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POVZETEK

Nanotehnologija je mlado in zelo perspektivho podro¢je znanosti. Nanodelci TiO, se
uporabljajo v Stevilnih vejah industrije. Kljub temu, da prihajamo ljudje v stik z njimi zelo
pogosto, je o njihovih u€inkih na ljudi in okolje znano zelo malo. S testom strupenosti in
testom komet (gelsko elektorforezo posamezne celice) na zarodkih rib vrste Danio rerio
smo raziskali toksi¢nost in genotoksi¢nost anataznih nanodelcev TiO, deklarirane
velikosti 5 nm in rutilnih nanodelcev TiO, deklarirane velikosti 10 nm x 40 nm. Nasi
rezultati so pokazali, da nanodelci TiO, obeh izbranih kristalnih oblik in velikosti ne
povzroc€ajo akutnih in subakutnih toksicnih uc€inkov, vendar pa so zelo genotoksicni.

Kljuéne besede: nanodelci, TiO,, anatazni, rutilni, test na zarodkih rib (FET),
genotoksi¢nost

ABSTRACT

Nanotechnology is a young and very perspective field of science. Nanoparticles of TiO,
are used in numerous areas of industry. Despite the fact that people very often come
into contact with them, very little is known about their effects on humans and the
environment. With the toxicity test and comet assay with zebrafish (Danio rerio)
embryos we studiedd the toxicity and genotoxicity of anatase TiO, nanoparticles, with a
declarated size of 5 nm, and rutile TiO, nanoparticles, with a declarated size of 10 nm x
40 nm. The results showed that none of the crystal shapes and sizes of TiO,
nanoparticles caused acute or subacute toxic effects, whereas both types were highly
genotoxic.
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1UVOD

Nanotehnologija je multidisciplinarno podrocje uporabe nanomaterialov na razlicnih
podrocjih SirSe industrije, medicine (Garnett in Kallinteri, 2006) in drugod, ki se Se zlasti
v zadnjem desetletju hitro razvija. Uporaba Stevilnih materialov v obliki nanodelcev
velikosti od 1 do 100 nm je pokazala veliko prednosti pred uporabo enakih materialov v
obliki delcev vedjih velikosti. Hiter razvoj nanotehnologije in njihove uporabe pa
zahteva hkratno oceno potencialnega tveganja za zdravije ljudi in okolja (Oberdérster s
sod., 2005a; Valiyaveettil, 2008).

Nove izsledke nanotehnike izkoris€ajo tako v razlicnih industrijah kot tudi na drugih
podro€jih, kot sta kemija in medicina. Novi nanomateriali so Zze zavzeli pomembno
mesto v industriji premazov, kot antibakterijska zascita, v letalstvu zaradi manjSe teze
materiala, kozmeti¢ni industriji kot manj toksi¢no alternativno sredstvo v zas¢itnih
son¢nih kremah, v elektroniki in industriji gospodinjskih aparatov zaradi antibakterijske
za8Cite, samocistilnih ter antikorozijskih lastnosti, celo v prehranjevalni industriji kot
dodatki in konzervansi ter na Stevilnih drugih podrocjih (Heath in Vasi¢, 2004).

Vendar pa se kljub Stevilnim pozitivnim lastnostim, ki jih prinasa nanotehnika, vse
pogosteje pojavlja vpraSanje varnosti nanodelcev in njihovega potencialnega vpliva na
nase zdravje ter okolje. Kljub Stevilnim raziskavam do sedaj Se ni mogoce zakljuciti, ali
imajo nanodelci prav zaradi svoje majhnosti Skodljiv vpliv na okolje in zdravje ljudi.
Velikost delcev ni edina pomembna lastnost delcev. Dosedanje raziskave kazejo na
pomembnost oblike, povrSinskega naboja in drugih lastnosti nanodelcev, ki naj bi imele
velik vpliv na njihov potencialno toksi¢en ucinek (Sayes s sod., 2006). Podrocje
raziskovanja nanodelcev in njihovih u€inkov na okolje in organizme je postalo predmet
intenzivnih znanstvenih raziskav po vsem svetu. Potrebno je izvesti toksikoloSke teste
posameznih vrst delcev na testnih organizmih, da bi ugotovili, kaksni so vplivi le-teh na
ljudi in ostale organizme ter ekotoksikoloSke teste za ugotavljanje vplivov nanodelcev
in njihove usode v okolju (Valiyaveettil, 2008).

Nanodelci kovin ter kovinskih oksidov so eni izmed najbolj uporabljenih proizvedenih
nanodelcev na razlicnih podrocjih. Ker je veliko kovin, ki se uporabljajo za tvorbo
kovinskih nanodelcev, toksi¢nih, Se zlasti za vodne organizme, se je pozornost v
zadnjem Casu usmerila prav nanje. Nekatere Studije (Zhu s sod., 2008; Griffitt s sod.,
2008) so ze potrdile toksi¢nost nekaterih kovinskih nanodelcev, kot so npr. nanodelci
srebra in bakra, vendar pa so razliéni testni organizmi razlicno obcutljivi nanje.
Nanodelci TiO, po nekaterih raziskavah spadajo med netoksi¢ne nanodelce za izbrane
testne organizme (Zhu s sod., 2008; Griffitt s sod., 2008), vendar to Se ne pomeni, da
so ti delci povsem brez ucinkov.

Pomembno je, da za testiranje ekotoksi¢nosti nanodelcev izberemo sistem, ki odraza
stanje v naravi in vkljuCuje Zive sisteme, ki so neposredno povezani z vodnim okoljem
(Moore, 2006). S toksikoloSkimi testi, kot je test na zarodkih rib ali FET (Fish Embryo
Test), lahko ugotovimo negativne posledice izpostavitve posameznim testnim snovem.
Ta metoda predstavlja alternativo metodi doloCanja akutne toksi¢nosti na odraslih
ribah. Poleg tega je z njo mozno dolociti posledice kratkoro€nih (akutnih) ucinkov ter
dobiti informacije o morebitnih dolgoro€nih (kroni¢nih) ucinkih testnih snovi. Kot
dopolnilo osnovnemu testu smo v tej raziskavi izbrali test komet (elektroforeza
posamezne celice), ki nam pokaze nastanek poskodb DNA na posameznem zarodku
in s tem potencialno genotoksi¢nost.


http://www.chemistry.nus.edu.sg/ourpeople/academic_staff/suresh.htm
http://www.chemistry.nus.edu.sg/ourpeople/academic_staff/suresh.htm

1.1 Namen naloge

V okviru diplomskega dela smo zeleli raziskati Skodljive u€inke nanodelcev TiO, v
vodnem okolju na modelu zarodkov rib cebric.
Cilji diplomskega dela so:

dolociti dejansko velikost nanodelcev v vodni raztopini (zaradi agregacije),
pridobiti rezultate o toksi¢nosti nanodelcev TiO, s pomocjo testa z zarodki rib
cebric,

primerjati toksiCnost dveh razlicnih velikosti in razliCnih kristalnih oblik —
anataznih delcev deklarirane velikosti 5 nm in rutilnih delcev deklarirane
velikosti 10 nm x 40 nm,

dolociti obliko krivulje smrtnosti zarodkov v odvisnosti od koncentracije
nanodelcev obeh izbranih velikosti,

iz krivulje smrtnosti zarodkov doloc€iti oz. izraCunati vrednosti LOEC, NOEC,
LCs in jih med seboj primerjati,

pridobiti podatke o genotoksi¢nosti nanodelcev obeh velikosti s pomocjo testa
komet.



2 TEORETICNE OSNOVE

2.1 Nanotehnologija in nanodelci

Nanotehnologija je skupno ime za skupino tehnologij, tehnik in procesov, ki se
uporabljajo pri manipulaciji snovi na ravni nanometrskih dimenzij, in se pojavlja na vseh
podro€jih obstojeCe industrije: od kemijske, tekstilne, prehrambne, kozmeti¢ne,
raCunalniStva in informatike, transporta, energetike, avtomobilske, Se posebej pa
farmacevtske in obrambne industrije.

Obstajajo Stevilne definicije nanotehnologije, vendar pa izhaja glavna tezava iz
vsesplodne opredelitve dejstva, da ta znanstvena panoga ne izhaja le iz ene, temvecl
ve€ znanstvenih vej. Skupna znacilnost vseh teh podrocij je sicer zmozZnost
spreminjanja materialov na nanometrski ravni (1—100 nm), vendar pa je ta definicija po
mnenju nekaterih preveC splosna in nekoliko zastarela (Miller in Senjen, 2008).

Koncept nanotehnologije pripisujemo Nobelovemu nagrajencu Richardu Feynmanu, ki
ga je podal v svojem predavanju leta 1959, v katerem je nakazal moznosti za
manipuliranje s posameznimi atomi. Prvi pa je izraz nanotehnologija uporabil Norio
Taniguchi I. 1974, ki jo je definiral kot "proizvodno tehnologijo, s katero doseZzemo
izredno natanc¢nost in ultramajhne dimenzije" (Wilson s sod., 2002).

Nanomateriali (nanodelci, nanocevke) imajo vsaj eno dimenzijo, manjSo od ene
desetine mikrometra. V grobem jih delimo na nanodelce, nanostrukturne materiale in
nanokompozite. Vec€ine nanomaterialov ni v partikularni obliki, temve¢ so vgrajeni v
strukturirane mreze, ki jim prepre€ujejo prosto gibanje in kontakt z organizmi ali izpust
v okolje. Nasprotno pa imajo nanodelci velik potencial prehajanja v okolje ter prevzema
v organizme (Buzea s sod., 2007).

V nanotehnologiji je delec definiran kot »mali predmet, ki se v smislu premikanja in
lastnosti, obnasa kot celotna enota«. Glede na velikost so delci razvrs€eni po premeru,
in sicer na fine delce (angl. fine particles) z velikostjo od 100 do 2500 nm ter ultrafine
delce (angl. ultrafine particles) z velikostjo od 1 do 100 nm. Nanodelci so, podobno kot
ultrafini delci, tisti, pri katerih dve ali tri dimenzije merijo od 1 do 100 nm. Znacilnost
delcev v nanometrskih dimenzijah je, da zelo radi agregirajo — se kopicijo in zdruzujejo
ter tvorijo agregate. To so loCene skupine delcev, pri katerih so posamezne
individualne komponente mo&no povezane med seboj in jih je tako tezko razbiti.
TakSne tvorbe imenujemo tudi nanoprah. Makrodelci (vecja koliCina surovega
materiala), v angles¢ini imenovani bulk materials, naj bi imeli konstantne fizikalne
lastnosti, ne glede na svojo velikost, kar pa ne velja za nanodelce (Slika 1). Lastnosti
nanodelcev se lahko, zaradi razlike v velikosti, mo¢no razlikujejo od lastnosti
makrodelcev, zaradi ¢esar so nanodelci tudi tako zaZeleni (Joner s sod., 2007).


http://arxiv.org/find/physics/1/au:+Buzea_C/0/1/0/all/0/1
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Slika 1: Razlika med nanodelci, agregati nanodelcev ter makrodelci.

