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Povzetek

Cepivom se ze ve¢ desetletij dodajajo adjuvansi — to so snovi, ki povecajo imunski odziv
na dano cepivo. V veliki vecini primerov je kot adjuvans uporabljen ti. 'alum'. Pojavilo pa
se je tudi Ze nekaj potencialnih alternativ za alum, med katere Stejemo tudi nekatere
vecplastne trdnine, kot so vecplastni dihidroksidi. Le-ti spadajo v sploSnem med anionske
gline in so vecplastne anorganske kovinske strukture. Med njihove plasti lahko na
enostaven nacin interkaliramo razli¢ne spojine in s tem vplivamo na lastnosti takega
kompleksa. Vecplastnim dihidroksidom sorodne strukture so tudi hidroksi dvojne soli, ki
so do zdaj bile manj raziskane. Njihova sorodna struktura in enostavnost interkalacije pa
dajeta moznost za pripravo kompleksov, ki bi lahko imeli potencial za spodbujanje

imunskega odziva.

Namen naSega dela je bil torej ovrednotiti potencial nekaterih vecplastnih anorganskih
kovinskih matric kot adjuvansov. V ta namen smo sintetizirali Sest razli¢nih vecplastnih
trdnin in vanje interkalirali tri kisline, ki so sicer prisotne tudi v Krebsovem ciklu (jantarno,
jabol¢no in fumarno). Vse spojine smo podrobno karakterizirali z uporabo razli¢nih tehnik,
kot so rentgenska praskovna difrakcija, infrarde¢a spektroskopija, termogravimetrija,
vrsticna elektronska mikroskopija in merjenje velikosti delcev. Tako pripravljenim
spojinam smo nato na dveh celi¢nih linijah (THP-1 in RAW264.7) dolo¢ili citotoksi¢nost.
Izvedli smo tudi imunski test in tako izmerili koncentracijo dejavnika tumorske nekroze a

in interlevkina-6.

Ugotovili smo, da so vse sintetizirane hidroksi dvojne soli in njihovi interkalati bili preve¢
toksi¢ni, prav tako pa niso znacilno povecali koncentracije citokinov. Vecplastni
dihidroksid in njegovi interkalati so bili manj toksi¢ni, interkalat s fumarno kislino pa je
tudi nekoliko povecal koncentracijo citokinov in bi tako lahko predstavljal mozZznost za

nadaljnje raziskave.

Kljuéne besede: adjuvansi, vecplastni dihidroksidi, hidroksi dvojne soli, anorganske

kovinske matrice, vecplastne trdnine.



Abstract

For decades, components known as 'adjuvants' have been added to vaccines. Their role is
to increase the immune response to the administered vaccine. In most cases, the adjuvant
used is 'alum'. Some alternatives for alum have been presented, including layered solids,
such as layered double hydroxides. These are layered inorganic metal frameworks and
constitute a subset of anionic clays. We can easily intercalate different compounds in the
interlayer region, which affects the properties of such intercalates. Hydroxy double salts
have a similar structure to layered double hydroxides, but have thus far been less explored.
However, their similar structure and ease of intercalation offers a unique opportunity for
preparation of intercalates, that could have the potential of producing an increased immune

response.

The purpose of our work was to evaluate the potential of selected layered inorganic metal
frameworks as adjuvants. In order to achieve this objective, we synthesized six different
layered solids in which three different acids (succinic, malic and fumaric acid) that
participate in the citric acid cycle were intercalated. All synthesized products were
characterised using different methods, like X-ray diffraction, infrared spectroscopy,
thermogravimetry, scanning electron microscopy and measuring particle size. All products
were then evaluated on two different cell lines (THP-1 and RAW 264.7) for cytotoxicity.
We also conducted an ELISA to measure the release of tumour necrosis factor o and

interleukin 6.

All hydroxy double salts and their intercalates proved to be cytotoxic and did not
significantly increase the concentration of secreted cytokines. The layered double
hydroxide and its intercalates were less toxic. In addition, the layered double hydroxide
intercalated with fumaric acid slightly increased the release of the cytokines and could be a

lead for further research.

Key words: adjuvants, layered double hydroxides, hydroxy double salts, inorganic metal

frameworks, layered solids.
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1 Uvod

1.1 Adjuvansi

Izum cepiv je nedvomno eden izmed vecjih dosezkov moderne medicine — cepiva naj bi
resila cca. 3 milijone zivljenj na leto. Pri cepljenju izpostavimo organizem in imunski
sistem nekemu oslabljenemu antigenu v varnih pogojih, v katerih ni nevarnosti za okuzbo.
S tem povzro¢imo tvorbo spominskih celic imunskega sistema in omogo¢imo hitrejsi in

ucinkovitejsi odgovor na morebitne okuzbe v prihodnosti.

Klasi¢na cepiva v glavnem vsebujejo oslabljene ali inaktivirane mikrobe, medtem ko se
novejsa cepiva zanasajo na uporabo skrbno zasnovanih in ocis¢enih antigenov, ki imajo
vecjo varnost (1). Ker ponavadi manj intenzivno sprozijo imunski odziv, je potrebno
veckratno cepljenje ali pa vecja koncentracija antigena za doseganje iste ucinkovitosti.
Tudi s tem razlogom se k cepivom dodaja adjuvanse (iz latinskega adiuvare, kar pomeni
pomagati) — to so snovi, ki pove€ajo imunski odziv na dano cepivo in s tem zmanj$ajo

potrebo po veckratnem cepljenju in hkrati omogocajo rabo manjSe koncentracije antigena

2).

Lastnosti idealnega adjuvansa so nizka cena proizvodnje, varnost in zagotovitev dovolj
mocnega imunskega odgovora ob cepljenju. Najbolj pogosto se kot adjuvans v cepivih
uporablja ti. 'alum', ki ga je prvi omenil Glenny leta 1926 (3). Z vidika kemijske strukture
je Glenny-jev alum bil KAI(SO4),-12H,0. Mnogi imunologi pa dandanes pravzaprav z
nazivom 'alum' (nepravilno) opisujejo tako aluminijev oksihidroksid (AIO(OH)) kot tudi
aluminijev hidroksifosfat (AI(OH)«(POs),) (4). AIO(OH) ima kristalno vecplastno
strukturo, na povrSini katere so hidroksilne skupine. (AlI(OH).(PO4)y) pa ima amorfno

strukturo, na povrsini katere so prisotne hidroksilne in fosfatne skupine (5).

Sele leta 1997 je bilo registrirano cepivo proti gripi, v katerem kot adjuvans ni bil
uporabljen alum, ampak MF59 (emulzija O/V iz skvalena, ki ga stabilizirata povrSinsko
aktivni snovi). Kasneje sta se pojavili e AS03 (emulzija O/V iz skvalena, a-tokoferola in
povrsinsko aktivne snovi) v cepivu proti virusu influence HSN1 in AS04 (kombinacija
analoga LPS, monofosforil lipida A, in aluminijevega hidroksida) v cepivu proti virusu

hepatitisa B in humanemu papiloma virusu (6).



Kljub zelo razSirjeni uporabi pa aluminijevi adjuvansi niso popolni. Njihova najvecja
pomanjkljivost je, da v glavnem spodbudijo Th2-odziv in tako niso tako uporabni proti
boleznim, pri katerih le-ta nima glavne vloge (npr. znotrajceli¢ni paraziti ali tuberkuloza)
(4). Prav tako so z aluminijem domnevno povezani Stevilni stranski ucinki, za katere pa
sicer ni trdnih dokazov. Zaradi teh pomanjkljivosti je vredno iskati alternativne resitve.
Anorganske spojine, ki so bile raziskane v ta namen so: kalcijev fosfat, kobaltov oksid
(C0304), cinkov oksid (ZnO), drugi kovinski oksidi, zlati in srebrni nanodelci ter tudi

vecplastni dihidroksidi (LDH) (5).
1.2 Vecplastne trdnine

Trdnine so vecplastne takrat, ko so vezi med atomi iste ravnine veliko moc¢nejSe od vezi z
atomi sosednjih ravnin (7). Atomi v ravnini so tako obi¢ajno vezani kovalentno, medtem
ko so med sosednjimi ravninami prisotne van der Waalsove vezi. Posamezne plasti si tako
lahko predstavljamo kot velike planarne makromolekule, ki nalozene druga na drugo
sestavijo molekularne kristale oz. ve€plastne trdnine. Slika 1 prikazuje tipicno sestavo

vecplastnih trdnin.

debelina plasti 1

medplastno podrodje

medplastna razdalja 'd'

Slika 1: Tipi¢na sestava vecplastnih trdnin.

Tak$na sestava je Se posebej zanimiva, saj omogoca interkalacijo iona ali molekule med
plasti, ki se posledi¢no lahko razsirijo ali nabreknejo. Interkalacija je obi€ajno reverzibilna,
zato vecplastne trdnine lahko obifajno ohranijo svojo prvotno strukturo skozi proces

interkalacije in deinterkalacije.

Prvi primeri veCplastnih trdnin so se pojavili na Kitajskem med leti 600 in 700 z
nastankom porcelana. Ve¢je zanimanje za interkalacijo v vecplastne trdnine pa se je zacelo
okoli leta 1840, ko so odkrili, da se lahko Zveplova kislina vrine med plasti grafita. Sele po

letu 1960 pa je to zanimanje naraslo, predvsem zaradi odkritja, da interkalacija lahko

2



pomembno spremeni nekatere lastnosti prvotne spojine (npr. kemicne, kataliticne,

elektri¢ne in opticne) (7).

Interkalati vecplastnih trdnin so zelo uporabne spojine. Med pomembnejSimi je njihova
uporaba v litij-ionskih baterijah in pri heterogeni katalizi. Smekti¢ne gline, ki lahko
sprejmejo tako nevtralne kot tudi nabite spojine, pa se uporabljajo za razbarvanje jedilnih

olj, bistritev alkoholnih pija¢ in odstranjevanje kislih necistot iz PVC-ja.
1.3 Klasifikacija vecplastnih trdnin

Vecplastne trdnine lahko klasificiramo na ve¢ razlicnih nacinov. Najenostavneje jih
razdelimo na anorganske in organske glede na sestavo posameznih plasti. Tak$na
razdelitev ima smisel, ¢e so plasti ali povsem organske ali povsem anorganske, pomen pa

izgubi, Ce se sreCujemo z meSanimi plastmi.

Razdelimo pa jih lahko tudi glede na naboj plasti, in sicer v dve skupini, kot prikazuje
Slika 2: nenabite in nabite plasti (8). Prvo skupino lahko razdelimo na izolatorje (npr.
nikljev cianid, nikljev hidroksid, alkil in arilfosfonati kovin 4. skupine) in prevodnike (npr.
grafit). V drugo skupino pa spadajo nekatere kationske (npr. montmorijonit, saponit,
vermikulit, muskovit) in anionske gline (npr. hidrotalcit in druge hidrotalcitu podobne
gline). Kationske gline so v naravi bolj pogoste; sestavljajo jih negativho nabite
aluminijevo-silikatne plasti, med katerimi so kationi. Anionske gline so v naravi manj
pogoste, hkrati pa jih je moZno enostavno in poceni sintetizirati. Sestavljene so iz pozitivno

nabitih plasti iz kovinskih hidroksidov, med njimi pa so anioni in molekule vode (9).

- - - + o+ o+
EFDS EFDS EFD OO O
- - + o+
IO F> Fo OO
- - - + 4+ o+
kationska veéplastna trdnina nevtralna veéplastna trdnina anionska vetplastna trdnina

Slika 2: Klasifikacija vecplastnih trdnin glede na naboj plasti.



Solin pa je predlagal delitev vecplastnih trdnin v tri skupine na podlagi togosti in debeline
posameznih plasti (10). V 1. skupino spadajo trdnine s plastmi debeline enega atoma, kot
sta npr. grafit in borov nitrid. V 2. skupino spadajo trdnine, katerih plasti so obicajno
sestavljene iz treh ravnin med seboj povezanih atomov. V to skupino spadajo vecplastni
dihalkogenidi (npr. MoS,, TiS; in HfS,), Zelezov oksiklorid in ve¢ kovinskih halidov (npr.

FeCl, in CoCl,). Plasti trdnin iz te skupine so bolj toge v primerjavi s trdninami 1. skupine.

