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V doktorskem delu smo proucevali vpliv nanomaterialov (NM) z razli¢no
kemijsko sestavo, primarnimi oblikami in lastnostmi povrSine. Kot
modelne sisteme smo uporabili umetne in bioloske membrane, aktivnost
encimov acetilholinesteraz ter celi¢ne kulture in vitro. Na izoliranem
sistemu fosfolipidnih  veziklov, membranah eritrocitov in na
acetilholinesterazah smo pokazali od primarne oblike odvisen vpliv
ogljikovih NM; aglomerati amorfnega ogljika ali plosc¢ice grafenovega
oksida so povzrocili bolj izrazit odziv v primerjavi s fulereni Ceo ali
vecslojnimi ogljikovimi nanocevkami. Zabelezili smo od lastnosti povrsin
odvisen vpliv nanodelcev (ND) kobaltovega feritaz ND z adsorbirano
citronsko kislino so povzro¢ili pokanje unilamelarnih in razbitje
multilamelarnih veziklov ter bolj izrazito spremembo oblik eritrocitov v
primerjavi s povrSinsko neobdelanimi ND. Rezultati poskusov na umetnih
in bioloskih membranah so pokazali na skoraj zanemarljiv vpliv ND
Zelezovega oksida, ki se tudi ni razlikoval med ND z razli¢no povrsino.
Zabelezili smo odsotnost povezave med koli¢ino povrSinsko vezanih
aminoskupin na polistirenskih ND in kvarnim ué¢inkom na celi¢ne linije in
vitro. Najizrazitejsi vpliv in najvecje razlike med ND z razli¢no povrsino
(z vezanimi aminoskupinami ali trimetilamonijevimi skupinami) smo
zabeleZili na nivoju lizosomov (znotrajcelicne lizosomalne membrane).
Zakljucujemo, da primarna oblika in lastnosti povrSsine NM narekujeta
lastnosti NM, ki se oblikujejo v suspenziji ali v bioloskih medijih
(aglomeracija, oplascenje z bioloSkimi molekulami), in te klju¢no vplivajo
na interakcijo NM z bioloskimi sistemi.
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We investigated the effect of nanomaterials (NMs) with different chemical
composition, primary shapes and surface properties on artificial and
biological membrane model systems, activities of enzyme
acetylcholineesterase and in vitro cell cultures. Experiments with isolated
phospholipids, human red blood cells and enzymatic tests showed primary
shape-dependent effect of carbon NM; carbon black agglomerates or
graphene oxide platelets caused more pronounced effect than fullerenes
Ceo or multiwalled carbon nanotubes. We observed different effect of
surface modified cobalt ferrite nanoparticles (NPs): citric acid-adsorbed
NPs caused bursting of artificial phospholipid vesicles and rupture of
multilamellar liposomes, and more pronounced shape alterations of
erythrocytes in comparison to bare NPs. Results on artificial and biological
membranes showed almost negligible effect of iron oxide NPs; there was
no significant difference between the NPs with different surface
characteristics. No clear relationship between the amount of surface-bound
amino groups on polystyrene NPs and deleterious effects on in vitro cell
lines was observed; the effect on the lysosomal level appeared to be the
most distinguished parameter between the NPs with different surface
characteristics and the early cell response to NM. We conclude that the
primary shape and NM surface affect NM and agglomerates characteristics
in suspension or biological medium (NM agglomeration, corona
formation), and that those are the main factors governing NM-membrane
interactions.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AAS — atomska absorpcijska spektrometrija

AChE - acetilholinesteraza

BCC - koncept sklopljenega delovanja dvoslojev (membranskih) (ang. bilayer couple
concept)

Ceo — molekule fulerenov Ceo

CA — citronska kislina (ang. citric acid)

CB — amorfni ogljik (ang. carbon black)

CHCls — kloroform

CNT - ogljikove nanocevke (ang. carbon nanotubes)

CoFe204— nanodelci kobaltovega ferita

CoFe204-CA — nanodelci kobaltovega ferita z adsorbirano citronsko kislino

DLS - dinamic¢no sipanje svetlobe (ang. dynamic light scattering)

DMSO —dimetilsulfoksid

DPH - 6-difenil-I,3,5-heksatrien, nepolarna fluorescen¢na sonda

DPPC - dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoholin

DSC - diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (ang. differential scanning calorimetry)
DWCNT - dvoslojne ploscice ogljikovih nanocevk (ang. double-walled carbon
nanotubes)

EC50 — polovi¢na vrednost maksimalne efektivne koncentracije

EDS - energijska disperzija X-zarkov

Fe20s ali y-Fe203 — nanodelci zelezovega oksida

Fe>03-Si — nanodelci y-Fe203 s tanko plastjo silicijevega dioksida na povrsini
Fe203-Si-COOH - nanodelci y-Fe203 s tanko plastjo silicijevega dioksida in z vezanimi
molekulami s karboksilnimi skupinami (—~COOH)

Fe>03-Si-NH> — nanodelci y-Fe2Os s tanko plastjo silicijevega dioksida in z vezanimi
molekulami z aminoskupinami (-NH>)

GO - ploscice grafenovega oksida

GUV - orjaski unilamelarni vezikel/vezikli (ang. giant unilamellar vesicle)

HCA — veéparametrska analiza populacij celic (ang. high content screening analysis)
IC50 — polovi¢na vrednost maksimalne inhibitorne koncentracije

K1, K2, K3 - preliminarni kontrolni poskusi pri metodi na orjaskih unilamelarnih veziklih
LUV — veliki unilamelarni vezikel/vezikli (ang. large unilamellar vesicle)

MLV — multilamelarni vezikel/vezikli (ang. multilamellar vesicle)

MWCNT — vecplastne ogljikove nanocevke (ang. multi-walled carbon nanotubes)

ND — nanodelec/nanodelci

NM — nanomaterial/nanomateriali
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POPC — 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3 fosfatidilholin

PS — polistiren, polistirenski nanodelci

PS-COOH - nanodelci polistirena s karboksilnimi skupinami (~COOH)
PS-N(CH?3)s — nanodelci polistirena s trimetilamonijevimi skupinami ((-NCHz)3)
PS-NH: — nanodelci polistirena z aminoskupinami (—NH)

PS-NH2-Bang's — komercialni nanodelci polistirena z aminoskupinami (—NH>)
SAXS - sipanje X-zarkov pod majhnim kotom (ang. small angle X-ray scattering)
SEM - vrsti¢na elektronska mikroskopija (ang. scanning electron microscopy)
SWCNT - enoplastne ogljikove nanocevke (ang. single-walled carbon nanotubes)
TMA-DPH - trimetilamonij-6-fenil-1,3,5-heksatrien, fluorescen¢na sonda, kationski
derivat nepolarne DPH

TMRM - tetrametilrodamin metilester

X-zarki — rentgenski zarki

Xl
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1 OPREDELITEV PROBLEMA IN HIPOTEZE

Nanotehnologije so trenutno med najbolj obetavnimi tehnologijami in v prihodnosti si
proizvodov brez vkljucitve proizvodov nanotehnologij najverjetneje ne bomo mogli
predstavljati. Lastnosti nanomaterialov (NM) se dokazano razlikujejo od materialov
enake kemijske sestave in vecje velikosti, saj se ob zmanjSani velikosti delca poveca
Stevilo atomov na povrSini glede na prostornino in tako delci nanometrskih dimenzij
postanejo bolj reaktivni (Jefferson, 2000; Verma in Stellacci, 2010). Proizvedene NM ze
uporabljamo v predmetih za vsakdanjo rabo (Sportni pripomocki kot antibakterijski
agensi), v prihodnosti pa bo njihova uporaba Se nara$¢ala predvsem v terapevtske in
diagnosti¢ne medicinske namene (Lascialfari in Sangregorio, 2011; Naahidi in sod.,
2013).

Napredek tehnologij mora iti v korak z raziskavami potencialnih kvarnih u¢inkov NM na
bioloske sisteme. Hiter razvoj odpira vedno ve¢ moznosti uporabe NM v medicini in
farmaciji, kjer morajo NM ustrezati dolo¢enim kriterijem, kot je npr. moznost
usmerjenega delovanja na tarne sisteme, biokompatibilnost, obstojnost, v nekaterih
primerih tudi biorazgradljivost ali nasprotno, inertnost v stiku z biolo§kim okoljem.
Razumevanje interakcij med NM in celi¢énimi membranami je posebno pomembno ob
potencialni uporabi NM v medicinske namene; ob intravenozni administraciji NM ti
pridejo v stik s tar¢nimi in netarénimi celicami, kar lahko vodi v koagulacijo krvi in
destabilizacijo membrane okoliskih tkiv (De Jong in Borm, 2008).

Splosno sprejeto dejstvo je, da prve interakcije NM z bioloskim sistemom nastopijo na
celicnith membranah (Verma in Stellaci, 2010), tj. na plazmalemi ali membranah
organelov, neodvisno od nacina izpostavitve organizma NM (Banaszak-Holl, 2009).
Novo smernico v razumevanju interakcij med NM in bioloskimi sistemi je postavil
Dawson s sodelavci (2009) na osnovi predpostavke raziskovalne skupine Steva Granicka
in sodelavcev (Wang in sod., 2008), in sicer, da so interakcije med NM in bioloskimi
membranami osnovane na neposrednih fizikalnih interakcijah.

Na interakcije med NM in bioloskimi sistemi bistveno vplivajo fizikalno-kemijske
lastnosti NM. Poleg osnovnih lastnosti (kemijska sestava, velikost, oblika in lastnosti
povrsine, npr. naboj in hidrofobnost) so pri preverjanju bioloskega potenciala NM
kljuénega pomena sekundarne znacilnosti NM, ki se oblikujejo v suspenziji, kot so
porazdelitev velikosti NM in njihovih aglomeratov, povrsinski naboj na dvosloju NM ali
aglomeratov ter oplaséenje z biomolekulami (Nel in sod., 2009; Verma in Stellacci,
2010), t.j. vezava beljakovin, lipidov in sladkorjev na povsrino NM v kompleksnem
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bioloskem mediju (Cedervall in sod., 2007; Lundgvist in sod., 2008; Monopoli in sod.,
2012).

1.1 NAMEN IN HIPOTEZE

Osrednji namen doktorske naloge je bil ugotoviti vpliv razli¢nih oblik NM na bioloske
membrane. Zanimalo nas je, ali so interakcije med NM in bioloskimi membranami
izrazitejse, ¢e so NM manyjsi in okrogle oblike, v primerjavi z dalj$imi, ki So nanometrskih
velikosti le v eni dimenziji; in kakSen je vpliv NM enakih oblik (npr. sferi¢énih ND) z

razli¢nimi lastnostmi povrsine na interakcije z bioloskimi sistemi.

Velik del studije je potekal na biosenzorskih sistemih z umetnimi fosfolipidnimi
membranami, predvsem na orjaskih unilamelarnih veziklih. OpaZene uc¢inke na umetnih
membranah smo Zzeleli preveriti na bioloskih celi¢nih sistemih: a) plazmalemi (zunanji
celiéni membrani) krvnih celic (eritrocitov), b) membranskih proteinih (encimi
acetilholinesteraze kot modelni sistem zivénega in krvnega sistema ter dobro uveljavljeni
biomarkerji nevrotoksi¢nosti) ter ¢) znotrajcelicnem membranskem sistemu (lizosomalna
membrana).

Hipoteze:

1.) Nanomateriali povzroc¢ijo spremembe fizikalno-kemijskih lastnosti membran, kar
med drugim vodi do spremenjene permeabilnosti membran, razsutja membran, vpliva
na tvorbo membranskih veziklov ter na kvarne uc¢inke na celice.

2.) Nanomateriali razlicnih oblik se razlikujejo po Dbioloski reaktivnosti.
Predpostavljamo, da so delci v obliki vlaken ali cevk bolj bioloSko reaktivni kot delci
v obliki kristalov ali kroglic. Pri NM iste oblike z razli¢nimi lastnostmi povrsine pa
predvidevamo, da je njihova bioloska aktivnost odvisna od lastnosti povrSine NM.

3.) Predvidevamo, da obstaja povezava med u¢inki NM na umetne membrane in realne
bioloske membranske sisteme (plazmalema, membranski proteini ter znotrajceli¢ni
membranski sistemi).
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2 PREGLED OBJAV
2.1 NANOZNANOSTI IN NANOTEHNOLOGUA

Nanoznanosti uvr§¢amo v eno izmed najaktualnejSih podrocij znanstvenih raziskav, saj
vkljuCujejo poznavanje lastnosti nanomaterialov (NM), njihovo proizvodnjo in
razumevanje interakcij med NM in bioloskimi sistemi na molekularnem nivoju, kot tudi
na vi§jih ravneh bioloSke organizacije. Osrednja znacilnost nanoznanosti je prepletanje in
nadgradnja razli¢nih, ze obstojeCih znanstvenih podrocij, kar ustvarja izrazito
interdisciplinarni znacaj. Nanotehnologije so trenutno med najbolj obetavnimi
tehnologijami s potencialnimi aplikacijami v skoraj vseh vejah gospodarstva. Bistveno
doprinesejo 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 (Narducci, 2007).

Nanomateriali lahko nastanejo pri naravnih procesih (izbruhi vulkanov, erozija, vodni
aerosoli) ali pa so rezultat ¢loveSkega delovanja, kot je izgorevanje biomase in fosilnih
goriv, proizvodnja materialov, promet, gradbenistvo itd. V tehnoloskih procesih lahko
ustvarjamo NM razli¢nih oblik, velikosti, z razli¢nimi lastnostmi povr$in in iz skoraj
vsake kemikalije, vendar obi¢ajno uporabljamo NM iz prehodnih kovin, silicijevega
dioksida, ogljika (fulereni) in kovinskih oksidov (razli¢ni zelezovi oksidi, cinkov oksid,
titanov dioksid idr.) (Naahidi in sod., 2013). Tehnolosko proizvedene NM Ze uporabljamo
v predmetih za vsakdanjo rabo, Sportnih pripomockih, polprevodnikih, v tekstilni in
prehrambni industriji, energetiki, idr., v prihodnosti pa bo uporaba NM $e narascala,
predvsem v medicinske diagnosti¢ne in terapevtske namene za taréno dostavo in
zdravljenje malignih obolenj (Lascialfari in Sangregorio, 2011; Naahidi in sod., 2013).

2.2 LASTNOSTI NANOMATERIALOV IN NJIHOVA BIOLOSKA REAKTIVNOST

Najvecji problem pri bioloskih §tudijah NM je aglomeracija ali agregacija v bioloSkem
okolju in tvorba proteinske korone (Xia in sod., 2011; Walter in sod., 2013).

2.2.1 Proteinska korona na povrsini nanomaterialov

Izraz proteinska korona se uporablja za vezavo proteinov iz plazme na povrsSino
proizvedenih NM (Cedervall in sod., 2007; Lundgvist in sod., 2008). Poleg beljakovin se
na povrsino NM vezejo tudi sladkorji in lipidi, torej ne le proteini, ampak celotni sloj na
povrsini NM, ki se oblikuje v kompleksnem bioloskem okolju, igra pomembno vlogo pri
bioloski prepoznavnosti NM (Monopoli in sod., 2012).



Drasler, B. Interakcije razli¢nih nanomaterialov z umetnimi in bioloskimi lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2014

2.2.2 Problem aglomeracije ali agregacije nanomaterialov

Povecana povrSinska reaktivnost NM je lahko zaZelena, kadar interakcije NM z
bioloskimi komponentami nacrtujemo (npr. pri tarno usmerjenem delovanju NM na
celice ali v katalizatorjih), lahko pa povzroca kvarne u¢inke na bioloskih sistemih. Od
povrsinskih lastnosti NM je odvisno oblikovanje skupkov NM; ti so lahko v obliki
aglomeratov, nastalih s povezavo primarnih delcev s fizikalnimi interakcijami, ali
mocneje povezani v bolj kompaktne agregate (Walter, 2013).

2.2.3 Povrsinska reaktivnost nanomaterialov

Nedavne S$tudije predlagajo, da je glavni mehanizem, ki vodi procesa oblikovanja
proteinske korone in aglomeracije NM, povecana reaktivnost NM, ki je odvisna od
adsorpcijskega potenciala NM. Opredeljujemo ga s t.i. indeksom adsorpcije na bioloske
povrsine (ang. biological surface adsorption index, BSAI), ki je odraz realnega stanja
aglomeracije v suspenziji in ne konceptualne velikosti NM v ocisc¢eni obliki pred pripravo
suspenzij (Xiain sod., 2011). Avtorji izpostavljajo povrsinske lastnosti NM, ki prispevajo
k vrednosti BSAI in s tem vplivajo na interakcijo NM z bioloskimi sistemi: hidrofobnost,
prisotnost vodikovih vezi, polarnost/polarizabilnost, prisotnost prostih elektronskih parov

(Xiain sod., 2011).

2.2.3.1 Lastnosti povrsin nanomaterialov

Tako za ucinkovito uporabo v biomedicini kot tudi za bazi¢ne in aplikativne Studije
interakcij z bioloskimi sistemi je glavni pogoj ¢im boljsa disperzija NM v suspenziji in v
bioloskem okolju; za ta namen se uporablja adsorpcija ali kemijska vezava razli¢nih
molekul (npr. citronska kislina ali oleilna kislina) z razli¢nimi funkcionalnimi skupinami
na povr$ino NM. Lastnosti skupin klju¢no vplivajo na oplas¢enje NM z biomolekulami,
npr. oblikovanje proteinske korone v prisotnosti ¢loveskih serumskih proteinov
(Monopoli in sod., 2011, 2012) in na posledi¢ne interakcije z bioloskim sistemom (Safi
in sod., 2011; Jedlovszky-Hajdu in sod., 2012; Salvati in sod., 2013). Znano je, da
kationska povrSina v odsotnosti serumskih proteinov mocno reagira z bioloSkimi
membranami ter lahko vodi do porusenja membrane (Wang in sod., 2008;
Ruenraroengsak in sod., 2012; Wang in sod., 2013a,b) in do celi¢ne smrti (Bexiga in sod.,
2011; Ruenraroengsak in sod., 2012; Wang in sod. 2013a,b), medtem ko v kompleksnem
bioloskem okolju proteinska korona lahko zasenci vpliv povrSinskega naboja (op.:
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pozitivnega pri aminoskupinah), zato je interakcija teh NM z liposomi® ali celi¢nimi
membranami takrat podobna kot pri neobdelanih in negativno nabitih NM (Salvati in sod.,
2011; Wang in sod., 2013a).

2.2.4 Razlié¢na oblika nanomaterialov

Poleg povrsinskih lastnosti, kemijske sestave jedra in velikosti NM je oblika eden izmed
glavnih faktorjev, ki vpliva na interakcije NM z membranami (Monticelli in sod. 2009;
Schulz, 2012) in drugimi komponentami bioloSkih sistemov (Park in sod., 2003;
Albanese, 2012). Po obliki NM razlikujemo med nanofilmi in nanoplo$¢icami (z eno
dimenzijo, manjSo od 100 nm), nanovlakni, nanoZicami in nanocevkami (z dvema
dimenzijama, manjsSima od 100 nm), sferiénimi nanodelci (ND) (s premerom, manj$im
od 100 nm), kompozitnimi NM in nanostrukturiranimi povrsinami (Borm in sod., 2006).
Novejse Studije potrjujejo, da so interakcije NM z bioloskimi sistemi in njihova
citotoksi¢nost v veliki meri povezane z njihovo povrSinsko reaktivnostjo, manj pa je
podatkov o vplivu razli¢nih oblik delcev na njihovo biolosko aktivnost (Drobne in Kralj-
Igli¢, 2009). RacunalniSke simulacijske Studije porocajo o vplivu primarne oblike NM
na lipide (Yang in Ma, 2010; Verma in Stellaci, 2010; Schulz, 2012) in oblikovanje
proteinske korone (Ramezani, 2014), vendar pri interpretaciji redko upostevajo obliko
NM in aglomeratov, ki nastenjo v suspenziji. Nekatere nanotoksikoloske Studije
nakazujejo na vpliv razli¢nih oblik NM na internalizacijo in njihove kvarne ucinke, npr.
inhibicijo delovanja ionskih kanalov (Park in sod., 2003). Internalizacija palicasto
oblikovanih NM je hitrejsa od sfericnih ND (Gratton in sod., 2008), medtem Ko,
nasprotno, nekateri avtorji poro¢ajo o hitrejsi internalizaciji sfericnih ND v primerjavi s
palic¢astimi, kar razlagajo z daljSim ¢asom, potrebnim za ovitje palicasto oblikovanih NM
z membrano (Verma in Stellaci, 2010).

2.2.4.1 Posredni vpliv oblike nanomaterialov

Oblika NM lahko vpliva tudi na razlike v mobilnosti in difuziji delcev v plinasti ali tekoci
fazi zaradi velikih razlik v hidrodinamskem premeru NM, npr. sferi¢nih ND v primerjavi
s podolgovatimi cevkami. Naslednji pomembni vpliv oblike je tudi na velikost oz.
povr$ino NM, dostopno za interakcijo z bioloskim sistemom. Znacilnost majhnih delcev

je veliko razmerje med povrsino in prostornino delca, torej v ve¢jem Stevilu atomov na

! Liposom je izraz za umetno pripravljen vezikel, sestavljen iz meSanice fosfolipidov in holesterola, ki se v
nadzorovanih pogojih v vodnem okolju oblikuje v sferi¢no strukturo ("liposome." Encyclopadia Britannica
Online, 2014). Sestavljen je lahko iz ene ali ve¢ membran iz sinteti¢nih lipidov, lahko pa ga pripravimo z
mehansko obdelavo bioloskih membran, npr. s sonikacijo (Patil in sod., 2014).
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povrsini glede na prostornino, kar poveca njihovo reaktivnost (npr. preko vpliva na
adsorpcijski potencial NM (Xia in sod., 2011; Lynch in sod., 2014). Poleg oblike na
interakcijo NM s proteini ali fosfolipidi vpliva tudi nanostrukturiranost povrsine NM; npr.
Roiter in sod. (2008) porocajo, da je prekrivanje NM s fosfolipidi izrazitej$e na gladkih
povrsinah (npr. na nanoplos¢icah v primerjavi z aglomerati ND).

2.3 NANOMATERIALI, UPORABLJENI V DOKTORSKI NALOGI

V doktorski nalogi smo za S$tudije vpliva na membrane izbrali NM, ki se pogosto
uporabljajo v razli¢nih Studijah kvarnega u¢inka na bioloske sisteme, in/ali NM, primerne
za potencialno uporabo v medicinske namene.

2.3.1 Magnetni nanomateriali

Poznavanje interakcij med magnetnimi NM in bioloskimi membranami je klju¢nega
pomena za nacrtovanje biomedicinskih aplikacij NM (de Planque in sod., 2011), kot so
slikanje z magnetno resonanco (ang. magnetic resonance imaging, MRI), magnetno-
tekoc¢insko hipertermi¢no unic¢evanje malignih celic in usmerjeno dostavo ué¢inkovin
(Thanh in sod., 2010). Problem, ki se pojavi pri uporabi in Studijah magnetnih NM, je
mocna aglomeracija magnetnih NM v suspenziji ali bioloSkem okolju, ki je Se izrazitejsa
zaradi magnetnih lastnosti; zato se v Studijah pogosto uporabljajo magnetni NM z
razli¢nimi povrSinami (Safi in sod., 2011).

2.3.1.1 Nanodelci kobaltovega ferita

Nanodelci kobaltovega ferita (CoFe204) so zaradi elektromagnetnih lastnosti eni izmed
najpogosteje testiranih magnetnih NM (Grigorova in sod., 1998). Zaradi ustreznih
magnetnih lastnosti jih obravnavamo kot potencialno uporabne NM za zdravljenje
rakavih celic z magnetno-tekocinsko hipertermijo, ki temelji na povi$ani temperaturi
jedra kobaltovega ferita, inducirani z izmeni¢nim magnetnim poljem (Verde in sod.,
2012). Prav tako so primerni za uporabo v elektrokemijskih produktih kot sestavni deli
senzorjev, zvocnih in videotrakovih, pri katalizi, kot pigmenti ali v magnetnih tekoc¢inah
(povzeto v Ziin sod., 2009).

Znani so genotoksicni vplivi ND CoFe204 (Colognato in sod., 2007) in visoka stopnja
internalizacije v celi¢nih kulturah in vitro, ki vodijo v celi¢no smrt (Marmorato in sod.,
2011). Zaradi poveCane tvorbe znotrajcelicnih lipidnih kapljic v prisotnosti
internaliziraninh ND avtorji predpostavljajo, da CoFe2O4 vplivajo na lipidni metabolizem.
Redke Studije porocajo o neposredni interakciji CoFe20s z umetnimi ali bioloSkimi
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membranami (Drasler in sod., 2014). Raziskovalna skupina Nappini in sodelavci (2010,
2011) se ukvarja s Studijami kontroliranega sproS¢anja CoFe;Os z razli¢no povrsino iz
veziklov na podlagi pove€anja propustnosti membrane, kar je pomembno pri uporabi ND
za tar¢no dostavo ucinkovin.

2.3.1.2 Nanodelci zelezovega oksida

Nanodelci zelezovega oksida (Fe2Oz; z velikostjo posameznega jedra < 20 nm) so zaradi
superparamagnetnih? lastnosti predmet intenzivnega proucevanja zaradi potencialne
uporabe v medicini, kot so kontrastno sredstvo pri MRI, magnetno-tekocinsko
hipertermi¢no zdravljenje in na magnetno polje odzivna taréna dostava u¢inkovin (Lien
in sod., 2011; Bhattacharya in sod., 2011; Perez-Artacho in sod., 2012; Thomas in sod.
2013; Visscher in sod., 2014).

Pri Studijah vpliva magnetnih NM na bioloske sisteme je smiselna uporaba vecjih
koncentracij Fe»Ogz, saj je pri uporabi ojacitve kontrasta pri MRI treba v telo vnesti
okvirno 2,5 mg Fe/kg telesne teze (Bu in sod., 2012), kar vodi v visoke lokalne
koncentracije Fe2Os. Nanodelci Fe;Oz lahko povzrocajo kvarne uc¢inke na celicah (vnetni
odziv, oksidativni stres, genotoksi¢nost), kar se lahko odrazi tudi na celi¢énih membranah
(Safi in sod., 2011; Yang in sod., 2013). Zaradi mo¢nega potenciala za aglomeracijo je
treba ND ustrezno spremeniti povrSinske lastnosti z vezavo molekul z razli¢nimi
funkcionalnimi skupinami; vendar ravno prisotnost razlicnih kemijskih skupin na
povrsini poglavitno vpliva na potencial ND Fe;Os za interakcije z membranami (Safi in
sod., 2011; Kralj in sod., 2012).

2.3.2 Ogljikovi nanomateriali

Ogljikovi NM so eni izmed najbolj obetavnih produktov nanotehnologije. Stabilne
nanostrukture ogljika se oblikujejo z razvr$¢anjem ogljikovih atomov v razli¢ne
geometrijske ravnine. V osnovi lo¢imo dva osnovna alotropa ogljika, ki se bistveno
razlikujeta v fizikalnih lastnostih: skoraj prozoren, neprevoden in zelo trd inertni material
(diamant) in mehak, ¢rn in dober prevodnik (grafit). Ostale alotrope ogljika obravnavamo
kot ogljikove NM, med katerimi razlikujemo amorfni ogljik (ang. carbon black, CB),
dvodimenzionalne plos¢ice grafena (Sestavljene ravnine heksagonalno urejenih atomov
C), fulerene (sferi¢ne, zaprte molekule, sestavljene iz 60 ali ve¢ atomov C ter ogljikove

2 Superparamagnetizem je poseben tip magnetizma, ki je znacilen za majhne delce. Pri superparamagnetnih
delcih se magnetni moment termiéno relaksira; odzovejo se na prisotnost zunanjega magnetnega polja, v
odsotnosti magnetnega polja pa nimajo magnetnih lastnosti (Mikhaylova in sod., 2004).
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nanocevke, ki se oblikujejo s spontanim zvitjem molekul grafena v cevasto strukturo, ter
nanovlakna) (Hurt in sod., 2006; Naahidi in sod., 2013).

Razli¢ni alotropi ogljika se ne razlikujejo le po primarni obliki, temve¢ so bistvene tudi
lastnosti povrsine. Kot primer izpostavljamo grafenov oksid (GO), oksidirano obliko
grafena; epoksidne in hidroksilne skupine na robovih molekule ustvarijo znacilno
amififilno naravo molekule (Batzill, 2012), kar poveca reaktivnost molekule v primerjavi
s hidrofobnimi molekulami Ceo ali Co, t.j. atomov Ceo v obliki zaprte kletke (Bakry in
sod., 2007; Park in Ruoff, 2009).

2.3.2.1 Molekula Cgo

Najstabilnejsi in najpogosteje uporabljani fulereni so t.i. buckministerfullerene (molekula
Ceo; Kroto in sod., 1985). Zaradi lastnosti, kot so majhna velikost (okoli 7 A),
hidrofobnost, tridimenzionalna oblika oz. sfericnost in prazna notranjost, je Ceo €den
izmed najbolj preiskovanih NM za uporabo v medicini, saj struktura v obliki ogljikove
kletke omogoca oblikovanje potencialnih diagnosti¢nih in terapevtskih u¢inkovin (Bakry
in sod., 2007; Farré in sod., 2010; Dellinger in sod., 2013). Edinstvena struktura in
kombinacija fotokemicnih, elektrokemicnih in fizikalnih lastnosti omogoca uporabo Ceo
kot lovilce prostih radikalov, antioksidante, kot protivirusne uéinkovine in inhibitorje
encimov (Bakry in sod., 2007; Kato in sod., 2010; Rossi in sod., 2013; Dellinger in sod.,
2013). Poleg tega je skupina raziskovalcev lkeda in sodelavci predstavila uspesno
uporabo umetnih liposomov kot topilo za Ceo in s tem predstavila nov nacin vnosa Ceo V
celice (Ikeda in sod., 2005, 2012).

Hkrati ima molekula Ceo zaradi navedenih lastnosti mocan potencial za povzrocanje
fotodinamic¢ne Skode na bioloskih sistemih (Jensen in sod., 1996; Partha in Conyers,
2009), tudi lipidnih membranah (Oberdoster, 2004; Sayes in sod., 2005). V nedavni
Studiji so predpostavili (Rossi in sod., 2013), da je vpliv na lipidne membrane kljucni
dejavnik pri kvarnem ucinku Ceo na bioloske sisteme. Na podlagi dostopne literature
zaenkrat ni soglasja o mehanizmu toksi¢nosti Ceo, Vendar se predpostavlja, da je povezana
s spremembo integritete in delovanja celiénih membran (Dellinger in sod., 2013).
Racunalniske simulacijske Studije predpostavljajo oblikovanje por v membranah v
prisotnosti molekul Ceo ali manjsih skupkov, translokacijo preko membrane ali
vgrajevanje v hidrofobni sloj (Chang in Violi, 2006; Qiao in sod., 2007; Wong-Ekkabut
in sod., 2008; Monticelli in sod., 2009, Chang in Lee, 2010; Bouropoulos in sod., 2012).
Nedavne eksperimentalne Studije porocajo o vplivu izvornih Ceo in njihovih vodotopnih
derivatov na spremenjene strukturne in elasti¢ne lastnosti lipidnih dvoslojev (Jeng in sod.,
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2003, 2005; De Maria in sod., 2006; Chen in Bothun, 2009; Katsamenis in sod., 2009),
medtem ko se veéji aglomerati najverjetneje na membrane adsorbirajo (Chang in Violi,
2006).

Velik problem pri uporabi fulerenov je slaba topnost v vodnih raztopinah, ki je posledica
hidrofobnosti molekule (Ruoff in sod., 1993; Crane in sod., 2008). Z uporabo organskih
topil (npr. kloroform ali ogljikov disulfid; Ruoff in sod., 1993) ali s sonikacijo lahko delno
lo¢imo aglomerate, da se oblikujejo manjsi skupki molekul Ceo (Crane in sod., 2008;
Spohn in sod., 2009), z vezavo hidrofilnih skupin pa lahko povec¢amo topnost v polarnih
topilih (Jensen in sod., 1996; Da Ros in sod., 1999; Wilson in sod., 2000; Partha in
Conyers, 2009), vendar takrat neposredna primerjava vpliva Ceo z derivati fulerenov, npr.
hidrofilnimi fulerenoli Ceo(OH)3s, Ni mogoca.

2.3.2.2 Ogljikove nanocevke

Ogljikove nanocevke (ang. carbon nanotubes, CNT) so alotropi ogljika cevaste strukture
(lijima, 1991). Gradi jih lahko enojna (ang. single-walled carbon nanotubes, SWCNT),
dvojna (ang. double-walled carbon nanotubes, DWCNT) ali veéslojna plast grafena (ang.
multi-walled carbon nanotubes, MWCNT); lahko so odprte ali zaprte, slednje zapira
polovi¢na molekula fulerena. Zaradi kombinacije lastnosti, kot so majhna molekulska
masa, mehanska trdnost, visoka elektri¢na in toplotna prevodnost ter visoka kapaciteta
adsorpcije, imajo CNT potencial za uporabo kot biosenzorji, nanobiokatalizatorji,
prenasalci zdravil pri biomedicinski aplikaciji in tudi za adsorpcijo in imobilizacijo
encimov (Wang in sod., 2009; Zhang in sod., 2013a). Ogljikove nanocevke so lahko
oksidirane, lahko imajo vezane aminoskupine ali karboksilne skupine, dolge so lahko
nekaj um ali manj$e od enega um (Meng in sod., 2012, Zhang in sod., 2013a), medtem
ko je premer SWCNT obicajno med 0,7 in 3 nm (Jorio in sod., 2001), MWCNT pa od 10
do 200 nm (Hou in sod., 2003).

Nedavne $tudije potrjujejo visok adsorpcijski potencial CNT (Xia in sod., 2011); porocajo
o0 visoki afiniteti SWCNT in MWCNT za vezavo proteinov (Zhang in sod., 2013a), med
njimi tudi acetilholinesteraz (Wang in sod., 2009). Stevilne ratunalniske simulacijske
Studije predpostavljajo moznost vsidranja (inkorporacije) CNT v lipidne membrane, kar
vpliva na konformacijo in difuzijo posameznih lipidnih molekul znotraj lipidnega
dvosloja in posledi¢no na fluidnost celotne membrane; izpostavljajo predvsem njihovo
sposobnost prodiranja preko celi¢nih membran (Li in sod., 2012; Parthasarathi in sod.,
2012; Baoukina in sod., 2013; Naahidi in sod., 2013). Zaradi zmoznosti CNT za prodor
preko membrane (vsidranje) je testiranje interakcij z lipidnimi membranami in
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komponentami krvnega sistema klju¢nega pomena pri oceni kvarnih u¢inkov CNT pred
klini¢no uporabo (Meng in sod., 2012), vendar je podro¢je Se zelo neraziskano. Ogljikove
nanocevke so se adsorbirale na ¢loveske eritrocite, odvisno od velikosti in lastnosti
povrsine (vezava razli¢nih molekul s funkcionalnimi skupinami (npr. karboksilne skupine
ali aminoskupine)) (Meng in sod., 2012; Baoukina in sod., 2013).

2.3.2.3 Amorfni ogljik

Amorfni ogljik (ang. carbon black, CB) je amorfni alotrop elementarnega ogljika, ki
nastane z nepopolnim izgorevanjem katranskih naftnih derivatov. Material je v obliki
¢rnega prahu, ki je sestavljen iz agregatov in delcev v velikostnem razponu od 20 do 300
nm. Amorfni ogljik nastaja v procesih avtomobilske, usnjarske, zivilske, farmacevtske
idr. industrij. Uporablja se v razli¢nih kemijskih in industrijskih produktih, kot so barvila,
premazi, Crnila, plasti¢ni izdelki, elektrode v baterijah, idr. (Hussain in sod., 2009).
Industrijsko obliko saj CB lo¢imo od ogljikovih saj naravnega izvora, vsebujejo pa tudi
organski material in policikliéne aromatske ogljikovodike (CAS RN, 2013); njihova

struktura je podobna plastem grafita, ki so manjSe in niso urejene v kristalno strukturo.

Lastnosti komercialno dostopnega CB so dobro raziskane, zato se v razli¢nih $tudijah
pogosto uporablja kot referen¢ni (primerjalni) material ali kot modelni sistem za izpusne
delce dizelskih goriv (Jackson in sod., 2012). Stevilne toksikoloske $tudije poro¢ajo o
kvarnem ucinku delcev CB na nivoju celic (Schara in sod., 2008; Ema in sod., 2013) in
celotnega organizma (Yeates in Mauderly, 2001; Colvin, 2003; Vermylen in sod., 2005;
Hussain in sod., 2009; Reijnders, 2012). Najverjetnejsi stik CB z organizmom je preko
dihal, zato se ve€ina $tudij osredoto€a na vpliv CB na respiratorne bolezni, poSkodbe
plju¢ in kardiovaskularne bolezni (Koike in Kobayashi, 2006; Vattanasit in sod., 2014).
Zaradi visokega adsorpcijskega potenciala (Xia in sod., 2011) imajo veliko afiniteto
vezave na proteine (Mesari¢ in sod., 2013) in fosfolipide, vendar vpliv CB na umetne ali

bioloske membrane Se ni dobro raziskan.

2.3.2.4 Grafenov oksid

Grafen je aromatska molekula, sestavljena iz obrocev s Sestimi ogljikovimi atomi, Ki
nastane z razslojitvijo grafita v posamezne plasti (Geim in Novoselov, 2004). Oksidirane
plasti grafena, t.j. plos¢ice grafenovega oksida (GO), so zaradi epoksidnih in hidroksilnih
skupin na povrsini ter hidroksilnih skupin na robovih amfifilne narave (Park in Ruoff,
2009). Lastnost dvodimenzionalnosti skupaj z ostalimi edinstvenimi lastnostmi
(prosojnost in elasti¢nost materiala, dobra toplotna in elektri¢na prevodnost) se izkorisca
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v znanosti materialov, fiziki, kemiji, medicini in nanotehnologiji. Poleg uporabe v
elektronskih napravah, prevodnikih in razli¢nih nanokompozitnih materialih ima velik
potencial za medicinske aplikacije kot biosenzor, za tar¢no dostavo zdravil in
fototermi¢no zdravljenje tumorjev (Yang in sod., 2010) ali kot sinteti¢ni proteinski
inhibitor (De in sod., 2011).

Racunalniske simulacijske in eksperimentalne Studije porocajo o visokem potencialu GO
za preckanje lipidnih dvoslojev in posledi¢ne poskodbe membran (Liao in sod., 2011,
Frost in sod., 2012; Lammel in sod., 2013). Eksperimentalne S$tudije na umetnih
membranah porocajo o elektrostatskih interakcijah med GO in glavami fosfolipidov, kar
je povzrocilo razbitje liposomov (Frost in sod., 2012). Poskusi na celi¢nih kulturah in
vitro (Lammel in sod., 2013) so potrdili visoko afiniteto GO za vezavo na plazmalemo;
ze nizki odmerki so povzrocili strukturne poSkodbe membran. Nanoplos¢ice GO v
citosolu modelnih jetrnih celic so povzrodile poviSanje znotrajceli¢nih reaktivnih
Kisikovih zvrsti, vplivale na spremembe celi¢ne ultrastrukture in metabolne aktivnosti
(Lammel in sod., 2013).

2.4 INTERAKCIJE NANOMATERIALOV Z BIOLOSKIMI SISTEMI

Interakcija med NM in lipidnimi membranami je dolofena z nabojem, sestavo in
velikostjo komponent, ki so udelezene v interakciji (Schulz, 2012). Stevilne
eksperimentalne, raCunalniSke simulacijske in teoreti¢ne Studije predpostavljajo, da
interakcija NM z membranskimi lipidi vpliva na spremembo strukture in delovanja
umetnih in biolo§kih membran (Wang in sod., 2008; Dawson in sod., 2009; Yu in
Granick, 2009; de Planque in sod., 2011; Drasler in sod., 2014). Nanomateriali in njihovi
aglomerati se na membrane lahko adsorbirajo in povzro¢ijo morfolosko reorganizacijo
lipidnih dvoslojev; predvsem nabiti NM lahko preko elektrostatskih interakcij povzrocijo
mocéne deformacije membran zaradi prerazporejanja lipidnih molekul znotraj dvosloja
(Wang in sod., 2008; Yu in Granick, 2009; Chen in sod., 2012). Adsorpcija NM na
membrane lahko vodi v spremembe membranske ukrivljenosti (Roiter in sod., 2008;
Thomassen in sod., 2011; Westerhausen in sod., 2012), internalizacijo NM (Fosnari¢ in
sod., 2009) in oblikovanje por ali lukenj v membranah (Mecke, 2005; Ginzburg in
Ballijepalli, 2007; Alexeev in sod., 2008; Leroueil in sod., 2008) in ovijanje fosfolipidov
okoli NM (ang. membrane wrapping) (Alexeev in sod., 2008; Nel in sod., 2009; Fosnari¢
in sod., 2009; Michel in Gradzielski, 2008); pri tem imajo negativno nabiti ali nevtralni
NM manjsi potencial oblikovanja por v primerjavi s pozitivno nabitimi (Hong in sod.,
2006). Vendar je tudi blizina anionskih ND povzrocila lokalno spremembo orientacije
fosfolipidnih glav (Goertz in sod., 2011). Glede vpliva velikosti NM na membrane $e ni
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enotnega mnenja; manjsi ND lahko oblikujejo pore v membrani; nasprotno pa se lahko
na vecjih aglomeratih oblikuje dvosloj fosfolipidov (Roiter in sod., 2008).

2.5 VREDNOTENJE INTERAKCIUE NANOMATERIALOV Z UMETNIMI
MEMBRANAMI

Umetne fosfolipidne membrane v obliki veziklov razlicnih velikosti sluzijo kot
redukcionistiéni modelni sistem za Studije interakcij med NM in membranami pri
fizioloSkem pH (Zhang in sod., 2012) in so zaradi velike podobnosti z bioloskimi
membranami komplementarne Studijam vpliva NM na razli¢ne nivoje bioloskih sistemov
(Wang in sod., 2008). Fosfolipidni vezikli omogocajo Studije strukture bioloSkih
membran, urejenosti membran, spremembe fluidnosti, transporta preko membrane,
njihovega samosestavljanja, elasti¢nosti, obnasanja v obmo¢jih faznih prehodov in za
proucevanje membranskih interakcij z razli¢nimi makromolekulami. Prednost umetnih
membran pred celicnimi je manjSa heterogenost, kar omogoca opazovanje izbranih
komponent, ter moznost kontroliranega spreminjanja njihove sestave in okoliskega
medija (Drobne in Kralj-Igli¢, 2009). V §tudijah interakcij med NM in vezikli so delci
lahko (i) enkapsulirani v vezikle, (ii) v obliki pripravljenih hibridov med vezikli in
anorganskimi NM ali (iii) vezikli, inkubirani v suspenziji NM (Wang in sod., 2008;
Zupanc in sod., 2012; Frascione in sod., 2012).

2.5.1 Fosfolipidni vezikli

Fosfolipidni vezikli so lahko v obliki uni- ali veclamelarnih liposomov (ang.
multilamellar vesicles). Orjaski unilamelarni fosfolipidni vezikli (ang. giant unilamellar
vesicles, GUV) so s svojim povpre¢nim premerom od 1 do 100 um (Ddbereiner, 2000) v
istem velikostnem razredu kot celice in dovolj veliki za opazovanje pod svetlobnim
mikroskopom, ki med drugim omogoca direktno sledenje spreminjanju njihove oblike
(Drobne in Kralj-Igli¢, 2009). Veliki in majhni unilamelarni vezikli (ang. large
unilamellar vesicles, LUV; in ang. small unilamellar vesicles, SUV) se pogosto
uporabljajo za Studije vpliva substanc na membranske lastnosti, kot so fluidnost in
propustnost (Gmajner in sod., 2011). Multilamelarni vezikli so najpreprostejsi liposomi,
ki se oblikujejo po mehanski disperziji suhih lipidov v vodni raztopini. Sestavljeni so iz
koncentri¢nih lipidnih dvoslojev, vsak posamezni dvosloj je locen z ozkim kanalom
vodne raztopine (Patil in sod., 2014).

Za pripravo umetnih liposomov se pogosto uporablja glicerofosfolipide (Sessa in
Weissmann, 1968), kot sta npr. 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3 fosfatidilholin (POPC)
ali  1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoholin  (DPPC). Glicerofosfolipide sestavlja
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dipolarna (t.i. zwitterionska®) glava, ki je v kontaktu z vodno raztopino, in dva nepolarna
repa, sestavljena iz hidrofobnih mas¢obnih kislin (Velikonja in sod., 2013).

