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Povzetek

V diplomski nalogi smo na celi¢nih linijah keratinocitov in fibroblastov proucevali
citotoksi¢nost lamelarnih tekocCih kristalov za dermalno uporabo. Pripravili smo dva
sistema tekocih kristalov iz netoksi¢nih in biokompatibilnih sestavin: lecitina, Tweena 80,
izopropilmiristata in bidestilirane vode z razli¢nim razmerjem oljne in vodne faze. UCinke
smo proucevali po kratkotrajni (4h) in dolgotrajni (24h) izpostavitvi v koncentracijskem
obmocju od 0,5 mg/ml do 5 mg/ml glede na kontrolne (netretirane) celice. Ugotovili smo,
da je vpliv tekocCih kristalov ¢asovno in koncentracijsko odvisen. S testom aktivnosti
mitohondrijske dehidrogenaze smo koncentracijo 0,5 mg/ml opredelili kot subtoksi¢no, saj
je bila celi¢na proliferacija primerljiva s kontrolo. Odkrili smo, da se fibroblastom po 4h
izpostavitve teko¢im kristalom proliferacija sicer zniza, vendar se po dolgotrajnejsi
tekocih kristalov na metabolno sposobnost celic v primerjavi z referencnim iritantom SDS
je bil znacilno manjsi (razen pri fibroblastih po 24h pri koncentraciji > 2 mg/ml). Znacilno
razliko med sistemoma tekocih kristalov smo opazili le pri dolo¢enih koncentracijskih in
casovnih tockah, in sicer je bila metabolna aktivnost vi§ja za sistem z vecjim delezem
vode. Pri opazovanju morfoloSkih sprememb celic pod svetlobnim mikroskopom pri
koncentraciji 0,5 mg/ml po 4h izpostavitve Se nismo opazili sprememb, po 24h pa so bili
posamezni keratinociti zaobljeni, gostota celic pa je bila $e¢ vedno enaka in celice so
ohranile medsebojne povezave. Pri vi§jih koncentracijah so tako keratinociti kot fibroblasti
postali bolj zaobljeni, zaceli so se tudi odlepljati od podlage. Podobne znacilnosti smo
potrdili pod fluorescentnim mikroskopom, kjer smo opazovali celice s fluorescentno
obarvanim jedrom in aktinom, kjer pa smo Ze pri koncentraciji 0,5 mg/ml opazili manjSe
morfoloSke spremembe v aktinskih vlaknih (odebeljeni mikrofilamenti). Rezultati Stetja
celic po barvanju s tripanskim modrilom se niso skladali z ostalimi rezultati, pri visjih
koncentracijah oz. daljSem casu izpostavitve je bil delez tako Zivih kot mrtvih celic
majhen, opazili pa smo tudi razpadne fragmente celic. Pri fluorescentnem barvanju
membrane smo zaznali opazne spremembe ze pri konc. 0,5 mg/ml, vendar je potrebna
nadaljnja optimizacija izvedbe zaradi tezav pri proucevanju zivih celic. Zaklju¢imo lahko,
da so rezultati diplomskega dela obetavni predvsem z vidika, da so celi¢ne linije
obcutljivejSi eksperimentalni modeli v primerjavi z aplikacijo na koZi. ZmanjSanje
metabolne sposobnosti ter morfoloske spremembe celic pri vi§jih koncentracijah tekoc¢ih

kristalov pa so najverjetneje posledica delovanja povrSinsko aktivnih snovi, tj. poSkodb



membrane ter denaturacije aktina ob prehodu v notranjost celic. Smiselno bi bilo nadaljnje

vrednotenje bioloske sprejemljivosti tekocCih kristalov na rekonstruiranih koznih modelih.

Kljuéne besede: lamelarni tekoci kristali, citotoksi¢nost, keratinociti in fibroblasti,

fluorescentna mikroskopija, morfologija celic



Abstract

In diploma we evaluated the cytotoxicity of lamellar liquid crystals for dermal application
on keratinocyte and fibroblast cell lines. Two systems of liquid crystals were made using
non-toxic and biocompatible components: lecithin, Tween 80, isopropyl myristate and
bidistilled water at different ratios. The effects were evaluated after short-term (4h) and
long-term (24h) exposure in concentration range of 0,5 — 5 mg/ml and compared to control
(untreated) cells. The observed effects were time and concentration dependent. Using
mitochondrial dehydrogenaze activity assay the concentration 0,5 mg/ml was confirmed as
sub-toxic since the cell proliferation was comparable to control cells. The cell proliferation
was lower for fibroblasts following 4h exposure to liquid crystals however the complete
recovery was obtained following long-term treatment at lowest concentration (0,5 mg/ml)
tested. Liquid crystals’ influence on metabolic activity was significantly lower when
compared to sodium dodecyl sulfate, i.e. reference irritant (except for fibroblasts after 24h
exposure at concentrations > 2 mg/ml). Significant difference between the two systems of
liquid crystals was observed only at certain concentration and time points where metabolic
activity was higher for system containing more water. No changes were observed under
inverted light microscope at concentration 0,5 mg/ml following 4h of treatment, whereas
after 24h some keratinocytes were more rounded nonetheless no changes in cell numbers
and intercellular connections were observed. At higher concentrations increasing
curvaceousness and detachment of both keratinocytes and fibroblasts was observed. Using
fluorescent dyes for nucleus and actin fibers similar changes were observed under
fluorescent microscope, however slight morphologic changes in actin filaments (thicker
microfilaments) were noticed already at concentration 0,5 mg/ml. Results of cell count
assay (using trypan blue stain) were not consistent with results of other assays — at higher
concentrations or long-term treatment the ratio of live and dead cells was low, also
fragments of cells were observed. Changes of cell membrane were observed under
fluorescent microscope at concentration 0,5 mg/ml but further optimization of procedure is
needed due to difficulties that arise from observing live cells. The results appear to be
promising when considering the facts that irritant responses in cell lines are much higher
than in vivo and that morphologic changes can most likely be attributed to cell membrane
damage due to surfactants causing the penetration inside the cell and consequently
denaturation of actin. Further evaluation of skin compatibility of liquid crystals on

reconstructed human epidermis is logical continuation of the research.



Key words: lamellar liquid crystals, cytotoxicity, keratinocytes and fibroblasts, fluorescent

microscopy, cell morphology



Seznam okrajSav

3D tridimenzionalni

AFM mikroskop na atomsko silo

ATP adenozin trifosfat

DMSO dimetilsulfoksid

DSC diferen¢na dinamic¢na kalorimetrija

IL interlevkin

IR infrardece

LDH laktat-dehidrogenaza

MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolij

PAS povrsinsko aktivna(e) snov(i)

RHE rekonstruiran ¢loveski kozni model

SDS natrijev dodecilsulfat

SEM vrsticni (»scanning«) elektronski mikroskop

SIT skin irritation test (test iritacije koze)

TEM presevni (transmisijski) elektronski mikroskop

TK tekoci kristali

TNF tumorje nekrotizirajoci faktor



1 Uvod

1.1 Tekodi kristali

Tekoci kristali predstavljajo vmesno stanje med trdnim in tekoCim, imenujemo jih tudi
mezofaze. Izkazujejo tako lastnosti tekocin (pretok) kot kristalov (dvolomnost, urejenost,
mehanska stabilnost). Molekule, ki tvorijo mezofaze, imenujemo mezogeni. Mezogeni so
pogosto pomozne snovi, kot so povrSinsko aktivne snovi, pa tudi nekatere zdravilne
ucinkovine npr. soli organskih kislin ali baz. Celicne membrane imajo strukturo tekocih
kristalov, slednjo izkazujejo tudi lipoidne oblike v ziv€evju ter mozganih (1-3).

Glede na nacin nastanka jih delimo na termotropne in liotropne. Medtem ko liotropni
tekoCi kristali nastanejo z dodajanjem topila trdni snovi, termotropni tekoci kristali
nastanejo pri segrevanju, ki mu sledi nadzorovano ohlajanje. Termotropni teko¢i kristali so
navadno enokomponentni sistemi, ki jih glede na razporeditev molekul delimo v dve
podskupini: smekti¢ne ter nemati¢ne. Pri nemati¢nih so molekule linearno orientacijsko
urejene in enako usmerjene, pri smekti¢nih pa so dvodimenzionalno orientacijsko urejene
in se zdruzujejo v plasti (slika 1). Kiralni mezogeni se zaradi steri¢nega ucinka orientirajo
v vijacnico, kar imenujemo holestericna nemati¢na faza. Nemati¢ni tekoCi kristali SO
obcutljivi na elektri¢ni tok, zato se uporabljajo v LCD zaslonih. Zaradi anizotropnih
lastnosti lahko na njihovo orientacijo vpliva ze Sibko elektri¢no ali magnetno polje, kar je
osnova zaslonov na digitalnih urah, Zepnih racunalnikih, televizijskih in racunalniskih

zaslonov. Smektic¢ni kristali imajo ve¢ji pomen v farmaciji (1, 4, 5).

Slika 1: Prikaz razporeditve molekul v (A) nemati¢ni in (B) smekti¢ni mezofazi (4).



1.1.1 Liotropni tekodi kristali

Liotropni tekoci kristali nastanejo z dodajanjem dolocenega topila zaradi interakcij med
komponentami, ki so obic¢ajno voda, olje in PAS, ki morajo biti v ustreznem razmerju, kar
lahko dolo¢imo s pomocjo trikomponentnega faznega diagrama. Molekule, ki tvorijo
liotropne tekoce kristale, so podolgovate in najveckrat amfifilne. V vodi se orientirajo tako,
da so s hidrofilnimi glavami v stiku z medijem, hidrofobni repi pa so obrnjeni navznoter
zaradi hidrofobnih interakcij. Pri razlicnem razmerju komponent nastanejo razli¢ne faze
tekocih kristalov, fazne prehode pa lahko dodatno povzroci tudi spreminjanje temperature.
Pri liotropnih tekoc¢ih kristalih ne tvorijo mezogenov same molekule, temve¢ njihovi
hidrati oziroma solvati, ki so lahko razlicnih oblik, npr. cilindri ali stozci. Cilindri se
uredijo v plasti, kar vodi do nastanka lamelarnih tekocih kristalov, kjer se izmenjujejo
polarni in nepolarni sloji. Voda in vodne raztopine u¢inkovin se lahko vkljucijo v polarni
sloj, nepolarne molekule pa v nepolarni sloj. S povecevanjem koncentracije topila se
pali¢asta oblika solvatirane molekule spremeni v stozéasto, kar spremeni obliko mezofaze
v heksagonalno ali inverzno heksagonalno, odvisno od polarnosti molekule in topila. Pri
tem se oblikujejo miceli (polarne skupine molekul so lahko obrnjene navzven ali
navznoter), ki se heksagonalno uredijo. Z nadaljnjim dodajanjem topila pride do nastanka
kubi¢nih ali inverznih kubi¢nih faz. Med prehodom iz lamelarne v (inverzno)heksagonalno
fazo pa lahko pride tudi do nastanka drugih struktur. To je odvisno od same molekule in
koncentracije mezogena ter lipofilnih oz. hidrofilnih lastnosti topila. Mezofaze so glede na
konsistenco poltrdne ali pa viskozne tekocine (1-4, 6). Njihova izdelava je relativno
enostavna, nastanejo ob majhnemu vnosu energije in so termodinamsko stabilne, torej tudi

po daljSem ¢asu ne pride do lo¢itve faz (7).

1.1.2 Uporaba tekocih kristalov v farmaciji

Tekoci kristali spadajo med koloidne disperzne sisteme z velikostjo struktur 10 — 400 nm.

V farmaciji se uporabljajo kot nosilni sistemi za oralno, nazalno, rektalno, vaginalno,
dermalno in transdermalno ter parenteralno uporabo. Kubi¢ne faze liotropnih tekocih
kristalov so primerne za dostavo ne le manjSih molekul zdravilnih u¢inkovin temve¢ tudi
vecjih proteinov (8, 9). Tudi reverzne heksagonalne faze imajo velik potencial za dostavo

peptidnih u¢inkovin (10).



Tekoci kristali so pogosto del mikrostrukture pripravkov za dermalno uporabo (11).
Povrsinsko aktivne snovi, ki se uporabljajo kot emulgatorji, namre¢ tvorijo micele, pri
vi§jih koncentracijah pa se miceli preoblikujejo v tekoce kristale (4). Teko¢i kristali se
uporabljajo tudi za zas¢ito obcutljivih substanc, kot so vitamini, antioksidanti in olja, saj se
molekule vgradijo med lamelarne plasti in so tako zas¢itene pred svetlobo. IzboljSajo
fizikalno stabilnost krem, ker se poveca viskoznost in zato zmanjsa flokulacija, flotacija in
agregacija (11).

Lamelarni liotropni teko¢i kristali so termodinamsko stabilni ter strukturno podobni
lipidnim dvoplastem med korneociti v kozi (slika 2), zato predstavljajo enega izmed
novejSih dermalnih in/ali transdermalnih dostavnih sistemov. Z uporabo neionskih PAS
lahko reverzibilno povecamo dermalno absorpcijo skozi kozo, ne da bi povzrodili
ireverzibilno iritacijo. V dolo¢enih primerih lahko povecajo topnost u¢inkovin, ki so sicer
netopne ali slabo topne v vodi, saj PAS omogocijo njihovo solubilizacijo (7). Sproscanje
vgrajenih u¢inkovin iz lamelarnih faz poteka z difuzijo. Hitra sprostitev u¢inkovine iz oljne
faze je onemogocena, ker so tekoci kristali ve¢plastni, z izmenjajocimi se hidrofilnimi in
hidrofobnimi sloji (12). Zaradi lamelarne strukture se ve¢ina vode vgradi med plasti v
hidrofilna podroc¢ja, kar povzro¢i manjse izhlapevanje vode kot v tradicionalnih hidrofilnih
kremah, to pa omogoc¢a dolgotrajnejSo hidratacijo koze po nanosu. Tekoc¢i kristali imajo

tudi primerno konsistenco za dermalno uporabo ter privlacen izgled (7).

} polarna plast

§| !E ] IE ; ![ §| [ il ; g % ;I ll !! ]! } nepolarna plast

Slika 2: Lamelarna struktura tekoc¢ih kristalov: shematski prikaz ureditve molekul v izmenjujoce se plasti.

