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POVZETEK

Elektronska cigareta (e-cigareta) je na trzis¢u dokaj nov izdelek, v katerem baterija segreva
posebno tekocino, ki se spremeni v aerosol, ki ga nato uporabnik vdihuje. Ker jih uporablja
vedno ve¢ ljudi, smo se odlocili raziskati razsirjenost uporabe e-cigaret med mladimi in vpliv
e-tekocin na ¢loveske jetrne celice. Izvedli smo anketo med ucenci in dijaki mariborskih in
okoliskih Sol. Potencialni Sskodljivi vpliv e-tekoc¢in (aromi tobaka in mentola ter propilen
glikol) na neparenhimske jetrne celice smo preucéevali z metodo DCHF-DA za merjenja
prostih kisikovih radikalov (ROS) in mitohondrijsko aktivnostjo (MTT), metodo za dolo¢anje
viabilnosti celic. Z obema metodama smo ugotovili trend povisanja vrednosti ROS in
znizanja viabilnosti jetrnih celic in s tem potencialno citotoksic¢en vpliv arome mentola in
propilen glikola pri koncentraciji, vi§ji od 5 %. Zaradi tega priporo¢amo izvedbo nadaljnjih
raziskav na tem podro¢ju. Rezultati ankete kaZejo, da je kar 39 % anketirancev Ze vsaj enkrat
poskusilo uporabo e-cigaret, od tega je rednih uporabnikov 24 %. Zato so po naSem mnenju

potrebne dodatne aktivnosti za informiranje o potencialni $kodljivosti teh izdelkov.

Kljuéne besede: skrb za zdravje, elektronske cigarete, tekoc¢ine za elektronske cigarete, jetra,

neparenhimske jetrne celice, aerosol, arome
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ABSTRACT

An electronic cigarette (e-cigarette) is a relatively new product on the market, in which a
battery heats a special liquid, which is turned into aerosol, which is then inhaled by the user.
Because more and more people are using them, we decided to investigate the prevalence of e-
cigarette use among people and the impact of e-liquids on human liver cells. That is why we
surveyed students and pupils from Maribor and its surrounding schools. Potential adverse
effects of e-liquids (tobacco and menthol flavours and propylene glycol) on nonparenchymal
liver cells were studied with the DCHF-DA method, for measuring free oxygen radicals
(ROS) and Mitochondrial activity (MTT), a method for determining cell viability. Both
methods showed a trend of increasing ROS and decreasing viability of liver cells and thus the
potential cytotoxic effect of menthol aroma and propylene glycol in concentrations greater
than 5%. We therefore recommend that further research be carried out in this area. According
to the survey, 39% of respondents have tried smoking e-cigarettes at least once, of which
24% are regular users. This is why, in our opinion, additional activities are needed to raise

awareness of the potential harmfulness of these products.

Vi
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Iskreno se zahvaljujeva vsem, ki so pripomogli k nastanku raziskovalne naloge. Se posebej se

zahvaljujeva mentorjema za vse usmeritve, spodbudo in pomo¢, brez katere nama ne bi uspelo.

Zahvaljujeva se tudi Medicinski fakulteti Maribor, kjer sva opravljali prakti¢ni del naloge, za

prostor in vso potrebno opremo.

\l
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1 UVOD

Vse ve¢ ljudi uporablja najrazli¢nejse elektronske cigarete (vape, puff itd.). Pogosta je tudi
uporaba med mladimi, kar postaja skrb vzbujajo¢ problem. Elektronska cigareta (EC) se je prvi¢
pojavila leta 2004, razvil jo je Hon Liku iz kitajske druzbe Ruyan (McEwen & McRobbie,
2016). V Evropi se je prvi¢ pojavila leta 2006, bolj dostopne pa so postale leta 2010. Od leta
2018 pa vse do danes so EC razli¢nih vrst postale SirSe dostopne, zelo priljubljene ter so v vecini

primerov nadomestek klasi¢nih cigaret (Koprivnikar idr., 2020).

Pogosto jih ljudje razumejo kot nenevarne oz. telesu manj nevarne od navadnih cigaret, delno
tudi zato, ker jih na ta nac¢in oglasujejo ponudniki. Razne spletne strani in trgovine, ki prodajajo
tovrstne izdelke, navajajo tudi razne ¢lanke, ki izpostavljajo ve¢inoma prednosti uporabe e-
cigaret. Primer: v eni izmed trgovin v Mariboru imajo pod rubriko $tudije in raziskave navedeno
naslednje: “Znanstveno soglasje podpira zamisel, da je vejpanje bistveno manj skodljivo kot
kajenje, e-cigarete pa lahko celo igrajo kljucno viogo pri pomoci kadilcem pri opuscanju
kajenja.” (Q Vapehouse, 2023).

Aerosol elektronskih cigaret ni navadna vodna para ali ogret zrak, ampak vsebuje zdravju
Skodljive snovi. V aerosolu so poleg nikotina $e propilen glikol, rastlinski glicerin, razlicne
arome, rakotvorne snovi in tezke kovine. Za vlazilce (propilen glikol in rastlinski glicerin) in

arome $e ni narejenih dovolj raziskav glede u¢inkov na zdravje pri dolgoro¢nem vdihavanju

(NIJZ, 2023).

V primerjavi z navadnimi cigaretami so v aerosolu elektronskih cigaret Skodljive snovi
vsebovane v nizjih ravneh, vendar pa nizja raven izpostavljenosti ne pomeni znizanje tveganj
za zdravje. Uporaba elektronskih cigaret je Se posebej tvegana za mladostnike, saj so ti bolj
dovzetni za zasvojenost z nikotinom na dolgi rok. Hkrati pa lahko izpostavljenost nikotinu v
Casu intenzivnega razvoja privede do trajnih Skodljivih u¢inkov, kot so motnje pozornosti,
spomina, razpolozenja, in do kognitivnih in psihiatriénih motenj (Goriounova & Mansvelder,

2012). Problem je tudi v tem, da vsebine tekocin za elektronske cigarete uradne institucije
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(ECHA — Evropska agencija za kemikalije) nadzorujejo le ob¢asno in $e to le nekatere trzne

znamke (N1JZ, 2023).

Raziskave kazejo, da so tudi doloCene arome citotoksi¢ne, genotoksicne, ali pa imajo druge
Skodljive u¢inke na ¢loveske celice (Welz idr., 2016). Prav tako arome, ki so varne pri zauzitju,
ne pomenijo varnosti tudi pri vdihovanju (Clapp idr., 2019). Ob segrevanju tekocine lahko
sestavine med seboj tudi reagirajo in tvorijo nove spojine, ki so lahko prav tako toksi¢ne
(Jaegers indr., 2021). Elektronske cigarete (EC) hkrati ogroZajo naSe okolje, saj vecine
sestavnih delov ni mozno reciklirati. Mnogi izdelki in vlozki s teko¢inami so namenjeni
enkratni uporabi, vsebujejo strupene snovi, baterije in tezke kovine. Ob nepravilni reciklazi
baterije velikokrat pride tudi do samovziga. Proizvajalci potroSnikom vecinoma ne dajejo

informacij o primernem shranjevanju in kasnejSem recikliranju. (NIJZ, 2023).

Namen nase raziskovalne naloge je bil ugotoviti, kako tekocine, ki se uporabljajo v elektronskih
cigaretah, vplivajo na ¢loveske neparenhimske jetrne celice. Dne 9. 11. 2023 je bil sprejet
predlog o prenovljeni toba¢ni zakonodaji, ki predvideva prepoved vseh arom; v elektronskih
cigaretah bosta dovoljeni le aromi mentola in tobaka, ki pa bosta strogo nadzorovani (T.K.B.,
2023). Glede na ta predlog smo se odlocili, da bomo preverjali le toksi¢nost teh dveh arom na

neparenhimske celice ¢loveskih jeter.

Zanimala nas je tudi razSirjenost uporabe elektronskih cigaret med mladimi, ki obiskujejo

osnovno ali srednjo Solo v Mariboru in okolici.
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2 RAZISKOVALNA VPRASANJA IN HIPOTEZE

Raziskovalna vpraSanja:

R1: Kaksen je vpliv arome mentola in tobaka na spros¢anje prostih kisikovih radikalov (ROS)

in na viabilnost (MTT) neparenhimskih jetrnih celic?

R2: Kaksen je vpliv propilen glikola na sproscanje kisikovih radikalov (ROS) in viabilnost

neparenhimskih jetrnih celic?

R3: Koliksen delez u¢encev in dijakov mariborskih in okoliskih $ol je informiranih 0 pojmu

elektronska cigareta in kaksna je razSirjenost uporabe elektronske cigarete med anketiranimi?

Hipoteze:

H1: Izpostavljenost celic aromi tobaka in mentola v gojis¢u bo povisala vrednost reaktivnih

kisikovih radikalov (ROS) in zmanjsala viabilnost (MTT) neparenhimskih jetrnih celic.

Predvidevamo, da bo ob izpostavljenosti aromam izmerjena vrednost ROS neparenhimskih
jetrnih celic poviSana. Prav tako se bo zmanjSala njihova viabilnost. V eni izmed $tudij so pri
mentolu opazili zmanjSanje viabilnosti Ze po 90 minutah. Pri 24- in 48-urni izpostavljenosti pa
ni bilo moZno opaziti bistvenih razlik, ne glede na dodano koncentracijo (Rickard idr., 2021).
V drugi $tudiji so ugotovili, da so arome sadja in sladic moc¢nej$i oksidanti kot aroma tobaka.
Vrednosti ROS so bile zato pri aromi tobaka nizje kot pri preostalih sladkih oz. sadnih aromah
(Lerner idr., 2015).

H2: Propilen glikol bo povzro€il poviSanje vrednosti ROS ter zmanjSanje viabilnosti

neparenhimskih jetrnih celic.
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V studiji, kjer so preverjali vpliv PG (propilen glikola) na jetrne celice (HepG2), so ugotovili,
da ta v kombinaciji z aromami zmanjs$a viabilnost celic (Rickard idr., 2021). PG se v jetrih
pretvori v mlecno kislino, ob prekomernem vnosu PG lahko pride do kislinskega neravnovesja,
Ki je povezano s povecano produkcijo mle¢ne kisline, kar pa lahko privede do jetrne acidoze

(Bornhorst & Mbhughuni, 2019).

H3: Za pojem elektronske cigarete je sliSalo Ze vsaj 70 % anketiranih. Kadarkoli v Zivljenju je

elektronsko cigareto uporabilo 30 % anketirancev.

