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V nalogi smo preucevali vpliv kratkotrajne izpostavljenosti nanodelcem iz TiO, na
stabilnost mitohondrijske membrane kopenskih rakov enakonozcev Porcellio
scaber. Nanodelci lahko tvorijo reaktivne kisikove zvrsti in povzro¢ijo spremembe v
lipidni membrani, kar vodi v poskodbe mitohondrijev. Nanodelce iz TiO, velikosti
15 nm smo nanesli na liste, s katerimi so se Zzivali prehranjevale. Koncentracija
nanodelcev je bila 1000 pg/g suhe teze lista, ucinek pa smo ugotavljali po 3., 7. in
10. dnevu. V ta namen smo prilagodili metodo, ki temelji na avtomatskem
zaznavanju oddane svetlobe barvila (svetlosti slike). Barvilo rodamin 123 je
fluorescentno barvilo, ki se selektivno veZe na mitohondrijsko membrano, koli¢ina
vezanega barvila pa je odvisna od membranskega potenciala. Tako je koli¢ina
oddane svetlobe odvisna od stanja mitohondrijske membrane. Posebnost naSega dela
je, da smo ugotavljali u¢inek na mitohondrije v celotnem organu — prebavni zlezi
(hepatopankreas). Ugotovili smo, da sonificirani nanodelci iz TiO; ne vplivajo na
mitohondrijski membranski potenicial, medtem ko nesonificirani nanodelci
statisti¢no znacilno vplivajo na vezavo rodamina 123 na mitohondrije.
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In this work we investigated the effect of the short-term exposure of TiO,
nanoparticels on the stability of mitochondrial membrane of the isopod Porcellio
scaber. Nanoparticles can cause formation of reactive oxygen species and changes
in lipid membrane which leads to mitochondrial damage. Animals were exposed to
15 nm nanoparticles through their food. Animals were exposed to 1000 pg
nanoparticle/g dry weight of food. Their effect on stability of mitochondrial
membranes was assessed after 3, 7 and 10 days. For this purpose we established new
method, which is based on automatic detection of brightness by digital camera.
Rhodamine 123 is a fluorescent dye that binds selectively to mitochondria with
stable mitochondrial potential (intact membranes). Our work was performed on the
whole organ, not only on the cells in cell lines. In this regard it differs from most of
other studies on nanoparticles toxicity. We found out that sonicated TiO;
nanoparticles have no effect on binding of rhodamine on mitochondrial membrane,
whereas the effect of non-sonicated nanoparticles on mitochondrial potential is
statistically significant.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ATP — adenozin trifosfat

DNA - dezoksiribonukleinska kislina

ELISA — encimsko-imunski test

H" — vodikov ion (proton)

HAP — hidroksiapatit

IL-8 — interlevkin 8

MTS — 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2- (4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium salt

MTT — 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide
NADH - nikotinamid adenin dinukleotid

OH" — hidroksilni anion

pH — negativni logaritem koncetracije vodikovih protonov

ROS - reaktivne kisikove zvrsti

Ti0O, — titanov dioksid

tRNA — prenaSalna RNA

AY — mitohondrjski membranski potencial



Spes A. Vpliv nanodelcev titanovega dioksida na mitohondrije. 1
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2009

1 UVOD

V danasnjem casu prihaja do povecane proizvodnje nanodelcev, saj se jih zaradi njihovih
fizikalnih in kemijskih lastnosti uporablja za razvoj in uporabo novih materialov predvsem
v kemijski industriji, gradbenistvu, medicini, tekstilni ter farmacevtski industriji. V stik z
njimi ne prihajamo le kadar jih namensko proizvajamo ali uporabljamo saj nanodelci
nastajajo tudi kot stranski produkt pri Stevilnih naravnih procesih (gorenje, korozija...),
kopicijo se v zemlji, vodi in organizmih. V primerjavi s strupenostjo kemikalij je o njihovi
strupenosti znanega zelo malo, zato nimamo jasnih smernic, kako kvantificirati njihove
ucinke. Njihove lastnosti se zaradi razmerja med volumnom in povrSino bistveno
razlikujejo od lastnosti, ki jih imajo vecji delci enake kemijske sestave. Zato so zmozni
interakcij z bioloskimi sistemi. Dober modelni organizem za raziskave vpliva kovin na
zivali na razli¢nih bioloskih nivoji je kopenski rak enakonozec, saj je sposoben preziveti v

okolju s povisanimi koncentracijami kovin (Hopkin, 1989; Drobne, 1997).

1.1  NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE

V diplomskem delu smo prilagodili metodo in ocenjevali vpliv zauzitih nanodelcev TiO;
na stabilnost mitohondrijske membrane pri kopenskemu raku enakonoZcu. Zivali so bile
nabrane v njihovem naravnem okolju in predhodno niso bile v stiku z umetnimi nanodelci.
Pricakovali smo, da nanodelci TiO, razlicnih velikosti razli¢no vplivajo na stabilnost

mitohondrijske membrane.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 POSKUSNA ZIVAL — Porcellio scaber

Skupina enakonozcev (Isopoda) je drugi najvecji red perakaridnih rakov. Vecina vrst zivi v
morju, poselili pa so tudi sladkovodne habitate in kopno. Kopenske vrste perakaridnih
rakov najdemo v zmerno vlaznih predelih, v naravi med lubjem, pod debli in kamenjem
ter tudi v ¢lovekovem okolju. Prehranjujejo se pretezno z razpadajoCim rastlinskim in
zivalskim materialom. Za naSe poskuse smo uporabili kopensko vrsto Porcellio scaber
(Oniscidea, Isopoda, Crustacea). Navadno je sive do temno rjave barve, poznamo pa tudi
svetlejSe lisaste vzorce, predvsem mlade Zivali pa so lahko rahlo rumene. (Ruppert in

Barnes, 1994; Prevor¢nik, 1999; Schweitzer, 2000.)

Porcellio scaber je zaradi ustrezne velikosti, Stevilénosti, nezahtevnega laboratorijskega
ravnanja in sposobnosti akumulacije kovin eden izmed najbolje proucevanih organizmov v
kopenski ekotoksikologiji. Ti raki so uporabni za ugotavljanje vpliva kemikalij na razli¢ne
nivoje bioloSke organizacije, od biokemijskih do populacijskih. Pomembna lastnost je, da

lahko tolerirajo visoke koncentracije tezkih kovin (Hopkin in sod., 1986; Drobne, 1997).

Slika 1: Porcellio scaber (Glase in sod., 1992)
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2.1.1 Zgradba in delovanje prebavil raka enakonoZca Porcellio scaber

Prebavilo izopodnih rakov je sestavljeno iz prebavne cevi in prebavnih zlez

(hepatopankreasa).

Prebavna cev je razdeljena na krajSe sprednje in daljSe zadnje ¢revo, ki zavzema 80 — 90 %
celotne dolzine prebavnega trakta (Zimmer, 2002). Sprednji del je iz kratkega poziralnika
in Zelodca, ki je povezan s Grevesom in prebavnimi Zlezami. Zelodec je namenjen
filtriranju, mletju, transportu in encimski razgradnji hrane. TekoCine in zelo droben

material prehajajo skozi primarni in sekundarni sistem v prebavne Zleze.

Prebavne zleze (hepatopankreas) so sestavljene iz dveh parov cevk. Izhajajo iz atrija v

posteriornem delu zelodca in potekajo vzporedno z zadnjim delom ¢revesa. Osnovna enota

v w

ki s kr€enjem in raztezanjem omogocajo tok tekocine v zleze in iz njih. Primarna funkcija
je sekrecija encimov, absorpcija hranil, shranjevanje lipidov ter kopicenje kovin (Hames in

Hopkin, 1991; Bre¢ko, 1992; Wigele, 1992; Strus in sod., 1995).

2.1.2 Zgradba in funkcija hepatopankreasa raka enakonozca Porcellio scaber

Hepatopankreas sestavljajta dva tipa celic, ki jih razli¢ni avtorji razlicno imenujejo:

e Velike celice (Szyfter, 1966), imenovane tudi celice B (Clifford in Witkus, 1971),
celice R (resorpcijske) (Lane, 1988) ali celice a (Wagele, 1992)

e Male celice (Szyfter, 1966), imenovane tudi celice S (Clifford in Witkus, 1997),
celice F (Lane, 1988) ali celice B (Wégele, 1992)

.....

