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Proucevali smo vpliv fulerenov (Cgp) ter nevtralnih (CoFe,O,4) in negativno
nabitih (CoFe,O4-CA) kobaltovo-feritnin nanodelcev (NP-ev) na umetne
POPC-fosfolipidne membrane. Vpliv NP-ev smo testirali tudi s poskusoma in
vivo ter semi in vitro. Z metodo sipanja X-zarkov pod majhnim kotom
(SAXS) smo ugotavljali vpliv CoFe,O4 in CoFe,O4-CA na strukturne
spremembe membrane multilamelarnih vezklov (MLV-ov). S svetlobno
mikroskopijo smo opazovali morfoloSke spremembe orjaskih unilamelarnih
veziklov (GUV-ov). Interakcije med NP-i in membranami smo poskusali
ovrednotiti tudi z metodo povrsinske plazmonske resonance (SPR). Metoda
SAXS ni pokazala opaznih interakcij CoFe,O4 in CoFe,0O4-CA z MLV-I.
Ugotovili smo, da testirani NP vplivajo na spremembe velikosti GUV-ov in
na povecan pojav nesferi¢nih oblik veziklov. Rezultati poskusa in vivo so
pokazali visok potencial Cg za destabilizacijo membrane, semi in vitro pa
smo dokazali vpliv CoFe,O na bioloske membrane pri koncentracijah
suspenzij NP-ev 100 in 1000 pg/mL, CoFe;O4-CA pa Sele pri 1000 ug/mL.
SPR ni primerna metoda za proucevanje interakcij med NP-i in lipidnimi
vezikli. Kombinacija uporabljenih metod podaja Sirok pogled na interakcije
razli¢nih NP-ev z membranami.
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In the present study, we discuss effects of fullerenes (Cg), neutral (CoFe,;04)
and negatively charged (CoFe,04-CA) cobalt ferrite nanoparticles (NPs) on
artificial POPC phospholipid membranes. We also tested the effect of NP
using in vivo and semi in vitro studies. Small Angle X-ray Scattering (SAXS)
technique was applied to asses the effect of CoFe,O4 and CoFe,O4-CA on
structural properties of the membrane of multilamellar vesicles (MLVSs).
Light microscopy was used to observe shape transformation of giant
unilamellar vescles (GUVs). We also tried to asses interactions of NPs with
artificial phospholipid membranes using Surface Plasmon Resonance (SPR).
SAXS method showed no measurable effects of CoFe,O, and CoFe,O4-CA
on MLVs. We observed that tested NPs cause changes in GUV size
distribution and higher appearance of nonspherical vesicles. Results of in vivo
study showed high potential of Cgo on cell membrane destabilisation, whereas
semi in vitro test indicated effect of CoFe,O4 on biological membrane at
suspension concentration of 100 and 1000 pg/mL, and CoFe,O,-CA at
concentration of 1000 pg/mL. SPR is not a convenient method for testing
interaction of NPs with lipid vesicles. The combination of X-ray scattering
technique, microscopic and cytotoxical methods provides a broad prospect of
interaction of different NPs with biological membranes.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AQO — akridin oranz

AO/EB - akridin oranZ/etidijev bromid

Ceo — fulereni

CF- kobaltovo-feritni nanodelci (CoFe;0,), v nevtralnem pH brez naboja

CF—CA — kobaltovo-feritni nanodelci (CoFe,04-CA) z vezano citronsko kislino, v
nevtralnem pH negativno nabiti

EB — etidijev bromid

GUV - orjaski unilamelarni vezikel (Giant Unilamellar Vesicle, ang.)

1JS — Institut Jozefa Stefana, Ljubljana

LUV — veliki unilamelarni vezikel (Large Unilamellar Vesicle, ang.)

MLV — multilamelarni vezikel (Multilamellar Vesicle, ang.)

NP- nanodelec (Nanoparticle, ang.)

POPC — 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3 fosfatidilholin

SAXS — sipanje X-zarkov pod majhnim kotom (Small Angle X-ray Scattering, ang.)
SPR — povrsinska plazmonska resonanca (Surface Plasmon Resonance, ang.)

X-zarki — rentgenski Zarki
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1 UvOD

Nanotehnologija je z uporabo nanomaterialov in nanodelcev postala del vsakdanjega
zivljenja. Poznavanje interakcij med nanodelci in lipidnimi membranami je klju¢nega
pomena pri uspesni uporabi nanodelcev za farmacevtske, kozmeti¢ne, medicinske in
prehrambne namene ter hkrati bistveno pri ugotavljanju potencialnih Skodljivih uc¢inkov
nanodelcev na bioloske sisteme. Razumevanje delovanja nanodelcev na lipidne membrane
nam lahko poleg uspeSne aplikacije v biomedicini omogoca tudi prepreciti nezelene,

nepredvidene in potencialno Skodljive uc¢inke nanodelcev na bioloske sisteme.

V medicini in farmaciji se nanodelci uporabljajo v diagnosti¢ne in terapevtske namene.
Med trenutno zelo aktualnimi nanodelci v medicini so feromagnetni nanodelci CoFe,04, ki
S0 namenjeni ustvarjanju hipertermije v tumorskem tkivu. Fulerene (Cgo) pa se zaradi
edinstvenih elektrokemijskih in fizikalnih lastnosti intenzivno preucuje za uporabo v
biomedicini (Pankhurst in sod., 2003; Jensen in sod., 1996). Bioloski potencial nanodelcev
je povezan z njihovo povrsinsko reaktivnostjo, zato smo testirali vpliv nevtralnih in

negativno nabitih nanodelcev na umetne fosolipidne membrane.

Trenutno je uveljavljeno prepricanje, da nanodelci najprej reagirajo s celicno membrano
(Hong in sod., 2006; Leroueil in sod., 2008), zato so umetne fosfolipidne membrane
primeren sistem za §tudij interakcij med nanodelci in celiénimi membranami. Metode, s
katerimi je mogoCe ugotavljati, kako nanodelci reagirajo z umetnimi lipidnimi
membranami, so razlicne. Med pogosto uporabljane sodijo mikroskopske metode, s
katerimi opazujemo spremembo oblike umetnih lipidnih veziklov (npr. svetlobna
faznokontrastna mikroskopija), ter citotoksikoloske metode, ki S pomocjo fluorescenéne
mikroskopije temeljijo na ugotavljanju sprememb v prepustnosti lipidnega dvosloja. Z
analitskimi metodami sipanja X-zarkov lahko opazujemo strukturne znacilnosti umetnih
fosfolipidnih membran. Spektroskopske metode omogocajo tudi ugotavljanje prepustnosti
lipidnih veziklov (z uporabo razli¢nih polimerov in barvil). Primerna metoda za Studij
interakcij med membranami in makromolekulami je tudi povrSinska plazmonska resonanca

(tip spektroskopske metode) in mnoge druge.
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Izbira metod za proucevanje interakcij med ucinkovinami in lipidnimi membranami je
pogojena s pricakovanim tipom interakcije. V primeru nanodelcev $e ni povsem jasno,
kako reagirajo z lipidnimi membranami. Najverjetneje gre za vec tipov interakcij, med
katere sodijo strukturne spemembe lipidnega dvosloja, mehanske poskodbe lipidnega
dvosloja, spremembe v razmerju med povrSino in volumnom in podobno (Lipowski in
Dobereiner 1998; Kralj-Igli¢ in sod., 2002; Leroueil in sod., 2008; Wang in sod., 2008).

V okviru diplomskega dela smo se prouCevanja interakcij nanodelcev z lipidnimi
membranami lotili s faznokontrastno mikroskopijo, z analitsko metodo sipanja X-zarkov

SAXS, z metodo povrsinske plazmonske resonance ter s citotoksi¢nimi metodami.

1.1 HIPOTEZA

Nase hipoteze so:

e nanodelci reagirajo z umetnimi fosfolipidnimi membranami in lipidnimi
membranami tako, da povzrocijo strukturne spremembe membran in vplivajo na
njihovo destabilizacijo;

e nanodelci z razlicno povrsSino in enako kemijsko sestavo razli€no reagirajo z
lipidnimi membranami;

e interakcije, ugotovljene v sistemih z lipidnimi vezikli, je mogoce potrditi tudi v

sistemu semi in vitro z izoliranim organom in s poskusom in vivo.

1.2 NAMEN IN IZHODISCA

Nameni naSe naloge so:
e ugotoviti primernost izbranih metod za ugotavljanje interakcij med nanodelci in
lipidnimi membranami;
e ugotoviti, katere so tiste lastnosti nanodelcev, ki vplivajo na njihovo aktivnost oz.
biolosko inertnost;
e primerjati uc¢inek nanodelcev na lipidne vezikle in na celice v izoliranem tkivu v

sistemu semi in vitro ter s poskusom in vivo.
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1.3 PRICAKOVANI REZULTATI

Pri¢akujemo, da bodo razliéni nanodelci razlicno reagirali s POPC-lipidnimi vezikli. Iz
tega bomo sklepali na lastnosti nanodelcev, ki so klju¢ne pri njihovi bioloski reaktivnosti.
Pri¢akujemo, da bodo delci z razli¢no povrsino, a enako kemijsko sestavo delca, razli¢no
reagirali s fosfolipidnimi membranami. Pricakujemo, da bodo tisti delci, ki bodo reagirali z
umetnimi lipidnimi membranami, reagirali in u¢inkovali tudi na celice v sistemu semi in

vitro ter in vivo.

Pri¢akovani rezultati bodo prispevali k uspesnejsi aplikaciji nanodelcev in zmanjSevanju

njihovih nezelenih u¢inkov.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 NANOTEHNOLOGUA

Nanotehnologija za mnoge predstavlja naslednji logi¢ni korak v znanosti, ki povezuje
inZeniring z biologijo, kemijo in fiziko. Nanotehnologija je znanstvena disciplina, ki gre

prek meja miniaturizacije, kjer veljajo nova pravila (Borm in sod., 2006).

Nanotehnologijo je Subcommittee on Nanoscale Science, Engineering and Technology of
the Office of Science and Technology definiral kot » Znanstveno raziskovanje in tehnoloski
razvoj na atomskem, molekulskem ali makromolekulskem nivoju, v okvirnem velikostnem
rangu 100 nm. Nanotehnologija bistveno doprinese k razumevanju pojavov in materialov
nanometrskih velikosti ter k proizvodnji in uporabi struktur, naprav in sistemov z novimi
lastnostmi in funkcijami, nastalimi kot posledica njihove majhne velikosti. Te nove
lastnosti in funkcije se razvijejo pri kritiéni velikosti snovi, tipi¢no pod 100 nm.
Nanotehnolosko raziskovanje in razvoj vkljucujeta integracijo struktur nanometrskih
velikosti v sestavine, sisteme in strukture vecje velikosti. Znotraj teh ve¢jih sestavov pa
ureditev in konstrukcija sestavnih elementov ostane na nanometrski velikostni skali.«
(Dreher, 2004, cit.po National Research Council, 2002).

Podro¢je nanotehnologije lahko razdelimo v tri glavne segmente; to so materiali, orodja in
naprave. Izraz nanomateriali opisuje materiale, ki imajo vsaj eno dimenzijo v rangu od 1
do 100 nm. Vkljucujejo nanodelce, nanovlakna in nanocevke, kompozitne materiale ter
nano-strukturirane povrsine. Nanodelci so definirani kot posamezni delci s premerom,
manjSim od 100 nm. Nanovlakna uvr§¢amo v podrazred nanodelcev, ki imajo dve
dimenziji manjsi od 100 nm, tretja (osna) pa je mnogo vecja (vkljucujejo tudi nanocevke).
Nanoorodja so orodja in tehnike za sintezo nanomateriala, rokovanje z atomi, izdelavo
nanonaprav ter za merjenje in karakterizacijo materialov in naprav nanometerske velikosti.

vvvvv

biotehnologijo (Borm in sod., 2006).

Z nastopom nanotehnologije razli¢ni vidiki uporabe nanodelcev hitro napredujejo.
Prednosti nanotehnologije druzba in ekonomija s pridom izkoris¢ata v okviru strukturnega

inZeniringa, industrije, elektronike, optike, potro$niskih produktov, alternativne energije,
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remediacije prsti in vode ter medicinske uporabe v terapevtske in diagnosti¢éne namene ali
kot sredstvo za prenos zdravilnih u€inkovin. Mozni toksi¢ni u¢inki nanodelcev na zdravje

ljudi so v veliki meri $e neraziskani (Gwinn in Vallyathan, 2006; Drobne, 2007).

Potencial nanodelcev na vseh teh podrocjih je izjemno velik in pricakujemo, da bo njihova
uporaba v prihodnje Se nara$cala. S pojavom Siroke uporabe nanodelcev pa se porajajo tudi

potencialni kvarni uc¢inki nanodelcev neposredno na bioloske sisteme.

2.2 NANODELCI - LASTNOSTI IN UPORABA

Lastnosti nanodelcev se dokazano razlikujejo od materialov enake kemijske sestave, a z
vecjo maso. Nove, neobicajne lastnosti pridejo do izraza pri velikosti delcev pod 100 nm,
saj se ob zmanjsani velikosti delca poveca Stevilo atomov na povrsini glede na prostornino
in tako delci nanometrskih velikosti postanejo reaktivnejSi. Nekateri pa nanodelce
klasificirajo tudi kot fine delce, velike do priblizno 200 nm, in ultrafine, ki so manjsi od

100 nm (Drobne in Kralj-Igli¢, 2009; Koehler in sod., 2008).

Gwinn in Vallyathan (2006) nanodelce definirata kot proizvedene strukture s polmerom,
manj$im od 100 nm, ustvarjene s kemi¢nim in/ali fizikalnim procesom in s specifi¢nimi

lastnostmi, ki se pri makrometrskih dvojnikih po sestavi ne kazejo.

Nanodelci se vedno SirSe uporabljajo v prehrambni industriji, medicini, prometu in tudi
vesoljski tehnologiji. Ena izmed moznih uporab nanodelcev pa je tudi v kozmeti¢nih
izdelkih, kjer delujejo kot prenasalci u¢inkovin za vlaZenje, ali v Samponih, detergentih in
za8Citnih kremah proti soncu (Borm in sod., 2006). S pomocjo nanodelcev se izboljSujejo
lastnosti Ze poznanih materialov ali pa iz njih izdelujejo materiale s popolnoma novimi
lastnostmi. V prihodnosti bo uporaba nanodelcev v medicinske namene, kot so klini¢ne

terapije, diagnostika in taréno usmerjanje zdravil, Se narascala (Gwinn in Vallyathan,
2006).

Pomembno vlogo pri preuc¢evanju ucinkov nanodelcev na bioloske sisteme ima dolocitev
povrsinskih lastnosti nanodelcev. Ob zmanjsani velikosti delca se Stevilo atomov na
povrsini poveca glede na prostornino delca. Rezultat tega je veéja reaktivnost delcev

nanometrskih velikosti in s tem, gledano s staliS§¢a uporabnosti nanodelcev, bolj uc¢inkovita
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kataliza. Z medicinskega vidika pa reaktivne skupine na povrsini delca laZje modificirajo
bioloske ucinke. Suspendirani v plinu ali tekoCini imajo, odvisno od koncentracije in
kemijske sestave medija, tendenco tvorjenja aglomeratov in agregatov (Borm in sod. 2006;
Skebo in sod., 2007).

