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Magnetni nanodelci so ze izkazali uporabnost v biotehnoloskih aplikacijah. Oplas¢enost
magnetnih nanodelcev je bistvena za njihovo stabilnost v bioloskih okoljih. Cilj magistrske
naloge je bil preveriti vpliv s polietilen iminom (PEI) oplasé¢enih magnetnih nanodelcev
(PEI ND) na celi¢no linijo CHO in z dodatnim oplas¢enjem z glutationom (PEI-glutation
ND) zmanjsati toksi¢nost in vitro. Pripravili smo PEI nanodelce in PEI-glutation
nanodelce in jim lastnosti dolocili z metodo dinami¢nega sipanja laserske svetlobe ter z
merjenjem zeta potenciala. Meritvi dinami¢nega sipanja laserske svetlobe in zeta
potenciala sta potrdili uspe$no dodatno oplas€enje z glutationom. Po izpostavitvi celic
CHO nanodelcem, smo z diferencialnim barvanjem, z barviloma Hoechst in propidijev
jodid, dolocali viabilnost, s testom MTS celi¢no aktivnost, s standardnim kitom smo merili
nastanek reaktivnih Kkisikovih zvrsti ter s presevno elektronsko mikroskopijo spremljali
vstop nanodelcev v celice. Potrdili smo vzroke toksi¢nosti, ki jih navaja literatura in
pokazali, da z dodatnim oplas€enjem z glutationom zmanjSamo negativen vpliv na
viabilnost in metabolno aktivnost celic. Manjsa toksi¢nost je rezultat antioksidativnega
delovanja glutationa in zmanj$anja presezka pozitivnega naboja na povrSini nanodelcev.
Reaktivne kisikove zvrsti so se izkazale kot eden izmed vzrokov, ki vodi v toksi¢nost PEI
ND. Predvidevamo, da PEI ND vstopajo v celico z makropinocitozo, PEI-glutation ND pa
tudi s klatrini-posredovano endocitozo.
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Magnetic nanoparticles are already used in biotechnological applications. Coating of
magnetic nanoparticles is crucial for their stability in biological environments. In this
work we tested the effect of polyethyleneimine coated magnetic nanoparticles (PEI
NP) on CHO cell line. We analyzed if additional coating with L-Glutathione Reduced
(PEI-glutathione NP) can reduce cytotoxicity of PEI-NPs. First, we synthesized PEI
NP and PEI-glutathione NP and second, characterization with dynamic light scattering
and zeta potential measurements was made. Dynamic light scattering and zeta potential
measurements confirmed additional L-Glutathione coating. Viability was determined
with fluorescent staining; metabolic activity was measured with MTS assay. Also,
presence of reactive oxygen species was measured, while transmission electron
microscopy was used for visualization of internalization of different nanoparticles. Our
results show, that additional L-Glutathione coating reduces cytotoxic effect of
analyzed nanoparticles on CHO cells. Toxicity might have been reduced as a result of
L-glutathione antioxidant function or as a result of lower zeta potential. In this study
we have shown that reactive oxygen species plays an important role in PElI NP
cytotoxicity. We assume that PEI NP and PEI-glutathione NP enter the cell via
macropinocytosis, PEI-glutathione NP also via clathrin-mediated endocytosis.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
CHO angl. Chinese hamster ovary cell — celice iz ovarija kitajskega hréka
DLS angl. Dynamic light scattering —dinamiéno sipanje laserske svetlobe
EDTA etilendiamintetra ocetna kislina
FBS fetusni serum goveda
HAM F12 hranilni medij
HBSS angl. Hank’s balanced salt solution — uravnotezena raztopina soli
IL-12 interlevkin 12
LCso angl. Lethal concentration — koncentracija, ki ubije 50 % celic
MRI slikanje z magnetno resonanco
MTS test kolorimetri¢ni test metabolne aktivnosti

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

ND nanodelci

NK negativna kontrola

PAA poliakrilna kislina

PBS fosfatni pufer s soljo

PEG polietilen glikol

PEI polietilen imin

PEIND magnetni nanodelci s plas¢em iz polietilen imina

PEI-glutation magnetni nanodelci s plas¢em iz polietilen imina, dodatno oplasceni
glutationom

Pl propidijev jodid

PK pozitivna kontrola
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PMMA polimetilmetakrilat

PVA polivinil alkohol

ROS angl. Reactive oxygen species — reaktivne Kisikove zvrsti
SE angl. Standard error — standardna napaka

TEM presevna elektronska mikroskopija
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1UVvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Nanotehnologija je veda, ki proucuje razli¢ne zvrsti in oblike materialov velikostnega reda
med 1 in 1000 nm. Nanodelci (ND) so v vsaj eni dimenziji manjsi od 100 nm. Bistvena razlika
med delci vecjih dimenzij in ND je razmerje med njihovo povr$ino in prostornino. Pri ND se
to razmerje prevesi krepko na stran povrSine, kar omogoca drugac¢ne fizikalno-kemijske
lastnosti, prav tako pa vpliva na interakcijo z bioloskimi sistemi. Zaradi svojih lastnosti so ND
izkazali izredno uporabnost v razli¢nih biotehnoloskih aplikacijah, npr: pri dostavi cepiv in
uéinkovitejSem vnosu kemoterapevtikov v rakave celice. Ena izmed podskupin ND so
magnetni ND. Le ti se uporabljajo kot dostavni sistemi za zdravilne u¢inkovine, kot kontrastna
sredstva pri slikanju z magnetno resonanco, za lo¢evanje molekul in pri hipertermiji. Vendar
pa lastnosti ND v bioloskih sistemih nimajo samo pozitivnih u¢inkov. Zaradi svoje majhnosti
lahko prehajajo membrane, vstopajo v tkiva, celice in celicne organele, se tam kopicijo ter
kazejo razli¢ne toksi¢ne ucinke. Problemati¢na je tudi stabilnost magnetnih ND v vodnih
okoljih. Magnetne ND za stabilizacijo in zmanjSevanje toksi¢nosti oplas¢imo z razli¢nimi
molekulami. Poleg zmanjSane toksi¢nosti in ve¢je stabilnosti nam oplaséenje omogoca tudi
moznost povezovanja z razlicnimi molekulami preko prostih funkcionalnih skupin, ki se
nahajajo na povrsini zunanje plasti. Izkaze se, da tudi modificirani (oplas¢eni) ND kazejo
dolo¢eno stopnjo toksi¢nosti. Vzroki toksi¢nosti teh so relativno velika potencialno reaktivna
povrsina, njihova sposobnost pre¢enja bioloskih pregrad in slaba biorazgradljivost. Posledica

je povecan oksidativni stres, ki lahko nadalje vodi v apoptozo in genotoksi¢nost.

Raziskovalno delo je bilo osredoto¢eno na analizo vpliva magnetnih ND, oplas¢enih s
polietileniminom (PEI-ND), na sesalske celice CHO v poskusih in vitro. PEI je polimer s
Stevilnimi amino skupinami in nosi presezek pozitivnega naboja. Na PEI-ND lahko
elektrostatsko vezemo razli¢ne negativno nabite molekule, kar omogoca izredno uporabnost
kot npr. magnetofekcijo. Pri marsikateri aplikaciji so potrebne relativno velike koncentracije

PEI-ND, kar lahko omeji njihovo uporabo. Da bi ocenili povezave med koncentracijo PEI-ND
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in $kodljivimi u¢inki in le te zmanjSali, je potrebno podrobno poznavanje mehanizmov

toksi¢nosti in metod, s katerimi le te ocenjujemo.
1.2 CILJI RAZISKOVANJA

Cilj magistrske naloge je bil preveriti razlicne mehanizme toksi¢nosti PEI-ND in vitro na
sesalski celi¢ni liniji CHO. Nadalje smo preverjali ali bi lahko z dodatnim oplasé¢enjem z
antioksidanti, ki bi lahko izkazali pozitiven vpliv, zmanjsali toksi¢nost PEI-ND v pogojih in

vitro.
1.3 DELOVNE HIPOTEZE
Oblikovali smo naslednje hipoteze:

e Toksi¢nost PEI-ND je posledica nastanka reaktivnih kisikovih zvrsti, zato dodatno
oplas¢enje z antioksidanti zmanjSa toksi¢nost le teh.

e Toksi¢nost PEI-ND je posledica velikega pozitivnega zeta potenciala (presezka
pozitivno nabitih skupin na povrSini ND), zato lahko dodatno oplascenje z negativno

nabitimi molekulami zmanjSa toksicnost le teh.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NANODELCI (ND)

ND imajo zaradi svojih specifi¢nih lastnosti izjemen potencial v bioloSkih aplikacijah. Vzrok
teh lastnosti lezi v velikem razmerju med volumnom in povr§ino ND, razli¢nih opti¢nih in
magnetnih lastnostih ter v $tevilnih moznostih povrsinskih sprememb. Zaradi teh lastnosti so
se ND v biomedicini in biotehnologiji izkazali uporabni v metodah lo¢evanja celic, pri vnosu
nukleinskih kislin v celice, kot nosilni sistemi za dostavo u¢inkovin (npr. pri terapijah raka) in

kot ojacevalci signala pri slikanju z magnetno resonanco (Gao in Xu, 2009).

