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Ivadas

Siuolaikiniuose biuruose ypa¢ paplite spalviniai lazeriniai kopijavimo ir spausdinimo aparatai dirba
elektrografiniu principu bei dazniausiai naudoja keturiy spalvy miltelines dazancias medziagas, dar
vadinamas dazomaisiais milteliais (angl. toner)(V. Dagiené, G. Grigas, T. Jevsikova, 2016).
Dazniausiai spausdinimo jrengimai stovi bendrojo naudojimo patalpose ir yra prieinami visam
jstaigos personalui, dél ko dalis dazy sudétyje esanciy daleliy patenka j aplinkg bei j Zzmoniy plaucius.
Aparaty naudotojai tiesiogiai su $iais dazais kontaktuoja kuomet yra kei¢iamos spausdinimo aparato
dazy kasetés. Aparatui spausdinant, tonerio dalelés nedidele apimtimi taip pat patenka j aplinka
(Information about nanomaterials and their safety assessment, 2014). Sickiant auks$tos spausdinimo
kokybés, aparaty gamintojai naudoja dazus, kuriy sudétyje yra cheminiy junginiy mikro ir

nanodaleles (Jurgis Kadziauskis, 2012).

XXI amziuje buvo atrastas bei pradétas placiai taikyti biidas sumazinti spausdintuvo dazy prikibima
prie ryskinimo mazgo pernesimo veleno, papildant dazo sudétj silicio oksido nanodalelémis. Si
naujove leido padidinti aparaty mazgy resursus, taciau atsirado rizika, kad minétoms nanodeleléms
patekus i aplinka, jos galés nesunkiai pereiti per Zzmogaus odos ar plauciy lasteliy membranas.
Spausdinimo jrengimy dazy gamintojai, atlikdami jstatymy reglamentuotus produkto toksinio
poveikio tyrimus, vykdo jvairius testus, taCiau nepateikia duomeny apie dazy poveikio testavimag
modelinése eukariotiniy Iasteliy sistemose bei neakcentuoja biitinybés papildomai tirti silicio

dioksido nanodaleliy, esanciy $iy dazy sudétyje, poveikj.

Problema. Spausdinimo aparaty dazy sudétyje yra cheminiy medziagy, kurios aparatui veikiant

patenka j aplinka, zmogaus plaucius ir gali turéti neigiamos jtakos sveikatai.

Iskeliama hipotezé, kad spausdinimo dazy sudétyje esancios mikro ir nanodalelés gali turéti toksinj
poveiki gyvoms lasteléms. Tyrimo metu in vitro saglygomis auginamos modelinés lgsteliy kultiiros
bei tam tikrame etape ] mitybine terpe patalpinami pasirinkto gamintojo spalvinio kopijavimo aparato
milteliy pavyzdziai. Papildomai atliekamas tyrimas su moderniy spausdintuvy dazy sudétyje
esanciomis silicio oksido nanodalelémis. Mikro ir nanodaleliy poveikis kulttrai stebimas vizualiai,
panaudojant  mikroskopijos metodus bei atliekant gyvybingumo (MTT) matavimus

spektrofotometrijos metodu. Surinkti duomenys analizuojami bei daromos i§vados.



Darbe naudotos metodikos gali biiti naudingos Lietuvos rinkoje esanc¢iy spausdintuvy dazy toksinio
poveikio nustatymui, tai gali biiti ypa¢ aktualu renkantis spausdintuvus mokykloms, biurams,

ligoninéms ar naudojimui namuose.

Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas:
1. Nustatytj Siuolaikinio spausdintuvo dazy poveikj lgsteliy kulttirai in vitro sglygomis.
Darbo uzdaviniai:

1. Laboratorijos sglygomis sukurti modeling tyrimy sistema - pastovigja eukariotiniy lasteliy
linija;
2. Istirti Igsteliy jautrumg keturiy skirtingy spalvy toneriy daleléms;