V Ze narejeni raziskavi (Koprivnikar & Zupanic¢, 2018), kjer so sodelovale srednje Sole iz cele
Slovenije, je anketo resilo 1215 dijakov, ki so obiskovali 2. letnik. Kar 88,1 % je za pojem
elektronske cigarete Ze sliSala, 37 % anketiranih je elektronske cigarete uporabilo kadarkoli v

zivljenju. 12,3 % dijakov pa elektronsko cigareto uporabljajo vsak dan.
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3 TEORETICNI DEL

3.1 Elektronske cigarete

Elektronska cigareta je izdelek, v katerem baterija segreva posebno tekocCino, da se spremeni v
aerosol, ki ga nato uporabnik vdihuje. Aerosol je viden kot meglica, ki nastaja pri uporabi
elektronske cigarete. Glavne sestavine tekocine za elektronske cigarete so nikotin, vlazilci oz.
topila in arome. Osnovni namen elektronskih cigaret je, da uporabnik v telo dobi nikotin, na
voljo pa so tudi tekocine brez nikotina, ki so namenjene predvsem vdihovanju aerosola z
aromami. Uporaba elektronskih cigaret se imenuje vejpanje, uporabniki tovrstnih izdelkov pa
so vejperji (Koprivnikar idr., 2018).

Elektronske cigarete ne vsebujejo tobaka in v njih ne poteka gorenje, temve¢ segrevanje.
Uporabljajo se tudi za vdihovanje razli¢nih prepovedanih drog, najpogosteje kanabisa. E-
cigarete so v prodaji ze od leta 2006, popularnejse pa so postale leta 2010. Stevilo trznih znamk
je ze vecC let nekaj manj kot 500, mocno pa je v zadnjih letih naraslo Stevilo arom, trenutno jih

je na voljo priblizno 15.600 (Koprivnikar idr., 2018).

3.1.1 Zgradba in delovanje e-cigarete

Med posameznimi e-cigaretami obstajajo velike razlike v obliki, videzu in kompleksnosti,

¢eprav so na splosno sestavljene iz podobnih komponent ter delujejo na podoben nacin.

Elektronske cigarete so sestavljene iz baterije, mikroprocesorja, senzorja, LED-lucke,

uparjalnika in nikotinskega polnila.
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SENZOR
zazna vsak dih kadilca

LED-LUCKA MIKROPROCESOR UPARJALNIK
(indikator) kontrolira uparjalnik
in lucko
BATERIJA NIKOTINSKO
POLNILO
.

e

Slika 1: Shematski prikaz sestave elektronske cigarete

(elektronske cigarete podrobnejse info za zdr delavce.pdf (nijz.si))

Tuljava, ki je del uparjalnika, segreva e-tekocino. Pri ze narejenih raziskavah so ugotavljali
temperaturni razpon tuljav pri nizki, standardni in visoki upornosti tuljave, pri napetosti 3 in
6 V ter v 3 razli¢nih pogojih (suhih, polsuhih, mokrih). Pri suhih pogojih, kjer tuljava ni v stiku
z e-tekocino, se lahko ta segreje od 322 do 1008 °C. Pri polsuhih pogojih, kjer e-tekocina kaplja
na tuljavo oz. prsi, so se temperature gibale od 145 do 334 °C. Pri mokrih pogojih je e-tekoc¢ina
v neposrednem stiku s tuljavo, takrat pa so se temperature gibale od 110 do 185 °C. Iz
prikazanih rezultatov je razvidno, da ima vlaznost tuljave pomemben vpliv na temperature
segrevanja. Studije so pokazale, da lahko pregrevanje zaradi toplotne razgradnje e-teko¢in vodi
do povecane izpostavljenosti strupenim spojinam. Porocali so o zaskrbljujocih rezultatih

visokih emisij karbonilnih spojin, kot so formaldehid, acetaldehid in akrolein (Chen idr., 2018).

V drugi $tudiji so izmerili koncentracije 14 izbranih kovin v aerosolih (srebro, aluminij, arzen,
baker, zelezo, magnezij, nikelj, cink, kadmij, kobalt, krom, mangan, svinec, antimon), ki so
nastali pri razli¢nih nastavitvah moci e-cigarete. Rezultati so pokazali, da so bile koncentracije
Al, As, Cd, Cu, Fe, Mg, Ni, Pb in Zn prisotne v vseh vzorcih aerosolov, ne glede na moc.
Sproséanje teh kovin se je postopoma povecalo s povecanjem moci e-cigarete (Ko & Ae, 2022).
Tehnologija EC se seveda razvija, obstajajo namre¢ tudi naprave, ki imajo vgrajeno
temperaturno kontrolo. Ta nadzira, da se tuljava ne segreje prevec¢ (Pure E-liquids, 2021). Po

pregledu slovenskih spletnih strani legalnih trgovin je te naprave mozno dobiti tudi pri nas. Pri


https://nijz.si/wp-content/uploads/2022/07/elektronske_cigarete_podrobnejse_info_za_zdr_delavce.pdf
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opisih izdelkov pa ni vedno naveden temperaturni razpon, razen pri EC s temperaturno

kontrolo.

3.1.2 Tipi e-cigaret

Poznamo tri generacije EC. Novejse spodbujajo uporabnike k eksperimentiranju, sestavljanju
svoje lastne e-cigarete iz posameznih delov, k uporabi e-cigaret z veliko moc¢jo tudi do 100 W,

ter k mesanju lastnih teko€in in arom.

Prva generacija EC Najpogosteje so podobne konvencionalnim
cigaretam, lahko tudi cigaram ali pipam. ! )
Namenjene so ali enkratni uporabi ali
pa uporabnik menja prednapolnjene vlozke g
s tekocino. V nobenem primeru uporabnik —
ne pride v stik s tekocino.

Druga generacija EC ~ Ve¢inoma imajo obliko nalivnega peresa,

(t. i. sistemi »tank«) mocnejSo  baterijo in  transparentni
rezervoar za ponovno polnjenje, ki
ima vecji volumen kot vloZki pri prvi
generaciji. V rezervoar uporabnik sam
naliva tekocino iz posebnih steklenick, v
katerih kupi tekocino.

= i
Tretja generacija EC ~ So zelo raznolike in vecje EC; uporabnik
(t. 1. sistemi »mod«)  jih lahko iz posameznih delov sestavi

tudi sam po svojih Zeljah. So kvadratne

ali pravokotne oblike, prav ni¢ podobne

tobacnim izdelkom. Mo¢ naprave je dosti

vecja kot pri zgodnejsih izdelkih. Pri ‘

nekaterih je moZno nastavljati temperaturo ]

segrevanja tekocine in te EC posamezni ]

strokovnjaki uvricajo v cetrto generacijo EC.

Slika 2: Prikaz treh generacij elektronskih cigaret

(https://nijz.si/wp-content/uploads/2022/07/elektronske cigarete podrobnejse info za zdr delavce.pdf)

Pri mladih zelo priljubljena vrsta EC je puff bar. Gre za EC za enkratno uporabo s Sirokim
izborom okusov. So priro¢nejse in laZzje prenosne zaradi svoje majhnosti. So tudi cenovno bolj
ugodne od preostalih EC, saj se cene gibljejo od 4 do 20 €. Delujejo na podoben nacin, vendar
se ne da prilagajati temperature, e-tekocine itd. Predstavljajo tudi ekoloski problem, saj jih ni

mogoce reciklirati v celoti (Q Vapehouse, 2023).


https://nijz.si/wp-content/uploads/2022/07/elektronske_cigarete_podrobnejse_info_za_zdr_delavce.pdf
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Slika 3: Puff bar (lastni vir)

3.2 E-tekocéine

Obicajna e-tekoCina vsebuje $tiri sestavine: propilen glikol (PG), rastlinski glicerin (VG),
aromo in nikotin. Proizvajalci meSajo PG in VG glede na njune prednosti in lastnosti, PG
zagotavlja lazje vdihavanje oz. prijetnejSi obcutek ob vdihavanju, VG pa uporabljajo za vecjo
gostoto dima, saj je viskozna spojina, ki zagotavlja gostoto pare in sladkost dima (Q Vapehouse,
2023).

Arome povecujejo privlaénost in uporabo e-cigaret, s tem pa tudi izpostavljenost potencialno
strupenim sestavinam. Povprecno Stevilo arom na e-tekocino je 10, najpogosteje so uporabljene
arome vanilje (vanilin), sadja (etil butirat) in arome slas¢ic (etil maltol). Vanilin je prisoten v
35 %, etil maltol v 32 % in etil butirat v 28 % vseh tekoc¢ina (Kriisemann indr., 2021). Na
embalazi e-tekocin lahko zasledimo tudi prisotnost nekaterih skodljivih spojin, ki pa niso vse v

celoti navedene.

3.2.1 Propilen glikol (PG)

Propilen glikol je brezbarvna, rahlo sirupasta tekocina. Pri sobni temperaturi je brez barve in
okusa. Druga imena zanj so 1,2-dihidroksipropan, 1,2-propandiol, metil glikol in trimetil glikol.
Njegova molekulska formula je C3HgO,. Vrelis¢e ima pri 187,6 °C, plamenisce pa pri 101 °C.
Pri hladnih temperaturah, v dobro zaprtih posodah je propilen glikol stabilen, vendar se pri

visokih temperaturah nagiba k oksidaciji, kar povzroca nastanek propionaldehida, piruvicne,
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mlecne in ocetne kisline. Kemicno je tudi stabilen, ¢e ga zmeSamo z etanolom (95 %),
glicerinom ali vodo. Je sinteti¢na tekoca snov, ki absorbira vodo in se uporablja kot sredstvo
proti zmrzovanju. Uporablja se za absorpcijo dodatne vode in vzdrZevanje vlage v nekaterih
zdravilih, kozmetiki ali Zivilskih izdelkih. Uporablja se tudi v zivilih kot topilo za barvila in
arome, hkrati pa tudi za ustvarjanje umetnega dima ali megle, ki se uporablja pri gasilskem
usposabljanju, v gledaliskih produkcijah in v elektronskih cigaretah (PubChem, 2004). Leta
1973 je uprava za hrano in zdravila PG uvrstila na seznam varnih snovi pod pogoji predvidene
uporabe kot aditiv za zivila (National Academies of Sciences, Division, Practice & Systems,
2018).

