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Izvlecek

Vsaka nova tehnologija prinasa mnoga tveganja. Z naras¢anjem prisotnosti nanomaterialov v komercialnih proizvodih
je nujno potrebno ovrednotiti ceno okolja in negativnih vplivov na organizme, pac glede na prednosti, ki jih prinasajo
nanomateriali. Informacije o varnosti in moZnem tveganju zaradi prisotnosti nanodelcev so nujno potrebne. Do
danes je bilo narejenih le malo toksikoloskih Studij glede vpliva nanomaterialov. Proizvodnja, kjer so prisotni tudi
nanomateriali, se razvija brez regulative na podrocju varnosti.

V nasi raziskavi smo uporabili Ze obstojeci test za kovine in pesticide s kopenskimi raki enakonoZci Porcellio
scaber (Isopoda, Crustacea), ki smo ga priredili za nanodelce. Kopenski raki so primerni testni organizmi, saj lahko
analiziramo biooznacevalce na razlicnih ravneh. Rod Porcellio je prilagojen na kopensko Zivijenje in Zivi tudi v
Sloveniji. Hrani se predvsem z odmrlim listiem, lubjem in lesom. V tej Studiji smo analizirali le en biooznacevalec,
ki je povezan z integriteto celicne membrane. Uporabili smo uveljavijeni test z dvojnim fluorescentnim barvanjem
(barvanje z akridin oranznim (N,N,N’,N’-tetrametilakridin-3,6-diamin) in etidijevim bromidom (3,8-diamino-5-etil-6-
fenilfenantridinijev bromid)). Znacilnosti testiranih nanodelcev smo dolocali z visokolocCljivostnim presevnim
elektronskim mikroskopom (TEM). Ugotavijali smo ucinke nanodelcev s pomocjo prehranjevalnega testa in ugotovili,
da nanodelci vplivajo na integriteto membrane. Iz tega lahko sklepamo, da so tovrstni testi primerni tudi kot izhodisce
za testiranje ucinkov nanodelcev za nadaljnje raziskave. Nova spoznanja na podrocju medsebojnega vplivanja med
nanodelci in bioloskimi sistemi bodo pokazala, kaksni naj bodo ucinkoviti testi strupenosti za nanodelce.
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Abstract

Every new technology poses new risks. With the increasing presence of nanomaterials in commercial products, a
growing debate is emerging on whether the environmental and social costs of nanotechnology outweigh its many
benefits. Information about the safety and potential hazards of nano-sized particles is urgently needed. To date,
only a few studies have investigated the toxicological effects of nanomaterials, and no clear guidelines exist on
how to quantify these effects. This study was undertaken to investigate nanoparticles using the test with the
terrestrial isopod Porcellio scaber (Isopoda, Crustacea) devised for soluble chemicals. Terrestrial isopods have
been recognised as suitable organisms for (eco) toxicity studies. Porcellio scaber is well adapted to terrestrial life
and lives also in Slovenija. Toxicity tests with terrestrial isopods are generally used to assess biomarkers at
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various levels of biological organisation. In the present study we analysed only one biomarker related to the integrity
of the plasma membrane. We used fluorescent staining with acridine orange/ethidium bromide. Conventional trans-
mission electron microscopy (TEM) was used to characterise the nanoparticles tested. We determined the effect of
TiO,nanoparticles when consumed with food. The results showed that nanoparticles affected the integrity of plasma
membrane. Conventional toxicity studies have thus proved to be a good starting point for assessing the effects of
nanopatrticles. Further studies of interaction between nanoparticles and biological systems will be needed to de-

velop new and more suitable methods for toxicity testing.
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Uvod