Patentiranih ali v postopku patentne priprave je ze nekaj tekocih kristalov za dermalno

uporabo:

e Tekoci kristali emulzijskega tipa, ki vsebujejo ciklosporin in bi se lahko uporabljali za
zdravljenje koznih bolezni, kot sta luskavica in atopijski dermatitis (US Patent

Application No: 2010/0190,695). Sestavine teh tekocih kristalov so: neionska



hidrofilna in hidrofobna PAS, olje, mascobna kislina in mas¢obni alkohol ter vodotopni
poliol.

e Tekoci kristali v obliki gela, iz polioksietilengliceriltrioleata, propilenglikola, IPM in
soli hialuronske kisline, namenjeni za transdermalno aplikacijo hormonske nadomestne
terapije (US 10/575,145) (12).

1.2 Iritacija koZe: nastanek in vrednotenje

1.2.1 Zgradba koZe

Koza predstavlja glavni organ za zasCito telesa. Preprecuje namre¢ vstop Skodljivim
mikroorganizmom in tujim snovem v telo ter ga varuje pred izgubo telesne tekocine.
Sestavljena je iz dveh plasti: zunanje vrhnjice ali epidermisa in debelej$e vezivne usnjice
ali dermisa, ki lezi pod njo. Pod njima je podkozje iz rahlega veziva, ki vsebuje veliko
mascobnih celic, krvno in limfno zilje ter Zivce.

Koza je zgrajena iz vecskladnega plos¢atega poroZenevajocega epitelija. Glavne epitelijske
celice so keratinociti, med katerimi najdemo $e melanocite, Langerhansove in Merklove
celice. Najstevilénejse celice v usnjici so fibroblasti, mascobne celice in makrofagi. Med
njimi so kolagenska, elasti¢na in retikulinska vlakna. V tej plasti se nahajajo tudi krvne in
limfne zile, ziveni koncici, lasni folikli in kozne Zleze (znojnice, diSavnice in lojnice) (13).

Vrhnjica je debela le 15 — 20 pum, a predstavlja u¢inkovito bariero za dermalno absorpcijo
(14). Sestavlja jo 12-20 plasti keratinocitov, ki se premikajo iz temeljne plasti proti
povrsini koze in se pri tem diferencirajo. V temeljni plasti (Stratum basale) se celice delijo
in omogoc¢ajo obnavljanje koze. Premikajo se proti povrsini in preidejo v trnasto plast
(stratum spinosum), nato v zrnato plast (stratum granulosum), Kjer keratinociti izgubijo
celiéne membrane in jedra (15, 16). Zunanja roZena plast (Stratum corneum) predstavlja
glavno bariero za difuzijo skozi kozo. Sestavljajo jo korneociti, ki so mrtvi keratinociti,
ploscate heksagonalne oblike, bogati s filamentom keratinom. Urejeni so po principu opek
v lamelarnem kristalinicnem matriksu lipidov, ki jih sintetizirajo keratinociti v spodaj
leze¢i zrnati plasti (15). Lipidni dvosloj je zgrajen iz ceramidov, mascobnih kislin ter
holesterola in njegovih estrov in tvori gelska in semikristalinicna podro¢ja ter domene
tekocih kristalov (17). Zaradi take urejenosti korneocitov v lipidnem matriksu je rozena
plast 1000-krat manj permeabilna kot ostale bioloske membrane (18). Preprecuje vdor tujih

snovi v kozo in izhlapevanje vode skozi kozo ter delno varuje pred UV sevanjem (16).



1.2.2 lIritacija koZe

Ob stiku koze z drazeCimi snovmi pride do vnetne reakcije, imenovane kontaktni
dermatitis, Ki je ena najbolj pogostih koznih bolezni (19, 20). Tako pri iritativnem
kontaktnem dermatitisu kot tudi pri alergijskem kontaktnem dermatitisu lahko pride do
eritema, edema, suhe in razpokane koze, luscenja koze, srbenja in bolecine. Nekateri od teh
znakov so posledica vnetne reakcije in spremenjene homeostaze. Najbolj pogost vzrok
vnetne reakcije v kozi je iritacija, ki je lokalna neimunogena vnetna reakcija, pri ¢emer se
aktivirajo imunski mehanizmi, ne pa tudi spominske T-celice ali antigensko specifi¢ni
imunoglobulini kot pri alergijskem kontaktnem dermatitisu (19, 21). Iritativni kontaktni
dermatitis je lokalizirano vnetje koze zaradi stika s toksi¢nimi substancami, kot so kovine,
Cistilna sredstva, detergenti, kozmeti¢na sredstva, industrijske kemikalije in lateks. Glede
na ¢as nastanka reakcije lahko iritacijo opredelimo kot akutno ali kroni¢no (20). Akutni
iritativni  kontaktni dermatitis se razvije ze po kratkotrajnejSi izpostavitvi iritantu.
Patoloske spremembe so omejene na predel koze, ki je bila v stiku z njim. Pojavi se eritem,
vcasih tudi mehurcki, ki se lahko spremenijo v plitve ulkuse ali nekroze. Vnetje se odraza s
pekocim obcutkom ali zbadanjem. Kroni¢ni iritativni kontaktni dermatitis pa se razvije po
dolgotrajni ali ponavljajoci izpostavitvi koze blagim iritantom. Izpostavljena podrocja koze

se izsusijo, razpokajo in vnamejo (19).

Povrsinsko aktivne snovi kot iritanti

Iritacija koze je odvisna od mnogih faktorjev: koncentracije, €asa in pogostosti
izpostavitve, mesta izpostavitve na kozi, stopnje penetracije in intrinzi¢nega toksi¢nega
potenciala snovi.

Snovi v pripravkih za dermalno uporabo, ki najpogosteje povzro€ijo nezelene ucinke na
koZi, so povrSinsko aktivne snovi (npr. emulgatorji ali solubilizatorji), ki interagirajo z
lipidi v kozi. Sposobnost PAS, da povzrocijo iritacijo, je povezana s kemijsko strukturo
molekule (21). V splosnem je sposobnost snovi za povecanje absorpcije premosorazmerna
s sposobnostjo, da poSkoduje kozo. Porusi namre¢ urejenost lipidnih dvoslojev v roZeni
plasti ali poskoduje keratinocite. Rozena plast je fiziolosko mrtev del koze, vendar se
hkrati s spremenjeno ureditvijo lipidnega dvosloja zmanjsa barierna vloga koze, zato lahko
snovi prehajajo v globlje plasti epidermisa, kjer pridejo v stik z zivimi keratinociti in
delujejo citotoksi¢no. ZmanjSana barierna funkcija koze se lahko odraza tudi kot povecana

transepidermalna izguba vode (21-23).
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V imunskem odzivu vrhnjice igrajo pomembno vlogo keratinociti. Po stiku z iritantom se
iz keratinocitov zacnejo sproscati vnetni citokini ali vnetni mediatorji, kot so ATP in
prostaglandini. Vnetno reakcijo povzro¢i kaskada arahidonske kisline in citokini, ki se
spros¢ajo iz viabilnih keratinocitov in fibroblastov. Vnetni mediatorji aktivirajo celice
imunskega odziva in povzrocijo dilatacijo kapilar, zato se iritacija koze kaze tudi kot
rde€ica in edem. Uravnavanje vnetnega odziva zavisi od komunikacije med keratinociti in
fibroblasti.

PAS lahko porusijo strukturo celi¢ne membrane in tako povzro¢ijo iztekanje citoplazme. V
citoplazmi keratinocitov se nahaja vnetni citokin IL-1a, ki je zacetni sprozilec vnetne
kaskade. Ob sprostitvi iz celice povzro¢i indukcijo ostalih citokinov (IL-6 ter IL-8) in
aktivira fosfolipazo A2, ki je glavni encim v kaskadi arahidonske Kisline. Pri regulaciji
vhetnega odziva sodeluje tudi Kkalcij, ki posredno aktivira kaskado arahidonske Kisline
preko translokacije fosfolipaze A2 iz citoplazme na membrano. Iritanti, ki ne poskodujejo
celicne membrane, pa najverjetneje ne sprozijo vnetnega odziva samo preko sprostitve IL-
lo, temve¢ tudi preko nastanka reaktivnih Kkisikovih zvrsti, ki povzro¢ijo oksidacijo
nukleinskih kislin, proteinov in lipidov v membrani, zato pride do spremenjene ekspresije
genov in citotoksi¢nih uéinkov (20, 21, 24-26).

Neionske PAS so pri dermalni aplikaciji manj problemati¢ne kot kationske in anionske, kar
so potrdili tako z in vitro kot in vivo Studijami (27). Najpogosteje uporabljane PAS v
pripravkih za dermalno uporabo so fosfolipidi (lecitin) z zelo nizko toksi¢nostjo in pa
mnoge neionske PAS, kot so polisorbati (Tweeni®), estri sorbitana (Spani®) in poligliceril-
6-izostearat (Plurol Isostearique®, Plurol Oleique®™) (14). V prihodnosti se bodo morda
uveljavile tudi druge novejse PAS, za katere so v in vitro ter in vivo Studijah dokazali, da
ne povzrocajo iritacije. Savi¢ in sodelavci so proucevali nove formulacije za dermalno
uporabo, pri katerih so kot emulgator uporabili emulgirajo¢i vosek naravnega izvora —
mesanico cetearilglukozida in cetearil alkohola. Vgradili so tudi dve modelni u¢inkovini;
natrijev diklofenak in kofein. Formulacije so se izkazale kot perspektivne za uporabo v
farmaciji, z MTT testom na koznem modelu ter in vivo studiji na 10 zdravih prostovoljkah
pa so pokazali, da so varne za dermalno uporabo (28).

Lecitin se pogosto uporablja za stabilizacijo emulzij. Weyenberg in sodelavci so z uporabo
MTT testa dokazali, da submikronske emulzije z lecitinom po 18h izpostavitvi ne
povzrocajo citotoksi¢nosti na celi¢nih linijah keratinocitov in fibroblastov (27). Santos

Maia in sodelavci so ugotovili, da Lipoid S75 (lecitin) ne vpliva signifikantno na viabilnost
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fibroblastov in keratinocitov po 24h izpostavitvi (29). Dreher in sodelavci so izvedli
Studijo, v kateri so proucili mikroemulzijski gel iz lecitina, izopropilpalmitata in vode za
transdermalno aplikacijo indometacina in diklofenaka. In vivo test na ¢loveski kozi ni
pokazal znacilne iritacijske reakcije v ¢asu aplikacije 1-5 dni, z in vitro testom na rozeni
plasti ¢loveske koze pa so s pomocjo IR spektoskopije s Furierjevo transformacijo in DSC
ugotovili, da ze po 1 dnevu pride do prerazporeditve medceli¢nih lipidov, predvsem zaradi
izopropilpalmitata. SEM pri nizkih temperaturah je po petih dneh izpostavitve testiranemu
gelu pokazala opazne spremembe strukture medceli¢nih lipidov, morfologija korneocitov
pa je ostala nespremenjena. S spros¢anjem skozi Franzove difuzijske celice so ugotovili, da
je hitrost difuzije obeh ucinkovin iz pripravljenega gela ustrezna in gel primeren za
(trans)dermalno dostavo ucinkovin, prerazporeditev lipidov pa omogoci povecano
absorpcijo (30).

Tornier in sodelavci so izvedli in vitro test na rekonstruiranem koZnem modelu SkinEthic,
kjer so preverjali iritabilnost razli¢nih snovi z MTT testom, meritvami spro$¢anja IL-1a ter
proucevanjem histologije. Med drugim so testirali Tween 80 (Sigma) in ga opredelili kot
neiritabilno snov, saj so meritve odrazale visoko viabilnost celic in normalno histologijo,

prav tako niso opazili povecanega spros¢anja IL-1a (31).

1.2.3 Vrednotenje iritantov

Za vrednotenje iritantov so véasih uporabljali Draizov test na zajcih in morskih prasickih.
Testirano snov pri tem testu nanesejo 3 zivalim na obrit predel koze na hrbtu, pokrijejo z
oblizem za 4 ure in spremljajo klinicne znake po 24h, 48h in 72h. Ta test je mnogokrat
bole¢ in Skodljiv za zivali, kar poudarjajo tudi organizacije, ki se zavzemajo za pravice
zivali. Dejstvo je tudi, da odziv na Zivalski kozi ni nujno enak odzivu na ¢loveski kozi. Po
6. amandmaju kozmeti¢ne direktive Evropske unije (93/35/EEC) je zato sledil pospeSen
razvoj alternativnih modelov za proucevanje iritacije, korozivnosti in fototoksi¢nosti.
Draizov test so tako nadomestile in vitro metode na enoplastnih celi¢nih linijah ter na
rekonstruiranih ¢loveskih koznih modelih (3D koznih modelih) (21, 22, 26, 32-35).

Pri razvoju in vitro metod za testiranje iritacije so se osredotocili na keratinocite, saj imajo
te celice pomembno vlogo v zaletni stopnji iritacije koze in tudi pri uravnavanju in
prilagajanju tega procesa (35). Ker pri in vitro testiranju ne moremo oceniti vidnih
simptomov, je za ocenjevanje iritacije potrebno izbrati ustrezne parametre (21). Za oceno

iritacije se pri in vitro modelih doloca sproséene citokine (IL1a, TNFa) v supernatantu s
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pomoc¢jo ELISE in/ali preverja citotoksi¢nost s prouc¢evanjem proliferacije keratinocitov

oziroma izgube integritete celicne membrane.

Pogosti parametri, s katerimi merimo citotoksi¢nost, so (20, 36, 37):

e privzem barvila v celico, npr. nevtralno rdecega: Zive celice s pomo&jo aktivnega
transporta barvilo privzamejo v celico in ga vgradijo v lizosome. Sposobnost
proliferacije celic dolo¢imo posredno preko merjenja absorbance.

e sproscanje encimov, npr. laktat-dehidrogenaze (LDH): Celice s poskodovano
membrano spros¢ajo v okolico LDH. Z dodatkom ustreznega reagenta lahko dolo¢imo
Stevilo poskodovanih celic tako, da izmerimo fluorescenco nastalega produkta.

o MTT redukcijski test, ki odraza aktivnost mitohondrijske dehidrogenaze: Celi¢na
poskodba se odrazi tudi v izgubi celicne metabolne aktivnosti, zato lahko za
preverjanje citotoksi¢nosti uporabimo test redukcije MTT (27). Viabilne celice
proizvajajo NADH in NADPH molekule, ki omogocijo redukcijo tetrazolijeve spojine
v obarvan produkt, ki ga kolorimetri¢no dolo¢imo. MTS tetrazolij je spojina, podobna
MTT tetrazoliju, vendar je produkt, ki nastane po redukciji, topen v celi¢nem mediju,
zato ni potreben dodatek izopropanola, ki poveca topnost nastale soli, kot je to v
primeru MTT tetrazolija (37). MTT test za vrednotenje citotoksi¢nosti je preprost,
uporaben in cenovno ugoden test za pridobitev osnovnih informacij o iritabilnosti snovi
oz. preiskovanih sistemov, kljub temu da rezultati niso povsem skladni z rezultati
testiranj na 3D modelih (36, 38).

