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Biokompatibilnost i imunomodulatorne osobine nanomaterijala na bazi
nanocestica zlata i ugljeni¢nih nanocevi, i naprednih biomaterijala na bazi NiTi i

CuAlINi legura

Napredni biomaterijali na bazi NiTi i CuAINi legura koje memoriSu oblik (SMA) su
vrlo atraktivni za izradu biomedicinskih implantata i uredaja. Medutim, biokompatibilnost
NiTi 1 CuAlNi legura proizvedenih konvencionalnim metodama je Cesto losa usled njihove
neodgovarajuce povrSinske mikrostrukture koja omogucava oslobadanje metalnih jona u
okolni medijum. U ovom radu je primenjen nov metod sinteze brzo stvrdnutih (RS) SMA
valjanjem rastopine. Biokompatibilnost i imunomodulacijske osobine SMA legura su
ispitane na modelima peritoneumskih makrofaga pacova (PM@) i humanih dendritskih
¢elija monocitnog porekla (DC), i na humanim mononuklearima periferne krvi (PBMC)
izolovanim iz 20 razli¢itih donora. Pokazano je da RS SMA, za razliku od kontrolnih SMA
pripremljenih konvencionalnim metodama istog sastava, ne ispoljavaju citotoksi¢nost
prema ispitivanim ¢elijama. Osnovni razlog tome je §to je na povrSini RS SMA formiran
tanak homogeni sloj oksida koji §titi SMA od korozije, a inkubiranjem u medijumu dolazi
do njegovog zadebljavanja. Medutim, pokazano je da CuAINi RS SMA stimulisu
produkciju IL-6 i izazivaju oksidativni stres kod PM@, ali ne menjaju produkciju
proinflamacijskih citokina u ve¢ini kultura PBMC stimulisanih mitogenom. Sa druge
strane, NiTi RS SMA stimuliSu produkciju IL-10 u 25% kultura stimulisanih kultura
PBMC. U skladu sa tim je pokazano da NiTi RS SMA stimuliSu fenotipsko sazrevanje DC
koje produkuju ve¢i nivo IL-10 1 IL-27, 1 stimuliSu produkciju IL-10 1 TGF-f u ko-kulturi
sa CD4'T ¢éelijama. Medutim, DC kultivisane na NiTi RS SMA u prisustvu LPS-a poseduju
veci alostimulatorni kapacitet 1 stimuliSu Thl imunski odgovor in vitro. Ovi rezultati
ukazuju na to da se RS SMA mogu bezbedno iskoristiti kao implantati kod vecine
pacijenata, ali je neophodno razmotriti i da li bi imunomodulacijske osobine ovih legura
mogle izazvati neZeljene posledice kod nekih pacijenta.

Nanocestice zlata (GNP) su vrlo atraktivne za primenu u dijagnostici i fototermalnoj
terapiji tumora. Medutim, njihova biokompatibilnost i imunomodulacijske osobine nisu
dovoljno ispitane, §to je neophodno za njihovu bezbednu primenu u biomedicini. U ovom
radu je primenjen nov metod sinteze GNP ultrasonicnom sprej pirolizom (USP). Pri tome je

sintetisano 5 razli€itih frakcija GNP razli¢itih mikrostrukturnih odlika. Citotoksi¢nost GNP



sintetisanih USP metodom je ispitivana u kulturi 1929 ¢elija, timocita i splenocita pacova, a
imunomodulacijske osobine u modelu konkanavalinom A (ConA) stimulisanih splenocita.
Pokazano je da frakcije 1 i1 2, sastavljene od Cistog zlata, ne izazivaju citotoksi¢nost
ispitivanih ¢elija. Ostale frakcije GNP izazivaju citotoksi¢nost u zavisnosti od koncentracije
mikrolegiraju¢ih elemenata u njihovom sastavu i osetljivosti ispitivane celijske linije.
Frakcija 2, koja je sintetisana pod ve¢om ultrasoni¢nom frekvencijom i sadrzi partikule
manje veli¢ine u poredenju sa frakcijom 1, ispoljava anti-proliferativni efekat, inhibira
produkciju IL-2 1 stimuliSe produkciju IL-10 u kulturi splenocita stimulisanih pomoc¢u
ConA. Sli¢an imunosupresivni efekat je potvrden i u kulturi humanih DC kultivisanih u
prisustvu GNP veli¢ine 10 nm ili 50nm. Naime, pokazano je da DC internalizuju GNP
mehanizmima koji dominantno zavise od dinamina. Oba tipa GNP inhibiraju maturaciju i
alostimulacijsku sposobnost DC stimulisanih LPS-om, s tim da su efekti GNP} izraZeniji.
GNP suprimiraju produkciju IL-12p70 od strane DC stimulisanih LPS-om, i potenciraju
njihovu Th2 polarizacijsku sposobnost u ko-kulturi sa CD3" T éelijama, dok GNPs,
potenciraju Th17 imunski odgovor in vitro. Ovakvi efekti GNPy koreliraju sa snaZnijom
inhibicijom promena u oscilaciji Ca*" koje indukuje LPS, ali i sa veéim brojem
internalizovanih nanocestica, kao i njihovom ¢eS¢om ekstra-endozomalnom lokalizacijom.
GNP inhibiraju maturaciju i funkcije DC i kada se oslobode iz nekroti¢nih tumorskih
HEp-2 ¢elija. Na ovom modelu je pokazano da GNP, za razliku od GNPs, potenciraju
Th2/Th17 polarizacijsku sposobnost DC, 1 suprimiraju njihov kapacitet da indukuju
citotoksicne T ¢elije prema HEp-2 ¢Celijama. Na osnovu ovih rezultata je zakljueno da
GNP, delovanjem na DC, mogu potencijalno indukovati viSe nepozeljenih efekata na
imunski sistem, u odnosu na GNPs,.

Funkcionalizovane viseslojne ugljeni¢ne nanocevi (MWCNT) su veoma pogodne za
primenu kao nosaci lekova 1 biomolekula do ciljnih ¢elijskih odeljaka. Medutim, njihova
biokompatibilnost 1 imunomodulacijske osobine zavise od prirode biomolekula koji je za
njih vezan. U tom smislu je ispitana moguc¢nost internalizacije, citotoksicnost 1
imunomodulacijske osobine MWCNT konjugovanih sa dapsonom (dap), lekom protiv
intracelularnih bakterija, ili 7-tia-8-oksoguanizinom (7-TOG), agonistom Toll-u sli¢nog
receptora (TLR)-7, na modelu PM@ pacova 1 humanih DC. Konjugacija dap-MWCNT 1 7-
TOG-MWCNT je potvrdena infracrvenom spektroskopijom sa  Fuorierovom

transformacijom, transmisionom elektronskom mikroskopijom, termogravimetrijskom i
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elementalnom analizom. Analiza na svetlosnoj, konfokalnoj, elektronskoj mikroskopiji i
proto¢noj citometriji je potvrdila da PM@ i1 DC internalizuju dap-MWCNT 1 7-TOG-
MWCNT. Pri tome je pokazano da se dap-MWCNT akumuliraju u endozomima PM@ i
DC u sli¢noj meri kao i1 kontrolne oksidovane (0)-MWCNT. Sa druge strane, 7-TOG-
MWCNT se akumuliraju u endozomima DC u znatno vecoj meri nego o-MWCNT, pri
¢emu 7-TOG-MWCNT interaguju sa TLR7 u endozomima DC. Ispitivanjem bioloskih
svojstava dap-MWCNT, pokazano je da ovaj konjugat poseduje manju citotoksi¢nost
prema PMO 1 DC u poredenju sa kontrolnim o-MWCNT, koje izazivaju oksidativni stres u
PM@. Solubilni dapson indukuje manji oksidativni stres kod PM@, i sam inhibira apoptozu
PM@, dok u prisustvu o-MWCNT snazno potencira njegova dejstva. U skladu sa tim, o-
MWCNT, za razliku od dap-MWCNT, inhibiraju oksidativni prasak PM@, produkciju NO i
IL-6 od strane PM@. Sa druge strane, dap-MWCNT u prisustvu LPS-a inhibira produkciju
IL-6. U netoksi¢nim koncentracijama o-MWCNT stimuliSu sazrevanje i produkciju
proinflamacijskih citokina od strane DC. dap-MWCNT, za razliku od solubilnog dapsona,
ne smanjuju ekspresiju HLA-DR 1 ne povecavaju produkciju IL-23 od strane nezrelih DC.
U prisustvu proinflamacijskih citokina (IL-1B, IL-6, TNF-a i1 PGE2), dap-MWCNT
stimuli$u ekspresiju CD86, a inhibiraju ekspresiju CCR7 i produkciju IL-10 i IL-27 od
strane DC u poredenju sa kontrolom. Ovi rezultati ukazuju na to da se, akumulacijom u
endozomima PM@ 1 DC 1 stimulacijom povoljnih imunomodulatornih efekata kod ovih
¢elija, dap-MWCNT mogu iskoristiti u terapiji visoko-rezistentnih intracelularnih patogena,

dok se 7-TOG-MWCNT mogu iskoristiti u stimulaciji DC u anti-tumorskoj terapiji.

Kljuéne re€i: Biomaterijali, biokompatibilnost, legure koje pamte oblik, NiTi legure,
CuAINi legure, nanomaterijali, nanocestice zlata, ugljenicne nanocevi, funkcionalizacija,
imunski odgovor, dendritske celije, makrofagi, citotoksicnost, Th polarizacija, antitumorksa

terapija
Naucna oblast: Fiziologija zivotinja i Coveka

UZa naucna oblast: Imunologija
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Vii



Biocompatibility and immunomodulatory properties of nanomaterials based on gold
nanoparticles and carbon nanotubes, and NiTi- and CuAlNi alloy-based advanced

biomaterials

Advanced biomaterials based on NiTi CuAINi shape memory alloys (SMAs) are very
attractive for the production of biomedical implants and devices. However, the
biocompatibility of NiTi and CuAlINi alloys, prepared by conventional methods, is often
poor due to their inadequate surface microstructure causing the release of toxic metal ions
into the surrounding medium. Therefore, we applied a novel method for the preparation of
SMAs using Rapid Solidification (RS) via Melt-Spinning. Biocompatibility and
immunomodulatory properties of SMA alloys were studied using the in vifro models of
rat’s peritoneal macrophages (PM@s), human monocyte-derived dendritic cells (DCs), and
mitogen-stimulated human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) isolated from 20
different donors. It was shown that RS SMAs, in contrast to control SMAs of the same
composition but prepared by conventional methods, do not exhibit cytotoxicity towards the
tested cells. The main reason for this phenomenon is the formation of a thin homogeneous
oxide layer on the surface of RS SMAs that protects the SMAs from corrosion, and the
conditioning in cell culture medium leads to its thickening. However, CuAINi RS SMAs
induce the production of IL-6, cause oxidative stress in PM@, but do not modify the
production of pro-inflammatory cytokines in most of the mitogen-stimulated PBMCs
cultures. In contrast, NiTi RS SMAs stimulate the production of IL-10 in 25 % of the
stimulated PBMC cultures. Accordingly, we showed that NiTi RS SMAs stimulate the
phenotypic maturation of DCs, which produce higher levels of IL-10 and IL-27, and
stimulate the production of IL-10 and TGF-B in co-culture with CD4" T cells. However, in
the presence of LPS, DCs cultivated on RS NiTi SMA possess a stronger allostimulatory
capacity, and potentiate the development of Thl immune response in vitro. These results
indicate that RS SMAs can be safely used as implants for most patients, but special care
should be taken as to whether the immunomodulatory properties of these alloys would
cause some adverse effects in some patients.

Gold nanoparticles (GNP) are quite promising for the use in diagnostics and photo-thermal
cancer therapy. However, their biocompatibility and immunomodulatory properties have

not been investigated sufficiently for their safe use in biomedicine. In this paper we applied
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Ultrasonic Spray Pyrolysis (USP) as a novel method for the synthesis of GNP. USP enabled
the synthesis of 5 different fractions of GNP, and their cytotoxicity was evaluated in vitro
using of 1929, rats’ thymocytes and splenocytes, whereas a model of concanavaline A
(ConA) - stimulated splenocytes was used for the evaluation of the GNP-mediated
immunomodulatory properties. We found that fractions 1 and 2, composed of pure gold
nanoparticles, do not cause the cytotoxicity of the tested cells. The cytotoxicity of other
GNP fractions depends on the concentration of micro-alloying elements in their
composition, and susceptibility of the tested cell. Fraction 2, produced using a higher
ultrasonic frequency, contains smaller particles compared to fraction 1, exhibits an anti-
proliferative effect on ConA-treated splenocytes, inhibits IL-2, and stimulates IL-10
production in these cultures. A similar immunosuppressive effect was observed in culture of
DC treated with 10 nm- or 50nm- sized GNP. Namely, we showed that DC internalise GNP
predominantly via dynamin-dependent mechanisms. Both GNPs impair the maturation and
allostimulatory capacity of these cells in presence of LPS, but the effects of GNP,y are more
prominent. Furthermore, GNP inhibit LPS-stimulated production of IL-12p70 by DC, and
potentiate their Th2 polarisation capacity in co-culture with CD3" T cells, whereas GNPs
potentiate Th17 immune response in vitro. Such effects of GNPy correlate with a stronger
inhibition of LPS-induced changes in Ca*" oscillations, their higher number per DC, and
more frequent extra-endosomal localization. Even when released from heat-killed necrotic
HEp-2 cells, GNP inhibit the necrotic tumour cell-induced maturation and functions of
DCs. Using this model, we showed that GNP, unlike GNPs, potentiate DCs’ Th2/Th17
polarisation capacity, and thus, impair their capacity to induce T cell-mediated anti-HEp2
cytotoxicity in vitro. Based on these results we concluded that GNPy could potentially
induce more adverse DC-mediated immunological effects, compared to GNPs.

Functionalised multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) represent very suitable system
for the targeted-delivery of drugs and biomolecules to specific cellular compartments.
However, their biocompatibility and immunomodulatory properties depend on the nature of
the attached biomolecules. Therefore, we investigated the internalization, cytotoxicity and
immunomodulatory properties of MWCNTs conjugated with dapsone (dap) or 7-thia-8-
oxoguanosine (7-TOG), used as a drug against intracellular bacteria or Toll-like receptor
(TLR)-7 agonist, respectively, using a model of rats’ PM@ and human DC. Conjugation of
dap-MWCNT and 7-TOG-MWCNT was confirmed by using Fourier transformed infrared



spectroscopy, transmission electron microscopy, thermogravimetric and elemental analysis.
By using light-, confocal-, and electron microscopy, and flow cytometry, we confirmed that
PM@ and DC internalize dap-MWCNTs and 7 TOG-MWCNTs. Thereby, dap-MWCNTs
accumulated within the endosomes of PM@ and DC to a similar extent as control, oxidized
(0)-MWCNTs. In contrast, 7 TOG-MWCNTs accumulate in DCs’ endosomes to a much
higher extent as compared to o-MWCNTs, thereby 7-TOG-MWCNTs co-localise with
TLR7 within the endosomes of DCs. The biological examination of dap-MWCNTs
revealed their lower cytotoxicity to PM@ and DCs, as compared to the control o-MWCNTs
that potentiate the oxidative stress in PM@. Soluble dapsone induces a weak oxidative stress
in PM@, and inhibits their apoptosis, but potentiates strongly the effects of o-MWCNTSs in
its presence. Accordingly, o-MWCNTs inhibit oxidative burst of PM@, and production of
NO and IL-6 by these cells, unlike dap-MWCNTs. In contrast, dap-MWCNTs inhibit the
production of IL-6 in the presence of LPS. The non-toxic concentrations of o-MWCNTs
stimulate the maturation and production of pro-inflammatory cytokines by DC. In contrast
to soluble dapsone, dap-MWCNTs do not down-regulate the expression of HLA-DR, nor
stimulate the production of IL-23 by immature DCs. In the presence of pro-inflammatory
cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-a and PGE2), dap-MWCNTs stimulate the expression of
CD86, and inhibit the expression of CCR7, and the production of IL-10 and IL-27 by the
DC, as compared to the control. These results suggest that, by accumulating in endosomes
of PM@s and DCs, and by stimulation of favourable immunomodulatory effects, dap-
MWCNTs and 7-TOG-MWCNTs could be beneficial for the treatment of highly resistant

intracellular pathogens, and the stimulation of DCs in anti-tumour therapy, respectively.
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1. UVOD

1.1. DEFINICIJA BIOMATERIJALA

Nauka o biomaterijalima je najmultidisciplinarnija nauka, obzirom da obuhvata
znanja iz mnogih oblasti nauke i1 tehnologije, inZenjerstva i medicine [1]. Sama definicija
re¢i biomaterijal je do danas izazvalo brojne debate [2], a ovde ¢emo uzeti definiciju

Williams-a iz 2009. godine koja glasi:

»Biomaterijal predstavija supstancu koja je konstruisana u takvoj formi da, sama ili
kao deo kompleksnog sistema, usmerava tok neke terapeutske ili dijagnosticke procedure u
okviru humane medicine i veterine, time Sto kontroliSe interakciju sa komponentama Zivih

sistema“. [2].

Ovakva definicija uzima u obzir klasi¢ni koncept biomaterijala kao ,,supstanci od
kojih su stvari napravljene®, kao §to su legure na bazi titanijuma, hidroksiapatit, visoko
aktivne nanocestice, hidrogelovi, samosklapajuc¢i bioloski sistemi kao S$to je virusni
genetski materijal u katjonskom polimeru, ili €ak Citav konstruisan organ. Termin supstanca
implicira sve §to ima masu i zauzima odredeni prostor, §to omogucava da biomaterijale
posmatramo znatno Sire, od homogenih monolita, hibrida i kompozita, do biomimetickih 1
multifunkcionalnih struktura. Ono §to je klju€no za biomaterijal jeste ima dijagnosticku ili
terapeutsku primenu u medicini, kontroliSuéi interakciju sa bioloSkim komponentama
pacijenta kod kog se primenjuje. Obzirom da je nepoznato mnogo mehanizama kojima
biomaterijal deluje na bioloSke sisteme, iz danasnje perspektive je precizna kontrola ovih
interakcija skoro nemoguca. Medutim, vazno je da ove nepoznanice ne sprecavaju upotrebu
biomaterijala ukoliko je krajnji ishod njihove primene povoljan za pacijenta. Interakcija
biomaterijala sa zivim sistemom moze aktivirati specifi¢an sled dogadaja, kao na primer
kod procedura za oslikavanje bioloskih struktura, ili mogu spreciti odredene pojave, kao §to

su biomaterijali sa antimikrobnom funkcijom. Cest je, medutim, slu¢aj da je ishod ove



interakcije kombinacija ova dva dogadaja, obzirom da bioloska aktivnost biomaterijala

moze biti delimi¢no kompromitovana njihovom citotoksi¢noscu.
1.2. DEFINICIJA NANOMATERIJALA

Nanotehnologija (nano grcki- mali, patuljak) je stvaranje, koriS¢enje i sistem kontrole
materijala na nanometarskoj skali, pre svega na atomskom, molekulskom, 1
supramolekulskom nivou. Osim toga, nanotehnologija se zasniva na razumevanju i kontroli
materije koja je dimenzija 1 - 100nm. Nanometar (10° m) je samo 4 puta veéi od

pojedinacnih atoma, a veza izmedu 2 atoma je oko 0.15 nm (Grafikon 1.2.1).
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Grafikon 1.2.1 Dimenzije razli¢itih objekata na nanometarskoj skali.

Pripremljeno prema Jain KK[3].

Klju¢na karakteristika nanomaterijala je kvantni efekat koji je povezan sa njihovom
veli¢inom 1 velikim odnosom povrSine prema zapremini. Na nanometarskoj skali materijal

ima nove osobine koji u prvom redu zavise od njihove veli¢ine. Na primer, dve grupe



nanocestica zlata mogu imati veoma razli¢ite osobine, drugaciju tacku topljenja, elektri¢nu
provodljivost, boju itd., samo ako se medusobno razlikuju po veli¢ini, $to omogucava novi
vid kontrole osobina materijala. Prihva¢eno je misljenje da dimenzije nanocestica reda
veli¢ine 100nm 1 manje podlezu ovim karakteristikama. Stoga je na sastanku Evropske
komisije predlozeno da nanomaterijali budu veli¢ine 100nm i manji [4]. lako etimoloski re¢
nanomaterijal nema smisla, i bolje je da se koristi termin nanostruktuirani materijal,

pragmati¢nim pristupom nanomaterijal bi se definisao kao:

., ...bilo koja forma materiala koja je sastavljena iz diskretnih funkcionalnih delova

od kojih vecina ima jednu ili vise dimenzija reda velicine 100nm ili manje “ [4].

Unutras$nja struktura vecéine supstanci, koju ¢ine molekuli, kristali ili domeni, je
svakako nanometarske veli¢ine. Medutim, ovo ih ne nominuje za nanomaterijale a priori.
Postoje izvesne rasprave o tome da li su fulereni nanomaterijali ili molekuli [4]. Bitno je to
nanomaterijal ima znacajno razli¢ite osobine od makroskopskog materijala istog sastava, a
da su nove osobine isklju¢ivo posledica njihovih malih dimenzija. Neki od fenomena
biokompatibilnosti, koju ¢emo kasnije definisati, su posledica nanosutrkture povrSine
makroskopskog materijala. Obzirom da je interakcija izmedu ¢elija i povrSine biomaterijala
posredovana molekulima, strukturama celijske membrane, signalnim molekulima u
citoplazmi, od kojih su svi nanoveli¢ine, o¢ekuje se 1 da nanotopografija znacajno uti¢e na
bioloski efekat biomaterijala. Takode, iako ¢e nanotehnologija znacajno unapredi kvalitet
medicinske prakse i kvaliteta Zivota, ve¢ sada je jasno da neki nanomaterijali mogu imati
Stetan efekat po zdravlje. Nanomaterijali nisu novost, ve¢ su vrlo ¢est produkt brojnih
prirodnih procesa u ekosferi. Medutim, posebno treba voditi ra¢una o novim

nanomaterijalima ¢iji je uticaj na okolinu i coveka nepoznat.



1.3 DEFINICIJA BIOKOMPATIBILNOSTI

Najvazniji faktor koji odvaja biomaterijale od drugih materijala je njithova sposobnost
da opstanu u kontaktu sa zivim sistemima, a da pri tome ne izazivaju Stetan efekat. Nacin
na koji zivi sistemi i biomaterijal mogu ko-egzistirati je predmet interesa mnogih nau¢nika
iz oblasti biomaterijala i korisnika medicinskih uredaja i sredstava. Jasno je da postoji
mnogo nacina na koji biomaterijal moze interagovati sa Zivim sistemom na neodgovarajuci
nacin. Stoga je cilj da se proucavanjem ove interakcije konstruiSu biomaterijali koji pruzaju
najbolji moguéi ishod za korisnika. U tom kontekstu se govori o biokompatibilnosti
biomaterijala, iako jo$ postoje brojna sporenja oko toga Sta biokompatibilnost zapravo

znaci [5].

Tradicionalno se biokompatibilnost odnosila na uredaje koji su ugradivani u
organizam i prisutni u organizmu tokom duzeg vremenskog perioda. Jo§ od prve generacije
implantata u periodu od 1940 — 1980. godine je postalo jasno da najbolje bioloske osobine
imaju materijali koji su najmanje hemijski reaktivini. Stoga su metalni implantati na bazi
vanadijumskog celika, koji ispoljava jaku korozivnost, zamenjeni nerdaju¢im celikom, a
zatim legurama od kobalta 1 hroma, titanijumskim legurama, 1 na kraju legurama na bazi
platine. U skladu sa ovim pristupom, kriterijjumi za odabir biomaterijala namenjenih za
implantaciju su definisani na osnovu osobina koji ovi biomaterijali ne poseduju. Najvazniji
medu njima su osobine koji se odnose na oslobadanje produkata korozije i degradacije
biomaterijala, stabilizirajueg agensa, aditiva ili kontaminanata. Na osnovu tih kriterijuma
bi biomaterijali bi trebalo da budu netoksi¢ni, netrombogeni, nekarcinogeni, neiritirajuci
itd., ¢ime je delimi¢no 1 definisana njihova biokompatibilnost. Medutim, bar tri faktora je
promenilo tadasnju definiciju biokompatibilnosti. Prvo, biokompatibilnost biomaterijala ne
zavisi samo od njegovih osobina ve¢ i1 mesta aplikacije u organizmu. Drugo, od
biomaterijala se zahteva da specificno interaguje sa bioloskim sistemom, a ne da ga
bioloski sistem ignoriSe. Trece, primena nekih materijala zahteva njegovu razgradnju u
izvesnom vremenskom periodu a ne vecitu perzistenciju u organizmu. Uzimajuéi u obzir
ova tri argumenta je na konferenciji Evropskog drustva za biomaterijale 1987

biokompatibilnost je definisana kao:



,,Sposobnost materijala da obavi zadatak za koji je namenjen pri cemu ce izazvati

odgovarajuci dogovor domacina u specificnoj situaciji “ [6].

Iako ova definicija ima svojih dobrih strana, ocigledno je da ona previSe opsta i ne
doprinosti dovoljno unapredivanju znanja o biokompatibilnosti [7]. Jedan od najvaznijih
principa u interakciji bioloskih sistema i materijala je da se mehanizmi odgovora celija i

materijala na tu interakciju kre¢u u okviru prirodnih procesa svojstvenih njima samima.

Tabela 1.1.1. Karakteristike biomaterijala koje su najvaznije za odgovor bioloskog sistema

Sastav biomaterijala, mikro ili nano struktura, morfologija;

Kristalinitet i kristalografija;

Elasti¢ne konstante (Jungov modul, modul stresta i Poisonov odnos);

Sadrzaj vode, balans hidrofobnosti i hidrofilnosti;

Makro-, mikro- i nano-poroznost;

Hemijska kompozicija povrsine, hemijski gradijent, mobilnost molekula na povrsini;
Topografija povrsine;

Energija povrsine;

Elektri¢ne osobine povrsine;

Parametri korozije, profil oslobadanja jona, toksicnost metalnih jona (za metalne materijale);
Profil degradacije i toksicnost degradacionih produkata, aditiva, kontaminanata katalizatora (za polimerne
materijale);

Profil oslobadanja debrisa materijala

Drugim re¢ima, materijal ¢e se u bioloSkom sistemu imati osobine koje postoje i u ne
bioloSkim sredinama, dok ¢e se odgovor bioloSkog sistema na biomaterijal biti u okvirima
ve¢ postoje¢ih  fizioloSkih mehanizama. Stoga je klju¢no =za razumevanje
biokompatibilnosti odrediti koji su hemijski, biohemijski, fizicki ili neki drugi mehanizmi
presudni u ovim visoko specificnim uslovima koji se odvijaju tokom interakcije bioloskog
sistema 1 biomaterijala, a pogotovo je vazno precizno predvideti koji je ishod ove
interakcije. Pri tome se ne sme iskljuciti i1 varijabilnost odgovora bioloskog sistema koji
zavisi od stupnja razvic¢a 1 diferencijacije, pola, starosti i drugih uticaja sredine u kome se

ova interakcija odvija [8-10]. Takode, varijabilnost u odgovoru biomaterijala zavisi od



metoda i protokola njihove sinteze, kao i kompleksnosti samog biomaterijala [11, 12].
Karakteristike materijala koje presudno uticu na odgovor bioloskog sistema su prikazane u

Tabeli 1.3.1.

Imunski sistem predstavlja kljuénu komponentu u odgovru organizma na
biomaterijal. Nakon interakcije biomaterijala sa organizmom sledi niz dogadaja koji slede
jedan za drugim, kao $to su interakcija proteina i drugih makromolekula sa biomaterijalom,
inicijacija inflamacijskog 1 imunskog odgovora i mehanizmi popravke i regeneracije tkiva,
Sto na kraju dodovodi do stabilne ravnoteze koje se uspostavlja izmedu materijala i

domacina [13](Tabela 1.3.2).

Tabela 1.3.2 Osnovne karakteristike odgovora organizma na biomaterijal

Karakteristike adsorpcije i desorpcije proteina za materijal

Opsta citotoksi¢not

Aktivacija neutrofila

Aktivacija makrofaga, formiranje dzinovskih ¢elija, formiranje granuloma
Aktivnost fibroblasta i fibroza

Promene u mikrovaskulaturi

Tkivno specificni odgovor Celija (aktivnost osteoblasta i osteoklasta u kosti, proliferacija endotela
Aktivacija koagulacione kaskade

Adhezija trombocita, njihova aktivacija i agregacija

Aktivacija sistema komplementa

Produkcija antitela, ¢elijski imunski odgovor

Akutna hipersenzitivnost i anafilaksa

Kasna hipersenzitivnost

Mutageni odgovor, genotoksi¢nost

Gametotoksi¢nost

Kancerogenost

Definisanje biokompatibilnosti biomaterijala, kao izraza njegove sposobnosti da
1zvrSi odredeni zadatak u specifi¢noj situaciji, je vaZzan podsetnik da biomaterijal mora

imati odredenu funkciju zbog koga se primenjuje, a nju mozZe izvrsiti jedino ako izazove



odgovaraju¢i odgovor bioloSkog sistema sa kojim interaguje. Pri tome je osnovni princip
biokompatibilnosti da ovu funkciju biomaterijal vrsi Stetnosti po organizam, u skladu sa
prvim Hipokratovim principom da doktor ne nanosi Stetu pacijentu tokom lecenja. Stoga bi

definicija biokompatibilnosti u tok kontekstu bila:

»--Sposobnost biomaterijala da izvrsi funkciju zbog koje je primenjen i da se u
prihvatljivom stepenu integrise u domacina, bez izazivanja nezeljenih lokalnih ili sistemskih

efekata po domacina “.

Biomaterijal, je po svojoj definiciji, stran za organizam, bilo da je to hirurski uredaj,
sistem za dostavu lekova ili gena, ili nosa¢ materijala za dijagnostiku i ¢elijsko oslikavanje.
Koja god da je funkcija ili svrha tog uredaja, a time i materijala od kojih je izraden, on ne
sme indukovati klini¢ki znacajne nepozeljne efekte kod domacina. Medutim, ocekuje se da
biomaterijal na pasivan ili aktivan nacin kod domacina indukuje evidentne efekte, bilo da
stimuliSe diferencijaciju mati¢nih ¢elija, potpomaze odrzavanje odredenog fenotipa celija,
olakSava endotelijalizaciju intravaskularnih uredaja, ili omogucéava farmakolosku kontrolu
nepozeljnih odgovora, kao Sto je hiperplazija intime krvnog suda u koji je ugraden
intravaskularni stent ili osteoliza zbog oslobadanja debrisa od materijala kod zglobnih

proteza. Na osnovu toga moZemo definisati biokompatibilnost kao:

,» Sposobnost biomaterijala da izvrsi Zeljenu funkciju zbog koje se primenjuje za
lecenje, bez izazivanja nepozeljnih lokalnih ili sistemskih efekata kod primaoca te terapije,
ve¢ da indukuje stimulaciju najboljeg odgovora Celija ili tkiva domacdina, cime se

optimalizuju klinicki relevantne performanse te terapije “.



1.4. KARAKTERISTIKE IMUNSKOG ODGOVORA NA
BIOMATERIJALE I NANOMATERIJALE

Odgovor bioloskog sistema na materijal se odvija isklju¢ivo unutar ve¢ postojeéih
fizioloSkih okvira, 1 ne ukljucuje nove, nefizioloSke mehanizme. Bioloski odgovor na
makroskopski materijal ukljucuje razlicite tipove celija koje medusobno komuniciraju
posredstvom bioloskih medijatora, dok u odgovoru na nanomaterijal klju¢ni znacaj imaju
¢elijski proteini, kao i komunikacija izmedu celijskih odeljaka i organela. Medutim,
meducelijska i intracelijska signalizacija su usko povezane i koordiniSu odgovor organizma

na svaki biomaterijal, bez obzira na njegovu veli¢inu.
1.4.1 Imunski odgovor na biomaterijale

Nekoliko nanosekundi nakon kontakta sa bioloskim tecnostima, plazmom ili
medijumom za kultivaciju ¢elija, proteini ovih bioloskih sistema adsorbuju za povrSinu
biomaterijala. U zavisnosti od vrste adsorbovanih proteina zavisi i aktivacija koagulacione
kaskade, trombocita i imunskih ¢elija, Sto omoguéava formiranje prelaznog matriksa i
pocetak inflamacijskog odgovora na biomaterijal [14, 15]. Faktor XII (FXII) i tkivni faktor
(TF) su inicijatori unutrasnjeg, odnosno spolja$njeg puta koagulacione kaskade. Negativno
naelektrisane povrSine biomaterijala aktiviraju FXII ¢ime se pokrece oslobadanje trombina
[15, 16], Sto predstaavlja prvu reakciju na biomaterijale [17]. Medutim, za formiranje
tromba na biomaterijalu su neophodni i drugi stimulusi koje pokre¢u adhezija i aktivacija
trombocita [18, 19]. Ukoliko ima dovoljno trombina, aktiviraée se trombociti, ispoljiti
fosfatidilserin 1 time stimulisati koagulacionu kaskadu preko FVa i FXa [20]. Trombin
inicira razgradnju fibrinogena do fibrina ¢ime se formira fibrozna mreZa na biomaterijalu
[21]. Fibrinogen, bilo da je adsorbovan za biomaterijale ili aktiviran od strane trombocita,
ispoljava dva vezivna mesta za integrine i omogucava adheziju fagocitnih Celija [22, 23].
Pored koagulacione kaskade, biomaterijal aktivira 1 sistem komplementa alternativnim,
klasiénim 1ili lektinskim putem aktivacije, 1 omogucava formiranje C3 konvertaze i
oslobadanja anafilatoksina C3a i C5a [24-26]. Anafilatoksini zapo€inju inflamacijski

odgovor na mestu implantacije, povecavaju vaskularnu permeabilnost, stimuliSu



ekstravazaciju i aktivaciju granulocita i monocita [27]. Adhezioni proteini, kao Sto su
fibronektin 1 vitronektin aktiviraju inflitriSuée makrofage i dovode do njihove fuzije u
dzinovske ¢elije na povrsSini biomaterijala, koje dodatno potenciraju inflamacijski odgovor
ili stimuliSu zarastanje i regeneraciju tkiva nakon implantacije [28, 29]. U adheziji
fagocitnih ¢elija na povrsinu biomaterijala najvazniju ulogu imaju integrini [30], koji se
vezuju za fibrinogen, faktor X, iC3b, fibronektin, vitronektin i dr. [31, 32]. Inicijalna
adhezija 1 Sirenje (engl. spreading) fagocita je posredovan B2 integrinima [22, 33].
Adherentni monociti koji se diferenciraju u makrofage ispoljavaju Bl integrin [34], koji
nakon grupisanja (klasterisanja) sa 2 integrinima ucestvuju u fuziji makrofaga na povrsini
biomaterijala  [29, 33, 35]. Grupisanje integrina inicira pokretljivost, fagocitozu,
degranulaciju kao i1 produkciju reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i citokina od strane

adherentnih celija.

Osim integrina, u odgovoru na biomaterijal ucestvuju i drugi biomolekuli kao §to su
razli¢iti receptori i ligandi. Sam proces implantacije biomaterijala neminovno stvarao
opasne signale, alarmine, koji nastaju oSteCenjem tkiva, a koji se drugacije nazivaju i
molekulski obrasci oStecenja (engl. damage associated molecular paterns, DAMP), po
analogiji sa molekulskim obrascima patogena (engl. pathogen associated molecular
patterns, PAMP) [36]. DAMP koji se javljaju u odgovoru na biomaterijal ukljucuju
proteine toplotnog stresa (engl. heat shock proteins, hsp), HMGBI1 (engl. high mobility
group box 1), ATP, mokraénu kiselinu itd. Ovi faktori se brzo oslobadaju iz nekroti¢nih
¢elija 1 ,signaliziraju” oSteCenje tkiva. DAMP molekule prepoznaju receptori za
molekulske obrasce (engl. pattern recognition receptors, PRR) na makrofagima 1
dendritskim ¢elijama (DC), kao $to su Toll-u sli¢ni receptori (engl. toll like receptors,
TLR), receptori CistaCi (engl. scavenger receptor, SR), C-tip lektini i dr., koji iniciraju
inflamacijski odgovor na biomaterijal. Postoje brojni dokazi da DAMP mogu da nastanu i
da se oslobode na povrSini biomaterijala 1 aktiviraju imunske celije [36, 37]. 1z ¢elija
oSte¢enih u toku implantacije se izlivaju proteoliticki enzimi koji stimuliSu dodatnu
razgradnju ekstracelijskog matriksa i produkuju nove DAMP. DAMP signali mogu poticati

1 od fibrinogena, iseenih komponenti ekstracelijskog matriksa kao §to su peptidi kolagena,



hijaluronska kiselina, fibronektin i lamini, i dr. Obzirom da se svi ovi produkti mogu
adsorbovati na biomaterijal, to znac¢i da i sam biomaterijal predstavlja opasan signal za
imunski sistem. Solubilni ili vezani DAMP mogu interagovati sa PPR, pre svega TLR, na
leukocitima 1 inicirati inflamacijski odgovor. Nedavno je pokazano da klju¢nu ulogu u

odgovoru na biomaterijale in vivo 1 in vitro ima TLR4 [38, 39].

Prve adherentne ¢elije koje se vezuju za povrSinu biomaterijala su granulociti [40].
Stimulus za ekstravazaciju granulocita na mesto implantacije su hemoatraktanti koje
produkuju endotelne celije 1 nekroticne celije. Osim toga, i produkti degranulacije
mastocita imaju znacajnu ulogu u privlacenju monocita i granulocita na mesto implantacije
[41, 42]. Ove ¢elije se vezuju za proteinski omota¢ oko biomaterijala, ¢ime se aktiviraju
PRR, i stimuliSe njihova fagocitozna funkcija, degranulacija i produkcija ROS [43, 44].
Faktori koje produkuju granulociti mogu biti zna€ajni za koroziju povrSine biomaterijala
[45]. Osim toga, ukoliko iz biomaterijala dode do oslobadanja faktora koji deluju na
nekrozu ¢elija, Citav imunski odgovor na biomaterijal se pojac¢ava i produzava. Problem
moze predstavljati i fizioloSka iscrpljenost granulocita koji tada viSe ne mogu da oslobadaju
ROS u odgovoru na mikrobe, §to olakSava nastanak infekcije [46]. Granulociti produkuju i
interleukin (IL)-8 koji dalje privlaci neutrofile iz krvi, ali 1 makrofagni hemoatraktantni
protein (MCP)-1 1 makrofagni inflamacijski protein (MIP)-1p [40] koji su ukljuceni u
hemotaksu makrofaga, monocita, nezrelih DC 1 limfocita [47]. Granulociti brzo umiru
nakon obavljene funkcije, 1 u kasnijem odgovoru na biomaterijal najvazniju ulogu imaju

antigen prezentujuce celije (APC), a pre svega makrofagi [48] 1 DC [49].
1.4.2 Makrofagi

Makrofagi imaju znacajnu ulogu u akutnom odgovoru, i dominantni su faktor u
hronicnom odgovoru na biomaterijal [50]. Monociti koji dolaze na mesto implantata se
diferenciraju u makrofage, a njihova aktivacija pojacava dalju produkciju hemoatraktanata.
Makrofagi koji su adherirali za biomaterijal privlate druge inflamacijske Celije
produkcijom IL-8, MCP-1, MIP-1p, faktor nekroze tumora (TNF)-a, IL-6, IL-1f i dr. [51].

Makrofagi iniciraju klju¢ne procese u regeneraciji tkiva fagocitozom debrisa 1 produkcijom
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enzima koji su vrlo bitni za reorganizaciju ekstracelijskog matriksa (ECM), citokina i
faktora rasta koji stimuliSu migraciju i proliferaciju fibroblasta [52]. Definisana su dva tipa
makrofaga koji su oznacCeni kao M1, klasi¢no aktivirani, 1 M2, alternativno aktivirani
makrofagi [53]. Postoji izuzetna plasti¢nost izmedu podtipova makrofaga, i M1 tip se moze
diferencirati u M2 i obrnuto. Primarna uloga M1 makrofaga je uklanjanje patogena i
destrukcija matriksa, dok je uloga M2 makrofaga u remodelovanju tkiva. Stoga mozemo
re¢i da makrofagi u realnosti nisu podeljeni u podtipove, ve¢ postoje u definisanom okviru
fenotipskih 1 funkcionalnih kategorija. U skladu s tim je uvedena i alternativna podela na
klasi¢ne, regulatorne, i makrofage zarastanja rana (engl. wound-healing macrophages) [54]

(Slika 1.4.2.1).
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Slika 1.4.2.1. Klasifikacija makrofaga.
Makrofagi predstavljaju heterogenu populaciju celija koja ima razliit fenotip i obavlja razliCite
funkcije u odgovoru domadina, u zarastanju rana i imunskog regulaciji. Ova plasticnost omogucéava

makrofagama da adaptiraju svoje funckije u skladu sa sredinom. Modifikovano na osnovu [54, 55]
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1.4.2.1. Klasi¢no aktivirani makrofagi

U prvobitnoj karakterizaciji makrofaga, klasicni makrofagi su definisani kao
efektorski makrofagi koji se aktiviraju kombinacijom interferonom (IFN)-y 1 TNF-a, nakon
¢ega produkuju vecu koli¢inu mikrobicidnih i tumorocidnih supstanci, kao 1 visok nivo
proinflamacijskih citokina i medijatora [56, 57]. IFN-y produkuju ¢elije adaptivne imunosti
ili ¢elije prirodne ubice (engl. natural killer cells, NK), a njegova uloga je u stimulaciji
makrofaga, koje tada produkuju veéi nivo proinflamacijskih citokina i ROS [58]. NK ¢elije
mogu inicijalno da aktiviraju klasi¢ne makrofage, ali za trajnu aktivaciju je neophodna
adaptivna komponenta imunosti, to jest T pomoc¢ni¢ke (engl. T helper, Th) Celije koje
produkuju IFN-y. TLR ligandi, bilo da su u pitanju DAMP ili PAMP, aktiviraju TLR preko
mijeloidnog faktora diferencijacije, proteina 88 (MyD88) koji indukuje prolazno povecanje
produkcije TNF-a, a ovaj citokin tada deluje autokrino u sadejstvu sa IFN-y. Osim MyDS88,
neki TLR ligandi aktiviraju adaptor sa TIR domenom koji indukuje IFN-f (TRIF)- zavisni
put, a koji zatim sprovodi signal preko IFN-reguliSu¢eg faktora 3 (IRF3), i stimulise
produkciju IFN-B [59]. Ovako produkovan IFN-f moZe zameniti ulogu IFN-y u aktivaciji
makrofaga. Na taj nacin oba signala koja su neophodna za aktivaciju klasi¢nih makrofaga
se mogu javiti angazovanjem TLR. Produkcija proinflamacijskih citokina od strane
makrofaga, koji su neophodni za odbranu domacina, moZe izazvati i1 oStecenje tkiva
domacina. Na primer, IL-1B3, IL-6 1 IL-23 produkovani od strane klasicnih makrofaga se
mogu povezati sa razvojem i ekspanzijom Th17 ¢elija [60-62]. Th17 ¢elije produkuju IL-17
koji je povezan sa povecanim infiltratom granulocita u tkivu 1 inflamacijskim
autoimunskim oboljenjima [62]. Klasicni makrofagi su klju¢ni faktor u destrukciji tkiva
obzirom da produkuju razliite enzime kao §to su matriksne metaloproteinaze (MMP) [63],
kolagenaze, elastaze 1 hijaluronidaze [64]. Sa druge strane, fagocitoza apoptotskih
granulocita sa mesta inflamacije od strane makrofaga moZe inhibirati dalji imunski odgovor
na biomaterijal, produkcijom transformiSuceg faktora rasta-B (engl. transforming growth

factor, TGF-pB) [65].
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1.4.2.2. Alternativno aktivirani makrofagi

Alternativno aktivirani makrofagi su ranije bili podeljeni u najmanje 3 podtipa, M2a
(alternativni) koji se diferentuju iz monocita u prisustvu IL-4 ili IL-13, M2b (tip II) koji se
indukuju pomoc¢u TLR agonista 1 IL-1B, i M2c (inaktivirani) koji se indukuju sa IL-10 i
glukokortikoidima. Za razliku od M1, M2 makrofagi produkuju povecanu koli¢inu IL-10 i
malu koli¢inu IL-12. M2a i M2¢ imaju visoku ekspresiju neopsiniziraju¢ih receptora, ne
produkuju azot oksid (NO) [66], produkuju malo IL-1B, TNF-a i1 IL-6, i poseduju nisku
ekspresiju CD86 [67]. M2c makrofagi imaju imunosupresivnu ulogu, kao i ulogu u
remodelovanju ECM i formiranju fibrozne kapsule [53, 68]. Medutim, usled velike
plasti¢nosti uvedene su funkcionalne podele alternativnih makrofaga, koje se odnose na
njihove fizioloSke funkcije. Makrofagi zarastanja rana (ranije M2a) se diferenciraju u
prisustvu IL-4 koji se mozZe osloboditi tokom povrede tkiva [69]. Bazofili i mastociti
predstavljaju vazan izvor ovog citokina u ranim fazama implantacije biopolimera ili
infekcije [70]. Klju¢no je to Sto IL-4 indukuje ekspresiju arginaze kod ovih celija koja
konvertuje arginin u ornitin, prekursor poliamina i kolagena, i tako stimuli§e proizvodnju
ECM [71]. Ovi makrofagi imaju indirektan imunosupresivni efekat, obzirom da produkuju
poliamine koji uti¢u na produkciju citokina 1 klonsku ekspanziju limfocita u okruzenju [72].
Jo$ uvek nije jasna uloga ovih ¢elija u imunskom odgovoru, iako je pokazano da mogu
doprineti, mada ne direktno, uspesnom imunskom odgovoru protiv helminta 1 nematoda
[73, 74]. Makrofage zarastanja rana produkuju 1 hitinazu koja ucestvuje u degradaciji hitina
kod nekih parazita [75], Sto moZe imati 1 znaCajnu ulogu u degradaciji polimernih
biomaterijala. Osim anti-inflamacijskih efekata, makrofage zarastanja rana mogu imati 1
nepozeljne efekte po domacina ukoliko su previSe aktivirane, kao §to je slucaj kod hroni¢ne
Sistosomiaze [76]. Ovaj tip makrofaga ne moZe zaustaviti postojec¢u inflamaciju, 1 za to su

potrebni regulatorni makrofagi.

Regulatorni makrofagi se diferenciraju u toku urodenog ili adaptivnog imunskog
odgovora, a njihovu diferencijaciju pokrecu razliciti signali, kao §to su apoptotske celije,
prostaglandini, IL-10, imunski kompleksi, glukokortikoidi i1 dr. [77]. Medutim, za potpunu

aktivaciju ovih ¢elija su neophodni i sekundarni signalni kao §to su ligandi za PRR [77, 78].
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Osnovna uloga regulatornih makrofaga je ograni¢avanje inflamacije i imunskog odgovora,
Sto se postize zahvaljujuéi visokoj produkciji IL-10, potentnog imunosupresivnog citokina

[77, 78].
1.4.2.3 Uloga makrofaga u odgovoru na biomaterijale

Imunski odgovor na biomaterijale ukljuuje sve tipove makrofaga, klasi¢ne
makrofage u ranom inicijalnom odgovoru, a regulatorne i makrofage zarastanja rana u
zavrsnim fazama odgovora na biomaterijal. Makrofagi koji interaguju sa biomaterijalom
imaju tipican odgovor klasi¢no aktiviranih ¢elija, produkuju inflamacijske citokine, ROS 1
degradativne enzime, kao i visoku fagocitnu sposobnost. Pojedina¢ni makrofag moze
fagocitovati partikule do veli¢ine 5 um [64]. Medutim, ukoliko je partikula ve¢a, makrofagi
se fuzionisu 1 formiraju dzinovske ¢elije. IL-4 1 IL-13 mogu indukovati fuziju makrofaga na
povrsini biomaterijala in vivo 1 in vitro [79-81], a pretpostavlja se da su glavni izvori ovih
citokina in vivo Th2 ¢elije na mestu implantata [82]. Pri tome, IL-4 i IL-13 medusobno
dopunjuju funkcije [83]. Klju¢na stvar koja odreduje fuziju makrofaga na povrSini
biomaterijala je proteinski omotac koji je prethodno formiran. Pokazano je da od brojnih
proteina ECM, samo vitronektin indukuje fuziju makrofaga [29]. U sluc¢aju da dZinovski
makrofagi ne uspeju da fagocituju strani materijal, oni ostaju adherentni na povrSini
biomaterijala. Tada se uocavaju dva funkcionalno izdvojena odeljka, jedan je izmedu
biomaterijala 1 ¢elija, u kom dominiraju faktori degradacije biomaterijala, a u drugi je iznad
povrsine dZinovskih makrofaga, u kom dominiraju solubilni faktori pomoc¢u kojih ove
¢elije komuniciraju sa ostalim c¢elijama. U ovom stupnju makrofagi imaju smanjenu
fagocitnu, ali pove¢anu degradabilnu sposobnost posredovanu protonima, enzimima i ROS
[84], a ceo odgovor se joS naziva 1 frustrirana fagocitoza. MMP takode imaju vaznu ulogu u
degradaciji biomaterijala nakon implantacije, 1 njihova uloga je detaljno proucena u ovom
procesu [84-87]. Fuzija makrofaga obic¢no indukuje fenotipsku promenu iz klasi¢nog u
alternativni fenotip. Fuzija indukovana sa IL-4 i1 IL-13 stimuliSe zarastanje rana tokom
inflamacije [88, 89], Sto se ocitava 1 kao promena citokinskog profila na povrSini
biomaterijala [51, 88-90], u smislu povecanja produkcije IL-10, TGF-f, antagonista IL-1

receptora i dr. Medutim, 1 pored ovih citokina, fuzionisani makrofag i dalje produkuju
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proinflamacijske citokine kao Sto je RANTES i MCP-1 [51], ROS i MMP. Za uspe$no
zarastanje rane oko biomaterijala je neophodno sprecavanje produkcije proinflamacijskih
citokina i aktivacija regulatornih mehanizama [91]. Dzinovski makrofagi mogu produkovati
profibroticke faktore kao Sto su TGF-B i1 faktor rasta trombocita (engl. patelets derived
growth factor, PDGF), koji stimuliSu aktivnost fibroblasta i endotelnih celija [88, 89].

Fibroblasti tada produkuju kolagenski sloj 1 enkapsuliraju biomaterijal [91, 92].

Od hemijskih osobina povrSine biomaterijala zavisi i odgovor makrofaga. U tom
kontekstu su Smetana i sar. [93] pokazali da povecanje procenata anjonskih karboksilni
grupa u polimeru smanjuje adsorpciju humanog serumskog albumina i adheziju makrofaga
in vitro. Pored toga, hidofilne i anjonske povrSine stimuliSu visoku produkciju IL-10, i
smanjenje produkcije IL-8 od strane makrofaga in vitro i in vivo [94, 95]. Topografija
povrsine je takode klju¢na u odgovoru markofaga na biomaterijal. Naime, ¢elije kultivisane
na silikonskom supstratu, koji je poseduje nanometarska udubljenja, imaju vise F-aktina,
jac¢u adheziju 1 poveéanu fagocitnu sposobnost u poredenju sa celijama na uzim
nanometarskim udubljenjima [96]. Sli¢no tome, kod makrofaga kultivisanih na glatkoj
titanijumskoj povrsini, LPS indukuje vecu produkciju IL-1p, ali manju produkciju IL-6, u

odnosu na grubu titanijumsku povrsinu [97].
1.4.3. Dendritske Celije

Jo$ od otkrivanja DC od strane Steinman-a i Cohn-a [98], bilo je poznato da ove
¢elije imaju klju¢nu ulogu u odgovoru domacina na razlicite strane agense [99]. DC su
APC hematopoetskog porekla specijalizovane za preuzimanje, transport, obradu i
prezentaciju antigena T celijama [100-102]. Tako se smatralo da su monociti isklju¢ivo
prekursori makrofaga, pokazano je da ove celije mogu migrirati u povredeno tkivo i
diferencirati se u DC [103] u prisustvu granulocitno makrofagnog faktora stimulacije
kolonija (GM-CSF) i1 IL-4 [104, 105]. Medutim, u prisustvu fibroblasta koji produkuju IL-
6, monociti se diferenciraju u makrofage, uprkos prisustva GM-CSF i IL-4 [106]. Stoga
mozemo re¢i da IL-6 ima presudnu ulogu u diferencijaciji monocita u makrofage i DC.

Sli¢no podeli makrofaga na M1 1 M2, DC mogu imati inflamacijski ili tolerogeni fenotip
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[107] (Slika 1.4.3.1). U krvi ¢oveka ima najmanje 3 tipa mijeloidnih DC koji se mogu
identifikovati na osnovu ekspresije povrsinskih antigena. CD1c” (BDCA-1") DC ¢&ine
dominantni Lin HLADR 'CD11c¢" podtip, dok BDCA-3" Lin HLADR 'CD11c¢" predstavljaju
manje zastupljen podtip [108] koji ispoljava CLEC9A, C-tip lektin sa imunoreceptorskim
tirozinskim aktivacionim motivom (ITAM) [109]. Tre¢i podtip su mijeloidne DC koje
ispoljavaju 6-sulfo LacNac, ugljenohidratnu modifikaciju glikoproteinskog liganda-1 P
selektina (PSGL-1) [110]. Plazmocitoidne DC (pDC) vode poreklo od limfoidne loze i
ucestvuju u antivirusnom odgovoru organizma, ali se malo se zna o njihovoj ulozi u

odgovoru na biomaterijale [49].
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PAMP i DAMP mogu aktivirati i diferencirani inflamacijske DC koje stimuliSu imunski odgovor posredovan
Th Celijama, dok tolerogene i regulatorne DC stimuli$u tolerancu preko indukcije T reg, anergije T celija i

apoptoze autoreaktivnih T ¢elija. Modifikovano prema [49].
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1.4.3.1. Inflamacijske dendritske celije

U perifernim tkivima nezrele DC (iDC) konstantno preuzimaju antigen fagocitozom
(partikularne agense) 1 makropinocitozom, ili receptor-posredovanom endocitozom
(solubilne agense) [111, 112]. Receptori koji su ukljuc¢eni u endocitozu patogena ukljucuju
Fc receptore, C-tip lektinske receptore (CLR), receptore komplementa (CR) i dr., pri ¢emu
ovi membranski molekuli interaguju jedan sa drugim u toku prenoSenja signala u celiju
[113]. CR3 (CDI11b/CD18) i CR4 (CDI11¢/CD18) prepoznaju iC3b koji se stvara u
odgovoru na biomaterijal, dok familija Fc receptora ima klju¢nu ulogu u internalizaciji u
kojoj ucestvuju antitela tokom maturacije DC [114]. iDC se karakteriSu i visokim stepenom
oscilacija Ca** [115]. Sliéne cikliéne promene su uo&avaju i kod drugih éelija, na primer T
¢elija kod kojih ove oscilacije dovode do aktivacije NFAT, NF-kB 1 JNK [116],
mezenhimskih mati¢nih ¢éelija [117], embrionalnih mati¢nih Celija [118] kod kojih ove
oscilacije reguliSu stepen mati¢nosti, odnosno, diferenciranosti, i drugih. Pored toga, DC
ispoljavaju razli¢ite hemokinske receptore u toku sazrevanja, kao §to su CCR2, CCRS,

CCR6, CXCR1 1 CXCR2 §to im omogucava da dodu na mesto inflamacije.

Osim endocitoze antigena, prepoznavanje molekulskih struktura preko PRR inicira
signalnu kaskadu unutar ovih ¢elija (NF-kB, AP-1, MAPK 1 dr.), Sto dovodi do njihove
maturacije, povecanog stepena ispoljavanja MHC klase 1 1 II, kostimulatornih molekula B7
familije (CD86 1 CD80) 1 produkcije proinflamacijskih citokina [119]. Ovo je praceno 1
smanjenjem endocitozne aktivnosti preko inaktivacije thoGTPaze, poznate kao CDC42
[120]. Pored aktivacije NF-kB, pokazano je da DC prolazno povecavaju intracelijsku
koncentraciju Ca®" [119-121]. Ovaj vazan sekundarni glasnik regulide aktivnost NFAT i
NF-kB, koji dalje reguliSu ekspresiju IL-2, IL-3, IL-4, TNF-a 1 I[FN-y od strane DC [122,
123]. U toku sazrevanja DC smanjuju ekspresiju inflamacijskih hemokinskih receptora 1
povecavaju ekspresiju CCR7, §to im omogucéava migraciju u regionalni limfni ¢vor gde
mogu da aktiviraju naivne T ¢elije. CCR7, koji reguliS§e hemotaksu 1 brzinu migracije DC,
vezuje CCL21, ispoljenog na endotelnim ¢elijama limfnih sudova, i CCL19, ispoljenogu T
¢elijskim zonama limfnog ¢vora [124, 125]. DC ispoljavaju i adhezivne molekule koji su

ukljuceni u interakciju ECM u tkivu ili na biomaterijalu. Na primer, tip I kolagena, za
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razliku od fibronektina i laminina, indukuje potpunu maturaciju DC [126, 127]. Sa druge
strane CD18, B2 integrin, moZe imati regulatornu ulogu kod DC [128] u interakciji sa

biomaterijalom.