Zanimiva podskupina so magnetni ND, ki so odzivni na zunanje magnetno polje. Sestavljajo
jih magnetni elementi (Zelezo, nikelj, kobalt) in njihovi oksidi. Tovrstni ND so se ze izkazali
uporabni pri slikanju z magnetno resonanco, taréni dostavi zdravil, transfekciji
(magnetofekciji), bioseparaciji in v tkivnem inZenirstvu (Gupta A.K. in Gupta M., 2005;
Gupta in sod., 2007).

Biomedicinske aplikacije zahtevajo magnetne ND velikosti do cca. 100 nm, lahko tudi vec.
Velikost mora biti ¢im bolj enotna (porazdelitev po velikosti mora biti ¢im o0zja), biti morajo

oplasceni, hkrati pa ne smejo biti toksi¢ni in imunogeni (Chastellain in sod., 2004).

Pri magnetnih ND naletimo na pojav superparamagnetizma. Superparamagnetni delci kazejo
magnetne lastnosti samo v prisotnosti magnetnega polja. Ob odsotnosti zunanjega magnetnega
polja med delci ni magnetnih sil, ki bi jih sprijele skupaj. Ta lastnost §e poveca primernost za
uporabo v bioloskih aplikacijah (Ozdemir in sod., 2006; Prijic in sod., 2012).

Magnetni ND se lahko razlikujejo v sestavi, obliki, velikosti in ne nazadnje tudi v
oplascenosti. Dokler govorimo o uporabnosti magnetnih ND, lahko na njih gledamo kot na
neko celoto. Toksi¢nost in razporejanje ND po tkivih pri aplikacijah in vitro ter in vivo pa

izpostavi razlike znotraj te velike skupine (Shubayev in sod., 2009).
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2.1.1 Jedra

Osnova magnetnin ND je magnetno jedro. Jedra so razlicni oksidi magnetnih elementov.
Primeri taksnih oksidov so magnetit (Fe3O4), maghemit (y-Fe,O3) in kobalt ferit (CoFe,0,).
Kemijske metode za sintezo magnetnih ND, uporabljenih v biomedicinskih aplikacijah, so:
koprecipitacija, emulgiranje, sol-gel sinteza, sonokemicna sinteza in sinteza z ionizacijo. Ne
glede na uporabljeno metodo je potrebno za uspesno sintezo zagotoviti prave pogoje, treba je
dosegati ponovljive rezultate ter se izogniti zahtevnim procesom ¢is¢enja. Kljub Sirokemu
izboru metod je najpogosteje izbrana metoda kemiéne koprecipitacije Zelezovih soli. Ta
omogoca sintezo velikih koli¢in ND, vendar delci nimajo tako enotne velikosti, kot pri
nekaterih drugih metodah. Na velikost in obliko ND lahko vplivamo s spreminjanjem pH,
ionske mo¢i, temperature, uporabljenih soli in z razmerjem Fe®*/ Fe** (Salazar-Alvarez in

sod., 2006).

Gola jedra iz Zelezovih oksidov oksidirajo, sprozajo nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti
(ROS) in so nagnjeni k agregaciji. Jedra lahko napravimo funkcionalna z nanasanjem dodatnih

plasti, oplas¢enjem. (Kayal in sod., 2010).

2.1.2 Oplascenje

Oplascenje magnetnih ND z razli€énimi molekulami (npr. z nabitim polimerom) stabilizira
delce, jih naredi topne v vodnem okolju, skrije magnetna jedra pred neZelenimi interakcijami

in omogo¢i u¢inkovitejso dostavo molekul v celico (Roohi in sod., 2012).

Stabilizacija z oplas¢enjem je klju¢ni korak sinteze magnetnih ND, saj onemogoci tvorbo
agregatov pod vplivom zunanjega magnetnega polja ter agregacijo v bioloskih okoljih.
Laurent in sod. (2008) omenjajo dva glavna mehanizma stabilizacije: elektrostatski odboj in

steri¢no oviranje (Slika 1).
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Slika 1: Stabilizacija magnetnih ND z elektrostatskim odbojem (a) in s stericnim oviranjem (b)

(Laurent in sod., 2008)

Oplascenje tudi poveca stabilnost magnetnih ND pri vecji ionski moc¢i (Pavlin in Bregar,

2012).

Plas¢ okoli jedra lahko Se dodatno oplas¢imo s karboksilnimi skupinami, karbodiimidom,
biotinom, avidinom in z drugimi molekulami ter tako spet spremenimo funkcijo magnetnega
nanodelca. Te skupine lahko nadalje sluzijo kot tar¢na mesta za vezavo citostatikov, protiteles,
nukleinskih kislin in podobno (Mahmoudi in sod., 2011).

Poleg povecane temperaturne in kemicne stabilnosti se oplas¢enim ND zmanjSa toksi¢nost,
1zbolj$ajo se moznosti za konjugacijo, ND postanejo bolj kompatibilni z bioloskimi sistemi

(Liu in sod., 2010).

Chatterjee in sod. (2014) navajajo vec razli¢nih polimerov, primernih za oplas¢enje magnetnih
ND: hitosan, polietilen glikol (PEG), polietilen imin (PEI), polimetilmetakrilat (PMMA) in
poliakrilna kislina (PAA). Laurent in sod. (2008) kot najpogosteje uporabljene materiale

omenjajo dekstran, Skrob, arabinogalaktan, polietilen glikol (PEG) in polivinil alkohol (PVA).

PEI je pozitivno nabit polimer, ki se pri biotehnoloskih in biomedicinskih aplikacijah
uporablja kot dostavni sistem za negativno nabite molekule (Benjaminsen in sod., 2012). Vsak
tretji atom makromolekule PEI se lahko protonira, zato ima ta ogromno pufersko kapaciteto
pri kateremkoli pH. Zaradi svojih lastnosti je primeren za uporabo v genski terapiji (Boussif in
sod., 1995). Kot navajajo Laurent in sod. (2008), lahko magnetne nanodelce oplas¢imo s PEI.

PEI tvori kationske komplekse, ki nespecifi¢no reagirajo z negativno nabitimi molekulami,
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npr. z DNA. S PEI oplas¢eni ND so stabilni pri visokih koncentracijah soli v sirokem obmocju
pH.

Glutation je tiolni tripeptid, prisoten v vseh sesalskih celicah. Sestoji iz glutaminske kisline,
cisteina in glicina. Funkcionalno je endogeni antioksidant, ki kot substrat glutation-
peroksidaze omogoci odstranitev reaktivnih Kisikovih zvrsti v celici. Superoksid-dismutaza je
encim, ki superoksidni radikal pretvori v vodikov peroksid. Glutation-peroksidaza s povezavo
dveh molekul glutationa z disulfidnim mostickom reducira vodikov peroksid, nastane voda.
Encim glutation-reduktaza je odgovoren za recikliranje reduciranega glutationa v celicah ob
hkratni oksidaciji NADPH (Noctor in sod., 2012; Meister, 1985). Morris in sod. (2013) trdijo,
da lahko reducirano obliko glutationa vnasamo kot terapevitsko ucinkovino. Kot primer

navajajo direkten vnos glutationa na respiratorni epitelij v obliki aerosola.

2.1.3 Karakterizacija ND

Nanodelcem moramo dolociti velikost in zeta potencial, ki omogocata primerjanje razli¢nih
ND in potrjevanje ponovljivosti sinteze. Tudi magnetne lastnosti so odvisne od velikosti in
oblike delcev ter njihove mikrostrukture. Obnasanje ND v bioloSkih okoljih je prav tako
odvisno od velikosti in oblike, pomembna pa sta tudi naboj in narava plasca, ki obdaja jedro.
Kompleksnost karakterizacije ND lahko ponazorimo na primeru velikosti: ko govorimo o
enem nanodelcu lahko izmerimo velikost kristalinicnega dela jedra, velikost celega jedra,

velikost oplaséenega jedra ali hidrodinamski premer nanodelca (Kobayashi in sod., 2005).

2.1.3.1 Zeta potencial

Nabit delec se v raztopini elektrolita pod vplivom elektricnega polja giblje. Med nabitim
delcem in raztopino elektrolita se ustvari strizna ploskev, potencial na tej ploskvi imenujemo
zeta potencial. PovrSina nabitega delca je prekrita z nasprotno nabitimi ioni (Sternova plast),
sledi Se zunanja, difuzna plast ionov. Ti dve plasti sestavljata t.i. elektri¢ni dvosloj. Merimo
hitrost nabitega delca skozi elektrolit proti elektrodi, v prisotnosti zunanjega elektricnega

polja. Velja, da so delci z zeta potencialom ve¢jim od +30 mV ali manj$im od -30 mV stabilni,
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delci z zeta potencialom okoli 0 mV pa so nagnjeni k agregaciji in posedanju (Pons in sod.,
2006).