Evropski center za validacijo alternativnih metod (ECVAM) je potrdil uporabo in vitro

testov na rekonstruiranih koZnih modelih kot ustrezne modele za predvidevanje iritacije na

kozi in kot ustrezno zamenjavo testiranju na zivalih. Odobreni modeli za testiranje so:

EpiSkin SIT, EpiDerm SIT, Modified EpiDerm SIT in SkinEthic RHE (20, 39, 40).

Rekonstruiran kozni model je vecplasten model diferenciranih ¢loveskih keratinocitov, ki

posnema zgradbo ¢loveskega tkiva (41). Keratinociti rastejo na sintetiénem matriksu ali na

kolagenskem matriksu s fibroblasti. Na stiku medija z zrakom se razvije rozena plast, ki
predstavlja funkcionalno bariero (21). Nekateri so razvili celo modele, ki poleg zgradbe
posnemajo tudi bioloski odziv koze. Model StrataTest vsebuje tako povrhnjico iz
keratinocitov kot tudi usnjico iz fibroblastov, ki sta lo¢eni z intaktno bazalno membrano.
Med celicami povrhnjice in usnjice je omogoc¢ena parakrina signalizacija. Rekonstruiran

kozni model po protokolu izpostavimo proucevani substanci, nato pa lahko celi¢no
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proliferacijo proucujemo na razlicne nacine, npr. z merjenjem aktivnosti mitohondrijske
dehidrogenaze ali merjenjem spros¢enih vnetnih citokinov, kot je IL-1a. (42).

Testiranje na rekonstruiranem koznem modelu daje primerljive rezultate s testiranjem
iritantov in vivo (33). In vivo Studije akutne iritacije koZe se izvajajo klini¢no na kozi
prostovoljcev s pomocjo oblizev, kot pozitivno kontrolo uporabimo SDS (41). Pri tem je
potrebno omeniti, da je prodiranje snovi v globlje plasti pri rekonstruiranem koznem
modelu 10 — 30x hitrejSe kot in vivo, kar je slabost za testiranje sistemov, ki so blazji
iritanti. Za ocenjevanje vidnih simptomov iritacije je prav tako bistvena interakcija z
endotelijem, vnetnimi celicami, zivénimi kon¢i¢i itd., kar je pomanjkljivost rekonstruiranih
koznih modelov (21).

Rezultati, ki jih dobimo pri testiranju citotoksi¢nosti na enoplastnih celi¢nih kulturah in pri
testiranju iritacije na rekonstruiranem koznem modelu, niso povsem enaki, saj so celi¢ne
kulture bolj obcutljiv sistem, ker ni prisotne porozenele plasti, ki ima vlogo za$Citne
bariere. Testi citotoksi¢nosti pa lahko dajo bolj realen rezultat potencialne iritabilnosti v
primeru, ko je koza poSkodovana in zato barierna funkcija okrnjena (24, 29). Bistvena
prednost 3D modela je predvsem v tem, da lahko testiramo iritabilnost formulacij v enaki
obliki, kot bi jih aplicirali na kozo (36). A vendar je te modele tezje pripraviti in so drazji
kot celi¢ne linije, zato se celi¢ne kulture pogosteje uporabljajo v zacetnih testiranjih (24,
36).

Kumulativno iritacijo je in vitro tezko proucevati, saj in vitro modeli ne zivijo dovolj
dolgo, da bi lahko nanos testirane snovi veckrat ponovili, manjka pa tudi luséenje vrhnjice
na 3D koznih modelih (36).

1.2.4 Celi¢ne linije keratinocitov in fibroblastov ter proucevanje morfologije

Fibroblasti so celice veziva, vretenaste ali zvezdaste oblike, z velikim, ovalnim jedrom, ki
tvorijo kolagenska, retikulinska in elasti¢na vlakna ter proteoglikane (43). V 2D celi¢nih
modelih, torej enoplastnih celi¢nih kulturah, so fibroblasti splosceni (44). So podolgovati,
vretenaste oblike, z izrazitim jedrom, meje celic pa ne moremo jasno razlociti (45). Oblika
in morfologija pa sta odvisni tudi od podlage, na kateri celice rastejo (46).

Keratinociti so glavne celice vrhnjice. V celi¢nih kulturah rastejo v kolonijah in se
namnoZzijo v ve¢ plasteh. Celice so sploSc¢ene, poligonalne oblike in ne tvorijo zrnate in
rozene plasti. Celi¢ni cikel traja okoli 22h, zato so taki sistemi nagnjeni k hiperproliferaciji
(45).
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Citotoksi¢ni ucinki na celicah po izpostavitvi doloceni snovi nastanejo, ker le-ta zmoti
celi¢no strukturo oziroma celi¢ne procese, Ki S0 bistveni za prezivetje, delovanje ali
proliferacijo celic. S kvantitativnimi in vitro testi lahko spregledamo komaj opazne celi¢ne
spremembe, npr. v strukturi celic oz. celi¢nih organelih, ki so bistvene za normalno
delovanje celice in lahko s¢asoma vodijo do okvar v znotrajceli¢nih procesih. Zato je
potrebno citotoksicne ucinke proucevati tudi na ravni morfologije celic, kar nam
omogocajo razlicne mikroskopske tehnike. Vecje spremembe, kot so nastanek mehurckov
ali sprememba oblike celic, lahko v enoplastnih kulturah opazimo Ze pod invertnim
svetlobnim mikroskopom. Manjse spremembe Vv celici, kot je npr. preoblikovanje
citoskeleta, pa lahko prouc¢ujemo z uporabo specifi¢nih fluorescentnih barvil. Druge mozne
mikroskopske tehnike so Se TEM, ki je tudi edina metoda za opazovanje nabrekanja
mitohondrijev, ki je znak hude poskodbe celice, ter SEM, s katero lahko proucujemo
spremembe na povrSini celic, kot SO nastanek mehurckov, izguba mikrovilov, tvorba
filopodijev in skréenje celic. Te spremembe so odraz ireverzibilne poSkodbe plazemske
membrane in vodijo v poruSenje celicne homeostaze ter s€asoma v smrt celice.
Apoptotiénim celicam se zmanjSa adhezivnost, oblika postane okrogla in povrsina celice
gladka (47). Mikroskopska metoda, ki se je izkazala kot uporabna za proucevanje
korneocitov, je tudi mikroskopija na atomsko silo, s pomocjo katere lahko proucujemo
topologijo in rigidnost celic (48).

Citoskelet celice je dinami¢na struktura, bistvena za ohranitev celicne morfologije in
funkcije (49). Pomembno vlogo v celi¢cnih procesih, kot so migracija, morfogeneza,
endocitoza in fagocitoza, ima aktin (50). Aktin je protein, ki je v velikih koli¢inah prisoten
v Stevilnih evkariontskih celicah. Obstaja v dveh oblikah: monomerni (globularne oblike,
zato G-aktin) ter polimerni (filamentni, zato F-aktin) (51). F-aktin je glavna komponenta v
citoskeletu lamelipodijev in filopodijev. Nahaja se tik pod plazemsko membrano
keratinocitov, s katero je tudi povezan in zato vpliva na gibanje celic (52).

Pri proucevanju citotoksi¢nosti Sest valentnega kroma, ki sicer povzroca kozne ulceracije
in alergijski dermatitis, so na celi¢nih linijah ¢loveSkih dermalnih fibroblastov ugotovili, da
povzro¢i skréenje celic, reorganizacijo citoskeleta in izgubo gibalne aktivnosti, te
spremembe pa so Casovno in koncentracijsko odvisne. Poleg sprememb v F-aktinskih
vlaknih, je priSlo tudi do sprememb v jedru. Pri vi§jih koncentracijah povezav med

posameznimi celicami prakti¢no ni bilo opaziti (53).
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Fluorescentna mikroskopija

Pri fluorescentni mikroskopiji opazujemo vzorce, ki vsebujejo molekule s sposobnostjo
fluorescence. Take molekule imenujemo fluorokromi. Ko fluorokrom obsevamo s
svetlobnim Zarkom ustrezne valovne dolZzine, pride v atomu do vzbujanja elektronov na
vi§je energijske nivoje. Zelo hitro se elektroni vrnejo na nizje energijske nivoje, pri cemer
oddajo svetlobo z manjso energijo, torej ve&jo valovno dolzino, v vidnem delu spektra. Cas
med absorpcijo in emisijo fotona je navadno krajsi od mikrosekunde. Da dosezemo
maksimalno jakost flourescence, fluorokrom ekscitiramo pri valovni dolzini blizu vrha
ekscitacijske krivulje. To omogoca filter, ki prepusca eksitacijsko svetlobo zelene valovne
dolzine. Tudi emitirana svetloba potuje skozi filter, ki prepusc¢a vecji spekter valovnih
dolzin, vkljuéno z valovno dolZino emitacijskega maksimuma. Zaradi teh filtrov skozi
okular na ¢rnem ozadju vidimo le tiste strukture, ki fluorescirajo. Fluorescentni mikroskopi
so povezani z racunalnikom, kar omogoca bolj sofisticirano uporabo in hitro pridobivanje
digitalnih posnetkov vzorca.

Za proucevanje celi¢nih struktur uporabimo fluorescentna barvila, ki se specificno vezejo
na celi¢ne strukture in imajo znacilno razmerje absorpcije in emisije fotonov. Uporaba
razli¢nih fluorokromov nam omogoca hkratno vizualizacijo razli¢nih celi¢nih komponent,
ki same po sebi nimajo sposobnosti fluoresciranja (54, 55).

Tako so pri proucevanju morfoloskih sprememb na celiéni liniji iz opiéje ledvice po
izpostavitvi snovem, ki povzrocajo onesnazenje, npr. pentaklorofenolu (PCP), omogocili
opazovanje ve¢ celiénih organelov z uporabo fluorescentnih barvil za mitohondrij
(rodamin), endosome (akridin oranzno), aktinska vlakna (phalloidin-TRITC), mikrotubule
(anti a-tubulin-FITC) ter centromere (anti CENP-E-TRITC). Odkrili pa so, da se celice po
izpostavitvi PCP zaradi prerazporeditve citoskeleta zaoblijo in odlepijo od podlage (47).

V studiji, kjer so opazovali vpliv nanodelcev ZnO in TiO; na celi¢ni liniji keratinocitov po
3 mesecih izpostavljenosti, so morfoloske spremembe proucevali s pomocjo fluorescentne
mikroskopije in SEM. Fluorescentna mikroskopija je pokazala, da so imele celice po
izpostavitvi 0,5 pg/ml nanodelcev ZnO spremenjena aktinska vlakna v primerjavi s
kontrolo. Namesto dolgih vlaken, so bile vidne aktinske »pike«. Pri visokih koncentracijah
TiO; (10 pg/ml) je bilo manj povezav med celicami, pri ZnO pa je Stevilo celic mo¢no
upadlo, tako da so na preparatu tezko nasli celice za opazovanje. Jedro se je zgostilo,
aktinskih vlaken pa skorajda ni bilo videti. Sklepali so, da je do spremembe aktina prislo

zaradi depolimerizacije ali pa je bila tvorba vlaken inhibirana, kar se kaze v spremenjeni
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morfologiji in slabsi adhezivnosti celic. Slike povrSine celic, posnete s SEM, so pokazale,
da se je pri celicah, ki so bile 3 mesece izpostavljene nanodelcem s koncentracijo 5 pg/ml,

povecalo Stevilo nanotubularnih povezav med celicami glede na kontrolo (56).

17



2 Namen dela

Namen diplomskega dela bo ovrednotiti citotoksi¢nost tekoc¢ih kristalov za dermalno
uporabo na celi¢nih linijah keratinocitov in fibroblastov. Teko¢i kristali na osnovi lecitina
so bili razviti in strukturno ovrednoteni v okviru predhodnih raziskav na Katedri za
farmacevtsko tehnologijo kot novi dermalni nosilni sistemi. V raziskavi nas bo zanimal
vpliv dveh razlicnih sistemov tekoc¢ih kristalov, ki se razlikujeta v delezu oljne
(izopropilmiristat) in vodne faze, medtem ko je delez emulgatorske zmesi (lecitin / Tween
80 =1/ 1) enak. Oba sistema imata znacilno lamelarno strukturo. Ucinke tekocih kristalov
na celicah bomo proucevali v koncentracijskem obmocju od 0,5 mg/ml do 5 mg/ml po
kratkotrajni (4h) in po dolgotrajni (24h) izpostavitvi.