U sekundarnim limfnim organima, zrele DC obezbeduju tri klju¢na signala naivnim T
limfocitima, ¢ime se pokrece klonska ekspanzija. Prvi signal se stvara interakcijom antigen-
MHC kompleksa i TCR-a i koreceptora, drugi kostimulatornim molekulima ukljucujuéi i
CDA40, a tre¢i je posredovan citokinima [129]. Ovi signali reguliSu razvoj T celija i
polarizuju imunski odgovor u odgovaraju¢em smeru [130]. U zavisnosti od treceg signala,
zavisi 1 tip Th ¢elija koji ¢e se diferencirati (Tabela 1.4.3.1.1). IL-12 usmerava razvi¢e Thl
¢elija povecavajuéi ekspresiju T-bet transkripcionog faktora i [IFN-y. Za razliku od toga, IL-
4 indukuje Th2 odgovor, tako Sto stimuliSe ekspresiju GATA 3 1 sekreciju IL-4 od strane
Th2 ¢elija [131]. Proinflamacijski citokin IL-23 ima znacajnu ulogu u ekspanziji Th17
¢elija koje produkuju IL-17 [132]. Navedene Th celije ucestvuju u razli¢itim tipovima
imunskog odgovora, na primer, Th2 ¢éelije produkuju IL-4 i stimuliSu produkciju antitela od
strane B limfocita [129], dok Thl ¢elije potpomazu diferencijaciju i aktivnost citotoksi¢nih
T ¢Celija [133]. Th17 ¢elije su kljucne u borbi protiv bakterijskih i gljiviénih infekcija [132].
Za razliku od Th ¢celija, regulatorne T Celije (Treg) kontroliSu prejaki imunski odgovor 1
sprecavaju autoimunost [134]. Stoga se moze re¢i da DC igraju ulogu u povezivanju
urodene i adaptivne imunosti, ali 1 kontroli 1 usmeravanju svrsishodnog imunskog odgovora

time Sto kontroliSu diferencijaciju Th ¢elija.
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Tabela 1.4.3.1.1. Uticaj citokinskog miljea na imunski odgovor posredovan DC. Preuzeto iz

[135].
Ocekivani  Aktivacija Citokini  Citokini T Efekti na druge éelije Prirodna
odgovor DC DC celija indukcija
Treg ¢elije  Visok TGF-pi TGF-B IL-10 Supresija proliferacije CD4+ i Sopstveni
IL-10; nizak CD8+ T ¢elija antigeni
IL-611L-12
Th17 ¢elije  IL-23, visok TNF-a IL-17,1L-221  Aktivacija fibroblasta da Bakterijske i
TGF-f I visok IL-6 produkuju IL-6, G-CSF, GM- virusne
IL-6 CSF, CXCL8 i CXCL12 sto infekcije
privlaci neutrofile i makrofage
stvarajuéi Thl-citokinsku
mikrosredinu
Thl ¢elije IL-12,1L-18, IL-12 IFN-y, IL-2 i Blokira razvoj Th17 i Th2. Bakterijske i
IL-27 limfotoksin-a. ~ Aktivira B ¢elije da produkuju  virusne
IgG1 (kod ljudi) infekcije
Th2 ¢elije IL-41iIL-6 IL-1 IL-4,IL-5,IL-  Indukuju proliferaciju B éelijai Infekcije
6,1L-9,1L-101 prekopéavanje klase antitela; helmintima
IL-13 aktivira makrofage

alternativnim putem

1.4.3.2. Tolerogene dendritske Celije

Pored stranog antigena, DC iz okoline preuzimaju i sopstvene antigene, obraduju ih i
prezentuju T celijama. Ukoliko prezentacija sopstvenih antigena dovede do aktivacije
adaptivnog imunskog odgovora, moze do¢i do razvoja autoimunosti ili hroni¢nih
inflamacijskih reakcija na sopstveni ili bezopasni antigen. Stoga su u toku evolucije
pozitivno selektovani mehanizmi periferne tolerance. Ovi mehanizmi ukljucuju deleciju ili
anergiju T limfocita i indukciju regulatornih T ¢elija (Treg) [134]. Treg ispoljavaju visok
stepen CD25 (visokoafinitetni receptor za IL-2), transkripcioni faktor Foxp3, o visok nivo
IL-10, ¢ime suprimiraju imunski odgovor [136-138]. DC koje ispoljavaju nizak nivo CD80

i CD86 mogu indukovati Foxp3® Treg iz Foxp3™ prekursora, i indukovati visok nivo
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produkcije IL-2 od strane T ¢elija u prisustvu TGF-B [139]. Niske doze solubilnog antigena
mogu indukovati perifernu tolerancu preko DC koje indukuju deleciju naivnih T celija
[134]. Apoptotske ¢elije, za razliku od nekroti¢nih, takode izazivaju apoptozu citotoksicnih
¢elija 1 indukciju Treg 1 Th2 ¢elija [140]. U in vivo modelu je pokazano da je indukcija
tolerance perifernih CD8'T ¢éelija zavisi od ekspresije PD-1 (engl. programmed cell death-
1) i citotoksicnog T limfocitnog antigena-4 (engl. cytotoxic T lymphocyte antigen, CTLA-
4) [141] od strane DC. Stoga se moze re¢i da su tolerogene DC klju¢ne u formiranju Treg

na periferiji, te da imaju centralnu ulogu u indukciji tolerance na sopstvene antigene.

Za razliku od PAMP, brojni agensi mogu inhibirati maturaciju i diferencijaciju DC
kod ljudi i miSeva. Regulatorne i poluzrele DC, koje nastaju u ovom procesu, imaju nisku
alostimulatornu sposobnost 1 nezreo fenotip, ukljucujuéi nisku ekspresiju kostimulatornih
molekula [134, 142]. IL-10 je poznat agens koji prevodi iDC u tolerogene koje ne mogu
indukovati odgovarajuéi T Celijski odgovor [143]. Misije DC koje su tretirane sa IL-10 i
TGF-B produkuju IL-10, indukuju Foxp3™ Treg i hiporesponsivnost T ¢elija, kao i
povecano prezivljavanje grafta [144]. Humane DC koje sazrevaju u prisustvu PGE; ili IL-
10 produkuju vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), Sto ukazuje na to da ove celije

mogu ucestvovati u zarastanju rana i stimulaciji angiogeneze [145].
1.4.3.3. Uloga dendritskih ¢elija u odgovoru na biomaterijale

Pokazano je da se limfociti mogu na¢i na mestima implantacije [146, 147], Sto
ukazuje na aktivaciju adaptivnog imuniteta u odgovoru na biomaterijal. Da li ¢e DC
inicirati imunogeni, ili tolerogeni odgovor T ¢elija, zavisi od brojnih faktora, kao Sto je
maturacioni status DC 1 citokinska sredina u kojoj se odigrava interakcija sa DC [148]. Polu
zrele DC ispoljavaju nizak nivo MHC 1 kostimulatora, pri ¢emu ne produkuju
proinflamacijske citokine, te polarizuju odgovor u pravcu diferencijacije i ekspanzije Treg i
IL-10 produkuju¢ih Th ¢elija [149-151]. Indukcija tolerogenih DC na mestu implantacije
predstavlja pozeljan efekat koji vodi ka prihvatanju biomaterijala i brzom zarastanju rana.
Uloga DC u interakciji sa biomaterijalom je uglavnom ispitivana u kontekstu imunogenosti.

Pokazano je da biomaterijal mozZe ispoljiti adjuvantne efekte i potencirati imunski odgovor
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na antigen koji je dopremljen zajedno sa biomaterijalom [152]. Pretpostavlja se da
biomaterijal aktivira DC preko PRR i signalnih kaskada koji tu ucestvuju [146]. Na primer,
albumin i serum mogu stimulisati DC da produkuju IL-10 i da diferenciraju Th2 celijski
odgovor u zavisnosti od supstrata za koji su vezani [153]. Za razliku od toga, DC gajene na
kolagenu i vitronektinu produkuju visok nivo IL-12 i stimuliSu polarizaciju imunskog
odgovora u Thl pravcu [153]. Obzirom da kolagen i vitronektin predstavljaju DAMP
signale 1 adhezione supstrate za integrine, pretpostavlja se da su oba signalna puta vazna za
aktivaciju DC biomaterijalom [127, 154]. Razli¢iti biomaterijali (alginat, agaroza, hitrozan,
hidroksiapatit, PLGA) mogu imati razli¢ite efekte na maturaciju i aktivaciju DC [146, 155,
156]. DC aktivirane u kontaktu sa biomaterijalom mogu razviti imunogeni fenotip, sli¢an
onome koji se razvija nakon stimulacije ovih ¢elija sa LPS-om [146, 157]. Ovakve DC
mogu stimulisati proliferaciju T ¢elija i produkovati proinflamacijske citokine (TNF-a, IL-
6) koji dalje autokrino stimuliSu maturaciju DC [146, 157]. Neki sintetski materijali, kao
Sto su algina i hidroksiapatit mogu zaustaviti maturaciju DC [155]. Ove ¢elije tada razvijaju
tolerogeni fenotip [158], a nakon interakcije sa T ¢elijama, mogu indukovati toleranciju.
Stoga se moze re¢i da u zavisnosti od aktivacije PRR na DC, zavisi i1 da li ¢e imunski
odgovor na biomaterijal voditi imunogenosti ili toleranciji [159]. U tom smislu imunogene
DC mogu stimulisati odgovor na biomaterijal 1 odloziti zarastanje rana, dok tolerogene

mogu inhibirati inflamaciju 1 pomo¢i zarastanju i regeneraciji tkiva.
1.4.4. Specifi¢nosti imunskog odgovora na nanomaterijale

Za nanomaterijale je, slitno makroskopskim materijalima, pokazano da od
karakteristika povrSine, sastava i metoda pripreme [160, 161] zavisi 1 njihova interakcija sa
proteinima bioloSkih tecnosti [162-164]. Ova interakcija je presudna za biodistribuciju
nanomaterijala 1 njihovu eliminaciju iz organizma [ 165, 166]. NajceSce detektovani proteini
vezani za biomaterijale u organizmu su albumini, apolipoproteini, imunoglobulini 1
fibrinogen [167-172], a pretpostavlja se da adsorpcija proteina primarno zavisi od
hidrofobnosti povrSine nanomaterijala i njihovog naelektrisanja [167, 171]. Nedugo nakon
kontakta sa proteinima krvi, na povrSini nanocestica se mogu aktivirati trombociti. Na

primer, partikule polivinilhlorida mogu stimulisati koagulaciju krvi nakon izlaganja,
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agregaciju i adheziju trombocita, dok iste partikule modifikovane sa poli-etilen glikolom
(PEG), ne indukuju navedene procese [173]. I za druge nanoCestice je pokazano da
modifikacija PEG-om smanjuje vreme agregacije trombocita i koagulaciju krvi [174].
Medutim, nije samo disperzibilnost u vodenim rastvorima osobina koja odreduje da li ¢e se
trombociti aktivirati ili ne, obzirom da i derivati fulerena koji su disperzibilni u vodi mogu
ubrzati vreme koagulacije [175]. Osim aktivacije koagulacije, nanomaterijali mogu izazvati
aktivaciju komplementa, klasi¢nim, alternativnim ili lektinskim putem, kako je pokazano za
ugljeni¢ne nanocevi (CNT) [176]. Slicno odgovoru organizma na makroskopske materijale,
pokazano je da od proteina ekstradelijskog matriksa, anafilatoksina, opsonina,
imunoglobulina i drugih, zavisi na koji nacin ¢e nanomaterijal biti preuzet od strane ¢elija,
a nakon toga, da 1i ¢e se pokrenuti inflamacijski ili imunosupresivni odgovor na

nanomaterijal.
1.4.4.1 Mehanizmi preuzimanja nanomaterijala

Nanomaterijali se lako preuzimaju od strane vecine ¢elija, pogotovo profesionalnih
fagocita kakvi su makrofagi, DC 1 granulociti. Mehanizmi kojim se unose nanocestice su
isti kao i1 za druge makromolekule: fagocitoza (posredovana manoznim receptorom, CR,
FcyR, receptorom Cistacom), makropinocitoza, klatrin-zavisna endocitoza, kaveolin-zavisna

endocitoza 1 klatrin/kaveolin-nezavisna endocitoza [177-179] (Slika 1.4.4.1.1).
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Slika 1.4.4.1.1 Preuzimanje nanomaterijala od strane profesionalnih fagocita.
Preuzimanje nanomaterijala zavisno od dinamina se moze odvijati fagocitozom, makropinocitozom
(nisu prikazani), ili receptor-posredovanom endocitozom, gde manozni receptor (MR), Fcy receptor, receptor
za komplement (CR) ili receptor ¢ista¢ (SR) imaju najvazniju ulogu. Nanomaterijali uticu i na TLR koji
posreduje u intracéelijskoj signalizaciji i sazrevanju fagozoma. Preuzimanje preko MR, Fcy i CR korelira sa
proinflamacijskim odgovorom, dok preuzimanje preko SR (nanocestice zlata) sa neinflamacijskim

odgovorom.

Osim navedenih receptora, pokazano je i da ICAM-1 moZe povecati internalizaciju
nanomaterijala [180]. Sa druge strane, 14nm CNT mogu interagovati sa EGF 1 B1
integrinima [181]. Svaki od navedenih signalnih puteva ima specificne receptore koji deluju
na odredeni tip nanocestica 1 proteina adsorbovanih za njihovu povrsinu. Specifi¢ni proteini
konjugovani za nanomaterijal, ili serumski proteini adsorbovani na nanomaterijal, mogu
usmeriti internalizaciju nanomaterijala preko specifiénih receptora. Na primer, 50nm
polistirenske nanocestice inkubirane u plazmi se internalizuju od strane Kupferovih Celija
preko SR [182]. Ove studije su pokazale da se lipidne nanocestice 100, 50 i 20nm unose

preko CR [183], dok se derivati fulerena se mogu internalizovati preko FcyR [184, 185].
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Ovi putevi internalizacije deluju na stimulaciju imunskog sistema i produkciju
proinflamacijskih citokina. Koloidno zlato 35nm, i superparamagneti¢ne nanocestice Fe-
oksida, sa druge strane se unose preko SR [186, 187]. Ovaj nacin internalizacije se koristi 1
kod uklanjanja apoptotskih celija od strane makrofaga, i nije povezan sa produkcijom

proinflamacijskih citokina [179].

Karakteristike nanomaterijala odreduju koliko ¢e celijskih receptora biti angazovano
prilikom njihove internalizacije. Pokazano je da afinitet vezivanja receptora za ligande na
nanocesticama raste proporcionalno velicini tih nanocestica [188]. Medutim 1 drugi faktori
sem afiniteta liganda deluju na signalne puteve ¢elija nakon vezivanja receptora. Na primer,
afinitet vezivanja herceptina za ErbB2 receptor iznosi 10"° M za solubilni herceptin, 5.5 x
102 M za herceptin- nanodestice zlata (engl. gold nanoparticles, GNP)-10nm, dok za GNP
70nm iznosi 1.5 x 10™°. Medutim, najveéi bioloski efekat je uoen kod herceptin-GNP
40nm i GNP 50nm, koje imaju manji afinitet za ErbB2 receptor nego herceptin-GNP70nm
[188]. Mehanizmi vezivanja nanomaterijala za receptore i njihova internalizacija su u
velikoj meri nepoznati, obzirom da nisu do kraja ispitane interakcije nanomaterijala 1
proteina. Osim toga, elektronskim mikroskopima se mogu jasno proucavati samo
nanomaterijali vece elektronske gustine (metalne nanocestice 1 sl.), ali ne i polimeri,

dendrimeri 1 drugi nanomaterijali.

Kada su nanocestice vezane za membranu, nekoliko faktora odreduju na koji nacin ¢e
se one internalizovati. PEG, 1 sli¢ni polimeri, mogu spreciti internalizaciju nanocestica
[189]. Pokazano je da se sa povetanjm zeta potencijala povecava i internalizacija
nanomaterijala, tj. nanoCestice sa zeta potencijalnom od -3.8 mV (169nm) se manje
preuzimaju od nanocestica sa potencijalom od -10.6 mV (171 nm) < -14.8 nm (172 nm),
itd. [190], dok se one sa +0.1 mV (200nm) preuzimanju manje od nanocestica sa +40mV
(200nm) [191]. Celijska membrana je blago elektronegativna, §to moZe biti objasnjenje
ovog fenomena [192, 193]. Pozitivno naelektrisane nanocCestice mogu poremetiti
membranski potencijal éelije i izazvati influks Ca®" [194]. Vezivanje negativno
naelektrisanih nanocestica smanjuje fluidnost membrane, dok ga pozitivho povecava. Pri

tome se ne sme 1 izostaviti ¢injenica da ¢im interaguju sa proteinima bioloskog medijuma,
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nanocestice menjaju naelektrisanje u skladu sa karakteristikama adsorbovanih proteina.
Jedan od vaznih faktora internalizacije nanomaterijala je njihov oblik. U tom smislu je
pokazano da se Stapic¢i najvise internalizuju od strane Celija, a zatim sfere, cilindri pa kocke
[195]. Ovaj poredak vazi samo za nanocestice velicine oko 100nm, dok za nanocestice
manje od 100nm vazi to da se nanosfere internalizuju vise ili podjednako u poredenju sa
nanoStapi¢ima [196, 197]. Pored geometrije, veli¢ina klju¢no odreduje preuzimanje
nanomaterijala od strane celija. Za sfericne GNP, silikonske nanocestice, SWCNT 1
kvantumske tacke je pokazano da dijametar od 50nm predstavlja optimum koji
maksimalizuje brzinu i koli¢inu preuzimanja u sisarske celije [192, 198, 199]. Takode, sam
sastav nanomaterijala znac¢ajno deluje na brzinu preuzimanja, pa tako GNP i jednoslojne
ugljeniéne nanocevi (SWCNT), veli¢ine 50nm u dijametru, se preuzimaju 10~/min,

odnosno 107/min.

Vezivanje nanocestica za receptor proizvodi lokalno smanjenje slobodne Gibsove
energije, koje indukuje uvrtanje membrane oko nanocestice, nakon cega se formira
zatvorena vezikularna struktura [200]. Ova vezikula se otkida od membrane u jednom
trenutku, najces¢e uz pomo¢ GTP-aze dinamina. Dinamin u tom smislu predstavlja klju¢ni
protein za sve procese internalizacije osim kod klatrin-kaveolin nezavisne endocitoze [201].
Nanocestice Snm u dijametru mogu angazovati jedan ili dva receptora na povrSini
membrane, dok nanocestice od 100nm mogu mnogo vise. Nekoliko manjih nanocestica se
moraju vezati blisko jedna drugoj da bi proizveli dovoljno slobodne energije za uvrtanje
membrane. U skladu sa principima termodinamike, nanocestice 40 1 50nm mogu vezati
dovoljno receptora za lako uvrtanje membrane. Iznad ove veli¢ine, nanoCestice angazuju
vise receptora €ija je distribucija ograni¢ena na povrsini, §to se mora kasnije kompenzovati
lateralnom difuzijom iz drugih delova membrane. Stoga vezivanje ve¢ih nanocestica za
jedno mesto, smanjuje mogucénost da se druga nanocestica veze na drugo mesto, kako je i

pokazano u matematickom modelu internalizacije nanocestica [202].

Nakon fagocitoze nanocestice se uglavnom nalaze u fagozomu, ali se put prezentacije
nanomaterijala razlikuje od puta prezentacije antigena. Podaci o tome S$ta se deSava sa

nedegradabilnim nanocesticama (npr. metalne nanocestice ili ugljeni¢éne nanocevi) nakon
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fagocitoze, u velikoj meri nedostaju. Postoje neki dokazi da se ligandi vezani za
nanocestice isecaju proteazama unutar endozoma [203]. Kvantumske tacke mogu prili¢no
dugo biti stabilne u intracelijskim vezikulama makrofaga, sve dok degradacioni enzimi ne
uspeju da razore srz ovih nanomaterijala [204]. Distribucija izvan endozoma takode zavisi
od veli¢ine nanomaterijala, pa tako CdTe 2.1 nm ulaze u nukleus, dok one veliine od 4.4
nm ostaju u citoplazmi [205]. U zavisnosti od naelektrisanja, nanocestica moze izaéi iz
endozoma (engl. endosomal escape) i interagovati za brojnim proteinima citoplazme. U
tom odeljku nanocCestice mogu uticati na funkciju mitohondrija, produkciju ROS i
aktivaciju signalnih puteva zavisnih od oksidativnog stresa [206]. Osim toga toga, unutar
citoplazme nanocestice mogu remetiti proces mitoze nakon fosforilacije nukleusnih lamina
[207]. Neki nanomaterijali mogu ostetiti DNK i1 dovesti do mutacija gena, zaustavljanja
¢elijskog ciklusa, Celijske smrti 1 karcinogeneze. U tom smislu je pokazano da hidrofilne
partikule Ti-oksida mogu imati onkogeni potencijal [208]. Kada se nalaze u citoplazmi,
nanocestice tamo ostaju sve dok se ponovo ne sortiraju u vezikule i1 ukljuce u egzocitotski

put.
1.4.4.2 Efekti nanomaterijala na imunski sistem

U okviru inflamacijskog odgovora, nanomaterijal potencijalno moze imati antigena
svojstva. Medutim, gotovo da nema podataka koji pokazuju da se specificna antitela
produkuju na sam nanomaterijal. Dve studije su pokazale da se mogu produkovati
poliklonska antitela specifi¢na na fulerene Cegp 1 Cyo [ 184, 185]. Medutim, druge dve studije
nisu pokazale formiranje specifi¢nih antitela na Cgo, ¢ak ni u prisustvu kompletnog Freund-
ovog adjuvansa [209, 210]. Za razliku od antigenosti koja nije do kraja ispitana,
nanomaterijali se ve¢ dugo koriste kao adjuvansi. Pokazano je da GNP mogu indukovati
visok titar antitela specificnih na protein koji je za njih vezan [211]. Sli¢no tome,
imunizacija glikoproteinima virusa u polisaharidnoj nanocestici obmotanoj lipidima,
indukuje stvaranje Cetiri pita vise IgG antitela nego imunizacija standardnim adjuvansom sa
Cesticama aluminijuma [212]. Sli¢na ispitivanja su radena i na drugim nanomaterijalima,
kao Sto su fulereni i polilakti¢nakoglikoli¢na kiselina (PLGA) [213, 214]. Imunske celije

mogu prepoznati proteine na povrsini nanomaterijala i pokrenuti inflamacijski odgovor.
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Medutim, mnogo faktora je nepoznato u ovom procesu, pogotovo kako povrSinsko
naelektrisanje, hidrofobnost i veli¢ina deluju na inflamacijski odgovor organizma. Veca
verovatnoca je da ¢e katjonske nanocCestice izazvati inflamacijsku reakciju nego anjonske ili
neutralne nanocestice. U tom smislu su katjonski lipozomi mogu da indukuju znatnu

produkciju TNF-a, IL-12 i IFNy [215], za razliku od anjonskih dendrimera.

U odgovoru na nanomaterijal klju¢nu ulogu mogu igrati kontaminirajuc¢i metalni joni
koji se javljaju u toku procesa proizvodnje, kao Sto je pokazano za CNT [216], gde
kontaminanti mogu izazvati inflamacijsku reakciju iako same CNT nemaju takav efekat.
Pretpostavlja se da je inflamacijski odgovor na nanomaterijale posredovan receptorima
urodene imunosti. Obzirom da je poznato kako PAMP i DAMP deluju na PRR, dostava
sintetickih agonista do PRR, pre sve TLR agonista, predstavlja dobru strategiju za
kontrolisanu modulaciju imunskog sistema u pravcu povecane antitumorske aktivnosti.
Kada se TLR agonisti veZzu za nanocesticu zajedno sa specificnim antigenom, moze se
pokrenuti antitumorski odgovor posredovan citotoksicnim T ¢elijama. Tako je pokazano da
DC tretirane PLGA nanocesticama konjugovanih tetanus toksinom ili MUCI1 antigenom,
kancerskim markerom, stimuliSu snaznu proliferaciju T ¢elija koja je mnogo veca nego

kada se indukuje samim tetanusnim toksinom ili tumorskim antigenom [213].

Nanomaterijali mogu imati 1 imunosupresivni efekat na imunski odgovor. Ovo moze
biti znaCajan nepozeljni efekat kod terapije kancera ili infekcija, ali dobar kod terapije
inflamacijskih oboljenja. Dendrimeri konjugovani glukozaminima su pokazali snaZan
inhibitorni efekat na produkciju inflamacijskih citokina i hemokina od strane makrofaga i
DC stimulisanih LPS-om, pri ¢emu ove nanocestice nemaju citotoksicni efekat [217].
Autori su pretpostavili da se ovakve nanoCestice mogu koristiti kod septicnog Soka
izazvanim endotoksinom. Ove i druge studije su ukazale na to na nanocestice mogu imati i
imunosupresivni i antiinflamacijski efekat, i kao takve se koristiti u terapiji. Medutim, treba
imati u vidu nepozeljne efekte imunosupresije. Postavlja se pitanje da li ¢e nanomaterijal
namenjen za terapiju kancera ili oslikavanje, inhibirati imunski sistem koji se bori protiv
kancera, bakterija ili virusa. Stoga je neophodno ispitati potencijalne nepozeljne

imunosupresivne efekte nanocestica pre njihove primene u biomedicini.
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1.4.4.3. Efekti nanomaterijala na makrofage

U kontekstu navedenih osobina nanomaterijala i njihovog efekta na imunski sistem,
efekat razliCitth nanomaterijala je ispitivan na makrofagima. Lukarelli 1 sar. [218] su
pokazali da metalne nanocCestice u netoksi¢nim koncentracijama menjaju ekspresiju TLR i
proinflamacijskih citokina kod U937 linije humanih makrofaga. Ovi autori su ukazali na to,
da smanjenje ekspresije TLR9 nakon tretmana sa Ti i Si nanocesticama, moze dovesti do
neadekvatnog odgovora imunskog sistema na infekcije. Sa druge strane, povecanje
ekspresije TLR7, TLR3 1 proinflamacijskih citokina nakon tretmana nanocesticama Zr, i
usmeravanje ka M1 fenotipu makrofaga, moze predstavljati opasnost za uspostavljanje
hroni¢ne inflamacije. I druge nanocestice su pokazale snazne efekte na promenu ekspresije
MMP2, MMP9 i njihovih inhibitora od strane makrofaga modulacijom funkcije AP-1 1
tirozinskih kinaza [219]. Makrofagi pluc¢a su klju¢ni za odgovor na inhalirane partikule. Ma
i sar. [220], su pokazali da inhalacija CeO, nanocestica smanjuje produkciju NO i povecava
produkciju IL-12 od strane alveolarnih makrofaga nakon stimulacije LPS-om. Pored toga,
uocena je inflamacija, citotoksi¢nost, fosfolipidoza i uvecanje alveolarnih makrofaga nakon
ovakvog tretmana. Nakon 28 dana, za ove celije je pokazano ad povecavaju ekspresiju
arginaze-1, S§to upucuje na promenu fenotipa alveolarnih makrofaga u M2 tip. U
eksperimentima u kojima su makrofage izlagane i infekciji 1 nanoCesticama je pokazano da
je fagocitna funkcija ovih ¢elija znatno smanjena. Braydich-Stolle 1 sar. [221] su pokazali
da AlOs; partikule, sa ili bez prethodne stimulacije Celija sa Staphylococcus aures,
inhibiraju ekspresiju NF-kB kod makrofaga, $to dovodi do smanjenja produkcije
proinflamacijskih citokina 1 hemokina od strane ovih ¢elija. Takode je pokazano da fulereni
mogu smanjiti produkciju NO od strane makrofaga usled uklanjanja slobodnih radikala
[222]. Slicno tome, izlaganje alveolarnih makrofaga SWCNT (3-5nm debljine) moze
poremetiti imunski odgovor 1 uspeSnu odbranu protiv Listeria monocytogenes kod
C57BL/6 miSeva [223], usled smanjenja respiratorne funkcije ovih ¢elija. Ovaj 1 drugi
radovi [224], su ukazali na to da izlaganje makrofaga SWCNT, moze onemoguciti odbranu
domacina od infekcija, te je neophodno detaljno ispitivanje efekta CNT na fenotip i

funkcije makrofaga.
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1.4.4.4. Efekti nanomaterijala na dendritske celije

Iako su DC klju¢ne u pokretanju i regulaciji imunskog odgovora na nanomaterijale,
mali broj studija je ispitivao efekte nanomaterijala na DC, pogotovo efekte GNP 1 CNT. U
studijama sa polistirenskim nanocesticama je pokazano da se vece nanocestice (500nm)
transportuju do limfnog ¢vora pomoc¢u DC, dok se manje nanocestice (20nm) transportuju
pasivno putem limfe, a preuzimaju ih rezidentne DC u limfnom &voru (CD8a"), CD8a’ i
pDC [225]. Neki nanomaterijali, kao Sto su ugljenikom oblozene nanocestice Fe-oksida
[226] 1 magnetne nanopartikule [225], u ve¢im koncentracijama mogu biti toksi¢ni za DC,
ali u manjim koncentracijama predstavljaju dobar sistem za ciljanu dostavu tumorskih
antigena za terapiju kancera. Nanocestice, kao S$to su magnetne partikule oblozZene
dekstranom ne indukuju proinflamacijski odgovor DC [227], dok druge (Si ili TiO,), mogu
aktivirati inflamozom 1 dovesti do aktivacije ovih ¢elija [228]. DC predstavljaju kljucne
¢elije koje ¢e u toku inflamacije aktivirati adaptivnu imunost i usmeriti njihovu
diferencijaciju u Thl, Th2, Th17 ili Treg. Pokazano je da mikrocestice (>1um) indukuju
Thl odgovor, dok manje (<500nm) Th2 [229] . Sa druge strane, PLGA nanocestice
indukuju jak Thl odgovor, iako su nanometarske veli¢ine [230, 231]. Stoga je ispitivanje
efekta nanomaterijala na DC, 1 njihov efekat na polarizaciju od velike vaznosti za njihovu

kontrolisanu primenu, bilo u borbi protiv kancera ili u terapiji autoimunskih oboljenja.
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1.5. KARAKTERISTIKE BIOMATERIJALA

Razvoj biomaterijala neminovno korelira sa unapredenjem kvaliteta zivota, bilo da je
on iskoriS¢en kao zamena za nefunkcionalni organ, stent u aterosklerotskim arterijama, ili
materijal koji potpomaze oporavak povredenog tkiva kao Sto je hrskavica, koza i sl. U tom

smislu su pravu revoluciju doneli napredni biomaterijali [232].
1.5.1 Napredni biomaterijali

Iako su napredni i pametni materijali opisivani jo§ ranije [233-235], nema jasne
definicije ovih materijala. Moglo bi se re¢i da su to biomaterijali koji imaju
instruktivni/induktivni efekat na Celije i1 tkiva nakon interakcije sa unutrasnjim ili spoljnim
stimulusima kao $to je promena pH, temperature, jonske jaCine ili magnetizma [232].
Dakle, vidi se da napredni biomaterijal ima bioaktivni efekat koji je podlozan modifikaciji
po dejstvom drugih stimulusa. Sa klini¢ke tacke glediSta, napredni materijal/imlant se moze
definisati kao materijal koji aktivno ucestvuje u regeneraciji oSteenog tkiva i odgovara i
reaguje na stimuluse iz svoje okoline. PovrSinske karakteristike, kao Sto su hrapavost,
topografija 1 hemijske osobine, imaju klju¢nu ulogu u ¢elijskom odgovoru na napredni

biomaterijal, pogotovo na ¢elijsku adheziju, proliferaciju i funkcije [236].

Za napredne materijale je klju¢no da mogu odgovoriti na odredeni stimulus, time §to
menjaju svoje fizicke ili hemijske osobine. Takvi stimulusi mogu biti termalni, mehanicki,
elektricno-voltazni, magneti, pH, vlaznost 1 fotosenzitivni. Zajednicki naziv za ove
materijale je da su to materijali koji odgovaraju na nadrazaj iz okruZenja (engl. stimulus-
responsive materials, SRM) (Slika 1.5.1.1). U okviru ovih biomaterijala se mogu izdvojiti i
legure koje pamte oblik (SMA) [237, 238], sa jedinstvenim efektom pamcenja (SME)

oblika koji se definiSe kao:

»-..Sposobnost da se originalni oblik vrati u prvobitno stanje u prisustvu

odgovarajuceg stimulusa, nakon sto je prethodno bio kvazi-plasticno deformisan [239].
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Biomaterijali
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| Biomaterijali koji odgovaraju na stimulus

Fizickim osobinama

Hemijskim osnobinama

Materijali koji Materijali koji
menjaju oblik memorisu oblik
Legure koje Polimeri koji Hibridi koji eramike koje\ Gel koji
memorisu memorisu memorisu memorisu memorise
oblik oblik oblik oblik oblik
(SMA) (SMP) (SMH)

(SMC) (SMG)

Kompozit koji
memorise

oblik (SMc)

Slika 1.5.1.1 Razli¢iti tipovi SMM u okviru biomaterijala.
Preuzeto iz [240]

1.5.2. Karakteristike legura koje pamte oblik

Fazna transformacija SMA je otkrivena 1932. godine od strane Svedskog fiziCara
Olander-a, koji je pokazao da Au-Cd legura moze biti plasti¢no deformisana kada se ohladi,
1 vracena u originalni oblik zagrevanjem [241]. Nakon toga su 1938. godine Greninger 1
Mooradian pokazali sli¢an efekat za Cu-Zn , odnosno Cu-Sn leguru [242]. Fundamentalni
fenomen u osnovi memorijskog efekta koji se bazira na termoelasticnom ponaSanju
martenzitne faze je detaljno opisan 10 godina kasnije od strane Kurdjumov-a i Khandros
[243], i Chang i Read [244]. Sli¢ni efekti su bili zapazeni 1 kod NiTi i CuAINi legura 1950-
tih. Ova otkrica su zainteresovala mnoge istraZivace 1 investitore, ali je industrijska primena

ovih legura bila onemogucena usled velike cene 1 kompleksnosti njihove proizvodnje, kao 1
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zbog neatraktivnih mehanickih osobina. lako je NiTi legura otkrivena od strane William
Buehler-a 1959. godine [245], potencijal za njenu komercijalizaciju je ostvaren tek nakon
Sto su W. Buegler 1 F. Wang dokazali SME kod NiTi legura 1963. godine [246]. Kao
ekspert za intermetalne legure, Buehler se fokusirao na legure sa prostom stehiometrijskom
kompoziciom koje imaju visoke tacke topljenja. Od pocetnih 60 legura, istrazivanja je suzio
na ekviatomsku smesu nikla i titanijuma. Njegova istrazivanja su pokazala da NiTi ima
znaCajno bolju rezistenciju, optimalnu zilavost 1 rezistenciju na zamor u poredenju sa
drugim legurama. Materijal je nazvan nitinol od (Ni-nikl, Ti-titanijjum NOL-Naval
Ordnance Laboratory). Prva biomedicinska aplikacija nitinola je bila u endovaskularnoj
hirurgiji kao Sire¢i intravaskularni filter. Nitinol je kao napredni materijal sve ceScée
kori§¢en u biomedicinskim uredajima usled SME, superelasti¢nosti, odli¢ne rezistencije na

zamaranje 1 visokog kapaciteta za amortizaciju mehanickih udaraca.
1.5.2.1 Fazne transformacije SMA

SMA imaju specificnu sposobnost da se fazno transformiSu termomehanic¢kim
stimulusima. SMA se mogu transformisati izmedu dve C¢vrste faze [247]. Dinamicka
reverzibilnost kristalografske strukture dve cvrste faze daje SMA jedinstveni SME,
superelastiCnost 1 visok amortizacioni kapacitet, §to ih ¢ini vrlo atraktivnim za izradu

biomedicinskih uredanja i termomehanickih senzora.

Roditeljska faza najcesce koriS¢ene NiTi legure, koja se naziva austenitna faza, ima
B2 kubi¢nu kristalnu strukturu. Austenit postoji samo u jednoj kristalografskoj orijentaciji
atoma koja je stabilna u ¢vrstom stanju samo na viSim temperaturama. Sekundarna faza,
nazvana martenzit, ima B19> monoklinastu ili ortorombic¢nu kristalnu strukturu. Za razliku
od austenita, martenzit je stabilan samo na niskim temperaturama 1 lako se deformise pri
mehani¢kom opterecenju. Martenzit se transformiSe iz austenita bilo hladenjem ili pod
dejstvom stresa. Transformacija bez difuzije atoma, izmedu ova dva Cvrsta stanja se odvija
na racun kompleksnog preuredenja atoma pod dejstvom termomehanickih stimulusa.
Medutim, za razliku od martenzitne transformacije Celika, transformacija SMA se odvija na

temperaturama oko sobne [239].
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Martenzitna fazna trasformacija daje kristalografsku orjentaciju koja zavisi od nacina
indukcije martenzita (Slika 1.5.2.1.1). Termalna indukcija martenzita hladenjem formira
visoko uredene udruzene (engl. twinned) polidomene sa 24 razliCite orjentacije kristala
[248]. Mehanicka stimulacija prerasporeduje ove razliite tipove kristalografija u smeru
jedne dominante razdruzene (engl. detwinned) varijante ¢ija se kristalografska orjentacija
poklapa sa pravcem primenjenog mehanickog stresa [249]. Sve tranfromacije ovog tipa
omogucavaju samoprilagodavanje materijala, obzirom da promena oblika u jednoj grupi
inicira polja stresa u susednim delovima, Sto favorizuje formiranje odredene strukturne

varijante [250].
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Slika 1.5.2.1.1. Tri faze i 6 transformacija SMA.

A-austenit, TM- udruZeni martenzit, DM- razdruzeni martenzit. Indeksi 1 i 2 se odnose na razliCite

varijante razdruzenog martenzita (preuzeto iz [251], modifikovano).

Pocetna temperatura martenzita (Ms) je temperatura na kojoj se austenit pocinje
transformisati u martenzit, dok je krajnja temperatura martenzita (Mf) temperatura na kojoj
je ova transformacija kompletna. Pocetna temperatura austenita (As) je temperatura na

kojoj zapoc€inje reverzibilna transformacija iz martenzita u austenit, dok se zavrSetak ove
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transformacije oznacava kao krajnja austenitna temperatura (Af). Temperature na kojima se
odvijaju ove promene u jednu i drugu fazu ne koincidiraju, a razmak izmedu Ms i As se
naziva histereza. Ms, Mf, As i Af SMA, kao 1 opseg histereze se mogu podeSavati
stehiometrijskim odnosima Ni i Ti, ili CuAINi 1 dr., kao i tehnikama zavrSne obrade

materijala.
1.5.2.2. Efekat paméenja oblika i superelasti¢nost

SME odslikava jedinstven efekat reverzibilne austenitno-martenzitne fazne
transformacije. Prvo memorisanje oblika se fiksira u austenitnom stanju. Transformacija u
martenzitnu fazu omogucava laku deformaciju materijala. Zagrevanjem se indukuje
povratna transformacija, i materijal se vraca u atomski uredenu austenitnu strukturu, a time
1 u predasnji oblik. Osim toga Sto moZe zapamtiti austenitni oblik, SMA mogu nauciti i
sekundarni, martenzitni oblik [252]. U martenzitnoj fazi, SMA se moZze trenirati kroz
ponovljene cikluse SME nametanjem i uklanjanjem sila u martenzitnoj fazi. Nakon
nekoliko takvih ciklusa, mikrostrukturne dislokacije se unose u materijal, tako da je
sekundarni oblik memorisan i moze se indukovati termalno, bez dodatnog nametanja

mehanickog stresa (dvosmerni SME).

Na temperaturi viSoj od Af, materijal ima kompletno austenitnu faznu konfiguraciju.
Favorizovana razdruZena varijanta sada ima mali modus elasti¢nosti. U toku mehanickog
opterecenja se odrzava martenzitna faza i materijal se moze lako deformisati, $to se naziva
superelastiénost SMA. Rastere¢enje uzrokuje klizanje atoma u stabilnu strukturu austenitne
faze. RastereCenje pri temperaturama ve¢im od Af dovodi do kompletne reverzije
austenitne faze, pri ¢emu je do 8% deformacije, ova revezrija potpuna potpuno. Vece

naprezanje uzrokuje plasticne deformacije 1 pucanje materijala.
1.5.2.3 Efekat amortizacije

Nitinol ima visok amortizacioni kapacitet, Sto je narocito korisno za biomedicinske
implantate. Ovaj kapacitet predstavlja sposobnost materijala da transformiSe mehanicku

energiju, nastalu usled primene sile, u termalnu energiju. Transfer 1 rasipanje mehanicke
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energije u toplotnu energiju omogucava implantatu da bude rezistentan na Sokove i
vibracije. Na taj nac¢in materijal $titi tkiva od jakih mehanickih sila na mestu interakcije.
Dugi materijali koji se koriste kao implantati imaju mali amortizacioni kapacitet. Kao
rezultat toga, ponavljaju¢i mehanicki stimulusi mogu da ostete ¢elije na mestu kontakta sa
biomaterijalom. Visok amortizacioni kapacitet nitinola, sa druge strane, omogucava
kvazistaticnu apsorpciju mehanickog stresa, Sto je slicno ponasanju bioloskih sistema
(biomimeticko ponasanje), 1 podudara se drugim bioloskim strukturama (kost, miSic,

ligamenti, hrstkavica (Slika 1.5.2.3.1) [253].

Stres

Nerdajuci
Celik

Z

Naprezanje

Slika 1.5.2.3.1 Odnos stresa i naprezanja nerdajuceg celika, nitinola 1 tkiva.

Odnos stresa i naprezanja nitinola je slican onome kod kostiju i tetiva i bolji je od nerdajuceg Celika.

Preuzeto iz [254].

1.5.2.4 Uporedne mikrostrukturne karakteristike NiTi i CuAINi SMA

Pored NiTi, u praksi se najceS¢e koriste SMA na bazi Cu, kao $to su CuZnAl,
CuAlINi 1 druge. Osnovna mana polikristalinskih CuAINi je mala reverzibilna deformacija
koja za jednosmerni SME iznosi oko 4%, dok za dvosmerni SME 1.5% usled
intergranularnog slamanja materijala. Sa druge strane, CuAINi legure su znacajno jeftinije
od NiTi legura, i trenutno su jedino one u opciji ako su neophodne visoke temperature

transformacije (Tabela 1.5.2.4.1).
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Tabela 1.5.2.4.1. Uporedne osobine NiTi i CuAINi SMA.

NiTi CuAlINi
Specifi¢na toplota (J/kg°C) 450-620 373-574
Termalna konduktivnost (20°C)(W/mK) 8.6-18 30-75
Gustina (kg/m3) 6400-6500 7100-7200
Latentna toplota (J/kg) 19000-32000 7000-9000
Elekri¢na rezistentnost (106Q2m) 0.5-1.1 0.1-0.14
Termalni koeficijent Sirenja (10-6/K) 6.6-11 17
Maksimalni stres pra¢en oporavkom (Mpa) 500-900 300-600
Radni stres (Mpa) 100-130 70
Otpornost na zamaranje (N=106)(Mpa) 350 350
Maksimum naprezanja u transformaciji (%) N=1 6-8 5-6

N<102 6-8 4
N<105 2-4 /

Uobicajen broj termalnih ciklusa >105 >5x 103
Jungov modul (Gpa) 28-83 80-100
Temperature fazne transformacije -200-200 -200-200
Histereza (°C) 2-50 20-40
Temperatura pregrevanja (°C) 400 300
Amortizacioni kapacitet (SDC%) 15-20 10-20
Velicina zrna (um) 1-100 25-100
Kontrola topljenja, livenja i sastava Teska Laka
Formiranje Tesko Tesko
Rad na hladnom Lako Veoma tesko
Masinska obrada Teska Laka
Odnos cene 10-100 1.5-2

Preuzeto iz [239, 255]

37



Temperature transformacije NiTi i CuAINi su sli¢ne. Medutim, $to se tice histereze,
NiTi imaju znatno manju Sirinu od CuAINi [256]. Kada se uporedi ukupan rad ovih legura,
ispoljen kao volumetrijski rad (stres x naprezanje)/ gustina SMA, NiTi legure imaju bolje
osobine u poredenju sa CuAINi [256]. Takode, NiTi legure imaju vecu energetsku
efikasnost u poredenju sa CuAINi SMA. Sa druge strane, CuAINi imaju bolju termalnu
konduktivnost, znatno su jeftinije za proizvodnju, i imaju bolji amortizacioni kapacitet

[256].
1.5.2.5 Primena SMA u biomedicini

SMA imaju Siroku primenu u biomedicini, a najées¢e se upotrebljavaju za izradu
stentova, kalemova, zica za navodenje, ortopedskih proteza i sl. Stent se primarno
upotrebljava u tretmanu ekstrakranijalnih ili intrakranijalnih aterosklerotskih oboljenja, ili
kao potpora za endovaskularni kalem kod inrtakranijalne aneurizme (Slika 1.5.2.5.1.).
Ovakav uredaj se primenjuje radi ponovnog uspostavljanja protoka kroz krvni sud koji je
suzen ili kod koga postoji turbulentno kretanje. Problem kod primene ovakvih uredaja je
dostaviti stent na odgovaraju¢e mesto u organizmu kroz brojne krvne sudove, i pri tom ih
ne ostetiti. SMA legure, usled svoje superelasti¢nosti i SME, su idealne za intravaskularne
stentove 1 u tom smislu su bolje od nerdajuceg celika 1 kobalta koji su ranije koriS¢eni

[253].

Stent od nitinola se moze lako skupiti u toku dopremanja kroz krvne sudove i zatim
raSiti na odgovaraju¢em mestu. Nakon toga ovaj samoSireci stent vr$i kontinuirani pritisak
na krvni sud. Stent od nitinola se priprema tako da fazne transformacije (Af) bude u okviru
telesne temperature, a obzirom da se jo§ uvek zadrzava u martenzitnoj formi usled
mehanickog pritiska suda, nitinol ima veliki amortizacioni kapacitet koji moZze spreciti dalja
oste¢enja krvnih sudova usled turbulentnog kretanja krvi. Kod tretmana aneurizmi, cilj je
da stent nitinola premosti delove suda oko aneurizme, pri ¢emu njegova superelasticnost i
SME omogucavaju izvrSenje ovog zadatka. Kalemovi se Cesto koriste za okluziju
intrakranijalne aneurizme, a izraduju se od platine sa PLGA, hidrogelovima i sl. Nedavno je

izraden kalem od nitinola i1 platine, i pokazano je da njegove SME karakteristike
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omogucavaju bolju potporu krvnom sudu i veéu rezistenciju na sakupljanje u poredenju sa

drugim kalemovima [257].

Slika 1.5.2.5.1 Primena nitinola u biomedicini.

A) In vitro model samoSire¢eg stenta od nitinola koji premoséava delove krvnog suda oko aneurizme. B)
Uredaj za korekciju deformiteta kicme kod kojih Sipka od nitinola omogucava konstantan pritisak na ki¢meni
stub na telesnoj temperaturi nakon ugradivanja C) Sistem za dinamicku stabilizaciju pokreta koji se sastoji od
dva Srafa od titanijuma, a izmedu njih je element od nitinola. D) zice od nitinola koje omogucavaju zarastanje

sutura lobanje kod kraniosinostoze. Preuzeto iz [258], modifikovano.

MirkoZice za navodenje se upotrebljavaju za vodenje mikrokatetera u anatomski
nepristupacna mesta, pri cemu se uglavnom prave od nerdajuceg celika sa Pt-W omotacem.

Obzirom da nitinol ima znatno vec¢u superelasticnost (podnosi 8% naprezanja u odnosu na
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0.5% kod nerdajuc¢eg celika) razmatra se njihova upotreba u ove svrhe. Osim toga,
mikrozice za navodenje od nitinola bolje distribuiraju stres, §to sprecava lomljenje
mikrozica u toku postupka navodenja [259]. Upotreba nitinola kao ortopedskog uredaja se
zasniva na SME karakteristikama koje mogu omoguciti konstanti pritisak kod, npr.
korekcije deformiteta kicme [260-262]. Osim toga, ispituje se i njegova primena kod
uredaja za dinamicku stabilizaciju i za stimulaciju srastanja kostiju. Uredaji za dinamicku
stabilizaciju od nitinola omogucavaju ocuvanje pokreta struktura zahvacenih artrodezom
kostiju u fizioloskim okvirima usled njegovih superelasticnih osobina koje imaju
biomimeticke osobine u poredenju sa ranijim tretmanima [262, 263]. Potrebe razli¢itih
uredaja su veoma razliCite i zahtevaju razli¢ite nacine pripreme uredaja od SMA. Medutim

zajednicko za sve je da to finalni uredaj mora biti biokompatibilan.

1.5.2.6 Priprema SMA konvencionalnim metodama i brzim otvrdnjavanjem

valjanjem rastopine

Termomehani¢ke osobine SMA, kao §to su temperature transformacije zavise od
brojnih aspekata intermetalne kompozicije i obrade ingota. Na primer, nitinol ima jako mali
opseg variranja sastava, gde 1 najmanje varijacije u odnosu nikla i titanijuma znacajno uticu
na temperature transformacije nitinola. 1% razlike u odnosu Ni 1 Ti menja temperaturu
transformacije za 100°C [247]. Necisto¢e u leguri, kao §to su kiseonik, azot ili ugljenik,
reaguju sa Ti 1 formiraju precipitate Sto rezultuje u relativno ve¢em odnosom Ni u finalnoj
leguri 1 pomeranja temperature transformacije. Za biomedicnisku primenu, temerature
fazne transformacije SMA ne smeju da variraju vise od 5 °C, §to se izjednaava sa
dozvoljenim varijacijama u sastavu NiTi legure od 0.05%. Stoga se za precizni sastav
legura koriste visoko preciS¢eni primarni materijali (N1 > 99.94% 1 T1 >99.99%) 1 koristi se
topljenje temeraturom, ili elektri¢no topljenje u vakumu [247]. Nakon formiranja ingota
¢esto je neophodno ponovno pretopljavanje u cilju homogenizacije strukture, $to se odvija
na 600°C do 900°C, pri ¢emu se dizajnira i Zeljeni oblik materijala, tj. austenita forma
SMA. Finalno prekalupljivanje (engl. annealing) omogucava precizniju kontrolu

temperatura faznih transformacija kao $to je Af.
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Jedan od nacina kojim moze da se prosiri primena SMA jeste primena alternativnih
metoda livenja. Brzo otvrdnjavanje legura (engl. rapid solidification, RS) valjanjem
rastopine (entl. melt-spinning) predstavlja takvu jednu metodu (Slika 1.5.2.6.1), koja
omogucava proizvodnju SMA traka, kojima nije neophodan dodatni termomehanicki
tretman. Medutim, RS metoda unosi znafajne mikrostrukturne promene u SMA u

poredenju sa kontrolnim materijalom.

Ar (90mbar)

i osuda
rastopina SMA l = p

o

e indukcioni kalem
%

mlaz rastopine

stvrdnuta SMA traka

tirajucéi Cu t >
rotirajuéi Cu toga i

Slika 1.5.2.6.1. Sema procedure pravljenja RS SMA traka valjanjem rastopine.

Preuzeto iz [12]

NajceS¢e opisivana promena je redukcija u veli¢ini zrna SMA. Ova promena
mikrostrukture SMA korelira sa smanjenjem temperature transformacije 1 boljim
mehanic¢kim 1 funkcionalnim svojstvima SMA, kao §to su superelasti¢nost i amortizacioni
kapacitet [264]. Brojne fizi¢ke osobine traka dobijenih valjanjem rastopine, kao i njihova
mikrostruktura, u velikoj meri zavise od vrednosti parametara u procesu proizvodnje [265].
U raniji studijama je naSa grupa [12] pokazala da RS valjanjem rastopine omogucava
proizvodnju SMA traka sa boljim SME u odnosu na legure istog sastava proizvedene
konvencionalnim metodama. Medutim, ostalo je nepoznato da li RS metoda proizvodnje
SMA menja njihovu biokompatibilnost u odnosu na legure istog sastava ali proizvedene

konvencionalnim metodama.
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1.5.3. Biokompatibilnost legura koje pamte oblik

U poslednje tri decenije biokompatibilnost konvencionalnih NiTi je detaljno
proucena u in vitro i in vivo sistemima [266, 267], medutim slicne studije sa RS NiTi SMA,
kao i konvencionalnim i RS CuAINi SMA ne postoje [268]. Usled velike koli¢ine
potencijalno toksi¢nih jona u ovim legurama, koje mogu izazvati citotoksi¢nost,
kacenrogenost, mutagenost, iritaciju, alergiju 1 hipersenzitivnost, neophodno detaljno
ispitivanje njihove biokompatibilnosti. Ovakva ispitivanja su posebno vazna kada se uzmu
u obzir znacajne razlike u povrSinskom oksidnom sloju SMA koje nastaju kao posledica

razli¢itih procedura njihove pripreme [266, 267].

Bioloski odgovor na implantate direktno zavisi od osobina povrSine tog implantata.
Kljucéne karakteristike povrSine, koje su od presudnog znacaja za bioloski odgovor na
implantat, su hemijski sastav, kristalnost, heterogenost, hrapavost i kvasljivost
(hidrofobnost/hidrofilnost) [269, 270]. SMA imaju izvrstan potencijal za primenu u
biomedicini kao S$to je ranije napomenuto. Medutim, biomedicinska aplikacija ovih
materijala ukljuc¢uje direktan kontakt sa tkivima, pa se uvek postavlja pitanje kakva je
biokompatibilnost SMA. Prva reakcija brojnih inZenjera, klini¢ara, stomatologa i ortopeda
je da se SMA odbace kao potencijalan biomaterijal zbog velike koli¢ine toksi¢nih jona
kakvi su Ni i Cu, obzirom da ovi joni mogu izazvati alergijski odgovor kod domacina.
Ovakva skepsa je nastala usled slabog razumevanja korozivnih osobina SMA 1 njihove
biokompatibilnosti. Naime, pokazano je da je biokompatibilnost NiTi SMA sli¢na
biokompatibilnosti implantata od cistog Ti, 1 mnogo bolja od biokompatibilnosti
konvencionalnih CoCrMo legura. Medutim, pre analize biokompatibilnost SMA, ukratko
¢e biti pojasnjene njihove povrsinske i korozivne karakteristike, pre svega na primeru NiTi

legura, obzirom da su sli¢ni fenomeni opisani i kod CuAINi legura [268].
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1.5.3.1 Karakteristike povrSine SMA

Ni u ekviatomskoj NiTi leguri je u intermetalnoj vezi sa Ti. Regularna kristalna
resSetka se odrzava jakim atomskim vezama koje su izmedu intermetalne i kovalentne veze,
Sto znaci da je za oslobadanje Ni i Ti iz ove reSetke potrebna relativno velika energija
[266]. Pored toga, pokazano da Ti ima tendenciju da oksiduje na povrsini NiTi legura
[267]. Ovo je u skladu sa ¢injenicom da slobodna entalpija Ti-oksida ima negativan
predznak 1 prevazilazi entalpiju formiranja Ni-oksida [271]. Kao rezultat toga, Ni je
uglavnom u elementalnom stanju na povrSini NiTi. Nakon izlivanja, NiTi su izlozene
vazduhu, ili atmosferi bogatoj kiseonikom, §to potencira spontano formiranje pasivnog Ti-

oksidnog filma na njihovoj povrsini.

TiO,
Ti-oksidi

Slika 1.5.3.1.1 Povrs$ina NiTi legura kondicioniranih na vazduhu nakon izlivanja.
Prikazana je reprezentativna FIB/SEM analiza, pomo¢u BSE detektora, gde se uocava povrSinski
svetliji sloj oksida Ti, a ispod njega zona bogata Ni3Ti (Neobjavljeni rezultati Rudolf i sar). Sli¢na struktura

je dobijena i TEM sa filtriranom energijom [272].

Detaljna analiza XPS 1 difrakciometrija X zracima [273, 274] je pokazala da je
dominantan oksid na NiTi TiO,, ali su prisutni i drugi oksidi Ti i Ni, kao 1 elementalni Ni,

obzirom da na sobnoj temperaturi oksidacija Ti 1 Ni nije kompletna. Heterogenost u sastavu
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oksida doprinosi vecoj podloznosti NiTi legura na koroziju. Ovo je narocito izrazeno kod
NiTi legura kod kojih se ispod povrsinskog sloja formira sloj bogat Ni;Ti, koji se moze
osloboditi nakon pucanja krhkog povrSinskog sloja Ti-oksida [273, 274]. Na slici 1.5.4.1.1

je prikazana tipi¢na povrsina NiTi legura koje su izloZzene vazduhu.