2.5.2 Metode za spremljanje lastnosti fosfolipidnih membran

Najpogosteje uporabljane tehnike za opazovanje vpliva snovi na posamezne umetne
fosfolipidne vezikle so svetlobna, fluorescen¢na, konfokalna, elektronska in ramanska
mikroskopija, mikroskopija na atomsko silo ter preto¢na citometrija (Ruozi in sod., 2005;
Sato in sod., 2006; Bibi in sod., 2011; Chen in sod., 2013). Za vrednotenje membranskih
lastnosti ve¢ veziklov hkrati oz. populacij veziklov pa razli¢ne spektroskopske tehnike ali
tehnike sipanja in uklanjanja svetlobe (npr. dinami¢no sipanje svetlobe (DLS), sipanje X-
zarkov), ter kalorimetri¢ne tehnike (Pabst in sod., 2000; Pencer in sod., 2001; Rappolt in
Pabst, 2008; Gill in sod., 2010; Zupanc in sod., 2014 v tisku).

2.5.2.1 Svetlobna fazno-kontrastna mikroskopija

Fazno-kontrastna svetlobna mikroskopija je ena izmed najbolj uporabnih tehnik za
opazovanje orjaskih unilamelarnih veziklov (GUV). Deluje na osnovi razli¢ne opti¢ne
gostote vzorca; zarek svetlobe se lomi na robu objektov in tako ustvari t.i. difrakcijski
vzorec, kar omogoca opazovanje faznih sprememb v vzorcih (npr. opticno gostejSa
notranjost vezikla v primerjavi z okolisko raztopino). Vezikli sferi¢ne oblike se pogosto
preoblikujejo v elipsoidno obliko, hruskasto, ¢asasto ali diskocitno oblikovane vezikle ter
v vezikle z brsti (Lipowsky, 1991; Lipowsky in Débereiner, 1998; Markvoort in sod.,
2006; Yu in Granick, 2009). Ze majhne asimetri¢ne spremembe v lipidnem dvosloju
GUV se lahko izrazijo kot mocno spontano ukrivljanje membrane, kar vpliva na
preoblikovanje veziklov ali njihovo razbitje (Zupanc in sod., 2012). Nekateri avtorji
porocajo, da je najpomembne;jsi dejavnik vpliva na transformacijo oblike veziklov razlika
med osmotskim pritiskom med zunanjostjo in notranjostjo vezikla (Hotani in sod., 1999;
Kralj-Igli¢ in sod., 2001), obliko lahko spremeni tudi fizi¢ni stik (adsorpcija) snovi, tudi
NM, na fosfolipide (Yu in Granick, 2009).

2.5.2.2 Sipanje X-zarkov pod majhnim kotom

Rentgenske-zarkovne tehnike so nedestruktivne analiti¢ne tehnike, ki temeljijo na
opazovanju intenzitete razprsenih X-zarkov z vzorca kot funkcije kota sipanja svetlobe,

polarizacije, valovne dolZine ali energije svetlobe, iz Cesar dobimo informacije o

3 Zwitterion je izraz za dipolarni ion ali t.i. ion dvojéek, ki ima hkrati pozitiven in negativen naboj, navzven
pa je molekula elektri¢no nevtralna (Velikonja in sod., 2013).
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kristalografski strukturi, kemijski sestavi ter fizikalnih lastnostih materialov in tankih
plasti. Tehnika sipanja X-zarkov pod majhnim kotom (SAXS) temelji na elastiénem
sipanju X-zarkov z valovno dolZzino med 0,1 in 0,2 nm in omogoca dolo¢itev strukturnih
podrobnosti snovi v obmoc¢ju od 1 nm do 100 nm, kot so debelina lipidnega dvosloja,
razdalja med lipidnimi dvosloji znotraj MLV in urejenost lipidnih dvoslojev (Glatter in
Kratky, 1982; Guinier, 1963; Laggner in Mio, 1992; Pabst in sod., 2000). Urejena
razporeditev dvoslojev multilamelarnih veziklov (MLV) predstavlja idealen sistem za
Studije z uporabo X-zarkov (Hope in sod., 1986); pri tem so POPC MLV, pripravljeni v
deionizirani vodi, ovrednoten in pogosto uporabljen sistem za Studije obnaSanja membran
pri konstantni temperaturi ali pod pogoji hitrega segrevanja (Rappolt in sod., 2003).

2.5.2.3 Fluorescencna spektrofotometrija

Spremembe urejenosti lipidnega dvosloja se lahko odrazijo v spremenjeni fluidnosti*
membrane, ki je pomembna lastnost celiénih membran. Povisana fluidnost poveca prosto
gibanje membranskih fosfolipidov in beljakovin in vpliva na npr. ionski transport, potek
razli¢nih signalnih poti in celi¢no rast (Park in sod., 2005). Interakcija NM z membrano,
npr. adsorpcija NM na fosfolipidni dvosloj ali enkapsulacija NM v liposome, vpliva na
fluidnost membrane (Roiter in sod., 2008). Spremembe fluidnosti lahko vrednotimo z
uporabo membransko vgrajenih sond, kot sta fluorofor 6-difenil-1,3,5-heksatrien (DPH),
ki se vgradi med hidrofobne repe fosfolipidov, ali njegov kationski derivat trimetilamonij-
6-fenil-1,3,5-heksatrien (TMA-DPH) v blizini polarnih fosfolipidnih glav (Hurjui in sod.,
2013).

S spreminjanjem temperature izzovemo fazne prehode membranskih fosfolipidov, kar se
odrazi tudi v fluidnosti membran; visja temperatura povzro¢i prehod iz stanja gel v tekoce
stanje. Lipidi v bioloskih membranah so obi¢ajno v tekoCem stanju, kar olajsa lateralno
mobilnost in konformacijske spremembe membranskih proteinov (Riske in sod., 2009).
V primeru vsidranih ali adsorbiranih NM v ali na membrano lahko prisotnost NM zmoti
urejenost lipidov in inducira fazni prehod, kar se odrazi tudi v pove¢ani membranski
fluidnosti (Rappolt in Pabst, 2008). Merjenje spremenjene fluidnosti fosfolipidnih
liposomov z merjenjem fluorescen¢ne polarizacije in anizotropije je pogosto uporabljena
metoda za vrednotenje vpliva prisotnosti razlicnih NM na umetne membrane; obicajno je
povezano z analizo faznih prehodov membranskih lipidov (Bothun in sod., 2008;
Frascione in sod., 2012).

4 Izraz fluidnost membrane se nanaSa na viskoznost lipidnega dvosloja umetnih in celi¢nih membran
(Lodish in sod., 2000).
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2.5.2.4 Diferencna dinamicna kalorimetrija

Diferen¢na dinami¢na kalorimetrija (DSC) je ucinkovita in Siroko uporabljana
kalorimetricna metoda za dolo¢anje toplotno induciranih sprememb lipidne strukture,
nastalih kot posledica interakcije razli¢nih snovi z lipidnim dvoslojem (Abram in sod.,
2013). Tehnika DSC se pogosto uporablja tudi v biologiji in nanoznanosti za vrednotenje
temperaturno in/ali Casovno pogojenih fizikalnih lastnosti lipidov in omogoca
vrednotenje tudi zelo subtilnih sprememb na membrani (Riske in sod., 2009; Gill in sod.,
2010). Termi¢no induciran fazni prehod je mogoce ovrednotiti v ozkem temperaturnem
intervalu le na lipidnih sistemih, sestavljenih iz nasi¢enih aminokislin s faznim prehodom
v ozkem temperaturnem obmocju (Boggs, 1987). Glavni fazni prehod (Tm) ustreza
izomerizaciji acilnih verig v stanje rotamere gauche®, kar pomeni prehod iz urejenega
stanja gel v urejeno tekoce stanje (L), fazni predprehod pa iz urejene trdne faze gel (Lg,
ang. tilted) v valujoc¢o fazo gel (Pg, ang. rippled) (Riske in sod., 2009).

Termodinamske lastnosti membrane so pomemben faktor pri vrednotenju kvarnega
vpliva NM na bioloske sisteme, saj dinamika membranskih fosfolipidov klju¢no vpliva
na morfoloske spremembe membran, npr. oblikovanje izrastkov v obliki tub ali veriZic in
oblikovanje membranskih veziklov (Roux in sod., 2005; Westerhausen in sod., 2012). Z
metodo DSC lahko sklepamo tudi na mehanski vpliv NM na membrane, npr. na ovijanje
NM z membranskimi lipidi (ang. membrane wrapping), ki se odrazi v spremenjeni
temperaturi faznega prehoda fosfolipidov (Westerhausen in sod., 2012).

2.5.3 Izpostavljene lastnosti membranskih fosfolipidov
2.5.3.1 Fazni prehod fosfolipidov

Specifi¢na znacilnost posameznih fosfolipidov je oster glavni fazni prehod (Mabrey in
Sturtevant, 1976), ki ustreza temperaturi faznega prehoda iz trdnega v tekoce stanje; v
temperaturnem obmocju, ki je niZje od temperature glavnega faznega prehoda (Tm), van
der Waalsove vezi drzijo ogljikovodikove repe tesno skupaj, membrana pa je v trdnem
stanju, t.i. stanju gel (Janiak in sod., 1976). Nad Tm je za fosfolipide znacilna lateralna
mobilnost in mobilnost molekul med dvema slojema (t.i. pojav flip-flop; Kornberg in
McConnel, 1971), kar je odgovorno za fluidnost membrane. Ob faznem prehodu se pojavi
fenomen zaCasno povisane propustnosti membrane, kar omogoca npr. spros¢anje snovi iz

notranjosti liposoma pri uporabi liposomov kot prenasalcev ucinkovin (Michel in

% Izraz gauche opisuje konformacijsko izomero (konformero), kjer sta dve bliZznji skupini logeni s torzijskim
(med dvema atomoma) kotom 60° (IUPAC, 2006).
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Gradzielsky, 2012). Fluidnost membrane lahko opisemo s t.i. elasti¢nostjo ukrivljanja
membrane (ang. bending elastisity), to je energija, potrebna za odmik lipidnega dvosloja
od spontane ukrivljenosti (ravnotezje med adhezivnimi in elasticnimi silami), ki se ob
faznem prehodu drasti¢no spremeni (Michel in Gradzielsky, 2012).

2.5.3.2 Membranska ukrivljenost

Sprememba oblike fosfolipidnih veziklov in eritrocitov je doloCena z ukrivljenostjo
membrane (Kralj-Igli¢ in sod., 1996), pri slednjih je odraz vzajemnega delovanja
membranskih fosfolipidov in proteinov (McMahon in Gallop, 2005; Graham in Kozlov,
2010). Eden od najucinkovitej$ih mehanizmov za tvorbo in ohranjanje ukrivljenosti
temelji na asimetriji membranskih monoslojev. Ukrivljenost membrane je geometrijska
lastnost lokalnega znacaja (razlina na posameznih membranskih obmocjih), vendar
lahko s povpre¢jem lokalnih ukrivljenosti opisemo globalno ukrivljenost oz. obliko
membrane. Po dogovoru je ukrivljenost znotrajceliénih membran proti lumnu organela
ali citoplazmi pozitivna, zunanjega monosloja pa negativna. Majhna ukrivljenost je
znacilna za membranske strukture s polmerom, vecjim od debeline membrane (npr.
plazmalema), vecja pa za manjSe transportne vezikle (Graham in Kozlov, 2010).

2.6 VREDNOTENJE INTERAKCIJE NANOMATERIALOV Z BIOLOSKIMI
MEMBRANAMI ERITROCITOV

Cloveski eritrociti so v toksikologkih $tudijah in za primerjavo vpliva snovi na bioloske
in umetne membrane zaradi odsotnosti endocitoze (Laurencin in sod., 2010) ter hitrega
odziva celic na spremenjene membranske lastnosti siroko uporabljan sistem. Ze zelo
majhen vpliv snovi na eritrocitne membrane se odrazi v transformaciji celicne oblike, kar
lahko opazujemo s svetlobno ali elektronsko mikroskopijo (Asharani in sod., 2012; Han
in sod., 2012; Simundi¢ in sod., 2013; Dragler in sod., 2014).

2.6.1 Spremembe morfologije eritrocitov

Rudenko (2010) je predpostavil, da morfoloske spremembe eritrocitov vkljucujejo $tiri
glavne spontane transformacije oblik: zacetna diskoidna oblika, ehinociti z vec izrastki v
obliki trnov, vmesna diskoidna stopnja in kon¢na stomatocitna oblika z znacilno
nabreklim obodom oz. ugreznjeno srednjo regijo. Med nediskoidnimi oblikami so mogo¢i
reverzibilni prehodi, medtem ko preoblikovanje iz ehinocite nazaj v diskoidno obliko ni
mogoce. Na podlagi koncepta sklopljenega delovanja dvoslojev (ang. bilayer couple
concept, BCC), ki sta ga predpostavila Sheetz in Singer (1974), razlagata, da vsak faktor,
ki vodi v raztezanje notranje ali zunanje plasti lipidnega dvosloja, povzro¢i oblikovanje
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konveksnih ali konkavnih struktur. Raztezanje zunanjega lipidnega dvosloja se pri
eritrocitih odrazi kot ehinocitni trni, nasprotno, razteg notranjega sloja sprozi
stomatocitozo (Igli¢ in sod., 1997).

Vecina avtorjev predpostavlja, da je spreminjanje oblike eritrocitov skladno s konceptom
BBC,; vecinsko sprejeto mnenje je, da gre za hkratno in usklajeno delovanje membranskih
strukturnih proteinov in membranskega citoskeleta ter posrednega vpliva fosfolipidov na
proteine (Gimsa in Reid, 1995; Hagerstrand in sod., 1999a,b, 2000; Betz, 2006;
Grebowski in sod., 2013). Avtorji izpostavljajo, da je pri delu z eritrociti treba upostevati
visoko obcutljivost na pogoje V eksperimentalnem mediju in na znotrajceli¢ne
spremembe, saj npr. visoka slanost, visok pH (znotrajceli¢no) in blizina stekla povzrocijo
raztezanje zunanjega lipidnega dvosloja, obratni pogoji pa oblikovanje stomatocit (Lim
in sod., 2002; Rudenko, 2009, 2010).

2.6.2 Mikrovezikulacija

Mikrovezikulacija je proces brstenja fosfolipidnih membran, prisoten pri skoraj vseh
celi¢nih tipih evkariontskih celic tako in vitro kot in vivo (Igli¢ in sod., 1998; Sustar in
sod., 2011a,b; Jesenek in sod., 2013). Membranski vezikli se od celice lo¢ijo v kon¢ni
fazi procesa vezikulacije bioloskih membran (Kralj-Igli¢, 2012), vendar natancen
mehanizem nastanka veziklov $e ni poznan (Ogorevc, 2013). Pri eritrocitih so zabelezili
pojav sferi¢nih (premer okoli 150 nm) ali cilindri¢no oblikovanih (premer okoli 80 nm,
dolzina 400 do 850 nm) t.i. mikroeksoveziklov (Hagerstrand in sod., 1999a);
mikrovezikulacija eritrocitov lahko vpliva na izgubo lipidov iz zunanjega ali notranjega
membranskega sloja, kar se odrazi v spremembah oblike eritrocitov (Almizraq in sod.,
2013).

2.7 VREDNOTENJE VPLIVA NANOMATERIALOV NA BELJAKOVINE: ENCIMI
ACETILHOLINESTERAZE

Adsorpcija in imobilizacija encimov na razli¢nih povrSinah, med njimi tudi na povrSine
NM, je pogosto uporabljen biosenzorski sistem za vrednotenje vpliva NM na beljakovine
(Wang in sod., 2009). Acetilholinesteraza (AChE) je pomemben encim v Zivénem
sistemu, ki opravlja funkcijo hidrolize nevrotransmitorja acetilholina v holinergi¢nih
sinapsah. Pri sesalcih je Siroko zastopan predvsem v mozganih in v krvi, na
ekstracelularni povrsini nevronov in eritrocitov (Rotundo, 2003; Arrieta in sod., 2009).
Inhibicija aktivnosti AChE je Siroko uporabljan biomarker pri vrednotenju vpliva
onesnazevalcev (npr. organofosfatnih in karbamidnih pesticidov) (Arufe in sod., 2007);
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zabelezili so tudi inhibitorni vpliv razli¢nih kovin, detergentov, ogljikovodikov, toksinov
alg in naravnih fenolnih lipidov (Arduini in sod., 2007; Kopecka in sod., 2008; Stasiuk
in sod., 2008), tudi NM (Wang in sod., 2009; Sinko in sod., 2013; Mesari¢ in sod., 2013).
Posledica inhibicije AChE je akumulacija acetilholina v medsinapti¢nih $pranjah, kar
lahko kriti¢no oslabi delovanje zivénega sistema (Worek in sod., 2002).

Nanomateriali, posebno ogljikovi, ki imajo visoko adsorpcijsko sposobnost (Xia in sod.
2011; Ruh in sod., 2012), lahko povzrocijo nespecificno adsorpcijo AChE na NM, kar
vpliva na delovanje encima (Wang in sod., 2009; Mesaric€ in sod., 2013). Primeren sistem
za spektrofotometri¢no vrednotenje inhibicije in adsorpcije AChE je modificirana metoda
po Ellmanu (Ellman in sod. 1961; Wang in sod. 2009; Mesari¢ in sod., 2013). Wang in
sod. (2009) porocajo o inhibiciji AChE kot posledici adsorpcije encima na NM, pri cemer
so imeli ogljikovi NM (SWCNT in MWCNT) najvi§jo vezavno afiniteto do encima v
primerjavi s kovinskimi in silicijevimi NM.

2.8 VECPARAMETRSKO VREDNOTENIJE KVARNEGA UCINKA
NANOMATERIALOV: CELICNE KULTURE IN VITRO

Sesal¢je celi¢ne kulture in vitro so ene najpogosteje uporabljenih bioloskih sistemov pri
Studijah kvarnega vpliva snovi na celice in v nanotoksikoloskih Studijah. Klasicne
citotoksikoloske Studije so obicajno usmerjene v detekcijo moc¢nih vplivov snovi, tudi
NM (celi¢na smrt, letalni uc¢inki), medtem ko je ravno ovrednotenje subletalnega odziva
celic pomembno pri testiranju potencialnih kvarnih ucinkov testiranih snovi na celice,
tako pri kratkotrajnih kot pri kroni¢nih izpostavitvah (O'Brien in sod., 2008). Rezultati
veCparametrskih analiz na populaciji celic (ang. high content screening analysis, HCA)
so pokazali, da je kombinacija parametrov, kot so Stetje zivih celic, permeabilnost
plazmaleme, morfologija jedra, patologija lizosomov, mitohondrijski membranski
potencial in znotrajceli¢na koncentracija kalcija, zelo primerna za vrednotenje zgodnjega
odziva celic na stresni dejavnik (O'Brien in sod., 2008).

2.8.1 Lizosomi in nanomateriali

Lizosomi so celi¢ni organeli, ki so v celici ve¢insko razporejeni okoli jedra; sodelujejo
pri shranjevanju in razgradnji snovi, ki v celice vstopijo z endocitozo in se v organelih
kopicijo (Frohlich in sod., 2012). Akutne poSkodbe lizosomov lahko nastopijo preko
delovanja reaktivnih kisikovih in dusikovih zvrsti ali zaradi membranskih poskodb
(Maysinger in Lovric, 2007; Moore in sod., 2009; Frohlich in sod., 2012). Spremenjeno
delovanje lizosomov je eden izmed prvih pokazateljev oksidativnega stresa, hkrati pa je

zmanjSana stabilnosti lizosomalne membrane relevantni indikator celi¢ne poskodbe, saj
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nefunkcionalna lizosomalna membrana vodi v celicno smrt (Frohlich in sod., 2012).
Zakisanost lumna organela vzpostavijo ATP-azne ¢rpalke (tip V-ATP-aze), odgovorne
za transport protonov v lumen; vzdrZzevanje nizkega pH poteka s kombinacijo anionskih
in kationskih membranskih proteinskih kanalov (DiCiccio in Steinberg, 2011). Poskodbe
lizosomalne membrane se najpogosteje vrednotijo na osnovi spremembe v zakisanosti
lumna, npr. s testom zadrzevanja barvila nevtral rdece v notranjosti lizosomov, ali drugih,
na nizek pH obcutljivih, fluorecencnih barvil, s tehnikami fluorescen¢ne mikroskopije ali
fluorimetri¢no (Frohlich in sod., 2012).

Znano je, da je normalno delovanje lizosomov lahko ovirano zaradi neposredne ali
posredne inhibicije fosfolipaz v prisotnosti ksenobiotikov (Natalie in sod., 2009), tudi
NM (Salvati in sod. 2011; Frohlich in sod., 2012; Wang in sod., 2013a,b), in se lahko
odrazi v motnji metabolizma fosfolipidov (Anderson in Borlak, 2006; Wang in Peterson,
2013). Dobro je raziskan vpliv predvsem kationskih ND, ki v lizosome vstopijo prekriti
z ekstracelularnimi proteini, v notranjosti lizosoma se proteinska korona odstrani, ND se
akumulirajo v lumnu in povzro¢ijo nabrekanje organelov (Wang in sod., 2013a,b).

2.8.2 Lamelarna telesca

Lamelarna telesca ali lamelarne granule so organeli, sestavljeni iz ve¢ plasti tesno
pakiranih fosfolipidnih membran, obdanih z zunanjo membrano (Schmitz in Miiller,
1991). V pnevmocitih tipa II in keratinocitih imajo vlogo izlo¢evalnih organelov v
celicah, njihov nastanek pa lahko razlozimo tudi kot prilagoditveni mehanizem, ki
celicam omogoca zadrzevanje visoke koli¢ine vnesenih snovi v kompleksu s fosfolipidi
V izogib kvarnim u¢inkom (Reasor, 1989; Anderson in Borlak, 2006; Natalie in sod.,
2009; Kuroda in Saito, 2010). Wang in Petersen (2013) poro€ata o povecani tvorbi
lamelarnih teles v celicah plju¢nega epitelija (A549) po izpostavitvi ND zlata.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 NANOMATERIALI, UPORABLIJENI V STUDIJI

V $tudiji smo uporabljali ogljikove NM: fulerene Cego in vecplastne ogljikove
nanocevke (MWCNT), amorfni ogljik (CB) in ploscice grafenovega oksida (GO);
magnetne ND: povrsinsko neobdelane ND kobaltovega ferita (CoFe20a) ali CoFe2O4 z
adsorbirano citronsko kislino (CoFe204-CA), ND Zelezovega oksida (y-Fe20s3):
povrsinsko neobdelane Fe;Os3, Fe2O3 s tanko plastjo silicijevega dioksida na povrsini
(Fe203-Si), Feo03-Si z vezanimi molekulami s karboksilnimi skupinami (Fe2O3-Si-
COOH) ali aminoskupinami (Fe2O3-Si-NHz). V Studijah na celi¢nih kulturah smo
uporabili polistirenske (PS) ND: kationske PS ND z vezanimi molekulami z
aminoskupinami (PS-NHg; razli¢na koli¢ina —NH>) ali trimetilamonijevimi skupinami
(PS-N(CH3)3) ter povrSinsko neobdelane PS ND in PS z vezanimi molekulami s
karboksilnimi skupinami (PS-COOH) (negativni referen¢ni material). (Op.: Poreklo NM
in karakterizacija: pril. A).

3.2 SHEMA 1ZVEDBE POSKUSOV

Splosna shema izvedbe poskusov na izbranih umetnih membranah (fosfolipidnih
veziklih) in bioloskih membranah (eritrocitih, acetilholinesterazah in celi¢nih kulturah
in vitro) z izbranimi NM je prikazana na sliki 1.
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Slika 1: Splosna sheme izvedbe poskusov testiranja vpliva izbranih nanomaterialov na umetne ali

bioloSke modelne sisteme.

21



Drasler, B. Interakcije razli¢nih nanomaterialov z umetnimi in bioloskimi lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2014

3.3 ANALIZE UMETNIH FOSFOLIPIDNIH MEMBRAN
3.3.1 Svetlobna fazno-kontrastna mikroskopija

S fazno-kontrastno mikroskopijo smo spremljali vpliv dodatka NM na spremembe
Stevila, premera in stopnje ekscentri¢nosti skupin GUV.

3.3.1.1 Priprava orjaskih unilamelarnih veziklov

Orjaske unilamelarne vezikle smo pripravili z modificirano metodo elektroformacije
(Angelova, 1986). 1z zaloznih suspenzij smo pripravili mesanico sinteti¢nih lipidov 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3 fosfatidilholina (POPC) in holesterola (v volumskem
razmerju 4:1, v/v), nanesli na vsako (0,02 mL) izmed dveh platinastih elektrod (dolzina
4 cm, premer 1 mm) in elektrodi 2 uri susili pri nizkem vakuumu, da je topilo izhlapelo.
Elektrodi s posusenimi lipidi smo potopili v raztopino saharoze (0,3 M, pH 7,4; 2 mL
mikrocentrifugirka z navojem) in izpostavili izmeni¢nemu elektricnem polju
(amplituda 5 V/mm, frekvenca 10 Hz; 2 h; 15-min intervali: 2,5 V/mm in 5 Hz; 2,5
V/mm in 2,5 Hz; 1 V/mm in 1 Hz). Z elektroformacijo nastale GUV (v 0,3 M saharozni
raztopini) smo obdali z ekvimolarno raztopino glukoze (pH 7,4; 3:5, v/v). (Poreklo

kemikalij in postopek priprave suspenzij NM: pril. A).

3.3.1.2 Priprava mikroskopskih preparatov ter zajem in analiza mikroskopskih
videoposnetkov

Suspenzije GUV (0,07 mL) smo vnesli v eksperimentalne kamrice CoverWellTM
Perfusion chambers PC4L-0,5 (Grace Bio-Labs, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija);
ena kamrica (sl. 2a) je predstavljala populacijo GUV, zajetih v dveh vzorcih, t. j. v dveh
enodimenzionalnih videoposnetkih na dveh loc¢enih pasovih (P1 in P2, sl. 2b), posnetih
pri 400-kratni povecavi (svetlobni fazno-kontrastni mikroskop Nikon Eclipse TE2000-S
(Nikon, Tokio, Japonska), priklju¢enim na videokamero CCD (op.: ang. charge-coupled
device), model XC -77 CE (Sony, Tokio, Japonska).
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(b) P1 P2

70 pL

Slika 2: Prikaz eksperimentalnih kamric za pripravo mikroskopskih preparatov orjaskih unilamelarnih
veziklov.

(a) Silikonski model §tirih komercialno dostopnih eksperimentalnin kamric (C1-C4) s prikazanimi
dimenzijami. Stranski pogled na kamrice je podan spodaj; globina posameznih kamric je 0,5 mm. (b) Dva
lo¢ena pasova videoposnetkov (P1 in P2) znotraj posameznih eksperimentalnih kamric. Zajem slike na
izbranih mestih P1 in P2 ustreza 3 % ocenjeni povrsine celotne kamrice.

Z algoritmi za procesiranje slik smo videoposnetke pretvorili v mozaike slik, nato
avtomatsko (z ro¢nim pregledovanjem morebitnih odstopanj) segmentirali GUV iz
posameznih mozaikov; izrazili smo kvantitativne podatke: Stevilo, povpre¢ni premer in
stopnjo ekscentriénosti® GUV (Zupanc in sod. 2009, 2010a,b, 2011, 2012, 2014 v tisku;
dodatna razlaga: pril. A). Pred izvedbo poskusov izpostavitve GUV razlicnim NM smo
preverili variabilnost med kontrolnimi GUV znotraj istega poskusa in med tremi poskusi
(K1, K2, K3) (opis: pril. A).

3.3.1.3 Izpostavitev veziklov suspenzijam nanomaterialov

Ustrezno razred¢eno suspenzijo GUV (z 0,3 M glukozno raztopino, pH 7,4; sl. A2b, pril.
A) smo izpostavili NM (v volumskem razmerju suspenzija GUV:testni medij = 9:1; v/v;
v mikrocentrifugirkah), s kon¢nimi koncentracijami NM 0,01; 0,05 ali 0,1 mg/mL.
Kontrolnim skupinam smo dodali deionizirano vodo (dH20) ali 0,3 M raztopino glukoze.
Sledil je postopek zajema videoposnetkov in analize (opis v podpoglavju: 3.2.1.2).
Statisticno smo podatke ovrednotili z uporabo testa Mann-Whitney (Origin Pro8,
OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, ZDA), pri stopnji zaupanja a =
0,05.

® Stopnja ekscentri¢nosti je mera sferi¢nosti GUV (Zupanc in sod., 2009), izrazena na linearnem intervalu
od 0 do 1 (popolna sfera ustreza 0, stopnja ekscentri¢nosti ovalnega GUV se pribliza vrednosti 1);
vrednotenje je zelo obcutljivo, saj se ze zelo majhni odkloni od oblike popolnega kroga odrazijo v velikih
spremembah ekscentri¢nosti.
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Testiranje vpliva Ceo smo izvedli pred poskusi K1-K3, t.j. pred uvedbo eksperimentalnih
kamric, zato se postopek izvedbe razlikuje: po elektroformaciji smo suspenzijo GUV
(0,45 mL) nanesli na objektno stekelce, dodali Ceo (v dH20; konéna koncentracija 0,1
mg/mL) in 15-krat na dveh locenih pasovih. Uporabili smo pozitivno referen¢no
kemikalijo (50 mM ZnCl.), ki je povzrocila pokanje in spremembe oblik GUV; lo¢ili
smo sferi¢ne, hruskasto, cevasto oblikovane GUV in v obliki verizic (Zupanc in sod.,
2011; opis postopka: pril. A).

3.3.2 Sipanje X-zarkov pod majhnim kotom

V sodelovanju s sinhrotronskim centrom Elettra (Bazovica pri Trstu, Italija) smo z
zarkovno linijo sipanja X-zarkov pod majhnim kotom (SAXS) konvencionalnega ali
sinhrotronskega izvora sevanja preverjali vpliv NM na strukturne lastnosti POPC MLV.
Na osnovi elasticnega sipanja X-zarkov smo vrednotili debelino lipidnega dvosloja,
razdaljo med lipidnimi dvosloji znotraj MLV in urejenost lipidnih dvoslojev v prisotnosti
NM na konvencionalnem viru sevanja ali na sinhrotronski postaji; slednje le z ogljikovimi
NM.

3.3.2.1 Priprava multilamelarnih veziklov in meritve SAXS na konvencionalnem viru
sevanja

Lipide POPC (v prahu) smo z 10% masnim delezem POPC raztopili v 0,3 M raztopini
glukoze (kontrola) ali v dH20 (kontrola pri poskusu s Cep), ali v suspenzijah Ceo, CoFe204
ali CoFe204-CA (v dH20; 0,1 mg/mL), inkubirali (1 h, 25 °C) in dobro premesali (10
min; Vortex, Vibromix 114, Tehtnica, Slovenija). Izbrano skupino vzorcev smo dodatno
izpostavili mehanski motnji (t.i. neposredna izpostavitev): 10 ciklov izmeni¢nega
zamrzovanja (tekoci dusik) in taljenja (vodna kopel 60 °C; 5 min).

Meritve smo izvedli s kamero za detekcijo sipanja X-zarkov pod majhnim in ve¢jim
kotom, ki je opremljena s t.i. kolimacijo Kratky (Laggner in Mio, 1992; SWAXS, Hecus
X-ray Systems GmbH, Gradec, Avstrija) in pritrjena na generator s sifonsko cevjo
(Sealed-tube generator, Philips PW 1729, Philips, Holland), ki funkcionira pri 2 kW. Z
volframovim selektorjem valovne dolZine svetlobe je bila izbrana bakrova radiacija
valovne dolzine 1 = 1,54 A (radiacija Cu-K,). Linerani enodimenzionalni detektor (PSD
50-M, Hecus X-ray Systems GmbH, Gradec, Avstrija), obcutljiv na lokacijo sipane
svetlobe, obsega sipalni vektor q (q = 4 sin@/A; A je valovna dolzina, 28 je kot sipanja)
od 0,02 do 0,6 Al Kot difrakcijski standard za kalibracijo skale kotov izmerjene
intenzitete smo uporabili srebrov behenat, to je srebrova sol s karboksilno kislino (CHs-
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(CH2)20-COOAQ), ki oblikuje lamelarne strukture popolnoma brez vmesne plasti vode (z
vrednostjo d = 58,38 A) (Huang in sod., 1993). Vzorce MLV smo merili v 1,0 mm stekleni
kapilari (1 h, 25 °C). Od dobljenega signala SAXS smo odsteli sipanje svetlobe ozadja
(sipanje vode in kapilare).

3.3.2.2 Priprava multilamelarnih veziklov in meritve SAXS na sinhrotronskem viru
sevanja

Suspenziji POPC v CHCIz smo dodali NM, raztopljene v CHCIs, v molskem razmerju
0,02 (Ceo, GO, CB) ali 0,1 Cgo (v razmerju do POPC; prikazano kot 2 ali 10 mol. % Ceo)
in izpostavili vakuumu, dokler ni organsko topilo izparelo (12 h). VVzorce smo rehidrirali
z dH20 (0,1 mL; s kon¢no koncentracijo POPC 1 mg/mL), premesali na vorteksu (5-krat
po 2-3 min), pripravljene disperzije prepihali s teko¢im duSikom in shranili do merjenja
(v neprodusno zaprtih steklenicah; - 20 °C). Meritve SAXS v odvisnosti od temperature
smo izvedli na avstrijski zarkovni liniji SAXS na sinhrotronskem centru Elettra,
Bazovica, Italija (Amenitsch in sod., 1998; Bernstorff in sod., 1998), z uporabo valovne
dolzine A = 1.54 A, v tankostenski kvaréni kapilari s premerom 1 mm, v jekleni kiveti
(Anton Paar, Gradec, Avstrija), vstavljeni v medeninast nosilec v obliki kocke. Pred
meritvijo so bili vzorci vsaj 10 min izpostavili predhodno doloceni temperaturi (od 15 °C
do 65 °C, v korakih po 5 °C, z natan¢nostjo = 0,1 °C in ¢asom merjenja 120 sekund), med
meritvami pa stalnemu termi¢nemu stiku. Od dobljenih vzorcev smo odsteli signal ozadja
(sipanje svetlobe iz vode in zraka) in analizirali v celotnem obmocju g, z uporabo
modificirane teorije po Caillé (Pabst in sod., 2000, 2003; Rappolt in sod., 2008). Izrazili
smo razdaljo med lipidnimi dvosloji (d), razdaljo med polarnimi glavami fosfolipidov
(duH), debelino vmesnega sloja vode (dW) in fluktuacijsko ukrivljanje membrane oz.
Caillgjev parameter () (postopek izvedbe meritev, analize krivulj sipanja in enacbe,
uporabljene za izracune strukturnih parametrov membran: pril. A).
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3.3.3 Fluorescenc¢na spektrofotometrija

Metoda temelji na merjenju fluidnosti unilamelarnih lipidnih veziklov (SUV ali LUV) na
osnovi izmerjenih vrednosti polarizacije svetlobe s fluorescenénih sond, nepolarnega 6-
difenil-1,3,5-heksatriena (DPH) ali njegovega kationskega derivata trimetilamonij-6-
fenil-1,3,5-heksatriena (TMA-DPH).

3.3.3.1 Priprava unilamelarnih veziklov in merjenje fluorescencne polarizacije

Unilamelarne vezikle SUV ali LUV smo oblikovali iz POPC MLV, ki smo jih pripravili
po metodi tankega filma (Lasic, 1993): Zeleno koli¢ino (4 mg) POPC (iz zalozne
raztopine v kloroformu (CHCIs); 10 mg/mL) smo odpipetirali v stekleno bucko, topilo
izparili na rotavaporju pri nizkem tlaku 17 mbar (R-200, BUCHI Labortechnik AG,
Flawil, Svica) do nastanka lipidnega filma in rehidrirali s pufrom HEPES (10 mM; pH
7,0). Za pospesitev oblikovanja MLV smo suspenziji POPC (2 mg/mL, v pufru HEPES)
dodali silanizirana steklena zrna (premer 2 mm), jo izpostavili izmeni¢nim ciklom (10
min) stresanja na mesalu (Vibromix, Tehtnica Zelezniki, Slovenija) in gretja (vodna kopel
45-50 °C).

Izpostavitev CoFe2O4 in CoFe204-CA smo izvedli s titracijo LUV; pripravili smo jih iz
predhodno pripravljenih MLV (2 mg/mL, 10 mM pufer HEPES, pH 7,0) z metodo
izlo¢itve preko filtra s premerom por 800 nm (20-krat), jih prepihali z dusikom in
segrevali v vodni kopeli (50 °C; 30 min). VV merilno kiveto smo odpipetirali 0,125 mL
LUV (kon¢na koncentracija POPC: 0,1 mg/mL) in 0,0025 mL nepolarne fluorescen¢ne
sonde DPH (v topilu dimetilsulfoksid (DMSO); kon¢na koncentracija: 0,5 uM). S titracijo
(0,002; 0,005; 0,01; 0,02; 0,05 mL) smo dodajali suspenzije CoFe;O4 in CoFe;04-CA
(1,5 mg/mL ali 0,15 mg/mL v 10 mM pufru HEPES, pH = 7,0). Meritve fluorescen¢ne
polarizacije smo izvedli v 2,5 mL kvar¢nih kivetah z opti¢no dolzino 10 mm (FLR Cary,
Varian, Avstralija) in fluorescencnega spektrofotometra (Cary Eclipse, Varian Inc,
Mulgrave, Avstralija) pri 25 °C.

Izpostavitev Fe>O3, Fe203-Si, Fe203-Si-NHa, Fe203-Si-COOH smo izvedli z inkubacijo
SUV v suspenzijah ND; pripravili smo jih iz predhodno pripravljenin POPC MLV
(2mg/mL, 10 mM pufer HEPES, pH 7,0) s sonikacijo na paliénem sonikatorju s titanovo
probo (Sonics VibraCell, Newtown, ZDA; 30 min, amplituda 40 %, s ciklom 10 s
vklop/10 s izklop), jih prepihali z dusikom in do uporabe shranili na 4 °C. Vezikle smo
izpostavili suspenzijam Fe2Os, Fe20s3-Si, Fe203-Si-NH: ali Fe203-Si-COOH (v 10 mM
pufru HEPES, pH = 7,0; koné¢na koncentracija 0,05 mg/mL, izrazena na Fe;O3), po
inkubaciji (50 min, 25 °C) odstranili vecje skupke ND s centrifugiranjem (14.000 g, 10
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min; Hettich Zentrifugen Rotanta 460R, Sigma-Aldrich Labware, Steinheim, Nem¢ija) in
preverili koncentracijo POPC v vzorcih s testom Phospholipids C (Wako Phospholipids
C Assay, Wako Pure Chemical Industries, Richmond, Japonska), ki temelji na encimatski
razgradnji N-etil-N-(2-hidroksi-3-sulfopropil)-3,5-dometoksanilina (DAOS) s holin-
oksidazo. Centrifugiranim vzorcem (0,01 mL) POPC SUV smo po navodilih proizvajalca
dodali dH>O (0,1 mL), premesali na vorteksu in inkubirali (5 min, 37 °C) z barvnim
reagentom (0,1 mL). Produkt reakcije, modro obarvani pigment, smo ovrednotili
spektrofotometri¢éno (600 nm in 700 nm; Hewlett Packard 8453E UV-VIS, Waldbronn,
Nemcija). Na podlagi ovrednotene koncentracije fosfolipidov v vzorcu smo v kiveto
odmerili ustrezno koli¢ino suspenzije POPC za izvedbo meritev na fluorimetru (koncna
koncentracija POPC: 0,1 mg/mL), dodali fluorescen¢ni sondi (0,01 mL; v DMSO) DPH
(kon¢na koncentracija: 0,5 uM) ali TMA-DPA v DMSO (kon¢na koncentracija: 1,0 uM),
inkubirali (15 min, 25 °C) in izvedli meritve z vzbujevalno valovno dolzino 358 nm in
detekcijo pri 410 nm, v temperaturnem obmoc¢ju od 15 do 50 °C. Rezultate smo podali
kot vrednosti polarizacije v odvisnosti od molarnega razmerja ND in lipidov POPC
(n(Fe203)/n(POPC)) (opis postopka izvedbe meritev in analize podatkov ter preverjanje
morebitnega navzkriznega delovanja ND s signalom: pril. A). Ucinkovitost
centrifugiranja (14.000 g, 10 min) za odstranitev ve¢jih skupkov ND (izbrali smo Fe>Os-
Si-COOH) iz vzorcev smo preverili z metodo atomske absorpcijske spektrometrije
(AAS; Perkin-Elmer AAnalyst 100, Waltham, Massachusetts, ZDA) in primerjali s to pri
centrifugiranju z gelskim locevanjem (Matrkis Sephadex G 50) na osnovi vsebnosti Fe-
ionov (opis postopka: pril. A).

3.3.4 Diferen¢na dinami¢na kalorimetrija

Z metodo DSC smo vrednotili ¢asovno in temperaturno odvisne konformacijske
spremembe in fazne prehode lipidov DPPC v prisotnosti NM.

3.3.4.1 Priprava multilamelarnih veziklov in izvedba meritev

Suspenziji DPPC MLV (1mg/mL; 10 mM pufer HEPES, pH = 7,0), oblikovani po metodi
tankega filma (opis: 3.3.3.1), smo dodali suspenzije CB, CoFe>04, CoFe204-CA, Fe20s,
Fe203-Si, Fe203-Si-NH:z ali Fe203-Si-COOH (v pufru HEPES; v molarnem razmerju
DPPC in NM 1:1, n/n), s skupnim volumnom vzorca 1 mL in kon¢no koncentracijo DPPC
0,5 mg/mL. V izogib mehurckom zraka v eksperimentalni kamrici smo vzorce odzracili
na magnetnem meSalu v podtlacni komori, prikljueni na vakuumsko ¢rpalko
(Thermolyne Nuova Stirrer, Thermo Scientific, ZDA) in vstavili v vzor¢no celico
inStrumenta (N-DSC 11, model CSC 6300; Calorimetry Sciences Corp., Utah, ZDA);
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referen¢no celico smo napolnili s pufrom HEPES. Vsak vzorec je bil zaporedno ogrevan
in hlajen (od 10 do 70 °C, s hitrostjo 1 °C/min). Temperaturo faznih prehodov (fazni
predprehod, T, in glavni fazni prehod Tm) smo izrazili na osnovi izmerjene energije,
potrebne za vzdrzevanje enake temperature med referen¢no in vzoréno kamrico.
Termograme smo prikazali kot funkcijo presezne toplotne kapacitete <Cp> [kJ/molK] v
odvisnosti od temperature [°C] (od 20 do 60 °C) (opis analize termogramov: pril. A).

Vpliv Ceo smo ovrednotili na dva naéina: z inkubacijo DPPC MLV v vodni suspenziji Ceo
in s pripravo MLV v raztopini Ceo v CHCI3 (neposredna izpostavitev), obe izpostavitvi z
molarnim razmerjem POPC in Cgo 1:1 (n/n). V poskusu inkubacije smo DPPC MLV v
pufru HEPES dodali suspenzijo Ceo v volumskem razmerju MLV:Cgo v dH20 1:1 (v/v)
ali le dH20 pri kontrolnem vzorcu.

3.4 ANALIZE BIOLOSKIH MEMBRAN
3.4.1 Vrednotenje sprememb membran ¢loveskih eritrocitov

Izvedba poskusov na ¢loveskih objektih (rdece krvne celice) je s pisnim soglasjem
odobrila Komisija Republike Slovenije za Medicinsko etiko dne 23. 3. 2010, st. 117/02/10
(pril. C). Vzorce krvi smo vzeli na dan izvedbe poskusa odraslim zdravim prostovoljcem.

3.4.1.1 Izolacija eritrocitov

Kri smo zbrali z vakuumskim odvzemom venske krvi iz medialne kubitalne vene s siringo
(dolzina 70 mm, notranji polmer 0,4 mm; Micro-lance, Becton Dickinson, New Jersey,
ZDA) v predhodno segrete (37 °C) zbirne epruvete (2,7 mL, z vsebnostjo
antikoagulanta trinatrijevega citrata 3,2 % (0,109 M); Vacutube, Laboratorijska
tehnika Burnik d.o.o., Vodice, Slovenija). S centrifugiranjem Kkrvi pri nizkih obratih
(150 ali 300 g, 37 °C, 10 minut; Centric 400R centrifuga, Domel d.o.o0., Zelezniki,
Slovenija) smo lo¢ili sediment eritrocitov, krvno plazmo (supernatant) ter tanek srednji
sloj levkocitov in krvnih ploscic (ang. buffy coat), odstranili supernatant in buffy coat
in eritrocite s postopnim centrifugiranjem (1550 g, 37 °C, 5 min; 3- do 5-krat) sprali z
nadomes$¢anjem odstranjenega volumna s PSB-citratnim pufrom (pH 7,4), odstranili
supernatant in eritrocite shranili do izvedbe poskusa (25 °C, do 1 h).

