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razlikamed povrsino zunanje in povrsino notranje plasti lipidne membrane

izsrednost ali ekscentri¢nost (ang. eccentricity)

pi (vez)

kontrolni tretma (ang. Control)

fulereni

baker

deoksiribonukleinska kislina

orjaski unilamelarni vezikel (ang. Giant Unilamellar Vesicle)
hipoklornakislina

vodikov peroksid

holesterol

tekota urejena faza membrane (ang. liquid ordered)
veliki unilamelarni vezikel (ang. Large Unilamellar Vesicle)
predpona, ki oznacuje delce, vecje od nanodel cev
multilamelarni vezikel (ang. Multilamellar Vesicle)
tretmaz nanodelci

nanodel ec (ang. Nanoparticle)

superoksidni anionski radikal

hidroksilni radikal
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin
povrsinsko-prostorninsko razmerje

tretmaz referencno kemikalijo

reaktivne kisikove zvrsti (ang. Reactive Oxygen Species)
titanov dioksid

ultravijoli¢na svetloba

cinkov klorid

cinkov oksid



Boljte, S. Uporaba svetlobne mikroskopije in racunalniske analize dlik ... transformacij lipidnih veziklov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

SLOVARCEK

tangencianesile sile, ki delujgo v smeri tangente, dotikalne sile
lizolipidi lipidi, ki so izgubili eno verigo zaradi hidrolize

stoznica geometrijska krivulja, ki nastane pri preseku dvojnega kroznega
stozca
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1 UVOD
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Nanodelci so na Zemlji prisotni ze milijone let, ¢lovestvo pa jih uporablja ze tisocletja.
Njihovega obstoja se dolgo nismo zavedali, ko pa smojih opazili in spoznali smo, daimajo
nekatere edinstvene zn&ilnosti, so postali nova trzna nisa. Dandanes so materiali
nanometrskih velikosti uporabni na veliko razli¢nih podrogjih, trenutno ngjbolj aktualna pa
je njihova aplikacija v nanomedicini in nanotehnologiji. V veliki meri se uporabljajo tudi v
izdelkih za vsakdanjo uporabo, na primer v prehrambeni industriji in kozmetiki. Poleg
namensko proizvedenih nanodelcev se moramo zavedati tudi obstoja nenamensko
proizvedenih delcev. Taki so na primer delci, ki nastango kot stranski produkt pri

industrijski proizvodnji, pri gorenju in v motorjih z notranjim izgorevanjem.

Nanodelci so skupki materiala, ki so vsa v eni dimenziji manjsi od 100 nm. Ti delci se od
makroskopskih delcev z enako kemijsko sestavo bistveno razlikujejo, sg je zaradi
majhnosti mo¢no povecana njihova relativna povrsina. Tako se poveca delez atomov na
povrsini indelci pridobijo nove kemijskein fizikalne lastnosti.

Ena izmed spojin z veliko potencialno koristnimi lastnosti so fulereni. Imajo protivirusno
ter antioksidantsko aktivnost, sposobnost cepitve DNA, prenosa elektronov in so
potencialni prenasalci zdravil ter molekularna orodja za ugotavljanje malignosti tumorjev
(Jensenin sod., 1996). Zaradi njihove vsestranske uporabe se v zadnjem ¢asu proizvago v
velikih koli¢inah.

Zaradi emisij nenamensko proizvedenih nanodelcev in pa predvsem zaradi narascgoce
uporabe nanodelcev v aplikativni znanosti je potrebno poleg njihovih pozitivnih lastnosti
poznati tudi morebitne skodljive interakcije teh delcev z bioloskimi sistemi. Predvsem je
pomemben vpliv nanodelcev na bioloske membrane, sg so lete prvi stik delca z
organizmom. Znano je ze, da nanodelci lahko vplivajo na strukturno ureditev membrane.
Nanjo se lahko adsorbirgo, jo stanjsgo, povzrocijo lipidno peroksidacijo ai celo tako

zmanjsajo integriteto membrane, dase tvorijo luknje (Jensen in sod., 1996).



Boljte, S. Uporaba svetlobne mikroskopije in racunalniske analize dlik ... transformacij lipidnih veziklov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

Interakcije nanodelcev z membranami lahko preucujemo z razlicnimi metodami, zelo
pogoste pa so studije vpliva nanodelcev na umetno pripravljene lipidne vezikle. Zarazliko
od celicnih membran, lipidni vezikli nimajo tako kompleksne sestave, pripravimo pa jih
lahko v taki velikosti, da lahko posamezne vezikle direktno opazujemo s svetlobnim
mikroskopom. Studij, ki preucujejo tovrstne interakcije, je veliko, vendar pa so v vegini
dosedanjih studij preucevali le vpliv delcev na posamezne vezikle, medtem ko je vpliv

nanodelcev na vecjo populacijo veziklov, zaradi zahtevne obdelave podatkov, se zelo
neraziskan.

1.2 CILJ RAZISKOVANJA
Nameni naloge so bili:

e razviti metodo za analizo morfol oskih transformacij lipidnih veziklov;

e Vv sodelovanju s strokovnjaki ratunanistva in informatike razviti avtomatsko
racunal nisko segmentacijo dlik;

e prewiti interakcije med lipidnimi membranami ter nanodelci razli¢nih kemijskih
struktur in velikosti.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Nase hipoteze so:

e Vv primeruizpostavljenosti lipidnih veziklov nanodelcem bo prislo do interakcij med
delci in umetnimi fosfolipidnimi membranami, kar naj bi opazili kot morfoloske
transformacije veziklov;

e razlicni nanodelci bodo razli¢no vplivali na lipidne vezikle, kar se bo odrazilo v
razlicnih morfoloskih transformacijah veziklov;

e z opazovanjem ve&sjih populacij veziklov bomo dobili bolj reprezentativne podatke

o interakcijah med nanodelci in membranami.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 NANODELCI

Predpona “nano” pomeni ekstremno majhen in je grska beseda za Skrata. Uporablja se za
oznako milijardine metra (10°%). Nanodelci so tore] skupki materiala, ki zavzemajo
velikosti med 1 nm in 100 nm. Lahko so sferi¢ni, tubularni ali nepravilnih oblik (Nowack
in Bucheli, 2007; Rai in sod. 2009).

Nanodelci niso nekaj povsem novega. Na Zemlji so prisotni ze od samega zacetka in
nastajajo v naravnih procesih, kot so na primer vulkanski izbruhi. Nanodelci nastajgjo tudi
V procesu gorenja, pri brusenju, mletju, varjenju in podobnih procesih, prisotnih v
industrijskih obratih ali celo v vsakdanjem zZivljenju. Obstoja teh delcev se do pojava orodij
za njihovo zaznavanje nismo zavedali. Ko so tako majhne delce lahko zaznali, so ugotovili,
da imgo kar nekg edinstvenih lastnosti, ki jih makroskopski delci z enako kemijsko
sestavo nimagjo. Te lastnosti pridejo do izraza pri velikostih delcev pod 100 nm. Nanodelci
so zato postali tehnolosko zelo zanimivi in so v zadnjem ¢asu delezni precejsnje pozornosti
(Adlakha-Hutcheon in sod., 2009; Drobnein Kralj-Igli¢, 2009; Savolainen in sod., 2010).

2.1.1 Nanotehnologija

Nanotehnologija je hitro rasto¢a panoga, z moznostjo aplikacij materialov nanometrskih
velikosti na podrocju znanosti in tehnologije (Albrecht in sod., 2006). 1z nanodelcev
izdelani materiali imajo lahko povsem nove lastnosti, lahko pa z dodgjanjem nanodelcev le

izboljsgjo lastnosti ze poznanih material ov.

Glede na vrsto kemikalije, iz katerih so proizvedeni, nanomateriale lahko delimo na
nanomateriale, ki vsebujejo kovinske okside, polprevodne materiale, prehodne kovine,
nanopolimere ai ogljik. Med slednje spadajo fulereni, nanocevke, nanozice, itd. (Bhatt in
Tripathi, 2011).

Danes je nanomateriale mogoce najti v potrasnih produktih, kot so eektronske
komponente, kozmetika, cigaretni filtri, antimikrobne in proti madezem odporne tkaninein
prsilci, kreme za sonéenje, ¢istila, voski za smuci, samocistilna okna ter razli ¢ne povrsine,

ki zahtevgjo antimikrobne lastnosti, kar je aktualno predvsem za kopalnice (Savolainen in
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sod., 2010). Ocenjujejo, da je trenutno v vsakdanji rabi ved kot 800 na nanotehnologiji

baziranih produktov, mnogi novi produkti pana bi sepojavili natrziscu v naslednjih nekaj
letih (Maynard in sod., 2006; Rejeski in Lekas, 2008).

V prihodnosti bo nanotehnologija verjetno postala temelj stevilnih industrijskih sektorjev
kot so mikroelektronika, kozmetika, industrija papirjev, tekstila ter proizvodnja energije
(Adlakha-Hutcheon in sod., 2009). Ocenjeno je, da bo do leta 2014 ve¢ kot 15% vseh

produktov na globalnem trzis¢u imelo v svojo proizvodnjo vkljuceno neke vrste

nanotehnol ogijo (Dawson, 2008).

Nanotehnoloske aplikacije bodo pozitivno prispevale k kvaliteti Zivljenja na primer s
produkcijo lahkih in trpeznih meterialov ai pa s poceni proizvodnjo ciste vode, najbolj
obetajoca pa so aplikacije nanodelcev na podro¢ju biomedicine Najvedji potencial imajo
kot dostavljalci antikancerogenih zdravil, zaradi majhe velikosti pa so potencialno primerni
tudi za dostavljanje zdravil, ki normano ne moregjo preko maozganske krvne bariere.
Materiali nanometrskih velikosti bodo verjetno vkljuceni tudi v nekatere terapije in
diagnostiko (Adlakha-Hutcheon in sod., 2009; Kreuter, 2007; Maynard in sod., 2006;
Savolainen in sod., 2010).

2.1.2 Interakcije nanodelcev z bioloskimi sistemi

Z naras¢goco uporabo inzenerskih nanomaterialov je potencialna izpostavljenost le-tem
zelo narasla, mozni toksicni uc¢inki nanodelcev na zdravje pa so v veliki meri se
neraziskani. Posebno zaskrbljujoce so ravno karakteristike, ki so tehnolosko priviacne. Te
vkljucujgjo veliko PV razmerje in s tem povezano povrsinsko reaktivnost ter spremenjene
fizikalno-kemijske lastnosti, kot so na primer spremembe v taliséu, topnosti, elektri¢ni
prevodnosti in  Kkristalni strukturi materialov (Borm in sod., 2006; Elder in sod., 2009;
Maynard in sod., 2004; Maynard in Aitken, 2007; Nel in sod., 2006).

Nekatere studije porocao o toksicnem efektu nanodel cev na razli¢ne organizme (Derfusin
sod., 2004; Handy in sod., 2008). Nanodelci, na mestu kontakta oziroma privzeti v
organizem skozi dihala, prebavnegi trakt ali telestno povrsino, lahko povzrocijo

citotoksi¢ne, genotoksicne efekte, vnetija ali celo raka (Borm in sod., 2006; Donaldson in
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sod., 2004). Ne glede na natin vstopa v organizem pa nanodelci na nivoju nanometrskih
velikosti primarno reagirajo s celicnimi membranami (Zupanc in sod., 2010).

Razli¢ni nanodelci lahko na razlicne nacine destabilizirgjo oziroma permeabilizirgjo
celicno membrano. Strukturno ureditev lahko zmotijo tako, da se na membrano
adsorbirgjo, jo stanjsagjo, povzroc¢ijo lipidno peroksidacijo ai celo tako zmanjsgo
integriteto membrane, da se tvorijo luknje (Jensen in sod., 1996). Adsorbcija nanodelcev
na membrano lahko povzrogi njeno spontano ukrivljanje (Lipowsky in Débereiner, 1998),
medtem ko stanjsanje membrane, pri ¢emer se zmanjsa gostota membranskih molekul, in
tvorba por povecata permeabilizacijo membrane. Permeabilizacija se lahko poveca tudi z
lipidno peroksidacijo (Sayes in sod., 2005). Pri tem procesu imajo klju¢no vlogo reaktivne

kisikove zvrsti (ang. Reactive Oxygen Species — ROS).

Med reaktivne kisikove spojine uvrs¢amo vodikov peroksid (H,O,), hipoklorno kislino
(HOCI) in proste radikal e, kot sta hidroksilni radikal (OH") in superoksidni anion (O,").
ROS v cdicah lahko nastgigo tudi pri normanih celicnin procesih, stevilne
antioksidantske molekule pa varujegjo celice pred skodljivimi ucinki leteh (Halliwell in
Gutteridge, 1999). Ce so ROS v presezku, pride do oksidativnega stresa, katerega
posledice so lahko vnetja, oksidacije proteinov, poskodbe DNA in lipidna peroksidacija. V
procesu lipidne peroksidacije ROS oksidirajo dvojne vezi mascobnih kislin v membranah.
Posledi¢no se poveca permeabilnost membran, to pa naredi celice bolj obcutljive za
osmotski stres (Bhatt in Tripathi, 2011, Cabiscol in sod., 2000; Wong-Ekkabut in sod.,
2007).

2.1.3 Lastnosti nanodelcev

Klju¢ni dejavnik potencialne toksi¢nosti nanodelcev je njihova velikost oziroma majhnost.
Pri zmanjsevanju velikosti delcev se njihova relativna povrsina povecuje, pri cemer
naras¢a delez atomov na povrsini delcev. Rezultat je vecja reaktivnost delcev nanometrskih
velikosti v primerjavi z vecjimi delci enake kemijske sestave. Omeniti je treba Se, da je
degjanska velikost nanodelcev odvisna predvsem od medija, v katerem se nahgjgo.
Suspendirani v plinu ali tekocini imao tendenco tvorjenja agregatov in aglomeratov, kar
zmanijsa njihovo specifi¢no povrsino (Murphy in sod., 1999; Skebo in sod., 2007).
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Na celi¢ni odziv poleg specifiéne povrsine nanodelcev vplivgo tudi kemijska sestava
nanodelcev, njihova oblika (fibrozna, sferi¢na, itd.) in stopnja odtapljanja. Odtapljanje je
proces, pri katerem se kemijske vezi v trdnem materialu podregjo, pri tem pa seioni, atomi
ai molekule sprostijo v medij. Ta proces se pri nanodelcih odvija hitrge kot pri
makroskopskih delcih iste kemijske sestave (Borm in sod., 2006; Dick in sod., 2003).

2.1.4 Nanodelci uporabljeni v nasi Studiji

Trenutno najbolj aktualna je potencialna aplikacija fulerenov v kontroliranem prenosu
zdravil. Zanimivi so tudi nanodelci titanovega dioksida (TiO2) ter nanodelci cinkovega
oksida (ZnO), sg imgo antimikrobno aktivnost ter fotokataliticne sposobnosti.
Protimikrobno delovanje je zn&ilno tudi za nanodelce srebra (Ag). Nanodelci bakra (Cu)
pa so v zadnjem ¢asu postali zanimivi zaradi svojih kataliticnih lastnosti (Lee in sod.,
2006; Nohynek in sod., 2007; Sondi in Salopek-Sondi, 2004).