Na osnovu analize 1s orbitale O pomoc¢u XPS-a moguce je utvrditi detaljan hemijski
sastav NiTi legura [267]. Uoceno je da je Ti*" dominantan oblik na povrsini NiTi, §to
odgovara TiO,, a u manjem procentu se Ti nalazi u obliku TiO i Ti,0s, ili hidratisanog Ti
jona. Ni, iako prisutan u malim koli¢inama, moze biti u obliku Ni(OH);, i NiO [275]. U tom
obliku se Ni moze osloboditi u okolni rastvor i dovesti do razli¢itih bioloskih efekata [276].
Sli¢ne studije o detaljnoj karakterizaciji povrSine NiTi RS SMA ne postoje, dok za CuAINi

legure, bilo da su konvencionalne ili RS, postoje samo delimi¢ni podaci [268].
1.5.3.2 Korozivnost SMA

Procesi korozije u rastvorima kakvi se nalaze u organizmu se odvijaju posredstvom
transfera elektrona izmedu povrsine metala i elektrolita. Sila koja indukuje ovaj transfer je
razlika u potencijalu izmedu mesta koja imaju ulogu katode 1 anode [266]. Osnovni faktori
koji uticu na proces korozije su: 1) karakteristike medijuma u kom je SMA (pH,
temperatura 1 hemijski sastav) 1 2) osobine povrSine SMA (kao S§to su hrapavost nastala
tokom obrade materijala, homogenost sastava povrSine, stanje stresa materijala koji dovodi
do veée podloznosti za napade H', i dr.). ISO regulativa 10993-15/17, 17475 i ASTM
F2129-01 definiSe osnovne testove kojima se meri korozivni potencijal metalnih legura.
Jedan od testova korozivnosti materijala koji se primenjuje in vivo i in vitro, se zasniva na
merenju koncentracije oslobodenih jona spektroskopskim metodama. Naime, uzorci se
izlazu razli¢itim bioloskim medijumima (krv, serum, fizioloski rastvor, itd) tokom

razli¢itog vremena, nakon ¢ega se odreduje korozivnost.

Test potapanja NiTi u fizioloski rastvor tokom 72 sata je pokazao da dinamika
korozije u ovim okolnostima iznosi oko 0.001 mm godisnje [277]. Pokazano je da je
oslobadanje Ni najvece oko 48-og sata, a da zatim se smanjuje na niske vrednosti [278].

Takode je pokazano da NiTi u obliku dentalnih lukova potopljen u salivu oslobada oko
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13.05 mg dnevno, §to je znacajno manje od dnevnog unosa ovog metala, koji iznosi oko
200-300 mg/dan[279]. Ako se uporedi sa CoCr, NiTi SMA ima bolju rezistenciju na
koroziju [280], ali je manje rezistentna od AISI316L 1 Ti-6Al-4V legura [252, 266]. Manja
rezistencija NiTi na koroziju u odnosu na ove Ti-legure najverovatnije se zasniva na
sporijoj kinetici repasivizacije NiTi legura. Testovi u kojima je mehanicki oSte¢ena
povrsina NiTi, su pokazali da se repasivizacija NiTi zaista odigrava sporije nego kod Ti-
legura, usled jakih atomskih veza koje postoje u mikrostrukturi NiTi [266, 280]. Za razliku
od NiTi, za korozivne osobine CuAINi SMA postoji relativno malo podataka. NaSa grupa
je nedavno pokazala da CuAINi SMA u 0.5 M NaCl moze osloboditi Cu u obliku CuCl,’
jona koji difunduje u medijum. Duzim kondicioniranjem se povecava pasivizacioni sloj
Cu,0 koji smanjuje dalje oslobadanje Cu. Osim oksida Cu, oksidi se formiraju 1 sa Ni i Al
na povrSini CuAINi legura [281]. Ovi rezultati su u skladu sa ¢injenicom da od kvaliteta
povrsinskog sloja oksida na SMA zavisni i efikasnost barijere za otpusStanje toksi¢nih jona

kao §to su Ni i Cu.

Fundamentalna karakteristika povrSinskog oksidnog sloja je i1 njena dinamicnost.
Naime, povrsinski sloj Ti-oksida se aktivno formira u kontaktu sa bioloskim medijumom
tokom korozije 1 repasivizacije. Na primer, nakon izlaganja NiTi legure rastvoru NaCl,
inicijalni povrSinski sloj Ti-oksida je podloZan napadu od strane Cl jona (Slika 1.5.3.2.1).
Inicijalna korozija ima jamicast izgled 1 rasporedena je na mnogo mesta po povrsini.
Najverovatnije se inicijalna korozija odvija na mestima defekata, i ukljuCuje inicijalnu
razgradnju originalnog oksidnog sloja i veze izmedu Ti 1 Ni. Ovaj proces dovodi do
oslobadanja Ni jona. Kako vreme prolazi jamicasta korozija se Siri i mogu se uociti pore na
povrsini NiTi legura. Ni osloboden sa povrSine materijala smanjuje lokalnu koncentraciju
Ni na povrsini, dok slobodni Ti reaguje sa rastvorenim kiseonikom i formira Ti-oksidni sloj
oko jamica i pora. Kako korozija napreduje Ti-oksidni sloj raste i Siri se preko Citave
povrsine NiTi. Pored toga, pore koje su formirane korozijom se mogu zatvoriti Ti-oksidom
nastalim unutar pore. Kao rezultat toga, formira se gusti oksidni sloj na povrsini NiTi SMA.
Nastali sloj Ti-oksida ima sada ulogu pasivizacionog filma koji sprecava dalji proces

korozije. Brojne studije su pokazale da Ti-oksidni film na NiTi legurama sluZi kao barijera
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za difuziju metalnih jona van legura. Iako Ti-oksid ima dobru biokompatibilnost, bioloske
osobine NiTi SMA zavise i1 od kvaliteta ovog filma, kao Sto su povrSinski defekti, jaina

vezivanja filma za povrSinu NiTi, i dr. [282].
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Slika 1.5.3.2.1. Mehanizam formiranja korozivnih jamica i1 pora kod NiTi i

repasivizacija Ti-oksidnog sloja [282].

1.5.3.3. Biokompatibilnost CuAlINi i NiTi legura

Vec¢ina radova koja je procenjivala biokompatibilnost konvencionalnih NiTi je
zakljucila da ove legure imaju dobru biokompatibilnost in vitro i in vivo. U razli€itim
tipovima celijskih kultura NiTi ispoljava malu ili nikakvu citotoksi¢nost [266]. Medutim,
jedna studija je ukazala na umerenu citotoksi¢nost NiT1i, koja se moze uporediti sa CoCrMo

legurama [283]. U brojnim drugim radovima [276, 280, 284-288] je jasno pokazano da
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rezistencija NiTi na koroziju zavisi od kvaliteta povrsine, kao §to je topografija i hemijski
sastav. Grube i nehomogene povrSine Cesto sadrze kontaminante iz mehanicke obrade
nakon livenja, kao $to su metalne Cestice, 1 osetljivije su na koroziju nego uzorci koji imaju
obradenu povrSinu. Zastitni povrsinski sloj NiTi koji se sastoji od gustog homogenog sloja
Ti-oksida bez elementalnog Ni ima dobru rezistenciju na koroziju i time bolju

biokompatibilnost.

In vivo studije uradene na razlicitim zivotinjskim modelima i humanim implantatima
od NiTi [289-295]. Testovi biokompatibilnosti u ovim ispitivanjima su pokazali da NiTi
imaju odli¢nu biokompatibilnost. Ureteralni stentovi od NiTi SMA ne iniciraju reakciju na
strano telo kod pasa, ¢ak ni 18 meseci nakon implantacije [296]. Sli¢no tome, pacijenti sa
implantiranim uredajima od NiTi nisu imali znacajan rast nivoa Ni u krvi nakon 5 meseci
[297]. Klinicke studije na pacijentima kojima su ugradeni NiTi su pokazale da se histoloSke
reakcije na ove legure ne razlikuju od reakcija na druge implantate kao Sto je Ti [298].
Medutim, treba napomenuti incidentne sluc¢ajeve pacijenata kojima je ugraden NiTi [299,
300], a koji su razvili simptome alergije na Ni, iako im u krvi nije detektovana povecana
koli¢ina Ni. I pored toga, postoje dokazi da NiTi legure mogu oslobadati i1 veliku koli¢inu
Ni in vivo [301]. Tako su detektovani tragovi Ni u krvi pacijenata, salivi, 1 bukalnoj sluznici
koja je bila u kontaktu sa NiTi SMA [279, 293, 297, 299]. U jednoj studiji [299] je
pokazano da je koli¢ina Ni kod pacijenata sa NiT1 veca nego vrednosti koje su propisane od
strane WHO za dnevni unos Ni putem hrane. Stoga je pre svake primene legura NiTi kod
pacijenata neophodno detaljno ispitivanje njihovih korozivnih osobina i efekti na imunski

sistem.

Biokompatibilnost CuAINi legura, pogotovo onih koje su pripremljene RS metodom
nije poznata. Nedavno su Coli¢ i sar. [268] pokazali da CuAINi SMA takode mogu biti
upotrebljene u biomedicini, ali da je prethodno neophodna njihova obrada RS valjanjem
rastopine. Naime, RS CuAINi su znafajno rezistentnije na koroziju u poredenju sa
konvencionalnim CuAlINi legurama, obzirom da se znafajno manje Cu 1 Ni oslobada u

medijum u toku kondicioniranja.
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1.5.3.4 Toksi¢nost metalnih jona

Biokompatibilnost metalnih legura u velikoj meri zavisi od njihovog elementalnog
sastava 1 prisustva kontaminanata na povrSini unetih tokom njihove metalurske obrade
[267]. Metalni joni se mogu osloboditi u bioloske sisteme i narusiti delikatan balans
mikroelemenata u okruzenju bioloskih tkiva, kao i u celom organizmu [302]. Elementi kao
Sto su Si, V, Cr, Fe, Co, Cu, Ni, Zn i Mo su prisutni u razli¢itoj meri u implantatima, a
predstavljaju i esencijalne elemente u ljudskom organizmu. Sa druge strane, nije pokazana
nikakva funkcija metalnih jona Ti, Zr i Al u fizioloskim usovima [302], 1 njihovo prisustvo
u organizmu je posledica slucajnog unoSenja iz spoljnje sredine. Razlike u toksi¢nosti
pojedinih jona metala su u vezi sa njihovom solubilno$¢u, apsorpciji, nac¢inu transporta,
hemijskoj reaktivnosti, i kompleksima koje formiraju u organizmu. Osim toga, kristalnost
jedinjenja se takode mora uzeti u obzir kada se razmatra njegova toksi¢nost. Na primer, NiS
je kristal koji izaziva kancer u 100% slucajeva, dok u amorfnom stanju Ni nije karcinogen

[303].

Osnovi efekat metala na bioloSke sisteme je stimulacija oksidativnog stresa, a
mehanizmi su sli¢ni za razli¢ite metale. Joni kao $to su Fe, Cu 1 Cr mogu direktno uticati na

formiranje ROS po tipu Fentonove reakcije:
MX)+ 0, — M(X-1) + O,
20,7°+2H" —  H0,+0;
M(X-1) + H,O, - M(X) + 'OH + OH"
gde je M predstavlja pomenute metalne jone, a X njihovu valencu.

Fe je esencijalni nutrijent 1 vezan je u Fell obliku, dok Felll nije dostupan u
organizmu. Sposobnost Fe da vrsi katalizu je povezana sa njegovom osobinama da menja
valencu, na osnovu ¢ega su joni Fe potentni generatori ROS. Menjaju¢i valencu Fe moze
preuzeti elektron od jednog kiseonickog radikala, kakav je superoksidni anjon (O;7), i

predati ga vodonik peroksidu, ¢ime se generiSe hidroksil radikal (OH). Fe je vazan
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katalizator u razli¢itim homeostatskim i sintetskim reakcijama. Pokazano je da lipidna
peroksidacija zahteva prisustvo Felll i Fell, koji su vezani u kompleksu preko kiseonika
[304]. Stvaranje slobodnih radikala i lipidna peroksidacija od strane Fe posredstvom
Fentonove reakcije je snazno potencirana u prisustvu ADP, histidina, citrata i drugih
helatora [305]. Prekomerno unosenje Fe je povezano sa biomineralizaciom,
aterosklerozom, bolestima srca, fibrozom i1 kancerom [306, 307]. Osim toga, Fe ishranjuje
patogene bakterije uzrokujuci nepozeljne efekte po odbrambeni sistem domacina. Stoga

legure koje oslobadaju jone Fe mogu imati brojne nepozeljne efekte po pacijenta.

Co, Cr, Fe, Ni, Ti i Cu su elementi koji se smatraju izuzetno karcinogenim [302, 305,
308]. Delovanje Ni na proizvodnju ROS je posredno, obzirom da Ni dovodi do deplecije
glutationa i sulfidrila, te ima znacajan ukupan efekat na stvaranje ROS koje stimuliSu drugi
faktori. Ni izaziva povecanu lipidnu peroksidaciju, smanjenje aktivnosti glutation
peroksidaze i1 porast nivoa Fe u tkivima [309]. Nill u kulturi 3T3 ¢elija izaziva smanjenje
sulthidrila u citoskeletu i glutationu na dozno zavistan nacin [310]. Okazaki i sar.[311] su
pokazali da Co, Ni i Fe imaju sli¢an efekat na proliferaciju fibroblasta i osteoblasta u
kulturi. Ni jedan od ovih jona ne uti¢e na proliferaciju ¢elija u koncetraciji manjoj od 2ppm,
dok svi inhibiraju proliferaciju u koncentracijama ve¢im od 20 ppm. Medutim, 1 dalje je
nepoznato da li medicinski implantati na bazi ovih elemenata izazivaju tumor. Opisani su
slucajevi pacijenata kod kojih se razvitak kancera mogao povezati da dugotrajnom
implantacijom legura [302, 308]. Do sada, NiTi SMA nisu pokazale mutagene efekte in
vitro [312], kao ni karcinogene efekte in vivo, dok za CuAINi legure ne postoje ovakvi

podaci.

Cr je Cest kontaminant legura koriS¢enih u biomedicini 1 poznat alergen kod ljudi 1
zivotinja [313]. CrVI ima karcinogene efekte, dok Crlll nema [302]. Cr se u vodenim
rastvorima nalazi u obliku CrO4> jona i lako prelazi ¢elijske membrane preko nespecifiénih
nosaca. Pokazano da CrVI ima znaCajno vecu citotoksi¢nost od Ni [314]. Najvazniji

antioksidativni sistemi protiv toksi¢nosti izazvane Cr su vitamin E, C, B2 1 glutation.
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Postoji vrlo malo podataka o tkivnoj distribuciji Ti [302]. Ti se ve¢ dugo vremena
smatra metalom koji ima najbolju biokompatibilnost, usled bioinertnosti povrsinskog
oksidnog filma [315]. Medutim, stav o Ti i njegovim legurama je znacCajno promenjen u
danasnje vreme. Naime, nekoliko radova je pokazalo da Ti rastvoren u ljudskom telu moze
izazvati oslobadanje osteolitickih citokina koji dovode do slabljenja implantata [316, 317].
Pokazano je i da uzorci Ti mogu znacajno inhibirati proliferaciju pacovskih limfocita [276],
1 povecati proliferaciju fibroblasta [278]. Uzimajuéi u obzir visoku trosljivost Ti 1 Ti6Al4V
legura, 1 inhibitorni efekat na rast kostiju, Black [318] zakljucuje da ovi materijali nisu

potpuno pogodni za dugotrajnu primenu in vivo.

Cu je kofaktor brojnih enzima kao $to su oksidaze i1 oksigenaze [319], ali kada je u
obliku Cu-sulfata i drugih soli moze dovesti do akutnog trovanja i nekroze hepatocita [305],
kao 1 oste¢enja DNK [320]. Pokazano je da vecina ovih metala inicira produkciju reaktivnih
vrsta kiseoika (ROS) koji dovode do peroksidacije lipida, oste¢enja DNK, deplecije
sulthidrila i poremeéenu homeostazu kalcijuma [305]. Cu-acetat povecava mutagenost
ksenobiotika viSe od 700%, Sto je u skladu dokazima da se kompleks metala 1 ksenobiotika
direktno vezu za DNK 1 doprinose genotoksi¢nosti [320]. Cu u prisustvu hidrokinona
indukuje formiranje dvolan¢anih prekida DNK preko formiranja ROS [321], a glutation je
najvazniji antioksidacioni agens u zastiti genotoksi¢nosti indukovane sa Cu. Za razliku od
Cu, Felll, Mnll, CdII 1 ZnII ne povecavaju oksidaciju hidrokinona 1 ne stvaraju dvolancane
prekide DNK [321]. I drugi elementi kao $to su Ag, Zn, Mn, Mo i dr. imaju znacajne
bioloSke efekte kao kontaminanti na povrsini legura, i deluju preko sli¢énih mehanizama kao

ve¢ navedeni elementi u zavisnosti od primenjene doze.
1.5.3.5. Imunski odgovor na jone metala

Patoloski efekti Ni, Co i Cr su povezani sa njihovom sposobnoséu da izazovu
alergijsku reakciju [302, 322-324]. Co i Ni imaju sli¢nu sposobnost da indukuju kontakti
dermatitis [323]. Za razliku od ovih metala, smatra se da Cu retko izaziva alergijski
kontaktni dermatitis, obzirom da ima mali potencijal za senzitizaciju [325, 326]. Medutim,

postoje podaci koji govore suprotno [327, 328]. U stomatologiji se Cu navodi kao
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relevantan alergen[329, 330]. Medutim, postoji malo podataka o alergijskim reakcijama
izazvanih medicinskim uredajima, bilo da su u obliku dentalnih ili tkivnih implantata [302,
323] u kojima je prisutan Cu. Al-Waheidi [331] je pokazao da je moguca ozbiljna
alergijska reakcija na NiTi ortodontsku zicu kod pacijenta koji je ve¢ alergiCan na Ni.
Evans je pokazao da od 14 slucajeva kod kojih se razvila na alergija na protezu sa Co, 9 je
ve¢ bilo alergicno na Co [332]. Ostalo je nejasno, zasto su samo neke individue podlozne
senzitizaciji sa metalnim jonima. Opisani su ozbiljni nepozeljni efekti, kao $to je tromboza,
inflamacija 1 iznenadna smrt [333], kod nekih pacijenata sa implantatima od NiTi, §to se
moze objasniti njihovom hipersenzitivnos¢u na Ni. Ovi rezultati ukazuju na to da
funkcionalnost metalnih implantata zavisi od sposobnosti prisutnih metalnih jona da
izazovu alergiju. U tom smislu je klju¢no unapred odrediti individue koje su osetljive na
pojedinacne metalne jone. U skladu sa tim, Grimsdottier je ukazao na to da je test
stimulacije limfocita bolji za detekciju senzitivnih osoba nego test kozne/oralne zakrpe

[324].

Mehanizam senzitizacije posredovan Ni je dobro proucen. Naime Ni se vezuje za
protein, ¢ime se formira hapten koji ima imunogene osobine. Dakle, senzitizacija Ni
posredstvom haptena moZe dovesti do formiranja autoantigena ispoljenih kao strani
antigeni na MHC molekulima APC, kakve su DC [334] (Slika 1.5.3.5.1). DC migriraju u
lokalni limfni €vor 1 prezentuju antigen Ni-specificnim T ¢elijama. Ove Celije proliferiSu 1
nakon ponovnog izlaganja haptenu pokrecu inflamacijsku reakciju u kozi. Opisani su i
CD4" i CD8" Ni*"-specifi¢ni T limfociti u krvi pacijenata koji su alergi¢ni na Ni.
Aktivirane T ¢elije produkuju visok nivo IFN-y pri ponovnom susretu sa Ni*™ in vitro
[335]. Odavno je poznato da Ni, sam ili u obliku haptena, moze izazvati inflamacijski
odgovor. U ovoj reakciji keratinociti imaju vaznu ulogu, obzirom da produkuju IL-18
nakon ekspozicije jonu Ni*" [336], a signalni mehanizmi koji su ukljuéeni u ovu aktivaciju
zavise od aktivnosti NF-kB [337]. Medutim, do nedavno nije bilo poznato zaSto Ni-protein
aktivira DC, ali ne moze indukovati senzitizaciju DC miSeva bez dodatne aktivacije sa
adjuvansom [338]. Schmidt i sar. [339] su nedavno pokazali da humani TLR4 moze

prepoznati kompleks Ni-proteina i pokrenuti signalnu kaskadu preko NF-kB unutar DC. Pri
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tome je istovremeno iskljucena uloga Langerhansovih ¢elija koze koje nemaju ispoljen

TLR4 na povrsini, ve¢ je proces senzitizacije posredovan isklju¢ivo TLR4" dermalnim DC.

Metal sa Ni LT éelija
Epidermis 15 / .A
o LC\l Ni?*specifi€ni
o vl ) O TR |
\ 7 e
Q
MHC
- \\ﬂb/
=5 () # Dermalne
A e el ——
Dermis o Nit*e [£_DC .|
-5\3 NES MHC
MD2 / N
_l NFxB
& (g
N S

DC

Slika 1.5.3.5.1 Odgovor dermalnih DC na Ni*" jone.

DC pomoéu TLR4 i MD2 prepoznaju Ni*', sam ili vezan u hapten, aktiviraju se, obraduju hapten i

ispoljavaju ga Ni**-specifi¢nim T éelijama u lokalnom limfnom &voru. Preuzeto iz [334].

1.6. KARAKTERISTIKE NANOMATERIJALA

1.6.1. Istorijski razvoj nanomaterijala

Nobelovac Richard P. Feynman je 29. decembra 1959. godine na Kalifornijskom
institutu za tehnologiju u okviru godiSnjeg sastanka Ameri¢kog drustva fizi€ara odrzao
vizionarsko predavanje koje ¢e kasnije postati jedno od najuticajnijih predavanja 21 veka, a
moze se smatrati pocetkom moderne nanotehnologije. Inspiracija za ovo predavanje je

proistekla iz osnove funkcionisanja bioloSkih sistema:

»Bioloski sistemi mogu biti ekstremno mali. lako je vecina Celija prilicno mala, one
su veoma aktivne, proizvode razlicite supstance, idu naokolo, migolje se, i rade sve te divne

stvari, a sve u okviru veoma malih dimenzija. Osim toga, one skladiste informaciju.
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Zamislite mogucnost da i mi mozemo napraviti tako male stvari koje rade ono sto im

«

kazemo, da napravimo objekat kojim se moze upravljati na tom nivou. ** - iz predavanja RP

Feynman ,,Ima jo$ obilje prostora tamo dole* /340].

Da je uticaj njegove vizije bio ogroman govori i Cinjenica o velikom broju otkri¢a
novih nanoobjekata i metoda njihove izrade od 1980-2005. godine (Slika 1.6.1.1).
Nanomedicina predstavlja primenu nanotehnologije u medicini, i zasniva se na tri osnovne i
moéne molekularne tehnologije koje su josS u povoju [341] (Tabela 1.6.1.1):
nanomaterijalima 1 nanouredajima (razvijaju se kao dijagnosticki biosenzori, nosaci za
ciljanu dostavu lekova, i pametni lekovi), molekulskoj medicini (bazira se na principima
genomike, proteomike, i dizajnu vestackih mikroorkagnizama), i moleklskim masinama —
nanorobotima (omoguci¢e istovremenu dijagnostiku 1 uniStavanje uzroka nastanka
patologije, hromozomskih rearanZamana, i ¢elijsku hirurgiju in vivo). Stoga je neophodno
blize upoznati se sa karakteristikama najperspektivnijh nanomaterijala koji se aktivno
razvijaju za upotrebu u biomedicini, bilo kao alat za dijagnosti¢ke procedure ili kao nosaci

za cilljanu dostavu lekova.
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1905 Ajnstajn objavljuje rad u kome procenjuje veliCinu molekula glukoze
na inm

1931 Max Knoll i Ernes Ruska- otkrice elektronskog mikroskopa

1959 Nobelovac Richard Feynman odrzava predavlanje ("Ima jo§ mnogo
mesta na dnu”), na godiSnjem sastanku drustva fizi€ara Amerike.
1974 Daje principe manipulisanja atomima i generisanja malih masina
Pocinje razvoj
molekularne
elektronike.
Skovana re¢

Nanotehnologija

1959 Koloidne nanocestice zlata iskoriS¢ene kao probe u elektro.
nskoj mikroskopiji i imunocitohemiji

1981 Zacetak ideje od molekularnim masinama sliénim enzi-
ma i ribozomima

1984
Prvi opis dendrimera i metod
za pripremu poliamidoamin
dendrimera

1985 Otkrice fulerena od trane Curl R, Smalley R i

Kroto H, nobelova nagrada 1996 u oblasti hemije
1987

Ciljanje kancera nanocesticama sa

monoklonskim antitelima 1987 Objavljena vizionarska knjiga o potencijalu

nanotehnologije (Motori kreacije, Drexler)
1988
Konstrukcija veStackih molekula koji intera-

guju medusobno (Nobelova nagrada, Lehn) 1990 Videni atomi pomocu tunelovanog ske-

niraju¢eg mirkoskopa (Nobelova

Otkriée ugljeniénih nanocevi 1992 nagrada Eigler i Schweizer)

1994 Prve dostave leka pomocu

nanocestica
1995

FDA odobrila Doxil, lipozomalnu formulaciju
doksorubicina intracenskog hemoterapeutika za Kapros
sarkom 1995

Prvo koriséenje nanokristala kao bioloskih obeleZivaca, bolji
su nego klasic¢ni fluorofori

1997 Osnivanje prve nanotehno-
loske kompanije- ZyvexCo

1998 upotreba reci
Nanomedicina
2003
Objavljenja Nacionalna Nanotehnolo§ka inicijiativa u SAD 003
FDA odobrava upotrebu NanoCrystal tehnologije, sa fromulacijom
imunosupresanta sirolimus-Rapamicin 2003

Senat SAD odobrava Akt za razvoj nanotehnoloskih istrazivanja

2005
FDA odobrava Abraxane, nanotehnologiju baziranu na takanu, za tretman
kancera dojke. Nanocesticna forma leka prvazlilazi nerasvrornost leka koji su
se deSavali kod paklitaksela i izbegava se koris¢enje toksicnih rastvaraca

Slika 1.6.1.1 Razvoj nanotehnologije i nanomedicine od 1905-2005.
Modifikovano prema [3].
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Tabela 1.6.1.1 Predmeti prouc¢vanja oblasti nanomedicine u XXI veku

Oblast nanomedicine Predmet proucavanja
Nanodijagnostika Molekularna dijagnostika
Nanoendoskopija
Nanooslikavanje
Nanotehnoloska dostava lekova Lekovi sa boljom dostavom u organizam
Regenerativna medicina Tkivni inZenjering na bazi nanotehnologije
Transplantaciona medicina Egzomi donorski dendritskih ¢elija za transplantaciju organa

bez upotrebe lekova

Nanorobotika Vaskularna hirurgija nanorobotima
Nanoroboti za detekciju i uniStavanje kancera

Implantati Biokompatibilni senzori koji premoscuju vezu izmedu
elektronskog i nervnog strujnog kola
Trajni vestacki organi i tkiva rezistentna na odbacivanje
Implantacija oblozenih stentova u koronarne arterije koje
oslobadaju lek i sprecavaju ponovnu okluziju
Implantacija nanopumpi za dostavu lekova

Neinvazivna hirurgija kateterima Minijaturni nanosenzori implantirani u kateter koji
omogucavaju sakupljanje podataka u realnom vremenu
Nanohirurgija bazirana na interakciji nanocestica i spoljasnje

energije (npr. infracrveno svetlo).

1.6.2. Karakteristike nanocCestica zlata

Nanocestice zlata (engl. gold nanoparticles, GNP) imaju brojne fascinantne osobine

ukljucujuéi elektricne, magnetne i opticke osobine koje zavise od njihove veli¢ine (kvantni

......

katalizatora do bioloske primene kao nosaca lekova. Daniel 1 Astruc [342] su bili u pravu

kada su rekli da ¢e GNP predstavljati klju¢ne materijale na pocetku 21 veka.
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1.6.2.1 Kvantni efekat nanocestica

FiziCaru su jo$ ranije predvideli da nanocestice veli¢ine 1-10nm imaju elektronsku
strukturu koja je, u skladu sa pravilima kvantne mehanike, veoma specifi¢na [343]. Naime,
fizicke osobine nanocestica zlata se znacajno razlikuju od osobina koje ima makroskopski
metal zlata, i od osobina koje imaju atomi zlata, a u velikoj meri zavise od veli¢ine
partikula, distance izmedu partikula, tipa zasStitnog omotaca oko partikula i njihovog oblika
[344]. Nekoliko slobodnih elektrona zlata koji su preostali u nanocestici, podlezu procesu
tunelovanja izmedu susednih nanocestica, §to se moze detektovati merenjem njihove
impendance. Efekat kvantne veli¢ine se dobija kada je De Broglieva talasna duzina
valentnih elektrona istog reda veli¢ine kao i sama veli¢ina Cestice. Tada se partikule
ponasaju kao elektri¢ne, nulto-dimenzionalne kvantne tacke, u skladu sa zakonima kvantne
mehanike. Slobodni elektroni su zarobljeni u okvirima nanocestica 1 pokazuju

karakteristi¢na kolektivna kretanja odredene frekvencije, $to je definisano kao plazmon.
1.6.2.2 Povrsinska plazmon rezonanca

Plazmon je definisan kao kolektivno oscilatorno kretanje slobodnih elektrona preko
metalne strukture ekscitirane elektromagnetnim talasom. Kao §to se uo€ava na slici
1.6.2.2.1, slobodni elektroni nisu vezani u nukleus, ve¢ osciluju u pravcu delovanja EM
polja, u fizickim okvirima metalnog materijala, daju¢i pri tome naizmenicnu struju. Usled
sudara elektrona sa metalnom reSetkom, energija kretanja slobodnih elektrona podleze
otporu 1 kineticka energija elektrona se rasipa. Kao 1 kod drugih oscilacija, i ovde postoji
rezonantni mod kada je ovo rasipanje energije minimalno. Ako je rezonanca plazmona
istog reda veli¢ine kao 1 frekvencija EM talasa, oscilacije elektrona formiraju opticki dipol
koji moZe da reemituje apsorbovanu svetlost. Na osnovu ovih osobina su nanocestice zlata
upotrebljavaju u dijagnosticnom oslikavanju ¢elijskih struktura. Nanocestice imaju
specifi¢nu plazmon rezonancu (engl. plasmor resonance band, PRB) koja se uocava blizu

530nm kod GNP veli¢ine 5-20nm.

Kod semikonduktorskih CdSe nanoCestica, promena veli¢ine zna¢i 1 promenu

optickih osobina, dok kod sfericnih GNP promena veli¢ine neznatno menja opticke

56



osobine. Sa druge strane, promena odnosa duZzine i Sirine nanoStapi¢a zlata, drasticno
menjaju opticke osobine ovih nanocestica (Slika 1.6.2.2.2). Obzirom da se slobodni
elektroni kroz GNP mogu kretati i kroz unutrasnjost nanocestice i po povrSini, samo
povrsinski elektroni doprinose optickim osobinama GNP. Stoga se za nanocCestice definiSe
povrsinska plazmon rezonanca. Kako se menja oblik i veli¢ina nanocCestica menja se i

ukupna geometrija nanocestica koja uzrokuje promenu u oscilatornoj frekvenciji elektrona.

oA
©
o
2
O Nanocestice
—
E ~
o
w
Talasna
duzina

Slika 1.6.2.2.1. Sematski prikaz Plazmona, oscilacije elektrona u okviru GNP po

uticajem elektromagnetnog zracenja [345].
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Slika 1.6.2.2.2 Emisija fluorescence od strane (CdSe)ZnS kvantnih tacaka razlicitih

veliCina (levo), 1 apsorpcija svetla od strane GNP razli¢itih oblika i veli¢ina (desno)[345].

Nanostapi¢i imaju dve plazmon rezonance, jednu transferzalnu, na oko 520nm, i
drugu, longitudinalnu plazmon rezonancu, na ve¢im talasnim duzinama. Transverzalna
povrsinska plazmon rezonanca ne zavisi od odnosa duZine 1 Sirine, 1 ista je kao plazmon
rezonanca sferi¢nih GNP. Longitudinalna povrSinska plazmon rezonanca se povecava sa
povecavanjem odnosa duZzine i Sirine nanoStapi¢a [346]. Trouglaste nanocestice se mogu
sintetisati fotohemijskim i hemijskim metodama [347], a opticke osobine ovih nanocestica
u velikoj meri zavise od geometrije njihovih uglova i ivica. Skraéivanje ivica izaziva
pomeraj povrSinske plazmon rezonance ka plavom spektru [346-348]. Diskovi takode
pokazuju zavisnost plazmon rezonance od odnosa veli¢ina koje ga definiSu [349]. Bez
obzira na krajnji oblik nanocestica, svi imaju osnovnu strukturu gusto pakovanih atoma
zlata u odredenom prostornom rasporedu koji omoguéavaju njihove specificne opticke

osobine.
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1.6.2.3. Sinteza nanocestica zlata

Definisane su brojne metode za generisanje nanoCestica. U osnovi postoje dva
pristupa za dobijanje materijala nanometarske veli¢ine [350]. Prvi pristup polazi od atoma
koji se grupiSu i generiSu nanostrukture, dok drugi pristup polazi od makroskopskog
materijala kod koga se uklanja viSak materijala i ostaje samo nanostruktuirani materijal.
Uobicajene tehnike koje koriste prvi pristup su fotolitografija i litografija elektronskim
zracima[345, 351]. Drugi pristup ukljucuje hemijske, elektrohemijske, sonohemijske,
termalne 1 fotohemijske redukcione tehnike [342, 347, 352]. Kod ovih metoda se koriste
agensi koji stopiraju rast Cestica na kontrolisan nacin [353]. Ovi agensi, kao $to su
surfaktanti ili polimeri, se koriste i u cilju prevencije agregacije i precipitacije metalnih
nanocestica. Kontrolisanjem vremena redukcije i koncentrace stopiraju¢eg agensa moguce
je relativno lako odrediti veli¢inu i1 oblik nanocestica. Sfere [342, 347, 352], Stapici [354],
kocke, diskovi [352], zice, cevi [355], razgranate strukture, trouglaste prizme [356] i
tetraedarne nanocestice su sintetisane od Au, Ag i Pt razli¢itim metodama redukcije uz
pomo¢ stabilizirajuéih agenasa. Zapremine u kojima se vrSe sinteze nanocestica su prili¢no
male, pa se Cesto dobijaju razli¢ite nanoCestice u svakom eksperimentu. Osim toga, ove
nanocestice mogu biti kontaminirane 1 hemikalijama koje se koriste u sintetskoj proceduri.
Najpoznatiji metod sinteze GNP je redukcija HAuCly pomocu citrata [342]. Ovakav
protokol omogucava sintezu GNP oko 20nm. Variranjem odnosa redukujuceg 1
stabiliziraju¢eg agensa moguce je sintetisati GNP razlicitih veli¢ina (16-147 nm) [357].
Citrati prvo redukuju so zlata i indukuju nukleaciju, a nakon toga adsorbuju za povrSinu

nanocestica 1 daju im koloidnu stabilnost [358].
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Pecnica

. . Zlato
Formiranje aerosola
Haz, HCI —
-0 - - N — H,, HCl—»

Haz, HCI — J L
Lot
Au,HCI

2HAuUCl; «— AuzClg + 2HCI 2

Boce za ispiranje
Voda etanol

HAUCl.g(aq)

Termalna dekompozicija (T=254°C) i redukcija
USP-rasprsivac Au,Clgg) + 3 Hag) «— 2 Augs) + 6 HCl(g)

Slika 1.6.2.4.1. Sematski prikaz sinteze GNP iz HAuCl, rastvora USP metodom.

USP generator formira aerosol koji se redukcionom atmosferom prenosi do pecnice i tamo termalno
dekomponuje i redukuje, nakon Cega se ispira i stabilizuje u vodenom ili etanolnom rastvoru. Preuzeto od

Stopic i sar. (neobjavljeno).

1.6.2.4. Sinteza nanocestica zlata ultrasoni¢nom sprej pirolizom

NasSa grupa je opisala novi metod sinteze nanocestica zlata iz razli¢itih prekursora
pomocu ultrasoni¢ne sprej pirolize (USP). Prvi korak u ovoj sintezi je rastvaranje zlata u
kiselini, pri ¢emu je moguce koristiti reciklirani zlatni nakit. U osnovi se metoda zasniva na
tome da se rastvor zlata prevede u aerosol pomocu ultrasoni¢nog generatora, a zatim se
prenosi putem vodoni¢ne 1 azotne atmosfere u komore za termalnu dekompoziciju.
Redukcioni agens u ovom procesu je sam gas vodonika, a veli¢ina i oblik nanocCestica se
mogu odrediti frekvencijom ultrasoni¢nog generatora, odnosno kontrolisanjem temperature
(Slika 1.6.2.4.1). Ovom metodom je moguce generisati najrazli¢itije oblike GNP (Slika
1.6.2.4.2) [11]. Medutim, biokompatibilnost 1 imunomodulatorne osobine nanocestica zlata

dobijenih ovom metodom nisu do sada ispitivani.
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(T=260°C)
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Nanostapi¢i (T=280°C) Nanokocke (T=500°C)

Slika 1.6.2.4.2. Nanocestice zlata generisane USP pirolizom pod dejstvom razli¢itih

temperatura [11].

1.6.3. Bioloska primena nanocestica zlata

Primena GNP u medicinskim i bioloskim istrazivanjima je izuzetno Siroka. Ovo se
posebno odnosi na oblast genomike, biosenzora, imunoeseja, klini¢ke hemije, detekcije 1
fototermolize mikroorganizama 1 ¢elija kancera, ciljane dostave lekova, peptida, DNK i
antigena, opticki oslikavanje bioloSkih struktura i1 pracenje celija 1 tkiva pomocu
najsavremenijih nanofotonskih sistema. Primena GNP je moguca u razli¢itim medicinskim
procedurama, dijagnostickim, terapeutskim, profilaktickim 1 higijenskim (npr.

preciS¢avanje vode) [359]) (Slika 1.6.3.1.).
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Biomedicinska primena GNP
[

[
Dijagnostika |— - Imunologija
Vizuelizacija | | Fototermalna | | Biodistribucija
i bioimidzing terapija i toksicnost
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Slika 1.6.3.1 Primena GNP u biomedicini u dijagnostici i terapiji, 1 u modulaciji

imunoloskih osobina u zavisnosti od biodistribucije i1 toksi¢nosti [211].

1.6.3.1 Vizuelizacija i oslikavanje bioloSkih struktura pomo¢u GNP

Prvobitna primena GNP je bila u elektronskoj mikroskopiji, pre svega u TEM za
detekciju biospecificnih interakcija [360] usled njihove visoke elektronske gustine. Iako
GNP mogu intenzivno da rasprSe 1 emituju sekundarne elektrone, primena u SEM nije
toliko raSirena [361]. Danas se GNP u imunoelektronskoj mikroskopiji primenjuju za
identifikaciju infektivnih agenasa i njihovih povrSinskih antigena [362]. Tokom poslednjih
nekoliko godina se pored GNP upotrebljavaju 1 nanoStapi¢i, nanoskoljke, nanokavezi,

nanozvezde 1 drugi tipovi Cestica u svetlosnoj mikroskopiji [363].

Posebno je popularna primena GNP u laserskoj konfokalnoj mikroskopiji [364]. Ova
metoda omogucava detektovanje objekata mikroveli¢ine uz pomo¢ optickog sistema koji

omogucava snimanje objekata koji dolaze samo iz ravni fokusa. Antitelima obelezene GNP
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su omogucile analizu internalizacije GNP u zive ¢elije (kao $to su ¢elije kancera) u realnom
vremenu, kao i procenu njihovog broja po Celiji [364-368]. Konfokalne mikrografije se
mogu dobiti detekcijom fluorescentne emisije ili dvofotonskog (multifotonskog)
rasprSivanja plazmonskih nanocestica. Ova druga metoda se zasniva na detekciji objekata
kod kojih se luminescenca ekscituje simultanom apsorpcijom dva ili vise fotona, pri c¢emu
je energija svakog fotona upola manja od one koja je potrebna za fluorescentnu ekscitaciju.
Dvofotonska luminescenca GNP omogucava vizuelizaciju molekulskih markera kancera na
ili unutar Celija [369-371], spora Bacillus-a [372] 1 sl. Na slici 1.6.3.1.1. je demonstriran
ovaj primer, gde je prikazon makrofaga sa intracelularnim, ili membranski vezanim GNP,
koja je snimljena u realnom vremenu iz serijskih konfokalnih slika pomo¢i dvofotonskog

izvora.

Mikroskopija sa tamnim poljem na bazi GNP je iskoriS¢ena za detekciju mikrobijskih
¢elija 1 njihovih metabolita [373], biooslikavanje kancerskih ¢elija [374] i receptora na
njihovoj povrsini [375], u istrazivanju mehanizama endocitoze [376], i u druge svrhe. Osim
toga, razvijene su i1 druge koje se mogu objediniti nazivom biofotonske metode.
Biofotonika ukljucuje sva ispitivanja koja su vezana za interakciju svetlosti sa ¢elijama i
tkivima. Neke od ovih metoda su opti¢ka koherentna tomografija, X-zracima posredovana i
magnetna rezonanta tomografija, fotoakusticna mikroskopija i tomografija, mikroskopija
korelacije fluorescence 1 druge koje su detaljno opisane u [377]. Biofotoni¢ke metode na

bazi GNP imaju veliki potencijal za biooslikavanje in vivo [378, 379].
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Slika 1.6.3.1.1. Primena GNP u analizi fagocitozne aktivnosti Zivih makrofaga

dvofotonskom mikroskopijom.

GNP (crveno), su kultivisane sa makrofagima tokom 24 sata na A) 37°C, ili B) 4°C i zatim analizirane
na osnovu plazmonskog rasprSivanja svetlosti od strane GNP u realnom vremenu serijskim 2D konfokalnim
snimcima u xyzt modu. Nakon analize je rekonstruisan 3D prikaz ¢elija za svaki trenutak t (jedan trenutak
predstavlja 1-2 sekunde u realnom vremenu), od kojih je jedan prikazan. PovrSinski sloj ¢elija je uklonjen sa
obe slike radi jasnijeg prikaza membranskih GNP na uzorcima kultivisanim na 4 °C (B), u poredenju sa

intracelularnim GNP kod uzoraka kultivisanih na 37°C (A). (neobjavljeni rezultati).

1.6.3.2 Analiticke metode na bazi nanocestica zlata

U poslednje vreme je razvijen ogroman broj analitickih i dijagnostickih procedura na
bazi GNP [211]. Imunoanaliticki metod SPIA (engl. sol particle immunoassay) koji se
trenutno najcesce koristi za kolorimetrijsku detekciju DNK razvili su Mirkin 1 sar. [380].

SPIA za detekciju DNK 1 proteina se zasnivaju na dva principa, a to su da se boja rastvora i
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apsorpcioni spektar se promene kada biopolimeri adsorbuju za nanocestice [211] i da se
boja rastvora i apsorpcioni spektri pomere ka crvenom regionu kada nanocestice pridu
jedna drugoj na distancu koja je manja od 0.1 dela njihovog dijametra [381], Sto se moze
detektovati na spektrofotometru ili vizuelno. Ove metode se uglavnom zasnivaju na GNP

konjugovanim specificnim monoklonskim antitelima.
1.6.3.3. Primena nanocestica zlata u fototermalnoj terapiji

Fototermalno oStecenje ¢elija je jedno od najatraktivnijih oblasti istrazivanja terapije
kancera 1 infektivnih bolesti [382]. U osnovi ovog fenomena je Cinjenica da GNP imaju
maksimum apsorpcije u vidljivom spektru ili spektru blizu infracirvenog spektra (engl.
near-infrared, nIR), i jako se zagrevaju kada se osvetle ovim EM zracima. Ukoliko se tada
nadu unutar ili oko ciljnih ¢elija, npr. konjugacijom GNP antitelima ili biomolekulima, te
¢elije umiru usled termalnog oStecenja. Termalna terapija kancerskih celija je poznata od
XVIII veka i tada su primenjivana lokalna toplotna zracenja (mikrotalasi, ultrasonic¢ni ili
radio talasi) ili opSta hipertermija (zagrevanje do 41-47°C) [383]. Za lokalno ozra¢ivanje do
70°C se moze Kkoristiti tretman od 3-4 min. Lokalna i op$ta hipertermija dovodi do
nepovratnog oStecenja Celija uzrokovanih oSte¢enjem celijske membrane i denaturacijom
proteina. Ovakav proces, oCekivano, pogada 1 zdrave celije 1 tkiva, zbog Cega ovakva

terapija ima brojne neZeljene posledice.

Prva revolucija u termalnoj terapiji kancera je povezana sa primenom laserskog
ozracivanja, $to je omogucilo kontrolisanu i usmerenu povredu tumorskog tkiva [384].
Kombinacija laserskog zracenja i1 opti¢kih vlakana je dala odli¢ne rezultate. Medutim,
problem kod ovakve terapije je mala selektivnost usled potrebe da se koriste laseri visoke
energije [385]. Stoga je predloZena selektivna fototermalna terapija koja se zasniva na
selektivnoj fototermolizi bioloskog tkiva koje ima hromofor, prirodnu ili veStacku
supstancu sa visokim koeficijentom za svetlosnu apsorpciju. GNP su prvi put iskoriS¢ene u
fototermalnoj terapiji 2003 [386, 387]. Pitsillides 1 sar. [388] su prvi opisali metodu za
selektivno ubijanje ciljnih ¢elija pomocu 20 i 30nm GNP ozrafenih sa 20ns laserskim

pulsom (532nm) u cilju lokalnog podizanja temperature tkiva. Posebno atraktivan pristup je

65



primena GNP u fototermalnoj terapiji tumora koji su rezistentni na hemoterapiju [389].
Sukcesivno ozraivanje sa nekoliko pulseva laserom, omogucava precizno uklanjanje
tumora bez traumatskih posledica. Dalji razvoj fototermalne terapije i njihova primena u
klini¢koj praksi zavisi od brojnih problema kao §to su: izbor nanocestica sa odgovaraju¢im
optickim osobinama, upuc¢ivanje i akumulacija GNP u tumorskom tkivu, ¢ime bi se sprecila
potencijala toksi¢nost, razvoj metoda za dostavu zraCenja do ciljnih celija i, traZenje
alternativnih izvora zracenja koji mogu zagrejati GNP. Iako sferi¢ne nanocestice same po
sebi ne apsorbuju svetlost u nIR spektru, unutar ¢elija i na membrani se formiraju klasteri
GNP koji mogu apsorbovati ovo zracenje [390]. U skladu sa tim, Huang je pokazao da mali
aglomerati GNP 30nm omoguéavaju uniStavanje tumorskih ¢elija pri zracenju koje je 20

puta manje nego zracenje koje je potrebno za ubijanje tumorskih ¢elija bez GNP [391].

Brzo zagrevanje GNP ili agregata GNP stvara mehure vodene pare koji mogu
uzrokovati oStecenje celija koje su ozracene vidljivim ili nIR svetlom [392]. Formiranje
mehura se znacajno povecava kada nanocestice formiraju agregate [390]. Stoga izgleda da
je ovaj efekat kljucan za oStecenje Celija, a ne povecana apsorpcija zraenja od strane GNP.
Kljuéni aspekt ove terapije je ciljana dostava GNP do tumora, obzirom da se tada ocekuje
veca akumulacija GNP u ¢elijama tumora Pokazano je da se PEG-om konjugovane GNP
dominantno akumuliraju u tumorskom tkivu usled povecane propustljivosti krvih sudova
tumora [393], 1 tamo se zadrZavaju usled smanjenog oticanja limfe. GNP locirane u
tumorskom tkivu su i manje vidljive za imunski sistem. Ovo je tzv. pasivna dostava GNP
do tumora, za razliku od aktivne koja se zasniva na koriS¢enju antitela [394] (Slika

1.6.3.3.1).
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Slika 1.6.3.3.1. Strategija aktivnog ciljanja GNP do tumorskih ¢elija u okviru

fototermalne terapije [211].

Aktivni metod, koji se zasniva na kori§¢enju antitela, je mnogo pouzdaniji i
efektivniji, pri ¢emu se mogu ciljati markeri kao $to su epidermalni faktor rasta (EGFR),
Her2 [395] ili TNF [396]. Osim antitela, mogu se upotrebljavati i folna kiselina koja
predstavlja ligand za brojne folatne receptore tumorske c¢elije [397], ili hormoni [398].
Apsorpcija vidljivog dela spektra od strane bioloSkih hromofora je oko dva puta veca nego
apsorpcija nIR spektra [382], pa upotreba ovakvog zraenja omogucava dublji prodor u
tumorsko tkivo. I pored toga, dubina penetracije ne prelazi 5-10 mm [399], pa je
neophodno pronaci alternativne izvore zraCenja. Jedna varijanta je koriS¢enje pulsnog
izvora, gde se moze primeniti veca snaga lasera bez povecanja nepozeljnih efekata. Drugi

je koriS¢enje optickih vlakana za endoskopske 1 intratkivne dostave zracenja.

Od fototermalne terapije se, osim direktnog ubijanja tumorskih ¢elija, ocekuje da
aktivira imunski odgovor. U tom smislu je pokazano da stimulisan imunski odgovor
posredovan T ¢elijama nakon radio 1 hemoterapije korelira sa povoljno prognozom po

pacijenta [400]. Kljucne ¢elije koje aktiviraju ovaj imunski odogovr su DC koje ispoljavaju
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TLR4 [401]. U skladu s tim je pokazano da DAMP osloboden tokom zracenja tumora
stimuliSe DC preko TLR4 i omogucéava pokretanje imunskog odogovra na tumor [402].
Medutim, nije jo§ uvek poznato da li GNP primenjene u fototermalnoj terapiji pospesuju ili

inhibiraju proces aktivacije DC i pokretanja imunskog odogovra na tumor.
1.6.3.4 Primena nanocestica zlata kao terapeutka

Abraham 1 Himmel [403] su 1997. godine pokazali da koloidno zlato moze da se
upotrebi u terapiji reumatoidnog artritisa. Isti autori su kasnije pokazali obilje klini¢nih
podataka o upotrebi Aurasol-a, oralnog preparata za terapiju reumatoidnog artritisa [404].
Tsai i sar. [405] su ukazali na pozitivan efekat terapije pacova sa GNP na modelu artritisa
indukovanog kolagenom, pri ¢emu je koloidno zlato primenjivano intraperitonealno. Ovaj
efekat je objaSnjen antiangiogenetskom aktivno$¢u GNP koje se vezuju za vaskularni faktor
rasta 1 smanjuju infiltraciju makrofaga na mesto inflamacije. Antiagiogenetski efekat GNP
je pokazan i u drugim studijama [406, 407] usled toga Sto interaguju sa heparin vezujuéim
glikoproteinima, Sto takode moze smanjiti rast tumora usled slabije angiogeneze. GNP su
iskoriS¢ene 1 kao sistem za dostavu TNF u solidni tumor pacova [408]. Medicinski preparat
na bazi GNP-TNF, nazvan Aurlmmune je namenjen za intravensku upotrebu 1 trenutno se
nalazi u tre¢oj fazi klinic¢kih ispitivanja. Nedavno su Wang 1 sar. [409], pokazali da PEG-
uzrokuju ¢elijsku smrt ovih ¢elija. Za razliku od toga, kod normalnih ¢elija se ovaj proces

ne desSava.
1.6.3.5. Primena nanocestica zlata kao nosaca biomolekula

Primena GNP za ciljanu dostavu lekova se danas najintenzivnije istrazuje. GNP su do
sada konjugovane za brojne antitumorske supstance kao S$to su pacilitaksel [410],
metotreksat [405], daunorubicin [411], gemcitabin [412], 6-merkaptopurin [413],
dodecilcistein [414], 5-fluorouracil [415], cisplatin [416], oksaliplatin [417], kahalalid F
[418], tamoksifen [419], herceptin [420], B-lapahon [421], doksorubicin [422], prospidin
[423] 1 dr. Konjugacija se obi¢no vr$i fizickom adsorpcijom ili pomocu alkentiolnih linkera,

nakon Cega se vr$i ispitivanje in vitro i in vivo. Veéina ovih preparata je pokazala da GNP
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mogu uspesno dostaviti antitumorski lek do tumora i indukovati njegovu smrt. Pored
antitumorskih supstanci, GNP se mogu koristiti i kao nosaci antibiotika i drugih
antimikrobnih lekova. Gu 1 sar. [424] su uspesno primenili stabilni konjugat GNP-
vankomicin u cilju terapije enteropatogenog i vankomicin rezistetnog soja Escherichia coli,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis. Selvaraj 1 Alagar [425] su uocili da konjugat
GNP-5-fluorouracil, anti-leukemik, ima i znacajnu antibakterijsku i antigljivicnu aktivnost.
Stabilnost ovih konjugata je potvrdena specificnim optickim spektrom koji ovi konjugati
poseduju. Osim toga, GNP se mogu konjugovati sa antioksidansima, kao Sto je tokoferol
[426], ili antivirusnim lekovima kao §to je TAK779 protiv HIV [427]. Na kraju ne treba
zaboraviti primenu GNP u genskoj terapiji. Pokazano je da ove nanocestice mogu efikasno

dostaviti siRNK u citoplazmu i jedro ¢elija [428-430].
1.6.4. Biokompatibilnost nanocestica zlata

1.6.4.1 Citototoksi¢nost in vitro

Ubrzan razvoj nanotehnologija neminovno nameée pitanja o sigurnosti
novosintetisanih nanomaterijala. S tim u vezi su definisani termini kao Sto su
,hanotoksikologija®, ,toksi¢nost nanomaterijala® 1 ,nanosigurnost“ [431]. Podaci o
toksicnosti GNP su 1 dalje kontradiktorni usled brojnih razlika u eksperimentalnom dizajnu,
veli¢ini nanoCestica, obliku, metodama funkcionalizacije, in vitro 1 in vivo sistema

ispitivanja, kao 1 nacina administracije GNP.

Studije citotoksicnosti in vitro su u velikoj meri koristile tumorske fibroblaste
(HeLa), celije leukemije (K562), celije humanog hepatokarcinoma (HepG2), celije
humanog karcinoma dojke (SK-BR-3), i druge, a toksi¢ni efekti su najces¢e proucavani
MTT esejom. U ovim radovima je pokazano da su povrSinske karakteristike GNP od
presudne vaznosti za njihovu citotoksi¢nost. U tom smislu je pokazano je da nanocestice
koje su funkcionalizovane kvaternanrim aminima, izazivaju 7 puta vecu toksi¢nost nego
anjonske partikule u kojima su amino grupe zamenjene karboksilnim [432]. Sli¢no tome,

Niidome 1 sar. [433] su pokazali da nanosStapi¢i oblozeni CTAB om nanoStapi¢i imaju
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visoku citotoksicnost, dok nanostapi¢i istih dimenzija oblozeni sa PEG-SH nemaju toksi¢ni

efekat ni pri 10 puta ve¢im koncentracijama.

Veli¢ina nanocestica takode predstavlja kljucan faktor koji odreduje efikasnost
endocitoze GNP [188], i vezivanje za B-formu DNK [434]. Stoga se moze re¢i da je
toksicnost GNP u velikoj meri zavisna od njihove veli¢ine. Pan i sar. [435] su detaljno
ispitivali zavisnost velicine GNP i njihove toksi¢nosti na 4 Celijske linije (HeLa, SK-Mel-
28. 1929, J774A1) koriste¢i 0.8 nm (8 atoma zlata), 1.2nm (35), 1.4 nm (55) i 1.8 nm
(150), 1 15 nm GNP stabilizovane derivatima trifenilfosfina. Na osnovu MTT eseja je
zakljuCeno da 1.4 nm izazivaju najvecu citotoksi¢nost (ICsy 30-46 uM), dok 0.8, 1.21 1.8
imaju manju toksi¢nost (ICsy 140-250 uM), a GNP 15 nm nisu bile toksi¢ne ni pri
koncentracijama koje su 100 puta vece. Klasteri 1.4 nm su indukovali nekrozu ¢elija dok su
klasteri 1.2 nm izazivali apoptozu cCelija. Toksi¢nost 1.4 nm klastera je pokazana i ranije
[436], a razlog tome je Sto se Auss klasteri vezuju za B-formu DNK obzirom da po velic¢ini

odgovaraju velikom Zlebu dsDNK.