Potencialno citotoksi¢nost bomo vrednotili z razliénimi parametri. S testom aktivnosti
mitohondrijske dehidrogenaze bomo dolocili proliferacijo celic po izpostavitvi teko¢im
kristalom in SDS kot pozitivni kontroli. PrezZivetje celic bomo proucevali z uporabo
tripanskega modrila in dolo¢ili delez Zivih celic glede na kontrolo. Rast in spremembo
oblike celic v kulturi bomo spremljali pod invertnim svetlobnim mikroskopom, vpliv na
morfoloske spremembe oblike celic in celi¢nih organelov pa bomo vrednotili s pomocjo
fluorescentne mikroskopije. Pripravili bomo mikroskopske preparate, za katere bomo
uporabili fluorescentna barvila za jedro, aktin in membrano ter spremembe spremljali glede

na kontrolne netretirane celice.
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3 Materiali in metode
3.1 Materiali

3.1.1 Sestavine za izdelavo tekocih kristalov

e Tween 80 (Sigma-Aldrich Co., Nemc¢ija)

Tween 80 z nelastniskim imenom polisorbat 80 je kemijsko polioksietilen 20 sorbitan
monooleat; pridobivajo ga iz sorbitola, oleinske kisline in etilenoksida. Je hidrofilni
neionski emulgator. Pogosto se uporablja v kozmetiki, prenrambni industriji ter v farmaciji
za pripravo parenteralnih in dermalnih farmacevtskih pripravkov. Velja za netoksi¢no in
nedraZeco snov pri dermalni uporabi, lahko pa povzroc¢i draZenje oci. Ima GRAS status,
kar pomeni, da ga je AmeriSka agencija za hrano in zdravila (FDA) opredelila kot varno
snov (57, 58).

e lzopropilmiristat (Sigma-Aldrich Co., Nemcija)

Je ester miristinske kisline in propan-2-ola. Deluje emolientno in pospesuje absorpcijo
skozi kozo. Uporablja se kot oljna faza poltrdnih sistemov ter kot topilo za nekatere snovi
za dermalno uporabo. Je netoksicen in nedrazeé, zato je pogosta sestavina kozmeti¢nih
pripravkov in farmacevtskih pripravkov za dermalno uporabo. Najdemo ga npr. v kremah,
losjonih, li¢ilih, suspenzijah za aplikacijo v uho, vaginalnih kremah (14, 57).

e Lipoid S-100 (Lipoid GmbH, Nem¢ija) — lecitin

Ime lecitin oznacuje kompleksno zmes fosfatidov, sestavljeno pretezno iz fosfatidilholina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina in fosfatidilinozitola, ter ostalih snovi, kot so
trigliceridi, ma$c¢obne kisline in ogljikovi hidrati, njihov delez pa je odvisen od izvora in
stopnje Cistote lecitina (57, 59). Lecitin je komponenta celi¢cnih membran, pridobivajo ga
predvsem iz rastlinskih olj, najpogosteje iz sojinih semen, ter iz jajénega rumenjaka.
Uporablja se v prehrambni industriji in kozmetiki ter v farmaciji kot emulgator in
stabilizator v parenteralnih in dermalnih pripravkih. V inzulinskih pripravkih za
intranazalno aplikacijo poveca absorpcijo inzulina. Je biokompatibilen, pri dermalni
uporabi pa ne povzroca drazenja. Ima GRAS status (57).

Lipoid S-100 je precisena vrsta sojinega lecitina, ki vsebuje vsaj 94 % fosfatidilholina, v
manjsih koli¢inah pa Se fosfatidiletanolamin, lizofosfatidilholin, trigliceride, D-1-a-
tokoferol in vodo (60).
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e Bidestilirana voda
Bidestilirana voda je pridobljena s postopkom dvojne destilacije na Katedri za

biofarmacijo in farmakokinetiko Fakultete za farmacijo.

3.1.2 Gojenje celic in reagenti

e C(Celi¢na kultura:
o Keratinociti (NCTC2544), ICLC, (Univerza v Genovi, Italija)
o Fibroblasti (149BR), ECACC / HPA
e Medij za gojenje keratinocitov in fibroblastov:
Minimum Essential Medium Eagle (Sigma-Aldrich Co., Nem¢ija) z dodatki:
o 10 % fetalni goveji serum (Gibco®, Life Technologies corporation, ZDA)
o 1% 2 mM L-glutamin (Sigma-Aldrich Co., Nemc¢ija)
o 1 % neesencialne aminokisline (Sigma-Aldrich Co., Nemcija)
o 1 % antibiotik (penicilin in streptomicin) in antimikotik (amfotericin B) (Sigma-
Aldrich Co., Nemcija)
e Fosfatni pufer
Pripravili smo ga tako, da smo natehtali 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 3,63 g Na,HPO4x12H,0 in
0,24 g KH,PO, . Soli smo raztopili v 800 ml bidestilirane vode, uravnali pH na 7,4 in nato
dopolnili z vodo do 1 I. Raztopino smo sterilizirali v avtoklavu (Kambi¢ Laboratorijska
oprema, Semi¢, Slovenija) 20 min pri 121°C.
e Tripsin (0,25 % vodna raztopina) x EDTA (Promega Corporation, ZDA)
Tripsin je proteolitiéni encim (59), ki ga uporabljamo pri presajanju celic, da se celice
odlepijo od podlage.
e MTS reagent: The CellTiter 96° AQyeous One Solution Reagent (Promega Corporation,
ZDA)
Reagent vsebuje tetrazolijevo sol (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-

(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij) in reagent za sklapljanje elektronov (fenazin etosulfat) (61).

3.1.3 Mikroskopiranje

e Tripansko modrilo (Sigma, Nemcija)
Neposkodovane zive celice barvila ne absorbirajo, poSkodovane ali mrtve celice pa se

obarvajo modro, saj barvilo z difuzijo prehaja v citoplazmo, kar omogoca locevanje zivih
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in mrtvih celic oziroma Stetje celic pod invertnim svetlobnim mikroskopom (62).
e Barvilo za jedra: Hoechst (bisbenzimid H33342) (Riedel de Haen, Nem¢ija)
Hoechst je barvilo, ki prehaja skozi celicno membrano, se interkalira v mali zleb DNA in
omogoca vizualizacijo jeder tako zivih kot fiksiranih celic pod florescentnim
mikroskopom. Barvilo ekscitiramo z ultravijolicno svetlobo, emitira pa modro svetlobo,
kar opazujemo pod fluorescentnim mikroskopom s filtrom DAPI. Eksitacijski maksimum
barvila je pri 350 nm, emisijski pa pri 461 nm (63).
e Barvilo za aktin: Phalloidin, Fluorescein isothiocyanate labeled (Sigma, Nem¢ija)
Fluorescentno barvilo fluorescein izotiocianat (FITC) je konjugirano na faloidin — toksin,
izoliran iz gobe Amanita phalloides, ki se veze na polimerna in oligomerna aktinska
vlakna, ne pa na monomerno obliko. Barvilo ekscitiramo s svetlobo valovne dolZine okoli
495 nm, emitirano svetlobo pa opazujemo s filtrom FITC. Barvilo ima eksitacijski
maksimum pri 495 nm, emisijski pa pri 520 nm, zato pod fluorescentnim mikroskopom
vidimo aktinska vlakna zeleno obarvana (64).
e Barvilo za membrane: CellMask™ Deep Red plasma membrane stain (Invitrogen,
Nemcija)
Molekula barvila je amfifilna, lipofilni del je odgovoren za vgradnjo molekule v celi¢no
membrano, negativno nabiti hidrofilni del pa je fluorokrom, ki omogoca vizualizacijo
celiéne membrane pod fluorescentnim mikroskopom. Barvilo enakomerno obarva celi¢no
membrano, podatke pa je potrebno pridobiti v kratkem ¢asu (priblizno 30 min), saj v Zivih
celicah s€asoma pride do vstopa barvila v celico. Eksitacijski maksimum barvila je pri 649
nm, emisijski pa pri 666 nm. Barvilo je raztopljeno v DMSO, s koncentracijo 5 mg/ml
(65).

3.2 Metode

3.2.1 Priprava tekocih kristalov in raztopin tekocih kristalov

Na analitski tehtnici smo v erlenmajerico natehtali lecitin, Tween 80 in izopropilmiristat
ter meSali na magnetnem mesalu, dokler nismo dobili homogene zmesi. Nato smo dodali
ustrezno koli¢ino bidestilirane vode in zopet meSali na magnetnem meSalu do nastanka

tekocCih kristalov. Sestava obeh tekocih kristalov (1 in 2) je navedena v preglednici |.
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Preglednica I: Sestava TK1 in TK2 (% (m/m)).

TK1 TK2
lecitin 225% | 225 %
Tween 80 22,5 % 225 %

izopropilmiristat 30 % 17,5 %
bidestilirana voda 25 % 37,5%

Raztopine tekocih kristalov smo pripravili tako, da smo v bucko natehtali ustrezno koli¢ino
tekocih kristalov in do oznake dopolnili z medijem za keratinocite oziroma fibroblaste ter
mesali na magnetnem mesalu, dokler se tekoci kristali niso povsem raztopili. Za testiranje
tekocih kristalov na celi¢nih linijah smo pripravili raztopine z naslednjimi koncentracijami:
1 mg/ml; 2 mg/ml; 4 mg/ml ter 10 mg/ml. V posamezno vdolbinico s celicami v rastnem
mediju smo dodali ustrezen volumen posamezne raztopine do kon¢ne koncentracije 0,5
mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml 0z. 5 mg/ml. Za kon¢no koncentracijo 0,5 mg/ml smo tako v
vdolbinico s 50 pl medija dodali 50 ul raztopine s koncentracijo 1 mg/ml in enako za ostale

koncentracije.

3.2.2 Gojenje in presajanje celic

S celicami smo delali v Cistih pogojih razreda 4 v komori z laminarnim pretokom zraka
(LAF; Iskra PIO, tip M 12), ki je postavljena v prostoru, ki zagotavlja asepti¢ne pogoje
dela. Pretok zraka je bil 0,4 m/s, dimenzija filtra 1220x610x69mm. Pred zacetkom dela
smo vse povrSine v LAF komori obrisali s 70 % (v/v) etanolom, prav tako tudi vse
potrebscine, ki smo jih uporabljali pri delu v komori.

Celi¢ne kulture smo gojili v ustreznem mediju v polistirenski plo§¢i s povrsino 75 cm?
(TPP® Techno Plastic Products, Transadingen, Svica) v inkubatorju (Sorvall® Heraeus,
Kendro Laboratory Products, Nemcija) pri 37°C v vlazni atmosferi s 5 % CO,. Ko so se
namnozile do te mere, da so zasedle okoli 85 % razpolozljive povrsine, smo jih presadili. S
celi¢ne kulture keratinocitov oz. fibroblastov, ki so rasli pritrjeni na podlago, smo najprej
odlili star medij ter povrSino dvakrat sprali z 1ml fosfatnega pufra. Nato smo dodali 1ml
tripsina, ki prekine medceli¢ne povezave in celice lo¢i od podlage, kar smo spremljali pod
invertnim svetlobnim mikroskopom (Olympus CKX41, Tokio, Japonska). Tripsin smo

deaktivirali z dodatkom 4ml medija. Suspenzijo celic smo kvantitativno prenesli v 15 ml
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centrifugirko in jo s pipeto homogenizirali. Celice smo presteli s pomoc¢jo hemocitometra
(Neubauer 0,0025 mm? Brand, Nem¢ija) pod invertnim svetlobnim mikroskopom in
izraCunali njihovo koncentracijo. Nadalje smo suspenzijo centrifugirali v centrifugi
(Centric 322A, Tehtnica, Slovenija), 5 min pri 1300 obratov/min. Supernatant smo odlili in
celice resuspendirali v 1 ml svezega medija. Ustrezen volumen suspenzije (slednjega smo
izraCunali glede na zeleno $tevilo celic, upostevajo¢ predhodno dolo¢eno koncentracijo
celic) smo odpipetirali v novo polisirensko plos¢o z 10 ml medija oziroma v vdolbinice

ustreznih plos¢ za poskuse (TPP® Techno Plastic Products, Transadingen, Svica).

3.2.3 Vrednotenje citotoksicnosti

3.2.3.1 Proucevanje celi¢ne proliferacije s testom aktivnosti mitohondrijske

dehidrogenaze

S testom celi¢ne proliferacije lahko dolo¢imo $tevilo zivih celic; slednje namre¢ s pomocjo
mitohondrijske dehidrogenaze reducirajo reagent MTS v obarvan formazan, ki je topen v
mediju in ga lahko kolorimetri¢no dolo¢imo. Reakcija je prikazana na Sliki 3. Pretvorbo
omogocata NADPH ali NADH, ki ju tvorijo dehidrogenazni encimi v metabolno aktivnih
celicah, ki morajo biti v stiku z MTS reagentom od 1 do 4 ur. Izmerjena absorbanca pri

valovni dolzini 490 nm je premosorazmerna Stevilu zivih celic v kulturi (61).

OCH,COOH so; OCH,COOH .
3
v J I
4 J,\l @YN\N/Q/
\

N=N@<S CH, N=NH S cr,

L g
CHa CHg

MTS = Formazan

Slika 3: Reakcija pretvorbe reagenta MTS v obarvan formazan, prikazana s strukturnimi formulami (61).

Proliferacijo keratinocitov in fibroblastov smo proucevali po 4 in 24-urni izpostavitvi
raztopinam tekocih kristalov TK1 in TK2 v koncentracijah 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml
ter 5 mg/ml, fibroblaste pa Se po 72h pri koncentracijah TK 0,5 mg/ml in 1 mg/ml. Kot
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pozitivno kontrolo smo uporabili raztopino SDS v celi¢cnem mediju (0,5 mg/ml oz. 5
mg/ml po 4h in 24h izpostavitve), ki je splosno znan iritant (21, 66).

V mikrotitrsko plos¢o s 96-imi vdolbinicami smo za vsak vzorec nasadili 3 vdolbinice z
0,1-10° celicami v 50 pl medija. Enako koncentracijo celic smo nasadili v 3 vdolbinice za
dolocitev absorbance celic. Ker na absorbanco vpliva tudi raztopina tekocih kristalov oz.
medij, smo za dolocitev absorbance posameznega vzorca tekocih kristalov in medija v 3
vdolbinice odpipetirali 50 ul medija brez celic. Plos¢o smo inkubirali 24h pri 37°C v vlazni
atmosferi s 5 % CO,, da so se celice pritrdile na podlago. Nato smo v vse vdolbinice — tiste
s celicami in brez — dodali po 50 pl raztopine vzorca oziroma medija. Absorbanca je
premosorazmerna z dolzino poti svetlobe skozi raztopino, zato je pomembno, da je bil v
vseh vdolbinicah volumen enak (100 pl). Po 2 oz. 22 urah izpostavitve teko¢im kristalom
smo dodali 10 pl MTS reagenta ter z mikrotitrskim citalcem (Safire™, Tecan, Svica)
izmerili absorbanco pri 490 nm po celokupno 4 oz. 24 urah. Rezultate testa proliferacije
celic smo podali relativno glede na kontrolo, tj. netretirane celice.

Proliferacijo celic smo izracunali po enacbi:

proliferacija celic = (A = As)

(Ac = Aco)

Ag absorbanca celic po dodatku vzorca
Asp  absorbanca medija po dodatku vzorca
Ac absorbanca kontrolnih celic

Aco  absorbanca medija

Enak postopek smo uporabili pri prouc¢evanju proliferacije celic po izpostavitvi SDS, le da
smo namesto raztopine tekocih kristalov dodali ustrezne raztopine SDS.

Rezultate smo statisti¢éno ovrednotili, in sicer smo preverili ali obstaja znacilna razlika med
citotoksi¢nostjo obeh tekocih kristalov ter glede na SDS pri enaki koncentraciji. MTS test
smo izvedli v treh bioloskih ponovitvah. Z F-testom smo preverili podobnost varianc in

izvedli dvostranski Studentov t-test s stopnjo tveganja P = 0,05.