Glede na izvor poznamo tri vrste nanodelcev: naravne (angl. natural) nanodelce, Ki
nastajajo pri naravnih procesih, npr. vulkanskih pepel, magnetotakticne bakterije ali
mineralni sestavi, sluCajne (angl. incidental) nanodelce, ki nastajajo kot odpadni
material pri industrijskih procesih, ter planirane (angl. engineered) nanodelce, ki
nastajajo nacrtno skozi procese planirane proizvodnje in izdelave, npr. kovinski oksidi
(Zn0O, TiOy). Nanodelce pa lahko razvr§¢amo tudi po njihovi sestavi na kovinske (Au,
Ag, Ni idr.), anorganske (SiO,, feriti, nanocevke iz MoS,, glina in drugi alumosilikati) in
organske (celulozna in hitinska vlakna). Skoraj vsak material lahko obstaja v
nanodimenzijah.

Pri razbijanju delcev na nanodelce se izredno poveca njihova povrsina. Medtem ko je
pri makrodelcih ve€ina atomov ali molekul v jedru delca, pa so pri nanodelcih skoraj vsi
atomi ali molekule na povrsini. Ker je s tem vecina atomov postavljena v druga¢no
okolje, imajo tudi drugacne lastnosti. Spremenijo se jim tako kemijske kot tudi
mehanske, opti€ne in magnetne lastnosti. Nekateri materiali postanejo izredno trdi,
trdni in Zilavi, izredno se jim lahko pove€a kemijska reaktivnost. Tako ima npr.
nanokristalinini baker petkrat vecjo trdoto od obi¢ajnega, nanokroglice iz silicijevega
dioksida velikosti 40—100 nm pa se po trdoti uvr§¢ajo med diamant in safir.

Razlike v lastnostih nanodelcev v primerjavi z makrodelci niso vedno Zelene.
Feroelektricni materiali (elektricne zlitine z Zzelezom), manjSi od 10 nm, lahko
spremenijo smer magneti¢nosti s pomocjo teriChe energije prostora, zaradi Cesar
postanejo neuporabni za shranjevanje podatkov. Nanodelci lahko pogosto ustvarjajo
nepredvidljive vizualne posebnosti, saj imajo zaradi svoje majhnosti sposobnost
omejevanja svojih elektronov in ustvarjanja Stevilnih u€inkov. Tako npr. nanodelce zlata
v raztopini vidimo obarvane od temno rde¢e do &rne, nasprotno od makrodelcev, ki so
rumeni, zlati. Uporaba nanomaterialov pa kljub nekaterim nezelenim lastnostim vidno
narasS¢a in prehaja v sploSno uporabo, saj so prednosti njihove uporabe Stevilne.
Razlogi so kombinacije lastnosti (npr. veliko razmerje med povrSino in volumnom, vpliv
velikosti in kvantni vpliv), posledice pa vecja trdota in Zilavost nanostrukturiranih kovin
in zlitin, izboljSana razteznost in oblikovnost keramike, superplasti¢nost in drugo (Heath
in Vasi¢, 2004).

Stevilne koristne lastnosti nanodelcev lahko predstavijajo tudi nevarnost za ljudi in
okolje (Lubick, 2008). Zaradi svoje majhnosti imajo nanodelci vecji dostop do nasega
telesa (znano kot biorazpoloZljivost) kot vecji delci, kar se kaze kot vedji privzem v
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posamezne celice, tkiva in organe (Hagens s sod., 2007). Posamezne celice lahko
privzamejo materiale, ki merijo manj kot 300 nm (Garnett in Kallinteri, 2006), medtem
ko nanomateriali v velikosti do 70 nm vstopijo celo v jedro celic, kjer lahko povzrocijo
veliko 8kodo (Chen in von Mikecz, 2005). Zaradi tega so lahko nanomateriali prav
zaradi svoje velike kemijske reaktivnosti in biorazpolozljivosti v primerjavi z enako
enoto mase velikih delcev iste kemijske strukture veliko bolj toksi¢ni (Oberdorster s
sod., 2005b). Na toksi¢nost nanodelcev poleg velikosti vplivajo tudi druge lastnosti, kot
so kemi€na struktura, oblika, povrSinska struktura in napetost, kataliticho obnaSanje,
stopnja agregacije nanodelcev ali njihova disociacija ter prisotnost ali odsotnost drugih
funkcionalnih skupin, pritrjenih na nanodelce (Sayes s sod., 2006).

Oblika, naboj in velikost razlicnih nanodelcev lahko vplivajo na kinetiko (privzem,
porazdelitev, metabolizem in izlo€anje iz telesa) in toksikoloSke lastnosti posameznih
nanodelcev (Hagens s sod., 2007). Zaradi tega imajo lahko celo nanodelci enake
kemijske zgradbe, a razliCnih oblik ali velikosti, popolnoma drugaéne toksikoloSke
lastnosti (Sayes s sod., 2006). Ceprav imamo Ze nekoliko bolj$o predstavo o biologkem
obna$anju nanodelcev v laboratorijskih pogojih, e vedno ne moremo predvidevati,
kaksSne so toksikoloSke nevarnosti katere koli vrste nanodelcev v naravnem okolju.
Zato je treba opraviti toksikoloSke raziskave za vsako vrsto nanodelcev posebej,
najbolje Se preden preidejo v komercialno uporabo (Oberdérster s sod., 2005a).

Nanodelci, kot so Ag, Zn in ZnO, ki se danes uporabljajo v prehrambni industriji, so zZe
pokazali toksi¢ne ucinke na celicah in tkivih v in vitro ter in vivo poskusih na Zivalih
(Zhu s sod., 2008; Griffitt s sod., 2008). Ker pa imajo nanodelci tako razli¢ne lastnosti
in nacCin obnaSanja, je tezko predvidevati toksicni in genotoksicni ucinek vseh
obstoje€ih nanodelcev ali vpliv na okolje ter zdravje ljudi na podlagi obstojecih
(malostevilnih) Studij (Oberdérster s sod., 2005b; Klaine s sod., 2008).

Ljudje smo skozi ves obstoj izpostavljeni (naravnim) nanodelcem, vendar pa se je strah
pred njihovim u€inkom pojavil Sele po industrijski revoluciji z intenzivno proizvodnjo
(npr. varjenjem, bruSenjem in drobljenjem materialov) in poveCanim prometom
(nepopolno zgorevanje) ter z dejstvom, da industrija iz dneva v dan vna$a v okolje
ve€je koli¢ine in nove vrste potencialno nevarnih nanodelcev kljub nepoznavanju
njihovega ucinka na zdravije ljudi in okolje (Miller in Senjen, 2008). Zaradi tega je postal
glavni cilj Stevilnih raziskav razumevanje vloge in nacina delovanja nanodelcev v Zivih
sistemih, predvsem dogajanje na nivoju DNA ter ugotavljanje (eko)toksi¢nosti
obstojecih in novih nanodelcev (Valiyaveettil, 2008).

2.2 Nanodelci TiO,

Titanov dioksid ali titanov(lV) oksid je naravni oksid titana s kemijsko formulo TiO,. V
naravi nastaja v treh razli¢nih oblikah: brookit, anatas in rutil. Najbolj pogosta oblika je
rutiini TiO,, ki je hkrati tudi najbolj stabilna. Brookit in anatas se ob visokih
temperaturah spremenita v rutilno obliko. Koordinacijsko Stevilo vseh treh kristalnih
oblik je 6/3, kar pomeni, da je v vseh oktaedrih, ki so med seboj povezani preko ogljis¢
in robov, vsak ion titana povezan s Sestimi ioni kisika, vsak kisik pa s tremi ioni titana.

Uporaba TiO, je zelo Siroka. Najpogosteje se uporablja kot pigment, ki daje snovem
izrazito belino zaradi svojih UV-absorpcijskih lastnosti. Zato ga pogosto najdemo v
barvah in premazih, plastiki, papirju, prehrambnih izdelkih (kot aditiv z oznako E171),
kot tudi v zdravilih in v veCini zobnih past. Nanodelce TiO, najdemo v skoraj vsaki
sonéni kremi z zaSc&itnim faktorjem zaradi visokega lomnega koliCnika, mocne
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absorpcijske lastnosti ter sposobnosti ohranjanja barve pod vplivom UV-svetlobe. Kot
tanek film ga industrija zaradi reflektivnih lastnosti uporablja za zrcala in za povecCanje
sijaja nekaterih dragih kamnov. V kozmetiki se uporablja ne samo kot pigment, temvec
tudi kot zgoSc€evalec. Zaradi svojih absorpcijskih lastnosti se TiO,, Se zlasti anatazni,
uporablja tudi kot fotokatalizator. Ko izpostavimo TiO, UV-svetlobi, postane ta zelo
hidrofilen, zaradi Cesar se pogosto uporablja kot samodistilna previeka (npr. za okna)
ter prevleka proti megljenju. TiO, vgrajujejo tudi v gradbene materiale, elektronska
vezja, uporablja se kot antibakterijsko sredstvo, za €iS€enje odpadnih voda, v medicini
za povezavo umetnih vsadkov in kosti ter v Stevilne druge namene.

Prav zaradi te izredno Siroke uporabnosti nanodelcev TiO, prihajamo ljudje v stik z
njimi vsak dan. Zaradi tega je nujno potrebno razumeti njihove ucinke tako na ljudi kot
na okolje. Na eni strani Stevilne Studije (Zhu s sod., 2008; Griffitt s sod., 2008; Kahru s
sod., 2008) kazejo na netoksi¢nost nanodelcev TiO,, na drugi pa so tu nekatere
raziskave in znanstveniki, ki trdijo drugace (Donaldson s sod., 1996; Adams s sod.,
2006; Long s sod., 2006; Sayes s sod., 2006; Federici s sod., 2007; Wang s sod.,
2007a; Reeves s sod., 2008).

Zaradi obstoja vecih razli€nih oblik nanodelcev TiO,, od katerih ima vsaka svoje
znacilne lastnosti, je primerjava Studij med seboj izredno teZka. Kar stvari e oteZuje pa
je, da je lahko toksiénost golih nanodelcev zelo odvisna od okolja, v katerem se
nahajajo. Tako npr. povzro€ajo nanodelci TiO, z ustvarjanjem prostih radikalov pod
vplivom svetlobe smrt alg, medtem ko se v odsotnosti svetlobe vezejo v prst (zaradi
agregarije) in ne povzrocajo toksi¢nih u€inkov (Lubick, 2008).

IARC (International Agency for Research on Cancer) je kljub nesoglasjem glede
toksi¢nosti nanodelcev TiO, pred kratkim klasificirala prah nanodelcev TiO, v skupino
kancerogenosti 2B: mozno kancerogen za ljudi. Studije na misih in podganah (Warheit
s sod., 2007) namre¢ kaZejo na to, da vdihavanje prahu nanodelcev TiO, povzroca pri
testnih Zivalih nastanek raka na dihalih. Znake, ki so jih opazovali pri tej Studiji, so
opazili tudi pri ljudeh, predvsem tistih, ki delajo v zaprasenih okoljih. Zaradi tega so te
raziskave, po mnenju IARC, relevantne za ljudi, ki opravljajo dela, povezana z
izpostavitvijo prahu nanodelcev TiO,, Ceprav Studije na ljudeh Se niso pokazale
omenjene povezave (Baan s sod., 2006).

