anataznimi delci TiO2 (160 nm), zaradi Cesar lahko
posledicno manjsi delci TiO2 povzro¢ijo tudi ve¢ oksidativnih poskodb, kot vecji delci TiO2.
Tudi Reeves in sod. (2008) so ugotovili, da so neobsevani anatazni delci TiO2 (5 nm)
genotoksiéni za celice koze rib (GFSk-S1) in povzrocijo nastanek oksidiranih purinov.
Razlog opazene vecje genotoksicnosti delcev TiO2-N je verjetno v razliki med velikostmi
primarnih kristalov TiO2-N in TiO2-B ter posledi¢no v velikosti specificne povrsine (129,3
n?/g za TiO2-N in 8,6 m?/g za TiO2-B). Z zmanjSevanjem velikosti delca pride namre¢ do
Stevilnih strukturnih sprememb powvrSine, spremenjenih elektricnih lastnosti in reaktivnih
skupin na powvrSini delca, ki lahko delujejo kot kataliticno aktivna mesta, in povzrocijo
nastanek veCjega Stevila ROS in oksidativnega stresa v primerjavi z vecjimi delci
(Oberdorster in sod., 2005; Nel m sod., 2006). Delci TiO2-N v raztopini tvorijo Cvrste
agregate, vendar jih je verjetno nekaj Se prostih in lahko zaradi majhnosti n posledicno
povrSinske reaktivnosti povzro¢ijo nastanck vecjega Stevila ROS in ve¢ oksidativnih
poskodb kot delci TiO2-B. TiO2-N lahko zaradi njihove majhne velikosti tudi lazje prehajajo
celicno membrano in so v celici v citoplazmi in v vezklih, kjer lahko povzrocijo nastanek
ROS, ter tako lazje poskodujejo celicne komponente od veéjih delcev, ki ostanejo na zunanji
strani celicne membrane (Shukla in sod., 2011). Posledi¢no so neobsevani delci TiO2-N bolj
genotoksiéni od delcev TiO2-B. Hkrati pa so delci TiO2-B v mediju bolj dispergirani od
delcev TiO2-N in so bioloske dostopnejsi ter lahko v stiku s celicami povzrocijo poskodbe
celicne membrane. Zaradi tega delci TiO2-B delujejo na celice HepG2 bolj citotoksicno kot
delci TiO2-N, povzro¢ijo pa tudi oksidativne poskodbe DNK, ¢eprav so veéji od TiO2-N in
imajo manjSo specificno povrSino kot le-ti. Iz rezultatov nastanka oksidativnih poskodb
DNK lahko sklepamo, da delci TiO2 v celicah povzrocajo nastanek oksidativnega stresa,
katerega pomembna tarca so nukleinske kisline (Wamer in sod., 1997). Prisotnost delcev
TiO2 v celici povzro¢i povecanje aktivnosti celiénih antioksidativnih procesov in povecanje
nivoja glutationa, ki odstranjuje Skodljive ROS. Ko antioksidativna obramba ne zadostuje
veC, nastanejo oksidativne poskodbe DNK, kar vodi v genotoksi¢nost (Petkovi¢ in sod.,