Proizvedeni nanodelci imajo edinstvene elektricne,
termalne in mehanske lastnosti, ki jih koristno
uporabljamo v komercialne, medicinske in okoljske
namene (1). Lastnosti nanodelcev se bistveno
razlikujejo od lastnosti vedjih delcev. Teoreti¢no je
mogoce nanodelce izdelati iz skoraj vseh kemikalij,
vecdina trenutno narejenih nanodelcev pa je iz prehodnih
elementoy, silicija, ogljika (nanocevke, fulereni) in
kovinskih oksidov (cinkov oksid, titanov oksid). Ob
proizvodnji nastajajo tudi razli¢éni nanodelci, ki so
proizvedeni nenamensko: stranski produkt pri
industrijski proizvodniji (mletje, varjenje, bruSenje,
gradbenistvo, tehnologije prsil), izgorevanje biomase
in fosilnih goriv ter izpuh iz motorjev z notranjim
izgorevanjem, Se posebej dieselskih motoriji. Razli¢ni
nanodelci nastajajo tudi v naravi ob eroziji, izbruhu
vulkanov in pozarih (delci prsti, prah, pepel, katran).
Najdemo jih tudi v Zivih organizmih vse od nastanka
zivljenja (biogen magnetit, feritin in drugi). Naravni in
tehnoloSko proizvedeni nanodelci se bistveno
razlikujejo. Naravni so zelo razprSeni, kemijsko
kompleksni in so v tekodini ali zraku, sintetizirani so
manj razprSeni, imajo natan¢no dolo¢ene lastnosti in
so vecinoma trdni (2).

Danes se nanodelci uporabljajo v Stevilnih proizvodih,
kot so kozmetika, hrana, pralna sredstva, zdravila,
tekstil, zascitne odbojne previeke idr. Zaradi Siritve
nanotehnologije se bistveno povecuje izpostavljenost
ljudi v poklicnem in Zivljenjskem okolju, povecalo pa
se je ze tudi obremenjevanje okolja.

Trenutno informacij o tveganju za ¢loveka in okolje zaradi
izpostavitve nanodelcem skoraj ni. V zadnjem ¢asu
se vse bolj pogosto vprasujejo o potencialni nevarnosti
nanodelcev za Cloveka in okolje in to raziskujejo.
Razli¢ne Studije so pokazale, da prehajajo nanomateriali
v telo po razliénih poteh: preko dihal, prebavil in koze
(3). Delci, veliki 70 nm, prodrejo v plju¢ne mesicke,

velikosti 50 nm prodrejo v celice, veliki 30 nm prodrejo
v celiéno jedro, ni pa podatkov o potovanju delcey, ki
so manijsi kot 20 nm. Se vedno ne vemo natanéno kam
delci v organizmu gredo in kako se razporejajo v tkivih
in celicah. Prav tako ne vemo, kako s svojo prisotnostjo
vplivajo na delovanje celic, organov in celotnega
organizma.

Titanov dioksid je uporaben predvsem kot beli pigment
(za beljenje) in za&Cita ucinkovin pred svetlobo. Vse
pogosteje ga uporabljajo v kozmetiki, kot so sonéne
kreme, pudri, sengila, v tekstilni industriji, farmaciji in
drugod (za&citne odbojne prevleke, razne barve in
za$€itna premazna sredstva) (2).

Opredelitev problema

Povecanje razmerja med povrsino in volumnom delca
povzroci povecanije povrsinske energije delca in s tem
vecjo biolodko aktivnost. Interakcije nanodelcev s
tekocinami, celicami in tkivi so najverjetneje drugacne
od interakcij z vegjimi delci iste kemijske zgradbe.
Kvarni ué¢inki nanodelcev najbrz nastanejo na razli¢ne
nacine. Strupenost nanodelcev je verjetno povezana s
fizikalno-kemijskimi lastnostmi, kot so velikost delca,
oblika, aglomeracija, kristalna struktura, kemijska
zgradba, velikost povrsine, kemijske lastnosti povrsine,
naboj na povrsini in poroznost. Stevilna vprasanja o
ucinkih nanodelcev na organizme, ki so domnevno
bistveno drugaéni od ucinkov velikih delcev, so
spodbudila nastanek nove veje toksikologije —
nanotoksikologijo (4).