2.3 Test na zarodKkih rib

Test na zarodkih rib ali FET (angl. Fish Embryo Test) je alternativna metoda
ugotavljanja akutne strupenosti stabilnih, nehlapnih in v vodi topnih snovi, ki v Evropski
Uniji Ze nadomeSCa testiranje na odraslih ribah. Prednosti FET so, da testiranje
toksi¢nosti snovi poteka v najobcutljivejSem stadiju osebka, da se prozorne zarodke
enostavno opazuje s pomocjo mikroskopa in da je potrebno za testiranje doloCene
snovi bistveno manj testnih osebkov v primerjavi z do sedaj uveljavljeni testi na
odraslih Zivalih. Poleg tega je testiranje na zarodkih bolj eti€éno od testiranja na Zivih,
odraslih Zivalih (Lange s sod., 1995; Nagel, 2002; Hill s sod., 2005), kar je v skladu z
direktivo REACH (396, 30/12/2006) in direktivo o za&¢€iti poskusnih Zivali v znanstvene
namene (86/609/EEC).

Primarno je OECD (Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj) za uporabo
FET predpisala vrsto Danio rerio oz. cebrice (Suttner, 1996; Gutjahr, 2007), vendar pa
se test lahko tudi prilagodi nekaterim drugim vrstam, kot so ¢&rnoglavi pisanec
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(Pimephales promelas), japonska medaka (Oryzias latipes) in druge relevantne vrste
(Braunbeck in Lammer, 2006).

Danio rerio je vrsta, ki jo v naravi najdemo v vodotokih jugovzhodnih regij Himalaje, v
regijah Gangesa in vzhodnih delih Indije ter drugod. Navadno naseljuje reke, kanale,
jarke, ribnike in pocasi tekoCa in mirujoa vodna telesa, vkljuéno z rizevimi polji
(Westerfield, 2000). Cebrice so zelo priljubljene kot testni organizem in imajo zaradi
svojih lastnosti prednost pred drugimi vretencarji. Ker imajo cebrice zelo podoben set
genov kot ljudje ter podobno taréno mesto za zdravljenje ¢&loveskih bolezni, jih
znanstveniki vse pogosteje uporabljajo tudi kot testni model za reSevanje genetskih
vpraSanj. Na ta nacin se v procesu raziskovanja uporablja manj$e Stevilo misi, podgan
in drugih modelnih testnih Zivali. Cebrice so zelo primerne za zZivalske Studije med
drugim tudi zaradi svoje majhnosti, nezahtevnosti pri vzgoji ter velike produkcije
robustnih zarodkov. Razvoj zarodka cebrice se kon¢a v S§tirih dneh z dobro
karakteriziranimi razvojnimi stadiji. Zarodki, ki se v velikem $tevilu razvijejo izven mater,
so transparentni, kar omogoc€a direktno opazovanje in detekcijo bolezenskih znakov
zarodkov, njihove smrti, slabega razvoja fenotipov in prou¢evanje transporta v realnem
Casu ter ucinkov testiranih snovi in vivo (Westerfield, 2000; Spitsbergen in Kent, 2003;
Hill s sod., 2005; Scholz s sod., 2008; ZFIN). Zaradi vseh teh karakteristik zarodki
cebric ponujajo edinstvene priloZnosti za raziskovanje vplivov snovi, ki lahko prehajajo
skozi ovoj zarodka ter v telo zarodkov, kot so npr. nanodelci (Scholz s sod., 2008).

Princip FET je izpostavitev oplojenih zarodkov rib testni raztopini do koncane
embriogeneze, ki pri zarodkih cebric traja le 72-96 h, pri japonski medaki in
¢érnoglavemu pisancu pa nekoliko dlje. Zarodki izbrane vrste so tako od oploditve do
kon€anega embrionalnega razvoja posamicno izpostavljeni razlicnim koncentracijam
testne raztopine na mikrotitrskih ploS€ah. NajveCkrat izberemo pet razliénih
koncentracij testne snovi, ki jo zaradi zahtev zarodkov raztopimo v sveze pripravljeni
ter prepihani vodi ISO (vodi s specificno koncentracijo soli, ki je sprejeta s strani
Mednarodne organizacije za standardizacijo — ISO 7346-3:1998) in seveda kontrolno
raztopino — vodo ISO. Posamezni FET z izbranimi koncentracijami testne snovi zaradi
reprezentativnosti veckrat (vsaj trikrat) ponovimo. Pri posameznem testu je po deset
zarodkov izpostavljenih posamezni koncentraciji testne snovi, ki jih po 24 in 48 urah
primerjamo z zarodki iz kontrolne raztopne. Pri tem se dolocijo letalni, subletalni ter
teratogeni ucinki testne snovi (Schulte in Nagel, 1994; Nagel, 2002). Na podlagi letalnih
ucinkov v primerjavi s kontrolami se izraCuna LCs, (koncentracija, pri kateri 50 %
testnih zarodkov ne kaze letalnih znakov) po 24 ter 48 h (Braunbeck in Lammer, 2006),
NOEC (najviSja koncentracija, pri kateri $e ni opaznih u€inkov testne snovi) in LOEC
(najnizja koncentracija, pri kateri se Ze opazijo ucinki testne snovi).

Med letalne ucinke priStevamo koagulacijo zarodka, nepritrjenost repa zarodka na
rumenjak, odsotnost somit (mase mezoderme porazdeliene vzdolz obeh strani
zivtnega kanala, ki se razvije pri odraslih osebkih v dermis, skeletne miSice in
vretenca) ter odsotnost srénega utripa. Med subletalne ucinke Stejemo zavrto epibolijo
(obrascanje, preras€anje celih celi¢nih slojev), nedokon&an razvoj oc€i, odsotnost
spontanih premikov, odsotnost krvnega obtoka, edem (nakopicenje tekocine v tkivu v
medcelicnem prostoru na poljubnem mestu v telesu), odsotnost pigmentacije in
nenormalno hitrost srénega utripa (pri cebricah je normalen utrip okoli 45 udarcev na
20 sekund) (Schulte in Nagel, 1994; Nagel, 2002). Posamezni razvojni stadiji
normalnega razvoja cebric so prikazani v Tabeli 1 in na Slikah od 2 do 8.

Na zacetku ter na koncu posameznega FET je potrebno izmeriti tudi pH ter delez kisika
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izlo¢imo vpliv pH in kisika na preZivetje in razvoj zarodkov. V primeru, da vrednosti pH
in kisika niso v okviru predpisanih, test in rezultati niso zanesiljivi.

Tabela 1: Stadiji razvoja vrste Danio rerio pri 26x1° C (povzeto po Kimmel in sod., 1994).

Oploditev

Karakterizacija
Tvorba zigote

Zigota

Akumulacija citoplazme na animalnem polu,
1-celini stadij

Cepitev

Razvoj od 2-celitnega do 16-celiCnega stadija

Blastulacija (brazdanje)

Razvoj blastule iz didkoblastule

Gastrulacija

Tvorba treh zarodnih plasti: zunanji in notranji
ektoderm ter mezoderm

Segmentacija

Tvorba prvih vreten somit

Faringula

Pojav spontanega gibanja, zgodnje pigmentacije
in lo€itev repa od rumenjaka

Zaviranje spontanega gibanja, pojav
pigmentacije repa, mofnega krvnega obtoka,
pojav srénega utripa ...

Izvalitev

0.2 h po
oploditvi

0.75 h po
oploditvi

Reden sréni utrip, izrabljanje rumenjaka ...

Slika 2: Normalni razvojni stadiji pri vrsti Danio rerio: 0 do 0.75 h po oploditvi, povzeto po
Kimmel s sod., 1994 (vir: http://zfin.org/zf _info/zfbook/stages/stages.html)
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Slika 3: Normalni razvojni stadiji pri vrsti Danio rerio: 0.75 do 2 h po oploditvi, povzeto po
Kimmel s sod., 1994 (vir: http://zfin.org/zf _info/zfbook/stages/stages.html)
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Slika 4: Normalni razvojni stadiji pri vrsti Danio rerio: 2.25 do 5.3 h po oploditvi, povzeto po

Kimmel s sod., 1994 (vir: http://zfin.org/zf_info/zfbook/stages/stages.html)
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Slika 5: Normalni razvojni stadiji pri vrsti Danio rerio: 5.3 do 10 h po oploditvi, povzeto po

Kimmel s sod., 1994 (vir: http://zfin.org/zf _info/zfbook/stages/stages.html)
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Slika 6: Normalni razvojni stadiji pri vrsti Danio rerio: 11 do 22 h po oploditvi, povzeto po
Kimmel s sod., 1994 (vir: http://zfin.org/zf_info/zfbook/stages/stages.html)
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Slika 7: Normalni razvojni stadiji pri vrsti Danio rerio: 25 do 42 h po oploditvi, povzeto po
Kimmel s sod., 1994 (vir: http.//zfin.org/zf_info/zfbook/stages/stages.htmi)
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Slika 8: Normalni razvojni stadiji pri vrsti Danio rerio: 48 do 72 h po oploditvi, povzeto po
Kimmel s sod., 1994 (vir: http://zfin.org/zf_info/zfbook/stages/stages.html)

2.4 Test komet

Test komet ali gelska elektroforeza posamezne celice (angl. Comet assay ali SCGE -
Single Cell Gel Electrophoresis assay) je enostavna, hitra in obcutljiva tehnika za
zaznavanje DNA poSkodb na nivoju posamezne evkariontske celice. S testom komet
lahko zaznamo eno- in dvo-verizne prelome DNA, oksidativhe poskodbe DNA ter
alkalno labilna mesta, ki so posledica neposrednih poskodb DNA ali pa nastanejo kot
vmesna stopnja med popravljanjem poskodb DNA (McKelvey-Martin s sod., 2003;
Diekmann s sod., 2004; Shaposhnikov s sod., 2008; Lovell in Omori, 2008).

Svedska raziskovalca Ostling in Johansson sta tehniko razvila Ze leta 1984, Singh pa
jo je pozneje (1988) preoblikoval v test komet v alkalnih pogojih. Tehnika je postala
uveljavliena metoda za doloCanje poskodb DNA, za genotoksikolodke teste, za
raziskovanje raka, biomonitoring in drugo (Brigger s sod., 2002; Shaposhnikov s sod.,
2008). Postopek testa komet obsega vklapljanje suspenzije agaroze v celice z nizko
temperaturo taljenja (LMP agaroza ali angl. Low melting-point agaroses), lizo (oz.
razkroj celi¢nih in jedrnih membran) v nevtralnih ali alkalnih (pH>13) pogojih ter
elektroforezo suspenzije razkrojenih celic. Temu nato sledi doloCanje stopnje DNA
poSkodb in statisticna analiza podatkov (Singh s sod., 1988; Tice s sod., 2000;
Hartmann s sod., 2003).

