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1.UvOD

1.1. Talij

Talij je metal kemijskog simbola Tl, rednog broja 81 i atomske mase 204,38. Otkrio ga
je William Crookes 1891. godine. Ime je dobio po grékoj rije€i thallos, $to znaci zelena grancica
zbog karakteristicne zelene linije koju pokazuje u atomskom spektru’. Talij se smatra visoko
toksi€nim metalom te je stoga Agencija za zastitu okoliSsa SAD-a (EPA, eng. United States
Environmental Protection Agency) svrstala talij u prioritetne spojeve koji zagaduju okolis?.
Zbog njegove velike gustoce od 11,85 g/cm3, talij se svrstavava u skupinu teskih metala. Tali
se na 303,5 °C, a vrije na 1482 °C. Kada je izlozen zraku i vlazi, zbog svoje velike reaktivnosti
talij brzo oksidira na povrSini na nacin da formira prevlaku talij (I) oksida (Tl.O). Zbog
reaktivnosti sa zrakom u elementarnom stanju ¢uva se u petroleju. Na viSim temperaturama
formira se TI®* oksid (Tl.03)%. Pojavljuje se u obliku monovalentnih talo- i trivalentnih tali-
spojeva*. Talijevi spojevi u oksidacijskom stanju 3+ imaju jak oksidacijski potencijal i polako

prelaze u monovalentno stanje®.

1.1.1. Prisustvo talija u okoliSu

Talij je sveprisutan u okoli$u, ali u niskim koncentracijama®’. Koncentracije talija u tlu
variraju ovisno o vrsti tla izmedu 0,014 i 2,8 mg/kg, a prosjek u svijetu je 0,5 mg/kg. U tlu je
talij najceS¢e vezan za matriks tla te se zbog toga sporije otpusta u okolis. NajceSce se nalazi
u sulfidnim rudama (ruda kod kojih je metal vezan sa sumporom) teskih metala, poglavito

olova, bakra ili cinka te u ugljenu®.

U morskoj vodi prosje€na koncentracija talija je 15 ng/l, a u nezagadenim slatkim

vodama ta je koncentracija od 5 do 10 ng/I8.

lako postoje iskopiSta i rudnici bogati talijem, primarni je izvor talija za komercijalnu
eksploataciju njegov ostatak nakon taljenja ruda bakra, olova i cinka te ostalih sulfidnih ruda
teskih metala®®. Jedno od talijem najbogatijih iskopi$ta u svijetu je danas napusteni rudnik
Alsar u juznoj Makedoniji. Procjenjuje se da je tamo ostalo jos oko 500 tona talija, a rudnik

Alsar je i izvor nekih rijetkih minerala talija, od kojih je najpoznatiji lorandit®.

Prosje¢nu koncentraciju talija u biljkama tedko je odrediti, najve¢im djelom zbog toga
jer je biljno carstvo vrlo raznoliko. Bez obzira na to, skupina istrazivaCa odredila je
koncentraciju talija u tzv. ,referentnoj biljci“ (,referentna biljka“ pojam je analogan ,referentnom
Covjeku“ koji se koristi za istrazivanja sigurnosti radijacije) koja iznosi 0,05 mg/kg suhe
mase'"12 dok su na podrucju Al$ara pronadene vrste s koncentracijom talija ¢ak do 17 g/kg
suhe tvari. Talofilima se smatraju biljke porodice Brassicaceae s koncentracijom talija od oko

1,5 mg/kg svjeze tvari, a viSe koncentracije talija zabiljezene su i u biljaka iz porodice Poaceae.
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Buduc¢i da mogu akumulirati veée koncentracije talija nego $to je prisutno u tlu, te se biljke
mogu koristiti i u svrhu fitoremedijacije tla oneciSéenog talijem®'!. Utvrdeno je da je nakupljanje
talija u biljkama ovisno o pH tla. Koncentracija se talija u kupusu povecéava kako se pH tla

snizuje” '3,
1.1.2. 1zloZenost ljudi taliju

Topljive se talijeve soli lako mogu isprati sa stijena te postati dio vodenog okolisa, doci
do podzemnih voda i tako potencijalno povecati rizik od kroni¢ne izloZenosti ljudi taliju. Drugi
izvor izlozenosti taliju je zagadeni zrak. Emisije plinova koji dovode do povec¢ane koncentracije
talija u zraku mogu biti prirodnog ili antropogenog porijekla. Zagadenje zraka koje je rezultat
prevelike emisije talija moze dovesti do Sirenja talija na velike udaljenosti te organizmi koji do

tada nisu bili izlozeni mogu talij unijeti udisanjem’.

Zagadenje okoliSa talijem najviSe se povezuje s industrijskom aktivnoSc¢u. Procjenjuje
se da 5000 t talija zavrsi u okoliSu kao posljedica industrijske aktivnosti, od ¢ega 1000 t potjeCe
od izgaranja ugljena’-'. Znacajno vece koncentracije talija od prosjeka pronadene su u okolisu
u blizini industrijskih postrojenja. Smatra se da je najveci zagadivac talijem industrija cementa.
U Cesticama ispusnih plinova tih postrojenja pronaden je talij u koncentracijskom rasponu od
42 do 2379 mg/kg (srednja vrijednost 428 mg/kg). U tlu u blizini tvornica cementa koncentracija
talija su u rasponu od 3 do 6 mg/kg, a maksimalna vrijednost koncentracije talija bila je 15
mg/kg. Znacajno iznadprosjeCne koncentracije pronadene su i u blizini raznih rudnika i
iskopiSta. PoviSena koncentracija talija u bilkkama u tim podrudjima smatra se izravno

povezanom s pove¢anom koncentracijom talija u tlu opéenito™'1°.

Talij se naj¢esée unosi u ljudski organizam konzumacijom zagadene hrane i vode, a
moZze ga se unijeti i udisanjem zagadenog zraka. Istrazivanja pokazuju da se hranom najlakse
intoksicirati konzumirajuc¢i upravo kelj ili kupus (biljke iz porodice Brassicaceae)'®. Istrazivanja
pokazuju da osobe koje zloupotrebljavaju opioidne droge imaju ¢ak do 21 puta vecu
koncentraciju talija u krvi u odnosu na kontrolnu skupinu koja nije bila u doticaju s drogama,
dok se za pu$ace procjenjuje da imaju dvostruko veée koncentracije talija u organizmu u
odnosu na nepusace''8. Na slici 1 prikazan je prijenos talija u okoliSu i moguc¢i nacini

izlozenosti ljudi taliju.

S obzirom na prisutnost talija u okoliSu procijenjeni dnevni unos talija u svijetu je 2 g
po danu'®?°. Zbog utvrdene toksi¢nosti talija, americka EPA ogranicila je maksimalnu

dopustenu koncentraciju talija u vodi na ispod 2 ug/I?'.
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Slika 1. Shematski prikaz prijenosa talija u okoliSu. Preuzeto i prilagodeno iz’
1.1.3. Primjena talija

U 19.i 20. stoljecu talij se koristio za lijeCenje sifilisa, reduciranje noénog preznojavanja
kod oboljelih od tuberkuloze, u lije€enju malarije i u postupku depilacije te lijeCenju
dermatofitoza skalpa jer je uzrokovao brz gubitak kose $to je omogucavalo ucinkovite kontrole
gljiviénih infekcija. Talij se koristio i kod odraslih i kod djece®. Od 1920. godine talij se koristio
kao rodenticid®. U prvoj polovici 20. stolje¢a, zbog lake dostupnosti talijevih soli, one su bile
¢est izbor u homicidalne svrhe®. Stoga su 1975. godine industrijski razvijene zemlje zabranile
upotrebu talija kao rodenticida. Ipak, talij se jo$ uvijek u nerazvijenim zemljama koristi kao

rodenticid te se tamo i dalje biljeze slu€ajevi njegove upotrebe u suicidalne svrhe.

Danas se talij u medicini primjenjuje kao kontrastno sredstvo kod kardiovaskularne ili
tumorske slikovne dijagnostike (scintigrafije)??2. Kod scintigrafije koristi se radioaktivni 29Tl
izotop, koji se daje u koncentracijama od 0,07 do 0,15 ng/kg tjelesne mase, $to je znatno manje
od doze potrebne za simptome toksi¢nosti te dozvoljava i ponavljanje procesa dijagnostike po
potrebi?. Talijevi ioni imaju i izvrsna NMR svojstva te mogu imitirati svojstva iona alkalijskih

metala (kalija i natrija) zbog ¢ega talij ima primjenu i u biomedicinskim istrazivanjima®24.



U industrijske svrhe talij se koristi u proizvodniji kristala, umjetnih dragulja, boja,
pigmenata, elektricne opreme, poluvodiCa, opti¢kih sustava, infracrvenih spektrometara,
niskotemperaturnih termometara i opti¢kih kablova te su to sve mogudi izvori izloZenosti ljudi

talijus24,

1.2. Toksi¢nost talija

Talij i njegovi spojevi su visokopotentni otrovi. Istrazivanja akutne toksic¢nosti talija
pokazala su da je talij za sisavce nedto toksi¢niji od Zive. U istrazivanju provedenom na
Stakorima, doza koja je uzrokovala 50% smrtnosti, tzv. letalna doza (LDsp) bila je 13-19 mg/kg
za talij, a LDso za Zivu bio je 27 mg/kg?®. Za ljude, letalna doza talija procijenjena je izmedu 8 i
15 mg/kg?32.

Trovanije talijem jedno od najkompleksnijih i najozbiljnijih poznatih otrovanja?’. Kod ljudi
akutna izloZenost taliju izaziva simptome trovanja ve¢ pri ingestiji doza vec¢ih od 100 mg.
Simptomi akutne intoksikacije su anoreksija, konstipacija, povra¢anje, retrostenalna i
abdominalna bol, nakon €ega slijede motorni i senzorni polineuritis, insomnija, zatamnjivanje
korijena kose i gubitak kose. Pored toga, zabiliezene su Meejeve linije na noktima
(karakteristi¢ne kod otrovanja teSkim metalima), alteracije u krvnom tlaku te ST i T promjene

u elektrokardiogramu?+28,

Pri kroni¢noj izloZenosti ljudi taliju simptomi variraiju te su obi¢no slabijeg intenziteta
nego u slu¢ajevima akutnog trovanja. Relativno dugacak period latencije koji moze trajati do
nekoliko tiedana moze biti popracéen sa samo nekolicinom simptoma kao $to su periferne
senzorne smetnje, mentalne aberacije, gubitak tjelesne mase, nesanica, smetnje u vidu,
gubitak kose, bol bez zamjeéenog polineuritisa (kasnije se moze razviti ozbiljan oblik
polineuritisa). Kardiovaskularne smetnje ukljuuju hipertenziju, neregularan puls te bol nalik
angini. Od ostalih simptoma zabiljezeni su antacidno djelovanje na Zzeludac, nedostatak
apetita, albuminurea, hematurija, endokrini poremecaiji, psihoze te encefalitis?*?%. Osim o

duljini izlozenosti, klini¢ka slika ovisi i 0 dozi talija kojom je osoba izloZena, kao i o dobi osobe?®.

Najboljim antidotom za trovanje talijem smatra se berlinsko (prusko) modrilo.
Uobic¢ajeni tretman prilikom intoksikacije talijem osim davanja pruskog modrila ukljuCuje i
terapiju suplementacije kalija i laksativima, a eliminacija se dodatno ubrzava i forsiranjem

diureze i hemoperfuzijom?317.25:30-33,

1.2.1. Toksikokinetika talija

Istrazivanja toksikokinetike talija pokazuju da se topljive talijeve soli nakon peroralnog
unosa brzo apsorbiraju iz gastrointestinalnog trakta i distribuiraju po tijelu uzrokujuci oSte¢enje

tkiva. Osim gastrointestinalnim putem, talij se moze apsorbirati i putem koze i sluznica. U



gastrointestinalnom sustavu puno se brze apsorbiraju talijeve soli topljive u vodi (sulfati,
acetati, karbonati) od onih netopljivih (sulfidi i jodidi). Talij se iz ljudskog organizma izlu€uje u
manjoj koli¢ini urinom, a u vecoj fecesom. Osim putem fecesa i urinom, talij se moze iz
organizma izlucivati u manjoj mjeri i znojem, slinom i suzama“. Nakon unosa talij sulfata, talij
je moguce detektirati u urinu veé nakon jednog sata, a u fecesu koncentracije talija tijekom 24
sata postupno rastu'®26:34. Nakon apsorpcije i distribucije u organizmu talij se nakuplja u
kostima i srzi bubrega, te moze prelaziti krvno-mozdanu barijeru i ulaziti u centralni ziv€ani
sustav. Zbog mogucnosti ulaska u stanice, talij ima veliki volumen distribucije u organizmu
(Vd=4,23 1/kg)®. Biolosko poluvrijeme u Stakora procjenjeno je na 3-8 dana, dok se u ¢ovjeka

procjenjuje na oko 10 dana, no neka istrazivanja upucuju da traje i gotovo 30 dana'®36,

Postoje brojne metode za mjerenje koncentracije talija u uzorcima ljudskog tkiva, sto
omogucuje i pracenje talija u ljudskom organizmu'®. Kod ljudi normalna koncentracija talija u
urinu smatra se manjom od 1 pg/g kreatinina. Talij se u mokraci moze detektirati i do 2 mjeseca
nakon unosa u organizam. Na osnovu izmjerene koncentracije talija u krvi i serumu na uzorku
zdravih Talijana procijenjeno je da je koncentracija talija u krvi 0,15-0,63 pg/l, a u serumu 0,02-
0,43 pg/l*”. Zbog afiniteta talija za odradene organe i tkiva dolazi do njegovog nakupljanja u
tim organima i njegovo je zadrzavanje u krvotoku kratkotrajno. Zato se za dijagnozu otrovanja
ne preporuca odredivanje koncentracije talija u krvi ili serumu. Pokazano je da se u Covjeku
nakon akutne intoksikacije talij nakuplja najviSse (redom) u: bubrezima, kostima, zelucu,
nekim od ljudskih organa iznosile su od 0,42-1,5 ng/g u mozgu, 1,5 ng/g u jetri, 6,1 ng/g u
bubrezima, <6 pg/g u kostima, 7-650 ng/g u kosi te 1,2 ug/g u noktima, iz éega se moze
zakljuditi da se talij akumulira (odlaze) u perifernim organima (nokti, kosa). Normalan raspon
koncentracije talija u kosi procjenjuje se na 5-10 ng/g. Vazno je napomenuti da mjerenje talija
u kosi nije dobar pokazatelj sistemske intoksikacije jer je moguée egzogeno nakupljanje talija
u kosi (iz Cestica zagadenog zraka). Bolji je pokazatelj akutne intoksikacije taljem mjerenje

koncentracija talija u urinu#7-3%-41,

Koristenje pruskog modrila u slu¢ajevima otrovanja talijem temelji se na apsorpciji talija
u gastrointestinalnom traktu, buduéi da talij prolazi ekstenzivnu enterohepati¢ku cirkulacijus3.
Spomenuti veliki volumen distribucije, ulazenje u tkiva i stanice, kombinacija nespecifi¢nih
simptoma, ali i laka dostupnost (koristio se kao rodenticid) glavni su razlozi zasto je talij bio

popularan u proS$losti kao homicidalno sredstvo.

