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In the present study we have examined the acute toxicity of liposome with
encapsulated magnetic FesO4 nanoparticles in the FVB/N mice at a single
dose. We used 5 different test groups: nanoparticles in buffer, nanoparticles in
liposomes, nanoparticles in liposomes and targeting with a magnet, buffer for
nanoparticles and a control group without the application of any substance.
The trial included work with mice in the laboratory, biochemical blood analy-
sis and histologic examination of their organs. Elimination and possible nano-
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no deviations from the reference values. Furthermore, histologic examinations
showed no pathological changes in organs. On the basis of the obtained re-
sults, we can conclude, that tested nanoparticles are not toxic to mice.



Kosak J. Karakterizacija sistema za usmerjanje zdravil na osnovi feriliposomov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

KAZALO VSEBINE
KLJUCNA DOKUMENTACIISKA INFORMACITA.........ooovereieeesreeere e esesesesessnian, i
KEY WORDS DOCUMENTATION ...ttt v
KAZALO VSEBINE ..ottt st \Y/
KAZALO PREGLEDNIC ..ottt VI
KIAZALQD SLIK ..ottt bbb bbbttt be bbb be e VII
OKRAJSAVE IN SIMBOLLI ........otviiiiiiiieiniesies st IX
1 UVOD bbbt bbbt b e bbbt 1
1.1 NANODELCH ..ottt ettt ettt nrenneeneeneenees 1
1.2 NANOTEHNOLOSKE DOSTAVNE PLATFORME ........cccoccoovvrvimnrniiesrenisnensenes 2
1.3 TERANOSTIKA ..ottt et et st besneereaneeneenes 2
1.3.1 Nanodelci z Zelezovim oksidom pri teranostiki raka..................c.cccoooevviinninnnn, 4
1.3.2 Ogljikove nanocevke v teranostiki raka ...........ccocoooeririniiiiienec e 5
1.3.3 Kvantne pike v teranostiKi raka............cccccovivieiieiiiicceeceee e 5
1.3.4  ZIato V teranoStiKi FaKa.........ccoocveiieiiiie e 5
1.3.5 Silicijev dioksid v teranostiki raka............cccooeiieiieiieiicie e 5
1.4 NAMEN DELA ... .ottt ettt nneereaneenee e 6
15 HIPOTEZA . ...ttt bbb nb et neas 6
2 PREGLED OBUJAV ...ttt ettt sneanaana e ne s 7
2.1 MAGNETNI NANODELCH. ...ttt 7
2.1.1 Razvoj magnetne dostave Zdravil...........cccoooiiiiiiinii 7
2.1.2 NovejSe oblike magnetnih nanodelcev v biomedicini..................c.cooooininnnnn. 8
2.1.3  Magnetno usmerjanje zdraVvil ... 9
2.2 TOKSICNOST w.oouviaiiniiseeseiseeseesesssss sttt 11
2.2.1 Vnos, biodistribucija in ¢iS¢enje magnetnih nanodelcev ...................cccernennnnn. 11
2.3 LIPOSOMI ..ottt bttt 14
2.3.1  Magnetni lIPOSOMI ....c.eeiiiiiiiiiie e 14
2.3.2 Karakterizacija ferilipoSOmOV..........ccccoveviiiiiicie e 15
3 MATERIALI IN METODE .....ccoiiititseeeeeese ettt 16
31 MATERIALL oottt bbbt et 16
3.2 POSKUSNE ZIVALL ...coouiiiiiiiiiieieiscies ettt 17
3.3 METODE DELA ...ttt sttt 19
3.3.1  ZaCeteK POSKUSOV .........c.ooiiiiiiiiiii e 19
3.3.2  Odvzem Krvi in 0SamMIiteV OFJAN0V ........ccccceciveiiieiieeieseesieesieseesre e seesee e 19
34 MIKROSKOPIJA ...ttt ettt sttt et e steane e e e e e 24
4 REZULTAT ottt st se ettt sbesbeeneaneenee e 25
4.1 OPAZOVANJE MISI MED POSKUSOM ......oooiiiitieieeeeeseseseeeeeseseeeeeen s 25
4.2  BIOKEMIJSKA ANALIZA KRV ..ottt 27
4.3  ANALIZA ORGANOV ..ottt ettt 37
5 RAZPRAVA ..ottt ettt ettt 49
B SKILEPH ..o 53
T POVZETEK ...ttt sttt 54
B VIR o e e e 55

ZAHVALA



Kosak J. Karakterizacija sistema za usmerjanje zdravil na osnovi feriliposomov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 1: Primeri nanoplatform ter njihovih stopenj v klini¢ni uporabi (Lehner in sod.,

2003) et 2
Preglednica 2: Primerjava prednosti in slabosti razli¢nih anorganskih nanodelcev za

Slikanje iN terapijo raka.........ccveveiiveieeieiie e 6
Preglednica 3: Prikaz razvrstitve misi po skupinah. ..........cccooiviiiiiiiiiiiiecc 18
Preglednica 4: Posamezni koraki priprave organov ter Cas trajanja korakov v tkivnem

PIOCESOIJU. ..ttt sttt ettt bbbt n bbbt bt 21

Preglednica 5: Referencne vrednosti za biokemijsko analizo krvi misi (Mouse ..., 2013) 27

VI



Kosak J. Karakterizacija sistema za usmerjanje zdravil na osnovi feriliposomov. VIl
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

KAZALO SLIK
Slika 1: Shema in vivo uporabe nanoteranostika za zdravljenje raka (Kocbek, 2012).......... 4
Slika 2: Prikaz nekaterih mejnikov v zgodovini nanodostavnih sistemov u¢inkovin (Kristl,
0 ) TSRS 8
Slika 3: Shema multifunkcionalne uporabe magnetnih nanodelcev za diagnozo in
ZATAVIJENJE KA .....cveeeeeee e 10
Slika 4: Mehanizmi uporabljeni pri retikuloendotelijski sistem za prepoznavanje in
odstranitev nanodelcev v krvi (Duguet in s0d., 2010) .....ccccovvriierenieneenesie e 12
Slika 5: Kvalitativni diagram prikaza razvoja ¢asa zadrzevanja v krvi glede na velikost
delcev (Arruebo in S0d., 2007) ......ciieiiiiiee et e 13
Slika 6: Prikaz Stirih razli¢nih poti vnosa nanodelcev z njihovimi prednostmi in slabostmi
(YHAIrimer in SOd., 2011) .....civiiiiiiiiirieeeee e 14
Slika 7: Prikaz tkivnega procesorja Shandon CITADEL 1000 lociranega na lJS............... 20
Slika 8: Kasete za pripravo organoV (TiSSUE ..., 2010).......cccoviiririeieneieneseseseeeeeeeen, 20
Slika 9: Prikaz mikrotoma MICROM EC 350-1/2 za obdelavo organov s parafinom
(Thermo. .., 2010)....ciiieiiieiee e nnees 21
Slika 10: Prikaz mikrotoma MICROM HM —315na IS .........cccoviiiiiiiiiiie, 22
Slika 11: Prikaz mikroskopa Olympus IX81 (Olympus ..., 2012) .......ccoceiiririninicieen, 24
Slika 12: Prikaz povpre¢ne teze samcev posameznih skupin glede na Stevilo dni po
APIKACT]H ..ttt 25
Slika 13: Prikaz povpre¢ne teze samic posameznih skupin glede na Stevilo dni po aplikaciji
............................................................................................................................... 26
Slika 14: Prikaz aktivnosti alkalne fosfataze v pkat/l. .........cccooeviiiiiiiii 27
Slika 15: Prikaz aktivnosti aspartat aminotransferaze (AST) v pkat/l. ... 28
Slika 16: Prikaz aktivnosti alanin aminotransferaze (ALT) v pkat/L. ... 29
Slika 17: Prikaz koncentracije dusika v obliki seénine (BUN) (mmol/l)...........cccevvrrnnen. 30
Slika 18: Prikaz koncentracije kreatinina (LMoI/L).......ccccoreiiiiiiiiiiieicecseseeees 31
Slika 19: Prikaz aktivnosti laktat dehidrogenaze v pkat/l. ... 32
Slika 20: Prikaz aktivnosti amilaze v Kat/1. ........ccocooiiiiiiiiiiie e 33
Slika 21: Prikaz aktivnosti lipaze v Kat/L. .......cccceiiiiiiiiiieeee e 34
Slika 22: Prikaz aktivnosti fosfokreatin kinaze (MB) v pkat/l........cccccooeviiiiiiiinninninieen, 35
Slika 23: Prikaz aktivnosti fosfokreatin kinaze (BB) v pkat/L.........cccccooiiiiiiininiiiceen, 36
Slika 24: Prikaz aktivnosti fosfokreatin kinaze (MM) v pkat/l..........ccoooovviiiiiiininiinienen, 37
Slika 25: Primerjava obarvanih jeter samcev po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in E
............................................................................................................................... 38
Slika 26: Primerjava obarvanih jeter samic po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in E
............................................................................................................................... 39
Slika 27: Primerjava obarvanih ledvic samcev po H&E metodi med skupinami A,B,C,D,E
............................................................................................................................... 40

Slika 28: Primerjava obarvanih ledvic samic po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in E



Kosak J. Karakterizacija sistema za usmerjanje zdravil na osnovi feriliposomov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

Slika 29: Primerjava obarvane vranice samcev po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in

B et e Rt R R bR e R bt R et e e et nn et ene e 42
Slika 30: Primerjava obarvane vranice samic po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in E
............................................................................................................................... 42
Slika 31: Primerjava obarvanih plju¢ samcev po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in
B et e Rt R R bR e R bt R et e e et nn et ene e 43
Slika 32: Primerjava obarvanih plju¢ samic po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in E
............................................................................................................................... 44
Slika 33: Primerjava jeter obarvanih samcev po Perl's Prussian Blue metodi med
SKUpinami A,B,C,D INE......ooioe e 45
Slika 34: Primerjava jeter samic obarvanih po Perl's Prussian Blue metodi med skupinami
ABLCD INE oo 46
Slika 35: Primerjava ledvic samcev obarvanih po Perl's Prussian Blue metodi med
SKUpinami A,B,C,D INE....c.ooioi e 47

Slika 36: Primerjava obarvanih ledvic samic po Perl's Prussian Blue metodi med
SKUPINAMIE A, BN E oo 48

VI



Kosak J. Karakterizacija sistema za usmerjanje zdravil na osnovi feriliposomov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

ALP
ALT
AST
BO

BUN
CK
dH20
DNA
EPR
FDA
HCI
H&E
IDMS
IFCC
LDH
MRI
ND
NMR
PEG
PBS
RCF
RES
SIRNA
SPIO
ts
USPIO
nS
ZU

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

alkalna fosfataza

alanin aminotransferaza

aspartat aminotransferaza

konstantno, homogeno magnetno polje uporabljeno za polarizacijo spin-ov,
kar ustvarja magnetizem

dusik v obliki uree

kreatin kinaza

destilirana voda

deoksiribonukleinska kislina

ucinek vecje prepustnosti in zadrZevanja
ang. Food and drug administration
klorovodikova kislina

hematoksilin in eozin

izotopska dilucijska masnha spektrometrija
Mednarodna federacija za klini¢no kemijo
laktat dehidrogenaza

magnetno resonancno slikanje

nanodelci

jedrska magnetna resonanca

polietilen glikol

1zotoni¢ni fosfatni pufer

relativna centrifugalna sila
retikuloendotelijski sistem

kratka interferencna ribonukleinska kislina
superparamagnetni Zelezov oksid
sprostitveni ¢as

ultra majhni superparamagnetni zelezov oksid
cinkov sulfid

zdravilne ucinkovine



Kosak J. Karakterizacija sistema za usmerjanje zdravil na osnovi feriliposomov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

1 UvOD

Trenutno eno najbolj aktivnih podro¢ij v raziskavah raka je razvoj razli¢nih pristopov, ki bi
omogocili selektivno dostavo zdravila do obolelega mesta. Velik problem pri razvoju zdra-
vilnih u¢inkovin namre¢ predstavlja ravno njihov vnos in posledi¢no vec¢je doze in vpliv na
zdrava tkiva ter celice. V ta namen se uporabljajo Stevilni sistemi za dostavo zdravilnih
u¢inkovin. Med razli¢nimi tipi nanodelcev so magnetni nanodelci poseben razred materia-
lov z dobrimi lastnostmi za njihovo manipulacijo in transport do Zelene lokacije s pomog¢jo
magnetnega polja (Mikhaylov in Vasiljeva, 2011).