VKklapljanje celic v agarozo poteka tako, da suspenzije celic vnesemo v staljeno LMP
(angl. Low Melting Point) agarozo na objektno stekelce in pokrijemo s krovnim
stekelcem. Po krajSem cCasu strjevanja agaroze na 4°C, odstranimo krovno stekelce,
Cemur sledi postopek liziranja. Agaroza se uporablja zaradi svoje osmoticne
nevtralnosti, kar pomeni, da lahko raztopine prosto potujejo skozi agarozo do celic, pri
¢emer ne povzro€ijo premikanje celic znotraj plasti agaroze. Liziranje celic (razpad
celiénih membran) poteka 1-2 h pri 4°C v nekoliko alkalni raztopini z visoko
koncentracijo soli ter detergenta (triton X-100). Soli in triton v raztopini povzrogijo
razpad celicnih in jedrnih membran in s tem osvoboditev materiala DNA v obliki dvojne
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vija€nice. Pri tem se vsi proteini, membrane in citoplazma odstranijo s stekelc, medtem
ko v agaroznem gelu ostane le $¢ DNA. Po kon¢anem postopku liziranja celic sledi
postopek odvijanja DNA (v raztopini, katere pH je odvisen od tega, katere tipe poskodb
zelimo opazovati). Najprej je potrebno stekelca pustiti v raztopini za elektroforezo, kjer
alkalni pogoji omogocijo denaturacijo histonov (bazi¢nih beljakovin, ki povezujejo DNA
in tvorijo kromosome) ter razvijanje DNA v dolge enojne verige. Ta postopek je nujno
potreben, da DNA prosto potuje v elektriénem polju. Ce se DNA namre& ne bi odcepila
od histonov ali razvila v enojno verigo, bi po elektricnem polju potovala kot celota in
DNA fragmentov ne bi bilo mogoce opaziti. Po 20 minutah denaturacije vklju¢imo
elektri¢no polje (okoli 1 V/cm) za 20 minut. Zatem stekelca nevtraliziramo ter obarvamo
z DNA-specificnim fluorescentnim barvilom (npr. z etidijevim bromidom (EtBr) oz. 2,7-
diamino-10-etil-9-fenil-fenantridinijev bromidom) in analiziramo pod mikroskopom,
povezanim z izbrano programsko opremo za analizo slik (McKelvey-Martin s sod.,
1998; Rojas s sod., 1999; Avishai s sod., 2002; Collins s sod., 2007).

Neposkodovana DNA je organizirana v dolgo molekulo. Ko pride do poskodb na nivoju
DNA, se ta organizacija porusi. Posamezni nizi oz. fragmenti DNA verige med
elektroforezo izgubijo kompaktno strukturo in se odcepijo od celotne verige. Elektri¢no
polje pri procesu elektroforeze povzrodi privliak negativno nabitih prelomljenih koncev in
fragmentov DNA k anodi (pozitivni elektrodi), saj je DNA kot molekula negativno nabita.
Neposkodovana DNA veriga je zelo dolga, zato zelo pocasi potuje proti anodi in se
hitreje oddaljuje od nepoSkodovane gmote DNA. Zaradi tega merimo Kkoli€ino
fragmentov DNA, ki se oddalji od veclinske celote, kot koliCino poSkodovane DNA
posamezne celice (Singh s sod., 1988).

Analizna programska oprema meri in primerja med seboj intenzivnost fluorescence
celotnega jedra s fluorescenco fragmentov DNA, ki so se zaradi elektricnega polja
oddaljili od celote. Moc¢nejsi kot je signal oddaljenih fragmentov DNA, mocnejSe so
poSkodbe dednega materiala in s tem genotoksic¢nost snovi, kateri so bile izpostavljene
celice. Ce je DNA poskodovana, pod mikroskopom opazimo strukture, podobne
kometom (od tu tudi ime metode) z znacilno okroglo glavo, ki jo predstavija
nepoSkodovana DNA in repom, ki ga predstavljajo fragmenti DNA (Slika 9). Daljsi in
svetlejsi je rep kometa, vecja je stopnja poSkodbe DNA (Singh s sod., 1988).

Slika 9: Tipicna slika kometa (posneta s programsko opremo Comet Assay IV ).

Pri obdelavi podatkov se lahko osredotoimo na razlicne podatke, pridobljene s
programsko opremo. DolZina repa (angl. tail length) je definirana kot maksimalna
dolzina DNA fragmentov, merjeno bodisi od ocenjenega roba glave ali od centra glave.
Odstotek DNA, ki je potovala (angl. % tail DNA) predstavlja del DNA v repu proti
celotnemu kometu (glave in repa skupaj). Moment repa (angl. tail moment) pa je
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definiran kot mera dolzine repa, pomnozena z delezem DNA v repu (Albertini s sod.,
2000; Wang s sod., 2007b).

Kot vecina metod zahteva tudi test komet uporabo in primerjavo testiranih vzorcev z
referencnimi kemikalijami oz. kontrolami. Kot negativha kontrola genotoksi¢nosti se
pogosto uporablja NaCl, kot pozitivna kontrola, ki potrebuje metabolno aktivacijo,
benzoapiren (ali BaP s formulo CyH;;), kot pozitivna kontrola, ki povzro¢a poskodbe
DNA tudi v metabolno neaktivnih celicah, pa se pogosto uporablja metil-metansulfat (ali
MMS s formulo C,HgO3S).

Test komet se ne uporablja le na celi¢nih kulturah in vitro, temve¢ ga lahko z manjSimi
prilagoditvami uporabljamo tudi na tkivih organizmov ali njihovih zarodkih (Kosmehl s
sod, 2006; Chen s sod., 2007). Nekateri znanstveniki (Jarvis in Knowles, 2003) so
mnenja, da nam izvedba testa na celih organizmih zagotavlja bolj reprezentativne
rezultate kot uporaba testa na celi¢nih kulturah (Kosmehl s sod., 2006), vendar pa
lahko nastane problem pri tolmacenju rezultatov, saj so razli€ni tipi celic, izoliranih iz
celotnega organizma, lahko razlicho dovzetni za poSkodbe DNA. Perspektivno metodo
predstavlja uporaba testa komet na 24 ur starih zarodkih rib, ko celice Se niso
diferencirane in zato kazZejo bolj homogen odziv kot pri starejSih osebkih, pri katerih so
celice ze diferencirane in zato razli¢no obcutljive.
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3 EKSPERIMENTALNI DEL — materiali in metode

Delo je potekalo v laboratorijih Nacionalnega instituta za biologijo, na Oddelku za
genetsko toksikologijo in biologijo raka.

3.1 Titanov dioksid (TiO,)

Za testiranje smo uporabili titanov dioksid (TiO;) — Sigma Aldrich, deklarirana velikost
5 nm (637254 Titanium(lV) oxide, anatase) in 10 nm x 40 nm (637262 Titanium(IV)
oxide, rutile). Osnovni podatki uporabljenih nanodelcev so zapisani v Tabeli 2.

Tabela 2: Splosni podatki o testiranih nanodelcih TiO,.

TiO, — anatazni TiO; — rutilni

Podjetje izdelave delcev Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich

Cistost 99.7 % 99.5 %

CAS Stevilo 1317-70-0 1317-80-2

Oblika prah prah

Specifiéna povrsina delcev | 200-220 m?/g 130-190 m?/g

Deklarirana velikost 5 nm (polmer kroglic) 10 nm x 40 nm (Sirina in
dolzina palck)

3.2 Dolo¢anje dejanske velikosti nanodelcev TiO,

3.2.1 Fotografiranje delcev z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom

Meritve z vrsticnim elektronskim mikroskopom so bile opravljene na Institutu tehni¢nih
znanosti Srbske akademije znanosti in umetnosti v Beogradu v Srbiji.

Vzorci prahu nanodelcev TiO, so bili pred analizo naparjeni z zlatom s pomocjo
naprave za naprasevanje kovin (3AL-TEC SCDO005) s tokom 30 mA z oddaljenostjo 50
mm v 180 s. Fotografije nanodelcev so bile nato posnete z vrsticnim elektronskim
mikroskopom (JEOL-JSM-6390LV Japan), katerega energija elektronov znasa od 10
do 50 KeV-a, kar omogoca locljivost v rangu enega nanometra.

3.2.2 Analiza velikosti in porazdelitve delcev

Analiza velikosti delcev (particle size distribution analysis) TiO, v vodnem mediju je bila
izvedena na Oddelku za nanostrukturne materiale na Institutu JoZef Stefan. Analizo
nanodelcev TiO, smo opravii 2z laserskim granulometrom HORIBA LA-920
(HORIBA, Japonska). Naprava garnulometer je sestavljena iz vira laserske svetlobe,
fotodetektorja ter raCunalnika in izraCunava velikost delcev na osnovi sipanja
usmerjenih Zarkov pri prehodu skozi dispergirane delce.

Kot medij smo uporabili destilirano vodo (oz. ISO-vodo). Suspenzijo nanodelcev TiO, je
bilo potrebno pred analiziranjem velikosti delcev zaradi tvorbe agregatov najprej razbiti
s pomocdjo ultrazvoka. Za to sta bili uporabljeni dve metodi: ultrazvoCna kopel in
ultrazvo€na sonda.
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3.3 Priprava zalozZnih in testnih koncentracij

ISO-voda (ISO 7346-3:1998) je raztopina to¢no doloCene sestave, ki jo uporablijamo za
raztapljanje testnih snovi ter kot kontrolno raztopino v FET, in je bila sprejeta s strani
Mednarodne organizacije za standardizacijo. Sveze pripravljena ISO voda ima pH med
7.6 in 8.0, vsebnost CaCO; 150-175 mg/L.

Za 1 | ISO-vode je potrebno zmesati skupaj po 250 mL vseh 4 zaloznih raztopin
naslednjih soli: CaCl,*2H,0 zaloZne koncentracije 1176 mg/L, MgSO,*7H,O zalozne
koncentracije 493 mg/L, NaHCO; zaloZzne koncentracije 252 mg/L ter KCI zalozne
koncentracije 22 mg/L. ISO-vodo smo dan pred uporabo prepihovali s kisikom, tako da
je koli¢ina raztoplijenega kisika na dan uporabe pri stalni pH vrednosti vsaj 90 %
(OECD guideline for the testing of chemicals, 2006). Tako pripravljeno ISO-vodo smo
uporabili za pripravo zaloZznih koncentracij TiO, deklarirane velikosti 5 nm (v
nadaljevanju kot mali delci), 10 nm x 40 nm (v nadaljevanju kot veliki delci) in sedmih
razli¢nih testnih koncentracij suspenzije TiO, obeh velikosti.

