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Povzetek

Rak dojke je pogosta oblika tumorja, za katero letno zboli milijon zensk. Znacilnost celic raka
dojke je zmanjSana raven kisika, t.i. hipoksija, ki sprozi izrazanje transkripcijskega dejavnika
HIF-1. HIF-1 je odgovoren za tvorbo novih krvnih zil, metastaziranje in preklop metabolizma
celic, kar rakavim celicam omogoca prezivetje. Je heterodimer sestavljen iz proteinov HIF-1a
in HIF-1B. Raven kisika neposredno vpliva na stabilnost proteina HIF-1a preko encima prolil
hidroksilaza, ki uravnava njegovo razgradnjo. Encim za delovanje potrebuje kisik. V
kataliticnem centru ima zelezov ion. Kobaltovi ioni encim zavirajo, kar vodi do stabilizacije
proteina HIF-1a, ki se posledi¢no ne razgradi in skupaj s HIF-1p tvori transkripcijski dejavnik
HIF-1, kar vodi do preskrbe rakavih celic s kisikom in hranili. Kobaltovi ioni se lahko
spros¢ajo iz nanodelcev Zelezovih oksidov, ki so Vv biomedicini zaradi svojih
superparamagnetnih lastnosti, ki omogoc€ajo njihovo nadzorovano porazdeljevanje in

usmerjanje v organizmu s pomoc¢jo magnetnega polja, vedno bolj aktualni.

V  magistrski nalogi smo ovrednotili toksi¢nost izbranih magnetnih nanodelcev s
preizkusanjem njihovega vpliva na zivost celic raka dojke. Raziskovali smo tudi, ali lahko
nanodelci zelezovega oksida aktivirajo oziroma zavrejo aktivacijo transkripcijskega dejavnika
HIF-1, preko stabilizacije proteina HIF-1a. Ugotovili smo, da izbrani nanodelci nimajo
statisticno pomembnega vpliva na zivost rakavih celic dojke. Na podlagi rezultatov smo
zakljucili, da imajo maghemitni nanodelci vecji vpliv na zivost celic kot kobalt feritni
nanodelci. OplaS€enje razli€no vpliva na toksi¢nost nanodelcev. Glede na rezultate magistrske
naloge smo zakljucili, da imajo maghemitni in kobalt feritni nanodelci majhen, skorajda
zanemarljiv vpliv na zivost celic. Iz vidika vpliva na Zivost celic, so varni za uporabo. Pri
vrednotenju izraZanja proteina HIF-1a smo ugotovili, da imajo statisti¢cno pomemben vpliv le
kobalt feritni nanodelci oplasceni s poliakrilno kislino. Ugotovili smo, da je izrazanje proteina
HIF-1a najvecje po 24 h inkubaciji z oplas€enimi kobalt feritnimi nanodelci. NaSi rezultati
nakazujejo, da do zakasnjenega ucinka izrazanja proteina HIF-1a ne pride. Zanimal nas je
vpliv priprave nanodelcev ter prostih ionov, ki se potencialno spros¢ajo iz nanodelcev.

Ugotovili smo, da dodatna dializa ne zmanjSa izraZanja proteina HIF-1a.

Zakljucili smo, da so vsi izbrani nanodelci varni za uporabo iz vidika vpliva na Zivost celic.
Za uporabo v biomedicinske namene kobalt feritni nanodelci oplasceni s poliakrilno kislino
niso najbolj primerni oziroma bi morali ponovno oceniti razmerje med njihovo koristjo in
Skodo.



Abstract

One of the most common malignant tumors is breast cancer. One million women develop the
disease every year. Characteristic of breast cancer cells is low oxygen level named hypoxia
which activates transcription factor HIF-1. HIF-1 is responsible for formation of new blood
vessels, metastasis and for the metabolic shift of cells. HIF-1 is a heterodimer. It consists of
protein HIF-1a and HIF-1B. Oxygen level directly influences the HIF-1a protein. It is
hydroxylated by prolyl hydroxylase enzyme which needs oxygen to function. This causes
proteasomal degradation of the protein. Prolyl hydroxylase has iron ion for catalytic center.
Cobalt ions inhibit the enzyme activity. Consequently, protein HIF-1a is not degraded.
Together with HIF-1p it forms transcription factor HIF-1. This leads to survival of cancer
cells in hypoxic environment. lron and cobalt ions can be released from magnetic
nanoparticles. Magnetic nanoparticles are widely used in biomedicine as they can be

monitored because of their ability of possessing magnetic properties under magnetic field.

The goal of our work was to determine toxicity of chosen magnetic nanoparticles. Toxicity
evaluation was made by viability test on breast cancer cell line. Further research was focused
on evaluation of nanoparticles, used as contrast agents or drug carriers, to activate or suppress
transcription factor HIF-1 by stabilizing protein HIF-1a. Our results show that chosen
nanoparticles do not significantly influence viability of cells. To sum up, maghemite
nanoparticles have bigger impact on cell viability than cobalt ferrite nanoparticles. Results
show that nanoparticle coating has different effects on toxicity. Based on our results we
concluded that, according to viability, used nanoparticles are safe. Evaluating activation of
protein HIF-1a, we determined that only coated cobalt ferrite nanoparticles have statistically
significant impact on stabilization of the protein. The results show activation of protein HIF-
la was at its peak at 24 h. Delayed activation was excluded. We evaluated the impact of
nanoparticles preparation by evaluating free ions that can be potentially present. The results

show that additional dialysis has no significant impact on activation of protein HIF-1a.

We concluded that tested nanoparticles are safe for use by viability aspect. Cobalt ferrite
nanoparticles coated with polyacrylic acid might not be optimal for biomedical use or at least

their usage should be re-evaluated.
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Klju¢ne besede

Magnetni nanodelci, zivost celi¢ne linije, HIF-1

Magnetic nanoparticles, cell line viability, HIF-1

Seznam okrajsav

BK

FBS

HIF

HRE

IARC

MND

MRI

NK

PAA

PAGE

PHD

Pl

PVDF

ROS

SDS

TBST

VEGF

VHL

celice v bazalnem stanju; bazalna kontrola

fetusni serum goveda

s hipoksijo inducirani dejavnik (ang. hypoxia inducible factor)
promotor transkripcije (angl. hypoxia responsive elements)

mednarodna agencija za raziskave rakavih obolenj (angl. International Agency

for Research of Cancer)

magnetni nanodelci

magnetno resonancno slikanje

negativna kontrola

poliakrilna kislina

poliakrilamidna gelska elektroforeza

domena prolil hidroksilaze (angl. prolyl hydroxylase domain protein)
propidijev jodid

poliviniliden difluorid

angl. reactive oxygen species — reaktivne kisikove zvrsti
natrijev lavrilsulfat (angl. sodium dodecyl sulfate)

puferska raztopina trisa z dodanim Tweenom (angl. Tris Buffered Saline with

Tween)
zilni endotelijski rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth factor)

von Hippel-Lindau tumor supresorski protein
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1. Uvod
1.1 Rak dojke

Tumor nastane z nenormalno in nenadzorovano rastjo tkiva. Tumorska tvorba je lahko
maligna ali benigna. Kadar je tvorba maligna, torej poseduje sposobnost metastaziranja in

lokalne destruktivnosti, govorimo o raku.

Rak dojke pri Zenskah predstavlja kar 18 % vseh malignih tumorjev. Na svetu letno za rakom
dojke zboli priblizno milijon Zensk (1). V Sloveniji letno za rakom dojke zboli priblizno 1000
zensk, priblizno 1 % vseh obolelih pa so moski (2). Pojavnost bolezni naras¢a z leti.
Najpogosteje zbolijo zenske starejSe od 50 let. Kadar se pojavi ze pri mlaj$ih bolnicah, je
oblika tumorja agresivnejSa. Dejavniki tveganja, ki povecajo moznost nastanka raka dojke, SO
pozna menopavza pri zZenskah, daljSe uzivanje hormonskih zdravil, prekomerna teza, uzivanje
alkohola in kajenje. Manj kot 5 % rakavih obolenj dojke je genetskega izvora. Pri bolnicah z
dokazanim poveCanim izrazanjem mutiranega gena odgovornega za razvoj raka

(BRCA1/BRCA?2) je moznost razvoja raka dojke med 40 % in 85 % (3).

Diagnosticiranje raka dojke poteka slikovno (magnetno resonan¢no slikanje, rentgensko
slikanje, racunalniska tomografija itn.), s preiskavo krvi ter z biopsijo. Rakavo tkivo
najpogosteje vznikne iz epitelija izvodil mleénih zlez. Zaradi invazivnosti rakavih celic, le-te
s Casoma prehajajo v bezgavke, kar omogoc¢a nadaljnje metastaziranje (3). Metastaze
predstavljajo zasevke tumorskih celic v oddaljenih tkivih in organih (4). Za rakave celice

dojke je znacilna tvorba zasevkov v kostnem mozgu, mozganih, jetrih in pljucih.

Znacilnost rakavih celic sta povecana in od obi€ajnih zunanjih signalov (skoraj) neodvisna
celi¢na delitev ter zmanjsana celicna umrljivost. Celice so podvrzene $tevilnim genetskim
mutacijam (5). Nesorazmerje med rastjo tumorja in rastjo tumorskega Zzilja vodi do zmanjSane
ravni Kisika v tkivu in vzpostavitve t.i. hipoksi¢nega okolja (6). Hipoksija se v rakavih celicah

dojke razvije zelo zgodaj (5).
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1.2 Hipoksija

Pomembna lastnost evkariontskih celic je regulacija koncentracije kisika, s ¢imer celica
uravnava ravnovesje med tvorbo energije in tvorbo reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Celica
proizvaja energijo v obliki adenozin trifosfata z reakcijo oksidativne fosforilacije. Elektroni
prisotni v mitohondrijski dihalni verigi lahko reagirajo s kisikom, ki se posledi¢no ne reducira
do konca. Nastane superoksidni anion, ki se s pomoc¢jo encima superoksid dismutaze pretvarja
v vodikov peroksid. Nastajanje ROS povzro¢a oksidacijo lipidov, nukleinskih kislin in

proteinov. Zaradi opisanih u¢inkov celica raven kisika zelo natan¢no uravnava (7).

Delez kisika v tkivu podajamo kot parcialni tlak (1% = 1,013 kPa). V normalnih pogojih je
raven kisika v razli¢nih tkivih med 1,5 % in 7 %. Patoloska hipoksija nastopi, ko je raven
kisika pod 1% (8). Odziv zdrave celice na hipoksi¢no okolje poteka v treh smereh:

a) zmanjSana celi¢na delitev prepreci nastanek novih celic, ki bi porabljale kisik;

b) poveca se raven glikolize in zmanjSa raven oksidativne fosforilacije, saj se Kisik pri
glikolizi ne porablja in

¢) poveca se nastajanje dejavnikov angiogeneze, kar posredno omogoca povecano dostavo
kisika.

Mutacije rakavih celic vodijo do napa¢nega uravnavanja celi¢ne delitve in metabolizma med
hipoksijo (9). Hipoksija je zaznavna v priblizno polovici naprednih tumorjev in predstavlja
prognosti¢ni dejavnik za razlicne vrste tumorskih obolenj (6). Znacilnost malignih tumorskih

celic je prilagoditev na hipoksi¢no okolje (10).
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1.3 S hipoksijo inducirani dejavnik - 1

Odziv sesalskih celic na hipoksi¢no okolje je izrazanje transkripcijskega s hipoksijo
induciranega dejavnika - 1 (HIF-1). HIF-1 je eden izmed klju¢nih dejavnikov uravnavanja
homeostaze kisika v organizmu, saj nadzira izrazanje ve¢ tiso¢ razlicnih genov (9). Je
heterodimer sestavljen iz podenote HIF-1a, katere raven izrazanja je uravnava s koncentracijo

kisika v celici in podenote HIF-1p, ki se izraza konstantno (5).

