VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

EMILIJA STRIOGAITE

Polisitireno nanodaleliy citotoksiSkumo ir genotoksiSkumo tyrimai Zmogaus hepatomos
Iasteliy linijoje (HepG?2) in vitro

Magistro baigiamasis darbas

Genetikos studijy programa

Darbo vadovas

Milda Babonaité

Vilnius 2024



TURINYS

SANTRUMPU SARASAS ..ottt 4
SANTRAUKA . ...t e 5
SUMMARY ..ot 6
IVADAS Lo s 7
1. LITERATUROS APZVALGA ........cooovviioiieeeisieeveseeeies s seses s saas s 8
1.1 PIastikas ir JO tiPai.........cccooiiiiiiii 8
1.2 PIastiko Saltiniai............cooooiiiiiiii et 9
1.2.1 Pirminiai plastiko Saltiniai ..................ccooiii i 10
1.2.2 Antriniai plastiko Saltiniai..................ccooiiiiii 11

1.3 Polistireno nanodalelés .................ccoooiiiiiiiiiiii s 11
1.3.1 Mikro- ir nanoplastiko patekimo i Zmogaus organizmg mechanizmai..................... 13
1.3.2 Nanoplastiko nanodaleliy patekimo j lastele mechanizmai .........................cccn, 14
1.3.3 Plastiko nanodaleliy toksiSkas poveikis 1asteliy organeléms .....................ccocevvennn 16

1.4 Nanodaleliy genotoKSISKUMAS ..............c.cooiiiiiiiiiicic e 17
1.4.1 Nanodaleliy genotoksiSkumo mechanizmai....................cccooooiiiiiiiinii 17
1.4.2 Nanodaleliy genotoksiSkumo jvertinimas .................ccccooeiiiiiiiiicnnec e 18
1.4.3 Nanodaleliy genotoksiSkumo kometos tyrimy apzvalga ...................ccccccoiiiiiiiennn, 20

2. MEDZIAGOS IR METODAL ......c.ooiivimiiimiiisrinssiessssssssssssss s st sssessssssssssssones 23
2.1 Tiriamoji MEAZIAZA.............c.oooviiiiiiiiiei e 23
2.2 Reagentai ir tirpalai..............ccooiiiiiiiii 23
2.3 Lasteliu Kultivavimas ............cccooooiiiiiii 25
2.4 Lasteliy veikimas tiriamaja medzZiaga ...................ccccccooiiiiiiiiin s 26
2.5 Lasteliu gyvybingumo jvertinimas..............cccocccoiiiiiiiinii 26
2.6 Nanodaleliy patekimo j lastel¢ analizé.........................ccoooii 27
2.7 Sukeliamuy reaktyviu deguonies formuy lygio jvertinimas..................ccccoccoviiiinn, 28
2.8 Sarminis KOmety MEtOUas. ................cc.covueveevriereeeeeceieseseseeseessessesseessessesseessss s sessesssn e 28
2.9 Fermentine reakcija papildytas kometos metodas ..................cccccoiiiiiiiini e 29
2.10 Statistiné duomeny analizé ...................c.coooiiii 29
B REZULTATAL ..ot bbbt b ettt b e b e et e ne s 31
3.1 Polistireno (PS) nanodaleliy charakterizavimas....................ccocooiiiii i, 31
3.2 Polistireno (PS) nanodaleliy patekimo | Iastel¢ ir ROS lygio matavimai .......................... 32
3.3 Polistireno (PS) nanodaleliy citotoksiSkumo tyrimo rezultatai........................ccccocoeenn, 33

3.4 Polistireno (PS) nanodaleliy genotoksiSkumo jvertinimas Sarminiu kometos metodu ....36

3.5 Polistireno (PS) nanodaleliy genotoksiSkumo jvertinimas fermentine reakcija papildytu
KOMELOS MELOAU ... 36



4. REZULTATU APTARIMAS ..ot 40

| (0772 010 TP 44
ASMENINIO INDELIO APRASYMAS ......oorviiiiiieiisiesiseeetesies s issessessessesss s sensss s 45
| 2N D) 2 SN OO 46
LITERATUROS SALTINTAL ........oooiuiiiiiieiiieteeieeieseesessesssssss s ses s snes oo ss st ssnssnsenennes 47
14 20000 N (TP 57



SANTRUMPU SARASAS

BPA — bisfenolis A;

EndollI (angl. endonuclease III) — endonukleazé I1I;

Fpg (angl. formamidopyrimidine DNA glycosylase) — formamido pirimidino DNR glikozilazé;
HDPE (angl. high density polyethylene) — didelio tankio polietilenas;

LDPE (angl. low density polyethylene) — mazo tankio polietilenas;

ND — nanodalelés;

OECD (angl. Organisation for Economic Co-operation and Development) — ekonominio
bendradarbiavimo ir plétros organizacija;

PET — polietileno tereftalatas;

PP — polipropilenas;

PS — polistirenas;

PVC — polivinilchloridas;

ROS (angl. reactive oxygen species) — reaktyvios deguonies formos;

TEM (angl. transmission electron microscopy) — transmisiné elektroniné mikroskopija.
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SANTRAUKA

Polistireno nanodalelés (PS-ND) yra vienos i$ labiausiai aplinkoje paplitusiy plastiko
nanodaleliy. /n vitro ir in vivo tyrimai parodé, kad polistireno nanodalelés gali patekti | zmogaus
organizmg keliais buidais — per oda, kvépavimo takus ir virskinamajj trakta. Tai kelia susiripinimag
deél jy galimo neigiamo poveikio Zmogui.

Siame darbe buvo tirtas 70 nm dydzio PS nanodaleliy citotoksiskumas ir genotoksiskumas
zmogaus hepatomos lasteliy linijoje HepG2 in vitro. Tyrimo metu buvo jvertintas PS nanodaleliy
patekimas ;1 HepG?2 lasteles ir geb&jimas sukelti reaktyvias deguonies formas. Lasteliy
gyvybingumui jvertinti buvo atliekami AlamarBlue ir tripano mélio testai. Pirminéms DNR
pazaidoms jvertinti naudotas Sarminis kometos metodas, o oksidacinéms DNR pazaidoms —
fermentinémis reakcijomis (Fpg ir Endolll) papildytas kometos metodas.

AlamarBlue testu nenustatytas santykinio fluorescencinio intensyvumo signalo sumaZzéjimas
daugiau nei 20 %. Tuo tarpu tripano melio testu nustatyta, kad nors ir po 24 valandy poveikio su
skirtingomis PS nanodaleliy koncentracijomis, 10, 60, 80 ir 100 ng/ml koncentracijos statistiSkai
reikSmingai sumaZzino HepG?2 lgsteliy gyvybinguma, nei viena tirta koncentracija nesukele
citotoksinio poveikio.

Sarminiu ir fermentinémis reakcijomis papildytu kometos metodais nustatyta, kad visos tirtos
PS-ND koncentracijos (5-100 pg/ml) statistiSkai reikSmingai padidino pirminiy ir oksidaciniy DNR
pazaidy kiek] HepG2 Iastelése, kur didZiausig pazaidy dalj sudaré oksiduoti purinai.
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SUMMARY

Polystyrene nanoparticles (PS-NPs) are one of the most represented NPs in the environment.
In vivo and in vitro studies have suggested that PS-NPs may penetrate organisms through several
routes i.e. skin, respiratory and digestive tracts. One of the main concerns of PS-NPs exposure is
their genotoxic potential.

In this study, we investigated the cytotoxicity and genotoxicity of 70 nm size PS nanoparticles
in the human hepatoma cell line HepG2 in vitro. First of all, the PS nanoparticles uptake by HepG2
cells and their ability to generate reactive oxygen species was evaluated. AlamarBlue and trypan
blue exclusion assays were performed to assess cell viability. To evaluate primary DNA damage
induced by PS nanoparticles, the alkaline comet assay was employed, while oxidative DNA damage
was assessed using enzyme-modified (Fpg and Endolll) comet assay.

The AlamarBlue test did not show a decrease in relative fluorescence intensity signal of more
than 20 %. Meanwhile, the trypan blue assay indicated that after 24 hours of incubation with
various concentrations of PS nanoparticles, the viability of HepG2 cells decreased significantly at
concentrations of 10, 60, 80, and 100 pg/ml. However, none of the tested concentrations were
considered cytotoxic.

The alkaline and enzyme-modified comet assays revealed that all concentrations of PS-NPs
tested (5—-100 pg/ml) were significantly associated with increased primary and oxidative DNA

damage in HepG2 cells, where the highest proportion of damage was attributed to oxidized purines.



IVADAS

D¢l plastiko panaudojimo ir augancio iSmetamy jo atlieky kiekio, susiduriame su viena i$
ekologiniy problemy — plastiko tarSa. Plastikas, veikiamas jvairiy aplinkos veiksniy, gali biiti
fragmentuojamas iki mikro dydzio daleliy, o véliau iki dar mazesniy — nano dydzio plastiko daleliy
(Lai et al., 2022). Nanoplastikas gali patekti ] zmogaus organizmg per oda, virSkinamajj traktg arba
kvépavimo takus, prasiskverbti j 1gsteles ir sutrikdyti jy normalig veikla (Kiek et al., 2020). Taigi,
plastiko nanodaleliy paplitimas aplinkoje gali sukelti ne tik ekotoksikologines problemas, bet ir
galimg neigiamg poveik] Zmonéms, o vienas i§ pagrindiniy nerimg kelian¢iy klausimy yra
nanoplastiko galimas genotoksinis potencialas.

Polistireno nanodalelés (PS-ND) yra vienos i$ labiausiai aplinkoje paplitusiy plastiko
nanodaleliy. Polistireno nanodalelés randamos maisto produkty pakuotése, vienkartiniuose induose,
patekusios ] Zmogaus organizmg gali nusésti, kauptis ir sukelti neigiamg poveikj sveikatai (Ho et
al., 2018, Yee et al., 2021, Moshiran et al., 2021). D¢l to Siame darbe buvo tirtas 70 nm dydzio
polistireno (PS) nanodaleliy (ND) citotoksiskumas ir genotoksiskumas zmogaus hepatomos Iasteliy
linijoje. Polistireno nanodaleliy citotoksiSkumui jvertinti buvo taikyti du metodai: AlamarBlue ir
tripano mélio. GenotoksisSkumas jvertintas Sarminiu kometos metodu, kuris leidZia aptikti pirmines
DNR pazaidas, tokias kaip viengrandziai ir dvigrandziai DNR triikiai ir fermentinémis reakcijomis
(Fpg ir EndollI) papildytu kometos metodu, kuris leidZia jvertinti, oksidacines DNR paZaidas
(Muruzabal et al., 2021).

Darbo tikslas: istirti polistireno nanodaleliy citotoksiSkumg ir genotoksiSkumg Zzmogaus hepatomos
lasteliy linijoje (HepG?2) in vitro.
Darbo uZdaviniai:

1. Ivertinti tiriamyjy PS-ND hidrodinaminj dydj ir aglomeracijos lygj.

2. Ivertinti PS-ND geb¢jima patekti | HepG2 Iasteles.

3. Nustatyti reaktyviy deguonies formy susidarymo lygj lastelése, veiktose PS-ND 24

valandas.
4. Tvertinti PS-ND citotoksiskumg AlamarBlue ir tripano mélio testais.

5. Ivertinti PS-ND genotoksiSkuma Sarminiu ir fermento reakcija papildytu kometos metodais.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Plastikas ir jo tipai

Plastikas ir jo gaminiai yra neatsiejama musy kasdienybés dalis. Dél savo universalumo ir
ilgaamziskumo plastikas naudojamas jvairiose srityse — nuo maisto produkty pakuociy iki
elektronikos ir automobiliy padangy (Yee et al., 2021). Tarptautinés ekonominio bendradarbiavimo
ir plétros organizacijos (angl. Organisation for Economic Co-operation and Development, OECD)
,»Pasauliné plastiko perspektyva: politiniai scenarijai iki 2060 m.* (2022) ataskaitoje
prognozuojama, kad plastiko sunaudojimas iSaugs beveik trigubai nuo 460 mln. tony 2019 m. iki
1231 mln. tony 2060 m. per metus. Toks spartus plastiko vartojamumo Suolis numatomas dél
ekonomikos augimo. Siuo metu didZioji dalis plastiko néra perdirbama, o jo gaminiai yra naudojami
kaip vienkartiniai, todél atsiduria sgvartynuose arba aplinkoje (Kalali et al., 2023). Nors
prognozuojama, kad perdirbto plastiko vartojamumas augs spar¢iau nei neperdirbto plastiko, vis
tiek numatoma, kad 2060 m. jis sudarys tik 12 % sunaudojamo plastiko dalies, kai neperdirbtas

plastikas liks naudojamu labiausiai (88 %) (OECD, 2022).

Plastikas gali biiti suskirstytas i skirtingus tipus, pagal tai, i ko jis yra sudarytas, ar jis yra
natiiralus, ar sintetinis, ar ji galima perdirbti ar ne (European Environme Agency — EEA, 2021).
Daugiausiai plastikas yra gaminamas i$ sintetiniy organiniy polimery: polistireno (PS), mazo tankio
polietileno (LDPE), didelio tankio polietileno (HDPE), polipropileno (PP), polivinilchlorido (PVC)
ir polietileno teraftalato (PET) (1.1 lentelé) (Kiek et al., 2020, Geremia et al., 2023).