Za pripravo zaloZzne koncentracije (1 mg/mL) malih nanodelcev TiO, smo zatehtali 0.1
g prahu TiO, ter ga raztopili v 100 mL sveze ISO-vode. Ker so se nanodelci TiO, slabo
suspendirali v ISO vodi, smo jih &ez no€ pustili na magnetnem mesalu, pred uporabo
pa vsakokrat dobro premesali. ZaloZno koncentracijo smo po uporabi shranili v
hladilniku ter jo dan pred naslednjo uporabo ¢ez no¢ pustili na magnetnem mesalu.
Zalozno koncentracijo TiO, smo pripravili na povsem enak nacin za delce obeh
velikosti.

Koncentracije TiO,, uporabliene v FET: 0.1, 1, 10, 50, 100, 250 in 500 mg/L.
Koncentracije TiO,, uporabljene v testu komet: 0.001, 0.01, 0.1, 1in 10 mg/L.

3.4 Test na zarodkih rib cebric (FET)

3.4.1 Vzdrzevanje cebric

Odrasle ribe cebrice smo gojili v dveh 80 L steklenih akvarijih s temperaturo vode 26°
C. Cebrice so bile v razmerju spolov 1:1, okvirna gostota porazdelitve rib pa je znaSala
1 riba/L vode. RezZim osvetljevanja je bil 12:12 ur, hranjenje pa je potekalo vsaj dvakrat
dnevno s suho hrano ter vsaj enkrat dnevno z Zivimi rakci Artemia salina.

3.4.2 Nastavitev FET

Na dan izvedbe poskusa smo v akvarij pred zaCetkom osvetljevanja akvarija vstavili
pasti za lovljenje ribjih zarodkov. Pasti za lovljenje zarodkov so narejene tako, da
spodnji stekleni del pokriva kovinsko ali plasticno redeto, na katerega so pritriene
zelene plastic¢ne niti, ki simulirajo naravno zeleno rastje.

Eno uro po zaCetku drstenja smo pobrali pasti z zarodki iz akvarija, nakar smo zarodke
previdno prenesli v petrijevko, kjer smo jih dobro sprali s sveze prepihano ISO vodo.
Pod mikroskopom smo nato izbrali le oplojene in za poskus primerne zarodke.

Pripravili in oznacili smo mikrotitrske plos€e 4x6 (Slika 10) in vanje odpipetirali 10-krat
po 2 mL vsake od petih izbranih testnih raztopin nanodelcev TiO, ter ISO vodo kot
kontrolno raztopino. Plos€e smo nato prenesli na termostatirano ogrevalno plo3c¢o
(Slika 4 A) ob mikroskopu, ki je ves €as ohranjala temperaturo raztopin v plod€ah na
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26° C ter previdno prenesli po en zarodek iz petrijevke v posamezno luknjico
(napolnjeno z raztopino) na mikrotitrski plosci.

Izmerili smo delez kisika in pH-vrednosti kontrolne raztopine ter najviSje uporabljene
testne koncentracije v vsakem posameznem FET. Napolnjene mikrotitrske plos¢e smo
nato pokrili s prozorno samolepilno folijo in s tem preprecili morebitno izhlapevanje
testne raztopine. Mikrotitrske plos¢e smo dali nato v vrecke in jih shranili v inkubatorju,
ki je ohranjal primerno konstantno temperaturo (26° C) in primeren svetlobni rezim
(12:12 ur).

TT o B8,

— e ool e LT =
e S S ——— it

il ¥

=

¥

Slika 10: Testna (mikrotitrska) plo$¢a za test na zarodkih rib.

Za vsak FET smo nastavili po 4 testne ploS&e. Prva plos¢a nam je sluZila kot zunanja
kontrola, kjer smo zarodke izpostavili ISO-vodi, naslednje tri plos€e pa za izbrane
testne suspenzije nanodelcev TiO,. Pri vsaki od teh treh ploS¢ so luknjice prvega
stolpca sluzile kot notranja kontrola, v luknjicah ostalih petih stolpcev pa so bile nase
testne suspenzije (izpostavili smo po 10 zarodkov na koncentracijo).

Notranja in zunanja kontrola sta po kemijski sestavi enaki. Razlikujeta se le v tem, da je
pri zunanji kontroli, ki je na posebni plos¢€i, popolnoma izklju¢en vpliv testirane
raztopine oz. suspenzije, medtem ko je pri notranji kontroli zaradi blizine testne
kemikalije na isti ploS¢i vpliv mogo¢€ (npr. pri hlapnih testiranih raztopinah), kar se kaze
v poveCani smrtnosti (veCja od 10 %) zarodkov, izpostavljenim notranji kontroli.
PoveCana smrtnost v zunanji kontroli kaZe na slabo kvaliteto zarodkov ali na
neprimerno ravnanje z njimi (npr. pri prenasanju s pipeto).

3.4.3 Mikroskopski pregled zarodkov

24 ur po izpostavitvi zarodkov je sledil pregled razvoja z invertnim mikroskopom (Nikon
Eclipse TE300). Mikrotitrske plos€e smo dali na ogrevano plos¢o ob mikroskopu (Slika
11A), ki nam je omogocila, da so bili zarodki na konstantni temperaturi 26° C, in
opazovali zarodke pod 100-kratno povecavo (Slika 11B). Dolo€itev stopnje razvoja je
potekala po opisu Schulte in Nagel (1994) ter Nagel (1998). Rezultate smo zapisovali v
tabele, da smo lahko ob koncu posameznega testa izraCunali delez smrtnih in
subletalnih ucinkov. Po pregledu in dolo€itvi razvoja vseh zarodkov smo mikrotitrske
plos€e ponovno prekrili s prozorno samolepilno folijo, jih dali v vreCke in vrnili v
inkubator za naslednijih 24 ur.
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(A)

(B)

Slika 11: Mikrotitrske plos¢e na ogrevalni ploS¢i (A) in opazovanje zarodkov z mikroskopom (B).

Po 48-ih urah od nastavitve posameznega FET smo mikrotitrske ploS¢e z zarodki
ponovno pregledali pod mikroskopom in zarodkom doloCili stopnjo razvoja. V tem
primeru smo se poleg opazovanja zakrnelih zarodkov osredotoC€ili posebej na znake
razvoja, prikazane na Sliki 12.

LEGENDA
razvoj razvoj zarodka po Kimmel et al., 1995
u/20 s Stevilo utripov srca na 20 sekund (~ 45/20 s)
Razvojni znaki (angl. endpoints): &as izpostavljenosti (h)

24 48
N normalno razvit zarodek
V4 zakrknjenost (koagulacija) + +
E epibolija (ni Se delitev) +
(o) ni oci + +
S ni somit + +
P ni spontanih premikov (normalno ~2/60 s) + +
R rep ni pritrjen na rumenjak + +
U ni utripanja srca (normalno ~45/20 s) +
Kr ni krvnega obtoka +
B ni barvanja (pigmentacija) +
Ed edem +
Zr zaostalost v razvoju (dopisi ~h) + +
Dr deformiranost repa + +

letalni
subletalni
teratogeni

Slika 12: Opazovani znaki razvoja zarodka glede na ¢as izpostavitve testni raztopini.

Opazovanje razvoja zarodkov in predvsem dolocitev hitrosti srénega utripa zahteva
zelo dobro vidljivost, zato je bilo potrebno zarodke v visjih koncentracijah (50, 100, 250
in 500 mg/L raztopljenega TiO, v ISO vodi) nekoliko prepihati s pomoc¢jo kapalke. Le
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tako smo lahko namre€ delce TiO,, ki so se usedli na ovojnice zarodkov, odstranili in
uspeli pridobiti verodostojne podatke o razvoju zarodkov.

3.5 Test komet

3.5.1 Priprava zarodkov in raztopin

Dan pred izvedbo testa komet smo zarodke izpostavili suspenzijam TiO, za 24 ur, kot
je opisano za FET. Poleg izbranih testnih koncentracij nanodelcev TiO, smo uporabili
25 pM benzoapiren — BaP (Sigma, CAS: 50-32-8), ki predstavlja pozitivho kontrolo
posredno delujoCih genotoksinov in 2.5 mg/L metil metan sulfat — MMS (Fluka, EEC
2006250), kot pozitivno kontrolo neposredno delujoCih genotoksinov, 25 uM raztopino
NaCl (pro analysis, Sigma) pa smo uporabili kot negativho kontrolo genotoksi¢nosti.
Vse raztopine so bile pripravljene v prepihani ISO-vodi.

Objektna stekelca smo najprej s pomocjo 100-odstotnega metanola sterilizirali in ozgali
v plamenu gorilnika. V mikrovalovni pecici smo si ogreli v steklenicki strjeno 1-odstotno
(0.2g9/20mL) NMP (Normal Melting Point) agarozo, tako da se je utekocinila. Vanjo smo
pomocili stekelca, jih obrisali s spodnje strani in za nekaj ur dali v termostatirano pecico
(program Fan, 60° C), kjer so se stekelca posusila. Tik pred uporabo smo jih nekoliko
segreli v termostatirani pecici, da se je lahko naslednja plast agaroze laZje prijela.

Pred izvedbo testa komet smo si pripravili Se: 1.5 % LMP (Low Melting Point) agarozo,
nevtralizacijski pufer (0.4 M raztopino trisa s pH 7.5) ter raztopino za lizo (2.5 M NaOH,
0.1 M EDTA, 0.01 M Tris in 1% Triton (X-100), pH 10).

3.5.2 Izvedba testa

Na levo in desno stran stekelca smo kanili po 80 ul 1 % NMP agaroze, jih pokrili s
krovnim stekelcem ter jih pustili v hladilniku pri 4° C za 5 min. Med tem ¢asom smo
pripravili zarodke za test komet. Za mehcanje ovojnic smo zarodke za natanc¢no 4
minute izpostavili Pronasi E (2 mg/ml), nato pa jih nezno sprali v ISO-vodi. Na strjeno
plast NMP smo nato skupaj z zarodkom nanesli 60 pl 1.5 % LMP, pokrili z krovnim
stekelcem in zarodek nezno zmeckali s pritiskanjem na krovno stekelce s pomocjo tope
paliGice. Stekelca smo zatem poloZili v hladilnik na 4° C. Po 5 min smo stekelca prekrili
z drugo plastjo (80 pl) NMP agaroze in e zadnji¢ vrnili v hladilnik za 5 min na 4° C
(Slika 13).

Stekelca smo zlozili v plasti€éno banjico, prelili z raztopino za lizo in pustili uinkovati
60-90 min v hladilniku na 4° C. Medtem ko so bila stekelca v raztopini za lizo, smo si
pripravili elekroroforetski pufer (300 mM NaOH, pH 7.5, 1 mM EDTA). Po kon¢&ani lizi
smo stekelca zlozZili v elektroforetsko banjico z elektroforetskim pufrom in pustili 20 min
v hladilniku na 4° C, da se DNA odvije. Temu je sledila elektroforeza (20 min na 23 V in
400 mA). Po konc€ani elektroforezi smo stekelca za 15 minut potopili Se v
nevtralizacijski pufer pri 4°C.
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Slika 13: Shema izvedbe testa komet.