V raziskavi (Wieslander et al., 2001) so nekateri ljudje porocali o draZenju zgornjih dihal po
minuti vdihavanja aeroliziranega PG, vendar dolgoro¢ni u¢inki na zdravje pri ljudeh niso dovolj
dobro opredeljeni. VVdihavanje aeroliziranega PG vpliva tudi na tveganje za razvoj astme. Pri
visokem intravenskem vnosu PG neZeleni ucinki vkljucujejo hemolizo, sréno aritmijo,
hiperosmolarnost, laktacidozo in prizadetost centralnega zivénega sistema. PG se lahko
absorbira peroralno, skozi koZo ali sluznico, po absorpciji ledvice izlo¢ijo 45 % PG, jetra pa
preostanek pretvorijo v mle¢no Kislino, piruvi¢no kislino ali aceton (National Academies of
Sciences, Division, Practice & Systems, 2018). Narejene so bile tudi $tudije o inhalacijski
izpostavljenosti PG na zivalih, in sicer S0 kunce izpostavili 10 % aerosolu PG za 20 in 120
minut. Dvajsetminutna izpostavljenost ni imela vidnega ucinka, vendar je povzrocila
spremembe na vréastih celicah v trahealnem epiteliju. Daljsa izpostavljenost pa je povzrocila
spremembe na vréastih celicah kot tudi na drugih celicah trahealnega epitelija (National
Academies of Sciences Division, Practice & Systems, 2018). En vdih pri puff bar povzroci
izpostavljenost PG in VG od 430 do 603 mg/m?3, zato avtorji raziskave opozarjajo, da so te
koncentracije visje od koncentracij, ki povzro€ajo drazenje dihalnih poti, in sicer pri 309

mg/m3(Kienhuis idr., 2015).

3.2.2 Rastlinski glicerin

Glicerin, znan tudi kot glicerol, je brezbarvna do rjava tekoc¢ina z blagim vonjem in sladkim

okusom. Ima vlogo topila in detergenta. Pridobivajo ga iz Zivalskih ali rastlinskih mascob.
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Drugo ime zanj je propan-1,2,3-triol, njegova molekulska formula je C3HgO5. Vrelis¢e ima pri
290 °C, plamenisce pa pri 177 °C (PubChem, 2004). Uporablja se v prehranskih izdelkih, saj
deluje kot konzervans in sladilo v hrani in pijaci. Uporablja se tudi v farmacevtskih izdelkih kot
vlazilno sredstvo, vkljuéujejo ga v sirupe za kaselj, mazila, anestetike in pastile. Pogosto se

uporablja v izdelkih za osebno nego, npr. za nego koze in las (Santhakumar, 2021).

Glicerin se v jetrih (80 do 90 %) in ledvicah (10 do 20 %) pretvori do a-glicerolfosfata, nato v
glukozo in na koncu v glikogen. 7 do 14 % se ga izlo¢i z urinom (National Academies of
Sciences, Division, Practice & Systems, 2018). V Sstudiji so bile podgane izpostavljene
aeroliziranemu glicerinu treh razli¢nih koncentracij (1000, 1930, 3910 mg/m3). Poskus je
trajal 2 tedna, in sicer so bile podgane 5 dni v tednu po 6 ur na dan izpostavljene glicerinu.
Porocali so o minimalni skvamozni metaplaziji epiglotisa. Gre za zamenjavo celic z drugim
tipom celic, imenovanim skvamozni (plos¢ate celice) epitelij v poklopcu. Drugih sprememb

niso opazili (Renne et al., 2008).

3.2.3 Nikotin

Nikotin je brezbarvna, svetlo rumena do rjava tekocina (ob izpostavljenosti z zrakom ali s
svetlobo) z vonjem po ribah. Njegovo ime po IUPAC je 3-[(2S)-1-metilpirolidin-2-il]piridin,
molekulska formula je C;yH4N,. Vrelise ima pri 247 °C, plameni$ce pa pri 95 °C. Je zelo
strupen rastlinski alkaloid, najden v tobaku (PubChem, 2004). V Sloveniji je mozno dobiti na
mililiter tekoCine 6 stopen;j tobaka, in sicer, 0 mg, 3 mg, 6 mg, 9 mg, 12 mg in 18 mg (Q
Vapehouse, 2016). Nikotin je prototipni agonist nikotinskih holinergi¢nih receptorjev, ki
stimulira nevrone in blokira sinapti¢ni prenos. Spodbuja spro$¢anje in aktivnost ve¢ Vvrst
nevrotransmitorjev, kot so: acetilholin, dopamin, noradrenalin, serotonin, glutamat, y-
aminomasleno kislino in endorfin (Benowitz, 2009) (Benowitz idr., 2008). Ko nikotin v
aerosolu doseze pljuca, se hitro absorbira v plju¢no-vensko cirkulacijo, nato v sistemsko
arterijsko cirkulacijo in na koncu v mozgane. Nikotin po vdihavanju e-cigarete mozgane doseze
7e v 15 sekundah, kar vodi v aktivacijo spros¢anja dopamina (Benowitz idr., 2009). Glavno

mesto presnove nikotina so jetra, tam se pretvori v kotinin (80-90 %), ki je glavni nikotinski

10



58. srecanje mladih raziskovalcev Slovenije 2024

metabolit (Benowitz et al., 2009). Iz telesa se izlo€i z urinom v obliki kotinina in njegovih

derivatov (Benowitz et al., 2009)

Nikotin se v mozganih veze na nikotinske receptorje in poveca sproscanje kemicnih
prenasSalcev, med njimi je najpomembnejsi dopamin, ki sprozi ob¢utek ugodja. Za doseganje
ugodja je z dolgotrajno uporabo potreben vedno vecji vnos nikotina, kar pa vodi v zasvojenost.
Posamezniki, zasvojeni z nikotinom, lahko ob opustitvi dozivijo odtegnitvene znake, kot so:
depresija, tesnobnost, tezave z zbranostjo, razdrazljivost, nespecnost idr. Znaki se lahko
pojavijo ze po nekaj urah, ko izdelka niso uporabili (NIJZ, 2023). Pri vsakodnevnem kajenju
naj bi bile najvisje koncentracije nikotina v krvi od 19 do 50 ng/ml, najnizje pa od 10 do 37
ng/ml, odvisno od e-cigarete. Ta se v telesu pri rednih kadilcih kopi¢i 6-9 ur in s tem povzroc¢a
nevroadaptacije ter razvijanje tolerance (Benowitz, 2009). Studije, ki so bile narejene glede
tega, ali je nikotin rakotvorna snov, niso podprle hipoteze, da nikotin povzro¢a tumorje na
zivalih in ljudeh oz. so zakljucili, da ni dovolj podatkov, da bi lahko sklepali o njegovi

rakotvornosti (National Academies of Sciences, Division, Practice & Systems, 2018).

S
/-"N

Slika 4: Kemijska formula nikotina

(Nicotine | C10H14N2 | CID 89594 - PubChem (nih.gov))

3.24 Arome
Arome so kemicne snovi, ki prehajajo v aerosol in so same po sebi toksi¢ne ali drazilne. Arome,

ki se uporabljajo v e-cigaretah, se pojavljajo tudi v proizvodnji hrane in so varne ob zauzitju,

kar pa ne pomeni, da so varne tudi pri vdihavanju (Koprivnikar idr., 2020). Problemati¢ne so
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zaradi svoje privlacnosti, saj spodbujajo kajenje tudi med neuporabniki oz. mladimi. V $tudiji
(Hutzler et al., 2014) so v 28 e-tekocinah odkrili 140 hlapnih aromati¢nih spojin v
koncentracijah od 1 do 5 %. Ugotovili so tudi povecano tvorbo aldehidov, pri 150 °C so zaznali
znatne koli¢ine formaldehida, acetaldehida in propionaldehida (Hutzler et al., 2014). V
raziskavi (Wang idr., 2015) so na druzbeni platformi Reddit izvedli anketo glede popularnosti
arom. Ugotovili so, da je med uporabniki najbolj priljubljena aroma sadja, druge najbolj

priljubljene so kremne arome, nato pa sledita aromi mentola in tobaka.

Allen et al. 2016 Klager et al. 20172 Lee et al. 20177 Leeetal.20192 | Fowles et al. 20203 | Lee & Christiani 20202
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Slika 5: Prikaz spojin v elektronskih cigaretah (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10228557/)

3.25 Mentol

Mentol je cikli¢éni monoterpenski alkohol, ki ima hladilne lastnosti. Njegovo [IUPAC-ime je 5-
metil-2-propan-2-ilcikloheksan-1-ol. Je v obliki belih kristalov, vonj ima po poprovi meti.
Vrelis€e ima pri 214,6 °C, plamenisce pa pri 93 °C (PubChem, 2005) (Carl Roth, 2018). Je eden
izmed najpomembnejsih aromati¢nih aditivov, uporablja se v razli¢nih izdelkih, kot so hrana,
zobne paste, zdravila in cigarete. Naravni mentol je izoliran iz Mentha canadensis (Kamatou

idr., 2013). V drugi $tudiji (Chandra idr., 2023) so ugotovili, da uporaba EC z aromo mentola
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zmanjsa indeks plju¢ne funkcije neodvisno od starosti, spola, rase, trajanja kajenja in uporabe

nikotina ali konoplje v e-tekocinah.

3.2.6 Tobak

Tobak pridobijo iz posusenih listov rastline Nicotiana tabacum (McMurtrey, 2023). Gre za
mesanico ve¢ spojin, do zdaj jih je znanih 2.550, ve¢ kot 4.000 pa jih je v tobacnem dimu.
Najmanj 43 snovi v tobaku je rakotvornih, medtem ko tobacni dim vsebuje Se Stevilne druge
snovi, ki vodijo v nastanek razli¢nih bolezni plju¢ (Mishra S. & Mishra M., 2013). V studiji
(Lagrue idr., 1993) opisujejo Skodljive ucinke tobaka in poudarjajo, da je tobak ena glavnih
strupenih snovi v nasi civilizaciji. Njegova razsirjenost je povzrocila epidemijo kajenja. Arome
tobaka v e-teko¢inah velikokrat vsebujejo TSNA (za tobak specifi¢ne nitrozamine), ki se tvorijo
med procesom susenja tobakovih listov. Te spojine posnemajo okus tobaka in hkrati spadajo

med rakotvorne spojine (Hecht & Hoffmann, 1988).

3.2.7 Mleéna kislina

Mlecna kislina je brezbarvna do rumenkasta sirupasta tekocina. Njeno IUPAC-ime je 2-
hidroksipropanojska kislina. Njena molekulska formula je C3H,05 (PubChem, 2004). Proizvaja
se s fermentacijo, ogljikovi hidrati se hidrolizirajo v monosaharide, nato mikroorganizmi v
odsotnosti kisika fermentirajo do mle¢ne kisline. Za proizvodnjo uporabljajo mle¢nokislinske
bakterije rodu Lactobacillus in plesni iz rodu Rhizopus (Litchfield, 2009). Prvi¢ je bila v
komercialnem obsegu z bakterijsko fermentacijo leta 1883 proizvedena v ZDA (Litchfield,
2009). Mlecnokislinska fermentacija se uporablja tudi za konzerviranje mle¢nih izdelkov,

zelenjave in mesa (Malo & Urquhart, 2016).