1.1 lentelé. Pagrindiniai plastiko tipai ir jy panaudojimo biidai (pagal Kiek et al., 2020)

Plastiko tipas Panaudojimas
Polietileno teraftalatas Gérimy buteliukai, vaisty pakuotés, virvés, drabuziy ir kilimy
(PET) tekstilés
Didelio tankio polietilenas | Pieno, varikliy alyvos talpyklos, Sampiiny ir kondicionieriy, muilo

(HDPE) buteliukai, plovikliai ir balikliai

Polivinilchloridas (PVC) Visy riiSiy vamzdziai ir plytelés, gérimy ir maisto pakuotés

Mazo tankio polietilenas Lipnioji plévele, jvairaus tipo maiSeliai
(LDPE) ’

Polipropilenas (PP) Margarino, jogurto indeliai, sirupo buteliukai, vaisty buteliukai,

plastikiniai buteliy dangteliai ir plastikiniai puodeliai
ienkartiniai kavos puodeliai, plastikinés maisto dézutés,
Vienkart k puodeliai, plastik to dézut
plastikiniai stalo jrankiai ir pakavimo putos

Polistirenas (PS)

PET yra lygi, skaidri ir plona plastiko riisis, kuri gaminama vienkartiniam naudojimui, todél
puikiai tinka vienkartiniams sul€iy, burnos skalavimo, kosmetikos buteliukams gaminti (Okunola et
al., 2019). Didelio ir maZo tankio polietilenas yra atsparus aukstai temperatiirai plastikas,

gaminamas i$ naftos. Sio tipo plastikas savo sudétyje neturi ftalaty ir bisfenolio A (BPA), todél i§ jo




daZniausia gaminamos maisto, gérimy ar higienos priemoniy pakuotés (Proshad et al., 2017).
PrieSingai, polivinilchloridas laikomas labai toksisku dél jame esanciy ftalaty, BPA, sunkiyjy
metaly ir kt. Deja, nors ir jrodyta, kad PVC sukelia genetinius pokycius, apsigimimus ir kepeny
veiklos sutrikimus, vis tiek iSlieka populiarus vartojamy prekiy gamyboje (Okunola et al., 2019). Uz
polietilena sunkesnis ir tvirtesnis plastikas — polipropilenas. Sis plastiko tipas kaip HDPE ir LDPE
yra nekenksmingas ir dazniausiai naudojamas maisto ir gérimy pakuotéms gaminti (Proshad et al.,
2017, Okunola et al., 2019). Polistirenas, dar vienas i$ naftos gaminamas plastikas, sudarytas i§
stireno, naudojamas izoliacinéms ir pakavimo medziagoms gaminti. Jo ilgalaikis nedidelio kiekio
poveikis gali biiti pavojingas sveikatai, sukelti citogenetinj ir kancerogeninj poveikj (Proshad et al.,

2017, Siddiqui et al., 2023).
1.2 Plastiko Saltiniai

Aplinkoje esantis plastikas gali irti, tod¢l susidaro mazesnés nei 5 mm dydzio mikroplastiko
dalelés arba maZesnés nei 100 nm nanoplastiko dalelés. Siy daleliy formavimosi $altiniai skirstomi

dvi grupes: pirminius ir antrinius Saltinius (1.1 pav.) (Yee et al., 2021).
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1.1 pav. Mikroplastiky ir nanoplastiky Saltiniai ir padétis aplinkojje (pagal
Yee et al., 2021)



ISmestos plastiko atliekos yra veikiamos jvairiy biologiniy, cheminiy ir aplinkos elementy ir
skyla j didelius mikro- ir nanoplastiko kiekius dél hidrolizés, oksidacinio skilimo arba

fizikocheminiy procesy (Li et al., 2023).

1.2.1 Pirminiai plastiko Saltiniai

Pirminiai mikro- ir nanoplastiko Saltiniai yra pramongje sintetinamos mikro- ir nanoplastiko
dalelés, skirtos pramoniniam jy naudojimui. Sios dalelés gali biiti naudojamos $veitimui skirty
kremy ir danty pastos sudétyje arba sintetiniy drabuziy ir kity tekstilés gaminiy gamybai (Ziani et
al., 2023). Siy produkty gamybos, pakavimo ir transportavimo metu, netinkamai i§metamos plastiko
turinios priemonés atsiduria ant gatviy, Saligatviy ir kity pavir$iy ir taip gali biiti iSneSiojamos véjo
arba nuplaunamos lietaus j kanalizacijos sistemas ir galiausiai patekti j upes ir kitus vandens
telkinius (Laskar & Kumar, 2019). Prie mikro- ir nanoplastiko patekimo j vandenynus prisideda ir

jureivyste bei Zvejyba (Geremia et al., 2023).

Plastiko nano- ir mikrodalelés sintetinamos, kai cheminés reakcijos metu jungiantis
monomerams susidaro polimeras (1.2 pav.) (Adeniyi et al., 2022). Polimerizacijos reakcija sudaro
keli etapai. Pirmojo etapo metu, dalyje naudojamy monomero molekuliy susidaro aktyvusis centras,
prie kurio kitame etape jungiasi monomero molekulés — vyksta grandinés augimas. Grandinés
ilgéjimas nutraukiamas, kai aktyvusis centras tampa neaktyviu ir pereina j kita monomera.
Polimerizacija gali biti radikaling, kai aktyvusis centras yra laisvas radikalas ir joning, kai aktyvusis

centras — katijonas arba anijonas (Hu et al., 2016, Shrivastava A., 2018).

CH=CH, ( \ / CH.— CH;
i : pollmerlzacua : : i : : : : :
monomeras polimeras
(stirenas) (polistirenas)

1.2 pav. Stireno monomero polimerizacijos polistirenui gaminti (pagal Adeniyi et al.,
2022)

Kitas polimery sintezés biidas — polikondensacija. Jos metu reakcija vyksta tarp monomery,
kuriy sudétyje yra dvi ar daugiau reaktyviy funkciniy grupiy, tokiy kaip hidroksilo, karboksilo ir
amino (Hu et al., 2016). Sio proceso metu, jungiantis dviem skirtingiems monomerams, susidaro
oligomeras ir i8siskiria Salutiniai produktai, tokie kaip vanduo arba alkoholis. Véliau, oligomerai

sudaro didesnés molekulinés masés ir sudétingesnés struktiiros polimerus (Yang et al., 2020).
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Polimerizacijos ir polikondensacijos reakcijos yra panasios savo polimery sinteze, taciau
polimerizacijos proceso metu, monomero ir polimero sudétis identiska, kai tuo tarpu
polikondensacijos metu susidaro ne tik nuo pradinés monomero formos besiskiriantis polimeras, bet

ir antrinés medZziagos.
1.2.2 Antriniai plastiko Saltiniai

Antriniu plastiko daleliy Saltiniu yra laikomas plastiko atlieky, esan¢iy gamtoje, natiiralus
irimas (dél mechaninio, fizikinio ar biologinio poveikio) iki mikro- ir nanodydzio daleliy. Plastiko
biodegradacija yra plastiko daliy skilimas, veikiant mikroorganizmams aerobinémis sglygomis, kai
susidaro anglies dioksidas, vanduo, mineralinés druskos ir nauja biomasé. Biodegradacijos proceso
pradzioje ant plastiko medziagos pavirSiaus besikolonizuojantys mikroorganizmai, tokie kaip
bakterijos ir grybeliai, gali biiti natiiraliai randami aplinkoje arba sgmoningai pridedami, siekiant
pagreitinti skilimo procesus (Zeenat et al., 2021, Silva et al., 2023). Mikroorganizmai, esantys ant
plastiko, iSskiria tarplgstelinius fermentus, kurie suardydami plastiko molekulinius rysius,
pagreitina jo skilimg. D¢l fermenty ir kity fizikiniy ar cheminiy procesy, plastikas skyla i
oligomerus ir monomerus, o mikroorganizmai gali jsisavinti §iuos fragmentus ir panaudoti savo
metaboliniams keliams, kur Sie fragmentai skyla i galutinius produktus — anglies dioksida, vandenj
ir biomase (Silva et al., 2023, Mandal et al., 2024). Taciau, biodegradacijos trukmé ir
veiksmingumas gali skirtis priklausomai nuo plastiko sudéties, mikroorganizmy ir aplinkos salygy
(Bher et al., 2022).

Fotodegradacija — medZziagos skilimo procesas veikiant Sviesai. Dauguma sintetiniy polimery,
jskaitant ir plastiko, yra jautriis irimui, kurj inicijuoja ultravioletiné (UV) ir regimoji Sviesa (Zeenat
etal., 2021). Absorbavus Sviesg, energija perduodama molekulés elektronams ir pakeicia jy
konfigtiracijg — vyksta peréjimas j suzadintg biiseng. Esant O ir H>O tokios biisenos molekulés néra
stabilios ir gali savaime suirti — oksiduotis arba hidrolizuotis, taip sukeliant plastiko polimeriniy
grandiniy skilimg ] mazesnius fragmentus (Mandal et al., 2024). | aplinkg iSskirtos molekulés gali
reaguoti su kitomis aplinkoje esanc¢iomis molekulémis ir pakenkti gamtai ir ekosistemoms.

Dar vienas plastiko irimo biidas — mechaninis — kai plastiko polimerai skyla veikiant
iSorinéms jégoms (Lin et al., 2020). Mechaninj plastiko skilimg gali sukelti jo susidiirimas su
akmenimis, sméliu, véju ar bangomis gamtingje aplinkoje (Zhang & Wu, 2023). Mechaniniu budu
dazniausiai skyla automobilio padangy ar stabdziy disky, kelio pavirSiaus ir kity dangy atveju, kai
susidaro trintis, kuri sukelia mikro jtrikimus, kurie galiausiai medZiaga suardo (Lai et al., 2022).

1.3 Polistireno nanodalelés

Polistirenas yra sintetinis polimeras, pagamintas i§ aromatinio angliavandenilio stireno

monomery. Tai yra vienas gausiausiai pasaulyje gaminamy plastiky, kuris panaudojamas maisto
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produkty pakuotéms, vienkartiniams indams, izoliacinéms statybinéms medziagoms ar
kompaktiniams diskams gaminti (Ho et al., 2018). Polistirenas pla¢iai naudojamas dél savo gery
mechaniniy savybiy, turi stipry hidrofobinj pobudj ir yra atsparus biologiniam irimui (Yousif &
Haddad, 2013).

Si plastiko forma skirstoma j keturias rii§is ir pagal tai pritaikoma panaudojimui: bendrosios
paskirties polistirenas, didelio poveikio polistirenas (angl. high impact polystyrene), polistireno
putplastis ir puty polistirenas (Capricho et al., 2022). Bendrosios paskirties ir didelio poveikio
polistireno formos yra kietos, bespalvés ir riboto lankstumo, todél dazniausiai naudojamos anksc¢iau
minétiems vienkartiniams indams, produkty pakuotéms, taip pat gaminant televizoriy ar
kompiuteriy korpusus bei dél savo biologinio suderinamumo ir medicinos pramonéje gaminant Petri
leksteles ir mégintuvélius (Yousif & Haddad, 2013, Ho et al., 2018). Tuo tarpu, polistireno
putplastis placiai naudojamas diiztanioms siuntoms gabenti, taip apsaugant daiktus nuo smigiy ir
pazeidimy transportavimo metu. Puty polistirenas yra viena i§ labiausiai paplitusiy ir naudojamy Sio
plastiko formy. Ji naudojama Siluminiy barjery sukiirimui, pastaty sieny, stogy ar pamaty
konstrukcijose, taip iSvengiant Silumos nuostoliy ir sumazinant energijos sagnaudas (Gaidhani et al.,
2023).

Nepaisant visy polistireno pritaikymo ypatumy ir galimybiy, polistirenas gali biiti ir
kenksmingas. D¢l savo kietumo ir hidrofobiskumo jis ilgai i§licka gamtoje ir terSia aplinka.
Stirenas, i$ kurio sudarytas polistirenas, yra lakus organinis junginys, kuris skylant polistirenui iki
mikro ir nano dydzio daleliy gali iSsiskirti j org ir vanden]j. Neskaitant oro ir vandens,
zemé/dirvoZemis yra dar viena vieta, kur kaupiasi didZioji dalis mikro- ir nanoplastiko (Bhat et al.,
2023). Dalelés nuo dirvozemio pavirSiaus keliauja j gilesnius sluoksnius ir nuséda, o tai gali turéti
itakos ten augantiems augalams, tokiems kaip pupa (lot. Vicia faba) ir valgomasis svogiinas (lot.
Allium cepa). Tiriant 5 pm ir 100 nm dydZio polistireno daleles, nustatyta, kad jos kaupiasi pupos
Sakny audiniuose ir yra citotoksiskos (Jiang et al., 2019). Tuo tarpu tiriant rutuliuko formos 50 nm
dydzio PS-ND valgomajame svogiine, nustatyta, kad dalelés ne tik kaupiasi citoplazmoje ir
vakuolése, bet ir sukelia chromosomines anomalijas ir mikrobranduoliy susidarymg (Gorgetti et al.,
2020). Literatuiroje teigiama, kad polistireno turintys gaminiai, veikiami karsc¢io ar riig§¢iy
medziagy, yrant gali patekti | maistg ir gérimus ir neigiamai paveikti ir Zmoniy sveikatg. Létinis
stireno poveikis yra susijes su tokiomis sveikatos problemomis kaip akiy, odos ir kvépavimo taky
dirginimas, taip pat galimas neigiamas poveikis nervy sistemai ir kepenims (Yee et al., 2021).
Pavyzdziui, tiriant stireno poveikj naftos chemijos pramonés darbuotojy sveikatai, 16 % darbuotojy

nustatyta kancerogeniSkumo rizika (Moshiran et al., 2021).
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1.3.1 Mikro- ir nanoplastiko patekimo j Zmogaus organizma mechanizmai

Mikroplastikas ir nanoplastikas ] zmogaus organizma gali patekti trimis pagrindiniais biidais:
per oda, plauciy gleiving ir virSkinamajj trakta (1.3 pav.) (Li et al., 2023, Niu et al., 2023). Patekimo
1 Zmogaus organizmg mechanizmai priklauso nuo nanodaleliy fizikiniy ir cheminiy savybiy.
Nanoplastiko dalelés pateke j zmogaus organizma sgveikauja su jvairiomis Zmogaus organizmo
biomolekulémis (baltymais, lipidais, angliavandeniais, nukleino riigstimis), kurios apgaubia daleles,
sudarydamos vainikus (angl. corona), kurie palengvina nanodaleliy patekimg j lasteles (Stapleton,

2019, Yee et al., 2021).