3.5.3 Barvanje in mikroskopiranje preparatov

Stekelca smo obarvali z barvilom etidijev bromid (5 pg/mL) ter jih analizirali s pomocjo
fluorescentnega mikroskopa (Nikon Eclipse 800) s filtrom G-2A in programom Comet
Assay V. Celice (nakljuénih 55) smo slikali pod 40-kratno povecavo z objektom Sfluor.

3.6 Statisticna obdelava podatkov

Po opravljenem testiranju raztopin izbranih koncentracij nanodelcev TiO,, tako FET
kakor testa komet, smo rezultate obdelali s programsko opremom Prism 5 (GraphPad
software inc.), nekatere podatke pa smo tudi obdelali v programu MS Excel. Rezultate,
ki smo jih dobili z vsaj tremi neodvisnimi ponovitvami FET, smo najprej obdelali v
programu MS Excel. Podatke o razvojnih znakih zarodkov, loCene glede na velikost
delcev, smo vpisali v program in z osnovnimi statistiCnimi funkcijami izraCunali
naslednje podatke: odstotek smrtnosti v kontrolah (<10%), letalne ucinke testiranih
nanodelcev TiO, po 24 in 48 h urah, subletalne in teratogene u€inke po 24 in 48 h ter
hitrost srénega utripa po 48 h. Podatke smo prikazali tudi grafi¢no v obliki histogramov.

V program Prism 5 smo najprej vnesli podatke o letalnih ucinkih, dobljenih s FET, za
vsako velikost nanodelcev posebej, nato smo transformirali vrednosti x-osi s funkcijo
x=log(x). Po postopku logaritmiranja smo izvedli nelinearno regresijo po modelu:
log(agonist) vs. response — variable slope. Uporabili smo vsaj pet razli¢nih koncentracij
nanodelcev TiO, obeh izbranih velikosti. Na diagramih, ki nam jih je izrisal program
Prism 5, smo za lazjo predstavo in boljSo interpretacijo rezultatov prikazali srednje
vrednosti (aritmeti¢ne sredine) s standardno napako (SE — standard error).
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Med podatki, dobljenimi z analizo kometov s programom Comet Assay IV, so bili za
nas pomembni podatki 0 % intenzivnosti repov (angl. tail intensity) (Wiklund in Agurell,
2003), ki smo jih statisticno obdelali v programu Prism 5. Analizirali smo celice vsaj 6
neodvisnih zarodkov na posamezni tretma. Rezultate smo statisticho analizirali in
predstavili na dva nacina:

a) razlike med kometi vseh kontrolih celic in vseh celic iz vsake skupine tretiranih
zarodkov smo testirali z neparameti€no analizo varianc (ANOVA ali Kruskal-Wallis
test), ki smo ji dodali Se Dunnov post test. Princip metode ANOVA je primerjava
razprSenosti varianc med vsemi testiranimi snovmi (tako med kontrolami kakor med
suspenzijami nanodelcev TiO,), vendar smo se osredotoCili na porazdelitev varianc
med kontrolami in posameznimi izbranimi testnimi koncentracijami nanodelcev TiO..
Rezultate smo predstavili kot »Skatle z roaji« (angl. box-plots).

b) za analizo razlik v % DNA v repu med tretiranimi in kontrolnimi zarodki smo zaradi
nenormalne porazdelitve % DNA v repu uporabili primerjave vrednosti mediane (Me)
namesto aritmeti¢nih sredin, da se izognemo vplivu ekstremno odstopajo€ih podatkov.
Vrednosti median smo primerjali s studentovim t-testom. Kot statisticno znacilno razliko
smo upostevali P<0,05. Rezultate smo prikazali v obliki histogramov.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Dolocitev dejanske velikosti nanodelcev TiO,

S pomocjo vrstitnega elektronskega mikroskopa (JEOL-JSM-6390LV Japonska, z
energijo elektronov od 10 do 50 KeV) so nam na Institutu tehni¢nih znanosti Srbske
akademije znanosti in umetnosti v Beogradu v Srbiji posneli fotografije agregatov
nanodelcev TiO, obeh izbranih kristalnih oblik in velikosti (Slika 14A, B).

30KV X16,000. 1pm - 10000 11.01SEl

(A) B

30kV  X18,000 1pm

(B)

Slika 14: Agregati: (A) malih nanodelcev, (B) velikih nanodelcev TiO,, posneti z vrsti¢nim
elektronskim mikroskopom (JEOL-JSM-6390LYV Japonska) (vir: Institut tehni¢nih znanosti
Srbske akademije znanosti in umetnosti, 2008).
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Vecina malih (Slika 14A) in velikih (Slika 14B) nanodelcev TiO, je v analiziranem
vzorcu agregiranih, sestavljenih iz manjsih delcev nanometrskih dimenzij. Kljub temu
pa je lahko s pomocjo merila (1 um) na spodnjem delu fotografij opaziti tudi manjSe
posamezne delce v nanometrskem merilu.

Analiza distribucije velikosti delcev (particle size distribution analysis), ki smo jo izvedli
na Oddelku za nanostrukturne materiale Institutu Jozef Stefan (Slika 15), je pokazala
veliko odstopanje med deklarirano in dejansko velikostjo uporabljenih nanodelcev TiO,.
Pred izvedbo meritev velikosti delcev smo suspenzijo nanodelcev izpostavili dvema
razlicnima metodama razbijanja agregatov z ultrazvokom: ultrazvoCni kopeli in
ultrazvo€ni sondi. Meritve so pokazale, da je kljub razbijanju agregatov z ultrazvokom
velikost nanodelcev TiO, tudi do 240-krat vec€ja od deklarirane velikosti (Tabela 3),
izkudnje pa, da nanodelcev TiO, z ultrazvokom v ISO-vodi ni mogoc€e ucinkovito razbiti.
Pri vsem je potrebno upostevati, da smo z granulometrom najverjetneje uspeli izmeriti
le velikost suspenzije nanodelcev TiO,, ne pa tudi njihove usedline.

Tabela 3: Podatki o srednjih vrednosti (medianah) dejanske velikosti testiranih nanodelcev
TiO,.

TiO, — anatazni TiO, - rutilni

Dejanska velikost (UZ sonda) — mediana 1180 nm 1226 nm

Dejanska velikost (UZ kopel) — mediana 1218 nm 1838 nm

Zaradi neprimernosti razpoloZljivih metod ni mogoce dolociti odstotka delcev, ki se v
raztopini nahajajo v nanometrskem merilu. Oceniti ne moremo niti deleza nanodelcev,
ki so zmozni prehoda skozi pore (velikosti 17 nm?) v izpostavljene zarodke in so torej
biorazpoloZljivi.
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Slika 15: Grafi¢ni prikaz porazdelitve dejanske velikosti nanodelcev TiO, (particle size distribution analysis) po tretiranju z ultrazvokom: (A) mali delci -

UZ kopel, (B) mali delci - UZ sonda, (C) veliki delci - UZ kopel, (D) veliki delci - UZ sonda (vir: IJS, 2008).

-23-




4.2 Rezultati FET

4.2.1 Testiranje odziva zarodkov na prepihovanje

Ze pri koncentraciji 100 mg/L testiranih nanodelcev TiO, je bila pokritost zarodka z
nanodelci tako velika (Slika 16), da je bilo nemogoce dolo¢iti hitrost srénega utripa ali
celo prezivetja zarodka. Zato smo za testiranje ucCinkov nanodelcev TiO, izbrali
koncentracije 100 mg/L in nizje. Tudi pri nizjih koncentracijah se je pojavljala velika
pokritost ovojnice z nanodelci (Slika 16), zaradi Cesar je bilo med izvedbo FET
potrebno zarodke s pomocjo kapalke nekoliko prepihati. Da bi se prepri€ali, ali izbrani
postopek odstranjevanja nanodelcev (in njihovih agregatov) z ovojnic nima vpliva na
fizioloSke procese zarodov, smo opravili manjsi vmesni test. V tem testu smo primerijali
sréni utrip zarodka, ki ga nismo izpostavili prepihovanju, s hitrostjo srénega utripa
istega zarodka potem, ko smo ga izpostavili prepihovanju. Ker se hitrost srénega utripa
pri tem ni razlikovala, lahko sklepamo, da torej prepihovanje oz. postopek, ki smo ga
uporabili za odstranjevanje nanodelcev TiO, z ovojnice zarodkov, ni vplival na
povecanje stresa in na spremembo hitrosti srénega utripa.

{B) Koncentracia Ti0, 50 mgil

L

-

() Koncentracijia Tioz 10 ma/L

Slika 16: Pokritost ovojnice zarodkov z delci TiO, pri koncentracijah 10, 50 in 100 mg/L po 48 h
razvoja (pred postopkom prepihovanja).

4.2.2 Rezultati mikroskopskega pregleda zarodkov

Zarodkom, ki so bili izpostavljeni razlicnim koncentracijam testne suspenzije
nanodelcev TiO,, smo dolocili stopnjo razvoja. Pri tem smo se osredotoCili na vse
znake razvoja (Slika 12), Se posebej pozorni pa smo bili na prezivetje zarodkov in
hitrost srénega utripa (Stevilo utripov v 20 sekundah).

Pri mikroskopskem pregledu zarodkov smo najvecCkrat opazovali normalni razvoj

zarodkov (Slika 17A, B), mrtve oz. zakrknjene zarodke (Slika 17C) ter zarodke z
razvojem edema (Slika 17D).
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rmalen razvoj (bo¢no) po 48 h

(B) Normalen razvoj (od zgoraj) po
48 h

—

(E) Zakrknjenost zarodka po 48 h

Slika 17: Zarodki rib cebric po 48 h razvoja: (A) normalen razvoj (bo¢no), (B) normalen razvoj
(od zgoraj), (C) razvoj somit in pigmenta na repu (od zadaj), (D) razvoj edema (boc¢no), (E)
mrtev oz. zakrknjen zarodek. Merilo v spodnjem kotu predstavija 500 um.
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4.2.3 Letalni u¢inki po 24 in 48 h

V prvih dveh ponovitvah FET smo uporabili visje koncentracije testne suspenzije malih
nanodelcev TiO,. Ker rezultatov za viSje koncentracije testne suspenzije (500, 250 ter
delno 100 mg/L) zaradi neuspeSnega odstranjevanja delcev z ovojnic zarodkov nismo
uspeli dobiti, smo v drugih dveh ponovitvah FET uporabili niZzje koncentracije (Slika 18).