Mlecna kislina je kon¢ni produkt anaerobne presnove glukoze, ki se odstrani z glukoneogenezo
ali oksidacijo (miSic, jeter, ledvic) (Ritz & Heidland, 1977). Glukoneogeneza je presnovna pot,
v kateri se sintetizira glukoza iz piruvata, laktata, glicerola, glukogenih aminokislin ali vmesnih
produktov ciklusa trikarboksilnih kislin (Slovenski medicinski slovar, 2012). Pri visoki
koncentraciji laktata v plazmi lahko pride do laktacidoze, ki je opredeljena kot stanje, Kjer je
arterijski pH manjsi od 7,3 (Ritz & Heidland, 1977). Laktacidoza lahko privede tudi do

13
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odpovedi organov in smrti. Simptomi, ki se pojavijo ob bolezni, so slabost in bruhanje,

fvtw

Kot je Ze opisano zgoraj, se propilen glikol v jetrih pretvori v mle¢no kislino, zato smo jo v
raziskovalno nalogo vkljucili kot eno izmed kontrol. Uporaba EC v prekomernih koli¢inah
lahko vpliva na raven mle¢ne kisline v krvi, a ta ne sme presegati 4 mmol/L, saj lahko to privede

do razvoja laktacidoze (Pohanka, 2020).

3.3 Domnevni zdravstveni ucinki — posledice uporabe

Kljub temu da so e-cigarete in njim podobni pripravki pri nas relativno novi, drugod po svetu
znanstveniki Ze leta opozarjajo na njihove negativne posledice. Zaskrbljujo¢ pa ni le u¢inek na
pljuca in obtocila, pojavljajo se tudi problemi z zobmi, spolnimi celicami in z dusevnim

zdravjem.

Na zdruzenju NIH (National Institutes of Health) so v letu 2022 odkrili, da kroni¢na uporaba
elektronskih cigaret negativno vpliva na znotrajcelicno oksidativno stanje in zavira endotelijsko

sprosc¢anje NO (National Institutes of Health, 2022).

Mnoge izmed tekocin, ki se uporabljajo v EC (elektronskih cigaretah), vsebujejo tudi zgoraj
omenjen nikotin, ki povzro€a hudo zasvojenost in ob prekinitvi uporabe tudi hude oblike

odtegnitvenega sindroma (Widysanto idr., 2023).

Opaza se tudi korelacija med uporabo nikotinskih pripravkov pri ljudeh z duSevnimi tezavami,

sploh anksiozno motnjo, depresijo in hudo tesnobo (Javed idr., 2022).

“Podatki iz raziskave, ki je vkljucevala ameriske kadilce, kazejo na to, da skoraj polovica ljudi
(45 %), ki ima resno anksioznost, uporablja tudi tobak. Sem sodijo kajenje, vejpanje oz. uporaba
elektronskih cigaret in uporaba drugih toba¢nih izdelkov, npr. tobak, ki se Zveci” (Drustvo za
zdravje srce in ozilja Slovenija, 2021). Kratkotrajna uporaba povzroca tudi poSkodbe in vnetja
pljucnega tkiva, za katerega pa na dolgi rok Se ne poznamo jasnega vpliva (American Lung
Association, 2023).

14


https://zasrce.si/clanek/kajenje-in-tesnoba/
https://zasrce.si/clanek/kajenje-in-tesnoba/
https://zasrce.si/clanek/kajenje-in-tesnoba/
https://zasrce.si/clanek/kajenje-in-tesnoba/
https://zasrce.si/clanek/kajenje-in-tesnoba/

58. srecanje mladih raziskovalcev Slovenije 2024

Na celi¢ni ravni porocajo o nevarnosti aldehidnih kisikovih skupin, ki so v teko¢inah, predvsem
v aromah. Aldehidi so v celici znani po inaktivaciji beljakovin, uni¢enju mitohondrijev in
vodijo do apoptoze celice. Uporaba e-cigaret povzroc¢a tudi oksidativni stres celice, kar bomo
merili tudi mi z metodo ROS, in spreminja dedni material, kar je posebej tvegano pri spolnih
celicah (Katz & Yaghoubian, 2021).

Marsikje po svetu (npr. v Zdruzenem kraljestvu) Se danes dovoljujejo aditive, ki S0 v aromah
tekocin oz.“vape sokovih” (kot jim pravijo nekateri), za katere so negativni ucinki na zdravje
ze potrjeni. Eden izmed teh je pripravek diacetil, ki povzroca stanje, ki mu pravimo tudi
“pokovka v pljuc¢ih” (Harber idr., 2006). Ime je bolezen dobila po delavcih v tovarni pokovke,
ki so zaradi izpostavljenosti diacetilu, ki so ga uporabljali za povecanje aromati¢nosti pokovke,

mnozi¢no zbolevali za simptomi te bolezni.
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Slika 6: Prikaz domnevnih vplivov uporabe e-cigaret na ¢lovesko telo (Vaping and Lung Inflammation and
Injury - PMC (nih.gov))
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3.4 Jetra

Clovekov najvecji organ so jetra, Ki so roznato-rjave barve. Lezijo v zgornjem desnem delu

trebusne votline, pod trebusno prepono in imajo obliko tristrane piramide. V povprecju tehtajo

1,5 kilograma, kar pri odraslem ¢loveku predstavlja kar 2-5 % celotne telesne teze. Po eni strani

iz telesa filtrirajo strupene snovi ter omogocajo, da se te skozi ledvice ali ¢revesje izlocijo, po

drugi strani pa so nepogresljiva pri prebavi mascob, ogljikovih hidratov in beljakovin v

prehrani. Med drugim ima tudi vlogo endokrine in eksokrine zleze (Johns Hopkins Medicine,

2019).

Jetra imajo dvojno preskrbo s krvjo:

portalno veno: dovaja vensko kri iz Zelodca, ¢revesja in vranice (kri, bogata s hranili,

toda tudi nasicena s strupi), jetra v 75 % priskrbi s kisikom.

hepatic¢no (jetrno) arterijo. dovaja arterijsko kri in jetra preskrbi s preostalimi 25 %

kisika.

Levi jetrni kanal

vena

Vranica
Skupni jetrni kanal

Jetrna arterija

Zolénik
Zelodec
Cisticni kanal

Trebusna slinavka

Dvanajstnik

Skupni Zolcni kanal

Slika 7: Anatomija jeter

(https://www.hopkinsmedicine.org/health/conditions-and-diseases/liver-anatomy-and-functions)
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Jetra zadrzujejo priblizno pol litra (13 %) telesne oskrbe s krvjo v danem trenutku. Sestavljena
so iz dveh glavnih reznjev, od katerih je desni neprimerljivo vecji. Od levega ga lo¢i srpasta
jetrna vez. Oba sestavlja osem segmentov, razdeljenih na priblizno 1000 majhnih reznjev. Ti
so povezani z majhnimi kanali (cevkami), ki se povezujejo z ve¢jimi kanali in tvorijo skupni
jetrni kanal. Skupni jetrni kanal dovaja zol¢, ki ga proizvajajo jetrne celice, v zol¢nik in
dvanajstnik (prvi del tankega crevesa) preko skupnega zolénega voda (Johns Hopkins
Medicine, 2019).

Okoli 6 % jetrnega parenhima sestavljajo celice, ki niso hepatocite. Sem vklju¢ujemo endotelne
celice (2,8 %), Kupfferjeve celice (2,1 %) in zvezdaste celice (1,4 %) (Johns Hopkins Medicine,
2019).

3.4.1 Kupfferjeve celice (makrofagi)

So jetrne makrofagne celice, ki so v sinusoidnem Zzilnem prostoru. Gre za populacijo fiksiranih
makrofagov, katerih glavna naloga je fagocitiranje patogenov in odstranjevanje trdih delcev iz
krvnega obtoka (Boron & Boulpaep, 2012). Prvi jih je leta 1876 opisal Karl Wilhelm von
Kupffer kot “Sternzellen” 0z. zvezdaste celice, s prepri¢anjem, da so del endotelija jetrnih Zil.
Kot makrofage so jih identificirali sele leta 1898. Ker imajo pomembno protivnetno vlogo, je
tudi vsaka sprememba funkcionalne aktivnosti Kupfferjevih celic povezana z razli¢nimi

boleznimi (Boron & Boulpaep, 2012) (Johns Hopkins Medicine, 2019).
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Slika 8: Kupfferjeve celice Slika 9: Zvezdaste celice

(Role of Kupffer cells in host defense and liver disease - Bilzer - 2006 - Liver International - Wiley Online

Library) (https://basicmedicalkey.com/stellate-cell-hyperplasia-2/)
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3.4.2 Zvezdaste celice (fibroblasti)

So celice z vezivno vlogo, ki so svoje ime dobile po svoji zvezdasti obliki. Splosno tvorijo

kolagenska, retikulinska in elasti¢na vlakna ter peptidoglikane.

Najdemo jih v Dissejevem prostoru, med Kupfferjevimi celicami in hepatociti. Imenujemo jih
tudi Itove celice. Morfolosko jih prepoznamo po prisotnosti velikih mascobnih kapljic v svoji
citoplazmi. Njihova glavna naloga je zaloga vitamina A, dokazano je, da se lahko spremenijo
Vv pro-literativne, fibrogene in kontaktne miofibroblaste. Ob poskodbi jeter te aktivirane celice
sodelujejo pri fibrogenezi s preoblikovanjem zunajceli¢nega matriksa in odlaganjem kolagena

tipa I, kar lahko privede do ciroze jeter (Johns Hopkins Medicine, 2019).

3.4.3 Jetrne sinusoidalne endotelne celice

So celice, ki oblegajo Zilne kanale ali sinusoide, ki tvorijo fenestrirano strukturo s svojimi telesi
in citoplazemskimi podaljSki. Raztopljene snovi v krvni plazmi, ne pa tudi krvne celice, se
lahko gibljejo v Dissejev prostor skozi pore v endotelijskih celicah. Nekateri dokazi kazejo tudi,
da lahko pore uravnavajo dostop do Dissejevega persinusoidalnega prostora s svojo zmozZnostjo

kréenja (Johns Hopkins Medicine, 2019).

Slika 10: Sinusoidalne jetrne celice

(http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/digestion/liver/histo_sinusoids.html)
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3.5 Celi¢ne kulture

Procesi in procedure se razlikujejo glede na vrsto celic, saj je nacin ravnanja z njimi odvisen od
njihovih znacilnosti. Poznamo dva nacina pridobivanja celic ali iz celi¢ne banke ali z izolacijo
celic iz darovalskega tkiva. Pri celi¢ni kulturi, ki je bila pridobljena iz celi¢ne banke, je treba
opraviti postopke odmrzovanja, sejanja in opazovanja celic. Ce so celice odvzete iz
darovalCevega tkiva, se najprej odstrani nepotrebno tkivo, ¢e je pritrjeno. Pri izolaciji celic

uporabljajo dve metodi: kultura eksplanta in encimsko metodo (Nikon, 2023).