Plaugciai

mn

n

Virskinamasis |y o Oda
traktas \f’ X

1.3 pav. Nanodaleliy patekimo j Zmogaus organizma biidai (sukurta su BioRender)

Yee ir kt. (2021) teigia, kad daugiausia plastiko daleliy ; Zmogaus organizmg patenka per
vir§kinamajj traktg su mikro- ar nanoplastiku uZterstu maistu ir gérimais, bei jy pakuotémis.
Ilgiausia zmogaus virSkinamojo trakto dalis, plonoji Zarna, savo sienel¢je turi ataugas vadinamas
gaureliais, kurie papildomai padengti mikrogaureliais, o tai padidina pavirSiaus plotg. Tokia
plonosios Zarnos sienelés sandara leidzia jsisavinti didzigjg dalj mazos molekulinés masés, jskaitant
mikro- ir nanodaleles, medziagy (Lundquist & Artursson, 2016). Taip pat yra Zinoma, kad Zarnyno
mikrobioma yra sudétinga biologiné aplinka, o ] $ig aplinkg patekusios nanodalelés gali sagveikauti
su joje esanciomis bakterijomis ir mikroorganizmais, taip sutrikdant Seimininko ir mikroorganizmy
sgveika (Stater et al., 2021).

Nanoplastikas j Zmogaus organizma gal patekti ir per kvépavimo takus. Zmogus su jkvepiamo
nanoplastiko rizika susidurti gali tiek patalpose, tiek lauke dél uzterSto oro salygy (Ghosh et al.,
2023). Zmogaus kvépavimo sistema sudaryta i§ virSutiniy ir apatiniy kvépavimo taky. Vir$utiniai

kvépavimo takai yra padengti virpinamuoju epiteliu, kurie pasalina nusédusias daleles ir taip
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apsaugo plaucius nuo pazeidimy ir infekciniy uzdegimy. Taciau antriniai kvépavimo takai yra
jautresni dél didelio pavirSiaus ploto, kur alveolése vyksta intensyvi deguonies ir anglies dioksido
apykaita tarp oro ir kraujo (Lu et al., 2014). Taigi nanoplastikas patekes j alveoles gali nusésti ant
pakankamai plono plauciy epitelio Igsteliy sluoksnio ir net prasiskverbti pro jj j kapiliarinio kraujo
sistemg, taip pasklisdamos po visg zmogaus organizmg (Yee et al., 2021). Neseniai publikuotame
Yang ir kt. (2024) tyrime, kur pelés buvo veikiamos trimis polistireno nanodaleliy koncentracijomis,
nustatyta, kad PS-ND ne tik sukélé oksidacinj stresg, proteaziy ir antiproteaziy pusiausvyros
sutrikimus, bet ir pablogino kvépavimo funkcijg ir sukelé j Iéting obstrukcing plauciy ligg panasiy
pazeidimy.

Mikro- ir nanoplastikas randamas kosmetikos priemonése, tokiose kaip kiino ar veido
Sveitikliai, taip pat ir daugelyje tekstilés gaminiy mikropluostuose, todél yra teigiama, kad tokios
dalelés gali patekti | Zzmogaus organizma per salytj su oda (Grote et al., 2023). Nors oda atlieka
apsaugine organizmo funkcijg ir yra nepralaidi, pastebéta, kad nanoplastikas gali patekti per jvairius
odos pazeidimus, prakaito liaukas ir plauky folikulus (Friedman et al., 2021). Tyrimai su zebriniy
danijy embrionais, paveiktais skirtingomis 25 nm polistireno nanodaleliy koncentracijomis (0, 5, 25
ir 50 g/1) 96 valandas, parode, kad i§ susidariusio reaktyviy deguonies formy kiekio, tiek odos
jonocitai, tiek keratonocitai patyré oksidacinj stresa, o pastaryjy pazeista ir apikaliné strukttra
(Kantha et al., 2022).

1.3.2 Nanoplastiko nanodaleliy patekimo j lastel¢ mechanizmai

Nanodalel¢s pateke ] Zmogaus organizma, gali sgveikauti su jvairiais lgstelés plazmingés
membranos ar vidulastelinio matrikso komponentais ir patekti j 1astele aktyviosios pernaSos biidu —
endocitoze. Priklausomai nuo lgsteliy tipo, baltymuy, lipidy ir kity molekuliy, dalyvaujanciy Siame
procese, endocitoze gali buti skirstoma j fagocitoze, nuo klatrino priklausomg endocitozg, nuo
kaveolino priklausomg endocitoze, nuo klatrino ir kaveolino nepriklausomg endocitoze ir
makropinocitozg (1.4 pav.) (Manzanares & Cena, 2020, Almeida et al., 2021, Awashra & Mlynarz,
2023).
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1.4 pav. SchematiSkai pavaizduoti nanodaleliy patekimo i 1gstele biidai: nuo klatrino ir
kaveolino priklausoma endocitoz¢, nuo klatrino ir kaveolino nepriklausoma endocitoze,
fagozitoze ir makropinocitoze (pagal Augustine et al., 2020)

Fagocitozé tai procesas, kurio metu fagocitai atpazjsta nanodaleles. Sis atpaZinimas jvyksta
po opsonizacijos proceso, kai opsoninai, pavyzdziui, imunoglobulinai, absorbuojami ant
nanodalelés pavirSiaus. Tada fagocitas apgaubia nanodalelg savo lastelés membrana ir jtraukia jg |
lasteles vidy (Awashra & Mlynarz, 2023). Nuo klatrino priklausoma endocitoze vyksta
specializuotose plazminés membranos srityse, kuriose klatrinas susitelkia aplink pislele ir ja
padengia. Tuomet klatrinu dengta puslelé internalizuojasi, praranda klatrino apvalkalg ir susijungia
su kitomis piislelémis, sudarydama ankstyvaja endosoma (Rennick et al., 2021, Awashra &
Mlynarz, 2023). Nuo kaveolino priklausomg endocitoz¢ sudaro plazminés membranos
invaginacijos, kur kaveolinas jungdamasis su cholesteroliu sudaro kaveolino pisleles (Manzanares
& Cena, 2020). Kai lgstelése néra tokiy baltymy kaip klatrinas ir kaveolinas, nanodalelés j Iastele
gali patekti ir nuo klatrino ir kaveolino nepriklausomu biidu. Sis patekimo mechanizmas priklauso
nuo cholesterolio ir reikalauja specifinés lipidy sudéties (Almeida et al., 2021). Dar vienas galimas
nanodaleliy patekimo biidas j lastele — makropinocitozé. Tai nespecifinis ekstralgstelinio skysc¢io
apgaubimas membranos iSsikiSimais ir susiliejimas j plazmin¢ membrang, sukuriant
makropinosomg (Means et al., 2022).

Nanodaleliy patekimo j lastelg mechanizmas priklauso nuo jy dydzio, formos ir pavirsiaus
savybiy (Moore et al., 2019). 44 nm dydzio polistireno daleliy absorbcijos i Zzmogaus storosios
zarnos fibroblastus tyrimai parodé, kad Sios nanodalelés absorbuojamos nuo klatrino priklausomos
endocitozes biidu (Fiorentino et al., 2015). Tuo tarpu Maneerat ir kt., (2012) tirdami panasaus
dydzio (50 nm), bet su skirtingomis pavirSiaus savybémis, be kriivio ir su amino funkcine grupe
polistireno nanodaleles, nustaté, kad kriivio neturincios dalelés i Zmogaus kiausidziy vézio lasteles
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buvo jsisavintos nuo kaveolino nepriklausomu keliu, o aminu modifikuotos polistireno nanodalelés
— fagocitozés buidu, formuojant lizosomas. PanaSius rezultatus parode ir Liu ir kity (2023) tyrimas
su 50 ir 100 nm polistireno nanodalelémis zmogaus plauciy vézinéje Igsteliy linijoje A549. 50 nm
dydzio PS-ND buvo jsisavinamos nuo kaveolino priklausomu endocitozés biidu, kai didesnés,

100 nm PS-ND i Igsteles pateko nuo klatrino priklausancios endocitozés ir makropinocitozés

budais.
1.3.3 Plastiko nanodaleliy toksiSkas poveikis lasteliy organeléms

Mikro- ir nanoplastikas patekes j lastele, gali sgveikauti su lgstelés organelémis, tokiomis kaip
branduolys, lizosomos, mitochondrijos, endoplazminis tinklas ir ribosomos (Khan & Jis, 2023).

Neéra nustatyta, kad nanoplastikas kauptysi mitochondrijose, taciau jy tarpusavio sgveika ir
neigiamas poveikis pastebétas. Zmogaus storosios zarnos adenokarcinomos Igsteles Caco-2
paveikus 50 nm dydzio fluorescuojanciomis ir nefluorescuojanciomis polistireno nanodalelémis
24 valandas ir pasitelkus transmisine elektroning mikroskopija (TEM), nustatyta, kad iSsiputé
mitochondrijy kristos, o tai gali inicijuoti mitochondrijy sukelta lasteliy mirtj (Domenech et al.,
2021). Lin ir kt. (2022) tirdami 80 nm polistireno nanodaleles Zmogaus kepeny ir plauciy lasteliy
linijose (atitinkamai LO2 ir BEAS-2B), nustat¢, kad abiejy lasteliy atveju padidéjo mitochondriniy
reaktyviy deguonies formy ir sumazéjo mitochondrijy membrany potencialas.

Viena i§ vidulastelinio nanotoksiskumo priezas¢iy yra nanodaleliy sukelta lizosominé
disfunkcija (Uzhytchak et al., 2023). Tiriant 100, 200, 500 ir 1000 nm dydZio PS-ND zmogaus
indukuotose pluripotentinése kamieninése lastelése, nustatyta, kad 1000 nm PS-ND ne tik kaupiasi
lizosomose, bet sukelia jy iSsiplétima, dél kurio 1astelé Ziista (Jeong et al., 2022). Liu su kolegomis
(2022) tirdami mikro ir nano polistireno daleliy (50 nm, 500 nm ir 5 pm) sukeliamus organeliy
pazeidimus Ziurkiy bazofilinés leukemijos lgstelése (RBL-2H3) vertino lizosomy membranos
pralaiduma ir joje randamus baltymus LAMP-1 ir LAMP-2. Abiejy baltymy raiSka buvo sumazéjusi
atitinkamai didéjant tiriamy daleliy dydZiui, membranos pralaidumas po poveikio PS-ND
susilpnéjo, o esant didZiausiai PS koncentracijai — iSnyko.

Dar viena Igsteliy organel¢, kurios normalias funkcijas gali sutrikdyti nanoplastiko dalelés yra
endoplazminis tinklas. Tai svarbi baltymy ir lipidy sintezés vieta lasteléje, atliekanti svarby
vaidmenj vidulasteliniy signaly perdavime, susijusiame su lgsteliy gyvybingumu (Lai et al., 2022).
Tiriant 20 nm PS-ND su papildoma amino grupe ir 20 bei 50 nm nemodifikuotas PS-ND Zmogaus
alveoliy epitelio 1gsteliy linijoje A549, nustatyta statistiSkai reikSmingas NOX4 baltymo (randamo
endoplazminio tinklo membranoje) raiskos padidéjimas visy tiriamy nanodaleliy atveju. Taip pat

pastebéta, kad Siose lasteleése Zymiai padidéjo BiP ir ATF4 baltymy kiekis. Esant endoplazminio
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tinklo stresui BiP atsiskiria nuo Sios organelés streso jutikliy ir taip inicijuoja streso sukeliamg ATF4

signalinj kelig (Halimu et al., 2022).

1.4 Nanodaleliy genotoksiSkumas

1.4.1 Nanodaleliy genotoksiSkumo mechanizmai

Nanodaleléms patekus | Iastele, jos gali veiksmingai sgveikauti su DNR ir sukelti
struktiirinius ir funkcinius DNR pakitimus. Yra du pagrindiniai nanodaleliy sukeliamo
genotoksiSkumo mechanizmai: pirminis ir antrinis genotoksiskumas (1.5 pav.) (Vallabani &

Karlsson, 2022).