2011a, 2011b).
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Po drugi strani pa so obsevani delci TiO2 obeh velikosti delovali citotoksi¢no in so zmanjSali
prezivetje celic ze po 4 urah izpostavitve, kar se s Casom izpostavitve S$e povecuje. Rezultati
se ujemajo z ugotovitvami Petkovi¢ in sod. (2011a), ki so zaznali zmanjSanje prezivetja celic
7e po 4 urah izpostavitve delcem TiO2-N in TiO2-B. Prav tako smo ugotovili, da se
genotoksi¢no delovanje delcev TiO2 obeh velikosti po obsevanju zelo poveca. Po obsevanju
TiO2-N smo zaznali nastanek prelomov DNK le pri najvi§ji koncentraciji delcev in nastanek
oksidativnih poskodb DNK Ze pri koncentraciji delcev 10 pg/ml, medtem ko so
fotokatalitsko aktivirani podmikronski delci TiO2-B po obsevanju z UV-A svetlobo pri
koncentraciji delcev 10 pg/ml In 4-urni izpostavitvi povzroCili nastanek prelomov in
oksidativnih poskodb DNK. Glavni dejavnik fotoreaktivnosti in akutne celiéne toksi¢nosti
je najverjetneje zmoznost TiO2, da tvori radikale. Tudi brez svetlobe lahko TiO2 tvori
radikale, tvorba pa se Se poveca, ko ga obsevamo z UV svetlobo (Sayes in sod., 2006; Nel
in sod., 2006), zaradi ¢esar so obsevani delci TiO2-N in TiO2-B povzro¢ili ve¢ poskodb DNK
od neobsevanih delcev. Po obsevanju TiO2-N in TiO2-B je obseg nastalin oksidativnih
poskodb, ki jih povzrocajo delci razli¢nih velikosti, bolj primerljiv, saj fotokataliticni u¢inek
prevladuje nad velikostjo delcev in njihov toksi¢en potencial glede na wvelikost ni vec
razlicen. V literaturi najdemo podatke, da je velikost delcev v celicnem mediju nasploh slab
pokazatelj dejanske velikosti delcev in posledicno tudi slab pokazatelj za napoved
toksi¢nosti delcev (Adams in sod., 2006), kar je razvidno tudi iz nasih rezultatov. Ugotovili
smo tudi, da je obsevani TiO2-N po 24 urah izpostavitve povzro¢il nekoliko ve¢ prelomov
in tudi oksidativnih poskodb pri najvi§jih koncentracijah delcev v primerjavi s 4-urno
izpostavitvijo. Sklepamo lahko, da popravijaini mehanizmi niso uspeli popraviti nastalih
poskodb DNK. Morebitni razlog je lahko, da delci TiO2 wplivajo na antioksidativne
obrambne sisteme in zmanjSajo ucinkovitost odstranjevanja ‘OH radikalov (Zou i sod.,
2013). Ravno nasprotno pa smo ugotovili pri TiO2-B, kjer se po 24 urah prelomi verig pri
najnizjih koncentracijah, ki so bili prisotni po 4 urah, ne pojavijo, prav tako pa se zmanj$ajo
tudi oksidativne poskodbe DNK. ZmanjSanje Stevila poskodb DNK je verjetno posledica
delovanja popravijainih mehanizmov, ki popravijo nastale poskodbe. Radikali povzrocajo
razli¢ne oksidativne poskodbe DNK, med drugim tudi 8-OH gvanine, FapyAde in FapyGua,
ki jih prepozna encim Fpg in zaradi endonukleazne aktivnosti na teh mestih tudi reze.
Razlicne poskodbe se popravljajo z razlicno kinetiko glede na vrsto poskodbe. Razpolovni

Cas potreben za odstranitev oksidativnih poSkodb iz poSkodovane DNK v humanih
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fibroblastih pri 37 °C je za 8-OH gvanine 55 minut (Jaruga in Dizdaroglu, 1996). Razlike
med genotoksicnim delovanjem delcev TiO2-N in TiO2-B kazejo na razlicen mehanizem

Skodljivega delovanja, ki pa je zaradi pomanjkanja raziskav na tem podrocju nepoznan.

V nadaljevanju magistrskega dela smo zeleli doloCiti trajanje sSkodljivega ucinka pred-
obsevanih delcev TiO2-N in TiO2-B in ga tudi primerjati z rezultati neobsevanih in takoj po
obsevanju. Zato smo delce po obsevanju z UV-A svetlobo shranili za 1 in 7 dni v temo.
Ugotovili smo, da se citotoksi¢nost delcev TiO2-N in TiO2-B po 1 dnevu v temi ohrani in je
manjSa od citotoksi¢nosti delcev, ki smo jih izpostavili celicam takoj po obsevanju. Poleg
tega, podobno kot pri izpostavitvi delcev celicam HepG2 takoj po obsevanju, nismo opazili
velike razlike med citotoksicnostjo delcev TiO2-N in TiO2-B.

Kar se tice genotoksi¢nega delovanja delcev TiO2 po 1 dnevu v temi, smo ugotovili, da se je
genotoksicnost delcev TiO2-N in TiO2-B ohranila. Delci TiO2-N so pri nekaterih
koncentracijah povzroéili celo ve¢ prelomov DNK in oksidativnih poskodb kot delci takoj
po obsevanju. Delci TiO2-B pa so ze pri najnizji koncentraciji po 4 urah izpostavitve
povzroc¢ili nastanek prelomov DNK in oksidativne poskodbe, ki so bile po 24 urah
izpostavitve vecje od poskodb, ki smo jih zaznali po izpostavitvi delcem takoj po obsevanju.
Opazili smo manjSe razlke v genotoksicnosti med delci TiO2-N in TiO2-B, ki pa so kljub

temu primerljive.