1.2.2. Mehanizam toksi¢nosti talija

lako je poznato da oba oksidacijska stanja u kojima se talij javlja (TI* i TI®*) djeluju

toksi€no na ljudski organizam, toan mehanizam toksi¢nog djelovanja nije do kraja opisan.



Zabiljezeno je vise mehanizama toksi¢nosti talija*. Citotoksi¢nost TI* i TI** povezuje s
formiranjem reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, eng. reactive oxygen species), lipidnom
peroksidacijom, sniZzenjem mitohondrijskog membranskog potencijala, osteéenjem membrane

lizosoma te stani¢nom proteolizom#?.

Toksi¢nosti talija najviSe doprinosi njegova slicnost s kalijem. lonski radijus iona TI*
(1,49 pm) gotovo jednak ionskom radijusu iona K* (1,33 pm)*. To onemogucuje stanici
razlikovanje ta dva iona pa zbog toga TI* moze uéi u stanicu pomoc¢u K* kanala ili pumpi“. Zbog
navedenih fizikalno-kemijskih slicnosti, talij moze interferirati s metabolizmom kalija na viSe
nacina. Primjerice, TI* moze zamijeniti K* kao supstrat za Na*/K*-ATPazu te jednom kad ude
u stanicu puno sporije izlazi izvan stanice u odnosu na K* ion**. IstraZivanja pokazuju da se
TI* veze za K* aktivho mjesto Na*/K*-ATPaze s oko 10 puta vecim afinitetom u odnosu na K*
ion*45. Nadalje, talij se umjesto kalija moze vezati i za piruvat kinazu, enzim metabolizma
ugljikohidrata €ija je aktivacija ovisna o kaliju. Ta interferencija uzrokuje smetnje u procesima
katabolizma ugljikohidrata i oksidativne fosforilacije, $to za posljedicu ima smanjene koliine

ATP-a u stanici2®46,

Provedena istraZivanja nedvojbeno pokazuju da talij uzrokuje oksidacijski stres. Tako
su oba oksidacijska stanja talija TI* i TI** uzrokovala znacajno povec¢anje koncentracije ROS,
no TI¥* je snaznije potaknuo stvaranje ROS-ova od TI* iona'?42, Citotoksi¢nost izazvana TI3*
te nastanak ROS-ova i lipidna peroksidacija inhibirani su dodatkom glutationa (GSH) i
stimulatora sinteze GSH, trifluoperazina. S druge strane, citotoksi¢nost izazvana TI,
formiranje ROS-ova te lipidna peroksidacija bili su potaknuti dodatkom GSH i trifluoperazina*?.
Potonja Cinjenica iznenaduje uzme li se u obzir da GSH ima ulogu u zastiti od oksidacijskog
ostecenja*’. To upuéuje na mogucu interakciju TI* sa sulfhidrilnim skupinama“2. Interakcija sa
sulfhidrilnim skupinama keratina smatra se i uzrokom alopecije koja je najkarakteristiCniji
simptom trovanja talijem*. Oba valentna stanja talija prouzrodila su znacajno snizenje
membranskog potencijala mitohondrijske membrane $to se izravno povezuje s nastankom

ROS-ova i lipidnom peroksidacijom#2.
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Slika 2. PredloZeni mehanizam toksi¢nosti talija u hepatocitima. Preuzeto i prilagodeno iz*2.

Na slici 2 prikazan je predloZzeni mehanizam toksi¢nosti talija ispitivan na
hepatocitima“*2. Prvi nacin toksi¢nog djelovanja talija je destruktivna interakcija TI* i TI** iona s
citokromom P450 2E1 (CYP2E1). Smatra se da talij uzrokuje odvajanje hema od citokroma
P450 i oslobadanje katalitickog Zeljeza mehanizmom nalik onomu koji nastaje uslijed reakcije
citokroma P450 i cisplatina*®. Rezultat te interakcije je otpustanje katalitickog Zeljeza iz hema

citokroma P450 2E1 te posljedi¢na proizvodnja ROS-ova.

Drugi je nacin, prikazan na slici 2, taj da oba talijeva kationa direktno oSstecuju
mitohondrije hepatocita ometajuci lanac prijenosa elektrona $to ima za posljedicu otpustanje
ROS-ove koji dalje toksi¢no djeluju na stanicu. Tada vodikov peroksid (H2O.) nastao ili u
oStecenom mitohondriju ili kao posljedica interakcije talija i CYP2E1 difundira u lizosom ¢ime
zapocinje Fentonova reakcija u kojoj lizosomalni Fe?* u redoks reakciji s peroksidom katalizira
nastajanje hidroksilnih radikala (HO"). Ti bi hidroksilni radikali mogli destabilizirati membranu
lizosoma i otpustiti katepsine, proteaze koje bi pak mogle ili direktno oStetiti membranu
mitohondrija ili indirektno aktivirati neke liticke enzime (Bid, Bax, fosfolipaza A2) Sto bi dovelo
do otvaranja mitohondrijskih propusnih tranzicijskih pora (MPTP, eng. mitochondrial
permeability transition pore) te otpustanja citokroma C, koji kada izade iz mitohondrijske

membrane zapocinje kaskadnu reakciju kaspaza i uzrokuje stani¢nu apoptozu??42,



1.3. Ispitivanja toksiénosti na stanicama - in vitro modeli

Razvoj in vitro modela seze jos u 50-e godine proslog stolje¢a, kada je dr. George Gey
izolirao prvu humanu stani¢nu liniju (HeLa), $to je bila jedna od prekretnica u stani¢noj biologiji.
Njegova se stani¢na linija brzo proSirila raznim institutima, sveucilistima, farmaceutskim
kompanijama i njihovima laboratorijima te su tako istrazivaci pocCeli koristiti in vitro modele za

testiranje citotoksi¢nosti raznih spojeva®.

1.3.1. Stanicne linije

Stani¢ne linije razlikuju se od primarnih staniénih kultura. Primarne stani¢ne kulture
dobivaju se izravno iz normalnih ili malignih odraslih i embrionalnih tkiva te ih se primarnima
smatra do prvog presadivanja. Stani¢ne linije dobivene iz normalnih tkiva imaju ogranicen rast

i proliferaciju, dok se stanice iz tumorskog tkiva mogu neograni¢eno dijeliti®®>".

Neke stani¢ne linije pokazuju sposobnost da se mogu subkultivirati neogranicen broj
puta i takve staniCne linije nazivamo kontinuiranima. Te stani¢ne linije ne pokazuju
senescenciju, tj. stabilan i stalan prestanak proliferacije stanica unato¢ vijabilnosti i odrzanoj
metabolickoj aktivnosti®2. Kontinuirane (nazvane jos i imortaliziranim) stani¢ne linije izvedene
su iz zdravog embrionalnog ili tumornog tkiva ljudi ili zivotinja. Kontinuitane se stani¢ne linije

mogu pojaviti spontano ili ih se moZze proizvesti raznim metodama kao $to su:

¢ lzlaganje normalnih stanica i tkiva radioaktivhom zraceniju ili tretiranje kemijskim
mutagenima ili karcinogenima

e lzolacija iz kultura inficiranih virusima (npr. Epstein-Barr virus)

¢ Genetska modifikacija stanica transfekcijom kloniranim genima

e |zolacija iz transgenicnih Zivotinja

Dok se velik broj kontinuiranih stani¢nih linija smatra stabilnima kroz duze vremena, u
pojedinim slu¢ajevima moze doéi do ireverzibilnih promjena nekih kultura te je zbog toga
potrebno ne izlagati stani¢ne linije promjenjivim uvjetima kultivacije i presadivanja. Vazno je
uspostaviti zalihe krioprezerviranih stanica, $to znadi da ih je potrebno Cuvati na vrlo niskim
temperaturama kako bi ostale strukturno netaknute. Cesta je laboratorijska praksa pohranjivati

stanice u spremnicima teku¢eg dusika, pri temperaturi od -196°C5053:54,

1.3.2. Prednosti i nedostatci staninih linija

Prednost istrazivanja na stani¢nim linifjama je jednostavnost rukovanja, $to
pojednostavljuje promjenu uvjeta testiranja. U veéini slu¢ajeva u kulturi ih se uzgaja unutar
jednog sloja te do konfluencije dolazi unutar relativno kratkog vremena®'. Stani¢ne su linije
komercijalno dostupne te ih njihova svojstva besmrtnosti i moguénosti neograniCenog

presadivanja €ine povoljnima i s ekonomske strane. S druge strane, tvari kojima izlazemo
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stani¢ne linije ne prolaze procese apsorpcije, distribucije po organizmu, metabolizma i
eliminacije $to uvelike utje¢e na relevantnost testova toksi¢nosti na stani¢nim linijama®S.
Nadalje, u stani¢nim linijjama se javljaju genetske aberacije s brojem presadivanja stanica,
podlozne su genotipskim i fenotipskim promjenama, okolina stanica razlikuje se od one u
organizmu i gubi se prirodna heterogenost tkiva/tumora®%-56.57, Takoder, kontinuirane stani¢ne
linije po svojoj prirodi razlikuju se od primarnih stani¢nih kultura i normalnog tkiva i u raznim
biokemijskim svojstvima. Razlika je i izmedu primarne stani¢ne kulture i kontinuirane stani¢ne
linije i to ponajvise u proteomu. Proteomi su im kvalitativno sli¢ni, no kvantitativha razlika

prilicno je velika.
1.3.3. Podrucja uporabe stani¢nih linija

Kemijska, farmaceutska, kozmeti¢ka industrija i regulatorne institucije danas rutinski
koriste stani¢ne linije za testove toksi¢nosti, na osnovu kojih se onda moze procijeniti sigurnost
i odrediti rizik koristenja nekog spoja. Izbor prikladnog in vitro pokusa uz to omogucuje i bolje
predvidanje ishoda in vivo pokusa te pruza mogucnost dodatnog istrazivanja mogucih
dogadaja i rezultata pokusa®®. Tijekom procesa razvoja lijeka, nakon $to se ustanovi da
ispitivana molekula postize zeljeni bioloSki u€inak in vitro, ta molekula i njena farmakologija
optimiziraju se prije nego se moze nastaviti sa daljnjim stadijima razvoja lijeka®. Naime,
dogadaji na stani¢noj i molekularnoj razini koji se odvijaju in vitro mogu biti u korelaciji s in vivo
fizioloSkim reakcijama, a mogu pomodi i u razumijevanju, primjerice, zasto se odredena pojava

in vivo moze zamijetiti kod jedne vrste, dok kod druge ne moze58.

Staniéni modeli revolucionarizirali su znanstvena istraZivanja te ih se osim testova
toksi€nosti koristi i u proizvodnji cjepiva, ispitivanju metabolizma lijekova i funkcija gena,

stvaranju umjetnih tkiva te sintezi bioloskih spojeva (npr. terapeutskih proteina%).

Testiranje citotoksi¢nosti na stanicnim modelima pridonijelo je smanjenju koriStenja
Zivotinja u testiranjima in vivo. U odnosu na in vivo modele, in vitro modeli jednostavniji su za
iznimke, kao $to su npr. ljudske embrionalne mati¢ne stanice ili donacija ljudskog tkiva)%8. Na
temelju ICso (IC, eng. Inhibitory Concentration) iznosa dobivenog in vitro ispitivanjem
citotoksicnosti, koriStenjem modela linearne regresije moguce je procijeniti po¢etnu dozu za
odredivanije akutne oralne toksi¢nosti - LDso (LD eng. Lethal Dose, doza toksi¢ne tvari pri kojoj
ugiba 50% testiranih Zivotinja). Te metode odredivanja poCetne doze za odredivanje akutne
toksicnosti prihva¢ene su i na temelju toga napravljene su i smjernice o odredivanju inicijalne
doze pri procjeni LDsg iz dobivenih ICsg vrijednosti®®6'. Na taj je nacin moguce smanjiti smrtnost
laboratorijskih Zivotinja za &ak 30% u testovima procjene LDsg napravljenim UDP (eng. Up and

Down Procedure) procedurom®%.61,



Osim $to je time uspjesSno reduciran broj potrebnih Zivotinja za testiranja, uporaba
stani¢nih modela napredovala je do mjere da su u nekim slu€ajevima Zivotinjski modeli za
testiranje toksicnosti spojeva u potpunosti zamijenjeni stani¢nim. Danas su testiranja na
Zivotinjama strogo regulirana, a u nekim su granama industrije i u potpunosti zabranjena. Tako
je testiranje kozmetickih proizvoda na Zivotinjama u Europskoj uniji zabranjeno. Vodece
medunarodne regulatorne organizacije, Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj (OECD,
eng. Organisation for Economic Cooperation and Development) i Medunarodno vije¢e za
uskladivanje tehni¢kih zahtjeva za farmaceutske proizvode za ljudsku upotrebu (ICH, eng.
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use) &ije su €lanice najrazvijenije zemlje svijeta izdale su smjernice prema kojima se
za testove odredenih oblika toksi¢nosti zamjenjuju Zivotinjski modeli (fototoksi¢nost,

korozivnost na ljudsku kozu, embriotoksi¢nost, itd.) i koriste in vitro modeli®2.