Pirminis . Antrinis
genotoksiSkumas Fagocity B _  genotoksidkumas
Netiesioginis Tiesioginis aktyvacija

Apoptoze

1.5 pav. Pirminis ir antrinis genotoksiSkumo mechanizmai. ND — nanodalelés;
ROS —reaktyvios deguonies formos (pagal Manickam et al., 2017)

Pirminis genotoksiSkumas dar skirstomas } tiesioginj ir netiesioginj. Pirminj, tiesioginj
genotoksiSkuma sukelia mechanizmai susij¢ su tiesiogine nanodaleliy saveika su genetine medZiaga
ir susijusiais baltymais (Manickam et al., 2017). Tokia sgveika Igstelés interfazés metu gali
sutrikdyti DNR replikacijg ir transkripcija, o mitozés metu — sukelti klastogeninj arba aneugeninj
poveikj (Barabadi et al., 2019). Netiesioginis pirminis genotoksiSkumas sukeliamas per reaktyviy
deguonies formy (ROS) susidaryma. Sios ROS formos sudaro laisvuosius radikalus, kurie
sgveikaudami su lgsteliy biomolekulémis, gali tiesiogiai paveikti DNR ir sukelti puriny ir
pirimidiny oksidacines paZaidas, netiesiogiai paveikti padidéjusig laisvyjy radikaly gamyba
mitochondrijose ir sukelti oksidacinj stresa, kuris lemia DNR pazeidimus (Barabadi et al., 2019,

Shukla et al., 2021).
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Antrinis genotoksiSkumas laikomas pagrindiniu nanodaleliy genotoksiSkumo mechanizmu ir
yra siejamas su uzdegiminiais procesais, kuriuos sukelia fagocity, jskaitant makrofagy ir neutrofily,
suaktyvinimas. Fagocitams suaktyvinus jgimto imuniteto reakcija, padidéja lastelinio deguonies
sunaudojimas, todé¢l iSskiriama daugiau laisvyjy radikaly. Su uzdegiminiu poveikiu susijusios DNR
pazaidos atsiranda d¢l reaktyviy deguonies ir azoto formy. Sio tipo genotoksikumo nejmanoma
iStirti standartiniais in vitro metodais dél monokultiiry negebéjimo sukelti genotoksiskuma per
uzdegiming reakcija (Kohl et al., 2020). PavyzdZziui, nanodaleliy kaupimasis plauciy lastelése gali
sukelti 1étinj imuninj atsaka, susijusj su oksidaciniu stresu. Visa reakcijy grandiné sukelia laisvyjy
radikaly susidaryma, o imuninés Igstelés iSskiria citokinus ir chemokinus, kurie sukelia antrinj
genotoksiskuma ir kaimyninéms tikslinéms lgsteléms (Shukla et al., 2021, Vallabani & Karlsson,

2022).

1.4.2 Nanodaleliy genotoksiSkumo jvertinimas

Nanodaleliy sukeliamo genotoksiskumo jvertinimas gali biiti atlickamas keliuose lygiuose:
geny mutacijy, DNR pazaidy ir chromosomy mutacijy. Geny mutacijy vertinimui gali biiti atlieckami
tyrimai pagrjsti timidino kinazés arba hipoksantino-guanino fosforiboziltransferazés (HPRT) genais
(Elespuru et al., 2018). Peliy limfomos (MLA) tyrimas leidzia nustatyti klastogenines ir
aneugenines chromosomy mutacijas bei geny mutacijas, tac¢iau taikant §j metodg yra reikalingi
tolimesni tyrimai (Kohl et al., 2020). Chromosominéms pazaidoms aptiki, tokioms kaip
mikrobranduoliai, nukleoplazminiai tiltai, chromosomy liiziai atliekamas mikrobranduoliy testas, o

DNR pazaidos vertinamos kometos metodu (Shukla et al., 2021).

Kometos metodas arba vienos lastelés gelio elektroforezés metodas yra universalus ir jautrus
metodas, naudojamas DNR pazaidoms atskiry lgsteliy lygmenyje jvertinti. Atliekant kometos
tyrima, pirmiausia lastelés ijmobilizuojamos Zemos lydymosi temperatiiros agarozéje ant objektinio
stiklelio ir lizuojamos buferiu (Karbaschi et al., 2019). Lizés metu suardomos ir pasalinamos
lasteliy membranos ir citoplazmos bei nukleoplazmos sudedamosios dalys. Po lizés likusi neigiama
superspiralizuota DNR denattiruojama ir panaudojant elektrinj lauka, 1gsteléms taikomas kriivis.
Elektroforezés metu susiformuoja struktira panasi j kometg. Pazeista DNR pradeda judéti 1§
branduolio link teigiamai jkrauto anodo ir sudaro kometos uodega, o nepazeista DNR lieka
superspiralizuota ir sudaro kometos galvos struktiirg (1.6 pav.) (Karbaschi et al., 2019, Costa et al.,
2024). Po elektroforezés meéginiai yra neutralizuojami Tris HCI buferiu ir daZomi jvairiais
fluorescuojanciais DNR dazais, tokiais kaip etidZio bromidas, propidZio jodidas ir SYBR Green I
(Tamara & Elke, 2015). Gautas kometas galima vizualizuoti fluorescenciniu mikroskopu ir

analizuoti rankiniu budu, vertinant santykinj DNR kiekj kometos uodegoje, taip pat su pusiau arba
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pilnai automatizuota vaizdy analizés sistema. Kompiuterizuoti btidai leidzia jvertinti ne tik

dazniausiai analizuojamg procentinj DNR kieki kometos uodegoje, bet ir uodegos ilgj bei momenta.

1.6 pav. Kometa (400x). Originali mikrofotografija

Kometos metodas turi kelias versijas: neutralus, Sarminis ir fermento reakcija papildytas
metodai. Populiariausias i§ §iy metody — Sarminis, leidZiantis aptikti viengrandZzius, dvigrandzius
DNR triikius ir Sarmams labilias vietas. Po lizés méginyje likgs jmobilizuotas lastelés branduolys
yra patalpinamas j Sarminj buferj (pH = 13), kurio pagalba yra denatiiruojama DNR ir vyksta
Sarmams labiliy viety hidrolizé (Pu et al., 2015). Sarminés salygos leidzia lengviau i§sivynioti DNR
ir atskleisti pazaidas. Dvigrandziai DNR triikiai sukelia mutacijas ir chromosomy pakitimus, todél
atliekant tyrimus yra svarbu atpaZinti biitent tokio tipo pazaidas (Cannan & Pederson, 2017).
Neutralus kometos metodas leidZia nustatyti mazesn; DNR pazaidy lygj. Pasibaigus lizés etapui,
meéginiai yra talpinami j neutraly elektroforezés buferj (pH = 9). Lasteles veikiant neutraliomis
salygomis, DNR grandinés yra apsaugomos nuo konformacinio iSsikraipymo, todel §iuo metodu
galima specifiskai nustatyti tik dvigrandininés DNR paZeidimus (Roy et al., 2021). Siekiant metoda
padaryti specifiskesnj ir jautresnj, galima pridéti papildoma fermentine reakcija. Si reakcija
Jterpiama i8kart po liz€s etapo, o jai panaudojamos specifinés DNR baziy pazaidas atpazjstancios
endonukleazés (Costa et al., 2024). Oksiduoty DNR baziy vietose, susidaro apurininés ir
apirimidininés sritys, kuriy aptikimui naudojami fermentai, atitinkamai, formamido pirimidino
DNR glikozilaz¢ (Fpg) ir endonukleaze III (Endolll) (Pu et al., 2015, Fabbrizi et al., 2021). Fpg yra
baziy ekscizijos reparacijos fermentas, kuris katalizuoja oksiduoty puriny, tokiy kaip 7-hidro-8-
oksoguanino pazaidos paSalinimg ir geba atpaZinti atvirus puriny ar formamido pirimidiny Ziedus,
susidarancius dél purininiy pazaidy. Endonukleazé III atpazjsta oksiduotus pirimidinus, jskaitant ir

timino glikolj ir uracilo glikolj (Fabbrizi et al., 2021, Muruzabal et al., 2021). Dar vienas fermentas,
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kuriuo galima papildyti kometos metoda — T4 endonukleazé V. Sis fermentas turi tick DNR
N-glikozilazés, tiek apurininj/apirimidinj (AP) liazés aktyvuma, todé¢l geba aptikti ir iSlaisvinti
pirimidino dimerus sukuriant apurining arba apirimiding vieta, kurioje AP liaz¢ skelia

fosfodiestering jungtj taip suformuojant grandininj trukj (Fabbrizi et al., 2021).

1.4.3 Nanodaleliy genotoksiSkumo kometos tyrimy apzZvalga

Anksciau minétos kometos metodo versijos yra naudojamos tiek in vitro, tiek in vivo
nanodaleliy genotoksiskumui jvertinti (1.2 lentelé). Atliekant kometos metoda buvo nustatin€¢jamas
40 nm polietileno tereftalato nanodaleliy genotoksisSkumas zmogaus monocitiniy lgsteliy linijoje
THP-1 (Villacorta et al., 2022). Atlikti Sarminis ir Fpg fermentu papildytas kometos metodai
parodé, kad PET nanodaleliy 5, 10, 25 ir 50 pg/ml koncentracijos nesukélé nei pirminiy, nei
oksidaciniy DNR pazaidy, lyginant su kontroliniais méginiais.

PrieSingai, PET nanodaleliy (136-167 nm) genotoksiSkuma zmogaus plauciy epitelio lastelese
A549 tyre Alzaben ir kiti (2023), nustaté, kad PET tiriamos koncentracijos (2, 16, 125 pg/ml)
padidino DNR pazaidy kiekj lastelése, ir koreliacija tarp tirty koncentracijy ir sukelty DNR pazaidy
kiekio buvo statistiSkai reikSminga. Apskaiciuota, kad didziausios tirtos koncentracijos atveju
grynasis pazaidy kiekio padidéjimas buvo 0,1 pazaidos/10° baziy pory.

Tiriant polistireno (50, 200 ir 500 nm) nanodaleliy genotoksiskuma Drosophila melanogaster
lervy hemocituose in vivo, gauta, kad 160 ir 800 pug/ml (0,4 ir 2 g PS-ND maiste) koncentracijos
visy trijy dydZiy atveju sukelé reikSminga DNR pazaidy kiekio padidéjima, o 50 nm daleliy atveju
buvo stebimas stipriausias poveikis (Alaraby et al., 2022).

Skaidraus polipropileno (158 nm) ir polietileno tereftalato (252 nm) nanodaleliy ir juodos
spalvos polietileno teraftalato (107 nm) nanodaleliy genotoksiskumas kometos metodu jvertintas
Zmogaus hepatomos lgsteliy linijjoje HepG2 ir kolorektalinés adenokarcinomos epitelio lasteliy
linijoje Caco-2 (Roursgaard et al., 2022). PP nanodaleliy koncentracijy (3, 5, 11, 22, 44, 88,

175 ng/ml) poveikis lasteléms buvo tiesiogiai susij¢s su DNR paZaidomis, taciau rezultatai nebuvo
statistiSkai reikSmingi. Tiek skaidriy, tiek juodos spalvos PET nanodaleliy koncentracijy (1, 2, 4, 8,
16, 32 ir 63 ng/ml) atveju sukeltas DNR pazaidy kiekis buvo statistiS§kai reikSmingas ir teigiamai
koreliavo su naudotomis koncentracijomis.

Nefunkcionalizuoty (50 nm) ir amininty polistireno nanodaleliy (PS-NH>) (50 nm) bei
polivinilchlorido mikrodaleliy (<50 pm) galimas genotoksinis potencialas tirtas Caco-2 ir HT29-
MTX-E12 lgsteliy monokultiirose (Busch et al., 2021). Né¢ viena i tirty PS ir PVC daleliy
koncentracijy (1, 5, 10 ir 50 pug/ml) nesukeélé reikSmingy DNR pazaidy pokycio, nedidelis, bet
statistiSkai reikSmingas pazaidy padidéjimas nustatytas lastelése, paveiktose 50 png/ml PS-NH»

dalelémis.
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Hu ir Palic (2020) tyrime, 50 nm PS-ND genotoksiskumas vertintas THP-1 Igsteliy linijoje ne

tik skirtingomis koncentracijomis (10, 100 ir 500 pg/ml), bet ir skirtingais laiko tarpais (po 4, 8, 12

ir 24 valandy). Atlikti Sarminés ir neutralios kometos metodai, parodé¢, kad tirtos daleliy

koncentracijos indukuoja DNR paZaidas. Sarminiy kometos metodu statistikai reik§mingi

rezultatai gauti, kai lgstelés buvo veikiamos 10 pg/ml PS-ND 24 valandas ir 100 pg/ml po 12 ir

24 valandy poveikio. Tuo tarpu neutraliu kometos metodu statistiSkai reikSmingas DNR pazaidy

kiekio padidéjimas nustatytas visais poveikio laiko tarpais su 500 pg/ml koncentracija ir su

100 ug/ml koncentracija pra¢jus 24 valandoms.

1.2 lentelée. Kometos metodu atlikti plastiko nanodaleliy genotoksiSkumo tyrimai

PVC (<50 pm)

lasteliy linija Caco-2
ir zarnyno lasteliy
linija HT29-MTX-
E12

Tiriamos Eksperimento GenotoksiSkumo .
Tyrimuy objektas Saltinis
nanodalelés tipas jvertinimas
PET (40 nm) Zmogaus Sarminis ir Neigiamas Villacorta
monocitiniy lasteliy | fermentu etal., 2022
linija THP-1 papildytas
kometos metodas
(in vitro)
PET Zmogaus plauéiy Sarminis kometos | Teigiamas Alzaben et
(136—167 nm) epitelio lasteliy metodas (in vitro) al., 2023
linija A549
PS (50, 200 ir Drosophila Sarminis kometos | Teigiamas Alaraby et
500 nm) melanogaster lervy | metodas (in vivo) al., 2022
hemocitai
PP (158 nm), Zmogaus hepatomos | Sarminis kometos | Teigiamas (skaidrus | Roursgaard
skaidrus PET lasteliy linija HepG2 | metodas (in vitro) | ir juodos spalvos etal., 2022
(252 nm) ir ir kolorektalinés PET-1,2,4,8, 16,
juodos spalvos | adenokarcinomos 32, 63 ng/ml)
PET (107 nm) lasteliy linija Caco-
2.
PS (50 nm), PS- | Kolorektalinés Sarminis kometos | Teigiamas (PS-NH> | Busch et
NH> (50 nm) ir | adenokarcinomos metodas (in vitro) | — 50 ug/ml) al., 2021
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PS (50 nm) Zmogaus Sarminis ir Teigiamas Hu and
monocitiniy 1gsteliy | neutralus kometos | (10 pg/ml po 24 Palic, 2020
linija THP-1 metodai (in vitro) | val., 100 pg/ml po
12 ir 24 val. ir
500 pg/ml po 4, 8,
12 ir 24 val.)