Nedavne raziskave so pokazale, da zdravljenje raka lahko izboljsamo tako, da poleg tumor-
ja ciljamo tudi njegovo mikrookolje (imunske celice, fibroblasti), ki pomembno prispeva k
razvoju tumorja. S ciljanjem stromalnih celic, ki obdajajo rakave celice lahko potemtakem
izboljsamo ucinkovitost ze obstoje¢ih metod zdravljenja raka (Cohen in Shoushan, 2013).

1.1 NANODELCI

So delci razli¢nih oblik in sestave velikosti 1-100 nm v premeru in se posledi¢no uvrséajo
v velikostni razred biomolekul in celi¢nih organelov. Med pozitivne lastnosti nanodelcev
uvrs¢amo njihovo veliko razmerje med povrSino in prostornino, izboljsano fotoemisijo,
visoko elektri¢no in toplotno prevodnost ter izbolj$ano povrsinsko kataliticno aktivnost.
Zaradi fizi¢nih lastnosti in strukturne robustnosti so prilagodljivi glede na velikost, obliko
in kompozicijo (Azzazy in Mansour, 2009).

Nekateri nanodelci lahko nosijo razli¢en tovor, kot so zdravila z majhno molekulsko maso,
kontrastna sredstva, proteini, nukleinske kisline in druge snovi. Izdelava takih nanomateri-
alov zahteva sposobnost kontroliranja velikosti delcev, zagotavljanja biokompatibilnosti,
optimiziranja specifi¢nosti in doseganja kontroliranega spros¢anja. Razvoj nanotehnolo-
Skih dostavnih platform je trenutno zelo aktualno podrocje za dostavo in izboljSanje farma-
kokineti¢nih lastnosti razli¢nih u¢inkovin. Nanodelci, ki se uporabljajo kot dostavni sistemi
so liposomi, dendrimeri, polimeri, ogljikove nanocevke, kovinski nanodelci, organski na-
nodelci, kvantne pike, nanogeli in peptidni nanodelci (Lehner in sod., 2013).
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1.2 NANOTEHNOLOSKE DOSTAVNE PLATFORME

Preglednica 1: Primeri nanoplatform ter njihovih stopenj v klini¢ni uporabi (Lehner in sod., 2013)
Nanoplatforma | Velikostni | Sestavina Uporabnost | Tar¢a Status
razred
Liposom <100 nm Doxorubicin | Zdravljenje | Kaposijev FDA
raka sarkom, rak | odobreno
jajénikov,
rak dojk
Daunorubicin | Zdravljenje FDA
raka odobreno
Dendrimer 1-10 nm Methotrexate | Zdravljenje | Razli¢na In vitro/
raka rakava obo- | In vivo
lenja
Polimer 50-200 nm | Pegaspargase | Zdravljenje | Akutnalim- | FDA odo-
raka foblastna breno
levkemija
Doxorubicin Zdravljenje Rak na doj- | Fazall
raka kah/ plju¢ih
Micel 10-100 nm Paclitaxel Zdravljenje Rak dojk Faza IV
raka
Ogljikove 1-25 nm Paclitaxel Zdravljenje Rak dojk In vivo
nanocevke premera raka
Kovinski 1-150 nm Ferumoxid MRI kon- | Jetra FDA odo-
nanodelci trastno sred- breno
stvo
Zelezov oksid | Zdravljenje Glioblastom | EU odo-
raka breno
Organski 20-400 nm Zdravljenje Rak jeter Faza Il
nanodelci raka
Kvantne pike 1-10 nm Doxorubicin Zdravljenje Rak jajéni- In vivo
raka kov

1.3 TERANOSTIKA

Teranostik je napreden dostavno-diagnosti¢ni sistem za uporabo v medicini. Zdruzuje tera-
pevtsko in diagnosticno komponento in socasno omogoca diagnostiko in zdravljenje bole-
zni. Nanoteranostiki predstavljajo novost na podrocju zdravljenja bolezni. Z njimi lahko
dosezemo usmerjeno dostavo zdravilnih u¢inkovin specificno v tar¢no populacijo celic in
hkrati z neinvazivnimi metodami spremljamo lokalizacijo nanodostavnega sistema in po-
sledi¢no zdravila v organizmu. Slika 1 prikazuje shemo in vivo uporabe nanoteranostika za
zdravljenje raka. Medsebojno se teranostiki razlikujejo po obliki, zgradbi, velikosti, spo-
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sobnostih ciljanja in metodi za vizualizacijo oz. spremljanje sistema v organizmu (Kocbek,

2012).

Razvoj teranostike je predvsem posledica zdravljenja heterogenih bolezni in delovanja
zdravilnih ucinkovin le pri omejeni populaciji pacientov in pri dolo¢enih stopnjah razvoja
bolezni (Xie in sod., 2010). Predvideva se, da bi ta pristop lahko doprinesel k pospesitvi
razvoja zdravil, izboljsani kontroli bolezni, zmanj$anemu tveganju in nizjim stroSkom
zdravljenja (Ahmed in sod., 2012).

Glavne sestavine vsakega teranostika so (Kocbek, 2012):

diagnosticna komponenta, ki omogoca neinvazivno spremljanje porazdelitve na-
nosistema v organizmu, vrednotenje obsega lokaliziranega nalaganja na ciljanem
mestu in spremljanje sproscanja vgrajenih u€inkovin; diagnosti¢na oz. kontrastna
sredstva za in vivo slikanje so lahko opti¢no aktivne kovine, majhne molekule in
kovinski oksidi, ultrazvo¢na kontrastna sredstva ali radionuklidi;

dostavni sistem ali obloga, ki obdaja diagnostiéno komponento, zagotavlja stabil-
nost koloidne disperzije teranostika, nudi funkcionalne skupine za reakcije bioko-
njugacije in omogoca vgrajevanje zdravilnih u¢inkovin;

zdravilna ucinkovina je kovalentno ali nekovalentno vezana na dostavni sistem in
se na tarénem mestu v organizmu spros$¢a spontano ali pod vplivom razli¢nih dra-
Zljajev; lahko je vezana z elektrostatskimi interakcijami na gradnike teranostika, fi-
zikalno ujeta v ogrodje nanodostavnega sistema ali neposredno kovalentno vezana
na diagnosti¢no komponento in/ali na sam nanodostavni sistem.
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DIAGNOSTIKA

ZDRAVLJENJE

Slika 1: Shema in vivo uporabe nanoteranostika za zdravljenje raka (Kocbek, 2012)

Legenda: (A) parenteralni vnos nanoteranostika, (B) sistemska porazdelitev nanoteranostika takoj po vnosu,
(C) lokalno nalaganje in zadrZzevanje na obmocju tumorja (EPR uéinek in aktivno ciljanje), (D) in vivo slika-
nje, (E) lokalno spros¢anje vgrajene u¢inkovine, (F) uni¢enje tumorskih celic, (G) ozdravitev.

1.3.1 Nanodelci z Zelezovim oksidom pri teranostiki raka

So nanokristali narejeni iz magnetita ali hematita. Zelezo v prisotnosti oksidanta postane
Zelezov oksid, ki ima nizko stopnjo toksi¢nosti in je lahko razgrajeno preko bioloskega
sistema tako, da postane del zalog zeleza v telesu. Poznamo ve¢ oblik zelezovih oksidov,
med katere vkljuéujemo Hematit (o- Fe2Oz), Magnetit (Fe3Os), Magemit (y-Fe203), B-
Fe20s3, e-Fe203 in Wustit (FeO). V raziskavah se najveckrat uporabljajo nanodelci z mag-
netitom. Med Zelezove nanodelce sodijo tudi superparamagnetni delci, ki so manjsi od 20
nm in kazejo nicelni magnetizem ob odsotnosti zunanjega magnetnega polja, medtem ko v
prisotnosti magnetnega polja postanejo magnetni. Zaradi visokega magnetnega momenta
so uc¢inkoviti pri znizevanju T relaksacijskega ¢asa (Chen in sod., 2013; Suh in sod., 2009;
Xie in sod., 2010).
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Dobre lastnosti Zzelezovih nanodelcev so: uporabnost kot kontrastna sredstva, superpara-
magnetne aktivnosti, visoko razmerje povrSina-prostornina, nizka toksi¢nost, u¢inkovite
povrsinske modifikacije magnetnih kompozitov, biokompatibilnost, njihovi zelo nizki stro-
Ski priprave pa omogocajo uporabnost tudi v raziskovalne namene (Ahmed in sod., 2012;
Dias in sod. 2011).

1.3.2 Ogljikove nanocevke v teranostiki raka

So eno ali ve¢-slojne cilindri¢ne strukture in misljene tudi kot alotropi ogljika. Imajo uni-
katne mehanske in elektronske lastnosti, ki so pomembne pri materialni kemiji in nanoteh-
nologiji in se uporabljajo pri termalnem ablacijskem slikanju ter dostavi genov in zdravil.
Pomembnost nanocevk se je povecala po zaslugi ucinkovitega celi¢énega vnosa, ¢eprav
natancen mehanizem $e ni poznan (Ahmed in sod., 2012).

1.3.3 Kvantne pike v teranostiki raka

Kvantne pike so anorganski polprevodniki fluoroforjov s premerom med 2 in 10 nm, ki
temeljijo na prehodnih elementih periodi¢nega sistema. Uporabljajo se pri bioloskih apli-
kacijah, predvsem pri slikanju in dostavi zdravil ter kot oznacevalci v imunotestih, imu-
nohistokemijskih barvanjih in celicnem slikanju (Ahmed in sod., 2012; Azzazy in Manso-
ur, 2009).

Posebna funkcija kvantnih pik je tocno prilagajanje opti¢nih lastnosti z uravnavanjem nji-
hove velikosti in kompozicije (Xie in sod., 2010). Vendar velik problem kvantnih pik pred-
stavlja njihova toksi¢nost, Ki jo lahko zmanjsamo z uporabo silicijevih spojin in ogljika pri
pripravi kvantnih pik (Ahmed in sod., 2012).

1.3.4 Zlato v teranostiki raka

Zlati nanodelci so ve¢inoma sestavljeni iz tankega ovoja zlata, ki obdaja dielektri¢no jedro
(izolacijski material), lahko pa tudi kot samostojni zlati nanodelci (v sferi¢ni obliki). Veli-
kost zlatih nanodelcev znasa med 0,8 in 250 nm in posledi¢no vpliva na njihove opti¢ne
lastnosti. Zaradi visokega absorbcijskega koeficienta so uporabni pri oznacevanju DNA in
proteinov za detekcijo bioloskih tar¢ s povecano obcutljivostjo (Azzazy in Mansour, 2009).