Zaradi slabega poznavanja in razumevanja interakcij
med nanodelci in proizvodi nanotehnologij se
proizvodnja nanodelcev in nanomaterialov razvija
povsem brez predpisov na podro¢ju varnosti za ¢loveka
in okolje.

V tem trenutku nujno potrebujemo enostavne in
zanesljive metode preizkusanja, ki bodo omogogile hitro
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in zanesljivo dolo¢anje interakcij med celico, tkivi in
organizmom ter proizvodi nanotehnologij. Najverjetneje
je smiselno, da se najprej ugotovi, ali so obstojedi testi
strupenosti za druge kemikalije primerni tudi za
nanodelce in nanomateriale.

Namen raziskave

Namen raziskave je bil ugotoviti, ali povzro¢ijo nanodelci
TiO, poskodbe in spremembe plazmaleme zleznih celic.
Zato smo kot odziv v testu strupenosti analizirali ravno
integriteto plazmaleme. V in vivo testu s kopenskimi
raki smo testne organizme hranili s hrano, ki smo ji
dodali nanodelce titanovega dioksida (TiO,).

Za ta namen smo uporabili uveljavljeni test z dvojnim
fluorescentnim barvanjem (barvanje z akridin oranznim
in etidijevim bromidom), ki se pogosto uporablja za
oceno stanja celic (5). Znagilnost testiranih nanodelcev
smo dolocali z visokologljivostnim presevnim
elektronskim mikroskopom (200kV, Jeol 2010F, TEM).

Materiali in metode

V na$i Studiji smo uporabili dobro poznan test
strupenosti s kopenskimi raki enakonozci vrste Porcellio
scaber (Isopoda, Crustacea) (Slika 1). Kopenski raki
enakonozci so se izkazali kot ustrezen organizem v
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(eko)toksikoloskih Studijah (6). V testu strupenosti z
raki enakonozci lahko analiziramo biooznacevalce na
razliénih ravneh bioloSke organizacije. V nasi Studiji
predstavljamo analize le enega biooznacevalca. Kot
bioloski kazalec delovanja nanodelcev (biooznacevalec)
smo analizirali integriteto celi¢ne membrane s
fluorescentnim barvanjem akridin oranz in etidijev
bromid. Metoda temelji na razliénosti integritete mem-
brane. Akridin oranz prehaja preko neposkodovane in
tudi preko poSkodovane plazmaleme. Barvilo, ki se veze
na dvojno vijaénico DNK, vidimo kot fluorescentno
zeleno, ob vezavi na enojno RNK pa kot fluorescentno
rdece. Etidijev bromid prehaja le preko celic s
poskodovano membrano, po vezavi na DNK ga vidimo
kot fluorescentno rdece (McGahon, 1995).
Neposkodovane in apoptoti¢ne celice imajo zeleno jedro
(ni tako izrazito vidno, ker je ze sama zleza pod
fluorescenco zelene barve), celice s poSkodovano
membrano (nekroti¢ne) pa imajo jedro obarvano rdec¢e
do oranzno.

Za testiranje strupenosti smo uporabili titanove (TiO,,
Sigma-Aldrich) nanodelce velikosti 15 nm. Naredili smo
suspenzije nanodelcev v vodi in z njo namazali spodnjo
stran posu$enih listov leske (Corylus avellana).
Poskusni pogoji so prikazani na Sliki 2. S tako
pripravljenimi listi leske smo Zivali hranili 14 dni. Med
poskusom smo analizirali tudi druge parametre, npr.
tezo zivali, koli¢ino zauzite hrane, koli¢ino iztrebkov
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Slika 1.  Prikaz poskusnih pogojev. Petrijevke s Cistimi (neonesnazZenimi) listi (kontrola) in listi, na katerih je
bil nanos nanodelcev 100 pg/g TiO,, v katerih so bile Zivali 14 dni.