Ultrastrukturne znacilnosti so: prisotnost povrSinskega, pravilno urejenega mikrovilnega
sloja, regija brez organelov pod mikrovili in enakomerna razporeditev mitohondrijev pod

tem obmocjem. Te lastnosti, ki so kazalci absorpcijske vloge, imajo tudi male celice.
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Lastnosti sekrecijskih celic, kot so obsezen zrnati endoplazemski retikel, aktivni diktiosomi
(Golgijev aparat) z razSirjenimi cisternami (Clifford in Witkus, 1971) ter sekrecijska telesa,
pa so znacilnosti celic s sekrecijsko vlogo. Ultrastrukturne lastnosti velikih celic se lahko

med stradanjem, levitvijo in spremembo hrane mo¢no spremenijo (Zimmer, 2002).

Male celice so klinaste oblike, citoplazma je manj gosta, zrnati endoplazemski retikel pa
manj zvit kakor pri velikih celicah. Stres se v njih ne izraza tako mocno, vsebujejo pa
razli¢ne tipe intracelularnih granul, ki so mesta kopicenja kovin (Fe, Cu, Zn, Pb) in mesta
ekskrecije odpadnih produktov (Prosi in Dallinger, 1988). Zaradi kopicenja velikih koli¢in

bakra imenujemo te organele tudi kuprosomi.

2.2 MITOHONDRII

Mitohondriji so pomemben del celice pri skoraj vseh evkariontskih celicah. Ve¢inoma
imajo obliko valja s premerom 0,5 do 1 um. Pri premikanju skozi citoplazmo so povezani z
mikrotubuli. Zaradi te povezave so pri razlicnih tipih celice na razlicnih mestih. Tako
lahko mitohondriji tvorijo dolge premikajoCe se verige, ali pa se nahajajo okoli mest z
veliko porabo energije. Stevilo mitohondrijev v celici se lahko zelo razlikuje. Tako

poznamo celice z enim samim mitohondrijem ter celice z nekaj tiso¢ mitohondriji.

Mitohondrij obdajata dve membrani, ki imata pomembno vlogo v njegovi funkciji. Vsak
od lipidnih dvoslojev ima specificne proteine, membrani pa tvorita dva mitohondrijska

predela: notranji matriks in ozek medmembranski prostor.

Zunanja membrana vsebuje velike proteine, ki tvorijo kanale v membrani. Zaradi teh

kanalov je prepustna za molekule velike do 10.000 Daltonov.

V medmembranskem prostoru so encimi, ki uporabijo ATP iz matriksa za fosforilacijo

drugih nukleotidov.
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Notranja membrana je nagubana v kriste in ima zaradi tega vec¢jo povrsino. Vsebuje tri
glavne skupine proteinov: (1) proteini, ki so vpleteni pri oksidacijskih reakcijah dihalne
verige, (2) encimski kompleks ATP sintetaza tvori ATP v matriksu in (3) specifi¢ni
transportni proteini, ki regulirajo prehod metabolitov v in iz matriksa. Ker se
elektrokemijski potencial, ki poganja ATP sintezo, vzpostavi po celotni notranji membrani,

je pomembno, da je ta membrana kar se da neprehodna za vecino majhnih ionov.

V matriksu je velika koncentracija meSanice stotine razli¢nih encimov. Tu je tudi nekaj
identi¢nih kopij mitohondrijskega genoma, posebnih mitohondrijskih ribosomov, tRNA ter

encimov potrebnih za izraZzanje mitohondriksih genov.

Elektroni, ki izvirajo iz NADH, preko kaskade encimskih kompleksov prehajajo na kisik.
Pri tem se vedina spro$¢ene energije v dihalni verigi uporabi za prenos protonov (H') iz
matriksa v medmebranski prostor. Ta premik ima dve posledici:
e Ustvari pH-gradient preko notranje mitohondrijske membrane z znatno nizjo
koncentracijo H" ionov v matriksu kakor v drugih predelih celice, kjer je pH okoli
7.
e Ustvari napetostni gradient (membranski potencial) preko notranje mitohondrijske

membrane.

Skupaj ti dve sili tvorita elektrokemijski protonski gradient. V mitohondriju ta znasa okoli

220 mV, od tega prispeva membranski potencial 160 mV (Alberts, 2002).

Zaradi elektrokemijskega protonskega gradienta se na mitohondrije selektivno veze barvilo

rodamin 123 (Breunig in sod., 2008).

2.2.1 Rodamin 123

Okvaro mitohondrijev lahko zaznamo kot depolarizacijo mitohondrijske membrane ali kot
inhibicijo sinteze ATP. Merjenje spremembe membranskega potenciala (AW) je kljucno za

oceno delovanja mitohondrijev. S tem dobimo podatke o razpolozljivi energiji za ATP
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sintezo. Tehnike za merjenje AY temeljijo na preferencni porazdelitvi membransko
permeabilnih fluorescentnih kationskih barvilih v mitohondrijih. Predpostavljajo, da je
difuzija barvila neposredno odvisna od stopnje polarizacije membrane (Palmeira in sod.,

1996).

Kopicenje barvil je posledica njihovega naboja in njihove topnosti v membranskih lipidih
in matriksu. Negativni membranski potencial mitohondrijev, ki je za 130-150 mV nizji od
drugih membranskih potencialov v celici, omogoca selektivno vezavo lipofilnih kationov
na mitohondrije (Breunig in sod., 2008). Zaradi naStetih lastnosti se ta barvila veliko
uporabljajo za merjenje mitohondrijskega membranskega potenciala. Eno izmed najbolj
uporabnih barvil za merjenje mitohondrijskega membranskega potenciala je rodamin.
Sprva so ga uporabljali le za barvanje histoloskih preparatov, saj v celici inhibira
oksidativno fosforilacijo. Rodaminov je ve€, za tovrstno barvanje uporabljamo predvsem

rodamin 6G in rodamin B (Johnson in sod., 1980).

Rodamin 123 pa uporabljamo za lokalizacijo mitohondrijev v zivih celicah. Bilo je prvo
barvilo, ki so ga uporabljali za mikroskopske analize (Johnson in sod., 1980) in analize s
preto¢nim fluorometrom (Ronot in sod., 1986). Za razliko od rodamina 6G in rodamina B
ne povzroca poskodb v celicah. Neposredno obarva mitohondrije, ne da bi pred tem Sel

skozi endosome in lizosome (Johnson in sod., 1980).

Rodamin 123 ima znacilen spekter ekscitacijske in emisijske svetlobe. Ekscitacijski

spekter ima vrh pri 507 nm, emisijski pa pri 529 nm.

Slika 2: Struktura rodamina 123 (P-Glycoprotein/Related products)
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Da rodamin 123 res deluje, so potrdili z uporabo natrijevega azida (NaNj3). Natrijev azid je
inhibitor respiratorne verige, ki se veze na citokrom oksidazo ter s tem popolnoma blokira
transport elektronov na kisik. Pri celicah, izpostavljenim NaNj, pride do znizanja prevzema

rodamina 123 v mitohondrijih (Lautraite in sod., 2003).

2.2.2 Baker

Baker je element v sledeh, pogost v mnogih kamninah in mineralih. Je eden izmed
esencialnih mikroelementov nujno potrebnih za vrsto metabolnih procesov. Najdemo ga
skoraj v vseh tipih celic. Oblika in dostopnost organizmom v naravi je odvisna od
okoljskih dejavnikov, kot so pH, redoks potencial, trdota vode idr. Spreminjanje teh

dejavnikov lahko povzro¢i pomanjkanje ali strupenost bakra (Fleming in Trevors, 1989).

Ceprav je esencialen element, so povisane koncentracije bakra strupene. Inhibira delovanje

citokromov v dihalni verigi, kar povzroc¢i nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti.