Delci TiO2-N, ki smo jih po obsevanju za 7 dni spravili v temo in nato izpostavili celice
HepG2, so pri koncentracjah 100 in 250 pg/ml le po 24-urni izpostavitvi zmanj$ali
prezivetje celic za priblizno 10 %. Podobno so tudi delci TiO2-B zmanjsali prezivetje celic
le po 24-umni izpostavitvi, vendar le pri najvisji koncentraciji delcev. Citotoksi¢nost delcev
TiO2-N in TiO2-B po 7 dneh v temi je primerljiva z neobsevanimi delci. Hkrati pa smo s
testom MTT, ki meri dehidrogenazno aktivnost zvih celic, opazli povecCanje metabolne
aktivnosti celic HepG2 po 48-urni izpostavitvi delcev TiO2-N. Verjetno je vzrok opaZenega
pojava nastanek celiCnega stresa, povzrocenega zaradi delcev TiO2-N, ki lahko prehajajo

celiécno membrano in delujejo na razlicne procese v celici.
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Raven oksidativnih poskodb DNK, ki so jih povzro¢ili obsevani delci po 7 dneh v temi, je
manjSa od ravni, ki so jo povzrocili delci takoj po obsevanju oziroma delci, kiso bili 1 dan
v temi, vendar nekoliko ve¢ja od ravni, ki so jo povzro€ili neobsevani delci TiO2. Delci TiO2-
N so Ze po 4 urah izpostavitve povzrocili prelome DNK in oksidativne poskodbe, ki so bile
po 24 urah $e izrazitejSe, genotoksicnost pa smo opazili Ze pri najnizji koncentraciji delcev.
Delci TiO2-B pa so ze pri najnizji koncentraciji po 4-urni izpostavitvi povzrocili nastanek
oksidativnih poSkodb DNK, ki pa so bile po 24 urah izpostavitve statistiéno znacilne pri
koncentracijah ve¢jih od 10 pg/ml. Ugotovitve se ujemajo z rezultati Xia in sod. (2006), Ki
so s pomo¢jo nanobiosenzorja v raztopini dolocili produkcijo H202. TiO2 je Se po 1 dnevu
proizvedel veliko Stevilo H202, malo manj po 7 dneh, manjSe a zaznavne kolicine pa Se po
21 dneh (Xia in sod., 2006). Sposobnost produkcije radikalov na delcih TiO2 s ¢asom upada
m posledicno tudi Stevilo oksidativnih poskodb DNK. Hkrati pa rezultati kazejo na
uCinkovito odstranjevanje ROS in popravio poskodb, ki kljub poveCanemu Stevilu
oksidativnih poskodb in prelomov verig DNK ne vodijo v celicno smrt. NepoSkodovan
popravljalni sistem je pomembna komponenta celice, saj vzdrzuje homeostazo in preprecuje
huyjse poskodbe komponent celic, ki bi v nasprotnem primeru vodile v citotoksicnost,

apoptozo in nekrozo celic ali razvoj karcinogeneze.

Poskodbe DNK med obsevanimi TiO2-N in TiO2-B so kljub razliénim velikostim
primerljive, kar kaze na skupni mehanizem Skodljivega delovanja delcev. Fotokataliticni
ucinek delcev se po konCanem obsevanju ohrani in najverjetneje povzroCi nastajanje ROS,
ki imajo Skodljive ucinke na celice. Tudi Zou in sod. (2013) so po 12-urnem obsevanju
enocelicnih organizmov T. pyriformis izpostavljenih nizki koncentraciji delcev TiO2 z vidno
svetlobo in nato 6-urni inkubaciji v temi Se vedno zaznali poveCano aktivnost
antioksidativnih encimov. Vendar gre v tem primeru za hkratno obsevanje celic in delcev
TiOz2, pri ¢emer ne moremo izkljuéiti tudi neposrednega Skodljivega delovanja UV svetlobe
na celice. V naSem primeru lahko izklju¢imo neposredno delovanje UV svetlobe na celice
HepG2, saj so bile celice TiO2 izpostavljene sele po konCanem obsevanju. Glede na dostopno
literaturo je to prvi primer preucevanja podaljSanega Skodljivega delovanja delcev TiO2 po