Delci, ki smo jihizbrali zatestiranje v nasi studiji imajo nekatere edinstvene znacilnosti, ki
se razlikujgjo od lastnosti, ki jih imgo delci z enako kemijsko sestavo makrometrskih
velikosti, zato so s staliséa nanoaplikacij zelo zanimivi. Ker je to podrocje raziskav
relativno novo, je v literaturi o toksi¢nosti teh spojin na zive sisteme zaslediti mnogo

nasprotujocih s mnen.

2.1.4.1 Fuleren Cqgo

Fulerene so odkrili leta 1985, ko je Kroto s sod. (1985) prvi¢ porocal o obstoju molekule
Ceo- Stem so po 36 letih razglabljanja o ogljikovih skupkih, ko¢no potrdili njihov obstoj.
Od takrat naprg je ta molekula priviila veliko pozornosti, vecinoma zaradi sirokega
razpona potencialnih aplikacij, predvsem v biomedicini in v znanosti 0 materiaih. S
padcem cene in posledicno dostopnostjo Cg v velikih koli¢inah, se je prva masovna
aplikacijafulerenov zgodila v letu 2003 in sicer v zelo nepri¢akovani obliki, kot premaz za
bowling krogle (Sene in sod., 2009; Wang in sod., 2004).

Fulereni, velike ogljikove molekule v obliki kletke, so tridimenzionalni analogi benzena.

So zaprti poliedri s ploskvami v obliki pet- in Sestkotnikov. V osnovi so sestavljeni iz
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velikega stevila ogljikovih atomov, od 42 pa do okoli 1000. Med bolj znanimi so fulereni
Cs0, C70, Cr6, Crgin Cga.

Najbolj razsirjen in najstabilngjsi je Cg, znan kot Buckminsterfullerene (po arhitektu
Buckminsterju Fuller), s 60 ogljikovimi atomi, urgenimi v sfericno strukturo (Slika 1, a).
Oblika molekule je podobna obliki nogometne zoge; vsebuje 12 petkotnikov in 20
sestkotnikov. Vsak ogljikov atom v molekuli preko sp? hibridizacije tvori vez s tremi
sosednjimi atomi. Prisotna sta dva tipa vezi, Cs-Cs enojna vez v peterokotnikih in Cs-Ce
dvojnavez v Setkotnikih (Slika 1, b) (Bystrzejewska-Piotrowska in sod., 2009; Markovic
in Trajkovic, 2008; Sene in sod., 2009).

Slika 1: Fuleren Cg. Molekulo sestavlja 60 ogljikovih atomov, urejenih v sferi¢no strukturo (@). Prisotna sta
dvatipavezi, enojnavez v petkotnikih in dvojna vez v setkotnikih (b) (Markovic in Trajkovic, 2008: 3561).

Molekule Cgy SO po naravi hidrofobne. Kopicijo se v lipofilnih strukturah, v polarnih
topilih pa tezijo k tvorbi stabilnih skupkov in agregatov. To predstavlja tezave pri
biomedicinski aplikaciji te molekule. Resitev predstavljgjo Ceo derivati, sg jih v vodi
topnih kar nekaj. Ve kot ima fuleren topnih funkcionalnih skupin, bolj je topen. Studije
kazejo, da so agregati nederivatiziranih fulerenov Ceo bolj citotoksi¢ni kot njihovi v vodi
topni derivati (Heymannin sod., 1996; Ruoff in sod., 1993).
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Razvoj uporabe fulerenov je bil zaradi slabe topnosti v vodi nedavno nekoliko oviran,
vendar so se fulereni kljub temu izkazali za uporabne v sirokem razponu bioloskih
aplikacij. Zaradi edinstvenih lastnosti imgo kar neka moznih aplikacij na podro¢ju
znanosti 0 materialih, v elektroniki in v biomedicini. Zaradi moznosti sinteze v
makroskopskih kalicinah so intenzivno preucevani v razlicnih oblikah; v raztopinah in
koloidnih suspenzijah, kot nanokristali (znani kot fuleriti), tanki filmi, vezani na polimere
in modificirani z obseznim razponom funkcionalnih skupin, odvisno pa¢ od specificnega
namenanjihove aplikadje (Jensen in sod., 1996; Senein sod., 2009).

Unikatna fizikalna in kemijska oblika Cg, ki je nabolj reprezentativen ¢lan druzine
fulerenov, je nedavno spodbudila preiejsnje upanje njegove potencialne uporabe na
razliénih podrogjih biomedicine. Zaradi prazne notranjosti, majhnosti (okoli 7 A; Kroto in
sod., 1985) in 60-ih ogljikovih atomov, ki predstavljgjo vezavna mesta za razlicne
kemijske spojine, so molekule primerne kot razlicni terapevtiki. Trenutno najbolj aktualna
je moznost uporabe pri kontroliranem prenosu zdravil (npr. za osteoporozo), so pa
potencialno primerni tudi kot prenasalci elektronov, radioizotopov, za cepitev DNA, pri
inhibiciji encimov, citoprotekciji, pri diagnostiki in zdravljenju raka ter v protimikrobni
terapiji (Jensen in sod., 1996; Markovic in Trakovic, 2008; Senein sod., 2009).

Ena biolosko najbolj koristnih znacilnosti Ceo je sposobnost, da funkcionira kot lovilec
prostih radikalov. Ta lastnost je pripisana delokalizaciji sistema n dvojne vezi fulerenove
kletke. Po drugi strani pa osvetljevanje Cq z vidno ali UV svetlobo povzroci prehod
molekule v triplet vzbujeno stanje. Ta pretvori triplet O, v visoko reaktiven singlet kisik
(*0,) ai superoksidni anion (O,"). Superoksidni anion in ostale reaktivne kisikove zvrsti
(ROS) reagirgjo s sirokim razponom bioloskih tar¢. Znano je, da so udelezene tako v
celicnem signaliziranju kot tudi v poskodbi celic, sgj imao po predhodni izpostavitvi
svetlobi sposobnost inhibicije encimov in cepitve DNA (Markovic in Trakovic, 2008).

Ker Cg in njegovi derivati generirgo reaktivne kisikove zvrsti pri osvetljevanju, je mozno,
da je cititoksicnost in genotoksi¢nost Ceo inducirana prav z ROS. Kamat in sod. so
ugotovili, da Cgp, ¢eje fotosenzibiliziran, lahko inducira znacilno lipidno peroksidacijo in
druge oblike oksidativnih poskodb v bioloskih membranah. Ta pojav lahko vodi do

formacije stevilnih stabilnih in toksi¢nih produktov. Polinenasicene mas¢obne kisline,
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prisotne v celiénih membranah, so posebno nagnjene k poskodbam z reaktivnimi zvrstmi,
ki nastangjo med fotosenzibilizacijo, in lipidna peroksidacija kot rezultat ima lahko resne
posledice za tkiva in organizem. V. membranah omenjene reakcije povzrocijo izgubo
fluidnosti, padec membranskega potenciala, porast permeabilnosti za ione in lahko celo
poskodbo membrane, ki vodi do izpraznitve vsebine celic in organdov (Kamat in sod.,
1998; Shinoharain sod., 2009).

Danes se fulereni producirajo v makroskopskih koli¢inah, naraséajoca uporaba nanodel cev
v industriji in gospodinjstvih pa bo verjetno vodila k spros¢anju teh materialov v okolje.
Zato je treba podrobno preuciti njihove vplive na bioloske sisteme (Kamat in sod., 1998;
Nowack in Bucheli, 2007).

O citoksi¢nosti Ceo delcev porocgo stevilne studije vendar pa pri nekaterih poskusih s to
molekulo do citotoksi¢nosti ni prislo. Kamat in sod. (1998) so v poskusu s Cg, VKljuc¢enim
v mikrosome podganjih jeter, lipidno peroksidacijo inducirai z UV in vidno svetlobo.
Gharbi in sod. (2005) pa porocgjo celo o pozitivnih ucinkih na bioloske sisteme.
Interakcije fulerenov z zivimi sistemi tako ostgjgjo nejasne, verjetno pa je citotoksi ¢nost
odvisna od tipa uporabljenih celic in natina priprave Cg testne suspenzije (Foley in sod.,
2002; Shinoharain sod., 2009).

2.1.4.2 Titanov dioksid (TiO,)

Titanov dioksid (TiO,) makrometrskih velikosti je zelo vsestransko uporaben nanomaterial
in se ze desetletja uporablja v veliko razli¢nih industrijskih panogah, sg je vsesplosno
sprejet kot nestrupen (Masciangioli in Zhang, 2003). Uporablja se za zas¢ito pred
ultravijolicnim sevanjem, kot dodatek hrani, kot belilno sredstvo, uporaben je tudi v
son¢nih celicah; nanodelci TiO, so mo¢an oksidant organskih molekul in povzrocao
proste radikale (Dunford, 1997). V zadnjem desetletju se je mo¢no povecala proizvodnja
nanodelcev TiO,. Te delci imgo prav tako antimikrobno aktivnost ter fotokataliticne
sposobnosti in se uporabljajo kot dezinfekcijska sredstva, kot prehranski dodatki, v barvilih
in v kozmeti¢nih ter farmacevtskih produktih (Nohynek in sod., 2007). Nanodelci TiO2 so
oksidanti in tako biolosko reaktivni (Hirakawain sod., 2004).
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2.1.4.3 Cinkov oksid (ZnO)

Nanodelci cinkovega oksida (ZnO) imajo velik aplikativni potencial predvsem v industriji
elektronskih in opticnih naprav ter v biomedicini, ena izmed pomembnegsih lastnosti
nanodelcev ZnO pa je njihovo protibakterijsko delovanje (Klingshirn, 2007; Nair in sod.,
2009; Zhang in sod., 2007). Za dednje velja, da so za razliko od delcev ZnO
mikrometerskih velikosti nanodelci ZnO mnogo ucinkovitejsi (Y amamoto, 2001). Ker so ti
delci ucinkovito protibakterijsko sredstvo, je treba prewciti tudi morebitno strupenost za

ostalazivabitja.
2.1.4.4 Srebro (AQ)

Antimikrobni ucinki srebra so znani ze stoletja. Srebro je strupeno za zelo Sirok spekter
mikroorganizmov. Nanodelci s povecano kemijsko aktivnostjo v primerjavo s srebrom
makrometrskih velikosti so trenutno ngjpomembnej se nanotehnoloske antimikrobne snovi
(Sondi in Salopek-Sondi, 2004). V medicini se nanosrebro uporablja za zdravljenje opeklin
in kroni¢nih poskodb koze, zelo ucinkovito pa je tudi pri zdravljenju aidsa (Elechiguerrain
sod., 2005; Rai in sod., 2009). Uporablja se tudi pri proizvodnji nanotekstila, vliakna
impregnirana z delci nanosrebra, ki se uporablja predvsem v medicini, patudi zasportnain

vojaskaoblacila.
2.1.4.5 Baker (Cu)

Znano je, da prekomerne koncentracije Cu®* povzrocijo nastanek reaktivnih kisikovih
zvrsti. Te lahko poskodujejo membrane, sgj povzrocijo lipidno peroksidacijo, ki vodi v
povecanje permeabilnosti celi¢ne membrane (Halliwell in sod., 2007). V zadnjem ¢asu so
nanodelci bakra postali zanimivi zaradi svojih kataliti¢nih lastnosti (Leein sod., 2006).

2.2 METODE ZA PREUCEVANJE INTERAKCIJMED NANODELCI IN BIOLOSKIMI
MEMBRANAMI

Kljub temu, da imao nove lastnostnosti nanodelcev Stevilne potencane tehnoloske
aplikacije, ne smemo pozabiti na njihov morebitni vpliv na bioloske sisteme. Poleg

nanodelcev s katerimi lahko pridemo v stik preko novih nano produktov, pa je zaradi
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Siroke uporabe nanotehnol ogije, vedno vet proizvedenih nanodelcev prisotnih v atmosferi,
zemlji in vodnih okoljih.

V zadnjem c¢asu se veliko raziskav povezanih z nanodelci osredotoc¢a prav na njihov
morebitni toksi¢ni vpliv na zive sisteme. Predvsem je pomemben vpliv nanodelcev na
bioloske membrane, sg so le-te prvi stik delca z organizmom. Veliko studij navaja, da
nanodelci vplivgo na stabilnost celicne membrane in posledicno povzracijo toksi¢éne
efekte. Znano je, da vplivajo na strukturno ureditev membrane. Nanjo se lahko adsorbirgo,
jo stanjsajo, povzrocijo lipidno peroksidacijo ali celo tako zman;j$gjo integriteto membrane,
da se tvorijo luknje nanovelikosti. Kot porocajo stevilne studije je toksicnost nekaterih
nanodelcev v veliki meri povezana z njihovo povrsinsko reaktivnostjo (Drobne in Kralj-
[gli¢, 2009; Jensen in sod., 1996; Zupanc in sod., 2009).

Interakcije nanodelcev z membranami lahko preucujemo z razli¢nimi metodami, zelo
pogoste pa so studije vpliva nanodel cev na umetno pripravljene lipidne membrane. Umetne
fosfolipidne membrane so zelo primeren sistem za studije ucinkov razli¢nih substanc na
membrane. S0 manj heterogene kot celicne membrane, zato se lazje osredoto¢imo le na
dolocen mehanizem, ki ga zelimo preuciti. Pripravimo lahko membrane z zeleno lipidno
sestavo (Drobne in Kralj-1gli¢, 2009; Peetlain sod., 2009).

Dober model za proucevanje fizikalnih, kemijskih in elektricnih lastnosti bioloskih
membran so lipidni vizikli. Pripravimo jih lahko v velikosti celic in jih opazujemo s
svetlobnim mikroskopom (Pavli¢ in sod., 2010). Lipidni vezikli so prilagodljive strukture z
bogato diverziteto oblik (Zupanc in sod., 2010). Fluktuacije in spremembe oblike veziklov
so obsezno preucevali z razlicnimi tehnikami; najbolj pogosto z opticno mikroskopijo
(Gruhn in sod., 2007; Leirer in sod., 2009; Pecreaux in sod., 2004; Peterlin in sod., 2009).
Zatake vrste raziskave imgjo lipidni vezikli veliko vrednost zaradi moznosti kontroliranja
eksperimentalnih pogojev in posledi¢no visoke ponovljivosti eksperimentov (Zupanc in
sod., 2009).

Interakcije nanodelcev z lipidnimi vezikli, ki so jih preu¢evali v dosedanjih studijah
razkrivgjo, da nanodelci inducirgo lipidno povrsinsko prerazporeditev (Wang in sod.,
2008), fizicno prelomijo lipidne membrane (Leroueil in sod., 2007; Lipowsky in
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Dobereiner, 1998) in spremenijo obliko lipidnih veziklov (Yu in Granick, 2009; Zupanc in
sod., 2010). Studij, ki preucujgo tovrstne interakcije, je veliko, vendar pa v vegini
dosedanjih studij preucujejo le vpliv delcev na posamezne vezikle, medtem ko je vpliv
nanodelcev na vecjo populacijo veziklov, zaradi zahtevne obdelave podatkov, se zelo
neraziskan.

Za studije moznih interakcij je bilo uporabljenih veliko razlicnih metod. V okviru
mikroskopskih metod se najbolj pogosto uporabljata faznokontrastna in fluorescentna
svetlobna mikroskopija, uporabljgjo pa se tudi mikroskopija na atomsko silo, elektronska
paramagnetna resonanca ter konfokalnain transmisijsko elektronska mikroskopija (Drobne
in Kraj-lgli¢, 2009).

