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Sammanfattning

Det finns en 6kande kunskap om att exponering for luftburna partiklar kan
vara ett hilso- och miljoproblem. Det finns darfor behov att studera och
kartlagga den typ av partikelexponering som forsvaret maste hantera. For-
svarets personal utsétts for partikelexponering i internationella uppdrag fran
industriella utsldpp, detonationsprodukter och forbranningsprodukter. Det
pagér ett omfattande miljoarbete inom forsvaret dér man studerar livscykel-
aspekter pa forsvarsmateriel (energetiska material, isoleringsmateriel, sane-
ringsmateriel etc.). Internationellt har &ven en 6kad medvetenhet om miljo-,
hilsoeffekter och dess koppling till direkta och indirekta kostnader borjat fa
genomslag. Mycket lite dr dock kint om hélsoeffekter av sma partiklar. Det
ar viktigt att belysa dessa aspekter, dels for att stodja riskanalyser kopplad
till partikelexponering av forsvarets personal eller konsekvenser av forsva-
rets arbete, och dels for framtagande/upphandling av férsvarsmateriel. En
viktig del av detta arbete dr att utveckla metoder for att kartldgga partikel-
exponering. I detta projekt har en 6versyn gjorts av partikelexponering och
dess hdlsopaverkan. Ett urval av partiklar har lyfts fram. Dessa anvénds i
forsvaret eller sd bedoms det finns en 6kad risk for exponering av dessa.
Projektet har sammanfattad nagra viktiga tekniker for att karaktirisera
nanopartiklar (< 0,1 pm) och ultrafina partiklar (0,1-1 pm), vilka anses vara
mest toxiska. Hyperspektral dataanalys &r en statistisk metod som har
potential att kunna klassificera hélsoeffekter av sma partiklar och bedéms
kunna vara ett komplement till traditionella toxikologiska metoder. Studien
visar att kombinationen av statistiska metoder och mikrospektroskopiska
metoder utgor ett viktigt komplement till 6vriga metoder for att karaktéri-
sera upptag och biologiska fordndringar i celler och vdvnad.

Nyckelord: Hyperspektral dataanalys, luftburna partiklar, nanopartiklar,
partikelkaraktérisering, toxikologi
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Summary

There is a growing awareness that exposure to airborne particles may be a
health and environmental problem. It is therefore necessary to study and
identify the particle exposure that defence must handle. Defence personnel
are exposed to particulate matter in international missions from industrial
emissions, detonation products and combustion products. There is an ongo-
ing work to study the life cycle aspects of defense materials (energetic mate-
rials, insulation materials, decontamination materials etc.). Internationally,
the awareness of environmental and health effects, and its relation to direct
and indirect costs, has increased. Little is known about the health effects of
fine particles. It is important to highlight these aspects, partly to support risk
assessments associated with particle exposure, or consequences of defense
work, and partly for the production/procurement of defense materials. An
important part of this work is to develop methods to survey particle expo-
sure. This project is a review of particle exposure and its health effects. A
selection of particles is emphasized. These are used in the defense or it is
expected there is an increased risk of exposure of these. The project has
summarized some important techniques for characterizing nanoparticles
(<0.1 pm) and ultrafine particles (0.1-1 um), which are considered most
toxic. Hyperspectral data analysis are statistical methods that have the
potential to classify health effects of fine particles and possibly to be a com-
plement to traditional toxicological methods. The study shows that the com-
bination of statistical methods and micro spectroscopic methods is an
important complement to other methods to characterize the uptake and bio-
logical changes in cells and tissues.

Keywords: Hyperspectral data analysis, airborne particles, nanoparticles,
particle characterisation, toxicology
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1 Inledning

Det finns en 6kande kunskap om att exponering for luftburna partiklar kan vara
ett hédlso- och miljéproblem. Partiklar med varierande storlek slédpps ut fran
bade naturliga killor, t.ex. vid skogsbrander, kraftiga vindar eller vulkan-
utbrott, men ocksa fran allt fler antropogena kéllor, som t.ex. fran industri, for-
branningsprocesser, explosioner, fordon (emissioner och déckfriktion) etc.[1]
Luftburna partiklar kan &ven innehalla patogener och/eller fungera som bérare
av farliga @mnen. Det diskuteras i den vetenskapliga litteraturen att partiklar i
kombination med annan typ av exponering kan resultera i synergetiska nega-
tiva effekter som ar allvarligare &n de individuella komponenterna. Partiklar
med en mindre diameter &n 100 nm bendmns som nanopartiklar och de &r for-
knippade med sirskilda risker. Storlek (Dgo; diameter for 90 % av partiklarna)
och partikelstorleksfordelning (PSF = Dgo/D10) brukar ofta definieras olika
inom olika tillimpningsomraden. En anvéndbar definition ar foljande[2]:

Storlek (Dgo) PSF (Dgo/D1y)

Nanopartiklar < 0,1 um Monodispersiv < 1,02 (idealt = 1,00)
Ultrafina partiklar 0,1 — 1 pm Ultrasmal 1,02 — 1,05

Fina partiklar 1 — 10 pm Smal 1,05 - 1,5

Medium 10 — 1,000 um Medium 1,5 -4

Grova 1 — 10 mm Bred 4 - 10

Mycket grova > 10 mm Mycket bred > 10

Storleken gor att nanopartiklar kan fa annorlunda optiska, magnetiska eller
elektroniska egenskaper, och att de per viktenhet far en mycket stor yta. De
viskosa krafterna dr i samma storleksordning eller storre &n gravimetriska for
sma partiklar och gor att de kan vara luftburna lang tid och fardas lang vig fran
utsldppskéllan beroende pé transportmekanismer. Den stora ytan och de for-
andrade elektroniska egenskaperna kan gora partiklarna mer reaktiva och ger
dem en formaga att adsorbera fler molekyler per viktenhet dn storre partiklar
(se figur 1).[3, 4] Storleken gor ocksa att nanopartiklar har en annorlunda bio-
kinetik dn storre partiklar. De kan tas upp av celler, transporteras till olika
organ och kan, till skillnad frén storre partiklar, transporteras via nerver till
centrala nervsystemet.[ 1] Nanopartiklar kan pa sa sitt ha andra egenskaper én
samma admne i storre partikelstorlek och det ér svart att forutséiga deras toxicitet
baserat enbart pé deras bulkegenskaper. Specifika studier av nanopartiklar bor
goras for att klarldgga spridning, toxicitet, bioackumulering och upptag.
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Figur 1. Antal ytmolekyler, som funktion av partikelstorlek. Bild fran Oberdorster
et al. 2005.

Koncentrationen av nanopartiklar i omgivande luft &r i regel 1ag, men dér det
frisdtts nanopartiklar kan koncentrationen vara mangdubbel bakgrundsnivan
och eftersom partikelstorleken dr sa liten motsvarar en 14g koncentration ett
stort antal partiklar.[1] Inom forsvaret anvéinds material och metoder som kan
ge 0kad exponering for partiklar, t.ex. kan en 6kad exponering for nanopartik-
lar fas fran detonationsprodukter, rokgranater och ammunitionsrester (wolfram,
koppar, zink, bly, krom, tenn, polymerer etc.), tillsatser i brinsle for forbéttrad
forbranning (aluminiumoxid, ceria etc.), saneringspulver (oxider av jordarts-
metaller, titan, jirn, etc.), industrikemikalier (kol, PAH, silika etc.), byggnads-
och isoleringsmaterial (silikater) och forbranningsprodukter (kol, kisel, zink
etc.).

