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POVZETEK

Uporaba vejpoy, na videz neSkodljive alternative kla-
si¢énih cigaret, naras¢a, zlasti med mladimi. Njihove
priviacne arome in izstopajoce barvite embalaze
pomembno prispevajo k njinovi priljublienosti. Zaradi
pomanijkljivin podatkov o njihovi Skodljivosti in vplivu
na zdravje smo Zeleli ovrednotiti vpliv sedmih izbra-
nih vejpov in njihovih posameznih komponent, kot
so arome, nikotin in topila, na morfologijo in zivost
humanih jetrnih, pljucnih in mozganskih celic in vitro.
Vejpi in njihove komponente so pomembno vplivale
na morfologijo celic, predvsem so povzrocile njihovo
krcenje in prekinjanje medcelicnih povezav. Ugotovili
smo, da vejpi povzrocijo od koncentracije odvisno
citotoksiénost; pri nizkih koncentracijah vecina ni
povzrocila statisticno pomembnih razlik, najvisja
koncentracija pa je pri vecini vejpov povzrocila upad
zivosti celic. Posamezne komponente so povzrocile
vecji upad zivosti celic v primerjavi s celotnimi vejpi.
NajizrazitejSi ucinek so imele arome. Izsledki nasih
raziskav nakazujejo na akutne toksi¢ne ucCinke vej-
pov in njihovih komponent. Zaradi kratkotrajne pri-
sotnosti vejpov na trgu pa je Se nemogocCe zane-
sliivo oceniti njihove dolgoro¢ne ucinke na zdravje
ljudi.

KLJUCNE BESEDE:
arome, citotoksicnost, humani modeli celic, vejp

ABSTRACT

The use of vapes, a seemingly harmless alternative
to traditional cigarettes, is increasing, especially
among young people. Their attractive aromas and
eye-catching colorful packaging contribute signifi-
cantly to their popularity. Due to the lack of data on
their harmfulness and impact on health, we wanted
to evaluate the effects of seven selected vapes and
their individual components such as flavors, nico-
tine, and base on the morphology and viability of
human liver, lung, and brain cells in vitro. Vapes
and their components significantly affected cell mor-
phology, primarily causing cell contraction and dis-
ruption of intercellular connections. We found that
vape aerosols cause concentration-dependent cy-
totoxicity; at low concentrations, most did not cause
statistically significant differences, but the highest
concentration led to decreased cell viability in most

Farm Vestn 2026; 77

<
b
5
O
z
w
=
&)
z
<
pd
N
pd
T
<
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vape aerosols. Individual components caused a
greater decline in cell viability compared to whole
vapes. Flavors had the most pronounced effect.
The findings of our studies indicate acute toxic ef-
fects of vapes and their components. However, due
to the short-term presence of vapes on the market,
it is impossible to reliably assess their long-term ef-
fects on human health.

KEY WORDS:
aromas, cytotoxicity, human cell models, vape

uvoD

Elektronske cigarete oziroma elektronski sistemi za dova-
janje nikotina, ki se pogovorno pogosto imenujejo vejpi,
SO baterijsko napajane elektronske naprave brez tobaka,
ki s segrevanjem tekoCe meSanice oziroma e-tekoCine
ustvarjajo aerosol za vdihavanje. Vejpi so sprva bili pred-
stavljeni kot potencialno varnejsa alternativa klasiénim ci-
garetam, po njih pa posega vedno vec ljudi, zlasti mla-
dostnikov (1, 2). E-tekocina v sploSnem vsebuje osnovno
nosilno bazo vejpoy, t. i. meSanico propilen glikola (PG) in
rastlinskega glicerina (VG) v razli¢nih razmerjih, ter nikotin
in arome (3). Topilo PG/VG je pri sobni temperaturi netok-
siéno, ob segrevanju pa pride do razgradnje in nastanka
veC produktov, kot so acetaldehid, aceton, formaldehid,
propilen oksid (4). Uporaba obeh topil hkrati naj bi povzro-
¢ila poveCan nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti in vplivala
na celiéno signaliziranje kalcija ter na rast, Zivost celic in
vnetje (1, 3). Arome, ki vejpom dajejo prijeten vonj in okus
ter jin tako naredijo priviacnejSe, so velikokrat uporabliene
v prehrambeni industriji in so prepoznane kot varne za
zauzitie, kar pa ne pomeni, da pri vdihovanju ne morejo
delovati toksi¢no (4). Tak primer je diacetil, ki se v pre-
hrambni industriji uporablja kot aroma masla, ob vdihovanju
pa zmanjSuje zmogljivost pliu¢ in deluje toksi¢no, saj pov-
zroCa obliterantni bronhiolitis oz. t. i. »popcorn lung« (3, 5).
Slovenija je pri omejevanju uporabe tobacnih in povezanih
izdelkov Ze vrsto let med najnaprednejSimi drzavami v EU.
Z novelo Zakona 0 omejevanju uporabe tobacnih in pove-
zanih izdelkov je bila 24. aprila 2025 prepovedana uporaba
vseh arom v vejpih, razen tobacnih arom (ZOUTPI-B,
Uradni list RS, st. 31/24). Regulativni ukrepi vkljucujejo tudi
omejevanje dostopnosti teh izdelkov mladoletnim osebam

ter prepoved vejpanja v zaprtih javnih prostorih. Pomemben
vidik regulacije predstavlja tudi vsebnost nikotina. Pri upo-
rabi vejpov namre¢ nikotin po vdihovanju aerosola, ki na-
stane ob segrevanju baze do toCke izparevanja, preide v
pliu¢a in nato v krvni obtok, od koder se lahko porazdeli
tudi v druga tkiva in organe, vklju¢no z jetri in mozgani
(1, 4). Zato je evropska direktiva omejila najvisjo dovolieno
koncentracijo nikotina v e-tekocini na 20 mg/mL (Direktiva
2014/40/EU, Clen 20(3)(b)). Pri vejpih, ki jih uporabniki pri-
pravijo oziroma sestavijo sami, pa je dejansko koncentracijo
nikotina in drugih sestavin tezje nadzorovati (4).