Za razliku od navedenih studija, pokazano je da funkcionalizovane GNP imaju
znacajno manju toksicnost in vitro. Citotoksi¢nost GNP veli¢ine 20nm oblozenih sa BSA
nije uocena u kulturi HeLa c¢elija 1 3T3/NIH celija [437]. Slicno tome, PEG-om oblozene
GNP 15 nm nisu toksi¢ne za MDA-MB-231 u koncentraciji do 100 pg/ml [438], kao Sto
nisu ni GNP 30nm obloZene PEG-om u kulturi HepG2 ¢elija [439]. Khan 1 sar. [440] su
pokazali da 18nm GNP nemaju toksi¢ni efekat na HeLa Celije, ali 1 to da ne menjaju
transkripcioni procese u ovim celijama. Isti pristup 1 veli¢inu GNP su koristili 1 Li 1 sar.
[441] koji su pokazali da GNP oblozene folnom kiselinom takode nisu citotoksi¢ne.
Salmaso 1 sar. [442] su pokazali da nefunkcionalizovane 1 poliakrilamin funkcionalizovane
GNP 18nm nisu toksi¢ne za éelije adenokarcinoma dojke. Cak je i u ispitivanjima
ne menjaju vijabilnost ovih celija [443]. Shukla i sar. [186] su se fokusirali na
citotoksi¢nost 1 imunogenicnost GNP 3.5nm u kulturi RAW264.7 makrofagne linije.
Pokazali su da GNP prodiru u intracelijski prostor, ali nisu citotoksi¢ne niti imunogene u

koncentacijama do 100 uM, te je zakljuceno da su GNP potpuno biokompatibilne.

70



Funkcionalizacija GNP znafajno moze uticati na njihovu citotoksi¢nost. Ryan i sar.
[444] su analizirali toksi¢nost Snm GNP u zavisnosti od broja peptida koji za njih
adsorbovani. Pokazali su da se sa povecanjem adsorbovanih molekula sa 30-150,
prezivljavanje ¢elija smanjuje sa 98% na 66%. Sun 1 sar. [445] su proucavali toksi¢nost 13-,
30-, i 60nm GNP konjugovanih CALNN peptidima koji povecavaju intracelijsku
penetraciju. Ovi autori su uocili da 0.02-0.08 nM GNP ne izazivaju znacajno smanjenje
vijabilnosti HeLa celija (80-95%). Medutim, 0.16 nM GNP smanjuje vijabilnost na 60%,
dok 0.32nM na ¢ak 10%. Na osnovu navedenih studija se uo€ava da citotoksi¢nost GNP
moze zavisiti od brojnih parametara koje je neophodno ispitati pre njihove biomedicinske

primene.
1.6.4.2 Citototoksi¢nost in vivo

Cho 1 sar. [446] su pokazali da se 13nm PEG-GNP, primenjene u jednoj dozi
intravenski u miSevima, nakon 7 dana akumuliraju u jetri i slezini, i da dugo cirkuli$u u
krvi. TEM analiza je pokazala da se ove nanocestice nalaze u citoplazmatskim vezikulama i
lizozomima Kupferovih ¢elija i slezinskih makrofaga, $to je bilo povezano za povecanom
inflamacijom i apoptozom hepatocita kod ovih Zivotinja. 5 nm GNP su primenjivane i
intraperitonealno kod misa 1 pacova u dozi od 2 pg/kg. Nakon razliitog vremenskog
perioda, Zivotinje su zrtvovane 1 histoloSka analiza je pokazala da se GNP najviSe
nakupljaju u slezini kod misSeva, dok se kod pacova najve¢i broj nalazio u Kupferovim
¢elijama jetre. 4 sata nakon primene GNP je uocena povecana mitotska aktivnost hepatocita
[447]. Cho 1 sar. [448] su izvr$ili geneticku analizu hepatocita miSeva kojima su intravenski
date PEG-GNP 4 1 100nm, i pokazali da se nakon 4 sata znac¢ajno menja ekspresija gena u
ovim c¢elijama. Promenjena ekspresija je uocena kod gena vezanih za apoptozu, celijski
ciklus, inflamaciju i metabolizam. Druge studije su pokazale da GNP izazivaju kod
hepatocita povecanu ekspresiju gena za detoksifikaciju, lipidni metabolizam, ¢elijski ciklus
1 cirkadijalni ritam [449]. Chen 1 sar. [450] su na modelu BALB/C miSeva pokazali da 3-,
5-, 50- 1 100nm GNP primenjene intraperitonealno ne izazivaju Stetne efekte, dok su 8-,
12-, 17-, 37nm GNP izazvale gubitak apetita, promenu boje krzna i gubitak na tezini kod

ovih miSeva. PatoloSka analiza jetre je pokazala povecanje broja Kupferovih ¢elija, gubitak
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strukturnog integriteta pluc¢a i difuziju bele pulpe u slezini. Lasagna-Reeves i sar. [451] su
pokazali da koncentracija GNP u krvi ne raste sa povecanjem intravenske doze, dok u svim
drugim organima raste proporcionalno. Iako je u mozgu koncentracija GNP bila najmanja,
autori su pretpostavili da je akumulacija GNP u mozdanom tkivu moguca usled
propustljivosti krvno-mozdane barijere za GNP. Vrlo je vazan podatak ovih autora da nije
detektovana nikakva akutna toksi¢nost, ukljucuju¢i brojne parametre kao Sto je
prezivljavanje, telesna masa, morfologija organa, biohemijski parametri krvi i tkivna
histologija. Kim 1 sar. [452] su intravenski aplikovali 20nm GNP koje su mogle da produ
krvno-retinalnu barijeru i da se distribuiraju u svim ¢elijama retine, pri ¢emu nisu izazvale
citotoksi¢nosti. Stoga mozemo re¢i da GNP mogu predstavljati potencijalan hazard za
ljudsko zdravlje, ali da same GNP ili konjugati nisu toksi¢ni a priori, §to ukazuje na

neophodnost da se sve GNP podrobno ispitaju pre upotrebe kod ljudi.
1.6.4.3 Imunoloski efekti nanocestica zlata

Jo$ od 1920. godine su imunoloske osobine koloidnih metala, pogotovo zlata,
predstavljale atraktivnu oblast istrazivanja. Zilber 1 Friese su 1929. godine uspesno dobili
aglutinirajuci serum na koloidno zlato, nakon ¢ega je prvi slede¢i pokusaj uraden 80 godina
kasnije 2006. godine [423]. Dykman 1 sar. [453] su predlozili tehnologiju za proizvodnju
antitela na razli¢ite antigene, pri ¢emu su antigeni adsorbovani direktno na povrSinu GNP
bez direktnog vezivanja. Naime, pokazano je da imunizacija zivotinja konjugatom GNP-
antigen, sa ili bez Freund-ovog adjuvansa, izaziva specifi¢nu, visokotitarsku produkciju
antitela na razlicite antigene 1 to bez kontaminirajucih antitela. GNP mogu stimulisati
produkciju antitela kod zeCeva, pacova, miSeva, pri ¢emu je koli¢ina neophodnog antigena
znacajno manja u poredenju sa onom koja je potrebna u konvencionalnim metodama

imunizacije.

GNP mogu predstavljati nosa¢ antigena koji aktivira fagocitnu aktivnost makrofaga.
Pokazano je da GNP 1 njihovi konjugati stimuliSu respiratornu aktivnost celija
retikuloendotelnog sistema 1 aktiviraju mitohondrijske enzime makrofaga [454]. Ova

stimulacija najverovatnije predstavlja uzro¢ni faktor za adjuvantne osobine koloidnog zlata.
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GNP konjugovane antigenima indukuju aktivaciju T ¢elija i njihovu proliferaciju in vivo.
Medutim do sada ni jedan rad nije pokazao koji su mehanizmi adjuvantnog delovanja GNP.
Moguce objasnjenje su dali Pow 1 Crook [455] ukazujuéi na to da je odgovor makrofaga na
korpuskularne antigene odgovoran za ovakav efekat. Ovo su potvrdili 1 drugi istrazivaci
koji su ispitivali mehanizam delovanja DNK vakcina na bazi GNP [456], a uloga
Kupferovih i1 Langerhanovih ¢elija u razvoju imunskog odgovora je takode pokazana.
Vallhov i sar. [457] su ukazali da efekat GNP na DC i razvoj imunskog odgovora zavisi od
LPS na povrSini GNP. Naime, kontaminirane GNP su izazivale fenotipsku i funkcionalnu
maturaciju DC, ali GNP bez LPS nisu. Sli¢ni rezultati su potvrdeni i od strane Villiers i sar.
[443]. Bastus i sar. [458] su pokazali da GNP sa peptidima prolaze u citoplazmu makrofaga
1 indukuju njihovu aktivaciju. Naime, ovi autori su pokazali su da konjugovane GNP
interaguju sa TLR4 na makrofagima, nakon ¢ega nanocestice prolaze u ¢eliju i indukuju
sekreciju proinflamacijskih citokina (TNF-o, IL-1p i IL-6). Franca i sar. [459] su pokazali
da bez obzira na veli¢inu, GNP bivaju internalizovane od stane makrofaga razliitim
putevima, ukljucujuéi tu i fagocitozu i pinocitozu. Ako se jedan od ovih puteva blokira,
GNP ulaze drugim putem. GNP, ¢ija je hidrodinamicka veli¢ina ispod 100nm, se mogu
fagocitovati. Fagocitoza anjonskih GNP od starne RAW264.7 ¢elija je posredovana SR A
[460]. Pokazano je da PEG-om oblozene GNP inhibiraju LPS indukovanu produkciju NO 1
ekspresiju iINOS kod makrofaga. Yen 1 sar. [461] su pokazali da GNP smanjuju broj
makrofaga i povecavaju njihovu veli¢inu, §to je pra¢eno povecanjem produkcije IL-1, IL-6
1 TNF-o. Pokazano je da nekonjugovane GNP izazivanu proliferaciju limfocita i NK ¢elija,
kao 1 da povecavaju produkciju IL-2 [211]. Uzimaju¢i u obzir navedene studije, mozemo
ista¢i da su imunomodulacijski efekti GNP jos§ nedovoljno prou€eni, pogotovo mehanizmi
njihove interakcije sa APC. Rezultati koji ukazuju na adjuvantne efekte GNP, ukazuju na
potencijalnu opasnost dugotrajne primene GNP kao nosaca za ciljanu dostavu lekova, $to je

neophodno nezavisno ispitati.
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1.6.5. Karakteristike ugljeni¢nih nanocevi

Do nedavno su bile poznate samo dve alotropske ugljeni¢ne strukture, dijamant i
grafit. Avgusta 1985.godine su Smaley i sar. poceli ¢uvene eksperimente na isparavanju
grafita i odmah naiSli na iznenadujuce rezultate. U gasnoj fazi ugljeni¢nih klastera,
detektovanih masenom spektroskopijom, nasli su da je Cgo klaster najces¢i. Kljucni
momenat je bio kada su ustanovili da je klaster od 60 C atoma zatvoren, i da ima
jedinstvenu stabilnost i simetriju (Slika 1.6.5.1). Iako nisu uspeli da dokazu ovu strukturu,
naredni radovi su potvrdili strukturu Cg klastera [462]. Otkri¢e Cg je objavljeno u Nature
1985. godine, $to je oznacio je novu eru u nauci o ugljeniku [463]. Wolfgang Kratschmer 1
Donald Huffman su sa saradnicima razvili nov metod isparavanja grafita koji je vodio
znatno vecoj produkciji Cg, Sto je omogucilo dalja istraZzivanja ovih materijala u mnogim
laboratorijama. Cgy je nazvan po Buckminster Fuller-u, arhitekti koji je gradio geodetske

kupole u Diznijevnom svetu, Orlando, Florida, SAD [464].

Slika 1.6.5.1. Model C¢, Bakminsterfulerena (Baki lopta)

Sumio [jima, odusevljen radom Kratschmer 1 Huffman-a, se odlucio da uradi detaljnu

mikroskopu analizu produkata metode koju su oni otkrili. Pocetne slike dobijene pomoc¢u
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TEM-a visoke rezolucije su bile lose, ¢ad koju je sakupio sa zidova suda za eletricnu
evaporaciju su izgledali kompletno amorfno i bez jasne strukture. lijima je tada obratio
paznju na ¢vrsti cilindrican depozit koji se formirao na katodi nakon elektricne evaporacije
grafita. Umesto amorfne mase, katodna ¢ad je sadrzala potpuno nove grafitne strukture od
kojih su najinteresantnije bile Suplje ugljenicne nanocevi. Njegovim radom objavljenim u
Nature 1991. godine [465] su naucnici koji su proucavali fulerene su odjednom poceli da
obracaju paznju na grafit na katodi koji je ranije odbacivan kao prljavstina. Ovaj rad, 23

godine posle objavljivanja, ima preko 31696 citata, Sto upucuje na znacaj ovog pronalaska.
1.6.5.1. Struktura i morfologija ugljeni¢nih nanocevi

C ima 4 elektrona u spoljnjem elektronskom omotacu i u osnovnom stanju ima 2s*2p”
konfiguraciju. Dijamant i grafit su dve prirodne kristalne forme Ccistog ugljenika. U
dijamantu, ugljenik ima sp’ hibridizovane atome, gde su 4 veze usmerene u uglove
pravilnog tetraedra. Ishodna trodimenzionalna mreza (dijamant) je izuzetno rigidna, §to je
jedan od razloga za njegovu tvrdoéu. Veza izmedu sp’ je 1.56 angstrema. sp> hibridizacija
C atoma formira heksagonalnu reSetku kakva se nalazi u jednoslojnom grafitu. p, orbitala je
odgovorna za slabe veze 1 van der Waals-ove veze. Razmak izmedu ugljeni¢nih slojeva je
3.35 angstrema. Slobodni elektroni u p, orbitali se krecu slobodno unutar elektronskog
oblaka 1 nisu viSe lokalni za pojedinacan ugljenikov atom, tj. delokalizovani su. Ovaj
fenomen je razlog zbog Cega grafit ima elektri¢nu provodljivost. Dijamant se, sa druge

strane, ponasa kao izolator jer su mu svi elektroni lokalizovani u veze (Slika 1.6.5.1.1).

4 4
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Slika 1.6.5.1.1 Shema sp°, sp® i sp' vezuju¢ih hibridizacija ugljenika.

Neosencene orbitale doprinose snaznoj vezi, dok osencene doprinose slabim vezama.
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Ugljeniéne nanocevi (CNT) se mogu predstaviti kao jednoslojna uvijena
heksagonalna mreza ugljenika koja je zatvorena u cev. Dumitrica i sar. [466] su pokazali da
se savijanjem grafenskog sloja u CNT unosi asimetrija u 7w orbitale, Sto razmesta
elektronski oblak na stranu suprotnu od savijanja sp” veza. Fizi¢ke osobine CNT zavise od

nacina na koji je grafenski sloj uvijen, dijametra i duzine cevi, morfologije i nanostrukture.

Ugljeni¢ne nanocevi postoje kao jednoslojne (SWCNT) ili viSeslojne (MWCNT)
strukture koje su sastavljene od viSe koncentriénih SWCNT. Ove koncentri¢ne nanocevi se
drze sekundarnim, van der Walls-ovim silama. Dimenzije dijametra se razlikuju i krecu se
od 0.5-1.5nm (SWCNT) i 2-100nm (MWCNT), dok duzina varira izmedu 20-1000nm
(SWCNT), odnosno 1-50 pum (MWCNT). SWCNT su bolje za ispitivanje fundamentalnih i

strukturnih osobina CNT, obzirom da druge interakcije mogu ometati analizu CNT.
1.6.5.2 Sinteza ugljeni¢nih nanocevi

MWCNT su prvobitno otkrivene u ¢adi metodom elektri¢nog praznjenja [465]. Ovaj
metod je koriS¢en mnogo pre toga za produkciju karbonskih vlakana i fulerena. Ijimi i
Ichihlashi-u [467] je trebalo 2 godine da sintetiSu SWCNT pomoc¢u metalnog katalizatora
metodom elektricnog praznjenja, a ovaj metod je znacajno unapreden kasnije [468], Sto je
omogucilo sintezu znatno vece koli€¢ine CNT. Napredna metoda se svodi na elektricno
praznjenje izmedu dve grafitne elektrode u reaktoru u He atmosferi (660mbar). Anoda ima
rupu na svoj kraju koja je napunjena katalizatorima (Ni-Co, Co-Y, ili Ni-Y) i grafitnim
prahom. TEM analiza je potvrdila da se ovom metodom dobija oko 80% karbonskih

vlakana dijametra 5-20nm.

Znacaj progres je postignut primenom laserske ablacije sveznjeva SWCNT, ¢ime se
dobijaju nanocevi malog dijametra [469]. I u ovoj metodi se koriste katalizatori kao $to su
Ni i Co, a reakcija se odvija na 1200°C. Pokazano je da se ovom metodom dobija vise od

70% SWCNT 1 da je dominantna forma (10,10) metalnog karaktera. Pretpostavlja se da je
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rast nanocevi kod ove metode posredovan Ni i Co atomima koji hemisorbuju na otvoren

kraj nanocevi, ¢ime sprecavaju formiranje fulerena.

Kataliticki rast nanocevi se vrSi hemijskom dekompozicijom iz pare (engl. chemical
vapour decomposition CVD), metodom koji su prvi koristili Yacaman i sar. [470]. CVD
metoda ukljuc¢uje dekompoziciju ugljenih hidrata pomocu katalizatora, obi¢no etilena ili
acetilena, u reakcionoj cevi na 550-750°C. Najbolji rezultati se dobijaju ako su Fe, Ni ili Co

prisutni kao katalizatori [471, 472].

Uzimajuéi u obzir ranija razmatranja o potencijalnoj toksi¢nosti metalnih koji se
koriste za sintezu CNT, moze se dovesti u pitanje bioloska primena CNT nakon ovakve
sinteze, 1 skrenuti paznja na neophodnu zastitu zdravlja ljudi koji vrse sintezu CNT usled

opasnosti od akcidentalne inhalacije.
1.6.6. BioloSka primena ugljeni¢nih nanocevi

1.6.6.1. Funkcionalizacija ugljeni¢nih nanocevi

U toku sinteze, primarne CNT imaju izuzetno hidrofobne osobine. Stoga je za
biomedicinsku primenu neophodna njihova funkcionalizacija, tj. hemijska modifikacija u
cilju povecanja rastvorljivosti, a time 1 biokompatibilnosti. Postoje tri osnovna pristupa za
hemijsku modifikaciju povrSine CNT, kovalentno vezivanje, nekovalentno vezivanje 1
hibridni pristup gde se u prvom koraku pomo¢ni molekul vezuje nekovalentno nakon ¢ega
se biomolekul od interesa vezuje kovalentno. Definisane su razli¢ite procedure za
kovalentnu modifikaciju CNT, od kojih je najceS¢a oksidacija. Oksidacija CNT se izvodi
oksidujuéim agensima kao S§to je azotna kiselina [473, 474]. Tokom ovog procesa,
formiraju se karboksilne grupe na krajevima cevi i na bo¢nim zidovima. Zeng 1 sar. [475]
su pokazali da C atomi u oksidovanim SWCNT imaju sp® hibridizaciju. Iako su oksidovane
CNT solubilne u vodi, u prisustvu soli agregiraju usled efekata promene Sarze, pa se ne
mogu direktno koristiti u biomedicini zbog visoke koncentracije soli u vecini bioloskih
rastvora. Dalja modifikacija se moZe posti¢i vezivanjem hidrofilnih polimera kakav je PEG,

Sto CNT ¢ini stabilnim u bioloSkom okruzenju [476-478]. Osim hemijske oksidacije koja
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omogucava slabiju funkcionalizaiciju bo¢nih zidova, uvedene su cikloadicione reakcije na
aromati¢nim prstenovima boc¢nih zidova. 2+1 cikloadicije se mogu sprovesti fotohemijskim
reakcijama CNT u prisustvu azida [479, 480], ili karbena $to omogucava formiranje
jedinjenja Bingel-ovom reakcijom [481, 482]. 1,3-dipolarna cikloadicija CNT je razvijena
od strane Prato i sar., [483, 484] i danas se Cesto koristi. Azometinilidne grupe sintetisane
kondenzacijom a-amino kiselina i aldehida se dodaju na povrSinu CNT, nakon Cega se
formiraju pirolidiniski prstenovi na bocnim zidovima CNT. Funkcionalne grupe uvedene
modifikacijom a-aminokiselina se mogu iskoristiti za dalju modifikaciju sa bioloskim
molekulima kao S§to su peptidi i lekovi [485, 486] (Slika 1.6.6.1.1). Treba ista¢i da
kovalentna funkcionalizacija narusava unutrasnje fizicke osobine CNT, kao $to je
fotoluminescenca 1 Ramanovo rasipanje. Intenzitet Ramanovog rasipanja i1
fotoluminescence SWCNT se drasticno smanjuje nakon kovalentne funkcionalizacije, $to
smanjuje potencijal za njihovu istovremenu upotrebu kao optickih uredaja [487]. U tom
smislu, kao $to je navedeno, je bolje koristiti MWCNT koje imaju veéu povrsinu slobodnu

za hemijske reakcije funkcionalizacije.

Nekovalentna funkcionalizacija CNT se moZe sprovesti pomocu amfifili¢nih
surfaktanata ili polimera. Obzirom da je tada sacuvana m mreza CNT, fizi¢ke osobine CNT
su potpuno sacuvane. Poliaromati¢na povrSina CNT je dostupna za vezivanje aromatic¢nih
molekula m-m interakcijama [488, 489]. Ovi autori su pokazali da se proteini mogu
imobilizirati za povrSinu aminoreaktivnog pirenskog konjugata glikodendrimera koji sluzi
da disperguje CNT u vodenom rastvoru [490]. Osim pirena, Cesto se koristi jednolancana
DNK u cilju funkcionalizacije SWCNT, takode n-m interakcijama [491-493]. Medutim,
pokazano je da DNK molekuli oko SWCNT mogu biti iseceni nukleazama i1z seruma, Sto
ukazuje da funkcionalizacija SWCNT pomoc¢u DNK nije stabilna u bioloSkim okruZenjima
[494]. Pokazano je i da fluorescein izotiocijanat (FITC) moze adsorbovati aromati¢nim
prstenom za povrSinu CNT 1 sluziti kao dobar obeleziva¢ za pracenje 1 oslikavanje ovih
nanocCestica [495]. Sli¢no tome, definisane su procedure za funkcionalizaciju CNT pomocu
SDS i Triton X-100 [496], i PEG-ilovanim fosfolipidima, koji predstavljaju posebno

interesantan metod za sigurnu bioloSku primenu ovih materijala [476, 497, 498].
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Slika 1.6.6.1.1. Uobicajene metode hemijske funcionalizacije CNT.
A) Oksidacija jakom kislenom B) cikloadicija, C) Arilacija diazonijumskim solima, i D) 1,3-dipolarna

cikroadicija. Preuzeto iz [499].

1.6.6.2. Primena ugljeni¢nih nanocevi kao nosasa biomolekula

Zbog svojih izvrsnih fizi¢kih i hemijskih osobina, CNT, pogotovo MWCNT, mogu
biti upotrebljene kao nosa¢ biomolekula (lekova, peptida, gena, nukleinskih kiselina 1 sl.).
Bioloski aktivni molekuli se mogu vezati kovalentno za CNT 1 iskoristiti u vakcinaciji za
dostavu peptida. Ovi molekuli se mogu na razli¢ite nacine transformisati 1 aktivirati, 1
nakon toga vezati za slobodne grupe uvedene funkcionalizaciom CNT (Slika 1.6.6.2.1).
Bianco 1 sar. [500, 501] su razvili sistem da dostavu razli¢itih peptida kovalentno vezanih
preko amino grupe za CNT. Naime, B ¢elijski epitop iz VP1 proteina virusa bolesti usta 1
stopala (engl. foot-and-mouth disease virus, FMDV) je vezan za maleimidni ostatak mono i
bisderivatizovanih CNT. Ovaj peptid je zadrzao sekundarnu strukturu, obzirom da su ga
specificna monoklonska 1 poliklonska antitela prepoznavala u ELISA testu. Nakon primene

samih CNT in vivo, nije pokrenut imunski odgovor, §to ukazuje na to da funkcionalizovane
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CNT nemaju imunogene osobine. Sa druge strane, peptid-CNT je indukovao visok titar

antitela specificnih za VP1, $to potvrduje moguénost koris¢enja CNT u dostavi peptida.

Reakcije modifikacije amina
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Slika 1.6.6.2.1 Klju¢ne metode za hemijsku modifikaciju biomolekula koji ima

amino- ili tiolnu grupu [502].

Do danas su CNT konjugovane i sa antikancerskim lekovima kakav je metotreksat
(MTX) [486]. MTX se slabo preuzima od strane celija [503, 504], medutim ako se MTX
konjuguje sa CNT, ne gubi se njegova aktivnost, a znacajno se povecava preuzimanje ovog
leka u ¢elije [505]. Konjugat CNT i doksocilina (DOX-CNT) pokazuje citotoksi¢nost u

kulturi kancerskih celija, i dobru solubilnost ukoliko se CNT prethodno konjuguju sa

80



Plunoric F127 [506] ili PEG-om [476]. Venkastesan i sar. [507] su vezivali eritropoetin za
CNT u okviru sistema za oralnu dostavu ovog glikoproteinskog hormona, medutim ovaj
nacin primene rezultuje malom bioraspolozivos¢u eritropoetina, ali ne ako se ovaj faktor

nekovalentno veze zajedno sa kazeinom i labrosolom.

Razvoj konjugata CNT i nukleinskih kiselina je jo§ u povoju, i za sada su detaljno
istrazene hemijske interakcije izmedu DNK i CNT [508]. Medutim, rad Lacerda i sar. [509]
dokazuje da CNT mogu da se koriste za dostavu gena ili siRNK in vivo. Sli¢no tome,
Bianco 1 sar. [510, 511] su pokazali da se DNK-CNT internalizuje od strane celije i
ispoljava u ¢eliji znacajno viSe nego nekonjugovana DNK za isti protein. Vec¢ina radova
ukazuje na to da nekovalentno vezane DNK za CNT daju bolju transfekciju ¢elija [508].
Kam 1 sar. [497] su pokazali da siRNK-CNT konjugat moze da se sintetiSe pomoc¢u PEG-
ilovanih lipida na povrSini CNT, pri ¢emu se ova nekovalentna veza lako raskida u ¢eliji i
omogucava stiSavanje specificnih gena pomoc¢u siRNK. Na sli¢an nacin su Zhang i sar.
[512] iskoristili CNT za dostavu siRNK u tumorsku ¢eliju za stiSavanje TERT gena koji je

klju¢an za razvoj i rast tumora.

Bioloski efekti brojnih lekova bi se mogli unaprediti povecanjem njihove
rastvorljivosti u bioloSkim sredinama, ¢ime bi se 1 smanjila njihova biodegradabilnost. U
tom smislu je pripremljen konjugat CNT-amfotericin B, anti-fungalnog leka koji je u
solubilnom stanju jako toksican za sisarske Celije [513] usled formiranja agregata [514].
Pokazano je da CNT-amfotericin B smanjuje toksi¢nost ovog antifugalnog leka koji 1 dalje
poseduje anti-fugalni efekat [478]. Dapson (4,4’diaminodifenilsulfon) je efikasan lek za
borbu protiv malarije 1 lepre izazvane Mycobacterium leprae, kao 1 kod pacijenata sa
SIDA-om koji boluju 1 od Pneumocystis jirovecii 1 Toxoplasma gondii, kao 1 za Kaprosijev
sindrom [515, 516]. Ovaj lek inhibira rast Mycobacterium avum in vitro, §to ukazuje da se
moze koristiti u terapiji razlicitih infekcija Mycobacterium sp [516]. Mehanizam dejstva
ovog leka je dobro poznat [517], za razliku od njegovih imunomodulacijskih efekata.
Medutim, dapson je liposolubilan, i u jetri se pomocu citohroma p450, CYP2E1, CYP2C9,
CYP3A [518], konvertuje u citotoksi¢ni N-acetilni i N-hidroksilni metabolit koji uzrokuje

methemoglobinemiju i hemoliticku anemiju [519], agranulocitozu i hipersenzitivnost [517].
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Stoga bi vezivanje dapsona za CNT omogucilo njegovu vecu solubilnost i manje nezeljenih

efekata uz saCuvanje njegovog bioloskog efekta.

Agonistt TLR, kao S§to su nemetilovani citozin-fosfodiestar-guanin (CpQG),
predstavljaju odlicne stimulatore imunskog odgovora protiv razli¢itih patogena [520, 521].
Medutim, bioloska aktivnost solubilnih TLR agonista je prolazna i potrebne su visoke doze
u cilju postizanja Zeljenog efekta [522]. Bianco i sar. [523] su pripremili vise tipova CpG-
CNT 1 uocili su da visok odnos funkcionalizovanih CNT prema koncentraciji specifi¢nih
CpG, povecava imunopotentnost in vitro, pri Cemu se smanjuje produkcija
proinflamacijskog IL-6. Pored toga, nekoliko sintetskih jedinjenja moze aktivirati TLR7,
kao S§to je 7-alil,7,8.dihidro-8-oksoguanozin (loksoribin) i 7-tia-8-oksoguanozin (7-TOG)
[524]. 7-TOG ima Siroko antiviralno dejstvo 1 stimuliSe NK ¢elije, makrofage i B limfocite
u animalnim modelima [525]. Ranije je nasa grupa pokazala da 7-TOG 1 loksoribin mogu
stimulisati DC [526, 527], ali su za aktivaciju neophodne visoke koncentracije TLR
agonista, a njihova stabilnost in vivo je upitna. Na osnovu toga se moze pretpostaviti da bi
vezivanje 7-TOG za CNT omoguéilo njegovu ciljanu dostavu od TLR7 i odgovarajuc¢u

stimulaciju imunskog odgovora sa znacajno manjom koncentracijom agonista.
1.6.7. Biokompatibilnost ugljeni¢nih nanocevi

1.6.7.1 Citotoksi¢nost in vitro

Brojne ispitivanja su sprovedena u prethodnim godinama u cilju otkrivanja toksi¢nih
efekata CNT. Kao 1 u ranijim razmatranjima, zakljucci iz ovih studija su veoma razliciti u
zavisnosti od tipa CNT 1 procedura njihove funkcionalizacije. In vitro 1 in vivo studije su
pokazale da nakon odgovaraju¢e funkcionalizacije CNT ne ispoljavaju toksicnost [477,
490, 528, 529]. U tom smislu su Cui 1 sar. [530] pokazali da SWCNT inhibiraju
proliferaciju HEK293 ¢elija, dok su Ding i sar. [531] uocili da MWCNT stopiraju ¢elijski
ciklus 1 indukuju apoptozu 1 nekrozu humanih fibroblasta. U ovim studijama nisu koriS¢ene
funkcionalizovane CNT. U skladu sa tim, primarne CNT su toksi¢ne za miSeve nakon

inhalacije [528, 532-534]. Pored toga je pokazano da primarne, nefunkcionalizovane CNT
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imaju 1 kancerogeni potencijal [535]. Metalni katalizatori se takode moraju ispitati tokom
odredivanja toksi¢nosti CNT [536], a u citotoksi¢nim esejima je potrebno izbeci
interferenciju CNT za reagensima samog eseja [537, 538]. Osim toga, surfaktanti koji su

prisutni u rastvoru CNT mogu biti veoma toksicni za ¢elije [539].

Nakon odgovarajuée funkcionalizacije CNT ne ispoljavaju toksi¢nost in vitro [476,
540-543]. Za PEG-fosfolipid CNT konjugat nije pokazano da indukuje apoptozu i nekrozu,
a ne smanjuje ni ¢elijsku proliferaciju [476, 497]. 1.3-dipolarna cikloadicija CNT takode je
sigurna za ¢elije, ukljucujuci 1 primarne imunske celije [478, 529]. Biomimeticki omotac
oko CNT takode doprinosi smanjenoj citotoksi¢nosti ovih nanomaterijala [544, 545]. Jin i
sar. [546] su pokazali da funkcionalizovane SWCNT preuzete od strane ¢elija endocitozom,
mogu izaci iz Celija egzocitozom bez uticaja na njihovu vijabilnost. Stoga se moZe
zakljuciti da primarne CNT 1 CNT bez stabilne funkcionalizacije u serumu ispoljavaju
toksi¢nost, dok CNT koje su funkcionalizacijom stabilne u serumu ne ispoljava toksi¢nost

ni u visokim dozama.
1.6.7.2. Citotoksi¢nost in vivo

Toksikoloski aspekti CNT su detaljno ispitivani na animalnim modelima.
Nefunkcionalizovane CNT, aplicirane intratrahealno, su izazvale ociglednu pulmonarnu
toksicnost, inflamaciju 1 fibroznu reakciju usled nakupljanja agregata hidrofobnih CNT u
plu¢ima ispitivanih Zivotinja [528, 532-534]. Ovo takode ukazuje na opasnosti kod
izlaganja CNT na radnom mestu. Medutim, ovo malo govori o toksikoloSkom profilu
funkcionalizovanih CNT, pogotovo onih koji unose intraperitonealno ili intravenski. Poland
1 sar. [535], su uocili reakciju slicnu onoj na azbest, kao Sto je mezotelioma, nakon
izlaganja mezotelijalnog dela telesne Supljine velikim koli¢inama MWOCNT tokom
intraperitonealne injekcije. Pokazana je 1 zavisnost duzine MWCNT od njihovog
toksikoloSkog profila. Manje MWCNT (1-20 um, dijametra 10-14nm) nisu imali uocljive
toksicne efekte. Medutim, u studijama sa funkcionalizovanim SWCNT, uglavnom se
koriste CNT 50-300nm duzine i 1-2nm debljine, Sto predstavlja potpuno drugaciju

geometriju u odnosu na onu koju su koristili Poland 1 sar. [535]. Pri koriS¢enju PEG-
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SWCNT, Gambhir i sar. [477] su nakon intravenskog tretmana miSeva (3mg/kg) uocili da
nema znacajne promene u sistolnom krvnom pritisku, hematokritu i tkivnoj histologiji 4
meseca nakon tretmana. Druga studija je pokazala da se PEG-SWCNT polako ekskretuje iz
tela nakon sistemske distribucije bez vidljivih toksi¢nih efekata [547]. Cak i ako se rastvore
u Tween-80, SWCNT ne izazivaju znacajnu toksi¢nost ni pri visokim dozama (40 mg/kg,
1.v.), iako je uoceno povecanje oksidativnog stresa u pluc¢ima i jetri [548]. Ista grupa je
pokazala da PEG-SWCNT mogu dugo opstati u cirkulaciji misa, bez toksicnih efekata
[549]. Trenutno nema dovoljno studija o imunoloskim efektima funkcionalizovanih CNT in

vivo, pogotovo u vezi aktivacije komplementa, koji ¢ini prvu liniju odbrane od patogena

[176].
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2. HIPOTEZE I CILJEVI ISPITIVANJA

Uzimajuéi u obzir sve navedeno moze se pretpostaviti da biokompatibilnost
naprednih biomaterijala na bazi CuAINi i NiTi SMA, i nanomaterijala na bazi GNP i
MWCNT u velikoj meri zavisi od metoda njihove pripreme 1 funkcionalizacije. U tom
smislu bi nova metoda pripreme SMA brzim otvrdnjavanjem valjanjem rastopine, znacajno
poboljsala povrsinske osobine NiTi i CuAINi legura, a time i njihovu biokompatibilnost u
odnosu na legure istog sastava pripremljene konvencionalnim metodama. Primenom
ultrasoni¢ne sprej pirolize bi se iz recikliranog zlata mogle sintetisati GNP sa prihvatljivom
biokompatibilnoS¢u 1 potencijalno primenjive u biomedicini. Sa druge strane,
funkcionalizacija MWCNT bi znacajno smanjila njihovu citotoksicnost i time omogucila
njihovu primenu kao nosaca lekova ili agonista TLR do endozoma ¢elija. Novositentisani /
funkcionalizovani biomaterijali i nanomaterijali, iako necitotoksi¢ni, ne moraju biti inertni
u bioloSkom okruzenju ve¢, menjajuci svoje fizicko-hemijske karakteristike u interakciji sa
proteinima bioloskih okruzenja, mogu delovati na razli¢ite ¢elije i modifikovati njihovu
unutaréelijsku signalizaciju i funkciju. Kljucne celije u odgovoru na biomaterijale i
nanomaterijale su APC, pre svega makrofagi i DC, koje mogu potencirati imunski odgovor
produkcijom proinflamacijskih citokina 1 biomolekula, stimulacijom proliferacije T
limfocita 1 usmeravanjem imunskog odgovora u pravcu Thl i Th17. Sa druge strane, iste
¢elije mogu inhibirati imunski odgovor sekrecijom antiinflamacijskih citokina 1
usmeravanjem odgovora u pravcu Th2 1 Treg. U oba slu¢aja dodatni stimulusi poreklom iz
inflamacije, kao $to su citokini 1 TLR agonisti, mogu imati znacajan efekat na odgovor ovih
¢elija na biomaterijale i nanomaterijale. Stimulacija imunskog odgovora posredstvom APC
bi bila poZeljna kod primene GNP 1 funkcionalizovanih MWCNT u anti-tumorskoj terapiji.
Sa druge strane inflamacijska reakcija bi bila kontraindikovana kod primene SMA

implantata jer bi potencijalno mogla da dovede do odbacivanja biomaterijala.
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Stoga smo postavili sledece ciljeve za ispitivanje ovih hipoteza:

1. Ispitati citotoksicnost CuAINi RS SMA traka i njene mehanizme na modelu
PM@ pacova, kao i njihov uticaj na produkciju proinflamacijskih citokina od strane PM@ u
poredenju sa kontrolnim CuAINi legurama

2. Ispitati citotoksi¢nost i imunomodulacijske osobine CuAINi i NiTi RS SMA
u kulturi humanih PHA-stimulisanih PBMC

3. Ispitati citotoksi¢nost, imunomodulatorne osobine i korozivnost NiTi RS
SMA na modelu humanih monocitnih DC, kao i njihov uticaj na sazrevanje i Th
polarizacionu funkciju ovih ¢elija

4. Ispitati citotoksicnost GNP pripremljenih USP metodom u kulturi 1929
¢elija 1 timocita 1 splenocita pacova, i mehanizme citotoksic¢nosti analizom mikrostrukturne
GNP

5. Ispitati imunomodulacijski efekat i citotoksicnost GNP pripremljenih USP
metodom u kulturi stimulisanih pacovskih splenocita.

6. Ispitati uticaj velicine GNP na proces maturacije i anti-tumorske funkcije
humanih monocitnih DC stimulisanih LPS-om ili tumorskim nekroti¢nim c¢elijama.
Analizirati mehanizme internalizacije 1 unutarcelijsku distribuciju GNP u DC, kao 1 efekte
na signalizaciju posredovanu Ca”".

7. Ispitati mehanizme internalizacije o-MWCNT funkcionalizovanih dapsonom
ili 7-TOG agonistom na modelu PM@ pacova i humanih DC.

8. Ispitati citotoksicne efekte MWOCNT funkcionalizovanih dapsonom na
modelima PM@ pacova 1 humanih DC.

9. Na modelu PM@ pacova ispitati uticaj dap-MWCNT na oksidativni prasak,
produkciju NO i IL-6 od strane ovih ¢elija.

10. Na modelu humanih DC ispitati efekat dap-MWCNT na fenotipsku

maturaciju i produkciju citokina od strane DC.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. NAPREDNI BIOMATERIJALI

3.1.1. NiT1 RS SMA

3.1.1.1. Priprema NiTi RS traka i kontrolnih NiTi plocica

NiTi (sa 50.3% Ti) ingoti su pripremljeni metodom elektriénog topljenja pod
vakumom na podlozi od bakra ohladenog vodom u redukovanoj Ar atmosferi. U cilju
dobijanja homogenih SMA, elektri¢no topljenje je ponavljano po tri puta za svaku leguru.
NiTi RS trake su napravljene pretopljavanjem primarnog NiTi ingota, a sam proces je
izvoden u He atmosferi pod 200 mbar u kvarcnom sudu pomocu prskalice dijametra 0.9
mm. Zbog problema vezanih za lepljenje otopine za sud, on je obloZen sa unutraSnje strane
sa Y,0; u cilju poveéanja rezistentnosti suda na agresivne hemijske tretmane na visokim
temperaturama. Ovo je posebno pogodna metoda za visokoreaktivne otopine kakva je
otopina Ti. Primenjujuci pritisak Ar iznad suda od 90 mbar, otopina je istisnuta na povr§inu
poliranog valjka od Cu (200mm u dijametru) koji je rotirao brzinom od 15 m/s. Razdaljina
izmedu prskalice 1 povrSine valjka je bila 2mm. NiTi RS trake su pripremljene kao trake
dimenzija Smm x Smm x 0.1mm, 1 analizirane su na SEM sa EDX sistemu (Sirion 400 NC,

FEI, Hillsboro, OR, SAD), nakon ¢is¢enja u ultrasonicnom kupatilu.

Kontrolne NiTi plo€ice su pripremljene iz istog NiTi ingota kao 1 NiTi RS trake
nakon sec¢enja materijala na plofice Smm x Smm x Imm pomocu elekroerozije. Nakon toga
je izvrSena SEM/EDX analiza koja je pokazala hrapavu povrSinu plocica sa
kontaminiraju¢im elementima kao Sto su Cu, Zn 1 C. Stoga su nativne NiTi plocCice
1Smirglane na papirima od silikonskog karbida, ¢ija je veli¢ina mreZice povecavana od 80
do 4000, a zatim su polirane dijamantskom suspenzijom ¢ije su partikule dijametra 3pum 1
lpm. SEM/EDX analiza, izvedena nakon poliranja i ¢iS¢enja u ultrasoni¢nom kupatilu nije
pokazala kontaminante na povrSini materijala (Slika 3.1.1.1.1.), pa su nakon pripreme

ovakve NiTi plocice koriS¢ene u studijama biokompatibilnosti.
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Kontrolna Ni-Ti ploCica Ni-Ti RS traka

Nativna Ni-Ti plocica

Ti32.89 F 1.09 w% .
Ni23.28 F1.74 w% Ti47.26 F 0.42 w%
C 1.47%0.44 w% Ni52.74 ¥0.51 w%

Ti 48245 028 w%
NiS1.76 ¥0.25 w%
0 18.65F 0.49 w%
Cul7.8% 1.88 w%

Zn591F0.95w%

Slika 3.1.1.1. SEM/EDX analiza uzoraka NiTi SMA.

NiTi uzorci su pripremljeni kao $to je opisano u materijalima i metodama. Reprezentativne EDX
analize svakog od uzoraka su prikazane ispod slika SEM. Tezinski procenat elemenata (wt.%) + SD unutar
EDX spektra su prikazani na osnovu merenja 8 povrsina 50 x 50 pm”. Dve intermetalne faze detektovane na
kontrolnoj NiTi plocici su identifikovane pomocu tackaste EDX analize, i prikazane su kao srednja vrednost

wt% £ SD, n=9.

3.1.1.2. Priprema NiTi legura za testove biokompatibilnosti i kondicioniranje

Nakon pripreme, NiTi RS trake (Smm x 5mm x 0.1mm) i kontrolne plocice (Smm x
Smm x Imm) su isprane u destilovanoj vodi i o¢is¢enje u ultrasoni¢nom kupatilu (5 x 3 min
u vodi). Nakon toga su uzorci osuSeni 1 sat i dezinfikovani 96% alkoholom 5 min. Nakon
suSenja, uzorci su koriS¢eni za direktni 1 indirektni esej citotoksinosti. Direktan esej
podrazumeva kultivaciju ¢elija (humanih perifernih mononukleara (PBMC) i humanih DC)
u direktnom kontaktu sa test materijalom, dok se ¢elije u indirektnom eseju kultivisu u
kondicioniranom medijumu (ekstraktu legure). Osuseni uzorci su postavljeni u ploce sa 24
mesta (Costar Sigma, Minhen, Nemacka) u Sestoplikatima, koje su ve¢ sadrzale kompletni
medijum za Celijske kulture. Medijum za ¢elijske kulture ¢inio je RPMI medijumu (Sigma,
Minhen, Nemacka) sa 10% fetalnim tele¢im serumom (FCS, ICN, Costa Mesa, CA), 2mM
L-glutaminom, 20pg/ml gentamicina, 100 U/ml penicilina, 100 mg/ml streptomicina (ICN,
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Costa Mesa, CA, SAD), 50 uM 2-merkaptoetanol (2-ME, Sigma). Osim NiTi legura
koris¢ene su i1 plocice od cistog Ti ili Ni istog odnosa povrSine i zapremine medijuma
(2cm?/ml). Inkubacija uzoraka je izvrena na 37°C, 5% CO,. Uslovi kondicioniranja su bili
u skladu sa ISO standardima testiranja biokompatibilnosti za medicinske i dentalne
materijale (ISO, 1997), i trajali su 2 dana, ili 7 dana do 5 nedelja. Medijum za menjan svake
nedelje i oni koji su sakupljeni posle prve i Cetvrte nedelje su koriS¢eni u testovima
biokompatibilnosti sa humanih mononuklearima periferne krvi (PBMC). Kontrolni

medijum ¢inio je kompletni medijum inkubiran bez legura pod istim uslovima.
3.1.1.3. Mikrostrukturna analiza NiTi RS traka i dubinski profil

Mikrostrukturna analiza NiTi RS traka je analizirana pre i posle kondicioniranja ovih
materijala u medijumu 2 dana, kako je ve¢ opisano. SEM, Auguer -elektronska
spektroskopija (AES) i fotoelektronska spektroskopija X-zracima (XPS) su koris¢eni u cilju
karakterizacije povrSine NiTi RS traka pomocu VG-Scientific Microlab 310F
SEM/AES/XPS sistema. Primarni elektronski zrak je podeSen na 10 nA, i kineticku
energiju od 10 keV, §to je omogucilo rezoluciju analize od 10nm. XPS i AES analize su
izvriene nakon &iS¢enja uzoraka jonima Ar~ (E= 2keV, r= 12mAc/m?, Q= 47) u cilju
uklanjanja povrSinskog sloja adsorbovanih kontaminanata (raspraSivanje). Pri svim
merenjima XPS-om koriS¢ena je Mg Ka radijacija od 1486.6 eV pomocu anode pri voltazi
od 12.5 kV 1 struji emisije od 16mA, §to je generisalo snagu od 200 W. XPS analiza je
izvr$ena nakon §to je povr§ina uzorka raspraena pomoéu jona Ar' na 3keV tokom 5 min.
Za dubinski AES profil su uzorci rasprasivani pomoéu 3keV Ar' jonima, brzinom od 1.2nm
/ min 1 analiza je uradena pre i posle svakog ciklusa raspraSivanja. Brzina rasprasivanja je

procenjena na osnovu prosecne brzine rasprasivanja SiO; pod sli¢nim uslovima [550].
3.1.1.4. Ispitivanje korozivnih osobina NiTi RS traka

Nakon kondicioniranja NiTi RS traka je sakupljen medijum i centrifugiran na 3000
rpm 10 min nakon cega je odredena koncentracija metalnih jona u supernatantu pomocu
induktivno spregnute plazma atomske emisione spektroskopije (ICP-AES). Ocitavanja

apsorbance su izvrSena u triplikatu za svaki ispitivani uzorak.
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3.1.2. CuAlNi legure

3.1.2.1. Priprema CuAINi RS traka i kontrolnih CuAINi plo¢ica

Primarna legura je napravljena topljenjem cistog Al, Cu i Ni, i Al 3wt % B pod
vakumom u indukcionoj pe¢i. Nakon topljenja je pusten Ar (1.03 bar), i otopina je izlivena
u trajnu leguru. KoriS¢eni metali su bili industrijske cistoce 1 izliveni su u obliku
cilindri¢nih poluga. Poluge su bile 47 mm u dijametru i visine 270 mm. Hemijski sastav
legure je ispitan ICP-AES metodom (Perken-Elmer) u triplikatu, i pokazano je da legura
ima 81.3 wt.% Cu, 13.1 wt.% Al, 3.8 wt% Ni, i 0.04 wt% B. Detektovano je Fe (0.007
wt%) 1 Co (0.002 wt%), dok su ostali elementi bili ispod granice detekcije (0.001 wt%).
CuAINi poluge su obradene masinski u plo¢ice Smm x 5Smm x Imm, za testove

biokompatibilnosti kao kontrolne CuAINi legure, i za generisanje CuAINi RS traka.

Priprema CuAINi SMA traka je opisana ranije [551]. Trake su izlivene pomocu
slobodnog mlaza rastopine preko Cu valjka u zastitnoj atmosferi Ar (5.1). Izabrane su
relativno male brzine rotacije valjka (12.4-11.8 m/s) u cilju dobijanja traka sa optimalnim
dimenzijama za testove biokompatibilnosti. U cilju definisanja austenitnog oblika 1
optimalnih SMA osobina, trake su zagrevane na 900 °C tokom 2 min, ohladene u vodi,

zagrevane na 300 °C 2 sata i potom ponovo ohladene u vodi.
3.1.2.2. Priprema CuAlINi legura za testove biokompatibilnosti i kondicioniranje

Nakon pripreme, CuAINi RS trake (Smm x Smm x 0.1mm) 1 kontrolne plocice (Smm
x Smm x 1mm) su isprane u destilovanoj vodi i o¢iS¢enje u ultrasoni¢nom kupatilu (5 x 3
min u vodi). Nakon suSenja 1 sterilizacije, kao §to je to opisano za NiTi legure, uzorci su
koriS¢eni za direktni i1 indirektni esej. Ekstrakti su pripremljeni inkubacijom uzoraka u
kompletnom medijumu za Celijske kulture i inkubirani u standardnim uslovima pri ¢emu je
odnos povrsine i zapremine medijuma bio 1cm?*/ml. Trajanje kondicioniranja, u skladu sa
ISO standardima (ISO, 1997), je iznosilo 7 dana do 5 nedelja. Medijum za menjan nakon
svake nedelje i oni koji su sakupljeni posle prve i poslednje nedelje su koriséeni u

ispitivanju biokompatibilnosti u kulturi pacovskih PM@, dok je medijum sakupljen posle
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prve i Cetvrte nedelje kori§¢en u testovima biokompatibilnosti sa humanih mononuklearima
periferne krvi (PBMC). Kontrolni medijum ¢inio je kompletni medijum inkubiran bez

legura pod istim uslovima.
3.1.2.3. Ispitivanje korozivnih osobina CuAlINi legura

Mikrostrukturna analiza povrSine CuAlINi legura, i dubinski profil pre i nakon
kondicioniranja ovih legura je odreden u nasim ranijim ispitivanjima [268]. Nakon
kondicioniranja CuAINi RS traka je sakupljen medijum, i centrifugiran na 4000rpm 10
min, nakon Cega je odredena koncentracija metalnih jona u supernatantu pomocu ICP-AES.

Ocitavanja apsorbance su izvrSena u triplikatu za svaki ispitivani uzorak.
3.2. NANOMATERIJALI

3.2.1. Nanocestice zlata

3.2.1.1. Priprema nanocestica zlata iz sekundarnih zlatnih sirovina

Sekundarne zlatne sirovine iz recikliranog nakita (wt% 58.5 Au; 8.11 Ni; 24.35 Cu;
8.37 Zn; 0.67 ostalo) iz Zlatarne Celje, Slovenija, su rastvoreni u vodenom rastvoru koji
sadrzi hlornu 1 azotnu kiselinu. Ovakav rastvor je koriS¢en u sintezi GNP pomoc¢u USP
pomocu ultrasoni¢nog atomizera (Gapusol 9001, RBI, Francuska). Sinteza je uradena na
Centru za metalruSku obradu i recikliranje metala RWTH Univerziteta u Ahenu, Nemacka.
Slicna metoda za druge metale je primenjena i ranije u okviru nase istrazivacke grupe
[552]. Rastvor zlata je ¢uvan preko noci i nakon toga premeSten u ultrasonicni atomizer.
Temperatura 1 pritisak su podeSeni pomocu termostata i vakumske pumpe. Produkcija
aerosoli, koja je nastala ultrasoni¢nom frekvencijom od 2.5 i 0.8 MHz, je prebacena
pomocu azotne/vodoni¢ne atmosfere u vruci reaktor, gde su kapljice aerosoli podvrgnute
termalnoj dekompoziciji, skupljanju 1 precipitaciji u rastvor, termolizi 1 sinterovanju, na
osnovu ¢ega su se formirale nanocestice. Termalna dekompozicija dobijenog rastvora je
obavljena na 300°C i 800°C, i nanocestice su sakupljene u reakcionoj cevi i u boci sa

vodom 1 alkoholom.
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3.2.1.2. Teorijske pretpostavke u sintezi nanocestica USP metodom

Ocekivani dijametar nanocestica je dobijen na osnovu kombinacije dve jednacine

koju su objavili Peskin i Raco [553] i Messing i sar. [554]:

8 -1- )/)1/3

] (Csol ’ IVIAu)l/3
Psol * fz

D,, =034- (
au Pau * Mso

gde je Dy, dijametar nanocCestice (m), y-povrSinski napon (N/m), f- frekvencija
ultrazvuka (Hz), C,, - koncentracija pocetnog rastvora (g/l), M- molarna masa pocetnog
rastvora (g/mol), M,- molarna masa zlata (g/mol), pso- gustina atomiziranog rastvora, a
pay- gustina zlata (g/cm3). Pod pretpostavkom da su osobine vode sli¢ne osobinama
prekursorkog rastvora, parametri u nasim eksperimenta su iznosili: y=72.9 *10° N/m, p=
1g/cm3, Mau=196.97 g/mol, M,=339.8 g/mol, pa,= 19.3 g/cm3. Obzirom da ocekivani
srednji dijametar nanocestica dobijen nakon hidrogenske redukcije zavisi od koncentracije
inicijalnog rastvora, koriS¢ena je ista inicijalna koncentracija rastvora recikliranog zlata u
svim eksperimentima (Ca,= 5 g/1). Finalni dijametar je izracunat na osnovu navedene
jednacine pod pretpostavkom da je svaka kapljica transformisana u jednu partikulu tokom

atomizacije 1 da nije bilo srastanja kapljica 1 aglomeracije.
3.2.1.3. Karakterizacija nanocestica zlata

Morfologija povrSine 1 hemijski sastav nanocestica koji je formiran pod razliitim
parametrima je analiziran FEI Sirion SEM koji ima EDX detektor, INCA 359 System
(Oxford Instruments, UK). Uzorci za SEM/EDX su pripremljeni tako S§to su primarni
rastvori 5 frakcija nanocestica nakopavani na adhezivnu ugljeni¢nu traku, osuSene u
desikatoru, nakon c¢ega je postupak ponovljen nekoliko puta. Ova procedura je
primenjivana u cilju smanjenja pozadinskog signala koji moZe kompromitovati EDX
analizu. Osim toga, izvrSena je TEM analiza pomo¢u JOEL JEM-2100 HR TEM. Za
karakterizaciju nanocestica pomocu TEM-a, na bakarnu mreZicu je nanet sonifikovani
rastvor nanocestica koji je osuSen na sobnoj temperaturi. Analiza je vrSena na razliCitim
uvelicanjima (do 2000000 puta) §to je omogucilo analizu rasporeda atoma zlata u

nanocesticama (Slika 3.2.1.3.1.). Slike sa TEM i1 SEM su koriS¢ene za merenja veliCine
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nanocestica pomoc¢u NIS-element D 2.3 programa. Distribucija frekvencije dijametra
nanocestica zlata iz frakcije 1 i frakcije 2 je izvrSena u Graph Pad Prism 5.0 programu.
GNP pripremljene USP metodom su koriS¢ene u kulturama sa L929 ¢elijama, pacovskim

timocitima i splenocitima.

Slika 3.2.1.3.1. Atomska struktura nanocestica zlata pripremljena USP metodom.

Analiza nanocestica je izvrSena TEM-om visoke rezolucije. Prikazana je nanocestica zlata 45 nm u

dijametru (gore), koja je sastavljena iz atoma zlata rasporedenih u pravilnu reSetku (dole).