3.4.1.2 Priprava vzorcev eritrocitov za vrsti¢no elektronsko mikroskopijo

Nerazred¢ene sprane eritrocite (0,15 mL) smo izpostavili suspenzijam NM (0,05 mL) v
PBS-citratnem pufru (konéne koncentracije: 1 mg/mL CoFe2O4 ali CoFe,04-CA; 0,5
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mg/mL Fe>03-Si, Fe>03-Si-COOH ali Fe»03-Si-NH: in 0,5 mg/mL Ceo, CB, GO ali
MWCNT) ali PBS-citratnemu pufru (pH = 7,4; kontrola) v 4 do 5 ponovitvah. Po
izpostavitvi (1h, 37 °C; op.: Cas izpostavitve smo doloc¢ili na podlagi preliminarnih
poskusov, ko smo zabelezili vsaj 80 % eritrocitov izvorne diskoidne oblike) smo vzorce
fiksirali (modificirani fiksativ Karnovski; 0,2 mL, 2 h, 25 °C), skozi siringe nanesli na
polikarbonatne membranske filtre (pore: 2,0 um; TSTP, Isopore Membrane Filters,
Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija), sprali v 1M natrijevo-fosfatnem pufru (3 x 10
min), postfiksirali z 1 % OsOa4 (2 x 20 min) in THC (2 x 30 min), izsusili z dehidracijsko
vrsto EtOH (30, 50, 70 in 90 % EtOH v dH20; vsak korak 10 min) in HMDS (vsaj 2 h
o0z. dokler topilo ni izhlapelo). Filtre s fiksiranimi in posu$enimi vzorci smo prilepili na
aluminijeve nosilce in naprasili s plastjo zlata in paladija (30 nm; Precision Etching
Coating System Gatan 682, Kalifornija, ZDA).

3.4.1.3 Vrstic¢na elektronska mikroskopija

Z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom (SEM, JEOL JSM-6500F, Tokio, Japonska) smo
pregledali 5 vzorcev vsake testne skupine pri od 200- do 30.000-kratnih povecavah ter
pri napetosti od 5,0 do 15,0 kV in zajeli posnetke SEM pri 500-kratni povecavi na
naklju¢no izbranih mestih (vsaj treh, do 42 pri kontrolni skupini) na nosilcu. Na posnetkih
smo v programu ImageJ v1.46r z razsiritvenim modulom Cell Counter, oblikovanim v
programu Java (Sun Systems, CA, ZDA), ro¢no oznalili posamezne tipe eritrocitov
(diskociti in eritrociti nediskoidnih oblik, t.j. ehinociti, stomatociti, sferociti). Statisticno
smo podatke ovrednotili z uporabo testa Mann-Whitney (Origin Pro8, OriginLab
Corporation, Northampton, Massachusetts, ZDA), pri stopnji zaupanja a = 0,05.

Z metodo energijske disperzije X-zarkov (EDS; Oxford instruments, detektor INCA x-
SIGHT LNZ2, s programsko opremo INCA ENERGY 450, Velika Britanija) smo izvedli
kvantitativno kemijsko analizo morebitnih aglomeratov NM na povrsini eritrocitov.

3.4.1.4 Mikrovezikulacija eritrocitov v prisotnosti nanomaterialov

Pojav mikrovezikulacije membran ¢loveskih eritrocitov, t.j. zadnje faze procesa brstenja
membrane, smo opisno ovrednotili s posnetkih SEM vzorcev, izpostavljenih NM.
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3.5 ENCIMSKI TESTI: TESTIRANJE VPLIVA OGLIJIKOVIH NANOMATERIALOV
NA AKTIVNOST ACETILHOLINESTERAZ

Kot dodatno metodo za ugotavljanje, ali so interakcije med NM in bioloSkimi
membranami usmerjene na membranske proteine, smo preverili delovanje izbranih
ogljikovin NM na aktivnost modelnih encimov: ribjo acetilholinesterazo (AChE) iz
elektricne jegulje (Electrophorus electricus), AChE iz ¢loveskih eritrocitov (Homo
sapiens) ter rekombinantno Zuzel¢jo AChE iz vinske musice (Drosophila melanogaster).

3.5.1 Doloc¢anje inhibicije encima in adsorpcije acetilholinesteraze na nanomateriale

Inhibitorno aktivnost ogljikovih NM in adsorpcijo izbranih encimov na NM smo dolo¢ali
z modificirano metodo po Ellmanu (Ellman in sod., 1961), prilagojeno za izvedbo testov
na mikrotitrskih plos¢ah (Mesari¢ in sod., 2013). Meritve smo izvedli z modificiranim
testom za merjenje aktivnosti AChE z uporabo Ellmanovega reagenta (5,5 ditiobis-2-
nitrobenzojska kislina, DTNB) kot kromogena, pri 20°C, v treh ponovitvah (poreklo
kemikalij in encimov: pril. A).

Za merjenje inhibitorne aktivnosti encimov kot posledico prisotnosti NM smo raztopinam
AChE (0,05 mL; 100 mM Kalijevo-fosfatni pufer, pH = 8,0; kon¢na koncentracije: 2,15
encimskih enot/mL) (AChE iz ¢loveskih eritrocitov), 0,06 encimskih enot/mL (ribja
AChE) in 0,1 encimskih enot/mL (zuzelcja AChE) v mikrocentrifugirkah dodali
suspenzije ogljikovin NM (0,01 upL; v dH20; koné¢ne koncentracije NM: od 0 do 1
mg/mL). Po inkubaciji (10 min, 25 °C) smo dodali Ellmanov reagent (0,1 mL) in substrat
ACNCI (0,05 mL; 2 mM v 100 mM Kkalijevo-fosfatnem pufru, pH 8,0). Po naslednji
inkubaciji (5 min, 25 °C; razvoj encimske reakcije) smo vzorce centrifugirali (12.000 g,
5 min, 25 °C; Eppendorf centrifuge 5415 D, Eppendorf, Hamburg, Nemcija), da je prislo
do lo¢itve kompleksov NM-AChE od prostega encima. Supernatante (0,21 mL) smo
odpipetirali v mikrotitrske plos¢e in izmerili absorbanco pri 405 nm (Microplate
Spectrophotometer, MRX, DYNEX Technologies Inc., Chantilly, Virginija, ZDA), 20
min po dodatku substrata in Ellmanovega reagenta; enako pri kontrolnih mesanicah
(0,05mL 100 mM kalijevo-fosfatnega pufra namesto encima).

Za dolocanje stopnje adsorpcije AChE na NM smo mikrotitrski plos¢i pripravili na enak
nacin kot za dolocanje inhibicije, z razliko v postopku: med inkubacijo (10 min, 25 °C)
smo vzorce centrifugirali (12.000 g, 5 min, 25 °C) in na mikrotitrsko plos¢o odpipetirali
supernatante (0,06 mL), v katerih smo pricakovali prisotnost neadsorbiranega encima,
dodali Ellmanovega reagent (0,1 mL) in substrat (2 mM AChCI v 100 mM Kkalijevo-
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fosfatnem pufru, pH 8,0; 0,05 mL) ter izmerili absorbanco reakcijske meSanice (405 nm;
20 min po dodatku substrata in Ellmanovega reagenta).

3.6 CELICNE METODE IN VITRO
3.6.1 Vecparametrsko vrednotenje kvarnih u¢inkov nanodelcev PS-NH: in
PS-N(CHs)s na celi¢ne kulture in vitro

Z metodo vecparametrskega vrednotenja ucinkov ND na celice (ang. high content
screening analysis, HCA) smo vrednotili izbrane apoptotske markerje: Stevilo celic
(smrtnost), spremembe oblik in velikosti jedra (skrcitev), aktivnost mitohondrijev,
propustnost plazmaleme, znotrajceliéno koncentracijo Ca®', delovanje lizosomov
(zakisanje lumna, nabrekanje, pove€ano Stevilo), po 24- ali 72-urni izpostavitvi
suspenzijam PS-NHz in PS-N(CHz)a.

3.6.1.1 Gojenje celi¢nih kultur in vitro

Trajne celi¢ne linije ¢loveskih astrocit (1321n1), celic plju¢nega epitelija alveolov (A549)
in ¢loveske jetrne celice (HepG2) smo gojili v gojis¢u za celi¢ne kulture Dulbecco’s
modified Eagle’s medium-glutaMAX (DMEM) z dodanim fetalnim govejim serumom
(ang. fetal bovine serum, FBS; 10 %, v/v; op.: za gojenje celic 1321n1 smo FBS toplotno
inaktivirali v toplotni kopeli (30 min, 56 °C)) in meSanico antibiotikov penicilina in
streptomicina (1 %, v/v), v nadzorovanih pogojih (37 °C, visoka zra¢na vlaznost, stalni
dotok 5 % CO,). Celice smo subkultivirali (pasaze 2—20) 3-krat tedensko v volumskem
razmerju 1:5, tako da smo jih sprali s PBS (3-krat) in izpostavili meSanici tripsina in
EDTA (3 min, 37 °C) (poreklo kemikalij in celi¢nih linij: pril. A).

3.6.1.2 Izpostavitev celic suspenzijam nanodelcev PS-NH: in PS-N(CHz)s in analiza

V mikrotitrske plos¢e smo nasadili 5-10% celic 1232n1, A549 ali HepG2 v 0,1 mL gojis¢a
za celicne kulture. Po 24 h smo pod sterilnimi pogoji pripravili sveze suspenzije ND v
gojis¢u za celi¢ne kulture (3-kratna vrednost kon¢ne koncentracije), jih dodali (0,05 mL)
v mikrotitrsko plos¢o s celicami; pri kontrolnih skupinah pa dH20. lzpostavitvene
koncentracije PS-NH> (oznake 1 do 9) in PS-N(CHz3)3 (oznake 1 do 3) so bile 0,03; 0,06;
0,125; 250 in 1 mg/mL. Po inkubaciji (24 ali 72 h, 37 °C) smo 0,05 mL gojis¢a zamenjali
z gojis¢em s 3-kratno koncentracijo fluorescen¢nih barvil, in sicer Hoechst 33342 (400
nM; identifikacija celicnega jedra), tetrametilrodamin metilester (TMRM, 20 nM;
mitohondrijski membranski potencial), TOPRO-3 jodid (800 nM; propustnost
plazmaleme) in Fluo-4 (1 pM; identifikacija znotrajceliéne vsebnosti Ca?*) ali
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Lysotracker green (200 nM; identifikacija zakisanosti in poskodb lizosomov (op.: eno ali
drugo zaradi omejitve hkratno aktivnih kanalov na in§trumentu). Po inkubaciji v mesanici
fluorescentnih barvil (1h, 37 °C) smo Zive celice analizirali na in$trumentu HCA
(Arrayscan VTI 740; Cellomics, Portland, ZDA). V vsakem vzorcu smo pregledali 10
vidnih polj, na vsakem od 300 do 500 celic. Po enakem postopku smo preverili vpliv
supernatantov vseh suspenzij (po ultracentrifugaciji) (podrobnosti izvedbe metode in
analize: pril. A).

3.6.1.3 Statisti¢na analiza

Za vsak parameter smo izracunali vrednosti EC50 (intenziteta signala iz jedra in
lizosomov, znotrajceli¢na koncentracija Ca?*, propustnost plazmaleme) ali 1C508 (stevilo
celic, velikost jedra, mitohondrijska aktivnost) v statisticnem programu GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, ZDA). Rezultati so prikazani kot povprec¢je (£ SD)
vsakega polja za vsak parameter pri vseh izpostavitvah, ki smo jih ponovili v treh
paralelkah. Morebitne povezave med izmerjenim {-potencialom nanodelcev PS v pufru
PBS (pH 7,4) in opazovanimi parametri kvarnih u¢inkov smo ovrednotili s hierarhi¢no
klastrsko analizo na podlagi evklidske razdalje in metode po Wardu (statisti¢ni program
R; R Core Team, 2014). Povezave (relativne) med parametri smo grafi¢no predstavili z
dendrogramom.

T ECS50 ali polovi¢na vrednost maksimalne efektivne koncentracije se nanasa na koncentracijo snovi, ki po
dolocenem casu izpostavitve sprozi odgovor, ki na krivulji odziva za vrednoteni parameter ustreza
polovi¢ni vrednosti med bazno linijo in maksimalnim odzivom (GraphPad Software, San Diego, ZDA).

8 IC50 ali polovi¢na vrednost maksimalne inhibitorne koncentracije je mera ucinkovitosti snovi za

inhibicijo vrednotenega bioloskega odziva in ustreza koncentraciji snovi, ki povzro¢i 50 % inhibicijo in
vitro (GraphPad Software, San Diego, ZDA).
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4 REZULTATI
4.1 LASTNOSTI IZBRANIH NANOMATERIALOV
4.1.1 Suspenzije nanodelcev CoFe:04 ali CoFe204-CA

Primarni ND CoFe>04 so imeli velikostni razpon od 5 do 15 nm, oblikovali so tudi vecje
aglomerate (sl. 3; ocenjeni povprecni premer: 12 = 3 nm, op.: preracunano S posnetkov
TEM, s programsko opremo DigitalMicrograph).

Slika 3: Posnetek TEM CoFe;04in CoFe,04-CA.

Nanodelci (a) CoFe;O4in (b) CoFe,04-CA, v dH20 (pH 7,0). Nanodelci CoFe;O4 so bili prisotni v obliki
vedjih aglomeratov, ki so se oblikovali Ze v suspenziji. Stabilno suspenzijo CoFe,04-CA smo pripravili z
adsorpcijo CA na njihovo povrsino; manjse skupine posameznih ND in manjsi aglomerati so se oblikovali
ob susenju na podporni mrezici TEM, vendar le v eni plasti. Posnetek in analiza: prof. dr. Darko Makovec,
1JS, Ljubljana. Povzeto po: Drasler in sod., 2014.

Suspenzija CoFe>O4 v dH20 je imela izoelektri¢no tocko (IET) pri pH ~ 6,5 in negativno
vrednost ¢-potenciala okoli -10 mV (pH 7,0), v pufru HEPES (10 mM, pH 7,3) okoli -7
mV, v raztopini glukoze (0,3 M, pH 7,0) je primerljiva vrednosti v dH.O, v PBS-citratnem
pufru (pH 7,0) pa kaze na bolj negativni {-potencial (-30 mV) (pregl. 1); slednje je
najverjetneje posledica adsorpcije citrata iz PBS-citratnega pufra na CoFe;Oa.
Adsorbiran citrat ustvari mo¢an negativen povrsinski naboj ND in povzroci premik IET
proti nizjim vrednostim pH.

Suspenzija CoFe;04-CA v dH20 je imela IET pri pH 3 in mo¢no negativno vrednost ¢-
potenciala v nevtralnem pH (-38 mV), v 0,3 M raztopini glukoze (pH 7,0) -18 mV, v
pufru HEPES (10 mM, pH 7,3) okoli -30 mV in v PBS-citratnem pufru (pH 7,4) -15 mV
(pregl. 1) .
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Preglednica 1: Okvirne vrednosti ¢-potenciala suspenzij ND CoFe;0, in CoFe,04-CA v dH,0, 10 mM
pufru HEPES, 0,3 M raztopini glukoze in PBS-citratnem pufru

Vrednost £-potenciala suspenzij ND (mV)

Vzorec dH,0O 10 mM pufer 0,3 M raztopina PBS-citratni
ND oH 7.0 HEPES glukoze pufer
' pH 7,3* pH 7,0 pH 7,4
CoFe204 -10 -7 -10 -30
CoFe204-CA -38 -30 -18 -15

Op.: * vrednost pH 7,3 suspenzij ND v 10 mM pufru HEPES se razlikuje od osnovne izmerjene vrednosti
pH 7,0, najverjetneje zaradi casovnega zamika izvedbe karakterizacije suspenzij ND. Pri rezultatih vpliva

ND na testirane sisteme navajamo pH svezih suspenzij, uporabljenih v poskusih.

Nanodelci CoFe.O4 brez adsorbirane CA, suspendirani v glukozni raztopini, pufru
HEPES ali PBS-citratnem pufru, mo¢no aglomerirajo in se hitro posedajo, zato meritve
hidrodinamskega premera z metodo DLS niso bile zanesljive; pokazale so prisotnost
aglomeratov, vec¢jih od 300 nm (vendar ta vrednost predstavlja le majhen delez

aglomeratov, saj so se ve¢ji delci posedli iz suspenzije ze pred zacetkom merjenja).

Suspenzije CoFe;04-CA v vseh testiranih medijih so bile bolj stabilne (sl. B1, pril. B):
hidrodinamski premer stevilske porazdelitve ND v PBS-citratnem pufru (0,1 mg/mL) je
bil med 15 in 20 nm, kar sovpada z velikostjo primarnih ND (sl. 3b). V glukozni raztopini
so oblikovali manj$e aglomerate (na Stevilski porazdelitvi: od 170 do 250 nm, z zelo
majhnim delezem aglomeratov, ve¢jih od 1 pm (sl. B1, pril. B), v pufru HEPES pa z
vecinsko velikostjo okoli 100 nm (Stevilska porazdelitev, rezultati niso prikazani).
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4.1.2 Suspenzije nanodelcev Fe203, Fe203-Si, Fe203-Si-COOH ali Fe203-Si-NH2

Uporabljeni ND imajo znacilno spinelno kristalno strukturo in njihova sestava se sklada
s y-Fe203 (Kralj in sod., 2010, 2011), s primarno velikostjo 12 = 3 nm in 5nm amorfno
homogeno plastjo silicijevega dioksida na povrsini (sl. 4).

Slika 4: Posnetek TEM y-Fe,O3 s 5 nm debelo plastjo silicijevega dioksida na povrSini.

Nanodelci Fe;O3-Si, suspendirani v dH.O (pH 7,0). Posnetek in analiza: dr. Slavko Kralj, 1JS, Ljubljana.

Izmerjene negativne vrednosti ¢-potenciala suspenzij Fe2Os in Fe>Os3-Si-NH2 (PBS-
citratni pufer, pH 7,8) (pregl. 2), ki so sicer v vodi pri vrednosti pH 7,8 pozitivno nabiti,
so najverjetneje posledica adsorpcije CA iz PBS-citratnega pufra, medtem ko pri
izvorno negativno nabitih Fe2Os3-Si in Fe>03-Si-COOH prisotnost CA ni vplivala na
izmerjene vrednosti -potencialov (PBS-citratni pufer, pH 7,8) (pregl. 2).

Zaradi visoke stopnje aglomeracije in hitrega posedanja Fe;Os (brez plasti SiO: in
vezanih molekul s skupinami —COOH ali —=NHz) v dH20 in pufru HEPES nismo izvedli.
Povpreéne hidrodinamske velikosti Fe2O3-Si in Fe203-Si-COOH v dH20 in pufru
HEPES so v skladu s primarnimi velikostmi maghemitnih ND, kar nakazuje na majhno
stopnjo aglomeracije v suspenziji, medtem ko so velikosti Fe;O3-Si, Fe203-Si-COOH
in Fe203-Si-NH2 v PBS-citratnem pufru vi§je. Najvi§je vrednosti hidrodinamskih
velikosti v vseh medijih smo izmerili pri Fe2O3-Si-NH> (Stevilska porazdelitev med 100
in 1000 nm), kar nakazuje na slab$o koloidno stabilnost v primerjavi s Fe20z-Si ali
Fe203-Si-COOH (med 25 in 40 nm) (pregl. 2).

35



Drasler, B. Interakcije razli¢nih nanomaterialov z umetnimi in bioloskimi lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2014

Preglednica 2: Okvirne vrednosti {-potenciala suspenzij ND in hidrodinamskega polmera Fe,Os, Fe;Os-
Si, Fe;03-Si-COOH in Fe;03-Si-NH, v dH20, 10 mM pufru HEPES in PBS-citratnem pufru

Vrednost £-potenciala suspenzij ND Hidrodinamska velikost ND
(mV) (nm)
Vzorec
ND 10 mM PBS- 10 mM . .
dH20 pufer citratni dH20 pufer PBS_S?E';am'
pH7,0  HEPES pufer pH 7,0 HEPES pH 2 g
pH 7,0 pH 7,8* pH 7,0 PELT,
Fe20s 3 -5 -31 / / ~ 203
Fe,03-Si -30 -24 -20 ~26 ~30 ~ 127
Fe,03-Si- _ _ -
COOH -32 -18 -36 38 33 64
Fe;03-Si-NH, 14 4 -23 ~ 47 ~ 173 ~ 261

Opombe: Vrednosti ¢-potenciala so izmerjene pri ustrezajo¢ih pH suspenzij: *vrednost pH = 7,8 suspenzij
ND v PBS-citratnem pufra se razlikuje od vrednosti pufra (pH 7,4), najverjetneje zaradi Casovnega zamika
izvedbe karakterizacije suspenzij ND. Pri rezultatih vpliva ND na testirane sisteme navajamo pH svezih
suspenzij, uporabljenih v poskusih. Oznaka (/) pomeni, da zanesljivih meritev zaradi hitrega posedanja ND
Vv suspenziji ni bilo mogoce izvesti.

4.1.3 Ogljikovi nanomateriali
4.1.3.1 Suspenzije Ceo

V suspenziji Ceo vV dH20 (1 mg/mL) so se oblikovali skupki in aglomerati s porazdelitvijo
velikosti od 15 do 50 nm (sl. 5). Porazdelitev hidrodinamskih polmerov po masi (0,1
mg/mL v dH20) je pokazala dva vrhova velikosti delcev, prvi pri 155 nm in drugi pri
ve¢jih aglomeratih (> 1000 nm) (sl. B2a, pril. B), stevilska porazdelitev pa vecinsko
prisotnost majhnih ND (~ 2 nm) (sl. B2b, pril. B), kar kaze na oblikovanje aglomeratov
molekul Ceo (premer molekule Ceo je 0,706 nm, vendar zaradi premajhne velikosti
prisotnosti posameznih molekul Ceo v suspenziji s tehniko DLS ni bilo mogoc¢e dokazati).
Meritve {-potenciala so pokazale negativni povrsinski naboj Ceo (pH 7,0; 0,1 mg/mL,
dH20) z vrednostjo -26 mV (pregl. 3).
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Slika 5: Posnetek TEM skupka Ceo v agregiranem stanju.

Nanodelci Cg v dH20 (pH 7,0). Posnetek: prof. dr. Darko Makovec, 1JS, Ljubljana. Povzeto po: Zupanc
in sod., 2012.

V suspenziji Ceo V PBS-citatnem pufru (pH 7,4; 0,5 mg/mL) so se oblikovali aglomerati,
ve¢ji od 1 um (vidni s prostim o¢esom, v nekaj minutah po koncu mesanja so se posedli
v suspenziji); vrednost ¢-potenciala pa smo izmerili -28 mV (PBS-citratni pufer, pH 7,4).
Karakterizacije v pufru HEPES nismo izvedli. V suspenziji Cso Vv H20 (uporabljena pri
encimskih testih; pH 7,1; 0,01 mg/mL) smo zabelezili vecinsko prisotnost aglomeratov
(premer 80 nm; zelo majhen delez vecjih, od 100 do 600 nm) (sl. B3a) ter vrednost -
potenciala -36 mV (dH20, pH 7,0). V reakcijski mesanici za encime (pH 7,7; 0,01
mg/mL) je bila aglomeracija vi§ja (velikost skupkov na stevilski porazdelitvi: od 250 nm
do nekaj um) (sl. B3b, pril. B; pregl. 3).

4.1.3.2 Suspenzije amorfnega ogljika

Nanomaterial CB je amorfne kroglaste oblike s povpreénim premerom 20 nm (Sl. 6).
Izmerili smo enake vrednosti (-33 mV) ¢-potenciala suspenzij v dH2O (pH 7,1; 0,01
mg/mL), v reakcijski meSanici za encimske teste (pH 7,7; 0,01 mg/mL) in v PBS-
citratnem pufru (pH 7,4) (pregl. 3).

V dH20 se se oblikovali aglomerati (hidrodinamski polmer od 60 (vecinski delez) do 170
nm; sl. B4a, pril. B), v reakcijski meSanici je bila aglomeracija intenzivnejsa (najvecji
delez ~ 110 nm, tudi um velikosti (sl. B4b, pril. B), v PBS-citratnem pufru pa okoli 100
nm (pregl. 3). V pufru HEPES in raztopini glukoze (0,5 mg/mL) so se skupki, vidni s
prostim o¢esom, posedli v suspenziji; meritev DLS in ¢-potenciala nismo izvedli.
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Slika 6: Posnetek TEM skupka CB.
Nanomaterial CB v dH.O (pH 7,0). Posnetek in analiza: prof. dr. Darko Makovec, 1JS, Ljubljana.

4.1.4 Ploscice grafenovega oksida

Po navedbah proizvajalca GO sestavlja 79 % ogljika in 20 % kisika, velikost ploséic je
med 0,5 in 5 um in vsaj 80 % GO je enoplastnega. Meritev DLS ni bila izvedljiva zaradi
anizotropne, dvodimenzionalne oblike GO (ve¢ pum $iroke in okoli 1 nm tanke plasti).
Vrednosti -potenciala v dH20 (pH 7,3; 0,01 mg/mL) smo izmerili ~ - 21 mV; v reakcijski
mesanici za encime (pH 7,7; 0,01 mg/mL) -50 mV, v PBS-citratnem pufru (pH 7,1; 0,1
mg/mL) pa -27 mV (pregl. 3).
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4.1.5 Vecplastne ogljikove nanocevke

Premer MWCNT je bil s strani proizvajalca ocenjen na ~ 35 do 50 nm (sl. 7). Izmerili
smo vrednosti {-potenciala v dH20 (pH 7,3) -21 mV, v reakcijski meSanici za encimske
teste (pH 7,7; 0,01 mg/mL) -50 mV, v PBS-citratnem pufru (pH 7,1; 0,1 mg/mL) pa -23
mV (pregl. 3).
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Slika 7: Posnetek TEM vecéplastnih ogljikovih nanocevk.

Posnetek in analiza: prof. dr. Darko Makovec, 1JS, Ljubljana.

Preglednica 3: Primerjava okvirne vrednosti {-potenciala in hidrodinamskih premerov ogljikovih NM Ceo,
CB, GO, MWCNT

Vrednost £-potenciala

suspenzij NM Hidrodinamski premer ND

(mv) (nm)
PBS- PBS-
Vzorec dH20 citratni Reakcijska citratni Reakcijska
. . dH20 e
NM pH 7,0 ali pufer mesSanica H70 pufer mesanica
7,3 pH 7,1 do za encime pEL, pH 7,1 do za encime
7.4 pH 7,7 7.4 pH 7,7
155in 250 do
Ceo -26 -28 -20 > 1 um >1 um > 1 um
vecina 60, ~ _
CB -33 -33 -33 tudi do 170 100 110
GO -21 -50 -27 / / /
MWCNT -21 -23 -50 / / /

Opombe: Meritve DLS ploséic in cevk niso bile izvedljive (oznaka /) zaradi anizotropnih oblik GO in
MWCNT. Ob interpretaciji je potrebno upostevati izvorno vrednost vrednosti {-potenciala reakcijske

meSanice brez dodanim NM (-17 mV).
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4.1.6 Polistirenski nanodelci

Hidrodinamski premeri testiranih PS ND v 1 mM NaCl in pufru PBS so podani v pregl.
4. Podvojene vrednosti hidrodinamskega premera, npr. PS-NH>-1 ali PS-NH-2 (v NaCl)
ali PS-NH2-1, PS-NH2-2, PS-NH2-5, PS-N(CHz3)s-1 (v pufru PBS), so (najverjetneje)
odraz aglomeracije ND v suspenziji.

Preglednica 4: Izmerjene velikosti TEM, okvirne vrednosti hidrodinamskega premera in ¢-potenciala
suspenzij ND PS

TI.EM Hidrodinamski premer Vrednost
velikost ;
Suspenzija ND (nm) (nm) ¢-potenciala (mV) Relativna
1mM Pufer 1mM Pufer koli¢ina
NaCl PBS NacCl PBS aminoskupin
pH 7,0 pH 7,4 pH 7,0 pH 7,4
PS-NH2-

Bang's 40 54 87 42 29 1
PS-NH2-1 60 122 130 31 4 0,24
PS-NH3z-2 80 390 113 2 3 0,02
PS-NH2-3 110 178 158 35 2 0,21
PS-NH2-4 120 183 194 37 2 0,07
PS-NH2-5 115 180 315 54 6 0,34
PS-NH2-6 120 184 180 54 11 0,61
PS-NHz-7 120 167 164 53 7 0,34
PS-NH2-8 145 215 198 48 18 0,73
PS-NH2-9 150 206 193 52 16 0,73

PS-N(CHs)s-1 90 124 793 46 15 /
PS-N(CHs)s-2 90 116 122 46 16 /
PS-N(CHs)s-3 90 123 127 44 1 /
PS 40 53 57 -44 0 /
PS-COOH 40 61 63 -37 0 /

Okrajsave: PS, polistirenski ND brez vezanih molekul s funkcionalnimi skupinami; PS-COOH, PS ND z
vezano karboksilno skupino; PS-NH,-Bang's, komercialni ND PS z vezanimi aminoskupinami; PS-NH; 1
9, ND PS z razli¢no koli¢ino vezanih aminoskupin; PS-N(CHs); 1-3 z vezanimi trimetilamonijevimi
skupinami. Opombe: Oznaka (/) pomeni odsotnost aminoskupin na povr§ini ND. Relativno koli¢ino
aminoskupin na povr§ini ND (povzeto po: Wang in sod., 2013) smo prikazali zaradi interpretacije povezave
izmerjenega ¢-potenciala in kvarnega ucinka ND. Koli¢ina aminoskupin je bila dolo¢ena s kvantifikacijo
fluorescamina, ki ob reakciji z aminoskupinami tvori fluorescen¢ni produkt. Rezultati so normalizirani na
vrednost izmerjene fluorescence pri komercialnih ND PS-NH;-Bang's (Povzeto po: Wang in sod., 2013). S
statistiéno analizo linearne regresije neodvisnih in odvisnih spremenljivk smo ovrednotili pozitivho
korelacijo med relativno koli¢ino aminoskupin na povr§ini ND in izmerjenimi vrednostmi £-potenciala v
NaCl (1 mM, pH 7,0) (vrednost 0,08609) in v pufru PBS (9,2+¢%; oznaka: ***, p < 0,001).

Pozitivne absolutne vrednosti {-potenciala PS-NH: in PS-N(CHzs)s (v NaCl; pH 7,0; 0,1
mg/mL) so posledica prisotnosti aminoskupin ali trimetilamonijevih skupin na povrsini
ND. Izmerjene vrednosti ¢-potenciala PS in PS-COOH v pufru PBS (pH 7,4; ~ 0 mV)
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niso sovpadale z vrednostmi v NaCl (izrazito negativne vrednosti; pH 7,0,; pregl. 4);
najverjetneje zaradi visje ionske jakosti pufra, kar lahko zasenci naboj na t.i. elektri¢ni
dvojni plasti ali dvosloju® (ang. electric double layer).

4.2 VPLIV NANOMATERIALOV NA SPREMEMBE UMETNIH FOSFOLIPIDNIH
MEMBRAN

4.2.1 Vpliv nanomaterialov na orjaske unilamelarne vezikle
4.2.1.1 Primerljivost kontrolnih izpostavitev

Po dodatku dH-0 ali raztopine glukoze (0,3 M; pH 7,4) smo zabelezili povecano $tevilo
GUV (sl. B5, pril. B); najve¢ v prvih 20 ali 30 min (pregl. B1, pril. B), najverjetneje zaradi
gravitacijskega posedanja GUV. Z daljsim ¢asom izpostavitve smo zabelezili manjSanje
premera GUV (sl. B6, pril. B); vegji, tezji GUV so se hitreje zbirali na dnu
eksperimentalne kamrice kot manjs$i, lazji) in vi§jo Stopnje ekscentri¢nosti (odmik od
popolne sfere) (sl. B7, pril. B). Dodatek razliénih medijev, tj. dH2O ali raztopine

glukoze, ni vplival na spremembe vrednotenih parametrov (sl. B8, pril. B).

4.2.1.2 Vpliv nanodelcev Ceo

Poskus izpostavitve Ceo sSmo izvedli pred optimizacijo metode (izvedba poskusov K1-
K3), zato se Casi inkubacije, prikaz spremembe Stevila in oblike GUV (delez hruskasto
oblikovanih GUV namesto stopnje ekscentri¢nosti) razlikuje v primerjavi z ostalimi
poskusi, parametra spremembe velikosti GUV nismo vkljuéili v analizo.

Povecano stevilo GUV kontrolne skupine v prvih 10 min (in odsotnost spreminjanja pri
daljsih Gasih izpostavitve) kaze na posedanje GUV v prvih min izpostavitve. Dodatek
referenéne kemikalije (50 mM ZnCly) ali suspenzije Ceo (dH20; kon¢na koncentracija:
0,1 mg/mL) je povzrocilo zmanj$anje Stevila GUV Ze v prvih 10 min (sl. 8a). Po 10 ali
100 min izpostavitve je pri kontroli stevilo GUV v obliki hrusk (izrazeno na 1000 vseh
GUV) naraslo, v vzorcih Ceo ali 50 mM ZnCl; pa se je zmanjsalo (sl. 8b).

% Elektri¢ni dvosloj na povrsini koloidnih delcev je sestavljen iz nabite povrsine z lokaliziranim nabojem
ter koinov (z istoznacnim nabojem kot povrsina) in protiionov (z nasprotnim nabojem), ki so porazdeljeni
v okoliskem mediju (Kogej, 2010).
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Slika 8: Stevilo GUV vseh oblik ali v obliki hrusk po inkubaciji v dH,0, ZnCl, ali suspenziji Ceo.

Stevilo (a) GUV vseh oblik, (b) GUV v obliki hrusk pred (1 min) in 10, 100, ali 120 min po dodatku dH,O
(kontrola), ZnCl, (50 mM) ali Cgo (0,1 mg/mL. Na navpi¢ni osi je podana vrednost povprecja Stevila (a)
vseh GUV, zajetih v treh lo¢enih poskusih ali (b) GUV v obliki hrusk, izrazeno na 1000 vseh GUV. Na
vodoravni osi so opredeljeni Casi izpostavitve (10, 100 in 120 min). V posameznih okvirjih so predstavljene
povprecne vrednosti Stevila GUV na mestih vzoréenja (P1-P3), iz 3 poskusov. V vsakem okvirju je zajeta
analiza od 1242 do 2843 GUV. Majhen kvadrat znotraj okvirja predstavlja srednjo vrednost $tevila GUV,
centralna ¢rta mediano, spodnja in zgornja ¢rta pa 25. in 75. percentil. Analiza kontrolnih GUV in Ce je
pokazala, da je 94% (2973 od celokupno 3121) vseh zajetih GUV sferi¢ne oblike; ostalih 6% smo oznadili
kot nesferi¢ne oblike GUV (vecinski delez v obliki hrusk; tudi cevasto oblikovani GUV ali GUV v obliki
verizic).
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4.2.1.3 Vpliv amorfnega ogljika

Inkubacija v suspenziji CB (dH.O; kon¢na koncentracija 0,05 mg/mL; 20 in 50 min) je
povzrocila pokanje GUV (zmanjSano Stevilo GUV, p < 0,05; sl. 9a), medtem ko ni
vplivala na statisticno znacilne spremembe Velikosti ali oblike GUV v primerjavi s
kontrolo (sl. 9b,c).
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Slika 9: Vpliv inkubacije GUV v suspenziji CB na §tevilo, premer in obliko GUV.

(a) Stevilo, (b) premer in (c) stopnja ekscentri¢nosti GUV po dodatku 0,3 M raztopine glukoze (kontrola),
ali suspenzije CB (0,05 mg/mL). Na navpi¢ni osi so podane povpre¢ne vrednosti parametrov GUV, zajetih
v eni eksperimentalni kamrici, na dveh mestih vzorc¢enja (P1 in P2), na vodoravni osi pa Casi izpostavitve
(20 in 50 min). Povpre¢ne vrednosti (a) Stevila, (b) premera ali (c) stopnje ekscentri¢nosti GUV v vsaki
kamrici pri posameznih ¢asih izpostavitve so ponazorjene s pikami ob levi strani okvirja z rocaji; najvisja
in najnizja vrednost z rocaji, povprecje je predstavljeno kot manjsi kvadrat v centru okvirja z rocaji,
centralna Crta ponazarja mediano, spodnja in zgornja Crta pa 25. in 75. percentil. Oznaka *: statisticno
znacilne razlike (p < 0,05) v primerjavi s kontrolno skupino.
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4.2.1.4 Vpliv CoFe204 ali CoFe204-CA

V prisotnosti CoFe204 (v 0,3 M raztopini glukoze; kon¢na koncentracija: 0,1 mg/mL; 3,
30 ali 60 min) nismo zabelezili od kontrole razli¢nih sprememb Stevila, velikosti ali oblike
GUV (sl. 10), medtem ko so CoFe204-CA pri enakih pogojih vplivali na statisticno
znacilno zmanjsanje veziklov (p < 0,05; sl. 10a; pregl. B2, pril. B) in ve¢je Stevilo manjsih
(sl. 10b), a bolj okroglih (sl. 10c) GUV v primerjavi s kontrolnimi ali izpostavljenimi
CoFe20a. Pri slednjih dveh skupinah je bilo ve¢ manjsih GUV po 30 ali 60 min
(najverjetneje posledica hitrejSega posedanja vec¢jih GUV v ravnino zajema
videoposnetkov), medtem ko je dodatek CoFe,04-CA (najverjetneje) povzrocil pokanje
veCjih GUV ze v prvih 3 min, kar je povzro¢ilo manjSo ovrednoteno stopnjo
ekscentri¢nosti; razlagamo, da slednje ni zaradi vpliva ND, temve¢ posledica prisotnosti
manjsih, bolj okroglih GUV, saj so vecji GUV bolj podvrzeni spontani transformaciji
oblike proti eliposidni (stopnja ekscentri¢nosti blizu 1) in pokanju (zaradi vecje globalne
ukrivljenosti membrane).

Supernatant suspenzije CoFe204-CA (1 mg/mL; 0,3 M raztopina glukoze), pripravljen s
kombinacijo ultracentrifugacije in izpostavitve zunanjemu magnetnemu polju, ni vplival
na vrednotene parametre (sl. B9, pregl. B3, pril. B); potrdili smo, da zabelezeni vpliv
CoFe,04-CA ni posledica morebitnih raztopljenih ionov Co ali Fe, ali prisotnosti CA v
suspenziji.
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Slika 10: Vpliv inkubacije GUV v suspenziji CoFe;O, ali CoFe;04-CA na §tevilo, premer in obliko GUV.

(a) Stevilo, (b) premer in (c) stopnja ekscentri¢nosti GUV po dodatku 0,3 M raztopine glukoze (kontrola),
CoFe204 (v 0,3 M raztopini glukoze; 0,1 mg/mL) ali CoFe204-CA (v 0,3 M raztopini glukoze; 0,1 mg/mL).
Na navpicni osi so podane povprecne vrednosti vrednosti parametrov GUV, zajetih v eni eksperimentalni
kamrici, na dveh mestih (P1 in P2), na vodoravni osi pa ¢asi izpostavitve (3 in 30 min; 3, 30 in 60 min ali
20 in 50 min). Povpreéne vrednosti (a) Stevila, (b) premera ali (c) stopnje ekscentri¢nosti GUV v vsaki
kamrici pri posameznih Casih izpostavitve so ponazorjene s pikami ob levi strani okvirja z rocaji; najvisja
in najnizja vrednost z rocaji, povprecje je predstavljeno kot manjsi kvadrat v centru okvirja z rocaji,
centralna ¢rta ponazarja mediano, spodnja in zgornja ¢rta pa 25. in 75. percentil. Oznake *, ** in ***;
statisti¢no znacilne razlike (p < 0,05; p < 0,01 in p <0,001) v primerjavi s kontrolno skupino.

4.2.1.5 Vpliv Fe 03, Fe203-Si, Fe203-Si-COOH ali Fe203-Si-NH>

Inkubacija GUV v suspenzijah Fe;O3 (kon¢na koncentracija: 0,01 ali 0,05 mg/mL) ali
Fe203-Si, Fe203-Si-COOH ali Fe203-Si-NH2 (0,05 mg/mL) ni vplivala na stevilo in
velikost GUV (izjema manjSega Stevila pri Fe2Os; 0,05 mg/mL; sl. 11a). Bolj elipti¢no
obliko GUV v primerjavi s kontrolo smo zabelezili po izpostavitvi Fe.O3-Si, Fe2Os3-Si-
COOH ali Fe;0s3-Si-NHo> (pregl. B4, pril. B).

45



Drasler, B. Interakcije razli¢nih nanomaterialov z umetnimi in bioloskimi lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2014

(a)

350,  Kontrola FeyO3 Fey03 ® 350, Kontrola FeyO3-Si FeyO3-Si- | Fey03-Si-NH2
[0,01 mg/ml] [0,05 mg/ml] COOH
300 A ¢ ¢ 300 A
250 504 - ) .
= 200 = 200 H 2 " B
i 7 Lol . - .
150 = 150 é . ‘ s
T . *x E . J E
100 .. = 1004~ E; . T
== . Eﬂ s .
50 50
0 T _l T T T T 0 T T T T T T T T
20 50 20 50 20 50 20 50 20 50 20 50 20 50
(c) ! . (d) - ; : : :
15 - Kontrola FeyO3 Fey03 15 Kontrola Fey03-5i Fey03-Si- |~ Fey03-Si-NH2
[0.01 mg/ml] [0,05 mg/ml] COOH
12 12
- 1 _
g [ o E o
5 = . == : = 5 SET . L . = : =
i . E g | e | s |
= fan
3 3
o T T T T T T 0 T T T T T T T T
20 50 20 50 20 50 20 50 20 50 20 50 20 50
Izpostavitev (min) Izpostavitev (min)
(e) . . ® i . . . . .
1.0, Kontrola FeyO3 FesO3 1,0 Kontrola Fey03-5i Fep03-Si- Fey03-58i-NH2
0,9 [0,01 mg/ml] [0,05 mg/ml] 0.9 COOH
0.8 0,8
Z 0.7 = 074
< Z
9 9
£ 0.6 1 5 061
g 054 S 054
- 9
20,41 Z 041 kR gk o KRE R EEE
z o 5 Q
034 : 1 . .. 7 03 N . .
0.2 ; [ =R E 02]. : P -
01{ T " e : 0,144 ==
0.0 T T T T T T 0.0 : |7 T T T T T T T
20 50 20 50 20 50 20 50 20 50 20 50 20 50

Izpostavitev (min) Izpostavitev (min)

Slika 11: Vpliv inkubacije GUV v suspenziji Fe20s, Fe;03-Si, Fe,03-Si-COOH ali Fe;03-Si-NH; na
Stevilo, premer in obliko GUV.

(a) Stevilo, (b) premer in (c) stopnja ekscentriénosti GUV po dodatku 0,3 M raztopine glukoze (kontrola)
ali suspenzije Fe;Os (0,01 mg/mL; 0,05 mg/mL), in (d) Stevilo, (e) premer in (f) stopnja ekscentri¢nosti
GUV po dodatku 0,3 M raztopine glukoze (kontrola), ali Fe,O3-Si, Fe203-Si-COOH ali Fe,03-Si-NH, (0,05
mg/mL). Na navpi¢ni osi so podane povpre¢ne vrednosti parametrov GUV, zajetih v dveh
eksperimentalnih kamricah, na dveh mestih vzoréenja (P1 in P2), na vodoravni osi pa ¢asi izpostavitve
(20 in 50 min). Povpre¢ne vrednosti parametrov v vsaki kamrici pri posameznih Casih izpostavitve so
ponazorjene s pikami ob levi strani okvirja z ro¢aji; v vsaki to¢ki je zajeto od 32 do 289 veziklov pri poskusu
s Fe;Os (a, b, ¢) ter od 84 do 258 pri poskusu s Fe;Os-Si, Fe;0s-Si-COOH ali Fe;03-Si-NH; (d, e, f).
Najvi§ja in najnizja vrednost v vsaki skupini sta oznaceni z rocaji, povprecje kot manjsi kvadrat v centru
okvirja z rocaji, centralna Crta ponazarja mediano, spodnja in zgornja ¢rta pa 25. in 75. percentil. Oznaki
** in ***: statistiCno znacilne razlike (**, p < 0,01) ali (***, p < 0,001) v primerjavi s kontrolno skupino.
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4.2.2 Vpliv nanomaterialov na multilamelarne vezikle

4.2.2.1 Vpliv Ceo, ovrednoten na konvencionalnem viru SAXS

Inkubacija POPC MLV v suspenziji Ceo (v dH20; kon¢na koncentracija: 0,1 mg/mL) je
povzrocila delno stabilizacijo MLV, Kkar se je odrazilo v vecjem S$tevilu zaporednih
lipidnih dvoslojev N (iz ~ 10 na 30) in pojavu tretjega zaporednega difrakcijskega vrha
(q ~ 3 nm?, sl. 12, ii, oznagen s kroznico), hkrati se je razdalja med lipidnimi dvosloji
zmanjsala (d; od 0,1 do 0,2 nm; pregl. B5, pril. B). Pri enako pripravljenem vzorcu, z
razliko izpostavljenosti mehanski motnji (ciklom taljenja in zamrzovanja, neposredna
izpostavitev), smo zabelezili nasprotno: razbitje MLV, veé¢jo neurejenost dvoslojev (N ~
6), ¢etudi je razdalja med dvosloji — d ostala nespremenjena v primerjavi s kontrolnimi
POPC MLV (sl.12 i, iii; razlaga in pregl. B5, pril. B).