Nikotin sam po sebi dokazano negativno vpliva na zdravje
ljudi in povzroCa razvoj odvisnosti, dodatne kemijske snovi,
prisotne v posameznih komponentah vejpa, pa na razli¢ne
nacine prispevajo k njihovi celokupni toksi¢nosti. Rako-
tvorne snovi, npr. formaldehid, kovine in akrolein, ki jih
vsebuije aerosol vejpov, povzrocajo prokancerogene spre-
membe v ustni votlini (4). Vejpanje oslabi imunski odziv
proti bakterijam in virusom ter spodbuja vnetje, kar poveca
tveganje za okuzbe dihal in avtoimunske bolezni (3, 6). Pri
uporabnikih se lahko pojavi z vejpanjem povezana po-
Skodba pljug, ki se klinicno kaze z respiratornimi in
gastrointestinalnimi simptomi ter sistemskimi znaki, kot
so vroCina, mrzlica in utrujenost (5, 6). Vejpi so na trgu
premalo Casa, da bi bilo mogoce zanesljivo oceniti njihove
dolgoro¢ne ucCinke na zdravje uporabnikov ter oseb, iz-
postavljenih pasivnemu vdihavanju aerosolov. Le priblizno
25 % inhaliranih aerosolov naj bi ostalo v pljucih, kar po-
meni, da je vecCina delcev izdihanih v prostor, kjer lahko
povzroc€ijo posredno sekundarno in terciarno izpostavlje-
nost (4). Ogrodje vejpov predstavlja nevarnost sproS¢anja
kovin, kot so aluminij, krom, Zelezo in svinec, v e-tekocino
in nadalje v aerosol (5). Kljub obstoje¢im regulativnim ukre-
pom uporaba vejpov, zlasti aromatiziranih izdelkov, med
mladimi ostaja pomemben javnozdravstveni izziv. Nara$-
CajoCa uporaba teh izdelkov v ranljivi populaciji zato po-
udarja potrebo po nadaljnjih raziskavah njihovih ucinkov
na zdravje.

Kljub vse vec¢jemu Stevilu raziskav so toksicni ucinki vejpov
in njihovih posameznih komponent Se vedno pomanikljivo
pojasnjeni, zlasti glede njihovega vpliva na razlicne tipe
Cloveskih celic. Bibliometricni pregled objav v bazi Web of
Science kaze, da se je Stevilo publikacij na tem podro&ju
po letu 2015 izrazito povecalo: medtem ko je bilo v letih
2013-2015 objavijenih le nekaj raziskav letno, je Stevilo
objav v obdobju 2020-2024 dosegalo priblizno 38-56 ob-
jav na leto. Ta porast odraza naraS¢ajo¢ znanstveni in jav-
nozdravstveni pomen raziskovalnega podrocja, hkrati pa
Stevilna vprasanja, predvsem na podrocju toksikologije po-
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sameznih komponent in njihovih kombinacij, ostajajo od-
prta. Prisotnost Stevilnih kemikalij v vseh sestavinah e-te-
kocin zelo otezuje oceno varnosti, zlasti zaradi dodatnega
segrevanja in posledi¢ne razgradnje kemikalij, saj se pri
tem lahko tvorijo nove spajine, ki jih uporabnik inhalira (4).
Zaradi navedenih nejasnosti in Se vedno omejenega ra-
zumevanja uc¢inkov posameznih komponent vejpov na
razliCne tipe Cloveskih celic je smiselno njihove ucinke
dodatno preuciti v nadzorovanih in vitro pogojih. Ocena
morfoloSkih sprememb in Zivosti celic omogocata dolo-
Citev vpliva na razli¢ne tipe celic ter identifikacijo kompo-
nent vejpov, ki najbolj prispevajo k njihovi Skodljivosti (7).
Razumevanje teh ucinkov je klju¢no za razvoj ucinkovitih
in na dokazih temeljecih javnozdravstvenih ukrepov. Za
preuCevanje vpliva vejpanja na zivost in morfologijo celic
smo za dvodimenzionalne modele in vitro izbrali celi¢ne
linije, ki izvirajo iz organov, relevantnih za izpostavljenost
oziroma ucinke komponent vejpov: to so pljuca, ki so
primarno mesto stika z vdihanim aerosolom, mozgani,
kamor lahko prehaja nikotin, ter jetra, ki imajo pomembno
vlogo pri presnovi ksenobiotikov in so lahko tar¢a sistem-
skih ucinkov izpostavljenosti (8-10). Namen nase razi-
skave je bil ovrednotiti toksic¢ne ucinke izbranih upora-
blienih vejpov ter njihovih kljucnih komponent na
posamezne Cloveske celice. Osredotocili smo se na klju-
¢ne komponente vejpov kot so osnovno topilo (PG/VG),
raztopina arome, nikotin in nikotinski pospeSevalec ter
na njihove kombinacije, saj te tvorijo temeljno kemijsko
matrico vejpov. Cilj raziskave je bil dolociti vpliv celotnih
vejpov ter posameznih komponent na celi¢no zivost, mor-
foloSke spremembe celic in posledi¢no prepoznati zgod-
nje indikatorje toksi¢nosti, ki lahko prispevajo k razume-
vanju mehanizmov Skodljivega delovanja vejpov.

