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IVADAS

Bendru sutarimu nanomedziagoms priskiriamos cheminés struktiiros, kuriy
bent vienas matmuo yra nuo 1 iki 100 nm (HANDY et al., 2008). Su
nanotechnologijomis susijusios tikio sritys — elektronika ir chemijos pramoné
(pvz., kompleksinés dazy dangos automobiliy pramongje); biomedicina ir
farmacija, kai dé¢l palankaus pavirSiaus ploto ir masés santykio nanodalelés
panaudojamos kaip katalizatoriai ar dél savo ypatingos erdvinés atomy
konglomeraty struktiiros — kaip vaisty neSikliai; aplinkg tausojancios technologijos
(saulés baterijos) ir, pagaliau, plataus vartojimo sfera — apsauginiy kremy gamyba
ir kosmetika. Taigi, tick dél nekontroliuojamy priezaséiy, tick gamyboje dabar ir
del ateityje numatomo nanomedziagy pramonés augimo esama pavojaus, kad
nemazai nanodaleliy papildomai toms, kurios susidaro gamtoje degant miSkams ar
po vulkany iSsiverZimy, pateks ] hidrosfera, taip pat ir per pramonines bei
municipalines nuotekas. Duomenys apie nanojunginiy poveikj zmogaus
organizmui sistemingai kaupiami kelis deSimtmecius (GEISER et al., 2005;
OBERDOERSTER et al., 2005), tuo tarpu duomeny apic vandens biotos

nanotoksikologijg esama santykinai nedaug (BLAISE et al., 2008).

Pastaruoju metu, sprendziant i§ publikacijy, atkreiptas démesys | metaliniy ar
metalo oksido nanodaleliy sukeliamus toksinius efektus jvairiems vandens
organizmams. Tarp jy didesn¢ dalis tyrinéjimy tenka gyviininiams objektams,
véziagyviams ir zuvims, ir tik nedidelé — fitotoksiSkumo tyrimams. Metaliniy
nanojunginiy sukelti toksikologiniai efektai grindziami dviem veikimo
mechanizmais — pirmas, kai visi stebimi poveikiai yra siecjami su paciy
nanodaleliy, pvz., CuO, tirpumu tam tikroje terpéje paskleidziant Cu jonus (pvz.,
HEINLAAN et al., 2008; ARUOJA et al., 2009), ir antras, kai ekotoksiSkumo efektai
siejami tik arba bent tam tikra dalimi su paciy nanodaleliy veikimu (GRIFFITT et

al., 2008; MANUSADZIANAS et al., 2012; PERREAULT et al., 2012). Tiriant dumbliy



lasteliy atsaka yra koncentruojamasi i Igstelés sieneles, kaip nanodaleliy kaupiklio
ir toksiSkumo mediatoriaus vaidmenj. VAN HOECKE et al. (2008) pabrézia
zaliadumbliy Pseudokirchneriella subcapitata lastelés sienelés svarba lgstelei
sgveikaujant su nanodaleléms. Kita vertus, skelbiama, kad ne vario jonai, o biitent
vidulgstelingje terpéje susikaupe vario nanodalelés ar jy agregatai yra atsakingi uz
toksinj poveikj auksStesniesiems augalams Phaseolus radiatus ir Triticum aestivum
(LEE et al., 2008). Pagaliau, remiantis Zmogaus lIgsteliy linijos tyrimais, teigiama,
kad jose nCuO sukeliamo toksiSkumo priezastis yra abu minéti poveikio
mechanizmai — tiek nanodaleliy per se, kurios aptiktos jvairiuose lasteliy
kompartmentuose, tiek ir dél vario jony atsiradimo nanodaleléms irstant
lizosomose (MOSCHINI et al., 2013). Taigi, Siuo metu nCuO poveikio mechanizmo

aspektai néra pakankamai atskleisti.

Siuo darbu siekiama istirti CuO nanodaleliy suspensijy toksikologinio
poveikio ypatybes gélavandeniy dumbliy Nitellopsis obtusa Iasteléms,
registruojant jy atsakus jvairiuose biologinio organizuotumo lygmenyse ir
palyginant su vario drusky tirpaly poveikiu. Taip pat, — iSnaudojant
menturdumblio lasteles, kaip unikaly tyrimo objekta su aiSkia pagrindiniy
kompartmenty lokalizacija, iStirti vario pasiskirstymg lasteléje veikiant CuO

nanodaleliy suspensijoms.

Tyrimy hipotezé
Vario oksido nanodaleliy suspensijos toksinis poveikis Nitellopsis obtusa
lastelei pobiidis negali biiti paaiSkinamas vien terpéje esanciy ir su lastelés sienele

susijusiy CuO nanodaleliy disociacija.

Tyrimo tikslas
Istirti CuO nanodaleliy suspensijy toksikologinio poveikio ypatybes
gélavandenio dumblio Nitellopsis obtusa lgsteléms ir palyginti jas su CuSO,

tirpalo poveikiu.



Tyrimo uzdaviniai

1.

IStirti nCuO suspensijy, pagaminty menturdumbliy kontroliniame tirpale,
stabiluma.

Istirti nCuO suspensijomis paveikty N. obtusa Igsteliy membranos ramybés
potencialo ir 1§ ty paciy lasteliy iSskirtos mikrosomy frakcijos
K* Mg?*-ATPazinio aktyvumo, nuo ATP priklausomo protony
elektrocheminio potencialo bei kalio difuzinio potencialo pokycius
palyginant juos su vario drusky tirpaly poveikiu.

IStirti ir palyginti trumpalaikés ekspozicijos vario drusky tirpaluose arba
vario oksido nanosuspensijose jtaka menturdumbliy lgsteliy Zuvimo
Kinetikai.

IStirti vario kaupimasi menturdumbliy Igsteléje ir atskirose jos dalyse —
sienel¢je, citoplazmoje ir vakuoléje, veikiant skirtingoms vario cheminéms

formoms.

Disertacijos ginamieji teiginiai

1.

Lastelés sienelé per trumpa, keliy sekundziy trukmés, ekspozicijg vario
oksido nanosuspensijoje gali sukaupti vario kiekj, pakankama sukelti lasteliy
mirtinguma, kuris pasireiskia po keliy dieny ar ménesiy.

Jei eksponuojant menturdumbliy lgsteles CuO nanosuspensijoje arba vario
druskos tirpale Igstelése susikaupia panasSios toksinés vario koncentracijos,
greita (po keliolikos minuciy) Igstelés membranos depoliarizacija pasireiks
tik vario drusky tirpalo poveikio atveju, taciau véliau mirtingumg sukels tiek
vienas, tiek kitas poveikis.

Per 3-yvalandy N. obtusa lagsteliy ekspozicija vario oksido nanodaleliy
suspensijoje daugiau nei 60 % asocijuoto su Iastele Cu susikaupia sieneléje,

o didzioji vidulgstelinio Cu dalis (apie 80 %) aptinkama citoplazmoje.



Mokslinio darbo naujumas.

1. Pirmg sykj tirtas menturdumblio N.obtusa lasteliy atsakas jvairiuose
biologinio organizuotumo lygmenyse, lastelés membranos
elektrofiziologinés reakcijos ir mikrosomy frakcijos H'-ATPazinio
aktyvumo bei lgstelés i1Sgyvenamumo, veikiant CuO nanodaleliy
suspensijoms terpéje, chemiskai artimoje gamtiniams vandenims.

2. Pirma kartg tirtas sukaupty CuO nanodaleliy pasiskirstymas N. obtusa
lastelés kompartmentuose — sieneléje, chloroplastuose, citoplazmoje ir
vakuoléje.

3. Nustatyta itin trumpa, nuo keliy sekundziy iki keliy minuciy trukmés,
ekspozicija vario drusky tirpale arba vario oksido nanosuspensijoje,

sukelianti lgsteliy zut] po keliy dieny ar net ménesiy.
Praktiné darbo reikSmé.

IStirtas technologiskai svarbaus cheminio junginio, vario oksido nanodaleliy
paveikumas Zvaigzdétojo maurasakio, kuris yra reikSmingas gélavandeniy
producenty atstovas, lastelems. Sis junginys, nors mazai vandenyje tirpus, gali
susikaupti vandens organizmuose ir sukelti toksikologines pasekmes. Gauti
rezultatai jrodo vandens tarSos Siomis nanodalelémis potencialy pavojinguma,

todel 1 juos turi biti atsizvelgta aplinkos kontrolés reikalavimuose.
Darbo aprobavimas ir publikacijos.

Disertacinio darbo tyrimo rezultatai pristatyti ir aprobuoti 1 Lietuvos ir 5
tarptautinése mokslinése konferencijose. Disertacijos tyrimy rezultatai paskelbti
dviejuose moksliniuose straipsniuose — vienas jy iSspausdintas referuojamame ir
turiniame citavimo indeksg Mokslinés informacijos instituto (MII) duomeny
bazeje ISI Web of Science, kitas — referuojamame MII duomeny bazéje ISI Master

List leidinyje, neturin¢iame citavimo indekso.



Darbo apimtis ir struktira.

Disertacijoje yra 81 puslapis. Disertacija sudaro Santrumpos, Jvadas,
Literatiros apzvalga, Tyrimy medZiagos ir metodai, Tyrimy rezultatai bei
Diskusija, Autoriaus publikacijy sgraSas disertacijos tema. Disertacija iliustruota
26 paveikslais, pateikiamos 2 lentelés. Disertacija paraSyta lietuviy kalba,

santrauka — angly kalba.

Padéka

Nuosirdziai dékoju savo mokslinio darbo vadovui dr. Levonui
Manusadzianui uz mokslines id¢jas, patarimus, konsultacijas ir pagalba atliekant
mokslinius tyrimus bei rengiant disertacijos rankrast]. Uz konsultacijas planuojant
darbus bei rengiant disertacija kuo nuoSirdziausias dékui doc. dr. Kaziui
Sadauskui, dr. Rimantui Vitkui bei dr. Sigitai Jurkonienei. Visa darbo laikg
buvusiems Salia laboratorijos kolegoms — dr. Alinai Krevs, dr. Alei Kucinskienei,
Marytei Simelionytei ir dr. Rolandui Karitonui. Taipgi dékoju Chemijos instituto
Gamtos tyrimy centro Giluminés geologijos laboratorijos darbuotojams
dr. Grazinai Skridlaitei, dr. Rimantui Petro$iui ir Laurynui Siliauskui uZ suteikta
galimybe ir pagalbg dirbant skenuojanciu elektroniniu mikroskopu, Augaly
fiziologijos  laboratorijos  inZinierei  Nijolei Bareikienei uz  pagalba
eksperimentiniuose darbuose, algologiy kolektyvui — dr. Juratei Kasperovicienei,
dr. Juratei Karosienei, dr. Juditai Koreivienei, ir dr. Irmai Vitonytei uz nuolatinj
palaikymg ir motyvavima.

Merci beaucoup Pranciizijos Nancy universiteto Aplinkos ir mineroligijos
laboratorijai uz atliktus nanodaleliy dydziy matavimus.

Dékoju Lietuvos Mokslo tarybai uz suteikta parama, pagaliau — ir visiems

puikiems Zmonéms, buvusiems Salia manes visg doktorantiiros laikotarpj.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. NanomedZiagos ir juy patekimas j aplinkg

Bendru sutarimu nanomedziagoms priskiriamos chemingés struktiiros, kuriy
bent vienas matmuo yra nuo 1 iki 100 nm (HANDY et al., 2008). Daznai tai
gamtoje egzistuojanCios natlralios medziagos, bet placios komercinio
panaudojimo galimybés paskatino dirbtiniy nanomedziagy gamyba (BHATT ir
TRIPATHI, 2011). Nanotechnologijomis naudojasi jvairios wikio sritys — elektronika
ir chemijos pramoné¢, biomedicina ir farmacija bei kitos, kuriose nanodalelés
naudojamos dél joms biidingo ir palankaus paskirciai pavir§iaus ploto ir mases
santykio. 2008 m. pabaigoje apie 800 produkty, kuriuos patys gamintojai jvardijo
kaip pagrjstus nanotechnologijomis, buvo laisvai platinami rinkoje. Siuo metu
kiekvieng savait¢ ] rinkg pateikiami vidutiniSkai 3—4 nauji nanotechnologijomis
pagristi produktai , t. y. nanotechnologijomis pagristi produktai yra gana placiai
prieinami  vartotojams.(KISkis, 2010). Nanodalelés panaudojamos kaip
katalizatoriai ar kaip vaisty neSikliai dél savo ypatingos erdvinés atomy
konglomeraty struktiiros; aplinkg tausojan¢ioms technologijoms (saulés
baterijose), kompleksinéms dazy dangoms (automobiliy pramongje) ir, pagaliau,
plataus vartojimo sferoje — apsauginiy kremy gamybai ir kosmetikai. Pleciantis
nanomedziagy panaudojimo galimybéms, kartu pleciasi ir jy gamybos bei
vartojimo mastai. (Pav. 1.1).

Vario oksido nanodalelés (nCuO) jeina j metaliniy dangy bei jy dazy sudétj
(TURNER, 2010), jos naudojamos baterijy bei jy davikliy gamyboje (YANG et al.,
2012; ZHANG et al., 2014), net medicinoje, kaip gydymo antibiotikais alternatyva
(SCHRAND et al., 2010), nes nCuO yra viena i§ populiariausiy antibakterinémis
savybémis pasizyminéiy nanomedziagy (GOMES et al, 2011). Su

nanomedziagomis gaminami pesticidai bei antimikrobinés medziagos, jos tinka
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tekstilés, maisto, sandéliavimo konteineriy, buitinés technikos, dazy, maisto

papildy ir t.t. gamyboje (MAYNARD et al., 2006).

Zemeés Ukis, maisto Laidininky gamyba
pramoné Antikorozinés dangos
Biocidnis Elektrinés
veikimas As a\g:eéu Sintezé
9 ? Naftos pramoné
,]\ Farmacija
nanodalelés vy ’
Ag, Au, Cu, Zn Ni, Cu, Ag
SLOS NIEINS savybés Ni, Co yo¢
funkcijoms Au, Ti
Nanopatalogija Elektronika Fotokatalize
Nanomedicina Farmacija

1.1 pav. Metaliniy nanodaleliy savybés ir jy panaudojimo sritys (pagal SoLoviov,
2014).

Lietuvoje pramoniniu bidu gaminami dujy jutikliai, skirtais degimo
procesui kontroliuoti. Sukurta nanoklasteriy auginimo lazerinio garinimo biidu
technologija (VAITKUS, 2003). Diegiamos nanotechnologijos maisto zaliavy
perdirbimo srityje (VENSKUTONIS, 2013). Sparciai vystosi tyrimai nanomedicinos
bei farmacijos srityse, kuriamos naujos diagnostinés technologijos: panaudojant
aukso nanodaleles sukurtas gliukozés biosensorius (GERMANA et al. 2015),
véziniy lasteliy Zyméjimui panaudotos deimanto nanodalelés (VAITKUVIENE et al.
2015). Atliekami tyrimai, kaip panaudoti aukso nanodaleles gydyti artritg
(LEONAVICIENE et al. 2013).

Ple¢iama gamyba bei panaudojimas Kelia rizika, kad nanojunginiai pateks j
gamting aplinka, kur nekontroliuojamai galés sgveikauti su biotiniais bei

abiotiniais aplinkos komponentais. 2010 metais pasaulyje buvo pagaminta
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mazdaug 260 000-300 000 tony metaliniy nanodaleliy, 1§ kuriy, kaip
prognozuojama, 63-91% anksciau ar véliau atsidurs sgvartynuose, o i$ jy 8-28%
palaipsniui pateks j dirvozemj, 0,4—7 % — vandens telkinius, 0,1-1,5% atmosfera
(KELLER et al., 2013). Nanodalelémis gali biiti uzterStos nuotekos (BLAISE et al.,
2008). Kaip pazyméta ,,nanoECO* konferencijoje Askonoje (2009), jau esama
tyrimais patvirtinty duomeny apie statybose naudojamy dazy, kuriy sudétyje yra
TiO, turinéiy pigmenty, i$siplovimg nuo pastaty sieny ir patekimg nanodaleliy
pavidalu j gamtinius vandenis (KAEGI et al., 2008). Nuotekose ir nuoteky valymo
jrenginiuose rastos 5—15 pg L™ titano nanodaleliy koncentracijos (KISER et al. 2009).