10°

10° (i)

[ (a.u.)

g (nm’)
Slika 12: Vpliv Cep na vzorec sipanja svetlobe SAXS s POPC MLV.

Sipanje svetlobe s (i) kontrolnega vzorca (dH20), (ii) v prisotnosti Cg (v dH20; 0,1 mg/mL) ali (iii) v
prisotnosti Ceo (v dH20; 0,1 mg/mL) po 10 ciklih taljenja in zamrzovanja. VVzorec SAXS je prikazan po
odstetju signala sipanja svetlobe ozadja (zaradi prisotnosti vode in materialov kapilare). Na navpi¢ni osi so
podane vrednosti intenzitete (1) sipanja svetlobe v poljubno izbranih enotah (ang. arbitrary units, a.u.), na
vodoravni osi pa vrednosti sipalnega vektorja g (q = 2 n/d; v enotah nm™1).
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4.2.2.2 Vpliv Ceo, CB in GO, ovrednoten z metodo SAXS na sinhrotronskem viru sevanja

Neposredna izpostavitev POPC MLV Cego, CB in GO (NM in lipidi so bili raztopljeni v
enakem topilu, CHCI3) je povzrocila nabrekanje vseh izpostavljenih vzorcev v primerjavi
s kontrolnimi MLV; v temperaturnem obsegu od 15 do 65 °C smo zabelezili pove¢ano
razdaljo med lipidnimi dvosloji d, ki vkljucuje debelino lipidnega dvosloja in vmesne
plasti vode; zabelezili smo izrazitejsi vpliv visje koncentracije Ceo, medtem ko je bil vpliv
CB ali GO (2 mol. %) primerljiv s tem pri 10 mol. % Ceo (sl. 13).
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Slika 13: Temperaturno odvisni vpliv CB, GO ali C60 na razdaljo med lipidnimi dvosloji POPC MLV.

Vpliv CB, GO ali Cg na strukturne parametre POPC MLV. Diagram prikazuje razdaljo med lipidnimi
dvosloji d POPC MLV v prisotnosti dH,0 (kontrola, -o-), Ceo (2 mol. %, -m-) in (10 mol. %, -e-), CB (2
mol. %, -A-) in GO (2 mol. %, -#-), v odvisnosti od temperature (T, °C). Na navpi¢ni osi so prikazane
vrednosti razdalje med lipidnimi dvosloji d (nm), ki vklju¢uje debelino membrane in vmesnega sloja vode,
na vodoravni pa T (°C).
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Na podlagi osnovne analize rezultatov vpliva Ceo, CB in GO in upos$tevajo¢ manj$o
velikost Ceo v primerjavi s plos¢icami GO in amorfnimi agregati CB smo nadaljnjo
podrobnejSo analizo (modificirana teorija po Caillé; Pabst in sod., 2000, 2003; Rappolt
in sod., 2008) interakcij med lipidi in NM izvedli le za Ceo. Z naras¢ajoco temperaturo se
je pri vseh vzorcih POPC MLV, kontrolnih ali izpostavljenih 2 ali 10 mol. % Ceo, dnH
enakomerno zmanjsala (najverjetneje zaradi povecanih fluktuacij dvosloja ob poviSani
temperaturi), medtem ko so se vrednosti parametrov d, dw in 7 povecale (sl. 14) (razlaga:
pril. B). S profila elektronske gostote membran (sl. 15) je razvidno, da se molekule Ceo
lahko kopicijo v hidrofobnem delu dvoslojev, kar lahko vpliva na spremenjeno fluidnost
fosfolipidnih membran.
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Slika 14: Temperaturno odvisni vpliv Ce na strukturne parametre POPC MLV.

Vrednosti membranskih strukturnih parametrov v odvisnosti od temperature kontrolnih POPC MLV (-e-),
in v prisotnosti 2 (- A -) ali 10 mol. % Ceo (-m-). Na vodoravni osi je podana temperatura T (od 15 °C do 65
°C). Na navpiéni osi so prikazani membranski parametri: (2) ponavljajoca se razdalja med lipidnimi
dvosloji (d), (b) razdalja med polarnimi glavami fosfolipidov (dun), (¢) debelina vmesnega sloja vode (dw)
in (d) fluktuacijski parameter (7).
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Slika 15: Profil elektronske gostote membran POPC MLV v prisotnosti dH20 ali Ceo.

(a) Kontrolni POPC MLV (v dH20) in v prisotnosti (b) 2 ali (c) 10 mol. % Ceo v temperaturnem obmocju
od 15 °C do 65°C. Na navpi¢ni osi je podana relativna elektronska gostota elektronov v posameznih delih
membrane (ang. arbitrary units, a.u.), na vodoravnih oseh pa razdalja med polarnimi glavami dny ali med
posamezni fosfolipidnimi dvosloji d (v nm). Na ustrezajocih skicah je predstavljen lateralni profil membran
z ustrezajo¢imi d in dun (a) kontrolnih MLV ali v prisotnosti (b) 2 ali (c) 10 mol. % Cgo, v odvisnosti od

temperature (na navpicni osi).
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4.2.2.3 Vpliv CoFez04 in CoFe204-CA, ovrednoten z metodo SAXS na konvencionalnem
viru sevanja

Prisotnost CoFe204 (v 0,3 M raztopini glukoze; kon¢na koncentracija: 0,1 mg/mL) v
suspenziji POPC MLV, ki smo jo izpostavili mehanski motnji (ciklom taljenja in
zamrzovanja), je povzrocila dodatno stabilizacijo MLV, manjSe povprec¢no Stevilo
pozicijsko urejenih dvoslojev N (~ 6 na 5) in $irsi vrh prvega reda Aqgexp Na VZorcu sipane
svetlobe z MLV v primerjavi s kontrolnimi MLV (sl. 16: i, ii; pregl. B6, pril. B).
Prisotnost suspenzije CoFe204-CA pod enakimi pogoji pa je povzrocila razbitje MLV in
oblikovanje unilamelarnih veziklov (N < 2) in le Sibak vrh prvega reda vzorca sipane
svetlobe (sl. 16: iii; pregl. B6, pril. B).

Unilamelarni
vezikli: (i) | )

o A

Multilamelarni
vezikli: (1), (ii)

[(au)

Slika 16: Vpliv CoFe,0, ali CoFe,04-CA na vzorec sipanja svetlobe SAXS s POPC MLV.

(i) Kontrolni MLV (0,3 M raztopina glukoze), (ii) v prisotnosti CoFe,O4 (0,1 mg/mL) ali (iii) CoFe204-CA
(0,2 mg/mL). Vzorec sipanja svetlobe je prikazan po odstetju signala sipanja svetlobe ozadja (zaradi
prisotnosti vodne raztopine in materialov kapilare). Na navpi¢ni osi so podane vrednosti intenzitete (1)
sipanja svetlobe v poljubno izbranih enotah (ang. arbitrary units, a.u.), na vodoravni osi pa vrednosti
sipalnega vektorja g (q = 2 n/d).

51



Drasler, B. Interakcije razli¢nih nanomaterialov z umetnimi in bioloskimi lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2014

4.2.3 Vpliv nanomaterialov na fluidnost membran unilamelarnih veziklov
4.2.3.1 Vpliv CoFe204 in CoFe204-CA

Dodatek CoFe;04 ali CoFe204-CA (s titracijo; 0,5 mg/mL ali 0,15 mg/mL v 10 mM pufru
HEPES, pH 7,0) ni vplival na spremembe fluidnosti membrane LUV (0,1 mg POPC /mL,;
molarno razmerje CoFe204:POPC = 1,2:1 do 400:1, n/n; 25 °C), vrednoteno s hidrofobno
fluorescen¢no sondo DPH (1mM) (sl. 17).

—s— POPC kontrola
0.20 - - o= POPC + CoFey04-CA
- - POPC + CoFe, 0y

0,18 1

ja

0,16

0,14 1

Polarizaci

0,10 T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

cNPs/cPOPC

Slika 17: Spremembe fluidnosti membrane POPC LUV v prisotnosti CoFe;O. ali CoFe,04-CA.

Polarizacija hidrofobne fluorescenéne sonde DPH (1mM), vstavljene v POPC LUV kontrolne skupine (10
mM pufra HEPES, pH 7,0; -m-), in LUV, izpostavljenim ND CoFe;04 (-0-) ali CoFe;04-CA (-A-). Titracija
LUV s suspenzijama razli¢nih koncentracij (0,5 mg/mL ali 0,15 mg/mL v pufru HEPES) je bila izpeljana
v locenih poskusih. Na navpi¢ni osi je podana polarizacija (razmerje med intenzitetama vzporednih in
pravokotnih emisij), na vodoravni pa molarno razmerje med CoFe;04:POPC, od 1,2:1 do 400:1; n/n).

4.2.3.2 Vpliv Fe203, Fe203-Si, Fe203-Si-COOH in Fe203-Si-NH:

Dodatek Fe;0s3, Fe203-Si, Fe203-Si-COOH ali Fe;03-Si-NH2 (10 mM pufer HEPES, pH
7,0; kon¢na koncentracija: 0,05 mg/mL) ni vplival na spremembe fluidnosti membran
SUV (0,1 mg POPC/mL; od 15 do 50 °C); z naras¢ajoco temperaturo smo pri vseh vzorcih
zabeleZili padec vrednosti polarizacije, ne glede na uporabljeni fluorescenéni sondi DPH
(ImM; sl. 18a) TMA-DPH (2mM; sl. 18b), pri slednji je bil padec signala manjsi. 1z
rezultatov intenzitet fluorescence (pri 358 nm in 410 nm) suspenzij Fe2Os, Fe>0s-Si,
Fe203-Si-COOH in Fe203-Si-NH> sklepamo, da prisotnost testiranih ND ni vplivala na
izmerjene vrednosti polarizacije svetlobe s fluorescenénih sond (slednje je potrdila tudi
odsotnost signala z obeh sond, inkubiranih v suspenzijah ND brez lipidov; razlaga: pril.
B).
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Slika 18: Spremembe fluidnosti membrane v prisotnosti Fe;Os, Fe,0s-Si, Fe;03-Si-COOH ali
Fe203-Si-NH2.

Polarizacija svetlobe s fluorescen¢nih sond (a) nepolarne DPH (1mM) in (b) polarne TMA-DPH (2,5 mM)
POPC SUV (0,1 mg/mL) ob inkubaciji v pufru HEPES (10 mM, pH 7,0; kontrola; -m- ) ali suspenzijah
Fe,03 (-0-), Fex03-Si (---A---), Fe;03-Si-COOH (--A--) ali Fe;03-Si-NH; (--e--), s kon¢nimi
koncentracijami: 0,05 mg Fe;Os/mL (v 10 mM pufru HEPES; pH 7,0), v odvisnosti od temperature. Na
navpi¢ni osi je podana polarizacija (razmerje med intenzitetama vzporednih in pravokotnih emisij), na
vodoravni osi vrednosti temperature (od 15 do 50 °C). V primerjavi s kontrolo smo zabeleZili niZje zacetne
vrednosti polarizacije v vzorcih Fe;Os, ter vi§je pri ostalih testiranih ND (a); razlike so v okviru
eksperimentalne napake, saj je pri niZjih temperaturah (15 do 30 °C) lahko kalibracijski ¢as in$trumenta
daljsi.

4.2.4 Vpliv nanomaterialov na toplotni profil multilamelarnih veziklov

Testirane suspenzije CoFe;04, CoFe204-CA, Fe203, Fe20s-Si, Fe203-Si-COOH, Fez0s-
Si-NHa, CB in Cgo (v 10 mM pufru HEPES, pH 7,0; v molarnem razmerju DPPC in NM
1:1, n/n) niso povzrocile sprememb toplotnih profilov kontrolnih DPPC MLV (10 mM
pufer HEPES, pH 7,0; od 20 do 60 °C) (sl. 19). Izmerjene vrednosti temperatur faznega
predprehoda (Tp), glavnega prehoda (Tm) so bile, razen ob neposredni izpostavitvi Ceo
(lipidi in Ceo raztopljeni v istem topilu, CHCI3), v skladu s teoreti¢nimi vrednostmi za
DPPC (Tp 35,7+ 0,2 °C; Tm 41,5 £ 0,5 °C; Lichtenberg in sod,. 1984; Boggs, 1987; Riske
in sod., 2009; pregl. B7, pril. B).
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4.2.4.1 Vpliv Ceo

Neposredna izpostavitev Ceo (DPPC in Ceo raztopljeni v CHCI3) je povzrodila razsiritev
in znizanje vrha glavnega faznega prehoda, premik T (2 41,6 °C na 40,4 °C) in Tp (s 36,2
°C na 34,0 °C) ter skoraj popolno izginotje vrha faznega predprehoda (sl. 19d, oznaka - +;
pregl. B7, pril. B).
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Slika 19: Vp“V COF6204, COF9204-CA, FE‘203, F8203-Si, FEZOa-Si-COOH, Fezos-Si-NHz, CB ali Cso N
toplotni profil DPPC MLV.

Toplotni profil (a) DPPC MLV v 10 mM pufru HEPES (pH 7,0; kontrola; polna linija), DPPC MLV v
prisotnosti CoFe;04 (---) ali CoFe204-CA (---), (b) kontrolni DPPC MLV (polna linija), DPPC MLV v
prisotnosti Fe;0s (---),Fe203-Si (----), Fe;03-Si-COOH (- z manjsimi presledki) ali Fe,03-Si-NH; (--- z
manjsimi presledki), (c) kontrolni DPPC MLV (polna linija) ali DPPC MLV V prisotnosti CB ( ---) in (d)
kontrolni DPPC MLV (polna linija), DPPC MLV v prisotnosti suspenzije Ceo V dH20 (---), ali Ceo v CHClI3
(+-*). Na navpiéni osi so podane izmerjene vrednosti presezne toplotne kapacitete <Cp> (kJ/molK), na
je posledica posedanja ND v suspenziji med meritvami, povisan vrh T pa najverjetneje odraz adsorpcije
NM na zunanji lipidni dvosloj MLV in posledi¢ne stabilizacije MLV (vzorci CoFe;04, Fe;03 in Fe20s-Si-
NH,). Vse suspenzije NM, razen Ceo, S0 bile pripravljene v 10 mM pufru HEPES (pH 7,0).
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4.3 VPLIV NANOMATERIALOV NA BIOLOSKE MEMBRANE
4.3.1 Vpliv nanomaterialov na morfoloske spremembe ¢loveskih eritrocitov
4.3.1.1 Vpliv CoFe204 in CoFe204-CA

Izpostavitev (1h, 37 °C) spranih eritrocitov suspenziji CoFe2O4-CA (v PBS-citratnem
pufru, pH 7,4; kon¢na koncentracija: 1 mg/mL) je povzrocila ve¢ji delez nediskoidnih
oblik eritrocitov v primerjavi s kontrolo (*, p < 0,05; sl. 20). Tudi inkubacija s CoFe204
(brez adsorbirane CA) pod enakimi pogoji je povzrodila veéji delez nediskoidnih oblik,
vendar razlike s kontrolno skupino niso bile statisti¢éno znacilne (p > 0,05; sl. 20).

1.0+
0.8+
0.6
0.4

0.2

0.04 < g R

T T T
Kontrola CoFe O, Ca]—'e‘Q‘-CA

Delez nediskoidnih oblik

Slika 20: Vpliv CoFe04 ali CoFe;04-CA na morfoloske spremembe eritrocitov
(delez nediskoidniih oblik).

Delez nediskoidnih oblik eritrocitov po inkubaciji (1h, 37 °C) v PBS-citratnem pufru (pH 7,4; kontrola),
suspenziji CoFe;0, ali CoFe,04-CA (v PBS-citratnem pufru, pH 7,4; kon¢na koncentracija: 1 mg/mL).
Na navpicni osi je podano povprecje vrednosti delezev nediskoidnih oblik, zajetih na petih nosilcih SEM;
analiza vsakega nosilca zajema eritrocite na treh do petih lokacijah, pri 500-kratni povecavi, na
vodoravni osi pa izpostavljene skupine. Povpre¢na vrednost deleZa nediskoidnih eritrocitov na posameznih
lokacijah je ponazorjena s pikami ob levi strani okvirja z rocaji; pri kontroli je zajeta analiza 3390 celic,
CoFe;04 2737 in CoFe,04-CA 5520 celic. Najvi§ja in najniZja vrednost v skupini sta oznaceni z ro¢aji,
povprecje kot manjsi kvadrat v centru okvirja z ro¢aji, centralna ¢rta ponazarja mediano, spodnja in zgornja
érta pa 25. in 75. percentil. Oznaka *: statistino znacilne razlike (p < 0,05) v primerjavi s kontrolno
skupino. Op.: Za prikaz rezultatov razli¢nih oblik eritrocitov smo vse tipe nediskoidnih eritrocitov zdruzili
v isto skupino. Pri kontroli pojava ehinocit nismo zabelezili; pri CoFe,04-CA je bil deleZ ehinocit vedji v
primerjavi z vzorcem eritrocitov, izpostavljenih suspenziji CoFe;0a.

S kvantitativno kemijsko analizo (EDS) izbranih mest na povrsini eritrocitov smo potrdili
prisotnost materiala z vsebnostjo Co in Fe pri vzorcih, izpostavljenih CoFe2O4 ali
CoFe204-CA, vendar eritrociti niso bili na gosto prekriti z NM (pregl. B8-B10; sl. B10-
B12, pril. B).
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4.3.1.2 Vpliv Fe203-Si, Fe;03-Si-COOH in Fe203-Si-NH;

Izpostavitev (1h, 37 °C) spranih eritrocitov suspenzijam Fe;Oz-Si, Fe;03-Si-COOH ali
Fe2Os3-Si-NH2 (v PBS-citratnem pufru, pH 7,4; kon¢na koncentracija: 0,5 mg/mL) je
povzrocila vecji delez nediskoidnih oblik eritrocitov v primerjavi s kontrolnimi vzorci,
(*, p < 0,05; sl. 21), vendar razlik med razlicno ND z razli¢nimi lastnostmi povrSine
nismo zabelezili (sl. 21).
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Slika 21: Vpliv Fe;O3-Si, Fe;03-Si-COOH ali Fe203-Si-NH; na morfoloske spremembe eritrocitov
(delez nediskoidniih oblik).

Delez nediskoidnih oblik eritrocitov po inkubaciji (1h, 37 °C) v PBS-citratnem pufru (pH 7,4; kontrola),
suspenzijam Fe;03-Si, Fe;,03-Si-COOH ali Fe;O3-Si-NH, (v PBS-citratnem pufru, pH 7.4; kon¢na
koncentracija: 0,5 mg/mL). Na navpi¢ni osi je podano povprecje vrednosti delezev nediskoidnih oblik,
zajetih na petih nosilcih SEM; analiza vsakega nosilca zajema eritrocite na treh do petih lokacijah, pri
500-kratni povecavi, na vodoravni osi pa izpostavljene skupine. Povpre¢na vrednost deleza nediskoidnih
eritrocitov na posameznih lokacijah je ponazorjena s pikami ob levi strani okvirja z rocaji; pri kontroli je
zajeta analiza 2830 celic, v skupini Fe;O3-Si 1828, Fe;03-Si-COOH 1292 in 1506 pri Fe;O3-Si-NHs..
Najvi§ja in najnizja vrednost v skupini sta oznaceni z ro¢aji, povprecje kot manjsi kvadrat v centru okvirja
z roc¢aji, centralna Crta ponazarja mediano, spodnja in zgornja Crta pa 25. in 75. percentil. Oznaka **:
statisti¢no znacilne razlike (p < 0,01) v primerjavi s kontrolno skupino. Op.: Za prikaz rezultatov razli¢nih
oblik eritrocitov smo vse tipe nediskoidnih eritrocitov zdruzili v isto skupino.

56



Drasler, B. Interakcije razli¢nih nanomaterialov z umetnimi in bioloskimi lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2014

4.3.1.3 Vpliv GO, CB, Ce in MWCNT

Izpostavitev (1h, 37 °C) spranih eritrocitov suspenzijam Ceo ali MWCNT (v PBS-
citratnem pufru, pH 7.4; kon¢na koncentracija: 0,5 mg/mL) ni vplivala na spremembe
oblike eritrocitov v primerjavi s kontrolno skupino (p > 0,05). Inkubacija eritrocitov v
suspenziji GO ali CB je pod enakimi pogoji vplivala na ve¢ji delez nediskoidnih oblik
eritrocitov (sl. 22).
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Slika 22: Vpliv GO, CB, Cg ali MWCNT na morfoloske spremembe eritrocitov
(delez nediskoidniih oblik).

Delez nediskoidnih oblik eritrocitov po inkubaciji (1h, 37 °C) v PBS-citratnem pufru (pH 7,4; kontrola),
suspenzijam GO, CB, Cg ali MWCNT (v PBS-citratnem pufru, pH 7,4; kon¢na koncentracija: 0,5
mg/mL). Na navpi¢ni osi je podano povpre¢je vrednosti deleZev nediskoidnih oblik, zajetih na petih
nosilcih SEM; analiza vsakega nosilca zajema eritrocite na treh do petih lokacijah, pri 500-kratni
povecavi, na vodoravni osi pa izpostavljene skupine. Povpreéna vrednost deleza nediskoidnih eritrocitov
na posameznih lokacijah je ponazorjena s pikami ob levi strani okvirja z ro¢aji; pri kontroli je zajeta analiza
1797 celic, v skupini GO 137, CB 549, Ce 276 in MWCNT 814 celic. Najvi§ja in najnizja vrednost v
skupini sta oznaceni z rocaji, povprecje kot manjsi kvadrat v centru okvirja z ro¢aji, centralna ¢rta ponazarja
mediano, spodnja in zgornja ¢rta pa 25. in 75. percentil. Op.: Za prikaz rezultatov razli¢nih oblik eritrocitov
smo vse tipe nediskoidnih eritrocitov zdruzili v isto skupino. Zaradi majhnega Stevila podatkov nismo
izvedli statisti¢ne primerjave izpostavljenih skupin s kontrolno skupino.

4.3.2 Mikrovezikulacija eritrocitnih membran

Na posnetkih SEM smo opazili pojav struktur okrogle oblike, ki so lahko posledica
mikrovezikulacije eritrocitov. Prisotnosti membranskih veziklov nismo vrednotili z
drugimi metodami, zato ne izklju€ujemo, da so strukture preprosti celi€ni fragmenti,
nastali kot posledica morebitnega razpada celic med pripravo vzorcev. Strukture okrogle
oblike smo opazili pri kontrolnih skupinah in v prisotnosti Fe;Oz-Si, Fe203-Si-COOH
ali GO (opis in posnetki SEM: sl. B12, pril. B).
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4.4 VPLIV OGLJIKOVIH NANOMATERIALOV NA AKTIVNOST
ACETILHOLINESTERAZ

4.4.1 Inhibicija in adsorpcija ribje acetilholinesteraze na NM

Zabelezili smo adsorpcijo ribje AChE na CB, GO, MWCNT in Ceo, najmanj izrazita je
bila pri Ceo. Razen Cego s0 vsi testirani NM povzrocili tudi inhibicijo delovanja AChE (sl.
23). Pri GO je bila stopnja adsorpcije encima na NM izrazitejsa od inhibicije delovanja
AChE (sl. 23a) in podobno, a manj izrazito, tudi pri Ceo (sl. 23c). Nanomateriala CB in
MWCNT (sl. 23b,d) sta povzrocila priblizno enako stopnjo adsorpcije AChE na NM in
inhibicije encima; inhibicijo smo zabeleZzili Ze pri nizjih koncentracijah CB (< 0,01
mg/mL). Rezultati kaZzejo, da ima izmed testiranin NM CB najvis§jo afiniteto do ribje
AChE (dodatni opis rezultatov: pril. B).
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Slika 23: Inhibicija ribje AChE v prisotnosti ogljikovih NM GO, CB, Cep ali MWCNT
ter adsorpcija encima na NM.

Inhibicija delovanja AChE ali adsorpcija encima v prisotnosti NM (a) GO, (b) CB, (c) Ceo ali (d) MWCNT.
Na vodoravni osi so prikazane izpostavitvene koncentracije NM (0,00048 do 0,0476 mg/mL; v logaritemski
skali 0od 0,01 do 100 pg/mL), na navpi¢ni pa % inhibicije AChE (-o-) ali adsorpcije encima na NM (-e-),
doloceni s prilagojeno metodo po Ellmanu. Vsaka toCka predstavlja srednjo vrednost (+ SD) treh
neodvisnih poskusov.
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4.4.2 Inhibicija in adsorpcija acetilholinesteraze iz ¢loveskih eritrocitov na NM

Zabelezili smo bistveno manj izrazit vpliv NM na AChE iz ¢loveskih eritrocitov (sl. 24)
v primerjavi z vplivom na ribjo AChE pri enakih pogojih (sl. 23). Razen Ceo SO Vsi
testirani NM povzrocili vi§jo stopnjo adsorpcije AChE iz ¢loveskih eritrocitov na NM v
primerjavi z inhibicijo encima (sl. 24); GO najvisji stopnji adsorpcije in inhibicije (sl.
24a); CB in MWCNT sta povzrocila adsorpcijo AChE na NM v odsotnosti inhibicije
encima (sl. 24b,d), po izpostavitvi Ceo pa vpliva na adsorpcijo encima na NM ali inhibicijo

delovanja encima nismo zabelezili (sl. 24c) (dodatni opis rezultatov: pril. B).

—— Inhibicija
—s— Adsorpcija
@) (b)
1004 ygtneee 1004
/.'/

804 Ve 804
= i
2 »
ER / 60+
= /
5 / % 1deos
£ 40+ Rt 10 x
= / ;/"% ¥
4 z/ /5/ ‘_./-1
] 20+ ; s 204 I/ /t\-'_ A
N 4 K
-~ = 7 <1
m o N S
5 04 = o—o-=B ¢ o.0.00" 04 so—o—e-s-ss0ss— o } o
( T T T T T T
2, 1 10 100 1 10 100
2 -
& (© GO (pg/ml) ) CB (ug/ml)
2 100 100+
=1
2 804 80
5
g
=
= 60 60

40 404

20 20+ HI

1.
0 04 - -~
1 10 100 1 10 100
Cgo (ng/mL) MWOCNT (pg/mL)

Slika 24: Inhibicija AChE iz ¢loveskih eritrocitov v prisotnosti ogljikovih NM GO, CB, Cg ali MWCNT
ter adsorpcija encima na NM.

Inhibicija ali adsorpcija encima v prisotnosti (a) GO, (b) CB, (c) Ceo ali (d) MWCNT. Na vodoravni 0si so
prikazane izpostavitvene koncentracije NM (0,0009 do 0,119 mg/mL; C60: od 0,0009 do 0,04762 mg/mL;
v logaritemski skali od 0,7 do 130), na navpi¢ni pa % inhibicije AChE (-o-) ali adsorpcije encima na NM
(-®-), doloceni s prilagojeno metodo po Ellmanu. Vsaka tocka predstavlja srednjo vrednost (+ SD) treh
neodvisnih poskusov.
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4.4.3 Primerjava vpliva NM na vreten¢arsko in nevretenc¢arsko acetilholinesterazo

Zabelezili smo podoben trend vpliva CB in GO na vretencarski (E. electricus; ribja
AChE) in nevretencarski encim (D. melanogaster; zuzel¢ja AChE). Zabelezili smo
izrazitejsi vpliv CB na inhibicijo ribje AChE in GO na inhibicijo zuzel¢je AChE (sl. 25;
dodatni opis rezultatov: pril. B).
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Slika 25: Primerjava vpliva CB in GO na nevretencarski (Zuzel¢ja AChE) in
vretencarski (ribja AChE) encim.

Stopnja inhibicije (a) CB in (c) GO ter stopnja adsorpcije nevretencarskega (D. melanogaster; zuzel¢ja
AChE) in vretencarskega encima (E. electricus; ribja AChE) encima na NM (b) CB in (d) GO. Na vodoravni
osi so prikazane koncentracije NM (0,0001; 0,001 in 0,01 mg/mL; oznacene v enotah pg/mL). Na navpicni
0si so podani % inhibicije AChE ali adsorpcije encima na NM, dolo¢eni s prilagojeno metodo po Ellmanu,
po 10 min inkubaciji encima in NM. Povzeto po: Mesari¢ in sod., 2013.
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4.5 KVARNI UCINKI POLISTIRENSKIH NANODELCEV NA CELICNE KULTURE

Z metodo HCA smo vrednotili kvarne ucinke polistirenskih ND na celi¢ne linije astrocit
(1321n1), celic plju¢nega epitelija (A549) ali hepatocit (HepG2) po 24 h (akutna
toksicnost) ali 72 h (kroni¢na toksi¢nost) izpostavitvi polistirenskih ND. Spremljali smo
odziv populacije celic na ve¢ nivojih hkrati: §tevilo celic, morfologija in velikost jedra,
mitohondrijski membranski potencial, propustnost plazmaleme ter znotrajceli¢no
koncentracijo Ca* in odziv na nivoju lizosomov.

4.5.1 Kvarni udinki PS-NH: (z razli¢no koli¢ino aminoskupin na povrsini)

Statisticno znacilne korelacije (hierarhi¢na klasterska analiza; Evklidske razdalja,
metode po Wardu, sl. B14, pril. B) med izmerjenimi vrednostmi ¢-potenciala PS-NHz v
pufru PBS (oz. relativno koli¢ino aminoskupin na povrSini ND) in katerimkoli
vrednotenim parametrom nismo opazili, prav tako ne med posameznimi parametri
(konéne koncentracije ND: 0,03; 0,06; 0,125; 0,25 ali 1 mg/mL).

Izpostavitev celinih linij (24 ali 72h; 37 °C) ND PS ali negativno nabitim PS-COOH
(negativni referenéni material; ¢-potencial v pufru PBS, pH 7,4; okoli 0 mV, okvirna
hidrodinamska velikost 50 ali 63 nm) ni povzrocila odziva celic, razli¢nega od kontrolnih
skupin (dodatek dH20). Prav tako nismo opazili kvarnega ucinka (po 24 ali 72 h)
supernatantov vseh suspenzij ND, pridobljenih z ultracentrifugacijo, pri enakih
izpostavitvenih koncentracijah kot ND. Pozitivni referen¢ni material (PS-NH2-Bang’s;
30 mV, 87 nm) je povzrocil izrazito apoptozo vseh treh celiénih linij (ze pri koncentraciji
0,05 mg/mL; po 24 ali 72 h).

Zabelezili smo razlike v odzivu celic, izpostavljenih suspenzijam PS-NH; z naras¢ajo¢imi
izmerjenimi vrednostmi {-potenciala (pufer PBS, pH 7,4), vendar odsotnost povezave
med parametri. Najbolj ob&utljiva parametra sta bila znotrajceli¢na koncentracija Ca2* in
signal iz lizosomov pri veéini testiranih ND. Pri PS-NH.-6 ({-potencial v pufru PBS, pH
7,4: 11,4 mV; hidrodinamski premer: 180 nm) pa smo po 24 h, in Se bolj izrazito po 72
h, zabelezZili spremembe vseh parametrov, razen pri lizosomih in znotrajcelini
koncentraciji Ca%*. Na podlagi izracunanih vrednosti EC50 ali 150 (pregl. B11, B12, pril.
B) smo zakljucili, da so astrociti najbolj obcutljive izmed testiranih celi¢nih linij, sledijo
pljucne celice in nazadnje jetrne celice (opis: pril. B).
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4.5.2 Kvarni u¢inki PS-N(CHs3)3 (s stalnim pozitivnim povrsinskim nabojem)

Zabelezili smo poviSan signal iz lizosomov astrocit po izpostavitvi (24h, 37 °C) PS-
N(CHz3)s-1 (¢-potencial v pufru PBS, pH 7,4: 15 mV; hidrodinamski premer aglomeratov:
793 nm) ali PS-N(CHj3)3-2 (16 mV, 122 nm) in povisano znotrajceli¢no koncentracijo
Ca?*, v odsotnosti soasne skréitve jedra ali izrazito zmanj$anega $tevila celic (pregl. B11,
pril. B), kar je najverjetneje odraz podvojene koli¢ine DNA v jedru brez posledi¢ne
celicne delitve; do celi¢ne smrti je priSlo le pri vi§jih koncentracijah (0,1 mg/mL). Po
daljsi izpostavitvi (72h, 37 °C) smo zabelezili podoben, a izrazitejsi trend celi¢nega
odgovora, le signal iz lizosomov je ostal nespremenjen (pregl. B12, pril. B).

Vpliva PS-N(CH3)3-3 (~ 1mV, 127 nm) na vse testirane celi¢ne linije (po 24 ali 72 h, 37
°C) nismo zabelezili (pregl. B11, B12, pril. B).

Povzetek rezultatov kvarnega ucinka polistirenskih ND na izbrane celi¢ne linije je podan
v pregl. 5, vpliv ostalih NM pa je povzet v pregl.6.

Preglednica 5: Povzetek vpliva testiranih polistirenskih nanodelcev na izbrane celiéne linije: astrocite,
celice plju¢nega epitelija in hepatocite

Testni sistem
Celi¢ne linije in vitro:
astrociti, celice pljucnega epitelija, hepatociti

Nanodelci

Vrednoteni parametri:
Stevilo celic,
morfologija jedra, velikost jedra ,
lizosomi, znotrajcelicna koncentracija Ca?*,
permeabilizacija plazmaleme

Polistirenski ND:

razlicen {-potencial (mV; PBS, pH 7,4)

PS (brez vezanih molekul s funkcionalnimi
skupinami; ~ 0 mV)

PS-COOH (negativni referenéni material; ~ 0
mV) PS-NH: (1-9) (razli¢na koli¢ina skupin —
NH;;

~2-30mV)

PS-N(CHs)s (1-3) (stalni pozitivni naboj (~ 14
mV; oznaki -2 in -3)

PS-NH2-Bang's (pozitivni referen¢ni material;

~ 30 mV)

PS in PS-COOH: odsotnost vpliva

PS-NH2 (1-9): odsotnost povezave ¢-potenciala in
kvarnega vpliva ND na vse testirane parametre
PS-N(CHs)s (1-3): wvpliv na lizosome in
spremenjeno morfologijo jedra (astrociti)
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Preglednica 6: Povzetek vpliva izbranih NM na umetne membrane (POPC SUV, LUV ali GUV, POPC ali
DPPC MLV), encime (ribja AChE in AChE iz ¢loveskih eritrocitov) in membrane ¢loveskih eritrocitov

Testni sistemi encimski testi: Cloveski
POPC GUV: POPC MLV: ribja AChE/ eritrociti:
pokanje/velikost/ struktura AChE iz spr. oblike/
premer membrane cloveskih mikrovezikulacija
DPPC MLV: eritrocitov
Nanomateriali POPC LUV ali inkubacija/
SUV: fluidnost neposredna
izpost.
Ogljkovi NM
razlicnih oblik: Ceo: +/np. [+ CB, GO, Cg: +
Ceo (molekule, delci, CB:+/-/- (2 mol.%: CB, GOinCB>
aglomerati), MWCNT in GO>Csp) MWCNT: +; CB:-/-
MWCNT (vecplastne GO:n.p Ceo: - Ceo: -/ -
nanocevke), / GO: +/-
CB (amorfni Ceo: -/ + Ceo >CB> MWCNT: +/ -
aglomerati), CB: -/n.p. MWCNT: +;
GO (mikrometrske n.p. MWCNT in GO: Coeo: -
ploséice n.p./n.p.
nanodebeline)
CoFe204
z razlicno povrsino: | CoFexOa4:-/-1-
CoFe;04 (brez CoFe;04-CA: CoFe;0q: -
adsorbcije CA, veliki +/+/+ CoFe,04-CA: + CoFe20.:
aglomerati), n.p./ n.p. -/ n.p.
CoFe,04-CA CoFe,04-CA:
(adsorbirana CoFe0y: - CoFe;04: -/ n.p. +/+
citronska kislina, CoFe;04-CA: - CoFe;04-CA:
manj$i aglomerati) -/n.p.
Fe203
Z razlicno povrsino
(&-potencial; mV; Fe,O3:-/-/-
dH,0, pH 7,0): Fe,0s-Si, n.p.
Fe,03 (brez SiO; in Fe203-Si-
vezanih molekul s COOH, Fe;0s- Fe.Os: n.p.
skupinami -COOH Si-NHz: - /-/+ Fe,O0s3-Si: +/ +
ali -NHp, veliki n.p./ n.p. Fe;03-Si-
aglomerati; ~ 0 mV), COOH:
Fe203-Si (plast SiOy; +/+
neg. naboj), Fe203-Si-NHy:
Fe,03-Si-COOH Fe,0s, Fe,03-Si, | Fe,03, Fe,0s-Si, +/-
(plast SiO, vezane Fe20s-Si- Fe,0s-Si-
skupine —COOH,; COOH, Fe;0s- COOH, Fe;05-
neg. naboj), Si-NH,: - Si-NHz:
Fe203-Si-NH; (plast -/ n.p.
SiO», vezane
skupine —NHjy; poz.
naboj)

Opombe: oznaka (+) pomeni zabeleZen vpliv NM, oznaka () odsotnost vpliva, z 0znako (>) smo primerjali
vpliv NM iste skupine glede na ovrednoteno intenziteto vpliva na testnem sistemu. OkrajSava n.p. (ni
prikaza) pomeni, da vpliva NM na tem testnem sistemu nismo vrednotili. Lastnosti razli¢nih Fe203 smo
primerjali glede na izmerjene vrednosti {-potenciala v dH20 (pH 7,0).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Namen doktorskega dela je bil testiranje vpliva razlicnih NM na izoliranih modelnih
sistemih umetnih fosfolipidnih membran in preveriti u¢inke na bioloskih celi¢nih
sistemih: na plazmalemi eritrocitov, modelnih membranskih proteinih (encimih
acetilholinesteraze) in na znotrajcelicnem membranskem sistemu (membrani lizosomov).

Uc¢inek NM smo analizirali glede na njihovo primarno obliko in razli¢ne lastnosti povrSin;
glede na to smo v nadaljevanju razpravo razdelili na dva dela. V prvem delu smo
primerjali vpliv razli¢nih oblik ogljikovih NM na umetne fosfolipidne membrane ter
bioloske membrane eritrocitov in na modelne membranske proteine (encime
acetilholinesteraze). VV drugem delu smo primerjali vpliv NM z razli¢nimi lastnostmi
povrsine: magnetnih ND kobaltovega ferita ali Zelezovega oksida na umetne membrane
in bioloske membrane eritrocitov. Za zakljucek raziskav na visjem, celicnem nivoju smo
izbrali biolosko inertne polistirenske ND z enako kemijsko sestavo in z razli¢no povrsino
(vezane molekule z razliéno koli¢ino funkcionalnih  aminoskupin ali s
trimetilamonijevimi skupinami) in preverili vpliv kationskih ND na celi¢ne kulture in
vitro, s poudarkom analize vpliva na lizosomalno membrano.

5.1.1 Vpliv nanomaterialov razli¢nih primarnih oblik

Za primerjavo vpliva razli¢nih strukturnih oblik ogljika nismo nasli enostavnega pristopa,
s katerim bi lahko verodostojno ovrednotili vpliv razli¢nih primarnih oblik ogljikovih NM
na izbrane testne sisteme. Racunalniske simulacijske $tudije (Leroueil, 2008; Monticelli
in sod., 2009; Yang in Ma, 2010) in redkejsi eksperimentalni dokazi poro¢ajo o vplivu
razli¢nih oblik NM (okroglih ND, palicasto ali cevasto oblikovanih NM, NM v obliki
ploscic, ipd.) na umetne ali bioloske membrane, vendar menimo, da je definicijo oblike
NM tezko opredeliti. Testirani NM se ne razlikujejo le v primarni obliki, temve¢ smo
obravnavali NM, ki so kemijsko med seboj zelo razli¢ni, ¢etudi so v osnovi vsi sestavljeni
iz ogljika. Najvecje razlike med ogljikovimi NM razli¢nih oblik smo pri¢akovali v
lastnostih povrsine: ploséice GO imajo znacilno amififilno naravo zaradi prisotnosti
epoksidnih in hidroksidnih skupin na robovih in povrsini. Vendar je eden od moznih
pristopov vrednotenja razlicnih oblik NM, ki smo ga uporabili pri interpretaciji
rezultatov, na podlagi razli¢ne ukrivljenosti NM razli¢nih oblik (Monticelli in sod., 2009):
GO v obliki ravnih plos¢ic ima stopnjo ukrivljenosti blizu 0, MWCNT imajo na lokalnih
obmocjih veliko stopnjo ukrivljenosti in podobno tudi aglomerati amorfnega CB.
Najvisjo stopnjo ukrivljenosti imajo manjsi skupki oz. nanostrukturirani aglomerati Ceo.
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Povrsinska ukrivljenost in s tem dostopnost vezavnih mest za interakcijo je ena izmed
glavnih fizikalno-kemijskih lastnosti NM, ki vplivajo na adsorpcijski potencial in
posledi¢no interakcijo NM z bioloskimi komponentami (Xia in sod., 2011).

5.1.1.1 Vpliv na umetne fosfolipidne membrane

Da bi izlo¢ili vpliv sekundarnih znacilnosti NM, ki se oblikujejo v eksperimentalnem ali
biolo§kem mediju, smo pri enem od pristopov na modelnem sistemu umetnih membran
fosfolipidne vezikle neposredno izpostavili NM, tako da smo NM in lipide raztopili v
istem topilu. Najvecji obseg eksperimentalnega dela smo izvedli na unilamelarnih
veziklih (GUV), ki na podlagi velikosti kot modelni sistem najbolj ustrezajo dimenzijam
biolo§kih membran. Vendar se je izkazalo, da je odzivnost tega sistema manjSa v
primerjavi z vrednotenjem neposrednega vpliva na strukturne parametre (z metodo
SAXS), zato smo vpliv nekaterih izbranih NM na umetne fosfolipidne membrane
ovrednotili in medsebojno primerjali z vsemi uporabljenimi pristopi, vpliv nekaterin NM
pa smo preverili le z izbranimi metodami (delno tudi zaradi tehni¢nih omejitev pri
izvedbi).

5.1.1.1.1 Neposredna izpostavitev POPC MLV

Neposredna izpostavitev POPC MLV ogljikovim NM razli¢nih oblik (t.j. molekulam Ceyo,
plos¢icam GO ali amorfnim aglomeratov CB, raztopljenim v istem topilu kot lipidi
POPC) je v prisotnosti vseh NM povzrocila temperaturno pogojene strukturne
spremembe fosfolipidnih membran: nabrekanje veziklov, pove¢ano razdaljo med
lipidnimi dvosloji in povecano debelino membrane. Enake izpostavitvene koncentracije
NM (2 mol. %) so povzrocile najizrazitejse strukturne spremembe MLV v prisotnosti CB,
sledil je vpliv GO in Ceo. Pri MLV, oblikovanih iz suspenzije lipidov POPC in Ceo (V
topilu CHCIs), smo zabelezili povecanje razdalje med lipidnimi dvosloji (d) v prisotnosti
Ceo.

Kot neposredno izpostavitev smo obravnavali tudi vzorec POPC MLV v prisotnosti
suspenzije Ceo vV dH20, ki smo ga izpostavili mehanski motnji, t.j. 10 zaporednim ciklom
taljenja in zamrzovanja, kar je povzrocilo razbitje MLV in vecjo neurejenost dvoslojev
znotraj MLV, vendar je razdalja med dvosloji — d ostala nespremenjena.

Zaradi ve¢ eksperimentalnih podatkov in dostopnejse literature podrobnejSo analizo in
interpretacijo mehanizmov delovanja podajamo le za izbrane NM (Ceo). 1zgubo urejenosti
lipidnih dvoslojev znotraj MLV Ceo razlagamo kot posledico delovanja treh mehanizmov:
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i) Posamezne molekule Ceo S0 se inkorporirale v fosfolipidni dvosloj, kar je vplivalo na
razdaljo med dvosloji —d.

i) Vecji aglomerati Ceo (0koli 100 nm), prisotni pri inkubaciji POPC MLV v vodni
suspenziji Ceo, so stericno onemogocili zdruzevanje membran znotraj MLV po
izpostavitvi ciklom taljenja in zamrzovanja.

1ii) Posamezne molekule ali manjsi aglomerati Ceo S0 Se lahko adsorbirali na hidrofobni
del fosfolipidnih molekul, kar je povzrocilo mocnejSe undulacije dvoslojev, t.j.
povecéan odbojne sile med sosednjimi fosfolipidnimi dvosloji (Pabst in sod., 2003).