Plastiko nanodaleliy genotoksiskumui jvertinti daznai pasitelkiamas kometos metodas, o gauti

rezultatai priklauso nuo tiriamy nanodaleliy dydzio, pavirSiaus savybiy, naudojamy koncentracijy ir

naudojamos lgsteliy linijos.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Tiriamoji medZiaga
Siame darbe tirtos polistireno nanodalelés, jsigytos i§ Spherotech™™ (JAV). Gamintojy
teigimu, $iy nanodaleliy dydis yra 70 nm. Pries§ kiekvieng tyrimg paruoSiamas naujas, 0,1 %

(1 mg/ml) polistireno nanodaleliy koloidinis tirpalas lasteliy mitybinéje terpéje DMEM.

Kadangi nanodalelés yra linke aglomeruoti, pries kiekvieng eksperimenta nanodaleliy bazinis

tirpalas (angl. stock solution) yra sonikuojamas apie 30 min., 35 kHz daznio bangomis,

sonikatoriumi SONOREX DIGITEC DT (BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Vokietija).
Nanodaleliy aglomeracijos ir hidrodinaminio dydzio analiz¢ 1asteliy mitybinéje terpéje
jvertinta dviem metodais: dinaminio $viesos sklaidymo metodu — DLS (angl. dynamic light

scattering) ir NanoSight analizatoriumi (NanoSight Ltd, JK). Analizé atlikta VU biotechnologijos

institute, Eukarioty geny inZinerijos skyriuje su Andriaus Burdulio pagalba.
Lasteliy linija:

Polistireno nanodaleliy genotoksiskumo tyrimams buvo naudojama zmogaus hepatomos
lasteliy linija HepG2, jsigyta i§ Leibniz Instituto DSMZ. Si lasteliy linija pasizymi geru
prieinamumu, paprasta priezitra, dideliu jautrumu ir specifiSkumu, tod¢l yra tinkama

genotoksiskumo tyrimams (Pinter et al., 2021).

2.2 Reagentai ir tirpalai

Naudoti reagentai:

—_—

AlamarBlue™ (Invitrogen, JAV)

Agarozé (LMP, Low Melting Point) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija)
Agarozé (NMP, Normal Melting Point) (MBI Fermentas, JAV)

Galvijy serumo albuminas (BSA, Bovine Serum Albumine) (Gibco, JAV)
2',7' — dichlorofluoresceindiacetatas (DCFDA) (bcam, JK)
Dimetilsulfoksidas (DMSO) (Signa-Aldrich Co., JAV)

Distiliuotas vanduo

Dulbeko modifikuota Eagle terpé (DMEM) (Gibco, JAV)

A A o B

Embrioninis verSiuky serumas (FBS, Fetal Bovine Serum) (Gibco, JAV)
. Endonukleazé III (EndollIl) (New Englands Biolabs, JAV)
. EtidZio bromidas (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija)
. Fosfatinis buferis (PBS), pH 7,4 (Gibco, JAV)

—_— e =
w N = O

. Formamido pirimidino DNR glikozilazé (Fpg) (New Englans Biolabs, JAV)
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14. 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetanosulfoniné riigstis (HEPES) (Carl Roth GmbH + Co. KG,

Vokietija)
15. Kalio chloridas (KCI) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija)
16. Natrio chloridas (NaCl) (milteliai) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija)
17. Natrio etilendiamintetraacetatas (Na2EDTA) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija)
18. Natrio hidroksidas (NaOH) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija)
19. Penicilino/streptomicino antibiotiky miSinys (PEST) (Biowest, Pranciizija)
20. Polistireno nanodalelés (PS-ND) (tirpalas) (Spherotech™*:, JAV)
21. Tripano mélio tirpalas (0,4 % vandeninis tirpalas) (Sigma-Aldrich Co., JAV)
22. Tripsino/ EDTA miSinys (TE) (Gibco, JAV)
23. Tris hidrochloridas (Tris HCI) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija)
24. Triton X — 100 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija)

25. Vandenilio peroksidas 3 % (Gemi, Przedsigbiorstwo Produkcji Farmaceutyznej, Lenkija)

Tyrimuose naudoti tirpalai ir jy sudétinés dalys pateiktos 2.2 lenteléje. Tirpalams, kuriy

tirpiklis nenurodytas, kaip tirpiklis buvo naudotas dejonizuotas vanduo.

2.2 lentelé. Naudoti tirpalai

Tirpalo pavadinimas ParuoSimas

Agarozeé (1 %)
NMP (angl. normal melting point) agarozeé — 1 g agarozes/ 100 ml H>O
normalios lydymosi temperatiiros agaroze
LMP (angl. low melting point) agaroz¢ — zemos | 0,5 g agarozés/ 50 ml PBS

lydymosi temperatiiros agarozé

Lizés buferis

NaCl 145 g/1
NaEDTA 37,2 g/l
Tris HCI1 1,58 g/l
DMSO* 111,11 ml/1
Triton X — 100* 11,11 ml/1
Neutralizacijos buferis

Tris HCI1 63,03 g/1
Sarminis buferis

Na;EDTA 0,367 g/l
NaOH 12 g/l

Fermento reakcijos buferis (FRB)
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HEPES 9,53 g/l
KCl 7,47 g/l
Na;EDTA 0,37 g/l

2.3 Lasteliy kultivavimas

Tyrime naudotos adherentinés HepG2 lastelés, kultivuojamos proliferacinéje Iasteliy
mitybingje terpéje DMEM, praturtintoje embrioniniu versiuky serumu (10 %) ir antibiotiky
(penicilino ir streptomicino) misiniu (1 %). Lastelés auginamos 25—75 cm? flakonuose, 37 "C
temperatiiroje drékinamame inkubatoriuje, 5 % CO> atmosferos salygomis. Monosluoksnio tankis
buvo periodiskai tikrinamas invertuotu Sviesiniu mikroskopu (Nikon ECLIPSE Ti-S), ir pasiekus
70-80 % tank], lastelés buvo perséjamos — retinamos (2.1 pav.).

2.1 pav. HepG2 lastelés (100x). Originali mikrofotografija

Lasteliy pers¢jimu reikalingi keli etapai (2.2 pav.):

Terpe PBS

@ +PBs @ )-tTnpsmas EDTA
Inkubacija (37 °C, 5% CO, 10 min)

@ Neutralizacija (su terpe) @
— .

Inkubacija (37 °C, 5% COz)

2.2 pav. HepG2 lgsteliy kultivavimo zingsniai (sukurta su BioRender)
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Pirmiausiai buvo iSpilama sena proliferaciné terpé, lastelés praplaunamos fosfatiniu buferiu
(PBS) ir priklausomai nuo flakono dydzio (25 arba 75 cm?), paveikiamos, atitinkamai, 1 arba 2 ml
EDTA-tripsino miSiniu. Lastelés inkubuojamos 10 minuciy, 37 °C temperatiiroje, 5 % CO». Lasteliy
monosluoksnio disociacija buvo vertinama Sviesiniu mikroskopu — stebimi 1gsteliy morfologijos
pasikeitimai: nuo flakono pavirSiaus atkibusios Igstelés suapvaléja ir laisvai plaukioja skystoje
terpéje. Naudojant, atitinkamai, 25 arba 75 cm? talpa, tripsinas neutralizuojamas 4 arba 8 ml
proliferacinés terpés. IS Cia, dalis Igsteliy (atitinkamai, 4 arba 8 ml) yra perkeliamos j nauja, sterilia
talpg ir naudojamos genotoksiskumo tyrimuose, o likusi dalis (atitinkamai, 1 arba 2 ml) lasteliy yra
uzpilama 4 arba 8 ml §vieZios lasteliy mitybinés terpés ir paliekamos tolimesniam augimui, 37 'C

temperattiros inkubatoriuje, 5 % CO» atmosferoje iki kito pers¢jimo.
2.4 Lasteliy veikimas tiriamaja medZziaga

Polistireno nanodaleliy citotoksiSkumo ir genotoksiSkumo tyrimams atlikti, po persé¢jimo
procediiros, lastelés perkeliamos j 96 arba 12 Sulinéliy ploksteles. Priklausomai nuo naudojamos
plokstelés (96 arba 12 Sulinéliy), i kiekvieng Sulinélj uzséjama, atitinkamai, po 100 pul arba 1 ml
lasteliy. Lastelés 24 val. paliekamos inkubatoriuje (37 °C, 5 % CO»), kad prisitvirtinty prie
ploksteliy pavir$iaus. Optimalus lgsteliy tankis uzséjant — 2x10%*-2x10° 1ast./ml. Praéjus
24 valandoms, lastelés veikiamos skirtingomis 0,1 % polistireno nanodaleliy koloidinio tirpalo
koncentracijomis. Siekiant jvertinti nanodaleliy patekimo j lasteles efektyvuma ir ROS
formavimasi, HepG2 Igstelés veikiamos 10, 40, 80 ir 100 ug/ml ND koncentracijomis. Analizuojant
polistireno nanodaleliy citotoksiSkuma ir genotoksiskuma, lastelés veikiamos 5, 10, 20, 40, 60, 80,
100 pg/ml dozémis. Su nanodalelémis lgstelés inkubuojamos 37 °C temperatiiroje, 5 % COa,

24 valandas. Tyrimo metu buvo naudota neigiama kontrolé (0 pg/ml), kurig sudarée lastelés
mitybingje terpéje ir teigiama kontrolé, kuriai naudojamas 1 val. poveikis 3 % vandenilio peroksido

tirpalu (galutiné koncentracija — 1,875 ug/ml).

2.5 Lasteliy gyvybingumo jvertinimas

Lasteliy gyvybingumas po 24 val. poveikio PS-ND buvo jvertintas dviem metodais. Pirmasis
naudotas metodas — AlamarBlue (AB) testas, paremtas fluorimetriniu redokso indikatoriumi
resazurinu — mélynos spalvos nefluorescuojanciu junginiu. Gyvose lgstelése resazurinas
redukuojamas iki fluorescuojancio rezorufino, kuris sukuria ryskiai raudong fluorescencija, kurig

galima kiekybiskai vertinti ir naudoti kaip gyvybingumo rodiklj (Longhn et al., 2022).

Siam tyrimui lastelés buvo uzsétos 96 Sulinéliy ploksteléje, auginamos ir paveikiamos
nanodaleliy tirpalo koncentracijomis nurodytomis 2.4 skyriuje. Po 24 val. inkubacijos su

nanodalelémis, poveikio terpé nupilama, lgstelés praplaunamos 100 pl PBS, ir j kiekvieng Sulinél}
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jvedama po 100 pl AB dazo (paruostas AlamarBlue dazo miSinys, kad galutiné koncentracija
Sulinélyje biity 10 %). Su dazu lastelés inkubuojamos 3 valandas 37 °C, 5 % COz, kol pasikeis AB
spalva. Po inkubacijos, ploksteliy skaitytuvu ,,FLUOstar Omega“ (BMG LABTECH, Vokietija)
matuojamas fluorescencijos intensyvumas. Remiantis Longhin ir kity (2022) protokole pateikta

formule, apskai¢iuojami galutiniai lgsteliy gyvybingumo rezultatai.

Lasteliy gyvybingumas taip pat jvertintas panaudojant tripano melio dazy tirpalg. Tai
metodas, paremtas plazminés membranos integralumu — gyvos lastelés nenusidazo, nes turi
nepazeista membrang, o negyvos nusidazo mélyna spalva, nes jy plazminé membrana yra pazeista
(Strober, 2015). Gyvy ir negyvy lasteliy skaic¢iavimui naudotas Countess 3 automatinis Igsteliy
skaiciuotuvas (Thermofisher Scientific, JAV). Po 24 val. inkubacijos, sena Igsteliy mitybiné terpé
nupilama, lgstelés praplaunamos PBS ir atkabinamos nuo flakono pavirSiaus, panaudojant EDTA-
tripsino misinj (3 min., 37 °C, 5 % COz). Po atkabinimo, tripsinas neutralizuojamas $viezia
mitybine terpe, lastelés surenkamos j sterilius mégintuvélius ir centrifuguojamos 8 min. 1500 rpm.
Virsnuosédinis sluoksnis nupilamas, o likusios Igstelés suspenduojamos 1 ml PBS. Ant vienkartinio
stiklelio laSinama 10 pl 0,4 % tripano melio ir skirtingomis nanodaleliy koncentracijomis paveikty
lasteliy miSinys (1:1). Stiklelis jstatomas j lasteliy skai¢iuotuvg ir stebimi rezultatai. Gaunama

procentiné gyvy ir negyvy lasteliy israiska.
2.6 Nanodaleliy patekimo j lastel¢ analizé

Nanodaleliy patekimas j Igstele jvertintas tékmés citometru, analizuojant priekings ir Soninés
18sklaidytos Sviesos (atitinkamai, angl. forward scattering light (FS) ir side scattering light (SSC))
intensyvuma, pagal (Toduka et al., 2012). Teigiama, kad FS intensyvumas nurodo lastelés dydj, o
SSC — lastelés granuliuotuma, kurio poky¢iai be FS pokyc¢iy, prilyginami nanodaleliy patekimui j
lastelés vidy (Toduka et al., 2012).