V prisotnosti reducenta (superoksidni anionski radikal) se oksidirana oblika reducira,
reducirana oblika pa lahko katalizira nastanek hidroskidnega radikala iz vodikovega
peroksida:

0,” + Cu*” — O, + Cu” (redukcija bakra)

Cu" +H,0, —» Cu*" + OH + OH’ (nastanek hidroksilnega radikala).
Ve¢ reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) povzro¢i strukturne in funkcionalne spremembe
celicnih membran. Do teh sprememb pride zaradi delovanja prostih radikalov na
membranske vecCkrat nenasicene mascobne kisline, proteine in DNA (Cardoso in sod.,

1999).

Sprememba v fosfolipidni strukturi notranje mitohondrijske membrane, ki jo povzrocijo
prosti radikali, ogrozi delovanje elektronske transportne verige, zaradi Cesar pride do

pomanjkanja energije v celic in posledi¢no smrti (Gerlach in sod., 1994).
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Poleg vloge pri nastanku ROS baker tudi inducira prelome verig DNA in oksidacijo baz.
Sodeluje pri lipidni peroskidaciji, reducirana oblika (Cu") reducira lipidni hidroperoksid do
alkoksilnega radikla, nastaja tudi lipid peroksilni radikal. Ta spremeni fluidnost in
prepustnost membrane, ali pa se veze na DNA in proteine. V mitohondriju taks$ni produkti

inaktivirajo citokrom c oksidazo.

Omenjene lastnosti so tudi razlog, da smo v nalogi uporabili baker. Sluzil nam je kot

pozitivna kontrola pri ugotavljanju poskodovanosti mitohondrijske membrane.

2.3 NANODELCI

Nanodelci so delci, katerih premer je vsaj v eni dimenziji do nekaj 100 nanometrov.
Razli¢ne delitve upoStevajo razlicne meje za klasifikacijo nanodelcev. Po eni od teh
delitev, nanodelce razdelimo na fine (~200 nm) in ultrafine nanodelce (~ <20-100 nm)

(Koehler in sod., 2008).

Nanodelci se pogosto uporabljajo v medicini, na primer kot kontrastni agensi, magnetni
nanodelci iz zelezovega oksida se uporabljajo v diagnostiki in antibakterijski nanodelci za

zdravljenje bakterijskih infekcij (Cao in sod., 2003).

Nanodelci iz kovinskih in kerami¢nih oksidov se uporabljajo za najrazli¢énejSe namene, od
kompozitnih (sestavljenih) materialov, polprevodnikov, fotokemicne aktivne povrsine,
povrsinke prevleke, delov v elektroniki do kozmetike. V velikih koli¢inah se trenutno
najveC uporabljajo delci iz ogljika, kremena in titanovega dioksida , ki so manjsi od 100

nm (Veranth in sod., 2007).

Nanodelci imajo zaradi vec¢jega Stevila atomov na povrsini drugacne lastnosti kakor vecji
delci iz istih materialov (Tedesco in sod., 2008). Obstajajo tudi druge teorije. Tako so v eni
izmed raziskav razliko v toksi¢nosti pripisali razli¢ni kristalni strukturi (anatazna in rutilna

oblika) samih delcev in ne razliki v povrsini delcev (Sayes in sod., 2006).



Spes A. Vpliv nanodelcev titanovega dioksida na mitohondrije. 9
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2009

Na toksi¢nost nanodelcev vpliva tudi sam postopek izdelave. Pri njem se namre¢ uporablja
klor. Pri procesu tvorbe ultrafinih nanodelcev je vkljuen korak, ki nevtralizira kisle
klorove ione, medtem ko tega koraka pri tvorbi finih nanodelcev ni, zato je del toksi¢nosti
mogoce pripisati tudi samemu kloru (Warheit in sod., 2007).

Kadar imamo nanodelce suspendirane v vodi, je pomemben tudi podatek o aglomeraciji
oziroma agregaciji. Kadar med delci obstajajo Sibke (van der Waalsove) vezi, govorimo a
aglomeraciji, kadar pa so te vezi trdnejse, govorimo o agregaciji (Jiang in sod., 2009). Pri
disperziji nanodelcev v raztopini le redko dobimo primarne delce, saj se zaradi
elektrostatskih sil ti zdruzujejo. Aglomeracija vzbuja pomisleke o toksi¢nosti zaradi
velikosti, povrsine in koncentracije nanodelcev v in vivo poskusih. Da bi se znebili ¢im veé
aglomeratov v poskusu, jih lahko mehansko obdelamo (npr. s sonifikacijo) (Murdock in

sod., 2008).

Aplikacije nanodelcev niso nekaj novega, saj so ze leta 1939 uporabljali titanov dioksid
(TiO,) za bioloske eksperimente, pri katerih je opazoval kostni mozeg pri psih (Huggins,

1939).

2.3.1 Posledice delovanja nanodelcev v celici

Glavna lastnost nanodelcev je njihova velikost, ki jih uvr§¢a med posamezne atome in
molekule na eni strani ter kompleksnim materialom na drugi strani. Zaradi tega imajo
lahko spremenjene fizikalno-kemijske lastnosti. Posledica teh spremenjenih lastnosti so
razli¢ni mehanizmi delovanja, ki so potencialno nevarni za bioloske sisteme. Te
mehanizme lahko uvrstimo v 4 skupine:

e Svetloba lahko aktivira elektronski par, kar povzroci cepitev vezi in nastanek

radikalov,

e S povrSine nanodelcev se lahko spros¢ajo strupene snovi,

e Povrsina nanodelcev lahko sluZzi kot kataliticno mesto redoks reakcij,

e Na povrsini se lahko nastanejo nepravilne strukture kristalov, zaradi katerih

nanodelec postane donor ali akceptor eletronov (Nel in sod., 2006).
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Posledice delovanja nanodelcev v celici so Stevilne. Tvorba ROS, oksidativni stres, vnetje,
sprememba mitohondrijske funkcije, denaturacija proteinov, poskodbe DNA so le nekatere

izmed njih (Nel in sod., 2006).

Vdihavanje nanodelcev lahko povzroci vnetje. Kot odgovor na nanodelce se sprosca vec
citokinov, ki nadzirajo zacetek vnetja, te signalne molekule pa so povezane Se s Stevilnimi
procesi v celici, kot sta npr. celicna rast in diferenciacija (Veranth in sod., 2007).
Nanodelci imajo lahko vpliv na rast in proliferacijo tumorskih celic (Cao in sod., 2003),
sprozijo nastanek vecjega Stevila ROS kakor vecji delci istih materialov (Veranth in sod.,
2007) ter v celici vplivajo na prevzem snovi pa tudi dostopajo da drugace nedostopnih
mest (Tedesco in sod., 2008). Nanodelci lahko pospesijo nastanek ROS, oksidativni stres
pa lahko povzroc¢i razpad membranskih lipidov, neravnotezje znotrajceli¢nega kalcija,

spremembe v metabolnih poteh. Vse nasteto lahko sprozi apoptozo (Wang in sod., 2007a).

Pri posploSevanju nevarnosti nanodelcev moramo biti vseeno previdni, ker ne poznamo
mehanizmov delovanja glede na velikost in kemijsko sestavo nanodelcev. Vecino raziskav,
ki ugotavlja toksi¢nost nanodelcev so opravili z ogljikovimi nanodelci na makrofagom
podobnih celicah. Nanodelci so iz razliénih materialov in razli¢ne velikosti, kar zahteva
natan¢no testiranje vplivov delcev z razli€nimi parametri. Poleg tega moramo testiranja
opraviti na razli¢nih bioloskih nivojih, ne samo in vivo in in vitro.

Ker so tovrstne raziskave opravili na razli¢nih Zivalskih modelih, z razlicnimi protokoli in
z razli€nimi eksperimentalnimi podrobnostmi, jih je tudi po tej plati tezko primerjati in

sklepati na enoten mehanizem delovanja (Veranth in sod., 2007).