1.3.4. Odredivanje toksi¢nosti na stani¢nim linijama

Kako bismo toksi¢ni u¢inan na neki nacin kvantificirali, uvedeni su odredeni parametri
kojima se racuna i procjenjuje toksicni u€inak neke supstance. Najveci broj bioloskih pokusa
in vitro mjeri potencijal ispitivane supstance kao ICso (IC eng. Inhibitory Concentration) ili ECsg
(EC eng. Effective Concentration)®3. lako su ECs i ICso sli¢ni pojmovi koji se dobivaju na gotovo
identi¢an nadin, razlika izmedu njih ipak postoji. ECso u prvom redu odnosi se na tvar koja
postize neki fizioloSki ucinak te definira dozu potrebnu da se postigne 50% maksimalnog
ucinka. Vrlo se Cesto koristi u farmakologiji za evaluaciju uc¢inka nekog lijeka. S druge strane,
ICso predstavlja koncentraciju nekog inhibitora pri kojoj se postize 50% maksimalne inhibitorne
aktivnosti. | ovaj pojam se koristi u farmakologiji u slu¢aju procjene inhibitornog ucinka
antagonista nekih supstanci, ali ¢esta je uporaba i u toksikologiji za izrazavanje toksi¢nog
ucinka neke tvari. Razlikujemo apsolutnu i relativnu ICso i ECs0. Apsolutna ECs definirana je
kao molarna koncentracija supstance koja uzrokuje 50% maksimalnog moguceg agonisti¢kog
efekta u odnosu na pozitivnu i negativnu kontrolu, dok je apsolutna ICso definirana kao molarna
koncentracija inhibitora potrebna da se reakcija na testiranu supstancu (u veéini slu¢ajeva ta
je reakcija vijabilnost stanica) smanji na 50%, tj. na pola izmedu pozitivne i negativne

kontrole®4.
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Slika 3. Krivulja stupnjevitog odnosa doze i u€inka (eng. dose-response curve). Preuzeto i
prilagodeno iz*.

Relativha ECsp je molarna koncentracija supstance koja daje 50% ucinka u odnosu na
maksimalni ucinak te same supstance, dok je relativna ICsp molarna koncentracija koja
ispitivane supstance ima 50% ucinka maksimalne inhibicije tom supstancom. ICso i ECsg
racunaju se iz sigmoidalne krivulje stupnjevitog odnosa doze i ucinka (eng. dose-response
curve). Da bismo izradunali ICs0/ECsp, potrebno je imati Citavu sigmoidalnu krivulju doze i
ucinka®. Krivulju doze i ucinka dobivamo matematickim modelom dizajniranim na nacin da
nam pomogne odrediti dozu pri kojoj je postignuto 50% ucinka tako da je ta doza upravo i
jedan od parametara tog modela. To je 4-parametarski logisti¢ki model, ¢ija se formula moze
izraziti u obliku:

y=—2"4 .4
1+ (X/c)b

Gdje je Y ucinak, X koncentracija (doza), donja asimptota (dno krivulje,minimum) je a,
gornja asimptota (vrh krivulje, maksimum) je d, nagib linearnog dijela krivulije zadan je
koeficijentom smjera b. Parametar ¢ je koncentracija koja odgovara ucinku na pola puta

izmedu a i d. Na slici 3 ¢ je relativna |Cso/ECs50%.
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2. OPCI | SPECIFICNI CILJEVI

Talij je teSki metal koji je Siroko rasprostranjen u zemljinoj kori. Jedan je od najtoksicnijih
teskih metala. Ispitivanja pokazuju da je toksi¢niji od Zive, bakra, olova i cinka®?5. Njegovu
toksi¢nost potvrduju i namjerni ili nenamjerni slu¢ajevi trovanja ljudi koji zavrSavaju fatalnim
ishodom. Opca populacija izlozena je taliju zbog njegove prisutnosti i akumulacije u okoliSu
(voda, zrak, tlo). Primjerice, talij je naden u povréu koje je uzgajano na tlu u kojem je prisutan
talij*. Posebnu opasnost talij predstavlja za radnike koji su profesionalno izloZeni taliju. Zbog
sve vecCe upotrebe talija u novim, visokotehnoloskim industrijskim granama raste i rizik

izlozenosti ljudi ovom teSkom metalu pa time i potencijalna opasnost za ljudsko zdravlje*#2.

U dostupnoj literaturi nedostaju podaci o toksicnosti talija i njegovom mehanizmu
toksi¢nog djelovanja na ljudski organizam*42. Pretpostavlja se da talij djeluje na stanicu na viSe
razina*, ali to¢an mehanizam toksi¢nog djelovanja nije do kraja istrazen. Kao jedan od vaznijih
mehanizama toksi¢nosti TI* navodi se njegova sli¢nost s K* ionom. K* i TI* imaju isti naboj i
priblizno sli¢an ionski radius pa se pretpostavlja da TI* ulazi u stanicu pomoc¢u kanala i/ili pumpi
na stani¢noj membrani koje su namijenjene za transport K*. TI* moze primjerice zamijeniti K*
u Na*/K* pumpi. Takoder, talij moze interferirati u enzimatskim reakcijama i upletati se i u druge

bioloske procese u kojima sudjeluje kalij*?242.

Opéi cilj ovoga istrazivanja je utvrditi toksi¢nost talija na viSe stani¢nih linija kako bi se
dobio bolji uvid o toksi¢nost talija za specificnu stani¢nu liniju, a dobivene rezultate moglo
povezati sa specificnim u€inkom talija na pojedine organe koje te stanice predstavljaju. Koristit
¢ce se staniCne linije humanog tumora jetre (HepG2), imortalizirani humani keratinociti
(HaCaT), epitelne stanice svinjskog bubrega (pk15), stanice humanog neuroblastoma (SH-
SY5Y) te fibroblasti pluéa kineskog hréka (V79). Stani¢na linija HepG2 predstavlja jetru,
HaCaT kozu, pk15 bubreg, SH-SY5Y predstavljaju ziv€ano tkivo, a V79 pluéa. Pored toga
ispitat ¢e se moguca prevencija toksi¢nosti talija upotrebom kalijeve soli kako bi se ispitao
mehanizam ulaska talija u stanicu ¢ime bi se utvrdilo u kojoj se mjeri toksi¢nost talija moze
pripisati njegovoj sli€nosti s kalijem. Dobiveni rezultati trebali bi dati bolji uvid u toksi¢nost i
mehanizme toksi¢nosti talija te dati smjernice regulatornim ustanovama za postavljanje

grani¢nih koncentracija talija u okoliSu.
Specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Stani¢ne linije HaCaT, HepG2, SH-SY5Y, pk15 i V79 tretirati ¢e se s talij (1) acetatom
u rasponu koncentracija od 3,9 do 500 ug/ml, u trajanju od 24, 48 i 72 sata te ¢e se

pomocu MTT testa odrediti vijabilnost stanica.
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Na temelju rezultata vijabilnosti pojedinih stani¢nih linija ovisno o koncentraciji i
vremenu izlozenosti talij (I) acetatu procijenit ¢e se ICsq korisStenjem 4-parametarskog
logistiCkog modela.

Kako bi se utvrdila razlika u toksi¢nosti talija za pojedine stani¢ne linije, izraCunate ICso
statistiCki ¢e se usporediti te ¢e se donijeti zakljucci o toksicnosti talij (I) acetata ovisno
o stani¢noj liniji i vremenu izloZzenosti talij (1) acetatu.

Ucinak talij (I) acetata u razli¢itim koncentracijama i razli€ite duljine izlozenosti na
ispitivanim stani¢nim linijama pratit ¢e se i prou¢avanjem morfologije stanica.
Stanic¢ne linije (HaCaT, HepG2, SH-SY5Y, pk15i V79) tretirat ¢e se istovremeno s kalij
(1) acetatom u koncentraciji 200 ug/ml i talij (1) acetatom u koncentracijskom rasponu
15,6 — 125 pug/ml kroz 24 sata te ¢e se nakon tretmana pomocu MTT testa odrediti
vijabilnost stanica.

Dobiveni rezultati ¢e se statisticki usporediti metodom mjeSovitih efekata ANOVA-e
kako bi se utvrdilo moZze li kalij (I) acetat sprijeciti toksiCnost talij (1) acetata, odnosno
moze li se mehanizam toksi¢nosti talija povezati s kalijevim membranskim transportnim
putevima.

Prouc€avanje morfologije stanica nakon istovremenog tretmana kalij (1) acetatom i talij

(I) acetatom trebalo bi potvrditi rezultate ispitivanja mehanizma toksi¢nosti talija.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Talij (1) acetat (Sigma-Aldrich, SAD)

Kalij (I) acetat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

RPMI 1640 hranjivi medij (RPMI, eng. Roswell Park Memorial Institute) (Sigma-
Aldrich, SAD)

Natrijev hidrogenkarbonat, NaHCO3; (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Serum govedeg fetusa, FBS (FBS, eng. Fetal Bovine Serum) (Sigma-Aldrich, SAD)
puferirana fizioloSka otopina, Pufer PBS (PBS, eng. Phosphate Buffered Saline)
(Sigma-Aldrich, SAD)

tripsin-etilenaminooctena kiselina, tripsin-EDTA otopina (Sigma-Aldrich, SAD)
DMEM F-12 HAM (DMEM F-12 HAM, eng. Dulbecco's modified Eagle's medium
Nutrient Mixture F-12 Ham) (Sigma-Aldrich, SAD)

DMEM (eng. Dulbecco’s modified Eagle's medium Nutrient Mixture) (Sigma-Aldrich,
SAD)

L-glutamin (Sigma-Aldrich, SAD)

Otopina neesencijalnih aminokiselina, koncentrirana 100x (Sigma-Aldrich, SAD)
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, MTT (Sigma-Aldrich, SAD)
izopropanol (Kemika, Hrvatska)

dimetil-sulfoksid, DMSO (Kemika, Hrvatska)

1% penicilin/streptomicin (Sigma-Aldrich, SAD)

3.1.2. Tehni¢ka oprema

Kabinet za rad u sterilnim uvjetima Jouan MSC 12 (Thermo Scientific, SAD)
Inkubator za uzgoj stanica pri 37°C i 5% CO2 Thermo 8000 (Thermo Scientific, SAD)
Svjetlosni mikroskop s kamerom (Olympus, Japan)

Invertni svjetlosni mikroskop (Olympus, Japan)

Cita¢ mikrotitarskih plogica, Viktor 3 (PerkinElmer, Singapur)

Vibracijska mijeSalica (Tehtnica, Slovenija)
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3.2. Metode
3.2.1. Uzgoj stani¢nih linija

Istrazivanje je provedeno u uvjetima in vitro te je koriSteno pet kontinuiranih stani¢nih
linija: kulture ljudskih stanica hepatocelularnog karcinoma (HepG2), kulture svinjskih bubreznih
epitelnih stanica (pk15), kulture ljudskih neuroblastoma (SH-SY5Y), imortalizirani humani
keratinociti (HaCaT) i stanice fibroblasti kineskog hréka (V79). Staniéne linije uzgajane su u
inkubatoru pri optimalnim uvjetima za rast na 37 °C i pri 5% CO.. Svaka 3 ili 4 dana tijekom
presadivanja stanicama je mijenjan hranjivi medij. Rast stanica pracen je pomoéu invertnog
mikroskopa (povec¢anje 100x), a stanice su presadivane kada bi prekrile 70-80 % povrSine.
Prilikom presadivanja, stanice su isprane PBS-om te izloZene djelovanju 0,25% Tripsin-EDTA
prilikom ¢ega dolazi do formiranja kuglastih oblika i odljepljivanja od podloge. Koncentracija
stanica odredena je standardnom kvantitativnom metodom upotrebom hemocitometra i
svjetlosnog mikroskopa (povecéanje 200x). Broj stanica odreden je prema standardnoj formuli

koja ukljuéuje broj izbrojanih stanica u komorici povrsine 1 mm?2 i dubine 0,1 mm®8.

Postuju¢i potrebe dobre laboratorijske prakse koja ukljuCuje sigurnu provedbu i
ponovljivost pokusa, osigurane su dodatne koli€ine stanica trajnom pohranom u spremniku s
teku¢im dusikom na -196 °C. U tablici 1 prikazane su koristene stani¢ne linije te hranjivi medij

i dodaci hranjivom mediju koji su koristeni za njihov uzgoj.

Tablica 1. Nacini uzgoja pojedinih stani€nih linija

Stani¢na linija Hranjivi medij Dodatak hranjivom mediju
4,5 g/l glukoza, 10% FBS, L-
HaCaT DMEM glutamin, 1%

penicilin/streptomicin

HepG2 DMEM 10% FBS

1% neesencijalne
aminokiseline, 15% FBS, L-

SH-SY5Y DMEM F-12 R
glutamin, 1%
penicilin/streptomicin
pk15 RPMI 1640 10% FBS

10% FBS, antibiotici (110
V79 RPMI 1640 IU/ml penicilina i 0,1 mg/mi
streptomicina)
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3.3. Bioloski pokus
3.3.1. Ispitivanje citotoksi¢nosti talij (1) acetata

Svih pet stani¢nih linija nasadeno je na plo€ice s 96 bunari¢a te ostavljeno u periodu
od 24 ili 48 sati, ovisno o stani¢noj liniji na prilagodbu u inkubatoru u kontroliranim uvjetima

temperature i vilage (37 °C i pri 5% COs»).