Nanodelci lahko nastanejo pri naravnih procesih (izbruhi vulkanov, erozija, vodni aerosoli)
ali pa so rezultat cloveskega delovanja, kot je izgorevanje biomase in fosilnih goriv,
proizvodnja materialov, promet, gradbenistvo itd. Nanodelce lahko v teoriji proizvedemo
iz skoraj vsake kemikalije, vendar danes ve¢inoma uporabljamo nanodelce, narejene iz
prehodnih kovin, silikona, ogljika (ogljikove nanocevke z enojno steno, fulereni) in
kovinskih oksidov (cinkov dioksid in titanov dioksid). Proizvedeni nanodelci imajo
specifi¢ne fizikalno-kemijske znacilnosti in povrsinske ovoje, ki jim prinesejo edinstvene
in zelo zazelene elektri¢ne, termi¢ne in mehanske lastnosti na medicinskem, komercialnem
in okoljskem podroc¢ju. Proizvodeni nanodelci se uporabljajo na zelo razli¢nih podrogjih,
vendar ostajajo mnoga vpraSanja o njihovem nadaljnjem razvoju in aplikaciji Se
nepojasnjena (National Research Council, 2002; US Environmental Protection Agency,
2003; Masciangioli in Zhang, 2003; Dreher 2004; Borm in sod., 2006; Nel in sod., 2006;
Nikulainen in Palmberg, 2010).

2.3 INTERAKCIJE MED NANODELCI IN BIOLOSKIMI SISTEMI

Mnogi avtorji zakljucujejo, da prve interakcije med nanodelci in celicami potekajo na
membrani (Leroueil in sod., 2007; Verma in Stellacci, 2010). Obstaja veliko
eksperimentalnih dokazov, da je interakcija nanodelcev s celiénimi membranami
intenzivna in da imajo razliéni nanodelci mocan potencial razbitja celicnih membran
(Leroueil in sod., 2008). Eden od nezelenih u¢inkov nanodelcev na bioloske sisteme pa je

njihova potencialna strupenost.

Nekateri avtorji menijo, da nanodelci povzroc¢ijo povrsinske rekonstrukcije membranskih
fosfolipidov oziroma lahko fizi¢no razbijejo strukturo lipidnega dvosloja, da lahko na
destabilizacijo membrane delujejo prek oksidoredukcijskih  procesov oziroma
elektronskega prenosa ali pa da je ucinek nanodelcev na membrano posledica odtapljanja
toksi¢nih elementov nanodelcev (Hong in sod., 2006; Wang in sod., 2008). Nanodelci se

na membrano lahko adsorbirajo, lahko pa s formacijo lukenj, tanjSanjem membrane in
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lipidno peroksidacijo zmanj$ajo njeno integriteto (Mecke in sod., 2005; Hong in sod.,
2006; Zang in Granick, 2006; Ginzburg in Balijepalli, 2007; Leroueil in sod., 2007).
Nekateri drugi avtorji (Verma in Stellacci, 2010) pa predvidevajo, da nanodelci ob
kontaktu s celicno membrano z endocitozo vstopijo v citosol, kar velja tudi za fulerene.
Nedavne razprave poro¢ajo o ucinkih nanodelcev in vivo in in vitro (Leroueil in sod.,
2007) na stabilnost membrane in oblikovanje por. Izraz luknja ali pora se lahko nanaSa na
vrsto strukturnih sprememb, ki vodijo v povecano prepustnost membran, od oblikovanja

dejanskih lukenj do manjsih sprememb v sestavi, ki povecajo difuzijo skozi membrano.

Predlagani so razliéni mozni mehanizmi, kako nanodelci povecajo prepustnost membran
(Unfried in sod., 2007). Permeabilnost membrane se lahko poveca zaradi zmanjSane
gostote membranskega materiala (lipidi, proteini, holesterol, itd.), mozZen pa je tudi fazni
premik membranskih lipidov iz tekoCega kristalnega stanja v stanje gel, ¢emur sledi

povecéana prepustnost membrane za ione (Antonov in sod., 1980, 2007).

Studije in vitro so pokazale, da nanodelci sprozijo nastanek prostih kisikovih radikalov, ki
poskodujejo celice. Poleg tvorbe reaktivnih kisikovih spojin se lahko pojavi tudi
oksidativni stres, vnetje, sprememba delovanja mitohondrijev, denaturacija proteinov,
poskodbe DNA in druge. Znani so tudi primeri pojava tumorjev (Borm in sod., 2006; Nel
in sod., 2006).

Druge studije (Lipowsky in Dobereiner, 1998) predpostavljajo, da nekateri nanodelci v
dispergirani obliki ne preckajo membrane, temvec¢ se nanjo le adsorbirajo in s tem sprozijo
razli¢ne stopnje spontane ukrivljenosti membran. Leroueil in sod. (2007) pa so opazili, da
nanodelci neselektivno prehajajo skozi celiéne membrane, kar postavljajo kot kljuéni

element pri oblikovanju kemoterapevtskih agensov.

NovejSe studije potrjujejo (Drobne in Kralj-Igli¢, 2009), da so interakcije nekaterih
nanodelcev z bioloskimi sistemi v veliki meri povezane z njihovo povrsSinsko reaktivnostjo,
kar pomeni, da imajo reakcije med povrSino delca in celiéno membrano vecjo tezo kot
jedro delca ali velikost, torej povrSina delca per se (sama po sebi) vpliva na razvoj
(cito)toksi¢nih odzivov (Warheit in sod., 2007a, 2007b).
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24 METO[?E ZA PROUCEVANIJE INTERAKCIJ MED NANODELCI IN
BIOLOSKIMI MEMBRANAMI

Izbira metod za proucevanje interakcij med ucinkovinami in lipidnimi membranami je
pogojena s pricakovanim tipom interakcije. V primeru nanodelcev Se ni povsem jasno,
kako reagirajo s fosfolipidnimi membranami. Za S$tudije moznih interakcij je bilo
uporabljenih veliko razli¢nih metod. V okviru mikroskopskih metod uporabljajo, poleg
svetlobne faznokontrastne in fluorescentne mikroskopije, tudi mikroskopijo na atomsko
silo, konfokalno mikroskopijo, transmisijsko elektronsko mikroskopijo, elektronsko

paramagnetno resonanco idr.

Veliko raziskovalnih skupin se ukvarja z opazovanjem liposomov in vpliva nanodelcev na
membrane s svetlobnim faznokontrastnim mikroskopom (Drobne in Kralj-Igli¢, 2009).
Pogosto uporabljene so tudi razlicne spektrofotometricne metode. Lahko opazujemo
spremenjeno prepustnost membran za razline polimere in barvila kot posledico
destabilizacije membran (Banaszak, 2009), npr. z merjenjem koli¢ine spros¢enega
fluorescentnega barvila (npr. kalceina) iz veziklov. Z metodo sipanja X-zarkov pod
majhnim kotom (SAXS - Small Angle X-ray Scattering, ang.) je mogoce opazovati
strukturne znacilnosti fosfolipidnega dvosloja pri umetnih fosfolipidnih veziklih. Z
razlicnimi metodami je bilo ugotovljeno, da imajo razli¢ni tipi nanodelcev razli¢no
sposobnost reagiranja z lipidnim dvoslojem. Z uporabo citotoksikoloskih metod je mogoce
vrednotiti potencialno kvarne u¢inke nanodelcev na bioloske sisteme, ki posledi¢no lahko

vodijo v destabilizacijo in permeabilizacijo celiénih membran.

Zelo primeren sistem za Studije u€inkov razli¢nih substanc na celicne membrane so umetne
fosfolipidne membrane. Pripravimo jih enostavno s formacijo fosfolipidnih vezikov v
vodni suspenziji, sestavo membrane pa do neke mere lahko kontroliramo. Umetne
membrane so manj heterogene kot celicne membrane in se tako lazje osredotocimo le na

dolo¢en predmet proucevanja (Peetla in sod., 2009).

2.4.1 Metode, uporabljene v nasi Studiji

Za natancno informacijo o interakciji nanodelcev z lipidnimi membranami so potrebne
Studije in vitro in tudi in vivo, prilagojene edinstvenim lastnostim nanomateriala. Lipidni

vezikli predstavljajo zelo pomemben model za proucevanje fizikalnih, kemijskih in



Drasler, B. Vpliv nanodelcev Cg in CoFe,0,4 na umetne fosfolipidne membrane.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

elektricnih lastnosti bioloSkih membran, saj jih lahko opazujemo s svetlobnim
mikroskopom in so v enakem velikostnem razredu kot celice (Pavli¢ in sod., 2010), torej

so nedvomno ustrezen sistem za Studije interakcij nanodelcev s fosfolipidnim dvoslojem.

S faznokontrastno mikroskopijo je mogoce opazovati spremembe oblike in velikostne
porazdelitve orjaskih unilamelarnih veziklov (GUV — Giant Unilamellar Vesicles, ang.) po

dodatku suspenzij razli¢nih ué¢inkovin, npr. nanodelcev.

Z analitsko metodo sipanja X-zarkov pod majhnim kotom (SAXS) je mogoce opazovati
strukturne znacilnosti multilamelarnih veziklov (MLV — Multilamellar Vesicle, ang.), kot
so debelina lipidnega dvosloja, razdalja med lipidnimi dvosloji znotraj multilamelarnega
vezikla, urejenost lipidnih dvoslojev itd., po inkubaciji veziklov v suspenzijah razli¢nih

nanodelcev.

Metoda povrsinske plazmonske resonance (SPR — Surface Plasmon Resonance, ang.) se
uporablja za vrednotenje kineti¢nih lastnosti interakcij med molekulami, med drugim tudi

za Studije interakcij med neko u€inkovino in fosfolipidnimi membranami.

Citotoksi¢ne metode lahko uporabimo za preverjanje rezultatov Studij in vitro na umetnih
fosfolipidnih membranah. Raki enakonozci so se izkazali kot zelo ustrezen organizem v
razli¢nih citotoksikoloskih Studijah (Drobne, 1997). Omogocajo nam izvedbo poskusov

semi in vitro s prebavno zlezo, kot tudi $tudij in vivo z oralno izpostavitvijo nanodelcem.
2.4.1.1 Mikroskopske metode

2.4.1.1.1 Faznokontrastna svetlobna mikroskopija in GUV-i

Proucevanje dinami¢nega spreminjanja oblik fosfolipidnih veziklov pod razli¢nimi
drazljaji je zelo zahtevno (Markvoort in sod., 2006; Yu in Granick, 2009) in za tovrstne
Studije je svetlobna mikroskopija neobhodno potrebna. Med svetlobno mikroskopskimi
metodami je Se posebej uporabna faznokontrastna svetlobna mikroskopija, ki deluje na
osnovi razli¢ne optiéne gostote vzorca. Stevilni avtorji proudujejo posamezne vezikle ali
manjSe skupine veziklov. Nedavno pa so Zupanc in sod. (2010) zaceli proucevati

spremembe oblike lipidnih veziklov z opazovanjem celotne populacije veziklov.
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2.4.1.1.2 Fluorescen¢na mikroskopija in citotoksikoloska metoda diferencialnega barvanja
AO/EB
2.4.1.1.2.1 Ocenjevanje permeabiliziranosti celi¢nih barvil v poskusih semi in vitro

ter in vivo

Izopodni raki so primeren nevretencarski model za izvedbo Stevilnih fizioloskih,
histoloskih in citoloskih Studij (Drobne 1997). Mednje sodijo tudi Studije strupenosti
kemikalij in v zadnjem casu nanodelcev (Drobne in sod., 2007). Kopenske rake
enakonoZce (Isopoda, slika 1) najdemo v vlaZznih rasti§¢ih v blizini ¢lovekovih bivalis¢.

Hranijo se z razpadlim organskim materialom in so pomembni dekompozitorji.

Slika 1:Kopenski rak enakonozec.

Studije strupenosti pogosto vkljutujejo raziskave sprememb v zgradbi in delovanju
prebavnih zlez, ki prve pridejo v stik z zauzitimi kemikalijami. Prebavni sistem kopenskih
rakov enakonozcev je sestavljen iz prebavne cevi in prebavne Zleze (hepatopankreasa),

sestavljene iz dveh parov cevk (slika 2).
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a) b) c)

Slika 2: Prebavni sistem modelnega organizma (P. Scaber).

a) skica raka enakonozca (Porcellio scaber), b) skica prebavnega sistema raka P. scaber, ¢) mikrografija
vrsticne elektronske mikroskopije ene cevke hepatopankreasa, d) mikrografija vrsticne elektronske
mikroskopije posameznih celic apikalnega dela prebavnih Zlez (ena celica je oznaCena), e) pre¢ni prerez

prebavne zleze, narejen s svetlobno mikroskopijo (ena celica je oznacena) (Valant, 2010: 28 ).

Metoda diferencialnega barvanja z akridin oranzn/etidijev bromidom (AO/EB) je v
razliénih Studijah in vitro zelo priljubljena za ovrednotenje destabilizacije celi¢nih
membran razli¢nih tipov celic. Nedavno so Valant in sod. to metodo preoblikovali tako, da
je primerna tudi za ocenjevanje membranske stabilnosti celotnega tkiva. Metoda temelji na
razli¢ni prepustnosti celiénih membran za obe barvili, kar se pokaze v razlicno obarvanem
jedru. Akridin oranz prosto prehaja skozi poSkodovane in neposkodovane membrane,
medtem ko so za etidijev bromid prepustne le destabilizirane membrane. V celici obe
barvili potujeta v jedro in se specificno vezeta na DNK. Jedra celic z intaktnimi

membranami imajo po dodatku obeh barvil zeleno obarvano jedro, saj je v celice vstopil le



12

Drasler, B. Vpliv nanodelcev Cg in CoFe,0,4 na umetne fosfolipidne membrane.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

akridin oranz. V celice s poskodovanimi celi¢nimi membranami pa preideta obe barvili,
vendar pri ekscitacijski valovni dolzini od 450 do 490 nm in emisiji 515 nm prevlada

ucinek etidijevega bromida, ki jedra obarva rdece (Novak, 2009; Valant, 2010).
2.4.1.2 Analitska metoda sipanja X-zarkov pod majhnim kotom (SAXS)

Metoda SAXS je nedestruktivna tehnika sipanja rentgenskih zarkov, ki omogoc¢a dolo¢itev
strukturnih podrobnosti snovi v rangu od 10A do 1000 A oziroma od 1 nm do 100 nm
(Glatter in Kratky, 1982; Guinier, 1963; Koch in sod., 2003). SAXS je zelo $iroko
uporabljena metoda v razli¢nih S$tudijah bioloskih struktur, predvsem za strukturne
raziskave tekocCih koloidnih sistemov. Najpogosteje se prouc¢uje molekulske agregate, kot
so lipidne membrane, ter razlicne makromolekule. Metoda SAXS temelji na elastiénem
sipanju X-zarkov (valovna dolzina od 0,1 do 0,2 nm). Lastnosti teh X-zarkov, sipanih s
povrsine vzorca, so pogojene s kontrastom, nastalim zaradi razliéne specifi¢ne gostote
elektronov v vzorcu oziroma zaradi nehomogene povrSine vzorca v nanometrski skali.
Tipi¢ni kot sipanja je zabeleZzen v velikostnem rangu od 0.1 do 10°. SAXS nam poda
informacije o velikosti in obliki nanodelcev, omogoca pa nam tudi rekonstrukcijo notranje

nanostrukture urejenih materialov (Glatter in Kratky, 1982).