1.3.5 Silicijev dioksid v teranostiki raka

Silicijev dioksid ze dolgo ¢asa uporabljajo pri vsadkih in velja za toksikoloSko varen pro-
dukt. V nanomedicini se uporablja kot material za prevleko, ki zagotavlja ali preprecuje
razlicne karakteristike nanodelcev (Ahmed in sod, 2012). Delci s silicijevim dioksidom
navadno nimajo potrebnih lastnosti, uporabnih pri slikanju, vendar lahko sluzijo kot odli¢-
na platforma uporabna v teranostiki, saj omogocajo enostavnejSe vnasanje terapevtikov
(Xie in sod., 2010).
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Preglednica 2: Primerjava prednosti in slabosti razli¢nih anorganskih nanodelcev za slikanje in terapijo raka

(Huang in sod., 2011)

Vrsta ND | Prednosti Slabosti
Zlati - Biokompatibilnost - Omejena globina penetracije pri
nanodelci - Enostavnost povrsinske funkci- slikanju in fototermalni terapiji
onalizacije
- Visoka fototermalna izmenje-
valna stopnja in fotostabilnost
- Omejitev detekcije posameznih
molekul
Kvantne - Visja svetlost in fotostabilnost - Toksi¢nost
pike kot pri organskih barvilih - Omejena resolucija slikanja in
globina penetracije
Ogljikove - Konverzija absorbirane svetlob- | - Toksi¢nost
nanocevke ne energije v toploto
Magnetni - Biorazgradljivost in biokompa- | - Opsonizacija in hitro ¢is¢enje
nanodelci tibilnost prek fagocitov
- Konverzija elektromagnetne
energije v toploto
- Daljsa tkivna penetracija pri sli-
kanju
Keramicni - Nizji stroski in relativna eno- - Manjsa velikost por (0,5-1 nm)
nanodelci stavnost priprave lahko omeji sprostitev enkapsu-
- Biokompatibilnost lirane molekule z zdravilom
- Visoka stabilnost

1.4 NAMEN DELA

Cilj naloge je bil in vivo preveriti toksi¢nost dostavnega modela liposomov z enkapsulira-
nimi magnetnimi FesO4 nanodelci. Za nadaljnjo uporabo je tako potrebno preveriti tudi, ali
je tak sistem toksi¢en. Toksi¢nost smo preverili z biokemijsko analizo krvi, histoloskimi
metodami in morebitno akumulacijo nanodelcev v organih z dolo¢anjem Zzelezovega kom-
pleksa.

1.5 HIPOTEZA

- Liposomi z enkapsuliranimi Fe3O4 nanodelci niso toksi¢ni in ne povzro¢ajo patolo-
Skih sprememb v misih.
- Nanodelci se ne akumulirajo v organih in se odstranijo iz telesa.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MAGNETNI NANODELCI

Magnetni nanodelci sodijo v velik razred nanomaterialov in imajo potencial, da korenito
spremenijo trenutno klini¢no diagnostiko in terapevtske tehnike. S Sirokim naborom apli-
kacij v detekciji, diagnostiki in zdravljenju bolezni bi lahko magnetni nanodelci imeli po-
membno vlogo pri doseganju zdravstvenih potreb prihodnosti, kot so rak, kardiovaskularne
bolezni in nevroloske bolezni. Poleg tega so nekateri uporabni kot kontrastna sredstva za
MRI ter kot toplotni mediatorji pri terapijah raka. Zaradi njihove majhne velikosti feri- ali
fero- magnetni nanomateriali postanejo enotna magnetna domena (Sun in sod., 2008;
Mikhaylov in Vasiljeva, 2011).

2.1.1 Razvoj magnetne dostave zdravil

Vsak pregled razvoja dostave zdravil bi se lahko zacel z omembo imena Paula Ehrlicha
(1854-1915), ki je predlagal, da lahko toksin za ta organizem dostavimo skupaj s sred-
stvom za selektivnost, ¢e lahko neko sredstvo selektivno cilja organizem, ki povzroc¢a bo-
lezen. Ehrlich je I. 1908 za raziskave na podro¢ju imunosti prejel Nobelovo nagrado za
medicino. Freeman s sod. (1960, cit. po Arruebo in sod., 2007) je predlagal, da bi se lahko
magnetni nanodelci prenesli preko vaskularnega sistema in koncentrirali v specifi¢nih delih
telesa s pomo¢jo magnetnega polja. Uporaba magnetnih mikro- in nano-delcev za dostavo
kemoterapevtikov je napredovala v 70-ih letih, ko so Zimmerman in sod. (1976, cit. po
Arruebo in sod., 2007) uporabili magnetne eritrocite za dostavo citotoksi¢nih zdravil. V
tem Casu S0 Widder in sod. opisali usmerjeno ciljanje namagnetenih albuminskih mikrosfer
enkapsuliranih z doxorubicinom za zdravljenje raka v zivalskih modelih. V 1980-ih je vec¢
avtorjev razvilo strategijo dostave razli¢nih zdravil s pomoc¢jo magnetnih mikrokapsul in
mikrosfer in vsi ti pristopi so temeljili na delcih mikro velikosti. Liibbe s sod. (1996, cit. po
Arruebo in sod., 2007) je prvi¢ uporabil magnetne nanodelce v zivalskih modelih. Oprav-
ljena je bila 1. faza klini¢nih raziskav, v okviru katere so paciente z neuspe$no zdravljeno
obliko raka zdravili z magnetnimi nanodelci, ki so vsebovali epirubicin. V tem poskusu je
ve¢ kot 50 % nanodelcev koncalo v jetrih. Slika 2 prikazuje nekatere izmed mejnikov v
zgodovini nanodostavnih sistemov u¢inkovin (Arruebo in sod., 2007).

Razli¢na podjetja proizvajajo magnetne mikro- in nano- delce, ki jih uporabljajo v MRI,
inducirani hipertermiji, sortiranju in ciljanju celic, bioseparaciji, encimski imobilizaciji,
imunotestih, transfekciji genov ter detekcijskih sistemih (Arruebo in sod., 2007).
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Slika 2: Prikaz nekaterih mejnikov v zgodovini nanodostavnih sistemov u¢inkovin (Kristi, 2012)
2.1.2 Novejse oblike magnetnih nanodelcev v biomedicini

Zelezooksidni nanodelci so Ze bili uspesno uporabljeni v biomedicinskih aplikacijah tako
in vitro (magnetna separacija, magnetna detekcija in magnetna transfekcija) kot in vivo
(MRI, usmerjena dostava zdravil in tkivno inzenirstvo). Vendar imajo nekateri nanodelci
tudi svoje omejitve, kot so nizek magnetni moment, nizka obcutljivost v MRI diagnostiki
in predvsem majhna kapaciteta tovora. V zelji po odpravi teh omejitev mono-funkcionalnih
nanodelcev so se raziskave usmerile v razvoj novih oblik magnetnih nanodelcev, kot so
nanodelci z visokim magnetnim momentom, multifunkcionalni magnetni nanodelci in na-
nodelci s povisano kapaciteto zdravil (Xu in Sun, 2012).

2.1.2.1 Magnetni nanodelci z visokim magnetnim momentom

Mednje pristevamo strukturno kontrolirane feritne ter kovinske magnetne nanodelce. Sled-
nji temeljijo na Zelezu, kobaltu in niklju, ki imajo vecji magnetni moment v primerjavi z
oksidi in so obi¢ajno pripravljeni s termi¢no dekompozicijo ali z redukcijo organokovin-
skih prekurzorjev (Xu in Sun, 2012).

2.1.2.2 Multifunkcionalni magnetni nanodelci

Multifunkcionalni magnetni nanodelci z Zelezovim oksidom so bili zaradi njihovega odzi-
va na zunanje magnetno polje raziskani kot kontrastna sredstva za MRI in uporabo pri
magnetni hipertermiji. Vendar je problem, da imajo ti nanodelci le en tip kemi¢ne povrsine
In S0 posledicno manj primerni za zdruZzitev z bioloskimi sredstvi in molekularnimi zdravi-
li. Multifunkcionalnost lahko dosezemo prek molekularne funkcionalizacije obstoje¢ih
magnetnih nanodelcev, z izdelavo multi-komponentnih magnetnih nanodelcev (heterogeni
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magnetni nanodelci) ali s ko-enkapsulacijo magnetnih nanodelcev z drugimi funkcional-
nimi komponentami v matriks (“core/shell"magnetni nanodelci) (Xu in Sun, 2012).

2.1.2.3 Votli magnetni nanodelci

Ucinkovitost magnetnih nanodelcev kot dostavnega sistema je omejena zaradi visoke
gostote anorganskega jedra in potrebnega ovoja za stabilizacijo, kar mo¢no zmanjsa odsto-
tek masnega deleza zdravila v konjugatu. Ena od reSitev je uporaba votlih nanodelcev, ki
Imajo magnetni ovoj in prazno jedro, saj je v tem primeru lahko zdravilo nalozeno znotraj
in zunaj magnetnih nanodelcev. UposStevajo¢ biokompatibilnostne zahteve, so najboljsi
kandidati Fe3O4 votli magnetni nanodelci, Fe votli nanookvir, Fes04/ZnS votli magnetni
nanodelci in porozni FesOsaliFe304—-SiO2 dvoslojne votle nanopalice (Xu in Sun, 2012).

2.1.3 Magnetno usmerjanje zdravil

Magnetno usmerjanje zdravil je uporabno, ker omogoca specifi¢éno dostavo zdravila ob
uporabi magnetnih nanodelcev in zunanjega magnetnega polja, ki je osredoto¢eno na tu-
mor. Shema multifunkcionalne uporabe magnetnih nanodelcev za diagnozo in zdravljenje
raka prikazuje slika 3. Taksen na¢in usmerjene dostave zdravil poskusa koncentrirati zdra-
vilo na specificno obmocje, s ¢imer izboljSuje njegovo ucinkovitost in zmanjSuje Skodljive
stranske u¢inke (Mikhaylov in Vasiljeva, 2011).

Zdravilo ali terapevtski radionukleid je vezan na magnetno spojino ter vnesen v telo in
koncentriran v tarénem mestu s pomoc¢jo magnetnega polja (uporabljajo¢ interno vstavljen
stalni magnet ali zunanje uporabljeno polje). Glede na aplikacijo delci nato sprostijo zdra-
vilo ali povzrocijo lokalni ucinek (obsevanje iz radioaktivnih mikrosfer ali hipertermije z
magnetnimi nanodelci). Sprostitev zdravila lahko poteka na ve¢ nac¢inov: z enostavno difu-
zijo preko mehanizmov, ki potrebujejo encimsko aktivnost ali kot sprememb v fizioloskih
pogojih, kot so pH, osmolalnost in magnetno prek magnetnih nanodelcev konjugiranih z
zdravilom (Arruebo in sod., 2007).
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slikanje - MRI rakavega zdravila intracelularna
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Slika 3: Shema multifunkcionalne uporabe magnetnih nanodelcev za diagnozo in zdravljenje raka
(Mikhaylov in Vasiljeva, 2011)

2.1.3.1 Magnetno resonancno slikanje

Magnetno resonanc¢no slikanje (MRI) je diagnosti¢na metoda, katere razvoj se je mo¢no
pospesil predvsem po zaslugi odkritja materialov z nizko odpornostjo pri izdelavi super-
prevodnih magnetov ter izboljsanja ra¢unalniskih zmogljivosti shranjevanja in procesiranja
podatkov. MRI omogoca diferenciacijo tkiv na osnovi razli¢nih relaksacijskih Casov ter je
trenutno najbolj ucinkovita neinvazivna radioloska tehnika, ki se uporablja v medicini.
Ucinkovita je predvsem pri ocenjevanju bolezni kosti, mehkih tkiv in centralnega Zivénega
sistema. Do moc¢nega razvoja magnetnega resonancnega slikanja v zadnjih 30-ih letih je
prislo predvsem po zaslugi odkritja materialov z nizko odpornostjo pri izdelavi superpre-
vodnih magnetov ter izbolj$anja racunalniskih zmogljivosti shranjevanja in procesiranja
podatkov (Duguet in sod., 2010; Mikhaylov in Vasiljeva, 2011).