Kartu su kitais nanojunginiais nCuO papuola  aplinka, kaip kietosios dalelés
i§ metalo liejykly, yrancio asfaltuoto pavirSiaus, dylant padangoms (Midander et
al., 2007). 2010 mety duomenimis, pramoniniu biidu pagaminama apie 200 tony
nCuO per metus (KELLER et al., 2013), tad dalis Siy nanodaleliy patenka j vandenj
ir kelia grésme vandens organizmams (LI et al., 2015; ZHAO et al., 2011). Be to,
nCuO gali kauptis vandens organizmuose, bei biiti perduodamas j aukstesnius
trofinius lygmenis tuo sukeldamas pavojy gyviiny ir Zmoniy sveikatai (SHAW et al.,
2012).

1.2. Nanomedziagy toksikologiniai efektai

Siuo metu gausiai skelbiami nauji faktai apie atskiry Zinduoliy organy
vaidmenj kaupiant ir Salinant nanodaleles, atskleidziami jy veikimo mechanizmai
zmogaus lasteliy gyvybingumui ir fiziologijai (GEISER et al., 2005;
OBERDOERSTER et al., 2005), tiriamas nanodaleliy Salinimo mechanizmas peléms
(SADAUSKAS et al., 2009).

Patekusios ] Zzinduoliy Igsteles nanodalelés dazniausiai randamos
endosomose ir lizosomose (IVERSEN et al. 2009). Nanodalelés jprastai patenka |
lasteles receptoriais reguliuojamos endocitozeés budu, patekusios | endosomas yra
pernesamos endosomy brandos keliu ir galiausiai lizosomose suskaidomos.

Endocitozes kelias ir nanodaleliy sukeliami efektai Igsteléje labai priklauso nuo jy

13



pavirSiaus savybiy, ypa¢ nuo krivio (LUNDQVIST et al., 2008; PARK et al., 2011).
Patekusios ] lasteles nanodalelés gali sukelti DNR ir mitochondrijy pazaidas,
lastel¢je suaktyvéja reaktyviyjy deguonies formy gamyba, kinta Igsteliy
metabolitinis aktyvumas (ASHARANI et al., 2009, LIMBACH et al., 2007).

nCuO yra galingas citotoksinas, kurio toksiSkumas tiesiogiai pasireisSkia
nuo koncentracijos ir poveikio trukmés. Patekes 1 Zmogaus alveoliy epitelio
lasteles A549 inhibuoja mitochondrijy ir lizosomy funkcijas, sukelia citoplazmos
degradacija, plazminés membranos pazaidas ir lgsteliy nekroz¢ (MOSCHINI et al.,
2013).

Sausumos augalus nanodalelés veikia nevienodai. Dalyje eksperimenty
toksinis poveikis augalams nenustatytas, kai kuriuose — toksinis poveikis néra itin
didelis, o kitiems augalams pasireiSkia ryskiis toksiniai efektai. Pavyzdziui,
paveikus sidabro nanodalelémis sorgus (Sorghum bicolor) ir pupeles (Phaseolus
radiata), pastebétas augimo slopinimas (LEE et al., 2012), ryzius (Oryza sativa) —
rySkiis morfologiniai augalo pakitimai, Sakny apmirimas (MIRzAJANI et al. 2013), o
dirvozemyje esant 4,51 mg kg™ sidabro nandaleliy jos pateks j salotas (Lactuca
sativa) per 60 pary ir sudarys 0,02% sausos masés, bet nesukels jokiy Zenkliy
biomasés prieaugio ar morfologiniy pakitimy (DOOLETTEA et al., 2015).

Nustatyta, kad nanodalelés gali migruoti augale, pacios visiSkai
nepakisdamos. Titano oksido nanodalelés buvo aptiktos agurky vaisiuose, po 150
dieny nuo paséjimo j 750 mg kg ™ TiO, uzterita dirvoZemj (SERVIN et al., 2013).

Tyrimai rodo, kad j augalus nanodalelés gali patekti ir per lapus. Buvo
parodyta (EICHERT et al., 2008), kad 43 nm skersmens polistireno nanodalelés
pateko j pupy (Vicia faba) lapus, o didesnés dalelés (1.1 um) negaléjo praeiti pro
lapy ziotelés. Taipgi nustatyta (CORREDOR et al., 2009), kad anglimi dengtos
gelezies nanodalelés galéjo prasiskverbti j molitigy (Cucurbita pepo) lapus ir
toliau migruoti | kitus augalo audinius. WANG et al. (2013) nustaté,
kad TiO,, MgO, ZnO ir Fe,O3; nanodalelés, kuriy skersmuo mazesnis nei 100 nm,

patekusios pro arbiizo (Citrullus lanatus) lapy Zioteles migruoja j augalo stiebg ir
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Saknis. Sidabro nanodalelés gali patekti j salotos (L. sativa) lapus, kai Sie
paveikiami 100 g (g augalo gyvo svorio)™ suspensija (LARUE et al., 2014). Vienas
i§ pagrindiniy toksiniy poveikiy, kurj nanodalelés sukelia augalams — tai augalinés
lastelés sienelés ir membranos pazaidos. Dideliais kiekiais ant lgstelés sienelés
absorbuotos nanodalelés gali sumazinti maisto medziagy patekima 1 lastelés vidy,
nanodalelés pazeidzia augaly lasteles, sutrikdydamos dujy apykaita (HONG et al.,
2015). Taip pat, toksinis nanodaleliy poveikis pasireiSkia reaktyviojo deguonies
kiekio lasteléje padidéjimu (REGIER et al., 2015).

EksperimentiSkai patvirtinti Sie patekimo j 1astel¢ mechanizmai:

1) nanodalelés gali patekti ] Igsteles mechaniskai pazeisdamos lgstelés
membranas, pavyzdziui sidabro nanodalelés suzadina bakterijos Escherichia coli
membrang, padidéja membranos poringumas ir pralaidumas nanodaleléms (PAL et
al., 2007);

2) nanodaleliy fagocitozé bei endocitozé (BAUER, 2008);

3) nanodaleliy prasiskverbimas pro lgsteliy membranas difuzijos biidu
(DUNCAN, 2006).

Ekotoksikologiniy duomeny apie nanomedziagy poveikj hidrobiontams téra
mazai (BLAISE et al., 2008). Negausiis duomenys apie nanomedziagy toksiskuma
rodo, kad kai kurie jy, ir neorganings, ir organinés kilmés, yra nuodingi vandens
organizmams. Situacijg komplikuoja tai, kad net ir vandenyje netirpiis cheminiai
junginiai biidami nanoformose gali i§ dalies disocijuoti i jonus. ToksiSkumo
pozitriu, nanodaleliy disociacija vaidina dvejopg vaidmenj. Nors labiau tirpios
metaly dalelés, pavyzdziui, iStirpusiy metalo jony pavidalu, gali prisidéti prie
didesnio toksinio poveikio, labiau stabilios metaly oksidy nanodalelés gali ilgiau
uzsilikti biologinése sistemose ir tokiu biidu kauptis tiek organizmuose, tiek ir
aplinkoje (MIDANDER et al., 2007). Taigi, metaliniy daleliy toksinj poveikj
salygoja maziausiai dviejy rusiy veiksniai: disocijave metalo jonai ir pacios
nanodalelés (AUFFAN et al., 2009). Abu nanotoksiskumo efektai glaudziai siejasi

su metaliniy nanodaleliy suspensijos fizinémis ir cheminémis savybémis (HANDY
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et al., 2008). Pavyzdziui, veikiant 1000 mg-L™" koncentracijos CuO nanodaleliy
suspensija ultragarsu joje disocijuoja 0,24 mg-L™ vario jony (LEE et al., 2008).
Tokia vario jony koncentracija jau gali biiti toksiSka daliai vandens organizmy.
Pavyzdziui, ji sukelty toksinj poveikj vienalgs¢iams dumbliams (Selenastrum
capricornutum), nes 72 val. augimo slopinimg sukelianti vario jony koncentracija
ICso = 0,04 mg-L™" (PERSOONE, 1998), makrofitiniams dumbliams (Nitellopsis
obtusa) — 4-d. LC50 = 0,13 mg-L™" (MANUSADZIANAS et al., 2002), verpetéms
(Brachionus calyciflorus) — 24-val. LCs = 0.023 mg-L™ (CLEMEDSON et al. 1996),
krevetéms (Thamnocephalus platyurus) — 24-val. LCsy = 0.04 mg-L™ (PERSOONE,
1998). Taigi, vertinant ekotoksinj metaliniy nanosuspensijy poveikj, ypac ty,
kurios gaminimo metu buvo paveiktos ultragarsu, t.y. sonifikuotos, bitina
atsizvelgti 1 i8tirpusiy metaly jony sukelto toksiSkumo galimybe.

Siuo metu jrodyta, kad nCuO pasizymi toksiskumu daugeliui vandens
organizmy: véziagyviams (HEINLAAN et al., 2008; ROSSETTO et al., 2014), mikro-
ir makrodumbliams (ARUOJA et al., 2009; MANUSADZIANAS et al., 2012), vandens
augalams (PERREAULT et al., 2014) ir zuvims (ISANI et al., 2013), taciau taip pat
7inoma, kad Cu®* yra zymiai toksiSkesnis daugumai §iy organizmy. Dar daugiau,
kai kurie tyrimai rodo, kad wminis nCuO toksinis poveikis bakterijoms
(BONDARENKO et al., 2012), mikrodumbliams (ARUOJA et al., 2009), pirmuonims
(MORTIMER et al., 2010) bei véziagyviams (OL ET AL., 2012 ), pasireiskia biitent
del i§ nCuO disocijavusiy vario jony.

Visgi, kiti tyréjai teigia, kad ne visas stebimas reakcijas galima paaiSkinti
vien i§ nanodaleliy iStirpusiais vario jonais ir tod¢l yra jmanomas kombinuotas
nanodaleliy ir jony poveikis (GRIFFITT et al., 2008; JIANG et al., 2009;
MANUSADZIANAS et al., 2012; PERREAULT et al., 2012).

Aliuminio, silicio, titano, cinko oksidy nanoformy toksinis poveikis
bakterijoms aiSkinamas ne tik iStirpusiy metalo jony toksiniu poveikiu, bet ir
nanodaleliy gebéjimu kauptis ant Igstelés sienelés (VAN HOECKE et al., 2008).

Pateikiami duomenys, kad SiO, nanodalelés adsorbuojasi ant P. subcapitata
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lastelés sienelés ir sukelia toksinj poveikj per lastelés pavirsiy (LEE et al., 2008).
Panas$iai aiSkinamas Cu nanodaleliy toksinis poveikis Phaseolus radiatus ir
Triticum aestivum sodinukams, pasireiSkiantis augimo slopinimu — autoriy
nuomone sukeliamas paciy nanodaleliy, o ne joms tirpstant atsiradusiy jony, nes
buvo aptikti vario nanodaleliy agregatai ant augalinés lgstelés. Taciau, apzvelgiant
dabartiniy eksperimenty vis dar fragmentiskus rezultatus, negalima aiskiai atskirti
abiejy — nanodaleliy ir jony poveikiu aiskinamy — toksiSkumo mechanizmy.

Nedaug nagrinétas létinis nCuO poveikis. Neseniai i$spausdintame viename
i§ pirmyjy straipsniy, nagrinéjamas létinis veikimas — pakitusios Daphnia magna
reprodukcijos savybés po 21 paros nanodaleliy poveikio (ADAM et al., 2015b).
Autoriai nustaté, kad nanodalelés buvo daug maziau toksiS8kos negu vario druskos,
jei vertinti nominalias (suvienodintas pagal Cu kieki) medziagy koncentracijas.
Terpéje disocijavusi 1§ nanodaleliy vario dalis buvo tokia, kuri galéty sukelti
toksinj poveiki véziagyviams, taciau, kita vertus, dafnijose sukaupiami Zymiai
didesni vario kiekiai jas veikiant nanodalelémis nei CuCl, tirpalu.

Vario jony létinio toksiSkumo tyrimai parodé, kad vandens augaly
Ceratophyllum demersum augimas sumazéja, kai Cu jony koncentracija iSorés
terpéje virdija 0,6 pg-L™* (THOMAS et al., 2013), o vidiné koncentracija augale
padid¢ja vir§ 20 ppm SM. T. WANG nagrin¢jo vario sulfato ir nCuO poveik;]
jurinéms zuvims Epinephelus coioides ir parodé, kad veikiant vienodomis pagal
vario kiekj koncentracijomis (7 mg L™) abi jos neigiamai veikia Zuvy augima,
fermenty veikla, bet vél gi — nanodaleliy atveju Zuvyse sukaupiami kur kas didesni
vario kiekiai (WANG et al., 2014).

VienalgsCiy organizmy, dumbliy atveju, nanodalelés tam, kad patekty i
lastelés vidy turi pereiti du barjerus — Iastelés sienele ir plazming membrang.
Makrofitiniy dumbliy Chara corallina lastelés pory skersmuo 2,1 nm
(BERESTOVSKY et al., 2001). Kitame tyrime, analizuojant polisacharidy
patekima | ty paciy dumbliy lasteles, nustatyta, kad lasteliy sieneliy poros yra
4,6 nm skersmens (PROSEUS et BOYER, 2005). Ivairiy aukstesniyjy augaly lasteliy
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kultiirose, sienelés pory skersmuo, ribojantis molekuliy patekima j lIgstele svyruoja
tarp 3,5-5,2 nm (CARPITA et al.,1979) arba 6,6-8,6 nm (BARON-EPEL et al.,
1988). Be to, teigiama, kad sienelés pory dydis gali kisti dél lgstelés metabolizmo
(CARPITA et GIBEAUT, 1993) arba dél sgveikos tarp lgsteliy ir nanodaleliy
(NAVARRO et al., 2008), taip palengvindamas nCuO patekimg j lastele (MELEGARI
et al.,, 2013). Taip pat, vienas i§ budy nanodaleléms patekti j lgstelés vidy —
endocitozé, pavyzdziui, | cianobakterijy Microcystis aeruginosa (WANG et al.,
2011) ir vienalgs¢iy zaliyjy dumbliy Chlamydomonas reinhardtii (MELEGARI et
al., 2013). Siuo dumbliy lastelése esantis vario kiekis buvo du kartus didesnis
lasteles 6 val. paveikus nCuO suspensija nei tuo atveju, kai lgstelés buvo
veikiamos tirpia vario forma (PERREAULT et al., 2012).

Taigi, nCuO suspensjy poveikis vis dar néra detalizuotas: toksiSkumas gali
buti siejamas ir su nanodaleliy disociacija ] vario jonus terpéje bei lgstelés
sieneléje, su paciy nanodaleliy tiesioginiu poveikiu, o taip pat ir abiejy Siy

poveikiy kompleksu (GYLYTE et al., 2015).

1.3. Charophyceae dumbliai fiziologiniuose ir ekotoksikologiniuose

tyrimuose

Per pastargj; Simtmet] jrodyta, kad gigantiSkos dumbliy, priklausanciy
Characeae, Nitellaceae ir Nitellopsidaceae seimoms, lgstelés yra itin tinkamos
tyrinéti lgsteliy bioelektrines savybes ir jony transporta augaliniy lgsteliy
membranose (WAYNE, 1994). D¢l dideliy matmeny (skersmuo 0,6-2,0 mm, ilgis
4-30cm) ir savybés generuoti veikimo potenciala menturdumbliy Igstelés
vadinamos augaliniu kalmaro aksono analogu (KATAEV, 2008). Menturdumbliy
veikimo ramybés potencialo ir veikimo potencialo amplitudés absoliutine verté
zymiai didesnés nei gyvininiy lgsteliy. Ypal patogiis elektrofiziologinimas
tyrimams tos maurabragieciy rasys, kuriy sienelé neturi zievés — Chara corallina,
Nitellopsis obtusa ir smulkesni Nitella genties atstovai. Dideli 1astelés matmenys

leidzia ne tik nesunkiai jvesti i lgstele mikroelektrodus membranos potencialo matavimui
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ir fiksacijai, bet ir visiSkai pakeisti lastelés vidinj turinj uZipldant jas eksperimentiniais
tirpalais (vidiné perfuzija). Tai leido iSaiSkinti maurabragiec¢iy ramybés potencialo
veikimo mechanizmus (TAKESHIGE et al., 2002; LEFEBVRE et al., 1970).