Har ges en sammanfattning av kunskapsléget och de rddande forskningstren-
derna kring riskerna med nanopartiklar och hur dessa risker kan utvérderas.
Sérskilt fokuserar denna studie pd mojligheterna att anvanda hyperspektral
dataanalys av Ramanspektroskopidata for att prediktera toxicitet hos luftburna
partiklar och aerosoler, som &r relevanta i forsvarsrelaterade tillimpningar.
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2 Partikelkaraktarisering

Vikten av att noggrant karaktirisera nanopartiklar 1 relevant media har pekats
ut i flera rapporter.[ 1, 3, 4, 5, 6] Eftersom nanopartiklar har speciella egen-
skaper p.g.a. sin storlek innebdr det att fler egenskaper 4dn de traditionella,
massbaserade, egenskaperna méste bestimmas.[5] Storlek, kemisk samman-
sattning och ytegenskaper ar bland de viktigaste egenskaperna som bidrar till
en partikels toxicitet och utdver toxicitet dr det relevant att undersdka om parti-
keln kan bioackumuleras.[1, 3, 6, 7] Partiklar som riskerar att bioackumuleras
ar partiklar som dr persistenta och fettlosliga. Darmed é&r 16slighet, som ocksé
till stor del beror av storlek och ytegenskaper, en annan viktig egenskap att
bestimma vid en riskutvérdering.[5]

Karaktiriseringen av nanopartiklar kan forsvaras av flera faktorer. Ett av de
storsta problemen é&r att det dr svart att detektera och koncentrationsbestimma
nanopartiklar i matriser dir nanopartiklarna utgér en mycket liten del av pro-
vet.[6] Dessutom saknas det certifierade referensmaterial och det finns endast
ett fital standarder att anvénda for kalibrering.[3, 6] Standardmaterial kan
endast fis frén statliga institut som NIST och BCR. Vanliga referensmaterial
for ultafina och fina partiklar & NIST/BCR SRM latex (polystyren) > 0,2 pm
och BCR CRM-kvarts >1 um. Motsvarande standarder for nanopartiklar har
kort livslingd jamfort med andra standarder. Det dr vanligt att de nanopartiklar
som ska karaktdriseras ér i form av kolloida 16sningar, vilka inte &r stabila, och
darfor kravs det metoder som paverkar provet minimalt. Av den anledningen ar
det vanligt att anvidnda ljusspridningsmetoder for detektion.[6] Partiklar kan
detekteras med en rad olika tekniker som alla har sina for- och nackdelar.[2] En
del tekniker kan anvéndas for flera olika provformer (aerosol, emulsion, pul-
ver, torrt pulver 1 luft, sprej, suspension). Andra ar begrénsade till en viss form
av provform (aerosol eller suspension). Det ar onskvért att méta antalet par-
tiklar till skillnad mot massa eller volym eller andra storheter som endast indi-
rekt kopplar till det verkliga antalet partiklar. Dynamisk ljusspridning (DLS),
laserdiffraktion (t.ex. statisk ljusspridning, SLS), elektro-akustisk, elektron-
mikroskopi (SEM eller TEM) och sedimenteringsmetoder dr anviandbara for
suspensioner, medan elektrisk mobilitet, laserdiffraktion, impaktering och
time-of-flight &r de tekniker som framst anvénds for luftburna partiklar och
aerosoler.[2] Kristallstruktur och morfologi kan bestdimmas med transmissions-
elektronmikroskopi (TEM, se nedan) och dr ett viktigt komplement till medel-
vardesbildande tekniker som inte tar hiansyn till partikelform. For pulver ar
rontgendiffraktion (XRD) en etablerad metod som béade ger information om
(medel-) partikelstorlek och kristallstruktur.[6] Elektrisk mobilitetsanalys dar
partiklar differentieras i ett elektriskt félt (differential mobilitetsanalys, DMA)
ar en av fa tekniker att studera partikelstorleksfordelning under 10 nm i luft och
ar foreslagen att ingd som metod for att karaktirisera nanopartiklar i inhala-
tionsstudier i en foreslagen ISO standard (ISO/EN 10808:2010).

Partiklar med olika storlek och form kan ha olika 18slighet och toxicitet och
l16sligheten kan paverkas avsevért av adsorberade joner eller molekyler.[5]
Losligheten dr ndgot som ocksa varierar med t.ex. pH och jonstyrka och dérfor
varierar l6sligheten in vivo och foridndras troligen av de biokemiska reaktioner
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som partiklarna kan trigga igang.[5] En karaktérisering forsvéaras darfor av att
det kan vara problematiskt att bereda suspensioner som ger en tillforlitlig bild
av hur partiklarna upptrader i den milj6 dér de ska studeras.[3] Problemet finns
ocksé inom ekotoxikologin, dir det idag saknas kunskap kring hur nanomate-
rial bor blandas med sediment/jord for olika ekotoxikologiska forsok.[3] En
bestdmning av 16sligheten forsvaras ocksa av att nanopartiklar 14tt bildar aggre-
gat eller agglomerat', vilket paverkar partikelstorlek och ytegenskaper sa att
bade 16slighet och andra egenskaper som hor ihop med toxicitet kan forénd-
ras.[3] Det ar darfor viktigt att bestimma storleken hos och 16sligheten for bade
primédrpartiklarna och de partikelaggregat och partikelagglomerat, i relevant
media, som partiklarna upptréder i.

Vanliga metoder for storleksbestimning i 16sning ar ljusspridningsmetoder, dér
elektromagnetisk strilning, t.ex. laser, rontgenstralning eller neutroner,
anvinds for karaktirisering.[6] Med dynamisk ljusspridning (DLS) mits varia-
tioner i det spridda ljus som beror av partikelns diffusion. Det &r en enkel och
snabb metod, som dr mycket anvdndbar s ldnge systemet inte bestar av manga
olika komponenter, da tolkningen blir for komplicerad. Statisk ljusspridning
(SLS) kan anvéndas tillsammans med DLS for att ge information om partikelns
form. SLS 4r en metod dér det utnyttjas att partiklar ger olika interferens-
monster beroende pa storlek. Ytterligare en ljusspridningsmetod &r nefelometri,
det dér méts hur monokromatiskt ljus fordndras nér det sprids fran provet. Det
finns ett samband mellan ljusets intensitet och partikelns storlek, men samban-
det &r inte trivialt och metoden passar bara for karaktérisering av vildefinierade
partiklar i ett visst storleksintervall.[6]

! Aggregat ir definierat som hirda agglomerat och ér siledes en undergrupp av den mer generella benimningen
agglomerat.

10
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Figur 2. ZnO-nanopartiklar (50-70 nm) dispergerade i destillerat vatten, torkade pa
silika och avbildade med AFM (1a och 1b), TEM (2) och SEM (3) under standardfor-
hallanden. Bild fran Hassellov et al. 2009.