MRI izkorisca lastnosti jedrske magnetne resonance (NMR) komponent ¢loveskega telesa
in predvsem protone v vodi znotraj tkiv, lipidnih membran, proteinov itn. Temeljno nacelo
je enako kot pri NMR spektroskopiji kemijskih analiz, kjer je zdruzeno mocno stati¢no
magnetno polje B0 in perpendikularno radiofrekven¢no polje (5 — 100 MHz). Po radiofre-
kven¢nem pulzu Se spini trudijo poravnati z BO poljem. Ta relaksacijski fenomen je lahko
razgrajen v dva mehanizma: vzdolzna relaksacija, ki ustreza postopnemu povecanju vzdol-
zne komponente magnetizacije, ter precni relaksaciji, ki ustreza postopnemu pojemanju
precne komponente. Okarakterizirane so z relaksacijskima ¢asoma T1 (Cas potreben, da se
63 % vzdolzne komponente ponovno vzpostavi) in T2 (¢as potreben, da 37 % pre¢ne kom-
ponente izgine) (Duguet in sod., 2010).

2.1.3.2 Inducirana hipertermija

10
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Hipertermija je postopek dviganja temperature v tkivu do 40-45 °C in predstavlja obetaven
pristop pri zdravljenju raka, ki sloni na hipotezi, da so rakave celice bolj obcutljive na po-
visanje T kot normalne celice. Magnetni nanodelci ob prisotnosti visoko frekvencnega
magnetnega polja ustvarijo toploto prek oscilacije njihovega magnetnega momenta kot
posledica Neel in Brownian relaksacij. Pomembna prednost pri uporabi magnetnih nano-
delcev za inducirano hipertermijo je sposobnost kombiniranja le-teh z in vivo slikanjem, ki
uporablja MRI kontrastne lastnosti magnetnih nanodelcev (Mikhaylov in Vasiljeva, 2011).

2.2 TOKSICNOST

Vse farmacevtske uéinkovine namenjene uporabi za ljudi in zivali zahtevajo obsezna testi-
ranja za oceno merebitnih toksi¢nih stranskih uc¢inkov. Toksi¢nost nanodelcev je odvisna
od stevilnih faktorjev kot so: kemijska sestava, metoda vnosa, velikost, biorazgradljivost,
topnost, farmakokinetika, biodistribucija, povrSinska kemija, oblika itn. Med najbolj po-
membne lastnosti, ki vplivajo na citotoksi¢nost nanodelcev sodijo sestava, oblika in pre-
vleka nanodelcev. Zato so prav spremembe v povrSini nanodelcev kljucno orodje pri
zmanj$anju toksi¢nega vpliva. Za magnetne nosilce s potencialom dostavnega vektorja
zdravil je potrebno pred zacetkom klini¢nih testiranj analizirati sledece:
- toksi¢nost (akutna, subkutana, kronicna, teratogenost in mutagenost) v celi¢nih in
zivalskih modelih,
- hematokompatibilnost,
- biorazgradljivost (kadarkoli je mozno),
- imunogenost,
- farmakokinetika (distribucija po telesu, metabolizem, biodostopnost, izlocanje,
organsko-specifi¢no toksi¢nost) (Arruebo in sod., 2007; Neuberger in sod., 2005).

2.2.1 Vnos, biodistribucija in ¢iS¢enje magnetnih nanodelcev

Vecinoma se tujki vneseni v telo aktivno izlo¢ajo preko mononuklearnega fagocitnega
sistema 0z. RES, ki posledi¢no predstavlja prvo obrambno linijo imunskega sistema.
Sistem obsega makrofage razporejene v mreZo in postavljene na strateSkih tockah v orga-
nizmu. Vec¢inoma jih najdemo v kostnem mozgu, kjer nastajajo, v krvi krozijo kot monoci-
ti, v pljucih kot alveoli, v vranici ter Se posebej v jetrih kot Kupfferjeve celice. Proces
¢iS¢enja krvi je navadno sprozen z opsonizacijo, kjer se cirkulirajo¢i proteini (razli¢ni pod-
razredi imunoglobulinov, elementi krvi, fibronektin) adsorbirajo na povrsino delcev (slika
4). Tako oznacene nanodelce potem prepoznajo specifi¢ni receptorji. Posledi¢no se inter-
nalizirajo z endocitozo in akumulirajo v lizosomih/endosomih, kjer jih scasoma razgradijo
proteoliti¢ni encimi.

11
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Slika 4: Mehanizmi uporabljeni pri retikuloendotelijski sistem za prepoznavanje in odstranitev nanodelcev v
krvi (Duguet in sod., 2010)

2.1.3.3 Usoda nanodelcev v telesu

Distribucija nanodelcev in njihovih tovorov skozi telo je odvisna od $tevilnih fizikalno-
kemijskih lastnosti: velikosti delcev, toksi¢nosti, povrsinskega naboja, povrSinske hidro-
fobnosti, sposobnosti adsorpcije proteinov, nalaganja zdravil in sprostitvene kinetike, sta-
bilnosti, degeneracije nosilnih sistemov, poroznosti, specifi¢nih povrSinskih karakteristik,
gostote, kristalini¢nosti, in molekulske teze. Predvsem je usoda magnetnih nanodelcev
mocno odvisna od doze in na¢ina vnosa. Najpogostejsi na¢ini vnosa so: intravenozno, sub-
kutano in peroralno (Arruebo in sod., 2007). Slednji nacini vnosa nanodelcev so prikazani
na sliki 6, vklju¢no z opisom njihovih prednosti in slabosti.

2.1.3.4 Intravenozni vnos delcev

Splosno pravilo pri intravenoznem vnosu magnetnih nanodelcev je, da je nosilec netoksi-
¢en, neimunogen in toliksne velikosti, da se izogne embolizaciji kapilarnih kanalov. Po
vstopu nanodelcev v krvni obtok potece proces opsonizacije in zazene retikulo-endotelijski
sistemski odziv. Cirkulirajo¢i fagociti o€istijo nanodelce iz jeter, vranice in kostnega moz-
ga, kjer rezidencne celice (v jetrih so to Kupfferjeve celice) zajamejo nanodelce pred raz-
gradnjo. Odvisno od biorazgradljivosti in velikosti, so nekateri nanodelci prisotni v lizo-
somalnih veziklih Kupfferjevih celic in posledi¢no vkljuceni v Zol¢ za nadaljnje izlocanje
preko gastrointestinalnega trakta (GIT). Nanodelci se lahko izlo¢ijo tudi preko filtracije v
ledvicah. Tipi¢na zaklju¢na biodistribucija metabolizma magnetnih nanodelcev je: 80-90
% v jetrih, 5-8 % v vranici in 1-2 % v kostnem mozgu. Na splosno se delci veéji od 200
nm vezejo v vranici preko mehanske filtracije, ki ji sledi fagocitoza (makrofagi in dendrit-
ske celice), medtem ko se delce manjse od 10 nm hitro odstranijo s pomo¢jo endocitoze (B
in T limfociti) in ledvicnim ocis¢enjem. Tako velja, da razpolovna doba delcev v krvni
plazmi pada sorazmerno z naras¢anjem velikosti delcev (Arruebo in sod., 2007; Shubayev
in sod., 2009).
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Slika 5: Kvalitativni diagram prikaza razvoja ¢asa zadrzevanja v krvi glede na velikost delcev (Arruebo in
sod., 2007)

2.1.3.5 Subkutani ali intratumorski vnos

Vodotopne molekule se hitro absorbirajo skozi stene krvnih kapilar in preidejo v krvni
obtok, medtem ko se lokalno injicirani delci infiltrirajo v vmesne prostore okoli mesta
aplikacije in postopoma absorbirajo v limfati¢ni kapilarni sistem. Zaradi tega so lahko sub-
kutano ali lokalno injicirani nanodelci uporabni kot orodje za kemoterapijo pri limfati¢nih
tumorjih, ¢eprav se ta moznost redko uporablja v klini¢ni praksi, saj ni uporabna pri cilja-
nju malignih tumorjev (Arruebo in sod., 2007).

2.1.3.6 Peroralni vnos

Glavni problem peroralnega vnosa predstavljajo GIT zaradi nizkega pH v Zelodcu in pro-
teoliticnih encimov, nizka absorbcija, zaCetna presnova prek jeter in mo¢no povecana za-
¢etna koncentracija zdravil. Feng in Chien (2003) sta opisala usodo kemoterapevtskih na-
nodelcev pri peroralni dostavi. Ugotovila sta, da se lahko delci pod 5 um odstranijo prek
limfati¢ne drenaze, medtem ko lahko delci do 500 nm preidejo membrano epitelnih celic s
pomocjo endocitoze delci manjsi od 50 nm pa lahko doseZejo paraceli¢ni prehod med Cre-
vesnimi epitelnimi celicami (Arruebo in sod., 2007).
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Slika 6: Prikaz $tirih razli¢nih poti vnosa nanodelcev z njihovimi prednostmi in slabostmi (Yildirimer in
sod., 2011)

2.3 LIPOSOMI

Liposomi so samo-sestavljajoce se strukture s sfericno obliko, sestavljene iz lipidnega dvo-
sloja, ki v celoti obdaja hidrofilno jedro, sposobno enkapsulacije in dostave razli¢nih hidro-
filnih in hidrofobnih biomolekul. Velikost veziklov lahko obsega od nekaj nanometrov do
nekaj mikrometrov, odvisno od tehnike priprave. Pri injiciranju v organizem so liposomi
zanimivi nosilni kandidati za dostavo inteligentnih nanomaterialov zaradi "nano-prostora”
v njihovem hidrofilnem jedru (Lehner in sod., 2013; Petros in DeSimone, 2010).

2.3.1 Magnetni liposomi

Magnetni liposomi (magnetni nanodelci enkapsulirani znotraj liposomov) so vsestranski
dostavni sistem zaradi njihove biokompatibilnosti, kemijske funkcionalnosti in njihovega
potenciala pri kombinaciji dostave zdravil in hipertermi¢nem zdravljenju raka (Pradhan in
sod., 2010).
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2.3.2 Karakterizacija feriliposomov

Glavni omejujo¢ faktor pri uporabi magnetnih nanodelcev in vivo je njihova nizka koloidna
stabilnost. Ferimagnetni nanodelci z Zelezovim oksidom (FMIO) imajo negativen zeta po-
vrsinski potencial 27,9+4,3 mV pri pH 7,4 in 37 °C. Njihova suspenzija ima visoko koloi-
dno stabilnost tako pri fizioloskih pogojih kot pri ostalih pH vrednostih in ionskih jakostih.
Magnetni nanodelci enkapsulirani v fosfolipidni dvosloj, ki tvorijo feriliposome naj bi ime-
li precejs$ne strukturne in farmakokinetske prednosti pri dostavi zdravil. Zahvaljujo¢ njiho-
vi zmoznosti, da enkapsulirajo tako hidrofobne kot hidrofilne terapevtike, preprecujejo
lokalno red¢enje zdravil in omejujejo njihove interakcije z okoljem, ter tako omogocajo
zmanjSanje doze terapevtikov in njihovo toksi¢nost. Zaradi njihove velikosti, hidrofobnih
in hidrofilnih lastnosti, ter biokompatibilnosti sistem feriliposomov omogo¢a socasno en-
kapsulacijo FMIO nanodelcev z drugimi substancami, kot so zdravila ali DNA in njihovo
usmerjeno dostavo v organizem (Mikhaylov in sod., 2011).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