MATERIALI IN METODE

2.1 DELO S CELICNIMI LINIJAMI

Humane celice raka jeter (Hep G2, ATCC HB-8065) smo
gojili v gojiscu Minimum Essential Medium z 10 % fetus-
nega seruma goveda, 1 % penicilina in streptomicina, 1 %
L-glutamina, 1 % natrijevega piruvata in 1 % neesencialnih
aminokislin. Humane plju¢ne fibroblaste (MRC-5, ATCC
CCL-171) smo gajili v gojis¢u Eagle’s Minimum Essential
Medium z 10 % fetusnega seruma goveda, 1 % penicilina

KLJUCNA SPOROCILA

e \/ejpi so ze po 24-urni izpostavitvi povzrocili spre-
membo morfologije in Zivosti humanih jetrnih, pliucnih
in mozganskih celic, pri ¢emer je bil ucinek odvisen
od koncentracije.

e Citotoksi¢nost vejpa ni posledica le nikotina; pomem-
bno prispevajo tudi arome in nosilna baza.

e Aroma blond tobak je zmanjSala Zivost celic, Ceprav
spada med dovoljene tobacne arome po veljavni za-
konodaji.

in streptomicina. Humane astrocite (NHA, Lonza CC-2565)
smo gojili v gojiscu Astrocyte Growth Medium z 10 % fe-
tusnega seruma goveda in 1 % penicilina in streptomicina
in 1 % rastnega seruma za astrocite. Celice smo nasadili
na ploSce s 96 vdolbinicami z gostoto 8.000 celic/vdolbi-
nico in jih ¢ez no¢ inkubirali, da so se pritrdile na podlago.
Naslednji dan smo iz vseh vdolbinic odstranili gojisce ter
za 24 ur dodali 100 pL gojis¢a s specificnimi mesanicami
vejpov, opisanimi v naslednjem poglavju.

2.2 IZPOSTAVITEV CELIC MESANICAM
VEJPOV

Celice HepG2, MRC-5 in NHA smo za 24 ur izpostavili iz-
branim tekocinam vejpov in njihovim posameznim kom-
ponentam, ki smo jih pripravili kot delovne raztopine ne-
posredno v ustreznem celicnem gojis€¢u. Koncentracije
tretmajev smo dolocili na podlagi preracuna po enachbi,
predstavljeni v Sassano in sod., ki predpostavija, da v telo
preide ena dvanajstina inhalirane tekocine vejpa (1). Kot
izhodiS¢e smo uporabili vejp za enkratno uporabo s pribli-
zno 600 vdihi, 2 mL tekodine in koncentracijo nikotina
18 mg/mL, kar skupno ustreza 36 mg nikotina. Ena dva-
najstina te koli€ine ustreza 3 mg nikotinskega ekvivalenta.
Na tej osnovi smo pripravili tri delovne koncentracije tret-
majev: 0,5, 1,5 in 3 mg/mL nikotinskega ekvivalenta, ki so
ustrezale priblizku 100, 300 in 600 vdihov. Navedene vred-
nosti predstavijajo koncentracije nikotinskega ekvivalenta
v delovnih raztopinah, pripraviienih z redCenjem tekocin
vejpov oziroma posameznih komponent v celiénem gojiscu,
in ne absolutne koli¢ine nikotina, dodane v posamezno
vdolbinico. Ker je bil nikotin v izhodis¢nih meSanicah vejpov
raztoplien v bazi PG/VG, smo po dologitvi nikotinskega
ekvivalenta preracunali Se pripadajodi delez PG/G, ki je
znasal 2,8 %, 8,4 % oziroma 16,8 % PG/VG v koncnem
inkubacijskem gojiS€u. Preostali volumen do 100 pL je
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predstavljalo ustrezno celi¢no gojis¢e. Enak pristop prera-
¢una smo uporabili tudi za posamezne komponente, vklju-
¢no z osnovno topilno bazo PG/VG, aromami, nikotinom
in nikotinskim pospesSevalcem. Uporabljeni koncentracijski
razpon je sluzil kot testni razpon za primerjavo citotoksi-
¢nega potenciala med testiranimi tekoc¢inami vejpov in nji-
hovimi komponentami. Vsi poskusi so bili izvedeni pod
nadzorovanimi pogoji in vitro v treh neodvisnih bioloskih
ponovitvah, pri Cemer je bila vsaka bioloska ponovitev iz-
vedena v §tirih tehni¢nih ponovitvah.

Preucili smo vpliv sedmih razli¢nih meSanic vejpov
(tri raztopine arom, nikotin in nikotinski pospeSevalec ter
en vejp za enkratno uporabo; preglednica 1) in njihovih
posameznih komponent (tri raztopine arom, nikotin in ni-
kotinski pospesevalec, bazo 50/50 PG/VG). Pri meSanicah
vejpov 1-6 smo posamezne komponente, kot so aroma,
nikotin oziroma nikotinski pospesSevalec in baza PG/VG,
pripravili v znanih volumskih razmerjih (preglednica 1).