Forutom ljusspridningsmetoder har spektroskopi (fluorescens, UV-Vis), elek-
tronmikroskopi och atomkraftsmikroskopi (AFM) anvints for storleksbestim-
ning (se exempel i figur 2).[6] Fluorescens kan ocksa anvidndas for att under-
soka partikeldistribution eftersom det 4r en metod som &ven ger spatial infor-
mation om den kopplas med optisk mikroskopi, och speciellt konfokal optisk
mikroskopi.[6] Metoden kridver dock att partikeln antingen &r naturligt fluore-
scerande eller dr inmédrkt med en fluorofor. I syftet att undersoka partikeldistri-
bution &r isotopmérkning, kdrnspinnsresonans (MRI) och mikro-Ramanspek-
troskopi eller Ramanavbildning (eng. imaging), intressanta metoder. De forra
ar experimentellt resurskrdavande och begriansade till vissa &mnen, speciellt
para-magnetiska for MRI. Raman imaging har utvecklats mycket de senaste
aren och ger bade spatial och kemisk information, samtidigt som den ar
inméarkningsfri.[8]

11



FOI-R--2995--SE

Figur 3. TEM-bilder av FeO(OH)-nanopartiklar (vanster) och TiO,-nanopartiklar
(hoger)

Elektronmikroskopi, sdsom svepelektronmikroskopi (SEM) och transmissions-
elektronmikroskopi (TEM, se figur 3), d&r metoder dér enstaka partiklar fran
provet studeras genom att det méts hur elektroner interagerar med partiklarnas
yta. I SEM mits de elektroner som emitteras fran ytan, medan man med TEM
lyser igenom provet och de elektroner som inte absorberas detekteras med en
detektor, t.ex. en CCD-kamera. Elektronmikroskopi ger detaljerad information
om den lokala strukturen och morfologin som &r svara att studera med andra
metoder och det dr ockséd bra metoder for avbildning av partiklar, men for att fa
information om hela provet behdvs ménga mitningar och déarfor finns ett stort
behov av automatiserade instrument.[6] Andra nackdelar med elektromikro-
skopi dr att det &r metoder som kriver en komplicerad provuppstéllning och
provupparbetning. For bdde SEM och TEM krdvs vakuum, vilket kan paverka
partiklarna. [6] Aven infirgning kan vara aktuellt. [6] Med atomkraftsmikro-
skopi (AFM) anvinds en tunn spets som far rora sig Gver ytan och repulsiva
och attraherande krafter mellan spetsen och provytan méts med hjilp av laser.
Till skillnad frdn TEM och SEM behdver provet inte vara torrt. [6] Ytterligare
en fordel &r att det &r en enklare provuppstéllning, dér vakuum inte alltid
behovs.[6]

Partiklarnas yta bestdms vanligen med BET-metoden (Brunaurer, Emmett,
Teller-metoden), i vilken provet torkas och sedan méts adsorptionen av N,-gas
pa partiklarnas yta, varvid den s.k. specifika ytan erhalls.[6] Detta 4r en stan-
dardiserad metod for bestimning av partikelyta. Ytans laddning &r svar att méata
direkt, men en uppskattning av den kan fas fran den s.k. zeta-potentialen, som
kan berdknas med elektrofores dér mobiliteten i ett palagt elektriskt falt
mats.[6]

12
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3  Vavnadspenetration och cellupptag

Nar partiklar andas in deponeras de, beroende pa storlek, 1 olika delar av and-
ningsorganen. En signifikant mingd nanopartiklar kan, till skillnad frén storre
partiklar, deponeras i andningsorganens alla delar (figur 4).[1]
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Figur 4. Predikterad deposition av partiklar efter inandning. Berdkningarna ar base-
rade pa data frén International Commission on Radiological Protection. Bild fran
Oberdorster et al. (2005)

Kroppen har manga mekanismer for att gora sig av med partiklar i luftvigarna.
Upplosning av partiklar eller upplosning genom proteinbindning hor till de s.k.
kemiska clearance-processerna, som syftar till att fa partiklarna att t.ex. absor-
beras eller diffundera till blodcirkulationen eller det lymfatiska systemet for att
oskadliggoras. Utover kemiska clearance-processer finns det ett antal metoder
for translokation av partiklar, dar det vanligaste for fasta partiklar dr att de
omsluts av makrofager genom fagocytos.[1] Det har visat sig att fagocytos med
makrofager fungerar olika effektivt for partiklar av olika storlek. I en studie dér
rattor exponerades for nanopartiklar visades att 80 % av de storre partiklarna
hade tagits upp av makrofager efter 24 h, medan 80 % av nanopartiklarna var
kvar i lungorna.[1] Istdllet for att oskadliggoras av makrofager kan partiklarna
vixelverka med epitelceller eller translokera till det intrastatiala utrymmet,
varifrdn de kan tas upp i1 blodcirkulationen. Fran blodcirkulationen kan partik-
larna na organ som lever, mjélte, benmaérg, hjarta och njurar och det finns
ocksa en risk att partiklarna ackumuleras systemiskt.[1, 9] I en studie dér jérn-
oxidnanopartiklar undersoktes i ratta visades det att halveringstiden i1 blodet var
s lang som 22,8 dagar.[9] Ytterligare en clearance-vig for nanopartiklar ar
neuronalt upptag via luktnerver, genom vilka nanopartiklarna kan transporteras
till det centrala nervsystemet, CNS. Denna vég tros vara unik for nanopartik-
lar.[1]

13
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Flera faktorer paverkar en nanopartikels biokinetik. Yta och storlek &r sérskilt
viktiga for att forutséga partikelns 6de 1 kroppen. Att beldgga nanopartiklar
med funktionella grupper kan dramatiskt paverka partikelns upptag, clearance
och toxikologi, bl.a. for att partiklar med positivt laddad yta kan ge toxiska
effekter genom att fasta till cellmembran.[4, 7, 10] Ytfunktionalisering av par-
tiklar &r ett framvéxande omrdde inom likemedelsforskning och syftar bl.a. till
att styra distribution av ldkemedel till onskat organ i kroppen, och till att styra
utsondring av aktiv substans, samtidigt som ldkemedelsbirarna, d.v.s. nano-
partiklarna, inte ska paverka kroppen negativt.

Vivnadspenetrationsstudier och studier av cellupptag behdvs for bade ekotoxi-
kologiska och humantoxikologiska fragestillningar.[3] Inom humantoxikologi
ar sddana studier viktiga for att 6ka forstdelsen av hur nanopartiklar distribue-
ras, metaboliseras och elimineras. Inom ekotoxikologi dr det av stor vikt att
kunna méta partiklar 1 biologiska prover, sirskilt for att utvdrdera partiklars
persistens och huruvida de bioackumuleras. [3] Bioackumulering kan métas
genom att upptaget over tid studeras i sma organismer eller 1 organ 1 storre
organismer. For nanomaterial kan sddana mitningar bli besvérliga eftersom det
kan vara svart att detektera smi mingder nanopartiklar.[3]

Radioaktivitetsmatningar (genom isotop-inmarkning) och fluorescensmét-
ningar dr bland de mest anvéinda metoderna for att méta partikeldistribution.
Metoderna kraver dock att partiklarna som ska studeras &r radioaktiva eller
fluorescerande, vilket kan bli komplicerat eftersom det kan vara svart och kost-
samt att marka in partiklar med fluroforer och eftersom det dr mgjligt att de
inmaérkta partiklarna har annorlunda egenskaper dn de partiklar som ska stude-
ras. Andra mojliga analysmetoder dr rontgenfluorecensspektroskopi (XRF),
atomabsorptionsspektroskopi (AAS) och Ramanspektroskopi.[8]