Augalinése lgstelése membraninj transportg bei elektrocheming pusiausvyra,
o taip pat citoplazmos pH homeostaze ir kitas svarbias fiziologines lastelés
funkcijas didzigja dalimi uztikrina plazminés membranos H'-ATPazés (SMITH IR
REID, 1991; 1998). Lastelés membrama yra pirmasis indikatorius, parodantis
organizmo reakcijg 1 toksikanta, jutiklis, kurio cheminiai ir fiziniai signalai per
daugiapakopes lasteliy reakcijas nukreipiami j tiksling lastelés sritj. Vidulastelinis
neigiamas elektriniy potencialy skirtumas (nuo -150 iki -250 mV) rodo Iastelg
esant integralia ir palaikancia normalig fiziologing bukle. Dalis membranos
potencialo (iki 100 mV), taip pat K jony difuzijos transmembraninis potencialas,
yra glaudZiai susijes su fermentiniais protony siurbliais, ypa¢ K*, Mg*" jonams
specifiskomis H'-ATPazéms (MIMURA, 1995). Fermentinis H*-siurblys uztikrina
ATP hidrolizés reakcijg ir H' tranlokacija i§ citoplazmos per membranas, taip
sukurdamas nuo ATP priklausomg lgsteliy membranos potencialg (SHIMMEN et
TAZAWA, 1977).

D¢l minéty priezasCiy bioelektriniai membranos parametry pokyciai gali biti
naudojami kaip integralus neigiamy poveikiy lgsteléms rodiklis. Buvo parodyta,
kad veiklioji koncentracija, sukelianti 50% vidutinio Nitellopsis obtusa lasteliy
ramybés potencialo (RP) depoliarizacija per 45-90 min., gali biti laikoma
patikimu toksinio poveikio jverciu (ICsp), vertinant bendra cheminiy medZiagy ir
nuoteky méginiy toksiskuma (MANUSADZIANAS et al., 1995 — 2000).

N. obtusa lastelé yra pirmasis biologinis objektas, kurio, nuo Ca** kanaly
priklausomas elektrinis potencialas buvo detaliai i$studijuotas (LUNEVSKY et al.,
1983; SHIINA et TAZAWA, 1987) Pirmakart i§ augalinio organizmo i$skirtas kalcj
fisuojantis baltymas kalmodulinas taip pat buvo isskirtas i N. obtusa lasteliy

(GRISHCHENKO,1994).
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Menturdumbliy Iastelés gausiai naudojamos jvairiuose augaly fiziologijos
tyrimuose: citoplazmos srauty (KAMIYA, 1981; WILLIAMSON, 1975), nuo
druskingumo priklausanc¢io streso (HOFFMANN ir BISSON, 1988; . KATSUHARA et
TAZAWA, 1988), apsvietimo jtakos (PLIETH et al., 1998), gravitacinio jautrumo
(HEINOWICZ IR SIEVERS, 1981, Kiss, 1994) mechanorecepcinio suzadinimo (HOPE
et FINDLAY, 1964; SHIMMEN, 1997) toksikologiniuose (YURIN, 1979; HEUMANN,
1987; KIYOSAWA et ADACHI, 1990; TAKABATAKE et SHIMMEN, 1997) tyrimuose.
Zvaigzdétasis maurasakis (N. obtusa) taip pat yra vienas i§ etaloniniy testiniy
augaly jonizuojancios spinduliuotés sukeltiems efektams tyrinéti (SEVRIUKOVA et
al., 2014). Menturdumbliy Igsteliy plazminés membranos H'-ATPazés tiesiogiai
dalyvauja generuojant membranos potencialy skirtuma, kuris, savo ruoztu, yra
susijes su lIgsteliy gyvybingumu (MANUSADZIANAS et al., 1995; TAKABATAKE et
SHIMMEN, 1997), todél tokio pobiidzio tyrimai itin naudingi nagrinéjant jvairiy
medziagy fitotoksisSkumg. Yra nustatyta tiesioginé koreliacija tarp N. obtusa
ramybés potencialo inhibavimo ir Igsteliy mirtingumo, veikiant Iasteles
sunkiaisiais metalais (MAUSADZIANAS et al., 2002).

Sekliuose ezeruose menturdumbliy s3zalynai yra pagrindiniai maisto
medziagy absorbuotojai. Palankiomis salygomis tankiose priedugninése pievose
sukaupiamg didzioji eZero maisto medziagy dalis, tuo paciu susikaupia ir sunkieji
metalai. Per menturdumblius yra koreguojama neorganiniy medZiagy pusiausvyra
vandens telkiniuose (KUFEL et al., 2002; 2013). Tiriant sunkiyjy metaly
kaupimosi, bei jy migracijos ir lokalizacijos augale désningumus menturdumbliai
taipgi yra populiarus tyrimy objektas (CLABEAUX et al., 2013), (LI ZIJIE et al.,
2008). Aiski dideles lastelés struktiira leidzia atskirai tyrinéti kompartmenty
cheming sudétj taip suskaidant vykstancius biologinius procesy analize (TAZAWA
et al., 1976; 2001).

Apzvelgus naujausia moksling literatiira (ScienceDirect duomeny bazé

http://www.sciencedirect.com/ ), galima pastebéti, kad vél gauséja atlickamy su

maurabragieciais tyrimy, o tai §] tyrimo objekta daro iSskirtiniu.
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2. METODIKA

2.1. Augalinés medzZiagos paruoSimas

Tyrimams Zvaigzdétojo mauraSakio (Nitellopsis obtusa (Desv.) Gr.)
medziaga buvo surinkta Obelijos ezero (Lazdijy rajonas) augimvietése. [
laboratorija dumbliai atgabenti konteineriuose su ezero vandeniu. SvieZiai surinkti
dumbliai apdoroti pasalinant rizoidines bei negyvas lasteles nuo gniuzulo.
Elektrofiziologiniams ir letalumo tyrimams naudotos tarpubamblinés lgstelés. Iki
tyrimo pradzios dumbliai laikomi vandentiekio vandens ir kontrolinio (mitybinio)
tirpalo (APW, angl. artificial pond water) miSinyje santykiu 1:1. Terpés sudétis
(mM): 0,1 KH,PO,; 1,0 NaHCO3; 0,4 CaCly; 0,1 Mg(NO3), ir 0,1 MgSOy, pH 7—
7,8, distiliuotas ar dejonizuotas vanduo, be buferinio tirpalo (VOROBIEV et
MANUSADZIANAS, 1983). Terpé keiCiama pirmg ir septintg dieng po dumbliy

v v

inkubatoriuose, 15°C temperatiiroje.

2.2. CuO nanosuspensiju daleliy dydZiy matavimas
Vario oksido nanodaleliy (nCuO, <50nm, vidutinis dydis ~ 30 nm,

Sigma/Aldrich) suspensija buvo tiriama lazerinés difrakcijos biidu daleliy dydzio
analizatoriumi (Helos, Sympatec GmbH). Koncentruota nanosuspensija 10 g L™
pagaminta praskiedziant dejonizuotu vandeniu. Po 30 min. sonifikavimo zondo
tipo (3 mm) sonikatoriumi (Bioblock Scientific, Vibracell) koncentruota
nanosuspensija laikyta tamsoje keturias dienas iki panaudojimo, esant 4 °C.
Tiriamy koncentracijy (3, 10, 30 ir 100 mg-L™) nesonifikuotos ar sonifikuotos
suspensijos pagamintos praskiedziant APW pries 24 val. (24-val. grupé) iki
matavimy pradzios arba prie§ pat juos (0-val. grupé). 24-val. grupés suspensijos
stikliniuose mégintuvéliuose sonifikuotos 30 min. (Bandelin Electronics RK510,
160-320 W, 35 kHz). Norint istirti sonifikavimo jtakg 0-val. grupés suspensijoms,
nesonifikuotos atitinkamos koncentracijos buvo nenutriikkstamai pumpuojamos |

analizatoriy, ten sonifikuojamos (60 sek.) ir atlikus matavimus, sistema
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praplaunama. Kiekviena suspensija analizuota du kartus po 10 sek., padarant

5 sek. pertraukg tarp matavimy.

2.3. CuO nanosuspensijy gamyba biologiniams tyrimams
Koncentruota nanosuspensija gaminama 10 g nCuO praskiedziant 1L

dejonizuoto vandens. Suspensija sonifikuojama 15 min. ultragarsinéje voneléje
(Intersonic, 1S-2, 300 W, 35 Hz). Laikoma sandariai, tamsoje ne aukstesnéje nei
6°C. Pries eksperimenta koncentruotas tirpalas dar kartg sonifikuojamas
ultragarsinéje voneléje 30 min. (2.1pav.). Darbui reikalingos nanodaleliy
suspensijy koncentracijos ruoStos suspensijg praskiedziant dumbliy kontroliniu
tirpalu  APW. Kiekvienas suspensijos meéginys ruoSiamas atskirame inde,
sonifikuojama 15 min., po to greitai (ne ilgiau nei per 2 sek.) suspensija uzpilama
ant dumbliy lasteliy. Siekiant iSvengti nanodaleliy suspensijos uzkaitimo, |
ultragarsing vonelg dedama ledo, laikas nuo laiko matuojama temperatiira vandens

voneléje, palaikoma 13-18°C.

Kontrolinis tirpalas
nCuO <50nm

109

] 1
! nCuO !
. suspensija :
I i APW I
1 1
1 1
1 1

1Ld.H,0

Sonifikavimas
15 min

\----¢____J

Nedelsiant
(< 2sek)

1
Konc. suspensija [
I -
f. 10gL" |ng
] 1
] 1
1 1
] 1
4

30 min

Letalumo stebéjimas <~ Praskalavimas & Ekspozicija
72 dienos LEDg, APW 2x 5sek — 24 val

2.1 pav. nCuO suspensijos gamybos letalumo tyrimams eiga.
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2.4. Dumbliy letalumo tyrimai
2.4.1. Letaliosios koncentracijos (LCsg) nustatymas

Tyrimo tikslas — nustatyti toksikanto koncentracija, sukelianc¢iga 50%
testuojamy lgsteliy zutj. Standartiniy Giminiy biotesty trukmé 4 ar 8 dienos, taciau
menturdumbliy 1gsteliy mirtingumo kitimas gali biiti stebimas ir ilgiau, iki dviejy
ménesiy. Tuo atveju, terpé atnaujinama kas dvi savaites.

Standartinés  trukmés testas atlickamas sudedant 3-10cm ilgio
tarpubamblines lasteles j Petri 1¢kStutes po deSimt, kiekvienai koncentracijai imant
po 3040 Iasteliy t. y. 3—4 nepriklausomais pakartojimais (n = 3-4), kas dieng
patikrinama kiek lasteliy Zuvo. Apie lastelés Zuvimg sprendZziama i§ turgoro
praradimo: pakélus mentele lgstele, ji sublitiks$ta. Tyrimo metu lgstelés laikomos
inkubatoriuose, 15 °C temperatiiroje, tamsoje. Gavus duomenis ir apskaiciavus
mirusiy lgsteliy skaifiy procentais, bréziama koncentracijos—atsako kreive. LCsg
vert¢ gaunama taikant logisting aproksimacijg su nekintan¢iomis asimptotémis (0

ir 100).

2.4.2. Mirtingumo kinetika, letaliosios ekspozicijos trukmés (LEDx) ir poveikio
slenkscio nustatymas

Siais tyrimais siekta nustatyti dumbliy lasteliy mirtingumo kinetika
kontrolingje terpéje pries tai jas paveikus CuSO4 x5 H,O (Merck) tirpalu
(3,2mg' L") ar nCuO suspensijomis (4, 10, 30 ir 100 mg-L™") skirtinga laika:
5sek., 15sek., 30 sek., 1 min., 3 min., 5 min., 15 min., 30 min., 1 val., 3 val.,
6val. ir 24 val. Kiekvienai ekspozicijos trukmei imama po 30-60 lasteliy
(10 lasteliy Petri 1ékstutéje), t.y. 3-6 nepriklausomi pakartojimai (n = 3-6).
Reikiamos koncentracijos nCuO suspensija kiekvienos 1¢kStutés Igsteléms
(pakartojimui) gaminama atskirame inde. Suspensija po 15 min. sonifikavimo
ultragarsingje voneléje nedelsiant uzpilama ant Igsteliy (2.1.pav.). Petri 1ékstutéje,
pasibaigus ekspozicijos trukmei suspensija nupilama, Igstelés du kartus

iSskalaujamos APW ir perdedamos j Svarig 1€kStute su APW. Lasteliy mirtingumo
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dinamika eksperimento pradzioje tikrinama kas keleta valandy, pirmg ménesj —
kas 1-2 dienas, véliau — kas 3-4 dienas. Lasteliy buklé stebima iki 70 dieny nuo
tyrimo pradzios. Kartg per savaite pakei¢iama kontroliné terpé.

Ivertinama LEDsg, t.y. ekspozicijos trukmé, kurios pakanka, kad, Iasteles
perkeélus 1 kontroling terpe, buty sukeltas 50% lasteliy mirtingumas. LEDsg, verte
apskaiciuojama taip, kaip ir LCsq atveju, tik analizuojant tam tikru laiko momentu
(po ekspozicijos) gautg mirtingumo ir ekspozicijos trukmés priklausomybe.

Poveikio slenkstis arba minimali poveikio trukmé — trumpiausias
ekspozicijos laikas, sukeliantis statistiSkai reikSmingg mirtingumo efekta
perkeltoms | kontroling terpg lasteléms, palyginus su nanosuspensija nepaveikty
dumbliy Igsteliy mirtingumu, nustatoma i§ mirtingumo kinetiky kreiviy, tam tikru

laiku palyginant mirtingumo tikimybes.

2.5. N. obtusa lasteliy ramybés potencialy matavimas ir elektrofiziologiniy
tyrimy eiga

Lastelés ramybés potencialas (RP) buvo matuojamas taikant K-anestezijos
metoda, kai nedidelj lastelés fragmenta paveikus 100 mM KCI tirpalu pasiekiamas
elektrinis kontaktas su citoplazma (SHIMMEN et al., 1976). Abipus plazmolemos,
t. y. tarp citoplazmos ir kontrolinés terpés lagstelés iSoréje, susidarantis elektriniy
potencialy skirtumas buvo matuojamas iSoriniais (ekstralgsteliniais) sidabro
chloridu padengtais sidabro (Ag/AgCl) elektrodais (EVANS et LEAL, 1980).
Toksiskumas siejamas su lasteliy ramybés potencialo depoliarizacija, t.y. joO
absoliutinio dydzio mazéjimu veikiant tiriamuoju tirpalu (MANUSADZIANAS et al.,
1999).

Biotestavimo procediiros buvo atlickamos kambario temperatiiroje, esant
pastoviam iSsklaidytam apSvietimui. IS organinio stiklo pagamintos testavimo
kameros virSutiné dalis suskirstyta j keturias vienody segmenty dalis (2.2 pav.)
Atskirg testavimo segmenta sudaro testavimo geldelé¢ ir vazelinu uzpildytas

izoliacinis griovelis. Dvi viena prieSais kitg i$sidés€iusios ir centriniu grioveliu
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atskirtos grupés (po 8 testavimo geldeles grupéje) sudaro vieng 1§ dviejy bloky.
Registravimo elektrodai tvirtinami vir§ kiekvienos geldelés ir talpinami Salia
lastelés. Papildomai kiekvienoje grupéje yra po vieng identiSkg testiniam
referentin] segmentg, kurio geldeléje talpinamas referentinis Ag/AgCl elektrodas.
Elektrinis rySis tarp referentinés geldelés ir centrinio griovelio, kuris, savo ruoZtu,
siejasi su citoplazma, yra gaunamas per I pavidalo tiltelj, uzpildyta 2% agaro,
istirpinto 3 M KCI tirpale. Vienas tiltelio galas talpinamas centriniame griovelyje,
kitas - referentinéje geldeléje. Lasteliy bioelektriniai signalai sustiprinami ir
perduodami per iSorin¢ integruota daugiakanalg sasajg ,,Akstis* i kompiuterj,
kurio monitoriuje yra atspindimi kreivémis (2.3 pav.). Kompiuteriniy programy
»EIfC ir ,,Viewer* pagalba gali biiti stebima lasteliy elektrofiziologiniy reakcijy
kinetika eksperimento metu arba vykdoma sukaupty duomeny perziiira ir analize
po bandymo, pasirenkant tiek bet kurios 1§ 32 lgsteliy, tiek grupiy, sudaryty i 8,

16 ar 32 bioelektrinius duomenis.
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2.2 pav. Testavimo kamera ir signaly perdavimo bei registravimo schema. TK —
testavimo kameros virSutin¢ dalis; tg — testavimo geldelé; SSPB — signaly stiprinimo ir
perdavimo blokas; 77— IT-formos tiltelis; ¢ — centrinis griovelis; rg — referentiné geldelé;
re —referentinis elektrodas; v —izoliacinis vazelino griovelis; me — registravimo
elektrodas.