V 3. skupini pa najdemo trdnine, katerih plasti so obicajno sestavljene iz petih ali vec
ravnin med seboj povezanih atomov. Le-te so tako veliko bolj toge kot trdnine iz prvih

dveh skupin. Mednje uvrs¢amo vecplastne silikatne gline in vecplastne perovskite.
1.4 Anionske gline

Gline so med najpogostejSimi minerali, ki jih lahko najdemo v naravi. Uporabljajo se lahko
na veliko podrocjih. Pogosto jih uporabljamo kot gradbeni material, premaz in polnilo za
papir, pa tudi kot livarske kalupe, v macjih stranis¢ih in v zdravstvene namene. Lahko se

uporabljajo tudi kot adsorbenti, katalizatorji, ionski izmenjevalci, sredstva za razbarvanje

).
1.5 Vecplastni dihidroksidi

Najbolje znane anionske gline so hidrotalcitu podobni vecplastni hidroksidi (v izvirniku
layered double hydroxides, LDH). Le-te najdemo bodisi v naravi kot minerale ali pa jih
sintetiziramo v laboratoriju. Vsi LDH, ki jih lahko najdemo v naravi, imajo strukturo,
podobno hidrotalcitu 0z. njegovemu heksagonalnemu analogu manaseitu (11). Vecino
lahko opiSemo s splosno formulo [MHl_XMIIIX(OH)ZX]X+(A“')X/H-mH2O, pri Cemer je m!
divalenta kovina (obi¢ajno Ca+2, Mgﬂ, Ni+2, Zn+2, Mnﬂ, Feﬂ, Cu®? ali C0+2), M

trivalentna kovina (kot A1+3, Mn+3, Fe+3, Ni+3, C0+3) in A" primeren anion.

Osnovna struktura vecplastnih dihidroksidov je zelo podobna strukturi minerala brucita,
Mg(OH), (12). V brucitu je vsak magnezijev ion oktaedricno obkroZen s Sestimi
hidroksidnimi ioni, posamezni oktaedri pa si drug z drugim delijo robove in tako tvorijo
neskonéno dvodimenzionalno plast. Oktaeder je nekoliko sploS€en, razdalja med
hidroksidnimi ioni na isti strani plasti je 0,314 nm, razdalja med hidroksidnimi ioni na
nasprotnih straneh pa 0,270 nm. Dolzina vezi Mg-O je priblizno 0,207 nm, debelina
posamezne plasti pa 0,478 nm (11).



Pri hidrotalcitu dobijo plasti ob zamenjavi dela magnezijevih ionov z aluminijevimi
pozitivni naboj. Le-ta je v hidrotalcitu uravnotezen s karbonatnimi ioni, ki so med plastmi.
Med plastmi so tudi molekule vode, ki so z vodikovimi vezmi vezane na OH skupine v
plasteh ali na ione med plastmi. Elektrostatske interakcije in vodikove vezi med
posameznimi plastmi ter ioni oz. molekulami, ki so med njimi, omogocajo trdnost celotne

vecplastne strukture hidrotalcita.
1.5.1. Zgodovina LDH

Vecplastne dihidrokside poznamo Ze ve¢ kot 150 let, od odkritja minerala hidrotalcita leta
1842 na Svedskem. Leta 1915 je formulo hidrotalcita, [MgsAl,(OH);6]CO;3-4H,0, pravilno
dolocil Manasse (13), ki je prvi prepoznal pomembnost karbonatnih ionov v strukturi tega
minerala. Feitknecht je v 30-ih in 40-ih letih 20. stoletja veliko pisal o nastanku vecplastnih
dihidroksidov ob dodatku baze v raztopino, ki vsebuje M" in M™ ione. Napaéno pa je
sklepal, da se v njihovi strukturi izmenjujejo plasti bogate z npr. aluminijem in plasti
bogate z npr. magnezijem (14). Sele po letu 1960 pa sta Allman (15) in Taylor (16) s
pomocjo rentgenske praSkovne difrakcije dolocila tudi glavne znacilnosti strukture

vecplastnih dihidroksidov.

Termicno razgradnjo hidrotalcita in njegovo pretvorbo v spinel je leta 1944 opisal Caillere
( 17). Mg-Al mesane hidrokside (kasneje prepoznane kot hidrotalcit) so Ze leta 1960 zaceli
uporabljati kot antacide (18), uporaba hidrotalcitnih polnil za zaviranje gorenja pa je bila
patentirana leta 1975 ( 19). Leta 1973 je Miyata objavil prelomno raziskavo o sintezi in
fizikalno-kemijskih lastnostih hidrotalcitu podobnih spojin (20), od takrat pa je interes za
vecplastne dihidrokside le Se nara$cal in do danes so izvedli veliko raziskav na tem

podrocju, veliko pa ostaja Se tudi neraziskanega.
1.5.2. Priprava vecplastnih dihidroksidov

Vecplastne dihidrokside lahko sintetiziramo na veliko razlicnih na¢inov. Med direktne
metode priprave sodijo koprecipitacija oz. soobarjanje, sol-gel sinteza, metoda mehke
kemije (»chimie douce«), reakcija sol-oksid, hidrotermalna rast in elektrokemicna sinteza.
Indirektne metode priprave, ki kot predhodnik uporabljajo drug LDH, pa so vse metode
ionske izmenjave (direktna anionska izmenjava, anionska izmenjava z napadom kisline in

eliminacijo gostujocega iona v medplastnem prostoru ter anionska izmenjava s tvorbo soli



povrsinsko aktivne snovi) in druge metode, ki ne koristijo ionske izmenjave (metoda

razslojevanja in ponovne izgradnje ter metoda rekonstrukcije LDH) (21).
1.5.3. Koprecipitacija oz. soobarjanje

Metoda soobarjanja je najpogostejSa metoda za sintezo vecplastnih dihidroksidov, delno
tudi zato, ker je enostavna za uporabo tudi pri pripravi vec¢jih koli¢in. Pri metodi
soobarjanja se premesSata vodni raztopini dveh kovinskih soli v prisotnosti aniona in baze -

tako pride do nukleacije in rasti kovinskih hidroksidnih plasti.

Ta metoda se lahko uporablja le, ¢e je zeljen medplastni anion vezan vsaj toliko mocno kot
protiion v uporabljeni kovinski soli. Zato se ve¢inoma uporabljajo nitrati in kloridi, ne pa
sulfati. Ve¢ja pomanjkljivost je, da anion, ki ga vnaSamo v vecplastni dihidroksid, ne sme
prelahko tvoriti netopnih soli s prisotnimi kationi — LDH fosfatov zato ne moremo

pripraviti na tak nac¢in (11).

Ce zelimo doseCi soCasno obarjanje dveh ali ve¢ kationov, mora sinteza potekati v
prenasi¢eni raztopini. ObicCajno prenasicenje dosegamo z nadzorom pH vrednosti
raztopine. V tem primeru mora pH biti vi§ji ali enak tistemu pH, pri katerem se obori

najbolj topen hidroksid (22).

Po soobarjanju je nastala spojina pogosto podvrZzena Se toplotni obdelavi. Cilj le-te je
izbolj8an izkoristek in/ali kristalna struktura amorfnih ali slabSe kristaliziranih materialov.
Pogosto pri tovrstnem postopku vodno suspenzijo LDH segrevamo par ur ali ve¢ dni, na
temperaturi med 273 K in 373 K. Drug nacin pa je segrevanje vzorca v zlati ali srebrni
kapsuli ali v avtoklavu iz nerjave€ega jekla pod visokim pritiskom (med 10 in 150 Mpa)
(23). V laboratorijskem merilu pa se reakcijska zmes pogosto meSa ve¢ dni na povisani

temperaturi.

Pogosto se uporabljata dve razli¢ni metodi soobarjanja: obarjanje pri nizki nasic¢enosti in

obarjanje pri visoki nasic¢enosti.
1.5.3.1. Obarjanje pri nizki nasi¢enosti

Obarjanje pri nizki nasiCenosti obicajno poteka tako, da v reaktor, ki vsebuje vodno
raztopino Zzelenega medplastnega aniona, dodajamo meSani raztopini divalentne in

trivalentne kovinske soli v zelenem razmerju. Hkrati se dodaja tudi raztopina baze, in sicer



s kontrolirano hitrostjo, tako da se pH ohranja na Zeleni vrednosti, ki prinasa soobarjanje
obeh kovinskih soli. Hitrost dodajanja se lahko kontrolira z ro¢nim nadzorovanjem pH
vrednosti ali z uporabo avtomatske naprave za titriranje, kar obiajno prinasa boljse
rezultate (24). Anion, ki ga zelimo interkalirati, mora imeti visoko afiniteto do plasti LDH
in mora biti prisoten v presezku, saj sicer lahko pride do vkljucitve proti-anionov kovinskih
soli. LDH imajo zelo visoko afiniteto do karbonatnih anionov, zato se reakcije obi¢ajno
izvajajo v dusikovi atmosferi, da se s tem izognemo absorpciji ogljikovega dioksida iz
zraka, ki bi lahko povzrocil nastanek karbonatnih ionov. Prednost te metode je, da preko
natan¢nega nadzora pH raztopine omogoca natan¢no kontrolo gostote naboja (razmerje
M"/M™) hidroksidnih plasti nastajajoega LDH. Prav tako pri obarjanju ob nizki
nasicenosti obi¢ajno nastajajo oborine z bolj urejeno kristalno strukturo kot pri obarjanju
ob visoki nasiCenosti, saj je v prvem primeru hitrost rasti kristala vi§ja kot hitrost

nukleacije (25).
1.5.3.2. Obarjanje pri visoki nasi¢enosti

Pri tej metodi gre za dodajanje meSane raztopine M"/M™ soli v bazi¢no raztopino, ki
vsebuje ustrezen medplastni anion. Ob uporabi tega postopka obi¢ajno dobimo materiale z
manj urejeno kristalno strukturo, saj pride do nastanka velikega Stevila kristalizacijskih
jeder (25). Pri tej metodi se neprekinjeno spreminja pH raztopine, zato pogosto pride do
tvorbe necistth M(OH), in/ali M(OH); faz, in posledi¢no nastanka LDH z neZelenim
razmerjem M"/M™. Toplotna obdelava po soobarjanju lahko poveéa kristalno urejenost

amorfnih materialov.

V prvem objavljenem patentu za sintezo LDH, ki so se uporabljali kot predhodniki
katalizatorjev, so uporabili obarjanje pri visoki nasienosti. Mg/Al-COs3;, Ni/Al-COs,
Co/Mn/Al-CO;, Co/Mn/Mg/Al-CO; in Ni/Cr/Al-COs; LDH, kot tudi drugi dikovinski in
veckovinski LDH so bili sintetizirani z dodajanjem raztopine, ki je vsebovala soli, v

raztopino NaHCO; ( 26).
1.5.3.3. Druge metode obarjanja

Kristali nastajajo v dveh korakih — najprej nukleacija, nato rast kristala. Med rastjo pa
dejansko poteka Se ve€ razli¢nih procesov, kot so npr. aglomeracija, lomljenje, Ostwaldovo
zorenje. Tako pri obarjanju pri visoki kot tudi pri nizki nasi¢enosti pa postopek mesanja
raztopin soli in baze poteka kar nekaj Casa, zato imajo jedra, ki nastanejo na zacetku

7



postopka, veliko ve¢ Casa za rast, kot tista, ki nastanejo na koncu. Nemogoce se je torej
izogniti Siroki porazdelitvi velikosti nastalih kristalov. S tradicionalnima metodama

obarjanja je tako tezko nadzorovati velikost delcev in porazdelitev LDH.

To tezavo bi lahko reSila nova metoda, pri kateri bi nukleacija in rast kristala potekali
strogo loceno (27). Pri taki metodi najprej pride do zelo hitrega meSanja in nukleacije v
koloidnem mlinu, ki mu sledi lo¢en proces rasti. LDH, sintetizirani s to metodo, imajo
podobne lastnosti kot LDH, sintetizirani s klasicnima metodama obarjanja, ima pa nova
metoda ve€ prednosti — nastali materiali so manjsi in tudi porazdelitev velikosti je ozja. To
naj bi bila posledica ekstremnih sil v koloidnem mlinu, ki preprecujejo agregacijo jeder. Ta
metoda je primerna tudi za sintezo ve¢jih koli€in in se Ze uporablja za proizvodnjo LDH na

Kitajskem.