Ramanspektroskopi dr en metod som ger mojlighet att analysera partiklar 1
celler och vdvnader. Ramanspektroskopi dr normalt inte lika kdnslig som
manga andra metoder som fluorescens och isotop-inmarkning och det kan vara
svart att sérskilja specifika kemiska komponenter i signalen pga. bakgrunds-
spridning och fluorescens. Ramanmetoder har dock utvecklats under det
senaste decenniet vilket har fornyat intresset for Ramanspektroskopi 1 medi-
cinska och biologiska tillimpningar. Ramanspektroskopi har flera fordelar
framfor XRF och AAS. XRF har nackdelen att cellerna skadas 1 analysen och
AAS ger en mycket lag spatial upplosning.[8] Med Ramanspektroskopi kan
t.ex. vavnader och celler, eller delar av celler, analyseras utan att provet skadas
och utan att inméirkning kriavs.[8] Metoden kan anvéindas bade for att under-
sOka distributionen av partiklar och for att {4 information om andra kompo-
nenter i biologiska prover, t.ex. proteiner och lipider. Om ett konfokalt instru-
ment anvédnds kan provet mitas i bdde tvéa- och tre dimensioner, s.k. Raman-
mappning eller Ramanavbildning(se figur 5). Ramanspektroskopi har tidigare
anvints for att lokalisera organiska foreningar i celler [11], analysera distribu-
tionen av metall-karbonylkomplex i celler [8], analysera fettrika vivnader[12],
identifiera olika kemiska komponenter i celler [13], identifiera olika cellulédra
komponenter i bakterier [13] och for att undersoka brostcancervivnad.[13]
Utveckling gar mot in vivo-metoder dar man kopplar in laserljus och filter
direkt i onskade organ/vivnad genom fiberoptik.[14, 15, 16]
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Figur 5. Ramanmappning av human lungepitelcell (A549). Vinster: optisk
mikroskopibild. Cellkdrna markerad med rod streckad linje. Hoger: motsvarande
intensitetskarta, som visar relativ intensitet for RNA/DNA-topp vid 782 cm’.

I tidigare nanotoxikologiska studier frdn FOI har distributionen av partiklar 1
lungvévnader undersokts i mikroskop och det har ocksa gjorts en studie dir
partikeldistributionen i humana lungepitelceller (A549) har studerats med hjilp
av mikro-Ramanspektroskopi och elektronmikroskopi (TEM).[17] Det dr moj-
ligt att ocksa anvinda mikro-Ramanspektroskopi for att undersoka lungvivna-
der och med denna metod eventuellt pavisa partiklar som ej ar synliga i mikro-
skop. Forutom lungvivnader finns det fler biologiska prover, t.ex. lymfknutor
fran rétta, som isoleras i en pagéende studie, som skulle kunna undersékas med
mikro-Ramanspektroskopi.

Négot som kan forsvéra en analys med Ramanspektroskopi dr att Ramansprid-
ningen ofta dr 1ag och det dirfor kan krévas relativt ldnga méttider.[8] Det har i
en tidigare studie av vdvnader gjort att endast makroskopiska detaljer kunde
mitas.[18] I en in vitro-studie anvéndes ytforstdrkt Ramanspektroskopi for att
forstirka signalen.[11] Ytforstarkning kraver dock ytterligare tillforsel av par-
tiklar och kan modifiera det biologiska svaret. I en studie av vdvnad har man
anviant koherent anti-Stokes Ramanspektroskopi (CARS), dér tva lasrar
anvinds for att ge en signal som forstérks av resonans.[12] Med denna metod
kan specificiteten 6ka men det krévs vésentliga framsteg och innovationer for
att méta i det s.k. fingeravtrycksomradet (som ger mest kemisk information) i
biologiska prover med denna teknik. Méttiden kan ocks& minskas genom att
anvinda en kénslig detektor, sésom EM-CCD, som kan detektera enstaka foto-
ner.[13] Denna utveckling har visat sig vara mycket anviandbar i fotokédnsliga
och biologiska prover.

En annan nackdel med Ramanspektroskopi ar att bakgrunden kan bli komplice-
rad p.g.a. fluorescens, som kan ge en signal som dr minga ganger storre &dn
Ramansignalen. I en in vitro-studie har principalkomponentanalys (se Hyper-
spektral dataanalys) anvénts fOr att separera Ramansignalen fran bakgrun-
den.[19] Principalkomponentanalys har ocksa anvénts for klassificering i en ex
vivo-undersokning av cancervidvnad. I denna undersdkning anvindes spektralt
skift-Ramanspektroskopi (SSRS) for att subtrahera fluorescens.[20]
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Djupprofilerande metoder som konfokal optisk mikroskopi (ofta kopplat med
fluoroforfunktionalisering) och Ramanavbildning 4r anvindbara for att studera
upptagsprocesser i viavnad, inklusive hudmodeller. Med néira-infraroda (NIR)
fluoroforer kan distribution i 3D erhéllas pa millimeterskala. Raman imaging
kan ge motsvarande information i 100 um skala och dr dessutom inmarknings-
fri. Dessa metoder &r intressanta for att studera upptag och distribution av bade
partiklar och kemikalier. Kinetisk information kan ge kunskap om dos-respons
och hjélpa till for att ta fram riktlinjer for gransvérden.
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4 Toxicitetsstudier

Béde in vivo- och in vitro-studier behdvs for att utreda partiklars humantoxi-
kologiska och ekotoxikologiska effekter. Hittills har nanopartiklar forknippats
med negativa respiratoriska och kardiovaskuléra effekter [1], adsorption av
proteiner [21], oxidativ stress/skada [21], inflammation[1], fibros [4] och can-
cer [3]. Studier visar att partiklarna kan ta sig igenom cellmembran och trans-
lokera till olika organ.[1]

Nanopartiklar kan adsorbera protein, varav en del dr protein som ingér i cellens
forsvar och som anvinds for igenkiinning av frimmande material.[1] Aven
andra protein kan adsorberas och riskerna med detta behover utredas. [3] Pro-
teiner kan binda pé olika sétt, antingen 1 sin nativa eller denaturerade form, till
partiklarna och det &r troligt att nanopartiklar kan bidra till att protein bildar
kluster, att biologiska reaktioner stors och att proteiner veckas felaktigt.[22]
Nanopartiklar kan pé sé sétt ha en koppling till amyloida sjukdomar.[22] En
farhaga dr ocksa att nanopartiklar kan ackumuleras i organismer och att de kan
adsorbera skadliga fororeningar, sa att miljostérande &mnen pa sé sétt koncen-
treras 1 organismer.[23]

En del av partiklarnas toxicitet dr storleksberoende. Asbest ér en partikel som
har visat sig ge allvarliga lungskador eftersom de ar for stora for att transporte-
ras bort av makrofager.[3] Asbestfibrerna bryts inte ned, utan stannar i lungan,
dér de kan orsaka inflammation och ge fibros.[3] Efter langtidsexponering kan
asbest orsaka cancer.[3]