Prie§ paveikiant lgsteles tiriamuoju tirpalu ar suspensija, jos 1,5-2 val.
adaptuojamos kontroliniame tirpale, kol nusistovi kiekvienos grupés lasteliy RP
vidutiné reikSme, t.y., kai S§i reikSmé per 30 min. pakinta ne daugiau + 2 mV.
Keiciant tirpalus kiekviena geldel¢ buvo praplaunama po du kartus kontroliniu
tirpalu taip pasalinant prie§ tai veikusio tirpalo likucius. Lasteliy RP kinetika buvo
matuojama iki 28 val., veikiant 10, 30, 100, 500 ir 1000 mg-L™ nCuO suspensijomis.

2.3 pav. Elektrofiziologinio testavimo sistema.
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2.6. H'-ATPaziy aktyvumo mikrosominéje frakcijoje tyrimai

Lasteliy mikrosominés frakcijos iSskyrimui naudotas N. obtusa gniuzulas be
rizoidiniy Igsteliy. Frakcija iSskiriama diferencinio centrifugavimo biidu
(MANUSADZIANAS et al., 2002). Specifinis K', Mg®" - ATPazés aktyvumas
membrany preparatuose siejamas su ATP hidrolizés metu susidarancio
neorganinio fosfato (P;) kiekiu, isreikStu umol/mg baltymo/h. P; nustatomas
spektrofotometriSkai pagal spalving reakcijg (A = 750 nm).

Vezikuliy pralaidumas jonams ir geba generuoti transmembraninj potencialg
buvo matuojamas spektrofluorimetriniu metodu, panaudojant potencialui jautry
zondg diS-Cs-(5) (0,33 uM). Fluorescencijos matavimas buvo atlickamas
spektrofluorimetru SFR-1, kuris turi epiobjektyva ir eliminuoja S$viesos
i§sklaidymo poveikj, kadangi signalas Sioje sistemoje registruojamas tiesiogiai
nuo analizuojamos terpés pavirSiaus. Kiekvienam bandymui buvo nustatomas
optimalus vezikuliy ir zondo santykis, titruojant zondo tirpalg vezikuliy
suspensija. Kalio difuzinis potencialas (KDP) buvo generuojamas specifiniu
jonoforu — valinomicinu (8,33:10° M). Rezultatai pateikti, laikant KDP = 100% ir
nuo jo skaiCiuojant indukuojamg monensino natrio difuzinj potencialg bei nuo

ATP-priklausomg AuH" (MAKSIMOV et al., 2002).

2.7. Vario kiekio lastelése nustatymas

Siam tikslui naudotos ilgos menturdumbliy lastelés (mazdaug po 20 vnt.).
Ant lasteliy uzpilama 4, 30 ar 100 mg-L™ koncentracijos nCuO suspensija,
laikoma nuo 5sek. iki 24 val. Pasibaigus ekspozicijai, suspensija nupilama,
lastelés 2 kartus praskalaujamos APW, po to lastelés perkeliamos | sausg Petri
Iekstele su jklotu filtriniu popieriumi ir palickama dziuti kambaryje ar

inkubatoriuje 4—7 dienas, esant 25-30°C, iki orasausés medziagos masés — lgstelés
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DzZiovinimas iki Deginimas Kaitinimas + 0.5 ml

pastovios SM mufelinéje krosnyje HNO; kol ragstis
25-30°C; [ 550°C; [ nugaruos
4-7 dienos 2-3 val. iki V2 turio

| N2

Praskiedimas 5 mL
dH.0

\)

Cu matavimas

2.4 pav. Vario kiekio nustatymo N.obtusa lastelése procedira.

18dziuvusiomis laikomas tuomet, kai dvi dienas i§ eilés tikrinant sudZiuvusiy
dumbliy svorj jis yra pastovus (2.4 pav.).

Véliau dumbliai pasveriami, sudedami j porcelianinius tiglius ir deginami
mufelingje krosnyje 30 min., esant 450°C, véliau dar 2-3val. 550°C

temperattiroje. Gauti pelenai uzpilti 0,5 mL koncentruotos azoto riigsties, tirpalas
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garinamas ant elektrinés plytelés iki pusés tiirio. Po to méginys praskiedziamas
dejonizuotu vandeniu iki 5 mL.

Bendrasis vario kiekis (Cu) i8Smatuotas indukuotos plazmos optinés emisijos
spektrometru (ICP-OES) (Perkin Elmer Optima 7000DV, JAV), esant
Acy = 327,393 nm. Prietaiso kalibracijai naudoti standartiniai 0,100; 1,00 ir
10,0 mg'L™ Cu drusky tirpalai (Perkin Elmer, JAV). Kalibracinés kreivés
koreliacijos koeficientas 0,999997. ISmatuotas vario kiekis perskaic¢iuojamas 1 ¢

sausos medZiagos.

2.8. Lasteliy frakcionavimas

Zvaigzdétojo mauragakio lastelés paveikiamos 100 mg-L™* nCuO suspensija
3 val. Pasibaigus ekspozicijai, lgstelés du kartus perplaunamos kontroline terpe.
Véliau imama po vieng lagstele ir dedama ant filtrinio popieriaus. Lastelei kiek
apdziuvus (apie 1 min.), t.y., kol jos pavirSius tampa matinis, ji dedama ant
stiklinés plokstelés, astriu skalpeliu nupjaunamas lastelés galas (apie 4 mm nuo
bamblio) (2.5 pav.). Atsargiai laikant uz kito galo Igstelé pakeliama vertikaliai vir$
Ependorfo mégintuvélio. Pirmi vienas ar du lasai, iStekantys 1S Igstelés — vakuolés
frakcija. Jos grynumas jvertinamas vizualiai (visiSkai skaidrus lasas) bei
iSmatuojamas pH. Rigstingumas N. obtusa Igsteliy vakuoléje turi biiti apie 5,5
(GYANES et AL., 1978). Jei reiksmé didesné, vadinasi vakuolés frakcija uztersta
citoplazma. Priklausomai nuo apSvietimo menturdumbliy citoplazmos pH

svyruoja nuo 7,3 tamsoje iki 7,8 apsvietus (MIMURA et KIRINO, 1984).
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Nupjaunamas Loy Pirmas lasas Liy Atsargiai iSspaudzia-
vienas i$ bambliy vakuolés sultys mas vidinis turinys

6 ¢ o

P = e e e o e o - e -

_ . I Centrifugavimas |
Lastelés sienelé - 1 (4000 rpm, 10 min)

Chloroplastai | o

(nuosedos)

Citozol

+vakuolé <
(supernatantas)

2.5 pav. N. obtusa lagstelés skirstymas j atskiras dalis: A — visa lastelé, B - 1gstelés
bamblys, C — istekanti vakuolé, D — bendras Igstelés vidaus turinys. Bruksnys (B) lygus

palyginamajam matmeniui 0,5 mm.

Likes Iastelés turinys, atsargiai stumiant pirStais, yra iSspaudziamas ] kitg
meégintuveél] — jj sudaro likusi didesnioji vakuolés dalis ir citoplazma su joje
esanciais organoidais. Spaudziama nuo sveikojo lastelés bamblio per visg lgstelés
ilg] iki mazdaug 1 cm nuo pjiivio vietos. Iki pjiivio vietos nespaudziama, kad varis

nuo lastelés pavirSiaus nepatekty j vidinj lastelés turinj. Surinktas citoplazmos ir
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vakuolés misinys centrifuguojamas 7 min., 10000 aps.-min.”.  Nusiurbus

supernatantg gaunama Citoplazmos-vakuolés miSinio frakcija, surinkus nuosédas —

chloroplasty frakcija (WHITEHOUSE et MOORE, 1993).

Kiekvienas méginys i$ trijy Iastelés frakcijy (kiekvienos frakcijos po tris
méginius, n=3) praskiedziamas dejonizuotu vandeniu iki 4 mL ir
spektrofotometriskai (Zr. 2.7) i$matuojamas vario kiekis (mg-mL™).

Vario kiekiui jvertinti lastelés sieneléje méginiai ruoSiami pagal tg pacia

metodika, kaip ir visos lgstelés atveju. Vario kiekis sieneléje normuojamas 1 g

sausos medziagos.

2.9. Vario identifikavimas N. obtusa lgstelése skenuojanciu elektroniniu
mikroskopu (SEM)

Dumbliy lastelés, eksponuojamos 3 val. 100 mg-L™ nCuO suspensijoje, du kartus
nuplaunamos kontroliniu tirpalu, po to frakcionuojamos auksc¢iau aprasytu budu.
Slapiosios lastelés dalys — vakuolé, chloroplastai, citoplazmos ir vakuolés misinys
uzlasinami ant inertiSkos anglies juostele padengto metalinio stalelio, palaukiama,
kol méginys i8dzius. Sausos lgstelés sienelés fragmentas klijuojamas ant inertiskos
anglies juostelés. Bandiniai, ruoSiant juos cheminiy elementy sudéties tyrimui
rentgeno spinduliy iSsklaidymo (EDX) analizés sistema, yra padengiami 15—
25 nm storio anglies sluoksniu, panaudojant CA7625 Carbon Accessory (Emitech)
priedelj. Stereometrinés nuotraukos gautos naudojant FL (fluorescencijos) ir
Soninés Sviesos sklaidos (BSE, back-scattered electrons) detektorius. Pavyzdziai
nufotografuoti ir analizuoti skenuojanciu elektroniniu mikroskopu (FEI Quanta
250, The Netherlands), esant 100-10000 karty didinimui. Elementy sudéties

analizés taskelio skersmuo 5 um.
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2.10. nCuO disociacijos tyrimai

Vario oksido disociacija, t. y. i§matuojamos Cu®* koncentracijos atsiradimas
terpeje, tirta taikant ultrafiltravimg ir bendrojo Cu matavimg ultrafiltrate bei
netiesiogiai — matuojant terpés optinj tankj. Cu®* koncentracijai i§matuoti
nanosuspensijoje, bendrame vidulgsteliniame lgstelés turinyje bei vakuolés ir
citoplazmos-vakuolés miSinio frakcijose, méginiai buvo centrifuguojami 1 val.,
5000 g (RosseTTO et al.,, 2014) specialiuose ultrafiltravimui pritaikytuose
megintuvéliuose (Microsep™ Advance Centrifugal Devices, Pall Corporation,
USA) su 1 kDa pralaidumo filtrais, nes visiskai istirpusiy metaly daleliy dydis yra
mazesnis nei 1 nm (~1kDa) (Obpzak et al., 2014). Gauti filtratai (n=23)
praskiedziami distiliuotu vandeniu iki 4 mL ir juose iSmatuojamas Cu kiekis
(mg mL™) (Zr. 2.7 skyriy).

Partigstinus vario oksido nanosuspensijg tikétasi dalies nCuO disociacijos
(STUDER et al., 2010) — tokiu atveju nanosuspensijos optinis tankis turéty
sumazéti. Pagaminus 100 mg-L™ nCuO suspensijas dejonizuotame vandenyje arba
kontroliniame tirpale pagal standarting schema, optinis tankis matuotas tris kartus:
pirma, iskart po pagaminimo (laikas tarp sonifikavimo pabaigos ir optinio tankio
iSmatavimo mazdaug 2 min.); antrg —po 3val. (jvertinus nCuO nusédima,
sukracCius kiuvete ir pasonifikavus 15 min.) ir tre¢ig — po 24 val. kartojant pries tai
vykdyta procediira. pH matuotas iSkart pagaminus suspensijas, po 3 ir 24 val.
pagal standarting schemg. Tyrimo variantai — pirmas, kontrolinis tirpalas (realus
pH, be buferinio tirpalo); antras ir tre€ias — riigStingumas artimas menturdumbliy
lastelés vakuolés pH = 5,5, gautas arba partigstinus terpg pridedant 0,1 mM HCI ir
nenaudojant buferinio tirpalo, arba pH stabilizacijai panaudojant MES buferinj
tirpala (10 mL-L™"). Meginiy optinis tankis (A=327 nm) matuotas
spektrofotometru Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies).
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2.11. Statistiné duomeny analizé

Letaliosios koncentracijos LCsq ir letaliosios ekspozicijos trukmés LEDxg
reikSméms apskaiCiuoti taikyta probit regresin¢ analizé. Dvi 1§ atitinkamy
priklausomybiy gautos jy mediany reikSmeés laikytos skirtingomis, jei nepersikloja
Siy reikSmiy pasikliautinieji intervalai, kitu atveju, kad biity patvirtintas statistinis
skirtingumas, taikytas Licfildo-Vilkoksono testas. Siekiant palyginti mirtingumo
dalines tikimybes tam tikru laiko momentu (i§ mirtingumo kinetikos kreiviy),
buvo taikomas tikslusis FiSerio testas. Statistinéms palyginimo procediiroms
taikytas 0,05 reikSmingumo lygmuo. Duomenys analizuoti statistiniais

programiniais paketais SPSS 13.0 ir OriginPro 8.

3. REZULTATAI
3.1. CuO nanosuspensijuy charakterizavimas

3.1.1. Nanodaleliy dydZio skirstiniy priklausomybé nuo suspensijos
koncentracijos ir sonifikavimo

Nanosuspensijas (3-100 mg-L™* nCuO) sudaranéiy daleliy ar jy aglomeraty
dydziy skirstiniy duomenys pateikti 3.1 lenteléje. Maziausios dalelés, kurios buvo
iSmatuotos tiek bandymo pradzioje, tiek po 24 val. buvo 200 nm ar mazesnio
dydzio. Taciau jos néra vyraujancios visy tirty koncentracijy nanosuspensijose,
igskyrus 0-val. grupéje, esant 3 mg'L™' (nesonifikuotai ir sonifikuotoms)
suspensijoms ir esant 10 mg-L™" (sonifikuotai) suspensijai, — pastaryjy daleliy
dydziy pasiskirstymy moda 500 nm. Aglomeraty dydis jvairavo nuo mikrometro
iki deSim¢iy mikrometry. Po 24 val. skirtumai tarp sonifikuoty ir nesonifikuoty
suspensijy buvo neZymiis — atitinkamy koncentracijy daleliy dydZio skirstiniy
modos beveik nesiskyré, prieSingai nei ka tik pagaminty suspensijy (iSskyrus
dviejy 3 mg'L™" suspensijy). DidZiausioje tirtoje 100 mg-L™ tiek nesonifikuotoje,

tiek sonifikuotoje suspensijose po 24 val. susidaré didesni nei 85 pum aglomeratai
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ir, norint atlikti daleliy dydziy analizg, teko papildomai 60 sek. sonifikuoti —
tuomet dominuojantis daleliy dydis buvo 4,5-5um. Net po papildomo
sonifikavimo, jau po 3 min. matavimas ir vél buvo nejmanomas, nes nanodaleliy
aglomeratai vir§ijo analizatoriaus matuojamy daleliy dydziy diapazong. Taigi,
suardyti sonifikacijos metu nCuO aglomeratai labai greitai vél susiformuoja. Kaip
matome 3.1.1 pav., atlikus pirmgji matavimg iskart po sonifikavimo, moda jau po
5 sek. padidéjo nuo mazdaug 700 nm iki 1200 nm (3.1.1 pav. A, ir A,). Skirstiniy
mody slinktis rodo, kad $ios koncentracijos (30 mg-L™* nCuO) nanosuspensijoje

reaglomeracijos procesas baigési po 3—5 min. (3.1.1 pav. By ir B,, C; ir Cy).