S svetlobno mikroskopijo so dobro vidni orjaski unilamelarni vezikli (ang. Gigant
Unilamellar Vesicle — GUV). Med svetlobno mikroskopskimi metodami je Se posebe)
uporabna faznokontrastna svetlobna mikroskopija, ki deluje na osnovi razlike med
lomnima koli¢nikoma delcev in okoliskega medija. Kontrast vzpostavimo z razliko med
opticno gostoto raztopine, v kateri se vezikli formirgo, in opticno gostoto raztopine, v

katero vklju¢imo nastale vezikle
2.2.1 Lipidni vezikli

Lipidni vezikli ai liposomi so mikroskopske, s tekocino napolnjene vrecke, katerih stene
so iz plasti fosfolipidov. Opredeljeni so s povrsinskim nabojem, s stevilom plasti in z
velikostjo. Glede na povrsinski naboj so klasificirani na anionske, kationske in nevtralne
liposome, glede na stevilo plasti pa locimo unilamelarne in multilamelarne lipidne vezikle
(Segotain Tezak, 2006).

Multilamelarni vezikli so najpreprosteisi lipidni vezikli. Sestavljeni so iz mnozice
(ponavadi 4 — 10) koncentri¢nih lipidnih dvoslojev, vsak posamezni dvosloj pa je locen z
ozkim slojem vodne raztopine (Hope in sod., 1986). Unilamelarni vezikli so za razliko od
multilamelarnih sestavljeni iz enega dvosloja. Glede na velikost jih nadalje lo¢imo na
majne unilamelarne vezikle (ang. Small Unilamellar Vesicle — SUV), velike unilamelarne

vezikle (ang. Large Unilamellar Vesicle — LUV) in orjaske unilamelarne vezikle (ang.
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Gigant Unilamellar Vesicle— GUV). Orjaski unilamelarni vezikli s premer 1 — 300 um so
najvecji. V nasprotju z majhnimi unilamelarni vezikli, ki imajo premer 30 —50 nm, in 100
— 200 nm velikimi unilamelarni vezikli, so GUV dobro vidni s svetlobnim mikroskopom,

kar je njihovavelika prednost (Menger in Keiper, 1998).
2.2.1.1 Orjaski unilamelarni vezikli (GUV)

Orjaski unilamelarni vezikli so objekti intenzivnih raziskovanj narazli¢nih podrogjih, ki se
osredotocajo na vedenje membran, saj so najpreprostejsi model umetne celice ali skupkov
fosfolipidnih slojev. Pred opazovanjem celic imgo prednost. So zelo prakticni za
preucevanje, sa so vidni ze s svetlobnim mikroskopom, njihova sestava pa ni tako
kompleksna kot sestava celic. Poleg tega so v enekem velikostnem razredu kot celice in
kazejo nekatere pojave, podobne tistim opazenih pri zivih celicah. Preu¢ujemo lahko
morfoloske spremembe, kot so fuzija, brstenje, invaginacijain druge procese, ki so znacilni
tudi za celice (Bagatolli in sod., 2000; Menger in Keiper, 1998; Pavli¢ in sod., 2009).

Orjaski unilamelarni vezikli so sfericne lupinice, sestavljene iz enega sinteticnega ali
naravnega lipidnega dvoslioja (Menger in Keiper, 1998). Med najpogosteje uporabljene
sinteticne lipide sodijo nevtralni POPC (palmitoil oleoil fosfatidilholin), anionski POPG
(palmitoil oleoil fosfatidilglicerol), DOPC (dioleil fosfatidil holin), DPPC (dipalmitoil
fosfatidil holin), DLPC (dilauril glicero fosfatidilholin) in drugi (Wang in sod., 2008).

POPC (Slika 2) je fosfdlipid, ki je prisoten v membranah evkariontskih celic, dostopen pa
je tudi kot sinteti¢ni lipid. Na prvi ogljikov atom v glicerolu ima zaestren radikal
palmitinske kisline, na drugi radikal oleinske kisline, na fosforjevo kislino pa je vezan
holin. Pri nevtralnem pH ima fosforjeva kislina negativni naboj, alkohol (npr. holin ali
etanolamin) pa pozitivhega. Ce je plast dovolj velika, se v vodni raztopini spontano upogne

in zlije sama vase. Nastane vezikel oziromafosfolipidni mehurcek.
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Slika 2: Struktura molekule POPC (1-pal mitoil-2-oleoil -sn-glicero-3-fosfatidilholina).

Ponavadi se poleg izbranega lipida doda tudi holesterol (Hol). Holesterol se tesno vriva
med fosfolipide in jih kondenzira. Je razlog za pojav tekoce urgjene faze lo (ang. liquid
ordered). V tg fazi so lipidi zgosceni, vendar imgjo Se vedno sposobnost hitrega

|ateralnega premikanja (London, 2002).

V literaturi so opisane razliche metode za pripravo orjaskih unilamelarnih veziklov.
Osnovna in ena izmed prvih uporabljenih metod je spontano zorenje veziklov, trenutno
najbolj aktualna je metoda elektroformacije. Pri tef metodi na platinaste elektrode ali s
kovino prekrito stekleno plos¢o nanesemo lipidni film, iz katerega v zunanjem AC polju
poteka proces brstenja lipidnih veziklov. Aplikacija elektricnega polja ta proces pospesi
(Bagatolli in sod., 2000; Menger in Keiper, 1998; Pavli¢ in sod., 2009).

Formacija lipidnih veziklov zahteva separacijo slojev in upogibanje. V zgodnji fazi
formacije veziklov igrajo odlocilno viogo navpi¢ne sile, ki povzrocijo odboj med lipidnimi
plastmi, in tangencialne sile, ki ukrivijo lipidne plasti. Angelova in Dimitrov (1988) sta
ugotovila, da je efekt zunanjega elektricnega polja posebno mo¢en na navpicne sile in da
tako lahko z aplikacijo elektrichega polja induciramo formacijo lipidnih veziklov
(Bagatolli in sod., 2000).

Kot rezultat pri te metodi dobimo doka homogeno populacijo veziklov z velikostmi med
30 in 60 um. Nastali vezikli so sferi¢ni, relativno enakomerno razporejeni po preparatu in
vecinoma unilamelarni. Pri veziklih, pripravljenih s to metodo, lahko opazimo strukture
kot so verige in cevke, vendar je prisotnost teh struktur, v primerjavi z ostalimi metodami,
redka (Bagatolli in sod., 2000; Menger in Keiper, 1998).
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2.2.1.2 Morfologijalipidnih veziklov

Lipidni vezikli so obéutljive in dinami¢ne strukture. Ze minimalna asimetrija v lipidni
dvoplasti lahko povzroci spontano ukrivljanje membrane, to pa vodi k spremembi oblike
vezikla Oblike veziklov so lahko sferi¢ne, hruskaste, ¢asaste, do veziklov z razlicnimi
izrastki (Lipowsky, 1991; Markvoort in sod., 2006). Sprememba oblike je pogosto
preucevan parameter (Imparato in sod., 2005; Linke in sod., 2005; Lipowsky, 1995;
Lipowsky in sod., 2005).

Da so membrane sistemi, ki imajo svoje zakonitosti, potrjujeje tudi studija Débereinerjain
sod. (1993). Pokazali so, da je brstenje ali delitev veziklov normalen pojav v
membranskem sistemu in da za to niso potrebni proteini. Brstenje so inducirali z visanjem
temperature. Pri nizki temperaturi (26,4°C) je bila membranav gel stanju in vezikel, ki so
ga opazovali, je bil sfericen in rigiden. Z visanjem temperature je membrana postgjala
vedno bolj fluidnain vezikel je zatel flukturirati; pri tem je postal bolj elipticne oblike. Z
nadaljnim povecevanjem temperature, je nastal brst, ki se je nato odcepil od materinskega
vezikla. Pokazali so, da sta brstenje in cepljenje pojav, ki gangidemo v Zivih sistemih in je
lastnost lipidne dvoplasti (Dobereiner in sod., 1993).

Fluidna membrana veziklov dopuséa veliko raznolikosti v oblikah v odvisnosti od lastnosti
lipidnih molekul in okolice. Preferen¢no obliko dolocajo upogibna energija, P/V razmerje,
osmotski pritistk in lastnosti dvoplasti. Oblika fluidne dvoplasti je regulirana z dvema
parametroma, z upogibno energijo in pa z razliko med povrsino zunanje in povrsino

notranje plasti lipidne membrane (AA). Razlika med povrsinama pa je doloc¢ena kot razlika

v stevilu lipidnih molekul med zunanjim in notranjim slojem dvoplasti. Oblike, ki imao

evaginacije, imajo veliko razliko med povrsinama, AA, medtem ko imajo oblike, ki imajo
invaginacije, majhno razliko med povrsinama, AA. Po formaciji imajo vezikli zaradi dolgih
tankih evaginacij veliko razliko med povrsino notranjega in zunanjega sloja membrane

(Igli¢ in sod., 1999; Kralj-Igli¢ in sod., 2001; Menger in Keiper, 1998).

Sveze pripravljeni fosfolipidni vezikli so pod visoko povrsinsko napetostjo in zato ne

fluktuirgjo. Flukturanje pa je mogoce sproziti s segrevanjem (npr. med
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mikroskopiranjem), kar ng bi povzrocilo tvorbo lizolipidov (to so lipidi, ki so izgubili eno
verigo zaradi hidrolize), in z dodadtkom saharoze, tako da je razlika med zunanjostjo in
notranostjo veziklov vsgj 20 mM. Transformacijo oblike torgl lahko sprozi razlika med
osmotskim pritiskom med zunanjostjo in notranjostjo vezikla ali pa na primer kemijska
modifikacija lipidov. Transformacija se lahko pospesi tudi s fosfolipidnim flip-flopom
(Hotani in sod., 1999; Kralj-Igli¢ in sod., 2001; Menger in Keiper, 1998).

Igli¢ in sod. so opazili povezavo med transformacijo oblik in omrezjem nanotub, ki nastane
kot posledica elektroformacije lipidnih veziklov v sladkorni raztopini. Takoj po procesu
elektroformacije so vezikli sferi¢ni (ne flukturirgjo) in so med seboj povezani s tankimi
krhkimi tubularnimi strukturami. Ko vezikle speremo v opazovano kamrico, se to omrezje
zaradi mehanskih sil delno potrga. Pod faznokontrastnim mikroskopom tub ni mogoce
videti, sgj so pretanke (premer pod 50 nm). S ¢asoma pa se te izrastki zatnegjo kragjsati in
debeliti in tako postanejo vidni s faznokontrastnim mikroskopom. Transformacija poteka v
zaporednih fazah; dolge tube se krajsgjo in debelijo, dokler niso videti kot majhni brsti, ki
so z materinskim veziklom povezani z ozkim vratom; v kon¢ni fazi se popolnoma vkljucijo
v membrano materinskega vezikla (Slika 3). V zacetni fazi ti izrastki predstavljao
rezervoar presezka povrsine vezikla. V procesu integracije v . membrano materinskega
vezikla se razlika med povrsino zunanjega in notranjega sloja membrane vezikla
zmanjsuje. Pri tem se materinskim veziklom volumen glede na povr§ino zmanjsa in
fluktuacija oblike veziklov naraste (Hotani in sod., 1999; Igli¢ in sod., 2003; Kralj-Igli¢ in
sod., 2001; Mathivet in sod., 1996).

Slika 3: Transformacije oblik GUV. Transformacija poteka postopno; dolga tanka tuba se krgjsain debeli (a),
dokler ni videti kot majen brst, ki je z materinskim veziklom povezani z ozkim vratom (b); v konéni fazi se

popolnoma vkljugi v membrano materinskega vezikla (c). Crne pusdice oznadujejo transformacijo tube, bele
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pa materinski vezikel. Velikost vegjega GUV je priblizno 20 um (prirejeno po: Kralj-Igli¢ in sod., 200L:
317).

Ceprav GUV preucujgjo razlicne stroke z razli¢nimi pristopi, s vedno ostgja nekaj
negjasnosti v poznavanju njihovih lastnosti, predvsem v razumevanju odnosa med
morfoloskimi in molekularnimi procesi. Kljub temu seje v zadnjih neka desetletjih znanje
0 lastnostin orjaskih unilamelarnin veziklov razsirilo do te mere, da lahko GUV
uporabljamo kot dobro definirane objekte za studije kompleksnega vedenja in za iskanje
odgovorov na se bolj zapletena vprasanja o biomembranah oziroma o amfifilnih
interakcijah. Z boljsim razumevanjem vedenja GUV bomo bolje razumeli tudi zive celice
(Menger in Keiper, 1998; Ddbereiner, 2000).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 PRIPRAVA LIPIDNIH VEZIKLOV

Za pripravo lipidnih veziklov smo uporabili lipide 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilholin (POPC) in holesteral (kupljeni pri Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster,
Alabama, ZDA). Lipidi so bili raztopljeni v mesanici kloroforma in metanola (v

volumskem razmerju 2:1) s koncentracijo 1 mg/mL.

Orjaske unilamelarne vezikle (GUV) smo pripravili z modificirano metodo
elektroformacije (predlagano po: Angelovain sod., 1992). POPC in holesterol smo zmesali
v volumskem razmerju 4:1 in mesanico (50 pL ) nanesli na par platinastih elektrod in sicer
na vsako le priblizno 20 pL, ker je bila raztopina zaradi kloroforma zelo hlapna. Elektrodi
smo susili v posodi z nizkim vakuumom. Susenje je trajalo dve uri in v tem ¢asu je vecina
topila izhlapela Nato smo elektrodi v medsebojni oddaljenosti 4 mm vstavili v
elektroformacijsko kamrico, ki jo je predstavljala centrifugirka, napolnjenaz 2 ml 0,3 M
raztopine saharoze, pripravljene iz saharoze (kupljena pri Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemija) in destilirane vode. Elektrodi smo prikljucili na generator napetosti na izmenicni
elektricni tok (Slika 4). Elektroformacija je prvi dve uri potekala pri napetosti 5 V/mm in
frekvend 10 Hz. Nato smo v 15-minutnih ¢asovnih intervalih amplitudo in frekvenco
elektricne napetosti postopno zmanjsevali, najprej na2,5V/mmin 5 Hz, nato na2,5 V/mm
in 2,5Hzin nazadnjenal V/mmin 1 Hz (Igli¢ in sod., 2003). Elektroformacija je potekala

pri sobni temperaturi.
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Slika 4: Elektroformacija. Elektrodi smo v medsebojni oddaljenosti 4 mm vstavili v elektroformacijsko
kamrico, ki jo je predstavljala centrifugirka napolnjena z 2 ml 0,3 M raztopine saharoze. Elektrodi smo

prikljucili naizmenicni elektri¢ni tok.

Po kon¢ani elektroformaciji smo raztopino saharoze z vezikli obdali z 0,3 M raztopino
glukoze (ze pripravljena 5% glukozna raztopina za intravenozno infuzijo, kupljena pri
Krka, d.d., Novo Mesto, Slovenija) v volumskem razmerju 5 : 3 (glukoza : saharoza z
vezikli). Razli¢ni raztopini smo uporabili z namenom vzpostavljanja kontrasta med vezikli
in okolico. Saharozna raztopina znotrg veziklov je gostgsa od saharozno-glukozne
raztopine zung njih, zato so vezikli s faznokontrastnim svetlobnim mikroskopom bolje
opazni v okoliskem mediju. Raztopini sta bili ekvimolarni, sg so vezikli ob¢utljivi na

osmotske razlike in bi v nasprotnem primeru pocili .