Mehanizem pod toc¢ko ii) lahko nastopi tudi pri pogojih inkubacije POPC MLV v
suspenziji Ceo (Opisano v podpoglavju 5.1.1.1.2).

Predpostavljeni mehanizem pod toc¢ko i) smo podrobneje razlozili na osnovi dodatne
analize podatkov, pridobljenih na sinhrotronskem viru sevanja z metodo SAXS, z
dodatno analizo (modificirana teorija po Caillé; Caillé, 1972; Pabst in sod., 2000, 2003;
Rappolt in sod., 2008). Z naras¢ajo¢o temperaturo Se je razdalja med polarnimi glavami
fosfolipidov enakomerno znizala pri kontrolnih in MLV, izpostavljenih Ceo, debelina
vmesne plasti vode pa se je povecala. Razdaljo med lipidnimi dvosloji — d smo razdelili
v hidrofobni, t.j. razdaljo med polarnimi glavami fosfolipidov (dnwr), in hidrofilni del, t.).
debelina vmesnega sloja vode (dw) (Caill¢, 1972; Pabst in sod., 2000). Predpostavili smo,
da raztezek regije polarnih glav ustreza 1 nm (Mclntosh in Simon, 1986).

Pred razlago mehanizma vpliva molekul Ceo Zelimo poudariti, da je ze samo zviSanje
temperature, ki smo ga usmerjeno inducirali med eksperimentalnim postopkom (tudi pri
kontrolnih vzorcih, torej v odsotnosti Ceo), povzro¢ilo povecanje razmerja med
rotamerami gauche in trans acilnih verig mascobnih kislin, kar se odrazi v skraj$anju
fosfolipidnih verig (Seelig in Seelig, 1976). Hkrati se z naras¢ajo¢o temperaturo
membrane zrahljajo, to vodi v povecane undulacije membran, kar povzro¢i dodatno
odbijanje sosednjih fosfolipidnih dvoslojev znotraj MLV (Pabst in sod., 2003).

Predpostavljamo, da posamezne molekule Ceo lahko na membrano vplivajo na 3 nacine,
preko:

a) spremembe fluidnosti membrane,

b) steriénih motenj membranskih proteinov, posebej tistih, vsidranih v hidrofobni del
membrane, in/ali
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c) vpliva na pri¢akovane spremembe v lateralnem tlaénem profilu® (ang. lateral
pressure profile) membran (Cantor, 1999, 2002).

Spremembo fluidnosti membrane a) lahko razlagamo na dva nacina:

Prvic, v prisotnosti Ceo Se razdalja med polarnimi glavami fosfolipidov (dnw) v testiranem
temperaturnem obmocju ni bistveno spremenila (spremembe dnn so v obmodcju od -0,16
do +0,08 nm; tudi Jeng in sod., 2005), opazili pa smo spremembo dinamike fluidnosti
fosfolipidov, t.j. pod vplivom Ceo se je zmanjSala pogostost induciranih sprememb
konformacij trans v gauche. Pred prehodom so acilne verige v fosfolipidnih repih bolj
stisnjene skupaj (zavzemajo konformacijo trans, membrane so v fazi gel), in bolj tekoce,
dinamicne in permeabilne v tekoc¢i kristalini¢ni fazi (ve¢ina verig zavzema konformero
gauche). Sprememba fluidnosti membran nakazuje, da ni prislo do razbitja liposomov,
ampak so ti presli fazni prehod.

Drugic, zabelezili smo tudi povecanje notranje razdalje med membranama (vmesni sloj
vode — dw). Razlog za to je najverjetneje visja fluktuacija fosfolipidov v prisotnosti Ceo,
vgrajenih med fosfolipidni dvosloj. Interakcija NM s fosfolipidi lahko preko lipidnega
dvosloja vpliva na delovanje membranskih proteinov, vendar je proces vpliva zelo
kompleksen (Gruner, 1985; Cantor, 1999, 2002; Grebowski in sod., 2013).

Predpostavljena mehanizma pod tockama b) in ¢) razlagamo skupaj, na tri nacine:

Prvi¢, v regiji polarnih glav so prisotni odboji med molekulami fosfolipidov zaradi
delovanja elektrostatskih interakcij in entropije. Na stiku polarnih in nepolarnih delov
hidrofobne interakcije povzro¢ajo mocan lateralni privlak, medsebojni odboj mascobnih
verig pa doloca lateralni tla¢ni profil v hidrofobnem delu membran.

Drugi¢, sidranje molekule Ceo v fosfolipidne membrane spremeni lateralni tla¢ni profil v
jedru membran, kar pomeni, da povecanje van der Waalsovih interakcij med molekulami

Ceo In fosfolipidi vodi k zmanj$anem pritisku v regiji lipidnih repov.

Tretji¢, fosfolipidi lahko na membranske proteine vplivajo tudi s spremembo
ukrivljenosti membrane (vrednoteno s parametrom togosti membranske ukrivljenosti —
Kc). Zabelezili smo padec Kc (rezultati v doktorski nalogi niso prikazani) v prisotnosti

10 Izraz 'lateralni tla¢ni profil membrane' (ang. lateral pressure profile) opisuje vsoto vseh sil, ki delujejo
na membrano (v isti ravnini); pritiski se znotraj membrane porazdelijo t.i. globinsko (pravokotno na
delujoce sile) (Cantor in sod., 1999, 2002).
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vi§je koncentracije Ceo (10 mol. %), kar lahko vodi v zmanjSanje proste energije v blizini
zasidranih membranskih proteinov (Lundbaek in sod., 2010). V okviru doktorske naloge
nismo izvedli simulacijskih $tudij molekulske dinamike lipidnih dvoslojev POPC brez ali
v prisotnosti Ceo, ki bi omogocile podrobnejsi vpogled v vpliv lipidnega dvosloja na
vsidrane membranske proteine.

5.1.1.1.2 Posredna izpostavitev: inkubacija POPC MLV ali GUV v suspenziji Ceo

Inkubacija POPC MLV v suspenziji Ceo je povzrocila dodatno stabilizacijo veziklov in ni
vplivala na strukturne spremembe fosfolipidov. Inkubacija POPC GUV v vodni
suspenziji Ceo pa je povzrocila pokanje veziklov in/ali transformacijo preostalih veziklov
v hruskasto oblikovane GUV.

Predpostavljamo, da so aglomerati Ceo zaradi adsorpcije na zunanjo povrsino dipolarnih
fosfolipidov POPC povzrodili spremembo:

a) globalne ukrivljenosti membrane (Wang in sod., 2008), ki je lahko vodila v razbitje
POPC liposomov okrogle oblike.

b) lokalne ukrivljenosti membrane. Transformacija veziklov blizu obliki popolne sfere
(limitna oblika) lahko vodi do neugodne spontane ukrivljenosti membrane (ko
prilagajanje oblike ni ve¢ mogoce) in posledi¢nega razbitja veziklov (Babnik in sod.,
2003; Mav¢i¢ in sod., 2004; Zupanc in sod., 2012; Drasler in sod., 2014).

5.1.1.1.3 Primerjava vpliva ogljikovih nanomaterialov na nenasi¢ene in nasicene
fosfolipide

Interakcijo ogljikovih NM z nenasi¢enimi (POPC) smo primerjali z nasi¢enimi fosfolipidi
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoholin  (DMPC).  Eksperimentalni  postopek na
sinhrotronskem viru sevanja z metodo SAXS smo izpeljali pod enakimi pogoji kot pri
POPC MLYV (t.i. neposredna izpostavitev lipidov in NM z raztapljanjem v istem topilu),
vendar analiza vpliva NM na DMPC ni vkljuéena v doktorsko nalogo.

Vpliva, ki ga je imel Cso na MLV POPC, nismo zabelezili na nasi¢enih fosfolipidih
(DMPC); prisotnost Ceo ni vplivala na spremembo strukture in faznih prehodov DMPC
MLV. Predpostavljamo, da je vzrok bolj tesno pakiranje nasi¢enih fosfolipidov v
primerjavi z nenasi¢enimi; pri slednjih so membrane bolj fluidne in omogocajo lazji
prehod molekulam Cso med fosfolipidne repe.
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V prisotnosti CB in GO smo zabelezili oblikovanje unilamelarnih veziklov iz DMPC
MLV, kar pomeni onemogoceno oblikovanje MLV v prisotnosti CB ali GO. Sklepamo,
da je vzrok visji adsorpcijski potencial aglomeratov CB ali plos¢ic GO (Xiain sod., 2011).
Poleg tega je ze samo lepljenje materiala CB na stekleno kapilaro delno oviralo izvedbo
poskusov.

5.1.1.1.4 Zakljucki vpliva na umetne fosfolipidne membrane

Rezultati metode SAXS nakazujejo, da je vpliv ogljikovih NM na izoliran sistem umetnih
fosfolipidnih membran lahko odvisen od njihove primarne oblike, vendar v okviru
doktorske disertacije nismo izvedli dovolj podrobne analize vpliva CB in GO, da bi to z
gotovostjo trdili. Izpostavljamo tudi, da na adsorpcijo fosfolipidov na NM in/ali
prekrivanje NM s fosfolipidi vpliva kombinacija lastnosti NM, med katerimi
izpostavljamo tudi  nanostrukturiranost povrSine NM. Roiter in sodelavci (2008)
poroc¢ajo, da je prekrivanje NM s fosfolipidi izrazitejse na gladkih povrSinah (npr.
plos¢ice GO v primerjavi z aglomerati Ceo ali CB). Zakljucujemo, da primarna oblika in
velikost NM narekujeta ostale lastnosti NM, npr. ukrivljenost povrsine, ki so skupaj s
povrsinskimi lastnostmi testiranih NM, npr. amfifilna narava GO (prisotnost epoksidnih
in hidroksidnih skupin na robovih in povrsini; hidrofobnost NM) glavno vodilo pri
interakcijah s fosfolipidnimi membranami.

5.1.1.2 Vpliv na aktivnost acetilholinesteraz

Skladno z rezultati vpliva ogljikovih NM razli¢nih oblik na strukturne parametre umetnih
fosfolipidnih membran smo zabelezZili razlike v vplivu NM na izolirane beljakovinske
sisteme. Visoka sposobnost lepljenja (adsorpcije) ogljikovih NM na bioloske povrsine
(Xia in sod., 2011; Ruh in sod., 2012) je bila pri rezultatih vpliva NM na beljakovinski
modelni sistem izrazitejsa v primerjavi z vplivom na umetne fosfolipidne membrane.

Zabelezili smo koncentracijsko odvisni stopnji inhibicije encima in adsorpcije ribje AChE
(E. electricus) na vse izbrane ogljikove NM, iz ¢esar sklepamo, da je inhibicija katalizne
aktivnosti encima vsaj delno posledica adsorpcije encima na NM. Pri enakih
izpostavitvenih koncentracijah NM smo najmanjsi vpliv zabeleZili v prisotnosti Ceo,
encimana NM in inhibicije delovanja encima podobni, medtem ko je bila adsorpcija ribje
AChE na GO vis$ja od inhibicije delovanja encima.
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Podoben vzorec vpliva ogljikovih NM smo zabelezili tudi na AChE iz ¢loveskih
eritrocitov, vendar je GO bolj vplival na delovanje encima v primerjavi s CB, pri vseh
NM pa smo zabelezili vpliv pri bistveno visjih izpostavitvenih koncentracijah NM
(najnizja inhibitorna koncentracija je bila v povprecju za velikosti razred 100 visja pri
AChE iz c¢loveskih eritrocitov v primerjavi s koncentracijo NM pri ribjem encimu).
Zabelezili smo tudi podoben vpliv testiranih NM na zuzel¢ji encim (D. melanogaster),
pri slednjem je bil inhibitorni vpliv CB bolj izrazit kot na ribjo AChE.

5.1.1.2.1 Predpostavljeni ~ mehanizem  vpliva nanomaterialov  na  testirani
acetilholinesterazi

Ogljikovi NM se v vodni suspenziji ne raztapljajo (op.: znacilna odsotnost disolucije
ionov), zato razlagamo, da je popolna inhibicija delovanja encima nastopila zaradi
adsorpcije AChE na CB ali MWCNT, kar je v skladu z naso predhodno Studijo na
zuzel¢jem (D. melanogaster) in vretencarskem (E. electricus) encimu (Mesari¢ in sod.,
2013). Wang in sodelavci (2009) so podoben vzorec opazili pri vrednotenju vpliva
kovinskih NM na vreten¢arsko AChE (E. electricus), vendar je pri kovinskih NM zaradi
raztapljanja NM inhibicija encima lahko posledica: i) raztopljenih kovinskih ionov, Ki
blokirajo aktivni center AChE in ii) le delno kot posledica adsorpcije AChE na NM.

Sklepamo, da je inhibicija AChE posledica vezave encima na CB na mestu aktivnega
centra encimov, ali pa nespecificna vezava povzroCi tako obsezno konformacijsko
spremembo, da encim ni ve¢ aktiven. Nasprotno, obe testirani AChE, adsorbirani na GO,
sta ohranili izvorno konformacijo encima in razmeroma visoko aktivnost, zato sklepamo,
da se encim veze na GO s povrsino, ki je dale¢ od njegovega aktivnega centra (opisano v
predhodni Studiji Mesari¢ in sod., 2013).

Vpliv NM na delovanje AChE razlagamo skladno z adsorpcijskim potencialom NM,;
slednji je odraz realnega aglomeracijskega stanja v suspenziji in ne primarne velikosti
NM v ociscenih oblikah (Xia in sod., 2011). Reaktivna povrSina delca je odvisna od
velikosti delca; manjsi delci imajo glede na velikost vecjo povrsino, vendar je hkrati
absolutna povrsina, ki je na voljo za interakcijo, vecja pri vec¢jih delcih. V predhodni
Studiji (Mesari¢ in sod., 2013) smo upostevali velikost aglomeratov NM, ki se oblikujejo
v suspenziji, in z wuporabo simulacijskih $tudij molekulske dinamike (iskanje
najugodnejsega energetskega stanja) pokazali, da domnevno mesto vezave testiranih NM
na AChE ne sovpada z aktivnim centrom encima. Mesto interakcije vec¢jih aglomeratov
Ceo z razli¢nimi proteini se razlikuje od tega pri aglomeratih amorfnega CB ali plos¢ic
GO (z nizko povrSinsko ukrivljenostjo), saj zaradi vecje povrSinske ukrivljenosti
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aglomerati Ceo oblikujejo manjse Stevilo vezavnih mest (posledicno manj$a izmerjena
adsorpcija) v primerjavi s plos¢icami GO (z nizko povrSinsko ukrivljenostjo) ali
amorfnim CB (Mesari¢ in sod., 2013). Poleg razlike v ukrivljenosti povrSine NM je pri
interpretaciji rezultatov potrebno upostevati hidrofobnost NM. Izpostavljamo amifilno
naravo GO, ki zaradi prisotnosti epoksidnih in hidroksilnih skupin na povrsini in robovih
ploscic pricakovano vpliva na interakcije NM v polarnem (bioloSkem) okolju v
primerjavi z NM z bolj hidrofobno povrsino (CB, Ceo).

Povezave med izmerjenimi vrednostmi ¢-potenciala (v reakcijski mesanici za encime) in
ovrednotenim vplivom NM na testirani AchE nismo opazili, iz ¢esar sklepamo, da razlike
v reaktivnosti ogljikovih NM lahko vsaj delno pripiSemo tudi njihovi obliki in strukturi
(Zuo in sod., 2011), skupaj s povrsinskimi lastnostmi (adsorpcijski potencial NM oz.
hidrofobnost, moznost tvorbe hidrofobnih ali elektrostatskih interakcij) ter kon¢no
velikostjo in stevilom delcev v suspenziji (Xia in sod., 2011).

5.1.1.2.2 Zakljucki vpliva na acetilholinesteraze

Vpliv NM razliénih oblik na testirani AChE smo razlozili na podlagi visokega
adsorpcijskega potenciala ogljikovih NM in lastnosti povrSine NM, kar je vsaj delno
lahko odvisno tudi od oblike NM. ZakljuCujemo tudi, da bi bilo ob interpretaciji
rezultatov potrebno upostevati stopnjo aglomeracije oz. Stevilo in velikost delcev na voljo
za interakcijo.

Poleg razlik v obliki in povrSini izpostavljamo tudi, da je pomembno upostevati nacin
priprave testiranith NM in s tem morebitni vpliv ostankov razli¢nih topil ali katalizatorjev
na bioloski sistem; pri Cemer izpostavljamo prisotnost moc¢nih nepolarnih topil,
vkljucenih v postopek priprave NM, pri ¢emer izpostavljamo pripravo plosc¢ic grafena (in
GO) z razplastitvijo plasti grafita (Park in Rouff, 2009).

5.1.1.3 Vpliv na bioloSke membrane
5.1.1.3.1 Sprememba morfologije eritrocitov v prisotnosti ogljikovih nanomaterialov

Razli¢no od zabelezenega vpliva NM na AChE smo zabelezili vpliv NM na spremembo
morfologije eritrocitov skladno z izmerjenimi vrednosti {-potenciala v PBS-citratnem
pufru: GO z najbolj negativno absolutno vrednostjo (-50 mV) so povzrocili najvecji delez
nediskoidnih oblik eritrocitov, izpostavitev CB (-33 mV) pa nekoliko manjso
transformacijo oblike celic. Prisotnost Ceo (-28 mV) ali MWCNT (-23 mV) ni znacilno
vplivala na spremembo morfologije eritrocitov.
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Transformacijo oblik eritrocitov v prisotnosti ogljikovih NM lahko, podobno kot pri
vplivu na beljakovine, razlozimo na podlagi visokega adsorpcijskega potenciala
ogljikovih NM (Xia in sod., 2011); znano je, da adsorpcija NM na povrsino eritrocitov
vpliva na spremembo oblike eritrocitov (Asharani in sod., 2010; Han in sod., 2012).
Zhang in sodelavci (2013b) na podlagi sprememb mehanskih lastnosti (proznost
membrane) predpostavljajo moznost inflitracije Ceo V membrano eritrocitov, vendar tega
v nasi Studiji direktno nismo vrednotili.

Bolj kot primarno obliko NM tudi avtorji Meng in sodelavci (2012) razlagajo odvisnost
poskodb eritrocitov od velikosti in lastnosti povrsin MWCNT. Na primer daljse cevke so
povzroCile skréitev celic, izkrivljanje oblike in medsebojno zlepljanje, krajSe pa
zmanjSano integriteto membran. Predpostavljeni mehanizem vpliva NM na oblike
eritrocitov je podrobno razlozen v podpoglavju razprave o vplivu razli¢nih lastnosti
povrsin NM na eritrocite (5.1.2.2).

5.1.1.3.2 Zakljucki vpliva na bioloske membrane eritrocitov

Kljub razlikam v delezu nediskoidnih oblik eritrocitov v prisotnosti ogljikovih NM
razli¢nih oblik, iz rezultatov ne moremo neposredno sklepati o vplivu primarne oblike
NM na bioloske membrane. Sklepamo, da je zabeleZen vpliv bolj kot od primarne oblike
odvisen od naboja na elektri¢ni dvojni plasti NM (izmerjene vrednosti -potenciala v
pufru), adsorpcijskega potenciala NM in njihove hidrofobnosti, torej od lastnosti povrsin
NM.

5.1.1.4 Primerjava eksperimentalnih pristopov vrednotenja vpliva na bioloske sisteme

Preverjanje vpliva NM na lipidne ali beljakovinske modelne sisteme je poenostavljen
pristop za preverjanje interakcij med NM in bioloskimi membranami. Prednost
redukcionisti¢nega pristopa pred kompleksnimi sistemi je moZnost preverjanja interakcij
NM s posameznimi komponentami bioloskih sistemov, neodvisno od npr. adsorpcije
biomolekul, prisotnih v bioloskem okolju, npr. oblikovanja proteinske korone na povrsini
NM (Cedervall in sod., 2007; Dawson in sod., 2009; Monopoli in sod., 2011, 2012);
izolirani lipidni ali beljakovinski sistemi tako vsaj delno omogocajo vrednotenje vpliva
primarnih lastnosti NM.

Cetudi smo zabelezili razlike v vplivu NM razli¢nih oblik na izolirane umetne membrane,

encimsko delovanje in bioloSke membrane eritrocitov, je primerjava neposredne
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(raztapljanje v istem topilu ali izpostavitev mehanski motnji) in posredne izpostavitve
(inkubacija veziklov v vodni suspenziji NM) pokazala, da je interakcija enakih
fosfolipidov s Ceo 0dvisna od tipa izpostavitve (neposredna izpostavitev vs. inkubacija)
in od eksperimentalnega medija. Poudarjamo, da kljub npr. eksperimentalno dokazani
povecani elasticnosti fosfolipidnega dvosloja v prisotnosti Ceo ne moremo direktno
sklepati, ali je to razlog za kvarni ucinek na bioloske sisteme; rezultati poskusov,
izvedenih na izoliranem beljakovinskem sistemu ali na bioloskih membranah eritrocitov,
niso potrdili u¢inka Ceo.

5.1.1.5 Problem aglomeracije nanomaterialov v suspenziji ali bioloskem okolju

Predpostavljamo, da je za ugotavljanje neposrednega vpliva primarne oblike NM na
umetne fosfolipidne membrane raztapljanje v topilu (npr. raztopina molekul Cgo vV
kloroformu; Ruoff in sod., 1993) ustreznejsi pristop v primerjavi s testiranjem vodnih
suspenzij, kjer povrsinsko nemodificirane molekule Ceo mocno aglomerirajo. Vendar pri
vrednotenju bioloskega potenciala NM tak pristop ni primeren; v bioloskem okolju (v
fizioloskih pogojih) molekule Ceo niso raztopljene v kloroformu ali podobnih nepolarnih
topilih, ampak v polarnih (vodnih) medijih oblikujejo vecje skupke.

Predvidevamo, da je povrsina skupkov Ceso nanometrskih velikosti zelo podobna
aglomeratom CB in da se razlikujejo le v notranji strukturi. Hkrati je pri vrednotenju
bioloskega potenciala pomembna (nano)strukturiranost aglomeratov NM; manjsi ali vecji
osnovni delci in/ali delci razli¢nih primarnih oblik vplivajo na kon¢no obliko aglomeratov
(Walter in sod., 2013). Zaradi razli¢ne stopnje aglomeracije NM v eksperimentalnih
medijih ugotavljamo tudi, da primerjava masnih koncentracij NM ni najboljsa mera pri
vrednotenju vpliva razliénih NM na bioloSke sisteme.

5.1.1.6 Specifi¢nost interakcij med nanomateriali in bioloskimi sistemi

Pri vplivu na vse testirane sisteme gre najverjetneje za specifi¢ne interakcije, kjer je tudi
pomembno, kateri del encima, fosfolipida ali del bioloske membrane se adsorbira na NM
o0z. pride v stik z NM. Kot primer navajamo amfifilno naravo GO z nizko ukrivljenostjo
in visokim adsorpcijskim potencialom, ki imajo na povr$ini hidroksilne skupine in
skupine —COOH na robovih (Dreyer in sod., 2010). Podobno kot so ploscice grafena
obdelane s kisikom, predvidevamo, da smo s 3-dnevnim soniciranjem vodne suspenzije
Ceo povzrocili oksidacijo ogljikov, ustvarili negativni povrsinski (oblikovanje skupin —
OH) in material je izgubil lastnost hidrofobnosti. Sklepamo, da prisotnost funkcionalnih
skupin na GO in MWCNT omogoca oblikovanje vodikovih vezi in elektrostatskih
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interakcij med proteinom in fosfolipidi, medtem ko so interakcije med aglomerati Ceg in
CB najverjetneje hidrofobne ali van der Waalsove; hidrofobne interakcije so pogosto
odgovorne za konformacijske spremembe proteinov (Chakraborti in sod., 2012).

5.1.1.7 Skupni zakljucki prve hipoteze: vpliv primarnih oblik

Na podlagi dobljenih rezultatov zakljuc¢ujemo, da primarna oblika NM delno lahko
vpliva, vendar ni najpomembnejsi dejavnik, ki vodi interakcije med NM in membranami.
Treba je upostevati sekundarne znacilnosti NM v suspenziji: predvsem lastnosti povrsine
NM (povrsinski naboj NM, hidrofobnost, idr.), Stevilo, velikost delcev ali aglomeratov in
celotno povrSino delca, ki je na voljo za interakcijo (npr. vecji ND imajo manjSo
povrsinsko ukrivljenost in s tem vecji vpliv na spreminjanje strukture proteinov in
fosfolipidov). Skladno z nedavno predstavljenim trenutnim mnenjem o razvr$éanju
bioloske aktivnosti NM glede na njihove fizikalno-kemijske lastnosti zakljucujemo, da
je primarna oblika le ena od lastnosti NM, ki poleg lastnosti povr§in NM in osnovne
kemijske zgradbe NM vplivajo na interakcije NM z bioloskimi sistemi in njihov potencial
za kvarni ucinek; poleg oblike in lastnosti povr§in NM so pomembne lastnosti NM tudi
poroznost, strukturna konfiguracija in t.i. prepovedan prehod (ang. bandgap) (Lynch in
sod., 2014).

Potrjujemo tretjo hipotezo, da obstaja povezava med ovrednotenim vplivom NM na
umetne membrane in bioloske membrane eritrocitov ter modelne membranske proteine:
zabelezili smo visji vpliv GO in CB na strukturne lastnosti MLV, inhibicijo delovanja
AChE in adsorpcijo na encim ter spremembe oblik eritrocitov v primerjavi z MWCNT
ali Ceo primerljivih koncentracij. Vendar poudarjamo, da iz rezultatov, dobljenih na
posameznih testnih sistemih, ne moremo direktno sklepati ali predvidevati ucinka,
pridobljenega na drugih sistemih. Sklepamo, da je zabelezen ucinek na vseh sistemih
odvisen od povrsinskih lastnosti in/ali lastnosti NM, ki se oblikujejo v eksperimentalnem
mediju.

5.1.2 Vpliv povrsinskih lastnosti nanomaterialov

V drugi hipotezi smo predpostavili, da je bioloska aktivnost NM enake oblike odvisna od
povrsinskih lastnosti NM (vezane ali adsorbirane molekule z razli¢nimi
kemijskimi/funkcionalnimi skupinami in posledi¢ni povrsinski naboj NM v suspenziji).
Pri razlagi vpliva lastnosti povrsin NM na membrane smo upostevali, da v interakciji med
NM in bioloskim sistemom sodeluje naboj na elektri¢ni dvojni plasti NM, in ne izvorni
povrsinski naboj NM. Potencial na elektricnem dvosloju NM, pomemben za interakcijo
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z membrano, smo ovrednotili z meritvami -potenciala; slednji je odvisen od osnovnega
naboja delcev (t.j. izvornega povrsinskega naboja NM) in od ionske jakosti medija (t.].
ionov v okoliskem mediju).

Primer razli¢nih lastnosti povrsin NM je adsorbirana citronska kislina, ki poveca izvorni
naboj NM, ki pa je v mediju zaradi visoke ionske jakosti delno zasencen; posledicno ima
povrsina elektri¢ne dvojne plasti relativno majhen naboj (tanjsi sloj okoli delca se odrazi
na ND se je odrazila v bolj hidrofilni povrSini in vecji polarnosti CoFe2Os-CA v
primerjavi s povrsinsko neobdelanimi CoFe2O4 in v koloidni stabilnosti suspenzij oz.
aglomeraciji NM ter posledi¢nem Stevilu oz. koncentraciji delcev na voljo za interakcijo;
slednja je bila za faktor 10° nizja pri CoFe,O4 v primerjavi z bolj suspendiranimi delci
CoFe04-CA.

5.1.2.1 Vpliv na umetne fosfolipidne membrane

Zabelezili smo moc¢nejSo interakcijo suspenzije manjSih aglomeratov ND z adsorbirano
citronsko Kislino (CoFe204-CA) z umetnimi fosfolipidnimi membranami (pokanje in
oblika POPC GUYV in razbitje POPC MLV) v primerjavi z ve¢jimi aglomerati CoFe20s4,
pri katerih smo zabelezili le blago stabilizacijo fosfolipidnih dvoslojev MLV.

Razlike med razlicnimi ND Fe;O3 so bile skoraj zanemarljive; prisotnost Fe>Os3-Si,
Fe203-Si-COOH ali Fe203-Si-NH3 je, za razliko od vecjih aglomeratov neobdelanih
Fe»03, povzrocila bolj elipti¢no obliko GUV, Fe,Os pa so pri visji koncentraciji vplivali
na manjse Stevilo veziklov. Razlik med ND z razli¢no povr$ino (FeOs3-Si, Fe;O3-Si-
COOH ali Fe;03-Si-NH3) nismo zabelezili. Rezultati so pokazali odsotnost vpliva vseh
testiranih ND Fe2O3 na fluidnost membran POPC in toplotni profil lipidov DPPC.

Na podlagi rezultatov razlicnega vpliva NM z vezanimi molekulami z razli¢nimi
skupinami, predpostavljamo, da:

a) Nanomateriali z nabito elektri¢no dvojno plastjo na povrsini se hitreje adsorbirajo na
fosfolipide in lahko vplivajo na orientacijo polarnih molekul v fosfolipidnem
dvosloju, kar lahko povzro¢i spremembe globalne ukrivljenosti membran in
posledi¢no razbitje veziklov GUV; interakcija je odvisna od predznaka naboja in
vrednosti naboja (Michel in Gradzielski, 2012; Schulz, 2012; Zupanc in sod., 2012).
Zabelezili smo, da je prisotnost CoFe204-CA preprecila oblikovanje POPC MLV,
najverjetneje zaradi interakcije s polarnim delom fosfolipidnih glav (adsorpcije na
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b)

fosfolipide), podoben vpliv so povzrocili tudi ND zlata (Paasonen in sod., 2010). (Op.:
polarna glava fosfolipidov POPC (trimetilamonijeva skupina) je pri eksperimentalnih
pogojih (v raztopini glukoze, pH 7,4) pozitivno nabita (Velikonja in sod., 2013)).

Spremembe oblike liposomov nakazujejo na spremembo lokalne ukrivljenosti
membrane zaradi adsorpcije NM (CoFe20s in CoFe04-CA) na fosfolipidne
membrane; temu lahko sledi enkapsulacija in/ali internalizacija NM v vezikle in
posledi¢no zmanjSanje integritete membrane in/ali oblikovanje lukenj ali por
(Fosnaric in sod., 2009; Michel in Gradzielski, 2012; da Rocha in sod., 2013).

Vecji aglomerati NM se lahko ovijejo s fosfolipidi iz membrane veziklov (ang.
membrane wrapping; gre tudi za spremembo globalne ukrivljenosti) tudi brez
posledi¢ne internalizacije NM (t.i. mehanizem kraje lipidov; Deserno in sod., 2002;
Michel in Gradzielski, 2012; Ruiz-Herrero in sod., 2012; Zhang in sod., 2012).
Mehanizem je v skladu s Studijo Zhang in sodelavcev (2012), ki so zabelezili ovijanje
fosfolipidov okoli ve¢jih aglomeratov ND (182 nm), kar je vodilo v pokanje oz.
razbitje GUV, medtem ko so manjsi ND (pod 18 nm) povzrocili oblikovanje por
(Zhang in sod., 2012).

V doktorski nalogi nismo neposredno vrednotili pojavov adsorpcije, enkapsulacije ali
internalizacije NM v liposome. Predvidevamo, da bi nastanek por v membranah lahko
opazili kot prebledenje GUV; sklepamo, da so med izvedbo poskusa nastajali GUV s
porami, vendar niso bili dovolj dolgo stabilni (in jih tako z mikroskopskim zajemom
videoposnetkov nismo vkljucili v analizo).

Na osnovi dobljenih rezultatov predlagamo izvedbo dodatnih S§tudij na umetnih
fosfolipidnih membranah:

a)

b)

Vpliv razliénih povrsinskih lastnosti NM na umetne membrane bi lahko testirali z
variiranjem sestave fosfolipidnih veziklov, npr. negativno nabitih lipidov (serin ali
kardiolipin) ter povrSinskega naboja NM (z vezavo molekul z razli¢nimi kemijskimi
skupinami).

Poleg meritev (-potenciala suspenzij NM predlagamo izvedbo meritev {-potenciala

suspenzij GUV, kontrolnih GUV in v prisotnosti testiranih NM, kar bi omogocilo
vpogled v bolj direktne interakcije med NM in fosfolipidi.
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c) Opazovanje GUV pod fazno-kontrastnim mikroskopom pri ve¢jih povecavah (> 400-
krat) bi omogo¢ilo sledenje oblikovanja endoveziklov (manjsih veziklov v notranjosti
obstojecCega), rast tub v notranjost ali oblikovanje verizic iz kroglastih veziklov,
podobno kot poroc¢ata Yu in Granick (2009).

d) S fluorescen¢no oznac¢enimi ND in/ali fosfolipidi bi lahko direktno dokazali ovijanje
fosfolipidov okoli ND ali aglomeratov.

5.1.2.2 Vpliv na bioloSke membrane

Poskusi na bioloskih membranah eritrocitov so v veliki meri potrditi izsledke raziskav na
umetnih liposomih. Prisotnost suspenzije CoFe204-CA je povzrocila transformacijo oblik
eritrocitov. Zaradi mo¢ne aglomeracije povrsinsko neobdelanih Fe;O3; v PBS-citratnem
pufru vpliva teh ND na eritrocite nismo vrednotili.

PRRY

primerjavi s kontrolno skupino, vendar smo spremembo oblike zabelezili tudi v
prisotnosti Fe2O3-Si, Fe203-Si-COOH, Fex03-Si-NH» in delno tudi pri CoFe2Os, v
skladu s studijami o vplivu razli¢nih NM na eritrocite (Thomassen in sod., 2011; Asharani
in sod., 2012; Han in sod., 2012; in v nasi predhodni $tudiji Simundi¢ in sod., 2013).

Nastanka mikroveziklov iz membrane eritrocitov nismo vklju¢ili v razpravo, saj smo
prisotnost membranskih struktur okrogle oblike opazili le pri nekaterih vzorcih (Fe2Os-
Si, Fe203-Si-COOH), a v enakem obsegu kot pri kontrolni skupini. Sklepamo, da so se
posledice morebitne mikrovezikulacije odrazile v spremembah oblike eritrocitov, saj
oblikovanje membranskih veziklov lahko vpliva na izgubo lipidov iz zunanjega ali
notranjega membranskega sloja (Almizrag in sod., 2013). Prisotnosti pojava
mikrovezikulacije nismo vrednotili z drugimi metodami, zato ne izklju¢ujemo, da so
strukture, ki smo jih opazili na posnetkih SEM, preprosti celi¢ni fragmenti, nastali kot
posledica morebitnega razpada celic med pripravo vzorcev, ali delci, vneseni med
pripravo vzorca.

Predpostavljamo, da je glavni vzrok za spremembe oblike eritrocitov adsorpcija NM na
membrano (Asharani in sod., 2012), in sicer na fosfolipidni in/ali proteinski del (Betz in

sod., 2007; Grebowski in sod., 2013).

Mehanizem vpliva NM na i) fosfolipide in ii) membranske proteine lahko razlozimo S t.i.
konceptom sklopljenega dvosloja (ang. bilayer couple concept, BCC; Sheetz in Singer,
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1974): vsak faktor, ki povzroé¢i raztezanje zunanjega ali notranjega membranskega
monosloja, vodi do ehinocitoze (oblikovanje trnastih izrastkov na povrsini celice) ali
stomatocitoze (nabrekanja celic) (Igli¢, 1997; Rudenko, 2010).

1) Sprememba strukture ali konformacije fosfolipidov (ki je lahko posledica adsorpcije
NM na fosfolipide) lahko preko spremenjenega tlacnega profila membrane vpliva na
delovanje membranskih proteinov (Cantor, 1999, 2002; op.: razlaga mehanizma v
podpoglavju: 5.1.1.1.1).

i) Vezava NM na membranski proteinski kompleks Band-3 vpliva na spremembe oblike
celic kot posledica delovanja membranskega citoskeleta (proteina spektrin in aktin),
ki je s kompleksom Band-3 povezan preko proteina ankirin (Grebowski in sod., 2013).

Vpliv na obliko eritrocitov je mogoce razloziti tudi s spremembo pH ali osmolarnosti
okoliskega medija (Lim in sod., 2002; Rudenko, 2009, 2010). Osmolarnost suspenzij
testiranih ND v PBS-citratnem pufru se ni bistveno razlikovala od izmerjenih vrednosti
pufra, prav tako je pH suspenzij ND ostal primerljiv, zato teh dveh komponent nismo
vkljucili v razlago vpliva NM na obliko eritrocitov.

Adsorpcija NM na membrane lahko vodi v zmanjsanje integritete membrane eritrocitov
in je lahko posledica:

(@) enkapsulacije in/ali internalizacije NM v eritrocite, ali

(b) kraje lipidov iz membrane (t.i. pojav ovijanja fosfolipidov na NM, ang. membrane
wrapping).

Pojav pod tocko a) lahko pojasnimo z vecjim Stevilom jeZasto oblikovanih eritrocitov
(ehinocit) v vzorcu (zabelezeno pri CoFe204-CA), in sicer kot i) vzrok ali ii) posledico
enkapsulacije NM v eritrocite.

i) Vzrok: Zunanja povrsina ehinocitov je vecja v primerjavi s to pri diskocitih in se lahko
porabi za enkapsulacijo delca, iz ¢esar sklepamo na vec¢jo verjetnost enkapsulacije
NM v tiste eritrocite, pri katerih je adsorpcija NM preko spremembe ukrivljenosti
membrane povzro¢ila spremembo oblike v ehinocite, ali so jezasto oblikovani
eritrociti nastali zaradi drugih dejavnikov (visoka slanost, visok znotrajceli¢ni pH,
tudi npr. prisotnosti kationskih amfifilnih liposomov) (Lim in sod., 2002;
Hagerstrand, 1999b; Rudenko, 2009, 2010).
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(ii.) Posledica: V intaktnih membranah so fosfolipidne glave upognjene pod kotom
okvirno 70 ° (Velikonja in sod., 2013). Elektrostatske interakcije priblizajo negativno
nabiti delec (ali aglomerat NM) in zunanji fosfolipidni sloj (njegov kationski del, t.].
trimetilamonijeve skupine), zato se glave fosfolipidov na zunanji povrsini postavijo
bolj pokonci. To privede do lokalno zmanj$ane zunanje povrSine membrane na
posamezno molekulo, kar olajSa enkapsulacijo ND ali aglomerata. Ob enkapsulaciji
odcepljeni vezikel odnese veC notranje povrSine kot zunanje, kar povzroci povecanje
razmerja med zunanjo in notranjo povr$ino membrane (skladno s konceptom BCC,;
Sheetz in Singer, 1974) in nastanek ehinocitnih oblik.

Ob transformaciji eritrocitov v sferocite se ob kontinuirani izpostavitvi eksogenim
snovem (npr. NM v okoliskem mediju) membrana kroglasto oblikovanih celic ne more
ve¢ nadalje raztezati, kar lahko vodi v pokanje oz. raztrganje membrane. Ob invaginaciji
membrane in posledi¢ni enkapsulaciji delcev lahko ostanejo v membrani t.i. prehodne
pore (ang. transition pore; Fo$nari¢ in sod., 2003; Alexeev in sod., 2008), ko se vrat pri
enkapsulacijski pori ne zlije nazaj in ostane pretrgan. Nastanek pore iz ravne membrane
je sicer energetsko zahteven proces, Cetudi je koncno stanje z oblikovanimi porami
energijsko bolj ugodno (Fo$nari¢ in sod., 2003).

Predpostavljamo, da enkapsulacija in oblikovanje por ni obi¢ajno prisoten mehanizem ali
prvi korak interakcije NM z membrano, ampak se lahko pojavi v doloCenih pogojih (ki
jih e ne znamo opredeliti). Mogoce je, da prisotnost NM v okoliSkem mediju destabilizira
membrano, saj je membrana z zmanjsano integriteto bolj dovzetna tudi za internalizacijo
NM.

Pojav kraje lipidov b) lahko razlozimo s predpostavko, da do ovijanja fosfolipidov okoli
NM oz. do vezave fosfolipidnega dvosloja na povr§ino NM lahko pride tudi v odsotnosti
internalizacije NM, ko je npr. velikost aglomerata prevelika (ali ob drugih dejavnikih, ki
jih z obstoje¢im znanjem Se ne znamo razloziti). Razlagamo, da se NM adsorbira na
lipidni ali proteinski del membrane, se delno ali popolnoma obda z dvoslojem
fosfolipidov; to se lahko tudi odrazi v stanjSanju membrane in vecji propustnosti.
Poudarjamo, da je predpostavljeni mehanizem Spekulativen in ni dokazan z rezultati
doktorske naloge.
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5.1.2.2.1 Zakljucek vpliva na bioloSke membrane

Iz rezultatov zakljuCujemo, da imajo NM z adsorbirano CA (CoFe.04-CA) po
kontroliranem postopku (t.j. med pripravo suspenzij) visji potencial za spremembe oblike
eritrocitov od povrsinsko neobdelanih CoFe;O4. Prisotnost anionskih ali kationskih
skupin na povrsini NM lahko vpliva na manjSo aglomeracijo NM v suspenziji (in s tem
ve¢jim Stevilom delcev na voljo za interakcijo), lahko pa je vzrok za neposredne
(elektrostatske) interakcije med NM in lipidnimi ali beljakovinskimi komponentami
eritrocitnih membran. Pri interpretaciji rezultatov bi radi izpostavili, da sta bili obe
suspenziji ND pripravljeni v PBS-citratnem pufru (ki vsebuje citrat, torej CA). Pri
CoFe204-CA je bila CA adsorbirana na povr§ino ND med postopkom priprave (na t.i.
kontroliran na¢in na ve¢ manj$ih ND), medtem ko so se ND CoFe204 v vodni suspenziji
najprej zdruzili v vecje aglomerate ND, na katere se je CA iz PBS-citratnega pufra kasneje
adsorbirala (vzpostavljeno termodinamsko ravnotezje CA na povrsini ND in v mediju).
Poudarjamo, da je bila povrSina ND v suspenzijah CoFe20s in CoFe;04-CA zelo
podobna, t.j. nasi¢ena s CA. Testirani ND kobaltovega ferita so se razlikovali v velikosti
aglomeratov (manjsi aglomerati CoFe204-CA v primerjavi s temi v suspenziji CoFe20a).

Zaklju€ujemo, da gre pri spremembi oblike eritrocitov najverjetneje za sinergijski vpliv
fosfolipidov in proteinov (Graham in Kozlov, 2010; Grebowski in sod., 2013). Ce bi
predpostavili, da je celotna regulacija oblike eritrocitov vezana na membranske proteine,
se pojavi vprasanje, ali mehanska sprememba oblike proteinov zadostuje za spremembo
oblike cele celice. Skladno z dejstvom, da umetni fosfolipidni vezikli lahko zavzamejo
obliko diskocit, stomatocit, hruSkasto oblikovanih veziklov in veziklov s posameznim,
ampak nikoli z ve¢ kot enim trnom (Kralj-Igli¢ in sod., 1996), sklepamo, da je
membranski citoskelet eritrocitov odgovoren za stabilnost ehinocit (Igli¢, 1997) in da
zgolj pasivno stabilizira obliko eritrocitov (Hagerstrand in sod., 2000).

V povezavi z vrednotenjem biokompatibilnosti NM za medicinske aplikacije
izpostavljamo, da hidrofilni delci dlje ¢asa ostanejo v krvnem obtoku, medtem ko se
hidrofobni delci ob stiku z bioloskim medijem oplas¢ijo s plazemskimi proteini in Se z
vkljugitvijo komplementarnega sistema (npr. opsonizacija?) izlo¢ijo iz sistema (Berry in
Curtis, 2009). V okviru doktorske naloge nismo uporabljali mo¢no hidrofobnih NM (tudi
ogljikovi NM so imeli v eksperimentalnih medijih naboj na dvosloju); vsi oksidni NM so
elektri¢no nabiti, razen v izoelektri¢ni tocki, ko je vsota povrSinskih nabojev enaka nic,
ali ob vezavi molekul s kemijskimi skupinami, ki ustvarijo hidrofobno povrsino NM.