3.1.1 lentelé. Nanodaleliy aglomeraty dydZio (nm) skirstiniy duomenys nesonifikuotose

(ns) ir sonifikuotose (s) CuO nanosuspensijose.

Skirstiniy parametrai 0 val. Skirstiniy parametrai po

) . 24 val.
Matavimo parametrai — — ——— —
Maziausia Moda DidZiausi Maziausia Moda DidZiausia
reik§meé areikSmé reikSmeé reikSmeé
3 mg-L'1 (ns) 200 500 2000 200 5000 10000
3 mg-L'1 (s) 200 500 5000 200 5000 15000
3mgL!(s,po3min) 200 500 5000 - - -
10 mg-L'1 (ns) 200 3000 20000 200 4000 15000
10 mg-L'l (s) <200 500 2000 200 4000 15000
30 mg-L'l (ns) 200 5000 40000 200 5000 30000
30 mg-L'l (s) <200 1000 25000 200 4500 15000
30 mg-L'1 (s,po3 200 3500 30000 - - -
min.)
30 mg-L'l (s, po 200 5000 30000 - - —
5 min.)
100 mg'L'1 (ns) 200 6000 40000 200* 5000* 15000%*
100 mg-L'1 (s) 200 4000 40000 200* 4500* 15000%*

100 mg-L™ (5,po3min) 200 5000 80000 - - -
* matavimas atliktas po sonifikavimo.
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3.1.1 pav. Nanodaleliy matmeny  skirstiniai, iSmatuoti 30 mg-L'1 nCuO
suspensijoje iSkart po sonifikavimo (Aj ir Az), po 3 min. (By ir By) ir po 5 min. (Cy ir Cy).

Pertrauka tarp dviejy gretimy matavimy 5 sek., vieno matavimo trukmé 10 sek.

3.1.2. CuO nanodaleliy nusédimo suspensijoje greitis
Per tris valandas suspensijoje, kurios nominali koncentracija iSkart po jos

sonifikavimo buvo 100 mg-L™* nCuO (arba 79.9 mg Cu-L™), stebimas spartus CuO
nanodaleliy nusédimas — Petri 1ékstelése (h =1,5cm, d = 11 cm), kuriose atliktos
lasteliy ekspozicijos lgsteliy mirtingumui jvertinti, suspensijos (h =1,0-1,2 cm)
pavirSiname sluoksnyje (0-0,2 cm) lieka vos 2 % pradinés Cu koncentracijos,
iSmatuotos ICP-OES (3.1.2 pav.). Matuojant vario nusédimg 50 mL tirio
mégintuvélyje (h=10cm, d =2,7 cm), kuriuose buvo atliekami Cu matavimai,
Cu koncentracija 0,5 cm aukstyje nuo dugno po 3 val. sudaré 58 % pradinés
koncentracijos. Praéjus pirmai minutei po suspensijos sonifikavimo, pavir§iniame

Petri lekstelés sluoksnyje pradiné koncentracija sumazéjo 42,8 %-ais, 0 mégintuvéliuose
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3.1.2 pav. CuO nanodaleliy aglomeraty nusédimo kinetika pavirSiniame suspensijos
(pagamintos kontroliniame tirpale) sluoksnyje Petri 1ékstutése (1) ir mégintuvéliuose prie
dugno (2), matuojant Cu koncentracija ICP-OES. 3 — vario koncentracija, iSmatuota

3,18 mg Cu-L™ vario sulfato tirpale.

prie dugno — 10,4 %-ais (3.1.2 pav.). Nusédimo greitis Petri 1ékStelése 1-180 min.
buvo pastovus 0,24+0,04 mg Cu min™ (3.1.2 pav. 1 ties¢), tuo tarpu prie dugno Cu
koncentracija 1-60 min. mazéjo 0,28 mg Cumin™ (2a ties¢), o 60—1440 min. —
0,016+0,002 mg Cu min™ (2b ties¢).

3.1.3 Terpés sudéties ir pH jtaka suspensijos fiziniams parametrams
Terpés pH jtaka tirta 100 mg-L™ nCuO suspensijoms, pagamintoms

dejonizuotame vandenyje arba APW (3.1.3 pav.). Visais atvejais, tiek po 3val.,
tiek po 24 val. nuo suspensijos pagaminimo ir sonifikavimo, i§skyrus (1) varianta
su dejonizuotu vandeniu ir neutraliu pH, optinis tankis sumazéjo (neuzbriksniuoti
stulpeliai 3.1.3 pav.), o tai rodo nCuO daleliy nusédimg. Po pakartotinio Siy
suspensijy sonifikavimo 15 min. optinis tankis (OD, A =327 nm) v¢l padidéjo
(2, 1°, 2°, ir 3’ variantai), ta¢iau ne iki pradinio lygio. Jei OD sumazéjimg po 3 ar
24 val. galima susieti su nusédimu, tai suspensijy mazesnes OD reikSmes nei

pradinés po pakartotinio sonifikavimo turétume sieti su dalies nCuO daleliy
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iStirpimu arba jy aglomeraty susmulkéjimu, daranciu jtaka suspensijos optinéms

savybéms.
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3.1.3 pav. . CuO nanosuspensijy, pagaminty dejonizuotame vandenyje (H,O, 1-3)
ir kontroliniame tirpale (APW, 1'-3’), optinio tankio (OD) priklausomybé nuo pH.
MES — buferinis tirpalas; s — sonifikuota.

B (-val. (s); BB 3-val; EEE_ 3-val. (s); EEA_24-val. ir - 24-val. (s).

Dejonizuotame vandenyje pagamintose suspensijose optinio tankio kaita
priklaus¢ nuo pH. D¢l MES pridéjimo j suspensijas jy pH buvo gana stabilus ir
nuo pradinio 5,5 pakito nedaug ir po 3-24 val., t.y. 5,4-5,7 (3.1.3 pav. variantas
2), jose OD sumazéjo daugiausiai (30 %), palyginus su pH 6,5-6,6 (variantas 3),
kai rigs§tingumas buvo stabilizuotas tik HC1 (20 %) ir su pH 7,2-7,4 (variantas 1),
kai pradiné pH verté¢ nebuvo kei¢iama — OD reikSmé statistiSkai nesiskyré¢ nuo
pradinés. PrieSingai, tirpumas kontroliniame tirpale pagamintose suspensijose i$
esmés nepriklausé nuo pH suspensijose, iSlaikytose 3 val. (3.1.3 pav. variantai 1°,
2’, ir 3’), nors po 24 val. suspensijose su MES (variantas 2’) OD sumaz¢jimas
buvo didziausias (46,5 %). Jei suspensijose vykstant] daleliy nusédimg pagrjstai
galima vertinti pagal OD sumaz¢jima, tai sieti suspensijy OD sumaZz¢jimg su

nCuO disociacija galima tik su i§lygomis, nes OD poky&iai yra didesni nei Cu®*
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koncentracijos  poky€iai. nCuO  suspensijos (nominali  koncentracija
79,9 mg Cu'L?, iSmatuota — 76,40+ 0,51 mg-L™"), pagamintos kontroliniame
tirpale (pH 7,8), disociacijg jvertinus ultrafiltravimo ir tiesiogiai ICP-OAE metodu
iSmatuojant vario, kuris po filtravimo pro 1 kDa~ Inm poros dydzio filtrg
prilyginamas vario jonams, koncentracijg, gauta 0,025 + 0,006 mg cu® L?

reik§meé, kuri atitinka vos 0,033 % pradinio vario kiekio suspensijoje.

3.2. N. obtusa lasteliy, veikiamy CuSO, ir nCuO, elektrofiziologinis atsakas
2006-2015 m. buvo periodiskai atlieckami elektrofiziologiniai testai Su
referentine medziaga, CuSO,. Siy testy atskaitos taskas yra ICso, L.
koncentracija, per 90 minuc¢iy sukelianti lgsteliy vidutinio ramybés potencialo
vidurkio 50 % depoliarizacija. Pagal reguliariai atlickamy testy jvert] yra
patikrinama lgsteliy funkciné bukle, nes jy elektrofiziologinis atsakas priklauso
nuo dumbliy surinkimo sezono ar i§laikymo laboratorijoje trukmés (VITKUS et al.,
1998). Nustatyta tokia 90-min 1Csq reikSmé vario sulfato druskai (mediana + Se;
n): 4,3+0,46 mg-L" (n=12 referentiniy testy). Lasteliy bioelektrinio atsako
kinetika, paveikus 3,18 mg Cu®*-L*(CuSO, tirpalas), parodyta 3.2.1pav. Si
koncentracija darbe panaudota jvairiems tyrimams CuSO, ir nCuO poveikiams
palyginti. CuSO, sukelta depoliarizacija prasideda tuojau pat, paveikus Iasteles,
per pirmasias penkias minutes N. obtusa Igsteliy RP pakinta mazdaug 7 % nuo
pradinio lygio, po 15 min. ~ 10%, po 30 min. ~ 20 %, o po 90 min. ~ 40 %. Si
koncentracija lgsteléms toksiska, nes net ir po trumpos ekspozicijos lasteles
perkélus j kontroling terpe depoliarizacija iSlieka bei stipréja (po 30 ir 90 min.

ekspozicijos).
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3.2.1 pav. Nitellopsis obtusa lgsteliy ramybés potencialo kinetika, veikiant
3,18 mg Cu®*-L™ (CuSO,). Rodyklés zymi poveikio, kuris prasidéjo 0-minute, pabaiga ir
atplovimo kontroliniame tirpale pradzig, po 5 min. (1), 15 min. (2), 30 min. (3) ir
90 min. (4). Kiekviena kreivé gauta i 14—16 lasteliy atsaky.

PrieSingai vario drusky tirpalams, eksperimenty metu iSryskéjo savitas nCuO
suspensijy  poveikis menturdumbliy lasteliy membranai. Jo negalima
charakterizuoti standartine 90-min 1Cg, verte, kadangi per §j laikg Igstelés
membrana depoliarizuojasi maziau nei 10 %, net zenkliai didinant nCuO
koncentracija. Per ilgesni laikg iSrySkéja stipresnis sonifikuoty suspensijy
veikimas (3.2.2. pav.), todél prailginus ekspozicijos trukme iki paros bei padidinus
suspensijos koncentracija iki 500 mg-L™ buvo jmanoma apskai¢iuoti ICso i%
koncentracijos-atsako  kreiviy (3.2.3 pav.). Pateikti 24-val. IC5, jverciai
sonifikuotoms (s) ir nesonifikuotoms (ns) suspensijoms (mediana ir 95 % PI),
atitinkamai, 36,7 (24,8-53,3) mg-L'1 ir 122 (58,2-) mg-L'1 (skirtumas statistiskai

reikSmingas).
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3.2.2 pav. Zvaigzdétojo maurasakio lasteliy vidutinio ramybés potencialo (RP)
kinetika, veikiant 10-100 mg-L™ nesonifikuotomis (A) ir sonifikuotomis (B) vario

oksido nanodaleliy suspensijomis. Kiekviena kreivé gauta i§ 12—16 Iasteliy atsaky.
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3.2.3 pav. Zvaigzdétojo maurasakio lasteliy, paveikty 24 val. sonifikuotomis (s)
ir nesonifikuotomis (ns) nCuO suspensijomis, vidutinio ramybés potencialo
depoliarizacijos priklausomybé nuo koncentracijos. Kiekviena kreivé gauta i§ 12-16
lasteliy atsaky. BrikSninémis ir taSkinémis kreivémis parodyti atitinkami 95 %
pasikliautinieji intervalai.
3.3. nCuO jtaka N. obtusa Iasteliy mikrosomuy frakcijos membrany

funkciniam aktyvumui
Tiriant nCuO nanosuspensijy poveiki N.obtusa lastelés membranose

funkcionuojan¢iai K*, Mg®*-H*-ATPazei ir katijony pernasai, mikrosominé
frakcija 1§ dumbliy iSskirta ir analizuota i8kart po 15, 60, 180 ir 360 min. trukmés
islaikymo 100 mg-L™ koncentracijos nCuO suspensijoje. Paveikty lasteliy
H*-ATPazés hidrolitinis aktyvumo slopinimas didéjo ilgéjant poveikio trukmei
(3.3.1pav. A). Ilgiausios trukmés (360 min.) poveikis slopino H'-ATPazés
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aktyvumg 72 %, palyginant su antrgja kontrole (Kgzqp), t.y., nepaveikty dumbliy
lasteliy mikrosomy frakcijos H'-ATPazés aktyvumu po 360 min. Per §j laika
mikrosominés frakcijos H'-ATPazés aktyvumas kontroléje sumazéjo ~ 25%.
Priesingai H'-ATPazés aktyvumo kaitai, veikiant nCuO suspensijai nebuvo
uzregistruota Zymiai nuo kontrolés besiskirian¢iy nuo ATP priklausomo
transmembraninio elektrocheminio potencialy skirtumo (ApH™) (3.3.1 pav. B) ir
valinomicino pagalba generuoto kalio difuzinio potencialo (KDP) (3.3.1 pav. C)
pokyc€iy mikrosomy frakcijose, iSskirtose iSkart po ekspozicijos. Tai rodo, kad,
nors paveikus nCuO suspensija, i§ N. obtusa lasteliy iSskirtos mikrosomy frakcijos
vezikulése funkcionuojanti K¥, Mg**-H*-ATPazé yra slopinama, tadiau protony
transmembraninis transportas ir pasyvus K* pralaidumas néra sutrikdomi.
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3.3.1 pav. nCuO suspensijos (100 mg'L™?) veikimo trukmés (minutémis) jtaka
N. obtusa Iasteliy membranos H'-ATPazés aktyvumui (A), transmembraniniam
elektrocheminiam potencialui (ApH") (B) bei kalio difuziniam potencialui (KDP) (C). Ko
ir Ksgo atitinka matavimus kontroléje, atliktus ekspozicijos pradzioje ir pabaigoje.
Mikrosomy frakcija iSskirta iSkart po inkubacijos su nCuO. Pateikta vidurkis = sn, n = 3.

* Statistiskai reikSmingi skirtumai nuo kontrolés (p < 0.05).
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3.4. nCuO suspensijy jtaka lasteliy mirtingumui

3.4.1. Sonifikavimo jtaka nanosuspensijy toksiSkumui

Nagringjant nCuO suspensijos poveikj N.obtusa lIgsteliy mirtingumui
pirmiausia nustatyti skirtumai tarp sonifikuoty ir nesonifikuoty nanodaleliy
suspensijy. Letaliyjy koncentracijy reikSmeés pateiktos 3.4.1 lenteléje. Skirtumai
tarp sonifikuoty ir nesonifikuoty suspensijy poveikio itin rySkiis pirmasias 3—
4 dienas, vé¢liau poveikis suvienodéja ir po 8 dieny skirtumas tampa statistiSkai

nepatikimas.

3.4.1 lentelé. N. obtusa lasteliy, paveikty sonifikuotomis ir sonifikuotomis nCuO
suspensijomis, letalumo duomenys (mediana + se), esant jprastoms miniy biotesty

trukméms. 50 % letaliosios koncentracijos i§reiktos mg-L™.

nCuO 96 val. LCs 192 val. LCsg
nesonifikuota 436 +0,35 0,79+0,10
sonifikuota 2,81 +0,24 0,59 + 0,23
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3.4.1 pav. Zvaigzdétojo maurasakio lasteliy LCso reikimiy kinetika paveikus

sonifikuotomis ir nesonifikuotomis vario nanodaleliy suspensijomis.

3.4.2 Poveikio trukmeés jtaka N.obtusa lgsteliy mirtingumui
Trumpalaikiy ekspozicija jtaka N.obtusa Igsteliy mirtingumui tirta
panaudojus vario druskos koncentracija 3.18 mg Cu® L™ ir nCuO suspensijy

koncentracijas 3,2; 7,99; 23.97 ir 79,9; mg Cu L. DidZiausia suspensijos ir
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tirpalo koncentracijos padidintos ~ 150 karty, palyginus su 8 dieny letaliosiomis
koncentracijomis. Darbe nustatyta vario sulfato 8-d. LCs, = 0.024 + 0.007 mg-L™
reik§mé (mediana + se). Palyginimui, atitinkama 4-d. LCso = 0.128 + 0.027 mg-L™
(MANUSADZIANAS et al., 2002). Padidintos koncentracijos pasirinktos siekiant
tenkinti lgstelése sukaupto per trumpg ekspozicijg vario cheminés analizés
jautrumo reikalavimus.