Kot receno, so vpliv nanodelcev preucevali na mnogih zivalskih modelih z razli¢nimi
eksperimentalnimi pristopi. Trenutno poteka najvec raziskav indukcije reaktivnih kisikovih

zvrsti zaradi kemijskih lastnosti TiO; in kaks$ni so vnetni odzivi (Fabian in sod., 2008).
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2.3.2 Nanodelci TiO,

Eden najbolj uporabljenih materialov, iz katerega so narejeni nanodelci, je titanov dioksid
(Ti0,). Je zelo vsestranska snov, glede na velikost delcev pa ga uporabljamo v mnogih
aplikacijah. Uporabljal naj bi se celo za zmanjSanje onesnazenja v mestih, saj katalizira
pretvorbo dusikovega dioksida v manj toksi¢ne nitrate. Vsestranska uporabnost je
posledica njegovih lastnosti, kot so netopnost v vodnih raztopinah, ni drag, lahko se

pripravi v stabilnih suspenzijah (Fabian in sod., 2008).

Kot beli pigment se veliko uporablja v produkciji barv, papirja, plastike ter premazov.
Nanodelci TiO, pa se ¢edalje ve¢ uporabljajo tudi v kozmetiki in farmaciji (Lommer in

sod., 2002).

Citotoksi¢nost TiO, je odvisna od velikosti delcev. Nanodelci iz TiO, so biolosko v
Cloveskem in zivalskem organizmu inertni (Hart in Hesterberg, 1998). Ultrafini nanodelci
pa lahko povzroc€ijo vnetja, fibroze, poSkodbe plu¢ in celo poskodbe dednine. Zaradi velike
moznosti prehoda skozi subepitelijski prostor lahko ultrafini nanodelci prehajajo skozi

kozo in vplivajo na imunski sistem (Churg in sod., 1998).

Med dokazene posledice izpostavitve TiO, sodijo zviSanje nivoja IL-8 v endotelijskih
celicah, znizanje nivoja glutationa v makrofagih in oksidativne poskodbe DNA. Za te

spremembe naj bi bila kriva indukcija ROS (Gurr in sod., 2005).

Prezivetje Cloveskih celic je odvisno od €asa izpostavljenosti in od koli¢ine nanodelcev. Po
odstranitvi nanodelcev si celice opomorejo, stopnja okrevanja pa je odvisna od razmer ob
izpostavitvi. V eni od raziskav so prisli do zakljucka, da poskodbe povzrocene z ROS niso
posledica toksi¢nih u¢inkov ultrafinih nanodelcev, saj so lahko le prehodne narave, ¢e se
nanodelci odstranijo iz celic (Wang in sod., 2007b).

Nanodelci iz TiO; zavirajo rast in razmnoZevanje tumorskih jetrnih celic, medtem ko imajo

na normalne celice le minimalen u¢inek. Delovanje pripisujejo dejstvu, da tumorske celice
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fagocitirajo TiO, nanodelce in jih zdruzijo z lizosomi, posledi¢no naj bi prislo do unicenja

citoplazme (Cao in sod., 2003).

Fotoaktivacija je tudi eden od nacinov kako nanodelci TiO, Skodujejo celici. Zaradi
vzbujanja s svetlobo z valovno dolzino manjSo od 385 nm se vzbudijo elektroni zunanjih
orbital na povrSini nanodelcev. Vzbujeni elektroni lahko reagirajo z molekulami vode ali
hidroksilnimi ioni, pri tem pa nastanejo hidroskilni in superoksidni radikali (Maness in

sod., 1999).

2.3.3 Ultrazvoéna obdelava nanodelcev

materiala z ultrazvokom (v nadaljevanju sonifikacija) je postopek, pri katerem ultrazvok
ustvari pritisk na delce, ki se nato zaradi striznih sli lo¢ijo (Brown in Audet, 2008).
Posamezni nanodelci imajo vecje razmerje med povrsSino in volumnom, kar naj bi vplivalo

na njihove bioloske lastnosti (Tedesco in sod., 2008).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 KEMIKALIJE IN RAZTOPINE

- FizioloSka raztopina: fizioloska raztopina za P. scaber po Hagedorn in Zirgler 2002

- Baker: raztopina bakra v koncetraciji 6,3 mg/ml. Vir Cu®" ionov je bil Cu(NOs),
(Merck), ki smo ga raztopili v fizioloSki raztopini

- Rodamin 123 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany): zalozna raztopina Rodamina
123 je bila 1 mg/ml. Tako zaloZzna raztopina kot tudi redCitve in delovna
koncetracija (10 pg/ml) so bile narejene s fiziolosko raztopino

- Nanodelci (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) iz TiO, premera 15 nm,
suspendirani v fizioloski raztopini (1000 pg/ml), sonicificirane smo pripravili s 30

minutno ultrazvo¢no obdelavo v ultrazvocni kopeli Vibra Cell (Sonics & Materials,

Inc, ZDA) pri 20 kHz.

3.2 STEKLOVINA IN POTROSNI MATERIAL

- Posoda za zivali

- Plastenka z razprsilcem
- Petrijevke

- Copi¢

- Pinceta

- Case

- Pipete

- Nastavki za pipete

- Mikrocentrifugirke

- Objektna stekelca

- Krovna stekelca
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3.3 PRIPRAVA POSKUSNE ZIVALI Porcellio scaber (ISOPODA, CRUSTACEA)

Poskusne Zivali smo nabrali v okolici KrSkega oktobra 2006. V laboratoriju smo jih imeli v
stekleni posodi/terariju v nadzorovanem okolju pri temperaturi 20 + 2 °C in svetlobnem
ciklu (16 ur svetlobe in 8 ur teme). Hranili smo jih s posusenim leskovim listjem (Corylus

avellana), ki smo ga po potrebi rahlo navlazili z vodo.

Pred izvajanjem poskusa smo zivali stehtali ter dolocili fazo levitve (Zidar in sod., 1998).

V poskus smo vkljucili le zivali v medlevitvenem ciklu.

Med poskusom je bila vsaka Zival v svoji petrijevki. Hranili smo jih z leskovimi listi, na
katere smo nanesli zelene kemikalije. Ustrezno vlaZnost smo zivalim zagotovili tako, da
smo destilirano vodo razprsili po pokrovu petrijevk, same petrijevke pa smo shranjevali v

navlazenih posodah.

Po koncu prehranjevanja smo Zivali stehtali, jim dolocili fazo levitve ter presteli iztrebke.

Po tem opravljenem postopku je sledila sekcija in analiza posameznih cevk Zlez.

3.4 PRIPRAVA LISTOV ZA PREHRANJEVALNI POSKUS

Zivali so se vseskozi prehranjevale z leskovim listjem. Pred uporabo smo liste posusili in
stehtali, glede na suho tezo listov pa nanje odpipetirali baker ali nanodelce. Kon¢na
koncentracija tako bakra kakor nanodelcev je bila 1000 mg/g suhe teze lista. NaneSeno
raztopino bakra ali suspenzijo nanodelcev smo razmazali s Copi¢em. Liste smo pustili, da
se osusijo, nato pa smo jih prenesli v petrijevke. Po poskusu smo liste ponovno stehtali, da

bi dolo¢ili, koliko lista in s tem snovi na njem je Zival zauzila med poskusom.
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3.5 IZOLACIJA HEPATOPANKREASA:

Po koncu prehranjevanja smo zivali usmrtili nato pa naredili sekcijo. S pinceto smo locili
glavo od ostalega telesa. Skupaj z glavo smo izvlekli tudi sprednje crevo, ki se preko
zelodca drzi glave. Logili smo &revo od Zlez hepatopankreasa. Crevo smo zavrgli, logili
Zlezne cevke in vsako posamezno dali v fizioloSko raztopino za P. scaber, ki smo jo
pripravili po recepturi Hagedornove in Zieglerja (2002). V njej so Zlezne cevke ostale do

testiranj (nekaj minut).