Raztopino veziklov smo pred izvedbo poskusa ¢ez no¢ shranili na sobni temperaturi v

nizkem vakuumu.
3.2 PRIPRAVA TESTNIH RAZTOPIN

Med optimizacijo metode (opisano v nadaljevanju) smo preverjali ucineke Cgp ZNO, Cu in
Ag (10-15nm) ter 15 nm in 40 nm TiO,. Pri preu¢evanju ZnO in TiO, smo poleg delcev
nano velikosti naredili poskuse tudi z delci makrometrskih velikosti. V konc¢nem poskusu
smo kot testne raztopine uporabili Ceo, ZNO in TiO2, nadalje pa smo statisticno obdelali le
Ceo (kupljeni pri Sigma—Aldrich, Steinheim, Nemcija).
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Nanodelce smo suspenziji veziklov dodgjali raztopljene v tekoci fazi (50 mM raztopina
nanodelcev), kot medij za suspenzijo pa smo uporabili ze pripravljeno 5% glukozno
raztopino za intravenozno infuzijo (kupljena pri Krka, d.d., Novo mesto, Slovenija).
Ustrezno koncentracijo topljenca smo dolccili s pomocjo enacbe za mnozino snovi (1),
kjer je m masa snovi in M molska masa snovi, ter enacbe za molarnost raztopine (2), kjer

je n mnozinasnovi in V volumen raztopine.

"= % ...(1)

(2

=l

Kot referencno kemikalijo smo izbrali ZnCly, prav tako raztopljeno v 5% glukozni
raztopini. Za ZnCl, je znano, da inducira lipidno peroksdacijo (Brocado in sod., 2004). V

kontrolnem poskusu smo suspenziji veziklov dodali le 5% raztopino glukoze.

Zaozna suspenzija Ceo Nanodelcev (1000 pg/ml) je bila pripravljena v destilirani vodi.
Suspenzija je bila nato sonicirana pri 20 kHz. S tem smo dosegli vejo razprsenost
fulerenov v raztopini, sg so fulereni v vodi slabo topni. Glukozne raztopine nismo

dodajali, sg je bilazaloznaraztopinaze dovolj razredéena.
3.31ZVEDBA POSKUSA IN ZAJEM MIKROGRAFIJ

Ker so se vezikli ¢ez no¢ zaradi gravitacije posedli, smo pred izvedbo poskusa raztopino
veziklov premesali, tako da smo epruvetko Ependorf (epico) trikrat obrnili navzdol. Nato
smo na vsako objektno steklo (26 x 60 mm) v razmaku, ki je ustrezal sirini krovnega
stekelca, na dve nasprotni stranici nanesli silikonsko mast in pokrili s krovnim stekelcem
(15 mm x 15 mm). Tako smo naredili opazovalno celico s pribliznim volumnom 50 ul. V
celico smo z ene strani nanesli 45 pl suspenzije veziklov (Slika 5). Z nasprotne strani Smo
dodali ustrezno testno raztopino (5 ul) in takoj za tem s silikonsko mastjo zaprli se ostali
odprti stranici. S tem smo preprecili pretakanje raztopine po celici zaradi evaporacije

vzorca
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Uporabili smo tri razli¢ne testne raztopine, raztopino z nanodelci, raztopino z referencno
kemikalijo ZnCl, ter raztopino brez nanodelcev (Slika 5). Da bi lahko ocenili ponovljivost
poskusa, smo poskus z vsako testno raztopino naredili v treh ponovitvah.

Ker smo testno raztopino dodali le z ene strani, se je ustvaril koncentracijski gradient. Ob
stranici, kjer smo testno raztopino dodali, je bila gostota delcev nagjvegja; ta pas smo
ozn&ili s P1. Pas ob nasprotni stranici, kjer je bila koncentracija delcev ngjman;jsa, smo
ozn&ili s P3, pas med P1 in P3 pa smo oznacili s P2 (Slika 5). Ta podro¢ja ano izbrali, da
bi lahko zageli dinamiko transformacije oblik veziklov v odvisnosti od gradienta
koncentracij testne spojine.

-
a) N b)
suspenzija veziklov dodatek kontrolne
/ /aztopine
9 x % 3 X e
dodatek raztopine
z nanodelci
3 x e
C) dodatek referenéne
R3 P2 P1 aplikacija testne kemikalije
\ / raztopine /
I / 1 3 X //
e - a

Slika5: Priprava preparatov in zajem videoposnetkov. Na vsakega od devetih objektnih stekelc smo nanesli

45 pl raztopine z lipidnimi vezikli (a); nato smo dodali 5 pl raztopine nanodelcev, referencne oziroma
kontrolne raztopine, in sicer vsako testno raztopino na tri objektna stekelca (b). Na dliki so oznateni trije

pasovi zajemanja dlik, P1, P2in P3 (c).

Ker smo zeleli preuciti morfoloske transformacije lipidnih veziklov v odvisnosti od ¢asain
ne le od koncentracije raztopine z nanodelci, smo fotografije zajemali v razlicnih ¢asovnih
zamikih od dodatka testnih raztopin (preglednica 1). Prvi ¢as, ¢as 1, oznatuje zajem
fotografij takoj po pripravi preparata s suspenzijo lipidnih veziklov, se pred dodatkom
testne raztopine. Sledil je dodatek testne raztopine, zapecatenje opazovalne celice in zajem
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sklopamikrografij, ki smo gaoznac¢ili s ¢asom 10 (od priprave preparata lipidnih veziklov
je minilo 10 minut). Naslednji sklop mikrografij smo posneli po 90 minutah inkubacije
veziklov z nanodelci oziroma 100 minut po pripravi preparata (¢as 100). Cas 120 oznasuje
mikrografije zagjete 110 minut po dodatku testne spojine oziroma 120 minut po pripravi
preparata.

Tabelal: Cas zajemanja mikrografij.

Oznaka Cas zajemanja mikrografij

1 Takoj po pripravi preparata, pred dodadkom testne raztopine

10 10 minut po pripravi preparata, takoj po dodadku testne raztopine

100 100 minut po pripravi preparata, 90 minut po dodadku testne raztopine
120 120 minut po pripravi preparata, 110 minut po dodadku testne raztopine

Za opazovanje morfolaskih transformacij lipidnih veziklov smo uporabili invertni fazno-
kontrastni svetlobni mikroskop (Nikon Eclipse TE200-S). Fotografije smo zajemali pri
400-kratni  povecavi, s CCD modulom video kamere (model: Sony XC-77CE),
prikljucenim na mikroskop. Pri tef povecavi so dobro vidni vezikli, katerih polmer je veji
od 4um. Dimenzija vidnega polja kamere je pri tg povecavi 190 pm x 143 pm.
Mikrografije smo zajemali pri istem zarisc¢u, sg se vezikli ze po nekaj minutah inkubacije
zbergjo na dnu opazovalne celice in je tako vecina veziklov prisotna v enaki globini
preparata. Za vsak preparat smo za vsak pas (P1, P2 in P3) v dolo¢enem ¢asu (po 1, 10,
100 in 120 minutah inkubacije) posneli po 15 mikrografij. Da bi bili rezultati ¢im bolj
reprezentativni, smo mikrografije zagjemali s pomikanjem objektiva v priblizno enakih
razmakih od zgornjega do spodnjega roba vsakega od pasov. Pasovi so merili 150 pm x
15000 pm.

3.3.1 Faze v optimizaciji metode

Ker na zacetku preucevanja morfoloskih transformacij lipidnih veziklov se nismo vedeli,
kako velike spremembe med netretiranimi in z nanodelci tretiranimi vezikli lahko
pricakujemo, smo se odlccili, da za zacetek naredimo le kratke reprezentativne

videoposnetke pripravijenih preparatov z lipidnimi vezikli in nanodelci. Za poskus smo
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izbrali nanodelce razli¢ ne kemijske sestave in velikosti: Cu, Ag, ZnO, TiO2 (15 in 40 nm)
ter fulerene Cgy. V primeru spojin ZnO in TiO, smo pripravili tudi preparate z dodatkom
delcev makrometrskih velikosti. Vzporedno smo naredili poskus z referencno kemikalijo
(ZnCl) in kontrolni poskus (brez dodatka delcev). Za vsak tretma smo naredili serijo 5
minutnih videoposnetkov, in sicer pred dodatkom testne spojine, takoj po dodatku testne
spojine, 10 min po dodatku testne spojine, 50 min po dodatku testne spojine, 110 min po
dodatku testne spojine in na koncu se 180 min po dodatku testne spojine.

Na videoposnetkih ni bilo opaziti ocitnih morfoloskih sprememb lipidnih veziklov med
tretmaji, zato smo se v sodelovanju s strokovnjakom s podro¢ja racunanistva in
informatike odlocili za bolj kvantitativen pristop. Namesto videoposnetkov smo posneli
mikrografije. Za vsak preparat smo vzdolz vsakega pasu, P1, P2 in P3 (opisano zgorg))
posneli 15 mikrografij ob razli¢nih ¢asih inkubacije, in sicer pred dodadkom testne spojine
ter 30 min, 80 min, 150 min in 240 min po dodatku testne spojine. Poskus smo izvedli le z
nanodelci ZnO. Vzporedno smo naredili $e kontrolni poskus brez dodatka nanodelcev in
poskus z referencno kemikalijo.

V naslednji fazi razvijanja metode smo ¢ase zajemanja mikrografij omejili nale dve seriji;
prvo pred dodatkom testne spojine in drugo 90 minut po dodatku testne spojine. Poleg ZnO
nano velikogdi, smo opazovali tudi vpliv ZnO makro velikosti in vpliv fulerenov Ceo.
Vzporedno smo tako kot v prejsnjih dveh fazah naredili se kontrolni poskus in poskus z

referencno kemikalijo.

Glede na presnje poskuse smo ugotovili, da so ngprimerngjsi ¢asi za zajemanje
mikrografij pred dodadkom testne spojine (¢as 1), takoj po dodatku testne spojine (¢as 10),
90 min po dodatku testne spojine (Cas 100) ter 110 min po dodatku testne spojine (¢as
120). Naredili smo tri serije poskusov; prvo s fulereni Ceo, drugo z ZnO nano- in
makrometrskih velikosti, tretjo pa s TiO, prav tako nano- in makrometrskih velikosti. V
vseh treh primerih smo naredili poskus z referenéno kemikalijo ZnCl, in kontrolni poskus
brez dodatka nanodelcev. Poskus z vsako testno raztopino smo naredili v treh ponovitvah
(Slika 5). Zaradi obseznosti analize smo racunalnisko in statisticno obdelali le posnetke iz

serije poskusov s fulereni.
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3.3.2 Poskus z destilirano vodo

Nanodelce in referencno kemikalijo smo suspenziji veziklov dodaali raztopljene v
glukozni raztopini. Ravno pri fulerenih Cgy, ki smo jih nadalje obdelali, pa smo zalozno
raztopino (Ceo Vv destilirani vodi) imeli ze dovolj razredéeno in zato nadaljna redcitev z
glukozo ni bila potrebna. To degjstvo smo med izvedbo poskusov zanemarili, zato smo na
koncu naredili dodatni poskus, s katerim smo preucili vpliv destilirane vode na populacijo
veziklov. Pripravili smo preparat suspenzije lipidnih veziklov (45 pl ) in na mestu P1
posneli 15 mikrografij (¢as 1). Po 10 minutni inkubaciji smo dodali 5 pl destilirane vode in
posneli se 15 mikrografij (¢as 10).

3.4 OBDELAVA SLIK

Analiza posnetih mikrografij in statisticna obdelava podatkov sta potekali v sodelovanju s
strokovnjakom s podroc¢jaradunalnistvain informatike (Zupanc, J.).

Zatetna obdelava mikrografij je zajemalapovecanje kontrasta in odstranitev suma, ki so ga
v vetini predstavljali kristalizirani lipidi. Temu je sledila segmentacija lipidnih veziklov.
To je postopek, pri katerem smo na mikrografijah, v programu za urgjanje sik (Adobe
Photoshop CS2), vezikle oznacili z rde¢imi krogi oziroma elipsami in tako obdelanim
dlikam odstranili ozadje (Slika 6).

....;
. "..

’...

a) mikrografija veziklov
(.

Slika 6: Segmentacija lipidnih veziklov. Na dliki (a) je mikrografija z lipidnimi vezikli. Te vezikle smo v

b) oznaéeni vezikli

¢) segmentirani vezikli

racunal niskem programu ro¢no ozn&ili (b) in jih nato segmentirali s prvotne mikrografije (c).
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Poleg sfericnih veziklov smo zeleli preuciti se pojavljanje veziklov v razliénih fazah
transformacije oziroma organiziranih v posebne strukture, kot so na primer verizice, tube
in podobno, zato smo razvili vticnik za odprtokodni program za obdelavo slik Imagel
(Sika 7). Tudi segmentacijateh oblik je potekala ro¢no. Vsak tip veziklov smo oznacili z
doloceno barvo. Za ekstrakcijo lastnosti veziklov (povrsina, premer) s segmentiranih
mikrografij smo uporabili Matlab algoritem. Algoritem razdeli vsako mikrografijo v plasti,
ki vsebujgo le piksle ene barve. Tako smo lahko andlizirali vsak tip veziklov posebe).

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Ho|clclol < &)+~ AlQJE < |@w/sw 2] 4|a]2] > ]

Elipsa

Kij

Tuba

Razliéna sfer. v.
Enaka sfer. v.
Veriga

Tuba zizrastki

Type 8

Slika 7: Segmentacija posebnih struktur z vtiénikom za segmentacijo oblik za odprtokodni program za
obdelavo dlik Imagel Poleg posameznih sferi¢nih veziklov smo oznacevali tudi vezikle v razli¢nih fazah
transformacije in vezikle organizirane v posebne strukture. Vsak tip veziklov smo ozn&ili z dolo¢eno bravo
(prirejeno po: Zupanc, J.).

3.4.1 Obdelava podatkov

Vse skupaj smo posneli 1620 dlik, na katerih smo detektirali 21.323 veziklov. Vsakemu
detektiranemu veziklu smo dolocili polmer in stopnjo ekscentri¢nosti, ga uvrstili v dolocen
velikostni razred ter mu pripisali morfolosko obliko. Osnovna oblika lipidnih veziklov je
sfericna, v vsaki populaciji veziklov pa lahko opazimo tudi vezikle v razli¢nih fazah
morfolaskih transformacij, na primer kombinacijo veziklov, kjer sta dva vezikla med seboj

povezana, vezikle v obliki tub, verizicidr.
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Podatke smo zdruzili po skupinah glede na dodano testno raztopino (raztopina nanodel cev,
raztopina z referencno kemikalijo ali kontrolna raztopina), ¢as inkubacije (1, 10, 100 ali
120 min) ter mesto na preparatu, kjer so bile mikrografije posnete (P1, P2 ai P3). Za
ovrednotenje interakcij nanodelcev z lipidnimi membranami smo v vsaki populaciji
veziklov dolocili stevilo, velikost, povpretno stopnjo ekscentri¢nosti veziklov ter delez
veziklov z dolo¢eno morfolosko transformacijo. V primeru poskusa z destilirano vodo smo

preuwcili vpliv vode le nastevil¢nost veziklov.