Paveikus lasteles nCuO 79,9 mg Cu-L™ koncentracija greitas (iki 2 dieny)
50 % virsijantis mirtingumas sukeliamas per vienos valandos ir ilgesnés trukmés
ekspozicijas (3.4.2 pav. A). Po 4dieny 50% mirtinguma jau virSija 30 min.
poveikio trukme, tuo tarpu 15 min trukmés ekspozicija sukelia 50% mirtinguma
tik deSimta dieng nuo atplovimo pradZios. Tuo padiu metu, ir statistiSkai
reikSmingai (p<0,05) palyginant su kontroline lgsteliy grupe, mirtingumas
padidéja ir 3-5 min. eksponuotose lastelése. Nanosuspensijoje 5 sek.—1 min.
eksponuotos lgstelés nepasieké 50% mirtingumo, taciau statistiSkai reikSmingas
skirtumas nuo kontrolinés lgsteliy grupés iSryskéjo po 1 mén. nuo atplovimo

pradzios.
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3.4.2 pav. N. obtusa lasteliy mirtingumo kinetika kontrolinéje terpéje, po 5 sek.—24 val.
ekspozicijos. A —79.89mgCuL? (100 mg'L*nCu0O) ir B-23.97Cu* mgL
! (30 mg-L'1 nCuO) suspensijose. Pastorintos kreivés Zymi nuolating ekspozicija nCuO
suspensijoje. BriikkSnin¢ taskiné linija Zymi statistiSkai reikSmingg skirtumg nuo
kontrolinés lgsteliy grupés (o =0.05); n=40 ir 60 lasteliy kiekvienam variantui,
atitinkamai (A) ir (B).
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nCuO koncentracija sumazinus tris kartus iki 23.97 mg Cu-L™ (3.4.2 pav. B)
nuolatiné ekspozicija 100 % mirtinguma sukelia po 7 dieny. 3—6 val. ekspozicijos
trukmes paveiktos lgstelés 50 % mirtingumg virSija po 2 dieny nuo poveikio
pradzios. 1 val. ekspozicijos trukmes jtaka lgsteliy Zuvimui statistisSkai reikSmingai
nuo kontrolinés grupés atsiskiria 4-3 dieng, 1-5 min. paveiktos lastelés 6-3 dieng
nuo atplovimo kontrolinéje terpéje pradzios, o 30 sek.—20-a dieng. 5-15 sek.
eksponuoty nCuO 23.97 mg Cu-L™* koncentracijos suspensijoje N. obtusa lasteliy
mirtingumas statistiSkai reikSmingai nesiskyré nuo kontrolinés Iasteliy grupés
mirtingumo, taigi Sioje koncentracijoje 30 sek. poveikio trukme galima laikyti
poveikio slenks¢iu — tokiu trumpiausiu ekspozicijos laiku, kuris sukelia statistiskai
reikSminga mirtingumo efektg perkeltoms j kontroling terpe Iasteléms, palyginus
su nanosuspensija nepaveikty dumbliy lasteliy mirtingumu.

Mazesniy koncentracijy, 4 ir 10 mg-L™ (3,2 ir 7.99 mg Cu-L™, atitinkamai),
nCuO suspensijos veikia panasiai esant nuolatinei ekspozicijai, sukeldamos 95 %
mirtingumg po 24-26 dieny. Toks panasus poveikis buvo stebétas Iasteles
i§laikius 24-48 valandas 7,99 mg Cu-L™ suspensijoje, tatiau 3,2 mg Cu-L™
koncentracijos suspensijoje iSlaikyty 24 valandas lasteliy 95 % mirtingumas
stebétas jau po 36 dieny. Pastarosios koncentracijos suspensijoje trumpiau,
15 min.—6 val., eksponuoty lgsteliy 50 % mirtingumas uZzregistruotas po 36 pary
nuo ekspozicijos pabaigos. Siai 4 mg-L™ nCuO suspensijai poveikio slenkstis —
trys minutés (zuties tikimyb¢ statistiSkai patikimai skiriasi nuo kontrolés po 48
dieny). 7,99 mg Cu'L™ suspensijoje trumpiau, 1 min.—1val., veikty lasteliy
50 %mirtingumas stebétas po 48 dieny nuo ekspozicijos pabaigos. 5 sek.—30 sek.
trukmeés ekspozicija nesukelé statistiSkai reikSmingos Ziities, palyginant su
kontroline lasteliy grupe, todél poveikio slenkstis, paveikus 10 mg:'L™* nCuQO

suspensija — viena minuté (po 48 dieny).
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3.4.3 pav. N. obtusa Igsteliy mirtingumo kinetika kontrolinéje terpéje, po 1 min.—
6 val. ekspozicijos 3.18 mg'L™ CuSO,. Pastorinta kreivé Zymi pastovia ekspozicija
tirpale. Bruksniné taSkiné linija Zymi statistiSkai reikSmingg skirtumg nuo kontrolinés

lasteliy grupés (a = 0.05); n = 30.

Menturdumbliy lasteles paveikus 3,18 mg-L™ CuSOy, tirpalu 15 min.—6 val.,
statistiSkai reikSmingai nuo kontrolés besiskiriantis mirtingumas kontrolinéje
terpéje stebimas jau pirmaja parg (3.4.3 pav.). Tuomet Zista visos nuolatinj
CuSO, poveikj patiriancios lgstelés bei 3—6 val. eksponuotos Igstelés. Per antra
parg 100% mirtinguma pasiekia ir 1 val. eksponuotos Igstelés. 15-0s min. poveikis
po 4 dieny sukelia 45 % mirtinguma, po 8 dieny — 60 %. Po 27 dieny atplovimo
statistiSkai reikSmingai nuo kontrolinés lasteliy grupés atsiskiria 1 min
ekspozicijos trukmé, todél 3.18 mg-L™ vario sulfato poveikio slenks¢iu laikome
1 min.

Palyging vario sulfato (3.4.3 pav.) bei vario oksido nanosuspensijy
(3.4.2 pav.) poveikius matome, kad, esant ilgesnéms poveikio trukméms (1-6 val.)
nCuO suspensijos sukelia vélesne lasteliy zut] (pasizymi atidétu toksiniu
poveikiu). Trumpesnés ekspozicijos stebétuoju 48 dieny po poveikio metu sukelia

panaSaus dydzio Igsteliy letaluma.
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Letaliosios ekspozicijos trukmés (LEDsgy) vertés apskaiCiuotos jvertinus
lasteliy letalumo kinetikos duomenis eksponavus keturiy koncentracijy nCuO
suspensijomis, bei trijy koncentracijy vario drusky tirpalais. Didesniy — 30 ir
100 mg' L™ nCuO suspensijy sukeltas poveikis skirtingas tik pirmas 12 dieny, po
to iki eksperimento pabaigos LEDsy reikSmés kinta nedaug ir reikSmingai
nesiskiria. Mazesnés koncentracijos nCuO suspensijos (4 ir 10 mg-L™) per pirmas
dvi savaites nuo atplovimo pradZios nesukelée didesnio nei 50 % lasteliy
mirtingumo lasteléms pasirinktame ekspozicijy intervale, todél LEDsy reikSmeés
neapskai¢iuotos. Po 35dieny nuo ekspozicijos pabaigos 10 mg-L* nCuO
suspensijoje (atplovimo kontrolingje terpéje pradzios) apskaiciuota LEDsgq reikSme

(6,4 + 2,5 min.) statistiSkai nesiskiria nuo 100 mg-L™* nCuO LEDs,
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3.4.4 pav. 50% letaliosios ekspozicijos trukmés (LEDsp, mediana +se) Kinetika
paveikus N. obtusa lasteles vario drusky tirpalais (0,36; 0,64; 3,18 Cu mg-L™, pabraukti
skai¢iai) ir nCuO suspensijomis (4; 10; 30; 100 mg-L™* CuO, paryskinti skaiiai).

reik§més (2,7 + 1,4 min.). Eksperimento pabaigoje (62 diena) jau ir 4 mg-L™

nCuO suspensija sukelia mirtinguma, kurio LEDsg reik§mé 3,2 + 0,7 min., o tal,
palyginus su 100 mg-L™ suspensijai gauta LEDs, reikime 1,14 + 0,5 min., skiriasi

tik apie 3 kartus.
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Vario drusky tirpaly atveju apskaiGiuotos §ios LEDsg reikmés: 0,36 mg-L™
vario druskos tirpale 94,5+ 35min., 0,64 mgL?—27, 9+ 11 min. ir 3,18 mgL* —
4,6 +1,8min., (3.4.4 pav.). Didziausia CuSO, tirpalo koncentracija paveikty
lasteliy LEDsg reikSmés nuo 12 iki 64-os dienos nesiskyré nuo LEDsg reikSmiy,
gauty 30 ir 100 mg Cu-L™ nCuO suspensijoms.

3.5. Vario kaupimasis N. obtusa Igsteléje ir jos dalyse
3.5.1. Vario kaupimasis dumbliy Igsteléje

Vario kaupimosi dinamika dumbliy Igstelése matuota lgsteles paveikus 4, 30,
ir 100 mg-L™* nCuO suspensijomis (atitinkamai 3,20, 24,0 ir 79,9 mg Cu-L™) bei
510° M vario sulfato tirpalu (3,18 mg Cu? L) (3.5.1 pav.). Nustatyta aiski
sukaupto vario kiekio lgstelés sausos sausojoje mas¢je (SM) priklausomybé nuo
nCuO suspensijos koncentracijos visame tirtame ekspozicijy diapazone (3.5.1A—
Cpav.). Veikiant 4 ir 30mgL™ koncentracijy suspensijoms artimas
eksponentiniam vario kaupimo didéjimas buvo stebimas 15 min.—6val.; po
ilgiausios 24 val. trukmés lasteliy ekspozicijos, Cu kiekis lgsteléje padidéjo
santykinai nedaug, atitinkamai, 13,5 ir 24,3 % nuo kiekio, sukaupto po 6 val.
(3.5.1 A ir Bpav.). Veikiant 100 mg-L™" suspensijai, Cu kiekio eksponentinio
augimo dumbliy lagstelése fazé prasidéjo 3—5 min. ir baigeési po 3—6 val.; panasiai,
kaip ir maZesniy koncentracijy atveju, po 24 val. Cu kiekis padid¢jo santykinai
nedaug, palyginus su sukauptu kiekiu po 6 val., 20.4 % (3.5.1C pav.). Po 5-
15 sek. sukaupto Igstelése vienam SM vienetui Cu kiekis nebekito per pirmaja
ekspozicijos minute visais tirty nCuO suspensijy koncentracijy atvejais.
StatistiSkai patikimas vario kiekiy skirtumas nuo kontrolés sukaupiamas lasteles
i§laikius 30 ir 100 mg-L™ nanosuspensijose vos 5 sekundes (3.5.1 pav. B ir C).
Vario kiekis, sukauptas lastelése po 6 val. ekspozicijos 4, 30 ir 100 mg-L™* nCuO
suspensijose buvo, atitinkamai, (vidurkis+sn, n): 0,310,001 (2); 1,68+0,24 (2) ir
3,11+2,53 mg Cu g™ SM (3) (vidurkis+sn, n=3).
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Dumbliy lasteles veikiant CuSO, tirpalu, (3,18 mg Cu* L™) artimas
eksponentiniam vario kaupimo didé¢jimas buvo stebimas, esant ilgesnés trukmes
ekspozicijoms, nuo 1iki 24 val. (3.5.1 pav. D). Palyging kaupimosi Igsteléje
kinetika i§laikant ja 4 mg-L™* nCuO suspensijoje (3,20 mg Cu-L™) ir vario sulfato
tirpale matome, kad sukaupti vario kiekiai tais paciais laiko momentais labai
panasiis, pvz., po 30 min, 1val. ir 6 val. vario kiekiai suspensijoje ir tirpale
nesiskiria (t-testas, o =0,05), nors po 24 val. eksponavimo vario jony tirpale
eksponuotose lgstelése buvo iSmatuotas didesnis sukaupto vario kiekis
(3.5.1 pav. A ir D). Panasy palyginimg atlikdami ne pagal vienoda nominaly vario
kiekj suspensijoje ir tirpale, o pagal suspensijos ir tirpalo sukeliamg vienoda
toksikologinj atsaka, turime palyginti atitinkamy veikliyjy koncentracijy
sukeliamg jtaka vario kaupimuisi. Misy atveju, dvi koncentracijos, kurios sukelia
pusés veikiamy per 8 dienas lasteliy zitj — 100 mg-L™* nCuO ir 3,18 mg Cu®* L™
CuSOy, (kiekviena jy mazdaug 150 karty virSija veikligsias, 8-d. LCsq reikSmes).
Nanosuspensijos atveju buvo sukaupti zZymiai didesni vario kiekiai — per visas
tirtas ekspozicijos trukmes sukaupto lgsteléese Cu santykis, paveikus skirtingy
cheminiy formy variu, Cupano / CUgruska buvo maziausiai 5 (iSskyrus 24 val.), o
maksimalus santykis 19 ir 9 gautas, atitinkamai, po 1 ir 3 val. ekspozicijos, t.y.

eksponentinio Cu kaupimo fazgje.
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3.5.1 pav. Vario kaupimasis N. obtusa lastelése (mg g™ SM), jas islaikius nuo 5 s
iki 24 h skirtingos koncentracijos CuO nanosuspensijose — 4 mg-L™ (A), 30 mg-L™ (B) ir
100 mg-L™ (C) bei CuSOj tirpale — 3,18 mg Cu L™ (D). Zvaigzdute pazyméti statistiskai

reik§mingi skirtumai nuo kontrolés (a = 0,05).

3.5.2. Vario kaupimasis atskiruose lgstelés kompartmentuose
Vario kiekio sukaupimas atskirose lastelés dalyse tirtas po 3 val.

eksponavimo vienody veikliyjy koncentracijy, 100 mg-L™* nCuO suspensijoje bei
3,18 mg Cu-L™* CuSO; tirplale. Suspensijos atveju §viesiniu mikroskopu matomi
N. obtusa lasteliy pavirSiuje susikaupe vario oksido nanodaleliy aglomeratai
(3.5.2 pav.). Paveikty nanosuspensija lasteliy pavirSiy tiriant skenuojanciu
elektroniniu mikroskopu taip pat matomi didesni ar mazesni nCuO agregatai
(Sviests grudeliai 3.5.3 pav.), netolygiai padengiantys lastelés pavirsiy. Atskiruose
matavimo taskuose Cu koncentracija gali siekti iki 70 % (spektras Nr. 1).

Palyginimui, zonose, padengtose netirpaus CaCOj3; nuosédomis (spektras Nr. 2) ar
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nepadengtose lastelés sienelés vietose (tamsios zonos, spektras Nr. 3) rySkus Ca

jnasas.

3.5.2 pav. nCuO aglomeratai zvaigzdétojo maurasakio lastelés pavirSiuje.
Nuotraukoje kair¢je matosi skiriamoji chloroplasty eilémis nepadengta riba tarp dviejy
prieSinga kryptimi judanciy citoplazmos srauty. Baltas brukSnys Zymi 50 pm

palyginamajj matmenj.

3.5.4 paveiksle gerai matomas N obtusa Igstelés pavirsius, padengtas nCuO
daleliy aglomeratais ir d¢l Igstelés sieneléje esanciy Sarminiy zony susidarusiomis
netirpiomis CaCO; nuosédomis (HOMBLE et AL., 1990). Sioje SEM nuotraukoje
aiskiai iSsiskiria ir nekalciniotos Igstelés sienelés pavirSiaus plotas (tamsios lygios

zonos), kuriame nusédusios nCuO dalelés.