Tyrimo metu, Igstelés buvo uzs¢jamos 12 Sulin¢liy ploksteléje, auginamos ir 24 valandas
veikiamos skirtingomis PS-ND koncentracijomis, nurodytomis 2.4 skyriuje. Po poveikio, sena
lasteliy mitybiné terpé nupilama, lastelés praplaunamos PBS ir atkabinamos nuo flakono pavirSiaus,
panaudojant EDTA-tripsino miSinj (3 min., 37 °C, 5 % CO.). Po atkabinimo, tripsinas
neutralizuojamas Sviezia mitybine terpe, lgstelés surenkamos j sterilius mégintuvélius ir
centrifuguojamos 8 min. 1500 rpm. VirSnuodésinis sluoksnis nupilamas, lik¢ lastelés
suspenduojamos 1 ml PBS ir matuojamos tékmes citometru ,,BD Bioscience FacsCanto II*
(Vokietija) VU Biomoksly institute, Biochemijos ir molekulinés biologijos katedroje, su docentés

dr. Violetos JonuSienés pagalba.
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2.7 Sukeliamy reaktyviy deguonies formy lygio jvertinimas

Reaktyviy deguonies formy (angl. reactice oxygen species — ROS) lygis buvo matuojamas
tekmés citometru, panaudojant Igsteléms pralaidy fluorogeninj daza
— 2¢,7*~dichlorofluoresceindiacetata (DCFDA). Sis dazas, patekes j lastelés vidy gali biti

oksiduojamas jvairiy vidulasteliniy ROS iki fluorescuojancio 2°, 7°—dichlorfluoresceino (DCF).

ROS lygio analizei, lastelés uzsétos 12 Sulineliy ploksteléje, auginamos ir 24 val. veikiamos
skirtingomis nanodaleliy koncentracijomis, nurodytomis 2.4 skyriuje. Po inkubacijos, sena terpé
nupilama, lgstelés praplaunamos PBS ir atkabinamos nuo flakono pavirSiaus, panaudojant EDTA-
tripsino misinj (3 min., 37 °C, 5 % CO3). Tripsinas neutralizuojamas 1 ml Igsteliy mitybinés terpés
ir atkibusios lastelés surenkamos i 1,5 ml Eppendorf mégintuvéelius. Lastelés centrifuguojamos 8
minutes, 1500 rpm. Vir§nuosédinis sluoksnis nusiurbiamas, o likusios 1gstelés resuspenduojamos
500 pul DCFDA dazo tirpale ir inkubuojamos 30 minuciy, 37 °C temperatiroje, 5 % CO:. Po
inkubacijos, lastelés matuojamos tékmés citometru VU Biomoksly institute, Biochemijos ir

molekulines biologijos katedroje, su docentés dr. Violetos JonuSienés pagalba.

2.8 Sarminis komety metodas

I§ vakaro pasiruoSiami objektiniai stikleliai ir reikalingi buferiai. Pirmiausiai, objektiniai
stikleliai nuriebalinami ir merkiami j 1 % normalios lydymosi temperatiiros (angl. normal melting
point — NMP) agarozés tirpalg. IStraukus stiklelj, apatiné pusé nuvaloma ir stiklelis paliekamas
dzitti horizontalioje padétyje. Véliau, ruoSiami reikalingi buferiai — lizés, Sarminis, neutralizacijos
ir fermento reakcijos buferis (pastarasis naudojamas fermentine reakcija papildytame kometos

metode (2.9 skyrius)). Buferiy sudétis ir paruosimo buidas nurodytas 2.2 lentel¢je.

Polistireno nanodaleliy genotoksiskumo tyrimo metu, HepG2 lastelés uzsé¢jamos 12 Sulinéliy
ploksteléje, auginamos ir 24 val. paveikiamos skirtingomis nanodaleliy koncentracijomis,
nurodytomis 2.4 skyriuje. Po inkubacijos, sena terpé nupilama, Igstelés praplaunamos PBS ir
atkabinamos nuo flakono pavirSiaus, panaudojant EDTA-tripsino misinj (3 min., 37 °C, 5 % CO»).
Tripsinas neutralizuojamas Sviezia lasteliy mitybine terpe ir atkibusios lgstelés surenkamos j 1,5 ml
Eppendorf mégintuvélius. Lastelés centrifuguojamos 8 minutes, 1500 rpm. Supernatantas
nupilamas, o lgstelés resuspenduojamos 1 ml PBS. Ant stikleliy, i$ vakaro padengty NMP agaroze,
sumaiSoma 40 pl Igsteliy, paveikty tiriamaja medziaga, su 40 pl 1 % Zemos lydymosi temperatiiros
(angl. low melting point — LMP) agaroze. MiSinys uzdengiamas dengiamuoju stikleliu ir $aldoma
4 °C temperattroje 8 min. arba kol sukietés agarozé. Tuomet dengiamieji stikleliai atsargiai

nuimami.

28



Nuémus dengiamuosius stiklelius, preparatai patalpinami | vonelg, su atsaldytu (4 °C) lizés
tirpalu ir laikomi Saldytuve 4 °C temperatiiroje, 1,5 val. Véliau objektiniai stikleliai patalpinami |
elektroforezés kamera (COMET-20, Scie Plas, JK) ir uzpilami atSaldytu (4 °C) Sarminiu tirpalu,
kuriame laikomi 20 min., kad atsipalaiduoty Sarmui jautrios vietos. Praéjus poveikio Sarmu laikui,
tame paciame tirpale ir vonel¢je, 30 minuciy vykdoma elektroforezé (1,1 V/cm). Po elektroforezés,
objektiniai stikleliai iSimami i§ elektroforezés vonelés ir patalpinami j neutralizacijos tirpalg ir jame

laikomi 4 °C temperatiiroje 30 min.

Praéjus neutralizacijos laikui, méginiai 5 minutes, prieblandoje dazomi etidzio bromido
tirpalu (20 pg/ml). Véliau, preparatai 5 minutes plaunami distiliuotu vandeniu, uzdengiami

dengiamaisiais stikleliais ir laikomi tamsoje, 4 °C temperatiiroje.

Preparatai analizuojami sekancig dieng, Nikon Eclipse 80i mikroskopu (Nikon, Japonija),
vaizda padidinus 400 karty, naudojant 3 filtrg. Komety analizei naudojama kompiuteriné vaizdy
analizés programa LUCIA (Cekija). Analizuojama po 50 komety i3 kiekvieno gelio (kiekvienai
nanodaleliy koncentracijai po 2 gelius). Ivertinamas DNR kiekis kometos uodegoje bei kometos

galvoje procentais.
2.9 Fermentine reakcija papildytas kometos metodas

Fermentais modifikuota komety analizé buvo taikyta, siekiant aptikti specifines DNR
pazaidas — oksiduotus purinus ir pirimidinus, taikant pazaidoms specifines endonukleazes,
atitinkamai, formamido pirimidino DNR glikozilaze (Fpg) ir endonukleaze III (Endo III). Nuo
Sarminio metodo, fermentine reakcija papildyto kometos metodo eiga skiriasi vienu zingsniu —
pasibaigus lizés etapui, stikleliai 3 kartus po 5 minutes plaunami fermento reakcijos buferiu
(papildomas kontrolinis méginys plaunamas atskirai fosfatiniame buferyje). Tuomet, ant kiekvieno
meéginio gelio laSinamas fermentas: po 100 pL Fpg (20 U/ml) arba Endo II1 (33,3 U/ml). Geliai
uzdengiami dengiamaisiais stikleliais ir patalpinami j padidintos drégmes inkubatoriy, 37 °C
temperatiiroje, esant 5 % COz ir laikomi 30 minuciy. Po inkubacijos su fermentais, dengiamieji
stikleliai nuimami, méginiai talpinami | elektroforezés vonele ir toliau eksperimentas vyksta kaip

aprasyta 2.8 skyriuje.

2.10 Statistiné duomeny analizé

Kometos metodu gauti rezultatai analizuoti naudojant Microsoft Excel (2019) XRealStats
paketa. Statistinis duomeny reik§mingumas tarp dviejy grupiy buvo vertinamas neparametriniu
Mann-Whitney U testu. Polistireno nanodalelémis paveiktose Igstelése susidares DNR pazaidy
kiekis lygintas su neigiama kontrole, kurig sudar¢ tik Igstelés, o skirtumas laikytas reikSmingu, kai

p < 0,05. Taip pat apskaiciuoti ir Pirsono koreliacijos koeficientai.
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Analizuojant citotoksiSkumo rezultatus gautus tripano mélio testu, Iasteliy paveikty
skirtingomis PS-ND koncentracijomis gyvybingumas lygintas su neigiama kontrole. Rezultaty

patikimumas buvo vertinamas atliekant porinj #-testa.
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3. REZULTATAI

3.1 Polistireno (PS) nanodaleliy charakterizavimas

Polistireno nanodaleliy hidrodinaminis dydis ir aglomeracijos lygis jvertintas vandenyje,
iSkart po daleliy sonikavimo, ir lgsteliy mitybinéje terpéje (DMEM) po 24 valandy inkubacijos.
Siam vertinimui pasitelktas daleliy sekimo analizés metodas (angl. nanoparticle tracking analysis —
NTA), paremtas daleliy Brauno jud¢jimu. Matavimai atlikti NanoSight analizatoriumi.

Nanodaleliy hidrodinaminis dydis vandenyje, iSkart po sonikavimo, atitinka gamintojy
(Spherotech™) nurodymus. Nustatytas vidutinis nanodaleliy dydis yra 70,5 nm, kur didZiausia
kiekj sudaré 71 nm dydzio nanodalelés (3.1 lentelé, 3.1 pav. d). Po ilgalaikés (24 val.) inkubacijos
lasteliy mitybingje terpéje (DMEM), nustatytas netolygus nanodaleliy dydzio pasiskirstymas
(3.1 pav. a-c). Trijy, nepriklausomy matavimy metu, nustatytas 153, 164,7 ir 96,2 nm vidutinis
nanodaleliy dydis DMEM terp¢je (3.1 lentelé). Skirtumai gali biiti paaiSkinami didesniy nanodaleliy
aglomeraty nusédimu j mégintuvélio dugna.

3.1 lentele. Polistireno nanodaleliy hidrodinaminio dydzio pasiskirstymas vandenyje (iSkart po

sonikavimo) ir Igsteliy mitybinéje terpéje DMEM (24 val. po sonikavimo). SD — standartinis
nuokrypis, jvertintas NTA programinés jrangos

. Laikas po Didziausias pikas, | Vidutinis dydis, nm

Tirpalas o

sonikavimo nm (SD)
Dejonizuotas vanduo

0 val. 71 70,5 (22,4
(H20) va (22.4)
() DMEM + 10 % FBS 24 val. 74 153 (71,7)
(I) DMEM + 10 % FBS | 24 val. 124 164,7 (61,8)
(IIT) DMEM + 10% FBS | 24 val. 29 96,2 (59,3)

5 - a b 80 - c d

B ol
§ 10 - 05 20 4 06 - 05
T 1 |

T T
500 0 100 200 300 400 500

Dydis (nm)
3.1 pav. Polistireno nanodaleliy hidrodinaminio dydZio pasiskirstymas a-c) lasteliy mitybinéje

terpéje DMEM, pragjus 24 valandoms po sonikavimo; d) vandenyje iskart po sonikavimo.
Matavimai atlikti NanoSight analizatoriumi
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Panaudojant dinaminj $viesos sklaidymo metoda (angl. dynamic light scattering — DLS),
jvertintas nanodaleliy tirpalo polidispersiSkumo indeksas (Pdi) DMEM terpéje. Nustatyta, kad
Pdi = 0,862, kas indikuoja, kad polistireno nanodaleliy populiacija DMEM mitybingje terpéje po 24
valandy inkubacijos yra nevienalyté, gali buti stebimas platus dydziy pasiskirstymas, kas ir buvo

stebéta NTA matavimy metu.

3.2 Polistireno (PS) nanodaleliy patekimo j Iastel¢ ir ROS lygio matavimai

HepG2 Iasteles 24 valandas buvo veikiamos skirtingomis PS-ND koncentracijomis (10, 40,
80 ir 100 pg/ml) ir panaudojant tékmés citometrijos metodg buvo jvertintas Siy nanodaleliy

patekimas j lgsteles ir geb¢jimas sukelti reaktyvias deguonies formas.

PS nanodaleliy patekimo j lastel¢ jvertinimo metu, matuojamas Soninés iSsklaidytos Sviesos
(SSC) intensyvumas, kuris parodo lasteliy granuliuotumg. Visy atlikty matavimy atveju, lastelése
paveiktose PS nanodaleliy koncentracijomis matomas Soninés sklaidos signalo padidé¢jimas,
lyginant su kontroliniu méginiu, kas parodo, kad PS-ND gali efektyviai patekti | HepG2 lasteles
(3.2 pav.).