Nakon perioda prilagodbe, stanice su tretirane talij (I) acetatom. Za ispitivanje
citotoksi¢nosti stanice su tretirane talij (I) acetatom u koncentracijskom rasponu od 3,9 do 500
pg/ml te pohranjene u kontroliranim uvjetima u inkubatoru pri 37 °C i 5% CO.. Citotoksi¢nost
talij (I) acetata pracena je u vremenskom razdoblju od 24, 36 i 72 sata. Svaku staniénu liniju
bilo je potrebno posebno uzgojiti za svako ispitivano vrijeme trajanja tretmana talij (1) acetatom.
U pokus su uklju€eni jo§ i odgovarajuci kontrolni uzorci tretirani samo s PBS-om (negativha
kontrola), DMSO (pozitivha kontrola) te s kalijevim (I) acetatom kao kontrola za acetat. Kako
bi se utvrdilo uzrokuje li tretman talija morfoloSke promjene na stanicama, nakon tretmana
stanica s talij (I) acetatom u vremenskim razdobljima 24, 48, i 72 sata stanice su promatrane

svjetlosnim mikroskopom te slikane. Metaboli¢ka aktivnost stanica pracena je MTT testom.

3.3.2. Ispitivanje protektivne uloge kalija (I) acetata

Provedena je i serija pokusa u kojima je ispitana protektivna uloga kalija, odnosno moze
li kalij sprijeciti toksi¢nost talija. U prethodnoj seriji pokusa utvrdena je toksi¢nost i ICsp talij (1)
acetata za pojedinu stani¢nu liniju te su za ova ispitivanja odabrane one koncentracije koje su
bile oko vrijednosti ICsg za svaku stani¢nu liniju. To su koncentracije talij (1) acetata: 15,6; 32,4;
62,5 i 125 pg/ml. Kako bi se utvrdila protektivha uloga kalija stanice su tretirane s talijem i
kalijem istovremeno, odnosno stanice su tretirane talij (I) acetatom u koncentracijskom
rasponu od 15,6 do 125 pg/ml i kalijevim (1) acetatom koncentracije 500 pg/ml istovremeno te
pohranjene u kontroliranim uvjetima temperature i vlage (37 °C i 5% CO;) u vremenu od 24
sata. Takoder u pokuse su uklju¢ene negativna kontrola (stanice tretirane s PBS-om) i
pozitivha kontrola (stanice tretirane s DMSQO). Nakon zajedni¢kog tretmana stanica s talij (1)
acetatom i kalij (I) acetatom u vremenskim razdoblju od 24 sata stanice su promatrane

svjetlosnim mikroskopom te slikane. MetaboliCka aktivnost stanica praéena je MTT testom.

3.3.3. Priprema otopina

3.3.3.1. Priprema otopine talij (1) acetata

Mati¢na otopina talijevog () acetata koncentracije 50 g/l pripravljena je u PBS puferu.
Za sam tretman stanica otopina talijevog () acetata pripremljena je u hranjivom mediju
metodom dvostrukog serijskog razriedenja u koncentracijskom rasponu od 500 do 3,9 ug/ml
(500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,6, 7,8 i 3,9 ug/ml).
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3.3.3.2. Priprema otopine kalij (I) acetata

Mati¢na otopina kalijevog (l) acetata koncentracije 50 g/l pripremljena je PBS puferu.
Za tretman stanica pripremljena je otopina kalijevog acetata koncentracije 500 ug/ml u

hranjivom mediju.

3.3.3.3. Priprema otopine MTT
Mati¢na otopina MTT pripremljena je PBS-u koncentracije 5 mg/ml. Filtrirana otopina

Cuvana je u mraku na +4°C.

3.3.4. Mjerenje metaboliCke aktivnosti stanica MTT test

3.3.4.1. Princip metode

MTT test je kolorimetrijski test Ciji se rezultati koriste kao pokazatelji metabolicke
aktivnosti stanica te stani¢ne vijabilnosti i proliferacije. Temelji se na sposobnosti stani¢nih
enzima da reduciraju zuti spoj MTT u netopljivi tamno ljubi¢asti formazan (slika 4). Stani¢na
membrana je nepropusna za kristale formazana, pa se oni iz stanica oslobadaju i otapaju
dodatkom organskog otapala, izopropanola. Intenzitet boje osloboden otapanjem kristala

formazana moze se kvantificirati mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 570 nm®”.

pras: NADH NAD* —
N/ N/
.-"r .-'"I'_
N—N N—NH
f \\.f L N:T”S\ .'r -\\r”x“* N. ,,5\k
b NG “ —CH;
Ny~ N— Y N—7
CH, CHy
MTT Formazan

Slika 4. reakcija redukcije MTT-a u formazan. Preuzeto iz%

3.3.4.2. Postupak

Prema protokolu stanice su tripsinizirane, izbrojane i razrijedene do koncentracije od
1x10° stanica po mililitru hranjivog medija®. Na mikrotitarske plocice od 96 bunari¢a naneseno
je po 100 ul stani¢ne suspenzije, pri ¢emu se 3 bunari¢a ostave prazne za slijepu probu (medij
bez stanica). Zatim slijedi period prilagodbe od 24 sata odnosno 48 sati, ovisno o stani¢noj
liniji. Potom se stanice tretiraju s talijevim (1) acetatom u koncentracijskom rasponu 3,9 do 500

pMg/ml te pohrane u kontroliranim uvjetima kroz 24, 48 i 72 sata. U pokus su ukljuceni
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odgovarajuci kontrolni uzorci tretirani samo PBS-om (negativna kontrola), DMSO (pozitivha
kontrola) te s kalijevim (I) acetatom kao kontrola za sam acetat. Nakon tretmana, sadrzaj
plocica se uklanja te se vijabilnost testira MTT testom. Postupak je napravljen na isti nacin i za
drugi dio pokusa kojim smo ispitivali protektivhu ulogu kalija, samo su tada uzorcima dodane
otopine pomijesanih kalij (I) acetata u koncentraciji od 500 ug/ml i talij (1) acetata) u rasponu

koncentracija 15,6 pg/ml do 125 ug/ml.

MTT test vijabilnosti provodimo koristenjem MTT mati¢ne otopine koji se razrijedi 10
puta sterilnim zagrijanim medijem te se dodaje 40 pl te razrijedene MTT otopine po bunariéu.
PloCe se inkubiraju 3 sata na 37°C, a zatim se dodaje 170 yl DMSO po bunari¢u u digestoru.
Nakon inkubacije 30-35 min, stanice su ostavljene na tresilici 15 min da se boja ravhomjerno
rasporedi i da nestanu mjehuri¢i zraka koji mogu povecati apsorbanciju. Zatim se ocitava
apsorbancija pri valnoj duljini od 570 nm, a od dobivene apsorbancije oduzme se slijepa proba.

Dobiveni rezultati izrazavaju se u obliku postotka inhibicije izraCunatog prema formuli:

( dobivena apsorbancija — apsorbancija pozitivne kontrole

- ” . ” — ) *100%
apsorbancija negativne kontrole — apsorbancija pozitivne kontrole

3.3.5. Pracenje morfologije stanica

Nakon tretmana s talij (I) acetatom, nakon 24, 48 i 72 sata te nakon zajedni¢kog
tretmana s kalij (I) acetatom i talij (I) acetatom stanice su slikane svjetlosnim mikroskopom pod

povecéanjem od 100x, a slike su pohranjene u programu za slikanje.

3.4. Statisticka analiza
3.4.1. UcCinak talij (1) acetata na vijabilnost stanica

Dobiveni ICsy izraCunat je koristenjem 4-parametarskog logistickog modela, koji zbog
matematicke jednostavnosti i dobivanja preglednijih krivulja koje su jednostavne za usporedbu
ima Siroku primjenu u istrazivanjima na podrucju biomedicine’®. Krivulja dobivena tim
modelom, krivulja stupnjevitog odnosa doze i u€inka (eng. dose-response curve) zadana je
formulom:™*,

(d—c)
f(x) = (1 + eb*In@-Tn())

u kojoj je f(x) udio inhibicije, x je vrijednost koncentracije testirane substance, d je vrijednost
funkcije na gornjem platou sigmoidalne krivulje, ¢ je vrijednost funkcije na dnu krivulje, b je
nagib krivulje, a e je ICs. |z te je jednadzbe procijenjen ICso i njegov 95%-tni interval
pouzdanosti (95 %CIl — engl. Confidence Interval). 95%-tni interval pouzdanosti procijenjen je

,delta“ metodom.
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Procjenjeni ICso grupirani su prema dva faktora: stani¢noj liniji i vremenu izloZzenosti.
Dobivene skupine usporedene su viSestrukim t-testovima, te je korekcija p vrijednosti na

viSestruke usporedbe napravljena prema metodom Benjamini-Hochbergu.

3.4.2. Analiza utjecaja dodatka kalijevog (I) acetata na toksi¢nost talijevog (I) acetata

Utjecaj kalij (1) acetata na toksi¢nost talij () acetata procijenjen je modelom mjeSovitih

efekata analize varijance (ANOVA-e).

Usporedbe izmedu skupina napravljene su viSestrukim t-testovima, a korekcija p

vrijednosti na viSestruke usporedbe napravljena je Benjamini-Hochberg metodom.

U rezultatima su prikazane samo p vrijednosti korigirane na viSestruko testiranje i

smatraju se znacajnima ukoliko su manje od razine statistiCke zna€ajnosti, a = 0,05.

Za cjelokupnu izradu matematickih modela, statisticku obradu podataka i procjenu
rezultata, kao i za graficku obradu dobivenih podataka koristen je programski jezik R (verzija
4.0.2) uz pomo¢ njegovog integriranog razvojnog okruzenja RStudio (verzija 1.3.1073) uz

koristenje programskih paketa ,drc”, ,tidyverse®, ,emmeans®, ,Ime4“ i ImerTest* 7277,
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati stani¢ne vijabilnosti nakon tretmana s talij (I) acetatom

Kako bi se utvrdila citotoksi¢nost talij (1) acetata, pet stani¢nih linija, HaCaT, V79, pk15,
HepG2, SH-SY5Y tretirano je talij (1) acetatom u koncentracijskom rasponu od 3,9 do 500
Mg/ml tijekom 24, 48 i 72 sata. Za ispitivanje stani¢ne vijabilnosti koristen je MTT test. Rezultati
su prikazani kao I1Csg (koncentracija ispitivanog spoja koja uzrokuje 50% maksimalnog ucinka).

U ovom su radu usporedivane apsolutne I1Cso.

Na temelju vrijednosti vijabilnost stanica dobivenih MTT testom uz koriStenje 4-
parametarskog logistickog modela dobiven je graf ovisnosti postotka inhibicije o koncentraciji
talijevog () acetata kojim su stanice tretirane. Na temelju toga grafa i matematickog modela,
izraCunati su apsolutni ICso uz 95%-tni interval pouzdanosti te su prikazani u tablicama ispod
grafova. Ti su ICso prikazani i u obliku stupcastih dijagrama te su medusobno usporedeni, a
rezultati te usporedbe prikazani su kao stup&asti dijagrami sa slovima iznad koja simboliziraju

moguce postojecu statistiCki znacajnu razliku.
4.1.1. Rezultati stani¢ne vijabilnosti nakon 24-satnog tretmana s talij (I) acetatom

Rezultati stani¢ne vijabilnosti dobiveni MTT testom nakon 24-satnog tretmana s talij (1)
acetatom svih stani¢nih linija (HaCaT, V79, pk15, HepG2, SH-SY5Y) prikazani su slikama 5 i
6 te tablicom 3. Nakon 24-satnog tretmana s talij (I) acetatom najviSi apsolutni ICso izraCunat
je za stani¢nu liniju HepG2 (51,52 pg/ml, 95%-tni interval pouzdanosti 46,61-56,95 ug/ml).
Vrijednosti ICsg izracunate za stanicne linije pk15 i V79 bile su nesto nize od HepG2 stani¢ne
linije (tablica 2). Najnize vrijednosti apsolutnog ICsy izracunate su za stani¢ne linije HaCaT
(30,19 pg/ml) i SH-SY5Y (19,39 ug/ml) (tablica 2). Statistickom obradom i medusobnom
usporedbom izra¢unatih ICs izmedu stanicnih linija, pokazano je da postoji statisticki znac¢ajna
razlika u ICso vrijednosti SH-SY5Y stanica i svih ostalih stanicnih linija, dok razlike u 1Cso
vrijednostima izmedu HepG2 i pk15 nisu bile statisti¢ki znacajne. 1Cso dobiven za V79 stani¢nu

liniju statisticki se razlikovao samo u odnosu na ICsp dobivenu za SH-SY5Y stanice (slika 6).
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Ovisnost % inhibicije (u odnosu na pozitivhu kontrolu)
o koncentraciji talijevog (I) acetata (95% CI)
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Slika 5. Graficki prikaz 4-parametarskog logistickog modela za odnos koncentracije talijevog

(I) acetata i postotka inhibicije vijabilnosti stanica nakon 24 sata. Svaka linija odgovara procjeni

za zasebnu stani¢nu liniju. Svaka je to€ka ucrtana na pravcu srednja vrijednost izmjerenog

postotka inhibicije za svaku od koncentracija kojima su tretirane stani¢ne linije, a stupici koji

se protezu ispod i iznad toCaka na pravcu predstavljaju procijenjeni 95%-tni interval

pouzdanosti za srednju vrijednost.

Tablica 2. I1zraCunati ICso uz pripadajuéi 95%-tni interval pouzdanosti za svaku od navedenih

stani¢nih linija nakon izloZzenosti taliju () acetatu u trajanju od 24 sata. Intervali pouzdanosti

procijenjeni su koristeéi ,delta“ metodu.

e 95%-tni interval pouzdanosti
Stani¢na linija ICs0 (Mg/ml) (ug/ml)
HaCaT 30,19 26,09-34,93
HepG2 51,52 46,61-56,95
pk15 46,39 39,97-53,84
SH-SY5Y 19,39 17,78-21,15
V79 43,36 29,86-62,96
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Izmjereni IC5y za svaku ispitanu staniénu liniju (95% Cl)
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Slika 6. Medusobna usporedba izracunatih ICsy za pojedine stani¢ne linije nakon 24-satnog
tretmana s talij (I) acetatom (uz pripadaju¢e 95%-tne intervale pouzdanosti). Statisticke razlike
izmedu skupina ispitane su koristeci visestruke t-testove uz p<0,05. Korekcija na viSestruke
usporedbe napravljena je metodom po Benjamini-Hochbergu. Skupine izmedu kojih postoji

statistiCka razlika ne dijele isto slovo iznad stupca.