Tiek nCuO suspensijos, tiek vario sulfato tirpalo atveju didzioji vario dalis
sukaupiama lastelés sieneléje, atitinkamai, 1,52 +0,29 (3) ir
0,22 £ 0,012 (3) mg Cu g'1 SM, o tai sudaro 62,1 % ir 73,6 % nuo vario kiekio,
iSmatuoto visoje lasteléje (3.5.5 pav.). Skirtumai tarp visoje lastel¢je ir lastelés
sienelé¢je iSmatuoto Cu abiejy poveikiy atvejais buvo reikSmingi (a = 0,05)
(3.5.5 pav.), rodantys, kad dalis Cu patenka j vidulgsteling terpe. Tiriant Igsteliy
vidiniame turinyje (be lastelés sienelés) susidariusia Cu koncentracija, nustatyta,
kad suspensijos atveju ji yra mazdaug tris kartus didesné nei lasteles paveikus

CuSO, tirpalu, atitinkamai, 0,54 + 0,19 (3) ir 0,16 + 0,038 (3) mg-L™ (3.5.6 pav.).
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Spectrum 2, Spectrum 3

3.5.3 pav. Dumbliy lastelés pavirSiaus SEM nuotrauka su pazymétomis vietomis,
kuriose rentgeno spinduliy i$sklaidymo (EDX) analizés sistema nustatytas elementinés
sudéties spektras (tiriamojo taskelio skersmuo 5 pum). Briuksnys nuotraukos apacioje

kair¢je Zymi 10 pm atstuma.

Sukauptas nanosuspensija paveiktose lastelése varis pasiskirsto taip: 26 %
chloroplatuose, 12 % vakuoléje ir apie 60% citoplazmos-vakuolés miSinyje.
Darant prielaida, kad vakuolé uzima 90-95 % lastelés tiirio, buvo apskaiciuotos
Cu koncentracijos atskirai citoplazmos ir vakuolés kompartmentams — citoplazmai
kartu su chloroplastais 0,488 +0,02 mg'L" (3) arba 90% viso sukaupto
vidulgstelinio Cu.

CuSO, koncentracija padidinus 10 karty (iki 31,8 mg-L™") ir esant tai padiai
3 val. ekspozicijos trukmei, vidiniame lgstelés turinyje Cu koncentracija pasiekia
0,9 mg-L™. Tokios koncentracijos Cu®* poveikis sukelia nei§vengiama lasteliy

Zzitj, jei ekspozicija prailginama vos keliomis valandomis.
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nCu0, 100 mg/L (79.9 mg Cu/L) Cus0,, 510" M (3.18 mg Cu/L)
/"_7 —_ cytozolis+vakuole Sie“d(?
62.57% ) ] 4
—
/ vakuolé
\ 7 4.58% 26.4%
T 9.93% vidulasteliné terpé
chloroplastai
visa lastelé : 2.43 mg Cu /1g SM visa lgstelé: 0.183 mg Cu /1g SM

3.5.4 pav. Vario procentinis pasiskirstymas lgstel¢je po 3 wval. poveikio nCuO
suspensijoje (100 mg-L™) ir CuSO, tirpale (3,18 mg Cu L™).

det HV mag o spot WD  curr | pressure 20 pm
BSED 20.00 KV 4 064 x 5.0 10.0 mm 1.2 nA 4.58¢-4 Pa

3.5.5 pav. Dumbliy lgstelés pavirSiaus SEM nuotraukos. Rausva spalva pazyméti
nCuO aglomeratai. Apac¢ioje — mazdaug 10 um skersmens nCuO aglomeratas; atskiry
aglomerato daleliy skersmuo 0,8-1,2 um. Briksnys apacioje deSing¢je zymi 20 pm

palyginamajj matmenj.
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Tirpioji vario jony frakcija vidulgsteliniame turinyje jvertinta panaudojus
ultrafiltravimag (1 kDa). Nanosuspensija  paveiktose lgstelése  nustatyta
0,061 + 0,037 mg Cu®* L™ (n=3) koncentracija, mazdaug deSimtadalis nuo visos
Cu koncentracijos, t.y. 0,539+ 0,187 mg CuL™ (n=23) (3.5.6 pav.). CuSO,
atveju iSmatuota 0,094 + 0,050 mg Cu®* Lt (n=3) koncentracija, mazdaug 60 %
nuo visos Cu koncentracijos, t. y. 0,160 + 0,038 mg Cu-L™ (n = 3) (3.5.6 pav.).

3.0

2.5 4

2.0 +

15

Cu, mg g SM

1.0

0.5

£33

nCuO (L) nCuO (LS) cuso, (1) €uso, (LS)

3.5.6 pav. Vario kaupimasis visoje N.obtusa lasteléje (L) ir atskirai lastelés
sieneléje (LS) (mg g™ SM), jas islaikius 3 val. nCuO suspensijoje (100 mg-L™) ar CuSO,4
tirpale (3,18 mg Cu L™?). Pateikta vidurkis + sn (n=3).

ISmatavus paveikty nanosuspensija lgsteliy vidulgstelinio turinio atskirose
frakcijose susikaupusj varj, gauta, kad jo koncentracija (mg-L™") vakuoléje yra
0,039 £ 0,006 (n=3), vakuolés-citoplazmos miSinyje 0,20+0,10 (3) ir
chloroplastuose 0,072 + 0,037 (6). Cu®* koncentracija vakuolés ultrafiltrate sudaré
0,013 £ 0,023 (3) vakuolés-citoplazmos misSinio — 0,139 + 0,069 (3). Atsizvelgus i

vakuolés uzimama lagstelés tiirio dalj menturdumbliy lgstelése (90-95 %) bei | tai,
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3.5.7 pav. Vidulagstelinio Cu koncentracija N. obtusa Iasteléje ir vidulgstelinés
terpés filtratuose (mg'L™?), jas islaikius 3 h nCuO suspensijoje (100 mg-L™) ar CuSO,
tirpale (3,18 mg Cu-L™). Pateikta vidurkis + sn (n=3).

kad citoplazma sumiSusi su vakuole, jvertintas Cu®" pasiskirstymas lastelés
kompartmentuose — vakuoléje 50 %, citoplazmos-vakuolés miSinyje 27 %.
Chloroplasty frakcija dél savo struktiiros filtruota nebuvo. Nors Siy lasteles daliy
cu® koncentracijos nuo atitinkamy bendryjy Cu koncentracijy skyrési statistiSkai
nereik§mingai, negalima atmesti, kad nCuO nepateko j lasteles. Sviesinio
mikroskopo ir SEM nuotraukose matome prie chloroplasty (3.5.7 pav.) ir vakuolés
ar citoplazmos-vakuolés fragmenty prikibusiy nCuO (3.5.8 pav.) aglomeraty.
Pataraisiais atvejais elementinés sudéties spektre esama ir vario smailiy (iki 20 %

bendrojo kiekio).
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10 ym

_ v .

matmenis.

3.5.9 pav. Vario oksido agregatai lastelés vakuoléje (A) ir citoplazmos-vakuolés
miSinyje (B). Melsvais briukSniais paZzymeétos elementy sudéties analizés vietos.

Briik$niai Zzymi 10 pm palyginamuosius matmenis.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Dirbtinai sukurty vario oksido nanodaleliy poveikio ekotoksikologiniy
aspekty tyrinéjimus paskatino jy aptikimo hidrosferoje faktas (BLAISE et al., 2008;
TURNER, 2010). Yrant Sioms nanodaleléms atpalaiduojami vario jonai, kurie, nors
yra biitini mikroelementai, pasizymi dideliu toksiSkumu vandens organizmams.
Didesnis vario drusky nei nCuO toksiSkumas konstatuotas apibendrinus jvairioms
trofinéms grandims atstovaujanc¢iy organizmy jautrumus $iy skirtingy cheminiy
vario formy junginiams duomenis, tarp jy vienalgsCiy dumbliy, véZiagyviy,
verpe¢iy, bakterijy, pirmuoniy, zuvy (ADAM et al., 2015a). Musy darbe tirtos
makrofitinio dumblio Zvaigzdétojo mauraSakio (Nitellopsis obtusa) Igsteliy
letalumo reakcijos taip pat patvirtino §j désningumg — 8-d. LCgq reikSmiy, gauty
paveikus nCuO ir CuSO, (0,69 ir 0,024 mg Cu-L™?, atitinkamai), santykis 23.
Panasus dydis (35) buvo nustatytas 1§ 3-d. augimo slopinimo tyrimo duomeny
vienalgs¢iams dumbliams Pseudokirchneriella subcapitata (ARUOJA et al., 2009).

Ankstesniuose tyrimuose pastebéta, kad menturdumbliy lgsteles paveikus
nepalankiais cheminiais ar fiziniais faktoriais pasireiskia greita elektrofiziologiné
reakcija, charakterizuojama iSorinés Igstelés membranos (plazmolemos) ramybés
potencialo (RP) pokyc¢iu. ToksiSkumas Cia siejamas su lgstelés RP depoliarizacija,
t.y. jo absoliutinio dydzio sumazéjimu paveikus tiriamuoju tirpalu. Unifikuotame
menturdumbliy bioteste naudojamas per 45-90 min. jvykstancios RP 50%
depoliarizacijos atskaitos taskas (ICsg). (MANUSADZIANAS et al., 1999, 2010;
BARTUSEVICIENE et MANUSADZIANAS, 2003) Palyginti greitai stebimi
menturdumbliy elektrofiziologinés reakcijos pokyciai yra laikomi wminio
poveikio poZymiu. Siame teste gaunamos 90-min. 1Csy reikmeés paprastai yra
didesnés nei 4-d. LCsg reik§més. Sunkiyjy metaly drusky atveju ICsq reikSmeés esti
Iki 3-jy eiliy didesnés nei LCsg reikSmés (N. obtusa lasteléms) (MANUSADZIANAS
et al., 2002), organiniams junginiams — nuo keliy karty iki 1 eilés, o

kompleksiniams tirpalams, pvz., nuotekoms, §ie du rodikliai mazdaug vienodi
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(MANUSADZIANAS et al., 2007). Miisy darbe nustatytas 90-min. 1Csq ir 8-d. LCs
santykis (atitinkamai, 4,3 mg-L™" ir 0,024 mg-L™) vario sulfatui yra ~ 180, todél,
zinant, kad nCuO suspensijai 8-d. LCso = 0,69 mg-L™ (vidurkis tarp sonifikuotos
ir nesonifikuotos suspensijy, 3.4.1 lentelé¢), galima buvo tikétis, jog 90 minuciy
veikiant lasteles mazdaug 120 mg-L™* nCuO koncentracijos suspensija bus stebima
zymi elektrofiziologiné reakcija. Taiau per 90 min. nebuvo pasiekta Zymi, sietina
su toksiniu poveikiu, RP depoliarizacija, net nCuO suspensijos koncentracija
padidinus iki 500 ar net 1000 mg-L™" (MANUSADZIANAS et al., 2012), tuo tarpu
tokia vyksta paveikus, pvz., 3,18 mg Cu-L™ koncentracijos CuSO, tirpalu
(3.2.1 pav.). Pailginus poveikio trukmg, 50% RP depoliarizacija buvo pasiekta po
mazdaug paros, esant 30-100 mg-L™ nCuO suspensijai (3.2.2 pav. B). Viena i§
tokio nejprastai silpno poveikio RP kitimui, esant minétai ekspozicijai (trukmei ir
koncentracijai) N. obtusa lagsteléms priezas¢iy galéjo buti nepakankamas kiekis
santykinai mazy ir galimai aktyviy nanodaleliy dél jy sparcios agregacijos
suspensijoje.

Vienas i§ biologinj nanodaleliy prieinamumg vandeninéje dispersijoje
didinimo biidy, tuo paciu minimaliai paveikiant terpés chemin¢ sudétj, yra
nanodaleliy vandeninio miSinio homogenizavimas ultragarsu (sonifikavimas)
(HANDY et al., 2012). Dazniausiai nurodoma sonifikavimo trukmé — iKi
1 valandos. Nanodaleliy dispersija termodinamiSkai néra stabili, nes joje nuolat
vyksta du prieSingi procesai — agregacija ir daleliy atsiskyrimas. Visgi dispersija
gali 18likti santykinai pastovi nuo keliy valandy iki keliy dieny, taciau i§ maZesniy
nei 100 nm daleliy sudarytos dispersijos santykinis stabilumas yra daug mazesnis
— nuo keliy minuciy iki keliy valandy (HANDY et al., 2008). Be to, dispersijos
biisena priklauso nuo terpés cheminiy ir fiziniy parametry (SMITH et al., 2007).
Misy darbe, iStyrus suspensijy, pagaminty kontroliniame tirpale, nanodaleliy
dydzius lazerinés difrakcijos metodu, pastebéta, kad tirtose 3-100 mg-L™
koncentracijy nCuO suspensijose susiformuoja agregatai, kurie gali buti iSardomi

veél suspensijas sonifikuojant, taciau jj nutraukus, vyksta sparti reaglomeracija,
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pastebima jau po 15 sek. (3.1.1 pav.). Taigi, nors reaglomeracijos sparta priklausé
nuo suspensijy koncentracijos, sonifikacijos poveikis buvo trumpalaikis — po
24 val. agregaty dydzio skirstiniy mody priklausomybés nuo koncentracijy is$
esmés nebeliko (3.1.1 lentelé). Skirstiniy parametrai rodo, kad tyrimuose naudotos
kontroliniame tirpale pagamintos nCuO suspensijos yra greiiau stambesni
nanodaleliy agregatai (> 200 nm) nei atskiros nominalaus dydzio nanodalelés
(~50 nm), vis délto neatmetama ir dalies smulkiy nanodaleliy buvimo
suspensijoje galimybé. Atsizvelgus ] spar€iai po sonifikavimo vykstanciag
nanodaleliy reaglomeracija, lasteles paveikti bandomuoju miSiniu buvo
stengiamasi i8kart po sonifikavimo, grieztai laikantis pasirinktos procediiros. Tai
buvo ypac svarbu ieSkant poveikio nanosuspensijomis slenkscio.

Sonifikavimo metu nedidelé¢ dalis CuO ar Cu nanodaleliy dél didelés
poveikio energijos jonizuojasi, tod¢l suspensijoje gali atsirasti toksiné vario jony
koncentracija. Tirpaus vario kiekis priklauso nuo sonifikavimo trukmés ir
intensyvumo, nanodaleliy koncentracijos ir terpés, kurioje suspensija pagaminta,
sudéties. Pavyzdziui, i§ 1000 mg-L™ Cu nanodaleliy suspensijos dejonizuotame
vandenyje po 1 val. sonifikavimo iSsiskyré 0,3 mg-L™ (0,03%) Cu?* (LEE et al.,
2008), kitu atveju — i§ 50 mg-L™ CuO nanodaleliy suspensijos mitybinéje 25%-
Hoagland terpéje po 1 val. iSsiskyré 0,06 mg-L™? (0,12%) Cu®* (ZHANG et al.,
2014). Misy duomenimis, 30 min. sonifikuojant 100 mg'L™ CuO suspensija
mazdaug dvigubai skurdesnéje terpéje nei pastaryjy autoriy naudotose, matuojant
po 3val., susidaro 0,033 mg-L™ (0,033%) Cu®* (GYLYTE et al., 2015). Tokios
vario jony koncentracijos tirpalas per minétg 3 val. laikotarpi (Si ekspozicijos
suspensijoje trukmeé buvo naudojama atliekant nCuO kaupimosi Igsteléje tyrimus)
nesukelia nei N.obtusa lasteliy mirtingumo (bent 4 dienas), nei lastelés
membranos depoliarizacijos.

Nagrinédami nCuO suspensijos sonifikavimo jtaka N. obtusa Iasteliy
elektrofiziologinei reakcijai ir mirtingumui matome, kad, kaip ir galima buvo

tikétis, visy tirty koncentracijy nesonifikuoty suspensijy poveikis buvo silpnesnis
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negu ty paciy koncentracijy sonifikuoty. Visgi, ir ultragarsu neapdoroty vario
oksido suspensijy poveikis menturdumbliy gyvybingumui buvo pakankamai
stiprus (8-d. LCso=0,79+0,10 mg-L™ nCuO), o tai jrodo, kad gamtinémis
salygomis antropogeninés kilmés nanodalelés, taip pat, gali biiti toksiSkos. Tai
turéty kelti nerima, nes anksciau buvo skelbta, kad kartu su dazais nuo namy
fasady 1 pavirSinius vandenis iSsiplauna TiO, dalelés, kuriy koncentracija sieke
0,6 mg' L' (KAEGI et al., 2008), tod¢l néra pagrindo manyti, kad aplinkoje
panaSiomis koncentracijomis negaléty atsirasti ir placiai technologijose
naudojamy kitokiy, pavyzdziui, vario ar vario oksido nanodaleliy.