Protein HIF-1a se v normalnih pogojih neprestano izraza in razgrajuje (slika 1A). Raven
kisika neposredno vpliva na izrazanje HIF-1a preko hidroksiliranja dveh prolinskih ostankov.
Hidroksiliranje potec¢e pod vplivom encima prolil hidroksilaze (PHD), ki za svoje encimsko
delovanje potrebuje kisik (11). Posttranslacijska modifikacija povzroc¢i ubikvitinizacijo s
pomocjo von Hippel-Lindau tumor supresorskega proteina (VHL). Protein HIF-1a je tako
tarCa proteasoma, kjer se razgradi (12). V hipoksi¢nih pogojih je njegova razgradnja zavrta in
protein dimerizira s podenoto HIF-1p (slika 1B). Tvori se transkripcijski dejavnik HIF-1, ki se
translocira v jedro, kjer se skupaj s transkripcijskim kofaktorjem p300 veZze na promotor
transkripcije (HRE) (12).

Slika 1: Prikaz zivljenjskega cikla proteina HIF-1a v normalnih pogojih (A) in v hipoksi¢nem
okolju (B) (povzeto po: https://www.novusbio.com/support/hypoxia-and-hif-fags; dostop:
10.01.2018).

Protein HIF-1a ima dva paraloga- HIF-2a in HIF-3a. Izrazanje prvega je, ravno tako kot pri
proteinu HIF-1a, regulirano s koncentracijo kisika. Povzro¢i aktivacijo drugih genov, ki imajo
podoben ucinek kot geni aktivirani s podenoto HIF-1la. Protein HIF-3a deluje kot inhibitor
proteina HIF-1a. Odkritje njihovih specificnih vlog pri homeostazi kisika in mehanizmov

delovanja je velik izziv za znanost $e danes (7).
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Povecano izrazanje proteina HIF-la v tumorskih celicah je povezano z vecjo umrljivostjo
bolnikov zbolelih za rakom (9). Transkripcijski dejavnik HIF-1, ki se aktivira kot posledica
stabilizacije in izrazanja proteina HIF-1a, predstavlja odgovor na hipoksi¢no okolje. Stimulira
izrazanje drugih genov in transkripcijskih dejavnikov, ki omogocajo funkcioniranje celice v
anaerobnih pogojih (13). Stimulira izrazanje glikoliti¢nih encimov, Zilnega endotelijskega
rastnega dejavnika (VEGF) in transkripcijo genov, ki nosijo zapis za glukozne prenasalce
(14).

Eden glavnih vplivov HIF-1 v rakavih celicah dojke je stimulacija angiogeneze preko
aktivacije izrazanja VEGF; natan¢neje podskupine VEGF-A. VEGF-A je odgovoren za
angiogenezo in povecano prepustnost zil, ki hitro rasto¢im rakavim celicam priskrbi potrebne
velike koli¢ine kisika in hranil (15). Nenormalna rast prekomerno prepustnih zil in hipoksi¢no

okolje, ki ga Zile ohranjajo, pripomorejo k nastanku metastaz (16).

ZmanjsSana raven kisika ima moc¢an vpliv na celi¢ni metabolizem. Glukoza in glutamin sta
glavna metabolna substrata, katerih izkoris¢anje je v rakavih celicah drugac¢no od zdravega
tkiva. S stimulacijo glikoliti¢nih encimov in glukoznih prenasalcev HIF-1 preusmeri

metabolizem glukoze iz oksidativne fosforilacije v anaerobno glikolizo (17).

1.4 Dejavniki, ki vplivajo na aktivacijo HIF-1

Ceprav je hipoksija eden glavnih razlogov za aktivacijo transkripcijskega dejavnika HIF-1, je
vedno ve¢ dokazov in raziskav namenjenih aktivaciji zaradi ne-hipoksi¢nih dejavnikov. Med
takSne dejavnike spadajo rastni dejavniki, citokini, hormoni in virusni proteini. Njihov glavni
vpliv na aktivacijo proteina HIF-1a je preko pospesene translacije in s tem vpliv na kopicenje
proteina HIF-1a (18).

Posebno vlogo pri aktivaciji transkripcijskega dejavnika HIF-1 imajo kovinski ioni. Lastnost
nekaterih kovin je kancerogenost, toda zelo malo je znano o njihovem mehanizmu delovanja
na rakave celice. Ena izmed moznih razlag je indukcija kancerogeneze z vplivom na signalno

pot hipoksije (19).

V signalni poti hipoksije je eden izmed pomembnih encimov encim PHD2, ki v normalnih
pogojih encimsko katalizira razgradnjo HIF-1a (slika 2A). PHD2 ima za kataliti¢ni center
zelezov ion (Fe?*), ki Kkatalizira redukcijo kisika. Odgovoren je za hidroksiliranje dveh
prolinskih ostankov proteina HIF-1a (Pro-405 in Pro-531). V reakcijo kot substrat vstopa 2-
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oksoglutarat, ki se pretvarja v sukcinat. Hidroksiliran HIF-1la je podvrzen razgradnji v
proteasomu (20). V primeru hipoksije je delovanje encima PHD2 zavrto, HIF-1a ostane v
stabilni obliki (slika 2B). Posledi¢no se ne razgradi. Skupaj s HIF-1f tvori transkripcijski
dejavnik HIF-1, kar vodi do prezivetja celic v hipoksi¢énem okolju (21). Zaviranje encima
PHD?2 je povzro¢eno tudi s kobaltovimi ioni (Co?") v normalnih pogojih. Kobalt posnema
ucinek hipoksije na protein HIF-1a preko njegove stabilizacije. V encimu se veze na vezavno

mesto zelezovega iona (Fe®*) ter s tem zavira hidroksilacijo proteina HIF-1a (22).

Znani aktivatorji transkripcijskega dejavnika HIF-1 so tudi desferoksamin (21), ki kelira
zelezove ione, nikljevi (Ni%") in cinkovi (Zn?") ioni (23). Mehanizem aktivacije pri
desferoksaminu je podoben kot pri kobaltovih ionih (21), medtem ko nikljevi in cinkovi ioni
vplivajo na ubikvitinacijo ze hidroksiliranega proteina HIF-1a in s tem preprecijo njegovo

razgradnjo v proteasomu (23).

A B
WHL S
i HIFp
Pro Pro-OH —> (ﬁh Pro ~ — > HIF-1
L D i @ X, D
\\____/ proteasomu \-..___,‘/z
oo @ ©co 0, ot @2F
PDH2 encim
/,_\ PDH2 encim
Q a a
HO H by ¢ H
% \gf\-’“o
2-oksoglutarat Sukcinat

Slika 2: Slika A prikazuje normalno delovanje encima PDH2. Slika B prikazuje zaviranje
encima PDH2 zaradi tvorbe kisikovih radikalov in duSikovega oksida, ki vplivata na

prisotnost kisika v reakciji, ter kobaltovih ionov in desferoksamina, ki vplivata na prisotnost

zelezovih ionov \% kataliticnem centru encima (povzeto po:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1043661816311604; dostop:
23.02.2018).
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1.5 Nanodelci Zelezovega oksida

Nanotehnologija je pretezno mlado podrocje znanosti. Je veda, ki se ukvarja z delci, katerih
glavna lastnost je vsaj ena dimenzija nanovelikosti (1 nm = 10° m) (24). Fizikalno-kemijske
lastnosti nanodelcev, kot so velika povrsina, izredna mehanska trdnost, opti¢na aktivnost in

kemicna reaktivnost, omogocajo njihovo uporabo na stevilnih podrocjih (25).

Zanimiva podskupina nanodelcev z jedrom iz kovin so magnetni nanodelci (MND).

Sestavljajo jih magnetni elementi (Zelezo, nikelj, kobalt) in njihovi oksidi (25).

Na povrsju zemlje so naravno prisotni zelezovi nanodelci, Ki se pojavljajo v obliki magnetita
(FesO4) in maghemita (y-Fe2O3). Nahajajo se v obliki nanokristalov, ki nastanejo ob
vulkanskih izbruhih, pozarih, industrijskih emisijah in kot posledica prometa. Pridobivamo jih
tudi sintezno, kot industrijski produkt (26). Sintezne metode pridobivanja nanodelcev lahko
razdelimo v dve skupini: »bottom-up« in »top-down« metode. Pri prvem postopku iz
osnovnih gradnikov pod nadzorovanimi pogoji zrastejo koloidni delci. Pri drugem postopku
pa so velike kovinske delce razbije na manjse (27).

Nanodelci Zelezovega oksida imajo magnetne lastnosti in so primerljive velikosti z bioloSkimi
makromolekulami. To jim omogoca interakcijo s celicami preko celicam lastnih mehanizmov
ter njihovo detekcijo z diagnosti¢nimi tehnikami. Njihove magnetne lastnosti so posledica
neenakomerne razporeditve elektronov. Odvisne so od sinteznega postopka, ki je lahko
koprecipitacija, termalna dekompozicija ali sinteza z razprSevanjem v plamen (25). Njihove
magnetne lastnosti opiSemo kot superparamagnetne, kar pomeni, da po odstranitvi

magnetnega polja sami po sebi ne posedujejo nobenih magnetnih lastnosti (28) (slika 3).

r -__ =y
o # AN
b I |. &
I
J - % #
P P
- b
| h !
1 o

-

B i
R

Slika 3: Slikovni prikaz lastnosti superparamagnetnih delcev. Na desni sliki je prikazana
ureditev magnetnih domen MND v zunanjem magnetnem polju (povzeto po: S. Bucak, B.
Yavuzturk, A.D. Sezer. Magnetic nanoparticles: synthesis, surface modifications and

application in drug delivery. InTech; 2012; 7: 165).
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1.5.1 Uporaba v biomedicini
Pomembne lastnosti magnetnih nanodelcev Zelezovega oksida, ki omogocajo uporabo v
biomedicinske namene, so netoksi¢nost, biokompatibilnost, moznost intravenske uporabe ter

velik deleZ nalaganja v ciljanem organu oziroma tkivu.

Nekatere formulacije nanodelcev oksidov magnetita so ze v uporabi za zdravljenje anemij ter
odobrene s strani AmeriSke agencije za hrano in zdravila za uporabo kot negativno kontrastno
sredstvo pri magnetno resonan¢nem slikanju. Nanodelci Zelezovega oksida so del klini¢nih
raziskav za uporabo pri zdravljenju rakavih obolenj s hipertermijo, pri tkivnem inzeniringu ter
kot nosilci za ciljano dostavo u¢inkovin. Prav tako je veliko raziskav usmerjenih v uporabo

kobaltovih in nikljevih nanodelcev Zelezovih oksidov (29).

Magnetno resonancéno slikanje

MRI omogoca visoko prostorsko lo¢ljivost kontrasta med razli¢nimi tkivi. Tehnika temelji na
obnasSanju atomskih jeder v magnetnem polju. Zaradi te edinstvene lastnosti se je pojavila
potreba po ucinkovitih kontrastnih sredstvih, ki bi uporabo MRI $e dodatno izboljsali in
raz$irili njeno diagnosticno korist. Kontrastna sredstva razdelimo v Ti (pozitivna) in T»
(negativna) (slika 4). Znacilnost kontrastnih sredstev je skraj$anje relaksacije protonov vode
(30).

V klini¢ni uporabi je kot pozitivno kontrastno sredstvo gadolinij (Gd). Toda gadolinijevi
kompleksi predstavljajo tveganje pri bolnikih z boleznimi ledvic in jeter, saj jih njihov

organizem ni zmozen odstraniti iz telesa (30).

Kot negativna kontrastna sredstva so v uporabi Zelezovi MND (v obliki magnetita). Potrebne
so majhne koncentracije za doseganje kontrasta. Z zmanjSanjem velikosti delcev in
oplas¢enjem lahko poveéamo njihovo zadrZevanje v telesu (29). Nanodelci so
funkcionalizirani tako, da se vezejo na rakavo tkivo in delujejo kot kontrastno sredstvo pri
zaznavanju rakavih tvorb. V razvoju so monoklonska protitelesa vezana na plas¢ nanodelcev
zelezovega oksida, ki omogocajo specificno detekcijo tar¢nega tkiva (31). Zaradi njihovega
nalaganja v jetrih, ledvicah in limfnih vozlih imajo tudi nanodelci zelezovega oksida omejeno
uporabo. V razvoju so zelezovi MND, ki bi se lahko uporabljali kot pozitivha kontrastna
sredstva pri MRI (30).
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Rakavo tkivo

Rakavo tkivo

Slika 4: Diagnosticiranje raka dojke z MRI. Spodnja slika je posneta s pozitivnim kontrastnim
sredstvom, zgornja slika je posneta z negativnim kontrastnim sredstvom (povzeto po:

https://www.medscape.org/viewarticle/774824; dostop: 23.02.2018).
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Hipertermija

Hipertermija je obetaven pristop zdravljenja rakavih obolenj. Ni specifi¢no zdravljenje, Saj ga
lahko uporabimo za unicenje razli¢nih vrst tumorskih celic. S segrevanjem do temperature
42,545 °C poskodujemo rakave celice. Tehni¢ni problem hipertermije je vpliv visokih
temperatur na sosednja tkiva. Shematski prikaz zdravljenja s hipertermijo je prikazan na sliki
5.