Vejp 7 predstavlja predhodno pripravijeno elektronsko ci-
gareto za enkratno uporabo, pri kateri sestavin nismo do-
datno mesali, temveC smo uporabili Ze pripravijeno ko-
mercialno tekodino. Koncentracije vejpa 7 so bile
preracunane po enaki enacbi kot sestavljeni vejpi. Izbrane
koncentracije celotnih mesanic vejpov in njihovih posa-
meznih komponent smo pripravili z red€enjem v ustreznem
celicnem gojiS¢u. Tako pripravljene raztopine smo nato
dodali celicam, pri Cemer je uporabljeni pristop predstavijal
izpostavitev komponentam v gojiS¢u in ne neposredne iz-
postavitve aerosolom. Pozitivna kontrola je bila 7-% dimetil
sulfoksid (DMSO), ker je citotoksicen in povzroca maksi-
malno celicno smrt, s Cimer zagotavlja referenco za mini-
malno raven adenozin trifosfata (ATP), preko katerega smo
ocenjevali Zivost celic. Prav tako so bile na vsaki ploSCi
tudi vdolbinice z vsemi tremi koncentracijami PG/VG v go-
jisCu (2,8 %, 8,4 % in 16,8 %), ki so sluZile kot kontrole to-
pila, ter netretirane celice.

Preglednica 1: Sestava testiranih mesanic vejpov. Posamezna mesanica vejpa je bila testirana v treh razlicnih koncentracijah nikotinskega
ekvivalenta/mL in topila PG/VG, preracunanih glede na Stevilo vdihov in prehajanje v telo. PG/VG — meSanica propilen glikola in rastlinskega

glicerina.

Table 1: Mixtures of vape liquids tested. Each vape mixture was tested at three different nicotine equivalent/mL concentrations and PG/VG
solvent ratios, adjusted based on the number of puffs and the amount absorbed into the body. PG/VG — a mixture of propylene glycol and

vegetable glycerin.
MesSanica* Sestava mesanic vejpov
Veio 1 raztopina z aromo gozdni sadezi in li¢i (1 mL)
P raztopina nikotina (4 mL)
Veio 2 raztopina z aromo gozdni sadezi in li¢i (1 mL)
P raztopina nikotinskega pospesevalca (4 mL)
Veio 3 raztopina z aromo ovseni kosmici s karamelo (1 mL)
P raztopina nikotina (4 mL)
. raztopina z aromo ovseni kosmici s karamelo (1 mL)
Vejp 4 R .
raztopina nikotinskega pospesevalca (4 mL)
raztopina z aromo blond tobak (0,75 mL)
Vejp 5 raztopina nikotina (4,02 mL)
PG/NG (0,22 mL)
raztopina z aromo blond tobak (0,75 mL)
Vejp 6 raztopina nikotinskega pospesevalca (4,02 mL)

PG/NG (0,22 mL)

. predhodno pripravljena elektronska cigareta za enkratno uporabo — komercialni vejp

Vejp 7 .

s koncentracijo 20 mg/mL

*

Vse navedene mesanice vejpov so bile testirane pri treh koncentracijskih pogojih, ki ustrezajo 100, 300 in 600 vdihom. Ti pogoji so bili

preracunani na 0,5, 1,5 in 3 mg nikotinskega ekvivalenta/mL, ki je vseboval 2,8, 8,4 in 16,8 % PG/VG v celicnem gojiscu. Izraz raztopina
nikotina se nanaSa na komercialno nikotinsko mesanico, v kateri je bil nikotin raztoplien v bazi PG/V/G, in ne na Cisti nikotin. PG/VG sluzi kot
topilo oziroma nosilna baza in je prisoten v vseh osnovnih raztopinah v enaki koncentraciji.
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2.3 OCENA MORFOLOSKIH
SPREMEMB IN TEST ZIVOSTI CELIC

Po 24-urnem tretiranju smo morfologijo vseh celic pregle-
dali s svetlobnim invertnim mikroskopom EVOS M7000
(Thermo Fisher Scientific) pod fazno-kontrastnim filtrom in
10x povecavo. Pri tem smo sistematicno beleZili morebitne
spremembe v celicni obliki, adheziji, gostoti, zaobljenost
celic ali odstopanije celic od podlage.

Za doloc¢anje zivosti celic smo uporabili test CellTiter-Glo,
po navodilih proizvajalca (Promega G9682), ki temelii na
luminiscencni detekciji vsebnosti ATP kot indikatorju pres-
novne aktivnosti celic. Po 24-urnem tretmaju smo v vsako
vdolbinico plos¢e dodali 100 uL reagenta CellTiter-Glo.
Plos¢o smo pokrili z aluminijasto folijo in jo za 10 minut po-
stavili na orbitalni stresalnik, da je priSlo do popolne lize
celic ter sproS¢anja znotrajcelicnega ATP. Nato smo vsebino
posamezne vdolbinice prenesli na belo plos¢o s 96 vdolbi-
nicami ter pomerili luminiscenco s Citalcem Cytation 5 Cell
Imaging Multimode Reader (Agilent). Koli€ina izmerjenega
ATP je premo sorazmerna koli¢ini metabolno aktivnih celic
in zivosti. Rezultati so prikazani kot delez zivih celic, pri Ce-
mer so vrednosti normalizirane na kontrolo topila.