2.1.3.2 Dinamic¢no sipanje laserske svetlobe (DLS)

Z metodo dinamicnega sipanja laserske svetlobe merimo sipanje svetlobe laserskega zarka
skozi kiveto, ki vsebuje suspenzijo ND. Temelji na sipanju laserske svetlobe na delcih v tekoci
fazi, kar poznamo tudi pod imenom Rayleighjevo sipanje. Sipanje je posledica Brownovega
gibanja delcev, ki so precej manjsi od valovne dolzine laserske svetlobe. S to tehniko lahko
dolocamo razli¢ne karakteristike: hidrodinamski premer, obliko, strukturo in stopnjo
agregacije. Metoda je uporabna v velikostnem redu ND od 1 nm pa vse do 3 um. Glavne
prednosti so to¢nost dolo¢anja hidrodinamskih premerov, hitrost metode, ne-invazivnost in

relativno nizka cena (Pons in sod., 2006; Fillipe in sod., 2010).

2.1.3.3 Presevna elektronska mikroskopija (TEM)

Presevna elektronska mikroskopija je ena izmed najpogosteje uporabljenih tehnik za
karakterizacijo ND. V principu spremljamo snop elektronov, ki se obnasa odvisno od vzorca,
skozi katerega prehaja. V vzorcu lahko lo¢imo razli¢ne strukture. Rezultat je slika objekta, iz
katere lahko dolo¢imo obliko in velikost ND ter stopnjo agregacije in disperzije. Locljivost
TEM 2znaSa priblizno 1 nm in je odvisna od uporabljenega mikroskopa. Prednost TEM je
poleg dobre locljivosti tudi mozna sklopitev z drugimi metodami, npr. z rentgensko
spektroskopijo. Za analizo mora biti vzorec v visokem vakuumu, ultratanke rezine vzorca
morajo biti debele 50 do 70 nm. Analiziran vzorec je tekom priprave izpostavljen razmeram,
ki lahko vplivajo na same rezultate karakterizacije in so lahko vzrok za artefakte. Poleg tega
celoten proces traja precej dolgo. Dolga izpostavljenost mo¢nim snopom elektronov lahko

poskoduje vzorec (Wang in sod., 2011).
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2.1.4 Aplikacije

Magnetne ND lahko na ve¢ razli¢nih nac¢inov uporabimo tako v biologiji, kot tudi v medicini.
Ena izmed najbolj obetavnih uporab magnetnih ND je vsekakor molekularno prikazovanje, kar
kazejo tako S$tudije in vitro kot in vivo. Konjugirane magnetne ND lahko specifi¢no
dostavljamo do tar¢e in jih nato detektiramo s slikanjem z magnetno resonanco (MRI). S
protitelesi konjugirani ND so bili uspesno taréno dostavljeni s ciljanjem na razli¢ne receptorje
na povrsini celic. Poleg protiteles lahko ND konjugiramo s peptidi in drugimi malimi
molekulami, ki se specifi¢no povezujejo z Zeleno tarco. Peptide lahko izbiramo iz obseznih
knjiznic nakljuénih sekvenc s pomocjo predstavitve na fagu. Omejitev predstavlja iskanje
molekul, ki specificno ciljajo posamezne tar¢e in meja detekcije ND z MRI (Gupta A.K. in
Gupta M., 2005). Gao in Xu (2008) omenjata magnetne ND kot kontrastno sredstvo za MRI.
Magnetne lastnosti omogocajo specificno usmerjanje ND z zunanjim magnetnim poljem, kar
omogoca koncentriranje magnetnih ND samo na izbranem delu telesa, tkivu ali celo celici. Na
ND lahko vezemo fluorescentna barvila in tako spremljamo njihovo lokacijo (Gao in sod.,
2008). Dai in sod. (2014) poroc¢ajo o uspesni aplikaciji s PEG oplas¢enimi magnetnimi ND.
ND so intravenozno vbrizgali v misi in pokazali, da so takSni magnetni ND uporabni kot

oOjacevalci signala za MRI.

Laurent in sod. (2008) kot drugo najpomembnejSo aplikacijo navajajo locevanje celic ali
proteinov s pomoc¢jo dodatno oplas¢enih magnetnih ND. Primer uporabe je dodatno oplascenje

z biotinom, ki omogoca izolacijo avidina ob pomoc¢i magnetnega polja.

uspesno magnetofekcijo celicne linije B16F1 z magnetnimi ND, dvojno oplas¢enimi s PAA in
PEI in dodatno oplaséenimi s plazmidno DNA za zeleni fluorescirajo¢i protein. Vnos
plazmidne DNA z magnetofekcijo je bil primerljiv vnosu z elektroporacijo. V isti Studiji je
opisana magnetofekcija plazmidne DNA v tumor mi$jega adenokarcinoma in zdravljenje
adenokarcinoma s tar¢no dostavo gena za IL-12 z magnetnimi ND in usmerjanjem z zunanjim

magnetnim poljem.
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Vec avtorjev navaja uporabo magnetnih nanosistemov za taréno dostavljanje zdravilnih
uc¢inkovin (Priji¢ in sod., 2012; Gao in Xu 2009; Laurent in sod., 2008). Jalalian in sod. (2013)
poroc¢ajo o u¢inkovitem zmanj$anju volumnov tumorjev rakavih celic debelega Crevesja in
vivo na mis$ih. Tar¢no ciljanje so dosegli z aptameri, specificnimi za tumorske celice. Celotni
kompleks so sestavljali aptamer kot sonda, epirubicin kot zdravilna u¢inkovina (citostatik) in

magnetni ND kot nosilna molekula.

Hipertermija je ena izmed metod za uni¢evanje tumorskih celic z malo stranskimi ucinki,
kadar je aplicirana lokalno. Magnetne ND lahko lokalno vbrizgamo v tumor, tega izpostavimo
zunanjemu magnetnemu polju, kar povzroé¢i premikanje ND in segrevanje njihove okolice.
TakS$na metoda zdravljenja se uporablja v klini¢ni praksi za zdravljenje multiformnega

glioblastoma (Thiesen in Jordan, 2008).
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2.2 CELICNA LINIJA CHO

Celice CHO so trajna celi¢na linija pridobljena iz ovarija kitajskega hréka (Puck in sod.,
1958). Celi¢na linija je ze bila uporabljena za spremljanje internalizacije oplas¢enih ND

(Pavlin in sod., 2013).
2.3 POTI VSTOPA ND V CELICO

V vecini primerov morajo ND vstopiti v celico, da lahko opravijo Zeleno funkcijo. Glavni
mehanizem vstopa ND v celico je endocitoza. Povecan vnos v taréne celice lahko dosezemo
tudi z usmerjanjem z magnetnim poljem ali s tarénim ciljanjem (Sahay in sod., 2010; Prijic in
sod., 2012). Vstopanje ND v celico je odvisno od razli¢nih dejavnikov, med njimi so
najpomembnejsi dejavniki: tip celice v katere ND vstopajo in velikost ter naboj ND. Pozitivno
nabiti ND zaradi elektrostatskih interakcij z membrano bolje prehajajo skoznjo, kot nevtralni
0z. negativno nabiti ND iste velikosti. Pri vnosu ND v tumorje je potrebno upostevati njihovo
heterogeno celi¢no sestavo. Pogosto pozabljamo, da je vstopanje ND v celico odvisno tudi od
celicne gostote (Iversen in sod., 2011). Iversen in sod. (2011) kot glavni mehanizem vstopanja
ND v celico opisujejo endocitozo. Gre za proces vstopanja snovi v celico s pomoc¢jo uvihanja
membrane. V grobem lahko endocitozo razdelimo na fagocitozo in pinocitozo. Pinocitozo
delimo na s Klatrini posredovano endocitozo, s kaveolini posredovano endocitozo,
makropinocitozo in druge, manj raziskane poti vstopanja v celico (Sudha Kumari in Mayor,
2010; Lojk in sod., 2013). Bregar in sod. (2013) porocajo o dveh razli¢nih nacinih vstopanja s
PAA oplascenih magnetnih ND v celice CHO. ND vstopajo v celice z makropinocitozo in s
Klatrini posredovano endocitozo. Pogostejsa je makropinocitoza, s katero v celico vstopajo

vecje koli¢ine ND.