V in$trumentu SAXS je monokromati¢ni snop X-Zarkov usmerjen do vzorca, od katerega
se nekaj X-zarkov sipa, medtem ko se ve¢ina fotonov adsorbira, ali pa jih gre skozi vzorec
brez interakcije s snovjo. Detektor zabelezi vzorec sipanih X-zarkov, iz katerega dobimo

informacije o strukturi vzorca.

Vzorec sipanja svetlobe, dobljen z metodo SAXS, prikazuje intenziteto sipanja kot
funkcijo kota sipanja (26). Vendar intenziteto sipanja pogosteje opiSemo kot funkcijo
sipalnega vektorja. Prednost slednjega parametra je, da je neodvisen od uporabljenega vira
X-zarkov, saj je normaliziran z valovno dolzino X-zarkov (4). Sipalni vektor lahko v
sploSnem  opredelimo z dvema  definicijama, imenovanima  in  S:

q=27s=4x-sin(@)/ 1.
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2.4.1.3 Povrsinska plazmonska resonanca

Povrsinska plazmonska resonanca (SPR) je postala ena izmed najpomembne;jsih tehnik za
proucevanje interakcij med dvema molekulama. Vecina raziskovalcev to metodo uporablja
za Studije interakcij med dvema proteinoma, v zadnjem Casu pa se uporablja tudi za
proucevanje interakcij proteinov z membranami. Biosenzorji, ki temeljijo na povrSinski
plazmonski resonanci, se uporabljajo za kvalitativno in kvantitativno karakterizacijo
kinetike Sirokega spektra makromolekulskih interakcij. Z refraktometri je mogoce izmeriti
hitrost asociacije in disociacije ter afiniteto interakcij med molekulami. Potek odziva
spremljamo na senzorgramu, t.j. krivulji, ki prikazuje spremembo intenzitete svetlobe v
Casu (slika 3) (Myszka, 1997; Podlesnik-Beseni¢ar in Anderluh, 2010).
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Slika 3: Faze SPR-eksperimenta.

V fazi asociacije (2) se analit veZe na ligand, kar se kaze kot porast signala na senzorgramu. Na zgornjih
slikah je ligand del protitelesa (rdece), analit pa je nek antigen (modro). Ligand je vezan na senzorski Cip
(rumeno) z vmesnikom (zeleno). Ob zasedenosti vseh vezavnih mest, pride do zasi¢enja in odziv se ustali pri
neki vrednosti (3). Ob prenchanju vbrizgavanja vzorca preko senzorskega Cipa, pride do disociacije (4),
takrat se analit poCasi odceplja z liganda. Na koncu poskusa (5) je na senzorskemu ¢ipu vezan le ligand in
odziv je enak kot na zacetku (1). Iz faze asociacije in disociacije lahko dolo¢imo, kako hitra je vezava, iz faze
ravnotezja pa lahko sklepamo na to, koliko analita je vezanega na senzorski Cip (http://web.bf.uni-
Ij.si/bi/sprcenter/Tehnologija.html).
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Opti¢ni biosenzorji Se niso zelo pogosto uporabljani v Studijah biologije membran, vendar
bi rezultati eksperimentov lahko prispevali pomembne kvalitativne in kvantitativne
informacije o interakcijah razlicnih molekul z membranskim dvoslojem (Podlesnik-
Besenic¢ar in Anderluh, 2010). Objav o uporabi te metode za Studije interakcij med

nanodelci in fosfolipidnim dvoslojem nismo zasledili.

2.5 LIPIDNI VEZIKLI

Umetne fosfolipidne membrane so zelo primeren sistem za Studije uéinkov razli¢nih
substanc na membrane. Pripravimo jih enostavno s formacijo fosfolipidnih vezikov v vodni
raztopini, sestavo membrane pa do neke mere lahko kontroliramo. Umetne membrane so
manj heterogene kot celiéne membrane, zato se laZje osredotocimo le na dolocen, izbran
mehanizem. Pripravimo lahko vezikle z razli¢no lipidno sestavo, okoljsko raztopino pa je
mogoce spreminjati z dodajanjem razli¢nih snovi, npr. s suspenzijo nanodeclev (Drobne in

Kralj-Igli¢, 2009).

Med najpogosteje uporabljene lipide sodijo:

e 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).

Stevilne znanstvene $tudije obravnavajo spreminjanje oblike in velikosti lipidnih veziklov
(Moona in sod. 1998; Bagatolli, 2000). Vecina raziskovalnih skupin se ukvarja s
prou¢evanjem konformacijskih sprememb veziklov, kot na primer preferen¢ne oblike
veziklov, spremembe ter fluktuacije oblik (Lipowsky, 1991; Mathivet in sod., 1996;
Svetina in Zeks, 2002; Arriaga in sod., 2010).

Lipidni vezikli so zelo prilagodljive strukture z visoko raznolikostjo oblik. Ze majhne
asimetricne spremembe V lipidnem dvosloju se lahko izrazijo kot moc¢no spontano
ukrivljanje membrane, kar vpliva na preoblikovanje veziklov. Vezikli sfericne oblike se

pogosto preoblikujejo v prolatno elipsoidno obliko, hruskasto, casasto ali diskocitno
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oblikovane vezikle ter v vezikle z brsti (Lipowsky, 1991; Hotani in sod., 1999; Markvoort
in sod., 2006). Transformacija poteka postopoma v zaporednih fazah po eni od ustaljenih
transformacijskih poti in je do neke tocke lahko reverzibilna (Hotani in sod., 1999).
Razlika med osmotskim pritiskom med zunanjostjo in notranjostjo vezikla pa je gonilna
sila teh transformacij (Hotani in sod., 1999; Kralj-Igli¢ in sod., 2001). Transformacije oblik
veziklov se lahko med drugim pojavijo tudi zaradi kemijske modifikacije lipidov ter zaradi
fosfolipidnega flip-flopa (Kralj-Igli¢ in sod., 2001). Svetina in Zek§ (2002) poleg Ze
omenjenih oblik med drugim obravnavata tudi sfericne vezikle z invaginiranimi manj$imi
vezikli, zrcalno simetri¢ne vezikle v obliki cigar ter v obliki morskih zvezd. Markvoort in
sod. (2006) so v studiji opazili, da se vezikli neprestano spreminjajo iz ene v drugo
transformacijo, med elipsoidno, diskocitno, hurskasto in ¢asasto obliko, opazili pa so tudi

pogosto zlivanje dveh veziklov.

Kralj-Igli¢ in sod. (2001) so prvi¢ opazili transformacijo POPC-veziklov z dolgimi
tubularnimi izrastki, prek stopnje z valujo¢imi izrastki do kijasto (rockasto) oblikovanih
veziklov. V predhodnih S$tudijah je bilo ugotovljeno, da so orjaski vezikli po
elektroformaciji v raztopini sladkorjev povezani s tankimi in krhkimi tubularnimi
strukturami (Mathivet in sod., 1996), ki jih s svetlobnim faznokontrastnim mikroskopom
sprva ne opazimo. Po dolo¢enem ¢asu dolgi tanki tubularni izrastki postanejo vidni. Kralj-
Igli¢ in sod. (2001, 2002) predvidevajo, da so dolgi tubularni izrastki, ki so jih opazili z
enim koncem pritrjene na vezikle, le ostanki mrezaste tvorbe, nastale kot posledica
elektroformacije lipidnih veziklov v sladkorni raztopini. S¢asoma se izrastki kraj$ajo in
debelijo, videti so kot majhni brsti, ki so z materinskim veziklom povezani z ozkim
vratom, dokler se pocasi popolnoma ne vklju¢ijo v membrano vezikla. Babnik in sod.
(2003) so v studiji opazovali spontano krajSanje dolgega tubularnega izrastka vezikla do
oblikovanja vezikla z vkljuenimi endovezikli. Navajajo, da se kijasto (rockasto)
oblikovani vezikli nato preoblikujejo v vezikle ovalne oblike, cemur sledi oblikovanje

manjSega brsta v notranjosti vezikla.

Vecina eksperimetalnih dokazov 0 delovanju membran temelji na Studijah, izvedenih na
orjaskih unilamelarnih veziklih (GUV-ih) (Dd&bereiner, 2000; Dimova in sod., 2006).
Orjaski unilamelarni fosfolipidni vezikli (GUV-i) so s svojim povprecnim premerom od 1

do 100 um (Débereiner, 2000) v istem velikostnem razredu kot celice in dovolj veliki za
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opazovanje s svetlobnim mikroskopom, ki med drugim omogoca direktno sledenje
spreminjanju njihove oblike (Drobne in Kralj-Igli¢, 2009). GUV-i so lep modelni sistem za
proucevanje konformacij in interakcij dvodimenzionalnih povrSin v tridimenzionalnem

prostoru (Ddbereiner, 2000).

Multilamelarni vezikli so najpreprostejsi liposomi, ki se oblikujejo po mehanski disperziji
suhih lipidov v vodni raztopini. Sestavljeni so iz mnozice koncentri¢nih lipidnih dvoslojev,
vsak posamezni dvosloj je lo¢en z ozkim kanalom vodne raztopine. Urejena razporeditev
dvoslojev v multilamelarnih veziklih predstavlja idealen sistem za $tudije z uporabo X-
zarkov (Hope in sod., 1986).

Veliki unilamelarni vezikli (LUV — Large Unilamellar Vesicle, ang.) POPC so primeren
modelni sistem membrane za vezavo na senzorske Cipe in izvedbo meritev z opti¢nimi

senzorji v okviru povrsinske plazmonske resonance (Podlesnik-Besenic¢ar, Hodnik in
Anderluh, 2010).

2.6 NANODELCI, UPORABLJENI V NASEM DELU

Feromagnetni nanodelci in fulereni (Cgo) zaradi vsestranske uporabe, predvsem v
medicinske namene, spadajo med bolj proucevane nanodelce. O fulerenih, njihovih
lastnostih in delovanju je ze veliko znanega. Od odkritja molekule Cgo pred 25 leti Studije
lastnosti in delovanja teh nanodelcev potekajo zelo intenzivo, predvsem v smeri
biomedicinske aplikacije v terapevtske in diagnostiéne namene. Uporaba kobaltovo-
feritnih magnetnih nanodelcev v medicini za zdravljenje tumorjev v zadnjem ¢asu opazno
naras¢a. Kobaltovo-feritni nanodelci imajo zaradi svoje majhne velikosti zelo mocan
bioloski potencial za interakcije z lipidnimi membranami, fulereni pa so, poleg majhne
velikosti, hidrofobni, torej dobro topni v celi¢nih membranah. Prou¢evanje lastnosti obeh
tipov nanodelcev, fulerenov in kobaltovih feritov, postaja vedno bolj intenzivno, predvsem
v smeri moznih interakcij z bioloskimi sistemi na razlicnih organizacijskih ravneh in z
namenom izboljsati njihovo uporabnost (Jensen in sod., 1996; Pankhurst in sod., 2003;
Gyergyek in sod., 2008; Zi in sod., 2008; Bae in sod., 2009).
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2.6.1 Nanodelci CoFe,O4

Kobaltovo-feritni nanodelci (CoFe;04) so predstavniki skupine magnetnih nanodelcev.

Magnetni nanodelci se uporabljajo za namene:
e unic¢evanja tumorskih celic s hipertermijo;
e magnetskega shranjevanja podatkov;
e soncnih celic;
e senzorjev;
e invivo ter in vitro oznacevanja celic in lo¢evanja snovi s pomoc¢jo magnetov;
e ciljne dostave zdravil in

e povecanja kontrasta pri slikanju z NMR-tehniko idr.

Uporaba magnetnih nanodelcev v medicinske namene je Se posebno zanimiva, saj nanje
lahko vplivamo z magnetnim poljem ter jih spremljamo in upravljamo z njimi na daljavo
(Campelj in sod., 2006). Tako usmerjanje z distance v kombinaciji z u¢inkovitim $irjenjem
magnetnega polja po telesnih tkivih omogoca mnogo aplikacij teh delcev, vkljucujoc
transport in/ali imobilizacijo magnetnih nanodelcev ali z njimi oznacenih materialov po
telesu. Tako lahko sluzijo za usmerjeno dostavo zdravil ali skupkov radionuklidnih atomov
do tar¢nih tumorskih celic (Wilhelm in sod., 2003; Skumie, 2006; Gyergyek in sod. 2008;
Bae in sod., 2009).

Ena izmed najpomembnejsih aplikacij teh nanodelcev je zdravljenje tumorjev z magnetno-
tekocinsko hipertermijo. To je novejSa metoda za zdravljenje lokaliziranih in globoko
vsidranih malignih tumorjev, ki omogoca uni¢enje tumorskih celic s segretjem tkiva na
4146 °C. Proizvedeni nanodelci CoFe,O,4 imajo stehiometri¢no stabilno strukturo, ki zelo
zmanjsa neZelene stranske u¢inke med nanodelci in komponentami krvi. Bae in sod. (2009)
trdijo, da so sintetizirani kobaltovo-feritni delci primeren agens za izvedbo hipotermije in
vivo, saj po intravenozni aplikaciji delcev niso opazili tvorbe kakr$nih koli poskodb
intravaskularnega trakta ali strjevanja krvi (Wilhelm in sod., 2003; Skumie, 2006;
Gyergyek in sod. 2008; Bae in sod., 2009).
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2.6.2 CoFe,0O,—CA (z vezano citronsko kislino; negativno nabiti)

Vezava citronske kisline na nanodelce spremeni njihove povrSinske lastnosti, kar vpliva na
reaktivnost z bioloSkimi sistemi. Razli¢ni avtorji poro¢ajo, da poleg oblike in velikosti
nanomateriala interakcije s celiéno membrano dolo¢ajo predvsem kemijske funkcionalne
skupine na povrsini delcev. Ne le vrsta oziroma tip kemijskih skupin, ampak tudi njihova
relativna razporeditev na povrsini igrata pri tem klju¢no vlogo (Kumar-Gupta in Gupta,
2005; Verma in Stellacci, 2010).

Wilhelm in sod. (2003) ter Wang in sod. (2008) v studijah dokazujejo nespecificno
adsorpcijo nabitih nanodelcev na fosfolipidni dvosloj. Wang in sod. (2008) so z metodama
kalorimetrije in fluorescence ugotovili, da nanodelci na mestu adsorpcije povzrocijo
povrsinsko rekonstrukcijo membrane. Nanodelci z negativnim povrSinskim nabojem so
inducirali lokalno pretvorbo membrane iz tekocega v gel-stanje. V §tudiji predpostavljajo,
da se z vezavo nabitih nanodelcev lahko spremeni kot nagiba fostatidilholina, kar povzroci
spremembo (obrat oziroma preklop) lokalnega faznega stanja fosfolipidnega dvosloja.
Negativno nabiti nanodelci preferen¢no interagirajo z N*-koncem glave fosfatidilholina in
posledi¢no se poveca rigidnost oziroma zgoscenost lipidnih repov. Znano je, da se nabiti
nanodelci adsorbirajo na fosfatidilholinski del lipidnega dvosloja in tako liposomi ohranijo
svojo integriteto. Rezultati, dobljeni s fluorescenénim upodabljanjem (‘'imaging'), so
pokazali dinami¢no prostorsko porazdelitev nanodelcev po orjaskih unilamelarnih veziklih
(GUV-ih) brez agregacije nanodelcev, vsaj ne zaznavne s svetlobno mikroskopijo (Wang
in sod., 2008).