2.4 STATISTICNA ANALIZA

Statisti¢na analiza je bila izvedena samo za rezultate testa z
ATP, s katerim smo vrednotili Zivost celic po izpostavitvi testi-
ranim vejpom. Rezultati so izrazeni kot relativna zivost celic
glede na kontrolo topila (KT), ki je ustrezala koncentraciji
PG/NG v izbranih koncentracijah testiranih vejpov in je bila
opredeliena kot 100 %. Za primerjavo med KT in posameznimi
izbranimi koncentracijami testiranih vejpov smo uporabili enov-
zor¢ni t-test. Statistiéno analizo posameznih komponent vejpa
ter KT pa smo uporabili enosmerno analizo variance (one-
way ANOVA). Statisti¢no znacilnost smo vrednotili pri izbrani
stopniji znacilnosti p < 0,05. Vsi poskusi so bili izvedeni v treh
neodvisnih bioloskih ponovitvah, pri ¢emer je bila vsaka bio-
loSka ponovitev izvedena v Stirih tehniénih ponovitvah. Za
statisticno analizo, obdelavo podatkov in pripravo grafi¢nin
prikazov smo uporabili program GraphPad Prism 10. Rezultati
na grafih so prikazani kot povprecje + standardni odklon (SD).

REZULTATI IN RAZPRAVA

V raziskavi smo spremljali vpliv sedmih razli¢nih mesanic
vejpov in njihovih posameznih komponent na zivost in mor-

fologijo plju¢nih, jetrnih in mozganskih celic v dvodimen-
zionalnem modelu in vitro po 24-urni izpostavitvi. Testirali
smo tri koncentracijske pogoje, ki so bili na podlagi prera-
¢una opredeljeni kot priblizek 100, 300 in 600 vdihov. Re-
zultati raziskave so pokazali, da izpostavitev vejp tekodinam
lahko povzrodi izrazito, od koncentracije odvisno citotok-
si¢nost na razli¢nih tipih Cloveskih celic, pri Cemer se med
posameznimi testiranimi vejp meSanicami pojavijajo po-
membne razlike (slika 1). TakSna variabilnost je verjetno
povezana z razlikami v sestavi vejpov, vkljucno z razmerjem
PG/VG, prisotnostjo arom in drugih dodatkov. To je skladno
z ugotovitvami drugih raziskav, ki kazejo, da kemijska se-
stava tekocin vejpov pomembno vpliva na njihov bioloski
ucinek, medtem ko lahko pri dejanski uporabi k toksi¢nosti
dodatno prispevajo tudi termicni produkti razgradnje, ki
nastanejo ob segrevanju (1).

3.1 VPLIV MESANIC VEJPOV NA ZIVOST

Izpostavitev celic HepG2, MRC-5 in NHA narascajoc¢im kon-
centracijam sedmih mesanic vejpov je pokazala koncentra-
cijsko odvisno zmanjSanje celi¢ne Zivosti. Pri raztopinah z
nizjimi koncentracijami nikotinskega ekvivalenta ter pripa-
dajocimi delezi arom in topil (0,5-1,5 mg/mL; priblizno 100-
300 vdihov) vecina meSanic vejpov ni povzrocila statisticno
znacilnih sprememb v zivosti celic. Nasprotno pa je pri najvisii
testirani koncentraciji, ki je poleg 3 mg/mL nikotinskega
ekvivalenta vsebovala tudi najvisji delez arom in topil ter je
ustrezala priblizno 600 vdihom, pri vecini testiranih meSanic
vejpov prislo do izrazitega zmanjSanja Zivosti celic (pri me-
Sanici vejp 1 do skoraj popolne celicne smrti). Ta ucinek je
lahko deloma povezan tudi s toksi¢nostjo topila PG/NG, ki
pri visjin koncentracijah v vecjem delezu (16,8 % PG/VG;
600 vdihov) pomembno prispeva k zmanjSanju celi¢ne Zivosti
(slika 1). Rezultati tako nakazujejo, da k citotoksic¢nim ucin-
kom testiranih vejp mesSanic ne prispevajo le raztopine arom
ali druge prisotne komponente, temve¢ lahko pomembno
vlogo igra tudi samo osnovno topilo; zlasti v pogaojih visokega
termi¢nega stresa, kjer lahko nastanejo derivati, kot so for-
maldehidni hemiacetali (11, 12). Pri interpretaciji teh rezultatov
je treba upostevati, da raziskava temelji na izpostavitvi celic
testiranim tekoc¢im komponentam v izbranih pogojih in vitro,
zato ne zajame vseh vidikov izpostavijenosti, ki nastanejo
pri dejanski uporabi vejpov. Ker komponent nismo segrevali
in celic nismo izpostavili aerosolom, rezultati ne vkljuCujejo
morebitnega dodatnega prispevka termi¢no nastalin raz-
gradnih produktov PG/VG.