Pri raziskovalnem delu smo uporabili naslednje materiale:
- cianoakrilatno lepilo Loctite (Henkel, Slovenija),
- plasti¢ne in steklene case,
- magneti,
- formalin 4 %,
- razkuzilo Spitaderm (Ecolab, ZDA),
- Fosfatni pufer z NaCl (PBS),
- aceton,
- 2 ml serumske epruvete (BD, ZDA),
- absolutni etanol (Merck KgaA, ZDA),
- destilirana voda,
- Kailol,
- Canada Balsam (Sigma-Aldrich, Nemc¢ija),
- Kalijev heksacianoferat (1) trihidrat (Sigma-aldrich, Nem¢ija),
- SPIO Fe304 nanodelci,
- Microm HM-315 (Thermo scientific, Nem¢ija),
- grelnik vode- Microm SB 80 (Thermo scientific, Nemcija),
- Objektna stekelca 75 x 25 mm (Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Nemcija),
- odstranjevalec parafina Paragard (TBS inc., ZDA),
- brezprasna komora (Kottermann systemlabor, Nemcija),
- krovna stekelca 60 x 24 mm,
- HCI 37 % p.a. (AppliChem GmbH, Nemcija),
- barvilo Eozin (Sigma-Aldrich, Nemcija): Pripravili smo delovno raztopino, 60 ml
zalozne raztopine + 140 ml dH20O. Prefiltriramo in dodamo 1 ml ocetne kisline.
- barvilo hematoksilin (Sigma-Aldrich, Nem¢ija): Pripravili smo delovno raztopino,
50 ml zalozne raztopine in 150 ml H20. Prefiltriramo.
- barvilo Azocarmin,
- procesor za parafiniranje vzorcev SHANDON Citadel 1000,
- Thermo scientific MICROM EC 350-1/2,
- kirurske Skarje,
- kirurska pinceta,
- injekcijska brizga 5ml,
- injekcijska igla 0,45 x 16 mm (BD Microlance, ZDA),
- injekcija brizga 1ml z iglo (BD Microlance, ZDA),
- falkonke 50 ml.
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3.2 POSKUSNE ZIVALI

Poskusne zivali misi seva FVB/N smo vzredili na Institutu Jozef Stefan leta 2012 v nadzo-
rovanem okolju za rejo zivali pri temperaturi 21 £ 2 °C, relativni vlaznosti 50 = 5 % in sve-
tlobnem ciklusu 16 ur svetlobe in 8 ur teme. Misi smo oznacevali z metodo luknjanja uses.
Zivali smo hranili s standardno hrano za misi v obliki peletov (Altromin, Nem¢ija); imele
so dostop do hrane in vode ad libitum. V poskusu smo uporabili 40 misi, ki Smo jih razde-
lili v 5 skupin; v vsaki skupini so bile 4 samice in 4 samci, stari od 9 do 10 tednov.
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Preglednica 3: Prikaz razvrstitve misi po skupinah

Starost v | Povpre¢na | mg/kg
Spol| tednih teza misi
Nanodelci v pufru (50mg/kg)
M 10,0 275g| 1,10ml
M 10,0 299¢g| 1,20ml
M 10,0 2749g| 1,10ml
M 9,6 2479| 0,99 ml
Nanodelci v liposomih
M 10,0 29,3g| 1,17 ml
M 10,0 296 ¢g| 1,20ml
M 9,6 26,59 1,06 ml
M 9,6 28.8g| 1,15ml

M 10,0 28,3g| 1,13 ml
M 10,0 286g| 1,14 ml
M 9,6 26,6g| 1,06 ml
M 9,6 28,7g| 1,15ml

| Puferzananodelce |

M 100 278¢g| 1,11 ml
M 100/ 32,3g| 1,30 ml
M 96| 278g| 1,11ml
M 96| 290g| 1,16ml

Kontrola (brez pufra)

M 94| 302g¢
M 94| 284g
M 90| 2529
M 90| 259¢

Starost v | Povpre¢na | mg/kg
Spol | tednih teza misi
Nanodelci v pufru (50mg/kg)
F 10,0 22,2g| 0,89 ml
F 10,0 204g| 0,82ml
F 9,6 196g| 0,78 ml
F 9,6 21,7g| 0,87 ml
Nanodelci v liposomih
F 10,0 23,0g| 0,92 ml
F 10,0 22,1g| 0,88 ml
F 9,6 219g| 0,88 ml
F 9,6 23,79| 0,95 ml

F 100/ 21,9g| 0,88ml
F 100 2249/ 0,90 ml
F 96/ 206g| 0,82ml
F 96/ 212g| 085ml

F 100| 23,09 0,92ml
F 100] 230g| 092ml
F 100] 252g| 1,01ml
F 96| 203g| 081ml

Kontrola (brez pufra)

F 94| 2304
F 94| 215¢
F 94| 202g
F 94| 231¢g

Legenda: Oznaka M (ang. male) predstavlja moski spol in oznaka F (ang. female) Zzenski

spol.
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3.3 METODE DELA

3.3.1 Zacetek poskusov

Pred aplikacijo nanodelcev smo misi stehtali in aplicirali 50 mg/kg nanodelcev vsak dan 4
dni zaporedoma. Po aplikaciji smo mis$i vsak dan opazovali. 3. skupini mi$i smo za 24 ur
po aplikaciji pritrdili magnet.

3.3.2 Odvzem Krvi in osamitev organov

Po kon¢anem poskusu smo mi$i usmrtili in iz srca odvzeli 500 ul krvi. Kri smo shranili v 2
ml serumskih epruvetah (BD, ZDA) in moc¢no stresali 30 sekund. Tako pripravljeno kri
smo nato centrifugirali 10 min pri 1300 relativne centrifugalne sile (RCF) in 4 °C. S tem
postopkom smo pridobili krvno plazmo. Zivalim smo odvzeli tudi jetra, plju¢a, srce, vrani-
co, ledvica, nadledvi¢no Zlezo ter limfne vozle in del dvanajstnika za nadaljnje histopatolo-
Ske analize. Del vsakega organa smo shranili v 4 % raztopini formaldehida, drugi del pa
smo zamrznili v teko¢em dusSiku ter shranili pri -80 °C.

3.3.3 Biokemijska analiza krvi

Biokemijsko analizo krvi so opravili na Klini¢nem institutu za klini¢no kemijo in biokemi-
jo v UKC Ljubljana. Biokemijske preiskave so analizirali na aparaturi Olympus AU 400
(Beckman Coulter) z reagenti Beckman Coulter OSR. Opravili smo preiskave za naslednje
snovi:

e se¢nina: Kineti¢ni ultravijoli¢ni (UV) test (ureaza, glutamat dehidrogenaza),

e Kkreatinin: kineti¢ni barvni test — metoda Jaffe (s pikrinsko kislino v alkalnem me-

diju), izotopsko dilucijska masno spektrometri¢na (IDMS) sledljivost,

e alkalna fosfataza: kineti¢ni barvni test (mednarodna federacija za klini¢no kemijo
(IFCC)),
aspartat aminotransferaza (AST): kineti¢ni UV test (IFCC),
alanin aminotransferaza (ALT): kineti¢ni UV test (IFCC),
a-amilaza: kineti¢ni barvni test EPS (IFCC),
lipaza: kineti¢ni barvni test,
laktat dehidrogenaza (LDH): kineti¢ni UV test (IFCC, laktat v piruvat).

Elektroforeza izoencimov kreatin kinaze (CK) je bila izvedena na avtomatskem sistemu
Sebia (France), s testnim kompletom Sebia:

e S-CK -izo—-elektroforeza na agaroznem gelu (Sebia hydragel iso-CK).
Aparat: avtomatski sistem Hydrasis (Sebia France).
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3.3.4 Priprava organov
Po 24 urah smo organe iz 4 % raztopine formaldehida prenesli v plasti¢ne kasete (slika 8)

za pripravo organov in jih vstavili v tkivni procesor (Shandon CITADEL 1000, ZDA) (sli-

ka 7).

Slika 7: Prikaz tkivnega procesorja Shandon CITADEL 1000 lociranega na 1JS
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Slika 8: Kasete za pripravo organov (Tissue..., 2010)
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Preglednica 4: Posamezni koraki priprave organov ter ¢as trajanja korakov Vv tkivnem procesorju
Posamezen korak traja 1 uro

KORAK Reagent
1 70 % etanol
2 70 % etanol
3 80 % etanol
4 95 % etanol
5 95 9% etanol
6 absolutni etanol
7 absolutni etanol
8 absolutni etanol
9 ksilol
10 ksilol
11 parafin
12 parafin

Po koncani obdelavi organov smo zaceli s pripravo parafinskih kock organov v aparaturi
MICROM EC 350-1 (Thermo scientific, Anglija) (slika 9). Organ smo vstavili v segret
kovinski kalup ter ga prelili s parafinom (Leica Biosystems, Nemcija) segretim na 62 °C.
Nato smo parafinske kocke ohladili na hladilni plos¢i MICROM EC 350-2 (Thermo scien-
tific, Anglija) ter jih do nadaljnjega shranili v skrinji pri temperaturi -20 °C.

Thermo Thermo

—

— = |

e

Slika 9: Prikaz mikrotoma MICROM EC 350-1/2 za obdelavo organov s parafinom (Thermo..., 2010)

3.3.5 Priprava histoloskih rezin

Za pripravo histoloskih rezin smo uporabili mikrotom MICROM HM-315 (Thermo scienti-
fic, Nemcija) (slika 10). Narezali smo 5 um debele rezine, ki smo jih prenesli v posodo z
dH20, ogreto na 40 °C. Po 2 rezini organa smo prenesli na posamezno objektno stekelce
ter posusili pri 40 °C na grelni plos¢i (Hotplate Thermo scientific, Anglija).
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Slika 10: Prikaz mikrotoma MICROM HM - 315 na 1JS
3.3.6 Protokol barvanja histoloskih rezin z eozinom in hematoksilinom:

Protokol barvanja histoloskih rezin je sledec:

e c(iscenje v ksilolu (4 x 5 min),
rehidracija v absolutnem etanolu (1 min),
v absolutnem etanolu (1 min),

v 96 % etanolu (1 min),

v 70 % etanolu (1 min),

v 70 % etanolu (1 min),

v 50 % etanolu (1 min),

v 50 % etanolu (1 min),

in v dH20 (1 min),

barvanje s hematoksilinom (4-5 min),
spiranje pod tekoc¢o vodo (10-15 min),
barvanje v eozinu (1 min),

potopitev v 50 % etanolu,

dehidracija v 50 % etanolu (1 min),

v 50 % etanolu (1 min),

v 70 % etanolu (1 min),

v 70 % etanolu (1 min),

v 96 % etanolu (1 min),

v absolutnem etanolu (1 min),

v absolutnem etanolu (1 min),
¢is¢enje Vv ksilolu (4x 5 min).
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Po kon¢anem barvanju smo na objektno steklo dali 1-2 kapljici Canada balsam (Sigma-
Aldrich, ZDA) in pokrili s krovnim stekelcem.

3.3.7 Barvanje histoloskih rezin po Perl's Prussian Blue

Barvanje po Perl's Prussian Blue uporabljamo za detekcijo Zeleza. Zelezo reagira s kalije-
vim heksacianoferatom in tvori zelezov ferocianid. To je netopna, modra snov poznana kot
"Prussian modra". Pri delu se izogibamo materialom in posodam, ki vsebujejo zelezo, kar
bi lahko kontaminiralo tkiva (Perl's ..., 2011).

Kemijska reakcija:
4FeClz + 3K4Fe(CN)s = Fes[Fe(CN)s]s + 12KCl

Priprava delovne raztopine
Zdruzitev raztopine A in raztopine B v enakem razmerju.
Delovno raztopino smo pripravili tik pred uporabo.

Raztopina A Raztopina B
2 g kalijev heksacianoferat 2 mL 37 % a.d. klorovodikova raztopina
100 mL dH>0 100 mL dH.O

Protokol dela:

e (iSCenje v ksilolu (4 x 5 min),

e rehidracija v padajo¢ih koncentracijah alkoholov (absolutnem etanolu (2 x 1
min), 96 % etanolu (1 min), 70 % etanolu (2 x 1 min), 50 % etanolu (2 x 1
min),
rehidracija v dH20 (1 min),
barvanje v »Perl's Prussian blue« (25-30 min),
spiranjev dH20 ter pod tekoco vodo,
barvanje v Azocarminu (10-15 min),
splakovanje pod tekoco vodo (3-4x),
dehidratacija vzorcev v narasc¢ajocih koncentracijah alkoholov (50 % etanolu
(2x 1 min),70 % etanolu (2 x 1 min), 96 % etanolu (1 min), absolutnem etanolu
(2 x 1 min),
e (isCenje v ksilolu (4x 5 min).