3.6 POTEK POSKUSA

3.6.1 Prilagoditev metode — barvanje hepatopankreasa z rodaminom 123

Cevke smo razlicno dolgo ¢asa (0,5 minute, 1 minuto, 2 minuti, 5 minut) namakali v
razli¢nih koncetracijah rodamina 123 (1 mg/ml, 0,1 mg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 pg/ml)
in spirali z razlicnimi postopki spiranja s fiziolosko raztopino (2x in 3x po 2 minuti, 2X in
3x po 3 minute, 2x in 3x po 4 minute, 2X, 3X in 4x po 5 minut, 2x in 3x po 6 minut), da
smo ugotovili, pri katerih pogojih vezave in spiranja rodamina 123 dobimo pod
mikroskopom najbolj primerno sliko za opazovanje. Sprane cevke smo prenesli na
objektno stekelce s kapljico fizioloske raztopine, pokrili s krovnim stekelcem in pregledali

pod flourescentnim mikroskopom Zeiss Axio Imager Z.1 (Zeiss, Nemcija).

3.6.2 Validacija metode s pozitivno kontrolo

Validacija metode s pozitivno kontrolo — in vitro inkubacija v bakru

Posamezne cevke Zleze smo za razlicno dolgo (0,5h, 1h, 1,5h, 3h, 4h, 5h) inkubirali v
raztopini bakra. Cevke smo nato za 2 minuti prenesli v mikrocentrifugirko s 100 pl

rodamina 123 (10 pg/ml). Po preteku inkubacije smo cevke spirali (3X po 5 minut) v



Spes A. Vpliv nanodelcev titanovega dioksida na mitohondrije. 16
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2009

mikrocentrifugirkah s 100 pl fizioloSke raztopine, da smo sprali nevezan rodamin 123 iz

cevk. Sprane cevke smo nato pregledali pod mikroskopom.

Validacija metode s pozitivno kontrolo — in vivo izpostavitev

Metodo smo validirali tudi z in vivo izpostavitvijo hepatopankreasa bakru, ki naj bi
destabiliziral mitohondrijsko membrano. Bakrov nitrat Cu(NO;), smo raztopili v fizioloski
raztopini, z raztopino pa premazali leskove liste. Na liste smo nanesli 1000 pg Cu/g suhe
teze lista. V vsako petrijevko smo postavili en list z bakrom ter eno Zival. Po treh, sedmih
in desetih dneh smo opravili sekcijo, inkubirali zlezo v raztopini rodamina 123 in preparat
pregledali pod mikroskopom. Za negativno kontrolo smo imeli skupino zivali, ki smo jim

na liste nanesli le fiziolosko raztopino.

3.6.3 Uporaba metode za dolocanje vpliva nanodelcev na stabilnost mitohondrijev

Po tem, ko smo prilagodili in potrdili ustreznost metode, smo presli na zastavljeni cilj nase
naloge: preveriti vpliv nanodelcev TiO, na vezavo rodamina 123 in stabilnost
mitohondrijev. Potek poskusa je bil enak kakor pri prilagoditvi metode, le da smo namesto
bakra na liste nanasali nanodelce TiO, velikosti 15 nm in koncentracije 1000 ug/g suhe
teze lista. Za negativno kontrolo smo imeli skupino Zivali, ki smo jim na liste nanesli le

fiziolosko raztopino.

3.7 MIKROSKOPIJA

Preparate smo pregledali z mikroskopom Zeiss Axio Imager.Z1 (filter set 01; valovna
dolzina ekscitacijske svetlobe 365 nm, emisijske svetlobe 379 nm), ki je bil povezan s
kamero AxioCam HRc, sliko smo s programom za zajem in obdelavo slike AxioVision
Rel.4.6 opazovali na monitorju. Pri fotografiranju preparatov smo imeli dve moznosti. Pri
prvi moznosti bi imeli vse parametre slikanja rono nastavljene (zaklenjene) in bi

ocenjevali svetlost slike (Cas osvetlitve). Na nepoSkodovano Zlezo bi se vezalo vec
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rodamina 123, ki bi oddajal ve¢ svetlobe, zato bi bila slika svetlejsSa. Druga moZznost bi
bila, da bi nastavitve prepustili programu, ki bi uporabil najprimernejSe parametre za
slikanje. Tako bi dobili dokaj podobne slike, vendar z razli¢nimi ¢asi osvetlitve. Krajsi cas
osvetlitve bi pomenil, da je Zleza manj poskodovana, nanjo se je vezalo ve¢ rodamina 123

zato oddaja vec svetlobe. Izbrali smo drugo moznost.

3.8 STATISTICNE METODE

Statisti¢no razliko smo dolo¢ali z Mann-Whitneyevim testom (s programom Statgraphics

Plus 4.0 za Windows)
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4 REZULTATI

4.1 POSTOPEK ZA OPAZOVANIE ZLEZ

Pri prilagoditvi metode smo imeli na voljo avtomatske in ro¢ne nastavitve kamere na
mikroskopu. Najprej smo poskusili z avtomatskimi nastavitvami slikanja. Spodaj sta

prikazani sliki zlez kontrole in najdaljSega ¢asa inkubacije v raztopini bakra.

Slika 3: Obarvanje hepatopankreasa po inkubaciji v fizioloski raztopini - kontrola

Slika 4: Obarvanje hepatopankreasa po 300 minutni inkubaciji v raztopini bakra
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Bistvene razlike med slikama 3 in 4 ni moC opaziti. Zaradi avtomatskih nastavitev je
program izbral optimalne parametre za slikanje, tako da sta zlezi videti dokaj podobno in

sta sliki enako svetli.

Zaradi tega smo se odlocili Se za drugo moznost, ter nastavili Cas osvetlitve na kameri na

25 ms. Na spodnjih slikah sta prikazani sliki Zlez kontrole (slika 5) in najdaljSega Casa

inkubacije v raztopini bakra (slika 6).

Slika 5 : Obarvanje hepatopankreasa po inkubaciji v fiziolo§ki raztopini — kontrola

Slika 6: Obarvanje hepatopankreasa po 300 minutni inkubaciji v raztopini bakra
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Pri ro¢nih nastavitvah smo dobili pricakovano razli¢ne slike. Zleza, ki smo jo inkubirali v
raztopini bakra, je imela poskodovane mitohondrije, zaradi ¢esar se je nanjo vezalo manj

rodamina, preparat pa je tako oddajal manj svetlobe.
Kljub temu ima prvi nacin analize slike doloCeno prednost. Program sam prilagodi
nastavitve in tako nismo podvrzeni subjektivni oceni svetlosti slik, ki bi jih morali

ocenjevati pri drugi metodi.

Za rezultate smo uporabili Cas osvetlitve, ki ga je kamera sama nastavila pri avtomatskih

nastavitvah. [z teh rezultatov smo dobili sledece grafe.

4.2 VALIDACIJA METODE S POZITIVNO KONTROLO

Validacija metode s pozitivno kontrolo — in vitro inkubacija v bakru
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Slika 7: Odvisnost ¢asa osvetlitve Zleze od ¢asa inkubacije v raztopini bakra (6,3 mg/ml) pri 25x

povecavi (¢as 0 je kontrola, * p<0.05, ** p<0.01 v primerjavi s kontrolo, * osamelci)
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Slika 8: Odvisnost ¢asa osvetlitve Zleze od ¢asa inkubacije v raztopini bakra (6,3 mg/ml) pri 100x

povecavi (¢as 0 je kontrola, * p<0.05 v primerjavi s kontrolo, * osamelci)