V pregledu objav smo se v prvi in drugi tocki osredoto¢ali na magnetne nanodelce v SirSem
smislu. V tockah, ki sledijo, bo poudarek na specificnih magnetnih ND, oplasc¢enih s PEI (PEI-

ND), ki so osnova vsem poskusom, predstavljenim v nadaljnjih poglavjih te naloge.
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2.4 MEHANIZMI TOKSICNOSTI ND, OPLASCENIH S PEI

Pri nekaterih aplikacijah in vitro in in vivo so potrebne visoke koncentracije s PEI oplas¢enih
magnetnih ND, kar povzro¢i toksi¢ne uéinke v bioloskih sistemih. Hoskins in sod. (2012)
navajajo dva mehanizma toksi¢nosti PEI-ND; oksidativni stres in poSkodbe membrane.
Calatayud in sod. (2013) so pokazali, da je citotoksi¢nost PEI-ND odvisna od koncentracije in
Casa inkubacije. V isti $tudiji so pokazali, da PEI-ND povzroc¢ajo posSkodbe celiéne membrane
in da vstopajo v citosol. Hunter (2006) kot mozne citotoksi¢ne u¢inke PEI navaja poskodbe
membrane in sprozanje apoptoze. Ta je lahko posledica lizosomskega pobega, saj se ob
poskodbi lizosomov v citoplazmo sproscajo tudi lizosomske proteaze, ki dokazano sprozajo

apoptozo (Roberg in sod., 2002).

2.4.1 Reaktivne kisikove zvrsti

Izraz reaktivne Kisikove zvrsti (ROS) je v biomedicinski literaturi uporabljen za proste
kisikove radikale in nekatere druge molekule, ki vsebujejo kisik (Preglednica 1). Obicajno se
elektroni v molekulah nahajajo v parih. Prosti radikal je katerakoli molekula, ki lahko obstoja
z enim ali ve¢ prostimi elektroni. Pri kisikovih radikalih se prosti elektron nahaja na kisiku.
Primer tak$nih radikalov sta superoksidni radikal (O, -) in hidroksilni radikal (OH -). Pri
dusikovem oksidu (NO -) se prosti elektron nahaja med dvema atomoma. Proste radikale
oznaéujemo s piko (+). Ce se poveZeta dva radikala nastane manj reaktivna spojina, vendar
obstajajo izjeme. Ce radikal reagira z molekulo brez prostih elektronov nastane nov prosti
radikal. V bioloskih sistemih lahko reaktivni kisikov radikal sprozi peroksidacijo lipidov,
nastali radikali lahko poSkodujejo membranske proteine. Hidroksilni radikal lahko reagira z
gvaninom v DNA, nastane nov radikal 8-hidroksi gvanin, ki je odgovoren za transverzijo GC
— TA (Halliwell, 2005).
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Preglednica 1: Reaktivne kisikove zvrsti in spojine brez prostega elektrona (Halliwell, 2005: 2)

Spojine brez prostega

Radikali Formula Formula
elektrona
Superoksidni radikal 0, Vodikov peroksid H,0,
Hidroksilni radikal OH- Hipoklorit HOCI
Peroksilni radikal RO, Hipobromid HOBr
Aloksilni radikal RO- Ozon Os
: - Kisik v singletnem
Hidroperoksilni radikal HO,- _ O,*
stanju
Dusikov oksid NO- Dusikova(lll) kislina HNO,

2.4.2 Oksidativni stres

V bioloskih sistemih so prosti radikali stalno prisotni. Izvor prostih radikalov je "puscanje"
elektronskih prenasalcev v verigi celicnega dihanja in izpostavljenost ionizacijskemu sevanju.
Prosti radikali reagirajo na mestu nastanka z lipidi, proteini in nukleinskimi kislinami.
Nekateri prosti radikali samo $kodijo (OH -), medtem ko imajo drugi tudi svojo namembnost -
NO - ima pomembno vlogo v imunskem odzivu. V stabilnem bioloskem sistemu so prosti
radikali in antioksidanti, njihovi antagonisti, v pribliznem ravnotezju. PoSkodbe, ki nastanejo
ob neuravnotezenem stanju, odpravijo popravljalni mehanizmi celice. Oksidativni stres je

posledica porusenja ravnotezja med ROS in antioksidanti. Do porusitve pride zaradi:

e zmanjSane aktivnosti encimov, ki sodelujejo pri pretvorbi prostih radikalov (mutacije,
toksini z neposrednim vplivom na encim),

e poveCanega nastanka ROS zaradi vnosa prekurzorjev za nastanek ROS ali zaradi
povecane aktivacije endogenih sistemov nastanka ROS (kroni¢no vnetje) (Halliwell,

2005).

Organizem se lahko ob kroni¢ni izpostavljenosti povecanim koncentracijam ROS prilagodi z
vecjo aktivnostjo antioksidativnih sistemov. Ob akutni izpostavljenosti pride do poskodb

DNA, proteinov in lipidov, ki se lahko konc¢ajo tudi s celi¢no smrtjo. V primeru celicne smrti
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preko nekroze, ko celica nabrekne in poci, se oksidativni stres v okolju Se poveca (Halliwell,

2005).

Gonzalez in sod. (2008) navajajo nastanek ROS kot pomemben mehanizem toksi¢nosti ND, Ki
vodi v oksidativni stres. Nastanek ROS je odvisen od materiala, iz katerega izhajajo ND.
Wang (2011) in Liu (2013) porocata 0 toksi¢nosti golih ND Zzelezovega oksida preko

mehanizmov ROS.

2.4.3 Sprostitev ND v citoplazmo

Ena izmed glavnih prednosti uporabe PEI za oplas¢enje ND je njegova sposobnost prehajanja
iz veziklov, s katerimi vstopa v celico, v citoplazmo. Mehanizem se izkori$¢a za transfekcijo
in dostavo zdravilnih ucinkovin v citoplazmo (Boussif in sod., 1995). Kako PEI zapusti
lizosom je bilo in $e vedno je tema razli¢nih hipotez. Behr je leta 1997 predstavil hipotezo
lizosomskega pobega (angl. proton-sponge hypothesis), ki pravi, da kompleksi PElI z DNA v
celico vstopajo z endocitozo, zaradi presezka pozitivnih nabojev interagirajo s celi¢no
membrano in se posledi¢no nakopi¢ijo v lizosomih. Notranjost teh organelov je kisla, kar
omogoca ucéinkovito delovanje lizosomskih encimov. Velika puferska kapaciteta PEI dvigne
pH lizosoma, kar spodbudi precrpavanje protonov v njegovo notranjost. Ob aktivnem vnosu
protonov vstopajo v lizosom tudi Kloridni ioni in voda, kar ob nadaljnji puferski aktivnosti PEI
povzroc€i povecanje pritiska, ki vodi do poSkodb membrane organela. PEI preko poskodovane
lizosomske membrane vstopa v citoplazmo. Benjaminsen in sod. (2012) so pokazali, da se PEI
po transfekciji nahaja v lizosomih, manjsa koli¢ina pa tudi prosto v citoplazmi. V isti studiji so
potrdili hipotezo lizosomskega pobega, hkrati navajajo Se druge, kot trdijo, bolj verjetne
mehanizme spro$¢anja PEI v citoplazmo. Zaradi zelo majhnega deleza PEI v citoplazmi v
primerjavi z delezem v lizosomih predpostavljajo, da PEI uhaja v citoplazmo med zlivanjem
endosoma z lizosomom. Tretja moznost izhajanja PEI so mikro poskodbe membrane (pore), ki

nastanejo kot rezultat interakcije PEI z membrano.
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2.5 ZMANJSEVANIJE TOKSICNOSTI

Toksi¢nost ND Zelezovega oksida se, kot je opisano zgoraj, zmanjSuje z oplaséenjem. S tem
dosezemo popolno inertnost zelezovega oksida, pojavi pa se lahko toksi¢nost, ki jo inducira

polimer plasca. V literaturi je na to temo zapisanega zelo malo.

Nimesh in sod. (2006) so uspeli popolnoma zmanjsSati toksi¢nost PEI ND s kovaletnim
dodajanjem PEG na njegovo povrsino. Hkrati so ohranili sposobnost transfekcije. Parhamifar
in sod. (2010) ugotavljajo, da je v bodocih Studijah za celovito razumevanje toksi¢nosti

polikationov potreben bolj sistemati¢en pristop.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Celi¢na linija

Vsi poskusi so bili izvedeni s celi¢no linijo CHO (Chinese Hamster Ovary Cells).

3.1.2 Hranilni medij

o Hranilni medij HAM F12 (Ham's tissue culture medium for mammalian cells; HAM) z
dodatkom 10 % fetalnega govejega seruma (FBS) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, Nemdija), 0,5 % L-glutamina (Sigma-Aldrich), 0,1 % gentamicina (PAA
Laboratories, Pasching, Austria) in 0,01 % penicilina (PAA Laboratories);

o hranilni medij HAM F12 z dodatkom razli¢nih koncentracij glutationa (0,05 mM, 0,5
mM in 5 mM) (L-glutathione reduced, Sigma-Aldrich).