3.4.1.1 lzsrednost ali ekscentri¢ nost

Izsrednost ali ekscentricnost je stevilo povezano z obliko stoznice. Lo¢imo dve vrsti
ekscentricnosti, linearno in numeri¢no. Linearna ekscentri¢nost je razdaljamed srediscem
stoznice in njenim goris¢em. Numericna ekscentricnost je razmerje med linearno
ekscentri¢cnostjo in dolzino polosi a, nakateri lezi gorisce, in je mera, ki pove, zakoliko se

stoznica razlikuje od kroznice. Podana je z enactbo (3), kjer je a dolzina velike polosi
stoznice, bdolzina male polos in k enak +1 za €elipso, 0 za parabolo in -1 za hiperbolo

(Brorstejn in sod., 1997; Kavkler in sod., 2008).

&

e = ..(3)

Zakroznico veljae =0, zaeipso 0 <e <1, za parabolo e = 1 in hiperbolo e > 1. V nasem
primeru se vrednosti za ekscentri ¢nost nahajajo med 0 in 1, sg so vezikli na mikrografijah
elipsoidne oblike (Slika 8).
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Slika 8: Elipsa. Je ena od stoznic in je sklenjena ravninska krivulja ovalne oblike, pri kateri je vsota razdalj
katerekoli tocke od goris¢ F, in F, stalna.

Na Siki 9 so graficno prikazani stirje primeri ekscentric¢nosti veziklov in sicer za vrednosti
e=0.05e=0.25 e¢=0.45ine=0.60.

Slika 9: Ekscentri¢nost veziklov. Graficno so predstavljeni primeri razli¢ne ekscentri¢nosti (e) veziklov. Z
vetanjem e se ekscentri¢nost povecuje, kar pomeni, da vezikli postajajo vedno bolj elipsolidni (prirejeno po:

Zupanc, J.).

3.4.1.2 Posebne oblike veziklov

Morfolosko transformirane vezikle smo razvrstili v vec kategorij (Slika 10). Slika 10-a
prikazuje sfericni vezikel, ki je videti kot bolj ali manj okrogel vezikel, brez vidnih

izrastkov. Oblike veziklov na Sliki 10-b, 10-c in 10-d so razli¢ne stopnje morfoloske
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transformacije vezikla z brstom oziroma t.i. hruskasto oblikovani vezikli. V to skupino
spadajo hruskasto oblikovani vezikli s sirokim (Slika 10-d) in hruskasto oblikovani vezikli
z ozkim vratom. Slednje nadalje delimo na povezana sferi¢na vezikla razli¢cne velikosti
(Slika 10-b) ter povezana sferi¢na vezikla priblizno enake velikosti (Slika 10-c). Naslednji
sklop veziklov predstavljgjo tube in verizice. Slika 10-e predstavlja vezikel tubularne
oblike, na Siki 10-f je prikazan vezikel z obliko verizice, ki je niz povezanih majhnih
sfericnih veziklov priblizno enake velikosti, Slika 10-g pa prikazuje tanko tubularno
oblikovano strukturo z izrastki. Razli¢ne oblike veziklov smo za lazjo nadaljno obdelavo

segmentirani z razlicnimi barvami (Slika 10-spodg)).

F sfericen vezikel hrudkasto oblikovani vezikli tube in veriZice

a b ¢ d @ f ']

o “ -

Slika 10: Oblike veziklov. Na diki so primeri mikrografij veziklov za vsako od preucevanih oblik (zgoraj) s

pripadajocim obrisom doloc¢ene barve (spodgj); a— sferi¢en vezikel; b in ¢ predstavljata ” hruske, z ozkim
vratom (b — dva sferi¢na vezikla razli¢ne velikosti, d — dva sferi¢na vezikla priblizno enake velikosti); ¢
prikazuje” hrusko, ssirokim vratom; e — vezikel tubaste oblike; f — verizica; g —tuba z izrastki (prirejeno po:

Zupanc, J.).

Pri analizi morfoloskih transformacij veziklov smo se osredotocili le na hruskasto
oblikovane vezikle, veziklov v obliki tub in verizic pa naprej nismo obdelovali. Tudi dveh
razli¢nih zgora opisanih oblik hrusk z ozkim vratom nadalje nismo obdelovali; posebe)
smo obravnavali le hruskasto oblikovane vezikle s sirokim in hruskasto oblikovane vezikle
z ozkim vratom. Ker so take oblike relativno redke, smo stevilo obravnavanih veziklov
izrazili kot delez dolocene oblike veziklov na 1000 v obravnavani skupini detektiranih

veziklov.
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4 REZULTATI
4.1 STEVILCNOST LIPIDNIH VEZIKLOV

Stevil¢nost lipidnih veziklov je na spodnjem sklopu grafov (Slika 11) prikazana v
odvisnosti od ¢asa inkubacije (1, 10, 100 in 120 min). Stevilénost veziklov predstavlja
Stevilo detektiranih veziklov v posamezni testni skupini. Vsaka vrednost je povprecje treh
vzporednih poskusov. Za lazjo primerjavo posameznih skupin veziklov glede na dodano
testno raztopino in mesto zajemanja mikrografij, je Stevil¢nost veziklov prikazana na
locenih grafih. Prva vrsta grafov predstavlja rezultate kontrolne skupine brez dodanih
nanodelcev (C — modro obarvana), srednja vrsta predstavlja skupino, ki smo ji dodali
nananodelce Ceo (N — rdece obarvana), spodnja vrsta pa predstavlja rezultate poskusov z
referencno kemikalijo ZnCl, (R — zeleno obarvana). Od leve proti desni si sledijo razlic¢ni
pasovi zajemanja mikrografij, P1, P2 in P3. Najvecje razlike med tretmaji opazimo na
mestu P1, kjer je koncentracija testne raztopine najvesja. Stevilo veziklov se po dodatku
testne raztopine z nanodelci Ceo zmanjsa. Opazimo lahko, da sta dve tretjini veziklov pogili
v prvih 10 minutah inkubacije, nadaljna inkubacija pa stevil¢nosti ni bistveno zmanjsala.
Do zmanjsanja stevil¢nosti veziklov pride tudi pri dodatku testne raztopine z referencno
kemikalijo ZnCl,, medtem ko po dodatku testne raztopine brez nanodelcev opazimo
povecanje stevil¢nosti veziklov. Slednje lahko razlozimo z efektom gravitacije. V veziklih
je cista raztopina saharoze, zung veziklov pa meSanica saharoze in glukoze. Sama
saharoza v veziklih je tezja, zato se vezikli po pripravi preparata zacnejo posedati na dno

opazovalne komore (Dobereiner in sod., 1999).

Na mestu P2, kjer je koncentracija dodanih delcev zaradi relativno pocasnega procesa
difuzije manjsa kot na mestu P1, stevilcnost veziklov pri skupini z dodanimi nanodelci
naras¢a. Rezultati na tem mestu so primerljivi s kontrolno skupino. Na mestu P2 (sredina
preparata) je koncentracija ocitno ze premajhna, da bi prislo do padca stevil¢nosti kot pri
referencni skupini. Na mestu P3, kjer je koncentracija testnih raztopin najmanjsa, med

tretmaji C, N in R ni vegjih razlik.
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Slika 11: Stevil¢nost lipidnih veziklov. Posamezni grafi prikazujgjo stevilénost veziklov v odvisnosti od ¢asa
inkubacije (1, 10, 100 in 120 min). Vsaka vrednost je povpregje treh ponovitev poskusa za vsak tretma.
Stevilénost posameznih skupin veziklov je prikazana na logenih grafih, glede na dodano testno raztopino in
mesto zajemanja mikrografij. Od zgorgj navzdol s dsledijo kontrolna skupina (C), skupina z dodanimi
nanodelci Cgy (N) in skupina, kateri smo dodali referenéno kemikalijo ZnCl, (R). Od leve proti desni si
sledijo razliéni pasovi zajemanja mikrografij, P1 (ngjvisja koncentracija delcev), P2 (srednja koncentracija

delcev) in P3 (najnizja koncentracija delcev).

Poskus z vsako testno raztopino smo naredili v treh ponovitvah. V zgornjih grafih (Slika
11) so prikazana povprecja treh ponovitev poskusa za vsako testno skupino, v naslednjem
sklopu grafov (Slika 12) pa so za vsako testno skupino (C, N in R) poleg povpresja treh
ponovitev (pike modre, rdece oziroma zelene barve) prikazani tudi poskusi z maksimalno
Stevil ¢nostjo veziklov (zgornji konec navpi¢ne ¢rte) in poskusi z minimalno stevil¢nostjo
veziklov (spodnji konec navpicne ¢rte). Najmanjse razpone v Stevil¢nosti veziklov med
tremi ponovitvami poskusa opazimo na mestu P1 in P2 pred dodatkom testnih raztopin

(¢as 1). Vecje razpone opazimo na mestu P1 pri referencni in nano skupini po 10 minutah



31

Boljte, S. Uporaba svetlobne mikroskopije in racunalniske analize dlik ... transformacij lipidnih veziklov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2011

inkubacije, kar je ¢as dodatka testnih raztopin, in namestu P2 pri referencni skupini po 100
minutni inkubaciji. Do najvecjih razponov v stevil¢nosti veziklov pride na mestu P3.
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Slika 12: Stevil¢nost lipidnih veziklov (maksimumi, minimumi in povpresjatreh ponovitev poskusa za vsak
tretma). Posamezni grafi prikazujejo stevilénost veziklov v odvisnosti od ¢asa inkubacije (1, 10, 100 in 120
min). Zgornji konec vsake ¢rte predstavlja ponovitev z maksimalno stevilénostjo veziklov v dologeni skupini,
spodnji z minimalno, barvna pika pa predstavlja povpregje treh ponovitev. Stevilénost posameznih skupin
veziklov je prikazana nalocenih grafih, glede na dodano testno raztopino in mesto zajemanja mikrografij. Od
zgoraj navzdol si sledijo kontrolna skupina (C), skupina z dodanimi nanodelci Cgo (N) in skupina, kateri smo
dodali referenéno kemikalijo ZnCl, (R). Od leve proti desni si sledijo razli¢ni pasovi zajemanja mikrografij,

P1 (ngjvisja koncentradija delcev), P2 (srednja koncentracija delcev) in P3 (ngjnizja koncentracija delcev).

V vseh primerih smo nanodelce suspenziji lipidnih veziklov dodajali v raztopini glukoze,
prav tako referencno kemikalijo, v primeru kontrole pa smo dodali le glukozno raztopino.
Pri tem smo zanemarili degjstvo, daravno fulerene (Cgp), ki smo jih izmed vseh nanodel cev
edine nadalje obdelali, nismo pripravili v glukozni raztopini, sgj je bila zalozna raztopina
ze dovolj razred¢ena (Cgo v destilirani vodi). Da bi dokazali, dato ni imelo velikega vpliva
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na rezultate, smo naredili se dodaten kontrolni poskus, s katerim smo pokazali vpliv same

destilirane vode na populacijo lipidnih veziklov.

STEVILCNOST VEZIKLOV - DESTILIRANA VODA

160
140
120 -
100 -
80 -
60
40 ~
20 A

Stevilénost veziklov

€as (min)

Slika 13: Vpliv destilirane vode na stevil¢nost veziklov. Graf prikazuje stevilénost veziklov v odvisnosti od
¢asa inkubacije, pri ¢emer 1 minuta inkubacije predstavlja stevilénost veziklov pred dodatkom destilirane

vode, 10 minutna inkubacija pa stevil¢ nost veziklov takoj po dodatku destilirane vode.

Na zgornjem grafu (Slika 13) vidimo, da se po dodatku destilirane vode (¢as 10)

Stevil ¢nost veziklov rahlo poveca
4.2 VELIKOSTNA RAZPOREDITEV POPULACIJE LIPIDNIH VEZIKLOV

Da bi prewili velikostno porazdelitev veziklov, smo vse vezikle, ki smo jih detektirali,
razvrstili v velikostne razrede (Tabela 2). Tabela prikazuje stevilo veziklov v posameznem
razredu. Velikosti veziklov zavzemajo vrednosti med 0.2 um in 30.3 pm. Razredov je 30,

Sirinavsakegarazredapaje 1 um. Izjemajerazred O, ki imasirino 0.5 um.
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Tabela 2: Vs detektirani vezikli, grupirani po velikostnih razredih. V prvem stolpcu so velikostni razredi, v

drugem sirine razredov glede na polmere veziklov in v tretjem stevilo veziklov v posameznem razredu.

Velikostni razred Polmer (Lm) St. Veziklov
0 0-0.5 23
1 0.5-15 1142
2 1.5-25 7486
3 2.5-35 4831
4 3.5-45 3368
5 45-55 1833
6 5.5- 6.5 1096
7 6.5-75 591
8 7.5- 85 347
9 8.5-95 185
10 9.5-10.5 133
11 10.5- 115 74
12 11.5-125 74
13 12.5-135 46
14 13.5- 145 24
15 14.5- 155 13
16 15.5-16.5 20
17 16.5-175 11
18 17.5-185 3
19 18.5-195 2
20 19.5- 205 4
21 20.5-215 2
22 21.5-225 4
23 22.5-235 3
24 23.5-245 3
25 24.5-255 0
26 25.5-26.5 0
27 26.5-275 0
28 27.5-285 2
29 28.5-295 0
30 29.5-30.5 3
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Slika 14: Stevil¢nost veziklov po velikostni h razredih. Skala na ordinatni osi je logaritemska.

Zgornji graf (Slika 14) prikazuje stevilo veziklov v posameznem velikostnem razredu.
Velikostna razporeditev populacije lipidnih veziklov je neenakomerna. Vecina veziklov se
nahagjav velikostnih razredih z manjsimi radiji. Najvet veziklov pade v velikostni razred 2
pum, a so vezikli lahko veliki tudi nad 30 um. Vrednost mediane je 2.9 um.

4.3 STEVILCNOST VECJH IN MANJSIH LIPIDNIH VEZIKLOV

Zaradi neenakomerne velikostne razporeditve populacije veziklov smo se odlccili, da
bomo vezikle razdelili v dve skupini in sicer v skupino z manj simi vezikli, ki predstavljgo
vecinski del populacije veziklov, in pav skupino z vesjimi vezikli, ki predstavljajo manjsi
del populacije veziklov. Megjo, ki razmejuje ti dve skupini, smo postavili pri polmeru 8.5
pum. Tako prva skupina vsebuje vezikle s polmeri med 0 in 8.5 um, kar zgjema 97.2% vseh
veziklov, in druga skupina vezikle s polmeri med 8.5 in 30.5 pum, kar pa predstavija le

2.8% populacije
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STEVILENOST MANJSIH IN VECJIH VEZIKLOV NA MESTU P1
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Slika 15: Stevilénost manjsih (polmer < 8.5um) in vegjih (polmer > 8.5um) veziklov na mestu najvisje
koncentracije testne raztopine (pas P1). Graf a prikazujeta stevil¢nost veziklov v odvisnosti od dodane testne
raztopine (C — brez nanodelcev, N —nanodelci Cg, ter R — referencna kemikalija ZnCl,) in ¢asainkubacije (1,
10, 100 in 120 min). Vsaka vrednost je povpregje treh ponovitev eksperimenta za vsak tretma. Levi graf
predstavlja stevil¢nost manjsih veziklov (polmer < 8.5um), desni pa stevilénost vegjih veziklov (polmer >
8.5um).