4.1.2. Rezultati stani¢ne vijabilnosti nakon 48-satnog tretmana s talij (I) acetatom

Rezultati stani¢ne vijabilnosti izmjereni MTT testom nakon 48-satnog tretmana s talij (I)
acetatom (koncentracijski raspon 3,9 - 500 pug/ml) prikazani su slikama 7 i 8 te tablicom 3.
Nakon 48-satnog tretmana, izraCunati ICs bio je najvisSi za HepG2 stani¢nu liniju (42,82 ug/ml,
95%-tni interval pouzdanosti 40,05-45,79 pg/ml). Nesto nizZi ICsg izraCunati je za stanicne linije
pk15, HaCaT i V79. NajniZa ICso nakon 48-satnog tretmana s talij (I) acetatom izraCunata je
za stani¢nu liniju SH-SY5Y (16,41 ug/ml, 95%-tni interval pouzdanosti 11,93-22,59 ug/ml;
tablica 3). Medusobna usporedba izraCunatih I1Csq ispitivanih stani¢nih linija nakon 48-satnog
tretmana s talij (1) acetatom pokazala je da je izraCunati ICso staniéne linije HepG2 statisticki
znacajno razli¢it od svih ostalih stani¢nih linija (slika 8). Izracunati ICso i drugih stani¢nih linija
(pk15, HaCaT i SH-SY5Y) medusobno su bili statisti¢ki znacajno razliiti (slika 8). Izuzetak je

stani¢na linija V79 koja ima vi8i ICso od SH-SY5Y i nizi od HaCaT, ali ne statisti¢ki znacajno.
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Ovisnost % inhibicije (u odnosu na pozitivhu kontrolu)
o koncentraciji talijevog (I) acetata (95% CI)
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Slika 7. Graficki prikaz 4-parametarskog logistickog modela za odnos koncentracije talijevog
(I) acetata i postotka inhibicije vijabilnosti stanica nakon 48 sati. Svaka linija odgovara procjeni
za zasebnu stani¢nu liniju. Svaka je to€ka ucrtana na pravcu srednja vrijednost izmjerenog
postotka inhibicije za svaku od koncentracija kojima su tretirane stani¢ne linije, a stupici koji
se protezu ispod i iznad toCaka na pravcu predstavljaju procijenjeni 95%-tni interval

pouzdanosti za srednju vrijednost.

Tablica 3. IzraCunati ICso uz pripadajuéi 95%-tni interval pouzdanosti za svaku od navedenih
stani¢nih linija nakon izloZenosti talij (I) acetatu (koncentracijski raspon 3,9-500 pg/ml) u

trajanju od 48 sati. Intervali pouzdanosti procijenjeni su koristeci ,delta“ metodu.

T 95%-tni interval pouzdanosti
Stanicna linija ICs0 (pg/ml) (ug/ml)
HaCaT 26,90 23,45-30,86
HepG2 42,82 40,05-45,79
pk15 33,98 31,03-37,20
SH-SY&Y 16,41 11,93-22,59
V79 22,36 19,87-25,17
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Izmjereni IC5y za svaku ispitanu staniénu liniju (95% Cl)
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Slika 8. Medusobna usporedba izraCunatih 1Csp koristenih staniénih linija nakon 48-satne
izloZzenosti talij (1) acetatu (uz pripadaju¢e 95%-tne intervale pouzdanosti). StatistiCke razlike
izmedu skupina ispitane su koristeci visestruke t-testove uz p<0,05. Korekcija na visestruke
usporedbe napravljena je metodom po Benjamini-Hochbergu. Skupine izmedu kojih postoji

statistiCka razlika ne dijele isto slovo iznad stupca.

4.1.3. Rezultati stani¢ne vijabilnosti nakon 72-satnog tretmana s talij (I) acetatom

Rezultati stani¢ne vijabilnosti dobiveni MTT testom nakon 72-satnog tretmana s talij (1)
acetatom (u koncentracijskom rasponu 3,9-500 ug/ml) prikazani su slikama 9 i 10 te tablicom
4. Nakon 72-satnog tretmana najviSa izraunata ICso u odnosu na sve druge stanicne linije bila
je za stani¢nu liniju HepG2 . IzraCunate ICsp za stanic¢ne linije V79 i pk15 su bile priblizno sli¢ne;
za stani¢nu liniju V79 izraCunati 1Cso iznosio je 25,80 ug/ml, a za stani¢nu liniju pk15 25,02
ng/ml. Nakon 72-satnog tretmana najniza izraCunata ICs bila je za stani¢ne linije SH-SY5Y i
HaCaT (tablica 4). Medusobna usporedba izraCunatih I1Cs ispitivanih stani¢nih linija pokazala
je da se izraCunati ICso staniCne linije HepG2 statistiCki znacajno razlikuje od preostalih
stani¢nih linija. Statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu izracunatih ICso stani¢nih linija V79 i pk15
te HaCaT i SH-SY5Y nije uoCena (slika 10).
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Ovisnost % inhibicije (u odnosu na pozitivhu kontrolu)
o koncentraciji talijevog () acetata (95% CI)
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Slika 9. Graficki prikaz 4-parametarskog logistickog modela za odnos koncentracije talijevog
(I) acetata i postotka inhibicije vijabilnosti stanica nakon 72 sata. Svaka linija odgovara procjeni
za zasebnu stani¢nu liniju. Svaka je to€ka ucrtana na pravcu srednja vrijednost izmjerenog
postotka inhibicije za svaku od koncentracija kojima su tretirane stani¢ne linije, a stupici koji
se protezu ispod i iznad toCaka na pravcu predstavljaju procijenjeni 95%-tni interval

pouzdanosti za srednju vrijednost.

Tablica 4. IzraCunati ICsg za svaku od navedenih stanicnih linija uz pripadajuéi 95%-tni interval
pouzdanosti nakon izlozenosti talij () acetatu (koncentracijski raspon 3,9-500 pg/ml) u trajanju

od 72 sata. Intervali pouzdanosti procijenjeni su koriste¢i ,delta“ metodu.

e 95%-tni interval pouzdanosti
Stani¢na linija ICs0 (Mg/ml) (ug/ml)
HaCaT 11,51 8,92-14,85
HepG2 30,55 28,29-33,00
pk15 25,02 23,19-26,99
SH-SY5Y 12,40 11,51-13,36
V79 25,80 24,31-27,40
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Izmjereni IC5y za svaku ispitanu staniénu liniju (95% Cl)
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Slika 10. Medusobna usporedba izracunatih ICso za pojedine stani€ne linije nakon 72-satne
izloZzenosti talij (1) acetatu (uz pripadaju¢e 95%-tne intervale pouzdanosti). StatistiCke razlike
izmedu skupina ispitane su koristeci visestruke t-testove uz p<0,05. Korekcija na viSestruke
usporedbe napravljena je metodom po Benjamini-Hochbergu. Skupine izmedu kojih postoji

statistiCka razlika ne dijele isto slovo iznad stupca.

4.1.4. Rezultati stani¢ne vijabilnosti ovisno o vremenu izloZenosti talij (I) acetatu

Kako bi se dobio bolji uvid u toksi¢nost talij (1) acetata u ovisnosti o vremenu, rezultati
stani¢ne vijabilnosti dobiveni MTT testom nakon tretmana stanica (stani¢ne linije: HaCaT,
HepG2, pk15, SH-SY5Y i V79) s talij (1) acetatom (koncentracijski raspon: 3,9-500 pg/ml)
usporedeni su unutar pojedine stani¢ne linije u vremenima 24, 48 i 72 sata. Na slici 11
prikazana je promjena za svaku stani¢nu liniju kroz vrijeme. Vidljivo je da se vrijednost
izraCunatog ICso kod svake stani¢ne linije snizuje s produljenjem trajanja izloZzenosti taliju (uz
malu iznimku stani¢ne linije V79 izmedu 48 i 72 sata), $to sugerira i da je pad stani¢ne
vijabilnosti proporcionalan s trajanjem izloZenosti taliju, odnosno da dulja izloZzenost taliju

povecava smrtnost stanica.
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Slika 11. Medusobne usporedbe izracunatih ICsy za svako vrijeme izlozenosti talijevom (1)
acetatu unutar svake stanic¢ne linije zasebno (uz pripadajuce 95%-tne intervale pouzdanosti).
StatistiCcke razlike izmedu skupina ispitane su koriste¢i viSestruke t-testove uz p<0,05.
Korekcija na visestruke usporedbe napravljena je metodom po Benjamini-Hochbergu. Skupine

izmedu kojih postoji statistiCka razlika ne dijele isto slovo iznad stupca.

4.2. Rezultati stani¢ne vijabilnosti nakon zajednickog tretmana s kalijevim (l) acetatom
i talijevim (I) acetatom

Nakon &to je utvrdena citotoksi¢nost talija za HaCaT, HepG2, pk15, SH-SY5Y i V79
stani¢ne linije, ispitana je mogucnost prevencije te toksi¢nosti s kalij (1) acetatom, a kako bi se
utvrdio moguc¢i mehanizam toksi¢nosti talij (I) acetata. Stani¢ne linije HaCaT, HepG2, pk15,
SH-SY5Y i V79 tretirane su samo s talij (I) acetatom (u koncentracijama 15,6; 32,25; 62,5 i
125 pg/ml) te istovremeno s talij (I) acetatom (koncentracije15,6; 32,25; 62,5 i 125 ug/ml) i
kalij (1) acetatom (u koncentraciji 500 pg/ml) kroz 24 sata. Stani¢na vijabilnost odredena je
pomoc¢u MTT testa. Dobiveni rezultati stani¢ne vijabilnosti nakon tretmana samo s talij (I)
acetatom i zajednic¢kim tretmanom s talij (I) acetatom i kalij (I) acetatom medusobno su
usporedeni i statistiCki obradeni. Rezultati su prikazani kao postotak vijabilnosti + 95%-tni

interval pouzdanosti (tablica 6). Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je tretman s kalij (I)
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acetatom smanijio citotoksi¢nost talij (I) acetata, odnosno kod stani¢nih linija HaCaT, HepG2,
pk15 i SH-SY5Y zabiljeZen je znagajan porast vijabilnosti nakon zajedni¢kog tretmana s talij
(I) acetatom i kalij (I) acetatom u usporedbi s tretmanom samo s talij (I) acetatom. Znacajan
ucinak nije zabiljeZen jedino za stani¢nu liniju V79.

Utjecaj kalijeva (I) acetata na toksicnost talijevog (I) acetata
za svaku ispitanu stani€nu liniju

HaCaT pk15
1604 1T ke
1204
80 ‘ é =
: ﬁ—"' -
w04 / /
-— Y
/2] ﬁé—
(=3
£ - :
g SH-8Y5Y V73 0 500
:§‘ 160 Kk
= kone. talijevog (1) acetata
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]
;

8017

40

0 500 0 500
konc. kalijeva (I} acetata (pg/ml)
Slika 12. Dijagram s pravokutnikom (eng. boxplot) za procjenu utjecaja kalijevog (1) acetata u
koncentraciji od 500 ug/ml na toksi¢nost talijevog (I) acetata pri koncentracijama od 0 ug/ml
(kontrola), 15,63 pg/ml, 31,25 pg/ml, 62,5 pg/ml i 125 pg/ml. Vodoravna crta u sredini
pravokutnika predstavlja medijan, donja vodoravna linija koja oznaava kraj pravokutnika
predstavlja donji kvantil, a gornja vodoravna linija koja ozna¢ava kraj pravokutnika predstavlja
gornji kvantil. Linije koje su okomite na pravokutnik s gornje i donje strane protezu se do
maksimalne, odnosno minimalne vrijednosti u nizu podataka. ToCke koje se nalaze izvan
pravokutnika predstavljaju procijenjene netipi¢ne, strSeée vrijednosti (eng. outlier). Utjecaj
kalija na postotak vijabilnosti za sve stani¢ne linije procijenjen je modelom mjeSovitih efekata
analize varijance, nakon ¢ega su skupine sa i bez dodanog kalijevog (I) acetata unutar svake
stani¢ne linije jedna s drugom usporedene viSestrukim t-testovima uz korekciju na viSestruka
testiranja metodom po Benjamini-Hochbergu (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Kontrola, iako

prikazana na grafu, nije uklju¢ena u statisti¢ku analizu efekta kalija.
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Tablica 6. IzraCunata srednja vrijednost postotka vijabilnosti za sve testirane koncentracije
talijevog (l) acetata (15,63 pg/ml, 31,25 pg/ml, 62,5 ug/mli 125 ug/ml) bez dodatka kalijevog
(1) acetata i uz dodatak kalijevog (I) acetata u iznosu od 500 pg/ml. Utjecaj kalija na postotak
vijabilnosti za sve stanic¢ne linije procijenjen je modelom mjesovitih efekata analize varijance,
nakon ¢ega su skupine sa i bez dodanog kalijevog (l) acetata unutar svake stani¢ne linije
medusobno usporedene viSestrukim t-testovima uz korekciju na viSestruka testiranja metodom
po Benjamini-Hochbergu (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Staniéna lini Kalij (1) acetat | Vijabilnosti | O°7°-tniinterval
ani¢na linija (500 ug/ml) (%) pouzdanosti p
(pg/ml)
HaCaT - 58,29 32,09-84,49 .
HaCaT + 73,10 46,90-99,30
HepG2 - 85,64 59,44-111,84 -
HepG2 + 97,55 71,35-123,75
pk15 - 34,94 8,74-61,14 o
pk15 + 42,50 16,30-68,70
SH-SY5Y - 35,88 9,68-62,08 ek
SH-SY5Y + 51,71 25,51-77,91
V79 - 60,10 33,90-86,30
V79 + 64,75 38,55-90,95

4.3. Morfoloske promjene stanica nakon tretmana s talij (I) acetatom i istovremenog
tretmana s kalij (I) acetatom i talij (I) acetatom

Nakon tretmana stanicnih linija HaCaT, HepG2, pk15, SH-SY5Y i V79 samo s talij (l)
acetatom (koncentracijski raspon 3,9 — 500 pug/ml) u razdoblju od 24, 48 i 72 sata stanice su
promatrane svjetlosnim mikroskopom kako bi se zabiljeZile morfolodke promijene (utjecaj
tretmana talij (1) acetatom na izgled stanica). Kako je vidljivo i iz slika 13-17 (A i B) tretman s
talij (I) acetatom uzrokovao je morfoloSke promjene stanica, a vidljivo je i smanjenje broja
stanica koje je bio ovisno i o koncentraciji talij (I) acetata i o duljini izloZzenosti stanica talij (1)

acetatu.