3.2.3.2 Proucevanje celic pod svetlobnim invertnim mikroskopom in Stetje celic

Celice smo proucevali pod svetlobnim invertnim mikroskopom po 4-urni in 24-urni
izpostavitvi teko¢im kristalom v koncentracijah 0,5 mg/ml, 2 mg/ml in 5 mg/ml, $teli pa po

4-urni in 24-urni izpostavitvi koncentracijam 0,5 mg/ml in 2 mg/ml.
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Celice smo nasadili v plosco s 6 vdolbinicami, in sicer je bilo v posamezni vdolbinici ali
1,5x10° keratinocitov ali 2x10° fibroblastov v 2ml medija. Celice smo pustili &ez no¢ v
inkubatorju pri 37°C v vlazni atmosferi s 5 % CO,, da so se pritrdile na podlago, in
naslednji dan dodali raztopino tekocih kristalov. Celice smo opazovali pod svetlobnim
invertnim mikroskopom (Olympus CKX41, Tokyo, Japan) in posneli slike pri 10%, 20x in
40x povecavi. Nato smo s pipeto pobrali medij iz posamezne vdolbinice in ga prenesli v
oznaceno centrifugirko. Pritrjene celice smo sprali s 300 ul PBS. Pufer smo prenesli v isto
centrifugirko in dodali v luknjico 300 pl tripsina ter poc¢akali, da so se celice locile od
podlage. Nato smo delovanje tripsina nevtralizirali z dodatkom 1200 pl medija, ter medij s
celicami kvantitativno prenesli v centrifugirko. Disperzijo celic smo centrifugirali 5 min
pri 1300 obratih. Supernatant smo odlili in celice resuspendirali v 500 pl medija. Zatem
smo v epici homogeno premesali 100 pl resuspendiranih celic ter 100 ul tripanskega
modrila ter s pomoc¢jo hemocitometra pod invertnim svetlobnim mikroskopom presteli zive
in mrtve celice v vseh Stirih kvadrantih. Razlikovali smo jih glede na modro obarvano
citoplazmo, znacilno za mrtve celice.

Stevilo celic smo izra¢unali po formuli:

St celic=nxFx 10*x V

n povprecno Stevilo Zivih ali mrtvih celic v enem kvadrantu
F faktor redCenja

10*  konstanta hemocitometra

\Y volumen (ml), v katerem dolocamo Stevilo celic

Stetje celic smo izvedli v treh ponovitvah. Stevilo Zivih celic smo izrazili relativno glede
na Stevilo zivih celic v kontroli, delez mrtvih celic pa smo izra¢unali glede na vse celice v
vdolbinici (zivih in mrtvih) ter glede na mrtve celice v kontroli — slednje prikazuje

relativno povecanje mrtvih celic po izpostavitvi TK.

3.2.3.3 Fluorescentna mikroskopija

Preparate za fluorescentno mikroskopijo smo pripravili tako, da smo v posamezno
vdolbinico ploite s 6 vdolbinicami dali sterilizirano krovno stekelce s povrsino 1 cm?.
Nato smo dodali ustrezno koli¢ino medija in suspenzije celic, tako da je bilo v posamezni

vdolbinici 1,5x10° celic v 2 ml medija. Celice smo &ez no¢ pustili v inkubatorju pri 37°C v
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vlazni atmosferi s 5 % CO,, da so se pritrdile na podlago, nato smo dodali raztopino
VZOrcev.

Barvanje in opazovanie jeder in aktinskih vlaken:

Po 4 oziroma 24 urni izpostavitvi teko¢im kristalom smo odpipetirali medij in celice v
posamezni luknjici sprali s 500 pl PBS. Celice smo fiksirali z 4 % formaldehidom (500 pul)
za 10 min, jih sprali s 500 pl bidestilirane vode in dodali 400 pl 0,25 % Triton-X100 za
permeabilizacijo. Po 10 min smo ga odstranili in celice ponovno sprali z bidestilirano
vodo. Nato smo dodali 500 ul raztopine barvila za jedra s koncentracijo 5 ug/ml za 30 min,
zaSCiteno pred svetlobo. Potem smo celice sprali z bidestilirano vodo in dodali 500 pl
raztopine barvila za aktin s koncentracijo 0,1 mg/ml. Plos¢o smo zas¢itili pred svetlobo in
po 30 min dvakrat sprali z bidestilirano vodo. Ko se je krovno stekelce posusilo, smo ga
polozili na objektno stekelce in robove polakirali. Preparate smo nato gledali pod
fluorescentnim mikroskopom Olympus 1X 81 (Tokio, Japonska) pod 60x povecavo in
proucevali morfologijo celic. Uporabili smo filtre DAPI za jedro in FITC za aktinska
vlakna. Jedra smo videli modro obarvana, aktinska vlakna pa zeleno.

Barvanje in opazovanje membrane:

Po 4-urni izpostavitvi keratinocitov tekoc¢im kristalom v koncentraciji 0,5 mg/ml in mediju
kot kontroli smo odpipetirali medij in raztopino TK in nato celice v posamezni vdolbinici
sprali s 500 pl PBS. Za posamezno vdolbinico smo pripravili raztopino barvila neposredno
pred barvanjem, tako da smo 1 pl raztopine barvila za membrane raztopili v 500 pul PBS.
Pripravljeno raztopino smo odpipetirali v vdolbinico s celicami in pustili stati 5 min pri
sobni temperaturi, zas¢iteno pred svetlobo. Stekelce smo nato sprali s 500 ul PBS, poc¢akali
da se je posusilo, ga polozili na objektno stekelce in robove polakirali. Tako pripravljen
preparat smo opazovali s fluorescentnim mikroskopom Axio Zoom V16 (Zeiss, Nemcija)
pod 40x povecavo ter posneli digitalne slike. Za ekscitacijo smo uporabili valovno dolzino

543 nm (Argon rdec), kot emitacijski filter pa 555 nm (Alexa Fluor).

26



4 Rezultati

V okviru diplomskega dela smo na celi¢nih linijah ¢loveskih keratinocitov in fibroblastov
vrednotili citotoksi¢nost dveh sistemov tekocih kristalov (TK), ki smo jih pripravili iz
lecitina, izopropilmiristata, Tweena 80 in bidestilirane vode. Posamezne sestavine tako
PAS kot tudi oljna faza (IPM) so sicer biokompatibilne in biorazgradljive, kljub temu pa je
potrebno na kozi ovrednotiti ucinke celotnega dermalnega sistema. Podatkov o
citotoksi¢nosti takega sistema v literaturi Se ni, najdemo pa podatke za posamezne
sestavine oziroma disperzne sisteme (npr. emulzije), sestavljene iz podobnih komponent

(poglavje 1.2.4).

4.1 Test aktivnosti mitohondrijske dehidrogenaze

S testom aktivnosti mitohondrijske dehidrogenaze smo ovrednotili vpliv TK na
proliferacijo keratinocitov in fibroblastov in s tem posredno potencialno iritabilnost. Oba
sistema TK sta sestavljena iz enakih komponent (preglednica 1), vendar je delez vode v
TK2 vedji (37,5 % napram 25 % pri TK1). Celice v enoplastni kulturi smo za 4h oz. 24h
izpostavili naslednjim koncentracijam TK: 0,5 mg/ml; 1 mg/ml; 2 mg/ml ter 5 mg/ml. Kot
pozitivno kontrolo smo uporabili raztopino SDS v mediju za gojenje celic; SDS se namre¢
uporablja kot referenéni iritant v Studijah iritacije koze (66).

Keratinociti

Na sliki 4 so predstavljeni rezultati celi¢ne proliferacije po 4h in 24h izpostavitve TK.
Celice so po 4-urni izpostavitvi izkazovale visoko sposobnost proliferacije pri vseh
testiranth koncentracijah. Pri koncentraciji 0,5 mg/ml nismo opazili zmanjSanja
proliferacije, saj je proliferacija znasala 106 % za sistem TKI1 in 100 % za TK2. Pri 1
mg/ml je bila proliferacija nizja za TK2, pri TK1 je bila e vedno primerljiva s kontrolo, in
ta trend se je nadaljeval tudi pri vigjih koncentracijah. Ceprav je bila torej proliferacija pri
vseh koncentracijah visja v primeru TK1, med obema sistemoma ni bilo statisticno
opazili vplivov na proliferacijo keratinocitov, pri visjih koncentracijah pa je sicer prislo do
padca celi¢ne proliferacije, vendar je bila Se vedno precej visoka; okoli 80 % pri 2 mg/ml
0z. nad 60 % pri 5 mg/ml za oba sistema TK.

Po 24-urni izpostavitvi keratinocitov se je pri vseh koncentracijah celi¢na proliferacija

ey
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TK na celi¢no proliferacijo so bili najbolj opazni pri najvisji koncentraciji (5 mg/ml), kjer
je znasala samo 7,9 % za TKI1 in 24 % za TK2, oba sistema sta torej ze moc¢no unicila
celice. Glede na 4-urno izpostavitev je bil trend ravno obraten — po 24h je bila proliferacija
pri vseh koncentracijah visja pri sistemu TK2, znaéilno razliko pa smo uspeli potrditi le pri

5 mg/ml.
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Slika 4: Odstotek proliferacije keratinocitov glede na kontrolo po 4-urni in 24-urni izpostavitvi razli¢nim
koncentracijam tekocih kristalov.

* statisti¢no znacilna razlika v primerjavi z SDS (P<0,05)

# statisti¢no znacilna razlika med sistemoma TK1 in TK2 (P<0,05)

Rezultati celi¢ne viabilnosti po izpostavitvi SDS so podani v preglednici II. Celice smo
izpostavili SDS v koncentracijah 0,5 mg/ml ter 5 mg/ml. Testa nismo izvedli pri vmesnih
koncentracijah, saj se je Ze koncentracija 0,5 mg/ml izkazala za zelo toksi¢no —
proliferacija ni bila vecja od 6 %, prav tako prakticno ni razlik med obema

koncentracijama.

Preglednica Il: Odstotek celi¢ne proliferacije keratinocitov po 4h in 24h izpostavitvi SDS

0,5mg/ml | 5 mg/ml
4h 59 % 5,8 %
24h 1,4 % 1,0 %

Ce primerjamo celi¢no proliferacijo celic, tretiranih s TK, glede na SDS, je pri TK

statisti¢no znacilno visja tako po 4h kot po 24h izpostavitvi.
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Fibroblasti

Kot je prikazano na sliki 5, so fibroblasti Ze po 4-urni izpostavitvi pri vseh koncentracijah
TK izkazovali nizjo proliferacijo v primerjavi s kontrolo (netretirane celice). Pri
koncentraciji 0,5 mg/ml je bila metabolna aktivnost Se dokaj visoka (pri TK1 75 %, pri
TK2 83 %), in tudi znacilno razli¢na med obema sistemoma, ze pri 1 mg/ml pa se je
vrednost skoraj prepolovila (53 % (TK1) ter 47 % (TK2)), z ve¢anjem koncentracije pa se
je Se bolj zmanjsala (do ~ 20 % pri 5 mg/ml). Presenetljivo so po 24h izpostavitvi
fibroblasti pri niZjih dveh koncentracijah izkazovali vi§jo proliferacijo kot po kratkotrajni
izpostavitvi. Pri koncentraciji 0,5 mg/ml skorajda ni bilo bistvene razlike glede na kontrolo
(pri TK1 95 %, pri TK2 104 %), proliferacija pa je bila znacilno nizja za TK1 primerjavi s
TK2 pri 0,5 mg/ml ter 1 mg/ml. Pri vi$jih dveh koncentracijah pa je bila metabolna

sposobnost prakti¢no neizrazena (~ 0 %).
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Slika 5: Odstotek proliferacije fibroblastov glede na kontrolo po 4-urni in 24-urni izpostavitvi razli¢nim
koncentracijam tekocih kristalov.

* statistiCno znacilna razlika v primerjavi z SDS (P<0,05)

* statisti¢no znagilna razlika med sistemoma TK1 in TK2 (P<0,05)

Po izpostavitvi SDS je bila metabolna aktivnost fibroblastov ni¢na (preglednica Il1). Po 4h
izpostavitve je bila celi¢na proliferacija pri vseh koncentracijah obeh sistemov TK znacilno

ey oo

sposobnost tako prizadeta, da tudi razlike s SDS niso bile ve¢ statisticno pomembne.
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Preglednica I11: Odstotek celi¢ne proliferacije fibroblastov po 4h in 24h izpostavitvi SDS

0,5mg/ml | 5 mg/ml
4h 1,8 % 1,4 %
24h 0% 0%

Glede na to, da je bila proliferacija fibroblastov pri koncentracijah 0,5 mg/ml in 1 mg/ml

po 24h izpostavitve vi§ja kot po 4h, smo nadalje hoteli ugotoviti, ali morda nizje

koncentracije TK po kratkotrajni izpostavitvi povzrocijo minimalne poskodbe celic, ki

zaCasno sicer zmanjSajo celi¢no proliferacijo, vendar si po dolocenem casu celice

opomorejo in povrnejo sposobnost proliferacije do enake mere, kot jo imajo kontrolne

celice. Da bi preverili navedeno hipotezo, smo naredili test aktivnosti mitohondrijske

dehidrogenaze po 72h izpostavitve TK1 in TK2 v koncentracijah 0,5 mg/ml in 1 mg/ml.

e

celi¢ne proliferacije glede na kontrolo (slika 6), med sistemoma tudi ni bilo signifikantne

razlike. Pri 1 mg/ml pa se je proliferacija znizala na 24 % (TK1) oz. 55 % (TK2), z

znacilno razliko med sistemoma.
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Slika 6: Odstotek proliferacije fibroblastov glede na kontrolo po 72-urni

koncentracijama tekodih kristalov (0,5 mg/ml in 1 mg/ml).
* statistino znacilna razlika v primerjavi z SDS (P<0,05)
# statisti¢no znagilna razlika med sistemoma TK1 in TK2 (P<0,05)
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4.2 Proucevanje celic pod invertnim svetlobnim mikroskopom

Rast in spremembo oblike celic v kulturi smo spremljali pod invertnim svetlobnim
mikroskopom po 4-urni in 24-urni izpostavitvi TK v koncentracijah 0,5 mg/ml, 2 mg/ml in
5 mg/ml. Opazovali smo obliko celic, njihovo gostoto in medceli¢ne povezave (slike 7-10).
Zgolj z opazovanjem pod svetlobnim mikroskopom nismo opazili razlik med sistemoma
TK1 in TK2 niti pri keratinocitih niti pri fibroblastih, zato so za posamezno tocko

predstavljene slike le za en sistem TK.