Smrtnost zarodkov po 24 in 48 h razvoja je znaSala v primeru testiranja malih delcev
TiO, od 0 od 40 % (Slika 18). Izjema je bila le smrtnost pri koncentraciji 100 mg/L v prvi
ponovitvi FET (dosegla je vrednost 50 %). Ker pa je bila smrtnost v kontroli vija od
predpisanih 10 % (znasala je 18 %), so tako rezultati iz prvega FET manj zanesljivi. Pri
velikih delcih je znaSala smrtnost po 24 in 48 h razvoja od 0 do 30 % (Slika 19). Pri
nekaterih koncentracijah v posameznih ponovitvah testa presenetljivo ni opaziti
smrtnosti oz. je ta celo niZja od smrtnosti v kontroli. Razlogov za to je lahko ve¢. Morda
se nanodelci vedejo in delujejo nekoliko drugace kot do sedaj raziskane kemikalije in
nimajo koncentracijske odvisnosti delovanja. Ne smemo pa tudi pozabiti, da so razlicni
zarodki razli¢no obcutljivi in kaZejo zelo razli€ne rezultate, kar se ujema z razmerami v
naravi.

Podatki, pridobljeni s FET, ne kazejo linearne odvisnosti, saj naras€anje smrtnosti z
nara$éajoco koncentracijo za majhne in velike nanodelce TiO, ni jasno opazno. Ceprav
razlike niso statisticno znacilne, lahko opazimo razlike med kontrolo in vsemi izbranimi
testnimi koncentracijami nanodelcev obeh izbranih velikosti. Na podlagi pridobljenih
rezultatov lahko kljub statisticno neznacilnim razlikam sklepamo, da imajo testirani
nanodelci TiO, manjSi negativen vpliv na zgodnji razvoj rib cebric, saj ze v
koncentracijah od 0.1 mg/L naprej povzroajo do povpre¢no 20 % smrtnost
izpostavljenih zarodkov po 24 in 48 h razvoja (Slika 22).

4.2.4 Hitrost srénega utripa po 48 h

Hitrost srénega utripa je eden od znakov razvoja zarodkov, ki nam daje pomemben
vpogled v delovanje organizma izpostavljenemu testni raztopini. Kot smo Ze opisali, je
bila dolocitev hitrost srénega utripa pod ovojnico, prekrito z nanodelci, nemogoca,
zaradi ¢esar smo v prvih dveh FET (Slika 20A, B) ostali brez podatkov pri zarodkih,
izpostavljenih suspenziji malih nanodelcev TiO, v koncentracijah 500, 250 ter delno
100 mg/L.

Pri zarodkih, ki so bili izpostavljeni velikim nanodelcem TiO,, smo opazili trend znizanja
Stevila utripov na min z nara$éajodo koncentracijo. Ceprav razlike niso statistiéno
znacilne, je morda tudi majhna razlika v hitrosti srénega utripa izpostavljenih zarodkov
v primerjavi s kontrolo (Slika 21) lahko zelo pomembna. V nekaterih primerih (Slika
20D) pri koncentraciji 1 mg/L, kjer ni bilo smrtnosti (Slika 18D), je opaziti razliko v
primerjavi s kontrolo. Ta podatek kaZe na to, da so tudi v primerih, ko je bila smrtnost
izpostavljenih zarodkov enaka ali niZja od kontrole (Slika 18D, Slika 19A, B), mali in
veliki nanodelci imeli negativen vpliv na zarodke. Ceprav se ta vpliv ni kon&al s smrtjo
zarodkov, je vplival nanje v obliki pove€anega stresa, posledino zniZzanja Stevila
utripov srca na minuto in potencialno na upocasnitev celotnega nadaljnjega razvoja
zarodkov.
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Slika 18: Rezultati testiranja akutne strupenosti malih TiO, nanodelcev (deklarirane velikosti 5 nm) po 24 in 48 h razvoja zarodkov rib cebric.
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Slika 19: Rezultati testiranja akutne strupenosti velikih TiO, nanodelcev (deklarirane velikosti 10 nm x 40 nm) po 24 in 48 h razvoja zarodkov rib cebric.

(B) Letalni ucinki po 24 in 48 h v drugem FET
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Slika 20: Hitrost srénega utripa (udarci na min) po 48 h razvoja zarodkov, izpostavijenih suspenziji malih nanodelcev TiO, (deklarirane velikosti 5 nm).
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Slika 21: Hitrost srénega utripa (udarci na min) po 48 h razvoja zarodkov, izpostavijenih suspenziji velikih nanodelcev TiO, (deklarirane velikosti 10 nm
X 40 nm).
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4.2.5 Subletalni u€inki po 24 in 48 h

Med mikroskopiranjem izpostavljenih zarodkov cebric smo nekajkrat opazili razvoj
edema (Slika 17D), ki je pomemben subletalni u€inek. Nakopienje tekocine v tkivu v
medcelicnem prostoru smo tako opazili le trikrat po 48 h razvoja — enkrat v kontroli,
enkrat pri izpostavitvi zarodkov malim in enkrat velikim nanodelcem TiO,. Zaklju€imo
lahko, da se subletalni uCinki ne pojavljajo statisticno znacilno. Razlog pojava edemov
pa lahko pripiSemo nakljucju, saj se edem pojavlja tudi v naravi, pri zarodkih, ki niso bili
izpostavljeni toksi¢nim snovem.
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4.2.6 Prilegajoce krivulje smrtnosti izpostavljenih zarodkov

PrilegajoCe krivulje smrtnosti zarodkov (Slika 22), ki so bili izpostavljeni suspenzijam
nanodelcev TiO,, nam razkrivajo, da izbrani nanodelci ne povzro€ajo od odmerka
odvisne smrtnosti zarodkov rib cebric. Ceprav razlike niso statistiéno znagilne (Slika
22), lahko opazimo, da vse od najnizje do najviSje testirane koncentracije suspenzije
nanodelcev TiO; (0.1 mg/L) povzro€ijo smrtnost, vi§jo od kontrole. PraZzne vrednosti na
nasih krivuljah ni mogoc&e doloéiti. Tako lahko Ze nizka koncentracija nanodelcev TiO, v
vodi povzroc€i nekoliko povecano smrtnosti rib in potencialno drugih izpostavljenih vrst v
naravi. Zal zaradi teZzav z usedanjem delcev na ovojnice zarodkov nismo uspeli testirati
vi§jih koncentracij in zaradi tega ne moremo vedeti, kaj se tako zgodi pri
koncentracijah, visjih od 100 mg/L. Vrednosti LCs, ni bilo mogoc&e dolodciti, saj nobena
od izbranih koncentracij ni povzrocila letalnih znakov pri 50 % izpostavljenih zarodkov
rib cebric.
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Slika 22: Krivulje smrtnosti zarodkov v odvisnosti od izpostavitve: (A) malim delcem po 24 h, (B)
malim delcem po 48 h, (C) velikim delcem po 24 h, (D) velikim delcem po 48 h. Na grafih so
prikazane srednje vrednosti s standardno napako.
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4.3 Rezultati testa komet

Zarodke, uporabljene v testu komet, smo najprej za 24 h izpostavili vodni suspenziji
malih in velikih nanodelcev TiO, izbranih koncentracij: 0.001, 0.01, 0.1, 1 in 10 mg/L,
kot je opisano v postopku za izvedbo FET (na str. 15 in 16). Na teh zarodkih smo nato
izvedli test komet, kot je opisano v postopku za izvedbo testa komet (na str. 18 in 19).

4.3.1 Mikroskopski pregled preparatov

Pri pregledovanju mikroskopskih preparatov smo opazovali celice, ki so bile od
ostankov zarodkov primerno oddaljene (Slika 23).

Med opazovanjem celic kontrole (izpostavljene ISO-vodi) ter negativne kontrole (NaCl)
je bila DNA, kot je bilo pricakovano, veCinoma nepoSkodovana (Slika 24A). Pri
mikroskopskem pregledu preparatov izbranih testnih koncentracij nanodelcev TiO, pa
smo pogosto opazili celice s poSkodovano DNA (Slika 24B). Pri vi§jih koncentracijah
testne suspenzije je bilo opaziti tudi mocno poskodovano DNA celic (Slika 24C),
podobno kot pri testiranju MMS in BaP, kjer je bilo to pri¢akovano.

(A) (B) (D)
(C) (E)
Slika 23: Fotografije celic, posnete s fluorescentnim mikroskopom: (A) nepoSkodovane, (B)

rahlo po$kodovane, (C) in (D) posamezne celice, ki niso v stiku z ostankom zarodka v desnem
spodnjem kotu, (E) ovojnica zarodka.
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(A) Neposkodovana (B) Srednje poSkodovana (C) Moc¢no poSkodovana celica

Slika 24: Fotografije celic, posnete s fluorescentnim mikroskopom v programu Comet Assay IV:
(A) neposkodovana celica, (B) srednje poSkodovana celica, (C) bolj poSkodovana celica
(komet).

4.3.2 Primerjava poskodovanosti DNA

Primerjava median, izrazene kot vrednosti odstotka intenzivnosti DNA v repu, kazejo
mocan genotoksi¢ni vpliv nanodelcev TiO, na celice zarodkov rib cebric (Slika 25).
Variabilnosti med posameznimi poskusi so prikazane na Sliki 26.

Po pri€akovanjih ni statistiéno znacilnih razlik med kontrolo (ISO-vodo) in NaCl, saj
NaCl predstavlja negativno kontrolo in ne povzro€a poskodb DNA. Drugace je z BaP
(pozitivna kontrola posredno delujoCih genotoksinov) in MMS (pozitivha kontrola
neposredno delujoc€ih genotoksinov), ki pri¢akovano kazeta veliko statisticno znadcilno
poveCano poSkodovanost DNA (Slika 25A). S tem smo potrdili ustrezno delovanje
testa.

Zanimivo je, da nam primerjava med kontrolo in izbranimi koncentracijami malih
nanodelcev TiO, (Slika 25B) kaze statisticno znaCilne razlike za vse izbrane
koncentracije, razen za najnizjo koncentracijo 0.001mg/L. Pri primerjavi vseh
posameznih testnih koncentracij lahko opazimo velike razlike v porazdelitvi varianc.
Izjema je primerjava med koncentracijama 0.1 mg/L in 1 mg/L, ki ne kaze statisticno
znacilne razlike. Pri koncentraciji 10 mg/L se obseg poSkodb DNA statisticno ne
razlikuje od obsega poskodb, ki jih je povzroCila modelna genotoksiCna kemikalija
MMS.

Primerjava poSkodovanosti DNA med kontrolo in izbranimi testnimi koncentracijami
velikih nanodelcev TiO, (Slika 25C) nam kaze, da so razlike statistiCcno znacilne za tri
najviSje izbrane koncentracije (0.1, 1 in 10 mg/L). Pri velikih delcih se statisti¢no
neznacilna razlika med suspenzijo nanodelcev TiO, in MMS pokaze pri niZji
koncentraciji kot pri malih delcih, to je Zze pri 1 mg/L.