3. Istirti Igsteliy jautruma silicio dioksido nanodaleléms.

Literatiiros apzvalga

1.1 Spausdinimo aparaty daZy milteliai

Spausdinimo ir kopijavimo aparaty dazy galimas poveikis Zmogaus organizmui yra nagrinéjamas
daug mety (Ru Bal, Lili Zhang, 2010), taciau Sioje technikos rinkoje veikia daug stambiy gamintojy,
kurie konkuruodami tarpusavyje kasmet j rinkg isleidzia ar atnaujina platy aparatiros asortimentg
(Best Sellers in Laser Computer Printers, 2018). Dél to egzistuoja daug skirtingy dazy rasiy, kuriy
cheminé sudétis daznai kinta (Neha Verma, 2018). Tiksli jy cheminé sudétis dazniausiai nebiina
skelbiama, nes tai yra gamintojo komerciné paslaptis, taciau pavojingos cheminés medziagos yra
nurodomos saugos duomeny lape (SDL), kuris yra privalomas visoms Europos Sajungos rinkose
parduodamoms cheminéms medziagoms (Regulation No 1272/2008 of the European Parliament and
of the Council, 2008). Pavyzdziui $iy dazy sudedamoji dalis (Canon firmos) SDL- titano dioksidas-
Tarptautinés vézio tyrimy agentiiros buvo jvertintas kaip 2B grupés kancerogenas, taciau nepakanka
jrodymy apie jo poveikj zmonéms (Canon C-EXV 29 Cyan Toner safety data sheet, 2015). Poveikj
gyviinams bandyta pagrjsti tyrimu, kuomet Ziurkéms buvo duota kvépuoti oru, prisotintu titano
dioksido milteliy, kurie nusédo jy plauciuose, 0 to pasekmé- éme vystytis navikai (Canon C-EXV 29
Magenta Toner safety data sheet, 2015). Nors raSoma medianiné mirtinoji dozé laboratorinéms

ziurkéms yra LD50 > 2000 mg/kg (nuo kurios mirsta 50% populiacijos nariy), taciau injekcinis titano



dioksido turin¢iy dazomyjy milteliy tyrimas parodé, kad ziurkiy organizme néra rySio tarp dazy

poveikio ir naviko vystymosi (Canon C-EXV 29 Black Toner safety data sheet, 2015).

1.2 Nanodaleliy (silicio dioksido) poveikis Igsteléms

Siekiant sumazinti spausdinimo dazy atgezija rySkinimo mazgo pernesimo velenui sugalvota jy
sudét] papildyti silicio dioksido (SiOz) nanodalelémis (A.V. Vannikov, A.V. Churkin, M.A.
Solovieva, 2013). Tai padidino aparaty mazgy resursus, ta¢iau nei§vengiamai $ios dalelés patenka j
aplinka spausdinimo metu (Demokritou, Philip, 2017) ir gali pakenkti zmogui. Atlikti tyrimai su
ziurkémis parodé, jog jy plauciy lastelés nuo dideliy $iy milteliy kiekiy yra pazeidziamos ir gali
ziurkéms sukelti net plauciy uzdegima (Canon C-EXV 29 Black Toner safety data sheet, 2015).
Taciau tyrimu naudoti labai dideli milteliniy dazy kiekiai smarkiai prasilenkia su realiai j organizma
patenkanciais kiekiais spausdintuvy eksploatacijos metu. Taip pat pastebéta, kad Zmogus |
spausdinimo miltelius tiesioginio santykio metu reaguoja itin jautriai: oda parausta, taciau jokie
sveikatos sutrikimai dar néra tiksliai nustatyti (Sivakumar Murugadoss, Dominique Lison ir Kiti,
2017). Tod¢l Harvardo visuomenés sveikatos nanotechnologijy ir nanotoksiSkumo centre atliktas
tyrimas, dél spausdinimo metu j aplinkg i$skiriamy nanodaleliy, leido teigti, jog spausdintuvy dazai
ir SiO2 nanodalelés potencialiai gali biti kvépavimo taky, Sirdies bei kraujagysliy pazeidimy
priezastimi, nes nustatytos $iy daleliy koncentracijos yra ypatingai didelés (Lidia Zapor, 2016) .