Keratinociti po 4h izpostavitve so prikazani na sliki 7. V kontroli (celice v rastnem mediju,
brez dodatka TK) so bile celice poligonalne, zvezdaste oblike z veliko povezavami med
sosednjimi celicami, opazno je bilo tudi okroglo jedro. Po 4h izpostavitve TK s
koncentracijo 0,5 mg/ml nismo opazili nobene razlike s kontrolo niti v obliki niti v gostoti
celic. Pri 2 mg/ml je bila gostota celic manjs$a, celice so se skrcile, Se so se povezovale in
ostale vecinoma poligonalne oblike, nekatere so postale bolj podolgovate, med njimi je
bilo manj stikov. Nekaj celic je bilo Ze odlepljenih, bile so namre¢ okrogle oblike in so
plavale v mediju. Pri 5 mg/ml je bilo prilepljenih celic ob¢utno manj, le-te so bile
vec¢inoma okrogle oblike, nekatere so $e imele podaljske za stik s sosednjimi celicami, a le-

teh skorajda ni bilo ve¢ opaziti. Vecina celic je bila odlepljenih od podlage.
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Slika 7: Keratinociti pod invertnim svetlobnim mikroskopom pri 20x povecavi po 4h TK1: kontrola (A), 0,5
mg/ml (B), 2 mg/ml (C) in 5 mg/ml (D).

Po 24h izpostavitve celic sistemoma TK s koncentracijo 0,5 mg/ml je bila gostota celic Se
vedno enaka, bile so poligonalne oblike, vendar pa so nekatere celice bile ze bolj zaobljene
in so imele manj stikov s sosednjimi celicami. Pri 2 mg/ml je bila Ze vecina celic
odlepljenih, pritrjene pa so izgubile znacilno obliko; bile so ve¢inoma okrogle, brez stikov
s sosednjimi celicami, le posamezne so bile podolgovate in so imele podaljske (slika 8). Pri
5 mg/ml so bile prakticno vse celice odlepljene, videti je bilo le drobne pikice, kar bi lahko

bili fragmenti celic.
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Slika 8: Keratinociti pod invertnim svetlobnim mikroskopom po 24h v kontroli (A), pri 0,5 mg/ml TK2 (B)
in 2 mg/ml TK2 (C) pod 20x povecavo. V pripadajoéem zgornjem desnem kotu so 40x povecave. Puséica
prikazuje celico, ki se je zaoblila in ima zmanj$ano $tevilo stikov s sosednjimi celicami.

Fibroblasti so predstavljeni na sliki 9. Celice kontrole so bile vretenaste oblike, z veliko
povezavami med celicami, ne samo sosednjimi, temve¢ tudi med nekoliko bolj oddaljenimi
celicami. Po 4h izpostavitve TK s koncentracijo 0,5 mg/ml nismo opazili razlike s kontrolo
ne v gostoti ne v obliki celic. Pri koncentraciji 2 mg/ml pa so bile celice Ze spremenjene,
sicer $¢ vedno znacilne podolgovate oblike, a zadebeljene okrog jedra. Medceli¢ne
povezave so bile Se ohranjene, a v manjSem obsegu. Gostota celic je bila manjsa, nekaj jih
je ze plavalo v mediju. Podobno spremenjene so bile celice pri koncentraciji 5 mg/ml,

pritrjenih celic je bilo e manj.
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Slika 9: Fibroblasti pod invertnim svetlobnim mikroskopom po 4h v kontroli (A), pri 0,5 mg/ml TK1 (B), 2
mg/ml TK1 (C) in 5 mg/ml TK1 pod 40x povecavo.

ey e

koncentraciji (0,5 mg/ml) prakti¢no nespremenjene glede na kontrolne celice. Ze pri 2
mg/ml pa je bilo Stevilo pritrjenih celic zelo zmanjSano, le-te so bile vecinoma okrogle z
zelo malo citoplazme, brez medceli¢nih stikov (slika 10). Pri 5 mg/ml so bile skorajda vse

celice odlepljene.
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Slika 10: Fibroblasti pod invertnim svetlobnim mikroskopom po 24h v kontroli (A), pri 0,5 mg/ml TK1 (B)
in 2 mg/ml TK1 (C) pod 10x povecavo. V pripadajo¢em zgornjem desnem kotu so 40x povecave.

4.3 Stetje celic

Pri tem testu smo $teli celice po 4h in 24h izpostavitve TK v koncentracijah 0,5 mg/ml in 2
mg/ml. Mrtve in Zive celice smo locili pod invertnim svetlobnim mikroskopom s pomocjo
tripanskega barvila; sprejemljiv delez mrtvih celic v kontroli je do 10%. Delez zivih celic
smo podali glede na zive celice v kontroli (celice v rastnem mediju, brez dodatka TK).
Delez mrtvih celic smo podali glede na vse celice v vdolbinici in glede na mrtve celice v
kontroli. V preglednicah so podani rezultati za keratinocite (preglednica V) in fibroblaste
(preglednica V).

Preglednica IV: Rezultati $tetja keratinocitov, (%).

delez Z delezM v | delezM delezZ | delexMv | delezM
glede na K | vdolbinici | glede naK | glede na K | vdolbinici | glede na K

kontrola / 1,8 / / 1,3 /

0,5 mg/ml 97 3,3 184 71 54 432

2 mg/ml 79 6,1 284 49 18,7 458
kontrola / 1,6 / / 0 /

0,5 mg/ml 73 34 155 77 1,6 /

2 mg/ml 32 6,2 128 30 14 /

7->7ive celice,
M->mrtve celice,
K—->kontrola
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Preglednica V: Rezultati Stetja fibroblastov, (%)

TK1 TK2
delez Z delezMv | delezM delez Z delezMv | delezM
glede na K | vdolbinici | glede na K | glede na K | vdolbinici | glede na K

4h | kontrola / 0,5 / / 2,2 /

0,5 mg/ml 109 0 0 107 0,2 11

2 mg/ml 19 19 800 25 29 447
24h | kontrola / 1,3 / / 1,9 /

0,5 mg/ml 47 2,8 100 47 1,3 33

2 mg/ml 0 100 301 0 0 /

7Z->7%ive celice,
M->mrtve celice,
K—->kontrola

Nasa hipoteza je bila, da bodo TK pri vi§jih koncentracijah oz. dolgotrajnejsi izpostavitvi
poskodovali celice, kar bo vodilo v celi¢no smrt, to pa bo razvidno v ve¢jem delezu mrtvih
ter manjSem delezu zivih celic. Kot pa je razvidno iz rezultatov, je bil delez zivih celic res
manj$i, medtem ko se delez mrtvih celic ni bistveno povecal — po 24h pri nobeni od
koncentracij TK delez mrtvih celic v vdolbinici ni presegel 14 % (razen pri fibroblastih pri
2 mg/ml TK1, kjer je delez 100 %, ker nismo nasli nobene Zive celice). Nasprotno pa smo
opazili visok delez mrtvih celic v vdolbinici in tudi velik delez mrtvih celic glede na
kontrolo pri keratinocitih po 4h izpostavitve TK2 s koncentracijo 2 mg/ml, pri fibroblastih
pa po 4h izpostavitve tako TK1 kot TK2 s koncentracijo 2 mg/ml, medtem ko je bilo po
24h pri isti koncentraciji §tevilo mrtvih fibroblastov manjse kot po 4h. Se ve¢, po 24h TK2
s koncentracijo 2 mg/ml ni bilo niti zivih niti mrtvih fibroblastov, pri TK1 pa smo nasteli le
nekaj mrtvih in nobenega zivega. Tam, kjer je bil delez zivih celic manjsi, sSmo pod
mikroskopom opazili modro obarvane delce, manjSe od velikosti celic, ki so najbrz njihovi
razgradni produkti, kar bi pojasnilo majhno Stevilo mrtvih celic. Zato smo citotoksi¢nost s
pomocjo tega testa lahko bolje ovrednotili na podlagi deleza Zivih celic. Rezultati tega testa
so pokazali, da vsi fibroblasti po kratkotrajni izpostavitvi TK v koncentraciji 0,5 mg/ml
ostanejo zivi, pri koncentraciji 2 mg/ml pa prezivi le priblizno Cetrtina celic, razlika med
sistemoma TK1 in TK2 pa je zanemarljiva. Pri keratinocitih je delez Zivih celic primerljiv
s kontrolo po 4h izpostavitvi TK1 z niZjo koncentracijo, medtem ko znasa le 71 % za TK2.
Isti trend je opazen tudi z naras¢anjem koncentracije, pri obeh sistemih pa je delez zivih

celic pri 2 mg/ml vecji kot v primeru fibroblastov.
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Po dolgotrajni izpostavitvi (24h) opazimo, da je delez Zivih celic vi§ji pri keratinocitih. Po
24h razlika med obema sistemoma TK ni ocitna pri nobeni od testiranih koncentracij, ne za
keratinocite ne za fibroblaste. Pri niZji koncentraciji je delez zivih keratinocitov ~ 75 % in
fibroblastov ~ 50 %, pri visji koncentraciji pa ~ 30 % keratinocitov in prakticno 0 %
fibroblastov. Rezultati tega testa nakazujejo na to, da je najnizja koncentracija TK toksi¢na
za fibroblaste Sele po dolgotrajni izpostavitvi, enako smo ugotovili za keratinocite, ki smo
jih izpostavili TK1, pri TK2 pa se je delez Zivih celic zmanjsal Ze po 4h. Pri vi§jih
koncentracijah oz. dolgotrajnejsi izpostavitvi se je delez Zivih celic zmanjsal pri obeh

vrstah celic, vendar bolj pri fibroblastih kot pri keratinocitih.

4.4 Fluorescentna mikroskopija

Vrednotenje sprememb v morfoloskih strukturah celic se je uveljavilo kot alternativen in
bolj obcutljiv pristop za proucevanje citotoksi¢nosti. Spremembe v morfologiji se namre¢
lahko pokazejo ze pri koncentracijah testiranih snovi, ki §e ne vplivajo na viabilnost ali
proliferacijo celic. Pri proucevanju vpliva HgCl, na celi¢ni liniji keratinocitov so z
mikroskopom na atomsko silo (AFM) in Ramansko spektroskopijo odkrili spremembe v
membranah pri koncentraciji, ki ni odrazala sprememb pri testu s tripanskim modrilom
(67). V predhodnih $tudijah vrednotenja morfoloskih sprememb keratinocitov po
izpostavitvi teko¢im kristalom so z AFM ugotovili, da so bile celice po 4h izpostavitvi TK
s koncentracijo 0,45 mg/ml bolj sploScene in da je priSlo do nastanka vdolbin v celi¢ni
membrani, opazili so tudi jasno definirane psevdopodije ter decentralizirano postavljeno
jedro (68). Z ozirom na prej$nje rezultate smo se tako usmerili v nadaljnje prouc¢evanje
morfoloskih sprememb z uporabo fluorescentne mikroskopije, in sicer smo z ustreznimi
barvili barvali jedro, aktinska vlakna in membrano. Jedro in aktin barvamo ob predhodnem
fiksiranju celic, membrano pa zivim celicam, zato smo za proucevanje membrane

pripravili druge preparate kot za jedro in aktin.

4.4.1 Barvanije jeder in aktinskih vlaken

Keratinociti: Pri keratinocitih v kontroli smo lahko opazili zvezdasto obliko celic, okrogla
oziroma ovalna jedra in enakomerno obarvan aktin, Siroko okoli jedra in ne le zgo$cen
okoli njega, kot pri tretiranih celicah. Celice so se povezovale preko mnogih

mikrofilamentov, ki so s puséicami oznacene na sliki 11A. Po 4h izpostavitvi TK s
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koncentracijo 0,5 mg/ml smo lahko Ze opazili manjSe morfoloske spremembe celic (slika
11B ter 12A in 12B). Celice so bile med seboj povezane in Se vedno zvezdaste oblika,
vendar so bili robovi celic ostrejsi. Na robovih smo opazili tudi debelejSe mikrofilamente
kot v kontroli, ki se niso stikali s sosednjimi celicami (oznaceni s pus¢icami na sliki 11B).
Prav tako so ze bile vidne celice s podrocji bolj zgoscenih aktinskih vlaken, ki so mo¢neje
fluorescirala (s pus€ico oznacena celica na sliki 12B). Pri koncentraciji 2 mg/ml so bile
nekatere celice Se podobne kontrolnim, veliko pa je jih je imelo spremenjeno morfologijo —
aktinska vlakna so se zgostila okoli jedra, celice so se zaoblile, Stevilo povezav s
sosednjimi celicami se je zmanj$alo. Posledi¢no smo opazili, da so se jedra sosednjih celic
priblizala (slika 12C in 12D). Pri najvisji koncentraciji TK (5 mg/ml) so bile celice mocno
poskodovane; vecina celic je bila okroglih, aktinska vlakna so se zgostila okoli jedra,
ponekod se je tudi gostota jedra spremenila. Kljub temu pa so dolo¢ene celice ohranile
intercelularne povezave, prav tako so bili vidni mikrofilamenti na robovih celic (slika 12E
in 12F). Med sistemoma TK1 in TK2 nismo opazili razlik.