Glede na zmanjSanje zivosti celic so bile med testiranimi
celiénimi linijami najbolj obcutliive celice HepG2 (do 50 %
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znizanje prezivetja pri 300 vdihih), sledile so celice MRC-5
(do 20 % znizanje prezivetja pri 300 vdihih), medtem ko so
celice NHA izrazitejSi upad zivosti pokazale predvsem pri
imajo posamezni vejpi razlien vpliv na Zivost celic. Vejpa
2 in 7 sta povzrocila najizrazitejSi upad zivosti vseh treh
celicnih linij, medtem ko je vejp 6 pokazal najSibkejsi cito-
toksi¢ni ucinek in pri vecini koncentracij ni povzroCil stati-
sti¢no znacilnih sprememb.

3.2 VPLIV MESANIC VEJPOV
NA MORFOLOGIJO CELIC

Vzporedno s testom citotoksi¢nosti smo spremljali tudi
spremembe v morfologiji celic. Na sliki 2 so prikazane spre-
membe morfologije celic HepG2, MRC-5 in NHA 24 ur po
najmanj toksicnega vejpa (vejp 6). Vidimo lahko, da oba
vejpa vplivata na morfologijo celic, izrazeno s celi¢nim krée-
njem, prekinjanjem medceli¢nih povezav ter zmanjSano
adhezijo na plastiko. Vejp 6 je v primerjavi z ostalimi vejpi
najman;j vplival na celice MRC-5 in NHA, kar vidimo zlasti
po delno ohranjeni morfologiji pri 100 vdihih.

3.3 VPLIV POSAMEZNIH KOMPONENT

Po analizi ucinka celotnih meSanic vejpov na zivost celic
smo v nadaljevanju zeleli natancneje opredeliti, katere po-
samezne komponente najvec prispevajo k opazenim cito-
toksi¢nim ucinkom, zato smo analizirali samostojni vpliv
raztopin arom, nikotinske komponente (nikotina oziroma
nikotinskega pospesevalca) in topila PG/VG na zivost celic
HepG2, MRC-5 in NHA. Za te poskuse smo izbrali nizji
koncentracijski obmocji, ki sta ustrezali priblizno 100 in
300 vdihom oziroma 0,5 in 1,5 mg/mL nikotinskega ekvi-
valenta, saj pri teh pogojih samo topilo PG/VG ni povzrocilo
izrazitega zmanjSanja zivosti celic. Testirali smo tri razline
raztopine arom (gozdni sadezi in li€i, ovseni kosmici s ka-
ramelo ter blond tobak) ter dve nikotinski formulaciji: nikotin
in nikotinski pospeSevalec. Vejp 7 ni bil vkljucen v analizo
zaradi neznane sestave.

Izpostavitev celic HepG2, MRC-5 in NHA posameznim
komponentam vejpa (slika 3) je pokazala jasne razlike v
njihovem ucinku na Zivost celic, pri ¢emer so bili ucinki iz-
razitejSi pri viSjem testiranem pogoju (300 vdihov). Ta analiza
dopolnjuje rezultate celotnih meSanic vejpov, prikazane na
sliki 1, saj omogocCa oceno, katere komponente lahko po-
membneje prispevajo k opazenemu zmanjsanju zivosti ce-

lic. V primerjavi s posameznimi komponentami so celotne
mesanice vejpov pri 100 in 300 vdihih povzrocCile manj iz-
razit upad zivosti celic, kar lahko kaze na kompleksne in-
terakcije med sestavinami v konéni meSanici.