Silicio dioksido jony poveikis vienalgs¢iams nagrinéjamas Emilijos Radlinskaités darbe ,,Silicio
jony koncentracijos vandenyje poveikis melsvabakteréms” (Emilija Radlinskaité, 2018). Buvo
nustatyta, kad skirtingos jony koncentracijos turi jtakos melsvabakteriy augimui. Tai reiskia, kad §i
medziaga gali turéti jtakos ir kitiems gyviems organizmams, pvz. zmogaus plauciy lgsteléms.
Spausdintuvuose esanciy dazy sudétyje yra nuo 1 iki 3% silicio dioksido nanodaleliy (Canon C-
EXV 29 Yellow Toner safety data sheet, 2015). Sis kiekis yra salyginai mazas, tatiau biitina
atsizvelgti | nanodaleliy dydj, kuris yra 15nm [MK Impex corp. SiOz-amorphous, Canada]. Toks
mazas daleliy dydis leidZia nanodaleléms lengvai pereiti Igstelés membrang. Atsizvelgiant | tai, jog
tyrimai su titano oksido nanodalelémis jrodé neigiama poveikj gyviems organizmams, reikalinga

istirti ir silicio dioksido nanodaleliy, esan¢iy spausdinimo aparaty dazuose, poveik].



1.3 Lasteliy kultaros CHO, A549

In Vitro ( (lot.) bandymas, kuris yra atliekamas dirbtinéje sistemoje, pavyzdziui mégintuvélyje arba

flakone) tyrimams pasirinktos $ios modelinés Igsteliy sistemos:

CHO-K1 - Kinijjos ziurkéno kiausidziy (angl., Chinese hamster ovary cells - CHO) lastelés, jos
sugeba produkuoti glikozilintus baltymus, kurie yra identiSki Zmoniy baltymams. CHO lasteles
galima dauginti ilgai, auga imobilizuotos ant flakono pavirSiaus, todél negali iSbégti kartu su terpe
nupilant, bei geba grietai daugintis. Taip pat CHO lastelés néra tokios paveikios virusinéms
infekcijoms palyginus su kitomis gyviilinémis Igstelémis (pvz. BHK linija) (Berting A, Farcet MR,
Kreil TR, 2010). Si lasteliy linija inkubuojama 37°C temperatiiroje, drégnoje ir 5 % CO2 aplinkoje.

A549 — Zmogaus plauciy alveoliy epitelio lgstelés (angl., adenocarcinomic human alveolar basal
epithelial cells), augan¢ios RPMI- 1640 terpéje, inkubuojamos 37°C temperatiiroje, drégnoje ir 5 %
CO; prisotintoje aplinkoje. Siy lasteliy, priesingai nei CHO, persodinimy skaiius yra ribotas (Cell
line profile A549, 2012) .

Eksperimentiné dalis, darbo eiga ir metodai

Ekspermentiné dalis suskirtyta j tris etapus:

Pirmame etape persodinamos ir kultyvuojamos lgstelés, nustatoma jy koncentracija, vyksta
pasiruoS$imas tyrimui.

Antrame etape tiriamas lasteliy jautrumas keturiy skirtingy spalvy spausdinimo dazams ir silicio
dioksido nanodaleléms bei stebimi vizualiniai poky¢iai.

Treciame etape vykdomas MTT — gyvybingumo testas.

Eksperimentiné dalis i8skirta j tris dalis, kad:
e Dbiity aiskiai matomas Igsteliy paruoSimas tyrimams: iSmokstama jas auginti, persodinti bei
sureguliuoti tinkamas inkubatoriaus salygas
e bty vizualiai jrodytas spausdinimo dazy ir silicio dioksido skverbimas j 1gsteles

e bty jrodytas Siy medZiagy poveikis lgsteliy gyvybingumui



2.1 Pirmas etapas

2.1.1 Lasteliy auginimas In Vitro

CHO-K1 ir A549 linijy Igstelés augintos steriliuose 25ml talpos flakonéluose (Thermo Fisher
Scientific, T25) su 5ml auginimo terpe. Flakonéluose esancios lastelés auginamos inkubatoriuje
(Heraeus Hera cell 150), kuriame palaikoma 37°C temperatiira, 90 % drégmé ir 5% CO.. Flakonélio
dangtelyje integruotos skylutés, kad j augimo terpe laisvai patekty deguonis ir CO2, kuris palaiko
terpés pH pusiausvyrg (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM), 2011).