3.1.3 Oprema

Preglednica 2: Pregled uporabljene opreme

Oprema Proizvajalec

Malvern Zetasizer Nano Malvern Industries
Flourescenéni mikroskop Zeiss Axiovert 200 Zeiss
Presevni elektronski mikroskop JEM-100 CX JEOL

Tecan Infinite 200 Tecan Group

Zeta meter (Nanosizer) Malvern Industries

Sonifikator Hielscher
Tehtnica za merjenje koncentracije ND Radwag




16

Strojan K. Analiza vpliva povr§inske plasti magnetnih nanodelcev na preZivetje celic in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

3.2 METODE

3.2.1 Sinteza ND

Kobalt feritna jedra (CoFe,QO,) so bila pripravljena s koprecipitacijo, kot je opisano v ¢lankih
Bregar in sod. (2013) ter Pavlin in Bregar (2012). ND smo oplas¢ili s PEI. ND so bili ustrezno

karakterizirani z metodo DLS in z metodo merjenja povrsinskega naboja z zeta metrom.

3.2.2 Gojenje celic

Vsi poskusi so bili izvedeni in vitro na celi¢ni liniji CHO. Celice smo gojili v gojitvenih
steklenickah in mikrotiterskih ploscah s 24 in 96 jamicami (Corning Inc., NY, ZDA), v CO,
inkubatorju pri temperaturi 37 °C v 5 % CO,. Vse poskuse smo izvedli v hranilnem mediju
HAM F12 z 10 % FBS, z zaetno koncentracijo celic 1 x 10° celic/ml. Nasajene celice smo po
24 urah gojenja izpostavili razlicnim koncentracijam ND za nadaljnjih 24 ur. Po inkubaciji

smo medij z ND odsesali in izvedli spodaj opisane analize.

Celice smo presajali, ko so dosegle 80-90 % konfluentnost. Celicam smo odsesali medij, jih
sprali s fiziolo§ko raztopino in dodali segreto raztopino tripsina ter inkubirali dve minuti. Po
inkubaciji smo tripsinizacijo ustavili s hranilnim medijem HAM F12, ki je vseboval 10 %

FBS. Celice smo $teli s hemocitometrom in jih presajali v zelenih koncentracijah.

3.2.3 Doloc¢anje viabilnosti z diferencialnim barvanjem

Celice smo gojili v mikrotiterskih plos¢ah s 24 jamicami (Corning Inc., NY, ZDA) in jih 24 ur
inkubirali z PEI ND in PEI-glutation ND v razli¢énih koncentracijah (1-20 pg/ml). Po
inkubaciji smo odsesali medij z ND. Za dolocanje viabilnosti smo celice barvali z barvilom
Hoechst (30 minut) in barvilom propidijev jodid (Pl) (5 minut). S fluorescen¢nim
mikroskopom smo zajeli po 20 slik vsakega vzorca. Barvilo Hoechst flourescira po vezavi na
DNA, iz posnetih slik lahko dolo¢imo Stevilo vseh celic. Barvilo propidijev jodid po petih
minutah preide samo poskodovane membrane mrtvih celic, zato nam da podatek o delezu
mrtvih celic na slikah (Jones in Senft, 1985). Viabilnost smo dolo¢ili z razmerjem S$tevila celic

med tretiranimi vzorci in kontrolo, ki ni bila izpostavljena ND.
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3.2.4 Dolo¢anje metabolne aktivnosti celic s testom MTS

Metabolno aktivne celice reducirajo tetrazolijevo bavilo (reagent MTS) v obarvan formazan.

Vecja metabolna aktivnost pomeni ve¢ netopnega formazana in ve¢jo izmerjeno absorbanco

(Cory insod., 1991).

Celice z zagetno koncentracijo 1 x 10° celic/ml smo gojili v mikrotiterski ploi&i s 96 jamicami
(Corning Inc., NY, USA) in jih 24 ur inkubirali z razlicnimi koncentracijami ND (2-10
pg/ml). V vsaki jamici je bilo 100 pl medija s celicami. Po inkubaciji smo odsesali medij z
ND. V jamice smo dodali po 100 pl svezega medija. Uporabili smo kit za dolocanje
viabilnosti celic s kolorimetriéno metodo (Cell Titer 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay, Promega, Madison, USA) in delali po navodilih proizvajalca. Absorbanco
smo merili po 90 in 120 minutah, pri 490 nm z napravo Tecan Infinite 200 (Tecan,
Mannedorf, Switzerland). Negativna kontrola ni bila izpostavljena ND. Rezultate smo
predstavili kot odstotek relativne absorbance v primerjavi z negativno kontrolo.

3.2.5 Doloc¢anje reaktivnih Kisikovih zvrsti

Prisotnost reaktivnih kisikovih zvrsti smo dolocali s standardnim kitom (CM-H,DCFDA,
Invitrogen), ki vsebuje CM-H,DCFDA reagent. CM-H,DCFDA difundira v celico, kjer
reagira z znotrajcelinimi esterazami, kar prepreci difuzijo nazaj v celi¢no zunanjost. CM-
H,DCFDA je znotraj celice tara oksidacije s strani reaktivnih kisikovih zvrsti, nastane
fluorescirajo¢i DCF, ki ga detektiramo z merjenjem fluorescence. Valovna dolZina eksitacijske

svetlobe je 492 nm, emisijo svetlobe merimo pri 527 nm.

Celice z zagetno koncentracijo 1 x 10° celic/ml smo gojili v mikrotiterski plos&i s 96 jamicami
(Corning Inc., NY, USA) in jih 24 ur inkubirali z razlicnimi koncentracijami ND (2-10
png/ml). V vsaki jamici je bilo 100 pl medija s celicami. Po inkubaciji smo odsesali medij z
ND in uporabili CM-H,DCFDA po navodilih proizvajalca. Celice smo z barvilom inkubirali
45 min, fluorescenco smo merili pri 527 nm z napravo Tecan Infinite 200 (Tecan, Mé&nnedorf,
Switzerland). Negativna kontrola ni bila izpostavljena ND. Kot pozitivho kontrolo smo

namesto ND uporabili 1 mM vodikov peroksid v PBS in ga dodali celicam v enakem volumnu
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kot ND ter izvedli vse postopke enako. Rezultate smo predstavili kot odstotek relativne

fluorescence v primerjavi z negativno kontrolo.

3.2.6 Dolocanje nacinov internalizacije ND s pomocjo TEM

S presevno elektronsko mikroskopijo smo natan¢no dolocili, v katerih predelih celice se
nahajajo ND in poskusali dolo¢iti poti internalizacije. Celice smo 24 ur inkubirali z ND ter jih
fiksirali z meSanico formaldehida in glutaraldehida. Sledilo je vklapljanje vzorcev v smolo
Epon 812 (Electron microscopy sciences, Hatfield, PA, ZDA). Ultratanke rezine smo barvali z
uranil acetatom in svin¢evim citratom, da smo dosegli ustrezen kontrast, ter jih opazovali s

presevnim elektronskim mikroskopom JEM-100 CX (JEOL, Tokyo, Japonska).

3.2.7 Statisti¢ne metode

Izvedli smo dvosmerno analizo variance (dvosmerna ANOVA) za primerjavo razlik med
posameznimi skupinami. Uporabili smo Holm-Sidakov test. Rezultati so predstavljeni kot
povprecja + standardna napaka (SE) ali standardni odklon (SD). Statisti¢ne analize smo

opravili s programom GraphPad Prism 6.
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4 REZULTATI

4.1 KARAKTERIZACIJA ND

PEI in PEI-glutation ND so bili karakterizirani z metodo dinami¢nega sipanja laserske
svetlobe in merjenjem zeta potenciala. Meritev je bila izvedena na ND, suspendiranih v
mediju HAM F12 z dodanim 10 % FBS.