prenehanju obsevanja z UV-A svetlobo.
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Zaklju¢imo lahko, da se fotoreaktivnost delcev TiO2 ohrani relativno dolgo po koncanem
obsevanju z UV-A svetlobo, saj so bili delci TiO2-N in TiO2-B po 1 dnevu v temi Se
citotoksi¢ni in genotoksi¢ni, medtem pa se je citotoksi¢nost delcev mocno zmanjSala po 7
dneh vtemi in je bila primerljiva u¢inku neobsevanih delcev. Pri tem pa se je genotoksicno st
le delno zmanjSala, najmanj v primeru 24 h izpostavljenosti delcem TiO2-N, ko smo
genotoksiCnost delcev TiO2-N zaznali Ze pri najnizji koncentraciji delcev. Podobno so
ugotovili tudi ob obsevanju TiO2 filmov z UV svetlobo, pri ¢emer nastanejo hidrofilne
povrSine. Tudi ko so TiO2 film spravili za nekaj dni v temo, se je visoka hidrofilnost povrSine
ohranila, po dalj$i hrambi v temi pa je povrSina postala spet hidrofobna (Fujishima in sod.,
2000; Hashimoto in sod., 2005). Razloga, zakaj so delci TiO2-N in TiO2-B citotoksi¢ni in
genotoksi¢ni Se tolko casa zaradi pomanjkanja raziskav na tem podro¢ju ne poznamo.
Potrebna pa bodo nadaljnja preucevanja in natantnejSa dolo¢itev mehanizmov in trajanja

Skodljivega delovanja.

Ena izmed aplikacij TiO2-N, za katero so nase ugotovitve zelo pomembne, je uporaba TiO2
v son¢nih kremah. Naloga delcev TiO2 je zas¢ita koZe pred Skodhjivimi UV Zarki, hkrati pa
so delci v stiku s celicami koze, kjer lahko ostanejo tudi ve¢ ur in dni po prenchanju
izpostavljenosti soncni svetlobi. Raziskave so pokazale, da delci v primeru poSkodovane in
opecene koze prehajajo globlie v SC, poleg tega lahko delci TiO2 ostanejo na kozi dolgo
¢asa tudi po spiranju. Koncentracija TiO2 v son¢nih kremah je 3 — 15 %, torej, ¢e uporabimo
5 ml kreme, je to 150 — 750 mg. Pri 3 % TiO2 v kremi to predstavlja koncentracijo 30 mg/ml
(Monteiro-Riviere in sod., 2011; Shukla in sod., 2011). Mi smo pri preucevanju
citotoksiCnega in genotoksiCnega vpliva delcev TiO2 uporabili najveéjo koncentracijo 0,25
mg/ml, kar predstavija tudi realno koncentracijo delcev, ki smo ji lahko izpostavljeni z
uporabo soncnih krem. Obsevani delci TiO2-N in tudi TiO2-B pri koncentraciji 0,25 mg/ml
so bili citotoksi¢ni in genotoksi¢ni za celice HepG2. Skodljivo delovanje pa se je ohranilo
tudi po 1 dnevu v temi, zaradi Cesar njihova uporaba v soncnih kremah ni popolnoma varna.
Z zavedanjem potencialne toksi¢nosti delcev raziskovalci razvijajo nove oblike in nadine
uporabe delcev TiO2, pri katerih se zmanjSa njihova toksi¢nost. Tako je TiO2 za uporabo v
son¢nih kremah pogosto prevleCen z namenom, da se zmanjSa njegova reaktivnost, medtem
ko obdrz lastnosti absorpcije UV svetlobe. Pri ocenjevanju toksinosti je potrebno oceniti

tudi varnost previeke, ki obdaja delce, saj le-ta vpliva na povrSinske lastnosti in posledi¢no
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mterakcije z drugimi bioloSkimi molekulami in celicami, zato je nujno preuciti tudi
obstojnost prevleke in mozen vnos v celice (Nel in sod., 2006; Oberdorster in sod., 2007).
Se en zelo pomemben aspekt je spiranje delcev po uporabi krem in drugih proizvodov ter
nalaganje le-teh v tleh in vodah, kjer so podnevi izpostavljeni son¢ni svetlobi in ves Cas, tudi
pono€i, v stiku z razliénimi organizmi. Iz tega razloga je bistvenega pomena prouciti

podalj$ano Skodljivo delovanje delcev TiO2 tudi po konCanem obsevanju.