Pri odmrzovanju zamrznjenih krioprezerviranih celic, ki so pridobljene iz celicne banke, se
prenesejo iz posode s teko¢im dusikom ali kriogenega zamrzovalnika (- 150 °C) v posodo za
hlajenje (v posodo s teko¢im dusikom). Celice se odmrznejo v vodni kopeli pri 37 °C ali pa v
talilni napravi. Doda se jim celi¢ni medij, vse skupaj se da centrifugirati, da se celice naberejo
na dnu. Potem se celi¢ni medij odlije in doda novega (mora biti predhodno segret na 37 °C). Te
celice se potem prenesejo v posodo za gojenje celic (s pipetiranjem se resuspendirajo oz.
ponovno razprsijo po mediju). Posodo moramo dati v inkubator s 5 % CO, pri 37 °C, Kjer jih
opazujemo, konstantno preverjamo njihovo rast, zgradbo, menjavamo celi¢ni medij, ter

preverjamo prisotnost nezelenih tujkov (Nikon, 2023).

Ko se celice za¢nejo razmnoZevati, jih razdelimo v nove posode za gojenje celic. Ta “prehod”
je priporocljivo izvesti, kadar celice pokrijejo 70 do 80 % posode. Stanje, pri katerem so celice
vecinsko pokrile dno posode, se imenuje “konfluentno”. Ko celice postanejo konfluentne, lahko
pridejo v stik med seboj, kar lahko vpliva na njihovo rast in razmnoZzevanje, lahko pride do tako

imenovane kontaktne inhibicije (celice se ne bodo ve¢ razmnozevale) (Nikon, 2023).

Slika 11: Neparenhimska jetrna celi¢na kultura po 1 mesecu rasti (lastni vir)
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3.6 Fluorescenc¢na in absorbanc¢na spektrometrija

Fluorescencna spektrometrija je metoda za dolocanje koncentracij analita v raztopini, na
podlagi njegovih fluorescentnih lastnosti. Pri fluorescencni spektroskopiji skozi raztopino
prehaja zarek z valovno dolZino od 180 do 800 nm, tako lahko izmerimo emisijski spekter oz.
koliko svetlobe vzorec oddaja. Koncentracija analita je sorazmerna z intenzivnostjo emisije
(Hooijschuur, 2023).

Pri fluorescenci molekula absorbira energijo (foton), po vzbujanju foton oddaja daljSe valovne

dolzine (Hooijschuur, 2023).

Pri absorbanéni spektroskopiji se spektrometer uporablja za neposredno merjenje, in sicer
koliko svetlobe vzorec absorbira. Je ena najpogosteje uporabljenih tehnik za kvalifikacijo
celicnih komponent. Vsaka spojina absorbira oz. prenasa svetlobo v dolocenem obmocju
valovne dolzine. Glede na valovno dolZino svetlobe in njeno intenzivnost je mogoce zaznati

specificne elemente in izmeriti njihove koncentracije (Thermo Fisher Scientific, 2023).

3.7 Reaktivne kisikove spojine (ROS)

Reaktivne kisikove spojine so organski produkti celicnega metabolizma. Pod ROS priStevamo
ve¢ razlicnih molekul z oksidativnimi lastnostmi, izmed katerih lahko mnoge poskodujejo DNA
ali RNA. V celici tudi oksidirajo lipide in proteine, kar celici povzro¢a dodaten stres (Wu &
Yotnda, 2011). Povecano Stevilo reaktivnih kisikovih spojin (ROS) implicira mnoge bolezni,
zato je njihov nadzor velikega pomena. Preverjali smo jih s pomocjo spektrofluorometra, kjer
smo merili fluorescencnost. Njena jakost je premo sorazmerna s koli¢ino ROS, ki jih celica
proizvede, torej je povisana vrednost ROS lahko skrb vzbujajo¢a (Yang & Lian, 2019).
Uporabljen reagent pri metodi ROS je DCFH-DA, ki se oksidira samo znotraj celice in lahko

tako zaznamo sproScanje reaktivnih kisikovih radikalov znotraj celice.

Od preizkusa mitohondrijske aktivnosti (MTT) se razlikuje tudi po obcutljivosti, saj se pri ROS

toksi¢nost opazi v veliko vecji meri.
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3.8 Mitohondrijska aktivnost (MTT)

MTT (preizkus mitohondrijske aktivnosti) je metoda, ki se uporablja za merjenje celi¢ne
presnovne aktivnosti, kot indikator viabilnosti celic, proliferacije in citotoksi¢nosti. Gre za
kolorimetri¢en poskus, ki temelji na redukciji rumene tetrazolijeve soli v vijoli¢ne kristale
formazana s presnovno aktivnimi celicami. MTT se izmeri s spektroflourometrom. Visja, kot

je vrednost absorbance, vec je prezivelih celic, torej je celicna viabilnost vecja.
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4 LABORATORIJSKO DELO

Vecino laboratorijskega dela smo opravili med 3. in 22. januarjem 2024 na Medicinski fakulteti

v Mariboru.

4.1 Seznam opreme in materialov

4.1.1 Kemikalije

e aroma mentola (Q Vapehouse, Liqua)

e aroma tobaka z 18 mg nikotina (Q Vapehouse, Liqua)
e 100-% propilen glikol (Belidim, Angel flavors)

e tripsin (Sigma Aldrich, ZDA)

e 100-% mle¢na kislina

4.1.2 Celi¢na kultura

e Kupfferjeve celice (ZEN-BIO, USA)

e zvezdaste celice (ZEN-BIO, USA)

e jetrne sinusoidalne endotelne celice (ZEN-BIO, ZDA)
e celi¢ni medij (Sigma Aldrich, ZDA)

e serum (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Nemcija)

4.1.3 Laboratorijski pribor in oprema

Oprema:

celi¢ni inkubator, CO, inkubator (Sanyo, Japonska)

- centrifuga Eppendorf 5804 R (Eppendorf, Nemcija)

- kabinet za bioloSko varnost HerasafeKSP (Thermo Fisher Scientific, Nem¢ija)
- vodna kopel (Kambic laboratorijska oprema, EU)

- mikroskop za stetje celic Cyto smart (Corning, Nizozemska)
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- vibracijski mesalnik za epruvete (ang. scientific classic advanced vortex mixer)
(VELP, Italija)

- zamrzovalnik (Thermo Fisher Scientific)

- hladilnik (Thermo Fisher Scientific)

- spektrofluorometer (VarioskanFlash, Thermo Fisher Scientific, Nemcija)

- zaSCitne rokavice

- posoda za gojenje celicnih kultur

- pipete z nastavki (Thermo Fisher Scientific, Nem¢ija)

- mikrotitrska plos¢a za 96 vzorcev

4.2 Potek dela

[ Priprava celic MTT

60 vodnjakov v 60 vodnjakov v
96-well plosci 96-well ploséi

Inokulacija [ Inokulacija }

12 vodnjakov
za 4 kontrole

12 vodnjakov 12 vodnjakov za 12 vodnjakov za
za 4 kontrole propilen glikol propilen glikol

36 vodnjakov za 3
arome (tobak,
vanilya, mentol

36 vodnjakov za 3
arome (tobak,
vanilyja, mentol

Inkubiranje 2 h Inkubiranje 24 h

[ Dodajanje 25 pL regenta ] [ Dodajanje 100 pL regenta }

| Inkubiranje 1 h T
[ Inkubiranje 2 h ]

\

![ Spektrofluorimetrija I

Slika 12: Potek dela, prikazan na organigramu (lastni vir)
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4.3 Priprava celic

Iz zamrzovalnika (- 80 °C) smo vzeli Kupfferjeve, zvezdaste in jetrne sinusoidalne celice.
Celice, celi¢ni medij in celicni serum smo nato odtalili v vodni kopeli pri 37 °C. Nato smo
celicam dodali 9 ml celi¢nega medija ter zmes centrifugirali. Teko¢ino smo potem odlili, saj so
se celice nabrale na dnu. Na novo smo dodali 9 ml celicnega medija in 1 ml celicnega seruma
V posodo, namenjeno za gojenje celi¢nih kultur, in inkubirali pri 37 °C in 5 % CO,. Celicam
smo menjavali celicni medij in serum, dokler ni bilo dno posode ve€insko pokrito s celicami.
Ko smo celice prenesli v drugo posodo, smo celicam dodali tripsin, ki je omogocil, da so se

celice locile oz. odlepile od dna posode.

4.4 Priprava koncentracij

Za potrebe raziskave smo pripravili 18 razli¢nih tekoc¢inskih vzorcev. 15 izmed teh je bilo
testnih (arome in propilen glikol), 3 pa so bile kontrolne. Za arome smo izbrali 4 razli¢ne
koncentracije, ki smo jih izracunali za 1000 vzorcev, saj bi bile koncentracije premajhne za
pipetiranje:

- 2% — 0,02 arome X 0,25 uL PG = 0,005 pL za 1000 vzorcev: 0,005 uL x 1000 =5

pL

- 4% — 0,04 X 0,25 uL PG =0,01 pL za 1000 vzorcev: 0,01 pL X 1000 =10 uL

- 6% — 0,06 X 0,25 uL. PG =0,015 pL za 1000 vzorcev: 0,015uL X1000 =15 uL

- 8% — 0,08 x 0,25 uL. PG = 0,02 pL za 1000 vzorcev: 0,02 uL. X 1000 = 20uL

Pri propilen glikolu smo prav tako izbrali 4 razli¢ne koncentracije:

- 0,25% — 0,25 uL + 99, 75 puL medija
- 1% — 1 pL +99,0 uL medija

- 5% — 5 puL + 95,0 uL medija

- 10 % — 10uL + 90 uL medija

Za kontroli smo potrebovali koncentraciji I mmol/L in 4 mmol/L mle¢ne kisline.
Pri kontroli 1: 100 pL medija
Pri kontroli 2: 0,25 uL PG + 99, 75 puL medija

Pri kontroli 3 (prva koncentracija mlecne kisline): 0,1 pL mlec¢ne kisline + 99,9 uLL medija
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Pri kontroli 3 (druga koncentracija mlecne kisline): 3 pLL. mle¢ne kisline + 97 pL. medija

4.5 Reaktivne kisikove spojine (ROS) protokol

Koli¢ino nastalih radikalov smo izmerili s pomocjo reagenta DCFH-DA. Delo smo zaceli
tako, da smo testni plos¢i z vodnjaki, ki so vsebovali celice, odlili medij. 60 izmed 96
vodnjakov smo napolnili s 100 pL testne tekoc¢ine po ze zgoraj opisanem nacrtu in inkubirali
2 uri na 37 °C in 5 % CO2. Nato smo tekocine zopet odlili iz testne ploscice in celice sprali s
PBS. Vodnjake smo ponovno napolnili s 25uL reagenta DCFH-DA in HBSS, ter inkubirali
1 uro, zopet pri enakih pogojih. V zadnjem koraku smo plosco z vodnjaki polozili v

spektrofluorometer in merili fluorescencnost pri valovni dolzini 485-528 nm.