100 1O pg/mi 100 O pg/mi 100, WO pg/mi
10 pg/mi 10 pg/ml 10 pg/mi

140 pg/m! 140 pg/mi W40 pg/mi

JWE0 pg/mi 180 yg/m! 180 pg/ml
100 pg/mi 100 pg/mi 100 pg/mi

0 . , : ol—1, . . : 0 , : -
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000
SsC ssc ssC

3.2 pav. Polistireno nanodaleliy patekimo j lastele jvertinimas tékmés citometrijos metodu. Trys
nepriklausomi pakartojimai. SSC — Sonin¢ i$sklaidyta Sviesa (angl. side scattering light)

Reaktyviy deguonies formy susidarymas buvo matuojamas naudojant 20 uM HoDCFDA daza.
Pastebeta, kad dazo intensyvumas yra labiau iSreikStas l1gstelése, paveiktose visomis tirtomis

polistireno nanodaleliy koncentracijomis, lyginant su neigiama kontrole (3.3 pav. a-c).
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3.3 pav. H2DCFDA dazo intensyvumas HepG2 lastelése, 24 valandas paveiktose polistireno
nanodalelémis. (a-c) ROS susidarymo histogramos (3 nepriklausomi matavimai), (d)
Procentiné ROS susidarymo iSraiska, pateikta vidurkiy forma

3.3 pav. d grafike matoma, kad didziausias ROS lygis stebimas lgstelése, paveiktose 10 ir
40 pg/ml ND koncentracijomis, kur ROS procenting iSraiska, atitinkamai, 8,52 % ir 9,36 %. Tuo

tarpu, kontroliniame meéginyje ROS procentiné iSraiSka yra 6,07 % (Zr. 1 priedg).
3.3 Polistireno (PS) nanodaleliy citotoksiSkumo tyrimo rezultatai

Remiantis rekomendacijomis, pries kiekvieng nanodaleliy genotoksiSkumo tyrimg kometos
metodu, turi biiti jvertinamas tiriamosios medziagos citotoksiSkumas. Pirmiausiai, po 24 valandy
poveikio PS-ND buvo vertinama lgsteliy morfologija. Véliau buvo naudojami du citotoksiSkumo
tyrimai — Igsteliy metabolizmo efektyvumu (Alamar Blue — AB) ir 1gstelés plazminés membranos

integralumu (tripano mélio testas) pagristi metodai.

3.4 paveiksle pavaizduotos HepG2 Iastelés po 24 valandy poveikio skirtingomis polistireno
nanodaleliy koncentracijomis ir vandenilio peroksidu (TK). Paveiksle matoma, kad be sumazéjusio
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lasteliy kiekio didéjant PS-ND koncentracijai, taip pat stebimas nezymus lasteliy morfologinis

pokytis ties didziausia 100 pg/ml koncentracija (Iastelés nebéra tokios pailgos).

3.4 pav. HepG2 Iastelés po 24 valandy poveikio su skirtingomis PS-ND
koncentracijomis. TK — teigiama kontrolé (100X)

Alamar Blue tyrimo rezultatai pateikti kaip santykinis fluorescencijos intensyvumas
procentais (3.5 pav.). Analizuojant AB tyrimo metu gautus duomenis, rezultatai yra normalizuojami
pagal neigiamg kontrolg, todé¢l jos santykinis fluorescencijos intensyvumas yra 100 %. Remiantis

Loghin ir kt., (2022) protokolu, tiriamos nanodalelés yra citotoksiskos, kai:

1. Fluorescencijos intensyvumo signalas paveiktose 1gstelése yra sumazéjes ne maziau
kaip 20 %, palyginti su neigiama kontrole;

2. Stebimas nuo koncentracijos priklausantis sumazéjes intensyvumo signalas;

3. Rezultatai yra atkuriami, t.y. atlikti bent trys nepriklausomi eksperimentai,

patvirtinantys rezultatus.

Nors 3.5 pav. matomas nuo koncentracijos priklausomas santykinio fluorescencinio signalo

intensyvumo sumazgjimas, taciau jis néra sumazejes 20 % ar daugiau. Remiantis auks¢iau
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1Svardintais kriterijais galima teigti, kad nei viena tirta polistireno nanodaleliy koncentracija néra

citotoksiska HepG2 lastelése.
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3.5 pav. Alamar Blue tyrimas su HepG2 Iastelémis, paveiktomis
skirtingomis PS nanodaleliy koncentracijomis. Duomenys pateikti

vidurkiy forma

Lasteliy citotoksiSkumo tyrimo rezultatai naudojant tripano melio tirpala pateikti 3.6

paveiksle. Daugiau negu pusé tirty polistireno nanodaleliy koncentracijy statistiskai reikSmingai

sumazino gyvybingy lasteliy skai¢iy (10, 60, 80 ir 100 pg/ml). Taciau, nei viena tirta nanodaleliy

koncentracija nesumazino lgsteliy gyvybingumo daugiau negu 40 %, todél visos koncentracijos

buvo naudojamos tolimesniuose genotoksiSkumo tyrimuose (zr. 2 priedg) (Kohl et al., 2020).
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3.6 pav. Gyvybingy lasteliy kiekis, HepG2 lasteles paveikus skirtingomis
PS nanodaleliy koncentracijomis ir vandenilio peroksido (TK) tirpalu.
Duomenys pateikti vidurkiy forma. *p < 0,05, lyginant su kontrole

Ivertinus HepG?2 lasteliy gyvybinguma po PS-ND poveikio skirtingomis koncentracijomis

dviem metodais, statistiSkai reikSmingas gyvybingumo sumazéjimas buvo stebimas tik tripano
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melio testo rezultatuose. Tai gali biiti dél skirtingy dviejy dazy veikimo mechanizmo. AlamarBlue
metodas leidzia nustatyti tik gyvy lasteliy medziagy apykaitos aktyvuma, o tripano mélis nudazo
visas negyvas lasteles, net ir tas, kurios vis dar gali biiti Siek tiek metaboliskai aktyvios, todél Siuo
testu galima pervertinti negyvy Iasteliy skai¢iy méginyje (Damiani et al., 2019).
3.4 Polistireno (PS) nanodaleliy genotoksiSkumo jvertinimas Sarminiu kometos metodu

Ivertinus lasteliy gyvybinguma, buvo tiriamas pirminiy DNR pazaidy, tokiy kaip
viengrandziai, dvigrandziai trikiai, apurininés ir apirimidininés vietos, kiekis Sarminiu kometos
metodu.

Sarminio kometos tyrimo metu nustatyta, kad po 24 valandy poveikio, visos tirtos polistireno

nanodaleliy koncentracijos (5-100 pg/ml), sukélé statistiSkai reikSmingg (p = 0,0001) DNR
pazaidy kiekj HepG2 Iastelése, lyginant su neigiama kontrole (3.7 pav.)
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3.7 pav. DNR kiekis kometos uodegoje (%), HepG2 paveikus skirtingomis
PS nanodaleliy koncentracijomis. Duomenys pateikti kaip vidurkiy
reikSmes. StatistiSkai reikSmingas DNR pazaidy kiekis, lyginant su
kontrole, Zymimas Zvaigzdute
Apskaiciuota koreliacija (R) lygi 0,8383, rodo, kad yra stiprus tiesioginis rySys tarp tiriamy
polistireno nanodaleliy koncentracijy ir DNR kiekio kometos uodegoje procentinés dalies
(p = 0,009).

3.5 Polistireno (PS) nanodaleliy genotoksiSkumo jvertinimas fermentine reakcija papildytu
kometos metodu

Siekiant padidinti metodo jautruma buvo panaudoti fermentai. Oksidacinés DNR paZzaidos

buvo matuojamos naudojant pazaidoms buidingas endonukleazes — endonukleaze III ir formamido
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pirimidino DNR glikozilaze. Pries vertinant nanodaleliy gebéjima sukelti oksidacines DNR

pazaidas, pirmiausiai buvo jvertinta tinkama endonukleaziy koncentracija.

HepG2 lgstelés 1 valandg buvo veikiamos skirtingomis vandenilio peroksido
koncentracijomis (40, 62,5 ir 70 ng/ml). Endonukleaz¢ I1I — leidZia aptikti oksiduotus pirimidinus,
jos tikslingai koncentracijai nustatyti buvo naudojamos keturios koncentracijos (3,33, 33,3, 90 ir
909 U/ml) (3.8 pav.). Naudojant maziausig, 3,33 U/ml koncentracijg, H>O> sukelty DNR pazaidy
kiekis buvo statistiSkai reikSmingas, taciau nedaug skyrési nuo nepaveikty, kontroliniy meéginiy. Dél
to, $i fermento koncentracija nebuvo naudojama tolimesniuose tyrimuose. Priesingai, 90 ir
909 U/ml koncentracijos sukeél¢ itin didelj statistiSkai patikimg DNR pazaidy kiekj lastelése,
paveiktose H>O». Kadangi kontroliniuose méginiuose buvo sukeltos nespecifinés pazaidos, Sios
koncentracijos buvo atmestos ir tolimesniems tyrimams buvo naudojama 33,3 U/ml koncentracija,
kuri nesukélé reikSmingo kiekio nespecifiniy pazaidy kontrolinéje grupéje, taciau jautriai reagavo i

did¢jancig H>O; koncentracija.
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3.8 pav. Endonukleazes III (EndollI) poveikis oksidacinéms DNR pazaidoms HepG2 lastelése,
veikiamose skirtingos koncentracijos vandenilio peroksidu, atliekant fermento reakcija papildyta
kometos metodg. StatistiSkai reikSmingas DNR paZaidy kiekis, lyginant su kontrole, Zymimas
zvaigzdute. PBS — fosfatinis buferis; FRB — fermento reakcijos buferis

Formamido pirimidino DNR glikozilazés (Fpg), aptinkancios oksiduotus purinus,
koncentracijai nustatyti buvo tirtos dvi koncentracijos — 2 ir 20 U/ml (3.9 pav.). Abiem atvejais,
fermentas kontrolinéje grupéje nesukelé reikSmingo kiekio nespecifiniy DNR pazaidy, bet 1astelése
paveiktose vandenilio peroksido koncentracijomis, susidare statistiSkai reikSmingas DNR pazaidy

kiekis. Jautresné oksiduoty puriny detekcija buvo stebima panaudojant 20 U/ml koncentracija.
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3.9 pav. Formamido pirimidino DNR glikozilazés (Fpg) poveikis oksidacinéms DNR
pazaidoms HepG2 lastelése, veikiamose skirtingos koncentracijos vandenilio peroksidu,
atliekant fermento reakcija papildyta kometos metoda. StatistiSkai reikSmingas DNR
pazaidy kiekis, lyginant su kontrole, zymimas zvaigzdute. PBS — fosfatinis buferis; FRB —
fermento reakcijos buferis

Identifikavus optimalias fermenty koncentracijas, buvo tiriamos polistireno nanodaleliy
sukeltos specifinés DNR pazaidos. Po 24 valandy poveikio skirtingomis polistireno nanodaleliy

koncentracijomis (5-100 pg/ml) buvo atliktas Fpg- ir Endolll-papildytas kometos metodas.

Fermentinémis reakcijomis papildyto kometos tyrimo rezultatai pateikti 3.10 paveiksle. Visos tirtos

nanodaleliy koncentracijos (5-100 pg/ml) statistiskai reik§mingai padidino DNR kiekj kometos

uodegoje (p = 0,0001), nepriklausomai nuo naudoto fermento.
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3.10 pav. DNR kiekis kometos uodegoje (%), HepG2 paveikus skirtingomis PS nanodaleliy
koncentracijomis. Duomenys pateikti kaip vidurkiy reik§més. StatistiSkai reikSmingas DNR
pazaidy kiekis, lyginant su kontrole, Zymimas zvaigzdute. SK — Sarminés kometos, FRPK—
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Fpg — Fpg fermentu papildytas kometos metodas, FRPK—EndollIl — Endolll fermentu
papildytas kometos metodas

DNR pazaidy, oksiduoty puriny formoje, aptikta daugiau nei Sarminiy komety metu, tiriant
skirtingas polistireno nanodaleliy koncentracijas (3.10 pav., tamsiai pilka spalva). Dvigubai didesnis
oksiduoty puriny pazaidy kiekis lyginant su pirminémis pazaidomis stebimas 10 ir 20 pg/ml
koncentracijy atveju. Oksiduoty pirimidiny pazaidy kiekis visy koncentracijy atveju buvo nustatytas

mazesnis lyginant su oksiduoty puriny pazaidy kiekiais (3.10 pav., Sviesiai pilka spalva).

Apskaiciavus pirminiy DNR pazaidy ir specifiniy DNR baziy pazaidy santyki, nustatyta, kad
oksiduoty puriny pazaidy sukelta daugiausiai (3.11 pav.).
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3.11 pav. Pirminiy DNR pazaidy ir specifiniy DNR baziy pazaidy santykis.
Duomenys pateikti kaip vidurkiy reikSmés. FRPK-Fpg — Fpg fermentu
papildytas kometos metodas; FRPK—Endolll — Endolll fermentu papildytas
kometos metodas
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4. REZULTATU APTARIMAS

Siame darbe buvo vertinamas polistireno nanodaleliy (PS-ND) poveikis zmogaus hepatomos
lasteléms HepG2. Tyrimo metu buvo vertintas PS-ND geb¢jimas patekti j 1asteles ir sukelti
reaktyviy deguonies raSiy (ROS) formavimasi, panaudojant tékmés citometrijg. Taip pat iStirtas
galimas nanodaleliy citotoksiSkumas ir genotoksiskumas. CitotoksiSkumui jvertinti pasirinkti
AlamarBlue ir tripano mélio testai, o genotoksiSkumui — Sarminis ir fermentinémis reakcijomis

papildytas kometos metodas.

Siekiant jvertinti polistireno nanodaleliy patekimo lygj 1 HepG2 lgsteles, lgstelés 24 valandas
buvo veiktos 10, 40, 80 ir 100 png/ml PS-ND koncentracijomis ir panaudojant tékmés citometra
jvertintas Soninés i$sklaidytos Sviesos intensyvumas. Lastelése paveiktose PS nanodaleliy
koncentracijomis Soninés sklaidos signalas buvo stebimas intensyvesnis, lyginant su kontroliniu
meéginiu, o tai rodo PS-ND efektyvy patekima j HepG2 Igsteles. Salvati su kolegomis (2018)
tirdami fluorescuojancias 40 nm dydzio PS-ND (100 pg/ml) plauciy epitelio karcinomos lgstelése
AS549, nustaté, kad Iastelés paveiktos nanodalelémis taip pat pasizyméjo didesniu fluorescenciniu
intensyvumu dél nanodaleliy pasisavinimo. Kiti tyréjai, tokias pat lasteles veikdami 80 nm
nefunkconalizuotomis, aminintomis ir karboksilintomis polistireno nanodalelémis, nustaté, kad
nepriklausomai nuo daleliy pavirSiaus, paveiktose lastelése, stebimas intensyvesnis fluorescencijos

signalas (Shi et al., 2022).