Wilhelm in sod. (2003) pa so v Studijah intracelicnega privzema anionskih
superparamagnetnih nanodelcev dokazali, da testirane celice linije HelLa privzamejo za tri
velikostne razrede ve¢ anionskih kot z dekstranom prekritih maghemitnih (Fe,O3, y-Fe,03)
nanodelcev. Razlagajo, da nespecifi¢no adsorpcijo anionskih nanodelcev na membrano
usmerjajo elektrostatske interakcije. Predvidevajo, da je zelo ucinkovit celi¢ni privzem
anionskih nanodelcev povezan z nespecificno adsorpcijo nanodelcev na plazmalemo
(zaradi elektrostatskih interakcij) ter z zdruzevanjem negativno nabitih nanodelcev na
kationskih mestih na plazmalemi. Slednje inducira lokalno nevtralizacijo membrane in

posledi¢no njeno ukrivljanje, kar vodi v olajSan vstop delcev v celico po endocitotski poti.



19

Drasler, B. Vpliv nanodelcev Cg in CoFe,0,4 na umetne fosfolipidne membrane.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Spremenjen povrSinski naboj nanodelcev vpliva tudi na druga¢no tvorbo agregatov. V
suspenzijah nanodelci tvorijo agregate v blizini izoelektricne tocke. Izoelektricna tocka je
vrednost pH, pri kateri je povrSinski naboj delcev v suspenziji enak ni¢ in ti agregirajo
zaradi Van der Waalsovih interakcij. Kadar je pH medija razli¢en od izoelektri¢ne tocke
nanodelcev, jih povrsinski naboj odbija, zato ne agregirajo. Na agregacijo pa vplivajo tudi
nekateri drugi abiotski dejavniki medija, npr. ionska jakost in prisotnost organskih molekul
(Valant, 2010).

Za uporabo v biomedicini morajo biti nanodelci predhodno obdelani s snovmi, ki jih
naredijo stabilne, biolosko razgradljive in nestrupene v fizioloSkih pogojih (Sadeghiani in
sod., 2005). Za medicinske namene se navadno uporabljajo v obliki suspenzij v
fizioloskem mediju na vodni osnovi. Nanodelci morajo ostati dispergirani v mediju tudi ob
ve¢jih spremembah v svojem okolju, kot so npr. spremembe v ionski moci in pH-vrednosti
medija (Campelj in sod., 2006). Pogosto uporabljeni materiali za pove¢anje kemi¢ne
stabilnosti suspenzije nanodelcev in preprecitev aglomeracije so dekstran, Skrob, albumin,
silikoni in polietilen glikol (Babes in sod., 1999; Lacava in sod, 2001), Kamruzzaman-
Selim in sod. (2007) pa so kot tovrstno snov uporabili laktobionsko kislino. Eden od
nacinov za preprecitev aglomeracije nanodelcev je priprava stabilne suspenzije z vezavo
citronske kisline na povrSino delca. Kislina, vezana na povrSini, sterino preprecuje
aglomeracijo nanodelcev, hkrati pa zagotovi na njihovi povrsini visok naboj, ki prispeva k
elektrostatski stabilizaciji suspenzije (elektrosteriena stabilizacija) (Campelj in sod.,

2006).

2.6.3 Fulereni (Cgo)

Lastnosti fulerenov, kot so majhna velikost (okoli 7 A; Kroto in sod., 1985), hidrofobnost,
tridimenzionalna oblika oz. sferi¢na struktura in prazna notranjost, ustvarijo idealne delce
za uporabo v medicini (Farré in sod., 2010). Zaradi svojih edinstvenih fotokemicnih,
elektrokemicnih in fizikalnih lastnosti so zanimiv predmet proucevanja za uporabo Vv
diagnostiki in za terapevtske namene zdravljenja raka, srénih, plju¢nih in krvnih bolezni.
Ze poznane mozne bioloSke aplikacije nanodelcev Cgy SO fotoinducirana encimska
inhibicija (cistein in serin proteinaze), protivirusna aktivnost, cepitev DNK, prenos
elektronov, ugotavljanje malignosti oziroma benignosti tumorjev in dolocanje obmocij

metastaz (“imaging probe, imaging agent”), antioksidantska aktivnost ter kot prenasalci
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zdravil (taksol). Zaradi sposobnosti absorbcije UV- in vidne svetlobe pa imajo moc¢an

potencial za povzrocitev fotodinami¢ne Skode na bioloskih sistemih (Jensen in sod., 1996;

Partha in Conyers, 2009).

PovrSina najstabilnej$e in najpogostejSe molekule Cgo je sestavljena iz 60 ogljikovih
atomov, oblikuje 60 linij in 32 ploskev, od tega jih je 12 pentagonalne in 20 heksagonalne
oblike (Kroto in sod., 1985). Cs-Cs enojne vezi oblikujejo petkotnike, Cs-Cg dvojne vezi pa
ustvarijo heksagonalno obliko (Partha in Conyers, 2009). Vseh 60 ogljikovih atomov pa

predstavlja mesto za vezavo razli¢nih kemijskih spojin (slika 4).

Slika 4: Shematski prikaz molekule Cgp.

Tocke predstavljajo ogljikove atome, linije pa enojne in dvojne vezi med atomi.

Zaradi svoje hidrofobne sestave se kopi€ijo v lipidnih strukturah, torej v celi¢éni membrani.
V vodnih raztopinah so slabo topni in imajo mo¢no tendenco tvorbe agregatov, velikih od
nekaj 10 do nekaj 100 nanometrov in ve¢ (Sivaraman in sod., 1992; Ruoff in sod., 1993;
Crane in sod., 2008). To bi zmanjsalo njihov potencial bioloske uporabnosti, vendar so
odkrili mnoge kemijske in supramolekularne pristope, s katerimi je mogoce izboljsati
funkcionalnost fulerenov (Jensen in sod., 1996; Da Ros in sod., 1999; Wilson in sod.,
2000). Z uporabo razli¢nih topil, z intenzivnim meSanjem ali s sonikacijo agregate lo¢imo,
da se oblikujejo manjsi skupki nanodelcev (Crane in sod., 2008; Spohn in sod., 2009).
Ravnotezje med zZelenimi terapevtskimi ucinki in potencialnimi toksi¢nimi efekti pa se
lahko vzpostavi tudi z biokompatibilnimi ovoji na molekulah, ki funkcionalizirajo fulerene
(Jensen in sod., 1996; Da Ros in sod., 1999; Wilson in sod., 2000) in s tem zelo povecajo

njihovo topnost v polarnih topilih (Partha in Conyers, 2009).
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Oberdorster (2004) navaja, da so fulereni hkrati zelo ucinkoviti usmerjeni prenasalci
zdravil, po drugi strani pa lahko zaradi svojega redoks potenciala poskodujejo lipidne
membrane. Mnoge S$tudije in vivo ter in vitro so pokazale, da fulereni povzrocajo
oksidativni stres, ki se najverjetneje pojavi zaradi lipidne peroksidacije, ki jo povzroci
delovanje prostih kisikovih zvrsti, katerih nastanek katalizirajo fulereni (Oberdorster,
2004; Sayes, 2007). Ti rezultati so v nasprotju z nekaterimi drugimi Studijami (Gharbi in
sod., 2005), ki ugotavljajo pozitivni vpliv fulerenov na bioloske sisteme. Merili so vpliv
Ceo na podganje ledvice po izpostavitvi in vivo in ugotovili, da so fulereni preprecili

delovanje prostih radikalov na tkivo ledvic.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MIKROSKOPSKE METODE

3.1.1 Faznokontrastna mikroskopija in GUVi

3.1.1.1 Priprava veziklov in preparatov za mikroskopijo

Orjaske unilamelarne fosfolipidne vezikle smo pripravili z elektroformacijo iz POPC (1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3 fosfatidilholin) in holesterola (vsi lipidi kupljeni pri Avanti
Polar Lipids Inc.) pri sobni temperaturi. Uporabljeni lipidi so bili raztopljeni v mesanici
kloroforma in metanola s koncentracijo 1 mg/mL. Pripravili smo me$anico POPC-lipidov
in holesterola (v volumskem razmerju POPC : holesterol = 4 : 1) in jo nanesli na par
platinastih elektrod. Elektrodi z nane$enimi lipidi smo dve uri pustili v vakuumu, da je
topilo izhlapelo, nato smo ju postavili v celico (dvomililitrska mikrocentrifugirka z
navojem), napolnjeno z 0,3 M raztopino saharoze. Elektrodi smo za 2 uri prikljucili na
izmeni¢no elektri¢no polje z amplitudo 5V/mm in frekvenco 10 Hz. Nato smo amplitudo in
frekvenco elektri¢ne napetosti v 15-minutnih intervalih postopoma zmanj$evali najprej na
2,5 V/Imm in 5 Hz, nato na 2,5 V/mm in 2,5 Hz, ter na 1 V/mm in 1 Hz. Nastale vezikle

smo obdali z ekvimolarno raztopino glukoze (povzeto po: Igli€ in sod., 2003).

Na vsako objektno stekelce smo odmerili 45 pL suspenzije veziklov. Na dva robova
krovnega stekelca smo nanesli silikonski gel, ki je sluzil za razmik med krovnim in
objektnim stekelcem. Dodali smo kapljico 5 pL-testne raztopine (nanodelci Cgp CoFe,04
in CoFe,O,—CA) in z gelom napolnili preostala dva robova krovnega stekelca; s tem smo
preprecili morebitno evaporacijo vzorca. V primeru kontrole smo namesto suspenzije

nanodelcev nanesli raztopino glukoze.
3.1.1.2 Priprava suspenzij nanodelcev in raztopin

Pripravili smo 0,3 M-raztopino saharoze v deionizirani vodi. Uporabili smo ze pripravljeno
5% raztopino glukoze za intravenozno uporabo (glukozna raztopina za intravenozno

infuzijo, Krka).
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Pod vodstvom dr. Darka Makovca so nam na Inititutu JoZzefa Stefana (1JS) pripravili
suspenzije kobaltovo-feritnih nanodelcev v fizioloski raztopini s koncentracijo 5 mg/mL

in fulrenov s koncentracijo Img/mL.
3.1.1.3 Postavitev eksperimenta in zajem mikroskopskih videoposnetkov

Na vsakem izdelanem mikroskopskem preparatu smo izbrali dva pasova zajema
videoposnetkov: P1 in P2 (slika 5), pri ¢emer je pas 1 blizje mestu nanosa testne suspenzije
nanodelcev ali kontrolne raztopine in tako je koncentracija testne substance na mestu P1
vi§ja. S tem smo lahko opazovali dinamiko spreminjanja veziklov v koncentracijskem
gradientu. Sirina vsakega videoposnetka je sovpadala s $irino vidnega polja mikroskopa pri
400-kratni povecavi, to je 190 um. Zajem posameznega posnetka s kamero smo izvedli s
sistemati¢nim premikanjem objektnega stekla od enega do drugega roba. Videoposnetke
smo izvedli takoj po nanosu testne suspenzije nanodelcev ali raztopine glukoze (0 minut)
in po 90 minutah. Uporabili smo faznokontrastni mikroskop (Nikon Eclipse TE2000-S),
priklju¢en na videokamero CCD, model XC -77 CE, Sony. Poskuse s fulereni in

kobaltovo-feritnimi nanodelci smo izvedli v dveh lo¢enih eksperimentih (eksperiment $t.6

in §t.7).
[45uTglukozne raztopine P2 P1 Dodano 5plraztopine
z lipidnimi vezikli P ali suspenzije
) o Kontrola (5%glukoza) mikroskop
7 * &kamera
Nano (CF) .
Nano (CF-CA) e
a smer

Slika 5: Priprava preparatov in zajem videoposnetkov s svetlobnim faznokontrastnim mikroskopom.

Shema ni v merilu. Z dovoljenjem prirejeno po: A new approach to analyze effect of nanoparticles on lipid

vesicles (Zupanc in sod., 2010: 5).

3.1.1.4 Analiza posnetkov in statisti¢na obdelava podatkov

V sodelovanju s strokovnjaki s podro¢ja racunalni$tva in informatike (Zupanc in sod.,
2010) smo analizirali spremembe populacije veziklov, inkubiranih v suspenziji
nanodelcev, v primerjavi s kontrolno skupino veziklov. Izbrali smo posnetke kontrol obeh

eksperimentov, in sicer takoj po dodatku glukoze in po 90 minutah, ter vzorce nanodelcev,
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Ceo, CoFe,04 in CoFeO,—CA po 90 minutah po dodatku suspenzije nanodelcev.
Videoposnetke, pretvorjene v mozaike slik, smo nato ro¢no segmentirali. VVsakemu veziklu
smo pripisali doloceno stopnjo transformacije oblike vezikla in s pomocjo racunalniskega
programa analizirali povprecni premer veziklov, skupno stevilo nesferi¢nih oblik veziklov

in $tevilo veziklov z obliko veriZice.

S Kolmogorov-Smirnovim tesom za dva vzorca (Massey, 1951) smo izra¢unali statisti¢éno
znacilne razlike v distribuciji povpre¢nih premerov sferi¢nih veziklov vseh testnih skupin v

primerjavi s kontrolno skupino (po 0 minutah).

3.1.2 Fluorescen¢na mikroskopija in dolo¢anje destabilizacije plazemske membrane z
metodo AO/EB

Metodo diferencialnega barvanja smo izvedli s poskusom semi in vitro z izoliranim

organom ter in vivo z oralno izpostavitvijo nanodelcem. Pri obeh poskusih smo analizirali

integriteto celic prebavne Zleze (hepatopankreas) modelnega nevretencarskega organizma

(Isopoda).

3.1.2.1 Izpostavitve nanodelcem (Cgp, CoFe204 in CoFe204—CA) in vivo ter dolo¢anje

permeabilnosti celiénih membran

V predelani metodi AO/EB (akridin oranZ/etidijev bromid) (Valant, 2010) smo modelni
organizem P. scaber oralno izpostavili raztopini meSanice nanodelcev in flurescenénih

barvil. Prebavna Zleza je bila v direktnem kontaktu z nanodelci.