Preglednica 3: Zeta potencial ND

ND Zeta potencial [mV]
PEI ND 50
PEI-glutation ND 40

Z vezavo glutationa na PEI ND (PEI-glutation ND) se je zeta potencial zmanjsal za 10 mV.
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Slika 2: Porazdelitev hidrodinamskega premera ND v hranilnem mediju HAM F12 z dodatkom 10 %
FBS, dolo¢eno z metodo DLS




20

Strojan K. Analiza vpliva povr§inske plasti magnetnih nanodelcev na preZivetje celic in vitro.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2014

Iz grafa na Sliki 2 je razvidno, da so PEI in PEl-glutation ND razli¢no veliki, kar posredno
potrjuje vezavo glutationa na PEI ND. Razlika v velikosti je posledica razli¢ne interakcije ND

z molekulami hranilnega medija z 10 % FBS.
4.2 DOLOCANIJE DELEZA ZIVIH IN MRTVIH CELIC

Delez Zivih in mrtvih celic smo dolo¢ali z barvanjem z barviloma Hoechst in PI. Celice CHO
smo za 24 ur izpostavili PEI ali PEI-glutation ND, po inkubaciji smo ND odstranili. Sledilo je
zajemanje slik s fluorescen¢nim mikroskopom. Presteli smo zive in mrtve celice ter rezultate
predstavili v odstotkih celic glede na negativno kontrolo. Negativna kontrola ni bila

izpostavljena ND.
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Slika 3: Delez zivih in mrtvih celic CHO glede na negativno kontrolo (NK) 24 ur po izpostavitvi PEI

ND. Diferencialno smo obarvali zive in mrtve celice ter jih presteli. Prikazana je standardna napaka

(N=3).
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Na zgornjem grafu (Slika 3) je predstavljena viabilnost celic po 24 urni inkubaciji z

naras¢ajoco koncentracijo PEI ND. Viabilnost celic pada z naras¢anjem koncentracije PEI

ey

viabilnosti med posameznima koncentracijama opazimo pri prehodu iz 4 pg/ml na 5 pg/ml,

viabilnost pade za priblizno 20 %. Koncentracija, ki deluje citotoksi¢no na 50 % celic (LCsp)

ey

stagnira pri priblizno 10 % glede na kontrolo. Ustrezno s padanjem Stevila zivih celic naraséa

Stevilo mrtvih.
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Slika 4: Delez zivih in mrtvih celic CHO glede na negativno kontrolo (NK) 24 ur po izpostavitvi PEI-
glutation ND. Diferencialno smo obarvali zive in mrtve celice ter jih presteli. Prikazana je standardna
napaka (N=3).

Na Sliki 4 je predstavljena viabilnost celic po 24 urni inkubaciji z naras¢ajo¢o koncentracijo
PEI-glutation ND. Podobno kot pri PEI ND, tudi tukaj opazimo trend padanja viabilnosti z

naraS¢anjem koncentracije PEI-glutation ND, z izjemama pri koncentracijah 2 pg/ml in 4
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pg/ml, kjer viabilnost celo naraste. LCso je med 8 pg/ml in 10 pg/ml, med tema dvema
koncentracijama zaznamo najvecji padec viabilnosti. Pri koncentraciji 14 pg/ml je viabilnost

glede na kontrolo 10 %, pri koncentraciji 18 pug/ml pa le Se 5 %.
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Slika 5: Delez zivih celic CHO 24 ur po izpostavitvi PEI in PEI-glutation ND. Diferencialno smo

obarvali zive in mrtve celice ter jih presteli. Prikazana je standardna napaka (N=3).* p <0,0001.
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Na naslednjem grafu (Slika 5) vidimo primerjavo prej opisanih rezultatov. Lahko recemo, da
je viabilnost celic pri visjih koncentracijah boljsa ob izpostavljenosti PEI-glutation ND, pri
nizjih pa je primerljiva. Najvecje razlike v viabilnosti so vidne pri koncentracijah 6 pg/ml,
viabilnost celic izpostavljenih PEI-glutation ND je pri tej koncentraciji $e enkrat vecja kot pri
celicah, ki so bile izpostavljene PEI ND. Pri koncentraciji 8 pg/ml je viabilnost celic Sestkrat
veéja v korist PEI-glutation ND. Pri koncentracijah 6 in 10 pg/ml so razlike statisti¢éno
znacilne. 1z tega bi lahko sklepali na zas¢itno vlogo glutationa, zato smo preverili vpliv

samega glutationa na viabilnost celic.

V naslednjih dveh poskusih (Slika 6, Slika 7) smo preverili vpliv glutationa v hranilnem
mediju. Celice smo inkubirali z razlicnimi koncentracijami prostega glutationa v hranilnem
mediju, z dodanimi PEI ND s kon¢no koncentracijo 3 pg/ml (Slika 7) in brez PEI ND (Slika
6). Negativna kontrola (NK) so bile celice v hranilnem mediju brez dodanega glutationa,
pozitivna kontrola (PK; Slika 7) pa celice v hranilnem mediju brez dodanega glutationa, z

dodanimi PEI ND v kon¢ni koncentraciji 3 pg/ml. Prikazane so zive celice.
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Slika 6: Delez zivih celic CHO glede na negativno kontrolo (NK) 24 ur po izpostavitvi razli¢énim
koncentracijam glutationa v hranilnem mediju. Diferencialno smo obarvali Zive in mrtve celice ter jih

presteli. Prikazana je standardna napaka (N=3).

Na Sliki 6 je prikazan vpliv razli¢nih koncentracij glutationa na celice. Glutation v vseh treh
preverjenih koncentracijah izkaZe negativen vpliv na viabilnost celic. Pri 0,05 mM in 0,5 mM

koncentraciji pade viabilnost na 75 %, pri 5 mM koncentraciji pa na 55 %.
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Slika 7: Delez zivih celic CHO glede na negativno kontrolo (NK) 24 ur po izpostavitvi razli¢nim
koncentracijam glutationa v hranilnem mediju in v prisotnosti PEI ND s kon¢no koncentracijo 3 pg/ml.
V pozitivni kontroli (PK) so bili PEI ND s kon¢no koncentracijo 3 pg/ml brez dodatka glutationa.

Diferencialno smo obarvali zive in mrtve celice ter jih presteli. Prikazan je standardni odklon (N=2).

Slika 7 prikazuje vpliv glutationa na celice CHO ob hkratni prisotnosti PEI ND (3 pg/ml) v
hranilnem mediju. Najmanjsa koncentracija glutationa v hranilnem mediju (0,05 mM) izkaze
toksicen ucinek, vendar je ta manjsi, kot je toksicen ucinek PEI ND. Pri vi§jih koncentracijah
glutationa je toksi¢en ucinek v primerjavi s PEI ND ve¢ji. Viabilnost pozitivne kontrole je 75
% glede na kontrolo in je primerljiva z rezultati iz grafa na Sliki 4 pri isti koncentraciji PEI
ND (3 pg/ml).
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4.3 DOLOCANJE REAKTIVNIH KISIKOVIH ZVRSTI

Reaktivne kisikove zvrsti smo merili z namenom potrjevanja vzrokov toksi¢nosti. Prisotnost
reaktivnih kisikovih zvrsti smo merili po 24 urni inkubaciji celic z razli¢nimi koncentracijami
PEI ND in PEI-glutation ND. Rezultati so predstavljeni kot odstotek ROS glede na koli¢ino
ROS v negativni kontroli. Negativna kontrola so bile celice v hranilnem mediju HAM F12.
Pozitivna kontrola so bile celice v hranilnem mediju HAM F12, z dodanim H;0, v kon¢ni
koncentraciji 1 mM.
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Slika 8: Koli¢ina ROS (% glede na negativno kontrolo (NK)) 24 ur po izpostavitvi celic CHO PEI ND.
V pozitivno kontrolo (PK) smo dodali H,O, do kon¢ne koncentracije 1 mM. Prikazana je standardna
napaka (N=3).

Graf na Sliki 8 prikazuje odvisnost nastajanja reaktivnih kisikovih zvrsti od koncentracije PEI
ND. Pri nizkih koncentracijah PEI ND (2-4 pg/ml) nismo izmerili bistvenega povecanja ROS,
medtem ko smo pri koncentraciji 6 pg/ml in Se bolj izrazito pri koncentracijah 8 pg/ml in 10
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pg/ml zaznali izrazito povecanje koli¢ine ROS. Pri slednjih dveh koncentracijah ND je nastalo
celo ve¢ ROS kot pri pozitivni kontroli, kjer smo zaznali 3,5-kratno povecanje nastanka ROS

glede na negativno kontrolo.
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Slika 9: Koli¢ina ROS (% glede na negativno kontrolo (NK)) 24 ur po izpostavitvi celic CHO PEI-
glutation ND. V pozitivno kontrolo (PK) smo dodali H,O, do konéne koncentracije 1 mM. Prikazana je
standardna napaka (N=3).

Podobno kot pri PEI ND, tudi pri inkubaciji celic s PEI-glutation ND nismo zaznali bistvenega
povecanja ROS pri nizjih koncentracijah ND (4-6 pg/ml). Pri koncentraciji 10 pg/ml je bil
nastanek ROS priblizno 3-krat vecji kot pri negativni kontroli, kar je Se vedno manj kot pri

pozitivni kontroli.

Vpliv koncentracije ND na nastanek ROS pri izpostavitvi celic razlicnim ND je prikazan na
Sliki 10. Nizje koncentracije so inducirale nastanek ROS, vendar razlike niso bile statisticno
znacilne. Statisti¢no znacilne razlike so se pokazale pri visjih koncentracijah, pri 8 ug/ml PEI

ND je nastalo skoraj 3-krat ve¢ ROS kot pri isti koncentraciji PEI-glutation ND.
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Slika 10: Vpliv koncentracije PEI ND in PEl-glutation ND na nastanek ROS glede na negativno
kontrolo (NK) 24 ur po izpostavitvi celic CHO ND. V pozitivno kontrolo (PK) smo dodali H,0, do
kon¢ne koncentracije 1 mM. Prikazana je standardna napaka (N=3). * p < 0,05, **p<0,0001.
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4.4 DOLOCANJE METABOLNE AKTIVNOSTI CELIC S TESTOM MTS

S testom MTS smo dolocali vpliv, ki ga imajo razli¢no oplaséeni ND na metabolno aktivnost
celic CHO. Celice smo 24 ur inkubirali z PEI in PEI-glutation ND v razli¢nih koncentracijah.
Rezultati so predstavljeni kot odstotek metabolne aktivnosti glede na negativno kontrolo.