4.6 Mitohondrijska aktivnost (MTT — Mitochondrial activity) protokol

Najprej smo medij odpipetirali iz vodnjakov in jih napolnili s testno teko¢ino. Nato smo jih
inkubirali na 37 °C pri 5 % CO2 za 24 ur. Naslednji dan smo delo zaceli tako, da smo
tekocCino odpipetirali in celice zopet sprali s PBS. V vsak vodnjak smo dodali 100 uL DMEM
z barvilom MTT (rumene barve) in inkubirali Se za dodatni 2 uri. Po preteCenem ¢asu smo
zopet odpipetirali teko¢ino in dodali 100 mikrolitrov DMSO. Testno plos¢ico z vodnjaki smo

dali v spektroflourometer in izmerili absorbanco na 560 in 620 nm.
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Legenda:
K1 celi¢na kultura + medij M3 celi¢na kultura + medij + 0,25 %
PG + 6 % arome mentola

K celicna kultura + medij + 0,25 % | M4 celi¢na kultura + medij + 0,25 %
propilen glikol (PG) PG + 8 % arome mentola

K31 | celi¢na kultura + medij + 0,5 pL mle¢ne | T1 celicna kultura + medij + 0,25 %
kisline (1 mmol/L) PG + 2 % arome tobaka

K32 | celi¢na kultura + medij + 3 pL mlecne | T2 celicna kultura + medij + 0,25 %
kisline (4 mmol/L) PG + 4 % arome tobaka

V1 | celi¢na kultura + medij + 0,25 % PG + | T3 celi¢na kultura + medij + 0,25 %
2 % arome vanilje PG + 6 % arome tobaka

V2 | celi¢na kultura + medij + 0,25 % PG + | T4 celicna kultura + medij + 0,25 %
4 % arome vanilje PG + 8 % arome tobaka

V3 | celi¢na kultura + medij + 0,25 % PG + [ PG1 | celi¢na kultura + medij + 0,25 %
8 % arome vanilje PG

V4 | celi¢na kultura + medij + 0,25 % PG + [ PG2 | celi¢na kultura + medij + 1 % PG
8 % arome vanilje

M1 | celi¢na kultura + medij + 0,25 % PG + [ PG3 | celi¢na kultura + medij + 5 % PG
2 % arome mentola

M2 | celi¢na kultura + medij + 0,25 % PG + [ PG4 | celi¢na kultura + medij + 10 % PG

4 % arome mentola

Tabela 1: Legenda sheme 1 (lastni vir)
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4.8 Metode anketiranja

Anketa je bila narejena na portalu 1KA anketa. V anketi so sodelovali ucenci in dijaki

mariborskih in okoliskih Sol. Seznam vseh $ol, ki so sodelovale, je naveden v prilogi 2.

4.9 Obdelava podatkov

Podatke smo obdelali in grafi¢no prikazali z Excelom (2023). Statisti¢na obdelava je obsegala
izraun povpreénih vrednosti, standardnega odklona in t-test za primerjavo kontrole in vzorca
z najvecjo razliko. Rezultati ankete so bili prav tako analizirani na portalu 1KA anketa,

vprasalnik lahko vidite spodaj v prilogi 1.
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5 REZULTATI

S spektofluorometrom smo izmerili koli¢ino reaktivnih kisikovih spojin (ROS) pri razli¢nih
koncentracijah arom tobaka in mentola ter propilen glikola. Pri propilen glikolu smo imeli $tiri
koncentracije: 0,25 %, 1 %, 5 % in 10 %. Pri aromi mentola in tobaka smo imeli dve
koncentraciji: 6 % in 8 %. Aromo vanilje smo v celoti izkljucili, zaradi neveljavnih rezultatov.

Pri aromi mentola in tobaka smo izkljuéili 2-% in 4-% koncentracijo.

Preverjali smo tudi mitohondrijsko aktivnost (MTT), test je bil opravljen pri enakih
koncentracijah arom tobaka in mentola (aromi tobaka in mentola: 6 % in 8 %), ter propilen
glikola (PG: 0,25 %, 1 %, 5 %, 10 %).

Graf 1 prikazuje rezultate meritev prostih kisikovih radikalov pri razli¢nih koncentracijah PG,
arom tobaka in mentola. Iz grafa lahko razberemo, da so najvi§je vrednosti ROS (vi§je vrednosti
pomenijo ve¢ prostih kisikovih radikalov) pri M4 (8-% aroma mentola), M3 (6-% aroma
mentola), PG4 (10 % PG) in PG3 (5 % PG). Najnizje vrednosti so bile izmerjene pri K2 (medij
+0,25 % PG), P2 (1 % PG), T3 (6-% aroma tobaka) in T4 (8-% aroma tobaka).

1,4

107 106 106 107
1
097 095  0p6 0b3
opr O
0,87 0,89
0,
0
KL k2 K31 K32 PGl PG2 PG3 PG4 M3 M4 T3

o o o P
IS o 00 — N

Vrednosti ROS (normalizacija)

N

T4

Koncentracije arom in propilen glikola

Graf 1: Povprecne vrednosti merjenja reaktivnih kisikovih spojin (ROS) pri razlicnih
koncentracijah propilen glikola, arome tobaka in mentola +1 SD
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Graf 1 prikazuje povpre¢ne vrednosti ROS pri dolo¢enih koncentracijah z vrisanim intervalom
napake (standardna deviacija, +1 SD). Normalizacija je postopek, ki omogoca lazjo primerjavo
med nabori podatkov (DataScientest, 2021). Na grafu predstavlja razmerje oz. koli¢nik med
testno koncentracijo in kontrolo (K1). Vrednosti, ki so visje od 1 oz. od K1, pri metodi DCFH-

DA za merjenje reaktivnih kisikovih spojin pomenijo povisano vrednosti ROS.

v

med vrednostmi, ki so bile najvecje, torej pri M4. Izracunana p-vrednost je bila 0,1201. Razlika

je prisotna, vendar ni statisti¢cno pomembna (p > 0,05).

Graf 2 prikazuje rezultate meritev mitohondrijske aktivnosti (MTT). 1z grafa je razvidno, da so
vrednosti MTT pri PG1 (medij + 0,25 %PG), K31 (medij + 1 mmol/L mle¢ne kisline), PG2
(medij + 1 % PG) najvi§je. Najnizje (nizje vrednosti pomenijo manj viabilnih celic) pa so pri

M4 (8-% aroma mentola), M3 (6-% aroma mentola) in K32 (medij + 4 mmol/L mle¢ne kisline).

1,8 LIT 1p8
1,02 1,h2 1,2
, 0,p8
0|4 0|5 | .|3 | |
0 I
K1 k2 K31 K32 PGl PG2 PG3 PG4 M3 M4 T3 T4

Koncentracije arom in propilen glikola

o o o P )
IS o ) - N IS

Vreddnosti MTT (normalizacija)

o
N

Graf 2: Povprecne vrednosti merjenja mitohondrijske aktivnosti (MTT) pri razlicnih

koncentracijah propilen glikola, arome tobaka in mentola +1 SD
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Graf 2 prikazuje povprecne vrednosti meritev MTT. Na grafu 2 normalizacija prav tako
predstavlja razmerje oz. koli¢nik med testno koncentracijo in kontrolo (K1). Vrednosti, ki so

manjSe od 1 oz. od K1 pri metodi MTT, pomenijo zmanjSanje viabilnosti celic.

Opravili smo tudi t-test med dvema setoma podatkov, med vrednostmi pri kontroli in med
vrednostmi, ki so bile najnizje, torej pri M4. Izra¢unana p-vrednost je bila 0,297. Tudi tukaj je
razlika prisotna, vendar ni statisticno pomembna (p > 0,05).

5.1 Rezultati ankete

Zaradi vse bolj pogoste uporabe e-cigaret (v Soli, med voznjo, v lokalih ipd.), smo se odlo¢ili k
raziskovalni nalogi dodati anketo. Anketo smo oblikovali in analizirali prek spletne strani 1KA
anketa. Poslali smo jo srednjim in osnovnim Solam ter zeleli izvedeti, kaj je adolescente
privedlo do uporabe, kako lahko poseZejo po taksnih pripravkih (glede na starostno omejitev v

trgovinah) ipd.
Anketo je resilo 387 ljudi, tako iz urbanega Maribora kot iz manjsih naselij, ki ga obkrozajo.

Priblizno polovico (49 %) anket so resili osnovnoSolci, preostali del (51 %) pa srednjesolci.

Najvec¢ odgovorov smo dobili od dijakov, starih med 15 in 16 let.
Iz rezultatov, Ki so prikazani na grafu 3, smo izvedeli, da je 94 % anketiranih seznanjenih z

elektronskimi cigaretami ali pa so za ta pojem Ze sliSali.

0% 20% 40% 60% B0 100%
I 1 1 ]

Da

Ne 488 6%
n= 386
Graf 3: Informiranost mladih o EC

V navezovanju na prej$nje vprasanje smo zeleli izvedeti tudi mnenje anketirancev o uporabi

EC, kar prikazuje graf 4.
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0% 20% 40% 60% B0%
1 1 1 1 1

Sem proti uporabi teh izdelloow.

Sem neopredelena - nisem niti za niti proti njihovi
uporabi.

Sem za uporabo teh zdelkov 5%,
n= 386
Graf 4: Mnenje mladostnikov o uporabi EC

Ugotovili smo, da je velika vecina proti uporabi teh izdelkov, nekoliko manj mladih pa meni,

da ve premalo, da bi se lahko opredelili.

Pri naslednjem vpraSanju smo zeleli ugotoviti, koliko mladih je katero izmed elektronskih
cigaret (EC) ze poskusilo in ali jih uporabljajo redno. Iz grafa 5 lahko razberemo, da je EC

poskusilo 39 % anketiranih.

0% 20% 40% 60% 80%
! 1 1. 1 1

Nikoli

Da, veckrat

Da, enkrat

n= 387

Graf 5: Uporaba EC med mladimi

K zgornjemu vprasanju smo dodali, kako pogosto tisti, ki kadijo, uporabljajo elektronsko
cigareto. Ugotovili smo, da je najvecje povpraSevanje po elektronskih cigaretah (EC) med
mladimi na zabavah, druZenjih s prijatelji in ob drugih posebnih priloznostih. V nadaljevanju
smo sprasevali tudi po okusu oz. aromi, ki jo mladi uporabljajo pri uporabi, in ugotovili, da so

najbolj priljubljene arome jagodicevja (grozdje, jagoda, malina ipd.).