3.1.2.1.1 Priprava suspenzij nanodelcev in raztopin

Na IJS nam je raziskovalna skupina pod vodstvom dr. Darka Makovca pripravila
suspenzije nanodelcev v fizioloski raztopini s koncentracijo suspenzije fulerenov 1 mg/mL,
20 mg/mL CoFe;0, (kobaltov ferit; v nevtralnem pH brez naboja) in 90 mg/mL CF-CA
(kobaltov ferit z vezano citronsko kislino; v nevtralnem pH z negativnim nabojem). Vse
kemikalije (AO/EB in detergente) smo raztapljali v fizioloski raztopini za P. scaber : 248
mM NaCl, 8 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM glukoza in 10 mM Tris v bidistilirani vodi
(Hagedorn in Ziegler, 2002; Valant, 2010). Suspenzije nanodelcev smo pred pripravo

mesanice z barvili red¢ili s fiziolosko raztopino za P. scaber na koncentracijo Img/mL.
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Za poskus smo pripravili zaloZzno raztopino 1 mg/mL fluorescencnih barvil AO in EB.
Pripravili smo mesanico obeh barvil ter nanodelcev oz. saponina (detergent; pozitivha
kontrola) ali fizioloske raztopine (negativna kontrola) v volumskem razmerju barvili :
ucinkovina = 2 : 3. Po red¢enju z barvili so bile naneSene kon¢ne koncentracije nanodelcev

600 ug/mL.

Pred izvedbo poskusa smo naredili tudi pozitivno kontrolo z detergentom. Pripravili smo
raztopino saponina (100mg/mL) v fizioloski raztopini.

3.1.2.1.2 Izvedba poskusa

Testnim zivalim (P. scaber) smo na usta nanesli mesanico barvil (AO/EB) in nanodelcev,
za vsak tip delcev smo poskus ponovili na $estih Zivalih. Sestim testnim Zivalim iz
kontrolne skupine pa smo na usta nanesli meSanico AO/EB in fizioloSke raztopine za P.
scaber. Pred nanosom smo zivali stehtali, na usta pa smo nanesli 1/10 volumna raztopine
(v uL) teze zivali (v mg), kar pomeni npr. 50 mg tezkemu izopodu smo ob vsakem nanosu
odmerili 5 pL raztopine. Raztopino smo nanesli trikrat z deset-minutnimi presledki. Deset
minut po zadnjem nanosu smo opravili sekcijo in izolacijo prebavnih Zlez. Posamezne
cevke hepatopankreasa smo previdno polozili v kapljico fizioloSke raztopine na objektnem
stekelcu in jih pokrili s krovnim stekelcem. Sveze preparate smo pregledali s
fluorescenénim mikroskopom (Zeiss Axioimager.Z1) in jih fotografirali. Z uporabo
ekscitacijskega filtra 450-490 nm in zapornega filtra 515 nm (filter set 09) smo videli
jedra, obarvana z AO in EB, z uporabo ekscitacijskega filtra 365 nm in zapornega filtra
397 (filter set 01) pa jedra, obarvana samo z EB (Valant, 2010).

3.1.2.1.3 Ocena stopnje permeabilizacije celiénih membran in statisticna analiza

Fotografije prebavnih zlez smo pregledali dvakrat v casovnem intervalu vsaj
Stiriindvajsetih ur. Stabilnost celicnih membran smo ocenili glede na koli¢ino jeder,
obarvanih z EB. Kadar celice prebavnih zlez niso imele jeder, obarvanih z EB (ali pa je bil
ta delez zelo nizek < 5 %), smo permeabiliziranost celiénih membran ocenili z 1. Kadar so
bila vsa jedra celic prebavnih zlez obarvana z EB, smo permeabiliziranost celi¢nih
membran ocenili z 9. Vmesne stopnje permeabilizacije (2-8) smo prilagodili delezu jeder,

obarvanih z EB. Za dolocanje statisticnih razlik med posameznimi skupinami smo
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uporabili Mann-Whitney test (program Statgraphics Plus 4.0 za Windows), pri stopnji
tveganja o = 0,05 oziroma o =0,01. Vrednosti, ki kaZejo na statisti¢éno znacilne razlike, so

tiste, ko so manjse ali od 0,05 ali od 0,01.

3.1.2.2 Izpostavitve nanodelcem CoFe204 in CoFe204 — CA semi in vitro ter dolocanje

permeabilnosti celicnih membran

3.1.2.2.1 Priprava suspenzij nanodelcev in raztopin

Uporabili smo enake suspenzije kobaltovo-feritnih nanodelcev (CoFe,O, in CoFe,04-CA)
in zalozne raztopine barvil AO/EB (s koncentracijo 1 mg/mL) kot je opisano v poskusu in
vivo (3.1.2.1). Uporabili smo naslednje koncentracije nanodelcev: 0 (kontrola); 0,1; 1; 10;
100; 1000 pg/mL. Vse nanodelce smo red¢ili v fizioloSki raztopini za P. scaber (Valant,
2010).

3.1.2.2.2 Izvedba poskusa

Opravili smo sekcijo testne Zivali (P. scaber) in izolirali prebavne zleze. Hepatopankreas
smo locili na posamezne cevke in te inkubirali v suspenzijah nevtralnih (CoFe;O4) in
negativno (CoFe,O, — CA) nabitih kobaltovo-feritnih nanodelcev. Po 18-urni inkubaciji
smo Zleze za pet minut namocili v meSanico barvil AO/EB ter naredili preparat za
mikroskopijo. Stopnjo permeabiliziranosti celicnih membran smo ovrednotili po postopku,
opisanem v poglavju 3.1.2.1.3. V enem poskusu smo naredili dve seriji koncentracij za oba
tipa nanodelcev in tako naenkrat pri vsaki skupini inkubirali 12 cevk prebavne zleze. S
CoFe,0,) smo poskus ponovili 4-krat, s CoFe,04-CA pa ham je iz dveh ponovitev poskusa

uspelo pridobiti 5 popolnih serij in dve dodatni kontrolni skupini.

3.2 ANALITSKA METODA SIPANJA X-ZARKOV SAXS

Poskuse smo izvedli v sodelovanju z dr. Michaelom Rappoltom na avstrijski
eksperimentalni postaji SAXS (‘Austrian SAXS beamline’) (Amenitsch in sod., 1998,
Bernstorff in sod., 1998) na 'Sincrotrone Trieste', ELETTRA.
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3.2.1 Priprava suspenzij veziklov in nanodelcev

Pripravili smo tri vzorce multilamelarnih veziklov, in sicer dve disperziji POPC-veziklov,
izpostavljeni nanodelcem CoFe,O, in CoFe,04-CA (v citronski kislini) in kontrolo (Cista

disperzija lipidov POPC).
3.2.1.1 Priprava multilamelarnih veziklov

V mikrocentrifugirko smo natehtali 12,5 mg POPC-lipidov (kupljenih pri Avanti Polar
Lipids Inc.) v prahu in dodali 100 pL destilirane vode, kar ustreza 10 % masnega deleza
lipidov v vodi. Vzorec smo eno uro pustili na sobni temperaturi in nato 5-10-krat dobro
premesali na vorteksu (od 1 do 2 minuti). Pri obeh vzorcih z nanodelci smo vzorec
pripravili po enakem postopku, le da smo zmesi lipidov in destilirane vode dodali 100 pL
suspenzije nanodelcev CoFe;04 ali Co Fe,O4-CA v 5% glukozi s koncentracijo 1mg/mL.
Vse mikrocentrifugirke z vzorci smo, preden smo jih ovili s parafilmom, prepihali s

teko¢im dusikom.

Uporabili smo suspenzije kobaltovo-feritnin nanodelcev (CoFe,O4 in CoFe;04-CA) s

koncentracijo 5mg/mL, pripravljene na IJS pod vodstvom dr. Darka Makovca.

3.2.2 Meritve SAXS

Kamera za detekcijo sipanja X-zarkov pod majhnim in ve¢jim kotom (SWAXS) je
opremljena s t.i. kolimacijo Kratky (Laggner in Mio, 1992; SWAXS, Hecus X-ray Systems
GmbH, Graz, Austria) in montirana na t.i. “sealed-tube” generator (Philips PW 1729,
Philips, Holland), ki funkcionira pri 2kW. Z volframovim selektorjem valovne dolzine
svetlobe je bila izbrana bakrova radiacija valovne dolzine A = 1,54 A (radiacija Cu-K,).
Linerani enodimenzionalni detektor (PSD 50-M, Hecus X-ray Systems GmbH, Graz,
Austria), obc¢utljiv na lokacijo sipane svetlobe, pokriva spremenljivko q (q = 4w Sin@ /A, A
je valovna dolZinA, 26 je kot sipanja) od 0,02 do 0,6 A™. Srebrov behenat, to je srebrova
sol z dolgoverizno karboksilno kislino (CHs-(CH3)20-COOAg), oblikuje lamelarne
strukture popolnoma brez vmesne plasti vode (z vrednostjo d = 58,38 A). Srebrov behenat
je difrakcijski standard, ki se uporablja za kalibracijo skale kotov izmerjene intenzitete
(Huang in sod., 1993).
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Za izvedbo meritev smo vzorec s suspenzijo multilamelarnin POPC-veziklov in
kobaltovo-feritnih nanodelcev nanesli v 1,0 mm stekleno kapilaro. Meritve smo izvajali pri
sobni temperaturi. Cas izpostavitve vzorca je bil dolo¢en na 1 uro. Od dobljenih rezultatov

smo odsteli sipanje svetlobe, nastalo zaradi vode in materialov kapilare.

3.3 POVRSINSKA PLAZMONSKA RESONANCA

Metodo povrSinske plazmonske resonance (SPR) smo izvedli v sodelovanju s katedro za
biokemijo pod vodstvom prof. dr. Gregorja Anderluha. V okviru Infrastrukturnega centra
za povrsinsko plazmonsko resonanco smo meritve opravili na refraktometru Biacore X s

pomocjo operaterke te naprave.

3.3.1 Priprava veziklov in suspenzij nanodelcev

POPC-lipide v prahu smo vzeli iz zamrzovalne skrinje, kjer so bili shranjeni na — 80° C, in
jih vsaj 10 minut pustili na sobni temperaturi (priblizno 22° C). V stekleno posodico z
navojnim pokrovom in teflonskim vlozkom smo natehtali od 10 do 20 mg lipidov v prahu.
Dodali smo tako koli¢ino topil (v razmerju kloroform : metanol = 3 : 1), da smo dosegli
kon¢no koncentracijo lipidov 100 mg/mL. Stekleni¢ko smo prikljucili na rotavapor za 4
ure, nato nezno prepihali z dusikom, steklenicko zatesnili s parafilmom in do uporabe
shranili na —20° C.

3.3.1.1 Priprava velikih unilamelarnih veziklov

Pred izvedbo poskusa na Biacore X smo v stekleno posodico z raztopljenimi POPC-lipidi v
mesanici kloroforma in metanola odmerili ustrezno koli¢ino pufra za lipide (za S mg POPC
smo odpipetirali 1 mL pufra) in steklena zrnca ter vse skupaj dobro premesali na vorteksu.
Suspenzijo lipidov smo iz steklene posodice prestavili v stekleno posodico, odporno na
zamrzovanje (kriovialka). lIzvedli smo 6 ciklov taljenja (3 minute v topli kopeli) in
zamrzovanja v tekoCem dusiku (10 sekund). Nastali multilamelarni vezikli so se
preoblikovali v velike unilamelarne vezikle (LUV-e) z izrivanjem (ekstruzijo) skozi 100
nm polikarbonatne membrane, zadostovalo naj bi 30 prehodov skozi membrano. Tako

nastali veliki unilamelarni vezikli so imeli povpre¢no velikost premera 100 nm.



29
Drasler, B. Vpliv nanodelcev Cg in CoFe,0,4 na umetne fosfolipidne membrane.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Koncentracijo lipidov v vzorcu smo dolocili z encimatskim kolorimetri¢nim testom. LUV-

e smo do zadetka dela na refraktometru Biacore X shranili na 4° C.

Kot delovni pufer smo uporabili mesanico 10 mM Tris—HCI, 150 mM NaCl (pH 7,4),
precejen skozi filter z 0,22um porami. Suspenzije nanodelcev Cgo (S koncentracijo 1
mg/mL), CoFe,O4 in CoFe,O4-CA (oboje s koncentracijo 5 mg/mL) so bile na 1JS pod
vodstvom dr. Darka Makovca pripravljene v 20 mM TRIS in 150 mM NaCl pufru.
Suspenzije nanodelcev Cgp, CoFe,0,4 in CoFe,04-CA smo redéili na koncentracije 1000

ug/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL in 125 pg/mL v delovnem pufru.

Poskus smo izvedli s filtriranimi suspenzijami nanodelcev skozi enak filter.

3.3.2 Delo z aparatom Biacore X

Delo na aparatu Biacore X smo izvajali po postopku, opisanem v Pravilih za delo z

aparatom Biacore X (http://web.bf.uni-lj.si/bi/sprcenter/Uporabno.html). Na senzorski ¢ip

tipa Biacore L1 smo nanesli suspenzijo velikih unilamelarnih veziklov v pufru s
koncentracijo lipidov 1 mg/mL. Loc¢eno smo nanesli suspenzije nanodelcev, najprej vse s
koncentracijo 1 mg/mL, nato pa Se s prefiltriranimi suspenzijami nanodelcev S

koncentracijo 0,2 mg/mL.

Izvedli smo tudi poskus vezave nanodelcev na desktranski matriks brez prisotnosti lipidnih
veziklov. Injicirali smo suspenzije nanodelcev Cgy, CoFe;,O4 in CoFe;O4-CA s
koncentracijami 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL in 125 pg/mL.


http://web.bf.uni-lj.si/bi/sprcenter/Uporabno.html
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4 REZULTATI

4.1 STRUKTURNE SPREMEMBE LIPIDNIH VEZIKLOV PO INKUBACJI Z
NANODELCI

4.1.1 SAXS
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Slika 6: Intenziteta sipanja svetlobe iz treh vzorcev kot funkcije sipalnega vektorja q.

Legenda: q = 2 pi/s; s = 1/d; d = razdalja od sredine enega do sredine drugega lipidnega dvosloja.

Slika 6 prikazuje intenziteto sipanja svetlobe iz nasih vzorcev v odvisnosti od sipalnega
vektorja. Krivulja na sliki predstavlja vzorce sipanja multilamelarnih veziklov POPC in
veziklov POPC, pripravljenih z nanodelci: POPC + CF (nevtralni CoFe,0,) in POPC +
CF-CA (negativno nabiti CoFe,O4-CA,; z vezano citronsko kislino). Na hotizontalni osi so
vrednosti sipalnega vektorja q (q = 2 n/d), vertikalna os pa predstavlja intenziteto sipanja
svetlobe iz vzorca. Vsi trije vzorci sipanja, to so kontrola (POPC; na sliki 6 oznaceno s
¢rno barvo) in multilamelarni vezikli POPC z nevtralnimi (POPC + CF; na sliki 6 modre
barve) in negativno nabitimi nanodelci (POPC + CF-CA; na sliki 6 rde¢e barve), so videti
zelo podobno. 1z enakih oblik krivulj na sliki 6 je razvidno, da multilamelarni vezikli, tudi

pripravljeni z nanodelci, ostanejo intaktni. Razdalja 'd" ostane enaka oziroma vrednosti
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ostanejo znotraj napake. Povpreéna razdalja (d = 65,5 A) ustreza debelini membrane s

priSteto vmesno plastjo vode.

Iz slike 6 je razvidno, da osrednja Sirina difrakcijskih vrhov vseh treh vzorcev ostane
nespremenjena, torej nanodelci niso vplivali na Stevilo dvoslojev v multilamelarnih

veziklih.