Tiriant pradines toksinio poveikio stadijas, lastelés buvo paveikiamos
skirtingy cheminiy formy vario junginiais trumpg laika, po to perkeliamos j
kontroling terpe¢ ir stebimas jy iSgyvenamumas. Pasirinktos tokios vario druskos
tirpalo ir nanosuspensijos koncentracijos, kurios, kad tenkinty cheminés analizés
jautrumo reikalavimus, buvo mazdaug 150 karty didesnés nei atitinkamos 8-d.
LCso reikSmés. Mirtingumo kinetikos kreiviy, gauty per 15 min—6 val. trukmés
ekspozicija (3.4.2 pav. A ir 3.43pav.), palyginimas atskleidé akivaizdziai
stipresn] vario jony nei CuO nanodaleliy poveik] per pirmgsias dvi dienas po
lasteliy perkélimo j kontroling terpg, taciau véliau, po 12-0s dienos mirtingumai
jau 18 esmés nesiskyreé, kas gerai iliustruojama letaliosios ekspozicijos trukmeés
medianos reik§més (LEDsg) kinetikos kreivémis, reprezentuojan¢iomis
3,18 mg Cu*"-L™" ir 30100 mg-L™ nCuO poveikius (3.4.4 pav.). Tai reiskia, kad
10 minuéiy ekspozicija 3,18 mg Cu?-L™ koncentracijos CuSO, tirpale arba
79,9 mg Cu-L™ koncentracijos nCuO suspensijoje sukelia tokj patj toksinj poveikj
nuo 12-o0s dienos ir véliau. Viena i$ jmanomy vélyvesnio nanodaleliy paveikimo
priezasciy gali buti nCuO daleliy sorbcija Igstelés sieneléje, i§ kur jos, veikiamos
i$metamy per iSorine lastelés membrang H' ar kity medZiagy apykaitos produkty,
palaipsniui yra emituodamos vario jonus. nCuO agregaty buvima N. obtusa
lasteliy pavirSiuje patvirtina skenuojanciu elektroniniu mikroskopu padarytos

nuotraukos ir elementy sudéties tyrimas (3.5.3 ir 3.5.4 pav.). Nanodaleliy geba
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aplipti lastelés sienelg buvo skelbta mokslingje literatiiroje anks€iau, pavyzdZiui
Si0O, ir vienalas¢iy zaliyjy dumbliy P. subcapitata atveju (VAN HOECKE et al.,
2008). Nanodaleliy prikibimas prie lastelés sienelés ir buvimas riigstesnéje nei
kontrolinés terpés lastelés sienelés aplinkoje sudaro palankias sglygas CuO
nanodaleliy irimui. I§ tiesioginiy menturdumbliy lastelés pavirSiaus matavimy
pH-mikroelektrodais yra zinoma, kad Chara corallina lasteliy sienelés pavirsiaus
ragstinése zonose pH = 5,0 (LUCAS ir SMITH, 1973), o Nitella lgsteliy — pH =5,5
(METRAUX et al., 1980). CuO nanodaleliy tirpumo priklausomybé nuo terpés pH
buvo tiriama kompleksony nesudaranciuose buferiniuose tirpaluose (STUDER et
al., 2010). Kadangi esant pH 5,5 ir 7,4, per 3 dienas istirpo, atitinkamai, 95,2% ir
<0,1% nCuO, autoriai padaré¢ i§vada, kad Cu®* koncentracijos didéjima nulemia
terpés rugstingumas. PanaSi tendencija, nors ir ne tokia raiSki, nustatyta tiriant
cu® iSsiplovimg 18 45 nm CuO daleliy suspensijoje vandeninéje terpéje, Kurios
sudétis artima gamtiniy vandeny, butent, 5-14 ir 0,3-1%, atitinkamai, esant
pH 6,1 ir 7,7 (ODzAK et al., 2014). Miisy darbe i§matuotas i§ 100 mg-L™ nCuO
suspensijos issiploves Cu®* kiekis — 0,033%, esant pH 7,7 atitinka kity tyréjy
gautuosius rezultatus. Nors realy nCuO daleliy Iastelés sieneléje iStirpimg jvertinti
sudétinga, tam tikro Cu?* koncentracijos padidéjimo dél nanodaleliy irimo atmesti
neturétume.

Asocijuoto su menturdumbliy lgstele Cu kiekis virSijo kontrolinj, miisy
eksperimentinémis salygomis, jau po 5 sek. trukmés ekspozicijos nCuO
suspensijoje (3.5.1 pav B ir C). Sukaupto vario kiekis priklausé nuo suspensijos
koncentracijos 4-100 mg:'L" nCuO koncentracijy ruoze bei didéjo ilgéjant
iSlaikymo suspensijoje trukmei (3.5.1 pav A-C). Bandant atsakyti ] nanodaleliy
biologinio aktyvumo ar prieinamumo klausimg, t.y., aiskinantis, ar CuO
nanodalelés patenka j lgsteles kaip dalelés ir veikia ten disocijuodamos, ar jos,
suriStos lastelés sienel¢je ten palaipsniui disocijuoja ir vario jonai patenka j Iastele
iprastais jony transporto keliais, ar nanodalelés Igstelés sieneléje veikia per se taip

sukeldamos toksin; efekta menturdumbliy Igstelei, bitina analizuoti tiek
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netiesioginius suspensijy ir vario drusky tirpaly sukeltas fiziologines ar
toksikologines reakcijas, tiek pasitelkti, jei kai kuriais atvejais tai jmanoma,
tiesioginio Cu ar jo tirpiosios formos cheminiy koncentracijy matavimo duomenis.
Kaip jau buvo minéta, Zymi lasteliy RP depoliarizacija Iasteles paveikus dideliy
koncentracijy nCuO suspensijomis nevyksta iki 6 val., tuo tarpu vos 5 min.
paveikus 3,18 mg-L™" koncentracijos CuSO, tirpalu prasideda lastelés
depoliarizacija, kuri nesiliauja ir gragzinus lasteles j kontroling terpe (3.2.1 pav.).
Tokia reakcija rodo, kad vario jonai, palyginus su CuO nanodalelémis, yra itin
biologiskai aktyviis menturdumbliy atzvilgiu ir greitai vir§ija vandens augaly
tolerantiSkumo variui ribas — per tris valandas jo N. obtusa lasteléje susikaupia
250 ppm SM (3.5.1 pav. D). Neseniai buvo nustatyta, kad vidulgstelinio Cu
koncentracijai vir§ijus 20 ppm SM sulétéja paprastosios nerties (Ceratophyllum
demersum) augimo greitis (THOMAS et al., 2013).

Ar CuO nanodalelés gali jveikti mechaninj storos ir tvirtos menturdumbliy
lastelés sienelés barjera, o veéliau skverbtis ir pro plazmolema? Makrofitinio
dumblio C. corallina lastelés poros efektyvusis skersmuo nevirSija 2,1 nm
(BERESTOVSKY et al., 2001). Kitas poros dydzio jvertinimas buvo gautas
analizuojant polisacharidy skverbimasi pro lgstelés sienelés celiuliozés matriksg —
4,6 nm (PROSEUS ir BOYER, 2005). [vairiy aukStesniyjy augaly kultivuojamose
lastelése jy sieneliy pory skersmuo, kuris leisty molekuléms nevarzomai judéti,
yra 3,5-5,2 nm (CARPITA et al., 1979) ar 6,6-8,6 nm (BARON-EPEL et al., 1988).
Pagaliau, gauta eksperimentiniy duomeny, kad poros gali didéti vykstant
metabolizmo procesams Igstelés sieneléje bei jos sintezei (CARPITA et GIBEAUT,
1993) arba lasteléms sgveikaujant su nanodalelémis (Navarro et al., 2008), taip
palengvinant nanodaleliy patekima j lastelg¢ (MELEGARI et al., 2013). Kaip parodé
misy darbe naudotos CuO suspensijos nanodaleliy sudéties lazerinés difrakcijos
metodu analizé (Zr. 3.1skyr.), nanodaleliy agregatai po sonifikavimo
reaglomeruojasi per kelias minutes, tod¢l, atsizvelgus | menturdumbliy Igstelés

sienelés pory dydj, tik nedidelé dalis maziausiy daleliy gali jveikti 1gstelés sienelés
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barjera ir prasiskverbti pro plazmolema. Zinoma, kad vienas i§ patekimo j lastele
keliy — endocitozé, ji patvirtinta, pvz., melsvabakterése Microcystis aeruginosa
(WANG et al., 2011) ir vienalgs¢iuose zaliuosiuose dumbliuose Chlamydomonas
reinhardtii, (MELEGARI et al., 2013). Pastarosiose, $eSias valandas veiktose nCuO
suspensija lastelése, vidulgsteliné bendro Cu koncentracija buvo maZzdaug
dvigubai didesné nei tirpiojo Cu?* (PERREAULT et al., 2012). Panagios kaupimosi
tendencijos stebétos ir misy darbe N.obtusa Igstelése, paveiktose dvigubai
trumpiau — 3val. ir esant 25 kartus didesnei nominaliai 100 mg-L™ nCuO
koncentracijai. Nustatyta, kad Cu®* koncentracija sudaro mazdaug de$imtadalj
visos 1Smatuotos lgstelés vidulgstelinéje terpeje susikaupusio vario koncentracijos
(3.5.6 pav.).

Kad buty jrodyta, jog nanodalelés jveikia dumbliy Iastelés
sienelés-plazmolemos barjerg jprasta pasitelkti elektronininj mikroskopavima.
Pastaruoju metu literatiiroje esama, pvz., C.reinhardtii, paveikty CuO
nanosuspensija, nuotrauky su matomais nCuO agregatais (MELEGARI et al., 2013;
PERREAULT ET AL., 2012), taciau dél vienalyCio nekompartmentalizuoto
organoidy iSsidéstymo Sioje vienalgs¢io Zaliadumblio Igsteléje patiems autoriams
keblu identifikuoti jy daleliy agregaty lokalizacijos vieta (MELEGARI et al., 2013).
Sia prasme N. obtusa lastelés, pasizyminéios aiskia vidiniy daliy skirtimi, visy
pirma, dél vakuolés, uZimancios 90-95% viso lastelés tiirio, ir kurig nuo
citoplazmos skiria vakuolés membrana (tonoplastas) yra unikalus objektas
kiekybiskai analizuoti patekusiy } lastele medziagy pasiskirstymg. Tiriant vario,
neiSskiriant ] atskiras chemines formas, kaupimasi atskirose lastelés dalyse, visy
pirma, paaiskéjo, kad didzioji chemiskai iSmatuoto Cu dalis (60—70% nuo visoje
lasteléje sukauptojo) susikaupia lasteliy sienelése, tiek paveikus pasirinkty
koncentracijy nCuO, tick CuSO, (3.5.5 pav.). SiO, nanodaleliy, adhezija lgstelés
pavirSiuje buvo konstatuota vienalgs¢io zaliadumblio P.subcapitata lastelése,
taciau autoriai (VAN HOECKE et al., 2008) pabrézia, kad lgsteliy vidulgstelinéje

terp¢je, sprendziant i§ TEM nuotrauky, nanodaleliy nematyti.
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Taigi, musy eksperimentuose pastebétas greito ektrofiziologinio atsako
nCuO suspensijos poveikj, nebuvimo faktas prieStarauja anks€iau patvirtintam
pozitriui, kad butent RP sumazéjimas dél Cu jony poveikio yra bitinas vélesnés
lastelés Ziities pranaSas. Veikiant nCuO suspensijai, RP depoliarizacija pasireiskia
véliau, jau lastelés zuvimo fazéje. Sis rezultatas gali bati aiskinamas tuo, kad
didZigja dali sukaupto Cu sudaro su lgstelés sienele asocijuotos vario nanodalelés
ar jy aglomeratai, ir tuo, kad tik dalis maziausiy nanodaleliy pakankamai greitai
gali jsiskverbti pro lastelés sienel¢ ir plazmolemg bei vidines membranas.
Tikétina, kad véliau toksiskumas yra sukeliamas Cu?*, palaipsniui atsirandaniy i$
sieneléje esan¢iy CuO nanodaleliy ir (arba) 1§ prasiskverbusiy ] lastele
nanodaleliy. Tai, kad tirpusis varis sudaro tik deSimtadalj bendrojo iSmatuoto
vario vidulgstelingje terpéje palieka galimybe sieti nCuO suspensijy toksiSkuma ir

su tiesioginiu nanodaleliy poveikiu.
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ISVADOS

1. Vario oksido nanodaleliy 3-100 mg-L™ koncentracijy suspensijose
(nCu0O), pagamintose artimoje gamtiniams vandenims terp¢je (APW),
susiformuoja agregatai (iki 85 um), kurie iSardomi apdorojant suspensijas
ultragarsu, taCiau sonifikacijg nutraukus, per 3-5 minutes jie atsistato. CuO
nanosuspensijose, pagamintose APW, prieSingai nei dejonizuotame vandenyje,
vyksta spartus agreguoty nanodaleliy nusédimas — nusédimo greitis pavir§iniame
sluoksnyje 0,24 + 0,04 mg Cu'min™’. Tai parodo nCuO suspensijy nepastovuma, j
kur; biitina atsizvelgti atliekant biologinius eksperimentus bei prognozuojant

poveikj vandens organizmams.

2. Trumpalaikés (5 sek.) menturdumblio N. obtusa Iasteliy ekspozicijos
100 mg-L™ koncentracijos nCuO suspensijoje pakanka, kad po ménesio
mirtingumas reikSmingai skirtysi nuo kontrolés, todél galima teigti, kad toksinj

atsakg sukelia su lgstele asocijuotos CuO nanodalelés.

3. Vario oksido nanosuspensijos (1-100 mg-L™) nesukelia greitos, bidingos
vario drusky tirpaly poveikiui, N. obtusa Igsteliy membranos depoliarizacijos (ji
pasireiskia zymiai véliau, po 6-12 val.), be to, po 3 val. ekspozicijos vienoda
letaluma sukelianGiose terpése (100 mg-L™ nCuO ir 3,18 mg CuL™ CuSO,)
vidulgstelingje terpé¢je sukaupiama daugiau bendrojo vario paveikus nCuO negu
CuSO, (atitinkamai, 0,54 mg:L™" ir 0,16 mg-L™), todél atsiradusios dél CuO
nanosuspensijos poveikio vidulgstelinés vario koncentracijos negalima paaiskinti
vien vario oksido nanodaleliy disociacija, nes tokia (0,54 mg-L") Cu**

koncentracija turéty sukelti stiprig lgstelés depoliarizacija.
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4. Tiriant i$ N. obtusa lasteliy i$skirta mikrosomy frakcijg, nustatyta, kad per
pirmasias 6 val. CuO nanosuspensijos slopina medziagy pernasg reguliuojanciy
ATPaziy aktyvumg, taciau neturi jtakos mikrosomy vezikulése sukuriamam
protony elektrocheminiy potencialy skirtumui ir kalio difuziniam potencialui. Sis
ir latentiSkas intaktinés lastelés elektrofiziologinis atsakas rodo, kad dumbliy
gyvybinés funkcijos néra greitai sutrikdomos dél, tikétina, neaktyvios

vidulastelinés vario formos buvimo.

5. Paveikus N. obtusa Igsteles vienoda letalumg sukelianciais CuSOy
(3,18 mg Cu-L™") tirpalu arba CuO (100 mg-L™") nanosuspensija, didzioji
asocijuoto su menturdumblio lgstele vario dalis (60-70%) yra sukaupiama
sieneléje. Veikiant nanosuspensijai, apie 90% viso vidulgstelinio Cu lokalizuojasi
citoplazmoje ir chloroplastuose, o pus¢ vidulgstelinio tirpiojo vario (Cu?h) -

vakuolgje.
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