Osobine GNP 50nm (GNPsp) i 10nm (GNPjg) u dijametru koje su nabavljene od
firme Nanopartz (LA, CA, SAD) je prikazana u tabeli 3.2.1.3.1.
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Tabela 3.2.1.3.1 Osobine nanocestica zlata okarakterisane od strane kompanije Nanopartz

Osobina (metod merenja) (mera) GNPy GNP5
LOT SPA62C SPA4C
Rastvarac 18 MEG DI voda 18 MEG DI voda
Dijametar (DLS) (nm) 10 50

SPR (UV-VIS) (OD) 50 50
Disperzija veli¢ine (DLS) (stdev/veli¢ina) 20% 7%

SPR maksimum (UV-VIS) (nm) 523 535

pH stoka (pHmetar, Orion) 9.4 8.9

Zeta potencijal (DLS) mV -20 -32
Koncentracija Au Stoka (ICP-MS) (ng/ml) 2500 2500

Udeo Au po nanocestici >99.9% >99.9%
Stabilizirajuci karboksilni ligand (Da) <300 <300

Broj nanocestica / ml Stoka 2.67x 1014 2.24x 1012
Molaritet (nM) Stoka 427.6 3.5844

U cilju provere ovih osobina, nanocestice su pripremljene u vodenom rastvoru i u
kompletnom medijumu, 1 nakapane su na Cu mrezicu u cilju analize na TEM-u visoke
rezolucije (JOEL JEM-2100 HR TEM) pod razli¢itim uveli¢anjima. Na slici 3.2.1.3.2. je
prikazan izgled ovih GNP u vodi, a njihov dijametar nije znacajno promenjen kompletnom

medijumu.
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Slika 3.2.1.3.2. Izgled GNP na TEM-u

Hidrodinamic¢ki dijametar GNPy 1 GNPsy je odreden pomoc¢u Malvern Zetasizer
NANO ZS, koji omogucava analizu veli¢ine 1 agregacije na osnovu DLS, i opremljene
detektorom za zeta potencijal. Uzorci su pripremljeni u vodi i medijumu u koncentraciji od
20 pg/ml, a zatim sonifikovani 15 sekundi pre merenja na uredaju. Uzorci su temperirani do
25°C i nakon toga mereni tokom 20 minuta, 4 puta na uzorku nakon ¢ega odredena z-
veli¢ina, 1 z-potencijal. Polidisperzioni indeks (PDI) je uraden u cilju detekcije

monodisperzibilnosti nanocestica u medijumu 1 vodi, pri ¢emu je za PDI= 0 za idealno
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monodisperzne nanosfere, a PDI=1- za razli¢ito aglomerirane sfere, nanostapice, trouglove,
cilindre itd. PDI od se 0.20 uzima kao prihvatljiva mera za monodisperzne sfericne GNP. U

tabeli 3.2.1.3.2. su prikazane karakteristike GNP izmerene u nasim eksperimentima.

Tabela 3.2.1.3.2. Osobine GNP izmerene u naSim eksperimentima

Osobine (metod merenja)(jedinica) GNPy GNP5,

Veli¢ina (TEM) (nm) 11.3 +£2.5 (n=200) 51.9 £ 3.7 (n=200)

Hidrodinamicka veli¢ina (DLS) (nm) Voda: 10.2+0.8 Voda: 50.9+0.7
Medijum: 17.6 + 1.8 Medijum:73.8 £ 0.8

Polidisperzioni indeks (DLS)(nm) Voda: 0.203 +£0.02 Voda: 0.084 +£0.01
Medijum: 0.327 £+ 0.05 Medijum: 0.278 = 0.02

z-potencijal (mV) Voda: -23.775+0.547 Voda: -30.375+0.642
Medijum: -12.835 +£2.203 Medijum:-12.250 + 1.147

Komercijalne GNPsy 1 GNPy su koriS¢ene u kulturi humanih DC monocitonog

porekla.
3.2.2. Ugljeni¢ne nanocevi

3.2.2.1. Priprema i oksidacija ugljeni¢nih nanocevi

MWCNT su pripremljene CDV metodom 1 koriS¢ene su bez daljeg preciS€avanja.
Cistoéa MWCNT je bila ve¢a od 95 wt.% sa spoljnim dijametrom 20-30nm i unutra$njim
5-10nm, dok je duZina iznosila od 5 do 200 pm. Dimetilformamid (DMF) je preciscen i
osusen da ne sadrzi ostatke vode [555]. Svi drugi reagensi, kao S$to su 4,4’-

diaminodifenilsulfon (dapson), 7-TOG, DIEA, N-HATU, koncentrovana sumporna kiselina
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(H2S0O,), koncentrovana azotna kiselina (HNOs3), metanol i FITC su kori§¢eni bez pripreme.
Dejonizovana voda (DI) (18 MQ cm) je koriS¢ena za ispiranje i pripremu rastvora. Sve

hemikalije su kupljene od kompanije Sigma-Aldrich.

Primarne MWCNT su prvo tretirane sa 3:1 (V/V) smese koncentrovane sumporne i
azotne kiseline. Ova smeSa MWCNT je sonifikovana 3 sata na 40°C u ultrasoni¢énom
kupatilu u cilju uvodenja karboksilnih grupa na povr§Sinu MWCNT. Nakon hladenja na
sobnoj temperaturi, oksidovane MWCNT (o-MWCNT) su dodavane kap po kap u 300ml
hladne DI vode i filtrirane pod vakumom preko PTFE membranskog filtera sa veli¢cinom
pore od 0.05 pum. Filtrand je nakon toga ispran u DI vodi dok mu pH nije bio neutralan.

Uzorak je osusen u vakumskoj peci na 80°C tokom 8 sati.
3.2.2.2. Funkcionalizacija o-MWCNT dapsonom, 7-TOG agonistom, i FITC-om

Pripremljena je smeSa od 100mg o-MWCNT, 8mg N-HATU, 10 pl DIEA (molarni
odnos N-HATU i DIEA je bio 1:3) i 3ml anhidrovanog DMF, u cilju aktivacije
karboksilnih grupa od strane DIEA. Nakon 15 min aktivacije, dapson ili 7-TOG rastvoreni
u anhidrovanom DMF (20g amina / 100ml DMF) su dodavani u smeSu, nakon cega je
dobijena smesa sonifikovana 4 sata na 40°C. Produkt je rastvoren u 300ml DMF i filtriran
pod vakumom preko PTFE membrane. Filtrand je ispiran nekoliko puta viSkom DMF i
metanola. Dobijeni dap-MWCNT i 7-TOG-MWCNT su osuseni u vakumskoj peci na 60°C

8 sati.

U cilju konjugacije dap-MWCNT 1 7-TOG-MWCNT sa FITC-om, rastvor od 2mg
FITC 1 2 mg dap-MWCNT ili 7-TOG-MWCNT u 1ml DMF su sonifikovani na sobnoj
temperaturi tokom 5 sati. Nakon uklanjanja DMF, crna teCnost je podvrgnuta dijalizi
vodom tokom 3 dana u 12-14K MWCO djjaliznoj cevi. Nakon toga su dap-MWCNT-FITC
1 7-TOG-MWCNT izolovani liofilizacijom. Uzorci Dap-MWCNT su ispitivani u kulturi
PMO@, dok je efekat 7-TOG-MWCNT ispitivan u kulturi sa humanih DC.
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3.2.2.3. Karakterizacija uzoraka MWCNT

Fourier-ova transformacija infracrvenog spektra (FTIR) je dobijena u transmisionom
modu pomoéu BOMEM  spektrometra (Hartmann & Braun, Vermont, Australia).
Elementalna analiza je izvrSena pomo¢u VARIO EL III Elementalnog analizera. TEM
analiza je izvrSena pomo¢u TECNAI-FEG F20 elektronskog mikroskopa (FEI Evropa,
Ajnhoven, Holandija) koriste¢i elektronski snop pod naponom od 200kV. Za ovu analizu
svi MWCNT uzorci su sonifikovani u koncentrovanoj HNO; tokom 3 sata na 40 °C (5mg
MWCNT u 10ml HNOs;). Nakon hladenja do sobne temperature, uzorci MWCNT su
filtrirani pod vakumom kako je opisano ranije. Filtrat je koriS¢en za analizu sadrzaja metala
pomocu Agilent Technologies 7500 ce ICP-MS sistema (Agilent Technologies, Inc. Santa
Klara, Kalifornija, SAD) koji je opremljen oktopolnom koliziono-reaktorskom ¢elijom,
Agilent 7500 ICP-MS ChemStation programom, i MicroMist nebulizerom sa kvarcnom
dvostrukom komorom Scott-tipa koja je ohladena pomoc¢u Peltier-ovog uredaja na 2 °C.
Instrument je optimizovan u smislu senzitivnosti, nivoa oksida i dvovalentnih jona pomoc¢u
rastvora za podesavanje koji se sastoji od 1 pug/L Li, Y, TI, Ce, Co i Mg u 2% HNO;3 (w/v).

Standardizacija procedure optimizacije je uradena po uputstvu proizvodaca.

Termogravimetrijska analiza (TGA) je uradena pomoc¢u TA Instruments SDT Q600
(Eschborn, Nemacka) koriste¢i temperature izmedu 20°C i 800°C, pri ¢emu je brzina
zagrevanja iznosila 20°C/min pri protoku azota brzinom od 200ml/min. UV-vis spektar je

snimljen na SHIMADZU UV1700 spektrofotometru (Shimadzu, Duizburg, Nemacka).

Zeta potencijal primarnih MWCNT, o-MWCNT, dap-MWCNT i dap-MWCNT:FITC
je izvrSena pomocu zeta-sizer Nano 2s koji je opremljen sa 633nm Ne-Ne laserom
(Malvern). Suspenzije uzoraka u koncentraciji od 100mg/l1 u DI vodi su sonifikovana 5

minuta pH vrednosti suspenzija su izmerena nakon merenja zeta potencijala [556].

U cilju provere stabilnosti konjugata dap-MWCNT 1 7-TOG-MWCNT, konjugovani
uzorci su rastvoreni u 300m DMF i filtrirani u vakumu preko PTFE membranskog filtera
(0.05um pora), nakon Cega je filtrand rastvoren u 150 ml DMF, sonifikovan 30 min i

filtriran. Procedura primenjena sa DMF je ponovljena i sa metanolom i vodom. Sva tri
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rastvora su nakon toga analizirana na prisustvo 7-TOG i dapsona pomocu UV-vis
spektrofotometrije, pri ¢emu je nadeno manje od 0.3% 7-TOG i manje od 0.2% dapsona u

DMF, dok u metanolu i vodi nisu detektovani oslobodeni biomolekuli.

3.3.1ZOLACIJA 1 KULTIVACIJA CELIJA
3.3.1. Kultivacija L929 1 HEp-2 ¢elijskih linija

U testovima citotoksi¢nosti koriséene su L929 ¢elije (NCTC klon, ATCC, Rockwell,
MD, SAD) uskladu sa ISO standardima za ispitivanje biokompatibilnosti medicinskih i
dentalnih uredaja. U funkcionalnim testovima sposobnosti DC da indukuju anti-tumorski
odgovor in vitro koriS¢ene su HEp-2 ¢elije humanog epidermalnog karcinoma larinksa
(ATCC). Kompletna procedura izvodenja testa citotoksicnosti se zasniva na principima
dobre laboratorijske prakse [557]. Ovi principi ukljucuju i regularnu proveru kultura na
odsustvo kontaminacije na mikoplazme (Mycoalert kolorimetrijski test) kao 1 odsustvo
promena u morfologiji c¢elija 1 hromozomskih aberacija, odnosno odstupanja od

uobicajenog ciklusa deoba celija.

L929 i HEp2 ¢elije su ¢uvane u te€nom azotu. Nedelju dana pre eksperimenta celije
su odmrznute, i1 isprane u od dimetil-sulfoksida (DMSO) u kome su bile smrznute, a zatim
su kultivisane u plasti¢nim bo¢icama za kulture u termostatu na 37°C i 5% CO,. Medijum
za kulturu je bio kompletni RPMI medijum. L929 i HEp-2 ¢elije rastu u obliku adherentnog
sloja. U pocetku su izduzenog, vretenastog izgleda. Kada postanu konfluentne poprimaju
tipican izgled kaldrme. Takve konfluentne Celije su rasadene u serije flaskova 1 kultivisane
u kompletnom RPMI medijumu 1-2 dana, dok konfuentnost nije dostigla dostigne 80-90%

od svog maksimuma.

Rasadivanje je vrSeno tripsinizacijom. Naime, semikonfluentne ¢elije su isprane od
kompletnog RPMI medijuma odlivanjem kompletnog medijuma i nalivanjem rastvora
0.02% Na EDTA (Sigma) u RPM]I, sa antibioticima (penicilin, streptomicin i gentamicin) u
istim koncentracijama kao 1 u kompletnom medijumu. 6% Stok NaEDTA je bio pripremljen

u fosfatnom puferu (3 mM NaH,PO4 7 mM Na,HPO,, 0.27 M NaCl, PBS). Nakon
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ispiranja, na ¢elije je dodat rastvor 0.2% tripsina (izolovan iz govedeg pankreasa, Sigma) u
0.02% Na EDTA, i one su inkubirane 5 min u inkubatoru, pri ¢emu je disocijacija ¢elija od
podloge potvrdena pod svetlosnim mikroskopom. Na celijsku suspenziju je dodat 1ml
kompletnog medijuma i suspenzija je isprana centrifugiranjem na 1000 rpm 7 min na
hladnom u cilju zaustavljana dejstva tripsina. Na ¢elijski pelet je dodat medijum i Celije su

brojane pomocu tripan plavog.
3.3.2. Brojanje ¢elija

Celije dobijene na razli¢ite nadine su izbrojane pre postavljanja u Celijsku kulturu.
Nakon ispranja centrifugiranjem, deo ¢elija je obojen 0.1% rastvorom tripan-plavog u PBS-
u Sto je omogucéilo brojanje ¢elija u komori po Biirker-Tiirk-u na svetlosnom mikroskopu.
Tokom brojanja nisu racunate Celije koje su se usled oSte¢enja membrane obojile plavo.

Konacan broj ¢elija je izraCunat kao:

Y. 4 brojanja

N(ml) = 7

x faktor razblaZenja u tripanu x 10*

Nakon brojanja, podeSavana je zapremina Celija potrebna za zahteve kultivacije.
3.3.3. Izolacija peritoneumskih makrofaga pacova

PMO su izolovane iz Albino Oxford (AO) muzjaka pacova starih 10 nedelja Cija je
telesna masa iznosila 200-220g. Sve Zivotinje su prethodno gajene u vivarijumu na Institutu
za medicinska istraZivanja VMA, u standardnim uslovima koji su u skladu sa regulativama
za upotrebu eksperimentalnih Zivotinja koji je odobrio Eticki komitet VMA septembra
2001, a koji striktno prati Direktivu evropske zajednice o upotrebi laboratorijskih zivotinja

u eksperimentima [558].

U cilju izolacije PM@ pacovi su anestezirani u etru, nakon c¢ega im je u
peritoneumsku Supljinu dodato 20ml hladnog RPMI medijuma, u cilju brze konstrikcije

creva i smanjenja opasnosti od povrede unutrasnjih organa. Zivotinja je blago pritisnuta u
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predelu abdomena u cilju boljeg rasporedivanja RPMI medijuma. Peritoneumske ¢elije su
sakupljene aspiracijom medijuma pomocu Sprica 20ml pazljivim izvla¢enjem iz donjeg
desnog dela peritoneuma. Celijska suspenzija je zatim isprana centrifugiranjem na 1000
rpm 7 min na hladnom, a na ¢elijske pelet je dodat medijum, nakon ¢ega su ¢elije brojane u
tripan plavom, kako je ve¢ opisano. Vijabilnost peritonealnih ¢elija, od kojih su 80% ¢inili

makrofagi, je bila ve¢a od 95%.
3.3.4. Izolacija timocita 1 splenocita pacova

U izolaciji timocita 1 splenocita pacova, koriS¢eni su muZzjaci AO pacova, starosti do
2 meseca, eutanizovani u etru. Zivotinje su prethodno gajene u vivarijumu Instituta za
medicinska istrazivanja kako je ve¢ opisano. Timusi su izvadeni u sterilnim uslovima
pravljenjem ventralnog reza od ksifoidnog nastavka bo¢no kroz grudni kos$. Otvaranjem
grudnog kosSa izolovan je timus. Slezina je izdvojena nakon ventrolateralnog reza sa desne
strane tela neposredno ispod rebara. Nakon odvajanja vezivnog omotaca od timusa i
slezine, napravljene su suspenzije celija blagim gnjecenjem sterilnim klipom plasti¢nog
Sprica, koje su zatim filtrirane kroz najlonsku mrezicu da bi se odstranili krupniji agregati
¢elija i strome. Tako pripremljene suspenzije ¢elija su centrifugirane na 1200 rpm tokom 10
minuta na sobnoj temperaturi, a ¢elije su isprane dva puta u RPMI medijumu sa dodatkom

5% FCS. Vijabilnost 1 broj ¢elija su odredeni koriS¢enjem 0.1% rastvora tripan plavog.
3.3.5. Izolacija perifernih humanih mononuklearnih ¢elija

Mononuklearna frakcija celija izolovana je iz koncentrovanih Celijskih elemenata
periferne krvi (Buffy coat), zdravih dobrovoljaca Cija se plazma izdvajala na Institutu za
transfuziologiju VMA, u klinicke svrhe. Svi dobrovoljni davaoci su bili informisani sa
procedurom i nac¢inom upotrebe njihovih krvnih produkata, na S§ta su dali pismenu
saglasnost. Mononuklearne ¢elije periferne krvi (PBMC) su izolovane prate¢i proceduru
priloZzenu u uputstvu proizvodaca Lymphoprep gradijenta, gustine 1.077 g/ml (Nycomed,
Oslo, Norway). Pre postavljanja na gradijent, suspenzija Celija je razblaZzena u 0.02%
NaEDTA u PBS (1:2 - 1:4 v/v). Prvo je 2 ml gradijenta naliveno u epruvete, nakon cega je

po 8ml suspenzije naneto na povrSinu gradijenta, pazljivo, kako bi se sprefilo meSanje
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suspenzije 1 gradijenta. Zatim je mononuklearna frakcija ¢elija izdvajana centrifugiranjem
na 2200 rpm, 20 minuta na sobnoj temperaturi. Tokom centrifugiranja formiraju se slojevi
¢elija. Prvo je odbacen gornji sloj plazme, vodeci racuna da se ne pomeri sloj PBMC koji je
formiran na povrsini gradijenta. Zatim je sakupljen sloj PBMC, vode¢i racuna da se umanji
aspiracija slojeva gradijenta i eritrocita koji se nalaze ispod prstena PBMC. Sakupljene
¢elije su zatim isprane u 0.02% NaEDTA u PBS-om centrifugiranjem na 1400 rpm, 10
minuta kako bi se odstranili ostaci gradijenta. Nakon odstranjivanja gradijenta, suspenzija
¢elija je ispirana jo§ Cetiri puta centrifugiranjem na 800 rpm, 8 minuta, uz postupno
povecavanje udela medijuma za kultivaciju u rastvoru za ispiranje, tako da je na kraju ova
¢elijska suspenzija isprana i od tragova NaEDTA. Vijabilnost i broj ¢éelija je zatim utvrden

bojenjem tripan plavim.
3.3.6. Izdvajanje monocita i T limfocita iz PBMC

U cilju dobijanja monocitne frakcije PBMC primenjivan je metod adherence ili
magnetnog sortiranja. U prvom metodu su PBMC (30 x 10° / 25 cm?®) postavljeni u
polistirenske flaskove ili ploce od 6 mesta. Nakon inkubacije ¢elija 1h i 15 min,
neadherentna frakcija je ispirana toplim RPMI medijum 4-5 puta. Ovim metodom se

zadrzava oko 3 x 10° adherentnih monocita /25 cm?, pri &emu je procenat limfocita <5%.

U cilju dobijanja monocita vece Cistoe primenjen je metod magnetnog sortiranja
pomocu kita (Human Monocytes Isolation Kit II, Mylteni Biotec, Bergisch Gladback,
Nemacka), koji sadrzi koktel antitela na CD3, CD7, CDI16, CD19, CD56, CD123 1
CD235a, ¢ime je omoguéena negativna selekcija CD14" monocita. Na ovaj nadin, iz
ukupne frakcije PBMC dobijeni su i ukupni CD3+ T limfociti, pomoc¢u kita (Pan-T cell
Isolation Kit, Myltenil) koji sadrzi antitela na CD14,CD16 CD19, CD36, CD56, CD123,
CD235a, kao i CD4" T limfociti (CD4 ™ T cell Isolation Kit, Myltenil) koji sadrzi antitela
na CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR /8, CD235a, a koji su
koriS¢eni u eksperimentima u kojima su ispitivane osobine DC dobijenih iz monocita.

Cisto¢a dobijenih frakcija bila je uvek preko 90%.
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Koris¢ena procedura je ukljucivala nekoliko uzastopnih koraka koji su vodili
sortiranju ¢elija. Nakon brojanja ¢elija, izdvojen je odgovarajuéi broj ¢elija na osnovu ¢ega
je izralunata zapremina antitela potrebna za izolaciju. Celije prvo isprane u PBS-u
centrifugiranjem na 1000 rpm, 10 minuta, i nakon toga su inkubirane 10 minuta u
odredenoj zapremini pufera (PBS sa dodatkom 2mM EDTA i 0.5% BSA) sa
odgovaraju¢om koncentracijom koktela antitela konjugovanih biotinom, koji sadrzi antitela
specificna za sve ¢elijske tipove u PBMC osim za one koji se izoluju. Nakon isteka ove
inkubacije, ¢elije u suspenziji su tokom 15 min inkubirane u prisustvu anti-biotin antitela
konjugovanih sa magnetnim mikrokuglicama. Koktel koji je u ovom koraku koris¢en za
izolaciju CD4+ T limfocita sadrzao je i1 anti-CD61 antitelo za dodatno uklanjanje
trombocita. Po isteku ove inkubacije, ¢elije su isprane 1 resuspendovane u PBS/EDTA/BSA
puferu, nakon cega su postavljene na kolonu za magnetno sortiranje celija koja je
postavljena na magnet (kolone i magneti su kupljeni od Mylteni Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). Nakon dodatnog ispiranja kolone postavljene na magnetu, ¢elije koje nisu
zaostale u koloni privu¢ene magnetom su sakupljene i isprane prvo u PBS/EDTA/BSA

puferu, a zatim 1 u medijumu za kultivaciju.
3.3.7. Diferencijacija DC iz monocita

Monociti izolovani imunomagnetnim sortiranjem ili adherencom su koriSéeni za
dobijanje monocitnih DC. Naime, éelije (0.5-1 x 10° /10cm?2ml) su kultivisane u
kompletnom medijumu za Celijske kulture sa dodatkom 100ng/ml humanog
rekombinantnog GM-CSF (Leucomax, Bazel, Svajcarska) i humanog rekombinantnog IL-4
(Roche Diagnostics, Manhajm, Nemacka), tokom 5-6 dana, pri ¢emu je tre¢eg dana
zamenjeno 25% medijuma svezim medijumom sa citokinima. Nakon kultivacije, iDC su
sakupljene, brojane u tripan-plavom 1 analizirana je njihova ekspresija CDla, CD14 i HLA-
DR pomoéu protocne citometrije. Nezrele DC su koriS¢ene dalje u testovima

biokompatibilnosti.
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3.4. EKSPERIMENTALNE CELIJSKE KULTURE

3.4.1. Citotoksi¢nost CuAINi SMA legura u kulturi PMO

U cilju odredivanja toksi¢nosti CuAINi SMA, koriS¢eni su direktni i1 indirektni
testovi. U direktnim testovima PM@ su kultivisane u plo¢i sa 24 mesta. Uzorci legura
(Sestoplikati), prethodno kondicionirani u kompletnom medijumu kako je opisano ranije, ili
ne, su prvo postavljeni u sredinu ploge. Nakon toga je dodato 1 x 10° PM@ po bazenu, pri
gemu je ukupna povriina legure prema zapremini medijuma iznosila 2 cm*ml. Celije su
kultivisane 24 sata u inkubatoru, nakon ¢ega je izmerena njihova vijabilnost 1 metabolicka
aktivnost MTT testom. Kontrolne ¢elije su kultivisane bez CuAINi legura, a pored toga,

kao dodatne kontrole su koris¢ene legure u medijumu bez ¢elija.

U indirektnom eseju PM@ su kultivisane u medijumu koji je kondicioniran sa
legurama, kako je opisano, bilo u nerazblazenom kondicioniranom medijumu ili
razblazenom 1:4 u komplethom RPMI medijumu. U ovim eksperimentima su PMO
kultivisani u plo¢i sa 96 mesta (2 x 10° éelija po bazenu). Nakon 24 sata, ploca je
centrifugirana u cilju izdvajanja supernatanta koji su smrznuti na -40°C, u cilju detekcije

citokina 1 NO, dok je ¢elijama izmerena vijabilnost ili metabolicka aktivnost.

Sposobnost CuAINi legura da indukuju apoptozu i nekrozu PM@ (1 x 10° éelija po
bazenu) je izmerena nakon 24 sata kultivacije, dok je njihova sposobnost da indukuju
produkciju ROS odredena nakon 30 minuta kulture sa CuAINi trakama ili kontrolnim
plo¢icama. Kao pozitivan tretman u ovim esejima je koris¢en 0.5 mM H,0,, dok kontrolne

¢elije nisu bile tretirane.
3.4.2. Citotoksi¢nost CuAINi i NiTi legura u kulturi humanih PBMC

Humane PBMC iz 20 dobrovoljaca su izolovane kako je opisano. Celije (2 x 10°
¢elija/ ml) su kultivisane u kompletnom RPMI medijumu 48h su prisustvu CuAINi ili NiTi
legura, ili same. Odnos povrsine legura u odnosu na zapreminu medijuma je iznosio 1 cm?.

Nakon kultura je odredena vijabilnost i apoptoza PBMC. U cilju odredivanja efekata legura
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na produkciju citokina od strane ovih celija, PBMC su dodatno stimulisane sa
fitohemaglutininom (32 pg/ml, Difco, Lawrence, SAD; PHA). Proliferacija ovih celija je
odredena ugradnjom radioaktivnog timidina, dok je koncentracija citokina odredena u

supernatantima kultura.
3.4.3. Citotoksi¢nost NiTi legura u kulturi humanih DC

U cilju odredivanja citotoksi¢nosti NiTi SMA RS traka i kontrolnih NiTi legura, DC
su kultivisane 2 ili 5 dana, nakon cega su celije sakupljene i odredena je njihov broj i

vijabilnost bojenjem sa tripan plavim, i apoptoza i nekroza pomocu proto¢nog citometra.
3.4.4. Maturacija DC u prisustvu NiTi SMA

Nakon diferencijacije iDC iz monocita dobijenith metodom adherence, celije su
premestene u plode sa 24 mesta (1 x 10 ¢elija/ml) u koje su ve¢ bili postavljeni sterilisane
NiTi SMA RS trake, ili kontrolne NiTi plocice u koncentraciji kao u studijama
kondicioniranja. Kontrolne kulture su sadrzale DC kultivisane na plasticnoj pokrovnoj
ljuspi 8mm u dijametru. DC su kultivisane 2 ili 5 dana u ovim uslovima. U nekim
eksperimentima, maturacija DC je dodatno izazvana LPS-om (0.5 pg/ml), u prisustvu NiTi

SMA RS traka ili kontrolnih plasti¢nih pokrovnih ljuspica, tokom 2 dana.

3.4.5. Citotoksi¢nost nanocestica zlata u kulturi pacovskih timocita 1

splenocita 1 L929 celija

U ispitivanju citotoksicnosti GNP dobijenih USP metodom kori$¢eni su pacovski

postavljeni u ploce sa 96 mesta u 200 pl. Celije su zatim tretirane sonifikovanim rastvorom
5 razlicitih frakcija nanocCestica zlata (25 1 100 pg/ml, u kulturama 1929 ¢elija i timocita, ili
10 1 50 pg/ml u kulturi splenocita) i kultivisane 24 sata ili 3 dana. Razli¢iti brojevi ¢elija su
koris¢eni obzirom da je njihova veli¢ina znacajno razli€ita, a ranije smo pokazali da ovakav

broj celija formira konfluentni sloj celija [268]. Nakon kultivacije je procenjena
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metaboli¢ka aktivnost ovih ¢elija, njihova vijabilnost i procenat apoptotskih i nekrotskih

¢elija.

Proliferacija L929 ¢elija kultivisanih sa ili bez frakcija nanocestica zlata tokom 48
sati je odredena na osnovu ugradnje *H-timidina. Sli¢no tome, proliferativna sposobnost
splenocita u prisustvu ili odsustvu frakcija GNP, je odredena nakon njihovog tretmana sa
konkanavalinom A (ConA, 2.5 pg/ml, Sigma) u trodnevnoj ¢elijskoj kulturi. Tokom
poslednjih 18 sati kulture dodat je radioaktivni timidin (1pCi/ bazenu, 6.7 Ci/mM,
Amersham), a na kraju kulture su 1929 ¢elije tripsinizovane i skinute pomocu skidaca za
¢elijske kulture. Radioaktivnost je izmerena pomocu scintilatnog brojaca (Beckman, LKB-
1219 Rackbeta, Finska). Rezultati su izrazeni kao broj otkucaja u minutu (engl. counts per
minute, cpm) = SD triplikata. Supernatant kultura splenocita aktiviranih sa ConA je

koriséen za detekciju citokina.
3.4.6. Maturacija DC u prisustvu GNP 1 nekroti¢nih HEp-2 ¢elija

iDC diferencirane iz monocita dobijenih imunomagnetnim sortiranjem su postavljene
u ploge sa 24 mesta (0.5 x 10° éelija/ml) i ostavljene 2 sata da adheriraju u inkubatoru.
Nakon toga su dodate sonifikovane GNP ili GNPsj u razli¢itim koncentracijama (5-200
pg/ml zlata) 1 Celije su inkubirane 4-48 sati u inkubatoru, u cilju odredivanja netoksicne
koncentracije GNP. Celijska vijabilnost nakon kulture je odredena brojanjem ¢elija u
tripan-plavim, kao i proto¢nom citometrijom, gde je odreden procenat apoptotskih i1

nekroti¢nih ¢elija.

Maturacija DC je indukovana LPS-om (Sigma) tokom 4-48 sati, u cilju ispitivanja
funkcionalnih 1 fenotipskih svojstava ovih ¢elija. Osim toga, sazrevanje DC je indukovano
nekroti¢nim HEp-2 éelijama (1x10%ml) koje su prethodno kultivisane sa GNP ili GNPs,
(10pg/ml) tokom 24 sata. HEp-2 Celije su nakon toga sakupljene tripsinizacijom, isprane na
1600 rpm 8 minuta i zatim ubijene toplotom u kompletnom RPMI medijumu na 63°C
tokom 30 minuta, kao Sto je ranije opisano [559]. Ovakvi uslovi se postizu i kod
fototermalne terapije pomo¢u GNP [560]. Nakon svakog tretmana DC ili HEp-2 ¢elija su

pripremljeni citospinovi (1 x 10%/uzorku) koji su koris¢eni za imunocitohemijsku analizu na
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osnovu bojenja sa May-Grunwald-Giemsom (MGG), specifi¢nim bojama, ili konjugovanim

antitelima.
3.4.7 Citotoksi¢nost dap-MWCNT uzoraka u kulturi sa PMO

PM@ (2.5 x 10° éelija po bazenu ploce sa 96 mesta i ravnim dnom) su postavljene da
adheriraju za podlogu, nakon ¢ega je dodat dap-MWCNT u 2 koncentracije (50 1 10 pg/ml).
U cilju odredivanja direktnog efekta dapsona koris¢ene su 2 koncentracije solubilnog
dapsona (7.5, i 1.5 pg/ml), Sto odgovara koncentraciji dapsona vezanog za dap-MWCNT u
odgovaraju¢im koncentracijama. Odgovaraju¢e koncentracije o-MWCNT (42.5, i 8.5
pg/ml) su koriS¢ene kao kontrola. Takode su koriS¢ene 1 smeSe u kojima su o-MWCNT
pomesane sa odgovaraju¢im koncentracijama dapsona. Nakon 24 sata kultivacije, ¢elije su
odvojene od plastike grubim pipetiranjem i ispiranjem sa 0.02% NaEDTA u RPML
Sakupljene ¢elije su koriS¢ene u analizi njihove vijabilnosti i odredivanja procenta

apoptotskih ¢elija.
3.4.8 Citotoksi¢nost dap-MWCNT u kulturi humanih DC

iDC (5 x 10° bazenu ploc¢e sa 6 mesta) su postavljene da adheriraju za podlogu,
nakon cega je dodat dap-MWCNT u 3 koncentracije (75, 50 1 10 pug/ml). U cilju
odredivanja direktnog efekta solubilnog dapsona koris¢eno je 3 koncentracije (12.5, 8.5 1
1.5 pg/ml), $to odgovara koncentraciji dapsona vezanog za dap-MWCNT u odgovarajué¢im
koncentracijama. Odgovaraju¢e koncentracije o-MWCNT (63, 42.5, 1 8.5 pg/ml) su
koris¢ene kao kontrola za efekat dap-MWCNT. Takode su koriS¢ene 1 smeSe u kojima su o-
MWCNT pomesSane sa odgovaraju¢im koncentracijama dapsona. Nakon 24 sata kultivacije,
¢elije su odvojene od plastike grubim pipetiranjem 1 ispiranjem sa 0.02% NaEDTA u

RPMI. Sakupljene ¢elije su koriS¢ene u analizi njihove vijabilnosti 1 % apoptotskih ¢elija.
3.4.9. Maturacija DC u prisustvu uzoraka dap-MWCNT

Nakon diferencijacije DC iz monocita dobijenih adherencom, ¢elije su postavljene u

bazene plota sa 6 mesta (5 x 10° Celija/bazenu) i nakon toga su kultivisane same u
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medijumu ili u prisustvu dap-MWCNT, i odgovarajucih kontrola: o-MWCNT, solubilnog
dapsona ili kombinacije o-MWCNT sa solubilnim dapsonom. U eksperimentima sa dap-
MWCNT, DC su bile tretirane proinflamacijskim citokinima (IL-1B- 10 ng/ml; PGE2-
Ipug/ml; IL-6- 10ng/ml; i TNF-a- 10ng/ml; RnD Systems). Nakon 48 sati kultivacije, DC su
sakupljene, isprane i koriS¢ene u fenotipskoj i/ili funkcionalnoj analizi. Supernatanti bez

Celija su sakupljeni i smrznuti na -40°C radi kasnije analize nivoa citokina.
3.5. ANALIZA CITOTOKSICNOSTI

3.5.1. Testovi vijabilnosti

Vijabilnost ¢elija je odredena bojenjem u 1% rastvoru Tripan plavog. Nevijabilne
¢elije, pretezno nekroti¢ne, se boje Tripan plavim i analizirane su na svetlosnom
mikroskopu. Vijabilnost je odredena na osnovu broja obojenih ¢elija u odnosu na ukupan
broj celija, a izracunata je kao % vijabilnosti = 100% ukupnih ¢Celija - % mrtvih Celija, pri
¢emu je brojano najmanje 500 celija po uzorku. Svi rezultati su prikazani kao srednja

vrednost = SD triplikata.

Drugi nacin odredivanja vijabilnosti je na osnovu % nekroti¢nih ¢elija odredenih
pomoc¢u protocne citometrije. Naime, celije su nakon kultura isprane u PBS-u
centrifugiranjem na 1000 rpm 8 min, a ¢elijski pelet je resuspendovan u 300 ul PBS sa 0.1
% NaN3 (PBS1). U ¢elijsku suspenziju je zatim dodat propidijum jodid (PI, Sigma) u
finalnoj koncentraciji 40 pg/ml, nakon ¢ega je uzorak analiziran na proto¢nom citometru
(Coulter, XL-MCL, Krefeld, Nemacka). DNK c¢elija ¢ija je membrana permeabilna,
pretezno nekroti¢nih Celija, se boji PI, Sto se detektuje kao jak signal u FL2 kanalu
citometra pri ekscitaciji laserom od 488nm. Procenat nekroti¢nih celija je odreden na
osnovu jasno uoc€ljivog diploidnog pika u FL2 kanalu, u odnosu na ukupan broj analiziranih

celija.
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3.5.2. Testovi apoptoze

Procenat apoptotskih ¢elija je odreden na osnovu kvantifikacije ¢elija u krajnjem
stadijumu apoptoze koji se karakteriSe fragmentacijom DNK i oslobadanjem apoptotskih
tela. Ovakve celije imaju manju koli¢inu DNK. Nakon kultura sa biomaterijalima i
nanomaterijalima, ¢elije su isprane u PBS-u centrifugiranjem 1 Cdelijski pelet je
resuspendovan u hipotonom rastvoru (0.1% Na-citrat, 0.1% Triton X u destilovanoj vodi)
koji omogucava permeabilizaciju svih ¢elija. U 300 pl Celijske suspenzije je dodat PI (40
40 pg/ml) i uzorci su inkubirani 6 sati na sobnoj temperaturi ili preko no¢i u frizideru.
Nakon inkubacije, ¢elije su analizirane na protocnom citometru, a ¢elije sa hipodiploidnim

nukleusom (sub-Gy pik) su identifikovane kao apoptotske celije.

Drugi metod za detekciju apoptoze ¢elija u najranijem stadijumu je odreden pomoci
Apoptosis Detection Kit (R&D Systems). Sveze ili kultivisane ¢elije su isprane u hladnom
PBS-u i nakon toga resuspendovane u 1x vezuju¢em puferu (10mM Hepes/NaOH, pH 7.4,
140mM NaCl, 2.5mM CaCl2), a zatim centrifugirane 10 min na 1000 rpm. Nakon
centrifugiranja, na 50ul ¢elijske suspenzije je dodat propidijum jodid (40pg/ml) i Aneksin
V FITC-a (10-100 pg/ml u skladu sa uputstvom proizvodaca). Celije su zatim inkubirane u
mraku na sobnoj temperaturi 15 min. Po isteku inkubacije, ¢elijama je dodat vezujuci pufer
do ukupne zapremine od 300 pl, i uzorci su odmah analizirani na proto¢nom citometru.
Kontrolne ¢elije su bile obojene samo Annexin-V FITC-om ili samo PI u cilju odredivanja
prelivanja signala u susedne FL kanale. Nakon podeSavanja protokola, odreden je procenat
vijabilnih éelija (Annexin V FITC/PT’), rano apoptotskih (Annexin V FITC'/PI’), kasno
apoptotskih/sekundarno nekroti¢nih (Annexin V FITC'/PT) i primarno nekroti¢nih celija
(Annexin V FITC/PI).

3.5.3 Merenje metaboli¢ke aktivnosti ¢elija

Metabolicka aktivnost celija je procenjena na osnovu aktivnosti sukcinat
dehidrogenaze. Naime, nakon kultura sa uzorcima biomaterijala i nanomaterijala, medijum
za Celijske kulture je uklonjen, a bazeni su napunjeni sa 100 pl 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5

difenil tetrazolijum bromid (MTT, Sigma, 0.5 mg/ml) u kompletnom RPMI medijumu bez
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fenol crvenog. Kao kontrole testa su koriS¢eni bazeni sa test materijalima bez ¢elija. U toku
inkubacije od 3-4 sata, sukcinat dehidrogenaza konvertuje MTT u nerastvorni formazan
koji precipitira u toku sinteze. U cilju kvantifikacije formazanskog precipitata u bazene je
dodat 10% natrijum dodecil sulfat (SDS) sa 0.1N HCI (Serva, Heidelber, Nemacka) u vodi,
koji rastvara formazan i ¢elijske membrane. Uzorci su inkubirani preko no¢i na sobnoj
temperaturi. Nakon toga, je odredena opticka gustina (OD) rastvora na spektrofotometru
(Behring ELISA Processor II, Heidelberg, Nemacka) na 570nm (referentna 650nm) talasne
duzine. Svi uzorci su radeni u Sestoplikatima, a rezultati su izraZzeni kao relativna
metabolicka aktivnost u odnosu na odgovarajué¢e kontrolne ¢elije. Procenat metabolicke

aktivnosti u direktnim esejima je racunat kao:

rabolitka akti £ (%) = (OD ¢elija sa materijalom — OD materijala) 100
metaboteka axttvnost 1/0) = 0D kontrolnih ¢elija — OD medijuma x
dok je metabolicka aktivnost u indirektnim esejima izracunata kao
» ) 0D ¢elija sa kondicioniranim medijumom
metaboli¢ka aktivnost (%) = ( — — ) x 100
0D c¢elija u kontrolnom medijumu

3.5.4 Merenje oksidativnog stresa

U cilju detekcije intracelularnih ROS, celije su kultivisane sa biomaterijalima 1
nanomaterijalima kao §to je opisano, tokom 30min. Nakon inkubacije, ¢elije su sakupljene
u Ependrof epruvete i inkubirane sa dihidrorodaminom 123 (DHR, 20uM, Sigma) tokom
15 minuta [561]. Celije su zatim analizirane na proto¢nom citometru u FL1 kanalu. Porast
intenziteta fluorescence (MFI) DHR je bio indikator povecanih intracelularnih ROS. U
nekim eksperimentima je kao pozitivna kontrola koris¢ena 0.5 mM H,O,, dok su ¢elije bez

test materijala koriS¢ene kao negativna kontrola.
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3.6. FENOTIPSKE ANALIZE

3.6.1. Fenotipska analiza proto¢nom citometrijom

DC kultivisane sa SMA legurama i nanomaterijalima 48 sati su sakupljene i isprane u
PBS sa dodatkom 2% FCS 1 0.1% NaN3 (PBS2). Nakon toga su ¢elije u inkubirane sa
primarnim antitelima (Tabela 3.6.1.1), u razblazenjima koja su preporucena od strane
proizvodaca, tokom 0.5-1 sat na +4°C. Ako je primarno antitelo bilo obeleZeno biotinom,
dodavan streptavidin-fluorohrom i ¢elije su inkubirane 15 min na sobnoj temperaturi.
Nakon inkubacije, uzorci su isprani u PBS1 i odmah analizirani na proto¢nom citometru, ili
su bili fiksirani u formaldehidu/ PBSI1 i analizirani u roku od 5 dana. Na osnovu rasipanja
svetlosti u napred (engl. foreward scatter, FS) i u stranu (engl. side scatter, SC) specifi¢ne
¢elije su uokvirene i analizirane u FL1, FL2 i FL3 kanalima. U nekim eksperimentima
specifi¢ne Celije su bile obeleZene sa anti-CD45 antitelom, pa je ekspresija ostalih markera
analizirana samo u okviru CD45" ¢elija. Pre svake analize izvrena je kompenzacija signala
za svaki par antitela, a specifi¢na fluorescenca u FL1 kanalu je odredena na osnovu ¢elija
obojenih pojedinacnim markerima u fluorohromu za FL2 kanal i izotipskim antitelom
obeleZzenim fluorohromom za FLI1 kanal. Na slican nain je odredena specifi¢na

fluorescenca u FL2 kanalu.
3.6.2 Citohemijska 1 imunocitohemijska analiza

Celije su nakon inkubacije sa test materijalima sakupljene, isprane u PBS i
pripremljene za pravljenje citospin preparata. 1x10* ¢elija po uzorku je resuspendovano u
100 pl PBS sa 2% FCS. Ovakva ¢elijska suspenzija je nalivena u levak citospin centrifuge
(Thermo scientific Shandon) koji je preko filter papira pri¢vrS¢en za mikroskopsku plocicu,
premazanu poli L lizinom (100 pg/ml). U toku centrifugiranja na 500 rpm 5 minuta celije

su se rasporedile po mikroskopskoj plocici a viSak te€nosti je sakupljen na filter papir.

111



Tabela 3.6.1.1 Primarna antitela koriS¢ena u fenotipskoj analizi DC

Antitelo/reagens Klon/ kat. Poreklo Konjugat Proizvoda¢  Test materijal
(specifi¢nost) broj

CD14 TUK4 Mis FITC Serotec Svi

CDla NA/34HLK  Mi§ PE Serotec Svi
HLA-DR LN3 Mis Biotin Serotec Svi

CD86 BU63 Mis FITC ili PE Serotec Svi

CDS83 HB15e Mis Alexa 488 Biolegend Svi

CD40 5C3 Mis FITC Imunotools NiTi SMA
CD45 HI30 Mis PeCy5 eBioscience GNP
IgGla izotip MCA928 Pacov Biotin Serotec Svi

IgGla izotip MCA928PE  Pacov PE Serotec Svi

IgG1la izotip MCA 928F  Pacov FITC Serotec Svi

IgGla izotip P36281 Pacov PeCy5 eBioscience Svi

Biotin STAR2A Streptavidin-Alexa 488 Serotec Svi

Biotin STAR2P Streptavidin-PE Serotec Svi
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Deo uzoraka je obojen May-Grunwald-Giemsa metodom koja se zasniva na
selektivnom vezivanju nespecificnih boja za hromatin i nehromatinske strukture. Na
osuSene citospin preparate je naneta koncentrovana May-Grunwald boja koja je inkubirana
sa uzorcima 5 minuta. Nakon ispiranja vodom, naneta je Giemsa boja razblazena u vodi 10
puta i uzorci su inkubirani narednih 20 minuta. Nakon ispiranja u vodi i susenja preko no¢i,
uzorci su preliveni Kanada balsamom i analizirani pod uspravnim svetlosnim mikroskopom

(Nikon eclipse 51) sa opremljenom kamerom (Nikon DXM1200C Camera).

Za konfokalnu mikroskopiju, citospin preparati su isprani u PBS, obrisani pazljivo
papirnim maramicama radi uklanjanja visSka tecnosti 1 zatim fiksirani 4% pararozanilinom
5-10min pre bojenja sa primarnim specificnim antitelima (Tabela 3.6.1.1). Primarna
antitela su inkubirana sa uzorcima 1 sat u vlaznoj komori. Nakon ispiranja u PBS, u nekim
eksperimentima su obojena jedra ¢elija pomocu PI ili DAPI (4 pg/ml) 15 minuta. Nakon
poslednjeg ispiranja, uzorci su preliveni rastvorom 2% glicerola u PBS, prekriveni
pokrovnim stakalcima, i zalepljeni providnim lakom. Uzorci su analizirani na konfokalnom
mikroskopu (Zeiss LSM 510/Axiovert 200 M, Jena, Nemacka ili Leica TCS SP5) koriste¢i
lasere (od 488nm-650nm) razlicitih intenziteta, i imerzione objektive (Leica HCX APO L
20x ili Zeiss APO L 63x), a signali su detektovani na detektorima za odgovarajuce

fluorohrome.

Nanocestice zlata su detektovane zahvaljuju¢i povrSinskoj plazmon rezonanci i
apsorpciji svetla u nIR spektru. Nakon inicijalnog odredivanja spektra apsorpcije GNP,
ekscitacija pomoc¢u 633nm lasera je najbolje detektovana u pomocu 660/30nm detektora
(HyD Leica HyD, Leica microsystems GmbH, Wetzlar, Nemacka, ili Zeiss 510, GaAsP
detectors) (Grafikon 3.6.1.1). Slican sistem je podeSen i za detekciju MWCNT, s tim da je

rasipanje bilo znatno slabije.
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Grafikon 3.6.1.1. Detekcija povrsinske plazmon rezonance GNPy i GNPsy pomoc¢u

konfokalnog mikroskopa.

Crna linija predstavlja talasnu duzinu lasera a siva traka opseg detekcije GNP. Spektar je odreden na osnovu

suspenzije GNP bez prisustva ¢elija.

3.6.3. Morfoloska analiza pomocu skenirajuce elektronske mikroskopije

DC kultivisane na NiTi RS trakama ili plasticnim pokrovnim ljuspama, sa ili bez LPS
(100 ng/ml), kako je opisano ranije, pripremljene za analizu SEM-om. Uzorci su isprani u
PBS i fiksirani su preko no¢i na +4°C u 2% glutaraldehidu rastvorenom u Miloning puferu.
Uzorci su zatim isprani 3 puta u Miloning puferu, pri ¢emu je svako ispiranje trajalo 10
minuta. Sekundarna fiksacija je uradena pomocu 1% osmijum tetroksida rastvorenim u
destilovanoj vodi tokom 1 sat. Sve hemikalije su kupljene od Sigma. Nakon toga su uzorci
isprani u vodi 3 puta 1 dehidratisani u rastu¢oj koncentraciji etanola (30-100%), pri ¢emu je
uzorak u svakoj od koncenrtacija etanola inkubiran 5 minuta. Nakon toga su uzorci osuSeni

pomocu susaca na temperaturi tecnog CO;, 1 montirani na ugljeni¢nu adhezivnu traku na
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aluminijumskom nosacu. U cilju povecavanja konduktivnosti, uzorci su naprseni zlatom
(JFS-1100E) pri 10mA tokom 5 minuta i analizirani na SEM JSM5300 (Jeol, Tokijo,

Japan) koriste¢i primarni elektronski zrak na 10-30 kV.
3.7. ANALIZA INTERNALIZACIJE NANOMATERIJALA

3.7.1. Analiza internalizacije GNP od strane DC

Internalizacija GNP od strane DC je proucavana konfokalnom mikroskopijom zivih
¢elija, TEM, SEM, FIB/SEM, 1 protonskom mikroskopijom koja je omogucila

kvantifikaciju intracelularnih GNP.
3.7.1.1 Analiza internalizacije konfokalnom mikroskopijom

iDC (1 x 10°/ml) su postavljene na plasti¢ne pokrovne ljuspe prekrivene PLL-om da
adheriraju 20 minuta, nakon ¢ega su premeStene na +4°C tokom 10 min, i nakon toga
tretirane sa GNPjy ili GNPsy (10pg/ml). U nekim eksperimentima je dodavan Dinasor,
inhibitor dinamina I, (80 uM, Sigma). Obzirom da se Dinasor rastvara u DMSO, kontrolni
uzorci su tretirani ekvivalentnom koncentracijom DMSO (0.05%). Celije su inkubirane 30
minuta sa Dinasorom ili DMSO pre dodavanja GNP. Nakon toga je dodata boja za
membrane FM 4-64 (10 uM) koja se rastvara u membranama zivih ¢elija, 1 uzorci su
premesteni u komore za oslikavanje na Leica TCS SP5 sistemu. Uzorci su kontinuirano

praceni u XYZT modu tokom 4 sata.
3.7.1.2. Analiza internalizacije transmisionom elektronskom mikroskopijom

iDC 1 GNP su inkubirani 4 sata kako je opisano ranije. Nakon toga su DC sakupljene
snaznim pipetiranjem, isprane od medijuma u fosfatnom puferu i fiksirane gluteraldehidom.
Rastvor 2% gluteraldehida u Miloning puferu je pazljivo promeSan sa koncentrovanom
¢elijskom suspenzijom 1 ¢elije su sedimentirane centrifugiranjem na 800 rpm 10 min u
Ependorf epruveti na komad misSije jetre koja je sluzila kao nosac. Jetra je izolovana iz misa
BALB/C soja starog 10 nedelja pod sterilnim uslovima i iseckana skalpelom na male

komade koji su stavljeni na dno Ependorf epruvete. ViSak krvi iz jetre je ispran fizioloSkim
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rastvorom. Ovako pripremljeni uzorci su inkubirani sa navedenim rastvorom gluteraldehida
24 sata na +4°C, isprani Miloning puferom 2 puta i saduvani na +4°C do sekundarne
fiksacije osmijum tetroksidom. Celije su prvo isprane 2 puta u fosfatnom puferu, a zatim
fiksirane 1% osmijum tetroksidom. Nakon ovoga su ¢elije isprane destilovanom vodom, a
svako ispiranje je trajalo 10 minuta. Zatim je usledilo bojenje 3% rastvorom uranil acetata u
trajanju od 3.5 sati. Uzorci su isprani, a zatim dehidrirani u seriji vodenih rastvora etanola
sve vece koncentracije (30%, 50%, 75%, 96%, 100%, 100% etanol) po 10 minuta, i na
kraju u 100% acetonu. Nakon dehidratacije, uzorci su ukalupljeni u Epon medijum (Sigma)
prate¢i uputstva proizvodaca. Od preparata su napravljeni ultratanki preseci pomocu
ultramikrotoma koji su sakupljeni na bakarne mrezice oblozene ugljenikom. Uzorci su
nakon suSenja analizirani na TEM-, (JEM100 CX- JEOL, Tokijo, Japan) pri voltazama od
100 kV.

3.7.1.3 Analiza internalizacije skeniraju¢om elektronskom mirkoskopijom sa

fokusiranim jonskim zrakom

Za pripremu uzorka za FIB/SEM, DC su kultivisane sa GNP, kako je prethodno
opisano za TEM proceduru. Celije su obojene po OTO (osmijum tetroksid-
tetrakarbohidrazid-osmijum tetroksid) protokolu. Nakon fiksacije u glutaraldehidu, ¢elije su
isprane jednom u fosfatnom puferu i1 fiksirane 1% osmijum tetroksidom 1 sat. Nakon
ispiranja u destilovanoj vodi, usledila je inkubacija sa zasi¢enim vodenim rastvorom
tetrakarbohidrazida 30 minuta. Nakon ispiranja, uzorci su inkubirani 1 sat sa 1% osmijum
tetroksidom 1 zatim isprani. Usledila je dehidratacija u seriji vodenih rastvora etanola sve
vece koncentracije (30%, 50%, 75%, 96%, 100%, 100% etanol) po 10 minuta. Uzorci su
osuseni heksametildistilazanom (HMDS, Sigma) tako §to su sukcesivno tretirani rastvorima
HMDS u etanolu (50%, 75%, 100% 1 100%), gde je svaka inkubacija trajala 10 minuta.
Uzorci su zatim brzo premesSteni u desikator i ostavljeni su da se osuse pod vakumom.
Pokrovne ljuspice sa ¢elijama su postavljene na nosa¢ sa karbonskom trakom i naprSene
zlatom radi povecanja provodljivosti. Svi uzorci su analizirani na SEM (Quanta 200 3D) u
koji je ugradena FIB kolona. Nakon odabira mesta od interesa, uzorak je zakrenut za 52°,

tako da FIB bude normalan na povrSinu uzorka. Na uzorke je potom nanet zastitni sloj
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platine debljine 0.5-1pm, pri struji FIB-a od 1nA i voltazi 30KeV. Nakon toga je napravljen
grubi rez FIB-om podeSenim na 5-7 nA, a zatim je usledilo poliranje bo¢nog zida uzorka
FIB-om na manjim strujama (0.3 nA) (Slika 3.7.3.1). Nakon svakog ciklusa secenja i
¢iS¢enja uzorci su analizirani SEM-om koristec¢i detektore za sekundarne elektrone (SE) ili
unazad odbijene elektrone (BSE). Najmanje 10 poprecnih preseka razmaknutih 0.5-1pm, je
napravljeno po ¢eliji, a analizirano je najmanje 10 celija po uzorku, na osnovu ¢ega su

rekonstruisan 3D izgled ¢elija (Slika 3.7.3.2).

Slika 3.7.3.1. Procedura obrade uzorka sa FIB.

Elektronskom kolonom je analiziran izgled A) uzorka zakrenutog za 52° od elektronske kolone. B) Izgled

sloja platine nanesene gasnom depozicijom na uzorak pre obrade FIB-om. C) Siroki prorez napravljen FIB-
om i vizuelizovan FIB kolonom na malim strujama (30pA). D) Izgled bo¢nog zida Sirokog proreza analiziran
elektronskom kolonom, pri ¢emu se uocava strana koja nije ociS¢ena (levo) i ona koja je ociS¢ena FIB-om
(desno).
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Slika 3.7.3.2. Serijski preseci kontrolnih DC dobijenih FIB/SEM metodom (A-F).

Strelicama su obelezene Celijske organele koje se pojavljuju u vise serijskih preseka. Bela strelica pokazuje

Goldzijev aparat, Zuta intracelularne vezikule sa internalizovanim sadrzajem, dok crvena pokazuje na

endoplazmatski retikulum. 1z serijskih slika je rekonstruisan 3D izgled ¢elija (slika dole).

3.7.1.4. Analiza internalizacije GNP protonskom mikroskopijom
3.7.1.4.1. Priprema uzoraka

U cilju kvantifikacije GNP internalizovanih od strane DC nakon 4 sata kulture,
primenjena je spektroskopija emisije X-zraka indukovana protonima (engl. proton-induced

X-ray emission spectroscopy, micro-PIXE). U tom smislu su DC kultivisane sa GNP ili

118



GNPs (10 pg/ml) 4 sata na sterilisanim Mylar folijama oblozenim prethodno 2% rastvorom
govedeg Zelatina (Sigma). Nakon celijskih kultura, uzorci su isprani u PBS-u, a zatim u
vodi 2s u cilju uklanjanja ostataka fosfata, nakon ¢ega su brzo uronjeni u tec¢ni azot 20s.
Uzorci na aluminijumskim nosa¢ima su nakon toga premesteni u epruvete sa silika gelom 1
suSene na -40°C 2 nedelje, nakon ¢ega su analizirane na micro-PIXE. U analizi su kori$¢eni
protonski zraci 2.5-3 MeV, dijametra 1.2-2 um na razli¢itim povr§inama uzorka. Dva PIXE
spektra su dobijena pomocu para detektora X-zraka i Copera, a elementalna masa po celiji

je izraCunata na osnovu aproksimacije za tanke uzorke.
3.7.1.4.2. Aproksimacija elementalne analize za tanke uzorke

Protoni koji se emituju sa uzorka ozracenog protonskim snopom se karakteriSu
protonskim prinosom dYi, gde i predstavlja element od interesa, a dz debljinu uzorka.
Protonski prinos zavisi od atomske gustine uzorka i koji se analizira (n;) i moZe se

izraunati na osnovu:
. _ AQ i X —ue(z
dYi =~ Nyngem;of (z)e™" @ dz,

gde AQ predstavlja ugao detektora, e;- efikansost detektora, n;-transmitancu
apsorbera ispred detektora, a  N,-broj protona koji pogodi uzorak tokom merenja.
Produkcija karakteristi¢énih X-zraka detektovana u odabranoj spektralnoj liniji X zraka se
definiSe odgovarajuéom produkcijom X zraka na popre¢nom preseku o/(z), a e #¢®
predstavlja verovatno¢u da X-zrak ne bude apsorbovan od strane samog materijala koji je
na putu ka detektoru. u predstavnja koeficijent usporavanja protona na izlaznom delu £(z)

ka detektoru X zraka.