V razvoju je koncept znotrajceli¢ne hipertermije. Magnetni nanodelci se naloZijo v rakavem
tkivu. Ce tak$no tkivo izpostavimo izmeni¢nemu zunanjemu magnetnemu polju MND
generirajo toploto. Izmeni¢no magnetno polje povzro¢i spremembe znotraj nasprotno
orientiranih magnetnih domen delca. Posledica je notranje trenje, ki se izraza v sprostitvi
toplote (32). Prve uspesne poskuse so izvedli z MND, ki so bili oplas¢enimi z dekstranom, na

rakavih celicah mle¢nih Zlez podgan (33).

wagnetni nanodelci
‘ ‘ Terapija s
/ hipertermijo

Tumor Tumor

Slika 5: Shematski prikaz zdravljenja rakavih obolenj s hipertermijo (povzeto po:
https://www.intechopen.com/books/biomedical-engineering-frontiers-and-challenges/coating-

nanomagnetic-particles-for-biomedical-applications; dostop: 03.01.2018).

Tkivni inZeniring

Tkivni inzeniring predstavlja svetlo prihodnost za transplantacije organov. Zaradi odzivnosti
na zunanje magnetno polje predstavljajo MND obetaven pristop k tvorbi novih tkiv, saj
usmerjajo rast celic v tkivnem nadomestku. Celice epidermisa (keratinocite) lahko gojimo in
vitro ter s tem rekonstruiramo kozno tkivo. Keratinocite, ki so oznaceni z MND, lahko s

pomocjo magnetnega polja stimuliramo k 3D rasti (29).
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Ciljana dostava uéinkovin

Dostava in porazdelitev konvencionalnih kemoterapevtikov v telesu je zelo nespecifi¢na. Le-ti
posledi¢no delujejo tako na zdrave kot na rakave celice. Potrebni so veliki odmerki zdravila,
da le-to v zadostni meri deluje na tar¢no mesto. Posledice so resni neZeleni ucinki. MND
predstavljajo alternativni dostavni sistem za vnos kemoterapevtikov. Uporabni so kot
diagnosti¢no sredstvo in hkrati kot nosilec u¢inkovine (34). Glavne lastnosti ciljane dostave
ucinkovin so dostava ucinkovine na prizadeto mesto v telesu, zmanjSanje ucinka na okoliska
tkiva in nadzor nad spro$¢anjem ucinkovine v izogib prekomernemu/ premajhnemu
odmerjanju. MND predstavljajo nosilec z vsemi zgoraj nastetimi lastnostmi (35). Plas¢ oz.
obloga MND omogoc¢a nadzor nad sproS¢anjem ucinkovine in poveta biokompatibilnost

delca.

Osnova uporabe MND za ciljan vnos ué¢inkovin je njihova odzivnost na magnetno polje. S
pomocjo zunanjega magnetnega polja lahko delec z u€inkovino usmerimo na to¢no doloceno
anatomsko mesto v telesu (28). Zaradi hipoksije tumorskega okolja je zunajceli¢ni pH nizji
(pH 5,8-7,2) od zunajceli¢nega okolja zdravih celic in plazme (pH 7,4). Znotraj subceli¢nih
struktur rakavih celic, kot so lizosomi in endosomi, je pH $e dodatno nizji. To omogoca
nadzorovano sprostitev u¢inkovine izkljuéno v kislem okolju, ¢e je dostavni sistem odziven
na spremembo pH-ja. S taksnim na¢inom dostave uc¢inkovin se izognemo nezelenim uc¢inkom,

ki pri klasi¢cnem vnosu kemoterapevtikov nastanejo na zdravih celicah (36).

Prve klini¢ne Studije s ciljano dostavo MND so izvedli leta 1996. MND so bili
funkcionalizirani z epirubicinom in aplicirani pacientom z naprednimi rakavimi obolenji.
Dokazali so dobro toleranco telesa na ferofluide. V nadaljnjih klini¢nih preiskavah so

dokazali uspesno dostavo ucinkovine na obolelo anatomsko mesto ter uspesen uc¢inek na 64—

91 % tumorskih celic (37).
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1.5.2 Toksi¢nost magnetnih nanodelcev

Uporaba nanotehnologije in nanodelcev je vedno bolj razsirjena. Poznavanje toksi¢nosti
samih nanodelcev pa je Se zmeraj v fazi raziskav. Pojem toksi¢nost predstavlja ucinke
nevarne za ljudi, Zivali in okolje. Svicarski renesan¢ni znanstvenik Paracelsus, znan kot ode
toksikologije, je dejal, da le odmerek loc¢i zdravilo od strupa. V primeru nanodelcev pa je
njihova toksi¢nost odraz ne le odmerka, ampak stevilnih dejavnikov, kot so koncentracija,
povrsinske lastnosti nanodelcev, velikost in oblika nanodelcev, kemijske sestave, casa

izpostavitve itn. (38).

PovrSinske lastnosti

Mehanizmi interakcij nanodelcev z Zzivimi organizmi S$e niso popolnoma poznani.
Kompleksnost razumevanja interakcij je povezana z lastnostmi nanodelcev. Zaradi velike
povrSine vV primerjavi z volumnom so nanodelci zelo reaktivni. Zato je eden kljucnih

dejavnikov povezan z njihovo toksi¢nostjo njihova povrsina (38).

Neoplas¢eni MND imajo navadno zelo nizko topnost, kar se v vodnem mediju izrazi kot
precipitacija. Obarjanje vodi do tvorbe skupkov delcev, ki lahko krvne Zile zamasijo. Zaradi
velike toksi¢nosti neoplas¢enih MND so v raziskovanju in tudi Ze v uporabi oplas¢eni MND

(35).

Oplasceni nanodelci imajo manjSo toksicnost, saj plas¢ nanodelca omogoca boljSo
biokompatibilnost in manjSo vezavo proteinov, ionov in drugih komponent medija ali iz
mikrookolja (39). Povrsinske lastnosti nanodelcev so torej eden izmed klju¢nih parametrov, ki
vplivajo na toksi¢nost nanodelcev. Je zelo pomemben dejavnik biokompatibilnosti. Zagotavlja
podalj$an razpolovni ¢as (35). Kot plas¢ maghemitnih MND se uporabljata polietilenimin-
polietilenglikol (PEI-PEG) in polietilenglikol (PEG) (40). Siroko uporabo omogocajo tudi
MND oplaséeni z dekstranom ali hitosanom (35). Bolj kot so MND skupaj s plas¢em
kompleksni, manj$a je njihova toksi¢nost v primerjavi z neoplas¢enimi MND, saj se lazje

izlo¢ijo iz telesa (41).

Koncentracija

Koncentracija nanodelcev vneSenih v organizem je eden izmed kljuénih dejavnikov
toksi¢nosti. Koncentracije potrebne za biomedicinske namene so najpogosteje manjse od meje

citotoksi¢nosti (42).
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Velikost in sestava nanodelcev

Raven toksi¢nosti in celi¢ni privzem delcev sta odvisna od mnogih dejavnikov, med drugim

tudi od velikosti in oblike nanodelcev (35). Manjsi kot so delci, vecja je verjetnost, da se bodo

nalagali v celicah in tkivih ter se s tem posledi¢no kasneje izlocili iz telesa (43).

Na toksi¢nost lahko pomembno vpliva kemijska sestava nanodelca:

Maghemit in magnetit sta nanodelca Zelezovega oksida. Zelezo je v organizmu
naravno prisotno. Med drugim je Zelezo prisotno v beljakovinah, kot sta hemoglobin
in mioglobin. Hemoglobin v rdec¢ih krvnih celicah omogoc¢a vezavo in prenos kisika
in shranjevanje kisika potrebnega za nemoteno delovanje misic. Toda ob
prekomernem kopicenju je lahko Zelezo zelo toksi¢no . 1z maghemitnih nanodelcev se
potencialno spros¢ajo Fe®" ioni. Iz jedra magnetitnih nanodelcev pa se spros¢ajo Fe?*
ioni. Generirajo se lahko toksi¢ni radikali (43).

Kobalt feritni nanodelci so veliko manj raziskani kot MND na osnovi zelezovih
oksidov. V zadnjih letih je uporaba kobalta presla iz industrije na podro¢je medicine.
V organizmu je kobalt v majhnih koli¢inah fiziolosko prisoten. Podatki o toksi¢nosti
so zelo omejeni. Dokazane so interakcije z nukleinskimi kislinami, sprozitev vnetja in
oksidativnega stresa. Kobalt je po IARC klasifikaciji (angl. International Agency for
Research on Cancer) uvrs¢en kot mozno kancerogen za ljudi (skupina 2B). Kljub

temu je njegova uporaba v industrijskih in biomedicinskih aplikacijah Siroka (44).
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Mehanizem toksiénosti

Mehanizem toksi¢nosti nanodelcev je lahko fizikalni ali kemijski (slika 6). Kemijski
mehanizem zajema nastajanje reaktivnih kisikovih spojin, sproscanje toksi¢nih ionov, motnje

v membranskem transportu ionov/elektronov, oksidacijo in lipidno peroksidacijo.

Tvorba ROS je eden izmed glavnih kemijskih procesov, ki potecejo med nanodelcem in
bioloskim okoljem. Vodi do sekundarnih procesov, ki lahko povzro¢ijo poskodbe celic
oziroma celi¢no smrt. Povezani so z vnetnimi reakcijami. Razlog fizikalnih interakcij med
nanodelci in organizmom so povrSinske lastnosti delca in njegova velikost. Povzrocijo lahko
motnje v aktivnosti membrane, transportnih procesih, zvijanju in agregacijo proteinov (38).
Eden izmed potencialnih in razmeroma neraziskanih posrednih toksi¢nih u¢inkov magnetnih
nanodelcev je vpliv na rast in razvoj rakavih celic v telesu preko poseganja v izrazanje in

stabilizacijo proteina HIF-1a.

Lizosomi: fizicne Jedro:
poskodbe poskodbe
DNA
 Nanodelci
Vezikli: lipidna

" Golgijev aparat:

- napaéno zvijanje
proteinov, oksidacija
proteinov

peroksidacija

Mitohondrij: poskodbe Membrana: poskodbe
mitohondrija membrane zaradi toksicnih
ionov, oksidacije

Slika 6: Mehanizmi toksi¢nosti nanodelcev so fiziéne poskodbe lizosomov, mitohondrijev in
membran, poskodbe DNA, lipidna peroksidacija celi¢nih vezikularnih struktur, napacno
zvijanje in oksidacija proteinov (povzeto po: Andreas Elsaesser, C. Vyvyan Howard:

Toxicology of nanoparticles. Advanced drug delivery reviews; 2012; 64: 129-137).
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2. Namen

Magistrska naloga bo razdeljena na dva dela. V prvem delu bomo ovrednotili toksi¢nosti
neoplaséenih in s poliakrilno kislino oplas¢enih maghemitnih in kobalt feritnih nanodelcev.
Primerjali bomo vpliv dveh razliénih vrst nanodelcev Zelezovega oksida in vpliv plaséa
poliakrilne Kisline na zivost celic. Dolo¢ili bomo tudi odvisnost toksi¢nosti od koncentracije
nanodelcev. Toksi¢nost bomo vrednotili z vplivom delcev na zivost celic raka dojke MDA
MB-231.