Nikotinska komponenta je povzrocila zmeren upad zivosti,
ki je bil izrazitejSi pri 300 vdihih, vendar Se vedno manjsi v
primerjavi z aromami. Navaden nikotin je sam po sebi znan
kot zmeren dejavnik citotoksi¢nosti (13, 14), kar potrjuje,
da nikotin v uporabljienih pogojih ni bil edini oziroma glavni
dejavnik zmanjSanja celi¢ne Zivosti v testiranih meSanicah
vejpa. Nasprotno je nikotinski pospeSevalec pri posamezni
testirani komponenti, zlasti pri vejpih 2, 4 in 6 (pri 300 vdi-
hih), povzrocil izrazitejSi upad Zivosti celic. Pri tem je treba
upostevati, da ucinka izolirane komponente ni mogoce ne-
posredno enaciti z ucinkom celotne mesSanice vejpa, saj
se lahko v kon¢ni meSanici spremenijo razmerja med se-
stavinami, njihova razpoloZljivost in medsebojne interakcije.
Zato odsotnost enako izrazitega padca zivosti pri celotni
mesanici vejpa ne pomeni nujno protektivnega ucinka dru-
gih komponent, temvec kaze na kompleksnost bioloskega
odziva na mesanice ve¢ sestavin. Med testiranimi celicnimi
linijami so bile glede na zmanjSanje Zivosti po izpostavitvi
nikotinu oziroma nikotinskemu pospeSevalcu najbolj
obcutljive celice MRC-5 (do 75 % znizanje zivosti), medtem
ko je bilo zmanjSanje zivosti pri celicah HepG2 in NHA
manj izrazito (do 15 % znizanje zivosti). Pri celicah NHA
zmanijsanja zivosti po izpostavitvi nikotinskemu pospese-
valcu nismo zaznali; vrednosti signala pri merjenju ATP so
bile pri vseh testiranih koncentracijah nad vrednostjo kon-
trole topila. To bi lahko bilo povezano s povecano presno-
vno aktivnostjo oziroma povecano aktivnostjo mitohondrij-
skih dehidrogenaz, kar lahko kaze na spremenjeno
presnovno stanje celic, ne pa neposredno na zivost (15).
Najizrazitejsi uCinek na zivost celic so imele testirane raz-
topine arom (gozdni sadezi in lici, ovseni kosmici s karamelo
ter blond tobak). V vseh testiranih pogojih so povzrocile
najvecji upad zivosti celic v primerjavi z drugimi posamez-
nimi komponentami vejpov. Najbolj obdutliive so bile mo-
zganske celice NHA in jetrne celice HepG2, najmanj pa
pliu¢ne celice MRC-5. Ve testiranih raztopin arom je pov-
zrocilo statistiéno pomembno znizanje Zivosti celic, pri Ce-
mer je aroma ovseni kosmici s karamelo izstopala kot naj-
bolj citotoksi¢na (vejpa 3 in 4). Povzrocila je najnizje
prezivetje vseh treh celiCnih linij, zlasti po izpostavitvi 300
vdihom (slika 3). Pri izpostavitvi 100 vdihov je povzrocila
najnizje prezivetje celic NHA (30-% zivost celic), pri celicah
HepG2 in MRC-5 pa smo pri tej koncentraciji opazili padec
prezivetja na 70 %. Najnizje prezivetje je povzrocila zlasti
raztopina arome, ekvivalentna 300 vdihov, saj je ta kon-
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Slika 1: Izpostavitev celic HepG2, MRC-5 in NHA naraséajo¢im koncentracijam sedmih vejpov in pripadajocim kontrolam topila (KT) s
koncentraciiami 2,8, 8,4 in 16,8 % mesanici propilen glikola in rastlinskega glicerina (PG/VG). Zivost celic je bila merjena po 24 urah
izpostavitve vejpom s sestavo v preglednici 1 s testom merjenja adenozin trifosfata (ATP). Kot pozitivha kontrola (PK) je bil uporablien 7%
dimetilsulfoksid (DMSQO). Statisticna analiza primerjave KT in izbranih koncentracij vejpov je bila izvedena z enovzorcnim t- testom. Vsi
poskusi so bili izvedeni v treh neodvisnih bioloskih ponovitvah, pri emer je bila vsaka bioloSka ponovitev (n = 3) izvedena v Stirih tehnicnih
ponovitvah; na sliki so prikazana povprecja meritev in standardni odklon (SD) za vse tri celicne linije. *(p < 0.05), **(p < 0.01), ***(o < 0.001),
(b < 0.0001). KM — kontrola medija.

Figure 1: Exposure of HepG2, MRC-5, and NHA cell lines to increasing concentrations of seven vape formulations and the corresponding
mixtures of propylene glycol and vegetable glycerin (PG/VG) as solvent controls (KT) (2.8%, 8.4%, and 16.8%). Cell viability was assessed by
adenosine triphosphate (ATP) after 24 hours of exposure to the vape formulations listed in Table 1. A 7% dimethyl sulfoxide (DMSQO) solution
was used as the positive control (PC). Statistical analysis between KT and selected concentrations of vapes was performed using a one-
sample t-test. All experiments were performed in three independent biological replicates, with each biological replicate (n = 3) carried out in
four technical replicates. The figure shows the mean values and standard deviation (SD) of the measurements for all three cell lines. *(p <
0.05), *(p < 0.01), **(p < 0.001), *** (0 < 0.0001). KM — media control.
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Slika 2: Morfologiia humanih jetrnih (HepG2), pljucnih (MRC-5) in moZganskih (NHA) celic po 24-urni izpostavitvi najvisji (3 mg) in najnizji

(0,5 mg) koncentraciji najbolj (vejp 7) in najmanj toksicnega vejpa (vejp 6). Slikano z mikroskopom EVOS M7000 pri 10x povecavi. Merilo je

na prvi sliki (HepG2) in velja za vse slike.

Figure 2: Morphology of human liver (HepG2), lung (MRC-5), and brain (NHA) cells after 24-hour exposure to the highest (3 mg) and lowest
(0.5 mg) concentrations of the most toxic (vape 7) and least toxic vape (vape 6). Images were captured using an EVOS M7000 microscope
at 10x magnification. The scale bar is shown in the first image (HepG2) and applies to all images.

centracija povzrocila skoraj popolno celicno smrt celic
HepG2 in NHA, prezivetje celic MRC-5 pa je padlo na
30 %. Ti rezultati kazejo na prisotnost potencialno citotok-
si¢nih spojin v raztopinah arom in so skladni s Studijami, ki
so identificirale aromatske spojine predvsem v kompleksnih
sladkih in kremastih aromah kot pomemben vir citotoksi-
¢nosti v vejpih (11, 16, 17).

Iz rezultatov je razvidno, da citotoksi¢nosti vejpov ni mo-
goce pripisati zgolj nikotinski komponenti, temvec je v veliki
meri odvisna tudi od drugih sestavnin komponent, pred-
vsem arom in topil. Te lahko v dolo&enih primerih, zlasti pri
ViSji obremenitvi, izkazujejo celo izrazitejsi citotoksicni uginek
kot nikotinska komponenta sama, kar poudarja njihovo
pomembno viogo pri skupnem citotoksiCnem potencialu
vejpov in je bilo dokazano tudi v drugih Studijah (6). Lerner
in sod. so npr. od arome odvisne genotoksi¢ne ucinke do-
kazali na primarnih plju¢nih fibroblastih (6).