Obzirom da su uzorci DC kultivisani u jednom sloju 1 nakon suSenja na hladnom
najverovatnije nisu bili debljine ve¢e od 50 um, pa se deo koji uraCunava gubitak energije

X zraka apsorpcijom od strane uzorka se moze zanemariti:

. AQ ;
dYi = s Npngeem;oi (z) (Eot,
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gde je t debljina uzorka. Protonski prinos se stoga moze izraCunati smenom n};

N

gustinom podrucja St, pa je protonski prinos:

. AQ . Nk x
dYi = — Np=Feim;07 (2),

Obelezavanjem celija od interesa na elementalnim mapama, 1 odredivanjem doze
protona koji su pali na uzorak, moguce je aproksimirati elementalni inventar na homogenu

tanku ravan, i u okviru nje odrediti koncentracije elementa od interesa na osnovu atomske
. .. N .. . e .
gustine na podrucju T‘“, povrsine odabranog regiona Sroi (¢elije), molarne mase elementa 7,

1 Avogadrovog broja (A):

mi = i KiSroi
S A

Na osnovu podataka o masi Au u odabranom regionu Sroi, izraunat je broj
nanocestica zlata u ovom podrucju, uzimajuéi u obzir dijametar GNP (10 ili 50nm) i

gustinu zlata (p=19.3 g/cm3) na osnovu formule

M M
Nymy = _ 9]
Mgnp

g * Pau [CJ#]

377,'1"3 [W]

gde je mgyp- masa jedne nanocestice zlata a M- masa izmerena mikro-PIXE metodom

u Sroi.

3.7.2 Analiza internalizacije dap-MWCNT od strane PM©

Fagocitoza MWCNT od strane PM@ je analizirana konfokalnom, svetlosnom
mikroskopijom i protoénom citometrijom. Stokovi o-MWCNT i dap-MWCNT (Img/ml u
RPMI) su sonifikovani 15 minuta, i centrifugirani 5 minuta na 500 rpm u cilju uklanjanja

velikih agregata. Liofilizovan dapson je rastvoren u DMSO (Stok 20mg/ml), a neposredno
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pre koris¢enja, u RPMI medijumu do koncentracije 1mg/ml, tako da finalna koncentracija

DMSO u kulturi nije iznosila vise od 0.075%.
3.7.2.1. Analiza internalizacije proto¢nom citometrijom

PM@ (2.5 x 10° éelija/ml) su kultivisani 24 sata u prisustvu dap-MWCNT ili dap-
MWCNT:FITC u koncentraciji 25 pg/ml. Pored toga, ¢elije su kultivisane u Ependorf
epruvetama na 4 °C u istim koncentracijama. Nakon toga je u svaki uzorak dodato 100 pl
NaEDTA i inkubacija je nastavljena jo§ 15 minuta. Celije su premeStene u plasti¢ne
epruvete, pospricane i analizirane na proto¢nom citometru. PM@ su identifikovane pomoc¢u
FS i SS parametara, a preuzimanje od strane ¢elija je detektovano kao porast SS parametra

ili fluorescence u FL1 kanalu.
3.7.2.2. Analiza internalizacije svetlosnom mikroskopijom

U ovom eseju su PM@ (1x10° po bazenu plode od 24 mesta u Iml kompletnog
medijuma) adherirali za plasticne pokrovne ljuspice. Nakon toga su dodate o-MWCNT i
dap-MWCNT:FITC (25 pg/ml), 1 Celije su inkubirane narednih 24 sata. Nakon toga su

uzorci isprani PBS-om, osuseni pod vakumom i obojeni Turkom.
3.7.2.3. Analiza internalizacije konfokalnom mikroskopijom

PM@ su kultivisane na plasti¢nim pokrovnim ljuspama (2.5 x 10° éelija po ljuspi u
zapremini od 100 pl po ljuspi) tokom 24 sata u prisustvu da-MWCNT:FITC (25 pg/ml).
Nakon toga su uzorci isprani PBS-om 1 obojeni anti pacovskim CD11b antitelom
konjugovanim sa PE (Serotec), ili OX3 antitelom:Alexa 546, tokom 45 minuta na 4 °C.

Celije su fiksirane 1% paraformaldehidom i analizirane na konfokalnom mikroskopu

(Zeiss).
3.7.2.4. Analiza internalizacije transmisionom elektronskom mikroskopijom

PM@ (4 x 10°) su kultivisani u plo¢i sa 6 mesta sa ili bez dap-MWCNT, i ¢elije su
sakupljene u PBS, isprane 1 centrifugirane na 3000 rpm 10 minuta. Nakon toga su fiksirane

2.5% gluteraldehidom u Miloning puferu 10 minuta na sobnoj temperaturi. Celije su
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fiksirane 1% osmijum tetroksidom na 4°C 3 sata, dehidratisane u etanolu i ukalupljeni u
smolu. Uzorci su iseeni pomocu ultramikrotoma, sakupljeni na bakarne mrezice i obojene
uranil acetatom i olovo citratom, nakon ¢ega su analizirani na TEM-u (JEM100 CX-JEOL)

na 100 kV.

3.7.3. Analiza internalizacije MWCNT od strane DC

3.7.3.1. Analiza svetlosnom mikroskopijom i proto¢nom citometrijom

Internalizacija MWCNT uzoraka od strane DC je analizana nakon kultura. Celije su
isprane PBS-om i pripremljeni su citospinovi (1x10* ¢elija/citospinu) koji su obojeni MGG
metodom. Osim toga, suspenzije ¢elija su analizirane na proto¢nom citometru pri ¢emu je

pracen SS parametar.
3.7.3.2. Kolokalizaciona analiza 7-TOG-MWCNT i TLR7

Nakon pripreme citospinova, uzorci DC kultivisani sa ili bez MWCNT, su
pripremljeni za konfokalnu mikroskopiju. U tu svrhu su 7-TOG-MWCNT:FITC (25 pg/ml)
kultivisane sa DC 24 sata. Nakon toga su citospinovi obojeni pomoc¢u anti-HLA-DR-Alexa
548 antitela (Serotec) ili pomocu kozijeg anti-humanog TLR7 antitela (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Nemacka). Anti-TLR7 antitelo je vizuelizovano pomocu
sekundarnog donkey-anti-goat IgG:biotin Alexa: 546 antitelom (Serotec), po uputstvu
proizvodaca. Nukleusi su obojeni sa DAPI (Sigma). U cilju detekcije lizozoma, neke
kulture DC su tranfektovane sa CellLight Lysosomes-red fluorescence protein (RFP),
BacMam 2.0 reagensom (Invitrogen) tokom poslednjih 16 sati kulture, u skladu sa
uputstvom proizvodaca. Nakon toga su celije fiksirane 4% formaldehidom i pripremljeni su
citospinovi. Uzorci su analizirani konfokalnom mikroskopijom, a kasnije je izvrSena
korekcija jacine signala i kontrasta. Kolokalizaciona analiza izmedu 7-TOG-MWCNT 1
TLR7, 1 izmedu 7-TOG-MWCNT 1 lizozoma je uradena u Image] programu pomocu

analize korelacije intenziteta (engl. Intensity correlation analysis) u skladu sa Li 1 sar. [562].
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3.7.3.3. Analiza internalizacije MWCNT transmisionom elektronskom

mikroskopijom

MWCNT i DC (1 x 10° po bazenu ploce sa 6 mesta) su kultivisane kako je opisano i
premestene u Ependorf epruvete. Uzorci su centrifugirani, a supernatant odbacen, nakon
Cega je usledila primarna fiksacija u glutaraldehidu i sekundarna u osmijum tetroksidu,

kako je ranije objasnjeno.
3.8. ANALIZE FUNKCIONALNIH OSOBINA CELIJA

3.8.1. Alogene meSane leukocitne reakcije

U cilju odredivanja alostimulatorne sposobnosti DC kultivisanih sa NiTi SMA, GNP,
¢elije su sakupljene i isprane od navedenih biomaterijala centrifugiranjem na 800 rpm 8§
min. Responderi u MLR su bili CD3" T limfociti (u eksperimentima sa GNP) ili CD4" T
limfociti izolovani negativnim imunomagnetnim sortiranjem, kako ve¢ opisano. Precis¢eni
T limfociti (1 x 10° ¢elija po bazenu ploée od 96 mesta sa U dnom) su kokultivisani sa
razli¢itim brojem DC (1 x 104, 0.5 x 104, 0.25 x 104, ili 0.125 x 104), to jest u razli¢itim
brojnim odnosima DC/T limfocita 1:10-1:80. Celije su kokultivisane 5 dana, a tokom
poslednjih 18 sati je dodat *H- timidin (1pCi/bazenu, Amersham, Buckinghamshire, UK).
Obelezene Celije su sakupljene pomocu skidaca ¢elijskih kultura na staklene fibrozne filtere
1 radioaktivnost je izmerena pomoc¢u Beckman-ovog scintilatnog brojaca (LKB-1219

Rackbeta, Finska). Rezultati su izraZeni kao broj otkucaja u minutu (cpm) £ SD triplikata.

Istovetne DC/T ¢elijske kulture su postavljene u cilju odredivanja produkcije citokina
u kokulturi 1 odredivanja Th polarizacione sposobnost DC. Nakon 5 dana, u kokulture je
dodat forbol miristat acetat (PMA, 20ng/ml, Sigma) 1 jonomicin (500 ng/ml, Sigma) tokom
poslednjih 8 sati kulture u cilju povecavanja oslobadanja citokina. Nakon toga su sakupljeni
supernatanti kokultura i smrznuti su na -40 °C sve do analize. Kulture sa odgovaraju¢im

brojem DC 1 T limfocita su kultivisane odvojeno 1 kori$¢ene su kao kontrole.
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3.8.2 Citotoksi¢na aktivnost T limfocita

U cilju odredivanja sposobnosti DC da indukuju tumor specifi¢ne T limfocite, CD3'T
limfociti (1x 10° ¢elija po bazenu ploce sa 96 mesta) su kultivisani sa DC koje su prethodno
bile tretirane nekroticnim HEp-2 ¢elijama, bilo da su HEp-2 sadrzale GNP}y 1 GNPsy ili ne,
tokom 3 dana. CD3"T éelije su zatim sakupljene, sortirane pomoéu magnetnog sortiranja na
nacin kako je opisano, i indukovane da proliferiSsu pomocu IL-2 (2 ng/ml, R&D) jo$ 2 dana.
Ovakve CD3'T éelije (2 x 10*, 4 x 10* ili 8 x 10*) su zatim kultivisane sa Zivim HEp-2
Gelijama (1 x 10%) tokom 24 sata u Sestpliaktima. Citotoksi¢na aktivnost u kulturama je
nakon toga izmerena MTT testom. CD3'T ¢elije i HEp-2 éelije kultivisane odvojeno u

odgovarajuc¢em broju, su koris¢ene kao kontrola.
3.8.3. Detekcija citokina 1 biomolekula

3.8.3.1. Odredivanje citokina u kulturi PMO i CuAlNi legura

Supernatant PM@ kultivisanih sa CuAINi legurama ili ekstraktom legura tokom 24
sata, su analizirani u cilju detekcije citokina. Koncentracija IL-1, TNF-a i MCP-1 su
odredeni u supernatantima kultura makrofaga pomocu fluorescentnih mikrokuglica koje za
sebe imaju konjugovana specifi¢na antitela, u okviru kita (6-plex, Bendermed Systems,
Bec, Austrija). Kuglice su prvo razdvojene na osnovu veli¢ine (kuglice A 5.5 um, B:
4.4um), a nakon toga po nivou konstantne fluorescence u FL2 kanalu. Intenzitet vezivanja
citokina, koji zavisi od njegove koncentracije u rastvoru, je vizuelizovan u FL1 kanalu.
Koncentracije citokina su izra¢unate na osnovu rastvora poznatih koncentracija inkubiranih
sa fluorescentnim mikrokuglicama. IL-6 je odreden komercijalnim ELISA kitom za

pacovski IL-6, u skladu sa uputstvom proizvodaca.
3.8.3.2. Odredivanje polarizacionog kapaciteta DC u kulturi sa NiTi legurama

Supernatanti kultura nakon maturacije DC (DC supernatanti) su kori§¢eni za analizu
citokina koji su kljucni za polarizaciju imunskog odgovora. U eksperimentima sa NiTi RS
SMA, u DC supernatantima su odredivani IL-10, IL-12, IL-23 i IL-27 pomocu specifi¢nih
sendvi¢ ELISA kitova (R&D Systems), u skladu sa uputstvima proizvodaca. U istim
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eksperimentima, gde su DC kokultivisani sa T limfocitima sakupljeni su supernatanti nakon
stimulacije kultura poslednjih 8 sati sa PMA i jonomicinom kao $to je opisano (Th profili).
U Th profilima su odredeni nivoi IL-1p, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a 1 TNF-p.
Ovi citokini su odredeni proto¢nom citometrijom pomocu fluorescentnih mikrokuglica
(Flow Cytomix Human Th1/Th2 11-plex kit, Bendermed Systems). Nivo IL-17 i TGF-B u

ovim kokulturama je odreden standardnim ELISA testom (R&D), po uputstvu proizvodaca.
3.8.3.3. Odredivanje nivoa citokina u kulturi humanih PBMC i SMA legura

Na sli¢an nacin su analizirani citokini u kulturama PBMC tretiranih SMA legurama u
prisustvu PHA. Supernatanti su inkubirani sa smeSom fluorescentnih kuglica oblozenih
antitelima za detekciju specifi¢nih citokina (IL-18, IL-2, IFN-y, IL-12, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
8, IL-10, TNF-a 1 TNF-B) (Flow Cytomix Human Th1/Th2 11-plex kit, Bendermed
Systems).

3.8.3.4. Odredivanje nivoa citokina u kulturi aktiviranih splenocita

Produkcija citokina od strane splenocita aktiviranih sa 2.5 pg/ml ConA, u prisustvu ili
odsustvu nanocestica zlata pripremljenih USP metodom je analizirana nakon 24 sata iz
supernatanta kultura. Koncentracija 1L-2, IFN-y, IL-4 i IL-10 je odredena standardnim

komercijalnim ELSIA kitom, ra¢unajuci koncentracije na osnovu standardne krive.
3.8.3.5. Odredivanje polarizacionog kapaciteta DC u kulturi sa GNP

U eksperimentima gde su DC kultivisane sa komercijalnim GNPy 1 GNPsg, odredeni
su citokini u DC supernatantima (IL-12p70, IL-10 1 IL-23), kao i u kokulturama DC i
CD3'T ¢éelija (IFN-y, IL-4 i IL-17) standardnim ELISA testom.

3.8.3.6. Odredivanje nivoa citokina u kulturi DC i dap-MWCNT

U eksperimentima gde su DC kultivisane sa dap-MWCNT (50 pg/ml), odredeni su
citokini u DC supernatantima (IL-12, IL-10, IL-23 1 IL-27) standardnim ELISA testovima
(R&D Systems, Mineapolis, SAD), po uputstvu proizvodaca.
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3.8.3.7. Odredivanje produkcije NO i IL-6 od strane PMO kultivisanih sa dap-
MWCNT

IL-6 je u kulturi PMO@ i dap-MWCNT, o-MWCNT, dapson i njihovom
kombinacijom, odreden pomocu komercijalnog ELISA kita za pacovski IL-6, u skladu sa

uputstvom proizvodaca.

Koncentracija nitrita u supernatantima je odredena Griess-ovom reakcijom. Na 50 pl
supernatanta je dodat supstrat, tj. 50ul Griess-ovog reagensa (0.1% N-1-naftil-etilen-diamin
dihidrohlorid i 1% P-aminobenzensulfonamida u 5% H3P0.) koji se sprema u odnosu 1:1,
neposredno pre testa. Nakon 10 min je izmeren intenzitet razvijene boje, koji se srazmeran
koncentraciji nitrita, pomocu spektrofotometra na talasnoj duzini od 570 nm (referentna
650 nm). Koncentracija NO je izracunata koriS¢enjem standardne krive dobijene na osnovu
uzoraka poznatih koncentracija NaNO; (od 125 uM do 0.774 uM, u dvostruko opadajué¢im

koncentracijama).

3.8.4 Merenje oksidativnog praska u kulturi PM@ i dap-MWCNT

PM@ (2.5 x 10° ¢elija po bazenu ploce sa 96 mesta) su kultivisani sa dap-MWCNT,
o-MWCNT, dapsonom i njihovom kombinacijom u razli¢itim koncentracijama tokom 24
sata, nakon Cega su celije prebacene u bazene crnih ploca sa 96 mesta u koje je dodato
140ul KRB. Nakon toga je dodato 20ul 250uM luminola 1 ploc¢a je postavljena u SinergyHT
i temperirana do 37 °C. Intenzitet luminescence u bazenima sa uzorcima je meren 1-2min
(na svakih 5-10s) (Emax: 440nm), a nakon toga je dodato 20 ul PMA u finalnoj
koncentraciji od 500uM. Kinetika luminescence je zatim merena narednih 60 min. Analiza

krive oksidativnog praska je uradena u Graph Pad Prism programu.
3.8.5 Merenje oscilacija kalcijuma u DC kultivisanim sa GNP

U eksperimentima sa komercijalnim GNP, iDC (1x10°/ml) su kultivisane na PLL (10
pg/ml)-pokrivenim pokrovnim ljuspicama 15 min, nakon c¢ega su isprane Krebs-
Ringerovim rastvorom (KRB) (119m NaCl, 2.5 mM KCI 2,5 mM, CaCl, 2.5 mM, MgCl,
1.3 mM, NaH,PO4 ImM, HEPES 20mM, D-glukoza 11mM, pH 7.3 sa NaOH). Nakon
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ispiranja, éelije su obojene Fluo-3, indikatorom Ca*" (4 uM, Invitrogen), tokom 30 min na
sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su uzorci isprani i inkubirani na 37°C tokom 20 minuta radi
deesterifikacije viska boje iz ¢elija. U nekim eksperimentima je u toku bojenja sa Fluo-3
koriséen 2 pM tapsigagrin, inhibitor Ca?” ATP-aze sarkoplazmati¢nog retikuluma
(SERCA), u 0.5 mM EGTA/PBS. Pokrovne ljuspe su nakon toga premestene u KRB u
komoru za analizu i analizirane pomocu Leica TCS SP5 pomocu Leica HCX APO L
imerzionog vodenog objektiva (20x uveéanje). Nakon inicijalnog snimanja oscilacija Ca*"
kod iDC, dodate su GNP (10 pg/ml) ili LPS (100ng/ml). GNP su detektovane zahvaljujuci
povrsinskoj plazmon rezonanci, kako je opisano ranije. Optoakusti¢ni razdvojnik laserskog
zraka je omogucio snimanje uzoraka brzinom od 2 Hz po kanalu u rezoluciji 1024 x 1024 u
XYT ili XYZT modu. Snimanje oscilacija kalcijuma je trajalo 5-10 minuta po uzorku,
nakon Cega su pojedinacne slike sacuvane za kasniju analizu. Ista analiza je uradena i sa
DC kultivisanim u prisustvu LPS ili GNP (10 ug/ml) tokom 24 ili 48 sati. U kasnijoj
analizi, fluorescentni signali u svakoj od analiziranih ¢elija (20-50 po jednom snimanju od
ukupno 3 snimanja po uzorku/tretmanu) su preracunati kao AFt/F,, gde je AFt razlika
izmedu fluorescentnog signala u datom trenutku ¢ i u pocetnom trenutku to, gde je intenzitet
Fo. Za Fy uzeta je srednja vrednost fluorescence u toku prvih 5 sekundi snimanja.
Pozadinski fluorescentni signal u je svakom trenutku odreden sa mesta gde nema celija, 1
oduzet od Ft. Na osnovu dobijenih krivi oscilacija, izraCunata je povrSina ispod krive 1

frekvencija oscilacija u Graph Pad Prism programu (La Jolla, CA, USA).

127



3.9. STATISTICKA ANALIZA

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD ili SE iz najmanje 3 nezavisna
eksperimenta, ukoliko nije napomenuto drugacije. Za uporedivanje efekta tretmana u
odnosu na odgovaraju¢u kontrolu su koris¢eni parametarski testovi (studentovi T-testovi,
jednostruke ili dvostruke ANOVA sa Bonferoni post-testom) ukoliko raspodela izmerenih
vrednosti nije znacajno odstupala od Gausove raspodele na osnovu Kolmogorov-Smirnov
testa sa Dallal-Wilkinson-Lillefor-ovom P vrednos¢u. Ukoliko je raspodela vrednosti
znacajno odstupala od Gausove raspodele na osnovu datih kriterijuma, ili je broj
analiziranih vrednosti bio < 5, koriS¢eni su neparametarski testovi (Mann-Witney,
Wilcoxon parni ili neparni testovi, Fridmen-ov test). Vrednosti p < 0.05, uzimajuéi obe

strane raspodele vrednosti, su smatrane statistiCki znacajnim. Sva statisticka analiza je

uradena u Graph Pad Prism (La Jolla, Kalifornija, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. BIOKOMPATIBILNOST I IMUNOMODULATORNE
OSOBINE NAPREDNIH BIOMATERIJALA

Ranije je pokazano da biokompatibilnost naprednih SMA biomaterijala u velikoj meri
zavisi od metoda njihove pripreme i mikrostrukturih odlika njihove povrsine [267]. U tom
smislu je nasa grupa razvila nov metod pripreme SMA brzim otvrdnjavanjem valjanjem
rastopine [551], i pokazala da se ovim metodom znacajno poboljsavaju fizicke odlike SMA,
kao Sto su SME, Zilavost, histereza i dr. [12]. Osim toga, na primeru CuAINi legura smo,
koriste¢i model L929 ¢elija 1 pacovskih timocita, pokazali da CuAINi RS trake imaju
znac¢ajno manju citotoksicnost od kontrolnih CuAINi legura istog sastava, ali pripremljenih
konvencionalnim metodama [268]. Medutim, ostalo je nepoznato kakav odgovor CuAIN:i i
NiTi legure indukuju kod makrofaga 1 DC, klju¢nih ¢elija u odgovoru na biomaterijale in

vivo.
4.1.1. Biokompatibilnost CuAINi SMA na modelu PMO

Prvi cilj ove studije je bio ispitiati biokompatibilnost CuAINi legura u modelu PMQ,
pre sve ga njithovu metabolicku aktivnost, prezivljavanje, produkciju ROS 1
imunomodulacijske osobine. U tu svrhu su u testovima kori§¢ene CuAINi RS SMA trake
Smm x Smm x 0.Imm pripremljene brzim otvrdnjavanjem valjanjem primarne rastopine
kako je opisano u odeljku 3.1.2. Kao kontrola su koriS¢ene CuAINi plo¢ice Smm x Smm x
Imm izlivene iz primarne rastopine istog sastava, ali bez definisane austenitne forme. U
svim testovima je povrSina kontrolnih i RS legura u odnosu na zapreminu medijuma

iznosila 1cm?/ml.
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4.1.1.1 Efekat CuAlINi legura na metaboli¢ku aktivnost i vijabilnost PMO

Prvo je ispitano da li CuAINi legure u direktnom kontaktu modifikuju metabolicku
aktivnost i vijabilnost PM@. CuAlINi legure su prethodno kondicionirane u medijumu za

¢elijske kulture 7 dana ili 5 nedelja, pri cemu je svake nedelje dodavan svez medijum.

Kao §to je pokazano na grafikonu 4.1.1.1.1a, uzorci kontrolnih CuAINi legura, bez
obzira na duzinu kondicioniranja, znacajno inhibiraju metabolicku aktivnost PM@ u odnosu
na kontrolu. Produzenim kondicioniranjem kontrolnih legura u medijumu (5 nedelja) se
uoCava znacajno manji inhibitorni efekat na metabolicku aktivnost PM@ (p<0.05). Za
razliku od toga, RS trake neznatno (p>0.05) suprimiraju metabolicku aktivnost PM@ (10%
inhibicije) u poredenju sa kontrolnim uzorcima. Testovi vijabilnosti su pokazali da je
inhibicija metabolicke aktivnosti PMO u kulturi sa kontrolnim CuAINi legurama posledica
citotoksi¢nog efekta ovih legura. U skladu sa tim, CuAINi RS SMA trake ne modifikuju
znacajno vijabilnost PMO (Grafikon 4.1.1.1.1b).

U cilju proucavanja odnosa izmedu korozivnih osobina CuAINi legura i njihove
citotoksi¢nosti, kontrolne legure 1 RS trake su kondicionirane u medijumu za celijske
kulture (odeljak 3.1.2.), a ekstrakti medijuma su koriS¢eni u testovima citotoksi¢nosti.
Kako je prikazano na grafikonu 4.1.1.1.2., koncentrovani ekstrakti kontrolnih legura, koji
su sakupljeni posle 7 dana kondicioniranja, kompletno inhibiraju metabolicku aktivnost
PM@. Citotoksi¢nost takode izaziva 1 25% ekstrakt, bez obzira da i je sakupljen u prvoj ili
petoj nedelji kondicioniranja. Nakon pet nedelja kondicioniranja uo€ava se znacajno manji
supresivni  efekat ekstrakta kontrolnih legura na metabolicku aktivnost PM@.
Kondicionirani medijumi RS traka pod istim uslovima ne ispoljavaju znacajan efekat na

metabolicku aktivnost PM@ (Grafikon 4.1.1.1.2.).

Rezultati citotoksi¢nosti CuAINi1 legura su u skladu sa rezultatima dobijenim ICP-
AES metodom. Tabela 4.1.1.1.1. prikazuje da je u kondicioniranom medijumu kontrolnih
legura koncentracija Cu (84 ppm) i Ni (2.4 ppm) za oko 10-12 puta veca nego koncentracija
ovih jona u ektraktu CuAINi RS traka (8.0 ppm Cu 1 0.2 ppm Ni). Koncentracije Cu 1 Ni

kod kontrolnih legura i RS traka su znacajno smanjene posle 5 nedelja kondicioniranja za

130



vise od 60% (Cu) i 50% (Ni i Al), u poredenju sa koncentracijama ovih jona nakon prve

nedelje kondicioniranja.
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Grafikon 4.1.1.1.1. Efekat CuAINi legura na metaboli¢ku aktivnost 1 vijabilnost PMQ.
PMG@ su kultivisani sa kontrolnom legurom ili RS trakama posle kondicioniranja, kako je opisno u poglavlju
3. A) Direktan efekat CuAINi legura na metabolicku aktivnost ¢elija. Metaboli¢ka aktivnost je odredena MTT
testom B) direktan efekat CuAINi legura na ¢elijsku vijabilnost. Vijabilnost je odredena na osnovu bojenja
¢elija Tripan plavim. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti (srednji % + SD) Sestoplikata u odnosu na

odgovarajuce kontrole 100% (¢elije kultivisane bez legura). ***p<0.005 u poredenju sa odgovarajué¢im

kontrolama.
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Grafikon 4.1.1.1.2. Efekat kondicioniranog ekstrakta CuAINi legura na metabolicku
aktivnost PM@.

PM@ su kultivisani u kontrolnom medijumu ili kondicioniranom medijumu CuAINi legura, nerazblazenom ili
razblazeno 4 puta, kako je opisno u poglavlju 3. Metabolic¢ka aktivnost je odredena MTT testom. Rezultati su
prikazani kao relativne vrednosti (srednji % + SD) Sestoplikata u odnosu na odgovarajué¢e kontrole 100%

(Celije kultivisane u kontrolnom medijumu). ***p<0.005 u poredenju sa odgovaraju¢im kontrolama.

Tabela 4.1.1.1.1 ICP-AES analiza metala u kondicioniranom medijumu legura

Kondicionirani medijum Cu(ppm) Al(ppm) Ni(ppm)
Kontrolni kondicionirani medijum <0.1 <0.1 <0.1

Kondicionirani medijum kontrolne legure A: 84.0 B:28.2 A:0.2 B:0.1 A:24 B:.1

Kondicionirani medijum RS traka A:8.0 B:3.0 A:03 B:0.1 A:0.2 B:0.1

A-Uzorci legura kondicionirani 7 dana, nakon ¢ega je sakupljen medijum
B-Uzorci legura kondicionirani 5 nedelja. Kondicionirani medijum je sakupljan od 28-og do 35-tog dana.

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost 3 merenja.
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4.1.1.2. Efekat kondicioniranog medijuma CuAlINi legura na nekrozu, apoptozu i

stvaranje ROS od strane PMO

Naredni cilj je bio ispitati mehanizme koji su ukljuceni u citotoksi¢nost CuAINi
legura. Rezultati prikazani u tabeli 4.1.1.2.1. i na grafikonu 4.1.1.2.1. pokazuju da
kontrolne legure pre kondicioniranja izazivaju nekrozu, dok kondicionirane legure izazivaju

1 nekrozu i apoptozu PM@. CuAINi RS trake ne indukuju ni nekrozu niti apoptozu PMQ.

Tabela 4.1.1.2.1. Efekat CuAINi legura na nekrozu, apoptozu i stvaranje ROS kod PM©O

Nekroza (%) Apoptoza (%) Produkcija ROS (MFI)
Kontrolne ¢elije 5.8¢1.2 16.2+£2.1 6.4+1.2
Kontrolna legura A: 924446 A:4.9+1.07 A: 172418
B: 48.4+3.9™ B: 48.2+4.4™ B: 16.0£2.17"
RS traka A:7.1£1.9 A: 17.8+1.7 A:10.8+1.37
B:5.9+1.8 B: 15.3£1.4 B: 8.1+1.0

A-pre kondicioniranja, B- posle kondicioniranja.

PMO@ su kultivisane sa kontrolnim CuAINi legurama ili RS trakama pre i posle kondicioniranja (5 nedelja),
kako je opisano u poglavlju 3. Nekroza i apoptoza su odredene nakon 24 sata, dok je produkcija ROS
detektovana nakon 30 minuta. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD triplikata jednog
reprezentativnog eksperimenta od tri sa sliénim rezultatima. *p<0.05, **p<0.01, ***p< 0.005 u poredenju sa

kontrolnim ¢elijama.
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Grafikon 4.1.1.2.1. Efekat CuAINi legura na A) nekrozu i B) apoptozu PM@.
PM@ su kultivisane sa nekoncidioniranom i kondicioniranim legurama tokom 24 sata. A) Procenat
nekroti¢nih ¢elija je odreden bojenjem nepermeabilizovanih ¢elija sa PI. B) Procenat apoptoti¢nih ¢elija je
odreden bojenjem permeabilizovanih celija sa PI, kako je objasnjeno u poglavlju 3. Prikazani su

reprezentativni histogrami dobijeni proto¢nom citometrijom.
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Medutim, analizom redoks statusa ¢elija je utvrdeno da i SMA RS trake i1 kontrolne
legure indukuju stvaranje ROS u PM@. U tom smislu je utvrdeno da je efekat SMA RS
traka manji nego efekat kontrolnih legura, ili HO; koji je koris¢en kao pozitivna kontrola

(Grafikon 4.1.1.2.2.). Uoceno je i da se produkcija ROS u PM@ smanjuje nakon

kondicioniranja CuAINi RS traka (Tabela 4.1.1.2.1.).
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Grafikon 4.1.1.2.2. Efekat CuAINi legura na produkciju intracelularnih ROS kod
PMO.

PMO su kultivisani sa nekondicioniranim legurama tokom 30 min. Negativna kontrola su bile celije
kultivisane bez legura, dok su pozitivnu kontrolu &inile éelije tretirane sa 0.5 mM H,0,. Celije su obojene

DHR kako je opisano u poglavlju 3, i analizirane na proto¢nom citometru. Prikazani su reprezentativni

histogrami sa MFI u gornjem desnom uglu svakog.
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4.1.1.3. Efekat ekstrakta CuAINi legura na produkciju proinflamacijskih
citokina od strane PMO

Naredni cilj je bio ispitati kako kondicionirani medijum CuAINi legura uti¢e na
produkciju citokina od strane PM@. U tom smislu su PM@ kultivisani sa ekstraktima legura
tokom 24 sata, nakon ¢ega je izmerena produkcija IL-1p, TNF-a, MCP-1 1 IL-6 (Grafikon
4.1.1.3.1.).
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Grafikon 4.1.1.3.1. Efekat kondicioniranog medijuma CuAlINi legura na produkciju
citokina od strane PM@.

PM@ su kultivisane sa kondicioniranim medijumom CuAlNi (sakupljenim posle prve ili pete nedelje
kondicioniranja) tokom 24 sata, i nakon toga je izmeren nivo citokina u supernatantima kultura, kako je
opisano u poglavlju 3. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD (n=4). **p<0.01, ***p<0.005 u

poredenju sa kontrolnim kondicioniranim medijumom.
Pokazano je da ekstrakt kontrolnih legura, sakupljen tokom prve nedelje

kondicioniranja, kompletno blokira, ili znafajno smanjuje, produkciju svih ispitivanih
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citokina. Kondicionirani medijum kontrolnih legura koji je sakupljen posle 5 nedelja
kondicioniranja, ima stimulatorni efekat na produkciju IL-1f i TNF-a. Ekstrakt RS traka
sakupljen nakon prve nedelje kondicioniranja indukuje povecanje produkcije IL-6, ali ne
uti¢e na produkciju IL-1B, TNF-a i MCP-1. Ekstrakt RS traka koji je sakupljen nakon
poslednje nedelje kondicioniranja ne modifikuje znacajno produkciju citokina od strane

PMO.
4.1.1.4. Mikrostruktura povrsine CuAINi RS traka

Obzirom da od osobina povrsine legura zavise 1 njene korozivne karakteristike, a
potencijalno i njihovi imunomodulatorni efekti, detaljnije je poroucena mikrostruktura
CuAINi RS SMA traka pomo¢u SEM/EDX i1 AES analize, nakon kondicioniranja ovih

legura u medijumu 7 dana.

SEM analiza je pokazala da je povrSina CuAINi RS traka relativno glatka, ali 1 da
sadrzi razliCite tackaste inkuzije oko 2 mikrometra u prec¢niku (Slika 4.1.1.4.1.). Ove
inkluzije su distribuirane po citavoj povrSini CuAINi RS traka, a EDX analiza je pokazala

da ove partikule predstavljaju boride (podaci nisu prikazani).

AES analiza je pokazala da se na povrSini CuAINi RS traka nalaze samo Cu, Al 1 O,
dok Ni nije detektovan (Slika 4.1.1.4.1. A1 spektar). Spektralne linije AES-a za Cu i Al,
na kinerickim energijama od 930 eV (Cu) i 1390 eV (Al), ukazuju da su ovi elementi
dominantno vezani u okside. Nakon rasprasivanja povrsinskih slojeva jonima Ar’, AES
analizom je detektovan Ni (2.7 At.%) na dubini od 6 nm. Takode, na ovoj dubini je uocena
znacajno veca koncentracija Al 1 O, a manja koncentracija Cu, u odnosu na koncentracije

ovih elemenata na samoj povrSini CuAINi RS SMA (Slika 4.1.1.4.1. A2 spektar).
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Slika 4.1.1.4.1. Mikrostrukturna analiza CuAINi RS SMA traka.

CuAINi RS SMA trake su kondicionirane u medijumu 2 dana i nakon toga analizirane SEM-om (gore) i AES-
om. U AES analizi, uzorci su prvo raspraseni Ar’ (3keV) u cilju uklanjanja povrsinski adsorbovanih
molekula, a zatim analizirani (spekar A1). Nakon toga su uzorci raspraseni Ar” 3keV brzinom od 1.2 nm/min

tokom 5 minuta nakon cega je ponovljena AES analiza (A2 spekar). Prikazani su reprezentativni spektri

dobijeni na povrSinama 5x5 pm.
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4.1.2. Biokompatibilnost CuAINi SMA na modelu humanih PBMC

Prethodni rezultati su pokazali da brzo otvrdnjavanje CuAINi SMA legura i njhovo
kondicioniranje u medijumu poboljSavaju rezistenciju ovih legura na koroziju, a time i
njihovu biokompatibilnost u kulturi sa PM@. Dobra biokompatibilnost je osnovni
preduslov za potencijalnu upotrebu ovih legura u klinici. U skladu s tim, cilj naredne studije
je bio da se ispita citotoksi¢ni i imunomodulatorni efekat CuAINi legura u kulturi humanih
PBMC. Obzir da u humanoj populaciji postoji velika varijabilnost u odgovoru na razlicite
metalne jone, u ovim ispitivanjima su koris¢ene PMBC izolovane iz 20 zdravih donora koji

nisu u direktnom srodstvu.
4.1.2.1 Citotoksi¢nost CuAINi RS SMA u kulturi humanih PBMC

PBMC su kultivisane sa CuAINi RS SMA trakama ili sa kontrolnim CuAINi
plo¢icama tokom 2 dana, pri ¢emu je povrsina ispitivanih legura u odnosu na zapreminu
medijuma, kao i u prethodnim ispitivanjima, iznosila 1 cm*/ml. Citotoksiénost CuAINi
legura je nakon toga utvrdena merenjem vijabilnosti i procenta apoptototicnih PBMC, na
nacine koji su opisani u poglavlju 3. PBMC kultivisane bez CuAINi legura su kori§¢ene

kao kontrola.

Rezultati pokazuju da CuAINi RS trake nisu citotoksicne za humane PBMC, obzirom
da se ni vijabilnost ni procenat apoptoti¢nih celija ne razlikuju znacajno u odnosu na
kontrolu (Grafikon 4.1.2.1.1a i b). Suprotno tome, pokazano je da kontrolne CuAINi
plocice ispoljavaju jak citotoksi¢ni efekat na PBMC, obzirom da je detektovano smanjenje
vijabilnostt PBMC iznosilo vise od 70%. Ispitivanjem mehanizama citotoksi¢nosti
kontrolnih CuAINi plocica je utvrdeno da je nekroza dominantni uzrok smanjenja
vijabilnosti PBMC, posto nije detektovan porast procenta apoptoti¢nih ¢elija u kulturama sa

CuAlINi plo¢icama (Grafikon 4.1.2.1.1b).
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Grafikon 4.1.2.1.1. Citotoksi¢nost CuAINi legura za humane PBMC.
PBMC su kultivisane sa CuAINi RS SMA trakama ili kontrolnim CuAINi legurama istog sastava tokom dva
dana, nakon Cega je odredena A) vijabilnost i B) procenat apoptotskih ¢elija. A) Vijabilnost je odredena
bojenjem celija Tripan plavim. B) Apoptoticne ¢elije su detektovane bojenjem sa PI u hipotonom rastvoru,

kao Sto je opisano u poglavlju 3. Prikazani podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti £ SD iz 20 kultura sa
razli¢itim PBMC.
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4.1.2.2 Imunomodulatorni efekti CuAINi RS SMA legura u kulturi aktiviranih
PBMC

Obzirom da CuAINi RS SMA nisu toksi¢ne za humane PBMC, ispitano je da li ove
legure mogu modifikovati imunski odgovor kod potencijalnih recipijenata implantata na
bazi ovih legura. Za ova ispitivanja je koriS¢en model PBMC aktiviranih sa PHA, koji je
Siroko prihvaéen za ispitivanje efekata biomaterijala na imunski odgovor in vitro [563].
Imunomodulatorni efekat CuAINi RS traka je meren uporedivanjem nivoa citokina
produkovanih od strane PBMC stimulisanih sa PHA u toku kultivacije sa CuAINi RS
legurama, sa nivoom citokina produkovanih od strane aktiviranih PBMC od istog donora,
kultivisanih bez prisustva legura (kontrolne kulture). Kontrolne CuAINi ploc¢ice nisu

koriSéene u ovim ispitivanjima zbog njihovog snaznog citotoksi¢nog efekta na PBMC.

U 18, od ukupno 20 ispitivanih kultura, nije detektovana razlika u nivou Thl (IL-12,
IFN-y, IL-2), Th2 (IL-4, IL-5 i IL-10) i proinflamacijskih citokina (IL-18, IL-6, IL-8, TNF-
o, TNF-B) produkovanih od strane PBMC stimulisanih sa PHA u toku kultivacije sa
CuAlINi legurama, u odnosu na kontrolne kulture (Grafikon 4.1.2.2.1.).
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Grafikon 4.1.2.2.1. Efekat CuAINi SMA traka na produkciju citokina od strane PBMC

aktiviranih sa PHA (kulture nerespondera).
Supernatanti kultura aktiviranih PBMC od 18 donora (neresponderi), kultivisanih sa ili bez CuAINi RS SMA
traka, su kori$éeni za detekciju prikazanih citokina pomocu multipleks imunoeseja na proto¢nom citometru.

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £ SE (n=18).

Medutim, u 2 kulture (responderi) sa CuAINi legurama je uocen znacajno veci nivo
Th1l (IL-12 1 IFN-y) 1 proinflamacijskih citokina (TNF-o, TNF- 1 IL-1B) u odnosu na
odgovaraju¢e kontrolne kulture (Grafikon 4.1.2.2.2.). Produkcija ostalih analiziranih

citokina nije znacajnije modifikovana pod uticajem CuAINi RS SMA traka.
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Grafikon 4.1.2.2.2. Efekat CuAINi SMA traka na produkciju citokina od strane PBMC

aktiviranih sa PHA (kulture respondera).
Supernatanti kultura aktiviranih PBMC od 2 donora (responderi), kultivisanih sa ili bez CuAINi RS SMA
traka, su kori$¢eni za detekciju prikazanih citokina pomocu multipleks imunoeseja na proto¢nom citometru.

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £ SE (n=18). *p<0.05, **p<0.01 u poredenju sa kontrolom.
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4.1.3 Biokompatibilnost NiTi RS SMA na modelu humanih PBMC

Iako je cena proizvodnje i neke od fizickih karakteristika CuAINi SMA bolja nego
kod NiTi SMA, vec¢ina ih je losija (Tabela 1.5.3.8.1), §to je 1 osnovni razlog znatno cesce
upotrebe NiTi SMA u biomedicini. Pokazali smo da RS metoda znacajno poboljsava
biokompatibilnost CuAINi legura, ali i da ovakva legura u izvesnim slucajevima moze
izazvati nepozeljan proinflamacijski odgovor. Obzirom da biokompatibilnost NiTi RS
SMA nije do sada ispitivana, cilj ovog dela studije je bio ispitati citotoksi¢nost i
imunomodulatorne osobine ovih legura na modelu humanih PBMC. Efekat NiTi RS SMA
na ove osobine je poreden sa efektom kontrolnih NiTi RS plocica istog sastava koje su
nakon izlivanja obradene elektroerozijom, a zatim masinski polirane u cilju uklanjanja
kontaminiraju¢ih elemenata kao §to su Cu 1 Zn (odeljak 3.1.1.). U svim testovima je
povrsina kontrolnih 1 RS NiTi legura u odnosu na zapreminu medijuma takode iznosila

lem?/ml.
4.1.3.1 Citotoksi¢nost NiTi RS SMA u kulturi humanih PBMC

PBMC su kultivisane sa NiTi RS SMA ili sa kontrolnim NiTi plo¢icama tokom 2
dana, nakon ¢ega je izmerena vijabilnost PBMC bojenjem ¢elija Tripan plavim, a procenat
apoptototicnih  ¢elija bojenjem permeabilizovanih celija sa PI 1 analizom na proto¢nom

citometru. PBMC kultivisane bez NiTi legura su koriS¢ene kao kontrola.

Rezultati prikazani na grafikonu 4.1.3.1.1. pokazuju da NiTi RS trake nisu toksi¢ne
za humane PBMC, obzirom da ni vijabilnost ni procenat apoptoticnih celija nije
modifikovan znafajno u odnosu na kontrolu. Kontrolne NiTi plo€ice ispoljavaju jak
citotoksi¢ni efekat na PBMC, obzirom da smanjuju vijabilnost ovih ¢elija za oko 60%.
Ispitivanjem mehanizama citotoksicnosti kontrolnih NiTi plocica je utvrdeno da je
apoptoza dominantni uzrok smanjenja vijabilnosti PBMC, posto je detektovan 2 puta veci
procenat apoptoticnih PBMC u kulturama sa kontrolnim NiTi plo¢icama, u odnosu na

kontrolne kulture ili kulture sa NiTi RS SMA (Grafikon 4.1.3.1.1.).
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Grafikon 4.1.3.1.1. Citotoksi¢nost NiT1 legura za humane PBMC.
PBMC su kultivisane sa NiTi RS SMA trakama ili kontrolnim NiTi legurama istog sastava tokom dva dana,
nakon ¢ega je odredena A) vijabilnost i B) procenat apoptotskih ¢elija. A) Vijabilnost je odredena bojenjem
¢elija Tripan plavim. B) Apoptoti¢ne ¢éelije su detektovane bojenjem sa PI u hipotonom rastvoru, kao $to je

opisano u poglavlju 3. Prikazani podaci su predstavljeni kao srednje vrednosti + SD iz 20 kultura sa razli¢itim
PBMC.
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4.1.3.2 Imunomodulatorni efekti NiTi RS SMA u kulturi aktiviranih PBMC

Naredni cilj je bio ispitati da li NiTi RS legure poseduju imunomodulatorni efekat u
modelu aktiviranih PBMC. Kao i u ispitivanjima CuAINi RS legura, u ovim studijama su

koris¢ene PBMC izolovane iz 20 donora, a stimulacija in vitro je vrSena pomoc¢u PHA (32

pug/ml).

Utvrdeno je da NiTi RS SMA ne modifikuju produkciju Thl (IL-12, IFN-y, IL-2) 1
proinflamacijskih citokina (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, TNF-B) citokina od strane PBMC
stimulisanih sa PHA, u odnosu na kontrolne stimulisane kulture u kojima nije bilo legura.

Sli¢no tome, ni u jednoj od 20 kultura nije detektovana promena u produkciji IL-4 i IL-5

(Grafikoni 4.1.3.2.1.i 4.1.3.2.2.).

Medutim, u 5 stimulisanih kultura PBMC (responderi) je uoceno znacajno povecanje
produkcije IL-10, u poredenju sa kontrolnim kulturama PBMC od istih donora (Grafikon
4.1.3.2.2.).
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Grafikon 4.1.3.2.1. Efekat NiTi SMA traka na produkeciju citokina od strane PBMC

stimulisanih sa PHA (kulture nerespondera).

Supernatanti kultura aktiviranih PBMC od 15 donora (neresponderi), kultivisanih sa ili bez CuAINi RS SMA

traka, su kori$¢eni za detekciju prikazanih citokina pomo¢u multipleks imunoeseja na proto¢nom citometru.

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SE.

147



Ni-Ti
D Kontrola . responderi
400 - ~ 1250
X T1F 1000
300 - |
- 750
200 -
= 500
100 | omn
P WIS NN
b b ¢ * . ’
AR AN SR A A I R %

Grafikon 4.1.3.2.2. Efekat NiTi SMA traka na produkciju citokina od strane PBMC

stimulisanih sa PHA (kulture respondera).
Supernatanti kultura aktiviranih PBMC od 5 donora (responderi), kultivisanih sa ili bez CuAINi RS SMA
traka, su koriSéeni za detekciju prikazanih citokina pomo¢u multipleks imunoeseja na proto¢nom citometru.

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £ SE. *p<0.05 u poredenju sa kontrolom.
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4.1.4 Biokompatibilnost NiTi RS SMA na modelu humanih DC

Uzimajuéi u obzir da produkcija citokina na modelu PBMC aktiviranih sa PHA zavisi
od prisustva APC u populaciji PBMC [564], naredni cilj ove studije je bio da se detaljnije
prouc¢e mehanizmi imunomodulatornog dejstva NiTi RS SMA na modelu humanih DC
monocitnog porekla. Obzirom da sazrevanje i funkcionalni odogvor DC u velikoj meri
zavisi od broja ¢elija koje se koriste u testu [565], prvi cilj je bio ispitati efekat NiTi RS
SMA na vijabilnost i procese apoptoze i nekroze DC. Kao pozitivna kontrola su koriS¢ene
NiTi plocice istog sastava koje nemaju osobinu pamcenja oblika, dok su kao negativna

kontrola koris¢ene DC kultivisane na plasti¢nim pokrovnim ljuspicama.
4.1.4.1 Efekat NiTi RS traka i kontrolnih NiTi plo¢ica na vijabilnost DC

DC su kultivisane u prisustvu NiTi RS SMA ili kontrolmih NiTi ploc¢ica 2 ili 5 dana,
nakon ¢ega je odreden broj vijabilnih ¢elija u kulturi bojenjem sa Tripan plavim. Rezultati
prikazani na grafikonu 4.1.4.1.1., pokazuju da je broj DC kultivisanih sa kontrolnim NiTi
plo¢icama, u oba ispitivana termina, zna¢ajno manji u odnosu na kontrolu, usled smanjene
vijabilnosti DC. Smanjenje vijabilnosti DC pod uticajem kontrolnih NiTi plo€ica je
posledica nekroze 1 apoptoze ovih Celija, Sto je detektovano obelezavanjem celija sa Pl u
rastvoru u PBS-a (nekroza) ili hipotonom rastovru (apoptoza). DuZim inkubiranjem

kontrolnih NiTi legura sa DC (5 dana) je uo€en snazniji citotoksi¢ni efekat.

Za razliku od toga, NiTi RS SMA nemaju citotoksi¢ni efekat na DC, ni posle 2 ni
posle 5 dana inkubacije sa DC, obzirom da broj DC, njihova vijabilnost i procenat
apoptotskih 1 nekroti¢nih ¢elija u kulturi sa NiTi RS trakama nije znaajno promenjen u

odnosu na kontrolne ¢elije kultivisane na plastiénim pokrovnim ljuspama.

Ovi rezultati su potvrdeni 1 obelezavanjem DC pomocu Aneksin-V:FITC 1 PI
(Grafikon 4.1.4.1.2.). Uoceno je da je procenat PI" (nekrotiénih) éelija, i PI"/Aneksin-V"
(kasno apoptotskih, sekundarno nekroti¢nih) éelija, veéi nego Aneksin V' (rano

apoptotskih) ¢elija, naro¢ito nakon 5 dana kulture.
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Veza izmedu uocenog efekta NiTi legura i njihovih korozivnih osobina je ispitana
ICP-AES metodom, pomoc¢u koje je odredena koli¢ina jona Ni i Ti oslobodenih u medijum
tokom 48-Casovnog kondicioniranja ovih legura u kompletnom medijumu (Tabela
4.1.4.1.1.). Kao pozitivna kontrola su koris¢ene plocice od Cistog Ti ili Ni u istom odnosu
povrsine i zapremine medijuma (1 cm?*/ml) kao i NiTi legure. Pokazano je da se joni Ti ne
oslobadaju u medijum tokom kondicioniranja. Sa druge strane, uoceno je znacajno
oslobadanje jona Ni (118.93 mg/l) sa kontrolnih NiTi ploCica. Dvostruko visSe Ni je
oslobodeno kondicioniranjem c¢istih Ni plo¢ica (281.93 mg/l). Za razliku od toga,
koncentracija Ni jona u kondicioniranom medijumu NiTi RS traka (0.02 mg/l) je slicna
koli¢ini Ni jona u kontrolnom medijumu (0.01 mg/l). Sli¢ne korozivne osobine NiTi legura

su detektovane i u prisustvu DC (podaci nisu prikazani).
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Grafikon 4.1.4.1.1. Citotoksi¢ni efekat NiTi legura na DC nakon 2 ili 5 dana u kulturi.
DC su kultivisane sa NiTi RS trakama (sivi stubiéi) ili kontrolnim NiTi legurama (crni stubiéi), dok su
kontrolne éelije kultivisane na plasti¢nim pokrovnim ljuspama (beli stubi¢i). Nakon kultura je odreden A) broj
i B) vijabilnost celija obelezavanjem sa Tripan plavim, i C) Procenat apoptoti¢nih i nekroti¢nih celija
obelezavanjem uzoraka sa PI, kako je opisano u poglavlju 3. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD
iz Cetiri nezavisna eksperimenta, od kojih je svaki uraden u Sestoplikatu. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, u

poredenju sa kontrolnim ¢elijama (Kruskal-Wallis-ov test).
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Grafikon 4.1.4.1.2. Citotoksi¢ni Efekat NiTi legura na DC nakon 2 ili 5 dana u kulturi.

Procenat apoptotocnih i nekrotiénih DC je odreden je nakon kultura, obelezavanjem celija sa Aneksin-V-
FITC i PI, kako je opisano u poglavlju 3. Prikazan je reprezentativni eksperiment od ukupno 4 sa sli¢nim

rezultatima.

Tabela 4.1.4.1.1. Koncentracije Ni i Ti oslobodenih sa uzoraka u toku kondicioniranja u medijumu

Uzorak Ti (mg/l) Ni (mg/1)
Kontrolni medijum 0.02 0.01

Ni plocice n. d. 261.91
Ti plocice 0.02 n. d.
Kontrolne NiTi plocice 0.02 118.93
NiTi RS trake 0.02 0.02

n.d.- nije detektabilno.
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti izracunate iz triplikata ocitavanja apsorbance, pri ¢emu SD u svim

merenjima iznosi <0.01 mg/1.
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4.1.4.2. Uticaj NiTi RS SMA na fenotipsko sazrevanje DC

U narednom segmentu studije je ispitan efekat NiTi RS SMA i kontrolnih NiTi
plo¢ica na morfoloSke i1 fenotipske odlike nezrelih DC. Isptivane karakteristike DC
kultivisanith na NiTi legurama su uporedivane sa karakteristikama kontrolnih celija
kultivisanih na plasticnim pokrovnim ljuspama. Morfologija DC kultivisanih na NiTi

legurama 48 sati je ispitana pomocu SEM-a, a rezultati ove analize su prikazani na slici
4.1.4.2.1.

Kontrola

"

C

20kU X2,000 10km 444 lem GBS

Slika 4.1.4.2.1. SEM analiza nezrelih DC kultivisanih tokom 2 dana na polistirenskim
pokrovnim ljuspama (Kontrola), polistirenskim ljustama u prisustvu LPS (0.5mg/ml), ili

uzorcima NiTi legura.
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Grafikon 4.1.4.2.1. Fenotipska analiza nezrelih DC kultivisanih na NiTi trakama 2 dana.
A) Prikazani su konturni dijagrami koji pokazuju procenat pozitivnih ¢elija i MFI za navedene povrsinske
molekule. Prikazani su podaci iz jednog eksperimenta. B) Podaci iz sva Cetiri eksperimenta su prikazani kao

srenja vrednost + SD. *p<0.05, u poredenju sa kontrolom (Wilcoxon-ov parni test).

Uoceno je da kontrolne DC imaju tipi¢nu morfologiju adherentnih nezrelih DC, kao
Sto je vretenast oblik i prisustvo mikrovila. Medutim, ¢elije kultivisane na NiTi RS trakama
imaju viSe mikrovila 1 talasastih nastavaka. Slicne promene u morfologiji DC su
detektovane nakon aktivacije DC LPS-om. Naime, DC aktivirane LPS-om imaju izraZene

mikrovile i talasaste nastavke, za razliku od kontrolnih DC, ali su nastavci znatno duzi nego
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kod DC kultivisanih sa NiTi RS trakama. Suprotno tome, ¢elije kultivisane na kontrolnim
NiTi ploCicama su zaokrugljene i imaju mrezastu membranu, $to je karakteristika

nekroti¢nih ¢elija.

U cilju proucavanja fenotipskih osoboina DC kultivianih sa NiTi RS trakama,
analizirana je ekspresija HLA-DR, CD86, CD83 i CD40 molekula na DC pomoc¢u proto¢ne
citometrije. Rezultati prikazani na grafikonu 4.1.4.2.1. potvrduju da kontrolne DC imaju
nezreli fenotip, obzirom da imaju nisku ekspresiju CD86 i CD83 molekula. Kultivacija DC
na NiTi RS trakama tokom 2 dana indukuje poveéanje ekspresije svih analiziranih markera,
$to je zakljuéeno na osnovu poveénja procenta CD86" i CD83" éelija, i gustine ekspresije
HLA-DR i CD40 po ¢eliji (MFI). Kontrolne NiTi plocice su citotoksicne, pa stoga nije

analiziran njihov efekat na sazrevanje i funkciju DC u ovim i naredim segmentima studije.
4.1.4.3 Funkcionalne osobine DC kultivisanih sa NiTi RS trakama

Funkcionalne osobine DC su ispitane na osnovu njihove sposobnosti da produkuju
citokine, indukuju proliferaciju Th c¢elija (alostimulatorni kapacitet), i polarizuju Th
odgovor. U supernatantima kultura DC izmeren je nivo IL-10, IL-12, IL-23 1 IL-27
(Grafikon 4.1.4.3.1.). Pokazano je da NiTi RS trake stimuliSu produkciju IL-10 1 IL-27 u
poredenju sa kontrolnim kulturama bez legura. Sa druge strane, produkcija IL-12 1 IL-23

nije znacajnije modifikovana.
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Grafikon 4.1.4.3.1. Funkcionalni odgovor nezrelih DC kultivisanih u prisustvu NiTi RS

traka.