MorfoloSke promjene stanica promatrane su i nakon zajedni¢kog tretmana stanica s
kalij (I) acetatom (koncentracija: 500 pug/ml) i talij (1) acetatom (koncentracije: 15,63 31,25; 62,5
i 125 pg/ml) stanice su promatrane pod svjetlosnim mikroskopom te su slikane. Nakon
tretmana samo s talij (1) acetatom primije¢en je maniji broj stanica. Medutim, kada su stanice
tretirane i s kalij (1) acetatom i s talij (1) acetatom u usporedbi sa stanicama tretiranim samo s
talij (1) acetatom primijecen je veci broj stanica (slike 13-17 B-C), uz iznimku SH-SY5Y stanica

brojnosti.
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Prilikom prikazivanja morfoloSkih promjena stanica slikama 13-17 za usporedbu prikazane su
i negativna kontrola (slike A, samo otapalo) i pozitivha kontrola (slike D, DMSO, potentni otrov),
kod kojih mozemo vidjeti izgled kulture bez dodatka talijeva ili kalijeva (1) acetata. Kao pozitivha
kontrola korisSten je DMSO kako bi se vidjele morfoloSke karakteristike i broj stanica u kulturi
nakon dodatka potentnog otrova. Kako bi se uocio protektivni u€inak kalija, prikazane su slike
stanica bez dodatka 500 pg/ml kalijeva (1) acetata i sa dodatkom kalijeva (1) acetata pri jednakoj

koncentraciji talijeva (1) acetata.

Slika 13. Morfologija stanica stani¢ne linijje HaCaT nakon 24-satnog tretmana. A) negativna

kontrola (stanice tretirane samo s otapalom); B) stanice tretirane s 125 pg/ml talij (I) acetata;
C) stanice tretirane s 125 pg/ml talij (I) acetata i 500 pg/ml kalij (1) acetata; D) pozitivha kontrola
(stanice tretirane s DMSO). Svjetlosni mikroskop, povec¢anje 100x.
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Slika 14. Morfologija stanica stani¢ne linijje HepG2 nakon 24-satnog tretmana. A) negativna
kontrola (stanice tretirane samo s otapalom); B) stanice tretirane s 125 ug/ml talij (1) acetata;
C) stanice tretirane s 125 pg/ml talij (1) acetata i 500 pg/ml kalij (1) acetata; D) pozitivha kontrola
(stanice tretirane s DMSO). Svjetlosni mikroskop, povec¢anje 100x.

Slika 15. Morfologija stanica stani¢ne linije pk15 nakon 24-satnog tretmana. A) negativna

kontrola (stanice tretirane samo s otapalom); B) stanice tretirane s 125 ug/ml talij (1) acetata;
C) stanice tretirane 125 pg/ml talij (1) acetata i 500 pg/ml kalij (1) acetata; D) pozitivha kontrola

(stanice tretirane s DMSO). Svjetlosni mikroskop, povec¢anje 100x.



Slika 16. Morfologija stanica stani¢ne linije SH-SY5Y nakon 24-satnog tretmana. A) negativna
kontrola (stanice tretirane samo s otapalom); B) stanice tretirane s 125 ug/ml talij (I) acetata;
C) stanice tretirane 125 pg/ml talij (1) acetata i 500 pg/ml kalij (1) acetata; D) pozitivha kontrola
(stanice tretirane s DMSO). Svjetlosni mikroskop, povec¢anje 100x.

Slika 17. Morfologija stanica stani¢ne linije V79 nakon 24-satnog tretmana. A) negativna

kontrola (stanice tretirane samo s otapalom); B) stanice tretirane s 125 ug/ml talij (I) acetata;
C) stanice tretirane s 125 pg/ml talij (1) acetata i 500 ug/ml kalij (1) acetata; D) pozitivna kontrola

(stanice tretirane s DMSO). Svjetlosni mikroskop, povec¢anje 100x.



5. DISKUSIJA

Ispitivanje toksiCnosti na stanicama (citotoksiCnost nekog spoja) spada medu
fundamentalne aspekte velikog broja biomedicinskih znanosti. U toksikologiji €ini vazan dio
toksikoloskih ispitivanja kako bi se utvrdila moguca toksi¢nost nekog spoja. S obzirom na laksi
uzgoj stanica brze se dolazi do rezultata te se stoga moze napraviti brzi pregled toksiénosti
veceg broja spojeva. U farmakologiji ispitivanje na stanicama sluzi u pretklini¢kim ispitivanjima

potencijalno novih djelatnih supstanci®®.78.79,

Kod ispitivanja toksi¢nosti na stani¢nim linijama Cesto nije moguce dati jednoznacCne
odgovore na pitanja poput ,koji je spoj toksi¢niji?“ ili ,na koje stanice neki spoj snaznije
djeluje?”. Razlog je tomu $to jedan spoj ima vise mehanizama toksi¢nosti te toksi¢ni u€inak

nekog spoja nije moguce jednoznacno opisati.

Prilikom ispitivanja toksiCnosti stani¢ne linije se tretiraju rasponom koncentracije
ispitivanog spoja. |z dobivenih rezultata nakon ispitivanja vijabilnosti stanica u sustavu stanica
u kulturi i otopine spoja izraduje se krivulja stupnjevitog odnosa doze i u€inka (dose-response
krivulja). Krivulja ovisnosti doze i u€inka zadana je funkcijom:

(d-oc)
flx) = (1 + eb*(n@)-In(e)))

Koja sadrzava 4 parametra:

c-donja asimptota krivulje
d-gornja asimptota krivulje

b-nagib krivulje na sredini

o Dbd =

e-ICso

Prema dobivenoj krivulji toksi¢ni ucinak ispitivanog spoja na neku stanic¢nu liniju mogao
bi se procijeniti pomocu tri parametra. Gornja asimptota krivulje koja predstavlja efikasnost
nekog toksi¢nog (ispitivanog) spoja. Nagib krivulje predstavlja osjetljivost stanica na porast
koncentracije toksi¢nog (ispitivanog) spoja. Nakon male promjene u koncentraciji dodanog
ispitivanog spoja, sustav koji ima veci nagib krivulje rezultirao bi ve¢om promjenom u razini
ucinka dodanog (ispitivanog) spoja od onog koji ima maniji nagib krivulje. Treéi parametar kojim
bi se mogla opisati toksi¢nost nekog spoja je ICso, koji predstavlja potentnost spoja koji se

ispituje u odredenom sustavu koji €ine uzgojene stanice i taj spoj.

ICs0 se definira kao koncentraciju toksi¢nog spoja koja je potrebna da se postigne
uc€inak koji iznosi 50% maksimalnog uc€inka. lako ova definicija izgleda jednostavna te je pojam

ICs0/ECs0 Siroko rasprostranjen u biomedicinskim znanostima (farmakologija, toksikologija,
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mikrobiologija), tijekom postavljanja eksperimenta brzo se nailazi na nejasnoce koje tu
definiciju prate. Kada se odreduje 50% maksimalnog ucinka, nuzno je prije definirati 3to se
misli pod tim ,maksimalnim u€inkom®. Stoga su uvedeni pojmovi apsolutne i relativhe 1Cso.
Apsolutna ICso predstavija koncentraciju spoja koji se ispituje koja postize 50% ucinka
pozitivhe kontrole. Za izraCunavanje apsolutne ICso, potrebno je ispitivanim spojem postici
u€inak koji iznosi najmanje 50% ucinka dobivenog u pozitivnoj kontroli. KoriStenje apsolutne
ICs0, definirane kao koncentracije lijeka potrebne da se postigne 50% maksimalnog efekta
pozitivhe kontrole, moze se Koristiti upravo u slucajevima kada tvar koju se ispituje inhibira rast
stanica’’. S druge strane, u farmakoloskim ispitivanjima potentnost lijeka najcesce se izrazava
preko relativne ECso, buduci da prema farmakoloskim definicijama potentnost nekog lijeka

predstavlja koncentraciju pri kojoj on postize 50% svog maksimalnog ucinka& 8,

Zamislimo li da ispitujemo dva spoja, lako je mogué ishod pokusa u kojemu prvi spoj koji
se ispituje postize 50% svoje maksimalne inhibicije pri niZzim koncentracijama od drugog spoja,
odnosno ima niZi ICso. S druge strane maksimalna inhibicija (gornja asimptota na krivulji) koju
ima prvi spoj moze biti niza od maksimalne inhibicije drugog spoja koji se ispituje, odnosno
drugi spoj je efikasniji. Dakle, jedan je spoj potentniji (ima nizi ICsg), a drugi efikasniji. U ovakvim
sluCajevima radi se o sustavima kod kojih nije moguce jednim parametrom usporediti
toksi¢nost odredenih spojeva na neku stani¢nu liniju (ili obrnuto, nekog spoja na viSe stani¢nih
linija) te je potrebno koristiti najmanje dva parametra za usporedivanije toksi¢nosti: gornji plato
krivulje (maksimalna asimptota, efikasnost) te ICsy (potentnost). Uz ta dva, moguée je jos
dodati i nagib krivulje kojim bismo opisali osjetljivost sustava stanica u kulturi i neke toksi¢ne

tvari.

Jos jedan razlog zbog kojega je potrebno prilikom ispitivanja citotoksi¢nosti koristiti vise
parametara jesu i nedostatci izrazavanja citotoksi¢nosti samo pomocu ICso. Prije svega, veliki
problem kod izrazavanja citotoksi¢nosti samo s ICso je nereproducibilnost dobivenih
vrijednosti. Dobivene vrijednosti ICso u nekom pokusu na staniCnim linijama ovisi 0 nizu
eksperimentalnih faktora kao $to su broj prethodnih presadivanja stanica, volumen reakcijskih
medija, instrument i proizvodac kemikalija, duljina inkubacije stanica te brojni drugi razlozi. To
sve je razlog izrazito niske reproducibilnosti ¢ak i unutar istog laboratorija, a razli€ite vrijednosti
ICs0 nije moguce usporediti. Zbog toga neki autori predlazu i to da se toksi¢nost neke tvari
izvjeStava relativno (npr. dobivena ICsy za stani¢nu liniju A iznosi 0,2 mmol/l a za stani€nu liniju
B 0,4 mmol/l zamijeniti sa stani¢na linija A je dvostruko podloznija toksi€nom ucinku neke tvari
od stani¢ne linije B), buduci da vrijednosti ICs ionako nije moguce reproducirati®?. Osim toga,
spoj kojeg ispitujemo moze reagirati s reagensima koje koristimo u ispitivanju vijabilnosti pa se
zbog toga preporuca koristenje viSe od jednog testa vijabilnosti (MTT, laktat-dehidrogenazni

test (LDH), RT-CES) (eng. real-time cell electronic sensing test)?2.

34



U ovom istrazivanju kao mjera citotoksi¢nosti talij (I) acetata koristena je samo
apsolutna ICsg. Razlog za to u prvom redu bio je taj $to je kod svih stanic¢nih linija tretiranje talij
(I) acetatom rezultiralo relativno niskom razinom vijabilnosti (uvijek ispod 50% pozitivhe
kontrole). To se ponovilo kroz sva tri vremenska raspona trajanja izlozenosti talijevom (1)
acetatu, pa je stoga apsolutna ICsy dobar pokazatelj kojim se mogu medusobno usporediti
inhibicije stani¢ne vijabilnosti razli€itih stani¢nih linija i njihova osjetljivost na toksi¢nost talijeva
(I) acetata. Buduéi da je talij (I) acetat bio efikasan u postizanju toksi¢nog ucinka kod svih
stani¢nih linija i u svim trajanjima izloZzenosti, uvodenje jo$ jednog parametra za usporedbu
(maksimalna inhibicija, odnosno efikasnost) ne bi u ovom slu¢aju znacajno doprinijelo

usporedbi postignute toksi¢nosti kod razli€itih stani¢nih linija.

5.1. Toksi€nost talija

Talij je teSki metal Siroko rasprostranjen u okolidu. Ljudi su izloZni taliju ingestijom hrane
koja sadrzi talij, inhalacijom ili apsorpcijom putem koze. Stoga je cilj ovog istraZivanja bio
ispitati toksi¢nost talija i mehanizme toksi¢nosti talija. U istrazivanju su koristene stani¢ne linije
tumora jetre (HepG2), imortalizirani humani keratinociti (HaCaT), epitelne stanice svinjskog
bubrega (pk15), stanice humanog neuroblastoma (SH-SY5Y) i fibroblasti kineskog hréka (V79)
te je odredena citotoksi¢nost talija za pojedinu stani¢nu liniju. Stanice su tretirane s talij (I)
acetatom u rasponu koncentracija (3,9 do 500 ug/ml) kroz 24, 48 i 72 sati. Nakon zavr§enog
tretmana, stanice su slikane kako bi se utvrdile morfoloSke promjene i potom je proveden MTT
test. 1z podataka koji su dobiveni kao rezultati MTT testa koristenjem 4-parametarskog modela
konstruirane su krivulje doze i u€inka za svaku staniénu liniju unutar razliitih vremena
izloZenosti taliju. Pomocu istog modela izracunate su ICs vrijednosti za svaku stani¢nu liniju i
te su vrijednosti ICsp medusobno usporedivane, iz Eega su doneSeni zakljucci o osjetljivosti

pojedinih stani¢nih linija na toksiéni ucinak talijevog (l) acetata.