CHO-K1 lasteliy terpe A549 lasteliy
DMEM 204 L-gliutamino terpé RPMI- 1640 1% AmpB

tirpalo (am,_folcricino B)

/ /
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1 pav. DMEM ir RPMI-1640 terpiy sudétis

Terpése DMEM ir RPMI-1640 yra visos medziagos reikalingos lIgsteliy kultiiros augimui: amino
ragstys, druskos, vitaminai ir energijos Saltinis- gliukozé bei augimo faktorius (FBS). Siekiant
iSvengti infekcijos lasteliy kultiirose, darbo metu buvo naudojami tik sterillis antgaliai, pipetés,
auginimo flakonéliai, mégintuvéliai ir indai bei dirbama steriliomis sglygomis 2 klasés vertikalaus
srauto laminare (Heraeus HS12).

Pries lIgsteliy persodinimg jvertinamas lasteliy monosluoksinis ir terpés spalva. Lasteliy kultiiros
augimo metu pastebimas terpés spalvos pokytis i§ rausvai rozinés spalvos (tinkamos augti lasteléms)
i gelsva (nebetinkamos augti lasteléms). Sj pokyti lemia terpéje esantis indikatorius fenolio
raudonasis, kuris parodo terpés rugstejimg. Mikroskopu patikrinama ar lgsteléms uZztenka vietos

augti.



2.1.2 Lasteliy persodinimas ir kultyvavimas

I§ T25 flakonélio CHO- K1 lasteliy auginimo terpé DMEM nupilama. Lasteliy sluoksnis
praplaunamas 1ml PBS (fosfatinio buferinio tirpalo) ir Sis iSpilamas. Tuomet j ta patj flakonélj jpilama
0,5 ml tripsino/EDTA tirpalo ir §is palieckamas inkubatoriuje 5- 10 min tam, kad nuo flakonélio dugno
atsiskirty Igsteliy monosluoksnis. ISémus flakonélj i§ inkubatoriaus Sis gerai pakratomas, kad lgstelés
pilnai atSokty nuo dugno, tai jsitikinama mikroskopu. Po to j flakonélj su lastelémis jpilama 2ml
DMEM augimo terpés. ParuoSimas naujas sterilus 25ml flakonélis, i kurj jpilama Sml DMEM terpés
ir du lasai lasteliy suspensijos. Naujas flakonélis patalpinamas inkubatoriuje. Lastelés pers¢jamos kas

5-6 dienas, priklausomai nuo terpés spalvos pokyc¢io ir Igsteliy priaugimo.

I§ flakonélio A549 lasteliy auginimo terpé nupilama. Lasteliy sluoksnis praplaunamas 1ml PBS
(fosfatinio buferinio tirpalo) ir $is iSpilamas. Tuomet j ta patj flakonélj jpilama 0,5 ml tripsino/EDTA
tirpalo ir §is paliekamas inkubatoriuje 5- 10 min. Lasteliy kultiira papildoma 2ml terpe RPMI-1640
ir nucentrifiguojama 2 ml steriliuose centrifuginiuose mégintuvéliuose, nupilama ir uZpilama
praplovimui 1ml PBS, nucentrifiguojama ir nupilama. Po to j mégintuvélj su lastelémis jpilama 1 ml
RPMI- 1640 augimo terpés ir Iastelés suspenduojamos j mégintuvélio sienele. ParuoSiamas naujas
sterilus 25ml flakonélis, j kurj jpilama 5 ml RPMI- 1640 terpés ir du lasai suspenduoty lasteliy

suspensijos. Naujas flakonélis patalpinamas inkubatoriuje. Lastelés perséjamos kas 20 dieny.

2.1.3 Lasteliy skai¢iavimas su hemocitometru

Jautrumo tyrimams naudojamos lastelés, kai jy koncentracija yra 2—4 min./ml. Siekiant jvertinti
lasteliy koncentracija pries tyrima bei jsitikinti Igsteliy gyvybingumu atliekamas Igsteliy skai¢iavimas
citometrijos metodu. Naudojamas Tripano mélio tirpalas, kuris skverbiasi | negyvy lasteliy
membranas jas dazydamas mélyna spalva, taiau dazas néra absorbuojamas gyvy lasteliy. Tod¢l

stebint mikroskopu, negyvos lastelés atrodo tamsiai mélynos.