Nanotoksikologija bo imela pomembno viogo pri trajnostnem in varnem razvoju
nanotehnologije v prihodnosti. Razumevanje povezav med lastnostmi, ki dolocajo
toksicnost, in bioloskimi sistemi bo omogocila razvoj nanodelcev, ki bodo manj skodljivi za
okolje in organizme. Magistrsko delo predstavlja nov, pomemben del preucevanja
toksicnosti delcev TiO2, ki do sedaj ni bil opaZen. PodaljSano Skodljivo delovanje delcev po
konanem obsevanju glede na dostopno literaturo namre¢ Se ni bilo preuevano. NaSe
ugotovitve na tem podroc¢ju so presenetljive in hkrati zaskrbljujo¢e. Toksi¢nost delcev TiO2
se je tudi po konanem obsevanju z UV-A svetlobo ohranila, delci pa so bili tako Skodljivi
Se najmanj 1 dan. Nasi rezultati napovedujejo nov pogled na toksicnost delcev TiO2 in na
podrocje, ki je Se popolnoma neraziskano, ter poudarjajo pomembnost nadaljevanja raziskav
na tem podroc¢ju. Potrebno bo natancneje dolocCiti Cas toksicnega delovanja in mehanizme,
ki povzrocajo Skodljive u€inke na celice tudi po konanem obsevanju. V prihodnosti nas
cakajo dosezki v razvoju nanotehnologije, ki nas bodo brez dvoma navduSevali in hkrati
vzbujali skrb, saj lahko pomembno wplivajo na naSe zdravje, ki pa je najpomembnejsa

vrednota naSega Zvljenja.
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6 SKLEPI

- Neobsevani nanodelci titanovega dioksida (TiO2-N) niso vplivali na prezvetje celic
HepG2, medtem ko so delci titanovega dioksida podmikronske wvelikosti (TiO2-B)
zmanj$ali prezivetje celic HepG2 pri najvisji testirani koncentraciji. Neobsevani delci
TiO2-N in TiO2-B so pri koncentracijah 100 in 250 pg/ml na celice HepG2 delovali
tudi genotoksi¢no, Saj SO povzroCili oksidativne poSkodbe in tudi prelome verig

molekul DNK.

- Po pred-obsevanju z UV-A svetlobo se je citotoksicnost in genotoksi¢nost delcev
TiO2 obeh velikosti mo¢no povecala. Najvecje citotoksiéne in genotoksicne uéinke
smo opazili takoj po obsevanju. Po 1 dnevu v temi se je citotoksiénost in
genotoksicnost delcev TiO2-N in TiO2-B ohranila in je bila primerljiva med delci
obeh velikosti. Po 7 dneh v temi se je citotoksi¢nost delcev TiO2 zmanjSala na
vrednost citotoksi¢nosti neobsevanih delcev, genotoksi¢nost delcev TiO2 pa se je
ohranila in so delci po 7 dneh v temi povzrodili ve¢ oksidativnih poskodb kot

neobsevani delci TiO2.

- Citotoksi¢nost in genotoksi¢nost z UV-A svetlobo aktiviranih delcev TiO2-N in TiO2-
B ni odvisna le od velikosti delcev, saj so nanodelci in podmikronski delci TiO2

povzrocili primerljiive poskodbe.

- Nase ugotovitve potrjujejo poveCano reaktivnost anataznih delcev TiO2 po pred-
obsevanju z UV-A, kot tudi njlhovo podalj$ano Skodljivo delovanje, ki ni odvisno od
velikosti delcev. To je iziemno pomemben prispevek dosedanjim raziskavam

toksicnosti TiOz2, ki poudarja pomembnost nadaljevanja raziskav na tem podrocju.