Figure 1. Testing conditions. Petri dishes containing clean leaves (controls) and petris containing leaves
covered with TiO,nanoparticles (100 ug/g), in which animals were kept for 14 days.
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Slika 2. Shematski prikaz raka enakonoZca Porcellio scaber (velikost Zivali 1 cm).
Figure 2. Schematic of Porcellio scaber (1 cm in size).

(7). Kontrolne zivali so bile prav tako 14 dni v petrijevkah,
le da so imele samo liste leske brez suspenzije
nanodelcev. Po koncu poskusa smo prebavne zleze
nekaj zivali testirali z metodo barvanje z akridin
oranznim in etidijevim bromidom, Zleze drugih zivali pa
pripravili po standardnem postopku za pripravo vzorcev
za elektronsko mikroskopijo (fiksiranje po fiksativu
modificirani Karnovsky: 1 % glutaraldehid, 0,4 %
formadlehid, 0,1M kakodilatni pufer, sekundarna
fiksacija z osmijevim tetroksidom, dehidracija in
vklaplanje v smolo Agar100) in pregledali s presevnim
elektronskim mikroskopom (Philips CM 100).

Rezultati

Preskus akridin oranz in etidijev bromid

Z barvanjem akridin oranz in etidijevim bromidom smo
ugotovili razlike med skupino Zivali, hranjeno s TiO, in
kontrolno skupino. Stirinajstdnevno hranjenje rakov
enakonozcev s hrano, ki vsebuje 100 pg/g TiO,, ko
Zivali pojedo 5 pg TiO, / g sveze telesne teze / dan
(Slika 2), vpliva na integriteto celicne membrane. S
poskusom z akridin oranznim in etidijevim bromidom
smo ugotovili, da se spremeni integriteta celicne mem-

brane v celicah prebavnih zlez, Ce so zivali jedle TiO,.
Na sliki 3a so jedra obarvano zeleno, podobno kot Zleza,
kar nakazuje, da poSkodb ni bilo. Na sliki 3b pa so
zaradi destabilizirane membrane vidna rdede do
oranzno obarvana jedra (Slika 3a, b).

Opazovanje nanodelcev

Presevna elektronska mikroskopija (TEM) se je zaradi
visokih povecav in lo¢ljivosti tudi v nasi Studiji izkazala
kot primerna za opazovanje velikosti in oblike
nanodelcey, s katerimi smo zivali hranili (Slika 4).

Razprava

In vivo strupenostni test s kopenskim rakom
enakonozcem vrste Porcellio scaber se je izkazal
primeren za analiziranje udinka 15 nm velikih
nanodelcev TiO,, Ce je bil ta dodan hrani. Test je
primeren, ker nam da razliéne tipe toksikoloskih
podatkov na razli¢nih ravneh bioloske organizacije. To
pomeni, da hkrati spremljamo spremembe na celicah,
tkivu in celotnem organizmu. Dolo¢imo koncentracije,
ki imajo u€inek za dolo¢en del populacije (ECx),in
koncentracije, ki nimajo opaznega ucinka (NOEC). Ti
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Slika 3 a, b. Prebavna Zleza raka enakonoZca Porcellio scaber. Zgornja slika: Zleza kontolne Zivali. Z AO/EB
barvanjem se jedra kontrolne Zivali niso obarvala. Spodnja slika: Zleza Zivali, hranjene z nanodelci
TiO,. Obarvana jedra z metodo AO/EB se vidijo kot enekomerno velike svetle pike. (povecava
400x, svetlobni mikroskop, Axio imager, Zeiss).

Figures 3 a and b. Digestive gland of Porcellio scaber. The upper figure shows the gland of the control
animal : nuclei remained unstained. The lower figure shows the gland of the animal fed with TiO,
nanoparticles. The AO/EB stained nuclei appear as bright points, equal in size (magnification
X400, light microscope, Axio imager, Zeiss).
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Slika 4. Presevna elektronska mikrografija nanodelcev TiO, povprecne velikosti 15 nm (merilo 40 nm in
10 nm), (200 keV, Jeol 2010 F, presevni elektronski mikroskop na poljsko emisijo).