Negativna kontrola so bile celice v hranilnem mediju HAM F12.
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Slika 11: Metabolna aktivnost (% glede na negativno kontrolo (NK)) 24 ur po izpostavitvi PEI ND.

Prikazana je standardna napaka (N=3).

Slika 11 prikazuje metabolno aktivnost celic pri razlicnih koncentracijah PEI ND. Metabolna
aktivnost pada z naraS¢ajoco koncentracijo PEI ND. Padec metabolne aktivnosti je najbolj
izrazit pri povisanju koncentracije PEI ND iz 2 pug/ml na 4 pg/ml, ko ta pade za 30 odstotnih
tock. Zmanjsanje metabolne aktivnosti je opazno tudi med 4 pg/ml in 8 ng/ml (25 % glede na

kontrolo). Pri najvecji koncentraciji PEI ND je metabolna aktivnost le e 10 %.
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Slika 12: Metabolna aktivnost (% glede na negativno kontrolo (NK)) 24 ur po izpostavitvi PEI-
glutation ND. Prikazana je standardna napaka (N=3).

Graf na Sliki 12 prikazuje metabolno aktivnost celic po inkubaciji celic s PEI-glutation ND.
PEI-glutation ND) glede na negativno kontrolo. Pri koncentraciji 2 pg/ml metabolna aktivnost

naraste za 5 odstotnih tock, pri koncentraciji 4 pg/ml je enaka kontroli.

Primerjava metabolne aktivnosti celic po inkubaciji z razli¢cnimi ND je prikazana na Sliki 13.
Lepo je vidna razlika med uc¢inki PEI ND in PEI-glutation ND. Pri celicah, izpostavljenih PEI
ND, je metabolna aktivnost padla pod 60 % ze pri koncentraciji 6 pg/ml, medtem ko pri
celicah, inkubiranih s PEI-glutation ND metabolna aktivnost sploh ni padla pod 60 % glede na

kontrolo. Razlika pri koncentracijah 4-10 pg/ml je statisti¢no znacilna.
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Slika 13: Vpliv razli¢no oplas¢enih ND na metabolno aktivnost celic CHO glede na negativno kontrolo

ur po izpostavitvi ND. Prikazana je standardna napaka (N=3). * p <0, , **p=0,008.
(NK) 24 i itvi ND. Prik je standard ka (N=3). * p < 0,0001, **p=0,008
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4.5 PREVERJANJE VSTOPANJA ND V CELICE S TEM

Da bi preverili kako ND vstopajo v celice, smo celice izpostavili PEI ND in PEI-glutation ND,
pripravili preparate ter jih pregledali s TEM. Celice so bile razlicno dolgo izpostavljene
razli¢nim koncentracijam PEI ND (5 in 10 pg/ml) in PEI-glutation ND (8 pg/ml). Po preteku
inkubacije so bile fiksirane, sledilo je vklapljanje v smolo, rezanje vzorcev in njihovo
kontrastiranje. VVzorce smo opazovali pod presevnim elektronskim mikroskopom JEM-100
CX. TEM slike nam pomagajo razumeti obnasanje ND na povrSini in znotraj celic, prav tako

nam dajo nekaj informacij o odzivu celic na ND.
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4.5.1 PEI ND

Slika 14: Agregati PEI ND na povrsini celice CHO. Celice smo fiksirali 24 ur po izpostavitvi 5 pg/ml
PEI ND. Merilo predstavlja 500 nm.

Celice so bile 24 ur inkubirane s PEI ND s koncentracijo 5 pg/ml (Slika 14). Na sliki vidimo
agregate PEI ND na povrSini in v okolici celice. Na povrsini vidimo za makropinocitozo
znaCilni membranski izvihek. Predvidevamo, da PElI ND vstopajo v celice CHO z
makropinocitozo.
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Slika 15: PEI ND v veziklih znotraj celic CHO 24 ur po izpostavitvi 5 pg/ml PEI ND. Celice smo
fiksirali 24 ur po izpostavitvi. S puscico je oznacen vecji agregat PEI ND na zunanji strani celice.

Merilo predstavlja 500 nm.

Celice so bile 24 ur inkubirane s PEI ND s koncentracijo 5 pug/ml (Slika 15). Tudi Slika 15
prikazuje agreate PEI ND na povrsini celic (puscica). PEI ND so vidni tudi znotraj veziklov,

verjetno gre za pozne endosome.
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Slika 16: PEI ND prosto v citoplazmi (pusc¢ica). Celice CHO so bile 1 uro izpostavljene 10 pg/ml PEI
ND. Celice smo fiksirali 1 uro po izpostavitvi. Merilo predstavlja 250 nm.

Celice so bile 1 uro inkubirane s PEI ND s koncentracijo 10 pug/ml (Slika 16). Slika prikazuje
PEI ND prosto v citoplazmi.
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4.5.2 PEI - glutation ND

Slika 17: Agregati PEI-glutation ND na povrsini celice CHO. Celice so bile 24 ur izpostavljene 8
po/ml PEI-glutation ND, fiksirali smo jih 24 ur po izpostavitvi. Merilo predstavlja 1 pm.

Celice so bile 24 ur inkubirane s PEI-glutation ND s koncentracijo 8 pg/ml (Slika 17). Na sliki
vidimo PEI-glutation ND na povrsini celice. Predvidevamo, da tudi PEI-glutation ND vstopajo

v celico z makropinocitozo.
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Slika 18: Z A in B sta oznacena endosoma, napolnjena s PEI-glutation ND. S pus¢ico so oznaceni ND
na povrsini celic. Celice CHO so bile 24 ur izpostavljene 8 pg/ml PEI-glutation ND. Celice smo
fiksirali 24 ur po izpostavitvi. Merilo predstavlja 500 nm.

Celice CHO so bile 24 ur inkubirane s PEI-glutation ND s koncentracijo 8 pg/ml (Slika 18).
PEI-glutation ND so na povrsini celice (puscica). PEI-glutation ND so prisotni v endosomih
(Slika 18, A in B).
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Slika 19: Predvidoma s Klatrini posredovana endocitoza (puscica). Celice CHO so bile 24 ur
izpostavljene 8 pg/ml PEI-glutation ND. Celice smo fiksirali 24 ur po izpostavitvi. Merilo predstavlja
500 nm.

Celice CHO so bile 24 ur inkubirane s PEI-glutation ND s koncentracijo 8 pg/ml (Slika 19).
Na sliki vidimo alternativno pot vstopanja PEI-glutation ND v celico, predvidoma gre za s
Klatrini posredovano endocitozo.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V nalogi smo poskusali preveriti vpliv s PEI oplas¢enih magnetnih ND na celice CHO in vitro,
raziskati in potrditi mehanizme toksi¢nosti ter z dodatnim oplaséenjem z glutationom

zmanj$ati morebiten negativen vpliv PEI ND na celice.

Uspesno smo pripravili magnetne PEI ND. Sestavljajo jih kobalt-feritno jedro in PEI plas¢.
Posebna razli¢ica teh ND je bila Se dodatno oplas¢ena z glutationom. Po sintezi smo
nanodelcem izmerili velikost, dolo¢ili zeta potencial, preverili njihovo citotoksi¢nost in vpliv

na metabolno aktivnost in vitro na celi¢ni liniji CHO ter dolo¢ili kako vstopajo v celice.

Karakterizacija z metodo dinami¢nega sipanja laserske svetlobe in meritvami zeta potenciala
potrjuje uspesno modifikacijo PEI ND z glutationom. V skladu s pri¢akovanji se je zeta
potencial PEI-glutation ND zmanjsal. Posledica zmanjSanega zeta potenciala je tudi zmanj$an
hidrodinamski premer ND v hranilnem mediju. PEI ND privlacijo ve¢ molekul vode in nabitih
proteinov, temu primerno je ve¢ji njihov hidrodinamski premer (Slika 2). Hidrodinamski
premer PEI ND je v povprecju velik 130 nm, hidrodinamski premer PEI-glutation ND pa 55
nm. Kljub zmanj$anju zeta potenciala so PEI-glutation ND Se vedno stabilni v hranilnem

mediju.