Intenziteta prvega vrha v razmerju do drugega (na tockah g; = 0.095 in g, = 0.190 A™)
ostane enaka pri vseh treh vzorcih, torej se debelina dvoslojev in hidracija vzorca po

dodatku suspenzije nanodelcev nista spremenili.

4.1.2 Svetlobna faznokontrastna mikroskopija in GUV

Ocenili smo, da je ve¢ kot 90 % vseh veziklov sferi¢nih (slika 7-a), drugi pa so v razli¢nih
fazah transformacije oblike veziklov z brsti (slike 7-b, 7-c, 7-d, 7-e), ali pa drugi tipi
nesferi¢nih oblik (slike 7-f, 7-g, 7-h).

krozni nekrozni

a b c d e f g h

O “ -

Slika 7: Oblike veziklov pri eksperimentu.

a — sferi¢ni vezikel; b, ¢, d in e so raz¢i¢ne transformacije oblike vezikla z brstom (b — dva sferi¢na vezikla
razli¢éne velikosti, ¢ — Kij ali rocka, d — dva sferi¢na vezikla priblizno enake velikosti, e — sferi¢ni vezikel s

tubo ali verizico), f — vezikel tubaste oblike, g — verizica, h — tuba z izrastki (avtor slike: Jernej Zupanc).

Slika 7-a prikazuje sferi¢ni vezikel, ki je najpogostejsa izvorna oblika veziklov. Oblike
veziklov na slikah 7-b, 7-c, 7-d in 7-e so razli¢ne stopnje transformacije oblike vezikla z
brstom. Slika 7-f predstavlja vezikel tubaste oblike. Na sliki 7-g je prikazan prolatni
(potegnjeni) vezikel z obliko verizice, ki je videti kot niz povezanih majhnih sferi¢nih
veziklov enake velikosti. Slika 7-h pa prikazuje tanko tubularno oblikovano strukturo z

izrastki, nastali kot posledica elektroformacije lipidnih veziklov v sladkorni raztopini.
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Slika 8: Primer posnetka kontrolne skupine veziklov.

Slika 8 prikazuje primer posnetka kontrolne skupine veziklov (brez dodatka suspenzije
nanodelcev) po 90-minutni inkubaciji. Fotografija zajema obmoc¢je vidnega polja pri 400-
kratni povecavi. Okoli vsakega vezikla se ustvari t.i. 'halo efekt', to je bel obro¢ okoli roba

vezikla, ki je nastal zaradi razli¢ne opti¢ne gostote vsebine vezikla in okoliske raztopine.

Med skupinami veziklov, inkubiranih v suspenzijah CoFe,O4, CoFe,04-CA in Cg SMo
opazili znacilne razlike v povpreénem premeru sfericnih veziklov. Ugotovili smo majhne
razlike v stevilu nesferi¢nih oblik veziklov in v stevilu veziklov v obliki verizice. Opazili

smo tudi razlike med proucevanimi nanodelci.

Skupno Stevilo vseh opazovanih veziklov v eksperimentu $t. 6 je bilo 2981, v eksperimentu

St. 7 pa 6055.
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Slika 9: Povpre¢ni premer sferi¢nih veziklov (v um).

Vrednosti so podane za vse skupine veziklov pri obeh eksperimetih: eksperiment 6 — fulereni (Fu);
eksperiment 7 — kobaltovo-feritni nanodelci (CF in CF-CA). Pri kontrolnih veziklih brez dodatka nanodelcev
so vrednosti prikazane pri ¢asu 0 in 90 minut, pri veziklih z dodanimi nanodelci pa le po 90 minutah.
Statisti¢no znacilne razlike v primerjavi s kontrolno skupino (0 minut) so oznacene z zvezdicami (** p <

0,001, *** p < 0,0001). Stevilo veziklov (n) v posameznih testnih skupinah je oznageno nad stolpci.

Slika 9 prikazuje povprecni premer sferi¢nih veziklov (v um) pri vseh skupinah veziklov.
V eksperimetnu S$tevilka 6 smo kot suspenzijo nanodelcev uporabili fulerene, pri
eksperimetnu Stevilka 7 pa nevtralne kobaltovo-feritne nanodelce (CoFe,O4, na sliki 9
oznaka CF) in negativno nabite kobaltovo-feritne nanodelce z vezano citronsko Kislino
(CoFe,04-CA, na sliki 9 oznaka CF-CA). Premer sferi¢nih veziklov v kontrolni populaciji
se je po 90-minutni inkubaciji pri obeh eksperimentih statistiéno znacilno zmanjsal. Pri
veziklih, izpostavljenih fulerenom ter nevtralnim in negativno nabitim kobaltovo-feritnim
nanodelcem, pa smo v obeh primerih dokazali statisticno znacilno povecanje premera

veziklov.
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Statisticna analiza podatkov je pokazala razlike v premerih veziklov. Rezultati
Kolmogorov-Smirnovega testa za dva vzorca (Massey, 1951) kazejo statisti¢éno znacilne
razlike med skupinami (eksperiment §t. 6 v tabeli 1, eksperiment §t. 7 v tabeli 2), ki so na

sliki 9 in v preglednici 1 oznacene z naslednjimi simboli: ** p < 0,001, *** p < 0,0001.

Preglednica 1: Velikostna distribucija premera sferi¢nih veziklov (eksperiment $t. 6, fulereni).

Trajanje [min] 0 90 90
Skupina C C Fu
veziklov

0 C = *k%k **

C *xk - *kk

90 Fu *% Kk -

Legenda: C — kontrolna skupina; Fu — vezikli, inkubirani v suspenziji fulerenov.

Posamezne skupine so med seboj primerjane s Kolmogorov-Smirnovim testom za dva vzorca (Massey,

1951). Rezultati statisti¢énega testa so ovrednoteni kot: = enako, ** p < 0,001, *** p < 0,0001.

Preglednica 2: Velikostna distribucija premera sferi¢nih veziklov (eksperiment §t. 7, kobaltovo-feritni

nanodelci).

Trajanje [min] 0 90

Skupina < © CF CF-CA

veziklov
O C - ** * k% * k%

C ** = **k*k **k*k
90 CF *kx *kx = **k*k
CF_CA *kx *kx * k% -

Legenda: C — kontrolna skupina; CF — vezikli, inkubirani v suspenziji CoFe,0,4; CF-CA - vezikli,

inkubirani v suspenziji CoFe,0,4-CA.

Posamezne skupine so med seboj primerjane s Kolmogorov-Smirnovim testom za dva vzorca (Massey,

1951). Rezultati statisti¢nega testa so ovrednoteni kot: = enako, ** p < 0,001, *** p < 0,0001.
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Slika 10: Koli¢ina nesferi¢nih veziklov.

Vrednosti so podane za vse skupine veziklov pri obeh eksperimetih: eksperiment st. 6 — fulereni (Fu);
eksperiment 7 — kobaltovo-feritni nanodelci (CF in CF-CA) na 100 veziklov. Pri kontrolnih veziklih brez
dodatka nanodelcev so vrednosti podane pri ¢asu 0 in 90 minut, pri veziklih z dodanimi nanodelci pa le po 90

minutah.

Slika 10 prikazuje koli¢ino nesferi¢nih oblik veziklov na 100 veziklov. Pri eksperimentu §t.
6 smo po 90-minutni inkubaciji opazili poveéevanje Stevila nesfericnih veziklov tako pri
kontrolni skupini, kot tudi pri veziklih, inkubiranih v suspenziji fulerenov. Koli¢ina
nesfericnih oblik veziklov takoj po dodatku raztopine glukoze (0 minut) je 12,28 na 100
veziklov, po 90-minutni inkubaciji pa 15,63. V skupini veziklov, inkubirani v suspenziji
fulerenov, pa je izmed 100 veziklov po 90 minutah 16,48 nesferi¢ne oblike veziklov. Tudi
pri eksperimentu $t. 7 s kobaltovo-feritnimi nanodelci se kontrolni skupini (0 in 90 minut)
razlikujeta med seboj in od skupine veziklov, inkubirane z nanodelci. V €asu 0 minut smo
v kontrolni skupini opazili 4,79 nesfericne oblike veziklov na 100 veziklov, po 90 minutah
pa je koli¢ina nesfericnih oblik padla na 3,90. Skupina veziklov, tretirana z nevtralnimi
kobaltovo-feritnimi delci (na sliki 10 oznaka CF), po 90 minutah vsebuje 7,70, z negativno
nabitimi kobaltovo-feritnimi delci (na sliki 10 oznaka CF-CA) pa 8,18 nesferi¢ne oblike
veziklov na 100 veziklov. Nesferi¢ni vezikli so predstavljali od 5 do 15 % vseh veziklov v

izpostavljenih populacijah.
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Izmed nesferi¢nih oblik veziklov so najbolj opazne razlike v kolicini prolatnih veziklov z
obliko verizice, tako med kontrolnimi skupinami in skupinami veziklov, tretiranimi z

nanodelci, kot tudi med vsemi tremi skupinami nanodelcev.

Prolatni vezikli z obliko verizice
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Slika 11: Koli¢ina prolatnih veziklov z obliko verizice.

Vrednosti so podane za vse skupine veziklov pri obeh eksperimetih: eksperiment §t. 6 — fulereni (Fu);
eksperiment 7 — kobaltovo-feritni nanodelci (CF in CF-CA) na 1000 veziklov. Pri kontrolnih veziklih brez
dodatka nanodelcev so vrednosti podane pri ¢asu 0 in 90 minut, pri veziklih z dodanimi nanodelci pa le po

90 minutah.

Slika 11 prikazuje koli¢ino veziklov v obliki verizice na 1000 veziklov. Pri obeh
eksperimentih (St. 6 in 7) opazimo trend povecevanja Stevila veziklov v obliki verizice po
90-minutni inkubaciji pri kontrolni skupini, Se ve¢ pa pri skupinah z nanodelci. Pri
kontrolni skupini eksperimenta $t. 6 je takoj po dodatku raztopine glukoze (0 minut) na
1000 veziklov prisotnih 0,46 vezikla v obliki verizice, po 90 minutah pa 1,45. V skupini
veziklov, tretirani s fulereni, pa se na 1000 veziklov pojavi 1,94 vezikla v obliki verizice.
V eksperimentu §t. 7 smo v kontrolni skupini po 0 minutah opazili 0,10, po 90 minutah pa
0,69 vezikla v obliki verizice na 1000 veziklov. Pri nevtralnih kobaltovo-feritnih
nanodelcih smo opazili 1,11 verizice na 1000 veziklov, pri negativno nabitih kobaltovo-

feritnih nanodelcev pa 3,02.
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4.2 SPREMEMBE V PREPUSTNOSTI LIPIDNIH MEMBRAN PO INKUBACHI Z
NANODELCI

4.2.1 Izpostavitve nanodelcem (Cgo, CoFe,O4in CoFe,O4~CA) in vivo ter dolocanje
stabilnosti celi¢nih membran

1- E El

Stopnja destabilizacije celiche membrane

kontrola CF CF CA fulereni

Slika 12: Stopnja destabilizacije celi¢nih membran po oralni izpostavitvi nanodelcem.

Statisti¢no znacilne razlike (p < 0,05 *) so prisotne le pri fulerenih. V vsaki skupini (kontrola, CF, CF-CA in

fulereni) je bilo testni substanci izpostavljenih 10 zivali (n = 10), 10 pa jih je bilo tudi v kontrolni skupini.

Slika 12 prikazuje stopnjo destabilizacije celicnih membran hepatopankreasa pri
modelnem organizmu po oralni izpostavitvi razlicnim tipom nanodelcev (v meSanici z
AO/EB) ter v primeru kontrole meSanici AO/EB in fizioloske raztopine. Statisti¢no
znaclilne razlike destabilizacije membran so opazne le pri fulerenih, drugi nanodelci pa v
primerjavi s kontrolo ne kazejo znacilnih razlik v destabilizaciji celiénih membran.

Preglednica podatkov za vrednotenje stopnje destabilizacije membrane je v prilogi Al.
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4.2.2 lzpostavitve nanodelcem CoFe;O,4 in CoFe,O,~CA semi in vitro ter dolo¢anje
stabilnosti celi¢nih membran

*% * %

Stopnja destabilizacije celicne membrane

i |:| U )

1 4

0 1 1 I 1 I 1
kontrola 0,1 1 10 100 1000

Koncentracija CF (ng/mL)

Slika 13: Stopnje destabilizacije celi¢nih membran po izpostavitvi nanodelcem CoFe,O4 (CF) semi in vitro.

Statistino znacilne razlike (p < 0,01 **) so prisotne pri koncentracijah 100 in 1000 pg/mL. Vsaki
koncentraciji nevtralnih kobaltovo-feritnih nanodelcev (CF) je bilo izpostavljenih 8 Zivali (n = 8), 8 jih je bilo

tudi v kontrolni skupini.
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Slika 14: Stopnje destabilizacije celi¢nih membran po izpostavitvi nanodelcem CoFe,O4-CA (CF-CA) semi
in vitro.

Statistino znacilne razlike ( p < 0,05%) so prisotne pri koncentraciji 1000 pg/mL. Vsaki koncentraciji
negativno nabitih kobaltovo-feritnih nanodelcev (CF-CA) je bilo izpostavljenih 5 zivali (n = 5), v kontrolni

skupini pa jih je bilo 8 (n = 8).

Sliki 13 in 14 prikazujeta stopnjo destabilizacije celiénih membran izoliranega tkiva
(prebavne zleze modelnega organizma) po 18-urnem namakanju v suspenzijah nevtralnih
in negativno nabitih kobaltovo-feritnih nanodelcev z razliénimi koncentracijami. Med
CoFe;O4 in CoFe;04,-CA smo opazili razlike v destabilizaciji celicnih membran
hepatopankreasa. lIzkazalo se je, da nevtralni kobaltovo-feritni nanodelci (na sliki 13
oznaceno CF) s koncentracijami suspenzij 0,1 ug/mL, 1 pg/mL in 10 ug/mL ne povzrocijo
stopnje destabilizacije celicnih membran, razlicne od kontrole (namakanje v fizioloski
raztopini za P. scaber). Koncentraciji suspenzij 100 pg/mL in 1000 ug/mL pa statisticno
znadilno (p < 0,01 **) poveCata stopnjo destabilizacije membran. Po inkubaciji v

suspenzijah negativno nabitih kobaltovo-feritnih nanodelcev (na sliki 14 oznac¢eno CF-CA)
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ostane stabilnost celi¢nih membran bolj ohranjena. Sele suspenzija s koncentracijo 1000
ng/mL kaze statisticno znacilne razlike (p < 0,05 *), ostale koncentracije pa niso
povzro¢ile pomembne destabilizacije membran. Nevtralni kobaltovo-feritni nanodelci
imajo vecji ucinek na destabilizacijo celicne membrane. Preglednica podatkov za

vrednotenje stopnje destabilizacije membrane je v prilogi A2.