U organizmu organ koji je primarno zaduzen za metabolizam ksenobiotika i
detoksifikaciju je jetra®. Produkti detoksifikacije enzimima metabolizma vrlo ¢esto su ROS-ovi.
Upravo zbog toga jetra ima najsnazniju antioksidativnu aktivnost te je razina enzima zaduzenih
za borbu protiv ROS, kao $to su superoksid dismutaza, katalaza ili glutation peroksidaza,
najviSa upravo u jetri®*0. Vecina je istrazivackih skupina suglasna u tome da se toksi¢nost
talija temelji upravo na njegovom snaznom potencijalu stvaranja ROS-ova?2304291 To bi
sugeriralo da ¢e jetreno tkivo biti otpornije nego bilo koje drugo tkivo. U ovom istraZivanju,
najmanje se osjetlivom pokazala upravo stani¢na linija HepG2 jetrenih stanica humanog
karcinoma jetre s apsolutnom ICso od 51,52 ug/ml nakon 24 h, 42,82 ug/ml nakon 48 h te 30,55
pg/ml nakon 72 h izlozenosti talijevom (1) acetatu. Kako je i oekivano, duljom izlozeno$c¢u
taliju smanijila se i ICso, $to sugerira da je toksi¢ni u€inak talija izrazeniji $to su dulje stanice

izlozene njegovu djelovanju. HepG2 stanice predstavljaju stanice jetre i smanjena osjetljivost
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tih stanica na talij moze se pripisati njihovoj pojacanoj metaboli¢koj aktivnosti u odnosu na
druge stanicne linije, koja ukljucuje i antioksidativnu aktivnost. ICso dobiven u ovom istrazZivanju
nakon 24 h na stanicama HepG2 (51,52 ug/ml) znatno je nizi od 639,11 ug/ml, sto je I1Cso
dobiven na istoj stani¢noj liniji od strane drugih istraziva¢a®. Razlika u toksi¢nosti moze se
pripisati i razlici eksperimentalnih uvjeta izmedu laboratorija, ali i razli¢itim metodama uzgoja i
inkubacije stanica. No, ovdje valja uzeti u obzir to da je u spomenutom istrazivanju koristen
talijev () sulfat, koji disocira na 2 talijeva (I) iona, dok talijev (I) acetat koristen u ovom
istrazivanju disocira na 1 talijev () ion te je to vjerojatno glavni razlog dobivene razlike u
rezultatima. Znatna razlika u toksi¢nosti talija prema humanim jetrenim stanicama vidljiva je i
za razli¢ita oksidacijska stanja talija. U istrazivanju u kojem je usporedena toksi¢nost TI* i TI3*
iona na jetrene stanice, TI3* se pokazao znatno ucinkovitiji u razaranju membrane hepatocita
te je ECso za TI3* iznosio 50 pM, dok je za TI* ECspiznosio 200 uM*2. Interesantno je i da je
zabiljezeno da glutation smanjuje toksic¢ni u¢inak TI** iona, a povecéava toksi¢ni ucinak TI* iona,
$to sugerira moguce razlike u mehanizmu kojim ova dva iona ostvaruju toksi¢ni uc¢inak*?. To
bi mozda upucivalo da Ce jetrene stanice biti podloznije toksi€hom ucinku talija jer je u jetri
metabolizam glutationa izrazeniji i intenzivniji nego u drugim organima. Medutim, HepG2 koje
su koriStene u ovome istraZivanju pokazale ipak znatnu razinu otpornosti na tretman talijem.
U istrazivanjima u kojima je usporedivana aktivnost enzima zaduzenih za borbu protiv ROS na
HepG2 stanicama, kulturi imortaliziranih normalnih humanih hepatickih stanica i primarnoj
kulturi hepatocita, pokazana je izraZzenija aktivnost enzima za borbu protiv ROS u HepG2 u
odnosu na imortalizirane normalne hepatocite ili primarne hepatocite s kojima su
usporedivane®®. Razlog za snaznu antioksidativnhu aktivnost HepG2 moZe se objasniti
potrebom za obrambenim mehanizmima u snaznim oksidativhim okruzenjima kakvi su u
tumoru. U slu¢aju HepG2 stanica, gaSenje antioksidativnih sustava zastite moze biti snazan
medijator apoptoze potaknute H>02%. To sve govori u prilog rezultatima ovog istrazivanja i
objasnjava otpornost HepG2 stanica na tretman talijeva (l) acetata i oksidativni stres
uzrokovan tim spojem, narocito kad se usporedi sa drugim stanicama koristenim u ovom

istrazivanju.

Za ovo je istraZzivanje vazno da metaboli¢ka bioaktivacija vjerojatno nije proces uklju¢en
u mehanizam toksi¢nosti talija*?. Opcenito, pojam bioaktivacije podrazumijeva procese u
kojima enzimi ili druge biolo3ki aktivhe molekule stjeCu sposobnost izvrSavanja svojih bioloskih
funkcija (pretvorba prolijekova u lijekove ili proenzima u enzime)®. To moze biti znacajni
eksperimentalni problem kada je bioaktivacija potrebna za postizanje ucinka citotoksi¢nosti
zato jer je utvrdeno da primarni hepatociti proizvode znatno vise metabolickih proteina, izmedu
ostalih i enzima za metabolizam lijekova u odnosu na stani¢nu liniju HepG2 koja je koriStena

u ovom istrazivanju®’-?8, U prethodnom istrazivanju utvrdena je sli¢nost izmedu ICso dobivene
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na humanim hepatocitima i na HepG2 $to potvrduje pretpostavku o neuklju¢enosti bioaktivacije

ili biotransformacije u mehanizam njegove toksi¢nosti®2.

Bez obzira Sto se ne akumulira primarno u ziv€anom tkivu, neurotoksi¢nost je
primje€ena kao jedan od najizrazenijih simptoma trovanja talijem. Primjecen je niz neuroloskih
simptoma, od kojih su najizrazeniji progresivna periferalna neuropatija, parestezija, kasnije i
hiperestezija. Periferna neuropatija zna biti izuzetno bolna, a neuropatija se motornih zivaca
su i psihi€ki simptomi: anksioznost, halucinacije, psihoze, paranoja, depresija i brojni
drugi*3938, Razlog za tako intenzivne neurolo$ke nuspojave moguce je objasniti vecom
toksi¢noScu talija na stanice ziv€anog tkiva. U ovome istrazivanju ICso dobiven na stanicama
Ziv€anog tkiva SH-SY5Y (19,39 ug/ml nakon 24 h tretmana talijevim (I) acetatom) znatno je
niza u odnosu na stanice pk15 (IC5,=46,39 ug/ml nakon 24 h tretmana talijevim (I) acetatom),
koje predstavljaju tkivo bubrega u kojem se talij primarno akumulira. U prethodnom istrazivanju
u kojem je prou€avana toksi¢nosti talija na stanicama neuroblastoma misa (Neuro-2A stani¢na
linija) utvrdena je relativna ECso od 194 pM (39,65 pg/ml). U tom istraZivanju inhibicija rasta
stanica izmjerena je mjerenjem sadrzaja proteina $to se pokazalo manje osjetljivim nego
mjerenje ostalim metodama. U tom istraZivanju primijecen je €ak i blagi porast u broju stanica
pri malim koncentracijama. To bi se moglo pripisati u€inku inhibicije katepsina, enzima
zaduZenih za degradaciju proteina, $to posljedi¢no uzrokuje porast sadrZaja proteina unutar
stani¢ne kulture®. U istom istrazivanju, ispitivanjem vijabilnosti stanica mjerenjem razine
otpustene laktat-dehidrogenaze, za koju je apsolutna ECso bila jednaka relativnoj jer je
otpustena LDH bila jednaka 100% kontrole, ECs iznosila je 129 uM (26,37 ug/ml). Izmjerena
je i relativna EC5,=0,38 uM (0,08 ug/ml) za inhibiciju acetilkolinesteraze, Sto je od velike
vaznosti jer smanjena razgradnja neurotransmitera acetilkolina moze doprinijeti

neurotoksic¢nosti talija, osobito u perifernom Zivéanom sustavu®®.

Unutar organizma, talij se prvenstveno akumulira u bubregu#23%3, To se moze povezati
jednim dijelom i s time Sto se talij eliminira bubregom. No najveéim dijelom se za akumulaciju
talija u bubregu smatra odgovornim visok afinitet talija za Na*/K* ATP-azu, u kombinaciji s
visokom aktivnoS§¢u Na*/K* ATP-aze u bubregu. Pokazano je da TI* ion ima oko 10 puta vedi
afinitet za Na*/K* ATP-azu u odnosu na K* ion, a smatra se da je aktivhost Na*/K* ATP-aze
najizrazenija upravo u bubregu'®1%!, Razlog nakupljanja talija u tkivima sa ve¢om aktivno$¢u
Na*/K* ATP-aze jedan je od glavnih razloga njegove uporabe u tumorskoj scintigrafiji, buduéi
da je pokazano da je u odredenim tumorima aktivnost Na*/K* ATP-aze znatno viSa nego u
zdravom tkivu'®'. Stani¢na linija pk15 koja je koriStena u ovom istrazivanju stani¢na je linija
bubrega svinje te je u ovom pokusu imala ulogu modela kojim je simulirana toksi¢nost talija na

bubrezno tkivo. Nakon 24 h ICsy za pk15 stani¢nu liniju iznosila je 46,39 ug/ml te iako je bila

37



nesto niZza od onog za HepG2 koje su pokazale najvecu otpornost, ta razlika nije bila statisticki
znacajna. Statisti¢ki zna¢ajno manja bila je nakon 48 h izloZenosti taliju i iznosila je 33,98
Mg/ml, a trend sniZenja ICso nastavljen je daljnjim produljenjem vremena izloZenosti i nakon 7
2h ICsp je iznosila 25,02 ug/ml. Otpornost stani¢nih linija pk15 na djelovanje talija moguce je
povezati sa dobrom antioksidativhom aktivnos$c¢u koje je svojstvo stanica bubrega, iako to nije
toliko izraZzeno kao kod stanica jetre. Aktivnost katalaze i superoksid dismutaze u bubrezima
pokazala se manjom u odnosu na jetru, a aktivnost u mozgu bila je niZza i od bubrega i jetre,
ali i od svakog drugog tkiva s kojim su provedene usporedbe®3.86.102.103 |gko je pokazano u vise
istrazivanja da talij ima visok afinitet za nakupljanje u bubregu, dvojbeno je koliko je njegov
afinitet za stanice bubrega mogao do¢i do izrazaja u ovakvom in vitro pokusu u kojem su
koncentracije talijeva (l) acetata kojima su inkubirane stanice bile unaprijed odredene. Bez
obzira na to, stanice bubrega pokazale su vrlo dobru otpornost na toksi¢ni ucinak talijeva (I)

acetata.

Sto se tite toksiénog udinka na staniénu liniju imortaliziranih humanih keratinocita
HaCaT, i te su stani¢ne linije pokazale veliku osjetljivost na toksi¢ni u€inak talijeva (I) acetata.
Nakon 24-satne izlozenosti, ICsy iznosila je 30,19 ug/ml, nakon 48 sati 26,90 pg/ml, dok je
nakon 72 sata izlozenosti taliju HaCaT stani¢na linija pokazala najnizu ICso u odnosu na sve
druge stani¢ne linije u iznosu od 11,51 ug/ml, no uz bithu napomenu da ta ICsg nakon 72 h nije
bila statistiCki niza od one izradunate za SH-SY5Y stani¢nu liniju. Takvu osjetljivost moze se
objasniti vrlo slabom antioksidativnom aktivno$éu HaCaT stanica u odnosu na HepG2 stanice.
Ako se usporedi aktivhost superoksid dismutaze u istrazivanju provedenom na HepG2
stanicama s onim provedenim na stani¢noj liniji HaCaT, vidljivo je da je kod HaCaT stanica
aktivnost superoksid dismutaze i katalaze znatno manje izrazena. lako se radilo o razli€itim
istrazivanjima u razliitim laboratorijima i razliCitom vremenskom periodu, rezultati su
usporedivi jer su koristeni isti protokoli za ispitivanje aktivnosti i jednog i drugog enzima%4-197,
Na temelju prijasnjih dokaza o toksi¢énom ucinku TI* iona posredovanog oksidativnim stresom
moze se zakljuCiti da slabija aktivnost enzima koji su primarno zaduzeni za borbu protiv ROS-

ova je uzrok vece osjetljivosti tih stanica i nizeg dobivenog ICso za tu stani¢nu liniju.

Najvece su fluktuacije u dobivenim rezultatima izracuna toksi¢nog ucinka talijeva (I)
acetata dobivene za stani¢nu liniju fibroblasta plu¢a kineskog hréka V79. ICso kod te stani¢ne
linije nakon 24 sata iznosila 43,36 pg/ml, no 95%-tni interval pouzdanosti rasprostire se izmedu
29,86-62,96 pg/ml, $to ukazuje na vrlo nisku razinu pouzdanosti u dobivenim rezultatima.
Nakon 48 h izraCunati ICso bio je znatno nizi, te je iznosio 22,36 pg/ml i nije bio niti statisticki
znacajno visi od SH-SY5Y stanica, ali ni nizi od HaCaT stanica. Nakon 72 h ICsg je iznosio ¢ak
nesto vise, 25,80 ug/ml, priblizno jednako kao i u pk15 stanica. Nakon 72 h izracunati ICsg bio

je znatno visi i od HaCaT i SH-SY5Y stanica, izmedu kojih nije uoena znacajna razlika. lako
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je pokazana statisti¢ki zna€ajna razlika u ICso izmjerenoj nakon 48 sati izloZenosti talijevom (1)
acetatu i nakon 72 sata, ta razlika i nije toliko velika (iznosi tek 3,44 pg/ml) $to upucuje da je
nakon 48h postignut svojevrsni plato toksi¢nog ucinka talijem te da se daljnjim produljenjem
izloZzenosti toksicni ucinak nije znatnije promijenio. To u isto vrijeme ukazuje i na izrazitu
vremensku ovisnost toksi¢nosti talijeva (I) acetata kod ove stani¢ne linije. Pluéno tkivo opéenito
ni u drugim istraZivanjima nije pokazalo zna¢ajnu antioksidativnu aktivhost u odnosu na ostala
tkiva'98.199  Zhog Sirokog intervala pouzdanosti nakon 24-satne izloZenosti to¢an ucinak talija

na vijabilnost stanica bilo je teSko procijeniti.