Sinteza LDH pa je mozna tudi preko hidrolize uree; tako dobimo kon¢ne produkte z bolj
urejeno kristalno strukturo (28). Urea je Sibka Brenstedova baza, ki je zelo dobro topna v
vodi. Hitrost hidrolize uree pa lahko enostavno nadzorujemo s kontrolo temperature
reakcijske meSanice. Na enak nacin lahko vplivamo tudi na kon¢ni pH reakcije, ki je

priblizno 9. Tak pH pa je primeren za obarjanje Stevilnih kovinskih hidroksidov.
1.5.4. Ionska izmenjava

Soobarjanje je dale¢ najbolj pogosta metoda za sintezo vecplastnih dihidroksidov. Seveda
obstajajo primeri, ko se ta metoda ne more uporabiti — npr. ko kovinski kationi ali anioni
niso stabilni v bazi¢nih raztopinah, ali ko je reakcija med kovinskimi ioni in anioni bolj
ugodna. V takih primerih se lahko uporabi metoda ionske izmenjave, pri kateri anione v
LDH zamenjamo s tistimi, ki jih Zelimo vstaviti. To je tudi najbolj uporabna metoda za
sintezo interkalatov. Reakcija poteka preprosto tako, da v vodni raztopini, ki vsebuje

presezek aniona, ki ga Zelimo vstaviti, raztopimo LDH (29).
Ionska izmenjava obicajno poteka po enem izmed dveh principov:
LDH-A™ + X" — LDH (X" )yn + A™

ali

LDH-A™ + X" + mH" — LDH-(X")mn + HnA



Pri prvem procesu predhodnik vsebuje le enovalentne anione, kot so klorid, nitrat ali
perklorat, ki imajo Sibke elektrostatske interakcije s plastmi. Pri drugem procesu pa
predhodnik vsebuje anione, ki lahko reagirajo s kislino, kot so karbonati ali karboksilati

(npr. tereftalat).
Na uspesno ionsko izmenjavo vpliva ve¢ faktorjev:

e afiniteta do novega aniona (v sploSnem velja, da imajo ioni z ve¢jim nabojem in

manjSim ionskim radijem vecji potencial za izmenjavo),

e medij, v katerem reakcija poteka (vodni medij naj bi olajsal izmenjavo anorganskih

anionov, organsko topilo pa organskih anionov) (29),

e pH vrednost (ne sme biti nizja od 4, saj bi se pod to vrednostjo zacele raztapljati

bazi¢ne LDH plasti),
e sestava plasti,

e temperatura (v glavnem naj bi reakcija potekala hitreje pri visjih temperaturah)

(22).
1.6 Hidroksi dvojne soli

Hidroksi dvojne soli (v izvirniku hydroxy double salts, HDS) so po obnaSanju in strukturi
zelo podobne LDH, vendar so do zdaj bile dosti manj raziskane. LDH vsebujejo meSanico
divalentnih in trivalentnih kovinskih ionov, medtem ko pri HDS najdemo meSanico le
divalentnih kovinskih ionov. Splosna formula HDS je [(M%z_xMe%x)(OH)4_y]Xn'y/,,-szO,
pri tem sta M*" in Me®" divalentna kovinska iona (npr. Cu®*, Co™", Ni*" ali Zn*"), X" pa je
medplastni anion (30). Slednjega se da enostavno zamenjati s pomocjo ionske izmenjave,

tako v HDS lahko vstavimo §irok spekter anionov.

Primer HDS-a je cinkova bazi¢na sol (ZBS) [Zns(OH)s](NO3),-2H,0, ki je sestavljena iz
oktaedrov M(OH)s, ki si delijo robove, z eno tretjino praznih oktaedri¢nih mest in z

dodatnimi Zn*" kationi name$¢enimi nad in pod plastmi (31).

Metode priprave HDS so v sploSnem zelo podobne metodam priprave LDH.



1.7 Interkalacija LDH in HDS

LDH in HDS so izredno uporabni na $tevilnih podroc¢jih. Zamenjavo medplastnega aniona
pri obeh skupinah spojin dosezemo enostavno, predvsem z metodo ionske izmenjave, z njo
pa vplivamo na lastnosti spojin in s tem na funkcionalnost. Spojine, ki jih interkaliramo so
na tak nacin stabilizirane in zas¢itene pred toploto in svetlobo, interkalati pa lahko delujejo

tudi kot rezervoarji, iz katerih se interkalirana spojina kontrolirano sprosc¢a dalj casa (32).

Predvsem v LDH so uspeli interkalirati veliko razli¢nih kompleksnih anionov. Williams in
sodelavci so v celo druzino LDH s splosno formulo [MAIl4(OH);,](NO3),.yH,O (M = Zn,
Cu, Ni, Co) interkalirali ve¢ razli¢nih dikarboksilatov, mono- in disulfonatov (33). Khan in
sodelavci so v veC razliénih LDH interkalirali ve¢ kot 50 razli¢nih spojin (zdravilne
ucinkovine, agrokemikalije, vitamine, etericna olja, barvila), ki so precej uporabne v
industriji (34). Li in sodelavci so na LDH nanodelce adsorbirali DNA in ugotovili, da
imajo taksni plazmidni kompleksi velik potencial za uporabo pri protitumorskih cepivih
(35). Markland in sodelavci so v tri razli¢ne »gostitelje« LDH interkalirali umetna sladila
(acesulfam K, ciklamat in saharin), pomozno snov za preprecevanje grenkobe (ferulat) in
izboljSevalec okusa (teobromin) in opazovali njihovo spro$¢anje v umetni slini (32).
Taksni interkalati bi se lahko uporabljali v prehrambni industriji. Millange in sodelavci so
raziskovali selektivno interkalacijo 1,4-benzendikarboksilatnega aniona iz raztopine, v
kateri je bil tudi 1,2-benzendikarboksilatni anion (36). To bi lahko predstavljalo enostaven

in u¢inkovit nacin za lo€evanje in ¢iScenje teh (in morda tudi drugih) izomerov.

Bull in sodelavci so v HDS Zn-NO; interkalirali ibuprofen, diklofenak in 2,4,5-
triklorofenoksiocetno kislino in opazovali njihovo spro$¢anje - nastale nanostrukture bi se
lahko v prihodnosti uporabljale kot dostavni sistemi za zdravila (31). Jin in sodelavci so v
HDS Zn-Cl interkalirali Mn (II) komplekse — taksni sistemi bi se lahko uporabljali kot
kontrastna sredstva pri magnetni resonanci (37). Kaassis in sodelavci so v tri razlicne HDS
(Zn-NOs, ZnCo-NOs in ZnNi-NOs) interkalirali diklofenak, naproksen in valprojsko
kislino (38). Isti avtor je s kolegi v dva biokompatibilna HDS (FeZn-Cl in MgZn-Cl)
interkaliral naproksen in raziskal podaljSano sproscanje le-tega iz HDS. Iz interkalata
HDS-naproksen so kasneje pripravili tudi tablete, ki so ustrezale vsem zahtevam ameriske
farmakopeje in bi tako lahko predstavljale nov nacin za dostavo farmacevtskih u¢inkovin

(30). Taj in sodelavci so prav tako pripravili tableto iz HDS, ki je vseboval ibuprofen in
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ugotovili, da se interkalirana ucinkovina spros¢a kontrolirano v pogojih podobnih

gastrointestinalnemu traktu (39).
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2 Namen dela

Vecplastne trdnine so se na ve¢ podrocjih izkazale kot uporabne spojine, predvsem zaradi
enostavne zamenljivosti medplastnih ionov in s tem vpliva na lastnosti nastalih
interkalatov. Tako iz LDH kot iz HDS so sintetizirali ze veliko razli¢nih interkalatov,
hkrati pa potekajo tudi Studije, ki raziskujejo potencial uporabe interkalatov LDH kot
adjuvansov, katerih rezultati veliko obetajo. HDS so Se precej neraziskane spojine, kar

predstavlja priloznost za nova odkritja.

V magistrski nalogi bomo preverili potencial petih razlicnih HDS in enega LDH, ter
njihovih interkalatov s tremi kislinami (jantarno, jabol¢no in fumarno), kot adjuvansov. V
ta namen bomo najprej osnovne spojine sintetizirali in jih karakterizirali z uporabo vec
tehnik — infrardece spektroskopije, rentgenske praskovne difrakcije, vrsti¢ne elektronske
mikroskopije, termogravimetrije in merjenjem velikosti delcev ter polidisperznega indeksa.
Sintetizirali bomo tudi interkalate posameznih HDS in LDH s vsako izmed treh kislin in
tudi te karakterizirali z Ze omenjenimi tehnikami. Postopke interkalacije bomo poskusali

optimizirati s spreminjanjem dolzine in temperature reakcije.

Vse spojine bomo preizkusili na dveh celi€nih linijah — THP-1 (humani monociti) in
RAW264.7 (misji makrofagi). Po inkubaciji celic z naSimi spojinami bomo sprva preverili
stopnjo celicne citotoksicnosti. Izvedli pa bomo tudi test ELISA, s katerim bomo preko
ucinka spojin na nastajanje citokinov TNF-a in IL-6 preverjali prisotnost morebitnega

imunskega odziva.
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Materiali in metode
3.1 Materiali
3.1.1. Sinteza HDS in LDH ter interkalacija
3.1.1.1. Kemikalije
e 7ZnO (cinkov oksid, Cistota > 99%, Sigma Aldrich)
e 7Zn(NOj3), 6H,0 (cinkov nitrat heksahidrat, Cistota > 98%, AlfaAesar)
e Co(NOs),-6H,0 (kobaltov (II) nitrat heksahidrat, ¢istota > 96%, VWR Prolabo)
e Ni(NO3),-6H,0 (nikljev nitrat heksahidrat, Cistota > 98,5%, Sigma Aldrich)
e 7ZnCl; (cinkov klorid, ¢istota > 98%, AlfaAesar)
e Zn(CH3COO),-2H,0 (cinkov acetat dihidrat, Cistota > 99%, Sigma Aldrich)
e Ca(NOs3),'4H,0 (kalcijev nitrat tetrahidrat, ¢istota 99-103%, Sigma Aldrich)
e AI(NO3);-9H,0 (aluminijev nitrat nonahidrat, ¢istota > 98%, Sigma Aldrich)
e NaOH (natrijev hidroksid, ¢istota > 98,5%, Fisher Scientific UK)
e NaNOs (natrijev nitrat, Cistota > 99%, Sigma Aldrich)
e jantarna kislina (Cistota > 99,0%, Sigma Aldrich)
e dinatrijeva sol jabol¢ne kisline (Cistota > 95%, Sigma)
e fumarna kislina (¢istota > 99,0%, Acros organics)
e natrijev hidroksid (Cistota > 97,0%, Fisher Scientific UK)
3.1.1.2. Laboratorijska oprema
e pH elektroda 3inl (VWR)
e magnetno mesalo s toplotno plosco (RET basic C, IKA)

e magnetno mesalo (Cimarec i Poly, Fisher Scientific UK)

13



prenosna tehtnica Navigator XL (OHAUS)
analizna tehtnica Pioneer (OHAUS)
analizna tehtnica CPA225D (sartorius)
konvekcijska pecica (Carbolite Gero Ltd.)
avtomatske pipete Discovery Comfort (HTL)
laboratorijska steklovina: ¢ase, merilni valji, epruvete, merilne bucke, viale
3.1.2. Delo s celicami
3.1.2.1. Kemikalije
RPMI Medium 1640 (1X) + GlutaMAX (Gibco)
DMEM (1X) + 4.5/L D-glukoza + L-glutamin + piruvat (Gibco)
Heat Inactivated FBS (goveji fetalni serum, Gibco)
penicilin/streptomicin (Gibco)
Trypan Blue barvilo 0,4% (tripan modro, Gibco)
DPBS (1X) fosfatni pufer, brez CaCl, in MgCl, (Gibco)
TrypLE Express (1X) + Phenol Red (stabilni tripsin s fenol rde¢im, Gibco)
Alamar Blue (natrijeva sol resazurina, Sigma)

Komplet ELISA za doloc¢anje ¢loveskih/mi§jih TNF-a/IL-6 (Insight Biotechnology
Limited)