4.3 POVRSINSKA PLAZMONSKA RESONANCA

Pri vseh treh tipih nanodelcev je vezava na dekstranski matriks senzorskega cipa
predstavljala ve¢jo vrednost odziva v enotah refraktometra (RU) kot vezava nanodelcev na
lipidne vezikle. Vezava negativno nabitih kobaltovo-feritnih delcev (CF-CA) v pretoéni
celici 2 obsega le 40 RU, v celici z le desktranskim matriksom pa 190 RU (slika 15). Pri
ostalih dveh tipih nanodelcev smo opazili podoben trend (slike v prilogi B 1). Vezava
nevtralnih kobaltovo-feritnih nanodelcev (CF) na lipidne vezikle (in nepokrito obmocje
dekstranskega matriksa) v pretocni celici 2 obsega 120 RU, v celici 1 (prisoten le dekstran)
pa 180 RU.Vezava fulerenov v preto¢ni celici 2 obsega 80 RU, v celici z le desktranskim
matriksom pa 360 RU.

CF-CA[1.0]naFcl —— CF-CA[1.0] naFc2

Odziv (RU)
RU

250
200
150
100 +

50 -

Cas (8) N

Slika 15: Vezava nanodelcev CF-CA na pretocni celici Fcl in Fc2.

Fcl je oznaka za prvo pretoéno celico, kamor liposomov nismo nanesli, podlaga za vezavo nanodelcev je le
izvorni dekstranski matriks (na sliki 15 rdeca krivulja). Fc2 pa oznacuje drugo pretocno celico, kamor smo

predhodno nanesli vezikle (na sliki 15 zelena krivulja).
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Pri vseh treh tipih nanodelcev smo opazili nespecifiéno vezavo na dekstran. Vrednost
odziva se je povecevala v skladu z naras¢ajoco koncentracijo nanodelcev od 125 ug/mL do
1000 pg/mL. Na sliki 16 je prikazan primer nespecifi¢ne vezave za CoFe,04-CA (na sliki
oznaceno CF-CA), pri drugih dveh nanodelcih (fulerenih in CoFe,;04) smo zabelezili enak
trend odziva (slike v prilogi B 2).
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Slika 16: Nespecifi¢na vezava nanodelcev (CF-CA) na dekstranski matriks senzorskega ¢ipa.

Vezava nanodelcev CF -CA nara$¢ujoce koncentracije 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL in 1000 pg/mL
na osnovo ¢ipa BIAcore L1 — desktranski matriks. Koncentracijo 250 pg/mL smo nanesli dvakrat.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V nalogi smo ugotavljali vpliv razli¢nih tipov nanodelcev: fulerenov, nevtralnih kobaltovo-
feritnih delcev (CoFe,0,) in negativno nabitih kobaltovo-feritnih delcev (CoFe,O,—CA, z
vezano citronsko kislino) na umetne fosfolipidne membrane. Dobljene rezultate smo
preverili semi in vitro na izoliranem tkivu modelnega nevretencarskega organizma ter in

vivo z oralno izpostavitvijo izopodnih rakov suspenzijam nanodelcev.

Ugotovili smo, da proucevani nanodelci vplivajo na umetne fosfolipidne membrane (a) in

tudi na celi¢no membrano (b).

a) Vpliv nanodelcev na umetne fosfolipidne membrane smo testirali z analitsko
metodo sipanja rentgenskih zarkov pod majhnim kotom (SAXS - Small Angle X-
Ray Scattering, ang.) in z opazovanjem orjaskih unilamelarnih veziklov (GUV-

Giant Unilamellar Vesicle, ang.) s svetlobnim faznokontrastnim mikroskopom.

Z metodo SAXS smo testirali interakcije kobaltovo-feritnin nanodelcev z lipidnimi
membranami. Pri¢akovali smo, da bomo v vzorcih multilamelarnih veziklov, pripravljenih
skupaj z nanodelci, opazili spremembo razdalje med membranami, ki bi se na grafu
intenzitete sipanja svetlobe iz vzorca v odvisnosti od sipalnega vektorja (slika 6) izkazala
kot sprememba pozicije vrhov na krivulji. V primeru mo¢nega delovanja nanodelcev na
membrane pricakujemo krivuljo brez vseh vrhov, kar bi pomenilo popolno locitev
posameznih fosfolipidnih dvoslojev (v multilamelarnih veziklih) drug od drugega. Poleg
teh bolj izrazitih pa smo v naSem primeru pri¢akovali tudi pojav manj opaznih sprememb
intenzitete difrakcijskih vrhov na krivulji, ki bi odrazale spremembo celotne membranske
strukture. Zaradi vrivanja nanodelcev v lipidni dvosloj bi se debelina tega (t.j. razdalja med
fosfatnimi skupinami lipidnih glav) lahko povecala, razliéne povrSinske rekonstrukcije
fosfolipidnih membran, nastale zaradi delovanja nanodelcev, pa bi se lahko kazale kot
stanjSanje lipidnega dvosloja. V nasem primeru (slika 6) pa sta Sirina in pozicija vrhov na
krivulji ostali nespremenjeni, kar pomeni, da so membrane multilamelarnih veziklov ostale

razporejene po enako urejenem vzorcu in na enakih medsebojnih razdaljah.
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Opazili smo mocan prvi zaporedni vrh na krivuljah pri vseh treh vzorcih (slika 6), kar
pomeni, da se v naSih vzorcih multilamelarnih veziklov pojavlja strukturna skupina z
moc¢nim kontrastnom elektronske gostote na enaki razdalji d (d = 65.5 A). Slika 6 tudi
prikazuje dobro izrazen drugi zaporedni vrh (okrog ¥4 do % viSine intenzitete prvega vrha),
kar pomeni, da so membrane multilamelarnih veziklov v vzorcu dobro hidrirane (Rappolt,
2010).

Pri nasem vzorcu (multilamelarni vezikli POPC, pripravljeni v glukozni raztopini) je
razdalja med lipidnimi dvosloji znotraj multilamelarnih veziklov (med fosfatnimi
skupinami lipidnih glav; 'd") priblizno 1 A vegja kot pri POPC-veziklih, pripravljenih v
vodni raztopini (Rappolt in Pabst, 2008). Predvidevamo, da ima glukoza blag vpliv na

sistem, vendar premajhen, da bi bil pomemben za rezultate pri nasi Studiji.

Multilamelarni vezikli so biolosko man;j relevantni kot unilamelarni, vendar dajejo zelo
koristne informacije o interakcijah med ucinkovinami in lipidnimi dvosloji. V naSem
primeru bi nanodelci lahko povzrocili nered v urejenosti dvoslojev v multilamelarnih
veziklih in vplivali na integriteto posameznih fosfolipidnih dvoslojev. Pri nobenem od
testiranih nanodelcev, nevtralnih ali negativno nabitih kobaltovo-feritnih delcev, nismo
opazili pricakovanih sprememb, zato sklepamo, da ti nanodelci ne vplivajo na razdalje
med membranami in na debelino posameznih dvoslojev, ugotavljanih z metodo SAXS.
Menimo, da je metoda SAXS primerna za Studije interakcij razliénih nanodelcev z
umetnimi fosfolipidnimi membranami, ¢etudi rezultati nasega eskperimenta niso pokazali
merljivih uc¢inkov proucevanih nanodelcev na fosfolipidne membrane. V naSem primeru
smo namre¢ uporabili le enega od moZnih nacinov priprave multilamelarnih veziklov
(Hope in sod., 1986). Sama priprava pa lahko vpliva na interakcije med nanodelci in
lipidnimi membranami in s tem na signal, dobljen z metodo SAXS. V nadaljnjih
eksperimetnih nacrtujemo druga¢no pripravo vzorcev multilamelarnih veziklov skupaj s
suspenzijami nanodelcev, tako da bi prislo do bolj intenzivnega meSanja nanodelcev z
lipidi. Nanodelce in lipide bi skupaj raztopili v kloroformu ali podobnem topilu, suspenzijo
osusili do oblikovanja lipidne plasti in nato rehidrirali. Menimo, da bi tako pripravljene
suspenzije multilamelarnih veziklov in nanodelcev lahko predstavljale uc¢inkovitejsi sistem

za proucevanje vpliva razli¢nih nanodelcev na membrane z metodo SAXS.
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Kot drugi primer Studije vpliva nanodelcev na umetne fosfolipidne membrane smo izbrali
orjaske unilamelarne fosfolipidne vezikle (GUV - Giant Unilamellar Vesicle, ang.).
Orjaske unilamelarne vezikle smo inkubirali v suspenziji razlicnih nanodelcev do 90 minut
in opazovali njihove morfoloske spremembe. Z rac¢unalni$sko analizo slik in s statisticno
obdelavo podatkov smo ugotovili razlike v velikosti veziklov (predstavljeno s polmerom),
obliki in stevilu veziklov v posameznih testnih skupinah. Nanodelci so povzrocili
spremembo velikosti sferi¢nih veziklov. Pri obeh eksperimentih (§t. 6 — fulereni in §t. 7 —
nevtralni in negativno nabiti kobaltovo-feritni nanodelci) se je v kontrolni skupini po 90
minutah velikost veziklov zmanjsala. Pri veziklih, inkubiranih v suspenzijah vseh treh
tipov nanodelcev, pa smo po 90-minutni inkubaciji opazili ve¢ji povprecni premer veziklov
kot pri obeh kontrolnih skupinah (0 in 90 minut). Nasi rezultati kazejo, da fulereni ter
nevtralni in negativno nabiti kobaltovo-feritni nanodelci reagirajo z lipidnimi membranami

in povzrocijo spremembe Vvelikosti veziklov.

Iz naSih rezultatov je razvidno tudi povecevanje nesferi¢nih oblik veziklov. Razli¢ne
stopnje transformacije oblike veziklov z brstom in druge tipe nesferi¢nih veziklov smo pri
naSem eksperimentu obravnavali pod skupnim imenom 'nesfericne oblike veziklov'.
Opazili smo trend povecevanja Stevila nesferi¢nih oblik veziklov, izrazenih na 100
veziklov, ki se je pri obeh eksperimentih pokazal sicer tudi pri kontrolni skupini po 90-
minutni inkubaciji, izrazito pa v primeru inkubacije veziklov z vsemi tremi tipi
nanodelcev. Razlike v koli¢ini nesferi¢nih veziklov so velike med obema eksperimentoma
(fulereni — eksperiment $t. 6 in kobaltovo-feritni nanodelci — eksperiment §t. 7). Te razlike
razlagamo na podlagi predhodnih ugotovitev, da je za POPC-vezikle znacilna dimami¢na
tranformacija oblik (Kralj-Igli¢ in sod., 2001; Babnik in sod., 2003), torej je moznih vec
stanj, v katerih z mikroskopskim posnetkom zajamemo vezikle. Gre torej za razli¢ne
stopnje transformacije oblike veziklov oziroma za razlicne prehodne oblike veziklov
(Kralj-Igli¢ in sod., 2002; Bozi¢ in sod., 2002), ki jih lahko obravnavamo kot 'navidezno
ravnotezne' oblike. Potek transformacije oblike lipidnih veziklov lahko opiSemo kot
znaCilno zaporedje razli¢nih oblik veziklov (Kralj-Igli¢ in sod., 2002). Rezultati nasSega
dela kazejo, da so nanodelci spremenili dinamiko transfomacije oblike veziklov v
populaciji. Sklepamo, da so nanodelci vplivali na mikrookolje veziklov in s tem na

dinamiko morfoloskih transformacij veziklov. Med nanodelci ni bilo opaznih razlik v



45
Drasler, B. Vpliv nanodelcev Cg in CoFe,0,4 na umetne fosfolipidne membrane.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

pojavnosti nesferi¢nih oblik, ve¢je so bile razlike med kontrolnimi in izpostavljenimi

vezikli.

Kot tip oblike vezikla, ki ni vkljuen v razlicne zgoraj omenjene stopnje transformacije
oblike vezikla z brstom, smo po 90-minutni inkubaciji veziklov v suspenzijah nanodelcev
nasli prolatni vezikel z obliko verizice kot najpogostejSo nesfericno obliko veziklov. V
nasprotju z rezultati nase Studije, ki kazejo na najpogostejse oblikovanje prolatnih veziklov
z obliko verizice po dodatku suspenzije negativno nabitih nanodelcev, sta Yu in Granick
(2009) opazila oblikovanje veziklov z obliko verizice kot rezultat interakcije pozitivno
nabitih nanodelcev z lipidnimi vezikli. Yu in Granick razlagata, da adsorpcija kationskih
nanodelcev na vezikle povzro¢i spremembo povrSinske napetosti zaradi neujemanja med
notranjo in zunanjo plastjo lipidnega dvosloja, kar vodi v oblikovanje veziklov v verizico.
V nasem primeru pa smo dokazali, da tako nevtralni in negativno nabiti kobaltovo-feritni

nanodelci kot tudi fulereni povzrocijo spremembo oblike v vezikle z obliko verizice.

V predhodnih §tudijah so Zupanc in sod. (2010) porocali o vplivu fulerenov na koli¢ino
veziklov in na velikostno porazdelitev veziklov v populaciji. Pokazali so tudi, da
eksperimentalni pogoji (npr. dvig temperature, osmotski pritsk itd.) ne povzrocajo nastalih
sprememb v populaciji veziklov, temve¢ so le-te res posledica znacilnega delovanja
posameznih testnih substanc. 1z te wugotovitve smo izhajali pri oblikovanju

eksperimentalnega postopka v nasi Studiji.

Nasi rezultati se ujemajo s podatki iz literature o vplivu nanodelcev na umetne fosfolipidne
membrane. Tudi drugi avtorji porocajo, da nanodelci povzroCijo opazne morfoloske
spremembe fosfolipidnih veziklov. Ugotovili so povrSinsko rekonstrukcijo fosfolipidnega
dvosloja (Wang in sod., 2008), fizicne poskodbe lipidnih membran (Lipowski in
Dobereiner 1998, Leroueil in sod., 2008) ter transformacije oblik lipidnih veziklov (Yu in
Granick, 2009). Vec¢ina drugih $tudij je usmerjenih v proucevanje posameznih veziklov in
s tem transformacij enega vezikla ali le manjSe skupine veziklov ob interakciji z nanodelci.
Uporabljen pristop v okviru naSega raziskovalnega dela pa omogocCa razsiritev
tradicionalne metode opazovanja veziklov s svetlobnim mikroskopom tako, da lahko hkrati

dobimo informacije o spremembah oblike in koli¢ine velike populacije veziklov.
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b) Vpliv nanodelcev na celitne membrane smo testirali z metodama semi in vitro ter
in vivo.

V okviru nasega raziskovanja smo se odlocili za dopolnitev in nadgradnjo Studij na
fosfolipidnih veziklih s poskusi semi in vitro ter in vivo. Z izbranim modelnim
nevretencarskim organizmom (rak enakonozec, Isopoda) smo vrednotili destabilizacijo
celi¢ne membrane prebavnih Zlez. S testiranjem vpliva nanodelcev na celi¢cno membrano v
poskusu semi in vitro smo ugotovili, da nevtralni kobaltovo-feritni nanodelci (CoFe;0,)
bolj intenzivno destabilizirajo plazemsko membrano kot negativno nabiti kobaltovo-feritni
delci (CoFe,04-CA). Ti so povzrodili statisticno znacilne razlike v stopnji destabilizacije
plazmaleme pri inkubaciji prebavnih Zlez v suspenziji nanodelcev s koncentracijo 1000
ug/mL (p < 0,05), nevtralni kobaltovo-feritni nanodelci pa destabilizirajo celi¢no
membrano Ze pri koncentracijah 100 ug/mL in 1000 pg/mL (p < 0,01). Poskusov semi in
vitro z namakanjem izoliranih prebavnih zlez v suspenziji fulerenov, zaradi tezje

dostopnosti in drazjih suspenzij fulerenov, nismo izvedli.