Oxidativ stress har pekats ut som en av de viktigaste faktorerna for att beskriva
partiklars toxicitet och som ett bra matt for att kunna jamfora toxiciteten hos
manga olika nanopartiklar.[24] Det finns ett direkt samband mellan partiklar-
nas yta och deras formaga att bilda reaktiva syreforeningar (ROS), eftersom det
pa ytorna finns reaktiva grupper som kan producera superoxidradikaler.[4, 21]
Produktionen av ROS beror inte bara pa storleken och ytan, utan ocksé pa den
kemiska kompositionen och hur partikeln interagerar med cellen.[21] Figur 6
ger exempel pa olika vigar som partiklar kan ta for att orsaka oxidativ stress.
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Figur 6. Hypotetiska celluldra interaktioner med nanopartiklar. Inflammation och
oxidativ stress kan medieras genom ett antal végar: a) partikelns yta orsakar oxidativ
stress som resulterar i 6kat intracellulért kalcium och genaktivering. b) metalljoner,
som utsondrats fran nanopartiklarna, orsakar oxidativ stress, okat intracellulart kal-
cium och genaktivering. ¢) membranbundna receptorer aktiveras av metalljoner som
utsondrats fran nanopartiklar, vilket ger genaktivering. d) intracelluldra nanopartiklar
orsakar oxidativ stress. Bild frén Oberdorster et al. 2005.

Celler kan neutralisera ROS med hjélp av antioxidanter som t.ex. glutation,
men ndr produktionen av ROS dr onaturligt hog kan det bli en obalans, oxidativ
stress, dér glutation forbrukas samtidigt som méangden oxiderat glutation
ackumuleras. En oxidativ stress skulle kunna forvérra tillstandet hos individer
med sjukdomar 1 respirationssystemet, t.ex. astma eller kronisk obstruktiv
lungsjukdom (KOL).[1] Det finns en hierarkisk modell for att beskriva oxidativ
stress. Enligt denna modell producerar cellen antioxidativa enzym (fas II-
responsen) vid ett forsta steg av oxidativ stress. Om detta inte ar tillrackligt for
att neutralisera ROS leder den oxidativa stressen till en pro-inflammatorisk
respons, som medieras av cytokiner och kemokiner. Det sista steget &r pro-
grammerad celldod, som medieras av pro-apoptotiska faktorer, som utsondras
ur mitokondrier.

Det finns screeningmetoder for alla nivaer av oxidativ stress och for att mita
produktion av ROS. Nanopartiklars forméga att bilda ROS har tidigare métts
indirekt genom att syrekonsumtionen har uppmaitts och jamforts mot furfu-
rylalkohol (FFA), som neutraliserar ROS [24]. ROS-produktion i celler kan
studeras genom att glutation fargas in med fargade eller fluorescerande for-
eningar.[ 10, 24] Uttrycket av fas [I-enzym, som t.ex. HO-1, kan méatas med
immunoblotting-tekniker och enzymkopplad immunadsorberande analys
(ELISA) kan anvindas for att médta mangden proinflammatoriska cytokiner
som IL-1p, IL-6, GM-CSF och TNF-a eller kemokiner som IL-8.[24] I en stu-
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die har dven uttrycket av GM-CSF mRNA studerats med hjélp av kvantitativ
realtids-PCR.[21]

Det finns dven en rad metoder for att studera cytotoxicitet. I sin enklaste form
kan det goras genom en visuell undersdokning med mikroskop eller elektron-
mikroskop for att se celluldra fordndringar, men vanligast dr att man anvénder
kolorimetriska metoder for att underséka om det finns membranskador, mito-
kondrieskador eller for att undersdka metabolisk aktivitet eller aktivitet hos
enzym.[24] Vanligen gar metoderna ut pa att ett &mne med en viss férg eller
fluorescens tillsdtts och denna tas bara upp av celler med skadat cellmembran,
alternativt tas det upp av alla celler, men blir fargad eller fluorescerande forst
sedan det omvandlats av enzymer eller i metabola reaktioner i friska celler.
Eftersom nanopartiklar skulle kunna adsorbera infargningar eller vara redox-
aktiva kan de stora analysen, sa det ar ofta 1ampligt att anvénda flera olika
analysmetoder.[10] Ramanspektroskopi i kombination med en multivariat
dataanalys har lyfts fram som en mojlig metod for att analysera nanopartiklar
som dr svéra att analysera med befintliga kolorimetriska metoder.[25]

Det finns ocksé analysmetoder for att undersoka genotoxicitet. En sddan metod
ar flodescytometri, dér laser anvénds for att skilja ut celler med olika storlek
och optisk densitet. Med DNA-infargning kan flodescytometri anvédndas for att
skilja ut celler som genomgétt apoptos.[10] Kometsvanstest (Comet assay) ar
ocksd anvéndbart for att undersoka DNA-skada. I kometsvanstest anvinds
gelelektrofores, dir intakt DNA vandrar till 6verdelen av gelen medan skadat
DNA bildar en ”svans”.[10]

Av etiska och ekonomiska skél &r in vitro-studier att foredra framfor in vivo-
forsok, sarskilt for screening. Det dr ocksé lampligt att anvinda in vitro-studier
for att 6ka forstaelsen for effekter 1 intressanta organ eller organeller som iden-
tifierats efter in vivo-forsok.[10] Det finns idag manga publikationer kring in
vitro-studier av upptag och toxicitet i olika cellinjer, men d4 bade koncentra-
tioner, exponeringstid och dos ar faktorer som varierar stort, och olika grupper
har anvént olika cellinjer och odlingsforhallanden, ar studierna svara att jam-
fora med varandra.[10] Det finns ett stort behov av validerade in vitro-metoder
och det dr viktigt att anvénda relevanta doser.[3, 10] Det &r dven viktigt att
partikelexponeringen sker pé ett reproducerbart séitt med validerade tekniker
(ISO/FDIS 10808:2010).
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5 Relevanta partiklar for forsvaret

5.1 Aluminiumoxider

Aluminiumoxid (Al,O3) dr foreslaget som tillsats i bransle for att forbattra for-
branningsegenskaper. Al,O3 forekommer dven i skyddsmaterial, elektrisk
komponenter och filtersystem. Aluminiumoxid har visats paverka tillvixten
hos ett antal vixter.[3] Det finns dock en osdkerhet kring om effekterna kom-
mer fran aluminiumoxidpartiklarna eller fran fria aluminiumjoner.[3] Loslig-
heten for metalljoner dr pH beroende och miljobetingelser bor betraktas i toxi-
kologiska studier diar aluminium/aluminiumoxid forekommer. Aluminiumoxid
har ocks4 testats 1 ett mindre antal in vitro-studier som visar att de dr nagot
cytotoxiska och genotoxiska.[26]

5.2 Ceriumoxid (Ceria)

Ceria eller certumdioxid (CeO,) ar foreslaget som tillsats 1 briansle for att for-
bittra forbranningsegenskaper. Bussar anvénder det idag som tillsats (t.ex. i
Stockholm). Ceria forekommer i oxidationskatalysatorer. Ceriumoxid har anti-
bakteriell effekt.[3, 27] och i en studie dir toxiciteten hos ceriananopartiklar
utvirderades hos modellorganismen Daphna magna fann man att ceria ger en
akut toxisk effekt.[28] I in vivo- och in vitro-forsok har ceria dock okat viabi-
liteten hos neuronala celler, gliaceller, celler fran ryggmérg samt uppvisat
antiinflammatoriska egenskaper i mus.[27] Detta anses bero pa redox-kemin
kring Ce*" och Ce®", som har en kiind syrelagringsformaga, vilket skulle kunna
forklara en minskning av ROS i celler.[27]