- Delovno hipotezo smo z naso raziskavo potrdili, saj se je citotoksicnost in
genotoksicnost pred-obsevanih delcev TiO2 dolocen ¢as po koncanem obsevanju z
UV-A svetlobo ohranila.
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7 POVZETEK

Uporaba nanotehnologije se povecuje, saj imajo nanodelci zaradi iziemnih lastnosti veliko
uporabnost v razlicnih aplikacijah. V industriji je zaradi u¢inkovite fotokatalize, visoke
stabilnosti in nizke cene pogosto uporablien material titanov dioksid (TiO2). Delce TiO>
uporabljamo za CiSCenje vode in zraka, uporabljajo se tudi v proizvodnji kozmetike, hrane,
v farmacevtskih izdelkih itn. Vedno pogosteje pa ugotavljamo, da so ravno te lastnosti, Ki
omogocajo tako Siroko uporabo nanodelcev TiO2, tudi vzrok $tevinim Skodljivim vplivom
na celice. Znano je tudi, da se toksi¢nost nanodelcev TiO2 mo¢no poveca, Ce jih obsevamo
z UV swetlobo. Ceprav testiranja potencialnih negativnih u¢inkov TiO2 na zdravje ljudi
potekajo ze nekaj let, nase znanje o njihovih morebitnih toksiénih ucinkih ostaja omejeno.
Kljub velkemu Stevilu objavljenih raziskav v veéini le-teh delci niso ustrezno
karakterizirani, zaradi Cesar je vprasljiva interpretacija rezultatov, onemogocCena pa je tudi
primerljivost razliénih raziskav. Poleg tega pa je zelo malo znanega 0 toksi¢nosti
fotoaktiviranih delcev in tudi o trajanju ucinka. Zato je bil cilj magistrskega dela dolocitev
in primerjava citotoksiénega in genotoksicnega delovanja neobsevanih in z UV-A pred-
obsevanin (foto-aktiviranih) anataznih nanodelcev (TiO2-N) in podmikronskih delcev (TiO2-
B) kot tudi doloCitev trajanja potencialnega ucinka fotoaktivacije. Citotoksicnost SmMo
ugotavljali s testom MTT, genotoksiCnost s testom komet, kot testni sistem pa smo uporabili
Cloveske jetrne celice HepG2. Celice smo izpostavili neobsevanim delcem, pred-obsevanim
delcem takoj po obsevanju in pred-obsevanim delcev, ki so bili 1 dan oziroma 7 dni v temi.
Ugotovili smo, da so neobsevani delci TiO2-N in TiO2-B genotoksicni za celice HepG2
(predvsem TiO2-N), delci TiO2-B pa so pri najvisji testirani koncentraciji tudi citotoksi¢ni.
Toksi¢nost delcev obeh velikosti se je po obsevanju z UV-A svetlobo mo¢no povecala.
Citotoksicnost in genotoksi¢nost delcev je bila najve¢ja takoj po obsevanju, primerljivi so
bili tudi citotoksicni in genotoksi¢ni ucinki po 1 dnevu v temi. Po 7 dneh v temi se je
citotoksi¢nost delcev TiO2 zmanjSala na vrednost citotoksi€nosti neobsevanih delcev,
genotoksi¢nost delcev TiO2 pa se je ohranila in so delci po 7 dneh v temi povzrocili veé
oksidativnih poskodb kot neobsevani delci TiO2. 1z dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da
se toksi¢no delovanje delcev TiO2 po obsevanju z UV-A mo¢no poveca ne glede na velikost
delcev ter da se povecana reaktivnost ohrani najmanj 1 dan tudi po konanem obsevanju.

Zaklju¢imo lahko, da delci TiO2-N niso bolj toksicni od delcev TiO2-B in hkrati potrdimo
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hipotezo o podaljsanem toksinem delovanju delcev TiO2-N in TiO2-B. Rezultati nase
naloge so pomembni in zaskrbljujo¢i, ker podmikronski delci TiO2 veljajo kot varni za
uporabo, hkrati pa je izpostavljenost ludi in drugih zvih bitij fotokatalitsko aktiviranim
delcem TiO2 zelo obsezma. Tako naSe ugotovitve spremenijo dosedanje védenje o
potencialni toksicnosti TiO2, SO iziemnega pomena za ocenjevanje ter omejevanje tveganja

za judi in poudarjajo pomembnost nadaljevanja raziskav na tem podrocju.
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