V primeru testiranja vpliva nanodelcev na celiéne membrane s poskusom in vivo pa smo
ugotovili, da so fulereni (Cgp) najbolj biolosko aktivni, nevtralni in negativno nabiti
kobaltovo-feritni nanodelci pa ne kazejo statisticno znacilnih razlik od kontrolne skupine.
Mocéno biolosko aktivnost fulerenov so v svoji Studiji dokazali ze Valant in sod. (2010). Z
oralno izpostavitvijo razliénim nanodelcem in vivo so fulereni kazali najvecji potencial za
destabilizacijo celicne membrane celic hepatopankreasa v primerjavi z drugimi nanodelci

(sonicirane in nesonicirane oblike TiO; in ZnO).

Pricakovali smo, da bodo rezultati obeh metod, semi in vitro ter in vivo, pokazali, da
razli¢ni nanodelci razli¢no ucinkujejo na celicne membrane. S poskusom in vivo Smo
dokazali vpliv fulerenov na destabilizacijo celicne membrane, ne pa kobaltovo-feritnih
nanodelcev. S poskusom semi in vitro pa smo ugotovili, da nevralni kobaltovo-feritni
nanodelci bolj intenzivno vplivajo na membrane kot negativno nabiti, nismo pa preizkusili
vpliva fulerenov. Semi in vitro metoda je pokazala u¢inek nevtralnih in negativno nabitih
kobaltovo-feritnih nanodelcev na celicne membrane, medtem ko s poksuom in vivo tega
nismo potrdili. Z obema metodama vrednotimo stabilnost oziroma integriteto plazemske
membrane celic enakega tkiva, vendar so pri poskusu semi in vitro z direktnim 18-urnim

namakanjem prebavnih zlez v suspenzijah nanodelcev celice dlje ter bolj neposredno
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izpostavljene delovanju nanodelcev. V poskusu in vivo pa je celicna membrana Vv stiku z
nanodelci krajsi ¢as (30 min). Predvidevamo, da je trajanje izpostavitve pomemben razlog
za razliko v rezultatih. Sklepamo, da imajo fulereni moc¢nejSo biolosko aktivnost, saj se
vpliv na integriteto celicne membrane pokaze ze ob oralni izpostavitvi. Predvidevamo, da

bi fulereni povzro¢ili mo¢no destabilizacijo plazmaleme tudi v poskusu semi in vitro.

Z metodama in vivo ter semi in vitro smo pokazali dejanski vpliv nanodelcev na celi¢no
membrano. Predvidevamo, da nanodelci v bioloskem sistemu reagirajo z drugimi
sestavinami celi¢ne membrane (razlicni membranski proteini), ne le s fosfolipidi, kar

povzroci destabilizacijo celicne membrane.

Rezultati metode povrsSinske plazmonske resonance (SPR — Surface Plasmon Resonance,
ang.) kazejo, da je nespecifiéna vezava nanodelcev na dekstranski matriks (glavna
sestavina senzorskega ¢ipa) previsoka za ustrezno analizo vezave nanodelcev na umetne
fosfolipidne membrane. Vezava vseh uporabljenih nanodelcev na dekstran je predstavljala
vecji odziv kot vezava nanodelcev na lipidne vezikle. Da bi izloc¢ili morebitno vezavo
aglomeratov nanodelcev na ¢ip in da bi zmanj$ali moznost zamasitve mikrotekocinskega
sistema, smo vse suspenzije nanodelcev pred vnosom v sistem prefiltrirali. 1zvedbo metode
pa smo kljub temu morali prekiniti zaradi zamaSitve mikrotekoCinskega sistema.
Predvidevamo, da so jo, kljub filtraciji, povzrocile suspenzije nanodelcev, ki so lahko
oblikovali agregate v vodni raztopini delovnega pufra tudi po injiciranju suspenzije v
mikrotekocinski sistem. Razli¢ne Studije navajajo, da so nanodelci v vodni raztopini slabo
topni in zaradi visoke stopnje difuznosti kot posamezni delci obstajajo le kratek ¢as, zato
zelo hitro pride do agregacije/aglomeracije (Wong in sod., 2009; Canesi in sod., 2010). Ze
majhne spremembe ionske jakosti, pH-medija ali dodatka razlicnih topljencev lahko

mocno vplivajo na agregacijo nanodelcev.

Z metodo SPR nismo dobili ustreznih rezultatov za vrednotenje vpliva nanodelcev na
fosfolipidne membrane. Predvidevamo, da je, vsaj z uporabo navedenih suspenzij
nanodelcev in izvedbo metode po opisanem postopku, metoda povrsinske plazmonske

resonance neustrezna za vrednotenje vpliva nanodelcev na umetne fosfolipidne membrane.
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Nasi rezultati so pokazali trend razlicnega reagiranja razlicnih nanodelcev s celi¢nimi
membranami. To lahko razlozimo z izsledki novejsih $tudij (Drobne in Kralj-Igli¢, 2009;
Verma in Stellacci, 2010), da so interakcije nekaterih nanodelcev z bioloSkimi sistemi v
veliki meri povezane z njihovo povrSinsko reaktivnostjo, ki bistveno vpliva na razvoj
(cito)toksi¢nih odzivov (Warheit in sod., 2007a, 2007b). Ne le vrsta oziroma tip kemijskih
funkcionalnih skupin, ampak tudi njihova relativna razporeditev na povrsini igrata klju¢no

vlogo pri interakciji z bioloskimi sistemi.

Prednost naSega raziskovalnega dela je edinstvena kombinacija uporabljenih metod za
vrednotenje vpliva nanodelcev na fosfolipidne membrane. Kot smo seznanjeni z
dosedanjim delom drugih raziskovalnih skupin, proucevanje izpostavljenosti razlicnih
sistemov (umetne fosfolipidne membrane, izolirano tkivo, organizem) razli¢nim
nanodelcem ni bilo zastopano $e v nobeni Studiji. Raznolikost in kombinacija uporabljenih

metod ter modelnih bioloskih sistemov dandanes predstavlja temelj raziskovalnega dela.
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5.2 SKLEPI

Kobaltovo-feritni nanodelci in fulereni razli¢no reagirajo z lipidnimi membranami,

njihova bioloska reaktivnost je odvisna od povrSinskih lastnosti nanodelcev.

Kobaltovo-feritni nanodelci ne povzrocajo spremembe debeline membrane in
razdalje med fosfolipidnimi dvosloji znotraj multilamelarnih veziklov. Kljub temu
ocenjujemo, da je metoda SAXS primerna za vrednotenje vpliva razlicnih

nanodelcev na umetne fosfolipidne membrane.

Proucevani nanodelci povzro¢ajo spremembe velikosti veziklov ter pojav vecjega
stevila nesferi¢nihnih oblik veziklov. Opazovanje orjaskih unilamelarnih veziklov
(GUV-ov) s svetlobno mikroskopijo je primerna metoda za vrednotenje interakcij

nanodelcev z umetnimi fosfolipidnimi membranami.

Razli¢ni nanodelci povzrocijo razli¢ne stopnje destabilizacije celicne membrane po
izpostavitvi in vivo ter semi in vitro modelnemu nevretencarskemu organizmu. Ti

dve metodi sta primerni za vrednotenje vpliva nanodelcev na bioloske sisteme.

Metoda povrSinske plazmonske resonance (SPR) ni primerna za vrednotenje vpliva

nanodelcev na umetne fosfolipidne membrane.
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6 POVZETEK

V diplomskem delu smo predpostavili, da nanodelci, fulereni ter nevtralni in negativno
nabiti kobaltovo-feritni nanodelci, razlicno reagirajo z umetnimi fosfolipidnimi
membranami. Predvidevali smo, da so njihove povrSinske lastnosti klju¢ne pri bioloski

reaktivnosti delcev.

Z razli¢nimi metodami smo poskusali dolociti tip interakcij nanodelcev s fosfolipidnim
dvoslojem in ovrednotiti primernost izbranih spektroskopskih in mikroskopskih metod za
ugotavljanje interakcij med nanodelci in lipidnimi membranami. Razli¢ne tipe veziklov:
orjaske unilamelarne vezikle (GUV — Giant Unilamellar Vesicle, ang), multilamelarne
vezikle (MLV — Multilamellar vesicle, ang.) in velike unilamelarne vezikle (LUV — Large
Unilamellar vesicle, ang.) smo v okviru razliénih metod izpostavili proucevanim

nanodelcem in opazovali njihov vpliv na fosfolipidne membrane.

Rezultate Studij na umetnih fosfolipidnih membranah smo preverili s poskusom semi in
Vitro na izoliranem tkivu nevretencarskega modelnega organizma ter s poskusom in vivo z

oralno izpostavitvijo organizma suspenzijam prou¢evanih nanodelcev.

Potrdili smo dve postavljeni hipotezi; fulereni in kobaltovo-feritni nanodelci so reagirali s
celicnimi membranami in povzro¢ili njthovo destabilizacijo. Vplivali so tudi na
spremembe oblik ter velikosti orjaskih unilamelarnih veziklov, nismo pa dokazali vidnega
vpliva na spremembo debeline membrane in na integriteto multilamelarnih veziklov
(SAXS). Nevtralni in negativno nabiti kobaltovo-feritni nanodelci z razli¢no povrsino in

enako kemijsko sestavo so razli¢no reagirali z lipidnimi membranami.

Interakcije, ugotovljene v sistemih z lipidnimi vezikli, smo dopolnili v sistemu semi in
vitro z izoliranim organom ter s poskusom in vivo. S tema dvema metodama smo tudi

potrdili razli¢en vpliv razliénih tipov nanodelcev na membrane.

Rezultati diplomskega dela so skladni z objavami v znanstveni literaturi, kjer avtorji
porocajo o bistvenem vplivu povrsinskih lastnosti nanodelcev na interakcije z lipidnimi

membranami. Fulereni ter nevtralni in negativno nabiti kobaltovo-feritni nanodelci
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vplivajo na povecano destabilizacijo celicne membrane in povzrocijo spremembe oblik in

velikosti umetnih fosfolipidnih veziklov.

Doprinos nasega raziskovalnega dela je v uspe$ni kombinaciji zelo razlicnih metod za

vrednotenje vpliva nanodelcev na fosfolipidne membrane.
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PRILOGE
Priloga Al

Podatki za vrednotenje stopnje destabilizacije celi¢cne membrane pri poskusu in vivo.

Preglednica Al-a. Ocene stopnje destabilizacije celi¢ne membrane pri poskusu in vivo.

kontrola |CF CF-CA fulereni

TP RPRRPR PP PRPPRPOPE P
OF PR R PR ORERE NP P
OF PR PR PR B PFP O
ol AR PP BB DNMNWO B

479498 0,248212 0,0118927*

Legenda: p = stopnja zaupanja, izraGunana po Mann-Whitney-evem statistiénem testu.

Statisti¢no znacilne razlike ( p < 0,05%) so prisotne pri fulerenih. Stevilke od 1 do 9

predstavljajo oceno stopnje destabilizacije membrane.



Priloga A2

Podatki za vrednotenje stopnje destabilizacije celicne membrane pri poskusu semi in vitro.

Preglednica A2-a. Ocene stopnje destabilizacije celi¢ne membrane pri poskusu semi in vitro po inkubaciji v

suspenziji nevtralnih kobaltovo-feritnih nanodelcih.

kontrola| CF (0,1) | CF (1) | CF (10) | CF (100) | CF (1000)
1 1 1 1 4 8
1 1 2 1 2 6
1 1 2 3 5 7
3 2 3 2 6 8
1 5 2 6 9 4
2 1 3 2 4 8
1 2 1 1 2 3
2 3 2 2 5 6
P |0,558945|0,192875 | 0,331662 | 0,003091** | 0,000892975**

Legenda: p = stopnja zaupanja, izraCunana po Mann-Whitney-evem statistiénem testu.

Statisti¢no znacilne razlike (p < 0,01**) so prisotne pri koncentracijah 100 in 1000 pg/mL.
V oklepajih so podane koncentracije suspenzij nanodelcev CoFe,0,. Stevilke od 1 do 9
predstavljajo oceno stopnje destabilizacije membrane.



Preglednica A2-b. Ocene stopnje destabilizacije celiéne membrane pri poskusu semi in vitro po inkubaciji v

suspenziji negativno nabitih kobaltovo-feritnih nanodelcih.

CF-CA | CF-CA | CF-CA | CF-CA | CF-CA

kontrola| (0,1) (1) (10) (100) (1000)

1 1 1 1 2 2

1 2 1 2 1 4

1 1 1 2 2 2

2 3 2 2 4 2

1 2 4 1 2 2

2

1

p 0,266574 | 0,625582 | 0,343328 | 0,08604 | 0,0188177*

Legenda: p = stopnja zaupanja, izracunana po Mann-Whitney-evem statisti¢cnem testu.

Statisticno znacilne razlike ( p < 0,05*) so prisotne pri koncentraciji 1000 pg/mL. V
oklepajih so podane koncentracije suspenzij nanodelcev CoFe,04-CA. Stevilke od 1 do 9

predstavljajo oceno stopnje destabilizacije membrane.



PRILOGAB1

Sliki vezave Cg (Fu) in CoFe,O,4 (CF) na obe preto¢ni celici.

—FUlOnaFc2 —FULlOnaFeli
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Slika B1-a: Vezava nanodelcev Cg (Fu) na pretocni celici Fcl (modro) in Fc2 (zeleno).

Fcl je oznaka za prvo preto¢no celico, kamor liposomov nismo nanesli, podlaga za vezavo
nanodelcev je le izvorni dekstranski matriks. Fc2 pa oznaCuje drugo pretoc¢no celico,

kamor smo predhodno nanesli vezikle.
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Slika B1-b: Vezava nanodelcev CoFe,0, (CF) na pretoéni celici Fc1(modro) in Fc2 (rdece).

Fcl je oznaka za prvo pretocno celico, kamor liposomov nismo nanesli, podlaga za vezavo

nanodelcev je le izvorni dekstranski matriks. Fc2 pa oznacuje drugo pretocno celico,

kamor smo predhodno nanesli vezikle.



PRILOGAB 2

Sliki nespecifi¢ne vezave C60 in CoFe,O4 na dekstranski matriks.
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Slika B2-a: Nespecifi¢na vezava fulerenov (Fu) na dekstranski matriks senzorskega ¢ipa.

Vezava fulrenov naras¢ujoce koncentracije 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 ug/mL in 1000

ug/mL na osnovo ¢ipa BIAcore L1 — desktranski matriks. Koncentracijo 250 pg/mL smo
nanesli dvakrat.
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Slika B2-b: Nespecifi¢na vezava nanodelcev (CF) na dekstranski matriks senzorskega ¢ipa.

Vezava CF narasc¢ujoce koncentracije 125 pg/mL, 250 ng/mL, 500 pg/mL in 1000 ng/mL
na osnovo ¢ipa BIAcore L1 — desktranski matriks. Koncentracijo 250 pg/mL smo nanesli

dvakrat.