Na zgornjih grafih (Slika 15) lahko primerjamo stevilcnost vecjih (polmer > 8.5um) in
manjsih (polmer < 8.5um) veziklov na mestu najvisje koncentracije testne raztopine (pas
P1). Na vsakem grafu je prikazana stevil¢nost veziklov v odvisnosti od ¢asa inkubacije (1,
10, 100 in 120 min). Skupna stevilcnost veziklov se pri kontroli poveca zaradi povecanja
Stevilénosti manjsih veziklov, sg Stevilo vedjih veziklov med inkubacijo ostaja doka)
nespremenjeno. Pri skupini, kateri smo dodali nanodelce Cgp, se stevilénost veziklov s
¢asom zmanjsa, kar opazimo tudi pri skupini, kateri smo dodali referencno kemikalijo
ZnClo. V primeru dodatka referencne kemikalije stevilo vecjih veziklov po 120 minutni
inkubaciji pade navrednost 0, medtem ko Stevilo manjsih pade le za priblizno dve tretjini.
Po dodatku nanodelcev ni opaziti razlik med padcem stevilcnosti vedjih in manjsih

veziklov; v obeh primerih stevilo veziklov pade za priblizno dve tretjini.
4.4 SPREMINJANJE OBLIKE LIPIDNIH VEZIKLOV

Populacije pripravljenih veziklov se ne razlikujgjo le v velikosti in stevil¢nosti veziklov,
ampak tudi v obliki veziklov. V populacijah prevladujejo posamezni sfericni vezikli (94%

detektiranih veziklov), vendar v posameznih populacijah veziklov lahko opazimo tudi
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manjsi delez hruskasto oblikovanih veziklov (6% detektiranih veziklov). Tudi preprosti
sfericni vezikli se med seboj razlikujego, saj imajo razlicne stopnj e ekscentricnosti.

Zanimalo nas je, ¢e med posameznimi tretmaji obstgjgjo razlike v stopnji ekscentri¢cnosti in

v delezu hruskasto oblikovanih lipidnih veziklov.

4.4.1 Izsrednost ali ekscentri¢nost lipidnih veziklov

IZSREDNOST ALI EKSCENTRICNOST VEZIKLOV
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Slika 16: Ekscentri¢nost veziklov. Ekscentri¢nost pove, za koliko se stoznicarazlikuje od kroznice. Za elipso
se vrednosti nahajajo med O in 1, pri ¢emer je O kroznica. Posamezni grafi prikazujejo ekscentri¢nost
veziklov v odvisnosti od ¢asa inkubacije (1, 10, 100 in 120 min). Vsaka vrednost je povprecna izsrednost
veziklov treh ponovitev poskusa. Ekscentric¢nost posameznih skupin veziklov je prikazana na locenih grafih,
glede na dodano testno raztopino in mesto zajemanja mikrografij. Od zgorg) navzdol si sledijo kontrolna
skupina (C), skupina z dodanimi nanodelci Cgy (N) inskupina, kateri smo dodali referen¢no kemikalijo ZnCl,
(R). Od leve proti desni si sledijo razlicni pasovi zajemanja mikrografij, P1 (ngjvi§a koncentracija delcev),

P2 (srednja koncentracija delcev) in P3 (najnizja koncentracija del cev).
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Slika 16 prikazuje povpreino ekscentri¢nost veziklov za vsak tretma (C, N in R) in mesto
zajemanja mikrografij (P1, P2 in P3), v odvisnosti od ¢asa inkubacije (1, 10, 100 in 120
minut). Ekscentri¢nost pove, za koliko se stoznica razlikuje od kroznice. Za elipso se
vrednosti nahajagjo med O in 1, pri ¢emer je O kroznica. Pri vseh tretmajih opazimo
povetanje ekscentricnosti; vezikli s ¢asom postagjajo vedno bolj elipsoidni (¢e vezikle
jemljemo kot dvodimenzionalne oblike, kakrsni so na mikrografijah), kar pomeni, da se

jim s¢asom relativni volumen zmanjsuje.
4.4.2 Posebne oblike veziklov

Morfolosko transformirane vezikle smo razvrstili v dve kategoriji, v vezikle v obliki
verizic in tub in v vezikle v obliki hrusk. Nadalje smo obdelali le drugo od omenjenih

skupin. V to skupino uvrs¢amo vezikle ssirokim in vezikle z ozkim vratom.

Spodnji grafi (Slika 17) prikazujgo kolicino hruskasto oblikovanih veziklov / 1000
veziklov v odvisnosti od ¢asa inkubacije (1, 10, 100 in 120 min). Stevilénost posameznih
skupin veziklov je prikazana na locenih grafih, glede na dodano testno raztopino (C, N in
R) in mesto zajemanja mikrografij (P1, P2 in P3). Razlike med tretmaji C, N in R so

minimalne.
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Slika 17: Kali¢ina hruskasto oblikovanih veziklov / 1000 veziklov. Posamezni grafi prikazujejo delez
hruskasto oblikovanih veziklov v odvisnosti od ¢asa inkubacije (1, 10, 100 in 120 min). Vsaka vrednost je
povpresje treh ponovitev poskusa za vsak tretma. Stevilénost posameznih skupin veziklov je prikazana na
lagenih grafih, glede na dodano testno raztopino in mesto zajemanja mikrografij. Od zgoraj navzdol si sledijo
kontrolna skupina (C), skupina z dodanimi nanodelci Ceo (N) in skupina, kateri smo dodali referencno
kemikalijo ZnCl; (R). Od leve proti desni s dedijo razli¢ni pasovi zajemanja mikrografij, P1 (ngvisja
koncentracija delcev), P2 (srednja koncentracija delcev) in P3 (ngjnizja koncentracija delcev).

Spodnji grafi (Slika 18) prikazujgjo kolicino hruskasto oblikovanih veziklov s sirokim
vratom / 1000 veziklov v odvisnosti od ¢asainkubacije (1, 10, 100 in 120 min). Stevil ¢nost
posameznih skupin veziklov je prikazana na locenih grafih, glede na dodano testno
raztopino (C, N in R) in mesto zajemanja mikrografij (P1, P2 in P3). Razlike med tretmaji
opazimo namestu P1; pri kontroli se po dodatku testne raztopine delez veziklov z obliko
hrusk s sirokim vratom povecas, pri nano (Ceo) in referencni skupini (ZnCl.) pa delez takih
veziklov po dodatku testnih raztopin pade na vrednost 0. Na mestu P2 je situacija podobna;
pri kontroli delez veziklov v obliki hrusk s sirokim vratom med inkubacijo narasca, pri
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refencni skupini pada, pri skupini z dodanimi nanodelci pa delez omenjenih veziklov v
kon¢ni fazi pade na ni¢, vendar je delez te oblike ze na zacetku zelo majhen. Na mestu P3
so manjse razlike opazne, vendar niso zelo izrazite;, pri kontroli delez takih veziklov
naras¢a, pri skupini, kateri smo dodali nanodelce, rahlo narasca pri referenci pa rahlo pada.
Ker so delezi te oblike glede na skupno stevilo veziklov zelo majhni, ne moremo
komentirati morebitnega vpliva nanodelcev Cgy na redukcijo veziklov hruskaste oblike, sgj

se delez te oblike verjetno zmanjsale glede na skupno stevilo veziklov.
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Slika 18: Koli¢ina hruskasto oblikovanih veziklov s sirokim vratom / 1000 veziklov. Posamezni grafi
prikazujejo delez hruskasto oblikovanih veziklov s sirokim vratom v odvisnosti od ¢asa inkubacije (1, 10,
100 in 120 min). Vsaka vrednost je povpresje treh ponovitev poskusa za vsak tretma. Stevilénost posameznih
skupin veziklov je prikazana na lo¢enih grafih, glede na dodano testno raztopino in mesto zajemanja
mikrografij. Od zgoragj navzdol s sledijo kontrolna skupina (C), skupina z dodanimi nanodelci Cg, (N) in
skupina, kateri smo dodali referencno kemikalijo ZnCl, (R). Od leve proti desni si sledijo razli¢ni pasovi
zajemanja mikrografij, P1 (ngjvisja koncentracija delcev), P2 (srednja koncentracija delcev) in P3 (ngjnizja

koncentracija delcev).
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Spodnji grafi (Slika 19) prikazujejo kolicino hruskasto oblikovanih veziklov z ozkim
vratom / 1000 veziklov v odvisnosti od ¢asainkubacije (1, 10, 100 in 120 min). Stevil ¢nost
posameznih skupin veziklov je prikazana na locenih grafih, glede na dodano testno
raztopino (C, N in R) in mesto zgjemanja mikrografij (P1, P2 in P3). Hruskasto oblikovani
vezikli z ozkim vratom so prisotni v vseh treh pasovih in tudi razlike med tretmaji so

minimalne.
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Slika 19: Koali¢ina hruskasto oblikovanih veziklov z ozkim vratom / 1000 veziklov. Posamezni grafi
prikazujejo delez hruskasto oblikovanih veziklov z ozkim vratom v odvisnosti od ¢asa inkubacije (1, 10, 100
in 120 min). Vsaka vrednost je povpresje treh ponovitev poskusa za vsak tretma. Stevilénost posameznih
skupin veziklov je prikazana na locenih grafih, glede na dodano testno raztopino in mesto zajemanja
mikrografij. Od zgoraj navzdol si dedijo kontrolna skupina (C), skupina z dodanimi nanodelci Cso (N) in
skupina, kateri smo dodali referenéno kemikalijo ZnCl, (R). Od leve proti desni si sledijo razli¢ni pasovi
zajemanja mikrografij, P1 (ngjvisja koncentracija delcev), P2 (srednja koncentracija delcev) in P3 (ngjnizja

koncentracija delcev).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V okviru diplomskega dela smo preu¢evali vpliv nanodelcev na umetne fosfolipidne
membrane, natancneje na orjaske unilamelarne vezikle (ang. Giant Unilamellar Vesicle -
GUV). Interakcije med lipidnimi vezikli in nanodelci smo opazovali s fazno-kontrastnim
svetlobnim mikroskopom. Preuciti smo zeleli morfoloske transformacije lipidnih veziklov
in morebitni spremembe v dinamiki omenjega procesa po dodatku delcev. Podobne studije
smo zasledili tudi v literaturi (Babnik in sod., 2003; Dobereiner in sod., 1993; Igli¢ in sod.,
1999; Igli¢ in sod., 2003; Imparato in sod., 2005; Kralj-Igli¢ in sod., 2000; Lipowsky in
sod., 2005; Yu in Granick, 2009), vendar so se v vecini primerov osredotocili le na
opazovanje enega vezikla ai manjse skupine veziklov. Ker smo z naso studijo zeleli
pridobiti kvantitavne podatke, smo poskus razsirili na celotno populacijo veziklov. S
kamero, povezano z mikroskopom, smo sistematicno zajemali mikrografije. Zaradi
obseznosti obdelave dlik, smo v sodelovanju s strokovnjakom s podrogja racunanistva in
informatike proces obdelave podatkov poskusili racunalnisko avtomatizirati.

5.1.1 Optimizacija metode

Na zacetku preuc¢evanja morfoloskih transformacij lipidnih veziklov $e nismo vedeli, kako
velike spremembe med netretiranimi in z nanodelci tretiranimi vezikli lahko pri¢akujemo.
Odloc¢ili smo se da bomo za zacetek naredili le kratke reprezentativne videoposnetke
preparatov lipidnih veziklov inkubiranih z razlicnimi nanodelci in jih primerjali z
negativnim kontrolnim poskusom, pri katerem nismo dodaai nobenih delecev, in
pozitivnim kontrolnim poskusom, pri katerem smo veziklom dodali referencno kemikalijo.
Kot referencno kemikalijo smo uporabili ZnCl,, ki povzro¢i peroksdacijo lipidov

(Brocardo in sod., 2004) in zato pokanje lipidnih veziklov.

Ker na videoposnetkih med tretmaji ni bilo opaziti ocitnih morfoloskih sprememb lipidnih
veziklov, smo se v sodelovanju s strokovnjakom s podrocja racunalnistva in informatike
odlccili za bolj kvantitativen pristop. Namesto videoposnetkov smo posneli mikrografije.
Ker smo testno raztopino aplicirali z ene strani, se je koncentracija raztopine in tudi v njg
raztopljenih delcev zaradi pocasne difuzije zmanjsevala (nanodelci so bili v vodi, tore)
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pricakujemo normalno difuzijo). V testni komori smo doloc¢ili tri pasove z razli¢no
koncentracijo delcev (P1 — pas tik ob robu komore, kjer smo testno raztopino aplicirali, P2
— pas na sredini komore in P3 — pas ob robu komore, ki je nasproti robu aplikacije testne
raztopine). Vzdolz vsakega pasu, P1, P2 in P3, smo ob razli¢cnih ¢asih inkubacije posneli
15 mikrografij. Tako smo poleg preucevanja vpliva nanodelcev na lipidne vezikle, lahko

prewcili tudi njihov vpliv navezikle v odvisnosti od koncentracije testne raztopine.

Do ngjveijih razlik med posameznimi tretmaji (C — kontrolni poskus, N — poskus z
nanodelci in R — referencni poskus) je prislo na mestu, kjer je bila koncentracija testne
raztopine ngjvetja (P1). Namestu P2 je bila koncentracijatestne raztopine $e vedno dovolj
velika, da je bila razlika med referencnim in kontrolnim poskusom pri vecini opazovanih
parametrov se vedno ocitna, medtem ko je bila koncentracija nanodelcev pri vecini
opazovanih parametrov premajhna, da bi prislo do o¢itnih razlik, v primerjavi s kontrolnim
ali referencnim poskusom. Sklepamo lahko, da nanodelci nimajo tako mocnga uc¢inka na
lipidne vezikle, kot gaimareferencnakemikalija ZnCl,. Namestu P3 je bila koncentracija
premahna, da bi med posameznimi tretmaji opazili ocitne razlike. Prav tako je na P3
mestu med inkubacijo prislo do moc¢nih nihanj znotrg) posameznih tretmajev. Na Sliki 12
lahko vidimo, da je tudi do ngvegjih razponov v Sstevilénosti veziklov med tremi
ponovitvami poskusa za vsak tretma prislo ravno na mestu P3. Razlog za to je lahko
grucasta razporeditev veziklov ob robu preparata, kar je verjetno posledica aplikacije testne
raztopine. Ko smo testno raztopino aplicirali ob robu (ob pasu P1), so nastali tokovi, ki so
vezikle potisnili proti nasprotnemu robu preparata (proti pasu P3). Ker smo takoj zatem
preparat na teh dveh stranicah zapecatili s silikonsko mastjo, so se vezikli nakopicili ob
robu v grucah. Tako smo pri zgjemanju mikrografij na tako gru¢o lahko naleteli ali pa ne.
Ker je na tem mestu ponovljivost poskusa majhna, bi v nadaljinih, podobno zastavljenih
poskusih, ta pas lahko izpustili. Mikrografije bi tako zgjemali le namestih P1 in P2.