Tirpalo paruosimui j 1,5 ml mégintuvélj pilama 4 mg Tripano mélio milteliy, ant jy uzpilama 1ml
1x PBS tirpalo ir gerai sumaiSoma vorteksu. (darbas atliekamas laminare). Nupylus augimo terpe,

Iasteliy monosluoksnis uzpilamas 1 ml PBS (1x) tirpalo. Praskalaujama ir iSkart nupilama, kad biity



nuplauta sena terpé ir Zuvusios lasteles. Ant lasteliy monosluoksnio pilama 2ml tripsino/EDTA tir-
palo. Tripsinuojama 2-5min., kol Igstelés pilnai atsiskiria nuo flakonélio sienelés ir ima plaukioti tir-
pale. Po to lgsteliy suspensija papildoma 2ml augimo terpés tam, kad biity sustabdytas tripsino povei-
Kis. Lastelés perpilamos j 15ml talpos mégintuvélj ir centrifuguojama ~ 5min. 1000aps./min. greiciu.
Supernantantas nupilamas, o nusédusios lgstelés praskiedziamos 1 ml augimo terpés. Viskas gerai
supipetuojama. I 1,5ml mégintuvélj dedama 10pul terpés su lastelémis bei 90ul tripano mélio ir gerai
sumaiSoma. Ant hemocitometro papuciama drégnu oru ir atsargiai prispaudziamas dengiamasis sti-
klelis, kol prilimpa prie hemocitometro kameros. Hemocitometro kamera uzpildoma paruosta Igsteliy
ir tripano mélio suspensija nuo kameros virSaus, atsargiai prilictus dengiamajj stiklelj, kad jis
neatSokty. Naudojant mikroskopa (Bresser Science Infinity), suskai¢iuojamos gyvos lastelés.
Lastelés skaiciuojamos dideliuose kampiniuose abiejy kamery kvadratuose. Apskaic¢iuojama lgsteliy

koncentracija 1 ml suspensijos. Lasteliy koncentracija mililitre apskaic¢iuojama pagal formule:

Skiedimo koeficientas

Lasteliy skaicius viduriniame ir kampiniuose kvardratuose X —
2 4 p 5 (kvadraty skaicius)

lasteliy

x 10 000 = Lasteliy koncentracija mililitre

2.2 Antras etapas

2.2.1 Terpés su spausdinimo daZais paruoSimas

Atsveriama po 0,005g keturiy spalvy dazomyjy milteliy : juodos (Canon C-EXV 29 Black Toner),
mélynos (Canon C-EXV 29 Cyan Toner), raudonos (Canon C-EXV 29 Magenta Toner) ir geltonos
(Canon C-EXV 29 Yellow Toner) spalvy, bei silicio dioksido nanodaleliy (MK Impex corp. SiO--
amorphous, Canada) ir suberiama j 5 Eppendorf mégintuvélius (3469NK Thermo Fisher Scientific),
j kuriuos jpilama po 1ml DMEM terpés, Sie supurtomi purtykléje (VWR VV3), kol viskas tolygiai
pasiskirsto po terpe. Tuomet paruoSiama 15 steriliy mégintuvéliy, j kuriuos pilama po 4 ml DMEM
terpés. ParuoSiamos trys skirtingos (50ug; 100ug; 200ug) kiekvienos spalvos dazy koncentracijos
augimo terpéje, imant skirtingus suspensijy kiekius i§ Eppendorf mégintuvéliy ir supilant juos i

paruostus mégintuvelius su DMEM terpe, pagal lentelg, remiantis leistinomis normomis:

1 lentelé. Dazy suspencijy kiekiai skirtingy koncentracijy paruosimui terpéje



Koncentracija Suspensijos kiekis, |
4ml terpés
50 pug/ml 40 pl
100 pg/ml 80 wl
200 ug/ml 160 pl

2.2.2 CHO- K1 lasteliu morfologiniu pokyciy stebéjimas j terpe integruojant spausdinimo

aparaty daZus (geltonos, mélynos, juodos ir raudonos spalvy) ir silicio dioksido nanodaleles

Lastelés persodinamos j 16 petri léksteliy, j kurias dedama po 4ml naujos terpés ir po 0,06 ml lasteliy
suspensijos (persodinimas j Petri léksteles vyksta pagal lasteliy persodinimo aprasg (2.1.2)). Iki

tyrimo pradzios lastelés kultyvuojamos inkubatoriuje tris paras.