Povprasali smo tudi, ali morda kdo izmed druzinskih ¢lanov kadi.
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S tem vprasanjem smo Zeleli poiskati korelacijo med prisotnostjo kajenja drugih druzinskih
¢lanov in mladostnika samega, kar je bilo v raziskavah ze velikokrat potrjeno (Columbia
University Irving Medical Center, 2015). Glede na nase rezultate korelacije ni mogoce potrditi

zaradi velikega Stevila anketirancev, ki ne kadi.

0% 10% 20% 30% 40% 30%
| ] | ] ] |

Ne

Ne vem, dovalj da bi lahko presodilfa

Da

III

n= 381

Graf 6. Primerjava Skodljivosti

Na grafu 6 je prikazano mnenje anketirancev o Skodljivosti EC v primerjavi s klasi¢nimi
cigaretami. Kar 48 % jih je mnenja, da EC ni man;j $kodljiva kot uporaba klasi¢nih, toba¢nih.
Tezo so zagovarjali s tem, da sestava EC ni popolnoma znana in da nekatere kemikalije Se niso

dovolj raziskane, da bi lahko zagotovo vedeli, ali so rakotvorne.

Kot razlog za kajenje je vecina odgovorila, da so poskusili iz radovednosti. Pritegnila pa jih je

tudi velika ponudba razli¢nih arom oz. okusov.

Na vprasanje, kje mladi kupujejo tovrstne izdelke, je vecina anketirancev odgovorila, da preko

prijateljev, znancev, na bencinskih ¢rpalkah, trafikah ali spletnih straneh.

V sklopu informiranosti mladih smo Zeleli izvedeti, kaj mladi menijo, da vsebujejo elektronske

cigarete.

Velika vecina je na to vpraSanje odgovorila z “nikotin, tobak, vodna para, kemikalije”, kar je v

vecini pravilno, nakazuje pa tudi na zmotno oglasevanje nekaterih ponudnikov (Q Vapehouse,
2023).

Glede vprasanja, ki se navezuje na predlog vlade o prepovedi vseh arom razen mentola in

tobaka, vidimo, da je vecina anketirancev neopredeljenih oz. jim je vseeno, iz ¢esar ni mozno
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natanc¢no razbrati, ali se z uvedbo zakona, ki bi prepovedoval uporabo arom v tekocinah za

elektronske cigarete, strinjajo ali ne.

Iz ankete smo torej razbrali, da je kar 94 % udelezencev Ze sliSalo za elektronske cigarete. Kar

39 % izmed njih je ze poskusilo ali redno kadi elektronske cigarete.
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6 DISKUSIJA

Z raziskovalno nalogo smo Zeleli raziskave glede EC razsiriti na podroc¢je jeter, zanimala nas

je potencialna citotoksi¢nost arom in propilen glikola ter njihov negativni vpliv na zdravje.

Na podlagi rezultatov lahko iz grafa 1 razberemo, da so vrednosti ROS pri M3 (6-% aroma
mentola) in M4 (8-% aroma mentola) najvi§je, kar pomeni da se sprosca vec reaktivnih
kisikovih radikalov. Vec reaktivnih kisikovih radikalov pa vodi v oksidativni stres za celico, ki
moti njeno delovanje. Iz grafa 2 je razvidno, da so najnizje vrednosti MTT pri M3 in M4, kar
potrjujejo rezultati iz grafa 1, saj nizje vrednosti pri MTT pomenijo manj viabilnih celic.
Razlike pri obeh metodah niso statisti¢cno pomembne (p > 0,05), vendar nakazujejo na trend

negativnega delovanja mentola na celice.

Pri aromi tobaka smo opazili, da v primerjavi s kontrolo vrednosti ROS niso povisane tako kot
pri aromi mentola. Tudi vrednosti MTT niso najnizje, kar pomeni, da imajo celice, ki so bile
izpostavljene aromi tobaka, veéjo viabilnost kot celice, izpostavljene aromi mentola. Na

podlagi teh rezultatov lahko potrdimo svojo prvo hipotezo samo za aromo mentola.

Nasi rezultati se skladajo z ze izvedenimi raziskavami, saj so v $tudiji (Rickard idr., 2021)
dokazali, da se je zmanjSala viabilnost celic po 30 in 90 minutah izpostavljenosti aromi mentola
pri razlicnih koncentracijah (100 nM, 1 uM, 500 uM, 2.5 mM) v primerjavi s kontrolno
skupino. Opazili so tudi, da je ponavljajoCa se izpostavljenost aromi povzrocila Se vecje
zmanjSanje viabilnosti kot enkratna izpostavljenost.

v oo

vrednostmi ROS (merili so v uM H,0,), na tretiem mestu pa je bila aroma mentola s 6-%
nikotinom. Ugotovili so, da so vrednosti ROS bistveno visje pri aromah, ki so vsebovale
nikotin. Nasi rezultati nakazujejo, da so vrednosti ROS pri tobaku nizje kot pri mentolu, kar je
nasprotno od pri¢akovanj, kot so jih pokazali v Ze opravljeni Studiji. Razlikovanje v rezultatih
lahko pripiSemo napakam pri meritvi ali pa je bilo Stevilo celic v vodnjaku manjse od kontrolne

(saj plosca ni bila popolnoma polna).
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Na podlagi rezultatov lahko iz grafa 1 razberemo, da so vrednosti ROS najvisje pri PG3 (5 %
propilen glikol) in PG4 (10 % propilen glikol), kar pomeni, da se sprosca vec reaktivnih
kisikovih radikalov, ki povzrocajo oksidativni stres za celico (Schieber & Chandel, 2014). Iz
grafa 2 je razvidno, da so najniZje vrednosti MTT pri PG3. Pri PG4 ni opazna zmanjSana
viabilnost celic, so pa poviSane vrednosti ROS, kar pomeni, da je prislo do napake pri meritvi.
Vzrok za takSen rezultat je lahko tudi razlicna obcutljivost uporabljenih metod, namre¢ MTT

metoda je manj obcutljiva, kar lahko povzro¢i napa¢ne informacije o citotoksi¢nosti (Jo idr.,

2015).

Nasi rezultati se skladajo z Ze narejenimi raziskavami, kljub temu da smo izbrali nizje
koncentracije PG. Pri izbiri koncentracij smo se orientirali na ze narejeno raziskavo (Rickard
indr., 2021), kjer so uporabili 0,5-% ali 1-% meSanico propilen glikola in rastlinskega glicerina.
Pri 0,5 % in 1 % meSanice propilen glikola in rastlinskega glicerina niso opazili zmanjSanje
viabilnosti, kar se sklada tudi z naSimi rezultati, saj pri 0,25 % in 1 % propilen glikolu ni opaznih

povisanih vrednosti ROS in niti zmanjS$ane viabilnosti celic.

Vecina raziskav je doslej obravnavala predvsem visje koncentracije propilen glikola, ali pa so
izvedene v kombinaciji z rastlinskim glicerinom. Dokazano je bilo tudi uni¢enje (in poSkodbe)
celicne membrane ob stiku S propilen glikolom, toksi¢ni ucinki so bili vidni ze po 2 urah

izpostavljenosti (Morshed, indr., 1994).

Glede na naSe rezultate so ze pri 5 % PG opazne spremembe 0z. povecano sproscanje reaktivnih
kisikovih radikalov in zmanjSanje viabilnosti, kar potrjuje naso drugo hipotezo. Obstaja
verjetnost, da se pri vi§jih koncentracijah PG ti uc¢inki Se stopnjujejo, kar lahko predstavlja
potencialne Skodljive u€inke na zdravje. V Studiji (Burstyn, 2014), ki to potrjuje, so ocenjene
potencialne ravni izpostavljenosti PG pri uporabi e-cigaret, pri ¢emer so predpostavljeni
ekstremni scenariji vkljuéno z visoko porabo e-tekocine, in sicer 5-25 ml/dan in visokimi
vsebnostmi propilen glikola v tekocini (50-95 %). Ugotovljeno je bilo, da so se ravni vdihanega
propilen glikola gibale med 1 in 6 mg/m3. Pri tej predpostavki je bilo upostevano, da se
propilen glikol v celoti absorbira pri vdihavanju. Na podlagi ugotovitev je bilo ocenjeno, da
izpostavljenost propilen glikolu presegajo mejne vrednosti TLV (povprecna koncentracija, ki
jo oseba lahko vdihne v dolo¢enem ¢asovnem obdobju brez skodljivih ué¢inkov na zdravje), kar

povzroca zaskrbljenost za zdravje zaradi potencialnih tvegan;.
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Naso tretjo hipotezo lahko potrdimo, saj rezultati ankete nakazujejo, da je kar 94 % anketiranih
ze slisalo za pojem elektronska cigareta. Ta podatek lahko razumemo kot veliko zanimanje
mladih za tovrstne izdelke. Velik del tega zanimanja lahko pripiSemo razli¢nim vonjem in
okusom, ki jih e-cigarete omogocajo, mladim pa se zdijo veliko bolj mamljive kot navadne

cigarete (Martinelli & Taskiran, 2023).

Kar 39 % jih je EC vsaj poskusilo, od tega jih 24 % EC uporablja redno. Vecina je seznanjena
s pojmom elektronska cigareta, vendar smo z nadaljnjimi vprasanji ankete ugotovili, da mladi
ne vedo veliko o sestavi EC, morebitnih zdravstvenih ucinkih itd. 1z rezultatov ankete je
razvidno, da 32 % anketiranih nima dovolj informacij, da bi se lahko jasno opredelili za ali proti
uporabi EC. Podobno so odgovorili tudi pri vprasanju o primerjavi $kodljivosti EC in klasi¢ne
tobac¢ne cigarete, kjer jih je 39 % odgovorilo z »ne vem dovolj, da bi lahko presodil/a«. Rezultati
kazejo na pomanjkanje znanja in informacij glede uporabe EC, kar lahko vodi v neustrezne

odlocitve in tezave pri presojanju morebitnih tveganj ob uporabi.

Nasi rezultati se skladajo z ze narejenimi raziskavami, v $tudiji (Koprivnikar indr., 2018)
porocajo, da je 37 % anketiranih uporabilo EC kadarkoli v Zivljenju, 12 % jih je EC uporabilo
v zadnjih 30 dneh, 5 % pa EC uporablja vsaj enkrat na teden. Prav tako Solski delavci opazajo

raz§irjenost in porast uporabe EC med ucenci in dijaki.