5.3 Jarnoxider

Jarnoxid finns 1 flera former, saisom hematit (a-Fe,O3), magnetit (Fe;O4), gotit
(a-FeOOH) och maghemit (y-Fe,O3). Jarnoxidpartiklar har utvéirderats i flera
olika cellinjer har visats vara ndgot cytotoxiska.[10, 29] Det géller framforallt
vid hogre doser (> 100 pg/ml).[10] Magnetit har studerats in vivo, bl.a. i en
studie diar magnetit-nanopartiklar administrerades intratrakealt i rattor. Studien
visade att magnetitnanopartiklar kan orsaka kronisk lunginflammation.[30] Det
ar ocksa kant att jarnoxidnanopartiklar kan stora blodkoagulationen.[9]

Jarnoxidnanopartiklars toxicitet tycks paverkas av omgivningen, vilket har
pavisats i en studie dir det visats att samtidig exponering for kimrok (carbon
black) och Fe,Os framkallar oxidativ stress i humana lungepitelceller. Detta
kan forklaras av att kolnanopartiklarna kan reducera Fe’" i cellerna och att det
kan leda till oxidativ skada.[31]
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54 Kol

Kolnanopartiklar kan finnas i flera olika former. Inom forsvaret anvénds stora
mingder aktivt kol 1 filter och skyddskldder. De har en heterogen partikelstor-
leksfordelning varav en del dr av nanostorlek. Vanligast ar att det tillverkas
kolnanopartiklar i form av fullerener, sdsom kol 60-nanopartiklar, kolnanordr
(med ett skikt, s.k. SWNT — singel-wall nanotube, eller flera skikt, s.k. MWNT
— multi-wall nanotube), [10] eller den nyupptéckta formen grafen.

Kol 60-nanopartiklar har undersokts i ett antal olika in vitro-studier, med blan-
dat resultat. Olika cellinjer har gett olika svar.[10] Ytegenskaperna tycks vara
viktiga, d& hydroxylerade partiklar &r mindre cytotoxiska dn ursprungliga par-
tiklar, vilket tros bero pa att de ursprungliga partiklarna har en storre forméga
att trigga igdng ROS.[11] I en studie med 6ringabborre visades att kol 60-
nanopartiklar gav en signifikant 6kning av fettoxidering i fiskarnas hjérnor.[3]
I samma studie noterades att partiklarna eventuellt paverkat mikroorganis-
merna i vattnet eftersom vattnet klarnade under experimentet.[3]

SWNT anses vara den mest toxiska av fullerenerna. De har testats i ett flertal
cellinjer.[10] HOga doser framkallar ROS, lipidperoxidering, oxidativ stress,
mitokondrieskador och dndrad cellmorfologi.[10] Liksom for kol 60-nanopar-
tiklar &r de icke-funktionaliserade partiklarna mer toxiska &n partiklar som ar
tackta med nagon funktionell grupp.[10] Det finns flera teorier for att forklara
toxiciteten hos SWNT. En dr att det dr det jarn, som krédvs vid syntesen, som é&r
toxiskt, vilket tydligt pavisar hur viktigt det &r med partikelkaraktérisering och
renhetsbestdmning.[10]

Studier av MWNT pekar pa liknande resultat som SWNT. For att syntetisera
MWNT krévs dock inget jérn, s den cytotoxiska effekten maste forklaras av
nanopartiklarna i sig sjdlva.[10] En teori ar att de verkar genom att fasta till
cellmembranet. MWNT har pa grund av sin storlek liknats vid de silikamine-
raler, som &r bestdndsdelar 1 asbest, vilket dr en partikel som kan fastna i lung-
orna och orsaka skador.[1, 10]

5.5 Koppar

Koppar forekommer i energetiska material och 1 olika IR-system 1 forsvaret.
Kopparnanopartiklar paverkar tillvixten av vixter sésom mungbdnor och
vete.[3] Koppar har dven studerats i in vivo-forsok. I en studie med mdss visa-
des att kopparnanopartiklar var betydligt mer toxiska dn storre kopparpartik-
lar.[32] Nanopartiklarna gav skador i njurar, lever och mjélte.[32] Det rapporte-
ras ocksa att kopparnanopartiklar dr neurotoxiska.[33]

5.6 Polycykliska aromatiska kolvaten (PAH)
PAH ér ett samlingsnamn for flera olika organiska foreningar, som létt bildas

vid forbranning av organiskt material och som finns i stadsmiljéer. PAH-
blandningar har studerats in vivo och anses 6ka risken for cancer.[34, 35]
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5.7 Polymerer

En 6kad anvindning av plaster i t.ex. energetiska material (minor, granater
etc.) dr intressant ur atervinningsaspekt, men méste noga undersdkas ur ett eko-
och humantoxikologiskt perspektiv. Icke-nedbrytbara polymera material ar ett
vixande miljoproblem som visat sig negativt pdverka havsbiotoper i form av
utsviltning och minskad fertilitet. Vetenskapliga rapporter visar pa upptag,
translokation och bioackumulation i olika kroppsorgan av sma plastpartiklar 1
djurmodeller. Det finns farhagor att energetiska processer kan producera sma
partiklar med 6kad biotillgdnglighet.

5.8 Sillika

Silika finns 1 kristallin och amorf form, dir den kristallina formen &r f6rknip-
pad med silikos (lungskador beslédktade med de skador som kan fés av asbest)
och cancer.[27] Kristallin silika har studerats in vivo och in vitro och har visats
ge oxidativ stress och en proinflammatorisk respons.[36] Aven den amorfa
formen, som 1 mikrostorlek anses vara biologiskt inert, forknippas i nanostorlek
med oxidativ stress och inflammation.[37] Det finns en méngd funktionalise-
rade silikapartiklar, framfor allt amorf silika som har modifierats pa olika sétt.
Manga av dessa dr icke-toxiska.[27]

5.9 Silikater

Asbest forekommer i byggnader, fordon, fartyg, helikoptrar. Forsvarsmateriel
kops dven idag in som innehaller asbest som isoleringsmaterial. Asbest dr sam-
lingsnamn pa olika kristalliserade silikatfibrer. Asbest dr hdlsovadligt. Fibrerna
tranger in 1 andningsorganen och orsakar asbestos och kan ge upphov till can-
cer. Asbestfibrer dr av en sadan storlek att de fagocyteras av makrofagerna i
lungorna, men bryts ej ner. Der inducerar inflammatoriska reaktioner som
frisétter cytokiner och tillvaxtfaktorer och viavnadstillvéxt.