Najprej smo preverjali ali lahko z naSo metodo ocenjujemo vpliv bakra na vezavo
rodamina 123. Zleze smo razli¢no dolgo izpostavili raztopini bakra, jih inkubirali v
raztopini rodamina 123, spirali s fiziolosko raztopino ter pregledali z mikroskopom. Na
slikah 7 in 8 je prikazan Cas osvetlitve od razli¢nih ¢asov izpostavljenosti raztopini bakra.
Dlje casa kot smo namakali Zlezo v raztopini bakra, bolj poSkodovane so bile
mitohondrijske membrane, manj rodamina 123 se je kasneje vezalo nanje in daljsi je bil
Cas osvetlitve na kameri. Na mitohondrije se je vezalo najve¢ barvila pri kontrolnih
poskusih, saj so bile tam njihove membrane neposkodovane in se je nanje vezalo najvec
rodamina 123. Pri najbolj poSkodovanih Zlezah je bilo vezave rodamina 123 najmanj, zleza
je najmanj svetila in zato je bil ¢as osvetlitve najdaljsi. Rezultati so to teorijo potrdili, zato
lahko sklepamo, da smo potrdili metodo, s katero vrednotimo poSkodovanost membran v

zlezah hepatopankreasa.
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Validacija metode s pozitivno kontrolo — in Vivo izpostavitev
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Slika 9: Odvisnost ¢asa osvetlitve Zleze od prehranjevanja rakov z bakrom (1000 pg/g suhe teZe lista)

pri 25x povecavi (¢as 0 je kontrola, * p<0.05 v primerjavi s kontrolo, * osamelci)
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Slika 10: Odvisnost ¢asa osvetlitve Zleze od prehranjevanja rakov z bakrom (1000 ug/g suhe tezZe lista)

pri 100x povecavi (¢as 0 je kontrola, * p<0.05 v primerjavi s kontrolo, * osamelci)
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Z drugim poskusom smo preizkusali ustreznost metode za vezavo rodamina 123 tudi pri
prehranjevalnem poskusu. Na liste smo nanesli baker (1000 pg/gram suhe teze lista) in kot
je razvidno iz slik 9 in 10, je Cas osvetlitve odvisen od dolZine prehranjevanja z bakrom.
Dlje casa, kot se je zival prehranjevala z bakrom, bolj so bile mitohondrijske membrane
posSkodovane in manj rodamina 123 se je vezalo nanje. Posledi¢no je bil Cas osvetlitve
krajsi. Iz slik 9 in 10 lahko zaklju¢imo, da je naSa metode primerna tudi za vrednotenje

poskodovanosti membrane s prehranjevalnim poskusom.

43 UPORABA METODE ZA DOLOCANIJE VPLIVA NANODELCEV NA
STABILNOST MITOHONDRIJEV

1200

1000 o
_
£ 800
z
o
E
i)
< 600 -
N [
7]
Q
B
5 400 4
o

[ ]
L
(]
O T T T T T
2 4 6 8 10 12

cas (dnevi)

Slika 11: Odvisnost ¢asa osvetlitve Zleze od prehranjevanja rakov s fiziolosko raztopino (kontrola) pri

25x povecavi (* osamelci)
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Slika 12: Odvisnost ¢asa osvetlitve Zleze od prehranjevanja rakov s fiziolo§ko raztopino (kontrola) pri

100x povecavi (* osamelci)

Za kontrolo smo imeli v poskusu zivali, ki smo jim na liste namesto nanodelcev nanesli
fiziolosko raztopino. Iz slik 11 in 12 lahko razberemo, da prehranjevanje s fiziolosko
raztopino ne vpliva na mitohondrijske membrane, saj rezultati po 3., 7. in 10. dnevu ne

kazejo sprememb v vezavi rodamina 123.
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Slika 13: Odvisnost ¢asa osvetlitve Zleze od prehranjevanja rakov z nesonificiranimi nanodelci (TiO,,
15 nm, 1000 pg/g suhe teZe lista) pri 25x povecavi (* p<0.05, *** p<0.001 v primerjavi s

prehranjevanjem s fizioloSko raztopino ob istem ¢asu, * osamelci)
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Slika 14: Odvisnost ¢asa osvetlitve Zleze od prehranjevanja rakov z nesonificiranimi nanodelci (TiO,
15 nm, 1000 pg/g suhe teze lista) pri 100x povecavi (* p<0.05, ** p<0.01 v primerjavi s

prehranjevanjem s fiziolo§ko raztopino ob istem ¢asu, * osamelci)
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Sliki 13 in 14 prikazujeta Cas osvetlitve v odvisnosti od Casa prehranjevanja poskusnih
zivali z nesonificiranimi nanodelci. Nesonificirani nanodelci deloma vplivajo na
mitohondrijsko membrano. Ce primerjamo le spremembo vezanega rodamina 123 med
razliénimi dnevi prehranjevanja z nesonificiranimi nanodelci vidimo, da spremembe ni.
Toda primerjava prehranjevanja s fizioloSko raztopino ter z nesonificiranimi nanodelci ob

istem ¢asu nam pokaze, da je prislo do znacilnih razlik po treh in sedmih dneh poskusa, po

desetih dneh pa ne.
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Slika 15: Odvisnost ¢asa osvetlitve Zleze od prehranjevanja rakov s sonificiranimi nanodelci (TiO,, 15

nm, 1000 pg/g suhe teZe lista) pri 25x povecavi (* osamelci)
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Slika 16: Odvisnost ¢asa osvetlitve Zleze od prehranjevanja rakov s sonificiranimi nanodelci (TiO,, 15

nm, 1000 pg/g suhe teze lista) pri 100x povecavi (* osamelci)

Sonificirani nanodelci ne vplivajo na stabilnost mitohondrijev, kot lahko vidimo na slikah
15 in 16. V naSem desetdnevnem poskusu zaradi teh nanodelcev ni priSlo do zmanjSane
vezave rodamina 123 na mitohondrijske membrane, saj se ¢as osvetlitve pri pregledovanju
vzorcev z mikroskopom s ¢asom ne spreminja. To velja tako za primerjavo med razli¢nimi
dnevi nanodelcem izpostavljenih zivali, kot za primerjavo glede na prehranjevalni poskus s

fiziolosko raztopino.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Vse vecja uporaba nanodelcev v vsakdanjem zivljenju je spodbudila raziskave njihove
varnosti za Cloveka in okolje. Raziskave potekajo na razlicnih bioloskih modelih in z
nanodelci razliénih materialov. Eden najbolj razsirjenih materialov, iz katerega se
izdelujejo nanodelci, je titanov dioksid (TiO;). Uporaben je v Siroki paleti izdelkov, naéin
uporabe pa je odvisen predvsem od velikost njegovih nanodelcev. Zaradi tako vsestranske
uporabe se izvaja tudi veliko toksikoloskih testov varnosti teh nanodelcev. V vecini
poskusov izpostavijo organizme nanodelcem preko vdihovanja ali zauzitja. Tako smo tudi

v tej raziskavi kopenske rake izpostavili nanodelcem preko hrane.

Vse ve¢ je dokazov, ki povezujejo nanodelce in njihovo strupenost z reaktivnimi
kisikovimi zvrstmi (ROS) (Veranth in sod., 2007). Te spojine povzroc¢ajo poskodbe v
celici. Nanodelci naj bi Se povecali njihov nastanek, kar naj bi povecalo obseg celi¢nih
poskodb. Svoj delez pri nastanku ROS prispevajo tudi mitohondriji, zato smo v nasi
raziskavi preucevali vpliv nanodelcev na stabilnost mitohondrijske membrane.
Spremenjena prepustnost membrane bi namre¢ pomenila poviSano uhajanje ROS iz

mitohondrijev, kar pa bi imelo negativne u¢inke.

Prvi cilj naloge je bil prilagoditi metodo za ocenjevanje stabilnost mitohondrijske
membrane v tkivu. Uporabili smo avtomatske nastavitve kamere. Lahko bi nastavili tudi
konstanten Cas osvetlitve in nato ocenjevali svetlost slike, vendar bi bila v take nacinu, po
naSem mnenju, moznost subjektivne napake vec¢ja . Obstajajo tudi programi, s katerimi bi
si lahko pomagali in izmerili takSno svetlost slike, vendar je bila to prva raziskava te vrste
in smo jo zeleli izpeljati kar se da enostavno in poceni. Preparate smo slikali pri 25x in
100x povecavah. Kot rezultat navajamo podatke obeh povecav, saj pri 25x povecavi Zleza
ni obsegala celotnega vidnega polja in je bila svetilnost odvisna tudi od velikosti same

zleze. Vecja zleza je morda mocneje svetila Ze zaradi vecje vsebnosti membran, ki so lahko
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vezale rodamin 123. Pri 100x povecavi pa smo zajeli le del Zleze, zato smo se trudili zajeti
tisti del, ki je najbolje odrazal stanje celotne zleze. Za razliko od 25x in 100x je 400x
povecava zajela le zelo majhen del Zleze, kar pa se ni izkazalo za dobro, saj je bila razlika
med slikami razli¢nih delov iste zleze prevelika. Zato 400x povecave nismo uporabljali.
Na kameri smo uporabljali filter set 01, ki ima ekscitacijo pri 365 nm, emisijo pa pri
397 nm. Glede na znacilnosti rodamina 123 (ekscitacijski spekter ima vrh pri 507 nm,
emisijski pa pri 529 nm) bi bilo pri¢akovati, da bi uporabljali filter set 09 (ekscitacija
470 nm, emisija 515 nm). Vendar pri teh valovnih dolzinah Ze sama Zleza oddaja zadosti
zelene svetlobe in nam je zaradi preveC ozadja kvarila meritve. Pri filter setu 01 pa smo
rodamin 123 specificno locili od ozadja, kljub temu, da pri 397 nm emitira manj valovanja
kot pri 515 nm.