V drugem delu magistrske naloge bomo raziskovali, ali lahko nanodelci uporabljeni za
biomedicinske namene, spodbudijo oziroma zavrejo aktivacijo transkripcijskega dejavnika
HIF-1 preko stabilizacije HIF-1a podenote. Zanimalo nas bo, ali imajo uporabljeni nanodelci
nezeleni vpliv na signalizacijo celic. To je relevantno, ker lahko z nanodelci, ki jih uporabimo
kot diagnosti¢no sredstvo ali kot nosilec protirakave u¢inkovine, vplivamo na razvoj oz. potek
rakavega obolenja. Ovrednotili bomo tudi vpliv povrsinskih lastnosti (tj. plas¢a) nanodelca na
izrazanje HIF-1a. Pripravili bomo vzorce celic, ki jih bomo inkubirali z MND. Uporabili
bomo celi¢no linijo raka dojke (MDA-MB-231). Za raka dojke je namre¢ znacilen zgodnji
pojav hipoksije in veéje izrazanje transkripcijskega dejavnika HIF-1. Na podlagi rezultatov
doloc¢anja Zivosti se bomo odlo¢ili za koncentracijo, brez znacilnega ucinka na Zivost celic, s
katero bomo nadaljevali poskuse izrazanja proteina HIF-1a. Kot kontrolo bomo uporabili
celice v bazalnih razmerah. Pripravili bomo tudi dve dodatni kontroli. Kot prvo bomo
uporabili CoCl», ki dokazano aktivira izrazanje proteina HIF-1a. Kot drugo bomo uporabili

FeCla, ki dokazano utisa aktivacijo proteina HIF-1a.

Hipoteze:

1. Nanodelci z nespremenjeno povrsino (tj. neoplaséeni) so bolj toksiéni kot oplas¢eni
nanodelci.
2. Kobalt feritni nanodelci so bolj toksi¢ni kot maghemitni nanodelci.

3. Magnetni nanodelci vplivajo na izrazanje proteina HIF-1a.
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3. Materiali in metode

3.1 Materiali

Preglednica I: Laboratorijska oprema

Laboratorijska oprema Model Proizvajalec, drzava porekla
Avtoklav A-21CA Kambi¢ laboratorijska oprema
d.o.o., Slovenija
Asepti¢na komora z laminarnim | MC 18-2 Iskra P10, Slovenija
pretokom zraka
Inkubator 1-C0O2-150 SH Kambi¢ laboratorijska oprema
d.o.o., Slovenija
Aspirator Aspeed professional SA Healthcare, Juzna Afrika
Svetlobni mikroskop AE 2000 Motic, Kitajska
Fluorescenéni mikroskop Zeiss Axiovert 200 Carl Zeiss d.o.0., Slovenija
Sonikator UP50H Hielscher, Nemcija
Spektrofotometer Tecan Infinite 200, program | Tecan, Svica
Magellan
Stresalnik / Ependorf, Nemcija
Gojitvena posoda T75 - 75 cm? Techno Plastic Products AG,

Nemcija

Mikrotiterska plosca 24 jamic, 6 jamic Techno Plastic Products AG,
Nemcija
Pipeta Reference 2 Eppendorf, Nemcija

Hemocitometer

/

Blaubrand, Nemcija

Mikrocentrifugirke

05mL;1,5mL; 2mL

Sarstedt, Nemcija

Plasti¢no strgalo

Cell scrapper, 28 cm lenght

Greiner BioOne, Nemcija

Oprema za SDS - PAGE

BioRad Criterion Cell

BioRad Laboratories Inc., ZDA

Oprema za prenos western

BioRad Criterion Blotter

BioRad Laboratories Inc., ZDA

Naprava za razvijanje
rentgenskih filmov

Curix 600

Agfa Healthcare, Belgija

Rentgenski film

CP-BU new, Medical
film blue

X-ray

Agfa Healthcare, Belgija
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Denzitometer Denzitometer GS-800 BioRad, ZDA

Vodna kopel Uniterm Uniequip Laborgeritebau- und
Vertriebs GmbH, Nemcija

Pipetor / Gilson SAS, Francija

Mini centrifuga / Eppendorf, Nem¢ija

Vibracijski mesalnik / IKA, Nemcija

Preglednica I1: Bioloski material

Bioloski material

Proizvajalec, drzava porekla

Celice MDA-MB 231

ATCC, ZDA

Primarna protitelesa: kunc¢ja primarna protitelesa
proti HIF-1a, red¢itev 1 : 1000

Novus Biologicals, ZDA

Sekundarna protitelesa: kozja protitelesa proti
kunc¢jim protitelesom konjugirana s hrenovo
peroksidazo (170 — 6515), red¢itev 1 : 20 000

BioRad, Hercules, ZDA
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Preglednica I11: Material

Material

Proizvajalec, drzava porekla

Kobalt feritni nanodelci

Nanotesla Institut Ljubljana, Slovenija

Maghemitni nanodelci

Fakulteta za elektrotehniko, Univerza v Ljubljani

Poliakrilna kislina (PAA)

Sigma-Aldrich

Membrana za dializo: MWCO 20 kDa

Spectrum Laboratories, USA

Celulozni filter: 0,2 um

Sartorious AG, Goettingen, Germany

70 % Denaturiran etanol

Itrij kemi¢ni inZeniring d.o.0., Slovenija

0,25 % Tripsin EDTA

Gibco, ZDA

RPMI gojisce (500 mL)

Genaxxon Bioscience, Nemcija

Glukoza (1 M)

Sigma-Aldrich, Nemd¢ija

L-glutamin (200 mM)

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

Fetusni serum goveda (FBS) (10 %)

Gibco, ZDA

NaCl

B. Brown, Germany

PreciS¢ena voda

B. Brown, Germany

Barvilo Hoechst: 33342

Molecular Probes, ZDA

Propidijev jodid

Sigma-Aldrich, Nem¢ija

Pierce 660 nm Protein Assay kit

Thermo Scientific, ZDA

Metanol

Alkaloid AD, Makedonija

SDS — PAGE: gel Criterion XP

BioRad Laboratories Inc., ZDA

Prenos western: poliviniliden difluoridna (PVDF)
membrana Immobilon-P

Millipore Corporation, ZDA

Oznacevalec velikosti Full Range Rainbow™
Recombinant protein

GE Healthcare, ZDA

Barvilo Ponceau S

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemcija

Mleko v prahu

Pomurske mlekarne, Slovenija

Ocetna kislina (5 %)

Sigma-Aldrich, Nemcija

Pierce Enhanced Chemiluminescence (ECL)
Western Blotting Substrate

Thermo scientific, ZDA
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Preglednica IV: Pufri

Pufer

Proizvajalec, drzava porekla

Fosfatni pufer z NaCl (PBS):
Fosfatni pufer
NaCl

Priprava na Fakulteti za elektrotehniko, Univerza
v Ljubljani

Pufer Laemmeli za pripravo vzorcev (LB):

Destilirana voda

Tris-HCI (pH = 6,8)
Bromofenolno modro
Natrijev dodecil sulfat (SDS)
B-merkaptoetanol

Glicerol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemcija

Pufer za SDS - PAGE: XT MES Running Buffer

BioRad Laboratories Inc., ZDA

Tris glicinski pufer za prenos:

Destilirana voda
Glicin

Tris baza

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemcija

TBST (angl. Tris Buffered Saline with Tween):
Destilirana voda
NaCl
HCI, 1 M
Tris baza

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemcija
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3.2. Metode

3.2.1 Celice MDA-MB-231

Kot eksperimentalni model smo uporabili ¢loveske MDA-MB-231 celice, ki so celice
adenokarcinoma dojke.

Celi¢ni medij

Za celi¢ni medij smo uporabili RPMI gojisce proizvajalca Genaxxon Bioscience. Dodali smo
mu 12,5 mL glukoze, 50 mL fetusnega govejega seruma in 5,0 mL L-glutamina. Antibiotikov

nismo dodali.

Gojenje celic

Celice smo gojili v 5 % CO, atmosferi pri 37 °C in 100 % vlaznosti v celicnem mediju. VSsi
poskusi so bili narejeni 24 h po nasajanju, ko so bile celice v fazi eksponentne rasti.

Presajanje celic

Celice smo presajali pri 80-90 % konfluentnosti. 1z gojitvene posode smo odsesali medij in
celice sprali z raztopino natrijevega klorida. Dodali smo jim segreto raztopino tripsina ter jih
inkubirali 2 — 4 min, da so se locile od podlage. Ko so se celice odlepile od podlage, smo
tripsinizacijo ustavili z dodatkom pripravljenega celi¢nega medija. Stevilo celic smo doloéili s
hemocitometrom. 10 pL suspenzije celic smo prenesli na hemocitometer ter pod
mikroskopom presteli Stevilo celic v Stirith velikih kvadratih (slika 7). Z enacbo 1 smo
izratunali koncentracijo celic v 1 mL suspenzije ter jih naprej presajali v zelenih

koncentracijah.

= vitete celice] | | |
=== celicne
vitejemo [

Slika 7: Stetje celic s pomo¢jo hemocitometra. Stejejo se celice v §tirih velikih kvadratih in

njihovih zunanjih robovih.

Stevilo prestetih celic
4

Koncentracija Zivih celic/ mL =

Enacba 1
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3.2.2 Nanodelci Zelezovih oksidov

Maghemitni in kobalt feritni nanodelci so bili pripravljeni z metodo koprecipitacije zelezovih
soli. Priprava maghemitnih jeder in oplas¢enje nanodelcev sta potekala na Fakulteti za
elektrotehniko. Priprava kobalt feritnih nanodelcev in vrednotenje nanodelcev s fotonsko
korelacijsko spektroskopijo sta bila opravljena na Nanotesla Institutu v Ljubljani (Nanotesla
institut - razvojni center Nanotehnologij na podro¢ju magnetnih materialov in kompozitov,
Ljubljana, Slovenia). Nanodelci so bili oplasceni z vodno raztopino natrijeve soli poliakrilne

kisline. Velikost pripravljenih nanodelcev je prikazana v preglednici V.

Preglednica V: Hidrodinamski premer pripravljenih nanodelcev.

Vrsta nanodelcev Povpreéna velikost nanodelcev
Kobalt feritni nanodelci 15 nm

Kobalt feritni nanodelci oplaséeni s PAA 33nm

Maghemitni nanodelci 30 nm

Maghemitni nanodelci oplasceni s PAA 200 nm
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3.2.3 Zivost celic

Celice smo nasadili v mikrotitrsko plos¢o s 24 jamicami. Stevilo nasajenih celic je bilo 40.000
celic na jamico. Z enacbo (enacba 2) smo izracunali volumen suspenzije celic, ki smo ga
prenesli iz gojitvene posode v centrifugirko. Dodali smo izraCunan volumen celicnega medija

(enacba 3). V vsako jamico smo prenesli 0,5 mL pripravljene suspenzije celic.

Stevilo celic na mikrotiterski plo$¢i X $tevilo jamic

Vol ije celic =
otumen suspenzije cetlc Koncentracija zivih celic (v gojitveni posodi)/mL

Enacba 2

Volumen cel. medija = (Stevilo jamic X Volumen jamice) — Volumen susp. celic

Enacba 3

Poskus smo izvedli po 24-urnem gojenju celic v 5 % CO; atmosferi pri 37 °C. Celicam smo
zamenjali medij ter jim dodali nanodelce s koncentracijami od 2 pg/mL do 200 pg/mL. Kot
negativno kontrolo smo uporabili celice brez dodatka nanodelcev. Po 24-urni inkubaciji celic
z nanodelci smo celicam nanodelce odstranili tako, da smo jih sprali s celicnim medijem.
Celice smo 15 minut barvali z barvilom Hoechst (2 pg/mL) in nato 5 minut s propidijevim
jodidom (0,15 mM). Barvili smo red¢ili s celicnim medijem. Prvo barvilo je obarvalo jedra
zivih in mrtvih celic, saj se veZze na DNA. Drugo barvilo je obarvalo le mrtve celice, saj
prehaja samo poskodovane membrane mrtvih celic. Celice smo slikali s fluorescenénim
mikroskopom ter presteli celice obarvane z enim in drugim barvilom. Slikali smo tudi fazni
kontrast, kjer sta vidna morfologija celic in prisotnost nanodelcev. Vsak poskus je bil

opravljen v dveh tehni¢nih paralelah.

Zivost celic inkubiranih z nanodelci smo izra¢unali po enacbi 4.