Cas inkubacije med posameznimi serijami zajemanja mikrografij smo skozi optimizacijo
metode spreminjali. V zadnji fazi smo sestavili sledeci protokol: prvo zajemanje
mikrografij takoj po pripravi preparata lipidnih veziklov (¢as 1); sledila je malo manj kot
deset minutna inkubacija, nato dodatek testne raztopine, dokonéno zapecatenje preparatain

takoj za tem druga serija zajemanja mikrografij (cas 10); po 90 minutni inkubaciji smo
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posneli tretjo serija mikrografij (¢as 100) ter 110 min po dodatku testne spojine se zadnjo
serijo mikrogrefij (¢as 120).

Na Sliki 12 vidimo, da je med posameznimi ponovitmami poskusa (tri ponovitve za vsak
tretma) na mestu P1 in P2 pred dodatkom testnih raztopin (¢as 1) zelo majhen razpon v
Stevilénosti veziklov med tremi ponovitvami poskusa. Do vegfjega razpona med
posameznimi ponovitvami pa pride na mestu P1 takoj po dodatku nanodelcev in referencne
kemikalije (cas 10). Mikrografije smo tako zajemali med delovanjem testne raztopine.
Verjetno bi bili rezultati med posameznimi poskus bolj skladni, ¢e bi mikrografije
zajemali s priblizno 10 minutnim zamikom. Do podobne situacije pride na mestu P2 90
minut po dodatku referencne kemikalije (¢as 100). V tem casu zaradi delovanja ZnCl>
vezikli ngjhitreje pokagjo. 110 minut po dodatku kemikalij (¢as 120) so med posameznimi
ponovitmami poskusa razlike ze manjse. V nadaljnih, podobno zastavljenih poskusih, bi
bilo ¢as 1 in ¢as 120 smiselno obdrzati, ¢as 10 pa podaljsati z 10 minutno inkubacijo.
Zajemanje mikrogafij po 100 minutni inkubaciji (¢as 100) bi iz nadaljnih poskusov lahko
izpustiti, stem pabi delno zman;jsali tudi zamudno racunalnisko obdelavo dlik.

Med optimizacijo metode smo poskuse izvajali z razlicnimi nanodelci, vendar smo v zadnji
fazi za preucevanje vpliva nanodelcev na orjaske unilamelarne vezikle uporabili le fulerene
Ce0, ZNO (nano in makrometrskih velikosti) ter TiO2 (nano in makrometrskih velikosti).
Zaradi obseznosti obdelave podatkov smo ratunanisko in statisticno obdelali le

mikrografije posnete pri poskusu s fulereni Cg,.

5.1.1.1 Ro¢na segmentacija ik

Z mikrografij, ki smo jih posneli, smo v programu za urejanje slik (Adobe Photoshop CS2)
vse vezikle segmentirali roéno. Ta proces je zelo zamuden, sg je treba za visoko
reprezentativnost eksperimenta analizirati veliko slik. Zelo pomembna je tudi natan¢nost,
sgj segmentacija predstavlja tocko, kjer se kvalitativni podatki pretvarjgjo v kvantitativne.
Zato je v naem velikem interesu, da bi bil ta proces v prihodnje racunanisko
avtomatiziran. V tem primeru bi racunalniski program sam zaznal in segmentiral objekte,

pomembne za nadaljno analizo. S tem bi skragjsali ¢as obdelave podatkov in tako bi poskus
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lahko razsirili na ve testnih spojin. Natej stopnji nasih raziskav avtomatska segmentacija
dik se ni bila zadostnain rocne segmentacije ni mogla nadomestiti.

5.1.1.2 Avtomatizirana segmentacija slik

Segmentacijo lipidnih veziklov smo naprg poskusili avtomatizirati z metodo
“tresholding”, ki je najlazji in nagjbolj pogost nacin za locitev objektov z ozadja. To je
nelinearna operacija, ki pretvori ¢rno-belo sivinsko sliko v binarno diko, tako da vsakemu
pikslu pripise eno od dveh vrednosti, glede na to, ali je nad ali pod doloceno mejno
vrednostjo. Ta pristop se je v nasem primeru izkazal za neprimernega, sg so lipidni vezikli
lahko v razli¢nih zariscih in njihovi robovi niso vedno razlo¢no vidni. Zato smo se odlogili
za uporabo agoritma za detekcijo krogov, varianto Houghove transformacije (predlagano
po: Illingworth in Kittler, 1986). Algoritem izkoristi gradient poljafotografije, kjer so meje
objektov bolj determinirane v primerjavi z intenzivnostjo polja. To se obnese pri okroglih
lipidnih veziklih, bolj elipsoidnih pa morda ne zazna. Nasa trenutna adaptacija Houghove
transformacije zazna priblizno 90% vseh veziklov. Ker so tudi bolj elipsoidni vezikli
pomemben del nase raziskave, je detekcija le-teh pomemben cilj za delo v prihodnosti
(Zupancin sod., 2009).

5.1.2 Vpliv fulerenov C¢, na umetne fosfolipidne membrane

Vsakemu od 21.323 detektiranih POPC veziklov smo dolocili polmer in stopnjo
izsrednosti, ga uvrstili v dolocen velikostni razred ter mu pripisali morfolosko obliko.
Vpliv nanodelcev na GUV smo opazovali v odvisnosti od dodane testne raztopine (N —
raztopina nanodelcev Ceo, R — raztopina z referencno kemikalijo ZnCl; ali C —kontrolna
raztopinabrez dodatka delcev), koncentracije testne raztopine (mesto na preparatu — P1, P2
ali P3) ter ¢asainkubacije (1, 10, 100 ali 120 min). Za ovrednotenje interakcij nanodel cev z
lipidnimi membranami smo vsaki populaciji veziklov dolocili stevilénost, velikostno

razporeditev, stopnjo izsrednosti ter delez veziklov z dolo¢eno morfolosko transformacijo.

5.1.2.1 Spremembe v stevil¢nosti in velikostni razporeditvi lipidnih veziklov

Zaradi neenakomerne velikostne razporeditve populacije veziklov smo vezikle razdelili v

dve skupini in sicer v skupino z manjsimi vezikli, ki predstavljgjo vecinski del populacije
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veziklov, in pav skupino z vecjimi vezikli, ki predstavljgjo manjsi del populacije veziklov.
Mgo, ki razmegjuje ti dve skupini, smo postavili pri radiju 8.5 pum. Prva skupina torgj
vsebuje vezikle z radiji med 0 in 8.5 um, kar zajema 97.2% vseh veziklov, druga skupina
pa vezikle z radiji med 85 in 30.5 um, kar pa zgema le 2.8% populacije. Pri tako
razdeljeni populaciji veziklov lahko vidimo ali imajo nanodelci vpliv na vecje ali manjse

vezikle.

|z rezultatov je razvidno (Slika 11), da se stevilénost veziklov v poskusu, kjer med
inkubacijo nismo dodali nikakrsnih delcev, povecuje. To razlagamo z efektom gravitacije.
V veziklih je ¢ista raztopina saharoze, zungj veziklov pa mesanica saharoze in glukoze.
Saharoza v veziklih je tezja, zato se vezikli po pripravi preparata zacnejo posedati na dno
opazovalne komore (Do6bereiner in sod., 1999). Po 10 minutni inkubaciji je vecina
veziklov ze v isti ravnini in stem tudi v istem zari$¢u. Z nadaljno inkubacijo se stevil ¢nost
skorgl ne povetuje vet. Poleg tega je iz Slike 15 razvidno, da se stevilénost veziklov
poveta na racun povecanja Stevilcnosti manjsih veziklov, medtem ko Stevilo vegjih
veziklov med inkubacijo ostgja nespremenjeno. Do tega pride, ker so vecji vezikli tezji in

se hitreje zbergjo na dnu opazoval ne komore.

Po dodatku nanodelcev Ceo se Stevilcnost veziklov zmanjsa na mestu Pl, kjer je
koncentradja testne spojine najvecja (Slika 11). Zmanjsevanje stevil¢nosti veziklov
opazimo tudi pri skupini, ki smo ji dodali referencno kemikalijo ZnCl,. Ker vemo, da
ZnCl, povzroci pokanje veziklov zaradi peroksidacije lipidnih molekul (Brocardo in sod.,
2004), kar vpliva na zmanjsanje stevil ¢nosti veziklov, lahko sklepamo, da do podobnega
pojava pride tudi zaradi nanodelcev Cg. Pokanje veziklov po dodatku referencne
kemikalije ZnCl, prizadene tako manjse kot vecje vezikle, vendar vecje v vegji meri (Slika
15), sg se stevilo vegjih veziklov po 120 minutni inkubaciji popolnoma reducira, medtem
ko stevilo manjsih upade za priblizno dve tretjini. Sklepamo, da se ostanki nekaterih
pocenih veziklov lahko organizirajo v manjse vezikle. V nasprotju z ZnCl, pa med padcem
Stevil¢nosti vejih in manjsih veziklov po dodatku fulerenov Ceo ni razlik; v obeh primerih
stevilo veziklov pade za priblizno dve tretjini. Vendar pa je stevilcnost vegjih veziklov
relativno majhnain vrednosti med posameznimi ¢asi inkubacije zelo nihajo.
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Vzrok za pokanje veziklov je lahko dodatek destilirane vode, v kateri so hili raztopljeni
fulereni Cq. Ker je elektroformacija veziklov potekala v raztopini saharoze, nadalje pa
smo vezikle suspendirali v raztopini glukoze, bi po aplikaciji destilirane vode zaradi razlik
v osmolarnosti raztopin zung in znotrg] veziklov lahko prislo do pokanja veziklov.
Membrana prepus¢a molekule vode, molekul topljenca pa ne; za izenacitev osmotskega
potenciala na obeh straneh membrane je zato potrebna difuzija vode, kar pa poveca pritisk
na membrano (Kralj-Igli¢ in Igli¢, 2008) in vezikel poci. Da bi izkljucili moznost, da so
vezikli pokali zaradi razli¢ne osmolarnosti raztopin, smo naredili dodaten kontrolni poskus,
s katerim smo pokazali vpliv same destilirane vode na populacijo lipidnih veziklov. Po
dodatku destilirane vode se je po 10 minutah stevil¢nost veziklov povecala za cca 7%
(Slika 13), kar je primerljivo s kontrolnim poskusom, v katerem smo kot testno raztopino
uporabili raztopino glukoze brez nanodelcev. Tudi v tem primeru lahko to povecanje
pripisemo posedanju veziklov na dno opazovalne komore zaradi u¢inka gravitacije. Po 10
minutni inkubaciji je bila ze vecina veziklov v isti ravnini in s tem tudi v istem zariscu.
Koli¢cina destilirane vode je bila o¢itno premahna, da bi vplivala na zmanjsanje

Stevil¢nosti veziklov tretiranih s fulereni Cgy,.

Da je zmanjsanje stevil¢nosti veziklov vpliv nanodelcev potrjuje tudi dejstvo, da do
zmanjsanja stevil¢nosti veziklov na mestu P1 pride Zze po 10 minutni inkubaciji, kar je v
bistvu takoj po dodatku kemikalije (G ai ZnCly), na mestu P2 pa padec stevil¢nosti
veziklov opazimo sele po zglemanju slik po 100 minutni inkubaciji (ZnCly), sg delci

potrebujejo nekaj casada difundirajo do sredine preparata (Slika 11).

|z dobljenih rezultatov je razvidno, da je med posameznimi tretmaji, C, N in R, prislo do
razlik v stevilénosti lipidnih veziklov, zato lahko sklepamo, da nanodelci Cgy imao
potencialno kvaren winek na POPC lipidne vezikle oziroma umetne fosfolipidne
membrane.

Mnoge studije o vplivu nanodelcev na membrane poro¢ajo o kvarnih u¢inkih fulerenov in
drugih nanodelcev, vendar pa si glede mehanizmov, s katerimi razlagajo ta vpliv, niso
enotne. V literaturi prevliadujgo studije, ki poskodbe membran, tako celi¢nih kot umetnih,
razlagajo s povecano permeabilnostjo membran zaradi peroksidacije (Kamat in sod., 2000;
Li in sod., 2000; Sayes in sod., 2005). Fulereni lahko inducirgjo tvorbo reaktivnih
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kisikovih zvrsti (ang. Reactive Oxygen Species — ROS), ki oksidirgjo lipidne molekule
(Wong-Ekkabut in sod., 2007). V vodi raztopljen fuleren Cgy generira vire prostih
radikalov (Li in sod., 2000; Guldi in Prato, 2000; Foley in sod., 2002), med katerimi je
najpomembnesi superoksidni anion (Foley in sod., 2002). V studiji, kjer so preucevali
vpliv nanodelcev na hemocite morske skoljke Mytilus galloprovincialis, pa so poleg tega,
da nanodelci inducirgjo protivnetni odziv, ugotovili tudi, da med vplivi razli¢nih
nanodelcev (Ceo, TiO2) kljub njihovi razliéni kemijski sestavi ni bistvene razlike. Ti delci
imajo zelo pomembno skupno lastnost; obe spojini sta redoks aktivni in zato povzrocita
oksidativni stres (Canesi in sod., 2010). Zanimiva je tudi studija Sayesain sod. (2004), ki
so poleg citotoksi¢nosti v vodi topnih fulerenov na ¢loveske celi¢ne linije koznih
fibroblastov in jetrnih rakastih celic, ugotovili tudi, da je nederivatiziran, v vodi slabo
topen fuleren Cgg, bolj toksicen za obe celi¢ni liniji kot visoko derivatizirani, v vodi topni
fulereni. Nederivatizirani fulereni v stiku z vodo tvorijo slabo topne koloidne skupke
imenovane nano-Ceo. Ta oblika nastane ko Ceo pride v kontakt z nevtralno vodo. Pokazali
so tudi, da v brezceli¢ni vodni raztopini nano-Cg, lahko tvori superoksidni anion, ki pa ga
popolnoma hidroksilirani fulereni ne moregjo. Predvidevajo, da slabo topni fulereni
povzrocijo oksidativne poskodbe celicnih membran celo pri relativno nizkih
koncentracijah in da se toksi¢énost zmanjsuje z vegjo derivatizacijo in s tem vecjo topnostjo
(Sayesin sod., 2004).