Pertri lekStelése esanti terpé nupilama ir uzpilama mégintuvéluose esanti terpé su toneriais, paliekant
vieng kontroling Petri Iekstele, kiekvieng jy atitinkamai pazymint spalvos ir koncentracijos Zymomis.

Laikoma inkubatoriuje 2 valandas.

Po $io laiko tyrimo rezultatai stebimi invertuotu mikroskopu (VWR VisiScope IT 404).

2 lentele. CHO-K lgsteleés su skirtingy koncentracijy dazy ir SiO2 nanodaleliy suspensijomis

Kontroliné grupé 50 pg/ml

Meélyni

dazai

SiOy

Stebint lgsteles mikroskopu matomi pakitimai — silicio dioksido nanodalelés per ganétinai trumpg

laiko tarpg lengvai pereina pro lasteliy plazming membrang, 0 spausdinimo dazy dalelés jas aplimpa.
10



Lastelés stebimos su terpe, be jos bei po praplovimo su PBS, tokiu biidu geriau matomas daleliy
skvarbumas ir pro plazming membrang, o nepraéjusios dalelés pasalinamos. Lastelés stebimos su
skirtingomis spausdinimo dazy ir silicio dioksido nanodaleliy koncentracijomis, kurioms didéjant,

didéja dazy kiekis aplink Igstele. Nuotraukos su likusiomis dazy spalvomis 1-ame priede.

Nuotraukose matome, kad spausdinimo dazy dalelés ir SiO2 nanodalelés lieka prilipusios prie
lastelés. Kai kurios silicio dioksido nanodalelés net prasiskverbia pro Iasteliy membranas, tai leidzia
mazas jy dydis (15nm). (Tyrimo nuotraukos su kity spalvy dazomaisiais milteliais pateikiamos priede

Nr.1.)

2.3 Trecias etapas

2.3.1 Gyvybingumo tyrimas

Darbe gyvybingumo nustatymui yra pasirinktas MTT tyrimas - tai testas skirtas lasteliy
metaboliniam aktyvumui jvertinti. Vidulasteliniy procesy aktyvuma lgstelése parodo redukuoty
piridino dinukleotidy NAD(P)H kiekis. Redukuojant tetrazolio druskg (MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il-)-2,5-difeniltetrazolio bromidas)) NAD(P)H jonais susidariusio chromoforo-formazano kiekis yra
tiesiogiai proporcingas gyvy lasteliy kiekiui. Redukavus MTT tirpala, jo spalva pasikeicia i§ gelsvos
j violeting dél susidariusiy formazano drusky, kuriy koncentracija iSmatuojama spektrofotometru
(L.Tregiokaité, R.Paulauskaité, R.Zikiené, 2018).

Po 24h lgsteliy auginimo (auginamos inkubatoriuje 37°C temperatiiroje, 90% drégnoje ir 5% CO>
prisotintoje aplinkoje, DMEM terpéje) 96 Sulin¢liy skaidrioje plokstel¢je, auginimo terpé
nusiurbiama ir ant Igsteliy uzpilama 200 pl terpés su skirtingomis koncentracijomis: 50ug, 100ug bei

200ug spausdinimo dazy ir silicio dioksido nanodaleliy suspensijos, kurios ruosiamos pagal lentele:

3 lentele. Spausdinimo dazy ir SiO2 nanodaleliy suspencijy kiekiai skirtingy koncentracijy

paruoSimui terpéje

Koncentracija Suspensijos kiekis

1 200 pl terpés

50 pg/ml 0,02 pl
100 pg/ml 0,04 ul
200 pg/ml 0,08 pl
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Kiekvienai tiriamai grupei skiriama 16 Sulinéliy bei 8 Sulinéliai, kuriuose Igstelés nes¢jamos, o
palickama fono nustatymui su galutiniu tirpikliu, $iuo atveju izopropanoliu, ir inkubuojama 2
valandas. Po inkubacijos su dazomaisiais milteliais ir nanodalelémis, terpé nusiurbiama ir uZpilama
po 100ul 0,5mg/ml (ruosiamas i§ 30ml terpés ir 0.015g MTT dazo) MTT tirpalo auginimo terpéje
(tirpalas paruoSiamas ir dar pusvalandj palaikomas inkubatoriuje, kad pilnai istirpty MTT).