L Stevilo Zivih celic v vzorcu
Odstotek Zivosti glede na kontrolo [%] = —— - -Xx 100
Stevilo vseh celic v kontroli

Enacba 4
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3.2.4 Izrazanje proteina HIF-1a

Priprava vzorcev

Celice smo nasadili v mikrotitrsko plo§¢o s 6 jamicami. Stevilo nasajenih celic je bilo 500.000
celic na jamico. Z enacbo (enacba 2) smo izracunali volumen suspenzije celic, ki smo ga
prenesli iz gojitvene posode v centrifugirko. Dodali smo izracunan volumen celicnega medija
(enacba 3). V vsako jamico smo prenesli 2,5 mL pripravljene suspenzije celic. Po 24-urnem

gojenju celic v 5 % CO, atmosferi pri 37 °C smo celicam zamenjali celi¢ni medij.

Glede na vrsto poskusa smo celicam dodali izbrane nanodelce tako, da je bila kon¢na
koncentracija nanodelcev v jamici 50 pug/mL. Nanodelce smo red¢ili s celi¢nim medijem.
Primer izraCuna in priprave ustreznih koncentracij nanodelcev je prikazan v enacbi 5 in v

preglednici VI.

Koncna koncentracija X Vjamice

v, sitve = — =
osnovne redcitve Koncentracija osnovne redéitve

Enac¢ba 5

Preglednica VI: Priprava suspenzije nanodelcev s koncentracijo 50 pg/mL.

Zacetna Koncentracija | Priprava | Konéna Vosnovne V celiénega
koncentracija | osnovne osnovne koncentracija | redcitve medija
pripravljenih | red¢itve redcitve
nanodelcev
Kobalt 20 uL (ND)
ferit 30 mg/mL 200 pg/mL +2980 pL ( 50 pg/mL 0,625 mL 1,875 mL
cel. medija)
Maghemit 6 uL (ND)
+2994 pL
100 mg/mL 200 pg/mL 50 ng/mL 1,875 mL
He (cel. ne 0,625 mL
medija)
Kobalt 100 pL
ferit (ND) +
oplastens |  6mg/mL 200 pg/mL 2900 puL 50 pg/mL 0625mL | 1,875mL
PAA (Cel.
medija)
Maghemit 207 uL
oplaicen s (ND) +
PAA 2,9 mg/mL 200 pg/mL 2793 puL 50 pg/mL 0,625 mL 1,875 mL
(cel.
medija)
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Naredili smo S$tiri razlicne poskuse. Celicam smo dodali:

I.  Razlicne vrste nanodelcev (kobalt feritne nanodelce, kobalt feritne nanodelce
oplascene s PAA, maghemitne nanodelce, maghemitne nanodelce oplascene s PAA);

Il.  Kobalt feritne nanodelce oplaséene s PAA Vv razli¢nih ¢asovnih tockah (24 h, 6 h, 2 h,
1hin0,5h);

I1l.  Kobalt feritne nanodelce oplascene s PAA. Prvi vzorec inkubiranih celic smo sprali in
lizirali po 24 h, drugi vzorec inkubiranih celic smo sprali po 24 h, jim zamenjali
gojisce ter jih lizirali po 72 h od zacetka inkubacije;

IV. Kobalt feritne nanodelce oplas¢ene s PAA in maghemitne nanodelce oplascene s
PAA. Uporabili smo nanodelce, ki so bili dializirani do 24 h pred inkubacijo celic in

nanodelce, ki so bili pripravljeni vsaj pred enim mesecem.

Celice smo z nanodelci inkubirali 24 ur (razen v Il. poskusu). Kot kontrolo smo uporabili
celice v bazalnih razmerah — nasajene na mikrotitersko plos¢o v celicnem mediju brez
dodanih nanodelcev. Uporabili smo dve dodatni kontroli. Kot prvo kontrolo smo uporabili
250 uM CoCly, ki dokazno aktivira HIF-1a. Kot drugo kontrolo smo uporabili 300 uM FeCly,
ki dokazano zniza aktivacijo HIF-1a. Obe kontroli smo red¢ili s celiénim medijem. Inkubacija

je potekala 6 ur.

Meritev koncentracije proteinov

Celice MDA smo po inkubaciji z nanodelci sprali z ledeno mrzlim PBS ter jih lizirali z 1x
Laemmlijevim pufrom. Prenesli smo jih iz mikrotiterskih plos¢ v mikrocentrifugirke ter jih
sonicirali. Sledila je meritev koncentracije proteinov. Uporabili smo Pierce 660 nm Protein
Assay kit. Na mikrotitersko plo$¢o s 96 jamicami smo vnesli 10 uL vzorca in 10 pL
standardov. NaneSenim vzorcem in standardom smo dodali 150 pL pripravljenega reagenta.
Standardi in reagent so bili del Pierce 660 nm Protein Assay kit-a. S spektrofotometrom
Tecan 200 smo pomerili absorbanco pri valovni dolzini 660 nm. S pomoc¢jo meritev
standardov smo narisali umeritveno krivuljo. Iz enacbe krivulje smo izracunali koncentracije

proteinov v vzorcih.

Pripravili smo vzorce z enakimi koncentracijami proteinov. Sledilo je meSanje z vibracijskim

mesalnikom in denaturacija 20 min pri 56 °C.
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Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (SDS — PAGE)

SDS - PAGE je metoda loc¢evanja proteinov na osnovi njihove velikosti. NaneSeni vzorci
potujejo pod vplivom elektricnega polja v gelu, ki deluje kot molekulsko sito. SDS je
anionska povrsinsko aktivna snov, ki se nespecifiéno veze na proteine in jih denaturira. Zaradi
vezave na molekule proteinov imajo proteini naboj sorazmeren masi. Endogeni naboj tako ne

vpliva na mobilnost v elektricnem polju.

Pripravljene vzorce (opisani pod tockami od 1. do V.) smo nanesli na elektroforezni gel.
Koli¢ina nanosa vzorca na gel je odvisna od $tevila jamic v gelu. V gel z 18 jamicami smo
nanesli 25 uL vzorca, v gel z 12 jamicami pa 45 uL vzorca. Uporabili smo 4 - 12 %
gradientni gel (NuPage novex Bis Tris gel). Elektroforeza je potekala 40 min pri napetosti 200
V.

Western Blot

Po koncani elektroforezi smo sestavili kaseto za prenos western. Ker protitelesa, ki jih
uporabimo za imunodetekcijo proteinov, ne prehajajo v elektroforezni gel, smo proteine
prenesli na membrano. Uporabili smo poliviniliden difluoridno (PVDF) membrano. Prenos je

potekal 60 min pri napetosti 100 V.

Barvanje z barvilom Ponceau S

Po prenosu smo membrano obarvali z barvilom Ponceau S. Barvilo Ponceau S je natrijeva sol
diazo barvila, ki se reverzibilno veze na proteine ter jih obarva rdece. Membrano smo z
barvilom barvali 5 minut na nihajo¢i mizici. Tako smo preverili uspeSnost prenosa. Razrezali
sSmo jo na dva pasova, kjer sta bila iskana proteina HIF-1a in aktin. Membrano smo razbarvali

s pomocjo spiranja v pufru TBST.

Glede na uporabljeni marker (Full Range Rainbow) je navidezna velikost proteina HIF-1a
med 102 kDa in 150 kDa, velikost aktina pa med 38 kDa in 52 kDa. Aktin smo izbrali kot
endogeno kontrolo, saj je kot pomembna komponenta citoskeleta v celicah prisoten v velikih

koncentracijah. Sluzi kot pokazatelj uspeSnega in enakomernega nanosa vzorca na gel.
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Blokiranje membrane in inkubacija s protitelesi

Sledilo je blokiranje membrane s 5 % posnetim mlekom v prahu, raztopljenim v TBST pufru.
S tem smo preprecili vezavo drugih proteinov na nezasedena mesta membrane. Nato smo
membrano inkubirali s primarnimi kunéjimi protitelesi, ki so se vezala na iskani protein.
Sledilo je inkubiranje s sekundarnimi kozjimi protitelesi proti kun¢jim primarnim
protitelesom. Sekundarna protitelesa smo red¢ili z blokirnim mlekom (5 % mleko razredé¢eno
v TBST pufru) v razmerju 1:10 000. Oznacena so bila z encimom hrenovo peroksidazo.
Proteine smo detektirali na rentgenskem filmu (v temnici) z uporabo metode ojacane
kemiluminiscence. Na mestu, Kkjer je iskani protein, je zaradi kemiluminiscence na

rentgenskem filmu vidna lisa (slika 8).

Aktiviran himinol »  Deaktiviran luminol

‘ Membrana. , _/Iskam protein

Slika 8: Princip detekcije iskanega proteina s kemiluminiscenco. Na sekundarno protitelo je
vezan encim (v naSem primeru hrenova peroksidaza (HRP)), ki ob inkubaciji s
kemiluminiscen¢nim substratom oddaja svetlobo (prirejeno po:
http://www.novusbio.com/support/support-by-application/western-blot/illustrated-assay.html;
dostop: 30.3.2018).

Denzitometrija

Po ekspoziciji membrane v temnici smo s pomoc¢jo denzitometrije dolocili intenziteto odzivov
razli¢nih vzorcev. Uporabili smo denzitometer (Denzitometer GS-800) in kvantificirali

inteziteto odzivov s programom Quantity One.
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3.2.5 Statisti¢na analiza

Rezultate smo statisticno analizirali s programom GraphPad Prism 6. Predstavljeni so kot
povprecna vrednost bioloskih paralelk s standardno napako povprecja. Uporabili smo
enosmerno analizo variance (ANOVA), ki ji je sledil Dunnetov post hoc test, ali Friedmanov
test, ki mu je sledil Dunnov post hoc test. Vsak vzorec smo primerjali s kontrolo in dolo¢ili
statisticno znacilne razlike, ki so oznacene z zvezdico (*). Kot mejo statisticne znacilnosti

smo upostevali P < 0,05. Oznaka n pomeni stevilo bioloskih ponovitev.
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4.  Rezultati
4.1 Zivost celic MDA-MB-231 pri izpostavitvi MND

Vpliv na prezivetje celic MDA-MB-231 po izpostavitvi narascajo¢im koncentracijam
nanodelcev smo dolocili z diferencialnim barvanjem za zive in mrtve celice. Uporabili smo
neoplas¢ene maghemitne in kobalt feritne nanodelce ter oplaS¢ene maghemitne in kobalt
feritne nanodelce. S tem poskusom smo zeleli dolo€iti koncentracijo, pri kateri nanodelci

nimajo signifikantnega vpliva na Zivost celic.

4.1.1 Neoplasc¢eni maghemitni nanodelci

Najprej smo preverili toksi¢nost neoplaséenih maghemitnih nanodelcev. Rezultati treh
bioloskih paralelk so prikazani na sliki 9. NajmanjSa Zivost celic je bila pri koncentraciji 50
pug/mL, kjer je prislo do statisticno znacilnega zmanjSanja zivosti celic v primerjavi s
kontrolo. Povprecna zivost pri tej koncentraciji je znasala le 70,5 %. Pri ostalih koncentracijah
zmanj$anje zivosti ni statisticno znacilno. Na slikah faznega kontrasta so pri koncentracijah

100 pg/mL in 200 pg/mL dobro vidni majhni ¢rni skupki maghemitnih nanodelcev (slika 10).
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Slika 9: Zivosti celic po 24-urni inkubaciji z neoplas¢enimi maghemitnimi nanodelci v
razli¢nih koncentracijah. Zivost smo ugotavljali s testom Hoechst/Pl. Prikazano je
povpre¢je treh bioloskih paralelk in njihova standardna deviacija (n = 3). Do statisti¢no

pomembne razlike je prislo pri koncentraciji 50 pg/mL (*P < 0,05).
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Slika 10: Celice, inkubirane z neoplas¢enimi maghemitnimi nanodelci v razli¢nih
koncentracijah, prikazane z razli¢énimi barvanji. Prikazani so fazni kontrast (Fc), kjer je
vidna morfologija celic, s Hoechstom so obarvana jedra zivih in mrtvih celice (H), s
propidijevim jodidom so obarvane mrtve celice (PI) in prekrivanje fluorescenénih slik

(Composite).
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4.1.2 Neoplasceni kobalt feritni nanodelci

Poskuse zivosti smo nadaljevali z drugo vrsto MND — neoplas¢enimi kobalt feritnimi
nanodelci. Po 24-urni izpostavitvi celic MDA-MB-231 razlicnim koncentracijam
neopla$éenih kobalt feritnih nanodelcev se Zivost celic ni izrazito spremenila. Zivost celic je
pri izpostavitvi MND v vseh primerih primerljiva s kontrolo. Odstotek zivosti ni bil pri
nobeni koncentraciji man;jsi od 94 %. Rezultati stirih bioloskih paralelk so prikazani na sliki
11. Na slikah faznega kontrasta so zelo dobro vidni ¢rni skupki nanodelcev (slika 12).