DC su kultivisane same (Kontrola) ili u prisustvu NiTi RS traka 2 dana. Nakon toga su sakupljeni
supernatanti u kojima su odredivane koncentracije IL-10, IL-12 IL-23 i IL-27 ELISA metodom. Podaci su
prikazani kao srednja vrednost koncentracije citokina + SD iz 4 eksperimenta, od kojih je svaki raden u

duplikatu. *p<0.05 u poredenju sa kontrolom (Wilcoxon-ov parni test).

Nakon toga je ispitan alostimulatorni kapacitet DC, prethodno kultivisanih u
prisustvu ili odsustvu NiTi RS traka, u alogenoj MLR koristeéi preciséene CD4'T ¢elije
kao respondere. Kao $to je prikazano da grafikonu 4.1.4.3.2., DC iz tri donora kultivisane

sa NiTi RS trakama imaju slican alostimulatorni kapacitet kao i kontrolne ¢elije.
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Grafikon 4.1.4.3.2. Funkcionalni odgovor nezrelih DC kultivisanih u prisustvu NiTi RS

traka.
DC su kultivisane same (Kontrola) ili u prisustvu NiTi RS traka 2 dana. Nakon toga su sakupljene ¢elije i
kokultivisane su sa alogenim CD4'T ¢elijama koristeéi razli¢ite odnose izmedu dva tipa éelija. Nakon 5 dana
kokulture odredena je proliferacija alogenih CD4 T ¢elija. Prikazani su podaci iz 3 nezavisna eksperimenta, a

svaki je predstavljen kao srednji indeks proliferacije = SD Sestoplikata (jednofaktorska ANOVA).

Medutim, analizom citokina u supernatantima DC/CD4 kokultura uoceni su drugaciji
rezultati (Grafikon 4.1.4.3.3.). Utvrdeno je da je nivo TGF-B, IL-10 i IL-6 znacajno visi,
dok je nivo IL-8 1 IL-17 znacajno niZi u kokulturama u kojima su DC prethodno kultivisane
sa NiTi RS trakama, u poredenju sa kontrolnim CD4"/DC kokulturama. Drugi analizirani

citokini (IFN-y, TNF-a, IL-1f 1 IL-4) nisu zna¢ajnije promenjeni.
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Grafikon 4.1.4.3.3. Funkcionalni odgovor nezrelih DC kultivisanih u prisustvu NiTi RS
traka.
DC su kultivisane same (Kontrola) ili u prisustvu NiTi RS traka 2 dana. Nakon toga su sakupljene éelije i
kokultivisane su sa alogenim CD4'T éelijama koriste¢i 1:20 odnos izmedu dva tipa ¢elija. Nakon 5 dana
kokulture, pri ¢emu je u poslednjih 8 sati kultura stimulisana sa PMA i jonomicinom, sakupljeni su

supernatanti i odreden je nivo citokina u ovim kokulturama. Podaci su prikazani kao srednja vrednost citokina

+ SD iz Cetiri nezavisna eksperimenta, a u svakom su uzorci radeni u duplikatu.
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4.1.4.4 Fenotipske i funkcionalne osobine DC aktiviranih LPS-om u kulturi sa

NiTi RS trakama

Imunostimulacijska funkcija DC se moze posti¢i njihovom maturacijom. Stoga je
ispitan efekat NiTi RS traka na imunogeni potencijal DC aktiviranih LPS-om, standardnim
maturacionim agensom. Ekspresija HLA-DR, CD86, CD83 i CD40 molekula je pracena
nakon 2 dana kultivacije DC u prisustvu LPS-a ili kombinacije LPS i NiTi RS traka
(Grafikon 4.1.4.4.1.). LPS ocekivano indukuje sazrevanje DC, obzirom da poveéava
ekspresiju svih analiziranih markera. Pokazano je da NiTi RS trake delimi¢no smanjuju
ekspresiju HLA-DR, dok znaajno povecavaju ispoljavanje CD40 i CD86 kostimulatornih

molekula na DC, u poredenju sa kontrolnim ¢elijama tretiranim LPS-om.

Analizom supernatanta ovih kultura, uoc¢eno je povecanje produkcije IL-12 od strane
DC kultivisanih sa LPS i NiTi RS trakama. Istovremeno je detektovana niza produkcija IL-
23 od strane ovih ¢elija, u poredenju sa kontrolom (Grafikon 4.1.4.4.2.). Osim toga,
uocena je veca proliferacija alogenih Th ¢elija u kokulturi sa DC kultivisanih na NiTi RS
trakama u 1:40 DC/CD4" odnosu kokultivisanih ¢éelija, u poredenju sa kontrolom

(Grafikon 4.1.4.4.3.).
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Grafikon 4.1.4.4.1. Fenotipska analiza DC kultivisanih u prisustvu NiTi RS traka i LPS-a.

A) Prikazani su konturni dijagrami koji pokazuju procenat pozitivnih ¢éelija i MFI za navedene povrSinske
molekule. Prikazani su podaci iz jednog eksperimenta. B) Podaci iz sva Cetiri eksperimenta su prikazani kao

srednja vrednost % ili MFI + SD. *p<0.05, u poredenju sa kontrolom (Wilcoxon-ov parni test).
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Grafikon 4.1.4.4.2. Funkcionalni odgovor DC kultivisanih u prisustvu NiTi RS traka 1 LPS-
a.

DC su kultivisane u prisustvu LPS-a ili u prisustvu NiTi RS traka i LPS-a tokom 2 dana. Nakon toga su
sakupljeni supernatanti u kojima su odredivane koncentracije IL-10, IL-12 IL-23 i IL-27 ELISA metodom.

Podaci su prikazani kao srednja vrednost koncentracije citokina + SD iz 4 eksperimenta, od kojih je svaki
raden u duplikatu. *p<0.05 u poredenju sa kontrolom (Wilcoxon-ov parni test).
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Grafikon 4.1.4.4.3. Funkcionalni odgovor DC kultivisanih u prisustvu NiTi RS traka i
LPS-a.

DC su kultivisane u prisustvu LPS-a ili u prisustvu NiTi RS traka i LPS-a tokom 2 dana. Nakon toga su
sakupljene Celije i kokultivisane su sa alogenim CD4 T ¢elijama koriste¢i razli¢ite odnose izmedu dva tipa
éelija. Nakon 5 dana kokulture odredena je proliferacija alogenih CD4'T ¢elija. Prikazani su podaci iz 3
nezavisna eksperimenta, a svaki je predstavljen kao srednji indeks proliferacije = SD Sestoplikata

(jednofaktorska ANOVA).

Analiza citokina u supernatantima kokultura DC i CD4'T éelija je prikazana na
grafikonu 4.1.4.4.4. DC kultivisane u prisustvu LPS-a 1 NiTi RS traka imaju izrazen Thl
polarizacioni potencijal u poredenju sa kontrolnim ¢elijama stimulisanim LPS-om, obzirom
da stimuli$u produkciju IFN-y, IL-6 i IL-8 u kokulturi sa CD4" T ¢elijama. Za razliku od
toga, nivo IL-17 i1 IL-10 je u ovim kokulturama zna¢ajno manji od nivoa u kontrolnim
kokulturama. Nivo IL-4 nije znacajno promenjen u ovim kokulturama, iako je uocena

tendencija smanjenja ovog citokina u odnosu na kontrolu.
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Grafikon 4.1.4.4.4. Funkcionalni odgovor nezrelih DC kultivisanih u prisustvu NiTi RS
traka i LPS-a.

DC su kultivisane u prisustvu LPS-a ili u prisustvu NiTi RS traka i LPS-a tokom 2 dana. Nakon toga su
sakupljene ¢elije i kokultivisane su sa alogenim CD4'T éelijama koriste¢i 1:20 odnos izmedu dva tipa ¢elija.
Nakon 5 dana kokulture, pri ¢emu je u poslednjih 8 sati kultura stimulisana sa PMA i jonomicinom,
sakupljeni su supernatanti i odreden je nivo citokina u ovim kokulturama. Podaci su prikazani kao srednja

vrednost citokina = SD iz Cetiri nezavisna eksperimenta, a u svakom su uzorci radeni u duplikatu.

4.1.5 PovrSinska mikrostruktura 1 dubinski profil NiTi RS traka

Promene u morfologiji, fenotipu i funkcijama DC nakon kontakta sa NiTi RS trakama

su nas motivisale na detaljnija istrazivanja mikrostrukture povrSine ovih legura pre i nakon
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kondicioniranja u medijumu za ¢elijske kulture. Analiza je sprovedena pomocu SEM, AES
i XPS analize. SEM analiza je pokazala da je povrSina NiTi RS traka relativno glatka na
vedini analiziranih podrucja, iako su uocene sporadi¢ne izbocCine na nekoliko mesta (Slika

4.1.5.1a).

XPS analiza NiTi RS traka je izvrSena nakon 5 minutnog raspraSivanja povrSinskih
kontaminanata Ar” jonima na 3 keV. XPS analiza je pokazala da su dominantni elementi na
povrsini NiTi RS traka Ni, Ti, O i C (Slika 4.1.5.1b). Pokazano je da je povrSina NiTi RS
traka prekrivena kontinuiranim slojem Ti-oksida. Na osnovu sprektra vezujuéih energija
elektrona ekscitiranih X zracima, uoc¢eno je da su Ni i Ti u intermetalnoj vezi prisutni u

koncentracijama od 3.2 at.% (Ni), odnosno, 1.6 at.% (T1).

B .

. XPSAl Ka TiNT 1.6%
) Ti* 12.2%
Ni 3.2%
s I 0 33.9%
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Slika 4.1.5.1. PovrSina NiTi RS traka A) analizirana SEM metodom pre kondicioniranja B)

XPS metodom male rezolucije.

Zatim je primenjena XPS analiza visoke rezolucije u cilju preciznijeg odredivanja
energija vezivanja Ni 1 Ti. Ti 2p XSP spektar (Grafikon 4.1.5.1a) se najbolje uklapa u 3
teorijske krive. Dve poklapajuce krive imaju maksimum energije vezivanja na 458.7 + 0.4

eV 1463.9 £ 0.5 eV, Sto odgovara Ti** (TiOy) 2p3/2, odnosno Ti* (TiOy) 2pys,. Treca kriva
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sa maksimalnom energijom vezivanja na 454.7 + 0.7 eV odgovara Ti u intermetalnoj vezi
(TiN™)2p, 2. XPS visoke rezolucije za Ni 2p (Grafikon 4.1.5.1b) se najbolje uklapa sa 2
teorijske krive. Energije vezivanja na 858.8 £ 0.3 eV 1 870.5 £ 0.4 eV, odgovaraju NN
2p3n 1 2p1p u intermetalnoj vezi. Treba ista¢i da nije detektovan pik koji odgovara oksidu
Ni (=875 eV) na povrSini NiTi RS traka. Detektovana je i mala satelitska struktura,

karakteristi¢na za NiTi legure [566], koja je odvojena od glavnih pikova za oko 7 eV.
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Grafikon 4.1.5.1. PovrSina NiTi RS traka analizirana XPS-om visoke rezolucije.

A) XPS Spektar Ti2p vezivne energije je uklopljen sa 3 teorijske krive. Linijama je oznaCena pozicija vrhova
ovih kriva. B) XPS Spektar Ni2p vezivnih energija je najbolje uklopljen sa 2 teorijske krive. Linijama je

oznacena pozicija vrhova ovih krivi.
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Dubinski profil NiTi RS traka je odreden AES metodom u cilju definisanja debljine
oksidnog sloja. Nekondicionirani uzorci nisu raspraseni Ar' pre analize, pa je koncentracija
Ni jona na povrSini traka znatno manja, a koncentracija O veca, nego ona koja je dobijena
XPS analizom (Grafikon 4.1.5.2a). Dubinski profil kiseonika je pokazao da je njegova
koncentracija najveca na povrsini NiTi RS legura. Na ovim mestima su Ni i Ti prisutni u
malim koncentracijama. Sa dubinom, koncentracija O se smanjuje, dok se koncentracije Ni
1 Ti povecavaju do stabilnog nivoa nakon 30 minuta rasprSivanja (Grafikon 4.1.5.2b).
Debljina Ti-oksidnog sloja NiTi RS traka, uzimajué¢i onu dubinu na kojoj se koncentracija
O smanji za 50% od maksimalne vrednosti, iznosi oko 12 nm. Tackasta analiza AES-om
nije pokazala znacajne razlike u sastavu izmedu ravnih delova legura i onih koji su

izboceni.

Nakon 2 dana kondicioniranja NiTi RS traka u kompletnom medijumu ponovljena je
AES analiza. Pokazano je da je koncentracija O, Ti i Ni na povrSini znatno manja, a
koncentracija C znatno veca od onih koje su detektovane pre kondicioniranja. Na vise od
70% povrsine NiTi RS traka nije detektovan Ni, a grafikon 4.1.5.3a pokazuje takav jedan
primer. Medutim, nakon kondicioniranja je detektovano prisustvo novih elemenata na
povrsini, kao §to su P, Cl, 1 Zn. Nakon rasprasivanja povrsinskih slojeva kondicioniranih
legura jonima Ar  tokom 7.5 minuta, koncentracije ovih elemenata su postale
nedetektabilne (Grafikon 4.1.5.3b). Na osnovu toga, procenjena debljina adsorbovanog
sloja iznosi oko 9 nm. Dubina oksidnog sloja, pocev§i od mesta sa najveCom

koncentracijom O, iznosi oko 15nm.
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Grafikon 4.1.5.2. Dubinski profil NiTi RS traka pre kondicioniranja u medijumu za ¢elijske

kulture u toku 2 dana.

A) Reprezentativni AES profil. B) Odgovarajuc¢i AES dubinski profil legure pre kondicioniranja, gde je svaka
tacka dobijena nakon jednog ciklusa raspriivanja Ar' jonima. Svaka tatka predstavlja srednju vrednost

koncentracije + SD iz 3 razli¢ita AES spektra dobijena tokom jedne analize.
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Grafikon 4.1.5.3. Dubinski profil NiTi RS posle kondicioniranja u medijumu za ¢elijske

kulture u toku 2 dana.
A) Reprezentativni AES profil. B) Odgovarajuc¢i AES dubinski profil legure posle kondicioniranja, gde je

svaka tatka dobijena nakon jednog ciklusa raspriivanja Ar" jonima. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost

koncentracije + SD iz 3 razli¢ita AES spektra dobijena tokom jedne analize.
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4.2. BIOKOMPATIBILNOST I IMUNOMODULATORNE
OSOBINE NANOCESTICA ZLATA

Zbog male veli¢ine nanomaterijala, koja je ekvivalentna subéelijskim komponentama
i makromolekulslim sistemima ¢elija, nanomaterijali su vrlo atraktivni u biomedicini kao
sistemi za dostavu lekova 1 biomolekula 1 kontrastni agensi u dijagnostici.
Biokompatibilnost nanomaterijala ne zavisi samo od fizicko-hemijskih karakteristika
samog materijala, ve¢ i od njihove nanometarske veli¢ine. Naime, iako je zlato inertno za
bioloske sisteme [567], nanocestice zlata (GNP) mogu interagovati sa razlic¢itim ¢elijskim
komponentama 1 indukovati razli¢ite bioloske efekte, od toksicnog [568] do
imunomodulatornog efekta [569]. LoSa biokompatibilnost GNP mozZe posledica i
citotoksi¢nih redukujuéih/stabiliziraju¢ih agenasa koji se koriste pri njihovoj sintezi [570],
zbog Cega se konstantno razvijaju nove metode sinteze GNP. U ovom radu je po prvi put
koriS¢ena ultrasonic¢na sprej piroliza (USP) za sinzetu GNP iz recikliranog zlatnog nakita, u
kojoj je H» koriS¢en kao redukujuéi agens (odeljak 1.6.2.5. i 3.2.1.). Obzirom da su
mikrostruktura, biokompatibilnost 1 imunomodulatorni efekti GNP dobijenih USP
metodom nepoznati, cilj je bio ispitati ove osobine GNP radi njihove potencijalne primene

u biomedicini.

4.2.1 Biokompatibilnost i mikrostrukturne osobine GNP dobijenih USP

metodom

Kao $to je opisano u odeljku 3.2.1, sekundarni zlatni nakit je rastovren u azotnoj 1
hlornoj kiselini, nakon ¢ega je ultrasoni¢nim generatorom od 2.5 ili 0.8 MHz generisan
aerosol. Aerosol je pomocu vodoni¢ne/azotne atmosphere prenesen u vruci reaktor u kome
su kapljice aerosoli redukovane do nanocestica. NanocCestice su nakon termalne
dekompozicije na razli¢itim temperaturama sakupljene iz reakcione cevi 1 u boci sa vodom
1 alkoholom (5 frakcija GNP). Nakon sinteze, mikrostruktura GNP je ispitivana SEM/EDX,
dok je biokompatibilnost ispitivana u kulturama timocita i splenocita pacova, i L929 ¢elija

koriste¢i razlicite koncentracije GNP (10-100 pg/ml).
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4.2.1.1 Mikrostrukturna analiza frakcija GNP

U narednom koraku je ispitana mikrostruktura 5 dobijenih frkacija GNP. Rezultati

mikrostrukturne i elementalne analize ovih frakcija (SEM/EDX) su prikazani u Tabeli

4.2.1.1.1 i na slikama 4.2.1.1.1-4.2.1.1.5.

Tabela 4.2.1.1.1 Sadrzaj metala u frakcijama GNP

S Fr.1 Fr. 2 Fr.3 Fr. 4 Fr.5
(Wt% / At%) (Wt% / At%) (Wt% / At%) (Wt% / At%) (Wt% / At%)

Au 100.0/100.0 100.0/100.0 99.1/97.3 61.6/59.4 57.8/28.7

Cu 09/2.7 19.2/28.1

Ag 3547/31.5

Ni 14.5/243

Zn 1.9/2.7

Fe 0.2/0.6

Na 02/1.2

In 0.2/0.2

Cl 2.7/17.8 29/4.1

o 1.5/53

C 1.7/59

Date vrednosti predstavljaju srednje vrednosti 20 razli¢itih merenja. Wt%-maseni procenat ; At%-atomski

procenat
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Spectrum 1

ull Scale 831 cts Cursor: 0.000 ke

Slika 4.2.1.1.1 Frakcija 1 GNP.

SEM slika i EDX elementalna analiza jednog reprezentativnog spektra.
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700 nm
Spectrum 3

0 1 2 3 4 5 6
Full Scale 838 cte Cursor: 0.000 ke

Slika 4.2.1.1.2. Frakcija 2 GNP.

SEM slika i EDX elementalna analiza jednog reprezentativnog spektra.

172



Spectrum 2

0 4
Full Scale 362 cte Cursor: 7.225 (52 cts) ke

Spectrum 3

1000 nm

0 2 4 & 8
Full Scale 534 cte Cursor: 0.000 keV

Slika 4.2.1.1.3. Frakcija 3 GNP.

SEM slika i EDX elementalna analiza jednog reprezentativnog spektra.
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Spectrum 5

@ P

6 ] 10 12
ke
Spectrum 3
5000 nm
6 8 10 12
[Full Scale 189 cts Cursor: 4.074 (4 cis) ke

Slika 4.2.1.1.4. Frakcija 4 GNP.

SEM slika i EDX elementalna analiza jednog reprezentativnog spektra.
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2000 nm

Full Scale 818 cte Cursor: 1.904 (63 cts) ke

Slika 4.2.1.1.5. Frakcija 5 GNP.

SEM slika i EDX elementalna analiza jednog reprezentativnog spektra.

Fizi¢ki opis dobijenih frakcija GNP je sumiran je u Tabeli 4.2.1.1.2. Uoceno je da
frakcija 1, koja je sintetisana na 300°C u vodoni¢noj atmosferi, sadrzi ¢iste aglomerirane
GNP (120 + 51 nm). Ova frakcija je sakupljena je sa zida reakcione cevi. Frakcija 2 je
sintetisana pod dejstvom vece ultrasoni¢ne frekvencije, i sakupljena je na slican nacin.
Frakcija 2 takode sadrzi samo Ciste zlatne, delimi¢no aglomerirane, nanocestice koje su
manje po veli¢ini u odnosu na frakciju 1 (97.3 £+ 49.8 nm). Frakcija 3, sintetisana na 800°C
u vodoni¢noj atmosferi, sadrzi Stapi¢aste nanocestice (duzine 3570 nm + 1960 nm i Sirine
700.5 nm = 200.3 nm) od Cistog zlata, sfericne nanocestice od Cistog zlata (362.0 = 169 nm)

1 neke nanocestice zlata legirane sa Cu. Frakcija 4 se sastoji od partikula zlata mikronske
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veli¢ine, nepravilnog oblika, i sadrzi je kontaminante AgCl. Ova frakcija je precipitirala pre

termalne dekompozicije / atomizacije. Frakcija 5 sadrzi sfericne Cestice (253 nm + 178.3

nm), sakupljena je iz boce sa vodom i alkoholom 1 sadrzi legiraju¢e elemente (Cu, Zn, Ni,

Fe, In) kao 1 kontaminante kao $to su CI, O 1 C, koji poticu iz azotne i hloridne kiseline.

Tabela 4.2.1.1.2. Morfoloske i hemijske osobine 5 frakcija GNP dobijenih USP

Naziv Oblik Veli¢ina Aglomeracija Sastav (At%)
Frakcija 1 Sferi¢ne D:120.1 £ 51.0nm aglomerirane  Au (100 %)
Delimi¢no
Frakcija 2 Sferi¢ne D:97.3 £49.8nm ) Au (100 %)
aglomerirane
. L:3570 £ 1960nm
Stapicaste Au (100%)
W:700.5 +£200.3nm Nisu
Frakcija 3 )
aglomerirane  Au (97.1%); Cu
Stfericne D:362.0 = 169.0nm
(2.7%)
Sferi¢ne D:1.003 £ 0.237um
) Au (59.4%); Ag
. L:6.291 £2.275um Nisu
Frakcija 4 Stapicaste (31.5%); Na (1.2%);
W:0.682 £0.191um aglomerirane
Cl (7.8%)
A:125.676 +99.966
Diskoidalne
pm?2
Au (28.7%); Cu
(28.1%); Ni (24.3%);
Delimi¢no
Frakcija 5 Sferi¢ne D:253.0+ 178.3 nm ) Zn (2.7%); Fe (0.6%);
aglomerirane

In (0.2%); CI (4.1%);
0 (5.3%); C (5.9%)

D-dijametar; L-duzina; W-Sirina; A-povriina; At%- atomski procenat. Analiza je uradena na osnovu

SEM/EDX analize najmanje 100 nanocestica.
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4.2.1.2. Citotoksi¢nost frakcija GNP na modelu pacovskih timocita i L929 ¢elija

Citotoksicnost frakcija GNP je proucavana na pacovskim timocitima, kao modelu

.....

je pokazao da frakcije 1, 2 1 3, u obe primenjene koncentracije (25 ug/ml i 100 pg/ml) nisu

citotoksi¢ne za timocite (Grafikon 4.2.1.2.1).
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Grafikon 4.2.1.2.1. Efekti razli€itih frakcija GNP na metaboli¢ku aktivnosti pacovskih

timocita.
Timociti su kultivisani u prisustvu 5 frakcija GNP (25 ili 100 ug/ml) tokom 24 sata ili 3 dana, nakon ¢ega je
uraden MTT test. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD procenta metabolicke aktivnosti
Sestoplikata iz jednog reprezentativnog eksperimenta. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 u poredenju sa

kontrolom.
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Vece koncentracije frakcija 1 1 2, i manje koncentracije frakcije 3, imaju umereni
inhibitorni efekat na metabolicku aktivnost 1929 ¢elija, naroCito nakon produZene
kultivacije (3 dana) (Grafikon 4.2.1.2.2). Inhibitorni efekat frakcije 2 na metabolicku
aktivnost L929 ¢elija je jaci nego efekat frakcije 1. Veca koncentracija frakcije 3 smanjuje
metabolicku aktivnost ¢elija do 80% tre¢eg dana, u poredenju sa kontrolom. Frakcija 4 1 5
znacajno smanjuju metaboli¢ku aktivnost i timocita i L929 ¢elija, a jaci efekat je postignut

sa ve¢im koncentracijama GNP i duzim kultivisanjem ovih ¢elija sa frakcijama 4 1 5.
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Grafikon 4.2.1.2.2. Efekti razlicitih frakcija GNP na metaboli¢ku aktivnost 1929 ¢elija.
1929 ¢elije su kultivisane u prisustvu 5 frakcija GNP (25 ili 100 ug/ml) tokom 24 sata ili 3 dana, nakon cega
je uraden MTT test. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD procenta metabolicke aktivnosti
Sestoplikata iz jednog reprezentativnog eksperimenta. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 u poredenju sa

kontrolom.
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Da bismo proverili da 1i je inhibicija metabolicke aktivnosti L929 ¢elija posledica
citotoksic¢nosti ili antiproliferativnog efekta GNP, uradeni su testovi proliferacije i
vijabilnosti. Rezultati prikazani na grafikonu 4.2.1.2.3 ukazuju na to da nijedna od
koncentracija frakcije 1, 2 1 3 nije toksi¢na za 1929 ¢elije, obzirom da je vijabilnost ovih
¢elija nije promenjena u odnosu na kontrolu. Medutim, obe koncentracije frakcije 4 1 5
ispoljavaju citotoksic¢ni efekat, obzirom da je ¢elijska vijabilnost znacajno smanjena (25

pg/ml) ili potpuno redukovana (100 pg/ml) u ovim kulturama 1929 ¢elija.
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Grafikon 4.2.1.2.3. Efekti razlicitih frakcija GNP na vijabilnost L929 ¢elija.
L1929 ¢elije su kultivisane u prisustvu 5 frakcija GNP (25 ili 100 pg/ml) tokom 24 sata, nakon ¢ega vijabilnost

izmerena bojenjem celija Tripan plavim. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD procenta

vijabilnosti triplikata u odnosu na kontrolu (100%). ***p<0.005 u poredenju sa kontrolom.
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U proliferativnom testu je nadeno da vece koncentracije svih frakcija GNP
suprimiraju ¢elijski rast, pri tome GNP frakcije 1 imaju najmanji, a GNP frakcije 5 najveci
inhibitorni efekat (Grafikon 4.2.1.2.4). Nize koncentracije frakcije 1 1 2 nisu inhibitorne,
dok vece koncentracije ovih GNP, kao 1 manje doze frakcija 3, 4 1 5, ispoljavaju jak anti-

proliferativni efekat.
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Slika 4.2.1.2.4. Efekti razli€itih frakcija GNP na proliferativnu sposobnost L929 ¢elija.
L929 ¢elije su kultivisane u prisustvu 5 frakcija GNP (25 ili 100 pg/ml) tokom 3 dana, a tretirane su 3[H]
timidinom poslednjih 18 sati kulture. Proliferacija je izmerena na scintilatnom [ brojacu i izraZena je kao
srednja vrednost relativne proliferacije u odnosu na kontrolu (100%) + SD triplikata iz reprezentativnog

eksperimenta ***p<0.005 u poredenju sa kontrolom.

Nakon toga je ispitano da li je citotoksi¢ni efekat frakcija GNP na timocite 1 L.929
¢elije posledica nekroze ili apoptoze Celija. U tabeli 4.2.1.2.1 1 na grafikonu 4.2.1.2.5, je

pokazano da je spontana apoptoza timocita u kontrolnim kulturama relativno visoka, dok je
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procenat nekroti¢nih éelija nizak. Frakcije 1, 2 i 3 ne indukuju ni nekrozu ni apoptozu
timocita. Frakcija 4 izaziva uglavnom apoptozu ovih ¢elija, dok je frakcija 5, pogotovo u
visokim koncentracijama, indukuje primarno nekrozu timocita. Apoptoza i1 nekroza
kontrolnih L929 ¢elija je niska, i1 nije znac¢ajno modifikovana sa GNP frakcijama 1, 2 i 3.
Niske koncentracije frakcije 4 izazivaju apoptozu i nekrozu L929 ¢éelija. Vece koncentracije

frakcije 4, 1 obe koncentracije frakcije 5, izazivaju nekrozu skoro svih 1929 ¢elijja.

Tabela 4.2.1.2.1. Efekti razli¢itih frakcija GNP na apoptozu i nekrozu pacovskih timocita i
L.929 ¢elija.

Timociti L.929 éelije
Apoptoza (%) Nekroza (%) Apoptoza (%) Nekroza (%)
Kontrola 35.1+£3.2 50+1.6 1.1+0.1 3.6+1.0
Frakcija 1 (25 pg/ml) 33.9+3.0 45=+1.6 0.8+£0.1 41+1.0
(100 pg/ml) 345+29 5014 1.2+0.0 2.8+0.1
Frakcija 2 (25 pg/ml) 372+£2.8 52+1.7 1.0+ 0.0 3.8+1.2
(100 pg/ml) 36.9+3.0 57+13 0.9+0.1 55+0.8
Frakcija 3 (25 pg/ml) 40.0+2.8 63=x1.5 1.4+0.1 4.8+1.2
(100 pg/ml) 43.5+£45 6.2+0.7 1.3+0.2 3.8+22
Frakcija 4 (25 pg/ml) 70.2 £3.6 *** 13.1£2.9 %% 182+ 1.4 %** 56.2 £4.0 ***
(100 pg/ml) 59.9 + 3.0 *** 16.3+£2.5*** 2.0+0.0 96.2 £0.] ***
Frakcija 5 (25 pg/ml) 61.2 +£2.4 *** 202 £2.7**¥*%  0.5+0.0 96.8 £ (0.2 ***
(100 pg/ml) 457 £ 4.2 *** 46.1 £2.5***  02+0.0 100.0 £ 0.0 ***

Celije su kultivisane sa razli¢itim koncentracijama GNP frakcija. Kontrolne éelije su kultivisane bez GNP.
Nakon 24 sata (timociti) ili 3 dana (L.929), ¢elije su obojene PI kako je opisano u poglavlju 3, i detektovana je
nekroza ili apoptoza. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD Sestoplikata (timociti) li triplikata

(L929 ¢elije). **p<0.01, ***p<0.005 u poredenju sa kontrolom
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Grafikon 4.2.1.2.5 Efekti frakcije 4 1 5 GNP na apoptozu i nekrozu pacovskih timocita 1
L929 ¢eljja.

Celije su kultivisane sa frakcijom 4 (25ug/ml) ili frakcijom 5 (100 pg/ml) tokom 24 sata (timociti) ili 3 dana
(L929 éelije). Kontrole su kultivisane na isti nagin samo bez GNP. Celije su obojene sa PI kako je opisano u
poglavlju 3 i detektovana je nekroza ili apoptoza pomocu protocne citometrije. Prikazan je deo

reprezentativnog eksperimenta.

4.2.1.3. Citotoksi¢nost i imunomodulatorne osobine frakcija GNP na modelu

splenocita aktiviranih sa ConA

Uzimajuéi u obzir prethodne rezultate na timocitima i L929 ¢elijama, sledeci cilj je
bio ispitati toksi¢nost i imunomodulatorne osobine GNP frakcija na modelu splenocita
stimulisanih sa ConA. Splenociti su kultivisani u prisustvu GNP tokom 24 sata, nakon Cega
je izmerena metabolicka aktivnost ¢elija MTT testom (Grafikon 4.2.1.3.1), i vijabilnost

bojenjem Tripan plavim (Grafikon 4.2.1.3.2). MTT test je pokazao da frakcije 1,213 u
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obe primenjene koncentracije (10 pg/ml i 50 pg/ml) nisu citotoksicne za splenocite

stimulisane sa ConA. Sa druge strane, frakcija 4 inhibira metabolicku aktivnost splenocita u

ve¢im koncentracijama, dok je frakcija 5 inhibira metabolicku aktivnost u obe koriS¢ene

koncentracije, na dozno zavisan nacin.
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Grafikon 4.2.1.3.1 Efekat A) 10 ug/ml i B) 50 ng/ml GNP frakcija na metabolicku

aktivnost splenocita tretiranih ConA.

Splenociti su kultivisani sa frakcijama GNP 24 sata nakon Cega je metaboliCka aktivnost ovih ¢elija izmerena

MTT testom. Rezultati testa su prikazani kao srednja vrednost £ SD iz 3 eksperimenta *p<0.05, ***p<0.005 u

poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom.
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Sli¢ni rezultati su dobijeni bojenjem ¢elija sa Tripan plavim (Grafikon 4.2.1.3.2).
Frakcije 1,2 i 3 u obe koncentracije, i frakcija 4 u manjoj koncentraciji, ne izazivaju
toksi¢ni efekat kod splenocita tretiranih sa ConA, obzirom da je kod ovih ¢elija sacuvana
vijabilnost. Vece koncentracije frakcije 4 i obe koncentracije frakcije 5 su citotoksi¢ne,
obzirom da je vijabilnost ¢elija znacajno redukovana, posebno u kulturi sa frakcijom 5.
Citotoksic¢ni efekat nanocestica je uocCljiviji pri vec¢im koncentracijama, zbog Cega su u

narednim eksperimentima koris¢ene GNP u koncentraciji 50 pg/ml.

Nakon toga je analizirano da li je smanjenje vijabilnosti splenocita u kulturi sa
frakcijama 4 1 5 posledica nekroze ili apoptoze. Rezultati prikazani na grafikonu 4.2.1.3.3
pokazuju da je oko 30% kontrolnih splenocita spontano uslo u apoptozu nakon 24-¢asovne
kultivacije (31.4 = 4.6%). Frakcije 4 1 5 indukuju razli¢ite moduse ¢elijske smrti. Naime,
frakcija 4 znacajno povecava apoptozu splenocita u poredenju sa kontrolom, za razliku od
svih ostalih frakcija. Frakcija 4 i1 frakcija 5 nekrozu splenocita, ali je citotoksi¢ni efekat

frakcije 5 jaci (Grafikon 4.2.1.3.3) .
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Grafikon 4.2.1.3.2 Efekat A) 10 pg/ml 1 B) 50 pg/ml GNP frakcija na vijabilnost splenocita
tretiranih sa ConA.

Splenociti su kultivisani sa 5 frakcija GNP tokom 24 sata nakon Cega je vijabilnost ¢elija izmerena

obelezavanjem celija Tripan plavim. *p<0.05, ***p<0.005 u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom.
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Grafikon 4.2.1.3.3. Efekat frakcija GNP (50 pg/ml) na apoptozu i nekrozu splenocita

stimulsianih sa ConA.
Splenociti aktivirani sa ConA su kultivisani 24 sata u prisustvu 5 frakcija GNP, nakon ¢ega je analiziran
procenat apoptoti¢nih i nekroti¢nih ¢elija proto¢nom citometrijom, kao $to je opisano u poglavlju 3. Prikazan
je A) procenat apoptotskih i B) nekroti¢nih ¢elija iz tri nezavisna eksperimenta. Podaci dobijeni proto¢nom
citometrijom iz jednog reprezentativnog eksperimenta za detekciju C) apoptoze i D) nekroze su takode

prikazani. *p<0.05, ** p<0.01 ***p<0.005 u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom
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Obzirom da frakcije 1, 2 i 3 ne ispoljavaju citotoksic¢ni efekat na modelu splenocita
aktiviranih sa ConA, ispitan je efekat ovih nanocestica na proliferaciju ovih ¢elija nakon 3
dana kulture. Rezultati prikazani na grafikonu 4.2.1.3.4 ukazuju da sve frakcije GNP
suprimiraju proliferaciju splenocita. U tom kontekstu frakcija 1 ima najmanji, dok frakcije

4 1 5 imaju najvedi inhibitorni efekat.
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Grafikon 4.2.1.3.4. Efekat GNP frakcija (50 pg/ml) na proliferaciju splenocita stimulisanih
ConA.

Splenociti aktivirani ConA su kultivisani u prisustvu 5 frakcija GNP tokom 3 dana, a tretirane su 3[H]
timidinom poslednjih 18 sati kulture. Proliferacija je izmerena na scintilatnom B brojacu i izrazena je kao
srednja vrednost relativne proliferacije u odnosu na kontrolu (100%) + SD triplikata iz tri nezavisna

eksperimenta. **p<0.01, ***p<0.005 u poredenju sa kontrolom.
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Uzimajuéi u obzir da frakcije 1 i 2 nemaju citotoksi¢ni efekat na ConA-tretirane
splenocita, a inhibiraju proliferaciju ovih celija, ispitane su njihove imunomodulatorne
osobine. Naime, iz supernatanta splenocita kultivisanih sa frakcijama GNP je odreden nivo
IFN-y, IL-4, IL-2, 1 IL-10 (Grafikon 4.2.1.3.5). Rezultati su pokazali da frakcija 1 ne
menja znacajno produkciju navedenih citokina. Sa druge strane, frakcija 2 inhibira znacajno
produkciju IL-2 i stimuli§e produkciju IL-10. Frakcija 3 inhibira produkciju IL-2, i ne
modifikuje produkciju drugih citokina, dok je u kulturi sa frakcijom 4 pronaden znacajno
manji nivo svih ispitivanih citokina. Obzirom da frakcija 5 izaziva najvecu citotoksi¢nost, i

to uglavnom nekrozu, nije ispitivan njihov efekat na produkciju citokina.
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Grafikon 4.2.1.3.5. Efekat GNP frakcija (50 pg/ml) na produkciju citokina od strane

splenocita stimulsianih sa ConA.
Splenociti aktivirani sa ConA su kultivisani sa 5 frakcija GNP, kao u testu proliferacije. Pre dodavanja
radioaktivnog timidina je sakupljen supernatant ovih kultura i odreden je nivo A)IL-2 B) IL-10, C)IL-4 i
D)IFN-y ELISA metodom. Podaci iz tri nezavisna eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost

koncentracije citokina = SD. **p<0.01, ***p<0.005 u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom.
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U cilju objasnjavanja razlika u imunomodulatornom efektu frakcije 1 i 2, detaljnije je
ispitano koje su kljucne razlike u njihovoj morfologiji i veli¢ini. Obe frakcije su sastavljene
od Cistog zlata (Tabela 4.2.1.1.2) 1 sakupljene su sa zidova reakcione cevi. Jedina razlika u
sintezi ovih frakcija GNP je bila razliCita ultrasoni¢na frekvencija tokom USP. Na osnovu
inicijalnih pretpostavki, pri frekvenciji od 0.8 MHz, izracunata vrednost dijametra kapi
dispergovane u aerosol iznosi D=4.79 pm. Povecanje frekvencije sa f=0.8 MHz na f=2.5
MHz smanjuje veli¢inu aerosolne kapljice na D=2.26 um. Stoga je izraCunata srednja
veli¢ina partikula u frakciji 1 oko 112.7 nm. Pod istim uslovima izraCunat dijametar pri
frekvenciji od f=2.5 MHz za frakciju 2 iznosi 53.2 nm. U cilju provere izracunatih
vrednosti, nanocestice frakcije 1 i 2 su analizirane na TEM-u (Slika 4.2.1.3.1.). Analiza je
potvrdila da su nanocestice frakcije 1 ve¢e u dijametru (115.1 + 28.1), i viSe aglomerirane u
odnosu na Cestice frakcije 2 (83.7 = 25.8). Uopste gledano, veli¢ina nanocestica dobijena
analizom na TEM je bila manja, i aglomeracija manje zastupljena u poredenju sa
rezultatima dobijenih SEM-om. Uporedna analiza dijametra frakcije 1 i 2 (Slika 4.2.1.3.1b)
pokazuje da frakcija 2 ima veéi broj nanocestica koje su manje od 100nm, dok frakcija 1
ima viSe nanocestica koje su ve¢e od 100nm. T-test je pokazao da je veli¢ina frakcije 2
znacajno razli¢ita od vrednosti koja je ocekivana na osnovu teorijskih pretpostavki

(p<0.05).
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Slika 4.2.1.3.1. Razlike u mikrostrukturi izmedu GNP frakcije 11 2.

A) Prikazane su reprezentativne slike analize na TEM-u. B) Prikazana je distribucija ucestalosti veli¢ine

frakcija GNP, pri ¢emu je izmereno vise od 150 GNP u svakoj frakeiji.
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4.2.2 Efekat GNP na maturaciju 1 antitumorsku funkciju humanih

dendritskih ¢elija

Prethodni rezultati dobijeni ispitivanjem imunomodulatornog efekta frakcija 1 i 2
GNP na modelu splenocita aktiviranih ConA su pokazali da velicina GNP moze imati
presudan uticaj na imunomodulatorne efekte GNP. Obzirom da proliferacija i produkcija
citokina u ovom modelu prevashodno zavise od prisustva akcesornih ¢elija u populaciji
splenocita [571], moze se pretpostaviti da je ovakav efekat GNP uzrokovan modulacijom

funkcije akcesornih ¢elija, pre svega DC.

U tom smislu je naredni cilj studije bio da se ispita imunomodulatorni efekat GNP na
modelu humanih DC u zavisnosti velicine GNP. Ovakva ispitivanja su posebno vazna ako
se uzme u obzir da DC predstavljaju klju¢ne celije u kontroli imunskog odgovora na
sopstveno (normalno, oSteceno ili tumorkso tkivo) 1 strano (patogeni, alergeni i dr.) [100].
Pored toga, sve veca upotreba GNP u fototermalnoj terapiji i dijagnostici maligniteta,
namece potrebu da se ispitaju potencijalno nepozeljni imunski efekti ovakvih procedura.
Obzirom da frakcije 1 1 2 imaju veliku disperziju veli¢ine (Slika 4.2.1.3.1.), u ovim
ispitivanjima su koriS¢ene komercijalne nanocestice 10nm (GNPj¢) i 50 nm (GNPsp) u
dijametru, Cije su karakteristike prikazane u poglavlju 3 (Tabela 3.2.1.3.1., Tabela
3.2.1.3.2. i Slika 3.2.1.3.2). Obzirom da sazrevanje 1 funkcionalni odogvor DC u velikoj
meri zavisi od broja ¢elija koje se koriste u testu [565], prvi cilj je bio ispitati efekat GNP

1 GNPs na procese apoptoze i nekroze DC.
4.2.2.1 Dozno zavisni efekti GNP na apoptozu i nekrozu DC

Vecina protokola za maturaciju DC ukljucuje stimulaciju ovih ¢elija TLR agonistima
1/ili proinflamacijskim citokinima 2 dana [572]. Stoga je ispitano da 1i GNP (5-200 pg/ml)

izazivaju citotoksi¢nost u kulturi DC u toku 48 sati.

Rezultati su pokazali da ispitivane GNP ne izazivaju nekrozu DC, ¢ak ni u najve¢im

primenjenim koncentracijama (200 pg/ml) (Grafikon 4.2.2.1.1.). Medutim, testovi
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apoptoze su pokazali da GNPjy indukuju veéi procenat apoptotskih celija, i to u

koncentracijama ve¢im od 20 pg/ml (Grafikon 4.2.2.1.2.).
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Grafikon 4.2.2.1.1. Dozno zavisni efekat GNPy 1 GNP5, na nekrozu DC.
DC su kultivisane sa GNP (5-200 pg/ml) tokom 48 sati nakon ¢ega analiziran A) procenat nekroti¢nih DC,
obelezavanjem celija PI u PBS-u. Prikazani su rezultati iz jednog reprezentativnog eksperimenta ili B) kao

srednja vrednost % nekroze + SD iz 4 nezavisna eksperimenta. *p<0.05 u poredenju sa 0 ug/ml (Fridmanova
jednofaktorska ANOVA).
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Grafikon 4.2.2.1.2. Dozno zavisni efekat GNP}y i GNPsy na apoptozu DC.
DC su kultivisane sa GNP (5-200 pg/ml) tokom 48 sati nakon ¢ega analiziran A) procenat apoptoti¢nih DC,
obelezavanjem celija PI u hipotonom rastvoru. Prikazani su rezultati iz jednog reprezentativnog eksperimenta
ili B) kao srednja vrednost % apoptoze + SD iz 4 nezavisna eksperimenta. C) Razli¢iti stupnjevi apoptoze DC
su analizirani nakon 24-¢asovne kulture ovih ¢elija sa GNP (10 ili 50 pg/ml), obelezavanjem celija Annexin

V FITC/PIL. *p<0.05 u poredenju sa 0 pg/ml (Fridmanova jednofaktorska ANOVA).
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4.2.2.2 Efekti GNP na sazrevanje i funkciju DC stimulisanih LPS-om

U narednom segmentu studije je ispitivan efekat GNP;y i GNPsy na sazrevanje i
funkcije DC stimulisanih LPS-om. U ovim eksperimentima GNP10 i GNP50 su koris¢ene u
netoksicnim koncentracijama (10 pg/ml). Rezulati prikazani na grafikonu 4.2.2.2.1
ukazuju da LPS stimuliSe fenotipsku maturaciju DC, obzirom da povecava ekspresiju
HLA-DR, CD86 i CD83 od strane DC. Sa druge strane, same GNP ne modulisu ekspresiju
ovih molekula. Medutim, i GNP}y i GNPsy znacajno inhibiraju fenotipsku maturaciju DC,
obzirom da inhibiraju povecanje ekspresije CD86 i CD83 indukovano LPS-om. Osim toga,
GNP inhibiraju 1 stimulaciju ekspresije HLA-DR molekula od strane DC u kulturi sa
LPS-om (Grafikon 4.2.2.2.1).
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Grafikon 4.2.2.2.1. Efekti GNP na fenotipsko sazrevanje DC indukovano LPS-om.

DC su kultivisane u prisustvu GNP (10pg/ml), sa ili bez LPS-a (100ng/ml), nakon ¢ega je analizirana
ekspresija HLA-DR, CD86 i CDS83 protoénom citometrijom. A) Prikazana je fenotipska maturacija DC iz
jednog reprezentativnog eksperimenta; Markeri koji pokazuju specifiénu fluorescencu su podeSeni na osnovu
koriSéenja irelevantnih izotipskih antitela. B) Zbirni podaci iz 4 nezavisna eksperimenta su prikazani kao

srednja vrednost % ili MFI = SD. *p<0.05 (Fridmanova dvofaktorska ANOVA)

U skladu sa ovim rezultatima, DC kultivisane sa LPS-om i GNP imaju slabiju
alostimulatornu aktivnost u kokulturi sa alogenim CD3'T éelijama, u poredenju sa DC

stimulisanih samo LPS-om. Pri tome, GNP, imaju snazniji inhibitorni efekat, obzirom da
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je inhibicija alostimulatorne aktivnosti indukovane sa LPS-om detektovana u vise razli¢itih
DC/CD3'T odnosa u ¢etiri nezavisne MLR. Reprezentativna MLR je prikazana sa
grafikonu 4.2.2.2.2.
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Grafikon 4.2.2.2.2. Efekat GNP na alostimulatornu sposobnost DC indukovanu LPS-om.
DC su kultivisane u prisustvu GNP (10ug/ml), sa ili bez LPS-a (100ng/ml), nakon ¢ega su sakupljene i
kultivisane sa pre¢is¢enim CD3 * T ¢elijama (1 x 10°/bazenu) u razli¢itim brojnim odnosima (1:10-1:40).
Nakon 5 dana kulture je izmerena proliferacija CD3+T ¢elija na osnovu ugradnje *H timidina na scintilatnom

B brojacu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost CPM + SD Sestoplikata iz jednog reprezentativnog

eksperimenta. *p<0.05 (Fridmanova dvofaktorska ANOVA)
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Supernatanti kultura DC kultivisanih 2 dana sa GNP su sakupljeni u cilju odredivanja
konentracija IL-10, IL-12 i IL-23, dok je iz kokultura DC i CD3"T ¢éelija nakon 5 dana
sakupljen supernatant u kom je odredivana koncentracija IL-4, IFNy i1 IL-17. Obzirom da je
nivo citokina varirao izmedu razli¢itth donora koriS¢enih u eksperimentima (Tabela
4.2.2.2.1.), nivoi citokina koje produkuju DC (Grafikon 4.2.2.2.3.) i nivoi citokina koje
produkuju CD3"T éelije u kokulturi sa DC (Grafikon 4.2.2.2.4.) su prikazani kao indeksi u

odnosu na kontrolne nestimulisane DC (1.0).

Rezultati su pokazali da GNPsy ne modifikuju znacajno produkciju IL-12, IL-23 i IL-
10 od strane DC. Efekat GNP;, se znacajno razlikuje od GNPsy obzirom da ove
nanocestice stimuliSu produkciju IL-10, inhibiraju produkciju IL-12p70 i imaju tendenciju
smanjenja produkcije IL-23 od strane DC stimulisanih LPS-om, u poredenju sa kontrolnim

DC kultivisanim samo u prisustvu LPS-a (Grafikon 4.2.2.2.3.).

Tabela 4.2.2.2.1. Produkcija citokina od strane DC (IL-10, IL-12 i IL-23) i od strane
CD3+T C¢elija (IL-4, IFN-y, IL-17) u kokulturi.

Uzorci IL-10 IL-12 IL-23 IL-4 IFN-y IL-17
*Kontrola 68.9 34 60.1 140.6 7909.2 3288
(44-122.0)  (<2.0-4.2) (<2-872)  (20.6-169.9)  (3220.0-18900.1)  (81.9-621.4)
*GNPy, 49.8 10.7 404 110.2 5989.0 391.1
(4.6-106.5)  (<2.0-14.5) (<2-99.6)  (24.6-150.1)  (2991.4-15889.9)  (65.5-832.2)
*GNPs, 55.5 27.7 65.3 111.6 9498.1 4114
(5.2-95.0) (<2-55.5) (<2:98.1)  (25.0-158.4)  (4211.1-19844.5)  (95.4-669.0)
LPS 113.1 4447.1 656.3 454 29399.4 555.1
(9.8-169.3)  (128.4-8522.4)  (46.1-1350)  (10.4-105.9)  (8467.7-38299.0)  (85.4-1159.4)
LPS/GNP;, 24222 1618.4 482.7 120.1 24399.2 3289
(11-4343)  (4.5-3067) (9.0-702.0)  (16.3-141.9)  (7546.1-32440.9)  (64.3-723.3)
LPS/GNPs, 105.9 3992.2 920.7 49.4 32838.2 740.4

(<2-2282)  (102.7-8163.6)  (10.1-1640.0)  (7.8-64.2)  (9122.1-38991.7)  (141.9-975.0)

DC su kultivisane sa GNP (10pg/ml), sa ili bez LPS, tokom 48 sati, nakon Cega je iz supernatanta odredna
koncentracija IL-12p70, IL-23 i IL-10 ELISA metodom, dok je iz supernatanata kokultura DC i CD3"T éelija
odredena koncentracija IL-4, IL-17 i IFN-y na isti nacin. Rezultati su prikazani kao medijam (opseg) iz 4

nezavisna eksperimenta ili 8 nezavisnih eksperimenata (*).
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Grafikon 4.2.2.2.3. Efekat GNP na produkciju citokina od strane DC stimulisanih LPS-om.
DC su kultivisane sa GNP (10pg/ml), sa ili bez LPS, tokom 48 sati, nakon Cega je iz supernatanta odredna
koncentracija IL-12p70, IL-23 i IL-10 ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost indeksa

koncentracije citokina u odnosu na kontrolne nezrele DC (1.0) + SD iz 4 nezavisna eksperimenta. *p<0.05

(Fridman-ova dvofaktorska ANOVA)
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Analiza citokina u supernatantima kokultura DC i CD3'T ¢éelija je ukazala na
poveéanje IL-17 od strane alogenih CD3'T ¢elija kokultivisanih sa DC tretiranim LPS-om i
GNPs. Za razliku od toga, uoceno je da DC tretirane sa LPS/GNP( stimuliSu vecu
produkciju IL-4 u odnosu na kontrolne DC kultivisane samo sa LPS-om. Nivoi IFN-y nisu

bitnije modifikovani u kokulturama pod uticajem GNP (Slika 4.2.2.2.4).
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Grafikon 4.2.2.2.4. Efekat GNP na polarizacionu sposobnost DC stimulisanih LPS-om.
DC su nakon kultivacije sa GNP (10pg/ml), sa ili bez LPS-a, kokultivisane 5 dana sa CD3'T éelijama u
odnosu DC:CD3+T ¢elije 1:20. U supernatantima ovih kokultura je odredena koncentracija IFN-y, IL-23 i IL-
10 ELISA metodom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost indeksa koncentracije citokina u odnosu na

kontrolne nezrele DC (1.0) £ SD iz 4 nezavisna eksperimenta. *p<0.05 (Fridmanova dvofaktorska ANOVA)
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4.2.2.3. Uticaj GNP na oscilacije Ca** DC u toku sazrevanja u prisustvu LPS-a

Vukeevic i sar. [115] su pokazali da LPS smanjuje spontane Ca>" oscilacije kod
nezrelih DC, a time i traslokaciju NFAT u njihov nukleus. Stoga je ispitano da 1li GNP

imaju uticaj na Ca”" signalizaciju kod DC u toku sazrevanja sa LPS-om.

Analiza oscilacija Ca®" je ukazala da nezrele DC, obeleZene sa Fluo-3, ispoljavaju
visok stepen fluktuacija Ca®” (Grafikon 4.2.2.3.1.), §to odgovara prose¢noj povriini ispod
pikova Ca’" od 18.6 + 6.2 (Grafikon 4.2.2.3.2.). Ove oscilacije se mogu kompletno
blokirati tapsigagrinom, inhibitorom SERCA. U toku 48 sati kulture, kontrolne netretirane

DC spontano smanjuju oscilacije Ca** (Grafikon 4.2.2.3.3.).

LPS i GNP ne modifikuju znagajno oscilacije Ca®" kod nezrelih DC neposredno
nakon dodavanja (podaci nisu prikazani). Uo¢eno je da LPS znacajno inhibira fluktuacije
Ca®" nakon 24 i 48 sati kulture, u poredenju sa fluktuacijama u kontrolnim ¢elijama
(Grafikoni 4.2.2.3.1. i 4.2.2.3.2.). Medutim, u ¢elijama koje su tretirane i sa LPS-om i sa
GNP, uoCena je znaCajna inhibicija ovog fenomena. Nakon 48 sati kulture, kod DC
tretiranih sa LPS/GNP}y je detektovano znaGajno vide oscilacija Ca®" u poredenju sa
Gelijama tretiranim sa LPS/GNPsy, §to je zakljuGeno analizom frekvencije oscilacija Ca®*
(Grafikon 4.2.2.3.1.) i povrsine ispod pikova Ca”" (Grafikon 4.2.2.3.2.). Same GNP, nisu
ispoljile znagajan efekat na modulaciju oscilacija Ca®" ni posle 24 ni posle 48 sati kulture

(Grafikon 4.2.2.3.3.).
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Grafikon 4.2.2.3.1. Efekat GNP na oscilacije Ca*" unutar DC.

Nezrele DC obelezene sa Fluo-3 su analizirane A) neposredno nakon obelezavnja, sa ili bez prisustva

tapsigagrina (2uM), ili B) 24 i 48 sati u prisustvu LPS i GNP (10 pg/ml). Prikazani su reprezentativni

kimografi i odgovarajuci zapisi na AFt/Fo osi, kao frekvencije svih analiziranih ¢éelija (f).*p<0.05 u poredenju

sa kontrolom “p<0.05 u poredenju sa kontrolom tretiranom LPS-om, p<0.05 u poredenju sa GNP, (Kruskal-

Wallis-ov test).
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Grafikon 4.2.2.3.2. Efekat GNP na oscilacije Ca*" unutar DC.
DC su kultivisane 24 ili 48 sati u prisustvu LPS i GNP (10 pg/ml) a zatim obelezene sa Fluo-3 i analizirane
konfokalnom mikroskopijom. Rezultati dobijeni analizom oscilacija Ca*" su prikazani kao srednja vrednost
povrsine ispod pikova Ca®" + SD, svih analiziranih ¢éelija.*p<0.05 u poredenju sa kontrolom (Kruskal-Wallis-

ov test).
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Grafikon 4.2.2.3.3. Efekat GNP na oscilacije Ca*" u DC.

Oscilacije Ca*" kod DC obelezenih sa Fluo-3 su detektovane neposredno nakon obelezavanja (Oh), nakon 24h,
i nakon 48h kulture u prisustvu GNP (10 pg/ml) ili njihovom odsustvu. Oscilacije su izrazene kao srednja
vrednost povriine ispod pikova Ca®* + SD svih analiziranih éelija *p<0.05 (Fridmanova jednofaktorska

ANOVA).

4.2.2.4 Internalizacija, kvantifikacija i intracelularna distribucija GNP unutar

DC

U narednom delu je ispitano koje su razlike u internalizaciji izmedu GNP 1 GNPso.
Svetlosna mikroskopija je pokazala da postoji velika varijabilnost izmedu DC u kapacitetu
za internalizaciju GNP. I pored toga, znacCajno veci procenat DC internalizuje GNPs
(82.1% + 4.35; n=500) nego GNPy (68.5% =+ 3.1%; n=500)(p=0.013) (Slika 4.2.2.4.1a).
Sli¢ni rezultati su dobijeni protocnom citometrijom, gde je analizirana granuliranost DC

pomocu SS parametra (Slika 4.2.2.4.1b). Intracelularna distribucija GNP je analizirana
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konfokalnom mikroskopijom, pri ¢emu je pokazano da GNP imaju iskljucivo perinuklearnu

lokalizaciju (Slika 4.2.2.4.1c¢).