Raziskava ima nekaj omejitev. Uporablieni modeli in vitro
ne posnema v celoti dejanske izpostavljenosti uporabnikov
elektronskih cigaret, saj so bile celice testiranim meSanicam
in komponentam izpostavljene neposredno v celicnem go-
jiSCu. Zato uporablienih koncentracij ni mogoce neposredno
primerjati s koncentracijami nikotina v krvi uporabnikov;
najvisjo koncentracijo obravnavamo kot zgornji testni pogoj
in vitro za oceno citotoksi¢nega potenciala.

SKLEP

Kljub zakonskim omejitvam uporabe vejpov v Sloveniji nji-
hova raba, zlasti med mladimi, ostaja pomemben javno-
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Slika 3: Izpostavitev celic HepG2, MRC-5 in NHA posameznim komponentam vejpa. Celice so bile 24 ur izpostavijene raztopinam arom:
gozadni sadezi in lici (GS), ovseni kosmiCi s karamelo (OK) ter blond tobak (BT), ter dvema nikotinskima formulacijama: nikotin in nikotinski
pospeSevalec. Celicne linije so bile izpostavijene primerni kontroli topila (KT), ki je vsebovala mesanico propilen glikola in rastlinskega glicerina
(PG/VG) v koncentracijah 2,8 oziroma 8,4 %. Kot PK (pozitivna kontrola) je bil uporablien 7% dimetilsulfoksid (DMSO). Za statisticno analizo
primerjave KT in posameznih komponent vejpa je bila uporabliena enosmerna analiza variance (one-way ANOVA). Visi poskusi so bili izvedeni
v treh neodvisnih bioloskih (n = 3) ponovitvah, pri cemer je bila vsaka bioloska ponovitev izvedena v Stirih tehnicnih ponovitvah. Na sliki so
prikazana povprecja meritev in SD za vse tri celicne linije; *(o < 0.05), **(o < 0.01), ***(p < 0.001), **** (o < 0.0001).

Figure 3: Exposure of HepG2, MRC-5, and NHA cells to individual vape components. Cells were exposed for 24 hours to flavoring agents —
forest fruits and lychee (GS), oatmeal with caramel (OK), and blond tobacco (BT)—as well as to two nicotine formulations (nicotine and a
nicotine enhancer). Cells were also treated with the corresponding solvent control (KT) containing 2.8%, or 8.4% mixture of propylene glycol
and vegetable glycerin (PG/VG). A 7% dimethyl sulfoxide (DMSQO) solution was used as the positive control (PC). Statistical comparisons
between the solvent control (KT) and individual vape components were performed using one-way analysis of variance (one-way ANOVA). All
experiments were performed in three independent biological replicates (n = 3), with each biological replicate carried out in four technical

replicates. The figure shows the mean values and SD of the measurements for all three cell lines; *(p < 0.05), **(p < 0.01), ***(p < 0.001),

(o < 0.0007).

Hkkk

zdravstveni izziv. Mladi so zaradi razvojnih znadilnosti ter
vecCje dovzetnosti za arome, marketinske strategije in so-
cialne vplive Se posebej ranljiva skupina, zato je razume-
vanje bioloskih uc¢inkov vejpov klju¢no za utemeljeno obli-
kovanije preventivnih in regulativnih ukrepov. V nasi raziskavi
je izpostavitev razli¢nih celi¢nih tipov razliénim mesanicam
vejpov povzrocila koncentracijsko odvisno zmanjsanje zi-
vosti pliu¢nih, jetrnih in mozganskih celic, pri Eemer so se
uCinki med posameznimi vejpi razlikovali. Citotoksi¢nih

ucinkov ni bilo mogoce pripisati zgolj nikotinski komponenti,
saj so pomembno prispevale tudi druge komponente, zlasti
arome in topilo PG/VG. Med testiranimi aromami so se
ucinki razlikovali. NajizrazitejSe zmanjSanje Zivosti celic je
povzrocCila aroma ovseni kosmici s karamelo, kar je skladno
z ugotovitvami, da so lahko kompleksne sladke in kremaste
arome pomemben vir citotoksi¢nosti. Tudi aroma gozdni
sadezi in lici je pri posameznih celi¢nih linijah oziroma ostrej-
Sih pogojih prispevala k zmanjSanju zivosti celic. Statisticno
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znacilno znizanje Zzivosti celic je bilo ugotovijeno tudi pri
aromi blond tobak, ki spada med dovoliene tobacne arome
v skladu z Zakonom o omejevanju uporabe tobacnih in
povezanih izdelkov (Uradnilist RS, st. 9/17, 29/17 in 31/24)
ter Pravilnikom o poro¢anju o tobacnih in povezanih izdelkih
(Uradni list RS, §t. 96/24). Ugotovitve nakazujejo, da lahko
vejpi in njihove posamezne komponente prispevajo k cito-
toksi¢nim ucinkom v modelih in vitro. Pri tem imajo lahko
pomembno viogo poleg nikotina tudi arome in topila, zato
rezultati poudarjajo potrebo po nadaljnjih raziskavah toksi-
koloSke varnosti posameznih komponent ter njihovih kom-
binacij, pa tudi raziskave dolgoro¢ne izpostavljenosti.

IZJAVA

To delo je podprla Javna agencija za znanstvenorazisko-
valno in inovacijsko dejavnost Republike Slovenije, pro-
gramski projekt P1-0245.
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