DPBS 1x10L (Gibco)
Tween-20 (Sigma-Aldrich)
BSA (goveji serumski albumin, ¢istota > 98%, Sigma-Aldrich)

raztopina substrata ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina),
Sigma)
14



raztopina substrata TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin, Sigma)
3.1.2.2. Laboratorijska oprema

Neubauerjeva izbolj$ana komora za Stetje (Marienfeld)

50 mL sterilne centrifugirke (Sarstedt)

15 mL sterilne centrifugirke (Corning)

250 mL sterilne steklenice za gojenje celic (Greiner)

sterilno strgalo za celice (TRP)

mikrotitrske plosce s 96 vdolbinicami z ravnim dnom (Thermo Scientific)

mikrotitrske plosce s 96 vdolbinicami in U dnom (Greiner)

avtomatska multikanalna pipeta Discovery Comfort (HTL)

ELISA mikrotitrske plosce s 96 vdolbinicami z ravnim dnom (Thermo Scientific)
3.1.2.3. Aparature

Binder C 170 inkubator (37 °C, 5% CO,)

centrifuga 5804R (Eppendorf)

EVOS FL invertni fluorescencni mikroskop

centrifuga z ohlajanjem LMC-4200R (Grant-bio)

rotamikser/vorteks (Hook & Tucker Instruments)

magnetno mesalo z moznostjo segrevanja SC162 (Stuart)

Autura avtomatiziran umivalec mikrotitrskih plos¢ (Mikura)

mesSalnik za mikrotitrske plosce (SciQuip)
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3.2 Metode
3.2.1. Sinteza HDS in LDH

Vse HDS in LDH smo sintetizirali z metodami, opisanimi v literaturi (40).
[Zns(OH)s](NO3),'yH,O (Zn-NOs) smo pripravili z meSanjem 4,2 g ZnO in 24,1 g
Zn(NO3),-6H,0 v 60 mL deionizirane vode. Reakcijska meSanica se je mesala 6 dni, nato
smo produkt ocistili s pomoc¢jo vakuumske filtracije in ga sprali z vodo in z majhnim

volumnom acetona. Tako ociS¢en beli prah smo shranili za kasnejSo uporabo.

[Zn3 3Co;2(OH)3](NO3),:yH,0 (ZnCo-NOj3) smo pripravili z meSanjem 3,0 g ZnO in 8,7 g
Co(NOs3),-6H,0 v 18 mL deionizirane vode. [Zn3;Ni,(OH)g](NO3),-yH,0 (ZnNi-NO3) smo
pripravili z meSanjem 3,0 g ZnO in 8,7 g Ni(NO3),:6H,0 v 18 mL deionizirane vode.
[Zns(OH)s]Cl,-yH,0 (Zn-Cl) smo pripravili z meSanjem 3,0 g ZnO in 7,3 g ZnCl, v 18 mL
deionizirane vode. [Zns(OH)g](CH3COO), yH,O (Zn-acetat) smo pripravili z meSanjem
3,0 g ZnO in 8,1 g Zn(CH3COO0),-2H,0 v 18 mL deionizirane vode. Postopek sinteze in
¢is€enja je bil pri vseh HDS enak. Vse sintetizirane spojine so bile praskaste, ZnCo-NOs je

bil rdece barve, ZnNi-NOj zeleno-modre, ostali bele barve.

Za sintezo [CaAl(OH)s]NO;3-yH,O LDH (CaAl-NOs) smo pripravili dve raztopini (41).
Za prvo smo zmesali 17 g Ca(NOs),-4H,0 in 11,7 g AI(NO3)3-9H,0 v 80 mL deionizirane
vode. Druga raztopina pa je vsebovala 6,3 g NaOH in 9,1 g NaNO; v 44 mL deionizirane
vode. Nato smo prvo raztopino med meSanjem po kapljah dodajali drugi. Nastalo reakcijo
mesanico smo mesali 24 ur na oljni kopeli pri 80 °C. Po 24 urah smo reakcijsko meSanico

odstranili iz oljne kopeli in vakuumsko prefiltrirali.
3.2.2. Interkalacija

Za interkalacijo smo uporabili tri razlicne dikarboksilne kisline s Stirimi ogljikovimi atomi
— jantarno (butandiojsko, ang. succinic acid), jabol¢no (2-hidroksibutandiojsko, ang. malic
acid) in fumarno (¢rans-butendiojsko, ang. fumaric acid) kislino. Vse tri v ionski obliki
sodelujejo v Krebsovem ciklu, ki je del metabolne poti, preko katere aerobni organizmi

pretvarjajo ogljikove hidrate, maScobe in beljakovine v ogljikov dioksid, vodo in ATP.
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Slika 3: Jantarna, jabol¢na in fumarna kislina (od leve proti desni).

Interkalacijo smo izvedli z metodo ionske izmenjave, po postopkih opisanih v literaturi. 5-
kratni molarni presezek posamezne kisline smo raztopili v deionizirani vodi in pH uravnali
na pH 8 s pomoc¢jo 1 M raztopine NaOH in pH elektrode. 0,2 mmol posameznega HDS oz.

LDH smo nato zmesali z 10 mL te raztopine.

Postopek interkalacije pri jantarni kislini smo poskusali optimizirati z meSanjem pri
razli¢nih temperaturah in spreminjanjem ¢asa mesanja. Vse kombinacije teh pogojev so

bile naslednje:
e sobna temperatura in 5 dni
e 50°Cin2dni
e 50°Cin3dni
e 60°Cin3dni
e 70°Cin5 dni
e 90°Cin4 dni

Nato smo surov produkt ocistili s pomocjo vakuumske filtracije in ga sprali z vodo ter

manj$im volumnom acetona ter 24 ur susili v peci pri 30 °C.
3.2.3. Metode karakterizacije
3.2.3.1. Rentgenska difrakcija (XRD)

Rentgenska difrakcija je hitra, nedestruktivna analizna metoda, ki se uporablja za
karakterizacijo trdnih kristaliniénih vzorcev. S to metodo dobimo podatek o dimenzijah
osnovne celice. Temelji na konstruktivni interakciji med monokromatskimi rentgenskimi

zarki in vzorcem kristala.
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Meritve rentgenske difrakcije so bile izvedene na School of Pharmacy, University of
London. Uporabili smo difraktometer MiniFlex 600 (Rigaku). Obmocje snemanja je bilo
3°—40°, 20. Korak je znasal 0,01°, hitrost pa 3°/minuto.

3.2.3.2. Infrardeca spektroskopija (IR)

InfrardeCa spektroskopija je hitra metoda, ki nam omogoca identifikacijo funkcionalnih
skupin v vzorcu in s tem olajSa identifikacijo in karakterizacijo vzorca. Temelji na
presvetlitvi vzorca z infrarde¢im spektrom elektromagnetnega valovanja ter merjenjem
absorbance pri razli¢nih frekvencah. Iz pridobljenega spektra lahko razberemo, katere

funkcionalne skupine so prisotne v vzorcu.

Meritve infrardece spektroskopije so bile izvedene na School of Pharmacy, University of
London. Uporabili smo spektrometer Spectrum 100 FT-IR (PerkinElmer) pri temperaturi
25 °C.

3.2.3.3. Termogravimetri¢na analiza (TGA)

Termogravimetri¢na analiza temelji na merjenju spremembe mase vzorca pri segrevanju v
dolocenem casu. Do sprememb v masi pride zaradi razgradnje, hlapenja komponent in

reakcij z atmosfero. Uporabna je predvsem za dolo¢anje deleZa vode v vzorcu.

Meritve infrardeCe spektroskopije so bile izvedene na School of Pharmacy, University of
London. Uporabili smo instrument Discovery TGA (TA Instruments). Uporabili smo
aluminijeve posodice, hitrost segrevanja je bila 10 °C/minuto, maksimalna doseZzena

temperatura pa 400 °C. Meritve so bile izvedene v dusikovi atmosferi.
3.2.3.4. Vrsticni elektronski mikroskop (SEM)

Vzorci so bili analizirani s Quanta 200 FEG SEM (FEI) na School of Pharmacy, University

of London.
3.2.3.5. Velikost delcev in polidisperzni indeks (PDI)

Velikost delcev in polidisperzni indeks smo dolocali na principu fotonske korelacijske
spektroskopije, z napravo ZetaSizer NanoZS (Malvern) na School of Pharmacy, University
of London. Meritve smo izvajali pri temperaturi 25 °C, disperzni medij je bil absolutni

etanol (viskoznost: 1,074 mPas, lomilni koli¢nik: 1,361).
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3.2.4. Gojenje celic
3.2.4.1. Priprava gojis¢

Preglednica I: Sestava gojisc¢a za posamezno celi¢no kulturo.

Celi¢na Sestava hranilnega gojiSc¢a Priprava in shranjevanje
linija
THP-1 500 mL RPMI Medium 1640 (1X) + - '
Gojis¢a smo pripravili po
GlutaMAX _ _
nacelih tehnike asepti¢nega
50 mL FBS

o o dela v komori z laminarnim
5 mL penicilin/streptomicin

pretokom zraka. Shranjevali
RAW264.7 500 mL DMEM (1X) + 4.5 g/L D-glukoza

_ . smo jih v hladilniku v
+ L-glutamin + piruvat

celicnem laboratoriju pri
50 mL FBS

o o temperaturi 2-8 °C.
5 mL penicilin/streptomicin

3.24.2. THP-1

THP-1 so humane monocitne celice, ki izvirajo iz ¢loveka z akutno monocitno levkemijo.
So suspenzijske celice. Celice THP-1 smo gojili v inkubatorju pri temperaturi 37 °C in v
atmosferi s 5 % vsebnostjo ogljikovega dioksida. Rast celic smo pozorno spremljali in jih
subkultivirali vsake 2-3 dni. Pri postopku subkultivacije smo suspenzijo celic najprej zbrali
v 50 mL centrifugirki. Le-to smo centrifugirali pri sobni temperaturi in 1200 rpm, 10
minut. Nato smo supernatant zavrgli in celice ponovno suspendirali v gojiscu (5 ali 10 mL,
odvisno od koli¢ine celic) ter jih tako pripravili na Stetje. Alikvot celic smo v razmerju 1:1
zdruzili z barvilom Trypan Blue. To smo nato nanesli na komoro za Stetje in pod
svetlobnim mikroskopom presteli Zive celice v vseh §tirih kvadrantih. Stevilo Zivih celic
smo delili s 4, pomnozili s faktorjem red¢enja 2, volumnom celi¢ne suspenzije (5 ali 10
mL) in konstanto 10*. Tako smo dobili celotno 3tevilo celic v suspenziji. Celice smo nato
suspendirali v svezem gojis¢u (segretem na temperaturo 37 °C) pri gostoti 5x10° celic/mL

in jih inkubirali.

Celice so pred prvo subkultivacijo bile zamrznjene v tekocem dusiku, zato smo jih morali

odmrzniti. Kriovialo s celicami smo prenesli na ogreto kopel (cca. 37 °C) za 2 minuti oz.
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dokler se celicna suspenzija ni odtalila. Nato smo kriovialo obrisali s 70% etanolom.
Celi¢no suspenzijo smo premesali z neznim pipetiranjem in jo prenesli v 15 mL ali 50 mL
centrifugirko. V kriovialo smo dodali 1 mL optimiziranega RPMI in tudi to nato prenesli v

centrifugirko — s tem smo pobrali Se preostanek celic.

V centrifugirko smo nato pocasi in po kapljicah dodajali optimiziran RPMI s sterilno
plasticno pipeto za enkratno uporabo. Skupaj smo dodali 9-10 mL, centrifugirko smo
nezno obrnili na glavo, da bi dosegli lepSo disperzijo. Nato smo centrifugirali pri sobni
temperaturi in 1000 rpm, 6-7 minut. Supernatant smo zavrgli in celice suspendirali za Stetje
s Trypan Blue barvilom, ki je potekalo po postopku opisanem zgoraj. Celice smo nato
suspendirali v svezem goji¢u (segretem na temperaturo 37 °C) pri gostoti 5x10° celic/mL

in jih inkubirali.
3.243. RAW264.7

RAW264.7 je celi¢na linija adhezivnih mis§jih makrofagov. Celice RAW264.7 smo prav
tako gojili v inkubatorju pri temperaturi 37 °C in v atmosferi s 5% vsebnostjo ogljikovega
dioksida. Rast celic smo pozorno spremljali in jih subkultivirali vsaka 2 dni. Pri postopku
subkultivacije smo suspenzijo celic najprej zbrali v 50 mL centrifugirki. RAW264.7 je
adhezivna celi¢na linija, zato smo celice v gojilni posodi sprali z 5-10 mL PBS (brez
Ca/Mg) in tudi tega zbrali v centrifugirki. V gojilno posodo smo nato dodali encim tripsin,
ki pritrjene celice odcepi od dna. Dodali smo ga priblizno 8 mL oz. dovolj, da je prekril
dno posode. Gojis¢e smo nato dali v inkubator za 10 minut. Nato smo pod invertnim
fluorescen¢nim mikroskopom preverili, ali so se celice uspesno odlepile od dna. Ce se $e
niso, smo celice Se nekoliko dalj pustili v inkubatorju s tripsinom, vendar ne ve¢ kot 30

minut.