Inkubuojama 45 min 37°C temperatiiroje, CO2 5% inkubatoriuje. Praéjus inkubacijos laikui, terpé su

MTT nusiurbiama, 1astelés praplaunamos su PBS tirpalu du kartus, Sis sausai i§siurbiamas ir uzpilama
50ul izopropanolio, kuris istirpina susidariusj formazang lastelése. Sviesos absorbcija matuojama
multifunkciniu mikrodaleliy mikroploksteliy spektrofotometru (TECAN GeniosPro), esant 535 nm
bangos ilgiui 25°C temperatiiroje.

Kontroliniy Sulinéliy absorbcija laikoma 100 procentiniu gyvybingumu.

MTT testas buvo atliekamas trijose 96 Sulinéliy skaidriose plokstelése. Visose plokstelése palieckama
tucia 8 Sulinéliy eilute, fono apskaiciavimui bei antra dar viena tokia eiluté tik su lastelémis, kuri yra
kontroliné grupé. Visur kitur, i$ eilés pagal lentelg, po 16 Sulinéliy - 2 stulpelius, pilamos skirtingy

koncentracijy spausdinimo dazy ir SiO2 nanodaleliy suspencijos.

Ben e e o g gy
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2 pav. Sulinéliai su skirtingomis spausdinimo dazy ir nanodaleliy koncentracijomis

M — Mélynos spalvos (Canon C-EXV 29 Cyan Toner) dazy milteliai;
G - Geltona spalvos (Canon C-EXV 29 Yellow Toner) dazy milteliai;
12



J - Juoda spalvos (Canon C-EXV 29 Black Toner) dazy milteliai;
R - Raudona spalvos (Canon C-EXV 29 Magenta Toner) dazy milteliai.
50, 100, 200 — dazy ir nanodaleliy koncentracija terpéje, pg/ml.

Kad rezultatai biity tikslesni §viesos absorbcija matuota du kartus ir skai¢iuojamas gauty rezultaty
vidurkis (priedas Nr.2).
Rezultatai

Spektrofotometrijos absorbcijos duomenys buvo jrasyti duomeny registravimo Zurnale. I§ gauty
duomeny sudarius stulpeling diagrama (3 pav.) galima matyti, kad Igsteliy gyvybingumas mazéja
didéjant spausdinimo dazy ir silicio dioksido nanodaleliy koncentracijai terpéje. Didziausig neigiama
jitaka lasteliy gyvybingumui daro mélynos ir geltonos spalvy dazai bei silicio dioksido nanodalelés.

Maziausiai jtakos gyvybingumui turi juodos ir raudonos spalvy dazai. Tokius skirtumus lemia

Kontroliné Mélyna Geltona Juoda Raudona Silicio
grupé m50 =100 200 dioksidas
Dazy ir nanodaleliy koncentracija, pg/ml

skirtinga dazy cheminé sudétis.

100
90
80
70
60
5
4
3
2
1

CHO lasteliy gyvybingumas, %
o O O o

o

3 pav. Lgsteliy gyvybingumo priklausomybé nuo skirtingy spalvy dazy ir nanodaleliy

koncentracijy terpéje

Stebint vizualinius morfologinius poky¢ius lastelése matyti, kad didéjant spausdinimo dazy ir silicio
dioksido koncentracijoms terp¢je, dazy dalelés jas aplimpa vis didesniais kiekiais, o silicio dioksido

nanodalelés dél savo mazo dydZio prasiskverbia pro lasteliy membranas.

13
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2)

3)

ISvados

Panaudojant esamas metodikas, laboratorijos salygomis pavyko sukurti dvi modelines
sistemas — CHO-K1 Igsteliy linija DMEM terpéje ir A549 lasteliy linija RPMI-1640 terpéje.
Atsizvelgiant j tai, kad CHO-K1 lgstelés auga sparciau, jy persodinimo ciklas yra trumpesnis
bei gali biiti persodintos daug karty, prieSingai nei A549, buvo nuspresta atlikti tyrimg su Sia
linija.