Figure 4. Transmission electron micrography of 15-nm TiO, nanoparticles (scale 40 nm and 10 nm)
(200 keV, Jeol 2010 F, field-emission transmission electron microscope).

podatki so klju¢nega pomena pri oceni potencialne
nevarnosti razliénih ksenobiotikov. Dobljeni rezultati
predstavljajo izhodiS€e za oblikovanje testnega
postopka za razli¢ne nanodelce.

Podatkov o dovoljenih/mejnih koncentracijah
nanodelcev ni, zato so v tej fazi primerne primerjalne
Studije stupenosti nanodelcev in drugih kemikalij. Na
ta nacin je mogoce umestiti potencialne ucinke
nanodelcev. Kopenski raki enakonozci so primeren
organizem za tovrstne primerjalne Studije iz vec
razlogov. Eden pomembnejsih je ta, da ze obstaja

veliko toksikoloSkih podatkov za druge kemikalije
(kovine, pesticide), s katerimi je mogoce primerijati
rezulate testov strupenosti nanodelcev in
nanomaterialov in tako umestititi njihove potencialne
kvarne u€inke na seznam z drugimi nevarnimi
kemikalijami. Pri nanodelcih in nanomaterialih pa $e
vedno ostaja odprto vpradanje, kako ugotoviti njihove
znacilnosti, ki so povezane z u€inkom. Pri drugih
kemikalijah je to brez dvoma koncentracija. Pri
nanodelcih in nanomaterialih pa je med pomembnejSimi
velikost.
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Ob testiranju nanodelcev TiO, so ugotovili, da se z
viSanjem koncentracije zniza rast bakterij E. coliin B.
subtilis. Koncentracija nanodelcev 5000 ppm je
zmanijSala rast E. coli za 72 %. B. subtilis je bil bolj
obcutljiv, saj se je rast ze pri koncentraciji 1000 ppm
zmanS$ala za 75 %, pri 2000 ppm pa za 99 % (10).
Nanodelce TiO, so dodali tudi vodi, v kateri je bila
populacija Daphnie magne.LC50, kjer je bila smrtnost
50 %, je bila dosezena pri koncentraciji 5,5 ppm pri
filtriranih nandelcih. Ob soniciranju delcev je bila
najvisja smrtnost pri koncentraciji 350 ppm (8).

Na podlagi nasih rezultatov in podatkov iz literature
zaklju€ujemo, da so tradicionalne toksikoloSke Studijske
metode dobro izhodis€e za testiranje ucinkov
nanodelcev. Toda zaradi njihovih edinstvenih lastnosti
bodo potrebne nove metode za dolo€anje mehanizmov
delovanja in kvarnih ucinkov (9).

Perspektive

Zaradi zascCite okolja in zaScite ¢loveka pred nanodelci
je potrebno razviti razliéne tipe zanesljivih testov
strupenosti. Poleg in vitro Studij, ki pomagajo razvozlati
osnovne mehanizme delovanja nanodelcev, pa so
nujno potrebne tudi in vivo toksikoloSke Studije na
modelnih organizmih iz razliénih okolij (vodno in
kopensko), in na organizmih, ki sprejemajo nanodelce
na razliéne nacine (z vodo, hrano, dihanjem itd.) in na
organizmih, ki so predstavniki razli¢nih prehranjevalnih
ravni (2).

Za izhodisCe pri tovrstnih Studijah je smiselno izbrati
ze uveljavljene teste strupenosti za vodotope
kemikalije. Sele nadaljnje raziskave in nova spoznanja

na podrocju interakcij med nanodelci in bioloSkimi
sistemi bodo pokazala, kak$ni naj bodo ucinkoviti testi
strupenosti za nanodelce.
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