Ko smo dosegli Zeleno Stevilo celic v suspenziji, smo s sterilnim celiénim strgalom
postrgali dno. Nato smo tripsin deaktivirali s 16 mL optimiziranega DMEM medija (oz.
dvakratnim volumnom tripsina) in suspenzijo zbrali v isti centrifugirki. Centrifugirali smo
pri sobni temperaturi in 1200 rpm, 10 minut, odlili supernatant in celice suspendirali v
optimiziranem DMEM mediju ter jih tako pripravili na Stetje. Le-to je potekalo s pomocjo

barvila Trypan Blue, po postopku opisanem pri celicah THP-1.

Celice smo nato suspendirali v svezem gojiséu pri gostoti 5x10° celic/mL in jih inkubirali.
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Tudi te celice so bile pred prvo subkultivacijo zamrznjene v teko¢em dusiku. Odtajanje je

potekalo po enakem postopku, kot je opisan pri THP-1 celicah.
3.2.5. Test Alamar Blue

Alamar Blue oz. alamar modro je barvilo, ki se uporablja za oceno citotoksi¢nosti in
celicne proliferacije. Aktivna sestavina reagenta je resazurin, ki je netoksi¢na, celi¢no
permeabilna spojina modre barve, ki prakti¢no ne fluorescira. Ob vstopu v zivo celico se
resazurin pretvori v resorufin, ki povzroéa zelo moéno rde¢o fluorescenco. Zive celice
kontinuirano pretvarjajo resazurin v resorufin in tako omogocajo kvantitativno meritev
citotoksi¢nosti. Koli¢ina izmerjene fluorescence ali absorbance je sorazmerna s Stevilom Se
zivih celic in z metabolizmom le-teh. PoSkodovane in mrtve celice imajo nizji

metabolizem in s tem proizvajajo Sibkejsi signal kot zdrave celice.

0
|y
/@1 N n reduku] av Zivih celicah
0 0 0

i
Na
natrijeva sol resazurina natrijeva sol resorufina

gibka flourescenca mocna flourescenca

Slika 4: Pretvorba resazurina v resorufin pote€e v celicah, ki so metabolno aktivne.

Za pripravo testa Alamar Blue smo uporabili mikrotitrsko ploS¢o s 96 vdolbinicami z
ravnim dnom. Robne vdolbinice smo pustili prazne, saj iz njih pogosto pride do
izhlapevanja. V ostale smo napipetirali po 200 pL celicne suspenzije pri koncentraciji
5x10° celic/mL. Za pozitivno kontrolo smo imeli samo celice, za negativno pa smo celicam
dodali lipopolisaharid (LPS) v koncentraciji 100 ng/mL. V ostale vdolbinice smo dodali 10
uL prej pripravljene raztopine posameznega vzorca v PBS pri masni koncentraciji 10
mg/mL. Pokrito ploS¢o smo nato pustili 24 ur v inkubatorju pri temperaturi 37 °C in v

atmosferi s 5% vsebnostjo ogljikovega dioksida.

Celice THP-1 smo nato prenesli na mikrotitrsko plo$¢o s 96 vdolbinicami z ukrivljenim
dnom. Celice RAW264.7 smo pustili na plos¢i z ravnim dnom. Posamezno mikrotitrsko
plos¢o smo 2 minuti centrifugirali pri 4 °C pri 1500 rpm. Nato smo v dve sterilni plos¢i z

ukrivljenim dnom prenesli v vsako po 75 pL supernatanta. Ti dve ploS¢i smo zamrznili za
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kasnejSe izvajanje testa ELISA. V naso prvotno plos¢o pa smo nato v vsako vdolbinico
dodali po 150 pL optimiziranega gojisc¢a (RPMI za THP-1 in DMEM za RAW264.7) in 20
uL barvila Alamar Blue. Tudi v eno od praznih vdolbinic smo dodali 200 pL gojisca in 20
uL barvila — ta nam je sluzila kot slepa meritev. PloSCo smo inkubirali 2 uri in nato izmerili

fluorescenco (Aex = 570 nm, Aep, = 585 nm).
3.2.6. Encimskoimunski testi (ELISA)

Z uporabo kompleta za doloCanje citokinov proizvajalca Insight Biotechnology Limited
smo po protokolu proizvajalca dolo€ili citokina TNF-a in IL-6. Uporabili smo tako
komplet za doloanje humanih citokinov kot tudi misjih, saj smo uporabljali humano in
miSjo celi€no linijo. Po navodilu proizvajalca smo pripravili pufre, ki jih opisuje

Preglednica II.

Preglednica II: Sestava pufrov za ELISO.

Pufer/raztopina  Sestava Priprava in shranjevanje

PBS 9,6 ¢ DPBS . . -
_ Raztopimo v 1 litru destilirane
preciscena voda do 1000 mL

vode.
Pufer za 9,6 g DPBS o ‘ ‘
Shranjujemo pri sobni
spiranje 0,5 mL Tween-20 _
. temperaturi.
prec¢iscena voda do 1000 mL
Blokirni pufer 0,96 g DPBS
1 g BSA
preciscena voda do 100 mL Raztopimo v 100 mL destilirane
Diluent 0,96 g DPBS vode in prefiltriramo.
0,1 g BSA Shranjujemo v hladilniku pri 4 °C.

0,5 mL Tween-20

prec¢iscena voda do 100 mL

Iz standarda, ki smo ga v osnovi pripravili pri masni koncentraciji 1,0 pg/mL, smo s
kontinuiranim red¢enjem v diluentu pripravili koncentracije 2000 pg/mL, 1000 pg/mL, 500
pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL in 15,625 pg/mL.
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V mikrotitrske ploSce, posebej namenjene izvajanju testa ELISA, smo dodali raztopino
primarnega protitelesa ter plosc¢e ¢ez noc¢ inkubirali. Zjutraj smo jih $tirikrat sprali s pufrom
za spiranje in v vdolbinice dodali blokirni pufer. Inkubirali smo 1 uro pri sobni

temperaturi, nato smo Stirikrat sprali.

Za ELISO smo uporabili vsebino plos¢ s 75 puLL. zamrznjenega supernatanta. Plos¢e smo
odmrznili in v vsako vdolbinico dodali 30 uLL PBS. Nato smo vsebino vdolbinic prestavili
v prej pripravljene ELISA plosce. V proste vdolbinice smo dodali Se posamezne raztopine

standarda in Cisti PBS za slepo meritev.

Plos¢o smo 2 uri inkubirali, nato smo jo Stirikrat sprali in dodali biotinilirano detekcijsko
protitelo. Nato smo znova 2 uri inkubirali, ponovno Stirikrat sprali in dodali konjugat
avidina s peroksidazo. Sledilo je 30 minut inkubacije z omenjenim encimom in spiranje.
Nato smo v vdolbinice dodali substrat ABTS ali TMB in pustili 30 minut, da se je razvilo

obarvanje.

Absorbanco smo izmerili pri 405 nm s popravkom nastavljenim na 650 nm, ko smo

uporabili ABTS oz. pri 370 nm, ko smo uporabili TMB.

Iz izmerjenih absorbanc za pripravljene standarde smo izdelali umeritveno premico in tako

iz absorbanc izracunali koncentracije posameznega citokina ob dodatku raztopin vzorcev.
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4 Rezultati in razprava

4.1 Karakterizacija spojin

4.1.1. Karakterizacija [Zns(OH)s](NO3),'yH;O in interkalatov

Zn-NO3 + fumarna K.
Zn-NO3 + jabolcna k.
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Slika 5: FTIR-spektri [Zns(OH)g](NOs3),°yH,O in interkalatov.

Spodnji graf na Slika 5 prikazuje FTIR-spekter [Zns(OH)g](NO3), yH,O. Najbolj razviden
je vrh pri 1360 cm™, ki nakazuje na asimetriéno raztezanje vezi N-O. Prav tako lahko
opazimo veé vrhov pri 1000 cm™, ki so znagilni za vibracije Zn-O. Med 3600 cm™ in 2900
cm™' najdemo vrhove, ki so posledica OH raztezanja vezi hidroksilnih skupin v plasteh in v
molekulah vode — na zgornji meji so proste OH skupine, na spodnji pa OH skupine, ki
tvorijo vodikove vezi. Trije vrhovi v tem predelu so povezani s tremi tipi hidroksilnih
skupin. Oster vrh pri 3570 cm™ lahko pripisemo raztezanju OH skupin, ki ne tvorijo
vodikovih vezi, vrh pri 3400 cm™ lahko pripisemo vibracijam OH skupin, ki tvorijo
vodikove vezi z nitratnimi skupinami, §irok vrh pri 3250 cm™ pa pripisemo raztezanju OH
skupin vodnih molekul. Vrh pri 1630 cm™ pa je znacilen za raztezanje H-O-H in

upogibanje OH v vodnih molekulah med plastmi (42).
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Na spektrih interkalatov, ki so si pricakovano precej podobni, saj so si tudi kisline med
seboj zelo podobne, opazimo nekaj sprememb. Se vedno vidimo irsi vrh pri 3400 cm™, ki
ga lahko pripisemo raztezanju O-H. Pri 1540 cm™ in 1400 cm™ pa opazimo vrhova, ki ju

lahko pripiSemo vibracijam karboksilne kisline.

Zn-NO3 + fumarna k.

Zn-NO3 + jabolcna k.

Zn-NO3 + jantarna k.

intenziteta

| YN Y

Zn-NO3
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Slika 6: Praskovni difraktogrami [Zns(OH)g](NO3),*yH,0, standarda in interkalatov.

Slika 6 prikazuje praskovne difraktograme naSega [Zns(OH)g](NOs),'yH,O, njegovih
interkalatov in spekter [Zns(OH)s](NOs3),-yH,0, ki smo ga pridobili iz baze anorganskih
kristalnih struktur (ICSD). Opazimo lahko, da se vrhovi naSega Zn-NOs lepo ujemajo s

standardom.

Po Scherrerjevi enacbi lahko tudi izraCunamo velikost delcev za osnovno spojino:

- K-2
" B-cos®

Po izracunu dobimo povprecno velikost delca 41,1 nm in relativno standardno deviacijo

16,0 %.

Spektri interkalatov so si tudi v tem primeru zelo podobni. Opazimo lahko, da je pri vseh

pri¢akovano prislo do premika nekaterih vrhov v levo.
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Slika 7: Termogrami [Zns(OH)g](NOs3),2yH,0O in interkalatov.

Slika 7 prikazuje termograme [Zns(OH)g](NOs),-yH,O in interkalatov pri segrevanju do
400 °C. Termogram osnovnega Zn-NOs se sklada s predlaganim mehanizmom razpada

(43):

[Zns(OH)s](NO3),-2H,0 — [Zns(OH)s](NOs), + 2H,0
[Zns(OH)s](NO3), — [Zn3(OH)4](NO3), + 2Zn0O + 2H,0
4[Zn3(OH)4](NO3), — 9ZnO + 3Zn(NOs), + 7H,0 + 2HNO3
Zn(NOs); — ZnO + NO;, + NO + O,

Tako lahko opazimo S§tiri korake termi¢nega razpada. V prvem koraku (100 - 140 °C) je
izguba mase 5,6 %, kar sovpada z izgubo dveh molekul vode zaradi dehidracije (y =2). V
drugem koraku (140 — 190 °C) sledi 6,2 % izguba mase, kar spet ustreza izgubi dveh
molekul vode, v tem primeru zaradi dehidroksilacije. V tretjem koraku (190 — 220 °C)
pride do 14,4 % izgube mase, v zadnjem koraku (220 — 270 °C) pa do 7,3 % izgube mase.