Potrdili smo, da toksi¢nost PEI ND naras¢a s koncentracijo (Slika 3, Slika 11). Podobne
rezultate navajajo Calatayud in sod. (2013). Iz primerjave njihove in nase Studije lahko
sklepamo, da je viabilnost celic v prisotnosti PEI ND odvisna od C€asa izpostavljenosti,
koncentracije PEI ND, izbrane celi¢ne linije in od samih PEI ND. Upostevati je treba dejstvo,
da so pri razli¢nih Studijah uporabljeni razlicni PEI ND, z razli¢nimi lastnostmi in razli¢nim
vplivom na celi¢ne linije. V nas$i Studiji smo pokazali, da je vrednost LCso za PEI ND po 24
urni izpostavljenosti med 5 pug/ml in 6 pg/ml. Padec viabilnosti (Slika 3) je skladen s padcem

metabolne aktivnosti celic (Slika 11).

PEI ND vstopajo v celice (Slika 14, Slika 15, Slika 16). Glavni mehanizem vstopa je

endocitoza, predvidevamo da gre za makropinocitozo (Slika 14). Po vstopu v celico se PEI
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ND nahajajo v endosomih (Slika 15). Po 1 uri inkubacije celic CHO s PEI ND te najdemo
tudi prosto v citoplazmi (Slika 16).

Kot je razvidno na Sliki 8 je eden izmed vzrokov toksi¢nosti PEI ND vsekakor povecan
nastanek ROS, kar kaze bistven porast ROS pri vi$jih koncentracijah PEI ND (8-10 pg/ml).
Gonzalez in sod. (2008) navajajo nastanek ROS kot pomemben vzrok toksi¢nosti ND, nasa
Studija temu pritrjuje, vendar iz nasih rezultatov ne moremo sklepati, ali gre za delovanje ND
v smislu neposredne indukcije ROS, ali je morda nastanek ROS posledica ostalih moznih
mehanizmov toksi¢nosti. Zelo velik porast ROS pri visjih koncentracijah ND bi lahko pripisali
lizosomskemu pobegu, ki ga opisuje ze Behr (1997). Poskodbe lizosomov in sprostitev
njihove vsebine v citoplazmo je lahko razlog pove¢anemu oksidativnemu stresu (Slika 8) in
posledicnemu upadu viabilnosti (Slika 3) ter metabolne aktivnosti (Slika 11). Lizosomski
pobeg lahko potrdimo tudi s Sliko 16, kjer se prosto v citoplazmi nahaja velika koli¢ina PEI
ND. Benjaminsen in sod. (2012) potrjujejo, da je lizosomski pobeg ena izmed mozZnosti
spros¢anja PEI ND iz membranskih veziklov v citoplazmo, Roberg in sod. (2002) pa so
pokazali, da sprostitev vsebine lizosomov lahko vodi v apoptozo.

Vsekakor pa ne gre za edini mehanizem, saj pri nizjih koncentracijah (2-4 pg/ml) ni
bistvenega poveCanja nastalth ROS. Pri nizjih koncentracijah lahko sklepamo na ostale
mehanizme, ki ne vplivajo bistveno na povecanje ROS oziroma je povecanje ROS pod mejo
detekcije naSe metode. PEI ND se lahko zaradi pozitivno nabitih skupin na povrSini preko
elektrostatskih interakcij vezejo na celicno membrano in motijo normalno delovanje celice.
Prav tako lahko povzroc¢ajo poskodbe membran celi¢nih organelov po vstopu v celico. Bieber
in sod. (2002) so pokazali, da se PEI po vstopu v celico nahaja v lizosomih, kjer povzroca pore
v membrani teh organelov. Preko teh por lahko PEI zapusti lizosome in pride do jedra, Kjer se

veze na negativno nabito DNA.

Tudi citotoksi¢nost dodatno oplasc¢enih PEI ND z glutationom (PEI-glutation ND) narasca z
nara$¢ajo¢o koncentracijo ND (Slika 4), vendar je citotoksi¢nost v primerjavi s PEI ND (Slika
5) manjsa. LCso pri 24 urni izpostavljenosti PEI-glutation ND je med 8-10 pg/ml. Tudi
metabolna aktivnost celic pada z naras¢ajo¢o koncentracijo PEI-glutation ND (Slika 12).
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Primerjava viabilnosti (Slika 5) in metabolne aktivnosti (Slika 13) potrjuje uspesno

zmanjSanje toksic¢nosti PEI ND z dodatnim oplasc¢enjem z glutationom.

Na Sliki 6 vidimo vpliv razlicnih koncentracij glutationa, dodanega hranilnemu mediju, na
celice CHO. Pri vseh treh preverjenih koncentracijah je vpliv negativen. Ob hkratni inkubaciji
celic s PEI ND in glutationom dodanim v celi¢ni medij opazimo izbolj$ano viabilnost glede na
kaze negativen vpliv na celice (Slika 7). Boljso viabilnost bi lahko razlozili z naslednjo
hipotezo: prost glutation v hranilnem mediju ne vstopa v celice, medtem ko ob prisotnosti PEI
ND, nekaj glutationa skupaj z ND vstopi v celico. Glutation mora priti v celico, da izkaze
antioksidantsko funkcijo, zato ob inkubaciji celic CHO s prostim glutationom v hranilnem
mediju ni povecanja viabilnosti celic (Slika 6). V nadaljnjih studijah bi bilo potrebno preveriti
ve¢ razliénih koncentracij glutationa, ki bi lahko izkazale pozitiven vpliv na viabilnost celic.

Prav tako bi bilo potrebno preveriti vstopanje prostega glutationa v celice CHO.

PEI ND in PEI-glutation ND predvidoma vstopajo v celice z makropinocitozo (Slika 17). Pri
PEI-glutation ND predvidevamo tudi s klatrini posredovano endocitozo (Slika 19). Na sliki 18
vidimo na celiéno membrano pritrjene agregate PEI-glutation ND, najdemo jih tudi v veziklih
znotraj celice. Rezultati potrjujejo, da kljub modifikaciji, PEI-glutation ND $e vedno vstopajo

v celico.

Slika 10 prikazuje primerjavo nastalih ROS pri istih koncentracijah razlicnih ND. Iz grafa na
Sliki 10 je razvidno, da se pri vec¢jih koncentracijah ND (8-10 pg/ml) zmanjsa nastanek ROS
pri PEl-glutation ND v primerjavi s PEI ND. ZmanjSanje ROS lahko razlozimo z
antioksidantsko funkcijo glutationa. Ta se lahko spros¢a iz ND in kot substrat glutation-

peroksidaze deluje na mestu nastanka ROS. Pri nizjih koncentracijah (2-6 pg/ml) je ta razlika

ey e

Povecana viabilnost (Slika 5) in metabolna aktivnost (Slika 13) celic CHO, izpostavljenim
PEIl-glutation ND v primerjavi s celicami CHO, izpostavljenimi PElI ND je lahko tudi

posledica spremembe povrSinskega naboja ND. Z vezavo glutationa na ND zmanjSamo
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presezek pozitivnega naboja na povrsini ND. S tem spremenimo nacin interakcije ND z
membrano, kar lahko zmanjSa negativen vpliv na celice. Z zmanjSevanjem presezka
pozitivnega naboja, ki pomeni manjSo pufersko kapaciteto PEI ND, dosezemo tudi manjso
stopnjo lizosomskega pobega, ki je eden izmed mehanizmov toksi¢nosti PEI ND. Na
grafikonu na Sliki 10 lahko veliko razliko nastalih ROS pri koncentraciji 8 pg/ml razlicnih ND

razlozimo z manjSo stopnjo lizosomskega pobega.
5.2 SKLEPI

e Toksi¢nost PEI ND je posledica tako povecanega nastanka ROS kot velikega zeta
potenciala, kar se ujema z naSima hipotezama.

e Dodatno oplascenje ND z glutationom uspesno zmanjsa toksi¢nost ND.

e Cilj nasega dela je delno izpolnjen — uspesno smo zmanjsali toksi¢nost PEI ND z
dodatnim oplaséenjem z glutationom. Za doloCanje mehanizmov toksi¢nosti bo

potrebna precej bolj obsezna Studija.
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6 POVZETEK

Pripravili smo magnetne ND oplasc¢ene s PEL. Vpliv oplas¢enih ND na celi¢no linijo CHO
smo preverjali z dolo¢anjem viabilnosti in metabolne aktivnosti celic ter z merjenjem nastanka
ROS. Sledila je modifikacija PEI ND — oplaséenje z glutationom. S tako oplas¢enimi PEI-
glutation ND smo dosegli boljSo viabilnost in ve¢jo metabolno aktivnost celic v primerjavi s
PEI ND, zmanjsal se je tudi nastanek ROS. Potrdili smo vzroke toksi¢nosti PEI ND, ki se
pojavljajo v literaturi. S presevno elektronsko mikroskopijo smo primerjali poti vstopa
razli¢no oplas¢enih ND v celico. Oboji ND verjetno vstopajo v celico z makropinocitozo, po

vstopu Vv celico se oboji nahajajo v veziklih znotraj celice.
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