5.10 Titanoxid

Titandioxid (TiO,) finns i flera former, dér anatas ar den form som har visats
vara mest toxisk in vitro.[27] Titandioxid anses dock vara mindre toxisk &n
t.ex. aluminiumoxid, jarnoxid, silika och kolnanopartiklar och endast vid hdga
doser (> 100 pg/ml) har andra former &n anatas visats vara cytotoxiskt och
framkallat ROS.[27] I studier med just titandioxid har dock de dkade riskerna
med partiklar i nanostorlek pévisats. TiO, har studerats i ratta och det visades i
denna studie att TiO,-nanopartiklar ger en storre inflammatorisk respons én
ekvivalent massdos av storre TiO,-partiklar.[38] Titandioxid har studerats i en
méngd cellinjer samt i flera inhalationsstudier med rétta och mus [27] och har
dven testats 1 bakterier. TiO, har en generell antibakteriell effekt.[3]
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5.11 Wolfram

Det finns ett fatal studier dar wolframnanopartiklar har undersokts in vitro. I
doser ldgre dn 250 pg/ml har de inte visats ha ndgon cytotoxisk effekt.[39]

5.12 Zink

Zink forekommer i energetiska material som rokgranater. Det dr en vanlig
forekommande som forbranningsprodukt av biomassa. Toxiciteten hos zink-
nanopartiklar har inte studerats systematiskt annu, men det finns en méngd
toxicitetsstudier dér zinkoxiders toxicitet har utretts. Zinkoxider har visats vara
cytotoxiska i flera cellinjer, men liksom for aluminiumoxid diskuteras det
huruvida en toxisk effekt kommer fran nanopartiklarna eller fran 16sta
joner.[40]Den gédngse forklaringsmodellen dr dock att toxiciteten harrdr fran
16sta metalljoner.
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6 Hyperspektral dataanalys

Det ar svart att fa en overblick 6ver stora dataset, sarskilt om datasetet inne-
héller manga variabler. Spektrala data &r exempel pa data som kan innehélla
hundratals eller tusentals variabler (beroende pa spektral upplosning) och dér
en analys kompliceras ytterligare av att varje spektrum bestar av toppar med
breddning och dér topparna eventuellt 6verlappar. Datapunkterna ar siledes
inte oberoende, utan kan vara helt eller delvis kolinjéra, vilket gor att korrela-
tionen mellan variablerna inte kan utredas med t.ex. vanlig linjarregression.[41]
Spektra kan ocksa innehalla brus och variabler/datapunkter med betydelselds
information. Vid en multivariat dataanalys gors en samtidig analys av alla vari-
abler och det dr da mojligt att hitta trender och grupperingar bland observa-
tionerna/métningarna samt att identifiera viktiga variabler (spektrala omraden)
och se korrelationsmdnster.[41] Det finns ménga multivariata metoder som kan
tillimpas for att fa overblick Over stora dataset och som kan anvindas for klas-
sificering och prediktion. Ett exempel pé data som kridver en multivariat data-
analys &r s.k. hyperspektrala bilder. Hyperspektrala bilder dr bilder dér varje
bildpunkt innehéller information frdn ménga viglangdsband. Bilderna anvénds
inom t.ex. fjarranalys och for kvalitetskontroll inom livsmedelsindustrin och de
kan exempelvis samlas in med néra infrardd-spektroskopi [42] eller Raman-
spektroskopi.[44] Hyperspektrala bilder innehaller bade information om hela
provet och detaljerad information om mindre delar (bildpunkter), vilket &r en
stor fordel om provet dr komplext och inhomogent. Darfor kan en hyperspek-
tral dataanalys vara intressant i syfte att studera celler och vivnad exponerade
for partiklar.

En vanlig multivariat projektionsmetod &r principalkomponentanalys, PCA,
dér datas dimensioner minskas genom att data projiceras pa principalkompo-
nenter, variabler som sammanfattar den viktigaste spridningen i data. Genom
att plotta métningarna/observationerna i principalkomponenterna kan en bra
Overblick fis dver data och det dr mdjligt att se trender och grupperingar. En
sadan analys har tidigare gjorts av Ramanspektroskopidata for att analysera
kolnanorérinducerad cytotoxicitet.[25] Med PCA kunde spektrala omraden,
som foréndrats efter exponering for kolnanordr, identifieras. I PCA styrs dock
inte urvalet av principalkomponenter och det &r dérfor inte sdkert att den kor-
relation som ska studeras kan ses, d4 det kan finnas andra spektrala skillnader
som dr storre och som dérfor fingas upp av principalkomponenterna.
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(i) " Distance to model

Figur 7. Principalkomponentanalys. Dimensionerna har minskats fran tre till tva
genom att tva principalkomponenter har berdknats (PC1 och PC2). PC1 beskriver den
storsta spridningen i data och PC2 &r ortogonal. PC1 och PC2 spanner upp ett projek-
tionsplan.

Partiell minstakvadratregression (PLS) ér en projektionsmetod som liknar
PCA, men dir urvalet av principalkomponenter styrs sa att de beskriver de
storsta skillnaderna mellan olika responsvariabler. Diskriminant PLS (PLS-
DA) ér ett specialfall av PLS, dér responsvariablerna bestér av information om
grupptillhorighet. I en PLS-DA modell véljs séledes principalkomponenterna
ut for att beskriva den storsta skillnaden mellan olika grupper. Bdda metoderna
har tidigare tillampats pa Ramanspektroskopiskt data. PLS har anvénts for att
lokalisera E-vitamin i biologiska prover.[43] PLS-DA har anvints i ett exa-
mensarbete, dir en analys gjordes av spektrala skillnader mellan nanopartikel-
exponerade celler och kontrollceller (se figur 8).[44]

Exempel pa andra multivariata metoder som har tillimpats pa spektroskopidata
och som skulle kunna anvéndas for analys och klassificering av hyperspektrala
bilder &r artificiella neurala nétverk, vertexkomponentanalys (VCA) och hie-
rarkisk klusteranalys (HCA). Artificiella neurala natverk har anvénts for att
klassificera celler i olika cellcykelfaser [45] och HCA har anviénts for att
urskilja olika organeller i celler [46]. VCA &r en metod som har konstruerats
for att urskilja komponenter (referenssubstanser) i hyperspektrala bilder dir det
pa forhand ar oként vilka och hur manga referenssubstanser som finns. Meto-
den har framgéngsrikt anvints for att urskilja vener, gallgangar, roda blodkrop-
par och cellkidrnor i Ramanbilder fran levervidvnad.[47]

25



FOI-R--2995--SE

LOBL
3041
305}
|ZGL
£rvL
Zael
6521
Gkl
0L0L

vi6

118

6.4

Figur 8. Viktplot fran PLS-DA. Viktplotten visar viktiga spektrala omraden hos celler
exponerade for jirnhydroxidnanopartiklar (positiva virden) och kontrollceller (nega-
tiva vérden).

Dessa studier visar pa mojligheterna att med hjdlp av spektroskopiska metoder
samla in bdde information fran partiklar i cellen, men ocksé samla in detaljerad
information om innehallet av proteiner, lipider, DNA, RNA och kolhydrater i
partikelexponerade celler, och anvénda data for klassificering. Detta kriaver
dock data av tillrackligt hog kvalitet for att en sadan analys ska kunna goras.
En del metoder, t.ex. PLS, kréver ocksa att spektra kan kopplas till respons-
variabler, t.ex. toxikologiskt data och partikelkaraktiristik.