Opazimo jih Ze pri koncentraciji 50 pg/mL.
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Slika 11: Zivosti celic po 24-urni inkubaciji z neoplas¢enimi kobalt feritnimi nanodelci v
razli¢nih koncentracijah. Zivost smo ugotavljali s testom Hoechst/Pl. Prikazano je
povprecje Stirih bioloskih paralelk in njihova standardna deviacija (n = 4). Statisti¢no
znacilnih razlik v Zivosti med kontrolno skupino in z nanodelci tretiranimi skupinami ni bilo

(P =0,41).
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Slika 12: Celice, inkubirane z neoplas¢enimi kobalt feritnimi nanodelci v razli¢nih
koncentracijah, prikazane z razli¢énimi barvanji. Prikazani so fazni kontrast (Fc), kjer je
vidna morfologija celic, s Hoechstom so obarvana jedra zivih in mrtvih celic (H), s
propidijevim jodidom so obarvane mrtve celice (PI) in prekrivanje fluorescen¢nih slik

(Composite).
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4.1.3 Maghemitni nanodelci oplaséeni s PAA

Zanimal nas je vpliv oplas¢enja nanodelcev na zivost celic. Celice smo najprej inkubirali z
oplas¢enimi maghemitnimi nanodelci. Plas¢ nanodelca je predstavljala poliakrilna kislina.
Rezultati inkubacije celic raka dojke z maghemitnimi nanodelci oplas¢enimi s PAA so
podobni rezultatom neoplaséenih kobalt feritnih nanodelcev. Odstotek zivosti celic
inkubiranih z nanodelci ne odstopa od odstotka zivosti celic v kontroli. Najmanjsa zivost celic
je bila pri koncentraciji 100 pg/mL, Kjer je odstotek zivosti znasal 88,5 %. Rezultati treh
bioloskih paralelk so prikazani na sliki 13. Na slikah faznega kontrasta so rahlo vidni ¢rni

skupki nanodelcev pri koncentraciji 200 ug/mL (slika 14).
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Slika 13: Zivosti celic po 24-urni inkubaciji z maghemitnimi nanodelci oplas¢enimi s
PAA v razlicnih koncentracijah. Plas¢ nanodelcev je predstavljala poliakrilna kislina.
Zivost smo ugotavljali s testom Hoechst/PI. Prikazano je povpregje treh bioloskih paralelk in
njihova standardna deviacija (n = 3). Statisti¢no znacilnih razlik v zivosti med kontrolno

skupino in z nanodelci tretiranimi skupinami ni bilo (P = 0,39).
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Slika 14: Celice, inkubirane z maghemitnimi nanodelci oplas¢enimi s PAA v razli¢nih
koncentracijah, prikazane z razli¢énimi barvanji. Prikazani so fazni kontrast (Fc), kjer je
vidna morfologija celic, s Hoechstom so obarvana jedra Zivih in mrtvih celic (H), s
propidijevim jodidom so obarvane mrtve celice (PI) in prekrivanje fluorescencnih slik

(Composite).
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4.1.4 Kobalt feritni nanodelci oplas¢eni s PAA

Poskuse smo nadaljevali z oplas¢enimi kobalt feritnimi nanodelci. Tudi pri tej vrsti
nanodelcev je plas¢ predstavljala poliakrilna kislina. Pri izpostavitvi celic MDA-MB-231
oplas¢enim kobalt feritnim nanodelcem je bil nakazan padec v zivosti celic, vendar
zmanjSanje ni bilo statisticno znacilno. Rezultati treh bioloskih paralelk so prikazani na sliki
15. Nanodelci so na slikah faznega kontrasta vidni ze pri koncentraciji 10 pg/mL kot ¢rni

skupki (slika 16). Pri visjih koncentracijah so vidni kot vecje ¢rne lise.
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Slika 15: Zivosti celic po 24-urni inkubaciji s kobalt feritnimi nanodelci oplas¢enimi s
PAA v razli¢nih koncentracijah. Plag¢ nanodelcev predstavlja poliakrilna kislina. Zivost
smo ugotavljali s testom Hoechst/PI. Prikazano je povprecje treh bioloskih paralelk in njihova
standardna deviacija (n = 3). Statisti¢no znacilnih razlik v Zivosti med kontrolno skupino in z

nanodelci tretiranimi skupinami ni bilo (P = 0,15).
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Slika 16: Celice, inkubirane s kobalt feritnimi nanodelci oplas¢enimi s PAA v razli¢nih
koncentracijah, prikazane z razli¢énimi barvanji. Prikazani so fazni kontrast (Fc), kjer je
vidna morfologija celic, s Hoechstom so obarvana jedra zivih in mrtvih celic (H), s
propidijevim jodidom so obarvane mrtve celice (PI) in prekrivanje fluorescencnih slik

(Composite).
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4.2 Vpliv kobalt feritnih in maghemitnih nanodelcev na izraZzanje

proteina HIF-1a

Da bi preverili, ali kobalt feritni in maghemitni nanodelci vplivajo na aktivacijo
transkripcijskega dejavnika HIF-1, smo v celicah MDA-MB-231 merili izrazanje njegove
inducibilne od kisika odvisne podenote HIF-1a. Celice raka dojke MDA-MB-231 smo
inkubirali z izbranimi magnetnimi nanodelci. Z metodo prenosa po westernu smo dolocili
vpliv nanodelcev na izrazanje proteina HIF-1a. S tem poskusom smo zeleli dolociti, ali lahko
MND, ki so namenjeni uporabi v biomedicini, vplivajo na aktivacijo transkripcijskega

dejavnika HIF-1, ki omogo¢a rakavim celicam zadostno preskrbo s kisikom in hranili.

4.2.1 Vpliv razli¢nih vrst MND na izraZanje proteina HIF-1a

V prvi seriji poskusov smo primerjali u¢inek razli¢nih nanodelcev na izrazanje proteina HIF-
la (slika 17). Celice MDA-MB-231 smo za 24 ur izpostavili razlicnim nanodelcem v
koncentraciji 50 ug/mL. Za kontrolo smo uporabili CoCl> (250 uM, 6 h). Najprej smo
preverili, kaksna je tehni¢na ponovljivost meritev izrazanja HIF-1a in aktina. Izrazanje HIF-
1a in aktina smo ugotavljali z odtisom western v triplikatu (slika 17 A in B). Ker smo opazili
manjse razlike v rezultatih, ki smo jih dobili v posameznih tehni¢nih ponovitvah, smo v vseh
nadaljnjih poskusih izrazanje HIF-la in aktina ugotavljali v duplikatu ali triplikatu, za
nadaljnjo analizo pa smo uporabili povprecno vrednost meritev (slika 17 C). Za dodatno
kontrolo enakomernosti nanosa beljakovinskih vzorcev na gel smo uporabili barvanje po
Ponceauju (slika 17 D).

Po analizi izraZanja proteina HIF-1a v celicah v bazalnih razmerah brez tretiranja z nanodelci
(na grafih oznaceno kot BK) lahko povzamemo, da se nakazuje trend indukcije proteina HIF-
la pri inkubaciji celic s kobalt feritnimi nanodelci oplaséenimi s PAA. Minimalen trend je
zaznaven tudi pri inkubaciji celic z maghemitnimi nanodelci oplas¢enimi s PAA. Statisti¢na
obdelava podatkov je pokazala statisticno znacilno izrazanje le pri inkubaciji s CoCl..

Rezultati so prikazani na sliki 17 C.
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Slika 17: Relativno izrazanje proteina HIF-1a v celicah MDA-MB-231 pri izpostavitvi
razlicnim nanodelcem ali CoClz2. Inkubacija celic z nanodelci je potekala 24 h, pri
koncentraciji nanodelcev 50 pg/mL. Inkubacija celic s CoCl je potekala 6 h, pri koncentraciji
250 pM. A: Primerjava med tehni¢nimi in bioloskimi ponovitvami. B: Primerjava med dvema
bioloskima ponovitvama. C: Imunodetekcija proteina HIF-1a in aktina. Prikazano je
povprecje Stirth bioloSkih paralelk. Vsaka bioloSka paralelka je povprecje ve¢ tehnicnih
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ponovitev. (n =4, *P < 0,05 v primerjavi z bazalno kontrolo (BK)) D: Nespecifi¢no barvanje
proteinov na PVVDF membrani z barvilom Ponceau S. Na levem in desnem robu se nahaja
oznacevalec molekulske mase beljakovin. Protein HIF-1a se nahaja v velikostnem razredu
med 150 in 102 kDa; aktin se nahaja med 52 in 38 kDa (oznaceno s puscicami).
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4.2.2 Casovna odvisnost izraZanja proteina HIF-la pri izpostavitvi kobalt feritnim
nanodelcem oplas¢enimi s PAA

Glede na rezultate prve serije poskusov inkubacije celic z razlicnimi vrstami nanodelcev smo
se odlo¢ili, da poskuse nadaljujemo z oplas¢enimi kobalt feritnimi nanodelci, saj so bili edini
pri katerih je bilo izraZanje proteina HIF-la povecano. Primerjali smo ¢asovno odvisnost
izrazanja proteina HIF-1a. Celice smo z nanodelci inkubirali 0,5 h, 1 h, 2 h, 6 h in 24 h. Po
24-urni inkubaciji je bilo izrazanje HIF-la povecano, vendar razlika ni dosegla statisticne

znacilnosti. Rezultati so prikazani na sliki 18.
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Slika 18: Relativno izraZanje proteina HIF-la v celicah MDA-MB-231 v razli¢nih
¢asovnih tofkah inkubacije z oplas¢enimi kobalt feritnimi nanodelci ali CoCla.
Inkubacija celic z nanodelci je potekala 24 h, 6 h, 2 h, 1 h in 0,5 h pri koncentraciji
nanodelcev 50 pg/mL. Inkubacija celic s CoCl: je potekala 6 h, pri koncentraciji 250 uM. A:
Imunodetekcija proteina HIF-1a in aktina. Prikazano je povpreéje dveh bioloskih paralelk.
Vsaka bioloska paralelka je bila narejena v duplikatu. B: Nespecifi¢no barvanje proteinov na
PVDF membrani z barvilom Ponceau S. Na levem in desnem robu se nahaja oznacevalec
molekulske mase beljakovin. Protein HIF-1a se nahaja v velikostnem razredu med 150 in 102

kDa; aktin se nahaja med 52 in 38 kDa (oznaceno s pus¢icami).

(n =2, *P < 0,05 v primerjavi z bazalno kontrolo (BK))
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4.2.3 Vpliv kobalt feritnih nanodelcev oplas¢enih s PAA na izrazanje proteina HIF-1la:
zakasnjeni ucinek

Ker celice MDA-MB-231 privzamejo MND, nas je zanimalo, ali se izrazanje HIF-1la
spremeni po njihovi odstranitvi iz celicnega gojisca. Pripravili smo celice v bazalnih razmerah
in vzorce, ki smo jih po 24 h lizirali ter vzorce katerim smo po 24 h sprali nanodelce ter jim
dodali sveze gojis€e. Lizirali smo jih po 72 h. Zakasnjenega ucinka aktivacije po 72 h po
rezultatih sode¢ ni bilo. Do statisticno pomembnega povecanja izrazanja proteina HIF-1a je
prislo pri inkubaciji s CoClz. Z inkubacijo celic z FeCl> smo dosegli utiSanje izrazanja

proteina HIF-1a. Rezultati so prikazani na sliki 19.
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Slika 19: Relativno izrazanje proteina HIF-1la v celicah MDA-MB-231 po izpostavitvi
kobalt feritnim nanodelcem oplas¢enimi s PAA, CoCl: ali FeClz. Inkubacija celic z
nanodelci je v obeh primerih potekala 24 h, pri koncentraciji nanodelcev 50 pg/mL. V
primeru 24-urne izpostavitve smo celice po 24. urah lizirali. V primeru 72-urne izpostavitve
smo celice po 24 h sprali s celicnim gojis¢em in postavili nazaj v inkubator. Celice smo
lizirali po 72 h od zacetka inkubacije. Inkubacija celic s CoCl> in FeCl> je potekala 6 h, pri
koncentraciji CoCl> 250 uM in FeCl, 300 uM. A: Imunodetekcija proteina HIF-1a in aktina.
Prikazano je povpre¢je dveh bioloskih paralelk. Vsaka bioloska paralelka je bila narejena v
duplikatu. B: Nespecifi¢no barvanje proteinov na PVDF membrani z barvilom Ponceau S. Na
levem in desnem robu se nahaja oznacevalec molekulske mase beljakovin. Protein HIF-1a se
nahaja v velikostnem razredu med 150 in 102 kDa; aktin se nahaja med 52 in 38 kDa

(oznaceno s puscicami).