Slika 11: Sliki keratinocitov posneti s fluorescentno mikroskopijo: kontrolne celice (A) in celice po 4h TK1
s koncentracijo 0,5 mg/ml (B). Modro so obarvana jedra, zeleno pa aktinska vlakna. V kontroli so keratinociti
zvezdaste oblike, s pus¢icami pa so oznacene Stevilne mikrofilamentne povezave med celicami. Pri tretiranih
keratinocitih so robovi celic bolj ostri, s pus€icami pa so oznaceni debelejsi mikrofilamenti v primerjavi s
kontrolo, ki nimajo povezave s sosednjimi celicami.
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Slika 12: Slike keratinocitov posnete s fluorescentno mikroskopijo: celice po 4h izpostavitve TK1 (A,C,E) in
TK2 (B,D,F) pri koncentraciji 0,5 mg/ml (A,B); 2 mg/ml (C, D) ter 5 mg/ml (E,F). Modro so obarvana jedra,
zeleno pa aktinska vlakna. Na slikah B in D sta s puS¢ico oznaceni celici, ki imata zgoS$¢ena aktinska vlakna,
ki mocneje fluorescirajo. Na sliki E so s puscico oznaceni Se vedno vidni mikrofilamenti.
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Spremembe keratinocitov po 24h izpostavitvi TK prikazuje slika 13. Celice, izpostavljene
koncentraciji 0,5 mg/ml, so bile po 24h Se vedno poligonalne oblike, vendar aktinska
vlakna niso bila enakomerno razporejena okoli jedra v primerjavi s kontrolo, temvec so
bila na dolo¢enih podro¢jih Ze bolj zgosc¢ena. Celice so bile blizu skupaj, ohranile so
intercelularne povezave, hkrati pa so ze bile vidne posamezne celice, ki se niso povezovale
s sosednjimi (slika 13A in 13B). Pri koncentraciji 2 mg/ml so se celice na podro¢jih, kjer
jih je bilo veliko, zelo tesno priblizale in izgubile fine mikrofilamentne povezave. Aktinska
vlakna se niso veC razprostirala Siroko okoli jeder, ve¢inoma so se zgostila okoli jeder.
Veliko celic je bilo zaobljenih in naklju¢no razporejenih. Pri posameznih celicah smo
opazili nekaj debelejsih mikrofilamentov, a je bilo teh manj kot po 4h izpostavitvi (slika
13C in 13D). Po izpostavitvi celic TK s koncentracijo 5 mg/ml smo na preparatu s tezavo
nasli kaksno celico, te pa so bile ve¢inoma zaobljene z aktinskimi vlakni zgo$¢enimi okoli
jedra, nekatere celice so bile malce bolj podolgovate in zadebeljene okoli jedra (slika 13E
in 13F). Prav tako so bile prisotne celice z razlitim jedrom (oznacena s puséico na sliki
13E).
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Slika 13: Slike keratinocitov posnete s fluorescentno mikroskopijo: celice po 24h izpostavitve TK1 (A,C,E)
in TK2 (B,D,F) pri koncentraciji 0,5 mg/ml (A,B); 2 mg/ml (C, D) ter 5 mg/ml (E,F). Modro so obarvana
jedra, zeleno pa aktinska vlakna. Na sliki B sta s pu$¢ico oznaceni sosednji celici, ki sta izgubili medsebojno
povezavo. Na sliki E lahko vidimo razlito celi¢no jedro (oznaceno s puscico).

Fibroblasti: Kontrolne celice fibroblastov so bile vretenaste oblike, snopi aktinskih vlaken
so bili vzdolzni in lepo vidni (slika 14A). Slika 14 prikazuje celice po 4h izpostavitve TK1,
v primerjavi s sistemom TK2 namre¢ ni bilo razlik. Pri TK s koncentracijo 0,5 mg/ml so
bile dolocene celice Se vedno podobne kontrolnim, razlo¢no se je videlo vzdolZzna aktinska

vlakna (Slika 14Bi), medtem ko so bile nekatere oc¢itno morfolosko spremenjene — celice
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so postale tanjSe, Se vedno so bile podolgovate, a odebeljene le okoli jedra, posameznih
aktinskih snopov se ni dalo ve¢ razlo¢iti. Opazili smo tudi mikrofilamente (slika 14Bii). Pri
vi§jih koncentracijah smo opazili podobno spremenjene celice ter nobenih celic, ki bi bile
podobne kontrolnim (slika 14C in 14D). Pri tem je potrebno poudariti, da smo pred
barvanjem celice pogledali tudi pod svetlobnim mikroskopom in da dobljena slika pod
invertnim mikroskopom ni bila primerljiva s sliko celic pred njihovim S$tetjem celic (0,5
mg/ml, 4h). Videlo se je namre¢ Ze, da so nekatere celice tanjSe in zadebeljene le okoli
jedra, te spremembe pa smo potem seveda opazili tudi pod fluorescentnim mikroskopom.
Ugotovili smo torej, da je obcutljivost fibroblastov na TK razli¢na pri razli¢nih biolo§kih
ponovitvah. Enako je bilo po 24h izpostavitve 0,5 mg/ml TK. Nekatere celice so bile zelo
poskodovane, okrogle oziroma poligonalne oblike in ne ve¢ podolgovate, snopi aktinskih
vlaken niso bili ve¢ jasno razlo¢ni in vzdolzni, medtem ko so dolocene celice ohranile

jasno razlo¢ne vzdolzne snope aktinskih vlaken (slika 15).

Slika 14: Slike fibroblastov posnete s fluorescentno mikroskopijo: kontrolne celice (A) in celice po 4h TK1
s koncentracijo 0,5 mg/ml (B), 2 mg/ml (C) in 5 mg/ml (D). Modro so obarvana jedra, zeleno pa aktinska
vlakna. Na sliki Bi so celice, ki morfolosko Se podobne kontrolnim, na sliki Bii pa Ze spremenjene. S
pus¢icami so oznaceni vidni mikrofilamenti.
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Slika 15: Slike fibroblastov posnete s fluorescentno mikroskopijo: celice po 24h 0,5 mg/ml TK1 (Ai in Aii)
in TK2 (B). Modro so obarvana jedra, zeleno pa aktinska vlakna. Opazimo posamezne celice z zgo$¢enim
aktinom okoli jedra in celice z veliko aktinskimi vlakni, ki so vzporedni in razporejeni §iroko okoli jedra.

4.4.2 Barvanje membrane

Membrane keratinocitov smo barvali s CellMask™ Deep Red barvilom za membrane, in
sicer kontrolne ter tretirane (4h, 0,5 mg/ml) celice. Ker na Katedri za farmacevtsko
tehnologijo v okviru dosedanjih raziskav Se niso preucevali membrane celic s
fluorescentnim barvilom, smo se odloc¢ili, da bomo preliminarni poskus izvedli na
keratinocitih, saj so fibroblasti v kulturi bolj splos€eni. Barvali smo Zive celice; Ze sama
fiksacija celic namre¢ povzro€i spremembe v membrani zaradi pre€nega premreZevanja.

Pri kontrolnih celicah smo opazili, da so slednje blizu skupaj, vidna je bila poligonalna
oblika (slika 16).

Slika 16: Kontrolni keratinociti s fluorescentno obarvano membrano. Na desni strani je pribliZzana slika.
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Po tretiranju celic s TK1 smo opazili, da so bile celice v velikih skupkih, moc¢no zbite
skupaj in niso bile podobne kontroli. Notranjost celice je bila Ze na zacetku opazovanja pri
vecini celic nekoliko obarvana (vstop barvila v notranjost celice), a so membrane moc¢neje

fluorescirale. Na sliki 17 je opazna tudi sprememba membrane celic (oznaceno s puséico).

Slika 17: Keratinociti s fluorescentno obarvano membrano po 4h izpostavljenosti TK1 s koncentracijo 0,5
mg/ml. Na desni strani je priblizana slika, s pus€icami so oznacene spremembe na membrani.

Posamezne celice so s ¢asom postajale vedno bolj okrogle, skupki so postajali vse bolj
zbiti, notranjost celic pa vse bolj rdeca zaradi difuzije barvila. To se je dogajalo Ze med
samim slikanjem celic, tako da tudi dve zaporedni sliki nista bili ve¢ enaki. Podoben
ucinek smo opazili tudi pri 0,5 mg/ml TK2 in kontrolnih celicah (po 30 min so bile tudi
kontrolne celice namre¢ zaobljene, videli smo lahko zdruzene zbite skupke z rdece
obarvano notranjostjo). Do sprememb je priSlo zaradi neustreznih pogojev, v katerih so se
nahajale celice na preparatih. Izpostavljene so bile sobni temperaturi in atmosferskemu
zraku in ker niso bile fiksirane, so se zacele odlepljati od podlage, pri cemer so se zaoblile
in zdruzile v zbite skupke. Efekt se je s Casom drasti¢no slabsal in kljub optimizaciji se mu
ni dalo izogniti (zaradi neizogibnega prenosa preparatov do mikroskopa, zagona
mikroskopa in stabilizacije laserja, odsotnosti fiksacije ter Casa, potrebnega za pridobitev
slike). Zato menimo, da so bile celice pri 0,5 mg/ml TK1 zdruzene v velike skupke zaradi
neustreznih pogojev in ne zaradi vpliva TK. Spremembe na membrani pa pripisujemo
izpostavitvi TK, saj je do tega najverjetneje priSlo zaradi odebeljenih mikrofilamentov na

robu celice pod povrSino membrane. Dopusc¢amo tudi moznost, da so TK Ze nekoliko
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poskodovali celice, zaradi Cesar je hitreje priSlo do spremembe preparata, tj. zdruzevanja
celic v skupke, spremembe oblike iz poligonalne v okroglo in nenazadnje tudi hitrejSega

vstopa barvila v notranjost celice zaradi poSkodbe membrane.
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5 Razprava

S testom aktivnosti mitohondrijske dehidrogenaze smo ugotovili, da so citotoksi¢ni uéinki
TK koncentracijsko in ¢asovno odvisni. Tornier in sodelavei so pri proucevanju 50
razliénih snovi, ki bi lahko povzrocile iritacijo koZe, na rekonstruiranem koznem modelu
snov opredelili kot neiritabilno, ¢e je bil delez celi¢ne proliferacije vecji od 85 % glede na
kontrolo in za iritabilno, ¢e je bil delez celi¢ne proliferacije manjsi od 50 % glede kontrolo
(upostevali pa so tudi histologijo celic in koli¢ino spro$¢enega IL-1a) (31). Faller in
sodelavci so pri testiranju kozmeti¢nih pripravkov na rekonstruiranem koznem modelu po
16h izpostavitve z uporabo MTT reagenta vrednost 50 % uporabili kot mejno za
opredelitev iritabilnosti (69). Problem vrednotenja iritantov na celi¢nih kulturah pa je, da
orientacijske vrednosti niso podane. Za opredelitev citotoksinosti testiranih sistemov
tekocih kristalov smo zato upostevali omenjene mejne vrednosti, kljub temu da so celi¢ne
linije bolj obcutljiv sistem in bi bile vrednosti proliferacije zagotovo visje na

rekonstruiranih koZznih modelih.

e e

ov e

ey

testiranih sistemov. Pri fibroblastih je bila metabolna sposobnost po kratkotrajni
izpostavitvi koncentraciji 0,5 mg/ml nizja od kontrole (75 % (TK1) in 83 % (TK2)), po
daljSem casu izpostavitve (24h in 72h) pa se je zviSala in bila primerljiva s kontrolo.
Koncentracije nad 2 mg/ml so se izkazale za citotoksi¢ne, sploh po 24h je bila celi¢na
proliferacija zanemarljivo majhna (manjSa od 6 %). Po 72h pa se je celi¢na proliferacija
oblutno zmanj$ala tudi pri koncentraciji 1 mg/ml (55 % (TK1) in 24 % (TK2)).
Koncentracijo 0,5 mg/ml za oba sistema TK in pri obeh vrstah celic smo zaradi navedenih
rezultatov opredelili kot subtoksi¢no, torej pri tej koncentraciji TK ne vplivajo na
metabolno aktivnost celic.

dolgotrajni izpostavitvi opomogli; po 4h je bila proliferacija manjSa od kontrolne, po
daljSem Casu izpostavitve (tako 24h kot 72h), pa je bil rezultat boljsi in razlike s kontrolo
nismo ve¢ opazili. Z MTS testom smo nadalje ugotovili, da so fibroblasti bolj ob¢utljivi na
toksi¢ne ucinke TK kot keratinociti, saj je bila sposobnost proliferacije fibroblastov pri
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koncentracijah TK, vi§jih od 1 mg/ml, v vseh ¢asovnih to¢kah manjsa kot pri keratinocitih.
Do podobne ugotovitve so prisli tudi Sanchez in sodelavci, ki so v svoji $tudiji na celi¢nih
linijah Cloveskih keratinocitov in fibroblastov preucevali citotoksi¢nost PAS na osnovi
lizina z uporabo testa celi¢ne proliferacije (MTT) in privzema nevtralno rdecega po 24h
izpostavitve PAS v razli¢nih koncentracijah. Ugotovili so, da so bili citotoksi¢ni ucinki
bolj izrazeni pri fibroblastih kot pri keratinocitih. Vzrok je v razli¢ni strukturi in fiziologiji
celic, saj so keratinociti celice povrhnjice, fibroblasti pa usnjice, zaradi ¢esar so zakljucili,
da so testi na keratinocitih bolj$i za napovedovanje iritacije koze (70).

Ob primerjavi sistemov TK1 in TK2 smo opazili, da je bila metabolna sposobnost pri
keratinocitih po 4h pri vseh koncentracijah visja za sistem TK1 kot za TK2, po 24h pa se je
trend obrnil. Razlika je bila znacilna le pri koncentraciji 5 mg/ml po 24h, Kjer je torej TK1
bolj znizal vrednost celicne proliferacije. Pri fibroblastih tako enosmerne razlike med
sistemoma nismo opazili, Smo pa ugotovili znacilno razliko v proliferaciji med sistemoma
pri_koncentraciji 0,5 mg/ml po 4-urni in 24-urni izpostavitvi ter 1 mg/ml po 24-urni
izpostavitvi, Kjer je TK1 bolj zmanjsal metabolno aktivnost celic kot TK2. Te znacilne
razlike pri 0,5 mg/ml po 72h ni bilo ve¢, pri 1 mg/ml pa je obveljalo, da TK1 znacilno bolj
zniza proliferacijo kot TK2. Kjer smo uspeli potrditi znacilno razliko med sistemoma, se je
torej pokazalo, da TK1 bolj zniZa celi€no proliferacijo kot TK2. To je pri¢akovano, saj ima
TK2 vecji deleZ vode na racun manjSega deleza IPM. IPM je sicer netoksicen in tudi v
Studiji, ki so jo naredili Savi¢ in sodelavci, SO z in vitro ter in vivo testi potrdili, da je
formulacija na osnovi naravnega kombiniranega emulgatorja (cetearilglukozida in
cetearilalkohola) in IPM kot lipofilne komponente varna in primerna za uporabo na kozi,
so pa ob zviSevanju koncentracije izbrane formulacije na koZznem modelu opazili zniZanje
celi¢ne proliferacije (28).