Po konc¢anem barvanju smo na objektno steklo dali 1-2 kapljici Canada balsam in pokrili s
krovnim stekelcem.
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3.4 MIKROSKOPIJA

Preparate organov smo pregledali z mikroskopom (Olympus ..., 2012) povezanim s kame-
ro (Olympus U-LH100L, Nemcija) (oboje je prikazano na sliki 11). Preparate smo slikali s
pomoéjo programa Cellf za zajem in obdelavo slik.

Slika 11: Prikaz mikroskopa Olympus IX81 (Olympus ..., 2012)
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4 REZULTATI

Nase eksperimentalno delo je bilo razdeljeno na dva dela. Prvi del je poleg vsakodnevnega
odcitavanja telesne teZze misi vkljuceval e opazovanje zunanjih sprememb v obdobju ene-
ga tedna po aplikaciji. Drugi del je zajemal analizo krvi in histopatoloski pregled organov.

4.1 OPAZOVANIE MISI MED POSKUSOM

Pri $tudijah ugotavljanja toksi¢nosti je potrebno opazovati zunanje spremembe misi zaradi
morebitnih primerov smrti. Misi med izvajanjem poskusa niso kazale nobenih znakov, ki
bi nakazovali toksi¢nost (diareja, bruhanje, zmanjsana aktivnost, spremembe kozuha). Po-

skus so prezivele vse misi.

4.1.1 Spremembe v telesni tezi pri vsaki skupini

Samci
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e
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240 - - - _
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21,0 = = = O skupina 5
20,0 T T T
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aplikacije

dni po aplikaciji

Slika 12: Prikaz povpre¢ne teze samcev posameznih skupin glede na $tevilo dni po aplikaciji
Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)
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Slika 13: Prikaz povpreéne teZe samic posameznih skupin glede na $tevilo dni po aplikaciji
Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

Misi smo dnevno tehtali pred aplikacijo nanodelcev. Na slikah 9 in 10 so grafi¢no prikaza-
ne spremembe telesne teze za vsako od 5-ih testnih skupin pri samcih in samicah. Iz rezul-
tatov smo ugotovili, da je povpre¢na telesna teza posameznih skupin pri samcih in samicah
rahlo upadla 1. dan po aplikaciji nanodelcev ter nato postopoma nara$cala do zaéetnih vre-
dnosti.
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4.2 BIOKEMIJSKA ANALIZA KRVI
Po evtanaziji smo odvzete vzorce krvi poslali na biokemijsko analizo.

Preglednica 5: Referen¢ne vrednosti za biokemijsko analizo krvi misi (Mouse ..., 2013)

Vrsta testa Referenéne vrednosti ukat/l
Se¢nina 6,89-31,4 mmol/l
Kreatinin 24,6-33,9 umol/I
Alkalna fosfataza - ALP 31-249 U/l 0,52-4,15
Aspartat aminotransferaza - AST 71-236 U/l 1,18-3,93
Alanin aminotransferaza - ALT 28-114 U/ 0,47-1,90
Amilaza 2496-2694 U/I 41,6-44,9
Pankreasna lipaza 900-1200 U/I 15-20
Laktat dehidrogenaza - LDH 268-873 U/l 4,47-14,55
MB lzoforma fosfokreatinin kinaze 107-130 U/I 1,78-2,17
samci samice
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Slika 14: Prikaz aktivnosti alkalne fosfataze v pkat/I

Primerjava povpre¢nih vrednosti med posameznimi skupinami in spoloma.

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

Alkalna fosfataza ali ALP nastaja v jetrih, kar nakazuje na njihovo delovanje in v manjsih
koli¢inah v kosteh, ledvicah in ¢revesju. 1z rezultatov ALP testa smo ugotovili, da so vse
vrednosti znotraj referen¢nih vrednosti. Statistina obdelava podatkov ne kaze bistvenih
razlik med skupinami (p < 0,05).
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Slika 15: Prikaz aktivnosti aspartat aminotransferaze (AST) v pkat/l

Primerjava povpre¢nih vrednosti med posameznimi skupinami in spoloma

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

Test merjenja aktivnosti aspartat aminotransferaze (AST) nam pomaga pri ugotavljanju
poskodb jeter. Encim se navadno nahaja v eritrocitih, jetrih, srcu, miSi¢nem tkivu, trebusni
slinavki ter ledvicah. 1z rezultatov AST testa smo ugotovili, da so vse vrednosti znotraj
referen¢nih vrednosti. Statisti¢na obdelava podatkov ne kaze bistvenih razlik med skupi-
nami (p < 0,05).
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Slika 16: Prikaz aktivnosti alanin aminotransferaze (ALT) v pkat/l

Primerjava povpre¢nih vrednosti med posameznimi skupinami in spoloma

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

Tudi aktivnost alanin aminotranferaze (ALT) je pokazatelj morebitnih poskodb jeter. V
telesu jo najdemo ve¢inoma v jetrih ter v manjSih koli¢inah v ledvicah, srcu, miSicah ter
trebusni slinavki. 1z rezultatov ALT testa smo ugotovili, da so vse vrednosti znotraj refe-
ren¢nih vrednosti. Statisticna obdelava podatkov ne kaze bistvenih razlik med skupinami
(p <0,05).
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Slika 17: Prikaz koncentracije dusika v obliki se¢nine (BUN) (mmol/I)

Primerjava med posameznimi skupinami in spoloma

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

Koncentracija dusika v obliki se¢nine (BUN) v krvi je indikator delovanja ledvic. 1z slike
17 je razvidno, da so vse vrednosti iz skupin znotraj referenc¢nih vrednosti, medtem ko ima-
jo samci rahlo vi§je vrednosti BUN v primerjavi s samicami. Statisti¢na obdelava podatkov
ne kaze bistvenih razlik med skupinami (p < 0,05).
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Slika 18: Prikaz koncentracije kreatinina (umol/l)

Primerjava povpre¢nih vrednosti med posameznimi skupinami in spoloma.

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

Kreatinin test meri stopnjo odpadnega produkta kreatinina v Krvi in urinu in nam pove o
delovanju ledvic. Visok nivo kreatinina kaZze na nepravilno delovanje ledvic in je povezan
s koli¢ino miSi¢nega tkiva v telesu, zaradi ¢esar je nivo kreatinina navadno visja pri samcih
kot pri samicah. Na sliki 18 vidimo, da se vrednosti med samci in samicami bistveno razli-
kujejo in odstopajo od kontrolne skupine. Statisti¢na obdelava podatkov kaze na bistvene
razlike med skupinami (p > 0,05).
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Slika 19: Prikaz aktivnosti laktat dehidrogenaze v pkat/l

Primerjava povpre¢nih vrednosti med posameznimi skupinami in spoloma.

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

Aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH) je pokazatelj obstoja in resnosti akutnih ter kronic¢-
nih tkivnih poskodb. Iz rezultatov testa ugotavljanja aktivnosti LDH smo ugotovili, da so
vse vrednosti znotraj referen¢nih vrednosti. Statisticna obdelava podatkov ne kaze bistve-
nih razlik med skupinami (p < 0,05).



Kosak J. Karakterizacija sistema za usmerjanje zdravil na osnovi feriliposomov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

samci samice
70,00
60,00
T T =
= 50,00 H T T
= [—
] T
= 1000 = —
o
3 3000 —
£
< 20,00 — =
10,00 -
0,00
1.sk | 2.sk | 3.sk | 4.sk | 5.sk 1.sk | 2.sk | 3.5k | 4.sk | 5.sk
54,23 | 51,56 | 48,44 | 49,59 | 47,05 37,01 | 42,54 | 42,02 | 38,52 | 40,31

Slika 20: Prikaz aktivnosti amilaze v ukat/I

Primerjava povpre¢nih vrednosti med posameznimi skupinami in spoloma.

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

Aktivnost amilaze je pokazatelj delovanja vranice. Samci imajo rahlo visje vrednosti v
primerjavi s samicami. Vse vrednosti so znotraj referencnih vrednosti. Statisticna obdelava
podatkov ne kaze bistvenih razlik med skupinami (p < 0,05).
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Slika 21: Prikaz aktivnosti lipaze v pkat/l

Primerjava povpre¢nih vrednosti med posameznimi skupinami in spoloma.

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

Test aktivnosti lipaze je pokazatelj delovanja trebusne slinavke. Vse vrednosti so znotraj
referenénih vrednosti. Statisticna obdelava podatkov ne kaze bistvenih razlik med skupi-
nami (p < 0,05).
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Slika 22: Prikaz aktivnosti fosfokreatin kinaze (MB) v pkat/I

Primerjava povpre¢nih vrednosti med posameznimi skupinami in spoloma.

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

Kreatin kinaza je encim, ki je dober pokazatelj morebitnih poskodb misic. Obstaja v treh
izoencimskih oblikah:

- CK-MB je prisoten v srcu in naraste ob poskodbah srénih misic,

- CK-MM je prisoten v skeletnih misicah in srcu,

- CK-BB je povecini prisoten v mozganih.

Na sliki 22 smo ugotovili, da so vse vrednosti CK-MB znotraj referen¢nih vrednosti in ni
bistvenih razlik med skupinami. Ker na spletni strani The Jackson laboratory nismo nasli
primerljivih referen¢nih vrednosti za analize CK-BB in CK-MM, smo dobljene vrednosti
skupin primerjali medsebojno ter s kontrolno skupino, kar je prikazano na slikah 23 in 24.
Rezultati pri obeh testih ne odstopajo od vrednosti kontrolne skupine. Statisti¢na obdelava
podatkov ne kaze bistvenih razlik med skupinami (p < 0,05).

35



Kosak J. Karakterizacija sistema za usmerjanje zdravil na osnovi feriliposomov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

samcli samice
60
50
— T
= a0 M T
=
2 T T ] l
2 30 H -
= T |
= T
= 20 —
(W)
10
0
1 sk 2. sk 3. sk 4. sk 5. sk 1 sk 2. sk 3. sk 4. sk 5. sk
42,175 | 23,55 | 24,625 | 22,775 | 27,235 33,9 |32,325|17,825|16,725| 16,5

Slika 23: Prikaz aktivnosti fosfokreatin kinaze (BB) v pkat/|

Primerjava povpre¢nih vrednosti med posameznimi skupinami in spoloma.

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-

delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)
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Slika 24: Prikaz aktivnosti fosfokreatin kinaze (MM) v pkat/Il

Primerjava povpreénih vrednosti med posameznimi skupinami in spoloma.

Legenda: (Skupina 1) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina 2) nanodelci v liposomih, (skupina 3) nano-
delci v liposomih in ciljanje, (skupina 4) pufer za nanodelce, (skupina 5) kontrola (brez pufra)

4.3 ANALIZA ORGANOV

Po odvzemu organov smo le-te najprej makroskopsko pregledali za kakr$ne koli patoloske
spremembe, ki bi bile posledica toksi¢nosti nanodelcev. Znaki se kazejo v spremembi bar-
ve in/ali velikosti posameznega organa. Pri makroskopski analizi organov nismo opazili
sprememb, zato smo v nadaljevanju naredili $e histoloske preglede posameznih organov:
jeter, pljué, vranice, ledvic, limfnih vozlov in dela dvanajstnika. Poleg tega smo analizirali
lokalizacijo in mozno kopic¢enje nanodelcev v organih s pomoc¢jo barvanja po Perl's Prussi-
an Blue.