Vse skupaj vodi do kon¢nega razpadnega produkta, cinkovega oksida.

Termogrami vseh treh interkalatov so si znova precej podobni. Opazimo lahko, da do cca.

200 °C razpad poteka podobno kot pri osnovni spojini.
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Slika 8: Slikano s SEM: levo zgoraj Zn-NOs, desno zgoraj Zn-NOj; + jantarna k., levo
spodaj Zn-NOs + jabol¢na k., desno spodaj Zn-NOj; + fumarna k.

Slika 8 pa prikazuje spojino [Zns(OH)s](NOs),:yH,O in interkalate, slikane z vrsti¢nim
elektronskim mikroskopom. Interkalat z jantarno kislino je slikan pri 10.000x povecavi,

vse ostale spojine pa pri 20.000x povecavi.

Preglednica III: Velikost delcev, relativna standardna deviacija in polidisperzni indeks

[Zns(OH)s](NO3)22yH,0 in interkalatov izmerjena z ZetaSizer-jem.

velikost [pm] relativna st. dev. PDI
Zn-NO3 3,33 9,6 % 0,43
Zn-NO; + jantarna k. 1,03 10 % 0,27
Zn-NO; + jabol¢na k. 1,83 26 % 0,37
Zn-NO; + fumarna k. 2,34 17 % 0,37
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Iz slik osnovne spojine lahko dolo¢imo povprecno velikost posameznega delca, ki je

znaSala 2,76 um pri relativni standardni deviaciji 31,9 %.

Preglednica III pa prikazuje velikost delcev, relativno standardno deviacijo in polidisperzni
indeks [Zns(OH)g](NO3), yH,0O in interkalatov izmerjeno z ZetaSizer-jem. Tako pri tem
kot tudi pri vseh ostalih HDS ter LDH se je merjenje velikosti z ZetaSizer-jem izkazalo za
problemati¢no. Zelo tezko je bilo namrec pridobiti zanesljive meritve, saj so delci zelo

hitro sedimentirali.
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4.1.2. Karakterizacija [Zns(OH)s]Cl, yH;O in interkalatov

Zn-Cl + fumarna k.
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Slika 9: FTIR-spektri [Zns(OH)g]Cl,*yH,0 in interkalatov.

Spodnji graf na Slika 9 prikazuje FTIR-spekter [Zns(OH)g]Cl,-yH,0. Ce ga primerjamo s
spektrom [Zns(OH)g](NOs),yH,0O, je najbolj o€itna razlika odsotnost mocnega vrha pri
1360 cm’, saj v tej spojini ni prisotne vezi N-O, ki je za ta vrh odgovorna. Tudi v tem
spektru pa opazimo veé vrhov pri 1000 cm™, ki indicirajo Zn-O vibracije. Prav tako vidimo
vth pri 1540 cm™, ki je znaGilen za raztezanje H-O-H in upogibanje OH v vodnih
molekulah med plastmi in pa vrh pri 3570 cm™, ki ga lahko pripiSemo raztezanju OH

skupin, ki ne tvorijo vodikovih vezi.

Podobno kot pri Zn-NOs, na spektrih interkalatov, opazimo nekaj sprememb. Tako tudi tu
$e vedno vidimo $ir$i vrh pri 3400 cm™, ki ga lahko pripisemo raztezanju O-H. Pri 1540
cm™ in 1400 cm™” pa opazimo vrhova, ki ju lahko pripisemo vibracijam karboksilne

kisline.

Slika 10 prikazuje praSkovne difraktograme naSega [Zns(OH)g]Cl'yH>O, njegovih
interkalatov in spekter [Zns(OH)g]Cl, yH,0, ki smo ga pridobili iz ICSD. Opazimo lahko,

da se vrhovi naSega Zn-Cl lepo ujemajo s standardom.
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Slika 10: Praskovni difraktogrami [Zns(OH)g]Cl,*yH,0, standarda in interkalatov.

Po Scherrerjevi enacbi za izra¢un delcev v tem primeru dobimo velikost delca 36,7 nm in

relativno standardno deviacijo 5,2 %.

Spektri interkalatov so si znova precej podobni. Pri¢akovano smo opazili premik nekaterih

vrhov v levo.

Slika 11 prikazuje termogram [Zns(OH)s]Cly-yH,O in interkalatov. Kot vidimo, termicni
razpad osnovne spojine poteka v dveh korakih. V prvem koraku (100 — 162 °C) je izguba
mase 3,3 %, kar se povsem sklada z izraCunano izgubo pri dehidraciji ene molekule vode
(v =1). V drugem koraku (162 — 300 °C), pa je izguba mase 12,8 %, kar je blizu izraCunani

vrednosti 13,3 % za izgubo Stirih molekul vode.
Mehanizem razpada se torej sklada s predlaganim (44):
[Zns(OH)3]Cl,-H,O — [Zns(OH)s]Cl, + H,O
[Zns(OH)3]Cl, — 4ZnO + ZnCl, + 4H,0

Vzorec tudi nad temperaturo 400 °C Se izgublja maso zaradi izhlapevanja ZnCl,, ki

popolnoma izhlapi Sele pri vis§jih temperaturah.
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Slika 11: Termogrami [Zns(OH)g]Cl,*yH,0O in interkalatov.

Potek termiCnega razpada pri interkalatih Zn-Cl z jantarno in fumarno kislino je skoraj

povsem enak, medtem ko interkalat z jabol¢no kislino razpada nekoliko pocasneje.

Slika 12 pa prikazuje spojino [Zns(OH)g]Cl,-yH,O in interkalate slikane z vrsti¢nim
elektronskim mikroskopom. Interkalat z jantarno kislino je slikan pri 10.000x povecavi,

vse ostale spojine pa pri 20.000x povecavi.

Iz slik lahko dolo¢imo povpre¢no velikost posameznega delca osnovne spojine, ki je

znaSala 1,38 um pri relativni standardni deviaciji 36,5 %.

Preglednica IV pa prikazuje velikost delcev, relativno standardno deviacijo in polidisperzni

indeks [Zns(OH)g]Cl,-yH,0 in interkalatov izmerjeno z ZetaSizer-jem.
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Slika 12: Slikano s SEM: levo zgoraj Zn-Cl, desno zgoraj Zn-Cl + jantarna k., levo spodaj
Zn-Cl + jabol¢na k., desno spodaj Zn-Cl + fumarna k.

Preglednica IV: Velikost delcev, relativna standardna deviacija in polidisperzni indeks

[Zns(OH)s]ClyeyH,0 in interkalatov izmerjena z ZetaSizer-jem.

velikost [pm] relativna st. dev. PDI
Zn-Cl 2,27 6,0 % 0,31
Zn-Cl + jantarna k. 1,20 28 % 0,38
Zn-Cl + jabol¢na k. 2,22 42 % 0,73
Zn-Cl + fumarna k. 1,16 21 % 0,29
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4.1.3. Karakterizacija [Zns(OH)s](CH3COO),'yH;O in interkalatov

Znp-acetat + fumarna k.
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Slika 13: FTIR-spektri [Zns(OH)s](CH3COO),*yH,O0 in interkalatov.
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Slika 14: Praskovni difraktogrami [Zns(OH)s](CH3COO),*yH,0 in interkalatov.
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Slika 13 prikazuje FTIR-spekter [Zns(OH)g](CH3COO), yH,0 in interkalatov. Pri spektru
osnovne spojine opazimo med 2900 cm™ in 3600 cm™ §irok vrh, ki je posledica raztezanja
vezi O-H - tako prostih OH skupin, kot tudi tistih, ki tvorijo vodikove vezi. Pri 2900 cm™
zaznamo zelo Sibak signal, ki je posledica simetri¢nega in asimetri¢nega raztezanja vezi C-
H medplastnega acetatnega aniona. Mocan vrh pri 1400 cm™ je lahko posledica
asimetricnega in simetricnega raztezanja karboksilatne skupine acetatnega aniona. Vrh pri
1540 cm™, ki je v prejsnjih spektrih bil znailen za raztezanje H-O-H in upogibanje O-H v
vodnih molekulah med plastmi, pa je verjetno prekril mocan vrh, ki je posledica

asimetri¢nega raztezanja CO*". Pri 1000 cm™ pa znova opazimo vibracije vezi Zn-O.

Spektri interkalatov se v tem primeru ne spremenijo kaj dosti. Se vedno opazimo §irok vrh
med 2900 cm™ in 3600 cm™, ki ga povzroéi raztezanje vezi O-H in pa dva mo¢na vrhova
pri 1400 cm™ in 1540 cm™, ki ju tako pri osnovni spojini, kot tudi pri interkalatih, povzroci

simetri¢no in asimetri¢no raztezanje karboksilne skupine.

Slika 14 prikazuje praskovni difraktogram [Zns(OH)s](CH3COO),-yH,O in interkalatov.
Tudi v tem primeru lahko po Scherrerjevi enacbi izraCcunamo velikost delcev osnovne

spojine. Le-ta znaSa 25,4 nm pri relativni standardni deviaciji 46,6 %.
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Slika 15: Termogrami [Zns(OH)s](CH3COO),*yH,0 in interkalatov.

34



Slika 15 prikazuje termograme [Zns(OH)s](CH3;COO),-yH,O in interkalatov. Predlagan

mehanizem termi¢nega razpada za osnovno spojino (y = 4) je slede¢ (45):
[Zns5(OH)s](CH3COO),-4H,0 — [Zns(OH)s](CH3COO), + 4H,0
[Zns(OH)g](CH3COO), — Zn(CH3COO), + 4H,0 + 4ZnO
Zn(CH3;COO0), — ZnO + (CH3CO),0

Pri¢akovane izgube mase so torej 11,2 % za dehidracijo v prvem koraku, Se enkrat 11,2 %
za dehidroksilacijo v drugem koraku in 15,8 % za tretji korak. Skupna izguba mase naj bi
torej znaSala priblizno 38,2 %. Kot hitro razberemo iz naSega termograma, pa je celotna
izguba mase ogromna, in sicer znaSa kar 75,7 %. Tudi zacne se zelo hitro — pri prejs$njih

spojinah se je

Slika 16: Slikano s SEM: levo zgoraj Zn-acetat, desno zgoraj Zn-acetat + jantarna k., levo

spodaj Zn-acetat + jabol¢na k., desno spodaj Zn-acetat + fumarna k.
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dehidracija pricela pri 100 °C, medtem ko se pri tej razpad pricne Ze pri 40 °C in je pri 100
°C razpadlo ze 22 % vzorca. Tako lahko predvidevamo, da je v nasem vzorcu bilo prisotno

veliko vlage.

Vzorec smo zato Se bolj posusili in Sele nato 1z njega sintetizirali interkalate. Tudi zato pri

termogramih interkalatov pride do dosti manjSe izgube mase.

Slika 16 pa prikazuje spojino [Zns(OH)s](CH3COO),-yH,O in interkalate, ki so bili slikani
z vrsticnim elektronskim mikroskopom. Interkalat z jantarno kislino je slikan pri 10.000x

povecavi, vse ostale spojine pa pri 20.000x povecavi.
Delci so bili slabo vidni, zato na ta nacin tej spojini nismo uspeli dolociti velikosti delcev.

Preglednica V pa prikazuje velikost delcev, relativno standardno deviacijo in polidisperzni

indeks [Zns(OH)s](CH3COO0),*yH,0 in interkalatov izmerjeno z ZetaSizer-jem.