Reaktyviy deguonies riusiy formavimasis dél susidariusiy laisvyjy radikaly, gali sukelti DNR
pazaidas, ypatingai dvigrandininés DNR trikius, todél svarbu jvertinti jy susidarymo lygj pries
genotoksiSkumo jvertinimg. Tyrimo metu nustatytas aukStesnis ROS lygis Igstelése, veiktose
nanodalelémis, lyginant su neigiama kontrole. DidZiausias ROS lygis pastebétas lastelése, veiktose
10 ir 40 pg/ml nanodaleliy koncentracijomis (atitinkamai, 8,52 % ir 9,36 %). Tirdami panasaus
dydzio (80 nm) PS-ND, Fan su kolegomis (2022) istyr¢, kad ilgalaikis PS-ND poveikis sukelia
ROS perprodukcija (angl. overproduction) ir kepeny funkcijos pazeidimus pelése. Poma ir kiti
(2019) tirdami 100 nm dydzio PS-ND 5, 25 ir 75 pg/ml koncentracijas zmogaus odos fibroblasty
lasteliy linijoje Hs27, nustate, kad maziausia, 5 pg/ml, koncentracija sukéle reikSminga
(p < 0,0005) ROS lygio padidéjima. Tyrime, kur HepG2 lastelés buvo veikiamos 21,5+2,7 nm
dydzio PS-ND 6,2, 12,5, 25 ir 50 png/ml koncentracijomis, teigiama, kad visos tirtos koncentracijos
ne tik sukeleé reaktyviy deguonies formy susidaryma, bet ir sumaZzino lasteliy gyvybinguma
priklausomai nuo koncentracijos (Li et al., 2023), kas i§ dalies atitinka ir miisy tyrime gautus
rezultatus. Polistireno nanodalelés ne tik sukelia reaktyviy deguonies formy susidaryma, bet ir

slopina lasteliy augima bei dauginimasi.
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Nanodaleliy citotoksiSkumas buvo jvertintas dviem testais — AlamarBlue ir panaudojant
tripano melio dazus. Abiem metodais nustatyta, kad 70 nm dydzio polistireno nanodalelés nors ir
sumazino lasteliy gyvybinguma, taciau nebuvo citotoksiskos. Soto-Bielicka ir kity (2024) darbe
buvo tiriamos 40 nm dydzio PS-ND Zzmogaus storosios Zarnos vézio Igsteliy linijos Caco-2 ir HT29-
MTX lgstelése, jas veikiant 0,1-200 pg/ml ND koncentracijomis. Tyréjai, atlike AlamarBlue testg
nustateé, kad Caco-2 lgsteliy gyvybingumas reikSmingai sumaz¢jo esant <100 pg/ml koncentracijai,
0 HT29-MTX — 125 pg/ml koncentracijai. PrieSingai, Paget su kolegomis (2018) tyré
nefunkcionalizuoty PS-NF (51 nm), karboksilinty PS-COOH (48 nm) ir amininty PS-NH; (52 nm)
nanodaleliy poveikj Zzmogaus epitelio Igsteléms Calu-3 ir THP-1 monocitinéms Igsteléms, ir
nenustaté jokiy reikSmingy gyvybingumo poky¢iy tarp kontroliniy ir PS-NF arba PS-COOH
paveikty lasteliy. Taciau, PS-NH; sukélé nuo dozés priklausomg Calu-3 ir THP-1 Igsteliy
gyvybingumo maz¢jimg. Analizuojant miisy tyrimo metu AlamarBlue testu gautus rezultatus,
reikSmingas poveikis lgsteliy gyvybingumui nenustatytas (remiantis Longhin ir kiti (2022)
kriterijais). Tai i§ dalies atitinka kity tyréjy darbus, taciau tiesioginio palyginimo daryti negalime,
nes auks¢iau paminétuose tyrimuose buvo naudojamos skirtingos lasteliy linijos, kurios gali turéti
skirtingg jautrumo lygj tiriamosioms nanodaleléms. Banerjee ir kolegos (2022) istyré HepG2
lasteliy, paveikty skirtingy dydziy (50, 100, 200, 500, 1000 ir 5000 nm) nefunkconalizuotomis,
karboksilintomis ir aminintomis polistireno nanodalelémis (0,1, 1, 10 ir 100 pg/ml), gyvybinguma.
Amininty PS-ND atveju, lasteliy gyvybingumas reik§mingai sumaz¢jo tik su 50 nm dydzio daleliy
poveikiu. Karboksilintos ir nefunkcionalizuotos dalelés nepasiZzyméjo citotoksisSkumu, visais tirtais
koncentracijy ir dydziy atvejais. Kadangi miisy darbe buvo naudojamos nefunkcionalizuotos
polistireno nanodalelés, galime teigti, kad gauti rezultatai tiesiogiai atitinka Banerjee ir kolegy
atlikto tyrimo rezultatus. Siekiant padidinti rezultaty patikimuma, papildomai atliktas ir membranos
integralumu pagrijstas lgsteliy gyvybingumo metodas. Analizuojant tripano mélio testo rezultatus
nustatytas statistiSkai reikSmingas gyvybingumo sumaz¢jimas, taciau citotoksiSkumas nevirsijo
40 %. Tyrime su odos fibroblasty linija Hs27 (Poma et al., 2019), lasteliy gyvybingumas taip pat
vertintas tripano mélio testu. Nustatyta, kad maZiausios koncentracijos neturéjo jokios jtakos
lasteliy gyvybingumui, taciau didziausia 75 pg/ml PS-ND koncentracija gyvybingumg sumazino iki
50 %. PrieSingai, kity tyréjy darbuose, kur Igsteliy gyvybingumas buvo vertintas, panaudojant
tripano mélio dazy tirpala, 50 nm dydzio PS-ND nesumazino lasteliy gyvybingumo daugiau nei
40 %, nepriklausomai nuo tiriamos lasteliy linijos (Rubio et al., 2020, Hu & Palic, 2020, Sarma et
al., 2022).

Polistireno nanodaleliy gebéjimas indukuoti pirmines DNR pazaidas (DNR trukiai ir Sarmui
jautrios vietos) buvo jvertintas Sarminiu kometos metodu, o oksidaciniy pazaidy lygis nustatytas

Fpg ir Endolll reakcijomis papildytu kometos metodu. Tyrimo metu nustatyta, kad po 24 valandy
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inkubacijos, visos tirtos nanodaleliy koncentracijos reikSmingai padidino pirminiy ir oksidaciniy
DNR pazaidy kieki, kur didziausig pazaidy dalj sudaré oksiduoti purinai. Rubio ir kolegos (2020)
tyré PS-ND genotoksiSkuma Sarminiu ir Fpg papildytu kometos metodu Raji-B ir TK6 lastelése.
ReikSmingas pirminiy DNR pazaidy kiekis nustatytas Raji-B lasteles veikiant 25 ir 50 pg/ml
koncentracijy atveju, o oksidaciniy — 50 pg/ml. PrieSingai, TK6 Igsteliy, veikiamy PS-ND, DNR
kiekis kometos uodegoje nesiskyré nuo kontroliniy lgsteliy, ta¢iau oksidaciniy pazaidy kiekio
padidéjimas fiksuotas visy tirty koncentracijy atveju, kas atitinka ir miisy tyrime gautus rezultatus.
Panasy oksidaciniy DNR pazaidy susidaryma nustaté ir Corter su kolegomis (2020), tirdami Caco-2
lasteles paveikus 0, 25, 50, 100, 125, 150, 175 ir 200 pg/ml PS-ND (50 nm) koncentracijomis.
Atlikus Fpg fermentu papildyta kometos metoda, buvo stebimas didesnis pazaidy kiekis lyginant su
Sarminiu kometos tyrimu. Taip pat nustatyta ir tiesioginé poveikio priklausomybé nuo tirtos
koncentracijos. Malinowska su kolegomis (2022) tyre 29, 44 ir 72 nm PS-ND genotoksiskuma
zmogaus periferinio kraujo limfocituose. Beveik visos tirtos ND koncentracijos sukélé statistiSkai
reik§mingg pirminiy DNR pazaidy kiekio padidé¢jima, nepriklausomai nuo ND dydzio. Taip pat
nustatyta, kad visos tirtos nanodalelés sukélé daugiau oksiduoty puriny (fermentiné reakcija su Fpg)
nei oksiduoty pirimidiny (fermentiné reakcija Endolll). Misy tyrimo rezultatai atitinka Siy tyréjy
darbo metu gautus rezultatus, nes oksiduoty puriny miisy tyrimo atveju taip pat susidar¢ daugiau nei
oksiduoty pirimidiny, o rezultaty patikimumas taip pat jvertintas kaip reikSmingas. Ferraro ir kity
(2016) tyrime, kur HeLa linijos lastelés paveiktos 24 nm dydzio 10, 50 ir 100 pg/ml polistireno
nanodaleliy koncentracijomis, gauti prieSingi rezultatai. MaZiausia tirta koncentracija lyginant su
kontrole nesukélé DNR pazaidy, kai 50 ir 100 pg/ml koncentracijos sukélé maza pazaidy lygj,
taiau statistiSkai nereik§mingg. Panasios PS-ND koncentracijos (0, 1, 10, 25, 50 ir 100 pg/ml)
tirtos dar viename darbe, kur ~70 nm PS-ND poveikis buvo matuojamas limfocituose, monocituose
ir granuliocituose. Tirtos PS-ND koncentracijos limfocituose, DNR paZaidy nesukéle, o tuo tarpu
monocituose, nustatytas statistiSkai reikSmingas DNR kiekio kometos uodegoje padidéjimas ties
100 pg/ml koncentracija. Granuliocituose procentinis DNR pazaidy kiekis statistiSkai reikSmingai
padidéjo visy tirty koncentracijy atvejais (Ballesteros et al., 2020). Miisy darbe gauti rezultatai i§
dalies skiriasi nuo kity autoriy gauty rezultaty. Taciau svarbu pabrézti, kad Sie skirtumai gali biti
susije su skirtingomis darbuose naudojamomis lgsteliy linijomis, nanodaleliy dydziais ir

koncentracijomis.

Apibendrinant, Siame darbe nustatyta, kad 70 nm polistireno nanodaleliy koncentracijos
sumazino HepG2 lasteliy gyvybinguma, tac¢iau nepasieké kritinés 60 % gyvybingumo ribos, todél
padaryta iSvada, kad Sios nanodalelés néra citotoksiSkos HepG2 Igstelése. Atlikus genotoksiskumo
tyrimus Sarminés kometos metodu, nustatyta, kad visos tirtos koncentracijos 5—100 pg/ml

statistiSkai reikSmingai padidino DNR kiekj kometos uodegoje. PapildZius kometos metoda Fpg ir
42



EndolllI fermentais, pastebéta, kad visos tirtos PS-ND koncentracijos statistiSkai reikSmingai
indukavo oksiduoty puriny ir pirimidiny susidaryma. Lyginant su kitais autoriais, prieStaringi
rezultatai gali buti dél tyrimams naudojamy skirtingy lasteliy linijy, kurios gali turéti skirtinga

genetinj fong (angl. genetic background) ir turéti jtakos DNR pazaidy lygiams (Zheng et al., 2023).
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ISVADOS

. Polistireno nanodalelés efektyviai patenka | HepG2 Iasteles.

. Reaktyviy deguonies formy susidarymas stebétas visy tirty koncentracijy atveju (10, 40, 80
ir 100 pg/ml). Didziausia reaktyviy deguonies formy procentiné isSraiska buvo stebéta

40 pg/ml koncentracija paveiktose lastelése (9,36 %).

. Tirtos PS nanodaleliy koncentracijos (5—100 pg/ml) nesukélé citotoksinio poveikio HepG2
lasteléms.

. Visos tirtos PS nanodaleliy koncentracijos (5—100 pg/ml) indukavo statistiskai reikSmingg
pirminiy ir oksidaciniy DNR pazaidy kiek; HepG?2 lastelése.

. Didziausig DNR pazaidy dalj sudaré¢ oksiduoti purinai.
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ASMENINIO INDELIO APRASYMAS

Tyrimo metu atlikau visus laboratorinius darbus, iSskyrus nanodaleliy hidrodinaminio dydzio
analizg ir t¢kmés citometrijos matavimus, taciau gautus duomenis analizavau pati. Atlikau tyrimo
metu gauty rezultaty statisting analize bei prisidéjau prie darbo tikslo, tyrimo plano ir iSvady

formulavimo.
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PRIEDAI

1 priedas

1 lentelé. Reaktyviy deguonies formy procentiné israiska (%), HepG2 Igsteles paveikus polistireno
nanodalelémis 24 valandas

Koncentracijos 0 pg/ml | 10 pg/ml | 40 ug/ml | 80 ug/ml | 100 pg/ml
I matavimas 341 6,60 6,21 5,01 5,00
II matavimas 8,97 12,47 15,51 11,31 9,96
I1I matavimas 5,82 6,5 6,36 6,99 4,70
Vidurkis 6,07 8,52 9,36 7,77 6,55
Standartinis nuokrypis | 2,79 3,42 5,33 3,22 2,95
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2 priedas

1 lentele. HepG2 lasteliy, paveikty PS nanodalelémis 24 valandas, gyvybingumas (%). Duomenys
pateikti kaip vidurkiy reikSmeés. K — neigiama kontrol¢; TK — teigiama kontrolé

Koncentracija, pg/ml | Gyvybingumas (%)

K 93
TK 91

5 94

10 91

20 91

40 87

60 87

80 81
100 71
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