4.3.1 HistoloSki pregled organov

Pri histoloskem pregledu smo organe barvali s hematoksilinom in eozinom, da bi ugotovili
morebitne patoloSke spremembe.
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Slika 25: Primerjava obarvanih jeter samcev po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in E

S pus€icami so oznacene centralne vene.

Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Na sliki 25 je prikazana primerjava jeter pri skupinah vzorcev samcev, kjer nismo opazili
patoloskih sprememb.
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S pus¢icami so oznacene centralne vene.
Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Na sliki 26 je prikazana primerjava jeter pri skupinah vzorcev samic, Kjer nismo opazili
patoloskih sprememb.
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S puscicami so oznaceni glomeruli.
Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Na sliki 27 je prikazana primerjava ledvic pri skupinah samcev, kjer na okoliskem tkivu in
ledvi¢nih tubulih nismo opazili patoloskih sprememb.
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CRAEN A T A
Slika 28: Primerjava obarvanih |
S pus¢icami so oznaceni glomeruli.
Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Na sliki 28 je prikazana primerjava ledvic pri skupinah vzorcev samic, kjer na okoliskem
tkivu in ledvi¢nih tubulih nismo opazili patoloskih sprememb.
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Slika 29: Primerjava obarvane vranice samcev po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in E

S pus¢icami so oznaCene osrednje arteriole.

Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Na sliki 29 je prikazana primerjava vranic pri skupinah vzorcev samcev, kjer na okoliskem
tkivu in arteriolah nismo opazili patoloskih sprememb.

Slika 30: Primerjava obarvane vranice samic po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in E

S puséicami so oznaéene osrednje arteriole.

Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Na sliki 30 je prikazana primerjava vranic pri skupinah vzorcev samic, kjer na okoliskem
tkivu in arteriolah nismo opazili patoloskih sprememb.



Kosak J. Karakterizacija sistema za usmerjanje zdravil na osnovi feriliposomov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

ot 3 e ety i,‘. 1 ; ‘ S 1 \ ) <
Slika 31: Primerjava obarvanih plju¢ samcev po H&E metodi med skupinami A,B,C,D in E
S pus¢icami so oznaceni bronhiji.
Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Na sliki 31 je prikazana primerjava plju¢ pri skupinah vzorcev samcev, Kjer so bronhiji in
okolisko tkivo brez patoloskih sprememb.
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merjava obarvanih

S puséicami so oznaceni bronhiji.
Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Na sliki 32 je prikazana primerjava pri skupinah vzorcev samic, kjer so bronhiji in okoli-
Sko tkivo brez patoloSkih sprememb.

4.3.2 Lokalizacija nanodelcev
Morebitno lokalizacijo nanodelcev v organih smo ugotavljali s pomocjo tehnike barvanja

po Perl's Prussian Blue. Poleg prisotnosti nanodelcev lahko s to metodo detektiramo tudi
prisotnost endogenega Zeleza.
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Slika 33: Primerjava jeter obarvanih samcev po Perl's Prussian Blue metodi med skupinami A,B,C,D in E
S puscicama je oznacen zelezov kompleks.

Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Slika 33 prikazuje jetra obarvana po Perl's Prussian Blue metodi pri skupinah samcev. Mo-
dra obmocja prikazujejo obarvan zelezov kompleks. Slike med kontrolno in testnimi sku-
pinami ne nakazujejo na razlike v obarvanosti.
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Slika 34: Primerjava jeter samic obarvanih po Perl's Prussian Blue metodi med skupinami A,B,C,D in E
S pus€icami je oznacen zelezov kompleks.

Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Slika 34 prikazuje jetra obarvana po Perl's Prussian Blue metodi pri skupinah vzorcev sa-
mic. Modra obmocja prikazujejo obarvan Zelezov kompleks. Slike med kontrolno in test-
nimi skupinami ne nakazujejo na bistvene razlike v obarvanosti.
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Slika 35: Primerjava ledvic samcev obarvanih po Perl's Prussian Blue metodi med skupinami A,B,C,D in E
S pus¢icami je oznacen zelezov kompleks.

Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina C)
nanodelci v liposomih in ciljanje, (skupina D) pufer za nanodelce, (skupina E) kontrola (brez pufra)

Slika 35 prikazuje ledvica obarvana po Perl's Prussian Blue metodi pri skupinah samcev.
Modra obmocja prikazujejo obarvan zelezov kompleks. Slike med kontrolno in testnimi
skupinami ne nakazujejo na bistvene razlike v obarvanosti.
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Slika 36: Primerjava obarvanih ledvic samic po Perl's Prussian Blue metodi med skupinami A, B in E

S pus¢icami je oznacen zelezov kompleks.

Legenda: (Skupina A) nanodelci v pufru (50 mg/kg), (skupina B) nanodelci v liposomih, (skupina E) kon-
trola (brez pufra)

Skupina A: nanodelci v pufru (50 mg/kg)

Skupina B: nanodelci v liposomih

Skupina E: kontrola (brez pufra)

Slika 36 prikazuje jetra obarvana po Perl's Prussian Blue metodi med skupinami samic.
Modra obmocja prikazujejo obarvan zelezov kompleks. Slike med kontrolno in testnimi
skupinami ne nakazujejo na bistvene razlike v obarvanosti.
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5 RAZPRAVA

Razvoj magnetnih nanodelcev je v zadnjem desetletju v mo¢nem porastu po zaslugi na-
predka v nanotehnologiji, molekularni biologiji celic in orodij za slikanje laboratorijskih
zivali (Sun in sod., 2008). Glede na trenutno znanje o lastnostih magnetnih nanodelcev je
o¢itno, da imajo edinstvene fizikalne, kemijske, strukturne in magnetne lastnosti. Te last-
nosti omogoc¢ajo magnetnim nanodelcem, da se lahko selektivno povezujejo, manipulirajo
in situ ali prenaSajo tar¢ne snovi do zelene lokacije pod vplivom zunanjega magnetnega
polja (Mikhaylov in Vasiljeva, 2011). Uporaba magnetnih nanodelcev kot kontrastnih
sredstev za MRI in pri dostavi zdravil je pritegnila veliko pozornosti, saj ima velik poten-
cial pri zgodnji detekciji raka in terapijah s ciljano dostavo. Tehnologija tako poleg kréenja
obsega invazivnih postopkov zmanjSuje tudi stranske ucinke, kar predstavlja poglavitni
problem pri zdravljenju raka. Glavnino razvoja magnetnih nanodelcev za medicino pred-
stavljajo izboljsave pri kontrastnem slikanju, biokompatibilnosti, u¢inkovitosti nalaganja
zdravil in specifiénih sposobnosti ciljanja. Nadalje je potreben tudi razvoj varnostnih
smernic glede potencialnih u¢inkov nanodelcev na okolje in zdravje ljudi, ki jih proizvaja-
jo (Parveen in sod., 2012; Sun in sod., 2008).

Mikhaylov in sod. (2011) so razvili novo dostavno platformo za ciljanje tumorjev kot nji-
hovega mikrookolja, ki temelji na feriliposomih. Feriliposomi so se pokazali kot uéinkovit
dostavni sistem za zdravila, ki lahko usmerjajo razli¢ne tipe tovora. Prav tako bi lahko
sistem feriliposomov omogo¢il neinvazivno MRI diagnosti¢no snemanje v realnem ¢asu z
mocno izboljSano obcutljivostjo.

Namen naloge je bilo karakterizirati toksi¢nost dostavnega modela liposomov z enkapsuli-
ranimi magnetnimi FezO4 nanodelci na modelu misi in ugotoviti njegovo primernost za
nadaljnje raziskave.

Nas poskus je bil razdeljen na dva dela. Prvi del poskusa je zajemal delo z zivalmi, kjer
smo misi dnevno opazovali in jim merili telesno tezo. Med poskusom smo misim injicirali
4 razli¢ne testne snovi. Poskus so prezivele vse misi, prav tako nismo opazili nobenih zu-
nanjih sprememb po injiciranju. Iz slik 12 in 13 lahko ugotovimo, da je misim dan po apli-
kaciji snovi rahlo upadla telesna teza, kar je bilo pricakovati zaradi povzro¢enega stresa pri
injiciranju. Ugotovili smo, da je telesna teza po prvotnem padcu zacela nara$cati in do
konca tedna dosegla vrednost pred zacetkom poskusa. Tako lahko sklepamo, da injicirane
testne snovi niso vplivale na spremembo v telesni tezi misi.

V drugem delu poskusa smo mi$im po evtanaziji odvzeli kri in organe za nadaljnje analize.
Z biokemijsko analizo krvi smo hoteli ugotoviti ucinke testnih skupin nanodelcev na aktiv-
nosti razli¢nih encimov, ki so indikatorji delovanja posameznih organov. S histolosko ana-
lizo organov smo ugotavljali, ali testne skupine nanodelcev povzrocajo vidne patoloske
spremembe organov in njihovo lokalizacijo v organih. Za ugotavljanje patoloskih spre-
memb smo uporabljali tehniko barvanja po H&E, medtem ko smo za lokalizacijo delcev
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uporabljali tehniko barvanja po Perl's Prussian Blue, kjer se ob prisotnosti Zeleza tvori mo-
dro obarvan kompleks. Histoloske preparate organov smo pregledovali z mikroskopom
pod 100 x povecavo. Kot je navedeno v pregledu objav so jetra in ledvice glavni organi pri
odstranjevanju nanodelcev. Tako smo ucinke nanodelcev na jetra preverili na dva nacina.
Prvi nacin so meritve aktivnosti encimov znacilnih za jetra. Izmerili smo aktivnosti alkalne
fosfataze (ALP), aspartat aminotransferaze (AST) in alanin aminotransferaze (ALT). ALP
test meri koli¢ino encima alkalne fosfataze v krvi. Sode¢ po sliki 14 so vse vrednosti ALP
znotraj referenénega obmocja brez vecjih odstopanj med posameznimi skupinami. AST
test meri koli¢ino encima v krvi. AST se obi¢ajno nahaja v rdecih krvnickah, jetrih, srcu,
z obsegom tkivnih poskodb. Tako nam lahko v povezavi z ALT testom pove o poskodbi
jeter. Iz slike 15 smo ugotovili, da so vse vrednosti skupin znotraj referenénega obmogja.
Tudi nivo ALT-ja pokaze bolezni ali poskodbo jeter. Ob pojavu poskodbe ali bolezni jeter
se ALT sprosti v kri, kar se odrazi v njegovi povecani vrednosti. Na podlagi slike 16 smo
ugotovili, da so vse vrednosti znotraj referen¢nih vrednosti. Pri Studijah toksi¢nosti so to
obetavni rezultati, vendar Se ne zadostni. Zato smo opravili $e histoloski pregled organov, s
pomocjo barvanja po H&E in preverili morebitne patoloske spremembe v jetrih. Sode¢ po
slikah 25 in 26 nismo opazili ve¢jih sprememb jeter, kar je potrdilo rezultate analiz enci-
in/ali eliminirajo. To smo ugotavljali s pomo¢jo detekcije zelezovega kompleksa po barva-
nju s Perl's Prussian Blue. Glede na sliki 33 in 34 smo opazili podrocja, kjer se nahaja Ze-
lezov kompleks, vendar o akumulaciji in/ali eliminaciji tezko sklepamo, saj je najverjetneje
izvor zeleza endogen.