Glede na te podatke smo v anketi pricakovali vecji delez tistih, ki kadijo, vendar se je izkazalo,
da je dejanski delez kadilcev manjsi od pri¢akovanj. Zaskrbljujoce je, da kar 68 % starSev ne
ve, da njihovi otroci kadijo, s tem da moramo upostevati, da 26 % anketirancev na to vpraSanje
ni Zelelo odgovoriti. Nevednost starSev o kajenju njihovih otrok lahko prispeva k vzpostavitvi
rutinskega vzorca kajenja. Zaskrbljujoce je tudi dejstvo, da vecina ljudi ni vedelo, katere spojine
so v resnici vsebovane v EC. Mladi pogosto niso ozaves¢eni o sestavinah, ki so v EC, kar lahko
vodi v pomanjkanje razumevanja o Skodljivih posledicah kajenja, zato se zavzemamo, da bi se
na tem podro¢ju izvedlo ve¢ raziskav, v izobraZevalnih ustanovah pa bi se o morebitnih

negativnih posledicah kajenja e-cigaret govorilo vec.
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6.1 Vrednotenje metode

Pri obeh zgoraj opisanih metodah (MTT in DCHF-da za merjenje prostih kisikovih radikalov)
smo meritev izvedli samo enkrat, pri vsaki testni koncentraciji smo izvedli le 3 ponovitve.
Zanesljivost podatkov bi bila zagotovo ve¢ja, ¢e bi meritve ponovili veckrat, za vsako

koncentracijo pa bi bilo treba izvesti ve¢ ponovitev oz. napolniti ve¢ vodnjakov.

Do napake je prislo tudi pri odmerjanju meSanice testnih koncentracij pri aromi vanilje,
posledi¢no so bili rezultati neveljavni, zato smo se odlo¢ili, da jo izlo¢imo iz raziskave.

V prihodnje bi Zeleli poskus razsiriti Se na druge arome in proizvajalce, kar bi omogocilo boljse
razumevanje raznolikosti vpliva razli¢nih vrst arom ter proizvodnih metod.

Zanimivo bi bilo tudi izbrati ve¢ji nabor koncentracij, da bi bila morebitna toksi¢nost bolj

ocitna. S tem bi pridobili $irsi vpogled v potencialne u¢inke in bioloske odzive na sestavine e-

tekodin.
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7 ZAKLJUCEK

V raziskavi smo se ukvarjali s potencialnim negativnim vplivom e-tekocin, ki se uporabljajo v
EC (elektronskih cigaretah), na ¢loveSke neparenhimske jetrne celice. Predvsem smo se
osredotocili na poviSanje vrednosti prostih kisikovih radikalov (ROS) in zmanjSanje celicne

viabilnosti, ki smo jo izmerili z mitohondrijsko aktivnostjo (MTT).

Ne glede na to, da so EC na trzi$¢u Se dokaj nove, je njihov citotoksi¢ni vpliv na celice
plju¢nega epitela ze dobro raziskan (MuChun indr., 2020). Glede na to, da imajo jetra klju¢no
vlogo pri razgrajevanju snovi in toksinov v telesu, smo zeleli naSe raziskovanje razsiriti na

¢loveske neparenhimske celice.

V raziskovalni nalogi smo dokazali, da propilen glikol in aroma mentola povecata prisotnost
ROS, kar lahko moti normalno delovanje celice in njenega metabolizma. Celici povzrocata

oksidativni stres, kar vodi v porusenje homeostaze ali poskodbe celi¢nih struktur (Snezhkina

idr., 2019).

Dokazali smo tudi, da propilen glikol in aroma mentola zmanjsata viabilnost celic. To smo

dokazali z metodo mitohondrijske aktivnosti (MTT), kjer je bila absorbanca manjsa.

Z raziskovalno nalogo smo pripomogli k Sirjenju znanja na tem podro¢ju in opozorili na
nevarnost uporabe tovrstnih izdelkov. Dokazali smo, da so tekocine za elektronske cigarete
potencialno citotoksi¢ne, saj viSajo vrednosti prostih kisikovih radikalov v celici Iin nizajo

celi¢no viabilnost.
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8 DRUZBENA ODGOVORNOST

Za raziskovalno nalogo smo se odlo¢ili prav zaradi skrb vzbujajo¢e pogostosti uporabe raznih
elektronskih cigaret, sploh pri mladostnikih. Najmlajsi izmed uporabnikov namre¢ obiskujejo
drugo triado osnovne $ole, razli¢ni puffi in vejpi, ki jih mnogi ucenci in dijaki prinasajo s seboj,
pa motijo normalno delovanje in potek pouka (Ferlin, 2022). Med brskanjem po literaturi smo
zasledili tudi najrazli¢nejSe spletne strani, ki z laznimi reklamami in promocijami vabijo k

uporabi njihovih zdravju skodljivih izdelkov. Na spletni strani:

https://sl.smoko.com/blogs/why-use-an-e-cigarette/vape-juice-everything-you-need-to-know

smo celo zasledili brezplacni zacetniski paket, ki kupca uvede v svet elektronskega kajenja.

Na raznih forumih smo nasli tudi razne “recepte” mesanja teko€in, s pomoc¢jo katerih smo
izbirali nase testne koncentracije. Vredno je tudi poudariti, da ve¢ine sestavnih delov e-cigaret
ali vejpov za enkratno uporabo ni mozno reciklirati, kar predstavlja velik ekoloski problem (Q
Vapehouse, 2023). Nepravilno reciklirana baterija lahko privede do samovziga, kar predstavlja

nevarnost tako za posameznika kot okolje.

Uporaba tovrstnih izdelkov torej $koduje zdravju in prispeva k onesnazevanju okolja. Z naso
nalogo smo zeleli opozoriti na nevarnosti, ki jih lahko prinasa uporaba e-cigaret in hkrati
pozivamo, naj se na tem podrocju izvede Se ve¢ raziskav. Prav tako bomo tudi sami na
informativnih dnevih in na drugih Solah ozave$cali mladostnike o Skodljivi rabi EC s

predstavitvijo raziskovalne naloge.
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PRILOGA I:

Q1 - Spol

Moznih je ve¢ odgovorov
[ Moski

[ Zenski

Q2 - Katero Solo obiskujes?
Moznih je ve¢ odgovorov
[ Osnovno $olo

[ Srednjo Solo

Q3 - Katero Solo obiskujes?

Moznih je ve¢ odgovorov

[ 1. gimnazija Maribor

[ 1l. gimnazija Maribor

[ Konservatorij za glasbo in balet Maribor
[ Skofijska gimnazija Maribor

[ SERS Maribor

[~ OS Antona Irgoli¢a Spodnja Polskava
[ OS Franceta Preserna Maribor

[ OS Selnica ob Dravi

[ OS Pohorskega odreda Slovenska Bistrica
[ OS Pesnica

[ OS Franca Rozmana-Staneta Maribor

[~ OS Rada Robi¢a Limbus

[ OS Ludvika Pliberska Maribor

Q4 - Starost

Moznih je ve¢ odgovorov

[ 10 let ali manj
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[ 11-12 let
[ 13-14 let
[ 15-16 let
[ 17-18 let

[ 18 let ali ved

Q5 - Ali si Ze kdaj slisal za e-cigareto/puff/vape?
Moznih je ve¢ odgovorov
[ Da

[ Ne

Q6 - Kaksno je tvoje mnenje o e-cigaretah/puff-ih/vape-ih?
Moznih je ve¢ odgovorov

[ Sem proti uporabi teh izdelkov.

[ Sem za uporabo teh izdelkov.

[ Sem neopredeljen/a — nisem niti za niti proti njihovi uporabi.

Q7 - Ali si Ze kdaj poskusil katerega izmed zgoraj nastetih izdelkov?
Moznih je ve¢ odgovorov

[ Da, veckrat

[ Da, enkrat

[ Nikoli

Q8 - Kako pogosto uporabljas tovrstne izdelke?

Moznih je ve¢ odgovorov

[ Vsak dan

[ Veckrat na teden

[ Ob posebnih priloZznostih (zabave, druzenje s prijatelji ipd.)

[ Nikoli

Q9 - Ali starsi vedo, da kadis$?

Moznih je ve¢ odgovorov
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[ Da
[ Ne

[ Ne zelim odgovoriti

Q10 - Kateri okus oz. aromo uporabljas$ pri kajenju?
Moznih je ve¢ odgovorov

[ Jagodicevje

[ Tropsko sadje

[ Drugo sadje

[ Sladice

[ Sladkarije

[ Tobak

[ Mentol

[ Pijace

[ Drugo:

Q11 - Ali kdo od druzinskih ¢lanov, s katerimi Zivi§, kadi (klasi¢ne ali elektronske cigarete)?
Moznih je ve¢ odgovorov
[ Da

[ Ne

Q12 - Ali se ti zdi uporaba e-cigaret/puff-ov/vape-ov manj $§kodljiva od uporabe Klasi¢nih cigaret?
Moznih je ve¢ odgovorov

[ Da

[ Ne

[ Ne vem, dovolj, da bi lahko presodil/a

Q13 - Utemelji svoj odgovor na prejSnje vprasanje.
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Q14 - Zakaj si se odlocil za uporabo tovrstnih izdelkov?
Moznih je ve¢ odgovorov

[ zaradi radovednosti, potem mi je postalo vSe¢

[ ker se mi zdijo manj §kodljivi kot klasi¢ne cigarete

[ Kker jih uporabljajo tudi prijatelji

[ ker se mi zdi uporabo teh izdelkov lazje skriti pred starsi
[ zaradi okusa oz. arome

[ Drugo:

Q15 - Kdo ti kupuje izdelke?
Moznih je ve¢ odgovorov

[ Sam/a

[ Starsi

[ Stari starsi

[ Prijatelji

[ Bratje/sestre

[ Ucgenci visjih razredov

[ Drugo:

Q16 - Kje kupujes tovrstne izdelke?

Moznih je ve¢ odgovorov

[V trgovinah, ki prodajajo te izdelke (VVape shop-i)

[ Preko spletnih objav na socialnih omreZjih (Instagram, Snapchat...)
[ Pri sovrstnikih

[ Pri u€encih vigjih razredov

[ Preko spletnih trgovin, ki prodajajo te izdelke

[ Drugo:
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Q17 - Nastej nekaj snovi, za katere mislis, da se nahajajo v dimu e-cigaret?

Q18 - Ali se strinjas z novim predlogom vlade, da bi ukinili razlicne arome, razen mentola in

tobaka?

Moznih je ve¢ odgovorov
[ Strinjam se
[ Ne strinjam se
[ Ne vem niti za kaj se gre
[ Vseeno mi je

PRILOGA II:

I. gimnazija Maribor

I1. gimnazija Maribor

Konservatorij za glasbo in balet Maribor
Skofijska gimnazija Maribor

SERS Maribor

OS Antona Irgoli¢a Spodnja Polskava
OS Franceta Preserna Maribor

OS Selnica ob Dravi

OS Pohorskega odreda Slovenska Bistrica
OS Pesnica

OS Franca Rozmana-Staneta Maribor
OS Rada Robi¢a Limbus

OS Ludvika Pliberska Maribor