Med moznimi mehanizmi interakcije nanodelcev z membranami je tudi vezava nanodelcev
Ceo Na membrano. Spurlin in Gewirth (2006) navajata, da se fulereni lahko vezglo na
lipidno membrano, vendar ne prehajgjo med lipidne ogljikovodikove verige. Vezava
delcev na membrano pa lahko po mnenju nekaterih avtorjev (Chang in Violi, 2006;
Ginzburg in Balijepalli, 2007) povzroci velike lokalne ukrivljenosti in nastanek por.
Lerouell in sod. (2007) povdarjgjo, da Cgy lahko povzroci strukturne spremembe lipidnih
membran, ki vodijo k povecani permeabilnosti le-teh, ni pa nujno, da se v membranah
tvorijo dejanske luknje, sgj se termin pora lahko nanasa tudi na bolj subtilne spremembe v
kompoziciji dvosloja, ki pa vodijo le k povecani difuziji skozi membrano. Wang in sod.
(2008) na primer navajgjo, da nalokalnem nivoju zaradi vpliva nanodelcev lahko pride do
sprememb v fluidnogti membrane. Tako membrana lahko postane bolj fluidna ali pa bolj

rigidna Ginzburg in Balijapalli (2007) pa trdijo, da je med nanodelci in lipidi moc¢an
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priviak, tako da lahko molekule Cso fosfolipide povliecejo iz membrane, zaradi cesar se
membrane lahko stanjsajo ali raztrgajo. Qiao in sod. (2007) navajajo, da ko je Cg blizu
povrsine dvoplasti, to poveca prostor med lipidnimi glavami in tako inducira tvorbo
mikropor, ter da lahko pride do adsorbcije Ceo Vv lipidni dvosloj zaradi hidrofobnih
interakcij med molekulami Cgp in repi fosfalipidov. Jusufi in sod. (2011) so predstavili
simulacijsko studijo od velikosti odvisne transokacije fulerenov v sredisce lipidne
dvoplasti DOPC. Potrdili so, da se fulereni hitro in spontano absorbirgjo v dvoplast in
samo-agregirajo v nanoskupke. De Vane in sod. (2010) navajgjo, da v DOPC lipidnem
Ekkabut in sod. (2008) navajgo, da je permeacija fulerenskih agregatov v lipidni dvosoj
termodinamsko ugodna in hitra ter da visoka koncentracija fulerenov inducira spremembe
v strukturnih in elasti¢nih lastnostih lipidne dvoplasti, vendar pa po njihovem mnenju te
spremembe niso dovolj velike za dezintegracijo in mehansko paskodbo membrane. Jusufi
in sod. (2011) pa trdijo celo, da do sprememb v morfologiji dvosloja pride le po dodatku
fulerenov G4, medtem ko fulereni Cgy ne spremenijo morfologije dvosioja.

Ce bi v nasem primeru prislo do tvorbe por, bi se to videlo na posnetih mikrografijah, saj
smo imeli sistem raztopin razlicnih gostot. Saharozna raztopina znotra veziklov je bila
gostgsa od saharozno-glukozne raztopine zung njih, zato so hili vezikli s
faznokontrastnim svetlobnim mikroskopom videti kot temnejsi krogi v svetlejsem mediju.
Skozi potencialno nastale pore bi se raztopini v veziklih in v okoliskem mediju izenacili,
kar bi bilo videti kot posvetlitev veziklov. Ker tega nismo opazili, lahko sklepamo, da je
tvorba por malo verjetna.

Zanimivo je tudi, da v poskusu, kjer smo dodagjali nanodelce Cqy, na mestu P1 vecina
veziklov (priblizno dve tretjini) poc¢i po prvih desetih minutah inkubacije (Slika 11). Z
naddjno inkubacijo se stevilcnost veziklov te testne skupine bistveno ne spreminja, kar je
drugate kot v primeru dodatka referencne kemikalije ZnCl,, kjer se stevil¢nost veziklov
med inkubacijo postopno zmanjsuje Mozno je, da se nanodelci Ceo VKIjucijo v nekatere
vezikle S tem se koncetracija Ceo v Okoliskem mediju zniza, zato se stevilé¢nost veziklov
nadalje ne znizuje. O prehodu nanodelcev skozi membrano poro¢go Foley in sod. (2002),

ki navajgjo, dafulereni lahko vstopijo v evkariontsko celico in se nalagajo v mitohondrijih.
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O prehodu skozi celicno membrano porocgjo tudi Vermain sod. (2008), ki pa niso opazili,
da bi nanodelci po prehodu v celico presli tudi v jedro celic ai da bi se iz celic izlocili.
Ugotavljgo, da je mozno, da nanodelci v citosolu izgubijo sestavno ravnovese in

strukturni motiv, ki je potreben za prehod skozi membrano.
5.1.2.2 Spremembe oblike lipidnih veziklov

Sfericni vezikli oziroma vezikli brez posebnih izrastkov in struktur se med seboj
razlikujgjo v stopnji izsrednosti oziroma ekscentri¢nosti. 1zsrednost je mera, ki pove, za
koliko se stoznica razlikuje od kroznice. Za elipso se vrednosti nahajgjo med O in 1, pri
¢emer je O kroznica. Vrednosti se nanasgjo na dvodimenzionalne oblike (elipse), na oblike,
ki smo jih segmentirali z mikrografij, in ne na vezikle same, ki so tridimenzionane sfere.
|z rezultatov je razvidno (Slika 16), da se izsrednost veziklov med inkubacijo povecuje, kar
pomeni, da vezikli s ¢asom postajgjo vedno bolj eipsoidni. Pri tem se relativni volumen
veziklov zmanjsuje, povprecna srednja ukrivljenost veziklov pa se povecuje. Po
elektroformaciji so vezikli napeti in sfericni in imao tubularne izrastke, med seboj so
povezani s tankimi tubularnimi izrastki, ki s svetlobnim mikroskopom niso vidni. Med
inkubacijo se teizrastki pocasi krajsajo. Pri tem se lipidne molekule izrastkov vkljucujejo v
lipidni dvosloj materinskih veziklov. V veji meri se vkljuéujejo v zunanji lipidni sloj, sgj
so izrastki tubularne oblike, kar pomeni, daimajo v zunanjem sloju ved lipidnih molekul.
Vezikli zatngjo fluktuirati. S tem lahko razlozimo manjse povecanje izsrednosti. O
omrezju nanotub so porocali ze Stevilni avtorji, med njimi tudi Hotani in sod. (1999), Igli¢
in sod. (2003), Kralj-1gli¢ in sod. (2001) ter Mathivet in sod. (1996).

Osnovna ablika lipidnih veziklov je sfericnha oziroma kvazi sfericna, v vsaki populaciji
veziklov pa lahko opazimo tudi vezikle v razlicnih fazah dinami¢ne morfoloske
transformacije, ki so znacilne za lipidne vezikle POPC. Vezikli so na mikrografijah ujeti v
doloceni prehodni metastabilni obliki (Kralj-Iglic in sod., 2001). Mi smo morfolosko
transformirane vezikle razvrstili v dve kategoriji (Slika 10), in sicer v razli¢ne stopnje
morfoloske transformacije vezikla z brstom oziroma t.i. hruskasto oblikovani vezikli ter v
tube in verizice (vezikli tubularne oblike, vezikli z obliko verizice — niz povezanih majhnih
sfericnih veziklov priblizno enake velikosti in tanke tubularno oblikovane strukture z

izrastki). Pri analizi morfoloskih transformacij veziklov smo se osredotocili le na hruskasto
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oblikovane vezikle, veziklov v obliki tub in verizic pa nismo podrobnee preucili.
Hruskasto oblikovane vezikle smo nadalje razdelili na hruskasto oblikovane vezikle s
sirokim in hruskasto oblikovane vezikle z ozkim vratom. Ker so ti vezikli prisotni v
relativno majhnem delezu, smo stevilo obravnavanih veziklov izrazili kot delez dolocene
oblike veziklov na 1000 v obravnavani skupini detektiranih veziklov.

V delezu hruskasto oblikovanih veziklov med tretmaji C, N in R ni opaziti velikih razlik
(Slika 17). V to kategorijo pa smo vkljucili dve razlicni obliki veziklov, hruskasto
oblikovane vezikle s sirokim in hruskasto oblikovane vezikle z ozkim vratom. Ti dve
obliki smo preucili e loceno.

Hruskasto oblikovani vezikli z ozkim vratom so prisotni v vseh treh pasovih in tudi razlike
med tretmaji so minimane Ze na mestu P1, kjer je koncentracija nanodelcev nagvecja
(Slika 19).

Delez hruskasto oblikovanih veziklov s sirokim vratom takoj po dodatku nanodelcev Cgy
na mestu najvesje koncentracije testne raztopine pade na vrednost O (Slika 18). Enak
rezultat dobimo tudi v primeru referent nega poskusa (dodatek ZnCl,), medtem ko se delez
hruskasto oblikovanih veziklov s sirokim vratom v kontrolnem poskusu po aplikaciji
glukozne raztopine poveta. Ker je stevilo veziklov te oblike glede na skupno Stevilo
veziklov zelo mahno, bi tezko trdili, da nanodelci povzrocijo popolno izginotje veziklov
omenjene oblike. Poskus bi bilo dobro razsiriti navesjo populacijo veziklov, ker pabi bila
obdelava teh podatkov zelo obsezna, bi bilo dobro poskus ponoviti, ko bo izpopolnjena

avtomatska racunal niska segmentacija.

Rezultati kazegjo, da so nanodelci Cgy spremenili dinamiko transfomacije oblike veziklov
POPC. Transformacijo oblik lipidnih veziklov zaradi vpliva nanodelcev so opazili ze
nekateri drugi avtorji. Yu in Granick (2009) sta porocala o tvorbi izboklin in rasti tub iz
parentalnega vezikla po dodatku kationskih nanodelcev ter o nadaljnem razpadu tub na
nanizanim biserom podobne strukture. Po njuno nag bi adsorbcija nanodelcev na dvosl o]
povetda povrsino glav amfifilnih lipidov. Zaradi tega se razlika med povrsino notranje in
povrsino zunanje plasti dvosloja poveca, kar pa vpliva na obliko veziklov. Lipowsky in
Ddbereiner (1998) prav tako navajata, da se delec lahko vrine med glave lipidov in tako
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poveca povrsino membrane, vendar le ¢e je delec manjsi ali enako velik kot glave lipidnih
molekul. To povecanje povrsine pa naras¢a s stevilom vrinjenih molekul. Jeng in sod.
(2003), ki so uporahili lipofilne Cgy derivate, pa navajajo, da se lipofilni Cgq lahko vkljucijo
v lipidne membrane ter spremenijo upogibne in tlache lastnosti lipidnih membran. Tudi
Wong-Ekkabut in sod. (2008) navajajo, da fulereni povzrocijo spremembe v strukturnih in
elasti¢nih lastnostih lipidne dvoplasti.

Padec stevil¢nosti veziklov inkubiranih z vodno suspenzijo Ce nanodelcev lahko
razlozimo z vplivom nanodelcev na povprecno srednjo ukrivljenost dvosloja membrane.
Med transformacijo lipidnih veziklov se sferi¢ni vezikli transformirgo v hruskasto
oblikovane vezikle s sirokim vratom, ti pa nadalje v hruskasto oblikovane vezikle z ozkim
vratom. V tem procesu se povecuje povprecna srednja ukrivljenost veziklov, kar vodi
vezikle proti limitni obliki. Pri transformaciji hruskasto oblikovanih veziklov s Sirokim
vratom v hruskasto oblikovane vezikle z ozkim vratom se relativni volumen veziklov
zmanjsa, membrana postane bolj napeta in ker ne prenese ve¢ nadaljnega poveievanja
povprecne srednje ukrivljenosti v koncni fazi lahko poc¢i (Kralj-Igli¢, 2000). Da poteka
proces, ki vezikle vodi do limitnih oblik, dodatno podpira dejstvo, da je delez hruskasto
oblikovanih veziklov s sirokim vratom manjsi v vzorcu, kjer smo veziklom dodali Ceo kot
v kontroli, ter da je v sistemu s Ceo relativno manj hrusk z debelim vratom in relativno ve¢

tistih s tankim vratom.

5.2 SKLEPI

e Nasa metoda omogoca zaetje dinamike transformacije oblike veziklov med
interakcijo z nanodelci. Zasnovana je kvantitativno in je zato primerna za
preucevanje vegjih populacij lipidnih veziklov. Zaradi obseznosti obdelave
podatkov pa v prihodnje zelimo ro¢no segmentacijo slik nadomestiti z avtomatsko
segmentacijo, ki na te stopnji raziskav se ni zadostna in ro¢ne segmentacije ne

more nadomestiti.

e Po dodatku suspenzije Cg lipidnim veziklom POPC je v prvih 10 minutah pocilo

priblizno dvetretjini veziklov.
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Po dodatku suspenzije Cgo lipidnim veziklom POPC se je spremenilo relativno

razmerje med posameznimi metastabilnimi oblikami veziklov.

Nanodelci Cgy vplivgjo na obliko lipidnih veziklov. Povetgjo povprecno srednjo
ukrivljenost veziklov, kar vodi vezikle proti limitni obliki. V tem procesu se
relativni volumen veziklov zmanjsuje in ker membrana ne prenese ve¢ nadaljnega

povetevanja povprecne srednje ukrivljenosti, lahko v konéni fazi vezikel poci.
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6 POVZETEK

V okviru diplomskega dela smo proucevali vpliv nanodelcev na umetne fosfolipidne
membrane POPC, natan¢neje na orjaske unilamelarne vezikle (GUV). Ker je za lipidne
vezikle znatilna morfoloska transformacija smo zeleli preuciti morebitne spremembe v
dinamiki omenjega procesa po dodatku nanodelcev razli¢nih kemijskih struktur. Zeleli smo
razviti metodo, s katero bi lahko opazovali morfoloske transformacije vecje populacije
lipidnih veziklov. Za opazovanje interakcij nanodelcev z lipidnimi membranami smo
uporabili fazno-kontranstni svetlobni mikroskop, obdelava posnetin mikrografij pa je
potekala v sodelovanju s strokovnjakom s podrocja ratunalnistva in informatike. Ker je
obdelava dlik zelo zamudna, smo v okviru te studije proces zeleli racunanisko

avtomatizirati.

Zal proces avtomatizacije na tej stopnji raziskave ni bil zadosten in je segmentacija vseh
dlik potekala rocno. To nas je prisililo, da smo se omgjili le na preucevanje interakcij med
lipidnimi membranami in fulereni Ceo. Ena od delavnih hipotez zato ostgja za delo v
prihodnje.

|z dobljenih rezultatov je razvidno, da se stevil¢nost lipidnih veziklov zmanjsa v medijih z
dodanimi fulereni Ceo. Stevil¢nost se je zmanjsaa na priblizno eno tretjino zacetne
vrednosti ze v prvih desetih minutah inkubacije lipidnih veziklov v suspenziji Cgo.
Sklepamo lahko, da nanodelci Cg reagirgjo z lipidnimi membranami inimajo potencialno
kvaren ucinek na lipidne vezikle POPC oziroma umetne fosfolipidne membrane. Rezultati
se skladajo z mnogimi drugimi studijami, ki prav tako preucujegjo vplive fulerenov di
drugih nanodel cev na umetne membrane.

Poleg tega razultati nase studije potrjujejo hipotezo, da nanodelci Cqy vplivajo na dinamiko
transfomacije oblike veziklov, sg je po inkubaciji lipidnih veziklov v suspenziji Ceo prislo
do sprememb v relativnem razmerju med posameznimi metastabilnimi oblikami veziklov.
Sklepamo, da nanodelci Cgy vplivajo na proces morfolaske transformacije, ki lipidne
vezikle vodi do limitnih oblik. V tem procesu se relativni volumen veziklov zmanjsuje in

ker membrana ne prenese ved nadaljnega povecevanja povprecne srednje ukrivljenosti,
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lahko v kon¢ni fazi vezikel poci. Transformacijo oblik lipidnih veziklov po dodatku
nanodelcev so opazili tudi nekateri drugi avtorji.

Dobljeni rezultati so doprinos k razumevanju dinamike transformacije oblike lipidnih
veziklov in njihove interakcije z nanodelci, saj so studije o transformaciji oblik lipidnih
veziklov, ki smo jih zadledili v literaturi, vecinoma osnovane na opazovanje enega vezikla
ai manjse skupine veziklov, nasa metoda pa je primerna za preuc¢evanje vecje populacije
lipidnih veziklov. Tako lahko dinamiko transformacije oblik veziklov ovrednotimo

kvantitativno in rezultati so bolj reprezentativni kot v studijah posameznih veziklov.
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