11 Opsonizacija je fagocitozni proces odstranjevanja tujkov iz telesa z vezavo opsonina (antigena) na
povrsino ("opsonization." Encyclopadia Britannica Online, 2014).
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5.1.2.3 Skupni zakljucek vpliva na umetne in bioloSke membrane

Zakljucujemo, da obstaja povezava med vplivom NM z razli¢no povrSino na umetne
membrane in bioloske membrane eritrocitov; zabeleZili smo vecji vpliv ND z adsorbirano
citronsko kislino (CoFe204-CA) na GUV (pokanje, tudi spremembe velikosti in oblike),
na strukturne spremembe MLV in na spremenjeno morfologijo eritrocitov, v primerjavi
z ND CoFe;04. Nanodelci Fe203 z razliénimi povrSinskimi lastnostmi so povzrocili
skoraj neizrazit, medsebojno primerljiv vpliv na GUV ali na eritrocite. Predpostavljamo,
da povrsinske lastnosti NM narekujejo lastnosti NM in aglomeratov, ki se oblikujejo v
mediju (velikost, Stevilo aglomeratov), kar klju¢no vpliva na interakcije med
suspenzijami NM in testiranimi sistemi. Skladno s pricakovanim smo zabelezili vecji
vpliv. NM z bolj hidrofilno povrsino, saj so v vodnem mediju bolj disperigrani.
Izpostavljamo, da je lahko visja hidrofobnost povrsine NM vzrok za manjsi ovrednoten
vpliv NM na umetne ali bioloske membrane (Lynch in sod., 2014); bolj hidrofobna
povrsina NM lahko onemogoca stik s testnim sistemom v primerjavi z v polarnih topilih
dobro dispergiranimi hidrofilnimi NM.

Poudarjamo, da smo v primerjavo vkljucili ND s kemijsko razli¢nim jedrom (CoFe2O4ali
Fe>0z3) in da ob interpretaciji razli¢nih povrsinskih lastnosti NM ne smemo zanemariti
vpliva jedra NM in lastnosti eksperimentalnih medijev, uporabljenih v primerjanih
Studijah. V doktorski nalogi tudi nismo direktno primerjali enako velikih ND (ali
aglomeratov) z razli¢nimi povrSinskimi lastnostmi, zato le na podlagi nasih rezultatov ne
moremo neposredno potrditi ali zavrniti druge hipoteze. Zgolj predpostavimo lahko, da
vezava plasti silicijevega dioksida na ND in/ali molekul, ki vsebujejo karboksilne skupine
ali aminoskupine, ustvari biolosko bolj inertne ND v primerjavi z adsorpcijo CA na
povrsino ND.

5.1.3 Kvarni u¢inki kationskih nanodelcev na celi¢ne kulture in vitro
5.1.3.1 Vpliv PS-NH2 (z razli¢no koli¢ino aminoskupin na povrsini)

Z vecparametrskim vrednotenjem kvarnih ucinkov ND na celice (ang. high content
screening analysis, HCA) smo zabelezili odsotnost povezave med vrednostmi (-
potenciala polistirenskih ND z vezanimi molekulami z razli¢no koli¢ino kationskih
funkcionalnih skupin (aminoskupin) in apoptoskim odzivom celic na ve¢ nivojih hkrati.
Izhajali smo iz predpostavke, da PS-NH niso citotoksi¢ni, vendar razli¢na koli¢ina
aminoskupin ustvari razlicne stopnje pozitivnega naboja. Kationski ND v odsotnosti
kompleksnega bioloskega okolja (npr. serumskih proteinov) povzrocajo kvarne u¢inke na
plazmalemo in ostale kazalce apoptoze (Wang in sod., 2013a,b), kot so viabilnost celic
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(zmanjSanje Stevila celic, skréenje jedra, zmanjSana aktivnost mitohondrijev, aktivnost
celic na osnovi poviSane permeabilizacije plazmaleme), spremembe v znotrajceli¢ni
vsebnosti Ca?* in spremembe v delovanju lizosomov. V okviru doktorske naloge smo
vpliv razli¢nih povrsinskih lastnosti ND primerjali v kompleksnem bioloskem okolju (v
mediju za gojenje celi¢nih kultur in vitro).

Potrdili smo odsotnost apoptotskega odgovora pri polistirenskih ND (brez vezanih
molekul) ali anionskih PS-COOH, medtem ko so kationski ND z razli¢no koli¢ino
funckionalnih aminoskupin na povrSini sprozili odgovor, neodvisen od izmerjenih
vrednosti {-potenciala. Razlog za sporadi¢en odgovor je lahko tudi neenakomerna stopnja
aglomeracije ND, ki smo jo ovrednotili kot neodvisno od izmerjenih vrednosti (-
potenciala.

Izmed testiranih kvarnih ué¢inkov ND PS-NH> so se spremembe delovanja lizosomov
izkazale kot prve v odgovoru celice (pred sprozitvijo apoptoze). V skladu s
predpostavkami $tudij (Frohlich in sod., 2012; Wang in sod., 2013a) mehanizem
zakisanja lizosomov lahko razlozimo kot posledico delovanja prisotnih funkcionalnih
aminoskupin na povrsini kationskih ND na protonske ¢rpalke (V-ATP-aze), odgovorne
za transport protonov preko lizosomalne membrane v lumen organela.

5.1.3.2 Vpliv PS-N(CHz3)3 (s stalnim pozitivnim nabojem)

S konfokalno fluorescen¢no mikroskopijo (pril. B) smo opazili nabrekanje lizosomov po
izpostavitvi ND PS z vezanimi trimetilamonijevimi skupinami (PS-N(CHs)z3), vendar na
drugacen nacin kot pri komercialno dostopnih polistirenskih ND z vezanimi molekulami
s funkcionalnimi aminoskupinami (PS-NH2-Bangs), ki so sluzili kot pozitivni referenéni
NM pri vrednotenju vpliva testiranih ND na vse vrednotene parametre kvarnega u¢inka
na celice; ze po 24-urni izpostavitvi (akutna izpostavitev) smo zabelezili porast signala iz
lizosomov v celicah pljuénega epitelija (A549), kar razlagamo kot posledico nabrekanja
lizosomov zaradi akumulacije ND v organelih (Wang in sod., 2013b). Po 72 urah
(kroni¢na izpostavitev) smo skladno z interpretacijo ostalih parametrov kvarnega ucinka
na celice zabelezili mocan vpliv referencnega materiala (PS-NH»-Bangs) na viabilnost
celic in razpad lizosomov (odraZzeno v padcu intenzitete signala). Izpostavitev PS-
N(CHa)3 je po 72 urah povzrocila poviSanje signala iz lizosomov in nabrekanje, manj
izrazito kot pri PS-NH2-Bangs in bolj kot pri kontrolni izpostavitvi (sl. B17-B19, pril. B)
ali negativnem referen¢nem materialu (PS-COOH) (Wang in sod., 2013b, Supplementary
material, Figure S5).
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5.1.3.3 Zakljucek vpliva kationskih nanodelcev

Najveéje razlike med vplivom PS-NH2 in PS-N(CH3)z smo zabelezili pri signalu iz
lizosomov. Za razliko od PS-NH., PS-N(CHs)s zaradi stalnega pozitivnega naboja na
povrsini (odsotnost protonacije in deprotonacije) ne vplivajo na t.i. efekt protonskih
¢rpalk. Natan¢nega mehanizma vpliva kationskih ND s stalnim pozitivnim nabojem na
lizosome z obstojec¢imi rezultati in obstoje¢im znanjem ne znamo podati.

Predpostavljamo,

i) da rezultati HCA nakazujejo na doloceno stopnjo vpliva PS-N(CHz3)3 na lizosome v
odsotnosti zabeleZene celi¢ne smrti, kar potrjuje, da se odgovor celic na nivoju
lizosomov pojavi zelo zgodaj v kaskadi celi¢nega odziva na NM.

i) da PS-N(CHs)s vplivajo na zaustavitev celi¢nega cikla, kar je v skladu s Studijama na
kationskih ND PS-NH; (Kim in sod., 2013; Loos in sod., 2014). PoviSana koli¢ina
DNK, ki smo jo zabelezili v odsotnosti celi¢ne delitve, nakazuje na podvojitev DNK
(faza celi¢nega cikla S; Kim in sod., 2012) v odsotnosti nadaljnjega koraka celi¢ne
delitve v dve héerinski celici. Vpliva PS-N(CH3)3z na celi¢no smrt nismo zabelezili,
vendar sklepamo, da indukcija zaustavitve celi¢nega cikla lahko ob dolgotrajni
izpostavitvi vodi v $kodljive posledice za celice, tudi smrtnost (Kim in sod., 2012,
2013).

Zakljucujemo, da testirane ND PS-N(CHs)z lahko obravnavamo kot potencialni pozitivni
referenéni NM pri nanotoksikoloskih Studijah in da so ND PS-N(CHz)s primerni za
nadaljnje testiranje potencialne uporabe pri zdravljenju malignih tvorb (tumorjev).

5.1.4 Vpliv nanomaterialov na lipidni metabolizem

Rezultati kvarnih u¢inkov kationskih ND na celi¢ne kulture in vitro so nakazali smer
najizrazitejSega vpliva kationskin ND na lizosome. Znano je, da se nepravilnosti v
delovanju lizosomov lahko odrazijo v akumulaciji celi¢nih lipidov (pojav fosfolipidoze)
v znotrajceli¢nih lamelarnih telescih (Reasor, 1989; Anderson in Borlak, 2006). Stanje
fosfolipidoze se pogosto pojavi ob izpostavljenosti celic kationskim ksenobiotikom, ki
imajo amfifilni znacaj (ang. cationic amphiphilic drugs, CAD) (Anderson in Borlak,
2006; Natalie in sod., 2009; Kuroda in Saito, 2010).

Na podlagi rezultatov vzporednih Studij, trenutnega stalis¢a in smernic raziskovanja nase
raziskovalne skupine ter skladno z novejSimi raziskavami (Frohlich in sod., 2012;
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Mrakovcic in sod., 2013; Wang in Petersen, 2013) predpostavljamo moznost tvorbe
znotrajceli¢nih lamelarnih teles po dolo¢enem ¢asu izpostavitve NM kot posledico
kopicenja nekatreih NM v lizosomih. Hkrati nekateri avtorji predpostavljajo moznost
interakcije NM z lipidnim metabolizmom, npr. CoFe204 pri dovolj visokih koncentracijah
(Marmorato in sod., 2011). Predpostavljamo, da z akumulacijo fosfolipidov v lamelarnih
telesih lahko celica iz citoplazme odstrani NM, vezane na fosfolipide, in tako zmanjsa
koli¢ino aktivnih NM, kar lahko zmanjsa morebitne kvarne u¢inke NM (Natalie in sod.,
2009).

Sklepamo, da je motnja lipidnega metabolizma eden najzgodnejSih in pogosto
spregledanih odzivov celice na NM in da je nastanek lamelarnih telesc lahko del
prilagoditvenega mehanizma celic na stres (Anderson in Borlak, 2006).

Kot predlog nadaljnjih raziskav v smeri vpliva NM na lipidni metabolizem izpostavljamo
nedavno raziskavo Loosa in sodelavcev (2014), ki poro¢ajo 0 vplivu kationskih ND PS-
NH: na lizosomalno membrano preko t.i. efekta protonskih ¢rpalk. Zabelezili so vpliv
PS-NH: na signalno kinazno pot rakavih celic z aktivacijo t.i. tar¢e za rapamicin pri
sesalcih (ang. mammalian target of rapamycin, mTOR). Ta signalna pot se aktivira pri
ugodnih pogojih v okolju (pogoj je normalno delovanje v-ATP-aznih ¢rpalk in nizek pH
v lumnu lizosomov) in je odgovorna za proliferacijo celic. Povisanje lizosomalnega pH
zaradi delovanja PS-NH>, kar smo opazili tudi v nasi $tudiji, je najverjetneje posledica
vpliva NM na mTOR signalno pot, kar lahko vodi v razbitje lizosomov, povecano
koli¢ino RKZ in apoptotsko smrt (Loos in sod., 2014). Avtorji predlagajo moznost
uporabe kationskih NM (PS-NH.) pri zdravljenju kot komplementarno snov
kemoterapevtikom (Loos in sod., 2014).

Poleg tega ravno obraten odziv celic na anionske PS-COOH, ki so signalno pot mTOR
dodatno aktivirali, zmanjSa avtofagijo celic, zato avtorji (Loos in sod., 2014) predlagajo
moznost uporabe anionskih NM pri zdravljenju bolezenskih stanj, povezanih z
okvarjenim delovanjem lizosomov (Alzheimerjeva, Parkinsonova, Huntingtonova in
nekatere avtoimune bolezni) (Bove in sod. 2011; Stern in sod., 2012; Loos in sod., 2014).
Disfunckija lizosomalne razgradnje se odrazi tudi v kopiCenju nepravilno zvitih ali
aglomeriranih netopnih proteinov na zunanjosti celic, kar je tudi glavha komponenta
staranja (Loos in sod., 2014). Kot eno glavnih smernic prihodnjih nanotoksikoloSkih
raziskav predlagamo obravnavo motenj v delovanju celi¢nih fosfolipidov zaradi vpliva
NM na bioloske sisteme.

84



Drasler, B. Interakcije razli¢nih nanomaterialov z umetnimi in bioloskimi lipidnimi membranami.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, 2014

5.1.5 Skupni predpostavljeni mehanizem vpliva nanomaterialov na membrane

Na podlagi rezultatov doktorske naloge o vplivu NM razli¢nih primarnih oblik in NM z
razli¢no povrsino zakljucujemo, da sta najpomembnejsi lastnosti NM, ki vplivata na
biolosko reaktivnost, agregacija NM v biolosko relevantnih medijih in sposobnost
adsorpcije biomolekul na povr§ino NM. Bolj kot primarna oblika NM so pomembne
povrsinske lastnosti NM, s ¢imer potrjujemo drugo hipotezo doktorske naloge, medtem
ko na podlagi obstojecCih rezultatov prve hipoteze o vplivu oblik NM ne moremo z
gotovostjo ne potrditi, ne ovreci.

Med izdelavo doktorske disertacije se je izkazalo, da je pri vrednotenju interakcij NM z
bioloskimi sistemi treba upostevati vzajemni vpliv oz. kombinacijo lastnosti NM in ne
posameznih lastnosti (npr. primarna oblika in/ali povrsinske lastnosti).

Skladno s podatki iz literature smo predpostavili mozne mehanizme interakcije med NM
in umetnimi ali bioloSkimi membranami (sl. 26, Drasler in sod., 2014):

a) Sprememba globalne ukrivljenosti membrane lahko vodi v razbitje veziklov zaradi
spremenjenih fizikalno-kemijskih pogojev v eksperimentalnem mediju, prilepljanja
ali vsidranja molekul iz medija (npr. proteinov ali koloidnih delcev oz. ND v lipidni
dvosloj ali zaradi ovijanja NM z lipidnim dvoslojem (ang. membrane wrapping).

b) Sprememba lokalne ukrivljenosti membrane lahko vodi v nastanek vdolbin v
membrani zaradi adsorpcije NM, in posledi¢no enkapsulacijo oz. internalizacijo ND
ali aglomeratov v vezikle. Predpostavljamo, da mo¢no polarni ND lahko povzro¢ijo
pojav t.i. kraje lipidov iz membrane in da vsi predlagani mehanizmi delovanja NM

lahko vodijo v zmanjSanje integritete membrane in/ali oblikovanje lukenj ali por.
Spremembe lokalne ali globalne ukrivljenosti membrane zaradi delovanja NM na

fosfolipide lahko poleg neposrednega vpliva NM na membranske proteine na aktivnost
membranskih proteinov vplivajo tudi preko lateralnega pritiska v membrani.
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Slika 26: Predpostavljeni mehanizmi vpliva nanomaterialov in njihovih aglomeratov na umetne ali
bioloske membrane.

Adsorpcija NM in/ali njihovih aglomeratov na membrane lahko vodi v (a) pokanje veziklov zaradi
spremenjene globalne ukrivljenosti membrane, ali (b) ugreznitev oz. vsidranje NM in/ali aglomeratov NM
v membrane; slednjemu lahko sledi enkapsulacija (internalizacija) ali ovitje NM in/ali aglomeratov s
fosfolipidnim dvoslojem. Povzeto po: Dra$ler in sod., 2014, International Journal of Nanomedicine,
9:1559-1581.
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5.2 SKLEPI

1.

Primarna oblika NM je pomembna pri redukcionisticnem vrednotenju vpliva na
izolirane sisteme (npr. pri neposredni izpostavitvi NM in lipidov v istem topilu ali pri
simulacijskih Studijah molekulske dinamike).

Bioloska aktivnost NM je odvisna od njihovih sekundarnih znalilnosti, ki se
oblikujejo v suspenziji (hidrodinamska velikost NM in aglomeratov, oblika kon¢nih
aglomeratov NM, naboj elektri¢ne dvojne plasti na povrsini NM v bioloskem mediju).
Sekundarne znacilnosti so posledica primarnih znacilnosti NM (kemijska sestava,
primarna velikost, povrSinske lastnosti 0z. primarni povrsinski naboj delca ali
hidrofobnost povsrine) in eksperimentalnega medija; pomembna je natan¢na
karakterizacija in interpretacija lastnosti NM v biolosko relevantnih medijih. Pri
vrednotenju vpliva NM bi bilo namesto primerjave masnih izpostavitvenih
koncentracij NM bolj smiselno primerjati stevilo NM ali aglomeratov NM, ki se
oblikujejo v suspenziji, in dostopno povrsino NM za interakcijo s testnim sistemom.
Pri vrednotenju interakcij NM z bioloskimi sistemi je treba upostevati vzajemni vpliv
0z. kombinacijo lastnosti NM, in ne le posameznih lastnosti (npr. primarna oblika
in/ali povrSinske lastnosti).

Rezultati $tudij na bioloskih membranah izoliranih eritrocitov in modelnih
membranskih proteinih so v skladu z rezultati vpliva NM na umetne fosfolipidne
membrane; obstaja povezava med uc¢inki NM na umetne membrane in realne bioloske
sisteme.

Dovolj majhni NM (npr. molekule Ceo in majhni aglomerati) se lahko vgradijo v
lipidni dvosloj, kar vodi do razli¢nih subtilnih (komaj opaznih) strukturnih sprememb
in hkrati do bolj izrazitih mehanskih sprememb urejenosti fosfolipidnih dvoslojev.
Hkrati imajo tudi vecji aglomerati NM mocan potencial za interakcije z bioloskimi
sistemi, kar je treba upostevati pri obravnavanju NM za varno uporabo v medicini.
Spremembe membranske elasti¢nosti (odvisno tudi od sestave fosfolipidov) in/ali
ukrivljenosti membrane lahko vplivajo na aktivnost membranskih proteinov in s tem
delovanje membrane, tudi v odsotnosti izrazitega zmanjSanja integritete membrane
(npr. razbitja veziklov).

Izmerjene vrednosti {-potenciala kationskih ND PS-NHz v fizioloskem pufru PBS, Ki
imajo razli¢no koli¢ino vezanih molekul s funkcionalnimi aminoskupinami, niso v
neposredni povezavi z ovrednotenimi kvarnimi u¢inkih ND na celice. Pri vrednotenju
vpliva bi bilo treba upostevati tudi druge lastnosti NM, ki se oblikujejo v biolosko
relevantnih suspenzijah (npr. oblikovanje proteinske korone, stopnja aglomeracije,
koncentracija dostopnih delcev idr.).
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9. Cetudi so delci v celici zamaskirani s proteini in s tem ne vplivajo na membrane, lahko
NM in/ali njihove aglomerate ovrednotimo kot biolosko inertne Sele v odsotnosti
interakcije z lipidnimi komponentami celi¢nih membran.

10. Eden izmed prvih odzivov celic na prisotnost NM je odgovor na nivoju lizosomov
(nabrekanje, spremembe zakisanosti), kar lahko vpliva na moteno razgradnjo
fosfolipidov in posledicno akumulacijo fosfolipidov v obliki znotrajcelicnih
lamelarnih telesc.
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Produkti nanotehnologije se v zadnjem desetletju ze uporabljajo v predmetih za
vsakdanjo rabo, $portnih pripomockih, prehrambni in tekstilni industriji, polprevodnikih,
energetiki ter kot diagnosti¢ni in terapevtski medicinski agensi. Zaradi uporabe predvsem
za zdravljenje tumorskih obolenj in tar¢no dostavo ucinkovin se zastavlja vprasanje
potencialnih kvarnih u¢inkov na membrane krvnih celic, tar¢nih in netar¢nih tkiv, Ki
pridejo v stik z nanomateriali (NM) ob intravenozni administraciji.

Bioloska reaktivnost NM je odvisna od njihovih primarnih lastnosti (oblika, velikost,
povrsinski naboj osnovnega delca) ter od lastnosti, ki se oblikujejo v stiku z bioloskim
medijem. Predpostavili smo, da je interakcija povrsinsko nemodificiranih NM odvisna od
njihove primarne oblike; lo¢ili smo sfericne nanodelce (ND), nanocevke in nanoploscice.
Reaktivnost NM enake oblike, npr. sferiénih ND, pa je odvisna od njihovih povrsinskih
lastnosti. Od slednjih so tudi odvisne sekundarne lastnosti NM, ki se oblikujejo v
suspenziji, saj vezava molekul z razlicnimi kemijskimi skupinami lahko klju¢no vpliva

na stopnjo aglomeracije in oblikovanje proteinske korone na povrsini NM.

Prve interakcije NM z bioloskimi sistemi potekajo na celi¢nih membranah. V $tudiji smo
uporabili umetne fosfolipidne membrane v obliki uni- ali multilamelarnih liposomov
razli¢nih velikosti, ki so primeren modelni sistem za Studije strukturnih in funkcionalnih
lastnosti membrane, kot so urejenost fosfolipidnih dvoslojev, stabilnost, fluidnost, fazni
prehod fosfolipidov in spreminjanje oblike veziklov kot posledica delovanja eksogenih
snovi, tudi NM. Za preverjanje vpliva NM na bioloSke membrane smo uporabili cloveske
eritrocite, ki so zaradi kombinacije lastnosti Siroko uporabljani predvsem za Studije
spremembe oblike celic pri preiskovanih pogojih.

Komplementarno Studijam vpliva NM na lipidne komponente celi¢nih membran smo z
biosenzorskimi encimskimi testi ovrednotili vpliv NM na inhibicijo acetilholinesteraz in
adsorpcijo encimov na NM, kar je predstavljalo modelni sistem za membranske
beljakovine. Vpliv izbranih lastnosti NM (vezava molekul s kationskimi funkcionalnimi
skupinami) smo preverili na celicnih kulturah in vitro. Z vecparametrsko analizo kvarnih
ucinkov na celice smo preverjali vpliv polistirenskih nanodelcev na ve¢ izbranih
apoptotskih parametrov; osredotoCili smo se na vpliv razlicnih povrSinskih lastnosti
kationskih nanodelcev na delovanje lizosomov.
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Potrdili smo hipotezo o vplivu primarne oblike NM na bioloske sisteme, vendar zakljucili,
da ni najpomembnejsi dejavnik, ki vodi interakcije med NM in membranami. Vpliv
primarne oblike je bolj priSel do izraza na izoliranih sistemih liposomov, ko smo
zagotovili neposreden stik med NM in fosfolipidi. Najizrazitejse strukturne spremembe
multilamelarnih veziklov smo zabelezili v prisotnosti plos¢ic grafenovega oksida ali
amorfnega ogljika, sledil je vpliv ve¢slojnih ogljikovih nanocevk in molekul fulerenov
Ceo0. Podoben vzorec vpliva smo zabelezili tudi na spremembe oblike eritrocitov ter z
encimskimi testi na ribji (E. electricus) acetilholinesterazi in encimu iz c¢loveskih
eritrocitov, torej smo potrdili povezavo med vplivom NM na umetne in bioloske
membrane (eritrocite in modelne membranske beljakovine).

Delno smo potrdili hipotezo o vplivu razliénih povrsinskih lastnosti NM na njihovo
biolosko reaktivnost. Zabelezili smo vecji vpliv ND kobaltovega ferita z adsorbirano
citronsko Kislino, ki so oblikovali manjSe aglomerate v primerjavi s povrSinsko
neobdelanimi delci, na razbitje liposomov in spremembe oblike eritrocitov in odsotnost
bistvenih razlik v vplivu razlicno povrSinsko modificiranih ND Zzelezovega oksida.
Zakljucili smo, da obstaja povezava med u¢inki NM na umetne membrane in bioloske
membranske sisteme; ta je posredno odvisna od tipa funkcionalne skupine na povrsini
NM, saj vpliva na elektri¢ni dvosloj, ki se oblikuje v polarnih medijih in narekuje
aglomeracijo NM v suspenziji ali v bioloSkem mediju. lzpostavljamo, da je pri
vrednotenju interakcij NM z bioloskimi sistemi treba upostevati vzajemni vpliv oz.
kombinacijo lastnosti NM in ne posameznih lastnosti (npr. primarna oblika in/ali
povrsinske lastnosti).

Neposredne povezave med koli¢ino aminoskupin na povrsini polistirenskih nanodelcev
in kvarnimi uéinki na celi¢ne kulture in vitro nismo opazili, prav tako ne povezave med
izbranimi parametri: velikost in morfologija jedra, mitohondrijski membranski potencial,
znotrajceli¢na koncentracija kalcija, propustnost plazmaleme, $tevilo celic in spremembe
delovanja lizosomov; slednje se je izkazal kot eden prvih odgovorov celic na dejavnik v
okolju (pred sprozitvijo apoptoze). Odgovor razli¢nih kationskih nanodelcev z razli¢nimi
lastnostmi povrs$in (vezane molekule z aminoskupinami ali trimetilamonijevimi
skupinami, slednje ustvarijo stalni pozitivni naboj v bioloskem okolju) se razlikuje na

nivoju lizosomov in celi¢nega cikla.

Predpostavili smo moZzne mehanizme interakcije med NM in umetnimi ali bioloSkimi
membranami, ki temeljijo na adsorpciji NM na membrane, spremenjeni (lokalni ali
globalni) ukrivljenosti membrane, kar lahko vodi v enkapsulacijo NM ali ovijanje z
membranskimi fosfolipidi in posledi¢no zmanjSanje integritete membrane (oblikovanje
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membranskih por), tudi razbitje liposomov. Zakljucili smo, da je vrednotenje vpliva na
umetne in bioloske membrane pomembno pri obravnavanju NM, predvsem za uporabo v
medicinske namene.

6.2 SUMMARY

During this past decade, diverse products of nanotechnology have been used in a variety
of applications, such as commercially available sports equipment, food and textiles, semi-
conductor parts, in energetics, and as diagnostic or therapeutic medical agents. A better
understanding of the interactions between nanomaterials (NMs) and blood cell
membranes is required especially when nanomaterials are applied for the NM-based
treatment of malignancies or for the targeted drug delivery agents. When NMs are
administred intravenously they interact with both target and non-target cells, which
results in systemic effects, including blood coagulation and changes in membrane
permeability.

Biological reactivity of NMs is affected by their primary characteristics (shape, size, and
surface charge of the primary particles), and the characteristics formed in the contact with
biological systems. We hypothesized that the interaction of surface-unmodified NMs
depends on their primary shape; we distinguished spherical nanoparticles (NPs),
nanotubes and nanoplatelets. We assumed that the reactivity of similarily shaped NM
depends on their surface characteristics; the latter also affects the secondary NM
characteristics which form in the suspension (e.g. degree of agglomeration, protein corona
formation).

The first interactions of NM with biological systems occur at the cell membranes. We
used artificial phospholipid membranes forming differently sized uni- or multilamellar
liposomes, which are a suitable system for the investigation of the structural and
functional membrane properties, such as the order of correlated phospholipid bilayers,
their stability, fluidity, phase transition and alterations in the shape of liposomes as a
consequence of exogenously added substances (also NM). To assess the effect of NM on
biological membranes, we used human red blood cells; due to the unique combination of
characteristics, they are a widely used system for studying cell shape alterations at the
specified testing conditions.

Complementary to the assessment of the effect of NM on the lipid component of the cell

membranes, we applied biosensor enzymatic tests with acetylcholinesterase as model
systems for the assessment of effect of NM on the protein components of the membranes.
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The effects of the selected characteristics of NMs (cationic surface modification) was
assessed in vitro by the selected cell lines. We applied multiparametric approach, namely
high content screening analysis, to assess the effect of cationic NPs on selected apoptotic
parameters; our main focus was to find the connection between cationic NP surface and
lysosomal functionality.

We confirmed the first hypothesis on the importance of primary NM shape in the
interaction with biological systems, though concluded that it was not the main factor
governing the NM-membrane interactions. The influence of the primary shape was more
pronounced with isolated lipid systems, where direct contact between NM and lipids was
provided. The most prominent structural alterations of multilamellar vesicles were
observed after the exposure to graphene oxide platelets or carbon black, followed by
multi-walled carbon nanotubes and fullerenes Ceo. Similar effect was observed for shape
alterations of human erythrocytes and with the enzymatic test on the vertebrate (E.
electricus) and human erythrocyte acetylcholinesterase. We confirmed the connection
between the effect on artificial and biological membranes (erythrocytes and model
membrane proteins).

The second hypothesis that biological reactivity depends on the surface modification of
NMs was partially confirmed. More pronounced effects of the citric acid-adsorbed cobalt
ferrite NPs (which formed smaller agglomerates in the suspension, in comparison to the
surface-unmodified NPs) on the liposomal rupture and the alterations of the erythrocyte
shapes were observed, but no significant differences among the different surface-
modified iron oxide NPs. We suggest that the type of the functional group influences the
electric double bilayer on the surface of NM in the suspension or in the biological
medium, which essentially affects their effecton artificial or biological membranes. Not
only single NM properties (primary shape and/or surface characteristics), but
combination of NM characteristics has to be considered when assessing their interactions
with biological systems.

There was no significant connection between the relative amount of the amino groups on
the surface of polystyrene NPs, and the deleterious effect on the cell cultures in vitro.
Also, no relationship was observed among the tested parameters: nuclear size and
morphology, mitochondrial membrane potential, intracellular calcium level, plasma
membrane permeability, cell number, and the alterations in lysosomal functionality; the
latter has been observed to be one of the earliest cell responses to stress or the exogenously
added factors, prior to the apoptosis. The main difference in the cell response to
differently surface modified cationic NPs, i.e. amino- or trimethylammonium-modified
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(the latter exhibit constant positive surface charge), was observed to be the lysosmal and
the cell cycle impairment.

We proposed possible mechanisms governing interactions between the NM and the
artificial or biological membranes. The explanations of the mechanisms are based on the
adsorption of NMs on the membranes, leading to the altered membrane curvature (local
or global) which can in turn cause NM encapsulation or membrane wrapping by NM, and,
consequently, leads to the reduced membrane integrity (formation of membrane pores),
and also rupture of liposomes. We concluded that the assessment of the effect of NMs on
membranes is important when considering safe application of NM, especially for
biomedical purposes.

7 PRISPEVEK AVTORICE K DOKTORSKEMU DELU

Kot avtorica doktorske disertacije sem pripravila vzorce umetnih ali bioloskih membran
in izpostavitve suspenzijam nanomaterialom. Pripravila sem orjaske unilamelarne vezikle
in izvedla zajem videoposnetkov s fazno-kontrastno mikroskopijo. Po avtomatski
segmentaciji posnetkov sem ro¢no pregledala dobljene mozaike veziklov; ra¢unalnisko
vodeno obdelavo videoposnetkov in statisti¢no analizo populacij veziklov smo izpeljali
pod vodstvom dr. Jerneja Zupanca. Aktivno sem sodelovala pri optimizaciji t.i.
biosenzorskega sistema za vrednotenje vpliva nanomaterialov na orjaske unilamelarne
vezikle. Pripravila sem vzorce multilamelarnih veziklov in sodelovala pri izvedbi
poskusov na konvencionalnem in sinhrotronskem viru zarkovne linije sipanja X-zarkov
pod majhnim kotom svetlobe. Obdelavo dobljenih spektrov in analizo rezultatov smo
izvedli v sodelovanju s prof. dr. Michaelom Rappoltom in dr. Aminom Sadeghpourom.
Pripravila sem vzorce majhnih, velikih ali multilamelarnih veziklov in izvedla meritve
fluorescencne polarizacije ter diferencialne dinami¢ne kalorimetrije ter statisticno
obdelala dobljene spektre in podatke. 1zolirala sem vzorce eritrocitov iz venske krvi in jih
predpripravila za fiksacijo vzorcev za elektronsko mikroskopijo; slednjo smo izvedli s
pomocjo dr. Mateja HoCevarja na Institutu za kovinske materiale in tehnologije. Izvedla
sem encimske teste z acetilholinesterazami. Pripravila sem suspenzije nanomaterialov za
karakterizacijo; transmisijsko elektronsko mikroskopijo, dinami¢no sipanje svetlobe,
meritve zeta potenciala in interpretacijo rezultatov pa smo izvedli v sodelovanju z
Odsekom za sintezo materialov (K8) Instituta JoZzef Stefan v Ljubljani (prof. dr. Darko
Makovec, dr. Slavko Kralj).

V obsegu enega daljSega in dveh krajSih Studijskih obiskov na Centru za
bionanointerakcije (Centre for Bionano Interactions, University College Dublin, Irska)
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sem vzdrzevala uporabljene celi¢ne linije in izvedla poskuse izpostavitve celic
nanomaterialom, pripravo vzorcev celic in izvedbo meritev na inStrumentu za
vecparametrsko vrednotenje kvarnih uc¢inkov nanomaterialov in statisticno obdelala
rezultate. S tehniko imunooznacevanja sem pripravila vzorce celic za fluorescen¢no
konfokalno mikroskopijo in posnela vzorce celic. lzvedla sem osnovne meritve
dinami¢nega sipanja svetlobe in zeta potenciala polistirenskih nanodelcev.

Kot prva avtorica znanstvenega Clanka, citiranega v disertaciji (Drasler in sod., 2014),
sem s pomo¢jo mentorice prof. dr. Damjane Drobne in ostalih soavtorjev naredila pregled
literature in rezultatov ter jih primerno diskutirala. Kot soavtorcia Stirih znanstvenih
¢lankov sem aktivno sodelovala pri izvedbi poskusov, interpretaciji rezultatov in pisanju
navedenih prispevkov (Zupanc in sod., 2012; Mesari¢ in sod., 2013; Simundi¢ in sod.,
2013; Zupanc in sod., 2014 v tisku).
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A3

1 NANOMATERIALI, UPORABLJENI V DOKTORSKEM DELU
1.1 OGLJIKOVI NANOMATERIALI

Fulerene Cgo v obliki prahu z ocenjeno nominalno ¢istostjo > 99,5% smo kupili pri podjetju
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemcija), amorfni ogljik v obliki prahu (CB) s povpreéno velikostjo
primarnih delcev 13 nm in ocenjeno nominalno ¢istostjo > 99% smo kupili pri proizvajalcu
Plasma Chem GmbH (Berlin, Nemcija), plosCice enoplastnega grafenovega oksida (GO) in
komercialno dostopno zalozno suspenzijo GO (0,275 mg/mL v dH20) pri proizvajalcu Graphene
Supermarket (Calverton, New York, ZDA), vecplastne ogljikove nanocevke (MWCNT) smo
prejeli v okviru FP7 EU projekta NanoValid (Reference methods for managing the risk of
engineered nanoparticles; pogodba §t.: 263147).

1.2 MAGNETNI NANODELCI

Nanodelce kobaltovega ferita, povrsinsko neobdelane (CoFe204) ali z adsorbirano citronsko
kislino (CoFe;04-CA), ter superparamagnetne ND Zelezovega oksida (maghemit, y-Fe;Os) z
razli¢nimi povrSinskimi lastnostmi so pripravili na Odseku za sintezo materialov (K8) Instituta
Jozef Stefan v Ljubljani (prof. dr. Darko Makovec, dr. Slavko Kralj). Nanodelci CoFe,O4 so bili
sintetizirani z metodo koprecipitacije vodnih raztopin Co(ll) in Fe(lll) ionov (Gyergyek in sod.,
2012), CoFe;04-CA pa z adsorpcijo citronske kisline (CA) na sintetizirane CoFe;O4 delce
(Campelj in sod., 2008); CA vsebuije tri karboksilne skupine, ki ohranjajo katione na povrsini ND
(Hidber in sod., 1996).

Izvorni y-Fe,03 so bili pripravljeni s koprecipitacijo Fe* in Fe®* iz vodnih raztopin (Campelj in
sod., 2007). Nanodelci y-Fe,O3 v stabilni vodni suspenziji so bili prekriti s priblizno 2 do 5 nm-
plastjo amorfnega silicijevega dioksida (Fe;Os-Si) (Kralj in sod., 2010); slednji, prevleceni z
enotno plastjo silicijevega dioksida na povrsini, so bili funkcionalizirani z molekulami, ki imajo
terminalno vezane aminoskupine (Fe,O3-Si-NHy) ali karboksilne skupine (Fe.O3-Si-COOH)
(opis postopka: Kralj in sod. 2011, 2012; Kralj in Makovec, 2014).

1.3 POLISTIRENSKI NANODELCI

Komercialne polistirenske ND (PS) z vezanimi molekulami s funckionalnimi aminoskupinami
(PS-NH2-Bang's, 50 nm) smo kupili pri podjetju Bangs Lab (Fishers, Indiana, ZDA). Nanodelci
PS z razlicno primarno velikostjo in povrSinskim nabojem so bili sintetizirani z emulzijsko
polimerizacijsko metodo (opis postopka: Wang in sod., 2013; Suppl. mat.). Nanodelci PS z
vezanimi kationskimi trimetilamonijevimi skupinami (PS-N(CHs)s) so bili dodatno povrsinsko
obdelani z vezavo (vinilbenzil) triamonijevega klorida (Wang in sod., 2013; Suppl. mat).
Povrsinsko neobdelane ND PS in ND PS z vezano karboksilno skupino (PS-COOH, 40 nm) smo
kupili pri GIBCO (Invitrogen Corp., Carlsbad, Kalifornija, ZDA).
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2 KARAKTERIZACIJA SUSPENZIJ NANOMATERIALOV

Razen polistirenskih ND smo karakterizacijo NM izvedli v sodelovanju z Odsekom za sintezo
materialov (IJS, prof. dr. Darko Makovec), in sicer s transmisijsko elektronsko mikroskopijo
(TEM), z metodo dinamicnega sipanja svetlobe (DLS) ter z merjenjem zeta potenciala (¢-
potenciala). Suspenzije NM, ki smo jih uporabljali pri poskusih, smo posusili (25 °C) na prosojnih
ogljikovih plasteh na bakrenih podpornih mrezicah in v vakuumu posneli vzorce (TEM, JEOL
2100, Tokyo, Japonska; pri 200 kV). Velikost NM smo izrazili kot premer, ocenjen iz vizualnega
pregledovanja in merjenja posnetkov TEM za ve¢ kot 300 ND v posameznih vzorcih. PovrSino
ND smo ocenili z uporabo programske opreme DigitalMicrograph (Gatan Inc. software, ZDA).
Hidrodinamski premer vecine uporabljenih ND smo ovrednotili z inStrumentom DLS Fritsch
Analysette 12 DynaSizer (Idar-Oberstein, Nemc¢ija); analizirali smo suspenzije ND z razli¢nimi
koncentracijami, pripravljeni v deionizirani vodi (dH.O; MilliQ, Millipore, Billerica,
Massachusetts, ZDA; pH 5,7; p = 18,5 MQ-cm) ali v medijih, uporabljenih v poskusih (0,3 M
glukozna raztopina, PBS-citratni pufer, 10 mM pufer HEPES ali v reakcijski meSanici za encime,
tj. 0,5 mM Ellmanov reagent v 100 mM fosfatnem pufru, pH 8,0 in substrat acetilthioholin
klorid s kon¢no koncentracijo 0,5 mM). Razen suspenzij ND meritev NM drugih oblik (nanocevk,
nanoplosc¢ic) nismo izvedli, saj je merjenje z uporabljenim inStrumentom DLS primerno in
zanesljivo le za vrednotenje velikosti ND ali aglomeratov NM priblizno okrogle oblike. Meritve
{-potenciala NM smo izvedli v vodni suspenziji v celotnem razponu pH vrednosti ter v medijih,
pri vrednostih pH in koncentracijah, uporabljenih v poskusih, z in$trumentom ZetaPALS,
Brookhaven Instruments Corp. (New York, ZDA). Hidrodinamski polmer suspenzije Cgo v dH-0,
ki smo jo uporabili pri poskusih na oraskih unilamelarnih veziklih (GUV), smo dolocili s
spektrometrom 3D DLS-SLS (LS Instruments, Fribourg, Svica) z uporabo laserja HeNe pri
valovni dolzini 632,8 nm, sipanje pa smo merili pri kotu 90°. Iz izmerjene vrednosti ¢asovno-
odvisne funkcije intenzitete sipanja svetlobe Ga(t) smo z analizo v programu CONTIN izrazili
jakostno, masno in §tevilsko porazdelitev hidrodinamskih polmerov (W;) v suspenziji.

2.1 KARAKTERIZACIJA SUSPENZIJ POLISTIRENSKIH NANODELCEV

Disperzijske lastnosti suspenzij polistirenskih ND (hidrodinamski polmer in {-potencial) smo
doloéili z in$trumentom Nano Series Malvern ZetaSizer-ZEN 3600 (Malvern, Worcestershire,
Zdruzeno kraljestvo) pri 25 °C, s koncentracijo ND 0,1 mg/mL v 1 mM NaCl in v pufru PBS
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Nem¢ija). Podatke smo prikazali kot povpre¢ne vrednosti (+=SD) treh
ponovitev v treh neodvisnih meritvah. Relativno koli¢ino aminoskupin (-NHz) na povrsini PS-
NH2 smo povzeli iz rezultatov Wang in sod. (2013; dolo¢anje s kvantifikacijo fluorescamina, Ki
ob reakciji z aminoskupinami tvori fluorescen¢ni produkt. Rezultati so normalizirani na vrednost
izmerjene fluorescence pri komercialnih ND PS-NH.-Bang's). Z uporabo statistiénega programa
R (The R Foundation for Statistical Computing, Dunaj, Avstrija) smo ovrednotili povezavo med
relativno koli¢ino aminoskupin na povr$ini ND (izrazeno na koli¢ino skupin —NH> na
komercialno dostopnih suspenzijah, t.j. PS-NH-Bangs) in vrednostjo {-potenciala v 1 mM NaCl
ali v pufru PBS (korelacija med neodvisno in odvisno spremenljivko z linearno regresijo).
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3 METODE NA UMETNIH FOSFOLIPIDNIH MEMBRANAH
3.1 KEMIKALIE

Sinteti¢ne lipide 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3 fosfatidilholin (POPC), 1, 2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfatidilholin (DPPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoholin (DMPC) in holesterol
smo kupili pri Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL, ZDA). Fluorescen¢ni sondi |,6-difenil-
1,3,5-heksatrien (DPH) in trimetilamonij-6-fenil-1,3,5-heksatrien (TMA-DPH), glukozo in
saharozo (v prahu) ter pufer HEPES (4-(2-hidroksietil-l-piperazinetansulfoni¢na kislina) smo
kupili pri podjetju Sigma-Aldrich (Steinheim, Nem¢ija), kloroform (CHCIs), metanol (CH3;OH)
in dimetilsulfoksid (DMSO) pa pri podjetju Merck KGaA (Darmstadt, Nemcija).

3.2 PRIPRAVA ZALOZNIH SUSPENZIJ IN RAZTOPIN: SVETLOBNA FAZNO-
KONTRASTNA MIKROSKOPIJA

Zalozne suspenzije lipidov POPC in holesterola s koncentracijo 1 mg/mL smo pripravili z
raztapljanjem lipidov v meSanici CHClz in CH3;OH (CHCI3;:CH30H, 2:1; v/v). Pred vsakim
poskusom smo pripravili svezi 0,3 M raztopini saharoze in glukoze v dH,0. Zalozno suspenzijo
Ceo vV dH20 s koncentracijo 1 mg/mL smo pripravili s 3-dnevnim soniciranjem v ultrazvoéni
vodni kopeli (250 W, 50 Hz; Sonis 2GT, Iskra Pio d.0.0., Slovenija), do vzpostavitve suspenzije,
ki se v ¢asu trajanja poskusov ni posedala (Dhawan in sod., 2006). Zalozne suspenzije CoFe,04
in CoFe;04-CA smo pripravili v 0,3 M raztopini glukoze, s koncentracijo 5 mg/mL, po
postopku susenja vodne suspenzije in ponovnega raztapljanja. Zalozne suspenzije Fe,Os,
Fe,03-Si, Fe,03-Si-COOH, Fe;0;3-Si-NH», Cgo in CB pa v dH20 z 10-krat vi$jo koncentracijo
od konc¢ne v poskusu. Kon¢na koncentracija lipidov POPC, izpostavljenim ND, je bila 0,007
mg/mL. Za preverjanje vpliva morebitno odtopljenih ionov (Co ali Fe) ali CA, prisotnih v
eksperimentalnem mediju, smo pripravili supernatant suspenzije CoFe;04-CA s separacijo ND

z uporabo centrifugiranja in magnetnega polja.
3.3 PRIPRAVA ZALOZNIH SUSPENZIJ IN RAZTOPIN: SAXS

Zalozne suspenzije CoFe;O4 in CoFe;0s-CA s koncentracijo 5 mg/mL smo pripravili po
postopku susenja vodne suspenzije ND in ponovnega raztapljanja v 0,3 M raztopini glukoze.
Uporabili smo enako zalozno suspenzijo Cgo vV dH20 kot pri poskusu z GUV. Zalozne suspenzije
Ceo, CB in GO v CHCI; smo pripravili s suspendiranjem NM (4 mg suhih NM) v CHCI; (25 mL)
(kon¢na koncentracija NM: 0,16 mg/mL; izbrana na osnovi topnosti Ceo V CHClz pri sobni
temperaturi (Ruoff in sod., 1993)) in sonikacijo v ultrazvo¢ni vodni kopeli (3 h). Plos¢ice GO

smo pred raztapljanjem v terilnici razdrobili na manjse koscke.