Rezultati ovog istraZivanja pokazali su da je talij toksiCan za sve stani€ne linije koje su
ispitane. CitotoksiCnost talija je bila ovisna o koncentraciji i vremenu izloZenosti. Najtoksicniji
talij je bio za SH-SYSY stani€nu liniju, neSto manje toksi¢an za HaCaT, nesto otpornija od
HaCaT je bila V79, dok su jos otpornije bile pk15 i HepG2 stani¢ne linije, te je HepG2 stanic¢na

linija pokazala ujedno i najvec¢u otpornost.

Morfoloska ispitivanja pokazala su smanjen broj stanica nakon tretmana s talij (I)
acetatom. Iz slika stanica jasno je vidljivo da se pri koncentraciji talija od 125 pg/ml kultura
brojéano znatno prorijedila u odnosu na negativnu kontrolu, stanice su sitnije i u manjim
klasterima, $to nedvojbeno pokazuje proapoptotski u€inak talija na stanice i daje dodatnu

vizualnu potvrdu njegovog toksi¢nog ucinka.

5.2. Prevencija toksi¢nosti talija s kalijem

U drugom djelu istrazivanja ispitan je utjecaj djelovanja kalija (1) acetata na toksi¢nost
talij (I) acetata, odnosno moze li se toksi¢nost talija (I) acetata umanijiti djelovanjem kalija (1)
acetata. Stanine linije tretirane su s talij (I) acetatom i s kalij (I) acetatom istovremeno, a
metaboli¢ka se aktivnost pratila pomocu MTT testa. Koristene su acetatne soli i kalija i talija
da se izbjegne potencijalni utjecaj na vijabilnost koji bi se onda mogao pripisati razliCitom
anionu soli. Ispitivanja su napravljena pri koncentracijskom rasponu od 15,63 ug/ml do 125
pg/ml zato jer je to bio koncentracijski raspon u kojem se nalazio nagib sigmoidalne krivulje,
odnosno koji nije obuhvacao donji i gornji plato i raspon u kojem su stanice pokazivale razli¢itu
osjetljivost prema talij (I) acetatu u prethodnom dijelu pokusa. Stanice su talijem i kalijem
tretirane samo u 24 satnom rasponu, buduci da je toksi¢an uéinak tijekom vremena o¢ekivano

rastao i nije bilo potrebe dulje tretirati stanice da bi se uoc€io protektivni u€inak kalija.

U skladu s dizajnom eksperimenta, utjecaj kalija na vijabilnost pojedinih stani¢nih linija
je procjenjena modelom mijeSovitih efekata pri ¢emu je vijabilnost modelirana kao zavisna
varijabla; kalij, stani¢na linija i interakcija izmedu kalija i stani¢ne linije kao nezavisne varijable,
te talij i stanicna linija kao nasumicni odje€ak zbog kontrole zavisnosti izmedu mjerenja

dobivenih od uzoraka koji su tretirani istom koncentracijom talija. Model mjeSovitih efekata
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ANOVA-e predstavlja alternativan nacin usporedbe toksi¢nosti u slu€ajevima kada nije
pokriven dovoljno Sirok koncentracijski raspon da bi se kvalitetno konstruirale krivulje doze i

usporedili njihovi parametri, $to se inace koristi kao ,zlatni standard® ispitivanja toksi¢nosti.

Za stanice HaCaT, HepG2, pk15 i SY5Y stani¢ne linije uoen je statisticki znacajan
porast vijabilnosti nakon tretmana s 500 ug/ml kalijevog (l) acetata. Za V79 staniénu liniju
fibroblasta nije uoceno statisti¢ki zna¢ajno povecanije vijabilnosti, no vidljiv je trend povecéanja
vijabilnosti izmedu kultura s dodanim kalij (I) acetatom u odnosu na one bez dodanog kalij (1)
acetata. Na mikroskopskim slikama stanicnih kultura vidljivo je povecanje broja stanica kod
onih koje su tretirane i kalij (1) acetatom i talij (1) acetatom istovremeno u odnosu na tretman
samo s talij (I) acetatom. Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju u velikom dijelu se slazu i s
rezultatima drugih istrazivaca koji su isto tako uocili smanjenje toksi¢nosti talija dodatkom

kalija, ali na modelima koji su se razlikovali od naseg3*110.111,
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja ispitivanja toksi¢nosti talija na pet stani¢nih linija te

moguce prevencije toksi¢nosti talija s kalijem moze se zakljugiti:

1.

Talij je citotoksiCan za svih pet ispitivanih stani¢nih linija, a toksi¢nost talija ovisna je o
koncentraciji i vremenu izloZenosti stanica taliju.

Statisticka usporedba izradunatih 1Csp za svaku pojedinu stani¢nu liniju u svim
ispitivanim vremenima pokazala je da je ICso talija za neuroblastome (SH-SY5Y
stani¢na linija) znacajno najnizi u sva tri ispitivana vremena. Stoga se moze zakljuditi
u skladu s dosada$njim zapazanjima i zabiljeZzenim neuropatijama u ljudi nakon
izloZenosti taliju.

IzraCunati ICs talija za jetrene stanice (HepG2 stani¢na linija) bio je zna¢ajno najvisi u
usporedbi s ostalim stani¢nim linijama u sva tri ispitivana vremena te se moze zakljuciti
da su HepG2 stanice najmanje osjetljive na tretman talijem. Buduci da jetrene stanice
imaju razvijen mehanizam obrane od oksidacijskog stresa ti rezultati potvrduju da je
oksidacijski stres jedan od mehanizama toksi¢nosti talija.

Tretman stanica svih pet stani¢nih linija s kalijem i talijem istovremeno doveo je do
smanjenja citotoksi¢nog ucinka talija $to dovodi do zakljucka da kalij moze sprijeciti
ulazak talija u stanicu, odnosno da talij koristi kalijeve membranske transportne
proteine za ulazak u stanicu.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju toksi¢nost talija i ukazuju na vaznost pracenja

njegove prisutnosti u okoliSu kako bi se sprijec€ila izloZenost ljudi ovom teSkom metalu.
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9. SAZETAK

Stipe Mustaé¢
Toksic¢nost talija i protektivni u¢inak kalija na toksi¢nost talija

Talij je jedan od najtoksi¢nijih elemenata poznatih ¢ovjeku. lako je talij ljudima odavna
poznat i postoji velik broj zabiljezenih slu¢aja trovanja, mehanizam kojim on uzrokuje toksi¢ni
ucinak nije u potpunosti razjasnjen. Stoga je cilj ovoga istrazivanja bio ispitati toksi¢nost talija
na pet stanicnih linija kako bi se dobiveni rezultati mogli povezati sa specificnom toksi¢noscéu
talija za pojedini organ. Pored toga ispitan je mogudéi protektivni u€inak kalija na toksi¢nost
talija. Stani¢ne linije HepG2 (stanice hepatocelularnog karcinoma), HaCaT (keratinociti), pk15
(epitelne stanice bubrega), SH-SY5Y (stanice neuroblastoma) i V79 (plucni fibroblasti)
tretirane su s talij (1) acetatatom u koncentracijskom rasponu 3,9 — 500 pg/ml kroz 24, 48 i 72
sata te su morfoloSke promjene pracene svjetlosnim mikroskopom, a citotoksi¢nost MTT
testom. U drugom dijelu istrazivanja stani¢ne linije HepG2, HaCaT, pk15, SH-SY5Y i V79
tretirane su istovremeno s kalij (I) acetatom (200 ug/ml) i talij (1) acetatom (u koncentracijskom
rasponu 15,6 — 125 ug/ml) kroz 24 sata te su takoder praéene morfoloSke promijene i
citotoksi¢nost. Rezultati citotoksi¢nosti obradeni su koristenjem 4-parametarskog logisti¢kog
modela kojim su konstruirane krivulje doze i u€inka i izraCunate 1Cso svih pet stani¢nih linija.
IzraCunate ICso svih pet stani¢nih linija u svim ispitivanim vremenima statisticki su usporedene
(viSestruki t-testovi, korekcija na viSestruka testiranja metodom po Benjamini-Hochbergu).
Rezultati protektivnog u€inka kalij (I) acetata na toksicnost talij (1) acetata obradeni su modelom
mjeSovitih efekata (ANOVA-e). Toksi¢nost talija zabiljeZena je u svih pet ispitivanih staninih
linija te je bila ovisna o koncentraciji i vremenu izloZzenosti stanica taliju. Nakon tretmana
stanica s talij (I) acetatom u sva tri ispitivana vremena (24, 48 i 72 sata) ICso stani¢ne linije SH-
SY5Y bio je najnizi (24-satni tretman: 1Cso 19,39 pg/ml, 95%-CI 17,78-21,15 pg/ml), dok je ICsg
za stanicnu liniju HepG2 bio najvisi (24-satni tretman: 1Cso 51,5 pg/ml, 95%-Cl 46,61-56,95
pg/ml). Istovremeni tretman stanica s kalij (I) acetatom i talij (1) acetatom u veéini stani¢nih
linija rezultirao je manjom toksi¢nos$cu talija (1) acetata u odnosu na tretman stanica samo s
talij (1) acetatom u istoj koncentraciji i u istom vremenu. Dobiveni rezultati u sukladnosti su s
morfoloskim pregledom stanica. Rezultati pokazuju da je talij najtoksicniji za stanice ziv€anog
podrijetla Sto je oCekivano buduci da talij in vivo najizrazenije djeluje na Ziv€ano tkivo te su
neuropatije jedno od glavnih obiljeZja intoksikacije s talijem. Najmanja toksi¢nost talija prema
stanicama jetrenog podrijetla moZe se pripisati njihovom razvijenom obrambenom sustavu od
oksidacijskog stresa s obzirom da je oksidacijski stres zabiljezeni mehanizam toksi¢nosti talija.
Kalij je sprijecio toksi¢nost talija Sto potvrduje da talij koristi iste membranske transportere za

ulazak u stanicu kao i kalij, odnosno potvrduje njihovu kompeticiju za membranske
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transportere. Ovo istraZivanje potvrdilo je toksi¢nost talija i vaznost istraZivanja njegove
toksi¢nosti i mehanizama toksi¢nosti kao i mogucnost koristenja kalija u ublazavanju toksi¢nog
ucinka talija. Takoder, rezultati istrazivanja ukazuju na vaznost pra¢enja koncentracije talija u

okoliSu kako bi se sprijecila izloZenost ljudi ovom teSkom metalu.

Kjuéne rijeci: talij, stani¢ne linije, citotoksi¢nost, membranski transporteri, krivulja doze i u€inka
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10. SUMMARY

Stipe Mustaé
Thallium toxicity and protective effect of potassium on thallium toxicity

Thallium is one of the most toxic elements known. Even though thallium has been
known for a long time and despite there is a large number of reported cases of human
poisoning, mechanisms which underlies its toxicity are still not completely understood.
Therefore, the aim of this study was to examine thallium toxicity on five cell lines and relate the
obtained results with its specific toxicity to a particular organ. In addition, possible protective
effect of potassium on toxicity of thallium was also examined. HepG2 (human hepatocellular
carcinoma), HaCaT (keratinocytes), pk15 (pig kidney epithelium), SH-SY5Y (neuroblastoma
cells) and V79 (lung fibroblasts) cell lines were treated with thallium in concentration range 3.9
— 500 pg/ml for 24, 48 and 72 hours. Morphological changes were monitored using light
microscope, and cytotoxicity was assessed using MTT test. In the second part of this study
HepG2, HaCaT, pk15, SH-SY5Y cell lines were treated simultaneously with thallium (1) acetate
(500 pg/ml) and potassium (I) acetate (in concentration range 15.6 — 125 pg/ml) for 24 hours.
Morphological changes as well as cytotoxicity were followed. Cytotoxicity assay results were
analysed using 4-parameter logistic model, dose-response curves were constructed and ICsg
were calculated for each cell line. Thallium toxicity was observed for each cell line used in this
experiment and toxicity was both, time- and dose-dependent. Calculated ICso for each cell line
in this experiment were statistically compared (multiple t-tests, Benjamini-Hochberg correction
for multiple testing). After treatment with thallium (1) acetate in all three treatment times (24, 48
and 72 hours) ICso obtained for SH-SY5Y cell line (24-hour treatment: 1Csq 19.39 pug/ml, 95%-
Cl 17.78-21.15 ug/ml) was lower than for any other cell line. On the other side, ICso obtained
for HepG2 cell line (24-hour treatment: ICso 51.5 pg/ml, 95%-Cl 46.61-56.95 ug/ml) was higher
than for any other cell line. Results on protective effect of potassium () acetate on toxicity of
thallium (l) acetate were analysed using mixed effect ANOVA model. Simultaneous treatment
with thallium (1) acetate and potassium (1) acetate in majority of the examined cell lines resulted
with lower extent of thallium (I) acetate toxicity compared to cells treated with thallium (1)
acetate alone. Taken together results of this study demonstrated thallium was the most toxic
to cell line of neuronal origin. This was expected, since thallium causes severe neuropathies;
neuropathies are one of the main symptoms of thallium poisoning. Thallium toxicity was shown
to be the least on cells originated from liver, which can be attributed to their better antioxidant
activity due to well developed defense systems against oxidative stress. Research has shown
that potassium can prevent thallium toxicity, which also confirms that thallium and potassium

share and compete for common transport systems through which they enter cells. The results
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have confirmed the severity of thallium toxicity, as well as improtance of furter investigation on
thallium toxicity and mechanisms of its toxicity. Obtained results confirmed that potassium
reduces thallium toxicity, which implies that potassium can be used in treatment of
thallotoxicosis. Altogether the level of thallium in the environment shoud be monitored in order

to protect human health.

Key words: thallium, cell lines, cytotoxicity, membrane transporters, dose-response curve
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