I det examensarbete som tidigare har gjorts inom hyperspektral dataanalys av
lungceller exponerade for nanopartiklar identifierades nagra problem som for-
svérade analysen och pekar pa framtida utvecklingsmgjligheter for Raman-
avbildning av celler och vivnad.[44]

1) Man sdg att signalstyrkan varierade mellan olika mitdagar, vilket ansigs
bero pa att lasern fluktuerar nagot. Detta problem 16stes genom att alla spektra
vektornormaliserades. En sddan normalisering leder dock till att skillnader 1
signalstyrka som kommer frén intressanta koncentrationsskillnader mellan
olika delar av cellen jamnas ut samt att mdtningar som &r delvis tagna utanfor
cellen eller utanfor cellen &r svarare att identifiera. Mojligheterna att pa nagot
annat sitt normalisera spektra eller komma forbi problemet med fluktuerande
laserstyrka bor utredas. En del av problemet kan troligen elimineras om forso-
ken gors randomiserat.

2) Cellerna péaverkades av den langa maéttiden och av uppvarmningen. I arbetet
var méttiden 72 minuter (3*90 s i varje mitpunkt) med A=514 nm, 12,5 mW.
Vid langre mattider visade cellerna tydliga tecken pa skada, genom att de
sléppte frin substratet och fick membranskador. Det dr 6nskvért att mattiderna
kan kortas. Det skulle 1 sddant fall medge att fler bildpunkter kan samlas in,
t.ex. sa att métningar kan samlas in i tre dimensioner istéllet for 1 ett fixt plan.
Det bor undersokas hur cellerna péverkas av att métas fler ganger, men med
kortare maéttider, och om det pd ndgot sdtt gar att kyla provet under métningen.
Problemet skulle ocksa kunna 16sas genom att en mer kédnslig detektor anvénds.
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3) Spektra far en komplicerad bakgrund p.g.a. fluorescens. I den studie som
gjorts kunde bakgrunden korrigeras 1 efterhand, men det 4r troligt att kompo-
nenter i vavnader och somliga partiklar kan bidra till betydligt storre fluore-
scens dn vad som observerats i examensarbetet. Metoder for fluorescensreduk-
tion bor utredas och kan eventuellt 16sas med kortare méttider och légre laser-
effekt, vilka kréver kénslig fotondetektion, t.ex. EM-CCD teknologi.

4) Signal/brusforhallandet var lagt och brusfiltrering var inte moéjlig eftersom
den spektrala upplésningen var sa 1ag att topparnas amplitud minskades med
den bruselimineringsalgoritm som testades. Den spektrala upplosningen kan
okas genom att anvénda ett annat gitter, men det leder till [dnga méttider.
Bittre signal/brusforhallande kan fas om fler métningar gors i varje punkt, men
det krivs i sddant fall att méttiden minskas for att cellerna inte ska ta skada.
Detta bér optimeras. Aterigen skulle den spektrala kvalitén kunna 6kas genom
att en kénsligare detektor kan anvindas. D4 kan bdde spektral upplésning dkas
och/eller signal/brusforhallandet forbéttras.

5) En spektral skillnad kunde pévisas, sérskilt i cytoplasma, men det gick inte
att utesluta att den spektrala skillnaden &r ett resultat av att partiklarna adsorbe-
rar protein. Vad adsorption av protein har f6r konsekvenser i ett toxikologiskt
perspektiv &r inte helt utrett och det saknas referensdata for att beskriva detta.
Relevanta variabler till vilka man kan koppla de hyperspektrala bilderna, bor
identifieras.

Sammanfattningsvis finns det en stor potential i att anvinda multivariata meto-
der for att analysera komplicerade och stora dataset, som t.ex. spektroskopi-
data. Med hyperspektral dataanalys kan spektrala omraden, som foréndrats
efter partikelexponering, identifieras och den kunskapen kan eventuellt anvin-
das for prediktion och klassificering. Pa sé sitt finns en mojlighet att metoden
skulle kunna anvidndas som ett screeningverktyg for att utvardera risker med
nanomaterial. Kunskapen om hur celler paverkas spektralt av nanopartiklar
skulle &ven kunna ge intressant information om de mekanismer som ligger
bakom toxiciteten, sdrskilt om toxikologisk data och information om partikel-
karaktaristik, kopplas ihop med spektralt data i multivariata modeller. I den hir
rapporten har framfor allt mojligheterna att samla in data med Ramanspektro-
skopi diskuterats, men dven data fran andra analysmetoder, t.ex. fluorescens
eller ndra-infrardd spektroskopi, skulle kunna analyseras multivariat for att ge
information om celler och vdvnader. Multivariata tekniker ar ocksé applicer-
bara for helt andra analysmetoder och med andra fragestillningar. Till exempel
skulle det kunna vara anvéndbart att gora en multivariat dataanalys for att ana-
lysera partiklar i andra matriser dn just celler och vdvnader, t.ex. textilier, och
man kan ocksa analysera andra &mnen &n nanopartiklar, t.ex. likemedel.
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7 Slutsatser

Exponering for sma partiklar ar ett vixande problem. Partiklar med varierande
storlek sldpps ut frdn bade naturliga killor, t.ex. vid skogsbrénder eller vulkan-
utbrott, men ocksa fran allt fler antropogena kéllor, som t.ex. fran industri och
forbranningsprocesser, och framfor allt frdn fordon och déckfriktion. Partiklar
med en mindre diameter &n 100 nm bendmns som nanopartiklar och de mellan
100-1000 nm kallas ultrafina partiklar. Dessa partiklar &r forknippade med sér-
skilda risker vilket bl.a. beror pa deras forméga att tas upp i ménniska och
penetrera vivnad, samt lang uppehallstid i luft och 16slighet 1 suspensioner. De
mekanismer som ligger bakom deras toxicitet dr dock inte utrett idag.

Inom forsvaret anvinds nanopartiklar som tillsats i t.ex. drivmedel, energetiska
material, saneringsmedel och i filter och skyddsklédder. Nanopartiklar kan gene-
reras vid explosioner och impaktering (wolfram, zink, koppar, plaster, etc.) och
forekommer i luftburna utsliapp (rokgaser, avgaser fran fordon, industrier, etc.).
Nanopartiklar foreslds dven anvédndas i detektionsinstrument, skyddskldder och
som bdrare av likemedel. Det finns dven farhagor att nanopartiklar kan anvan-
das som bérare av toxiska &mnen 1 antagonistiska syften. Sammantaget ger det
en behovsbild att systematiskt sammanstélla vetenskaplig data och foresla
metoder for att klassificera och identifiera potentiella risker associerade med
olika typer av nanopartiklar.

Karaktérisering och klassificering av toxiska egenskaper hos smé (< 1 um)
partiklar kraver avancerad teknologi. Det &r ofta nddvéndigt att anvénda statis-
tiska modeller for att gruppera och klassificera stora datamangder dér man inte
har a priori kunskap om orsak-verkansamband. Kombinationen av hyperspek-
tral dataanalys och laserbaserad detektion av partiklar &r en lovande teknologi
for att klassificera bade partikeldistribution i celler och vdvnad och for att stu-
dera partikelinducerade celluldra och biokemiska foredndringar. Konfokala
optiska detektionstekniker som bygger pa fluorescens och vibrationsspektro-
skopi ér intressanta, speciellt Raman imaging 6ppnar upp mojligheten for djup-
profilerande (3D) avbildning av celler och vdvnader exponerade for partiklar.
Raman imaging ar en inmarkningsfri metod som dessutom kan anvéndas for att
gora 3D analys av kemikalier och partiklar i textilier och bor darfor kunna till-
lampas 1 penetrationsstudier for personligt skydd.
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