Poleg jeter nam eliminacijo delcev omogocajo tudi ledvice. Vpliv nanodelcev na ledvice
smo ugotavljali z merjenjem koncentracije dusika v obliki se¢nine (BUN) ter kreatinina
(CRE), ki sta pokazatelja delovanja ledvic. BUN test meri koli¢ino dusika v krvi, ki pride
iz odpadnega produkta se¢nine. Ce ledvice niso sposobne odstraniti se¢nine iz krvi, BUN
vrednost naraste. Povisano vrednost BUN lahko povzro¢ijo tudi odpoved srca, dehidracijo
ali dieta z visoko vsebnostjo proteinov. 1z slike 17 je razvidno, da so vrednosti BUN pri
vseh skupinah znotraj referenénega obmocja. Kreatinin je odpadni produkt pri normalnem
razpadu miSi¢nega tkiva. Ob produkciji kreatinina se le-ta filtrira preko ledvic in izlo¢i z
urinom. Iz slike 18 vidimo, da so povprecne vrednosti skupin znotraj referen¢nih vrednosti,
vendar je opazna razlika med povpreéjem kontrolne skupine in ostalih skupin. Poleg anali-
ze Kkrvi je potreben Se histoloski pregled organov. S pomoc¢jo barvanja po H&E smo pre-
verjali morebitne patoloske spremembe v ledvicah. Sodec po slikah 27 in 28 nismo opazili
sprememb v strukturi ali obliki. Tako lahko sklepamo 0 netoksi¢nosti nanodelcev. Poleg
akutne toksic¢nosti je pomemben tudi podatek o morebitni akumulaciji in/ali eliminacije
delcev, kar smo ugotavljali z detekcijo zelezovega kompleksa po barvanju s Perl's Prussian
Blue. Glede na slike 35 in 36 smo ugotovili, da je prislo do nastajanja zelezovih komplek-
sov, vendar na istith podro¢jih kot pri kontrolnih skupinah, kar kaZe na to, da pri skupinah z
aplikacijo nanodelcev ni prislo do povecane obarvanosti zelezovih kompleksov. Sklepamo
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pa lahko, da je do obarvanja zelezovih kompleksov v ledvicah prislo zaradi kopic¢enja en-
dogenega zeleza.

Poleg jeter in ledvic smo opazovali tudi delovanje srca, vranice, razli¢nih misic ter trebu-
$ne slinavke. Ucinke nanodelcev smo preverili z merjenjem aktivnosti laktat dehidroge-
naze (LDH), amilaze, kreatin kinaze (v treh izoencimskih oblikah)in lipaze. Merjenje vre-
dnosti LDH nam pomaga ugotoviti poskodbe plju¢ in jeter, anemijo ter limfome. LDH je
prisoten v skoraj vseh tkivih telesa, njegova vrednost pa naraste kot posledica odziva na
celi¢ne poskodbe. Na sliki 19 smo ugotovili, da so vse vrednosti znotraj referencnega ob-
mocja. Amilaza je v Krvi in urinu prisotna v majhnih koncentracijah, vendar te narastejo ob
poskodbi ali blokadi trebusne slinavke ali Zlez slinavke. V krvi koli¢ine amilaze narastejo
le za kratek ¢as, medtem ko lahko v urinu ostanejo visoke ve¢ dni. Ker so dobljene vredno-
sti precej odstopale od referen¢nih vrednosti, ki so navedene na spletni strani The Jackson
Laboratory, smo jih primerjali medsebojno ter s kontrolno skupino. Tako smo sode¢ po
sliki 20 ugotovili, da vrednosti med posameznimi skupinami ne odstopajo od kontrolne
skupine, kar kaze, da ni pri§lo do poskodb trebusne slinavke. Pri histoloskem pregledu
organov sode¢ po slikah 29 in 30 nismo opazili patoloskih sprememb ter razlik med skupi-
nami, kar kaze na to, da nanodelci niso bili toksi¢ni.

Kreatin kinaza je encim, ki se nahaja v misicah. Obstaja v treh izoencimskih oblikah: CK-
MM, ki se nahaja v skeletnih miSicah in srcu, CK-MB se nahaja v sr¢nih miSicah, jeziku,
diafragmi, in CK-BB, ki ga je najve¢ v mozganih. Nivo encima naraste ob morebitnih po-
Skodbah misic v telesu. Glede na sliko 22 smo ugotovili, da vrednosti CK-MB pri posame-
znih skupinah ne odstopajo od referen¢nih vrednosti, kar nakazuje da ni prislo do poskodb
sréne misice. Pri posameznih miSih smo opazili vecja odstopanja pri samicah 1z skupine z
injiciranjem nanodelcev v liposomih, kar bi lahko nakazovalo na poskodbe srénih misic,
vendar bi potrebovali za potrditev tega opraviti Se dodatne teste. Ker na spletni strani The
Jackson laboratory nismo nasli primerljivih referen¢nih vrednosti pri analizah CK-BB ter
CK-MM, smo dobljene vrednosti skupin primerjali medsebojno ter s kontrolno skupino.
Rezultati ne odstopajo od vrednosti kontrolne skupine.

Poleg biokemijske analize krvi smo opravili Se histoloski pregled plju¢ z barvanjem po
H&E, kjer prav tako nismo opazili sprememb v strukturi ali obliki plju¢. Za ugotavljanje
akumulacije in/ali eliminacije nanodelcev preko plju¢ smo opravili barvanje zelezovih
kompleksov z barvanjem po Perl's Prussian Blue metodi. Po pregledu preparatov pljuc z
mikroskopom smo ugotovili, da ni priSlo do premescanja nanodelcev v pljucih, saj nismo
opazili obarvanega zelezovega kompleksa.

Rezultati analize krvi so obetavni, saj smo ugotovili, da so izmerjene vrednosti posami¢nih
parametrov znotraj referen¢nih vrednosti, kar nakazuje na to, da nanodelci niso vplivali na
zdravje misi. Prav tako smo podobno ugotovili po pregledu histoloskih slik organov, kjer
nismo opazili patoloskih sprememb ali kopicenja nanodelcev po njihovi aplikaciji. Za kli-
ni¢no uporabo nanodelcev bo potrebno opraviti Se ve¢ obseznejsih in dlje Casa trajajocih

51



Kosak J. Karakterizacija sistema za usmerjanje zdravil na osnovi feriliposomov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

Studij z razli¢nimi koncentracijami nanodelcev ter nadaljnje Studije v drugih Zivalskih mo-

delih.

Seveda pa ostaja vprasanje, ali so nanodelci z Zelezovim oksidom varni za uporabo v bio-
medicinske namene. Na voljo imamo vedno ve¢ podatkov o toksi¢nosti nanodelcev, vendar
je na tem podroc¢ju potrebnega Se veliko truda. S standardizacijo inkubacijskih pogojev,
povrsinsko funkcionalizacijo, ki je kljucni korak pri izdelavi nanomaterialov uporabnih v
biomedicini, karakterizacijo nanodelcev v njihovem biolosko relevantnem okolju in pri-
merjalnih Studij v ve¢jem obsegu bi lahko naredili pomemben korak k izboljSanju pozna-
vanja delovanja nanodelcev. Se posebej v primeru in vivo aplikacij je potrebnih veliko raz-
iskav, da bi pridobili zadostno koli¢ino podatkov (Liu in sod., 2013; Soenen in sod., 2011).
V prihodnosti lahko poleg dostave zdravil, hipertermije in MRI pricakujemo uporabo mag-
netnih nanodelcev tudi pri:

- sortiranju/ciljanju celic,

- bioseparaciji,

- imobilizaciji encimov,

- imunotestih,

- transfekciji in dostavi genov,

- dostavi nukleinskih kislin,

- na podro¢ju nevroznanosti, vklju¢ujo¢ dostavo zdravil do centralnega zivénega

sistema (Aruebbo in sod., 2007; Cohen in Shoushan, 2013; Kreuter, 2007).
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6 SKLEPI

- Iz rezultatov krvnih analiz lahko sklepamo, da nanodelci niso toksic¢ni.

- Histoloska analiza organov ni pokazala patoloSkih sprememb, na podlagi ¢esar lah-
ko nadalje sklepamo, da nanodelci niso bili toksi¢ni.

- Perl's Prussian Blue metoda ni pokazala akumulacije in/ali eliminacije nanodelcev,
zato lahko sklepamo, da so se nanodelci eliminirali, oz. ni prislo do akumulacije.

- Nadaljnje testiranje nanodelcev bi moralo vkljucevati Se teste kroni¢ne toksi¢nosti.
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7 POVZETEK

V $tudiji smo preucevali vpliv akutne toksi¢nosti modela liposomov z enkapsuliranimi
magnetnimi FezO4 nanodelci na misih seva FVB/N pri enkratni izpostavitvi. Poskusne Zi-
vali misi smo vzredili na Institutu Jozef Stefan leta 2012 v nadzorovanem okolju za rejo
zivali. V poskusu smo poleg kontrolne skupine brez aplikacije snovi, imeli Se 4 razli¢ne
testne skupine. Pri vsaki skupini smo uporabili naslednje testne snovi: nanodelci v pufru,
nanodelci v liposomih, nanodelci v liposomih in ciljanje z magnetom, pufer za nanodelce
ter kontrolna skupina brez aplikacije snovi.

Nanodelci so razli¢nih oblik in sestave velikosti 1-100 nm v premeru in se posledi¢no uvr-
S¢ajo v velikostni razred biomolekul in celi¢nih organelov. Nekateri nanodelci lahko nosijo
razli¢en tovor, kot so zdravila z majhno molekulsko maso, kontrastna sredstva, proteini,
nukleinske kisline in druge snovi. Med nanodelce sodijo tudi magnetni nanodelci, ki imajo
potencial, da korenito spremenijo trenutno klini¢éno diagnostiko in terapevtske tehnike. S
Sirokim naborom aplikacij v detekciji, diagnostiki in zdravljenju bolezni bi lahko magnetni
nanodelci imeli pomembno vlogo pri doseganju zdravstvenih potreb prihodnosti, kot so
rak, kardiovaskularne bolezni in nevroloske bolezni. Poleg tega so nekateri uporabni kot
kontrastna sredstva za MRI ter kot toplotni mediatorji pri terapijah raka. Magnetno usmer-
janje zdravil je uporabno, ker omogoca specificno dostavo zdravila ob uporabi magnetnih
nanodelcev in zunanjega magnetnega polja, ki je osredoto¢eno na tumor (Azzazy in Man-
sour, 2009; Lehner in sod., 2013; Sun in sod., 2008; Mikhaylov in Vasiljeva, 2011).

Eksperimentalno delo je bilo razdeljeno na dva dela. Prvi del je je zajemal delo z miSmi v
laboratoriju in poleg vsakodnevnega od¢itavanja misje telesne teze vkljuceval tudi opazo-
vanje mi§jih zunanjih sprememb v obdobju enega tedna. Drugi del je zajemal biokemijsko
analizo krvi, ki so jo opravili na Klini¢énem institutu za klini¢no kemijo in biokemijo v
UKC Ljubljana. Po usmrtitvi misi in odvzemu organov je sledil makroskopski pregled le-
teh, kjer smo iskali morebitne znake v spremembi barve in/ali velikosti posameznega orga-
na. Tovrstnih sprememb nismo opazili, zato smo v nadaljevanju naredili Se histoloske pre-
glede posameznih organov: jeter, pljuc, vranice, ledvic, limfnih vozlov in dela dvanajstni-
ka. Poleg tega smo ugotavljali tudi morebitno eliminacijo in/ali mozno akumulacijo nano-
delcev v telesu, kar smo preverjali s pomocjo barvanja po Perl's Prussian Blue, kjer se mo-
dro obarvajo Zelezovi kompleksi.

S pridobljenimi rezultati smo potrdili hipotezo, da liposomi z enkapsuliranimi FesO4 nano-
delci niso toksi¢ni in ne povzrocajo patoloskih sprememb v misih ter da se nanodelci ne
akumulirajo v organih misi in se odstranijo iz telesa. Rezultati biokemijske analize krvi so
pokazali, da so izmerjene vrednosti znotraj referencnih vrednosti. Za klinicno uporabo
magnetnih nanodelcev bo potrebno opraviti Se ve¢ obseznejsih in dlje Casa trajajocih Studij
z razli¢nimi koncentracijami nanodelcev.
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