Preglednica V: Velikost delcev, relativna standardna deviacija in polidisperzni indeks

[Zns(OH)s](CH3COO0),*yH,0 in interkalatov izmerjena z ZetaSizer-jem.

velikost [pum] relativna st. dev. PDI
Zn-acetat 1,54 11 % 0,46
Zn-acetat + jantarna k. 2,10 3,0% 0,43
Zn-acetat + jabol¢na k. 1,52 35 % 0,35
Zn-acetat + fumarna k. 2,59 81 % 1
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4.1.4. Karakterizacija [Zn3§Co12(OH)s](NO3),'yH;0 in interkalatov
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Slika 17: FTIR-spektri [Zn3; §Co; 2(OH)g](NO3),2yH,0 in interkalatov.
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Slika 18: Praskovni difraktogrami [Zn; gCo;2(OH)s](NO3),*yH,O in interkalatov.
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Spodnji graf na Slika 17 prikazuje FTIR spekter [Zn;3Co;2(OH)g](NOs),-yH,0, ki je
precej podoben spektru [Zns(OH)g](NOs3),-yH,O (Slika 5). Znova opazimo par vrhov pri
1000 cm™, ki so posledica vibracij vezi Zn-O. Prav tako je ponovno prisoten mo¢an vrh pri
1360 cm™, ki je posledica prisotnosti vezi N-O in njihovega raztezanja. Prav tako je znova
prisoten vrh pri 1630 cm™, ki je znagilen za raztezanje H-O-H in upogibanje OH v vodnih
molekulah med plastmi. Med 3600 cm™ in 2900 cm™ najdemo tri vrhove, ki so tako ali
drugae posledica prisotnosti hidroksilnih skupin. Vrh pri 3570 cm™ je posledica
raztezanja OH skupin, ki ne tvorijo vodikovih vezi, vrh pri 3440 cm” je posledica

raztezanja Co(O-H), vrh pri 3270 cm™ pa posledica raztezanja OH skupin vodnih molekul.

Spektri interkalatov so si spet precej podobni. Namesto mo¢nega N-O vrha pri 1360 cm’™
tu vidimo vrhova pri 1540 cm™ in 1400 cm™, ki sta posledica vibracij karboksilne skupine

posamezne kisline. Prav tako pa je prisoten Sirok vrh pri 3400 cm™, zaradi O-H raztezanja.

Slika 18 prikazuje praskovne difraktograme [Zn3 gCo;2(OH)s](NOs3), yH,O in interkalatov.
Tudi v tem primeru lahko po Scherrerjevi enacbi izraCcunamo velikost delcev osnovne
spojine. Le-ta znasa 52,7 nm pri relativni standardni deviaciji 141,8 %. To je seveda

ogromna standardna deviacija, ki je verjetno posledica velikega nihanja intenzitete signala.

100

954
] ZnCo-NO3

ZnCo-NO3 + jantarna k.

ZnCo-NO3 + jabol

ZnCo-NO3 + fumama k.

90 ]
85

80

Weight (%)

70{
65—:
60—:
555

o+ ¢+
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temperature T (°C)

Slika 19: Termogrami [Zn3 3Co; 2(OH)s](NO3),°yH,0 in interkalatov.
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Praskovni difraktogrami interkalatov so si precej podobni. Tudi v tem primeru lahko
opazimo pric¢akovan premik nekaterih vrhov v levo. Prav pri vseh opazimo veliko nihanje

intenzitete signala.

Slika 19 prikazuje termograme [Zn3;sCo;2(OH)g](NOs),'yH,O in interkalatov. Pri
termogramu osnovne spojine lahko opazimo, da pride do razpada v treh zaznavnih
stopnjah. V prvem koraku je izguba mase 21,1 %, v drugem 17,8 %, v tretjem pa 7,2 %.
Predvidevamo lahko, da najprej znova pride do dehidracije. Podobno kot pri Zn-acetatu pa
se tudi v tem primeru le-ta pri¢ne precej hitro. Termogrami interkalatov so si med seboj

znova podobni. Opazimo lahko, da je razpad nekoliko pocasnej$i — spojine so termi¢no

stabilnejse.

Slika 20: Slikano s SEM: levo zgoraj ZnCo-NOs, desno zgoraj ZnCo-NOs + jantarna k.,
levo spodaj ZnCo-NOs + jabol¢na k., desno spodaj ZnCo-NO; + fumarna k.
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Slika 20 pa prikazuje spojino [Zn3gCo;2(OH)s](NOs),-vH,O in interkalate, slikane z
vrsticnim elektronskim mikroskopom. Interkalat z jantarno kislino je slikan pri 10.000x
povecavi, vse ostale spojine pa pri 20.000x povecavi. 1z slik lahko dolo¢imo povprecno
velikost posameznega delca osnovne spojine, ki je znasala 0,68 um pri relativni standardni

deviaciji 27,7 %.

Preglednica VI pa prikazuje velikost delcev, relativno standardno deviacijo in polidisperzni

indeks [Zn3 3Co; 2(OH)s](NO3), yH,0 in interkalatov izmerjeno z ZetaSizer-jem.

Preglednica VI: Velikost delcev, relativna standardna deviacija in polidisperzni indeks

[Zn3 3Co;2(OH)s](NOs3),2yH,0 in interkalatov izmerjena z ZetaSizer-jem.

velikost [pm] relativna st. dev. PDI
ZnCo-NO; 1,59 13 % 0,19
ZnCo-NOj; + jantarna k. 0,86 26 % 0,51
ZnCo-NOj; + jabol¢na k. 1,10 11 % 0,06
ZnCo-NQOj; + fumarna k. 1,22 7,0 % 0,17
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4.1.5. Karakterizacija [Zn3;Ni(OH)s](NO3),'yH;O in interkalatov
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Slika 21: FTIR-spektri [Zn3Ni,(OH)g](NOs3),°yH,O in interkalatov.
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Slika 22: Praskovni difraktogrami [Zn3;Niy(OH)g](NO3),°yH,0O in interkalatov.
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Slika 21 prikazuje FTIR spektre [Zn3;Ni(OH)s](NOs),-yH,O in interkalatov. Znova se pri
osnovni spojini sre€ujemo z e poznanimi vrhovi — pri 1000 cm™ vrhovi, ki so posledica
vibracij vezi Zn-O, pri 1330 cm™ modan vrh, ki je posledica prisotnosti vezi N-O, pri 1640
cm™, manj§i vrh, ki je znagilen za raztezanje H-O-H in upogibanje OH v vodnih molekulah
med plastmi, pri 3480 cm™ pa §irsi vrh, ki je posledica prisotnosti hidroksilnih skupin tako

v plasteh, kot tudi v vodnih molekulah.

Podobno kot pri ostalih HDS, na spektrih interkalatov opazimo nekaj sprememb. Tako tudi
tu e vedno vidimo $irsi vrh pri 3400 cm™, ki ga lahko pripi§emo raztezanju vezi O-H. Pri
1540 cm™ in 1400 cm™ pa opazimo vrhova, ki ju lahko pripiSemo vibracijam karboksilne

kisline.

Slika 22 prikazuje praskovne difraktograme [Zn3Niy(OH)g](NO3),'yH,O in interkalatov.
Spet pri interkalatih opazimo pri¢akovan premik nekaterih vrhov v levo. Tudi v tem
primeru lahko po Scherrerjevi enacbi izracunamo velikost delcev osnovne spojine. Le-ta

znaSa 16,3 nm pri relativni standardni deviaciji 16,9 %.
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Slika 23: Termogrami [Zn3Ni,(OH)g](NOs3),*yH>0 in interkalatov.
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Slika 23 prikazuje termograme [Zn3;Niy(OH)g](NO3),'yH,O in interkalatov. Iz termograma
osnovne spojine lahko razberemo, da pride do termi¢nega razpada v dveh korakih. V
prvem je izguba mase 8,8 %, tako da lahko sklepamo, da gre za dehidracijo oz. izgubo treh
molekul vode (y = 3). V drugem koraku je izguba mase 25,5 %. Predvidevamo lahko, da
pride do dehidroksilacije in razpada nitratnega iona, kon¢na produkta sta verjetno cinkov

in nikljev oksid. [zraCunana sprememba mase za ta korak je 28,8 %.

Termogrami interkalatov so si precej podobni. Opazimo lahko, da pride najprej do

nekoliko hitrejSega, nato pa nekoliko pocasnejSega razpada.

Slika 24: Slikano s SEM: levo zgoraj ZnNi-NOs, desno zgoraj ZnNi-NOj + jantarna k.,
levo spodaj ZnNi-NOj + jabol¢na k., desno spodaj ZnNi-NOs + fumarna k.

Slika 24 pa prikazuje spojino [Zn3;Ni,(OH)g](NOs),-yH,O in interkalate slikane z vrsti¢nim
elektronskim mikroskopom. Interkalat z jantarno kislino je slikan pri 10.000x povecavi,
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vse ostale spojine pa pri 20.000x povecavi. Iz slik lahko dolo¢imo povprecno velikost
posameznega delca osnovne spojine, ki je znasala 0,11 pum pri relativni standardni deviaciji

22,8 %.

Preglednica VII pa prikazuje velikost delcev, relativno standardno deviacijo in
polidisperzni indeks [Zn3;Niy(OH)g](NO3),-yH,O in interkalatov izmerjeno z ZetaSizer-

jem.

Preglednica VII: Velikost delcev, relativna standardna deviacija in polidisperzni indeks

[Zn3Niy(OH)s](NOs3),*yH0 in interkalatov izmerjena z ZetaSizer-jem.

velikost [pm] relativna st. dev. PDI
ZnNi-NO3 1,83 11 % 0,09
ZnNi-NQO; + jantarna k. 1,99 46 % 0,97
ZnNi-NOj; + jabol¢na k. 1,63 7,0 % 0,47
ZnNi-NO; + fumarna k. 0,82 6,0 % 0,30

44



4.1.6. Karakterizacija [Ca,Al(OH)¢]NO;3-yH;0O in interkalatov
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Slika 25: FTIR-spektri [Ca, Al(OH)s]NO3°yH,O in interkalatov z jantarno in fumarno

kislino.
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Slika 26: Praskovni difraktogrami [Ca, Al(OH)s]NO3*yH,O, standarda in interkalatov z

jantarno in fumarno kislino.

45



Slika 25 prikazuje FTIR-spektre [Ca,Al(OH)]NO;3-yH,0, torej naSega predstavnika LDH,
in interkalatov z jantarno in fumarno kislino. Tudi v tem spektru osnovne spojine je najbolj
viden mocan signal pri 1360 cm™, ki je posledica raztezanja vezi N-O. Prav tako pa spet
opazimo $ir§i vrh pri 3500 cm™, ki je posledica raztezanja vezi O-H. Vidimo pa tudi manjsi

vrh pri 1650 em™, ki je posledica upogibanja vezi v molekulah vode med plastmi.

Pri spektrih interkalatov $e vedno vidimo §irok vrh pri 3400 cm™, ki ga lahko pripisemo
raztezanju vezi O-H. Za razliko od HDS-ov, pa v tem primeru vrha zaradi vibracij

karboksilne skupine nista tako izrazito definirana.

Slika 26 prikazuje praskovne difraktograme nasega [Ca,Al(OH)s]NO;-yH,0, njegovih
interkalatov z jantarno in fumarno kislino in spekter [Ca;AI(OH)s]NOs-yH,0, ki smo ga
pridobili iz ICSD. Opazimo lahko, da se vrhovi naSega Ca,Al-NO; lepo ujemajo s
standardom. Pri interkalatih tudi v tem primeru opazimo pri¢akovan premik nekaterih
vrhov v levo. Povpre¢na velikost delcev osnovne spojine izraCunana po Scherrerjevi enacbi

je 118,2 nm pri relativni standardni deviaciji 313 %.
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Slika 27: Termogrami [Ca,AI(OH)s]NOs*yH,O in interkalatov z jantarno in fumarno

kislino.
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Slika 27 prikazuje termograme [Ca,Al(OH)¢]NO;s-yH,O in interkalatov z jantarno in
fumarno kislino. Pri osnovni spojini lahko opazimo dva koraka razpada — v prvem koraku
(50 — 120 °C) je izguba mase 16 %, v drugem koraku (120 — 300 °C) pa 13,8 %. Tudi tukaj
najprej verjetno pride do dehidracije molekul vode na povrsSini in med plastmi, nato pa Se

do dehidroksilacije.

Termograma interkalatov sta si precej podobna, opazimo lahko, da pride do nekoliko

pocasnejSega razpada, kot pri osnovni spojini.

Slika 28: Slikano s SEM: zgoraj Ca,Al-NOj3, levo spodaj CayAl-NO; + jantarna k., desno
spodaj Ca,Al-NO; + fumarna k.
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Slika 28 pa prikazuje spojino [CaAl(OH)s]NOs-yH,O in interkalate slikane z vrsti¢nim
elektronskim mikroskopom. Interkalat z jantarno kislino je slikan pri 10.000x povecavi,

obe ostali spojine pa pri 20.000x povecavi.

Preglednica VIII pa prikazuje velikost delcev, relativno standardno deviacijo in

polidisperzni indeks [Ca,Al(OH)s]NO;3-yH,O in interkalatov izmerjeno z ZetaSizer-jem.