3.4 PRIPRAVA ZALOZNIH SUSPENZIJ IN RAZTOPIN: FLUORESCENCNA
SPEKTROFOTOMETRIJA

Uporabili smo zalozne suspenzije CoFe204 in CoFe;04-CA ter Fe,0s, Fe,03-Si, Fe,03-Si-NHp,
Fe203-Si-COOH, suspendirane v pufru HEPES (10 mM; pH 7,0) po postopku suSenja vodne
raztopine in ponovnega raztapljanja v predhodno pripravljenem pufru.
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3.5 PRIPRAVA ZALOZNIH SUSPENZIJ IN RAZTOPIN: DSC

Uporabili smo zalozne suspenzije CB, CoFe;O4 in CoFe,04-CA ter Fe;0s, Fe,O3-Si, Fe,Os-Si-
NHa, Fe;03-Si-COOH v pufru HEPES (10 mM, pH 7,0) po postopku susenja vodne raztopine in
ponovnega raztapljanja v pufru. Uporabili smo enako zalozno suspenzijo Cg vV dH-O kot pri
poskusih s fazno-kontrastno mikroskopijo in Ceo v CHCls, pripravljen na enak nacin kot pri
metodi SAXS.

3.6 EKSPERIMENTALNI POTEK POSKUSOV NA ORJASKIH UNILAMELARNIH
VEZIKLIH

3.6.1 Zajem in analiza mikroskopskih videoposnetkov

Dolzina posameznega videoposnetka je bila priblizno 2 min (~3000 slik) z lo¢ljivostjo 570 x 762
pikslov. Izracunali smo, da posamezen videoposnetek ustreza povrsini 1,15 + 0,05 pm?2; torej smo
z dvema videoposnetkoma zajeli priblizno 3% celotne povr§ine posamezne kamrice (sl. 1).

Z uporabo algoritmov za procesiranje slik smo vsak posamezni videoposnetek najprej pretvorili
v mozaik slik, nato pa iz posameznih mozaikov avtomatsko segmentirali GUV (Zupanc in sod.
2009, 2010b, 2011, 2014 v tisku). Rezultat avtomatske segmentacije posnetkov (Matlab R2011a,
MathWorks, Massachusetts, ZDA) je predstavljala dvoplastna slika, na kateri so bili GUV
oznaceni z drugo barvo in tako loCeni od ozadja. Zaradi morebitne prisotnosti skupkov
kristaliziranih lipidov, agregatov ND v mediju ali drugih artefaktov smo po avtomatskem
oznacevanju vsak mozaik posebej pregledali in ro¢no popravili morebitna odstopanja avtomatsko
segmentiranih GUV od dejanske slike. Kvantitativne podatke o GUV smo pridobili z
avtomatskim merjenjem oznacenih (obarvanih) GUV v mozaiku (Matlab R2011a). Vezikle smo
presteli in izracunali njihovo (izraZen v pum), in stopnja ekscentricnosti GUV po inkubaciji v
testnem mediju, slednje smo izracunali po enacbi:

1-b2
a2

E = ...(1);

a in b predstavljata dve osi GUV, pri ¢emer je dolzina osi a vecja od dolZine osi b pri GUV
elipti¢ne oblike. Stopnja ekscentri¢nosti je mera sferi¢nosti GUV, izraZena na linearnem intervalu
od 0 do 1, kjer popolna sfera ustreza stopnji ekscentricnosti 0, stopnja ekscentri¢nosti ovalnega
GUYV pa se pribliza vrednosti 1. Vrednotenje stopnje ekscentricnosti je zelo obcutljivo, saj se Ze
zelo majhni odkloni od oblike popolnega kroga odrazijo v velikih spremembah ekscentri¢nosti
(sl. Al, pregl. Al). Stopnja ekscentri¢nosti GUV (pregl. B1) je dokaz morfoloske znacilnosti
posameznih GUV, preraunane iz segmentacijske maske; vezikel z oznako 4 (stopnja
ekscentri¢nosti 0,08) je bolj sferi¢ne oblike od GUV z oznako 5 (stopnja ekscentri¢nosti 0,64), ki
ima obliko blage elipse, vendar se njuni stopnji ekscentri¢nosti mo¢no razlikujeta (pregl. Al).
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Slika Al: Primer vzorca GUV, vklju¢enega v avtomatsko segmentacijo.

(@) Primer vzorca GUV, posnetih pod fazno-kontrastnim mikroskopom, (b) GUV s prekrivajo¢o
segmentacijsko masko (rdece) in (c) segmentacijska maska GUV, loc¢ena od ozadja. Posamezni GUVso
oznaceni s Stevilkami.

Preglednica Al: Podatki o morfoloskih znac¢ilnostih GUV, izracunani s segmentacijske maske na sliki P1

Povrsina vezikla Premer sferi¢nega GUV Ekscentri¢nost

v pikslih (nm) 0,
GUV 1 416 5,75 0,68
GUV 2 639 7,13 0,87
GUV 3 187 3,86 0,90
GUV 4 604 6,93 0,08
GUV 5 311 4,97 0,64
GUV 6 378 5,75 0,41

Opombe: 1z segmentacijske maske smo za vsak GUV izracunali njegovo povrsino (izrazena v pikslih);
premer enega piksla ustreza 0,25 um na posnetku.

3.7 PREVERJANJE VARIABILNOSTI KONTROLNIH POPULACI] ORJASKIH
UNILAMELARNIH VEZIKLOV

Z namenom testiranja variabilnosti vzorcev med kontrolami znotraj istega eksperimenta (ista
populacija GUV) in preverjanja primerljivosti med poskusi smo izvedli kontrolne poskuse (K1,
K2, K3). Za preverjanje variabilnosti med kontrolnimi skupinami GUV znotraj istega poskusa
smo izracunali relativni standardni odklon (ang. relative standard deviation, RSD; razmerje med
standardnim odklonom in srednjo vrednostjo) v Stevilcnosti GUV, povprecja premera GUV in
stopnje ekscentri¢nosti v vsaki kamrici in vrednost RSD uporabili kot informativno mero
variabilnosti med kamricami v posameznih poskusih.

Predpogoj za izvedbo primerljivih kontrol znotraj in med poksusi je primerna, ne previsoka
gostota GUV na objektnem stekelcu (sl. A2a). V K1 smo posneli suspenzijo GUV v 0,3 M
raztopini glukoze (0,07 mL) brez dodatnih razred¢itev, po 3 in 30 min. Za primerjavo stevila,
premera in stopnje ekscentricnosti GUV znotraj enega poskusa smo uporabili vrednosti
parametrov po 30-min izpostavitvi. V K2 smo GUV red¢ili z 0,3 M raztopino glukoze v
volumskih razmerjih 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7 in 1:8 (z naras¢ajo¢im volumskim delezem 0,3 M
raztopine glukoze) in posneli populacije GUV po 3, 30 in 60 min. V vsaki kamrici smo zajeli dva
videoposnetka (P1 in P2) in primerjali S$tevilo, premer sferi¢nih veziklov in stopnjo
ekscentri¢nosti. Ovrednotene parametre smo podali kot povprecne vrednosti, zajete na dveh
izbranih pasovih (P1 in P2), v dveh eksperimentalnih kamricah. Izbrali smo najprimernejso
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razredéitev (1:4, v/v; sl. A2b), ki smo jo uporabljali pri poskusih izpostavitve ND (ustreznost
gostote GUV smo pred vsakim eksperimentom preverili pod fazno-kontrastnim mikroskopom
(sI.A2b). Zaradi razli¢nih medijev, v katerih so pripravljene suspenzije ND, smo v K3 primerjali
dodatek dveh medijev, v dH-0 in 0,3 M raztopine glukoze, po 20- in 50-min izpostavitvi (Zupanc
in sod., 2014 v tisku).

Slika A2: VVzorca dveh populacij GUV z razli¢no gostoto veziklov v suspenziji, posneta pod fazno-
konstrastnim mikroskopom.

(a) Gostota veziklov je vi§ja (nerazredceni) kot (b) pri razred¢itvi 1:4 (v/v); slednja razredcitev je primerna
za avtomatsko segmentacijo veziklov.

3.8 IZPOSTAVITEV ORJASKIH UNILAMELARNIH VEZIKLOV SUSPENZIJAM
NANOMATERIALOV

3.8.1 Eksperimentalni potek izpostavitve GUV suspenziji Ceso

Izvedba poskusa vpliva Ceo se razlikuje od poskusov z ostalimi NM in poskusov K1-K3.
Pripravljeno suspenzijo GUV v raztopini 0,3 M glukoze smo izpostavili vakuumu pri sobni
temperaturi in pustili, da so se GUV posedli na dno mikrocentrifugirke. Po 24 h smo suspenzijo
GUV v mikrocentrifugirki premesali z obracanjem (3x), odpipetirali (0,045 mL) na objektno
stekelce (sl. A3), posneli vzorce (15 vzorcev na P1) in nato dodali (0,005 mL) suspenzije Cgo
(v dH20, 1 mg/mL), referen¢ne kemikalije 50 mM ZnCl; ali dH2O (kontrolna skupina), pokrili
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s krovnim stekelcem in preprecili evaporacijo z nanosom silikonske plasti ob rob stekelc.
Vzorce smo (poleg zacetnih posnetkov pred dodatkom testnih snovi) posneli pri 400-kratni
povecavi e po 10, 100 in 120 min od priprave preparata; vsak posnetek je ustrezal obmocju
na preparatu 200 x 150 pm, z lo¢ljivostjo 768 x 576 pikslov (sl. A3b).

(2) cuv (b)
w03 M raztopini glukoze  dndatek MDD

L]
"o T

f

zajem videoposnetkov
L |

[ /

Slika A3: (a) Shema izvedbe poskusa na objektnem stekelcu in (b) zajem videoposnetkov GUV na
izbranem mestu P1. Op.: shemi nista predstavljeni v realni skali.

Spremembo oblike veziklov (sferi¢ne in hruskaste oblike GUV, GUV v obliki verizic in cevasto
oblikovani GUV) smo ovrednotili z modificiranim vti¢nikom Shape segmenter v programski
opremi ImageJ. Vsakemu tipu smo pripisali posamezno barvo in podatke na osnovi razli¢nih barv
obdelali v programu Matlab (Zupanc in sod., 2011).

3.9 SIPANJE X-ZARKOV POD MAJHNIM KOTOM

3.9.1 Podrobnosti izvedbe meritev na sinhrotronskem viru SAXS in analize
rezultatov

Za detekcijo difrakcijskega profila vzorcev smo uporabili detektor slikovnih plos¢ Mar300
(Marresearch GmbH, Norderstedt, Nemcija). Kalibracijo smo izvedli z vzorcem prahu srebrovega
behenata (CH3(CH,).0-COOAg, z razdaljo d = 58,38 A (Huang in sod., 1993). Nosilna kocka je
bila v termi¢nem stiku z vodnim krogom, torej v povezavi z vodno kopeljo s kontrolno enoto
(Unistat CC, Huber, Offenburg, Nemcija). Da bi preprecili izgubo toplote preko zraka, smo
vhodno in izhodno okno nosilne kocke prekrili s tankim polimernim filmom. Element Pt (100 €2)
smo uporabili za merjenje temperature v bliZini kapilare, vstavljene v nosilno kocko. Vzorce
sipanja svetlobe smo integrirali z uporabo programa FIT2D (Hammersley, 1997). Nize podatkov

smo normalizirali z intenziteto presevane svetlobe, izmerjene s fotodiodo na koncu zarkovne poti.

Vzorce sipanja svetlobe SAXS z odstetimi vrednostmi ozadja smo analizirali v celotnem obmocju
g, z uporabo modificirane teorije po Caillé (opisano v Pabst in sod., 2000, 2003; Rappolt in sod.,
2008; uporabljen model lipidnega dvosloja in njegova aplikacija sta opisana v delu Rappolt in
sod., 2010). Razdaljo d, ki ustreza ponavljajoci se razdalji med lipidnimi dvosloji in debelini med
dvema regijama lipidnih glav (dHH), smo izrazili iz prilagojenih krivulj intenzitet sipanja
svetlobe, po enacbi:



Al0

s (@(F@)?
_SGa ng) ..(2),

Kjer je S(q) strukturni faktor in F(q) faktor oblike. Kot model profila elektronske gostote regij
lipidnih glav smo dologili $irino Gaussovega vrha oy =3 A.

I

Ukrivljanje membrane (fluktuacijsko) ali Cailléjev parameter () (Caillé, 1972; Zhang in sod.,
1994) smo izrazili direktno iz prilagojenih krivulj intenzitet sipanja svetlobe, po enacbi:

1 kBT
M= 2aVkcE - (3),
in je odvisen od togosti membranske ukrivljenosti — Kc (ang. membrane bending rigidity) in od
kompresijskega modula —B (ang. compression bulk modulus) (De Gennes in Prost, 1993).
Povpre¢no vrednost fluktuacije razdalj med membranami (o) SmoO izrazili iz Cailléjevega

parametra, po enacbi (Petrache in sod., 1998), po enacbi:
g = \/ﬁ . % ...(4).
3.10 FLUORESCENCNA SPEKTROFOTOMETRIJA

3.10.1 lzvedba meritev polarizacije svetlobe s fluorecenénih sond in analiza
vrednosti

Meritve polarizacije svetlobe s fluorescen¢nih sond DPH in TMA-DPH, vgrajenih med oz. ob
lipide POPC, smo izmerili z navpi¢no orientiranim vzbujevalnim polarizatorjem, medtem ko sta
bili navpiéna in vodoravna komponenta emitirane polarizirane svetlobe obeh sond posneti z
monokromatskim detektorjem za valovno dolzino 410 nm. Predpostavili smo, da je fluorescenéna
emisija svetlobe s sond DPH in TMA-DPH v vodni raztopini zanemarljiva. Vrednosti in
polarizacije (P) smo izrazili z uporabo programske opreme Cary Varian (Varian Inc, Mulgrave,
Avstralija).

Polarizacija (P) je definirana kot:

= % ...(5),
kjer sta simbola Ivin 1, vzporedna (lv) in pravokotna (lp) intenziteta emisije, ko vzorec vzbujamo
z vertikalno polarizirano svetlobo. Vrednost faktorja G, ki je definiran kot razmerje med
obcutljivostjo detektorskega sistema navpi¢no in vodoravno polarizirane svetlobe, smo od¢itali
za vsako meritev posebej (Lakowicz, 2006).

3.10.2 Kemijska analiza u¢inkovitosti centrifugacije nanodelcev

Primerjali smo ucinkovitost odstranjevanja vec¢jih skupkov ND s konvencionalnim
centrifugiranjem (14,000 g, 10 min) ali z gelskim lo¢evanjem. Vzorec POPC SUV, izpostavljen
suspenziji Fe,O3-Si-COOH, smo pripravili in centrifugirali po enakem postopku kot pri izvedbi
meritev na fluorimetru. Matrkis Sephadex G 50 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija), ki
omogoca gelsko lo¢evanje vzorca v obmocju 1500-30.000 Da, smo pripravili v pufru HEPES (10
mM; pH 7,0) s koncentracijo 0,1 g Sephadex G 50/L. Po inkubaciji (3 h, 25 °C) smo gel pripravili
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z zaporednim centrifugiranjem pri 500 g (Centric R322B, Tehtnica Zelezniki, Slovenija): 2-krat
5 min in 2-krat 10 min. Koli¢ino nesedimentiranega Fe v vzorcih smo izmerili z metodo
plamenske atomske absorpcijske spektrometrije (AAS; Perkin-Elmer AAnalyst 100, Waltham,
Massachusetts, ZDA). So¢asno smo po istem postopku pripravili supernatant POPC SUV in
supernatant suspenzije Fe-Os-Si-COOH, ju red¢ili v pufru HEPES (10mM; pH 7,0) ali pufru
HEPES z dodano HCI (kon¢na koncentracija 0,75 M). Prisotnost HCI v vzorcih povzroéi
raztapljanje Fe ionov z ND; razlika v koli¢ini Fe med nakisanimi in nenakisanimi vzorci
supernatantov nakazuje na prisotnost ND (in ne le Fe ionov) po centrifugiranju. lzmerjene
vrednosti Fe v vzorcih smo delili z izmerjenimi vrednostmi Fe v izvornih suspenzijah ND z
enakimi razred¢itvami v dH>O, pufru HEPES ali pufru HEPES z dodano HCI (pH nismo izmerili)
in rezultate izrazili kot % nesedimentiranega Fe v vzorcih.

3.10.3 Preverjanje morebitno navzkriZnega delovanja nanodelcev s signalom,
izmerjenim na fluorimetru

Preverili smo morebitno vezavo testiranih ND na fluorescenéni sondi DPH ali TMA-DPH, ki bi
lahko bodisi ojacilo, bodisi zadusilo izmerjeni signal s sond. Vzorce POPC SUV v prisotnosti
Fe20s3, Fe20s-Si, Fe,03-Si-COOH ali Fe;O3-Si-NH; smo pripravili na enak nacin kot za izvedbo
na fluorimetru, le da smo koli¢ino SUV zamenjali z enakim volumnom 10 mM pufra HEPES (pH
7,0) in eno serijo vzorcev smo centrifugirali (14.000 g, 10 min), ene pa izmerili brez predhodnega
centrifugiranja. Kot dodatno kontrolo morebitne interference ND s svetlobo valovnih dolzin,
uporabljenih pri izvedbi meritev na fluorimetru, smo primerjali z izmerjeno intenziteto
fluorescence suspenzij Fe,0s, Fe;O3-Si, Fe203-Si-COOH in Fe,0s-Si-NH; pri valovnih dolzinah
358 nmin 410 nm.

3.11 DIFERENCNA DINAMICNA KALORIMETRIJA

3.11.1 Podrobnosti izvedbe meritev diferen¢ne dinami¢ne kalorimetrije in analize

Pred vsakim eksperimentom smo posneli signal iz pufra HEPES (10 mM, pH 7,0) z enakimi
nastavitvami inStrumenta kot pri merjenju lipidov in vrednosti uporabili pri obdelavi rezultatov
kot t. i. signal iz ozadja ter signal lipidov samih (negativna kontrola). Za vsak vzorec smo izvedli
3 ponovitve meritev. Prvi zajem DSC smo uporabili za dolocitev temperature glavnega faznega
prehoda (Tm), faznega predprehoda (Tp), naslednje pa za preverjanje ponovljivosti faznih
prehodov lipidov. Dobljene signale smo obdelali v statisticnem programu Origin Pro8 (OriginLab
Corporation, Northampton, Massachusetts, ZDA). Termogrami so prikazani kot presezna
toplotna kapaciteta <Cp> [kJ/molK] v odvisnosti od temperature [°C], po enacbi:

Cp= 2 ...(6)

Kjer je presezna toplotna kapaciteta definirana kot razmerje med preseznim prenosom toplote (Qp)

in razliko v temperaturi (AT) (Cokan, 2006).
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4 METODE NA BIOLOSKIH MEMBRANAH
4.1 KEMIKALIE

Fosfatno-citratni pufer z NaCl (PBS-citratni pufer; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 7,8 mM
NaH;PO4-2H:0, 1,5 mM KH2PO., pH 7,4) je bil pripravljen dH2O in filtriran pred uporabo (filtri
20,22 um porami). Kemikalije NaCl, Na;HPO4 x 2H20 in etanol (EtOH) smo kupili pri pri Merck
KGaA (Darmstadt, Nem¢ija), KCl in KH2PO4 pri Kemiki (Zagreb, Hrvaska), paraformaldehid pri
podjetju Sigma-Aldrich (Steinheim, Nem¢ija) ter glutaraldehid, osmijev tetroksid (OsO.), 2,3,5-
trifeniltetrazolijev klorid (THC) in heksametildisilazan (HMDS) pri S.P.l. Supplies (West
Chester, PA, ZDA). Modificiran fiksativ Karnovski smo pripravili z raztapljanjem 2,5 %
glutaraldehida in 0,4 % paraformaldehida v 1 M natrijevo-fosfatnem pufru (NaH.PO4-2H>0 in
NazHPO4'2H20).

4.2 PRIPRAVA ZALOZNIH SUSPENZIJ IN RAZTOPIN

Zalozne suspenzije ND CoFe;0., CoFe;04-CA in Fe;O3-Si, Fe;03-Si-COOH, Fe;03-Si-NH;
smo pripravili v PBS-citratnem pufru (pH 7,4), s koncentracijo ND 4 mg/mL, po postopku
suSenja vodne suspenzije in ponovnega raztapljanja. Zalozne suspenzije Ce, CB, GO in
MWCNT smo pripravili v PBS-citratnem pufru (pH = 7,4), iz NM v prahu, s konéno
koncentracijo 2 mg/mL.

5 ENCIMSKI TESTI: TESTIRANJE VPLIVA OGLJIKOVIH
NANOMATERIALOV NA AKTIVNOST ACETILHOLINESTERAZ

5.1 KEMIKALNE

Reagente 5,5' ditiobis-2-nitrobenzojsko kislino (DTNB), acetiltioholinklorid (AChCI) in 2-
merkaptoetanol smo kupili pri podjetju Sigma-Aldrich (Steinheim, Nem¢ija). Reagent Pierce™
BCA Protein Assay Kit za dolo¢anje koli¢ine proteinov v vzorcu smo kupili pri podjetju Thermo
Scientific (lllinois, ZDA). 100 mM kalijevo-fosftatni pufer smo pripravili iz K;HPO4 in KH2PO4
(Merck KGaA, Dramstadt, Nemcija) pri pH 8,0. Raztopino DTNB smo pripravili v 250 mM
kalijevo-fosftatnem pufru (pH 7,4), zalozno raztopino AChCl pa v dH,O (1 M) in pred poskusi
red¢ili s 100 mM kalijevo-fosftatnim pufrom (2 mM AChCI, pH 8,0).

5.2 PRIPRAVA ZALOZNIH SUSPENZIJ IN RAZTOPIN

Uporabili smo suspenzijo Ce v dH20 (Img/mL; enaka zalozna suspenzija kot pri poskusih z
GUYV). Zalozne suspenzije CB in MWCNT smo pripravili sveze pred izvedbo vsakega poskusa
(0,5 mg/mL, dH20) s pali¢no sonikacijo (Sonics VibraCell, Newtown, ZDA), 1 h pri amplitudi
40%, s ciklom 15 s vklop/15 s izklop, hlajeno na ledu. Uporabili smo komercialno dostopno
zalozno suspenzijo GO (0,275 mg/mL v dH,0).
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5.3 ENCIMI

Ribjo AChE (E. electricus) in AChE iz membrane ¢loveskih eritrocitov smo kupili pri podjetju
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nem¢ija). Zuzel&ja AChE (D. melanogaster) je rekombinantni encim
in smo prejeli kot darilo profesorja Jean-Louisa Martyja (Perpignan, Francija). ZaloZne raztopine
encimov smo pripravili v 100 mM Kkalijevo-fosfatnem pufru (pH 8,0) s konénimi koncentracijami
encimov 0,06 encimskih enot/mL (ribja AChE), 2,15 encimskih enot/mL (AChE iz ¢loveskih
eritrocitov) in 0,1 encimskih enot/mL (zuzel¢ja AChE).

5.4 PODROBNOSTI MERITEV INHIBITORNE AKTIVNOSTI NANOMATERALQOV
IN ADSORBCIJE NA ENCIM

Morebitni vpliv NM na produkt encimske reakcije (5-tio-2-nitrobenzojsko kislino) smo preverili
z redukcijo Ellmanovega reagenta z minimalnim volumnom 2-merkaptoetanola (kon¢na vrednost
absorbance pri 405 nm je ustrezala tisti, izmerjeni v encimski reakciji brez dodatka NM). Tako
pripravljeni raztopini (0,1 mL) smo dodali substrat AChCI (2 mM v 100 mM K-fosfatnem pufru;
0,05 mL), kalijevo-fosfatnni pufer (100 mM, pH 8,0; 0,05 mL) in suspenzijo NM (0,01 mL).
Vpliv nanomaterialov na ribjo AChE smo vrednotili v koncentracijskem obmo¢ju CB, Cg in
MWCNT od 0,000048 do 0,0476 mg/mL, in GO do 0,0952 mg/mL, vendar rezultati inkubacije v
koncentracijah GO, od 0,0572 do 0,0952 mg/mL nismo vkljucili v prikaz. Pri AChE iz ¢loveskih
eritrocitov so bile izpostavitvene koncentracije GO, CB in MWCNT od 0,0009 do 0,119 mg/mL,
Ceo pa 0d 0,0476 do 0,04762 mg/mL. Zaradi razli¢nih uporabljenih koncentracij NM in bolj
preglednega prikaza podatkov so na vodoravni osi koncentracije prikazane v linearni skali (ribja
AChE; sl. 23) ali logaritemski skali (AChE iz ¢loveskih eritrocitov; sl. 24). Zuzel¢jo AChE smo
vkljucili le kot primerjalni encim pri vrednotenju CB in GO na vretencarski (ribja AChE) ali
nevretencarski (zuzel¢ja AChE) encim, pri izbranih koncentracijan NM 0,0001; 0,001 in 0,01
mg/mL (sl. 25).

6 CELICNE METODE IN VITRO
6.1 KEMIKALIJE

Kemikalije, uporabljene pri delu s celicnimi kulturami: gojisce za celi¢ne kulture 'Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium-GlutaMAX (DMEM) (Gibco, Invitrogen Corp., Carlsbad, Kalifornija,
ZDA), fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum, FBS), mesanica antibiotikov penicilina in
streptomicina, mesanica tripsina in EDTA (0,25%), celi¢ni pufer PBS ter fluorescen¢na barvila
Hoechst 33342, tetrametilrodamin metilester (TMRM), Fluo-4, Lysotracker Green, TOPRO-3
jodid in propidijev jodid (PI) smo kupili pri podjetju Gibco (Invitrogen Corp., Carlsbad,
Kalifornija, ZDA).

6.2 CELICNE LINIJE

Trajno celi¢no linijo ¢loveskih astrocit 1321n1 (astrocitom, ECACC-86030402) smo pridobili od
Health Protection Agency Culture Collections (Salisbury, Zdruzeno kraljestvo). Trajni celi¢ni
liniji Cloveskega pljucnega epitelija alveolov A549 (adenokarcinom, ATCC® CCL-185) in
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¢loveske jetrne celice HepG2 (hepatocelularni karcinom, ATCC® HB-8065) smo kupili pri banki
celic ATCC (Manassas, Virginia, ZDA).

6.3 VECPARAMETRSKO VREDNOTENJE KVARNIH UCINKOV PS-NH: IN PS-
N(CH3)s Z METODO »HIGH CONTENT SCREENING ANALY SIS«

Vzorce smo posneli z 20-kratnim objektivom z uporabo kombinacije filtrov: fluorescenco barvila
Hoechst 33342 smo vzbudili pri 365 + 50 nm in zbrali emisijo s filtrom 515 £+ 20 nm; TMRM pri
549 + 8 nm in 730 + 50 nm, Fluo-4 ali Lysotracker green pa z uporabo ekcitacijskega filtra 475 +
40 nm in emisijskega filtra 515 = 20 nm. Uspesnost delovanja meSanice fluorescen¢nih barvil
smo preverili z vsaj dvema paralelkama pozitivnih kontrol, in sicer: dodatek detergenta Triton X
100 za delovanje barvil Hoechst 33342 in TOPRO-3 jodid (povecanje propustnosti membran),
trifluorokarbonilcianid fenilhidrazona (FCCP) za propustnost mitohondrijske membrane
(razklopljen transport elektronov dihalne verige) ter inionofora lonomicin (spodbujevalec dviga
znotrajceli¢ne koncentracije Ca?*) za barvilo Fluo-4. Analizo slike smo izvedli z uporabo
aplikacije v programski opremi Cellomics (Cellomics, Portland, ZDA). V vsakem vzorcu celic
smo zajeli 10 posnetkov, tako da je eno vidno polje vkljuéevalo 300 do 500 celic. Analizo
podatkov smo izvedli po navodilih proizvajalca. Za lo€itev signala od signala iz ozadja smo za
vsak parameter nastavili fiksni prag.

Izvedli smo dodatne analize kvarnih u¢inkov izbranih ND (PS-N(CHzs)3-2) na celi¢no linijo A549;
kvarni uéinek smo primerjali z vplivom PS-NHz-Bang's (pozitivni referen¢ni material) ali PS-
COOH (negativni referen¢ni material) po izpostavitvi (72h, 37 °C) koncentracijam ND: 0,0078;
0,0156; 0,0312; 0,0625; 0,125 in 0,250 mg/ml, brez vrednotenja vpliva ND na znotrajceli¢no
koncentracijo Ca?".
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1 LASTNOSTI IZBRANIH NANOMATERIALOV
1.1 HIDRODINAMSKA VELIKOST NANOMATERIALOV
1.1.1 Hidrodinamska velikost CoFe204-CA

»CoFe O,-CA v PBS-citratnem pufru
CoFe,0,-CA v 0,3 M raztopini glukoze
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Slika B1: Hidrodinamski premer CoFe;04-CA v PBS-citratnem pufru ali v 0,3 M raztopini glukoze
(Stevilska porazdelitev).

Stevilska porazdelitev hidrodinamskih premerov CoFe,04-CA v PBS-citratnem pufru (5 mg/mL; pH 7,4;
levo) ali 0,3 M raztopini glukoze (desno), izmerjeno z metodo DLS. Na vodoravni osi so podani
hidrodinamski premeri (v nm), na navpicni pa relativna frekvenca pojavljanja ND ali skupkov ND z
dolo¢eno velikostjo. Analiza in prikaz: prof. dr. Darko Makovec, IJS, Ljubljana. Povzeto po: Drasler in

sod., 2014.
1.1.2 Hidrodinamska velikost Ceo v vodni suspenziji (poskusi z GUV)
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Slika B2: Hidrodinamski polmer Cgo v vodni suspenziji.

(a) Normalizirana korelacijska funkcija intenzitete sipanja svetlobe (Ga(t)), izmerjena pri kotu 90 °; prazni
krogi) in porazdelitvena funkcijo hidrodinamskega polmera Cgo (0,1 mg/mL) v dHO (a; vstavek). Polna
¢rta prikazuje veCeksponentno prilagajanje izmerjene korelacijske funkcije. (b) Ustrezajoca porazdelitvena
funkcija nanodelcev Cgo, izrazena glede na intenziteto (-o-), maso (- A-) ali §tevilénost (-e-). Navpi¢na os
je poimenovana s splo$no oznacbo Wi, ki ponazarja frakcijo posameznih delcev v porazdelitvah. Analiza
in prikaz: prof. dr. Ksenija Kogej, FKKT, Univerza v Ljubljani. Povzeto po: Zupanc in sod., 2012.
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1.1.3 Hidrodinamska velikost Ceéo v vodni suspenziji in reakcijski meSanici,
uporabljenih pri encimskih testih
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Slika B3: Hidrodinamska velikost Ceo v vodni suspenziji in v reakcijski meSanici za encimske teste
(Stevilska porazdelitev).
Stevilska porazdelitev hidrodinamskih premerov skupkov Cgo (a) v dH,O (pH 7,0) ali (b) v reakcijski
mesanici, uporabljeni pri encimskih testih (pH 8,0; 0,01 mg/mL), izmerjeno z metodo DLS. Na vodoravni
osi so podani hidrodinamski premeri (v nm), na navpiéni pa relativna frekvenca pojavljanja ND ali skupkov
ND z dologeno velikostjo. Analiza in prikaz: prof. dr. Darko Makovec, 1JS, Ljubljana. Povzeto po: Mesari¢
in sod., 2013.

1.1.4 Hidrodinamska velikost amorfnega ogljika v vodni suspenziji in reakcijski
mesanici, uporabljenih pri encimskih testih
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Slika B4: Hidrodinamska velikost CB v vodni suspenziji in v reakcijski meSanici za encimske teste

(Stevilska porazdelitev).

Stevilska porazdelitev hidrodinamskih premerov CB (a) v dHO (pH 7,0) ali v (b) reakcijski me3anici,
uporabljeni pri encimskih testih (pH 8,0; 0,01 mg/mL), izmerjeno z metodo DLS. Na vodoravni osi so
podani hidrodinamski premeri (v nm), na navpicni pa relativna frekvenca pojavljanja ND ali skupkov ND
z dolo¢eno velikostjo. Analiza in prikaz: prof. dr. Darko Makovec, 1JS, Ljubljana. Povzeto po: Mesari¢ in
sod., 2013.
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1.2 VPLIV NANOMATERIALOV NA SPREMEMBE UMETNIH FOSFOLIPIDNIH
MEMBRAN

1.2.1 Vpliv nanomaterialov na orjaske unilamelarne vezikle
1.2.1.1 Primerljivost kontrolnih izpostavitev

a) Stevilo GUV

Zabelezili smo povecano $tevilo GUV v vseh kamricah po 3 in 30 min (K1, K2) (pregl. B1, sl.
B5a). Vezikli (napolnjeni z raztopino saharoze) so tezji od okoliskega medija (izoosmolarne
raztopine glukoze), zato so se med izvedbo poskusa zaradi gravitacijske sile usedali na dno
eksperimentalne kamrice, kjer smo jih v zaris¢ni ravnini posneli. Vi§ja sedimentacija med 3 in 30
min (za faktor 3; K2) in izrazito manj$a med 30 in 60 min (za faktor 1,3; K2; pregl. B1) kaze na
vecinsko posedanje GUV v prvih 30 min. Manj$i GUV se v prvih 3 min $e niso usedli na dno
kamrice in jih tako nismo zajeli v videoposnetkih (Slika B5b, K1 in K2). Razlika v Stevil¢nosti
GUV po 20 in 50 min (Slika B5b, K3) je manjsa kot med 30 in 60 min (sl. B5b, K1 in K2), iz
Cesar smo sklepali, da je najintenzivnejse posedanje GUV poteklo ze v prvih 20 min.

V poskusih K1 in K2 smo zabelezili visoko $tevilo GUV (do 2400 na vzorec; sl. B5), kar je otezilo
avtomatsko segmentacijo GUV iz mozaikov, zato smo pri naslednjem poskusu K3 zmanjsali
zacetno gostoto GUV z dodatno razredcitvijo z 0,3 M raztopino glukoze; kot najprimernejSo smo
ocenili razredc¢itev volumskem razmerju 1:4 (sl. A2, pril. A). Skladno smo zabelezili 4-krat
manjSe Stevilo GUV po 50 min (K3) kot po 60 min (K1) (sl. B5b, pregl. B1). Manjse §tevilo GUV
pri K3 ni vplivalo na relativni standardni odklon (RSD) znotraj istega poskusa (vrednosti RSD so
bile manjSe od 8 % pri vseh treh poskusih; pregl. B1).

(2) (b)
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Slika B5: Primerjava §tevila GUV med kamricami posameznega poksusa in med poskusi.

(a) Stevilo GUV v posameznih testnih kamricah znotraj K1 (izpostavitev 30 min), in (b) v kontrolnih
poskusih K1, K2 in K3. Na navpi¢nih oseh je podano §tevilo GUV, na vodoravnih pa (a) testne kamrice,
oznacene s T1 do T8, ali (b) ¢asi izpostavitve (3 in 30 min; 3, 30 in 60 min ali 20 in 50 min). Najvi§ja in
najnizja vrednost v posamezni skupini sta oznaceni z rocaji, povprecje je predstavljeno kot manjsi kvadrat
v centru okvirja z ro¢aji, centralna Crta ponazarja mediano, spodnja in zgornja ¢rta pa 25. in 75. percentil.
V posamezni okvir z ro¢aji je zajeto (a) od 1900 do 2300 GUV, ali (b) od 475 do 2575 GUV.
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b) Premer GUV

Premer GUV znotraj enega poskusa (K1) je bil primerljiv med 8 eksperimentalnimi kamricami
(izpostavitev 30 min; sl. B6a). Vrednosti RSD med GUYV istih skupin so bili pri vseh ¢asih
inkubacije manjse od 4% (K1-K3; pregl. B1). Premer vseh GUV je bil vecji od 1 um, priblizno
90 % pod 15 pum, daljsi rep porazdelitve je segal v obmocje do 50 pm. Pri vseh treh poskusih smo
opazili trend manjSanja premera GUV s Casom, kar je najverjetneje odraz medsebojnega vpliva
gravitacije in vzgona; vecji (tezji) GUV se hitreje zbirajo na dnu eksperimentalne kamrice kot
manj$i (lazji). Manjse $tevilo majhnih GUV, prisotnih v ravnini zajemanja videoposnetkov po
krajsi izpostavitvi (3 min), se je odrazilo tudi v naras¢ajocem celokupnem Stevilu GUV s ¢asom
izpostavljenosti (Slika B6b).

(2) (b)
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Slika B6: Primerjava premera GUV med kamricami posameznega poskusa in med poskusi.

(a) Premer GUV v posameznih testnih kamricah znotraj K1 (izpostavitev 30 min), in (b) v kontrolnih
poskusih K1, K2 in K3. Na navpiénih oseh je podan premer GUV (v um), na vodoravnih pa (a) testne
kamrice, oznacene s T1 do T8, ali (b) ¢asi izpostavitve (3 in 30 min; 3, 30 in 60 min ali 20 in 50 min).
Najvi§ja in najnizja vrednost v posamezni skupini sta oznaceni z rocaji, povpre¢je je predstavljeno kot
manjsi kvadrat v centru okvirja z rocaji, centralna ¢rta ponazarja mediano, spodnja in zgornja ¢rta pa 25. in
75. percentil. V posamezni okvir z rocaji je zajeto (a) od 1900 do 2300 GUV, ali (b) od 475 do 2575 GUV.

¢) Oblika GUV: ekscentri¢nost

Spremembe oblike GUV smo ovrednotili z mero ekscentri¢nosti (stopnja blizje 1 pomeni odklon
GUV od popolne sfere, ki ustreza stopnji 0). Zabelezili smo primerljive vrednosti stopnje
ekscentri¢nosti med kontrolami znotraj poskusov (sl. B7a), ne pa med poskusi K1, K2 in K3 (sl.
B7b, pregl. B1). Zaradi visoke obcutljivosti smo to mero variabilnosti uporabili le kot okvirno
oceno vpliva testirane snovi na obliko GUV.
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Slika B7: Stopnje ekscentri¢nosti GUV med kamricami posameznega poskusa in med poskusi.

Povpregje stopnje ekscentri¢nosti GUV v (a) posameznih testnih kamricah znotraj K1 (izpostavitev 30
min), in (b) v kontrolnih poskusih K1, K2 in K3. Na navpi¢nih oseh je podan stopnja ekscentri¢nosti GUV
(od 0 do 1), na vodoravnih pa (a) testne kamrice, oznacene s T1 do T8, ali (b) Casi izpostavitve (3 in 30
min; 3, 30 in 60 min ali 20 in 50 min). Najvi§ja in najniZja vrednost v posamezni skupini sta oznaceni z
roc¢aji, povprecje je predstavljeno kot manjsi kvadrat v centru okvirja z rocaji, centralna ¢rta ponazarja
mediano, spodnja in zgornja ¢rta pa 25. in 75. percentil. V posamezni okvir z rocaji je zajeto (a) od 1900
do 2300 GUV, ali (b) od 475 do 2575 GUV.

Preglednica B1: Glavni parametri treh kontrolnih poskusov: $tevilo, srednje vrednosti premera in srednje

vrednosti ekscentri¢nosti GUV

Sr. Sr. St. _

KOO o Stevitow  Stevilo  EUNOSL SEVIEIOSL g0 ekscentr
poskus [min] SD RSD E‘gg RSD ekgsgg;n- RSD
1 3 775+45 6% 11,4+04 3% 0.28 9%
30 2221+ 157 7% 8,504 4% 0,31 16%
3 590 £47 8% 7,7£0,3 4% 0,44 11%
2 30 1837+78 4% 6602 3% 0,49 11%
60 2446 £ 96 4% 6,3£0,1 2% 0.78 8%
3 20 497 £ 34 6% 6,5+0,3 4% 0,11 9%
50 844 + 35 4% 5,7+0,2 3% 0,12 7%

Okrajsave: SD, standardni odklon; RSD, relativni standardni odklon. Opombe: Za vsak parameter je
izrazena mera razlike med posameznimi kamricami iste skupine GUV v obliki RSD. Pri vsakem ¢asu
izpostavitve je v kontrolni poskus zajeta analiza GUV v 8 (K1) ali 4 (K2, K3) kamricah, v vsaki na dveh
mestih vzorCenja (P1 in P2).
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d) Primerljivost dodatka razlicnih medijev
Po dodatku dH,O ali 0,3 M raztopine glukoze (20 ali 50 min inkubacija) smo zabelezili

medsebojno primerljivo Stevilo (sl. B8a), premer (sl. B8b) in stopnjo ekscentri¢nosti GUV (sl.
B8c); sklepamo, da dodatek medija ne vpliva na vrednotene parametre.

b .
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Slika B8: Primerjava vpliva destilirane vode in 0,3 M raztopine glukoze na $tevilo, premer in stopnjo
ekscentri¢nosti GUV.

(a) Stevilo, (b) premer in (c) stopnja ekscentri¢nosti GUV po dodatku dH.O (levo) ali 0,3 M raztopine
glukoze (desno), po 20 ali 50-min inkubaciji. Na navpi¢ni 0si so podane povpre¢ne vrednosti Stevila (a),
premera (b) ali stopnje ekscentri¢nosti (¢) GUV, zajetih v dveh eksperimentalnih kamricah, v vsaki na dveh
mestih vzoréenja (P1 in P2), na vodoravni osi pa izbrana ¢asa izpostavitve (20 ali 50 min). Povprec¢na
vrednost vsakega parametra, ovrednotena iz enega videoposnetka na izbranem mestu snemanja (P1 ali P2),
je ponazorjena s tocko ob levi strani okvirja z ro¢aji; v vsaki tocki je zajeto od 221 do 447 GUV. Najvisja
in najniZja vrednost v posamezni skupini sta oznaéeni z roc¢aji, povprecje je predstavljeno kot manjsi
kvadrat v centru okvirja z ro€aji, centralna ¢rta ponazarja mediano, spodnja in zgornja ¢rta pa 25. in 75.
percentil.
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1.2.2 Dodatna razlaga vpliva CoFe204 in CoFe204-CA na orjaske unilamelarne
vezikle

a) Stevilo GUV

Skladno z opazanjem in razlago pri kontrolnih poskusih (sl. BS) se je Stevilo GUV v kontrolnih
kamricah povecalo v prvih 30 min (pregl. B2), podobno tudi po dodatku CoFe;O4, manj$o porast
Stevila GUV (za faktor 1,25; pregl. B2) pa smo zabelezili po dodatku CoFe;04-CA. Med ¢asoma
inkubacije 30 in 60 min se je po dodatku ND CoFe;O4-CA stevilo GUV statisti¢no znacilno
zmanjSalo v primerjavi s kontrolno skupino (pregl. B2), po dodatku CoFe;O; statisti¢nih razlik

nismo zabelezili.

Preglednica B2: Faktor pove¢anja povpreéne vrednosti Stevila GUV, vrednoteno v ¢asu med 3 in 30 min
ter med 30 in 60 min

Cas izpostavitve

. Kontrola CoFe204 CoFe204-CA
(min)
3do 30 +2,28 + 2,97 +1,25
30 do 60 +0,37 +0,30 -0,17*

Opombe: simbol * pomeni statisticno znacilno razliko v primerjavi s kontrolno skupino (p = 0,02;
Wilcoxonov test vsote rangov, stopnja zaupanja o = 0,05).

1.2.3 Vpliv supernatanta suspenzije CoFe204 CA na orjaske unilamelarne vezikle

Po izpostavitvi (3, 30 ali 60 min) GUV supernatantu suspenzije CoFe.0s-CA (pripravljeno s
kombinacijo ultracentrifugacije in magnetnega polja suspenzije CoFe;O4-CA v 0,3 M raztopini
glukoze, 1 mg/mL) smo zabelezili rahlo zmanjsanje Stevila GUV v primerjavi s kontrolno skupino
(pregl. B3; SI, B9a), vendar ne tako izrazito, kot po dodatku suspenzije ND CoFe;O4-CA (sl.
B9a). Statisti¢no znacilnih razlik v Stevilu, premeru ali stopnji ekscentri¢nosti GUV v primerjavi
s kontrolnimi GUV nismo zabelezili (p > 0,05).