S primerjavo vpliva TK in SDS (referen¢ni iritant) na celicno proliferacijo smo uspeli
dokazati, da TK statisticno znac¢ilno manj okrnejo metabolno aktivnost celic pri vseh
koncentracijah TK (2 in 5 mg/ml), kjer je bila metabolna sposobnost celic ze tako prizadeta
(~5% (2 mg/ml) in 1 % (5 mg/ml)), da razlike s SDS (~ 0 %) niso bile izrazene. Kjer so
bile razlike znacilne, to pomeni, da TK ne bi mogli povzrociti iritacije na kozi v takSnem
obsegu, kot jo povzro¢i SDS pri enaki koncentraciji in Casu izpostavitve. To pa je
priakovano, saj je SDS anionska PAS, za katere velja, da so pri aplikaciji bolj

problemati¢éne v smislu iritabilnosti (27), medtem ko testirana sistema TK vsebujeta

47



neionsko (Tween 80) in zwitterionsko (lecitin) PAS, ki poleg tega veljata za nedraZeci,

imata GRAS status in se uporabljata v dermalnih pripravkih.

Opazovanje celic pod invertnim svetlobnim mikroskopom je pokazalo, da najnizja
koncentracija TK (0,5 mg/ml) ni vplivala na rast in obliko celic po kratkotrajni
izpostavitvi, pri fibroblastih pa niti po dolgotrajni. Opazili smo, da so posamezni
keratinociti po 24h izpostavitvi 0,5 mg/ml postali bolj zaobljeni, Stevilo medceli¢nih stikov
pa se je zmanjsalo. Ta efekt je bil pri vi§jih koncentracijah opazen Ze po kratkotrajni
izpostavitvi, celice pa so se s poveCevanjem koncentracije TK v veliki meri odlepile od
podlage. Po 24h pri 5 mg/ml skorajda nobena celica ni bila vec prilepljena na podlago.
Pri fibroblastih sta spremenjena oblika in manjSa gostota celic postali izraziti ze pri 4h
izpostavitve koncentraciji 2 mg/ml. Celice so bile sicer podolgovate, a odebeljene zgolj
okoli jedra, Stevilo medceli¢nih stikov se je zmanjSalo. Pri dolgotrajnejsi izpostavitvi 0z.
vi§ji koncentraciji so celice izgubile podolgovato obliko in postale okrogle, brez
medceli¢nih stikov, vecina se jih je odlepila od podlage. Pri 5 mg/ml po 24h so bile vse
celice odlepljene.
Slike pod svetlobnim mikroskopom se torej ujemajo z rezultati testa celi¢ne proliferacije —
pri vi§jih koncentracijah in dolgotrajnejsi izpostavitvi smo opazili spremembe oblike in
gostote celic, metabolna aktivnost pa se je zmanjsala, s to razliko, da:

a) pri koncentraciji 0,5 mg/ml pod mikroskopom nismo opazili sprememb fibroblastov,

njihova metabolna aktivnost pa je bila po 4h pri tej koncentraciji nekoliko zmanjsana;

b) pod invertnim svetlobnim mikroskopom nismo opazili nobene razlike med

sistemoma TK1 in TK2.

Pri Stetju celic smo dobili rezultate, ki niso povsem skladni z ugotovitvami ostalih testov.
Stevilo zivih fibroblastov niti Zivih keratinocitov pri TK1, pri TK2 pa je delez zivih
keratinocitov padel na priblizno tri Cetrtine, po 24h pa je bil delez zivih fibroblastov okoli
50 %, medtem ko pod invertnim svetlobnim mikroskopom nismo opazili sprememb ali
zmanjSane gostote fibroblastov v primerjavi s kontrolo ne po 4h ne po 24h. Nadalje, pri
testu aktivnosti mitohondrijske dehidrogenaze smo ugotovili, da imajo fibroblasti
metabolno sposobnost okoli 80 % po 4h ter primerljivo s kontrolo (~ 100 %) po 24h,
keratinociti pa ~ 100 % sposobnost proliferacije po 4h izpostavitve tako TK1 kot TK2. Za
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fibroblaste neujemanje rezultatov omenjenih testov lahko pojasnimo s hipotezo, da TK
povzrocijo spremembe celic, ki jih ne opazimo pod svetlobnim mikroskopom, a vplivajo
na zmanjSano proliferacijo, so pa te celice Se vedno Zive, zato je tudi Stevilo zivih celic
primerljivo s kontrolo. Tako za keratinocite kot fibroblaste smo pri visji koncentraciji (2
mg/ml) oziroma dolgotrajnejsi izpostavitvi (24h) TK presteli zelo majhno ali nicelno
Stevilo zivih celic, kar ni skladno niti z MTS testom niti s slikami celic, ki smo jih posneli
tik pred Stetjem celic. NasSa teorija je naslednja: TK povzroc¢ijo poskodbe membrane, ki so
neopazne pod svetlobnim mikroskopom in ne vplivajo na proliferacijo celic, vendar tripsin
kot proteaza med postopkom priprave vzorcev za Stetje celic slednjih ne samo odlepi od
podlage, ampak tudi za¢ne razgrajevati. Razgradi pa tudi ze bolj poskodovane in mrtve
odlepljene celice. Slednjo ugotovitev podpira dejstvo, da je bil deleZ mrtvih celic majhen,
opazili pa smo $tevilne manj$e obarvane delce, ki so najverjetneje razpadni fragmenti celic.
Rezultati Stetja celic so v veliki meri kontradiktorni in jih zato ne moremo upostevati kot

zanesljive, potrebna bi bila namre¢ nadaljnja optimizacija in ponovitev eksperimenta.

Morfoloske spremembe celic smo pod fluorescentnim mikroskopom opazili ze po 4h
najverjetneje je, da so PAS povzrocile denaturacijo aktina, zato se je pri keratinocitih
zmanjsalo Stevilo finih intercelularnih povezav, ki so izgledale odebeljene, mikrofilamenti
na robovih celic pa so se zaradi denaturacije zdruZili in odebelili v primerjavi s kontrolnimi
celicami, prav tako niso sluzili povezovanju s sosednjimi celicami. Aktinska vlakna so bila
na robovih celic videti »ostrejSa«. Pri fibroblastih pa so bile nekatere celice po izpostavitvi
jasno definiranimi vzdolZnimi aktinskimi vlakni, spet druge pa so bile oZje, snopi aktinskih
vlaken niso bili ve¢ lepo vidni in tako kot pri keratinocitih smo opazili mikrofilamente na
robovih celic.

Pri vi§jih koncentracijah in dolgotrajnejsi izpostavitvi (24h) se je zaradi denaturacije pri
obeh vrstah celic povecevala gostota aktina okoli jeder, pri fibroblastih ni bilo ve¢ jasno
izrazenih vzporednih snopov aktinskih vlaken. Po dolgotrajni izpostavitvi TK odebeljeni
mikrofilamenti na robovih celic niso bili ve¢ opazni v tako veliki meri kot po 4h. Ker je
aktinski skelet odgovoren tudi za vzdrzevanje oblike celice in pritrjevanje na podlago, je
pri keratinocitih priSlo do »zbitja« celic v skupke, kar smo opazili kot pribliZevanje jeder

(jedra posameznih celic so bila namre¢ zelo blizu skupaj), obe vrsti celic sta se zaoblili,
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oslabila pa je tudi sposobnost adhezije, zato so se keratinociti in fibroblasti odlepljali od
podlage, zaradi Cesar smo na preparatu tezje nasli celice za proucevanje. Ti rezultati se
skladajo z opazeno zmanjSano gostoto in vec¢jo zaobljenostjo celic pod invertnim
svetlobnim mikroskopom ter zmanjSano metabolno aktivnostjo pri testu celi¢ne
keratinocitov, ki se Se niso zaoblili in so imeli aktinska vlakna razporejena dokaj
enakomerno okoli jedra. Te celice so najverjetneje Se bile metabolno aktivne, in so
prispevale k sicer relativno nizki proliferaciji, ki je znasala 8 % za TK1 in 24 % za TK2.
Tudi pod fluorescentnim mikroskopom razlik po izpostavitvi TK1 in TK2 nismo opazili.

Pri testu celi¢ne proliferacije na fibroblastih po 24h 0,5 mg/ml TK nismo ugotovili razlike
glede na kontrolo in tudi pod svetlobnim invertnim mikroskopom pri tej koncentraciji
nismo opazili razlik v gostoti in obliki celic glede na kontrolo ne po kratkotrajni, ne po
dolgotrajni izpostavitvi; pred barvanjem s fluorescentnimi barvili in pod fluorescentnim
mikroskopom pa so bile nekatere celice ze morfoloSko spremenjene. Tako da lahko
zaklju¢imo, da se je na celi¢ni liniji fibroblastov morfologija tretiranih celic zelo

razlikovala tako znotraj ene posamezne kot tudi med biolo§kimi ponovitvami.

S fluorescentnim barvanjem membrane smo potrdili, da so keratinociti v kulturi
poligonalne oblike. Opazili smo, da so imele tretirane celice spremenjeno povrsino zaradi
mikrofilamentov pod membrano, kar pripisujemo vplivu izpostavljenosti TK, saj smo tudi
pri barvanju aktinskih vlaken opazili debelejSe mikrofilamente na robovih tretiranih celic.
Glede na to, da je pri celicah, ki so bile izpostavljene TK, pri§lo do hitrejSega vstopa
barvila v notranjost celice, predvidevamo, da je Ze prislo do dolo¢enih poskodb membrane,
kar se sklada z ugotovitvami proucevanja keratinocitov z AFM (68). Nenazadnje smo prisli
do ugotovitve, da je opazovanje membran zivih celic, ki torej predhodno niso fiksirane,
kompleksno. Zaradi za celice neustreznih pogojev, pri katerih izvajamo poskus (sobna
temperatura in atmosferski zrak), je zelo hitro priSlo do sprememb preparata ze med samim
slikanjem, zato tudi tezko ovrednotimo (minimalne) spremembe zaradi tretiranja celic

napram izrazitim spremembam zaradi neustreznih pogojev.
Predpostavljen mehanizem vpliva TK na celice je torej sledec: PAS, ki se v TK nahajajo,

porusijo urejeno strukturo lipidnih dvoslojev v membrani in za¢nejo prodirati v notranjost

celice, kjer pridejo v stik z mikrofilamenti in povzrocijo denaturacijo aktina, kar se kaze v
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spremenjeni morfologiji in zmanj$ani adhezivnosti celic. Koncentracijo 0,5 mg/ml lahko
opredelimo kot subtoksi¢no (celi¢na proliferacija ~ 100 %), hkrati pa smo pri tej

koncentraciji pod fluorescentnim mikroskopom Ze opazili morfoloSke spremembe.
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6 Sklep

V okviru diplomske naloge smo ugotovili, da je vpliv TK na celi¢ne linije keratinocitov in
fibroblastov c¢asovno in koncentracijsko odvisen. Pod svetlobnim mikroskopom smo
opazili, da celice z visanjem koncentracije TK spremenijo svojo obliko ter da se delez
pritrjenih celic zmanjSuje. S testom aktivnosti mitohondrijske dehidrogenaze smo
ugotovili, da so fibroblasti bolj obcutljivi na TK kot keratinociti, kar je razvidno pri
koncentraciji TK (0,5 mg/ml) po 4h primerljiva s kontrolo, po 24h pa se je nekoliko
zmanjSala (okoli 75 %). Metabolna aktivnost fibroblastov po dolgotrajni izpostavitvi (24 h)
pri koncentraciji TK 0,5 mg/ml se je obnovila, saj je bil delez proliferacije enak kot pri
kontroli, medtem ko je bila po 4h 75 % (TK1) oz. 83% (TK2). Pri tem je potrebno
opozoriti, da smo na celi¢ni liniji fibroblastov pod fluorescentnim mikroskopom opazili
visoko variabilnost odziva tako =znotraj posamezne kot med veCimi bioloskimi
ponovitvami. Kljub temu da smo s testom mitohondrijske dehidrogenaze v nekaterih
¢asovnih toc¢kah in pri dolo¢enih koncentracijah TK dobili rezultate, ki nakazujejo na to, da
sistem TK1 statisti¢no znacilno bolj zniza proliferacijo kot TK2 - kar bi pricakovali, glede
na manj$i deleZ vode ter veéji delez izopropilmiristata glede na TK2 - pa po vseh
opravljenih eksperimentih ne moremo trditi, da je sistem TK1 bolj toksicen za celice, saj

pod svetlobnim in fluorescentnim mikroskopom med sistemoma nismo opazili razlik.

Pri koncentraciji 0,5 mg/ml, ki se je pri testu aktivnosti mitohondrijske dehidrogenaze
izkazala za subtoksi¢no, smo pod fluorescentnim mikroskopom Zze po kratkotrajni
izpostavitvi lahko opazili zac¢etne morfoloske spremembe tako pri keratinocitih kot pri
fibroblastih, ki pa ocCitno Se ne vplivajo na sposobnost celi€ne proliferacije. Na robovih
keratinocitov smo opazili debelejse mikrofilamente in ponekod Ze zgoscena aktinska
vlakna. Pri povecevanju koncentracije oz. podaljSevanju Casa izpostavitve se je Stevilo
celic zmanjSalo, zacele so se odlepljati od podlage, saj se je njihova adhezija zmanjSala
zaradi sprememb v strukturi mikrofilamentov. Celice, ki so bile Se zive, so bile bolj
zaobljene, imele so manjse Stevilo intercelularnih povezav in zgoscen aktin okoli jedra. Pri
fibroblastih pa so se spremembe kazale kot izguba jasno razlocnih vzdolZznih snopov
aktinskih vlaken. Predvidevamo, da so vzrok za spremembe aktinskih vlaken PAS v TK, ki
so povzrocile denaturacijo aktina. Mikrofilamenti na robovih celic so se najbrz zdruzili in

ker so bili odebeljeni, so bili tudi bolj vidni.
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Barvanje membrane keratinocitom je pokazalo spremembe v membrani po 4h izpostavitve
0,5 mg/ml TK. Opazili smo namre¢ spremenjeno povrsino celic zaradi mikrofilamentov,
barvilo pa je zaradi poSkodb membrane nekoliko hitreje vstopalo v celico. PAS so
najverjetneje zacele rusiti strukturo lipidnih dvoslojev v membrani in prodirale v notranjost
celice, zaradi Cesar je tudi aktin priSel v stik s PAS. Metoda proucevanja fluorescentno
obarvane membrane se je izkazala za tezavno, ker se celice pri sobni temperaturi in zraku

zac¢nejo odlepljati od podlage.
Glede na obetavne rezultate vrednotenja citotoksi¢nosti TK na celi¢nih linijah, ki so ze

tako bolj obcutljive kot rekonstruirani kozni modeli, bi lahko biolosko sprejemljivost TK

kot novih nosilnih sistemov nadalje vrednotili na rekonstruiranih koznih modelih.
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