Preglednica VIII: Velikost delcev, relativna standardna deviacija in polidisperzni indeks

[CaAl(OH)s]NO32yH,0 in interkalatov izmerjena z ZetaSizer-jem.

velikost [pm] relativna st. dev. PDI
Ca,Al-NO; 1,24 14 % 0,50
CaAl-NOs; + jantarna k. 2,52 13 % 0,68
Ca,Al-NO; + jaboléna k. 1,37 41 % 0,10
Ca,Al-NOj; + fumarna k. 2,33 29 % 1
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4.2 Testiranje na celicah

4.2.1. Vpliv koncentracije vzorca na citotoksi¢nost
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Slika 29: Delez zivih celic THP-1 pri razli¢nih koncentracijah Zn-acetata glede na celice

brez dodanega vzorca.

Pripravili smo tri raztopine [Zns(OH)g](CH3COO),'yH,O v PBS s tremi razlicnimi
masnimi koncentracijami (10 mg/mL, 5 mg/mL in 2 mg/mL). V vdolbinice mikrotitrske
plos¢e smo k celicam THP-1 nato dodajali razli¢ne volumne teh raztopin (od 10 uL do 50
pL). Slika 29 prikazuje graf citotoksicnosti pri kon¢ni koncentraciji Zn-acetata na celini
kulturi. Rezultati so prikazani v odstotkih, glede na deleZ preZivelih celic pri pozitivni
kontroli tj. vzorcu, ki mu nismo dodali nobene raztopine. 1z grafa lepo razberemo, da je pri
vi§ji koncentraciji tudi stopnja citotoksicnosti vi§ja. Opazimo lahko, da delez zivih celic z

vecanjem koncentracije Zn-acetata eksponentno pada.

Kljub temu pa smo se v nadaljevanju odlocili za uporabo raztopin z masno koncentracijo
10 mg/mL pri volumnu 10 pL in s tem za doseZeno konéno koncentracijo 0,5 mg/mL na
celi¢ni kulturi, saj je med vsemi vzorci Zn-acetat izkazoval dale¢ najviSjo stopnjo
citotoksi¢nosti. Hkrati pa ob morebitni uporabi raztopin z niZjo koncentracijo verjetno ne

bi videli sploh nikakr$nega imunskega odziva pri ELISA testiranju.
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4.2.2. Citotoksi¢nost

Celicam celi¢nih linij THP-1 in RAW264.7 smo dodajali raztopine posameznih HDS in
LDH ter njihovih interkalatov z vsemi tremi kislinami po postopku, opisanem v

podpoglavju 3.2.5.
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Slika 30: Delez zivih celic THP-1 in RAW264.7 glede na celice brez dodanega vzorca, po
dodatku raztopine HDS oz. LDH in interkalatov z jantarno kislino.

Slika 30 prikazuje graf citotoksi¢nosti po dodatku interkalatov z jantarno kislino (podatke
smo pridobili z izvajanjem testa Alamar Blue). Rezultati so prikazani v odstotkih, glede na
delez prezivelih celic pri pozitivni kontroli tj. vzorcu, ki mu nismo dodali nobene
raztopine. Kot negativno kontrolo smo uporabili celice, ki smo jim dodali LPS. Pri¢akovali
smo, da bo delez zivih celic v tem primeru zanemarljiv, opazimo pa, da je delez zivih celic
celo vecji kot pri pozitivni kontroli. LPS, ki smo ga uporabljali, namre¢ ni bil u¢inkovit,

zato je do takega rezultata prislo pri vseh izvedenih meritvah.

Kot vidimo iz grafa, je pri obeh celi¢nih linijah, delez zivih celic ob dodatku raztopine
kateregakoli vzorca, manj$i kot pri pozitivni kontroli. Toksi¢nost je pri humani celi¢ni
liniji THP-1 v sploSnem nekoliko manjSa kot pri misjih celicah RAW264.7, vendar je pri
THP-1 standardna deviacija veliko vecja, zato so rezultati manj zanesljivi. Iz

eksperimentov na celicah RAW264.7 smo dobili veliko bolj poenotene rezultate.

50



Opazimo lahko tudi, da vecjih razlik med izvirnimi spojinami in njihovimi interkalati ni
videti. Se najvedja razlika je med Zn-acetatom in njegovim interkalatom, v tem primeru je
sam Zn-acetat dosti bolj toksi¢en. Zn-acetat je tudi v sploSnem med vsemi spojinami
najbolj toksicen. Najmanj toksi¢na pa sta v tem primeru LDH Ca,Al-NOs in tudi njegov
interkalat z jantarno kislino — pri obeh celi¢nih linijah so ob dodatku teh dveh spojin

prezivele skoraj vse celice.
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Slika 31: Delez zivih celic THP-1 in RAW264.7 glede na celice brez dodanega vzorca, po
dodatku raztopine HDS oz. LDH in interkalatov z jabol¢no kislino.

Slika 31 prikazuje graf citotoksi¢nosti po dodatku interkalatov z jabol¢no kislino. Opazimo
lahko, da so razlike med celicnima linijama v tem primeru dosti vecje, kot pri jabol¢ni
kislini. Spet pa je pri THP-1 prisotna dosti vecja standardna deviacija. Posledi¢no so tudi
rezultati pri THP-1 precej raznoliki. Toksi¢nost je pri THP-1 zelo velika pri Zn-acetatu in
pri interkalatih Zn-NO; in Zn-Cl z jabol¢no kislino. Pri vse ostalih spojinah pa je

toksi¢nost zanemarljiva.

Nasprotno pa je pri RAW264.7 celicah toksi¢nost vseh HDS in njihovih interkalatov
velika, v vseh primerih je deleZ Zivih celic manj$i od 60 % glede na pozitivno kontrolo.
Najbolj toksi¢na sta Zn-acetat in Zn-Cl interkaliran z jabol¢no kislino. Podobno kot pri
interkalatih z jantarno kislino, pa sta tudi v tem primeru najmanj toksi¢cna LDH Ca;Al-NOs

in njegov interkalat.

51



180%
160%
140%
120%
100% -
80%
60% -
40% -
20% -

0% -

Delez Zivih celic

m THP-1
B RAW264.7

Slika 32: Delez zivih celic THP-1 in RAW264.7 glede na celice brez dodanega vzorca, po

dodatku raztopine HDS oz. LDH in interkalatov s fumarno kislino.

Slika 32 prikazuje graf citotoksi¢nosti po dodatku interkalatov s fumarno kislino. Podobno
kot pri interkalatih z jabol¢no kislino, so tudi v tem primeru razlike med celi¢nima linijama
vecje, spet pa je tudi standardna deviacija pri THP-1 celicah vecja kot pri RAW264.7

celicah.

Pri THP-1 celicah so se za najbolj toksi¢ne izkazali Zn-acetat, kot tudi interkalata Zn-NO;

in Zn-acetata s fumarno kislino. Pri vseh ostalih je toksi¢nost zanemarljiva.

Pri RAW264.7 celicah pa je znova toksicnost vseh HDS in njihovih interkalatov
precejSnja, dale¢ najbolj toksicen pa je tudi pri tej celi€ni liniji interkalat Zn-acetata.

Najmanj toksi¢na sta spet LDH Ca;Al-NOj; in njegov interkalat.

Po vseh izvedenih poskusih lahko ugotovimo, da so THP-1 celice dale dokaj nezanesljive
in visoko variabilne rezultate. Bolj zanesljivo delujejo rezultati pridobljeni na celi¢ni liniji
RAW264.7. Primerjavo toksi¢nosti vseh HDS in LDH ter njihovih interkalatov z vsemi
tremi kislinami pri celi¢ni liniji RAW264.7 pa prikazuje Slika 33.
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Slika 33: Delez zivih celic RAW264.7 glede na celice brez dodanega vzorca, po dodatku

raztopine HDS oz. LDH in interkalatov z jantarno, jabol¢no ter fumarno kislino.

V splosnem lahko torej ugotovimo, da so prav vsi HDS kot tudi njihovi interkalati visoko
toksicni. Najbolj toksi¢ni so Zn-acetat in njegov interkalat s fumarno kislino, ter interkalat
Zn-Cl z jaboléno kislino. V nasprotju s HDS pa so LDH in njegovi interkalati dokaj Sibko
toksi¢ni. Predvsem interkalat s fumarno kislino skoraj ni toksi¢en. Ugotovimo lahko tudi,

da interkalacija ne zmanjsa toksicnosti spojin, v nekaterih primerih jo celo poveca.
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4.2.3. Encimskoimunski testi (ELISA)

Z vsemi vzorci na obeh celi¢nih linijah smo izvedli tudi imunski test ELISA za preverjanje
prisotnosti citokinov IL-6 in TNF-a, po postopku opisanem v podpoglavju 3.2.6. Pri testu
ELISA na celicah THP-1 je bila velika vecina vrednosti pod mejo detekcije pri obeh

citokinih.
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Slika 34: Delez koncentracije TNF-a glede na celice brez dodanega vzorca, po dodatku
HDS oz. LDH in interkalatov z jantarno, jabol¢no ter fumarno kislino pri celi¢ni liniji

RAW264.7.

Slika 34 prikazuje koncentracijo citokina TNF-a pri celi¢ni liniji RAW264.7. Rezultati so
normalizirani glede na koncentracijo TNF-a v celicah brez dodanega vzorca, ki predstavlja
100 %. Vidimo lahko, da vecina spojin ni znacilno povecala koncentracije TNF-a. Za ve¢
kot 30 % so koncentracijo TNF-a povecali stirje HDS — Zn-NOs;, Zn-Cl, ZnCo-NOs z
jantarno kislino in ZnNi-NOs z jantarno kislino. Najvecje poviSanje koncentracije (70 %)

pa opazimo pri LDH Ca;Al-NOj interkaliranem s fumarno kislino.

54



180%

160%

140%

120%

100%
80%

Delez IL-6

60%
40%
20%

0%

Slika 35: DeleZ koncentracije IL-6 glede na celice brez dodanega vzorca, po dodatku HDS
oz. LDH in interkalatov z jantarno, jabol¢no ter fumarno kislino pri celi¢ni liniji

RAW264.7.

Slika 35 prikazuje koncentracijo citokina IL-6 pri celi¢ni liniji RAW264.7. Rezultati so
tudi v tem primeru normalizirani glede na koncentracijo IL-6 v celicah brez dodanega
vzorca, ki predstavlja 100 %. Znova lahko opazimo, da v veliki vecini primerov ni prislo
do znaclilnega povecanja koncentracije IL-6, glede na pozitivno kontrolo. Za ve¢ kot 20 %
so koncentracijo IL-6 povecali trije HDS — Zn-NOs, Zn-Cl in Zn-acetat, vsi trije
interkalirani z jantarno kislino. LDH Ca,Al-NOj interkaliran s fumarno kislino, ki je
najbolj povecal koncentracijo TNF-a, je v tem primeru koncentracijo IL-6 povecal le za 15

%.

Niti en HDS torej ni signifikantno povecal koncentracije obeh citokinov. Najbolj obetavne
rezultate smo pridobili pri LDH Ca,Al-NOj interkaliranem s fumarno kislino, ki je tudi pri

testiranju citotoksi¢nosti bil najmanj toksicen.
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5 Sklepi

V magistrski nalogi smo preverjali potencial za uporabo razli¢nih ve¢plastnih materialov in
njihovih interkalatov kot adjuvansov. V ta namen smo najprej sintetizirali pet razli¢nih
HDS in en LDH ter njihove interkalate z jantarno, jabol¢no in fumarno kislino. Spojine
smo karakterizirali z uporabo ve¢ razliénih tehnik in izmerili njihovo stopnjo

citotoksi¢nosti ter imunski odziv na dveh celi¢nih linijah.

Ugotovimo lahko, da so vsi HDS in njihovi interkalati prevec¢ toksi¢ni za uporabo na zivih
organizmih, prav tako niso povzrocili signifikantne aktivacije monocitne/makrofagne

celi¢ne linijje.

Predstavnik LDH in njegovi interkalati so izkazali manjSo toksi¢nost, vendar prav tako
niso pretirano spodbudili imunskega odziva. Najbolj obetavne rezultate smo pridobili pri

interkalatu Ca,Al-NOs s fumarno kislino.
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