Zanimivo je, da so posSkodbe DNA izpostavljenih zarodkov cebric pri uporabi velikih
nanodelcev TiO, primerljive z ucinki MMS Ze pri 10-krat niZji koncentraciji kot pri
uporabi malih nanodelcev, medtem ko je najniZja koncentracija velikin nanodelcev, pri
kateri je bilo opazZeno statisticho znacilno poveéanje poSkodb DNA v primerjavi s
kontrolo (torej LOEC), 10-krat vi$ja kot pri uporabi malih nanodelcev. To pomeni, da je
interval, katerega krajis€i predstavljata vrednosti LOEC, ter najnizja koncentracija, pri
kateri je uCinek nanodelcev ze primerljiv z uéinkom MMS, na prilegajoci krivulji
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smrtnosti zarodkov, izpostavljenih velikim nanodelcem TiO,, krajSi od intervala na
prilegajoCi krivulji smrtnosti zarodkov, izpostavljenih malim nanodelcem TiO, .

Iz rezultatov primerjave poSkodovanosti DNA med testnimi suspenzijami nanodelcev
TiO, in MMS lahko sklepamo, da je aktivhost nanodelcev TiO, primerljiva z aktivnostjo
MMS.

Koncentracija, pri kateri se poSkodbe DNA ne razlikujejo od kontrole, torej ni opaznih
genotoksi¢nih uc€inkov (NOEC), znaSa v primeru malih nanodelcev 0.001 mg/L, v
primeru velikih nanodelcev pa 0.01 mg/L. Na podlagi podatkov, pridobljenih s testom
komet, je tako najnizja uporabljena koncentracija, pri kateri je opazen genotoksiCen
ucinek (torej LOEC) za male delce 0.01 mg/L, za velike pa 0.1 mg/L.
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(A) Kontrole (B) TiO; 5 nm delci (C) TiO; 10 nm x 40 nm delci
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Slika 25: Primerjava kometov med: (A) posameznimi kontrolami (ISO- voda, BaP, MMS in NaCl), (B) izbranimi koncentracijami malih nanodelcev TiO,,
(C) izbranimi koncentracijami velikih nanodelcev TiO,. Statisti¢no znacilne razlike (ANOVA) med poSkodbami DNA, izolirane iz celic kontrolnih ( ISO-
voda) in tretiranih zarodkov cebric, so oznacene z *.
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Slika 26: Variabilnost med posameznimi poskusi (mediane + SD): (A) med izbranimi kontrolami,
(B) med izbranimi koncentracijami malih nanodelcev in (C) med izbranimi koncentracijami
velikih nanodelcev. * predstavija statisticno znacilno (P<0.05) razliko med kontrolnimi in
tretiranimi zarodki (n=6).
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4.4 Povezovanje rezultatov FET in testa komet

S FET smo ob testiranju nanodelcev TiO, obeh izbranih velikosti zabelezili dokaj nizko
smrtnost izpostavljenih zarodkov. Nato pa smo z analizo rezultatov testa komet
ugotovili, da povzro€ajo nanodelci TiO, pri koncentracijah, ki so nizje od teh,
uporabljenih v FET, zelo velike poSkodbe celic DNA. To pomeni, da imajo tako mali kot
veliki nanodelci TiO, negativen uc€inek na zarodke oz. njihovo DNA Ze pri
koncentracijah, kjer letalni, subletalni in teratogeni ucinki sploh Se niso statisticno
znacilno povecani.

Ceprav so bili uginki dobro vidni na nivoju DNA, smo jih lahko »zaslutili« tudi v FET na
nivoju delovanja osnovnih Zivljenjskih procesov, kot je hitrosti krvnega obtoka. Stevilo
srénih utripov na min se je namre¢ v primeru povecanja koncentracije vseh testiranih
nanodelcev TiO, v primerjavi s kontrolo rahlo znizalo. Znano je, da lahko nekateri
toksini upoCasnijo respiracijo in s tem krvni obtok izpostavljenega organizma (bodisi z
neposrednim oviranjem ali posredno s pove€anjem stresa in vecjo porabo kisika kot
vira energije za boj proti stresorju), kar lahko vpliva na njegov nadaljnji razvoj.

Dejstvo, da nam rezultati FET ne kazejo, da bi nanodelci TiO, imeli koncentracijsko
odvisen znacaj in bi krivulje opisovale tipicno matemati¢no odvisnost (npr. linearno ali
sigmoidno, kjer se odziv organizma poveCuje z naras€anjem koncentracije testne
snovi), je lahko povezano z lastnostjo agregacije nanodelcev v vodnem okolju. Znano
je, da nanodelci v vodnih raztopinah agregirajo v skupke, agregate, ki so kot celota
tako veliki, da ne morejo prodreti skozi membrane celic in povzrociti poskodb na in v
celicah. Vendar pa imajo nanodelci tudi to lastnost, da se lahko na robu agregata vsak
Cas odcepijo od celote in prosto potujejo do celic, v celice in v njih povzrocijo razli¢ne
negativne u€inke, med katerimi so tudi poSkodbe DNA.

Morda bi lahko tako na podlagi krivulje smrtnosti sklepali na Skodljivo delovanje
nanodelcev TiO,. Ena izmed moznosti bi bila, da imajo nanodelci TiO, neko
maksimalno prazno vrednost in lahko prehajajo skozi membrane le v okviru dolo¢ene
koncentracije, nakar se njihovo prehajanje ustavi. Med obdelavo rezultatov namrec ni
bilo mogoce opaziti koncentracijsko odvisnega znacaja, ki je znacilen za vecino znanih
testiranih (nevarnih) kemikalij. Razlog za to bi se lahko skrival v njihovih lastnostih, saj
je dobro znano, da imajo nanodelci drugacne fizikalne lastnosti od istih delcev vecjih
velikosti.

Agregacija nanodelcev bi bila lahko tisti faktor, ki dolo€a intenzivnost in obseg
prehajanja nanodelcev TiO, skozi bioloSko membrano. Dejstvo namre¢ ostaja, da
nanodelci v raztopinah agregirajo v vecje delce v odvisnosti od koli¢ine raztopljenih
kationov in anionov v raztopini, v kateri se nahajajo. V nasi raziskavi smo ugotovili, da
se je velikost delcev mocno razlikovala od deklarirane ter da so bili delci pretezno v
obliki aregatov, ki so bili v povreCju vecji od 1 um. Ker se z agregacijo lastnosti
nanodelcev zaasno spremenijo, niso ve¢ sposobni (kot celota, agregat) prodirati skozi
membrane celic, kar pa ne velja za nanodelce na obrobju agregata. Ker pa sta koli¢ina
in intenzivnost agregiranja kot tudi disociacija nanodelcev mo¢no odvisni od koli€ine in
vrste razpolozljivih ionov v raztopini, je proces odcepitve posameznih nanodelcev od
agregatov zelo spremenljiv in kompleksen. Morda se odsotnost koncentracijsko
odvisnega odziva skriva prav v pojavu agregacije delcev. Rezultati testiranja dveh
razliénih kristalnih oblik — anataznih in rutilnih nanodelcev TiO, so se med seboj
nekoliko razlikovali, vendar razlike niso velike.
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Po drugi strani pa smo opazili jasen, od doze odvisen, odziv na ravni poSkodb DNA, in
sicer pri koncentracijah nanodelcav TiO,, ki so bile mnogo nizje od koncentracij,
uporabljenih pri ugotavljanju letalne in subletalne toksi¢nosti. To kaze, da, ne glede na
agregiranost pri nizjih koncentracijah, delci prehajajo v celico v odvisnosti od doze.
Nekatere raziskave so pokazale, da v in vitro pogojih nanodelci TiO, povzro€ajo v
celicah oksidativni stres (Gurr in sod., 2005). Mozno je, da so v nasi raziskavi
ugotovljene posSkodbe DNA posledica delovanja pri oksidativnem stresu nastalih
prostih reaktivnih kisikovih zvrsti, kar pa bo treba potrditi z nadaljnjimi raziskavami.
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5 ZAKLJUCKI

Pri Studiji v okviru tega diplomskega dela smo ugotavljali toksi¢nost in genotoksic¢nost
nanodelcev TiO, dveh razli¢nih kristalnih oblik (anatas in rutil) z razlicno velikostjo
delcev (5 nmin 10 nm x 40 nm) s testnim sistemom z zarodki rib cebric.

Z vrsticnim eletkronskim mikroskopom ter z analizo porazdelitve velikosti nanodelcev
smo ugotovili, da so delci, ki smo jih uporabili v tej raziskavi, vecji kot deklarira
proizvajalec ter da so v suspenziji, pripravljeni v ISO-vodi, pretezno agregirani.

FET, ki smo ga uporabili za ugotavljanje akutne toksi¢nosti, je pokazal nekoliko
poveCano, vendar statistitho neznaCilno, smrtnost zarodkov, izpostavljenih
nanodelcem TiO,, vedjim od 0,1 mg/L. Odziv ni bil odvisen niti od doze niti od velikosti
oz. kristalne oblike nanodelcev. Opazili smo tudi rahlo statisticno neznacilno zniZzanje
hitrosti srénega utripa v primerjavi s kontrolo. Subletalnih in teratogenih u€inkov nismo
opazili.

Test komet je pokazal, da obe uporabljeni kristalni obliki nanodelcev TiO, povzrocata
poSkodbe DNA pri razmeroma nizkih koncentracijah (10 pg/L za majhne delce velikosti
5 nm oz. 100 ug/L za velike delce velikosti 10 nm x 40 nm). Njihovi u€inki na DNA so
bili primerljivi celo z u€inkom znane genotoksi¢ne kemikalije metil metan sulfata.

Kljub temu, da pri FET nismo opazili signifikantnih ucinkov, je test genotoksi¢nosti
pokazal precejSnje poskodbe DNA pri koncentracijah, kjer letalnih, subletalnih in
teratogenih uc€inkov e ni bilo mogoc&e zaznati.

Na osnovi rezultatov testa komet smo za majhne delce dolocili vrednosti NOEC
0.001 mg/L in LOEC 0.01 mg/L, za velike pa NOEC 0.01 mg/L in LOEC 0.1 mg/L.

Na podlagi rezultatov tega diplomskega dela sklepamo, da so testirani anatazni in
rutilni nanodelci TiO, obeh velikosti zelo genotoksiéni v testnem sistemu z zarodki rib
cebric. Pri tem moramo upostevati, da so bili testirani delci v resnici veliko vedji od
deklarirane velikosti. Bili so tudi agregirani, kar pa ne vpliva na relevantnost rezultatov,
saj agregacija delcev v laboratorijskih pogojih posnema dogajanje v naravi. Opazili smo
obsezne poskodbe dednega materiala zarodkov, vendar moramo upostevati, da imajo
zarodki rib izjemno sposobnost popravljanja poSskodb DNA. Zaradi tega se lahko
poskodbe, ki smo jih zaznali z testom komet, tekom nadaljnjega razvoja popravijo, kar
lahko ugotovimo le z dodatnimi dolgotrajnejSimi testi.

NaSe ugotovitve nakazujejo, da nanodelci TiO, obeh velikosti in oblik predstavljajo
potencialno genotoksi€no nevarnost za organizme v vodnem okolju. Vendar pa bodo
za morebitno klasifikacijo nanodelcev TiO, med genotoksi¢ne dejavnike potrebne Se
Stevilne raziskave, med njimi tudi raziskave kroni¢ne izpostavljenosti.
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