(n =2, *P < 0,05 v primerjavi z bazalno kontrolo (BK)).

50



4.2.4 Vpliv kobalt feritnih nanodelcev oplas¢enih s PAA in maghemitnih nanodelcev
oplascenih s PAA na izraZanje proteina HIF-1a: priprava nanodelcev

Zanimal nas je vpliv postopka dialize pri pripravi nanodelcev na njihove lastnosti. S tem
poskusom smo zeleli preveriti vpliv prostih ionov, ki se potencialno sproscajo iz nanodelcev.
Vzorci poimenovani kot »dializirani« so bili dodatno dializirani do 24 h pred pri¢etkom
priprave vzorcev. Zaznali smo razliko v izrazanju proteina HIF-1a in sicer izraZzanje je bilo
vecje pri inkubaciji z nedializiranimi kot z dializiranimi MND. Trend nakazuje vecje izrazanje
HIF-1a pri kobalt feritnih MND kot pri maghemitnih MND. Do statisti¢cno pomembne razlike
je prislo pri inkubaciji s CoClz. Z inkubacijo celic z FeCl, smo dosegli utiSanje izrazanja

proteina HIF-1a. Rezultati so prikazani na sliki 20.
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Slika 20: Relativno izrazanje proteina HIF-1a v celicah MDA-MB-231 po izpostavitvi
kobalt feritnim nanodelcem oplaséenimi s PAA in maghemitnim nanodelcem
oplas¢enimi s PAA pripravljenih po razli¢nih postopkih, CoCl2 ali FeClz. Inkubacija celic
z nanodelci je potekala 24 h, pri koncentraciji nanodelcev 50 pg/mL. Vzorci oznaceni kot
»dializirani« so bili dodatno dializirani do 24 ur pred pri¢etkom priprave vzorcev. Inkubacija
celic s CoCl; in FeCl; je potekala 6 h, pri koncentraciji CoCl2 250 uM in FeCl> 300 uM. A:
Imunodetekcija proteina HIF-1a in aktina. Prikazano je povpreéje dveh bioloskih paralelk.
Vsaka bioloska paralelka je bila narejena v duplikatu. B: Nespecifi¢no barvanje proteinov na
PVDF membrani z barvilom Ponceau S. Na levem in desnem robu se nahaja oznacevalec
molekulske mase beljakovin. Protein HIF-1a se nahaja v velikostnem razredu med 150 in 102
kDa; aktin se nahaja med 52 in 38 kDa (oznaceno s pus¢icami). (n = 2, *P < 0,05 v primerjavi

z bazalno kontrolo (BK))
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4.2.5 Vpliv kobalt feritnih nanodelcev oplas¢enih s PAA na izrazanje proteina HIF-1la:
zdruzZeni rezultati
V vecini poskusov se je raven HIF-1a pri 24-urni inkubaciji s kobalt feritnimi nanodelci

oplas¢enimi s PAA povecala. Da bi preverili, ali je poveCanje statisticno znacilno, smo
zdruzili rezultate vseh neodvisnih poskusov 24-urne inkubacije celic MDA-MB-231 z
oplas¢enimi kobalt feritnimi nanodelci. V graf so vkljuCene tri vrste vzorcev: celice v
bazalnem stanju (BK), celice inkubirane s kobalt feritnimi nanodelci oplas¢enimi s PAA in
celice inkubirane s CoCl,. Priprava vseh treh vrst vzorcev je bila pri vseh poskusih enaka.
Rezultati predstavljajo skupaj 10 bioloskih ponovitev (slika 21). Ugotovili smo, da je
izrazanje proteina HIF-la povzro¢eno z inkubacijo celic z oplas€enimi kobalt feritnimi

nanodelci statisticno pomembno.
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Slika 21: Relativno izrazanje proteina HIF-1a v celicah MDA-MB-231 po izpostavitvi
kobalt feritnim nanodelcem oplasc¢enih s PAA ali CoClz. Inkubacija celic z nanodelci je
potekala 24 h, pri koncentraciji 50 ug/mL. Inkubacija celic s CoCl. je potekala 6 h, pri
koncentraciji 250 uM. Prikazano je povpre¢je desetih bioloskih paralelk detekcije proteina

HIF-1a in aktina (n = 10, *P < 0,05 v primerjavi z bazalno kontrolo (BK)).
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5. Razprava

V magistrski nalogi smo ovrednotili toksi¢nost magnetnih nanodelcev na celi¢no linijo raka
dojke ter njihov vpliv na izrazanje proteina HIF-1a. Poskusi so potekali na celi¢ni liniji raka
dojke MDA-MB-231, ki smo jih izbrali kot reprezentativne rakave celice. Njihova lastnost je
velika agresivnost in s tem povezano vecje izrazanje proteina HIF-la (3). Koli¢ina
aktiviranega HIF-1 je namre¢ odvisna od celi¢ne linije. Kot poskusne magnetne nanodelce
smo izbrali kobalt feritne in maghemitne nanodelce. Uporabili smo neoplascene nanodelce in
nanodelce oplasc¢ene s poliakrilno kislino (PAA). Oplas¢enje s PAA omogoca stabilizacijo
delcev, dodatno funkcionalizacijo in predstavlja dobro kompatibilnost s fizioloSkim okoljem
(48).

Vpliv na zivost celi¢ne linije

Toksi¢nost magnetnih nanodelcev smo ovrednotili z njihovim vplivom na Zivost rakavih
celic. Za vsako vrsto nanodelcev smo naredili poskus inkubacije celic z nanodelci

koncentracij 2 ug/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL in 200 ug/mL.

Prva postavljena hipoteza je bila, da imajo neoplasceni nanodelci vecji vpliv na Zivost celic
kot oplaS¢eni nanodelci. Predvidevali smo, da bodo, zaradi manjSe velikosti, neoplasceni
nanodelci veliko bolje prehajali v celico in celi¢ne organele ter s tem vplivali na Zivost, kot
oplaséeni delci. Prav tako plas¢ nanodelcu omogoca boljSo biokompatibilnost (39). V drugi
hipotezi smo predpostavljali, da imajo kobalt feritni nanodelci vecji vpliv na Zivost celi¢ne
linije kot maghemitni nanodelci. Hipotezo smo postavili na podlagi dejstva, da imajo
kobaltovi ioni, ki potencialno izstopajo iz jedra kobalt feritnih nanodelcev, toksi¢ni u€inek na
celico (44). Iz maghemitnih nanodelcev se potencialno sproséa Fe®* ion. 1z kobalt feritnih
nanodelcev (magnetitni nanodelci) pa se spros¢a Fe?" ion. Fe?* ion je bolj toksi¢en, saj lahko

neposredno vstopa v reakcije, kjer se tvorijo ROS. (43).

Izkazalo se je, da imajo le neoplas¢eni maghemitni nanodelci pri koncentraciji 50 pg/mL vecji
vpliv na zivost celic. Povprecje Zivosti pri tej koncentraciji je 70,5 %. Nobena druga vrsta
uporabljenih nanodelcev ni imela statisticno pomembnega vpliva na zivost celi¢ne linije
MDA-MB-231. Vsi delezi zivosti so primerljivi s kontrolo. Pri inkubaciji celic z oplaS¢enimi
kobalt feritnimi nanodelci bi morali povecati Stevilo poskusov za natancnejSo oceno Zivosti,
saj trend nakazuje rahel padec Zivosti kljub statisticno nepomembnemu rezultatu. Vecji
odkloni Zivosti povzroceni z dodatkom nanodelcev niso zaznavni. Menimo, da so neoplas¢eni

maghemitni nanodelci pri koncentraciji 50 pg/mL primerno stabilni in primerno veliki, da v
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zadostni meri vstopajo v celico, kjer negativno vplivajo na celicno Zivost. Hidrodinamski
premer pripravljenih neoplas¢enih maghemitnih delcev je bil 30 nm. Vecji skupki
neoplas¢enih maghemitnih delcev so na slikah faznega kontrasta vidni pri koncentracijah 100

pug/mL in 200 pg/mL. Pri drugih uporabljenih nanodelcih so opazni ze od 10 ug/mL napre;j.

Kljub statisticno nepomembnemu vplivu nanodelcev na zivost celic smo ocenili vpliv
oplas¢enja nanodelcev na toksi¢nost izbranih nanodelcev. Opazili smo razliko v vplivu plasca
PAA pri maghemitnih in kobalt feritnih nanodelcih. V primeru maghemitnih nanodelcev, je
plas¢ toksi¢nost zmanjsal. Oplas¢eni maghemitni nanodelci so bili manj toksi¢ni kot
neoplas€eni maghemitni nanodelci. Predvidevamo, da je temu tako, zaradi znatnega
povecanja hidrodinamskega premera delcev. Maghemitni delci oplasceni s PAA so bili veliki
200 nm. Predpostavljamo, da imajo ve¢ji nanodelci manjsi vpliv na zivost celic, saj slabse
prehajajo v celicne organele. Manjsi delci lazje povzrocijo fizicne poSkodbe lizosomov,
mitohondrijev in celicnih membran (38). V primeru kobalt feritnih nanodelcev je plas¢ PAA
toksi¢nost delcev povecal. Predvidevamo, da so neoplasceni kobalt feritni nanodelci slabo
stabilni, kar se izraza kot precipitacija. Celice ve¢je skupke delcev tezje endocitirajo.
Sklepamo, da je plas¢ PAA kobalt feritne nanodelce stabiliziral in s tem omogocil privzem v
celico in vpliv delcev na Zivost celic. Prav tako ne izklju€ujemo dejstva, da so bili lahko v

plascu nanodelca ujeti ioni sprosceni iz jedra delca.

Zakljuc¢imo lahko, da imajo maghemitni MND, neoplaséeni ali oplas¢eni, vecji vpliv na Zivost
celic kot kobalt feritni MND. S tem drugo hipotezo ovrzemo. Ovrednotili smo vpliv plasca
PAA. Plas¢ je nanodelce stabiliziral. Kljub zas¢itnemu ucinku, je vpliv plas¢éa PAA na

toksi¢nost nanodelcev odvisen od vrste nanodelcev. Prvo hipotezo smo tako le delno potrdili.

Dosedanje Studije Zivosti celic razlicnih celi¢cnih linij (jetra, ¢revesje, pljuca, nevroni) ob
dodatku neoplas€enih kobalt feritnih MND so pokazale majhno zmanjSanje Zivosti celic pri
koncentracijah MND do 100 pg/mL. Pri koncentracijah vi§jih od 100 pg/mL je bilo opazno
povisanje zivosti celic. To so razlozili z obarjanjem MND pri velikih koncentracijah, kar
preprecuje njihov privzem v celice (19). Raziskave na celi¢ni liniji T3 so dokazale Zivost
vecjo od 95 % pri koncentracijah do 117,3 pg/mL kobalt feritnih MND in zmanjsanje zivosti
na 80 % pri koncentraciji 234,6 pg/mL (45). Raziskave Zivosti na celi¢ni liniji glioblastoma
pri koncentracijah 58 pg/mL in 235 pg/mL so pokazale pojav belega roba okoli jedra celic,

kar nakazuje na celi¢ni stres (46).
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Na podlagi primerjave dosedanjih Studij z naSimi rezultati, smo se odlocili, da nadaljnje

poskuse izrazanja proteina HIF-1a nadaljujemo s koncentracijo 50 pug/mL.