Metodo smo tako uspesno prilagodili, njeno delovanje pa smo preverili z uporabo bakra, ki

je znan destabilizator membran.

V drugem delu naloge smo z uporabo bakra potrdili primernost metode za ocenjevanje
mitohondrijskega membranskega potenciala. Tako z in vitro kot in vivo izpostavitvami smo
zaznali odvisnost vezave rodamina 123 na mitohodrijske membrane od casovne

izpostavljenosti bakru.

V tretjem delu smo testirali vpliv nanodelcev TiO, na membrane mitohondrijev. Rezultati
kazejo, da sonificirani nanodelci ne vplivajo na stabilnost mitohondrijskih membran,
medtem ko imajo nesonificirani nanodelci TiO, vpliv na stabilnost mitohondrijske
membrane, vendar je ta vpliv viden po treh in sedmih dneh, po desetih dneh pa ne vec.
Dejansko so mitohondrijske membrane po desetih dneh izpostavljenosti nanodelcem bolj
poskodovane kakor po treh ali sedmih dneh. Vendar je tezava pri zaznavanju statisticne
razlike po desetih dne poskusa v tem, da sama osamitev zivali povzroca stres, ki lahko
vpliva na delovanja celotnega organizma. Da je temu res tako, lahko vidimo na slikah 11 in
12, kjer so prikazane le kontrolne zivali. Pri zivalih, ki so bile v poskusu 10 dni, je opaziti,
sicer ne statisti¢no znacilno, da imajo bolj poskodovane mitohondrije od Zivali, ki so bile v
poskusu krajsi Cas. Ker pa smo ocenjevali vpliv nanodelcev glede na povsem enako
kontrolno skupino s fiziolosko raztopino, ne zaznamo statisticno znacilne razlike zgolj

zaradi delovanja nanodelcev.
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Ti rezultati so v skladu z objavljenimi rezultati Murdocka in sod. (2008), kjer so ugotovili,
da je celi¢na viabilnost odvisna od velikosti uporabljenih nanodelcev. Pri uporabi 40 nm
velikih nanodelcev Al,Os je bilo celi¢no prezivetje manjSe kakor pri uporabi nanodelcev
velikosti 30 nm. Prav tako je celicno prezivetje padalo z velikostjo uporabljenih
aluminijastih (Al) nanodelcev. Nanodelci Al veliki 50 nm so bili manj reaktivni od 80 nm
velikih nanodelcev, kot najbolj reaktivni pa so se izkazali nanodelci velikosti 120 nm.
Sklepamo lahko, da smo z ultrazvokom razbili agregate nanodelcev. Posamezni nanodelci
so bili nato dosti majhni, da niso povzrocili poskodb mitohondirjev, medtem ko so bili
aglomerati v tistem velikostnem razredu, ki je imel vec;ji bioloski uc¢inek.

Ucinek sonifikacije nanodelcev bi lahko iznicilo suSenje suspenzije na listih. Zaradi
zmanjSevanja volumna teko¢ine med suSenjem, bi se lahko posamezni nanodelci ponovno
zdruzili v agregate. Ce bi bilo temu res tako, potem ne bi smeli dobiti razlike med
sonificiranimi in nesonificiranimi nanodelci. Predvidevamo, da je zadosti velika vlaznost
tako v sami petrijevki kot v posodi, v kateri so bile petrijevke, preprecila suSenje listov, in

da do agregacije delcev na povrsini listov ni prislo.

Pri rezultatih je tudi razvidno, da smo imeli opravka z dokaj veliko biolosko raznolikostjo
vzorcev, kajti Ze pri sami kontroli smo imeli Siroko obmocje vrednosti meritev. Vsaka
zival je svoj sistem, na katerega ima vpliv mnogo dejavnikov, ki jih v nasem delu nismo
mogli nadzorovati. Tako smo imeli razli¢no velike, razli¢no stare zivali, oba spola, izlocili
smo le Zivali, ki so se levile. Ze samo za starost pa je dokazano, da vpliva na tvorbo ROS

in z njimi povezanimi celi¢nimi poskodbami (Benz in Yau, 2008).

V literaturi najdemo razli¢ne podatke o tem, ¢e in kako so nanodelci nevarni za organizme.
Glavna hipoteza je, da naj bi nanodelci povzrocili tvorbo ROS, ki nato napadejo veckrat
nenasiCene fosfolipide. Lipidna peroksidacija povzroci razpad membranskih struktur in
smrt celice (Maness in sod., 1999). Predpostavljajo, da je indukcija lipidne peroksidacije le
posledica neposrednega stika nanodelcev z bioloskimi membranami (Sayes in sod., 2005).
Rezultati nase naloge deloma potrjujejo to hipotezo. Ce so imeli nanodelci v primeru
aglomeratov zadosti velik stik z membranami, so lahko povzrocili poSkodbe, medtem ko je

bil stik sonificiranih nanodelcev premajhen, da bi povzrocil vecje poskodbe.
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Uporaba zivali v poskusu ima kar nekaj prednosti. Poskus lahko spremljamo in vivo,
preucujemo spremembe na nivoju organ/tkivo/celica in imamo pristne fizioloske razmere v
poskusu. V naSem primeru pa ima opazovanje zleze vendarle pomembno pomanjkljivost.
V nalogi nismo zasledovali lokalizacije nanodelcev in ne vemo, kje v organizmu, ¢e sploh,
so se nalagali. Morda je razporeditev odvisna od velikosti, v naS§em primeru pa smo imeli
dve razli¢ni velikosti nanodelcev. Raziskave glede lokalizacije nanodelcev so Ze opravili v
miSih. MiSim so vbrizgali nanodelce (<100 nm) intravenozno ter opazovali porazdelitev
nanodelcev v tkivih in organih. Pri odmerku 5 mg/kg telesne teze niso zaznali toksi¢nosti
ali resnih zdravstvenih tezav. Ti podatki se skladajo z ugotovitvami, da je TiO; po dveh
tednih izpostavitve nizko toksicen za ljudi (Boffetta in sod., 2004), pa tudi za misi (Wang
in sod.. 2007b). Celo pri veliko vecjih konentracijah (560 mg/kg) so pri misih ugotovili
dobro toleranco na nanodelce (Umbreit in sod., 2007). Krvni parametri, ki nakazujejo na
imunski odziv, niso bili spremenjeni. Prav tako niso zaznali poSkodb samih organov.
Mikroskopska slika tkiv (moZgani, jetra, ledvice, vranica) je bila normalna. En dan po
vnosu so bili nanodelci v vseh preiskovanih organih. Po 28 dneh pa jih je bilo najve¢ v

jetrih, manj v vranici, medtem ko so v pljucih in ledvicah Ze po 14 dneh skoraj izginili.