Preglednica B3: Faktorji poveCanja povprecne vrednosti Stevila GUV po izpostavitvi supernatantu
suspenzije CoFe;04-CA v primerjavi s kontrolnimi GUV, vrednoteno v ¢asu izpostavitve med 3 in 30 min
ter 30 in 60 min

Cas izpostavitve Kontrola Supernatant
(min) CoFe204-CA
3do 30 +2,2 +3,12

30 do 60 +0,07 +0,12
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Slika B9: Vpliv supernatanta suspenzije CoFe;04-CA na $tevilo, premer in stopnjo ekscentri¢nosti GUV.

(a) Stevilo, (b) premer in (c) stopnja ekscentriénosti GUV po dodatku 0,3 M raztopine glukoze (kontrola)
ali supernatanta suspenzije CoFe;O4-CA. Na navpiéni osi so podane povpreéne vrednosti (a) Stevila, (b)
premera ali (¢) stopnje ekscentri¢nosti GUV, zajetih v dveh eksperimentalnih kamricah, na dveh mestih
vzoréenja (P1 in P2), na vodoravni osi pa ¢asi izpostavitve (3, 30 in 60 min). Povpre¢no §tevilo GUV v
vsaki kamrici pri posameznih ¢asih izpostavitve je ponazorjeno s pikami ob levi strani okvirja z rocaji; v
vsaki tocki je zajeto od 32 do 289 veziklov. Najvi§ja in najnizja vrednost v vsaki skupini sta oznaceni z
rocaji, povprecje je predstavljeno kot manjsi kvadrat v centru okvirja z rocaji, centralna ¢rta ponazarja
mediano, spodnja in zgornja Crta pa 25. in 75. percentil. Med kontrolnimi in izpostavljenimi GUV nismo

zabelezili statisti¢no znacilnih razlik (p > 0,05) pri vseh treh parametrih.

1.2.4 Vpliv Fe203, Fe203-Si, Fe203-Si-COOH in Fe203-Si-NH2 na orjaske
unilamelarne vezikle

a) Stevilo GUV

Stevilo GUV se je, skladno s kontrolnimi poskusi (sl. BS) pri vseh testiranih skupinah povecalo s
¢asom izpostavitve (med 20 in 50 min). Med kontrolnimi in izpostavljenimi GUV nismo
zabelezili statisti¢no znacilnih razlik (p > 0,05), razen po inkubaciji (50 min ) v suspenziji Fe2O3
(0,05 mg/mL; **, p < 0,01; sl. 10), vendar na podlagi vrednosti faktorjev pove¢anja povpreénega
Stevila GUV med 20- in 50-min inkubacijo (pregl. B4), sklepamo, da dodatek vseh testiranih
suspenzij ND ni imel vpliva na pokanje GUV.
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Preglednica B4: Faktor povecanja povpre¢ne vrednosti $tevila GUV po izpostavitvi dH,O ali suspenziji
Fe,03, Fe;0s-Si, Fe;03-Si-COOH ali Fe;03-Si-NH,, vrednoteno v ¢asu izpostavitve med 20 in 50 min

Cas - .
. . Fe203 Fe203 . Fe203-Si Fe203-Si-
|zp(zrs]:?I¥;tve Kontrola 10 pg/ml 50 pg/ml Fe20s-Si -COOH NH»
20 do 50 1,73 1,70 1,57 1,58 1,51 1,73

1.2.5Vpliv nanodelcev C60 na multilamelarne vezikle, izmerjeno na
konvencionalnem viru SAXS

Preglednica B5: Strukturni parametri POPC MLV, izpostavljeni dH,O (kontrola) ali Ceo, brez mehanske
motnje ali podvrZeni mehanski motnji (0znaka: *)

Strukturni parametri Kontrola Ceo Ceo*
membran MLV (dH20) (0,1 mg/mL) (0,1 mg/mL)
e (nm?) 0,949 0,962 0,954
Agexp (NM?) 0,1360 0,0874 0,1797
d (nm) 6,62 6,52 6,60
N 9 32 6

Okrajsave: (, sredina vrha vzorca sipane svetlobe, izraZzeno v enotah nm™; Agexp, eksperimentalno dolo¢ena
Sirina prvega vrha, izraZeno v enotah nm™; d, ponavljajoc¢a se razdalja med lipidnimi dvosloji, ki vkljucuje
debelino membrane in vmesnega sloja vode, izrazeno v enotah nm; N, ocenjeno povpre¢no Stevilo
pozicijsko povezanih membranskih dvoslojev znotraj MLV; kontrola, MLV, oblikovani v dH20; Ceo, MLV,
izpostavljeni Cgo (0,1 mg/mL v dH.0); Ceo*, MLV, izpostavljeni Ceo (0,1 mg/mL v dH20), podvrzeni 10
ciklom taljenja in zamrzovanja (mehanski motnji).

1.2.6 Vpliv nanodelcev Ceso na multilamelarne vezikle, izmerjeno na sinhrotronskem
viru SAXS

Vrednosti strukturnih parametrov kontrolnih POPC MLV, t,j. ponavljajoca se razdalja med
lipidnimi dvosloji (d), razdalja med polarnimi glavami fosfolipidov (dnw), debelina vmesnega
sloja vode (dw) in fluktuacijski parameter (), dobljene z globalno analizo krivulj, so v skladu s
pric¢akovanimi (sl. 13, -e-; Pabst in sod., 2000; Rappolt in Pabst, 2008). Pri MLV v prisotnosti
Ceo (2 ali 10 mol. %) se je razdalja d povecala v primerjavi s kontrolo (sl. 12, - A - ali -m-), kar
nakazuje na vkljucitev molekul Cgo Vv fosfolipidni dvosloj. Debelina membrane — dun Se ni
bistveno razlikovala v primerjavi s kontrolo; v temperaturnem obsegu od 15 do 45 °C se je
stanj$alaza 0,5 do 1 A, od 45 do 65 °C pa je ostala skoraj enaka (sl. 13). Povecana dun V prisotnosti
je Ceo razvidna tudi s profila elektronske gostote fosfolipidnih dvoslojev (sl. 14). V prisotnosti
Ceo (2 ali 10 mol. %) smo zabelezili povisanje dw za 15 % (priblizno 0,21 nm; -A- in -m-) vV
primerjavi s kontrolo (sl. 13c). Fluktuacije medmembranskih razdalj so se z naras¢ajoco
temperaturo povisale (Sl. 13d, -m-). Fluktuacije medmembranskih razdalj, izrazene s koeficientom
o, S0 se z nara§¢anjem temperature povecale od 0,48 do 0,68 nm pri kontrolnih POPC in za 0,55
do 0,77 nm v prisotnosti 10 mol. % Ceo (kar ustreza 15 do 35 % povecanje koeficienta o) (sl. 13d).
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1.2.7 Vpliv nanodelcev CoFe204, CoFe204-CA na multilamelarne vezikle, izmerjeno
na konvencionalnem viru SAXS
Preglednica B6: Strukturni parametri POPC MLV v prisotnosti 0,3 M raztopine glukoze (kontrola),

suspenzije CoFe;04 (v 0,3 M raztopini glukoze; 0,1 mg/mL) ali CoFe,04-CA (v 0,3 M raztopini glukoze;
0,1 mg/mL)

kontrola

Strukturni parametri (0,3 M raztopina CoFe204 CoFe204-CA
membran MLV glukoze) (0,1 mg/mL) (0,1 mg/mL)
e (nm?) 0,955 0,931 0,794
Agexp (N1 0,158 0,190 1,233
d (nm) 6,58 6,75 7,91
N 6 5 <2

OkrajSave: (, sredina vrha vzorca sipane svetlobe prvega reda, izrazeno v enotah nm™; Agexp,
eksperimentalno dolocena §irina vrha prvega reda, izraZzeno v enotah nm™; d, ponavljajoca se razdalja med
lipidnimi dvosloji, ki vkljucuje debelino membrane in vmesnega sloja vode, izrazeno v enotah nm; N,
ocenjeno povprecno Stevilo pozicijsko povezanih membranskih dvoslojev znotraj MLV.

1.2.8 Fluorescenc¢na polarizacija: morebitno navzkrizno delovanje Fe2O3, Fe203-Si,
Fe203-Si-COOH in Fe203-Si-NHz s spektrofotometri¢nim signalom

Intenzitete fluorescence vseh suspenzij Fe.Os, Fe;O3-Si, Fe;0s-Si-COOH in Fe;0s-Si-NH,,
izmerjene pri valovnih dolzinah 358 nm in 410 nm, so bile zanemarljive (podatki niso prikazani).
Poleg tega po inkubaciji fluorescenénih sond DPH in TMA-DPH v suspenzijah ND (vzorci
pripravljeni na enak nacin kot v poskusih, le v odsotnosti lipidov) nismo zabelezili signala S
fluorescen¢nih sond, zato smo sklepali, da prisotnost ND v suspenzijah lipidov ni vplivala na

izmerjene vrednosti polarizacije s fluorescen¢nih sond.
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1.2.9 Vpliv nanomaterialov CoFe204, CoFe20s-CA, Fe20s, Fe203-Si, Fe20s-Si-
COOH, Fe203-Si-NH2, CB ali Ceo na multilamelarne vezikle, izmerjeno z metodo
diferen¢ne dinami¢ne kalorimetrije

Preglednica B7: Temperature faznega predprehoda (T,) in glavnega faznega prehoda (Tm) DPPC MLV:

kontrolnih in izpostavljenih suspenzijam CoFe,Qs, CoFe;04-CA, Fe;0s, Fe;0s-Si, Fe;03-Si-COOH,
Fezo3-8i-NH2, CB ali Cso

Tp Tm

Vzorec MLV (°O) (°cO)
DPPC kontrola 1 35,8 41,0
DPPC CoFe204 35,8 41,0
DPPC CoFe204-CA 35,8 41,0
DPPC CB 35,8 411
DPPC kontrola 2 36,2 41,6
DPPC Fe:0s 36,0 41,5
DPPC Fe203-Si 36,3 41,5
DPPC Fe203-Si-COOH 36,2 41,6
DPPC Fe203-Si-NH2 36,0 41,5
DPPC v vodi 36,2 41,6
DPPC Ceo v vodi 35,3 41,6
DPPC Ceov CHCI3 34,0 40,4

Opombe: kontrola 1, DPPC v pufru HEPES (10 mM, pH 7,0) v poskusih s CoFe;04, CoFe;04-CA in CB;
kontrola 2, DPPC v pufru HEPES (10 mM, pH 7,0 v poskusih s Fe203, Fe20s3-Si, Fe,03-Si-COOH in Fe,0s-
Si-NH,; DPPC v dH0 (op.: vrednosti pH nismo dolo¢ili), DPPC v pufru HEPES (10 mM, pH 7,0) z dodano
dH20 v razmerju 1:1 (v/v) (poskus s Ceo).

2 VPLIV NANOMATERIALOV NA BIOLOSKE MEMBRANE
2.1.1 Analiza EDS povrSine eritrocitov, izpostavljenih CoFe2O4 ali CoFe204-CA

Z metodo energijske disperzije X-zarkov (EDS) smo potrdili prisotnost materiala z vsebnostjo Co
in Fe v vzorcih, izpostavljenih suspenzijam CoFe2O4 ali CoFe204-CA (v PBS-citratnem pufru,
pH 7.,4; konéna koncentracija 1 mg/mL), vendar eritrociti niso bili na gosto prekriti z NM (pregl.
B7-B9; sl. B10, B11).

Preglednica B8: Rezultati analize EDS na izbranih obmoc¢jih na povrSini eritrocitov, izpostavljenih
CoFe04 ali CoFe204-CA

Izpostavitev Stevilo analiziranih Prisotnost
spektrov EDS CoinFe
CoFe20q4 25 1

CoFe04-CA 20 4
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Spectrum 1

Spectrum 1

Slika B10: Prisotnost materiala z vsebnostjo Co in Fe na povrsini eritrocitov, izpostavljenim CoFe;Oa.

(a) Posnetek SEM prikazuje mesto izbranega podro¢ja za analizo EDS. (b) Spekter EDS elementov,
zaznanih na izbranih podrogjih povrSine eritrocitov. Prisotnost Os na spektru EDS je posledica priprave
vzorcev (postfiksacija z 0sQOa), visoka vsebnost C pa zaradi ogljikovih diskov, na katere so bili vzorci vpeti
za analizo SEM.

Preglednica B9: Rezultati analize EDS (izraZeni v uteznih %) izbranega obmocja povrsine eritrocitov,
izpostavljenih CoFe,04
Podrocje analize C @) Fe Co Os
Spectrum 1 47 25 8 4 16

Opombe: Vsi rezultati so predstavljeni v uteznih %. Izbrano podrocje analize je prikazano na sliki B10.
Prisotnost Os na spektru EDS je posledica priprave vzorcev (postfiksacija z OsQa), visoka vsebnost C pa
zaradi ogljikovih diskov, na katere so bili vzorci vpeti za analizo SEM.

y

Spectrum 1
N

Slika B11: Prisotnost materiala z vsebnostjo Co in Fe na povrsini eritrocitov, izpostavljenih CoFe204-CA.

(a) Posnetek SEM prikazuje mesto izbranega podrodja za analizo EDS. (b) Spekter EDS elementov,
zaznanih na izbranih podrogjih povrsine eritrocitov. Prisotnost Os na spektru EDS je posledica priprave
vzorcev (postfiksacija z OsOs), visoka vsebnost C pa zaradi ogljikovih diskov, na katere so bili vzorci vpeti
za analizo SEM.
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Preglednica B10: Rezultati analize EDS (izraZeni v uteznih %) izbranega obmoc¢ja povrsine eritrocitov,
izpostavljenih CoFe,0s-CA

Podrocje analize C o Fe Co Os
Spectrum 1 51 23 11 6 9

Opombe: Vsi rezultati so predstavljeni v uteznih %. Izbrano podro¢je analize je prikazano na sliki B11.
Prisotnost Os na spektru EDS je posledica priprave vzorcev (postfiksacija z OsQa), visoka vsebnost C pa
zaradi ogljikovih diskov, na katere so bili vzorci vpeti za analizo SEM.

2.1.2 Mikrovezikulacija eritrocitov v prisotnosti nanomaterialov

Zabelezili smo pojav struktur okrogle oblike pri kontrolnih skupinah (1-urna izpostavitev PBS-
citratnemu pufru, pH 7,4; sl. B12a) in v prisotnosti Fe,O3-Si, Fe,03-Si-COOH ali GO (posnetki
niso prikazani). Prisotnost izrastkov v obliki tub smo opazili po izpostavitvi plo§¢icam GO (v
PBS-citratnem pufru, pH 7,4; 0,5 mg/mL; 1h) (sl. B12b); izrastek ima na koncu zakljuéek, ki bi
lahko ustrezal odcepljenim mikroveziklom.

SEI 15.0kv  X10,000 Tum WD 9.9mm SEI 10.0ky  X5,500 1/rm_ WD 10.1mm

Slika B12: Primer mikrovezikulacije eritrocitov.

Posnetek SEM (a) povrSine eritrocita z okroglimi strukturami (morebitnimi mikrovezikli) (kontrolni
vzorec; 1-urna inkubacija v PBS-citratnem pufru, pH 7,4) ali (b) eritrocita v prisotnosti cevasto oblikovanih
izrastkov, po izpostavitvi GO (v PBS-citratnem pufru, pH 7,4; kon¢na koncentracija GO: 0,5 mg/mL).
Izrastek ima na koncu zakljucek, ki bi lahko ustrezal odcepljenim mikroveziklom.
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2.2 ENCIMSKI  TESTI:  VPLIV OGLIJIKOVIH NANOMATERIALOV NA
AKTIVNOST ACETILHOLINESTERAZE

2.2.1 Vpliv ogljikovih nanomaterialov na inhibicijo in adsorbcijo ribje
acetilholinesteraze

Vpliv GO na inhibicijo in adsorpcijo encima smo zabelezili ze pri koncentracijah, nizjih od 0,01
mg/mL (pH 8,0), izpostavitev vi§jim koncentracijam (od 0,0476 do 0,0952 mg/mL; rezultati niso
vkljuceni v prikaz) ni povzrocila dodatnega zvisanja stopenj inhibicije in adsorpcije (sl. 22a).
Nanomateriala CB in MWCNT (sl. 22b,d) sta povzrocila priblizno enako stopnjo adsorpcije ribje
AChE na NM: za spoznanje bolj izrazita inhibicija v primerjavi z adsorpcijo je bila v okviru
eksperimentalne napake in je nismo razlagali kot pojav inhibicije encima pred nastopom
adsorpcije. Rezultati so pokazali na visoko afiniteto CB do AChE; Ze pri nizkih koncentracijah
smo zabelezili 50 % stopnjo adsorpcije oz. inhibicije (0,0001 oz. 0,0002 mg/mL), popolno
adsorpcijo pa nad 0,0004 mg/mL. V primeru GO smo zabelezili visoko stopnjo adsorpcije (>
90%) pri koncentraciji (0,03 mg/mL), stopnji inhibiciji in adsorpcije nista neposredno sovpadali,
kar nakazuje, da je po adsorpciji ribje AchE na GO njena aktivnost vsaj delno ohranjena. Pri
MWCNT se pri koncentracijah, visjih od 0,0143 mg/mL vpliv na AchE ni spreminjal z
nara$¢ajo¢o koncentracijo (sl. 22d). Prisotnost Ceo ni znaéilno vplivala na aktivnost AChE (sl.
22¢), zabelezili smo le blago povisano stopnjo adsorpcije pri koncentracijah, visjih od 0,02
mg/mL.

2.2.2 Vpliv ogljikovih nanomaterialov na inhibicijo in adsorbcijo acetilholinesteraze iz
¢loveskih eritrocitov

Nanomaterial GO je povzrocil najvisji stopnji adsorpcije in inhibicije encima v primerjavi z
ostalimi NM Ze pri izpostavitvenih koncentracijah do 0,04762 mg/mL (pH 8,0), pri visjih
koncentracijah pa sta stopnji adsorpcije in inhibicije $e narasli (sl. 23a). Zabelezili smo odsotnost
adsorpcije ali inhibicije delovanja AChE iz ¢loveskih eritrocitov po izpostavitvi Cgo (do 0,04762
mg/mL, sl. 23¢). Nanomateriala CB in MWCNT nista povzro¢ila inhibicije delovanja encima,
adsorpcija encima pa je narascala od izpostavitvene koncentracije CB 0,01 in 0,0238 mg/mL
MWCNT naprej (sl. 23b,d).

2.2.3 Primerjava vpliva ogljikovih nanomaterialov GO in CB na vretencarsko in

nevretencéarsko acetilholinesterazo

Zabelezili smo podoben trend vpliva CB in GO na vretencarski (ribja AChE) in nevretencarski
encim (zuzel¢ja AChE) (0,0001; 0,001 in 0,01 mg/mL, sl. 23) z razliko, da je CB bolj izrazito
inhibiral delovanje ribje AChE (sl. 23a), GO pa ZzuZel¢je AChE (Sl1. 23b). V primerjavi s CB je
prisotnost GO povzrocila niZjo inhibicijo obeh encimov (sl. 23a,c), medtem ko je bila stopnja
adsorpcije GO na oba encima vi§ja (sl. 23b,d). Ribja AChE je bila pri nizji koncentraciji (0,0001
mg/mL) bolj ob&utljiva na CB in odpornej$a na GO kot AChE.
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2.3 KVARNI UCINKI POLISTIRENSKIH NANODELCEV

2.3.1 Kvarni u¢inki polistirenskih nanodelcev z razli¢no koli¢ino aminoskupin na
povrsini

Ovrednotili smo pozitivno korelacijo med koli¢ino aminoskupin (—NH2) na povr$ini PS-NH>
(oznake 1-9) in izmerjenimi vrednostmi ¢-potenciala v NaCl (ImM, pH 7,0; 0,1 mg/mL) in pufru
PBS (pH 7.,4; 0,1 mg/mL). Vpliv razli¢nih suspenzij PS-NH, smo opisno prikazali v sosledju od
najmanj$ih do najveéjih absolutnih izmerjenih vrednosti {-potenciala v pufru PBS; poleg tega
smo za verodostojnejSo interpretacijo rezultatov podali tudi hidrodinamski premer ND,
ovrednoten z metodo DLS (0,1 mg/mL; pufer PBS, pH 7.,4). Odstopanje krivulj fluorescenénih
signalov med posameznimi ponovitvami je znacilno za epifluorescenéne metode, saj lahko visoko
koncentrirane suspenzije ND motijo zajem slike in analizo. Cetudi smo pri nekaterih ND
zabelezili porast ali padec signala na enem ali ve¢ kanalih (pri koncentracijah ND, vi§jih od 0,1
mg/mL), smo vpliv teh ND vrednotili kriti¢no, skladno z vplivom istih suspenzij pri nizjih
koncentracijah, tako da smo hkrati upostevali celostno stanje celic (rezultate sprememb vseh
opazovanih parametrov):

Opisno oceno vpliva (tocke a do h) smo podali na osnovi grafov intenzitete signala fluorescence
v vsakem kanalu v odvisnosti od koncentracije ND (vrednosti EC50 in IC50: pregl. B11, B12;

vrednosti -potenciala smo izmerili v pufru PBS (pH 7,4):
(a) Povrsinsko neobdelani PS in PS-COOH (negativna referen¢na materiala, izmerjeni vrednosti

¢-potenciala v pufru PBS, pH 7,4: ~ 0 mV, hidrodinamski premer: ~ 50 ali ~ 63 nm) niso
povzro¢ili kvarnih u¢inkov na testirane celi¢ne linije (24- ali 72-urna izpostavitev, 37 °C);
zabelezili smo podoben vzorec intenzitet signalov kot pri negativni kontroli.

(b) Nanodelci PS-NH2-4 (2 mV, 194 nm) in PS-NH-2 (3 mV, 113 nm) z nizko stopnjo relativne
koli¢ine skupin —NH: na povrsini ND niso vplivali na viabilnost celic, le pri najvi§jih
izpostavitvenih koncentracijah smo sporadi¢no zabelezili spremembe nekaterih parametrov
(mitohondrijska aktivnost, lizosomi, znotrajceli¢na koncentracija Ca?*).

(c) Pri PS-NH2-3 (2 mV, 158 nm) smo zabelezili blago povisan signal iz lizosomov pri astrocitih
in pljuénih celicah, znotrajceli¢na koncentracija Ca®* se ni spremenila (24- ali 72-urna
izpostavitev, 37 °C), medtem ko smo po 72 h zabelezili znacilno povisan signal iz lizosomov
pri astrocitih in zmanj$ano Stevilo plju¢nih celic.

(d) Pri izpostavitvi PS-NH2-1 (3,8 mV, 130 nm) smo zabelezili znacilno poviSanje signala iz
lizosomov (24- ali 72-urna izpostavitev, 37 °C); zacetni odziv celic smo zabelezili Ze pri
nizjih koncentracijah (~ 0,025 mg/mL). Pri jetrnih celicah smo zabelezili poviSanje
znotrajceli¢ne koncentracije Ca?* (24- ali 72-urna izpostavitev, 37 °C), po 72 h smo zabelezili
odmiranje pljucnih celic in poviSano intenziteto signala iz jedra pri astrocitih in pljuc¢nih
celicah.

(e) Pri PS-NHz-5 (6,3 mV, 315 nm) smo zabelezili zmanjSano mitohondrijsko aktivnost in
skréitev jedra (24- ali 72-urna izpostavitev, 37 °C), podobno pri vseh treh celi¢nih linijah, po
72 h tudi zmanjsano Stevilo pljucnih celic.
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(f) Nanodelci PS-NH,-7 (6,9 mV, 164 nm) so povzroédili povisanje signala iz jedra pri najvisji
koncentraciji pri astrocitih ter hkratno povisan signal iz kanala za merjenje mitohondrijske
aktivnost (po 24 h, 37 °C), kar najverjetneje nakazuje na interferenco ND z inStrumentom pri
najvisjih koncentracijah (1 mg/mL).

(9) Pri PS-NHz-6 (11,4 mV, 180 nm) smo po 24 h, in $e bolj izrazito po 72 h, zabelezili
spremembe vseh parametrov, razen pri lizosomih in znotrajceli¢ni koncentraciji Ca?".

(h) PS-NH-Bang’s (pozitivni referen¢ni material; 30 mV, 87 nm) so povzroéili izrazito apoptozo
vsej treh celi¢nih linij Ze po 24 h pri koncentraciji 0,05 mg/mL, cetudi je bila porast signala,
ki ustreza znotrajceli¢ni koncentraciji Ca?* (astrociti) ali lizosomov (pljuéne celice), manj
izrazita. V primerjavi z astrociti smo zabelezili nekoliko manj izrazit vpliv na plju¢ne in jetrne
celice.

2.3.2 Klastrska analiza povezave vrednotenih parametrov

Dendrogram, izrisan na osnovi Klastrske analize (Evklidska povezava, razdalja po Wardu)
vrednosti EC50 in IC50 (pregl. B11, B12) za izbrane parametre kvarnih u¢inkov na celice,
nakazuje na odsotnost smiselnega zdruzevanja ND glede na izmerjene vrednosti £-potenciala
(pufer PBS, pH 7,4) (sl. B14); odsotnost povezave je prikazana na grafih odvisnosti EC50 ali
IC50 posameznega parametra od vrednosti {-potenciala v pufru PBS (pH 7,4; 0,1mg/mL) (sl.
B18, B19).
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Nanodelci

Slika B14: Dendrogram medsebojne odvisnosti vrednotenih parametrov kvarnih u¢inkov na celi¢ne
kulture in vitro.

Klastrska analiza (Evklidska povezava, razdalja po Ward-u) rezultatov vrednotenih parametrov: $tevila
celic, velikosti jedra, morfologiji jedra, spremembe oblike (nabrekanje) ali Stevila lizosomov in celi¢na
smrt. Na navpicni osi je prikazana viSina ovrednotene razdalje med vrednostmi vseh parametrov, izmerjenih
pri posameznih ND. V analizo so vklju¢eni PS-NH, (oznake 1-9), PS-N(CHzs)s (oznake 1-3), PS-NH,-
Bang's (oznaka -B), PS-COOH, PS (oznaka -plain), ter ND CeO; (op.: vpliva CeO; nismo upostevali pri
analizi rezultatov in razpravi). Opombe: Na dendrogramu so ND oznaceni kot, npr. -NH z dodano
zaporedno $tevilko (oznake nl, A in H so del poimenovanja, potrebne le pri izvedbe analize v progamu in
jih ne razlagamo). Analiza in prikaz: dr. Damijana Kozlev¢ar, BiotehniSka fakulteta, Ljubljana.
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2.3.3 Kvarni u¢inki nanodelcev PS-N(CHs)s s stalnim pozitivnim nabojem na
povrsini

Rezultati izpostavitve suspenzijam PS-N(CHs)s (0znake 1-3) so potrdili, da so plju¢ne in jetrne
celice manj obcutljive v primerjavi z astrociti. Pri slednjih je izpostavitev PS-N(CHa)s-1 (¢-
potencial v pufru PBS, pH 7,4: 15 mV; hidrodinamski premer aglomeratov: ~800 nm) ali PS-
N(CHz3)3-2 (16 mV, 122 nm) povzrodila odziv, razlicen od zabelezenega pri PS-NH; (oznake 1-
9); zabelezili smo povisan signal iz jedra v odsotnosti socasne skréitve jedra ali izrazito
zmanjSanja $tevila celic (24-urna izpostavitev, 37 °C) (pregl. B11). Iz tega smo sklepali, da se je
koli¢ine DNA v jedru podvojila (celice so vstopile v fazo celi¢nega cikla S), kjer je (najverjetneje)
prislo do zaustavitve celi¢nega cikla in priCakovana posledi¢na delitev celic ni potekla. Ta
predpostavka ni potrjena z eksperimentalnimi rezultati; izvedli smo dodatne analize celicnega
cikla v prisotnosti ND PS-N(CHa)s (rezultati niso vkljueni v doktorsko nalogo). Socasno s
podvojeno koli¢ino DNA smo zabeleZili pove¢ano znotrajceli¢no koncentracijo Ca?* in povisan
signal iz lizosomov (nabrekanje lizosomov), celicno smrt pa le pri visjih koncentracijah ND (0,1
mg/mL). Po 72 h so bile dobljene krivulje vrednotenih parametrov podobne, a z izrazitejSim
vplivom, z izjemo nespremenjenega signala iz lizosomov (pregl. B12).

Po 24-urni izpostavitvi pljuénih ali jetrnih celic PS-N(CHzs)s (oznake 1-3) nismo zabelezili
kvarnih u¢inkov na celice (pregl. B11). Po 72 h smo opazili zacetek odziva celic z nabrekanjem
ali pove¢anim $tevilom lizosomov, sledil je dvig znotrajceli¢ne koncentracije Ca?*, z odsotnostjo
smrtnosti celic in vpliva na ostale parametre apoptoze (pregl. B12).
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Slika B15: Povezava EC50 ali IC50 parametrov (Stevila celic, velikosti jedra, morfologije jedra in
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mitohondrijske aktivnosti) z izmerjenimi vrednostmi {-potenciala po 24- ali 72-urni izpostavitvi PS-NH, z

razli¢no koli¢ino aminoskupin na povr$ini ND.

Na navpicni osi (levo ali desno) so prikazane ovrednotene vrednosti EC50 (morfologija jedra) ali 1C50
(Stevilo celic, velikost jedra, mitohondrijska aktivnost (ovrednotena na osnovi mitohondrijskega
membranskega potenciala) parametrov, po 24- ali 72-urni izpostavitvi. Na vodoravni osi so prikazane
vrednosti ¢-potenciala v PBS-citratnem pufru (0,1 mg/mL; pH 7,4), Ki ustrezajo razlicnim koli¢inam

aminoskupin na povrsini PS-NH..
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B16: Povezava EC50 ali IC50 parametrov (signal iz lizosomov, znotrajceli¢na koncentracija Ca?*,

propustnost membrane in skupna ocena prizadetosti celic) z izmerjenimi vrednostmi {-potenciala po 24-

ali 72-urni izpostavitvi PS-NH: z razli¢no koli¢ino aminoskupin na povr§ini ND.

Na navpicni osi (levo ali desno) so prikazane ovrednotene vrednosti EC50 (signal iz lizosomov,
znotrajceli¢na koncentracija Ca?*, propustnost membrane (permeabiliziranost membrane) in skupna ocena
prizadetosti celic (ovrednotena na osnovi vseh parametrov hkrati), po 24- ali 72-urni izpostavitvi. Na
vodoravne osi so prikazane vrednosti (-potenciala v PBS-citratnem pufru (0,1 mg/mL; pH 7,4), ki ustrezajo

razli¢nim koli¢inam aminoskupin na povrsini PS-NHa.
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Preglednica B11: Izracunane vrednosti EC50 in IC50 po 24-urni izpostavitvi astrocit (1321n1), celic
pljuénega epitelija (A549) ali jetrnih celic (HepG2) izbranim ND: PS-NH; (oznake 1-9), PS-N(CHa)s
(oznake 1-3), PS-NH-Bang's, PS-COOH ali PS

Z{h . Zeta Mitohon. Intracel. | . . Permeab. St.  Vel. Morf. Skupna
/celitcna  Nanodelci pot. 2+ Lizosomi Lo .

linija (mv) MP Ca plazm. celic jedra jedra ocena
1321n1 PS-N(CH3);-1 15,2 1,00 0,12 1,00 1,00 1,00 0,01 0,08 0,70
1321n1  PS-N(CH3):-2 16,1 1,00 0,09 1,00 0,10 1,00 1,00 0,08 0,50
1321n1  PS-N(CH3):-3 1,1 1,00 1,00 0,11 1,00 1,00 1,00 0,11 0,80
1321n1 PS-NH,-1 3,8 1,00 1,00 0,01 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
1321n1 PS-NH,-2 3,3 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
1321n1 PS-NH,-3 1,8 1,00 1,00 0,10 1,00 1,00 1,00 1,00 0,9
1321n1 PS-NH,-4 1,6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
1321n1 PS-NH,-5 6,3 0,17 1,00 1,00 0,81 1,00 1,00 1,00 0,90
1321n1 PS-NH,-6 11,4 1,00 1,00 0,06 1,00 0,43 1,00 1,00 0,90
1321n1 PS-NH,-7 7,0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,18 0,9
1321n1 PS-NH;-Bang's 28,5 0,01 0,01 0,00 0,13 0,01 0,01 001 0,10
1321n1 PS 0,0 1,00 0,03 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,9
A549  PS-N(CHs)s-1 15,2 0,08 0,10 0,10 1,00 0,10 1,00 1,00 0,60
A549  PS-N(CH3)s-2 16,1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
A549  PS-N(CH3):-3 1,1 1,00 1,00 0,00 0,96 1,00 1,00 1,00 0,9
A549 PS-NH,-1 3,3 1,00 0,74 0,46 1,00 1,00 1,00 1,00 0,80
A549 PS-NH,-2 1,8 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
A549 PS-NH,-3 1,0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
A549 PS-NH,-4 6,3 0,10 1,00 1,00 1,00 0,11 100 09 0,70
A549 PS-NH,-5 11,4 1,00 0,02 1,00 0,54 0,80 1,00 0,84 0,60
A549 PS-NH,-6 7,0 0,01 1,00 0,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
A549 PS-NH,-7 28,5 0,00 0,03 0,00 0,11 0,04 1,00 0,10 0,10
A549  PS-NH,-Bang's 28,5 0,00 0,38 0,03 0,19 0,00 1,00 0,02 0,10
A549 PS 0,0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-N(CH3)s-1 15,2 1,00 0,12 / 0,00 1,00 1,00 0,10 0,80
HepG2 PS-N(CH3)s-2 16,1 1,00 0,13 / 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
HepG2 PS-N(CH3)s-3 1,1 1,00 1,00 / 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-NH,-1 3,8 1,00 0,97 / 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
HepG2  PS-NH,-2 33 1,00 1,00 / 1,00 1,00 100 1,00 1,00
HepG2 PS-NH,-3 1,8 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-NH-4 1,6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-NH,-5 6,3 1,00 1,00 / 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-NH,-6 11,4 1,00 1,00 / 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-NH,-7 7,0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-NH,-Bang's 28,5 1,00 0,10 / 0,30 1,00 100 1,00 0,70
HepG2 PS 0,0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Op.: Vrednosti EC50 (intenziteta signala iz jedra, lizosomov, znotrajceli¢na koncentracija Ca%" propustnost
plazmaleme) ali IC50 (Stevilo celic, velikost jedra, mitohondrijska aktivnost) so izrazene v obmocju od 0
do 1; vrednost 1 pomeni odsotnost vpliva ND pri merjenih koncentracijah (do 1 mg/mL). Oznaka (/)
pomeni, da vrednosti EC50 ali IC50 ni bilo mogoge izraGunati iz pridobljenih podatkov.
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Preglednica B12: Izraunane vrednosti EC50 in IC50 po izpostavitvi (72h) astrocit (1321n1), celic
pljuénega epitelija (A549) ali jetrnih celic (HepG2) izbranim ND: PS-NH; (oznake 1-9), PS-N(CHa)3
(oznake 1-3), PS-NHz-Bang's, PS-COOH ali PS

72.vh . Zeta Mitohon. Intracel. | . . Permeab. St.  Vel. Morf. Skupna
/celi¢na Nanodelci pot. Lizosomi D .

linija (mV) MP Ca2+ plazm. celic jedra jedra ocena
1321n1  PS-N(CHg)s-1 15,2 1,00 0,06 0,01 0,03 056 1,00 0,12 0,50
1321nl  PS-N(CH3);-2 16,1 1,00 0,10 0,04 0,01 0,13 1,00 0,08 0,40
1321nl  PS-N(CH3);-3 1,1 1,00 0,13 0,08 0,06 1,00 100 0,11 0,70
1321n1 PS-NH,-1 3,8 1,00 1,00 0,08 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
1321n1 PS-NH,-2 3,3 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
1321n1 PS-NH-3 1,8 1,00 1,00 0,04 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
1321n1 PS-NH,-4 1,6 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
1321n1 PS-NH,-5 6,3 1,00 0,09 0,01 1,00 1,00 1,00 0,01 0,70
1321n1 PS-NH,-6 11,4 1,00 1,00 1,00 0,19 0,18 1,00 0,18 0,70
1321n1 PS-NH,-7 7.0 1,00 1,00 / 0,03 095 100 0,16 0,70
1321n1 PS-NH;-Bang's 28,5 0,00 0,01 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 0,10
1321n1 PS 0,0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
A549  PS-N(CHs)s-1 15,2 1,00 0,27 0,46 1,00 1,00 0,78 0,97 0,70
A549  PS-N(CHs):-2 16,1 1,00 0,10 0,03 0,00 1,00 1,00 1,00 0,70
A549  PS-N(CH3);-3 1,1 0,12 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
A549 PS-NH,-1 3,3 1,00 0,70 0,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,80
A549 PS-NH,-2 1,8 1,00 0,01 0,00 1,00 0,10 1,00 0,91 0,60
A549 PS-NH-3 1,0 0,21 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
A549 PS-NH,-4 6,3 1,00 1,00 1,00 1,00 0,08 1,00 1,00 0,90
A549 PS-NH,-5 11,4 1,00 0,39 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
A549 PS-NH,-6 7,0 1,00 0,11 1,00 0,98 1,00 1,00 1,00 0,90
A549 PS-NHz-7 28,5 0,15 1,00 1,00 0,67 0,10 0,18 1,00 0,70
A549  PS-NH.-Bang's 28,5 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
A549 PS 0,0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-N(CH3)s-1 15,2 1,00 0,10 / 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
HepG2 PS-N(CH3)s-2 16,1 1,00 0,12 / 1,00 1,00 1,00 0,10 0,80
HepG2  PS-N(CH3)s:-3 1,1 0,01 0,14 / 1,00 1,00 1,00 1,00 0,80
HepG2 PS-NH,-1 3,8 1,00 0,11 / 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90
HepG2 PS-NH,-2 33 1,00 1,00 / 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-NH,-3 1,8 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-NH,-4 1,6 / / / / / / / /
HepG2 PS-NH,-5 6,3 1,00 1,00 / 1,00 1,00 1,00 0,01 0,90
HepG2 PS-NH-6 11,4 0,14 0,63 / 0,20 0,0 1,00 0,86 0,70
HepG2 PS-NH,-7 7.0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
HepG2 PS-NH,-Bang's 28,5 0,01 0,06 / 1,00 1,00 1,00 0,87 0,60
HepG2 PS 0,0 1,00 1,00 / 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Op.: Vrednosti EC50 (intenziteta signala iz jedra, lizosomov, znotrajcelitna koncentracija Ca?",
permeabiliziranost plazmaleme) ali IC50 (Stevilo celic, velikost jedra, mitohondrijska aktivnost) so izrazene
v obmocju od 0 do 1; vrednost 1 pomeni odsotnost vpliva ND pri merjenih koncentracijah (do 1 mg/mL).
Oznaka (/) pomeni, da vrednosti EC50 ali IC50 ni bilo mogoce izracunati iz pridobljenih podatkov.
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2.3.4 PodrobnejSa analiza kvarnih ucdinkov nanodelcev PS-N(CH3)3-2 na celice
plju¢nega epitelija

Po 72-urni izpostavitvi celic A549 suspenzijam PS-N(CHz3)3-2 (s stalnim pozitivnim nabojem na
povrsini) nismo zabeleZzili celicne smrti in izrazitih sprememb lizosomov. V primerjavi z
izpostavitvijo PS-COOH (negativni referen¢ni material) smo zabelezili le majhno porast
intenzitete signala iz lizosomov (sl. B17, B18c), kar je najverjetneje odraz pri¢akovane
akumulacije PS-N(CHs)s-2 v lizosomih (sl. B19c). Izpostavitev PS-N(CHs)s-2 ni povzrocila padca
signala iz lizosomov, enako kot pri PS-NH>-Bang's (pozitivni referenéni material); slednje
nakazuje na povecano propustnostjo lizosomalne membrane (sl. B18a,c).

/é

N

Btevilo celic Velikost jedra Morf jedra Lizosomi Mitoh. aktivnnost  Celifna smrt

Slika B17: Primerjava vpliva PS-NH; Bang's, PS-COOH in PS-N(CHz3)3-2 na vrednotene parametre
kvarnega ucinka na celice plju¢nega epitelija alveolov po 72-urni izpostavitvi.

Vpliv ND (stolpci od leve proti desni): PS-NH2 Bang's (0,025 mg/mL; redke pike), PS-COOH (0,1 mg/mL;
posevne crte) in PS-N(CHs)s-2 (0,1 mg/mL; goste pike) na celice pljunega epitelija (A549) (72-urna
izpostavitev, 37 °C). Vrednoteni parametri sledijo od leve proti desni: Stevilo celic, velikost jedra,
morfologija jedra, spremembe oblike (nabrekanje) ali Stevila lizosomov, mitohondrijska aktivnost in
celi¢na smrt. Na navpi¢ni 0si nismo oznacili enot intenzitete fluorescenénega signala, saj med parametri
niso enotne; viSina stolpcev sluzi kot informativna primerjava vpliva testiranih ND. Rezultati so
predstavljeni kot povpre¢je dveh neodvisnih meritev.

Nanodelci PS-NH-Bang's (Slika B18a) so po 72-urni izpostavitvi povzro¢ili zmanj$ano $tevilo
celic A549, in niso bistveno vplivali na velikost jedra. Pri vi$jih koncentracijah (nad 0,06 mg/mL)
so PS-NH»-Bang's vplivali na spremembo morfologije jedra oz. zgo$¢evanje DNA v jedru, ter na
padec intenzitete signala iz mitohondrijev (zmanjSana aktivnost mitohondrijev) in iz lizosomov;
slednje lahko razlagamo kot odraz zmanjSanega Stevila lizosomov ali poviSane propustnosti
lizosomalne membrane kot posledica celi¢ne smrti. Povisano smrtnost celic smo zabelezili tudi z
oznaéevalcem za propustnost celiénih membran (barvilo To-Pro 3; sl. B18a, skrajno desni
diagram).

Pri celicah, izpostavljenin PS-COOH (negativni referen¢ni material), smo zabelezili rahlo
zmanjSanje mitohondrijske aktivnosti (pri koncentracijah, visjih od 0,125 mg/mL), ter porast
intenzitete signala iz lizosomov, kar je najverjetneje odraz kopicenja PS-COOH v lizosomih (sl.
B18Db). Izpostavitev PS-N(CHs)s-2 je povzro€ila zmanjSano Stevilo celic (manj izrazito kot pri
pozitivnemu referen¢nemu materialu), padec mitohondrijske aktivnosti (le pri eni ponovitvi), ter
blago povisan signal iz lizosomov (odraz nabrekanja ali povecanega Stevila lizosomov, sl. B19)
in propustnost plazmaleme (celi¢no smrt).
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Slika B18: Koncentracijsko odvisni vpliv pozitivnega (PS-NH2-Bang's), negativnega referen¢nega
nanomateriala (PS-COOQOH) in testiranih ND PS-N(CHj3)3-2 na vrednotene parametre kvarnega u¢inka na
celice pljuénega epitelija alveolov po 72-urni izpostavitvi.

Vpliv ND (a) PS-NH2-Bang's, (b) PS-COOH ali PS-N(CH?3)s-2 na celice plju¢nega epitelija (A549) po 72-
urni izpostavitvi. Na vodoravni osi so prikazane kon¢ne koncentracije ND (0, 0,0078; 0,0156; 0,0312;
0,0625; 0,125 in 0,25 mg/mL), na navpicni osi pa izmerjena intenziteta fluorescencnega signala. Diagrami
vrednotenih parametrov v odvisnosti od koncentracije sledijo od leve proti desni: Stevilo celic, velikost
jedra, morfologija jedra, mitohondrijska aktivnost, spremembe oblike (nabrekanje) ali Stevila lizosomov in
celicna smrt. Z namenom prikaza morebitnih odstopanj med neodvisnimi ponovitvami sta grafi¢no
predstavljeni dve neodvisni ponovitvi.
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Slika B19: Celice plju¢nega epitelija (A549), posnete pod konfokalnim mikroskopom.

(a) Kontrolne celice, (b) celice, izpostavljene PS-NH2-Bangs, (c) celice, izpostavljene PS-N(CHs)s. Celice
so bile po 72-urni izpostavitvi ozna¢ene s primarnimi protitelesi za proteine lizosomalne membrane (misje
poliklonsko protitelo 'anti-Lamp-1") in sekundarnimi protitelesi (AlexaFluor®488, op.: zeleni spekter).
Jedrna DNK je bila oznacena z barvilom Dapi (modri spekter). Vzorce smo posneli s konfokalnim
mikroskopom Leica TCS SP5 AOBS confocal microscope (Mannheim, Nem¢ija), UCD Conway Imaging
Core (zahvala za pomo¢ Dr. Dimitriju Scholz in UCD Conway Imaging Core Facilities, UCD, Dublin,
Irska).
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