IzraZzanje proteina HIF-1a

Znacilnost nekaterih kovinskih ionov je vpliv na aktivacijo transkripcijskega dejavnika HIF-1.
HIF-1 je eden izmed klju¢nih dejavnikov, ki rakavim celicam omogocCa angiogenezo,
metastaziranje in preklop metabolizma iz oksidativne fosforilacije na anaerobno glikolizo.
Zanimalo nas je, ali se lahko iz magnetnih nanodelcev sproséajo kovinski ioni, ki imajo vpliv
na indukcijo proteina HIF-1a. Postavili smo hipotezo, ki predpostavlja, da magnetni
nanodelci, ki se uporabljajo kot diagnosti¢no sredstvo ali kot nosilec protirakavih u¢inkovin,

vplivajo na izrazanje proteina HIF-1a.

Izrazanje proteina HIF-la smo preverili z inkubacijo celic raka dojke z oplaS€enimi in
neoplas¢enimi kobalt feritnimi in maghemitnimi MND. Kot kontrolo smo uporabili
netretirane celice v bazalnih razmerah. Dodatni kontroli smo imeli dve- kobaltov diklorid in
zelezov diklorid. Kobaltov diklorid dokazano aktivira izrazanje proteina HIF-la. Je znana
kemijska snov, ki povzro¢i biokemijski in molekulski odziv podoben odzivu, ki se zgodi pri
hipoksiji. Kobaltovi ioni (Co?*) inhibirajo encim PHD, ki je pomemben v kaskadi reakcij
potrebni za razgradnjo proteina HIF-1a v proteasomu. Zelezov diklorid dokazano utisa
izraZanje proteina HIF-1a (22). Preverili smo tudi izrazanje aktina, ki je sluzil kot endogena
kontrola. Enakomernost lis aktina pri prenosu western je sluzila kot zagotovilo enakomernosti

nanosa vzorcev na elektroforezni gel.

Izkazalo se je, da le oplasceni kobalt feritni nanodelci statisticno pomembno inducirajo
izrazanje proteina HIF-1a. Kot smo pri¢akovali, je do izrazanja proteina pri§lo pri inkubaciji z
nanodelci, ki vsebujejo kobalt. Maghemitni MND vpliva na izrazanje proteina niso imeli.
Razli¢en vpliv na izraZzanje proteina je imel plas¢ nanodelca. Do izraZanja proteina ni prislo
pri neoplas¢enih MND. Kot ze omenjeno pri oceni zivosti celic predvidevamo, da nanodelci

niso bili dovolj stabilni oziroma niso v zadostni meri prehajali v celice.

Na podlagi rezultatov primerjave vpliva razlicnih MND na izraZanje proteina HIF-1a smo se
odlocili za dodatne poskuse z oplaS€¢enimi kobalt feritnimi MND. Zanimala nas je ¢asovna
odvisnost aktivacije. Celice smo z nanodelci inkubirali razli¢no dolgo (0,5 h, 1 h, 2 h, 6 h in
24 h). V hipoksi¢nem okolju naj bi aktivacija proteina HIF-1a trajala od dveh do S$tiriindvajset
ur (49). Trend nakazuje viden odziv le pri ¢asovni tocki 24 h. Predvidevamo, da je odziv celic

na prisotnost kobalt feritnih in maghemitnih nanodelcev kasnej$i kot odziv na celi¢no
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hipoksijo. S poskusom 72-urne izpostavitve celic nanodelcem smo preverili vpliv
zakasnjenega ucinka. Rezultati niso pokazali zakasnelega izrazanja proteina HIF-1a iz Cesar

sklepamo, da se celice vrnejo v prvotno stanje.

Vpliv na izrazanje/ utiSanje proteina HIF-la imajo kobaltovi in Zelezovi ioni. Zato nas je
zanimal vpliv prostih ionov, ki se lahko spros¢ajo iz nanodelcev. Uporabili smo oplascene
kobalt feritne in oplas¢ene maghemitne nanodelce, ki so bili dializirani tik pred inkubacijo
celic z MND (do 24 h pred poskusom). Ugotovili smo, da izrazanje proteina HIF-la ni
odvisno od priprave nanodelcev oziroma njihove dialize in s tem izklju€ili vpliv prostih
ionov. Predvidevamo, da se v obeh primerih priprave nanodelcev; z dializo nanodelcev tik
pred poskusom ter pri nanodelcih, katerih dializa je bila narejena vsaj en mesec prej; dolocen
delez ionov sprosti iz nanodelcev ali pa se ze med samo pripravo ujamejo v plas¢ MND od

koder se postopoma sproscajo.

Dosedanje Studije aktivacije transkripcijskega dejavnika HIF-1 preucujejo vpliv kobaltovih
ionov. V §tudiji L. Feng et al. so preucevali vpliv kobaltovih nanodelcev na aktivacijo HIF-1a
v mi$jih embrionalnih fibroblastih. Ugotovili so veliko nalaganje proteina HIF-1a v celicah ze
po 6 urni izpostavljenosti koncentracijam 1,25 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5 pg/mL in 10 pg/mL
kobaltovih nanodelcev. Dokazali so tudi ¢asovno odvisnost aktivacije. IzraZzanje proteina je
bilo najve¢je pri dvanajstih urah inkubacije celic z nanodelci (47). V primerjavi z naSimi
rezultati, je bila aktivacija proteina HIF-1a ¢asovno odvisna in prisotna ze pri krajsem casu
izpostavitve nanodelcem. Predvidevamo, da je do razlik priSlo zaradi uporabe razli¢nih

celi¢nih linij in razli¢no pripravljenih nanodelcev.

Povzamemo lahko, da razli¢ne vrste nanodelcev razlicno vplivajo na izraZanje proteina HIF-
la v razliénih vrstah celic. Na celice MDA-MB-231 imajo izmed $tirih vrst preizkusanih
nanodelcev statisticno pomemben vpliv le oplas¢eni kobalt feritni nanodelci (slika 21). To
smo dokazali z desetimi bioloskimi ponovitvami inkubacije celic z omenjenimi MND.
Statisti¢ni rezultat odseva prikaz intenzivnosti lis poskusa prenosa western. S tem smo tretjo
hipotezo delno potrdili. Do minimalne indukcije izrazanja je prislo tudi pri oplaséenih
maghemitnih nanodelcih. Za natancnejSo opredelitev vpliva oplas¢enth maghemitnih
nanodelcev bi morali povecati §tevilo poskusov. Preverili smo izrazanje proteina HIF-1a pri
inkubaciji z oplas€enimi kobalt feritnimi MND v razli¢nih ¢asovnih tockah. Izrazanja pri

inkubaciji manj kot 24 h nismo dokazali. Prav tako ni prislo do zakasnjenega ucinka
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aktivacije po 72 h. Ucinek prostih ionov smo izkljucili s poskusom, kjer smo MND dializirali

do 24 h pred inkubacijo s celicami.

Vrednotenje rezultatov prenosa western

Ob vsakem poskusu prenosa western smo naredili barvanje membrane z barvilom Ponceau S.
S tem smo preveril variabilnost nanosa vzorcev. Razlike v obarvanju membrane so nam
pomagale razloziti razlike v intenzivnosti lis, kjer se je nahajal iskani protein. V rezultatih so
prikazane reprezentativhe membrane obarvane z barvilom Ponceau S. Ve¢jih variabilnosti

med naneSenimi vzorci ni bilo.

Preverili smo tudi ponovljivost med razlicnimi bioloskimi paralelkami in tehni¢nimi
ponovitvami poskusa prenosa western (slika 17A). Med dvema bioloskima paralelkama
prvega poskusa inkubacije celic z razlicnimi vrstami nanodelcev je prislo do razlik v
intenziteti izraZanja proteina HIF-1a pri vzorcih celic inkubiranih s kobalt feritnimi nanodelci
oplaséenimi s PAA in s kobaltovim kloridom. Kobaltov klorid je signifikantno vplival na
izrazanje proteina. Prav tako trend rezultatov nakazuje izrazanje pri inkubaciji z oplas¢enimi
kobalt feritnimi nanodelci. Prislo je torej le do razlik v intenziteti lis in ne tudi do razlik vpliva
na izrazanje. Predpostavljamo, da so imeli vpliv na intenziteto izrazanja proteina HIF-la
razli¢ni dejavniki, kot so vpliv nanodelcev na zivost celic, privzem delcev v celice in drugi
zunanji dejavniki. Koncentraciji proteinov v vzorcih sta bili namre¢ zelo primerljivi (230

pg/mL in 221 pg/mL).

Primerjava tehni¢nih ponovitev prve bioloske paralelke kaZe oé&itno ponovljivost. Ce
intenziteto lis proteina HIF-1a uravnamo z intenziteto endogene kontrole, je ponovljivost
poskusa zelo dobra. Pri drugi bioloski ponovitvi le druga tehni¢na ponovitev rahlo odstopa od

ostalih rezultatov.

Iz primerjave membran obarvanih z barvilom Ponceau S lahko povzamemo, da je bil nanos
vzorcev po ustaljenem postopku enakomeren. Prav tako je bila enakomerna razporeditev
koli¢ine proteinov med razlicnimi vzorci. S primerjavo bioloskih in tehni¢nih paralelk smo

dokazali majhno variabilnost in ponovljivost prenosa western.
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6. Sklep

V magistrski nalogi smo ovrednotili toksi¢ni potencial nanodelcev Zelezovega oksida na
zivost celic raka dojke ter njihov vpliv na izraZanje transkripcijskega dejavnika HIF-1 preko
stabilizacije njegove podenote HIF-1la. Primerjali smo vpliv $tirih vrst nanodelcev: kobalt
feritnih nanodelcev, kobalt feritnih nanodelcev oplas¢enih s PAA, maghemitnih nanodelcev in

maghemitnih nanodelcev oplascenih s PAA.

Prva hipoteza je bila, da bodo imeli neoplas¢eni nanodelci vecji vpliv na zivost celic kot
oplasceni nanodelci. Hipotezo smo delno potrdili. Toksi¢nost je bila namre¢ odvisna tudi od
vrste nanodelcev. V primeru kobalt feritnih nanodelcev je plas¢ PAA povecal njihovo

toksi¢nost. V primeru maghemitnih nanodelcev je plas¢ PAA zmanjsal njihovo toksi¢nost.

Glede na znane literaturne podatke o toksicnosti nanodelcev Zelezovega oksida smo
predvidevali, da bodo imeli kobalt feritni MND vecjo toksi¢nost kot maghemitni nanodelci.
To hipotezo smo ovrgli, saj so imeli maghemitni MND ve¢ji vpliv na zmanjSanje Zivosti celic

kot kobalt feritni MND.

Tretja hipoteza je bila, da imajo nanodelci Zelezovega oksida, Ki se lahko uporabljajo kot
diagnosti¢no sredstvo ali kot nosilec protirakavih u¢inkovin, vpliv na izrazanje proteina HIF-
la. Hipotezo smo delno potrdili, saj so imeli izmed $tirih razliénih vrst MND le oplasceni
kobalt feritni nanodelci vpliv na izrazanje proteina HIF-la. To smo dokazali z desetimi

bioloskimi ponovitvami.

MND so zaradi svojih ugodnih lastnosti primerni za uporabo v diagnostiki rakavih obolenj ter
uporabni kot nosilec za zdravilne uc¢inkovine. Njihova biomedicinska uporaba je vedno Sirsa.
Glede na rezultate magistrske naloge in literaturne podatke lahko zaklju¢imo, da imajo
maghemitni in kobalt feritni magnetni nanodelci majhen, skorajda zanemarljiv vpliv na zivost

celic. Iz vidika vpliva na zivost celic, so varni za uporabo.

Kobalt feritni nanodelci oplaséeni s PAA predstavljajo potencialni aktivator dejavnikov, Ki
rakavim celicam pomagajo pri angiogenezi in metastaziranju. lz vidika uporabe za
diagnosticiranje oziroma zdravljenja raka dojke, torej niso varni. Menimo, da bi morali pred
uporabo kobalt feritnih nanodelcev oplas¢enih s PAA v biomedicinske namene, oceniti

razmerje med njihovo koristjo ter Skodo.
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