Na stabilnost mitohondrijskih membran bi lahko vplivali tudi nanodelci, ki so prosto v
citoplazmi in pridejo v neposreden stik z membranami mitohondrijev. Tu bi preko sinteze
ROS lahko sprozili lipidno peroksdacijo in s tem zmajsali njihovo stabilnost. Mitohondriji
so glavni vir ROS, saj ubikinoni in druZina citokroma b ne zadrzi vseh delno reduciranih
kisikovih intermediatov. Elektroni se tako prenesejo neposredno na kisik in nastane
superoksidni radikal (Cardoso in sod., 1999). Zato imajo mitohondriji proti ROS ve¢
obrambnih sistemov, ki vkljucujejo tako encimske kakor tudi neencimske antioksidante.
Med najpomembnejse spadajo: a-tokoferol, fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza,
MnSOD, citokrom ¢, katalaza in glutation (Andreyev in sod., 2005). Ti obrambni
mehanizmi omogoc¢ijo nemoteno delovanje mitohondrijev, saj bi se drugace ob nastanku
ROS membrane teh organelov kaj hitro destabilizirale. NaSe rezultate lahko razumemo v
smislu, da koli¢ina sonificiranih nanodelcev, ki so jim bile izpostavljene poskusne zivali,
ni povzrocila usodnega povecanja ROS. Tudi ¢e je v mitohondrijih prislo do povecanega
nastanka teh nevarnih snovi, so jih mitohondrijski popravljalni mehanizmi uspeli

nevtralizirati do take mere, da z nasim detekcijskim sistemom nismo zaznali spremembe.
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V primerjavi z razpolozljivo literaturo na podobni tematiki nasi rezultati nekatere raziskave
potrjujejo, z drugimi pa se ne ujemajo. To je razumljivo, saj so raziskave namre¢ opravili

na razli¢nih zivalskih in celi¢nih modelih z razliénimi nanodelci.

Ceprav mitohondrijsko aktivnost ne gre enaliti z mitohondrijksim membranskim
potencialom, naj omenimo Se Studije vpliva na aktivnost mitohondrijev. Z MTT testom so
ugotovili, da je bila mitohondrijska aktivnost pri izpostavitvi fulerenom Ce
nespremenjena. Zaznali so sicer spremembe v membranah, vendar niso specificno
preucevali mitohondrijsko membrano (Sayes in sod., 2005). Spremembe so pripisali vecji
tvorbi ROS.

Koncetracijsko odvisnost so ugotovili pri raziskavah vpliva srebrovih delcev na celice
(Stolle in sod., 2005). Aktivnost mitohondrijev pri MTS testu je bila pri srebrnih
nanodelcih odvisna od koncentracije, vecji srebrovi delci pa niso imela uc€inka na aktivnost

mitohondrijev.

Mi mitohondrijske aktivnosti nismo preverjali. Testi se navadno izvajajo na celi¢nih
linijah, ki pa jih mi nismo imeli. V tem se nasa naloga tudi bistveno razlikuje od drugih
raziskav. NaSe poskuse smo opravljali na celotni Zlezi in ne na celi¢nih linijah. Seveda
nam je to prineslo dolocene tezave, opazovanju debelega materiala pod mikroskopom, a ce
zelimo interpretirati rezultate in jih v konéni fazi prenesti na delovanje pri ¢loveku ima nas
model prednost, ker je boljsi priblizek delovanju organizma kot so to izolirane celi¢ne

linije.

V dosedanjih raziskavah so z uporabo razli¢nih nanodelcev prisli do razli¢nih zakljuckov.
Xia in sodelavci (Xia in sod., 2004) so preucevali vpliv nanodelcev v izpusnih plinih
dizelskih motorjev. Ugotovili so, da je vpliv odvisen od vrste in koncentracije nanodelcev.
Alifatski delci niso vplivali na membranski mitohondrijski potencial, medtem ko je bil pri
aromatskih spojinah vpliv odvisen od koncentracije nanodelcev. Vendar z raziskavo niso
prisli do jasnega zakljucka, ali so poskodbe posledica neposrednega delovanja nanodelcev,
ali so sekundarna posledica oksidativnega stresa. Z uporabo razli¢no velikih delcev so Se

ugotovili, da je toksi¢nost bolj posledica razli¢nih kemikalij kot samih delcev.
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Tako MTT test za aktivnost mitohondrijev in rodamin 123 za stabilnost mitohondrijske
membrane so uporabili Schrand in sodelavci (Schrand in sod., 2007). Izpostavljenost celic
diamantnim nanodelcem velikosti 2-10 nm pa ni pokazala toksi¢nosti za celice.
Mitohondrijske membrane so ostale cele, mitohondrijske aktivnost pa se ni znacilno
razlikovala pri koncetracijah do 100 pg/ml.

Mitohondrijski potencial se spremeni pri izpostavitvi celic nanodelcem iz hidroksiapatita
(Chen in sod., 2007). Ugotovili so, da hidroksiapatit povzro¢i spremembo
mitohondrijskega membranskega potenciala, zaradi tega se poveca izlocanje citokroma c iz

mitohondrijev. Ta aktivira kaspazo 9, nadaljnje kaskade pa vodijo v apoptozo.

5.2 SKLEPI

- prilagodili smo metodo, ki omogoca posredno oceno stabilnosti mitohondrijskih

membran na intaktnem tkivu

- baker porusi stabilnost mitohondrijske membrane, zato smo ga uporabljali za

pozitivno kontrolo

- sonificirani nanodelci TiO, ne vplivajo na stabilnost mitohondrijske membrane

- nesonificirani nanodelci TiO, imajo vpliv na stabilnost mitohondrijske membrane

- razli¢no pripravljeni nanodelci imajo razlicno biolosko aktivnost
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6 POVZETEK

Uporaba nanodelcev se je v zadnjih letih na razlicnih podrocjih (medicina, dignostika,
kozmetika in gradbeniStvo) skokovito povecala. Vse vecja uporaba teh snovi je
znanstvenike usmerila v raziskave vpliva na okolje in ¢loveka.

Izmed razli¢nih definicij nanodelcev je najbolj sprejeta ta, da so nanodelci vsi delci, ki
imajo vsaj eno dimenzijo manj$o od 100 nanometrov. Zaradi svoje majhnosti imajo na
svoji povrsini izpostavljeno vecje Stevilo atomov, kot vec¢ji delci iste kemijske zgradbe.
Zaradi tega se jim v primerjavi z ve¢jimi delci spremenijo kemijske in fizikalne lastnosti,
kar lahko privede do nezelenih vplivov na ¢loveka in okolje.

Njihovo toksi¢no delovanje v celici naj bi bilo tudi posledica tvorbe reaktivnih kisikovih
spojin (ROS) in sprememb v membranah. V naSi raziskavi smo ugotavljali vpliv
nanodelcev titanovega dioksida (TiO;) na stabilnost mitohondrijske membrane. Titanov
dioksid se kot nanomaterial uporablja predvsem v produkciji barv, plastike, papirja ter v
kozmeti¢ni in farmacevtski industriji.

Za modelni organizem smo uporabili kopenskega enakonoznega raka Porcellio scaber. Je
eden izmed najbolje proucevanih organizmov v kopenski ekotoksikologiji. Zaradi ustrezne
velikosti, Stevilénosti, enostavnosti za ravnanje v laboratoriju in sposobnosti akumulacije
kovin je zelo uporaben organizem za biomonitoring okolja onesnazenega s kovinami.
Pomembna tega raka je njegova lastnost, da tolerira visoke koncentracije tezkih kovin.

V nalogi smo najprej prilagodili metodo za posredno dolocanje stabilnosti mitohondrijskih
membran v intaktni prebavni zlezi (hepatopankreas). Rodamin 123 obarva samo
mitohondrije, ki ohranjajo stabilen membranski potencial, kar smo izkoristili pri barvanju
hepatopankreasa. S flourescentnim mikroskopom smo nato ugotavljali svetlost slike (Cas
odprtosti zaslonke na detektorju).

V raziskavi smo kopenske rake izpostavili nanodelcem iz TiO,. Nanodelci so imeli premer
15 nm, na liste, s katerimi so se prehranjevali raki, pa smo jih nanaSali v koncentraciji
1000 pg/g suhe teze lista. Vpliv na mitohondrije smo ugotavljali po 3., 7. in 10. dneh
hranjenja. Ugotovili smo, da sonificirani nanodelci iz TiO, ne vplivajo na stabilnost
mitohondrijske membrane, medtem ko so nesonificirani delci povzro€ili spremembe v

stabilnosti mitohondrijskega membranskega potenciala.
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