Atliekant morfologinj tyrimg (stebéjimas mikroskopu) pavyko nustatyti, kad spausdintuvu
dazai po trumpo kontakto su CHO-K1 Igstelémis prisikabina prie lastelés membranos, o silicio
oksido nanodalelés jveikia jos membrang ir patenka j lastelés vidy. Tyrimas buvo atliktas su
skirtingomis spausdinimo dazy koncentracijomis (50pg/ml, 100pg/ml ir 200ug/ml), jo
rezultatai pateikiami priede Nr. 1. Didéjant $iy medziagy koncentracijoms terpéje jy
prikibimas prie lasteliy proporcingai did¢ja. Todel matome, jog didziausias prikibimas buvo
stebimas visy dazomyjy milteliy spalvy ir silicio dioksido 200ug/ml terpéje, lyginant su
kitomis koncentracijomis.

MTT tyrimu buvo nustatyta, kad visy spalvy dazy ir silicio dioksido nanodaleliy saveika su
CHO-K1 Igstelémis turi neigiamos jtakos lasteliy gyvybingumui. Tai reiSkia, kad lasteliy
mirtingumas proporcingai didéja didéjant Siy medziagy koncentracijai. Ypac¢ didelés jtakos
mirtingumui, palyginus su kontroline grupe, turi mélynos bei geltonos spalvy dazomieji
milteliai ir silicio dioksido nanodalelés, o maZesniu mirtingumu pasizymi juodos ir raudonos

spalvy dazais paveiktos lgstelés.

Rekomendacijos

Atsizvelgiant j darbo rezultatus, tikslinga bty atlikti in vitro tyrima su Zzmogaus plauciy lgsteliy
linija A-549, nes jis padéty tiksliau suprasti spausdintuvy dazy poveikj zmogaus sveikatai. Zinant,
kad rinkoje egzistuoja daugybé spausdintuvy gamintojy bei pasibaigusiy spausdintuvo kaseciy
pildymo paslaugos, tikslinga istirti ir palyginti skirtingy gamintojy originaliy bei pildymui naudojamy
dazy jtaka lasteléms. Vertinant §io tyrimo metu gautus rezultatus, kad net netoksisko silicio dioksido
nanodelelés prasiskverba pro lgsteliy membrang bei daro neigiamg jtakg lasteliy gyvybingumui,
tikslinga atlikti tyrimus su visomis ] valstybés rinkg patenkan¢iomis medziagomis, kuriy sudétyje yra
nanodaleliy. Tokiy tyrimy atikimas dél didelés spausdintuvy jvairovés ir 1éto zmogaus plauciy lasteliy

linijos augimo ciklo reikalauty dideliy laiko sgnaudy (Cell line profile A-549, 2012).
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Informacija apie institucijg ir asmenis, padéjusius atlikti tyrimg

Darbas buvo atliktas Kauno tvirtovés VII forte, jame jrengtoje biochemijos laboratorijoje. Si jstaiga
pasirinkta tod¢l, kad joje buvo sudarytos visos palankios salygos tyrimo atlikimui bei finansuojamas
visy reikalingy reagenty jsigijimas.

Kauno tvirtovés VII fortas yra neformaliojo Svietimo jstaiga, veikianti gamtos ir tiksliyjy moksly
srityse. Si jstaiga organizuoja jvairius neformalaus §vietimo birelius, tarp kuriy ir biochemijos birelis
I11-IV gimnazijos klasiy moksleiviams, kuriame jgijau ziniy bitiny tiriamajam darbui.

Biochemijos biirelio reikméms jstaigoje yra jrengta II klasés biologinés saugos laboratorija, Cia
esanti aparatira uztikrina reikalingg steriluma bei leidzia atlikti jvairius tyrimus baltymy, genetikos,
lasteliy biologijos bei biotechnologijy srityse. Tyrimo metu daugiausia teko naudotis laminaru, CO2
inkubatoriumi, mikroskopais, mikroploksteliy spektrometru bei automatinémis pipetémis.

Kauno tvirtovés VII forte dirba bendrosios chemijos, biochemijos, genetikos mokytojai bei laboran-
tai, su kuriais visuomet galima konsultuotis. Darbo vadovu buvo pasirinkta Lina Trec¢iokaité, nes ji
Sioje jstaigoje turi daugiausia patirties dirbant su lgsteliy linijjomis. D¢l darbo struktiiros bei apraSo
daugiausiai teko konsultuotis su Emilija Radlinskaité, nes ji turéjo s€kmingos patirties rengiant bei

ginant brandos bei ES jaunojo mokslininko konkurso tiriamuosius darbus.
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