A Kontrola
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Slika 4.2.2.4.1. Internalizacija GNP od strane DC.

Intrnalizacija GNP od strane DC je analizirana nakon 48 sati kulture A) nakon bojenja uzoraka MGG
metodom B) proto¢nom citometrijom i C) konfokalnom mikroskopijom, nakon obelezavanja DC sa anti-
HLA-DR:Aleksa 488 antitelom (zelena fluorescenca) i PI (plava fluorescenca). GNP su detektovane na
osnovu rasprSivanja svetlosti 630 nm talasne duZine. Prikazane su reprezentativne slike i tackasti dijagrami iz

3 eksperimenta sa slicnim rezultatima.
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U cilju kvantifikacije intracelularnog zlata primenjena je mikro-PIXE analiza. U tu
svrhu su DC kultivisane sa GNP (10 pg/ml) 4 sata, nakon ¢ega su detektovane protonskom
mikroskopijom na osnovu elementalnih mapa kalijuma, hlora, fosfora i natrijuma (Slika
4.2.2.4.2.). Tabela 4.2.2.4.1. prikazuje primer analize elementalnih mapa K, Cl i Au sa 3
podrucija koja su obelezena kao DC, u kojima je masa elemenata izraCunata na osnovu

formula datih u odeljku 3.7.1., u Geopixe i Gupix programu.

A B

Slika 4.2.2.4.2. Pripreman DC za mikro-PIXE analizu.

DC su kultivisane sa GNP na Mylar folijama tokom 4 sata i nakon toga analizirane A) fazno-kontrastnim
mikroskopom. Nakon brzog zamrzavanja i suienja na -40 °C uzorci su montirani u vakumsku komoru i
analizirani CCD kamerom (B). C) Elementalne mape su snimljene mikro-PIXE metodom u uokvirenom

mestu, a na mapama K su ¢elije od interesa uokvirene elipsama
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Tabela 4.2.2.4.1. Primer elementalne analize K, Cli Auu tri DC mikro-PIXE analizom

DC1 DC2 DC3

Masa LOD Greska Masa LOD Greska Masa LOD Greska
Element Program

[pgl [pgl [Y0] [pgl [pgl [Y0] [pgl  [pgl [Yo]

K Geopixe 3,77 <0,1 14,1 3,30 <0,1 13,9 594 <0,1 9,26
Gupix 4,15 0,88 17,0 393 0,84 15,7 540 0,75 13,0

Cl Geopixe 1,67 <0,1 21,0 1,65 <0,1 22,4 3,52 <0,1 12,5
Gupix 1,78 0,74 26,6 2,76 0,69 16,3 3,75 0,73 13,6

Au Geopixe 14,2 04 12,7 219 04 8,22 0,40 04 0,3

Gupix 13,1 3,0 19,8 214 28 12,2 0 0,9 75

U analizi su kori$¢ena 2 razli¢ita softwera, Geopixe i Gupix. koji imaju razli¢itu gresku i granicu detekcije

(LOD).

Obzirom da je analiza u Geopixe programu imala manju gresku i granicu detekcije za
navedene elemente u odnosu na analizu u Gupix programu, Geopixe je koriS¢en za
kvantifikaciju Au unutar DC. Osim toga, nije uocena znacajna korelacija izmecu veli¢ine
analizirane povrSine 1 mase Cl na tim podru¢jima, dok je korelacija bila pozitivna kada je u
ovoj analizi koriS¢en K (Grafikon 4.2.2.4.1.). Stoga je koli¢ina intracelularnog Au

odredivana isklju¢ivo na podrucjima koja sadrze K.

Kao 1 u slu€aju svetlosne mikroskopije, mikro-PIXE analiza je pokazala da koli¢ina
intracelularnog zlata varira izmedu samih DC. I pored toga, detektovana je znacajno veca
prose¢na masa GNPsy po DC, u odnosu na GNP, (Slika 4.2.2.4.3.). Medutim, nakon
preracunavanja broja GNP po celiji (odeljak 3.7.1.), dobijeno je da je znacajno veci

prosecan broj GNP po DC, nego GNPs
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Grafikon 4.2.2.4.1. Korelacija veli¢ine ¢elija i elementalnog sastava.

Koli¢ina K, Cl, GNP, i GNPs je korelisana sa veli¢inom elipsastog podruéja (éelije) u Graph Pad Prism
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Slika 4.2.2.4.3. Kvantifikacija intracelularnog zlata pomocu mikro-PIXE metode.
A) mape K, obeleZene zeleno, su koriséene za odredivanje koli¢ine zlata (crveno) u ovim podrucjima. B)
Podaci o koli¢ini zlata po ¢eliji su prikazani kao pg/Celiji. Ovi podaci su kori$éeni za preratunavanje broja

GNP po DC kako je opisano u odeljku 3.9.1. *p<0.05 (Mann-Whitney test).
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Nakon toga su ispitane razlike u mehanizmima internalizacije i intracelijske
distribucije GNP u DC. SEM analiza je pokazala da se GNP preuzimaju kao mali klasteri
pomocu filopodija DC koje se zatvaraju oko GNP 1 formiraju rani endozom (Slika

4.2.2.4.4.). GNP nisu internalizovane u kulturi DC na +4°C (podaci nisu prikazani).

Tretman dinasorom, inhibitorom dinamina I, skoro kompletno blokira internalizaciju
oba tipa nanocestica, Sto je potvrdeno konfokalnom mikroskopijom (Slika 4.2.2.4.5.) i
FIB/SEM analizom (Slika 4.2.2.4.6.). Medutim, detaljnija trodimenzionalna analiza
uzoraka pomocu FIB/SEM-a je ukazala da DC tretirane dinasorom sadrze vise aglomerata
GNP intracelularno, a samo nekoliko nanocestica GNPs (Slika 4.2.2.4.6.). Signali koji su
detektovani na BSE detektoru, za razliku od onih koji su detektovani na SE detektoru, nisu
kristalno jasni usled male dubinske rezolucije koju ima BSE detektor. Medutim, EDX
analiza je potvrdila da se u svetlim poljima unutar DC, nalazi isklju¢ivo zlato (podaci nisu

prikazani).

TEM analiza je potvrdila da su GNP nakon internalizacije locirane u endozomu.
Medutim, FIB/SEM 1 TEM analiza je ukazala da su neke partikule locirane i izvan
endozoma (Slika 4.2.2.4.7.). U tim slucajevima su GNP locirane unutar citoplazmatskih

cevastih struktura, u aglomeriranom obliku (GNPy), ili pojedinacno (GNPs5y).
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Slika 4.2.2.4.4. Mehanizmi internalizacije GNP od strane DC.

DC su kultivisane sa GNP, i GNPs, (10pg/ml) 4 sata. Nakon toga su uzorci pripremljeni za SEM analizu i

analizirani pod razli¢itim uvelianjima koriste¢i BSE detektor. Bele strelice pokazuju interakcije GNP sa

membranom DC.
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Slika 4.2.2.4.5. Mehanizmi internalizacije GNP od strane DC.

DC su kultivisane sa GNP, i GNPs, (10ug/ml) 4 sata u prisustvu Dinasora ili njegovom odsustvu (kontrola),
kako je opisano u poglavlju 3. Nakon kultivacije, ¢elije su obeleZzene sa FM4-64 i su analizirane konfokalnom

mikroskopijom pod razli¢itim uveli¢anjima.
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Slika 4.2.2.4.6. Mehanizmi internalizacije GNP od strane DC.

DC su kultivisane sa GNPy i GNPs, (10pg/ml) 4 sata u prisustvu Dinasora ili u njegovom odsustvu
(kontrola), kako je opisano poglavlju 3. Nakon kultivacije, ¢elije su isprane i pripremljene za SEM analizu.
Postolje sa uzorkom je nagnuto 52° u odnosu na SEM detektor i uzorci su prekriveni platinom. Zatim je
napravljen poprecni presek pomoc¢u FIB zraka, a uzorci su analizirani SEM-om koriste¢i SE i BSE detektore.
Bela strelica pokazuje citoplazmatsku vezikulu sa GNPy, koja je spojena sa spoljnom membranom. Crne

strelice pokazuju intracelularne aglomerate GNP, i pojedina¢ne Cestice GNPs
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Slika 4.2.2.4.7. Mehanizmi internalizacije GNP od strane DC.
DC su kultivisane sa GNPy i GNP, (10pug/ml), kako je opisano u poglavlju 3. Nakon kultivacije, ¢elije su

isprane i pripremljene za TEM analizu. Crne strelice pokazuju intracelijske aglomerate GNP, i pojedinacne

nanocestice GNPs, van endozoma
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4.2.2.5. Efekti GNP na maturaciju i funkcije DC stimulisanih nekroti¢cnim HEp-

2 Celijama

Prethodni rezultati ukazuju na to da GNP, inhibiraju¢i sazrevanje DC, mogu
potencijalno indukovati nepozeljne efekte u toku primene u fototermalnoj terapiji. U cilju
provere ove hipoteze, HEp-2 celije su kultivisane sa GNP 24 sata, a zatim ubijene
zagrevanjem na 63 °C 30 minuta. Sli¢ne temperature u timorskim ¢éelijama se postizu
primenom fototermalne terapije uz koriS¢enje GNP [559, 560]. Indukcija nekroze visokom
temperaturom je izabrana zbog toga S$to kontrolne HEp-2 celije nisu jednako podlozne
nekrozi nakon laserskog ozraCenja kao HEp-2 ¢Celije koje su internalizovale GNP (podaci
nisu prikazani) [560]. Obzirom da su nekroticne tumorske celije vazni stimulatori
sazrevanja DC u hemo i radio terapiji [401], ispitan je efekat nekroticnih tumorksih HEP-2

¢elija, prethodno tretiranih sa GNP (10 pg/ml), na maturaciju i antitumorske funkcije DC.

Tretman HEp-2 ¢elija kultivisanih u 24 sata u prisustvu GNP ili GNPs, indukujue
kompletnu nekrozu ovih ¢elija, obzirom da je nakon bojenja ¢elija Tripan plavim uoceno
viSe od 98% nekroti¢nih HEp-2 ¢elija. I u Zivim i1 u nekroticnim HEp-2 ¢elijama su

detektovane GNP (Slika 4.2.2.5.1).

Nakon toga su nezrele DC tretirane ovako pripremljenim nekrotiénim HEp-2 ¢elijama
tokom 48 sati. Nakon kultura je pomocu analize svetlosnom 1 konfokalnom mikroskopijom

detektovano prisustvo GNP unutar DC (Slika 4.2.2.5.2).
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Slika 4.2.2.5.1. Internalizacija GNP od strane HEp-2 ¢elija i indukcija nekroze
temperaturom.

HEp-2 su kultivisane tokom 24 sata sa GNP, ili GNPs, (10png/ml), a zatim sakupljene i obojene na MGG
metodom (leva kolona). Sakupljene HEp-2 ¢elije su ubijene na 63 °C tokom 30 minuta, nakon ¢ega su uzorci

obojeni Tripan plavim i analizirani na svetlosnom mikroskopu (desna kolona).
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Kokultura nekrori¢nin HEp-2 i MoDC

Slika 4.2.2.5.2. Kokultura nekroti¢nih HEp-2 ¢elija i DC.
Nekroticne HEp-2 ¢elije, prethodno tretirane sa GNP ili bez prisustva GNP (kontrola), su kultivisane sa
nezrelim DC tokom 48h, nakon ¢ega su ¢elije sakupljene i pripremljeni su citospinovi. Uzorci su obojeni
MGG metodom (leva kolona), ili sa HLA-DR:Aleksa 488 i PI, i analizirani na konfokalnom mikroskopu.

GNP su detektovane na osnovu raspr§enog 633nm laserskog svetla.

Rezultati fenotipske analize su pokazali da nekroticne HEp-2 ¢elije indukuju blago
povecanje ekspresije HLA-DR 1 CD86, ali znacajno povecanje CD83 molekula (Grafikon
4.2.2.5.1.). Medutim, kada su nekroticne HEp-2 celije prethodno tretirane sa GNPy,
uoceno je da DC poseduju znacajno nizu ekspresiju HLA-DR 1 CD83, u poredenju sa DC

tretiranim kontrolnim nekroticnim HEp-2 ¢elijama 1 DC tretiranim HEp-2/GNPsy. Same
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GNP, kao i u prethodnim ispitivanjima, nisu modifikovale ekspresiju ovih molekula u

odsustvu nekroticnih HEp-2 ¢elija.
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Grafikon 4.2.2.5.1. Efekat GNP na fenotipsku maturaciju DC indukovanu sa nekroti¢nim

HEp-2 ¢elijama.

DC su kultivisane u prisustvu nekrotiénih HEp-2 ¢elija, pretodno tretiranih sa GNP (10pg/ml) kao §to je

opisano u poglavlju 3, nakon Cega je analizirana ekspresija HLA-DR, CD86 i CD83 proto¢nom citometrijom.

A) Prikazana je fenotipska maturacija DC iz jednog reprezentativnog eksperimenta; Markeri koji pokazuju

specificnu fluorescencu su podeseni na osnovu koriS¢enja irelevantnih izotipskih antitela. B) Zbirni podaci iz

4 nezavisna eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost % ili MFI £ SD. *p<0.05 (Fridmanova

dvofaktorska ANOVA)
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U skladu sa ovim rezultatima, DC kultivisane sa nekrotiénim HEp-2/GNP, ali ne sa
HEp-2/GNPsp, imaju smanjenu alostimulatornu sposobnost u MLR sa precis¢enim CD3+T

éelijama. Ovakav fenomen je uoéen u najmanje dva razli¢ita odnosa DC i CD3'T éelija u 4

alogene MLR, od kojih je reprezentativna prikazana na grafikonu 4.2.2.5.2.
*
— * *
4.0x10 1 * . -
* =
h —
3.0%10% L
= I
&
2.0%x10%
1.0x10%
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123456 123456 123456
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1- Kontrola 4- HEP
2- GNPyo 5- HEP/GNP4q

3- GNPs5p 6- HEP/GNPs5g

Grafikon 4.2.2.5.2. Efekat GNP na alostimulatornu sposobnost DC indukovanu
nekrotiénim HEp-2 ¢elijjama.
DC su kultivisane u prisustvu nekrotiénih HEp-2 ¢elija, pretodno tretiranih sa GNP (10pg/ml) kao $to je
opisano u poglavlju 3, nakon ¢ega su sakupljene i kultivisane sa prediséenim CD3 " T éelijama (1 x
10°/bazenu) u razli¢itim brojnim odnosima (1:10-1:40). Nakon 5 dana kulture je izmerena proliferacija
CD3+T ¢elija na osnovu ugradnje *H timidina na scintilatnom B brojadu. Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost CPM + SD Sestoplikata iz jednog reprezentativnog eksperimenta. *p<0.05 (Fridmanova

dvofaktorska ANOVA)
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Supernatanti kultura DC kultivisanih 2 dana sa GNP su sakupljeni u cilju odredivanja
konentracija IL-10, IL-12 i IL-23, dok je iz kokultura DC i CD3"T ¢éelija nakon 5 dana
sakupljen supernatant u kom je odredivana koncentracija IL-4, IFNy i1 IL-17. Obzirom da je
nivo citokina varirao izmedu razliCitith donora koris¢enih u eksperimentima, rezultati su

prikazani kao indeksi u odnosu na kontrolne nezrele DC (1) (Tabela 4.2.2.5.1.).

Tabela 4.2.2.5.1. Produkcija citokina od strane DC aktiviranih nekroti¢nim HEp-2 éelijama (IL-
10, IL-12 i IL-23) i od strane CD3"T ¢elija (IL-4, IFN-y, IL-17) u kokulturi sa DC.

Uzorci IL-10 IL-12 IL-23 IL-4 IFN-y IL-17
“Kontrola 68.9 34 60.1 140.6 7909.2 3288
(44-122.0)  (<2.0-4.2) (<2-87.2)  (20.6-169.9)  (3220-18900)  (81.9-621.4)
*GNPy 49.8 10.7 40.4 110.2 5989.0 391.1
(4.6-106.5)  (<2.0-14.5) (<2-99.6)  (24.6-150.1)  (2991.4-15889.9)  (65.5-832.2)
*GNPs, 55.5 277 65.3 111.6 9498.1 4114
(5.2-95.0) (<2-55.5) (<2-98.1)  (25.0-158.4)  (4211.1-19844.5)  (95.4-669.0)
HEp-2 38.1 4.1 17.6 190.9 6144.5 152.5
(14.4-110.3) (<2-8.3) (12.9-32.2) (66-243)  (3780.0-19224.4)  (54.7-435.4)
HEp/GNP,, 58.3 45 47.8 359.0 5167.5 4253
(17.4-124.3) (<2-9.1) (35.9-73.9) (121-445)  (2441.1-22134.4)  (247.9-718.2)
HEp/GNPs, 454 3.3 312 2152 5898.8 319.4
(15.8-90.2) (<2-8.2) (20.7-59.3)  (54-250.4)  (3909.4-17332.0)  (99.8-549.4)

DC su kultivisane sa nekrotiénim HEP-2 ¢eijama prethodno tretiranim GNP (10pg/ml), kao Sto je opisano u
poglavlju 3, nakon Cega je iz supernatanta odredna koncentracija IL-12p70, IL-23 i IL-10 ELISA metodom,
dok je iz supernatanata kokultura DC i CD3 T éelija odredena koncentracija IL-4, IL-17 i IFN-y na isti na¢in.

Rezultati su prikazani kao medijam (opseg) iz 4 nezavisna eksperimenta ili 8 nezavisnih eksperimenata (*).

Pokazano je da DC tretiranae kontrolnim nekrotiénim HEp-2 ¢elijama, kao 1 HEp-2
¢elijjama koje su prethodno kultivisane sa GNPsg, zna¢ajno manje indukuju produkciju IL-
17 od strane CD3'T ¢elija u kokulturi. Ovi rezultati su u korelaciji sa smanjenom
produkcijom IL-23 koja je detektovana u kulturi DC sa HEp-2 ¢elijama i HEp-2/GNPs
(Grafikoni 4.2.2.5.3. 1 4.2.2.5.4.). Ovakav efekat nekroticnih HEp-2 ¢elija na produkciju
IL-17 je inhibiran ako su u kulturi prisutne GNPjo. Osim toga, pokazano je da HEp-
2/GNP;, potenciraju sposobnost DC da stimulisu IL-4 od strane CD3'T ¢éelija.
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Grafikon 4.2.2.5.3. Efekat GNP na produkciju citokina od strane DC indukovanu
nekroticnim HEp-2 ¢elijama.
DC su kultivisane sa nekroti¢nim HEp-2 ¢éelijama prethodno tretiranim sa GNP (10ug/ml), kao §to je opisano
u poglavlju 3, nakon ¢ega je iz supernatanta odreden nivo IL-12p70, IL-23 i IL-10 ELISA metodom. Rezultati

su prikazani kao srednja vrednost indeksa koncentracije citokina u odnosu na kontrolne nezrele DC (1.0) +

SD iz 4 nezavisna eksperimenta. *p<0.05 (Fridmanova dvofaktorska ANOVA)
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Grafikon 4.2.2.5.4. Efekat GNP na polarizacionu sposobnost DC indukovanu sa
nekroticnim HEp-2 ¢elijama.
DC su nakon kultivacije sa nekroticnim HEp-2 ¢elijama, prethodno tretiranim sa GNP (10pg/ml),
kokultivisane sa CD3" T éelijama u brojnom odnosu 1:20, kao $to je opisano u poglavlju 3. Nakon toga je u
supernatantu kokultura odredena koncentracija IFN-y, IL-23 i IL-10 ELISA metodom. Rezultati su prikazani

kao srednja vrednost indeksa koncentracije citokina u odnosu na kontrolne nezrele DC (1.0) + SD iz 4

nezavisna eksperimenta. *p<0.05 (Fridmanova dvofaktorska ANOVA)
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U poslednjoj fazi ove studije je ispitano kakav citotoksi¢ni efekat prema HEp-2
éelijama imaju CD3'T éelije kokultivisane sa DC, maturiranim u prisustvu HEp-2, HEp-
2/GNP; ili HEp-2/GNPs, kao §to je ranije opisano. CD3'T éelije su kultivisane sa HEp-2
u tri odnosa CD3/HEp-2 (2:1,4:1 i 8:1). Citotoksi¢nost CD3'T éelija u kulturi sa vijabilnim
HEp-2 ¢elijama je izmerena MTT testom, pri ¢emu su kao kontrolne kulture kori$¢ene

HEp-2 i odgovarajué¢e CD3'T ¢elije kultivisane odvojeno.

Uogeno je da CD3'T ¢elije, koje su aktivirane sa DC tretiranim kontrolnim
nekroticnim HEp-2 ¢elijama ispoljavaju citotoksicnost prema HEp-2 ¢elijama na dozno
zavisni na¢in. Medutim, CD3'T ¢elije kultivisane sa DC koje su inkubirane sa HEp-
2/GNP;o imaju znacajno manju citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na DC tretirane kontrolnim
HEp-2 ¢elijama. Razlike u ovakvom efektu izmedu GNPy i GNPsj su bile znacajne samo
pri veéim odnosima CD3'T/HEp-2 éelija (Grafikon 4.2.2.5.5.). Kao i u ranijim
ispitivanjima, GNP ne modifikuju sposobnost DC da indukuju citotoksiéne CD3"T ¢elije
bez prisustva HEp-2 ¢elija.
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Grafikon 4.2.2.5.5. Efekat GNP na sposobnost DC da pokrenu antitumorski odgovor in

vitro posredstvom CD3'T ¢elija.
DC su kultivisane sa nekrotiénim HEp-2 ¢elijama, prethodno tretiranim sa GNP, 2 dana. Nakon toga su DC
sakupljene i kultivisane sa CD3+T ¢elijama 3 dana, kao $to je opisano u poglavlju 3. Aktivirane CD3+T celije
su tretirane 2 dana sa IL-2 a zatim kokultivisane sa zivim HEp-2 ¢elijama u 3 odnosa (CD3/HEp-2 2:1, 4:1 i
8:1). Metabolicka aktivnost je odredena nakon 24 Casovne kultivacije CD3+ T ¢celija i HEp-2 ¢elija MTT
testom. Kao dodatne kontrolne su koris¢ene HEp-2 i odgovaraju¢e CD3+T Ccelije kultivisane odvojeno a
njihove opticke gustine su oduzete od opticnih gustina u odgovarajuéim kokulturama. Prikazani su
reprezentativni rezultati MTT testa koji su predstavljeni kao srednja vrednost % metaboli¢ne aktivnosti u
odnosu na kontrolne kulture u kojima su CD3+ T ¢elije kultivisane sa nezrelim DC £ SD Sestoplikata *p<0.05

(Fridmanova dvofaktorska ANOVA).
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4.3. BIOKOMPATIBILNOST I IMUNOMODULACIJSKE
OSOBINE UGLJENICNIH NANOCEVI FUNKCIONALIZOVANIH
DAPSONOM 1 7-TOG AGONISTOM

Viseslojne ugljeni¢ne nanocevi (MWCNT) su zbog svoje velike povrs§ine u odnosu na
zapreminu, 1 sposobnosti da prodru u ¢elije, vrlo atraktivne za upotrebu kao nosaci lekova i
biomolekula u ciljanoj ¢elijskoj terapiji [510, 511]. Lekovi kao $to je dapson, primenjeni u
solubilnoj formi, mogu ispoljiti brojne neZeljene sistemske efekte nakon metabolicke
obrade u jetri [517-519]. Sa druge strane, za postizanje terapijskog efekta
imunostimulatornim biomolekulima, kao Sto je 7-TOG agonist, Cesto je neophodno
primeniti visoke koncentracije ovih biomolekula. Stoga je u narednom delu studije
ispitivana mogucénost kovalentnog vezivanja dapsona i 7-TOG agonista za MWNCT,
efikasnost akumulacije ovih konjugata u endozome PM@ i1 DC, 1 njihov uticaj na funkcije

ovih APC.
4.3.1 Sinteza 1 karakterizacija funkcionalizovanih MWCNT

Pre kovalentnog vezivanja dapsona ili 7-TOG za MWCNT, primarne MWCNT su
oksidovane pomoc¢u H,SO4 1 HNOj (zapreminski odnos 3:1), kako je to opisano u poglavlju
3 (Slika 4.3.1.1a). Nakon toga je primenjen originalni metod konjugacije o-MWCNT sa
dapsonom ili 7-TOG, pri ¢emu je formiranje amidne veze omoguceno koriS¢enjem N-

HATU i DIEA u rastvoru DMF [555, 573].
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Slika 4.3.1.1. Sematizovan prikaz konjugacije MWCNT dapsonom i 7-TOG.

Prikazane su A) strukturne formule molekula 7-TOG i dapsona koji su kori$¢eni u reakciji sa oksidovanim
MWCNT. B) Primarne MWCNT su oksidovane do o-MWCNT, a nakon toga konjugovane sa dapsonom ili 7-
TOG-om preko HATU-O-MWCNT intermedijera.

Karakterizacija primarnth MWCNT, o-MWCNT 1 dap-MWCNT je uradena FT-IR
spektroskopijom. FT-IR spektar, prikazan na grafikonu 4.3.1.1., pokazuje da su
oksidacijom primarnth MWCNT uvedene karboksilne grupe na povrSini MWCNT, §to je
potvrdeno detekcijom traka na ~3438 i ~1726 cm™', koje odgovaraju vibracijama istezanja

v(OH), odnosno v(C=0) (Grafikon 4.3.1.1b).

226



o
(32
w
-

3438
1097

Transmitansa (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Talasni broj (1/cm)

Grafikon 4.3.1.1. FT-IR transmisioni spektar a) primarnih MWCNT b) o-MWCNT,
¢) dap-MWCNT, 1 d) 7-TOG-MWCNT.
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Karakteristiéna traka na ~1097 cm’ poti¢e od vibracije istezanja v(C-O) u
karboksilnim grupama, dok traka na ~1384 cm™ potice od vibracije istezanje v(SO3H)
kisele sulfatne grupe, ¢iji se signal preklapa sa 8(OH) deformacionim vibracijama
karboksilne grupe [574]. Asimetri¢ne vibracije istezanja v.(CH,) sp® hibridizovanog

ugljenika su locirane na ~2924 cm'l, dok su simetri¢ne v{(CH;) locirane na ~2858 cm.

FT-IR spektar dap-MWCNT (Grafikon 4.3.1.1¢) je jasno pokazao da se izmedu
amino grupe dapsona i karboksilne grupe o-MWCNT formira amidna veza. Ovo je
zakljudeno na osnovu karakteristi¢nih traka na ~1650 i ~1580 cm™, koje odgovaraju
vibracijama istezanja v(C=C) unutar aromaticnog prstena, odnosno, deformacionim
vibracijama amidne karbonilne N-H grupe. Trake na =~3300-3600 cm” poti¢u od
simetri¢nog i asimetricnog v(NH,) istezanja amidne grupe, koja se preklapa sa v(O-H)
vibracijom istezanja. Trake na ~1390 i ~1180 cm™ poti¢u od simetriénih i asimetri¢nih

vibracija sulfonske grupe, preklopljene sa trakom odgovarajuée sulfatne grupe.

FT-IR transmisioni spektar 7-TOG-MWCNT (Grafikon 4.3.1.1d) je takode potvrdio
kovalentnu vezu izmedu amino grupa 7-TOG 1 karboksilnih grupa o-MWCNT. Na ovo
ukazuje gubitak traka na ~1726 cm™ i 1715 cm™ na o-MWCNT, i pojavljivanje ovih traka
na nizim frekvencijama ~1650 cm™ i ~1580 cm™ u 7-TOG-MWCNT [555, 556]. Trake na
~1650 cm™ i ~1580 cm™, koje se preklapaju sa v(C=C) vibracijama istezanja aromatiénih
prstenova, poti¢u od vibracija istezanja i savijanja karbonila amida 1 N-H veza. Traka na
~3426 cm™' poti¢e od vibracije istezanja v(O-H) primarne i sekundarne hidroksilne grupe
koja je prisutna na karbohidratnom prstenu guanozil amidne grupe. Trake na =2930 1 =2862

cm™ poticu od asimetri¢nih i simetri¢nih vibracija istezanja C-H metilenske grupe.

U cilju potvrde analize dobijene FT-IR-om, analizirana je morfologija primarnih
MWCNT, o-MWCNT, dap-MWCNT i 7-TOG-MWCNT TEM-om, dok je hemijski sastav

ovih nanocevi analiziran pomo¢u ICP-MS metode.

Rezultati dobijenim TEM-om prikazani na slici 4.3.1.2. ukazuju na to da su boc¢ni
zidovi primarnih MWCNT glatki. Za razliku toga, bo¢ni zidovi o-MWCNT, dap-MWCNT

1 7-TOG-MWCNT su talasasti, sa karboksilovanim karbonatnim fragmentima u spoljnjem
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grafenskom sloju i1 unutar nanocevi (Slika 4.3.1.2.). Merenjem duzine primarnih MWCNT,
o-MWCNT, dap-MWCNT i 7-TOG-MWCNT pomoéu TEM-a je uoceno j da se
oksidacijom MWCNT znacajno skrac¢uju, nakon ¢ega se njihova duZzina ne menja znacajno

funkcionalizacijom (rezultati nisu prikazani).

10nm

Slika 4.3.1.2. Reprezentativne mikrografije dobijene TEM analizom A) primarnih
MWCNT, B), o-MWCNT, C) dap-MWCNT i D) 7-TOG-MWCNT

ICP-MS analiza ispitivanih nanocevi je ukazala na nizi sadrzaj ugljenika i poveéan
sadrzaj vodonika i kiseonika kod o-MWCNT, u poredenju sa primarnim MWCNT, kao i1 na
prisustvo male koli¢ine azota (0.49%) i sumpora (0.64%), Sto potvrduje da o-MWCNT
sadrze nove funkcionalne grupe (Tabela 4.3.1.1.). Elementalna analiza dap-MWCNT je
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ukazala na uvodenje atoma azota i sumpora na povr$inu nanocevi. Na osnovu koli¢ine
azota i sumpora u slobodnom dapsonu, procenjeno je da koli¢ina dapsona kovalentno
vezanog za MWCNT iznosi oko 15 wt.%. Na osnovu razlike u procentu azota u o-MWCNT
1 7-TOG-MWCNT, izracunato je da povecanje procentualne mase azota u prisustvu 7-TOG
iznosi 11.3%. Sli¢no tome, kada se sumpor koristi za izraCunavanje procentualnog

povecanja mase, uocava se da je 10.85% ukupnog 7-TOG vezano za povrSinu MWCNT.

ICP-MS analiza je pokazala da se oksidacijom i1 funkcionalizacijom MWCNT

znacajno smanjuje sadrzaj metala (Tabela 4.3.1.2.)

Tabela 4.3.1.1. Elementalna analiza MWCNT u procesu funkcionalizacije dapsonom

Uzorak C (%) H (%) N (%) S (%) O (%) o/C
MWCNT 97.46 0.32 0 0 222 0.023
o-MWCNT 82.13 1.13 0.49 0.64 15.56 0.189
dap-MWCNT 80.71 1.73 2.21 2.51 12.84 0.159
7-TOG-MWCNT  77.49 1.49 2.49 1.74 16.79 0.22
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Tabela 4.3.1.2. Sadrzaj metala u uzorcima MWCNT

Uzorak Sadrzaj metala (ug/g)

Fe Ni Co Cr \% Pb Cd As
MWCNT 2240 980 2.84 13.20  0.068 50 0.68 n.d.
o-MWCNT 21.66 47.30 0.28 3.60 0.062 9.17 0.084 n.d.
dap-MWCNT 14.57 14.11  0.27 3.65 0.028 1022 0.092 »nd.

7-TOG-MWCNT  11.35  10.59 0.27 3.01 0.02 5.16 0.05 n.d.

n.d.-nije detektovano

U cilju procene stabilnosti dap-MWCNT i 7-TOG-MWCNT, sintetisani produki su
rastvarani u DMF 1 filtrirani pod vakumom. Sli¢na procedura je primenjena i rastvaranjem
dap-MWCNT i 7-TOG-MWCNT u metanolu i vodi. Nakon toga su sva tri filtrirana uzorka
(DMF, metanola i1 vode) analizirana UV/VIS spektroskopijom, i pronadeno je manje od
0.3% adsorbovanog dapsona i 7-TOG u DMF, dok u vodi i metanolu nisu detektovani ovi

molekuli.

Termogravimetrijska analiza (Grafikon 4.3.1.2.) je pokazala da su primarne
MWCNT stabilne i da se tesko razgraduju na temeraturama ispod 800 °C. o-MWCNT na
toj temperaturi gube oko 12 wt.%. Termalna degradacija o-MWCNT, dap-MWCNT 1 7-
TOG-MWCNT se odvija u viSe koraka usled razli¢itih funkcionalnih grupa na njihovoj
povrsini. Inicijalni gubitak na teZini u intervalu do 200°C se pripisuje isparavanju
adsorbovane vode [555, 575]. Na viSim temperaturama, gubitak na tezini se pripisuje
termalnoj razgradnji bo¢nih grupa. Prema TGA, koli¢ina dapsona kovalentno vezanog za o-
MWCNT takode iznosila oko 15 wt.% (Grafikon 4.3.1.2a), dok koli¢ina 7-TOG vezanog
za o-MWCNT iznosi oko 11 wt.% (Grafikon 4.3.1.2b), Sto potvrduje pretpostavke
dobijene ICP-MS analizom.
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Grafikon 4.3.1.2. Krive TGA A) primarnih MWCNT (a), o-MWCNT (b) i dap-MWCNT
(¢) i B) A) primarnih MWCNT (a), o-MWCNT (b) i 7-TOG-MWCNT (c)

Funkcionalizacija MWCNT je znacajno pospesSila njihovu disperzibilnost u vodi,

obzirom da primarne MWCNT, ubrzo nakon sonifikovanja agregiraju u vodi, dok su
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funkcionalizovane o-MWCNT, 7-TOG-MWCNT i dap-MWCNT stabilne u vodenom

rastvoru.

Merenjem zeta potencijala je pokazano da su o-MWCNT, dap-MWCNT 1 7-TOG-
MWCNT izrazito negativno naelektrisani (Tabela 4.3.1.3.).

Tabela 4.3.1.3. Zeta potencijal MWCNT

Uzorak Zeta potencijal (mV)
MWCNT -13.7+0.45 (pH 5.30)
o-MWCNT -50.0+£2.22 (pH 3.98)
dap-MWCNT -47.2+1.96 (pH 7.33)
7-TOG-MWCNT -50.1£2.24 (pH 8.31)

4.3.2. Internalizacija funkcionalizovantih MWCNT

Makrofagi 1 DC predstavljaju prirodne rezervoare intacelularnih patogena, kao Sto su
vrste 1z roda Mycobacterium. Zahvaljujuéi endozomnim TLR, ove ¢elije mogu prepoznati
intracelularne infekcije i pokrenuti odgovaraju¢i imunski odgovor. Stoga je u slede¢em delu
ove studije je ispitana sposobnost PM@ i1 DC da fagocituju dap-MWCNT i 7-TOG-
MWCNT, 1 kakva je intracelijska lokalizacija funkcionalizovanih MWCNT  nakon

fagocitoze.
4.3.2.1 Internalizacija dap-MWCNT od strane PMO

Dap-MWCNT (25pg/ml), ili odgovarajuce koncentracije kontrolnih o-MWCNT, su
tokom 24 Casa inkubirane sa PM@, nakon Cega je internalizacija dap-MWCNT proucavana
svetlosnom mikroskopijom. Analiza je pokazala da PM@ podjednako fagocituju dap-
MWCNT i kontrolne o-MWCNT (Slika 4.3.2.1.1).
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Slika 4.3.2.1.1. Analiza fagocitoze MWCNT od strane PMO svetlosnom mikroskopijom.
PM@ su kultivisani tokom 24 sata sa dap-MWCNT (25ug/ml), kontrolnim o-MWCNT (21.3pg/ml),

dapsonom (3.75 pg/ml) ili u kontrolnom medijumu. Celije su zatim obojene Turk-om, i analizirane pod

razli¢itim uveli¢anjima.

Solubilni dapson u koncentraciji 3.75 pg/ml, koja je ekvivalentna koncentraciji
dapsona vezanog za 25 pg/ml MWCNT, ne utie znacajno na morfologiju makrofaga u
poredenju sa kontrolnim, netretiranim PM@. Uoceno je da o-MWCNT i1 dap-MWCNT
imaju iskljucivo ekstranuklernu lokalizaciju, 1 nalaze se u obliku malih aglomerata unutar

izdvojenih endozomalnih odeljaka.
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U cilju kvantifikacije intracelularnih MWCNT, i detaljnije analize interakcije dap-
MWCNT i1 PM@, koris¢ena je protona citometrija, a nanocestice dap-MWCNT su
obelezene FITC-om. Kao kontrole su koris¢ene PM@ tretirane neobelezenim o-MWCNT 1

dap-MWCNT, na 4°C ili 37°C.

Uoceno je da neobelezene MWCNT ne doprinose znacajno povecanju fluorescence u
FL1 kanalu (FITC), bez obzira na temperaturu kultivacije. Do znafajnog porasta
fluorescence dolazi tek nakon kultivacije PM@ sa dap-MWCNT-FITC na 37°C. Sa druge
strane, kultivacija PM@ sa sva tri tipa MWCNT na 37°C, indukuje je dodatno povecanje
granuliranosti ¢elija, Sto se o€itava kao porast fluorescence u SS kanalu na logaritamskoj X
osi (Grafikon 4.3.2.1.1.). Analizom SS parametra uocen je porast intenziteta fluorescence
makrofaga koji su prethodno inkubirani sa dap-MWCNT-FITC na 4°C, u odnosu na PM@

tretirane neobelezenim dap-MWCNT na istoj temperaturi.

Analiza konfokalnom mikroskopijom (Slika 4.3.2.1.2.) je pokazala da se za PMO,
obelezene OX3 antitelom, specificnim za molekule MHC klase II pacova, kultivisane na 4
°C, dap-MWCNT:FITC iskljugivo vezuju za membranu (Slika 4.3.2.1.2b). Kultivacija
PM@ na 37°C dovodi do kompletne internalizacije dap-MWCNT:FITC od strane ovih
celija (Slika 4.3.2.1.2¢). Dodatna analiza konfokalnom mikroskopijom je pokazala da su
dap-MWCNT:FITC unutar CD11b" PM@ isklju¢ivo lokalizovane ekstranuklearno (Slika
4.3.2.1.3.).
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Grafikon 4.3.2.1.1. Analiza internalizacije MWCNT od strane PM® na proto¢nom

citometru.

PMO su kultivisani tokom 24h sa o-MWCNT (21.3ug/ml), dap-MWCNT i dap-MWCNT:FITC (25pug/ml) na

4°C ili 37°C i zatim analizirani. Analiza fluorescence u FL1 kanalu (gornji red) i u SS kanalu (donji red)

nakon kultivacije sa MWCNT.
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A dap-MWCNT:FITC OX3:Alexa 546

Slika 4.3.2.1.2. Vezivanje i internalizacija dap-MWCNT:FITC za PMO.

PM@ su kultivisane na oktospot plogicama same (A) ili u prisustvu dap-MWCNT:FITC na 4°C (B) ili na
37°C (C) tokom 24h. Celije su zatim isprane u PBS, fiksirane u 4% formaldehidu i obojene pomoc¢u OX3
antitela. Zelena fluorescenca je poreklom od dap-MWCNT:FITC.
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dap-MWCNT:FITC anti-CD11b:Aleksa 546

Slika 4.3.2.1.3. Analiza internalizacije dap-MWCNT:FITC od strane PM@ konfokalnom
mikroskopijom.
PM@ su kultivisane sa dap-MWCNT:FITC (25ng/ml) tokom 24 sata i zatim obojene sa anti-CD11b:PE Ab i

DAPI, i analizane konfokalnom mikroskopijom.

Detaljna analiza TEM-om je pokazala da PM@ fagocituju dap-MWCNT, Sto je
zakulju€eno na osnovu prisustva pseudopodija koje se formiraju oko aglomeriranih dap-

MWCNT (Slika 4.3.2.1.4b). Nakon toga, dap-MWCNT se nalaze u endozomi (4.3.2.1.4¢) i
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isklju¢ivo izvan nukleusa. Takode je pokazano da nanocevi koje su deblje u dijametru,

mogu probiti endozomalnu membranu PM@.

Slika 4.3.2.1.4. Analiza fagocitoze dap-MWCNT od strane PM@ pomo¢u TEM.

A) Izdvojeni makrofag na malom uveli¢anju. B) pseuodopodije PM@ pomocu kojiih se internalizuju dap-

MWCNT C). Mali endozom sa dap-MWCNT od kojih jedan prolazi endozomalnu membranu. Crvene strelice
upucuju na dap-MWCNT van ¢elije (B) ili u endozomu (C)

4.3.2.2. Internalizacija dap-MWCNT od strane DC

Nezrele DC su kultivisane u prisustvu dap-MWCNT (50 pg/ml), o-MWCNT (42.5

ug/ml) ili solubilnog dapsona (7.5 pg/ml) 24 sata nakon ¢ega su analizirane svetlosnom
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mikroskopijom (Slika 4.3.2.2.1.). Uocava se da nezrele DC fagocituju dap-MWCNT i o-
MWCNT, ali u zna¢ajno manjoj meri nego PM@. Celije tretirane o-MWCNT imaju sli¢an
izgled kao kontrolne DC, dok c¢elije tretirane dap-MWCNT imaju manje nastavaka i
zaobljeniji izgled. DC tretirane solubilnim dapsonom su imale zaobljen oblik i brojne

citoplazmatske vezikule.

k] Kontrola 5 Dapson
. p

o *® . e we >

’ 9 ’o 50 um ’ g . 50 um '

,bO-MWCNT 2 dap-MWCNT

e & @. : ¥ e
o ) P <
» - ] \
‘ 50 um ’ 50 um

&
Slika 4.3.2.2.1. Analiza internalizacije MWCNT od strane DC svetslosnom mikroskopijom.
Nezrele DC su kultivisane 24 sata u prisustvu dapsona (7.5 pg/ml), o-MWCNT (42.5 pg/ml) i dap-MWCNT

ml), nakon ce€ga su napravlieni ci1tospinovi X celya po citospinu) 1 obojeni metodom.
50 pg/ml), nakon éeg pravljeni citospinovi (1 x 10* éelija po citospinu) i obojeni MGG metod:

U cilju relativne kvantifikacije internalizacije dap-MWCNT 1 o-MWCNT od strane
DC, fagocitoza je merena proto¢nom citometrijom na osnovu SS parametra koji detektuje

granuliranost ¢elija (Grafikon 4.3.2.2.1.).
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Grafikon 4.3.2.2.1. Analiza internalizacije MWCNT od strane DC proto¢nom citometrijom.

Nezrele DC su kultivisane 24 sata u prisustvu dapsona (7.5 pg/ml), o-MWCNT (42.5 pg/ml) i dap-MWCNT

(50 pg/ml), nakon Cega su Celije analizirane na proto¢nom citometru na osnovu SS parametra.

U odnosu na kontrolne DC, uoceno je znaCajno povecanje granuliranosti DC tretiranih o-
MWCNT (42.5 pg/ml) i dap-MWCNT (50 pg/ml), pri ¢emu nije uoCena znacajna razlike
izmedu ova dva tipa MWCNT. Medutim, DC tretirane solubilnim dapsonom (7.5 pg/ml)
takode imaju veéu granuliranost u odnosu na kontrolne DC, §to je u skladu sa rezultatitma

dobijenim svetlosnom mikroskopijom.
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Intracelijska lokalizacija dap-MWCNT je analizirana i TEM-om (Slika 4.3.2.2.2.), pri

¢emu je pokazano da se internalizovane dap-MWCNT nalaze u endozomima.

2o pm
- 6,600 x

Slika 4.3.2.2.2. Analiza internalizacije dap-MWCNT od strane DC TEM-om.
Nezrele DC su kultivisane 24 sata u prisustvu dap-MWCNT (50 pg/ml), nakon ¢ega su analizirane TEM-om.

Crvena strelica upuéuje na endozom sa dap-MWCNT.
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4.3.2.3 Internalizacija 7-TOG-MWCNT od strane DC

U narednom delu studije je ispitano da li 7-TOG-MWCNT moze dopremiti 7-TOG
do svog receptora, TLR7, u endozomu DC. U tu svrhu su nezrele DC kultivisane 24 sata sa
7-TOG-MWCNT (50 pg/ml) ili kontrolnim o-MWCNT u ekvivalentnim koncentracijama
(42.5 pg/ml). Rezultati su pokazali da DC internalizuju oba tipa nanocevi, ali je uocena

velika varijabilnost u fagocitnoj sposobnosti pojedinih ¢elija.

Analiza svetlosnom mikroskopijom je ukazala na to da se 7-TOG-MWCNT
internalizuju u nesto vecoj meri u poredenju sa o-MWCNT (Slika 4.3.2.3.1). Solubilni 7-
TOG (7.5 pg/ml) i o-MWCNT (42.5 pg/ml) indkuju formiranje dugih i retkih dendritskih
nastavaka na DC, koji na kontrolnim ¢elijama nisu uocljivi u istoj meri. Sa druge strane, 7-
TOG-MWCNT indukuju formiranje vec¢eg broja manjih nastavaka na DC, kao i formiranje

talasastih nastavaka kod DC.

U cilju potvrde hipoteze da se 7-TOG-MWCNT preuzimaju u vecoj meri nego o-
MWCNT, uradena je analiza ¢elija kultivisanih u prisustvu funkcionalizovanih MWCNT ili
7-TOG proto¢nom citometrijom (Grafikon 4.3.2.3.1.). Pokazano je da solubilni 7-TOG ne
poveca znacajno procenat granulisanih DC (srednja vrednost £ SD iz dva eksperimenta,
13.4 + 5.3%) u odnosu na kontrolu (10.6 = 4.6 %). Sa druge strane, i o-MWCNT (16.1 +
3.7 %) 1 7-TOG-MWCNT (30.1 +5.1) znacajno povecavaju granuliranost DC u odnosu na
kontrolu, a uocena je 1 statisticka znacajnost izmedu 7-TOG-MWCNT 1 o-MWCNT
(p<0.05).
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Slika 4.3.2.3.1. Internalizacija funkcionalizovanih MWCNT od strane DC.
Nezrele DC su kultivisane sa solubilnim 7-TOG (7.5 pg/ml) i sa funkcionalizovanim o-MWCNT (42.5
pg/ml) ili 7-TOG-MWCNT (50 pg/ml) tokom 48 sati, kako je opisano u materijalim i metodama.Celije su

zatim obojene MGG metodom i analizirane svetlosnom mikroskopijom. Prikazane su reprezentativne slike.
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Grafikon 4.3.2.3.1. Internalizacija funkcionalizovanth MWCNT od strane DC.
Nezrele DC su kultivisane sa solubilnim 7-TOG i sa funkcionalizovanim MWCNT tokom 48 sati, kako je
opisano u poglavlju 3. Nakon toga je analizirana granuliranost ¢elija proto¢nom citometrijom pomocu SS

parametra. Prikazani su reprezenativni rezultati jednog eksperimenta od dva sa sliénim rezultatima.

U daljim istraZivanjima je proucavana internalizacija MWCNT pomocu konfokalne
mikroskopije. MWCNT su obeleZzene FITC-om 1 kultivisane sa DC 24 sata. Analizom
HLA-DR" DC je uoéeno da se 7-TOG-MWCNT:FITC nalaze unutar ovih éelija (Slika
4.3.2.3.2a). Uoceno je da su nanocevi lokalizovane u citoplazmi i u perinukleusnom
regionu celija. Nakon bojenja lizozoma/kasnih endozoma, transfekcijom DC specificnom
LAMP-1-RFP sekvencom preko bakulovirusnog vektora, nadeno je da je ve¢ina MWCNT

lokalizovana unutar lizozoma/kasnog endozoma (Slika 4.3.2.2.2b).
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Slika 4.3.2.3.2. Internalizacija funkcionalizovanih MWCNT od strane DC.

iDC su kultivisane sa funkcionalizovanim 7-TOG-MWCNT tokom 48 sati, kako je opisano u poglavlju 3. A)
Citospinovi DC, kultivisanih sa 7-TOG-MWCNT:FITC, su obojeni sa anti-HLADR:Aleksa 546 antitelom,
isprani PBS-om, montirani i analizirani na konfokalnom mikroskopu a) zelena fluorescenca 7-TOG-MWCNT
b) crvena fluorescenca HLA-DR:Aleksa 546 i c) preklopljeni kanali. B) Citospinovi DC fiksiranih
formaldehidom nakon kultivacije sa MWCNT, su obojeni CellLight Lysosomes-RFP BacMam 2.0 reagensom
tokom poslednjih 16 sati kulture. a) 7-TOG-MWCNT-FITC b)LAMP-1-RFP i ¢) preklopljeni kanali gde Zuta

boja ukazuje na kolokalizaciju. Inkorporirane slike su uveli¢ane digitalno 2.5 puta.

TEM analiza je takode potvrdila da se 7-TOG-MWCNT nalaze u endozomu (Slika
4.3.2.3.3.). DC internalizuju MWCNT agregate fagocitozom, $to je zakljuCeno na osnovu

prisustva ¢elijskih nastavaka oko ekstracelijskih aglomerata 7-TOG-MWCNT. Neposredno

246



ispod povrSine membrane mogu se uociti manji endozomi sa pojedina¢nim partikulama.
Unutar endozoma, deo 7-TOG-MWCNT je grupisan na unutra$njoj membrani endozoma,
Sto upucuje na njihovu potencijalnu interakciju sa transmemranskim endozomalnim

receptorom TLR7.

Slika 4.3.2.3.3. Analiza internalizacije 7-TOG-MWCNT TEM-om.
Nezrele DC su kultivisane sa 7-TOG-MWCNT (50 pg/ml) 48 sati, nakon ¢ega su uzorci pripremeljeni i

analizirani TEM-om. Crvene strelice upucuju na 7-TOG-MWCNT u razli¢itim delovima celije.
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U cilju potvrde ove hipoteze, citospinovi DC kultivisanih sa o-MWCNT:FITC ili 7-

TOG-MWCNT:FITC su obojeni anti-TLR7 antitelom, i1 analizirani konfokalnom

mirkoskopijom. Uogeno da su 7-TOG-MWCNT obmotane TLR-7° endozomima, a

kolokalizacija je uocena na mestu medusobnog preklapanja (Slika 4.3.2.3.4.).

Slika 4.3.2.3.4. Internalizacija funkcionalizovanih MWCNT od strane DC.

Nezrele DC su kultivisane sa funkcionalizovanim MWCNT tokom 48 sati, kako je opisano u poglavlju 3.
Citospinovi DC su obojeni ov¢ijim anti-humanim TLR7 antitelom, $to je vizuelizovano pomocu sekundarnog
magareceg anti-ovCijeg IgG:biotin antitela i streptavidin alekse 546. a) 7-TOG-MWCNT:FITC b)
TLR7:Aleksa 546 ¢) DAPI i d) preklopljeni kanali, gde zuta boja oznacava kolokalizaciju. Inkorporirane slike

su uvecane digitalno 2.2 puta. Prikazane su reprezentativne slike ¢elija iz dva eksperimenta, a u svakom je

analizirano najmanje 500 ¢elija po uzorku.
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Analiza konfokalnom mikroskopijom je pokazala da se oko 50% 7-TOG-MWCNT
nalazi kolokalizovano sa TLR7, dok o-MWCNT kolokalizuju sa TLR7 u malom procentu
(Slika 4.3.2.3.5.).

TLR-7 7-TOG MWCNTs

Slika 4.3.2.3.5. Kolokalizacija 7-TOG-MWCNT 1 TLR7 unutar DC.
Nezrele DC su kultivisane sa o-MWCNT:FITC ili 7-TOG-MWCNT:FITC, kako je opisano u poglavlju 3, i

analizirane konfokalnom mikroskopijom. Citospinovi DC su obojeni ov¢ijim anti-humanim TLR7 antitelom,
Sto je vizuelizovano pomocu sekundarnog magareéeg anti-ov¢ijeg IgG:biotin antitela i streptavidin alekse
546. Inkorporirane slike su uvecane 2.5 puta. Analiza je uradena u ImageJ programu pomocu, ICA (intensity

correlation analysis) aplikacije [562].

4.3.3. Citotoksi¢nost 1 imunomodulatorne osobine MWCNT

funkcionalizovanih dapsonom

Obzirom da je pokazano da se funkcionalizovane MWCNT internalizuju od strane
PM@ 1 DC, slede¢i cilj je bio ispitivanje njihovih bioloskih osobina. Citotoksi¢nost 1
imunomodulatorne osobine MWCNT konjugovanih dapsonom su ispitivani na modelu

PM@ i DC. U tom cilju koriS¢ene su razli¢ite koncentracije dap-MWCNT, a kao kontrola
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koris¢ene su o-MWCNT, solubilni dapson i kombinacija o-MWCNT i solubilnog dapsona

u koncentracijama koje su ekvivalentne onima u dap-MWCNT.
4.3.3.1. Citotoksi¢nost dap-MWCNT u kulturi PMO

U ispitivanjima citotoksicnosti MWCNT, PM@ su kultivisane u prisusvu dve
koncentracije dap-MWCNT (50 1 10 pg/ml), i odgovarajuéih koncentracije kontrolnih o-
MWCNT tokom 24 sata. Rezultati su pokazali da vijabilnost PM@, kultivisanih sa dap-
MWCNT i1 o-MWCNT, nije znacajno smanjena u poredenju sa kontrolom, bez obzira na
primenjenu koncentraciju MWCNT (Grafikon 4.3.3.1.1). Solubilni dapson takode ne utice
na vijabilnost PM@. Medutim, vijabilnost PM@ se znacajno smanjuje u kulturi u kojoj je

solubilni dapson (7.5 pg/ml) dodat zajedno sa veCom koncentracijom o-MWCNT (42.5
pg/ml).

U cilju detaljnijeg proucavanja celijske smrti makrofaga pod dejstvom dap-MWCNT,
PM@ su kultivisane sa MWCNT tokom 24 sata u prisustvu ili odsustvu LPS (Grafikoni
4.3.3.1.2 i1 4.3.3.1.3). Kao S$to se moze uociti na grafikonu 4.3.3.1.2, oko 20% kontrolnih
PMO je uSlo u proces apoptoze nakon 24 sata kultivacije. o-MWCNT, u koncentraciji
ekvivalentnoj 50 pg/ml dap-MWCNT, potenciraju apoptozu PM@, dok manje
koncentracije o-MWCNT ne modifikuju znac¢ajno apoptozu ovih ¢elija. Obe koncentracije
dapsona inhibiraju apoptozu PM@ nakon 24 sata kulture. Sli¢no rezultatima dobijenim u
testu vijabilnosti, ve¢e koncentracije solubilnog dapsona (7.5 pg/ml) potenciraju pro-
apoptotski efekat o-MWCNT nakon 24 sata kulture. Za razliku od toga, manje
koncentracije dapsona (1.5 pg/ml) u kombinaciji sa 8.5 pg/ml o-MWCNT i dalje imaju
anti-apoptotski efekat.

Rezultati su takode pokazali da sam LPS potencira apoptozu PM@ (Grafikon
4.3.3.1.3). Vece koncentracije o-MWCNT povecavaju procenat apoptotskih PMO u
prisustvu LPS-a nakon 24 sata kulture. Medutim, ni jedna od primenjenih koncentracija

solubilnog dapsona ne modifikovala apoptozu PM@ indukovanu LPS-om.
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Grafikon 4.3.3.1.1. Vijabilnosti PM@ kultivisanih sa MWCNT, dapsonom ili njithovom

kombinacijom.
PMO su kultivisane 24 sata u prisustvu o-MWCNT (42.51 7.5 pg/ml), dap-MWCNT (50 i 10 pg/ml), dapsona
(7.5 1 1.5 pg/ml), i kombinacije o-MWCNT (42.5 i 7.5 pg/ml) i dapsona (7.5, 1.5 pg/ml),, nakon Cega je
procenjena njihova vijabilnost. Procenat vijabilnih ¢elija je izracunat kao 100% - % nevijabilnih (PI

pozitivnih) ¢elija. Kulture su analizirane u triplikatima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD

(n=3). * p<0.05 u poredenju sa kontrolom.
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Grafikon 4.3.3.1.2 Utica) MWCNT, dapsona i njihove kombinacije na apoptozu
nestimulisanih PM@.
PMG@ su kultivisane 24 sata u prisustvu o-MWCNT (42.5 1 7.5 pg/ml), dap-MWCNT (50 i 10 pg/ml), dapsona
(7.5 1 1.5 pg/ml), i kombinacije o-MWCNT (42.5 i 7.5 ug/ml) i dapsona (7.5, 1.5 pg/ml), nakon Cega je
analiziran procenat apoptotskih ¢elija na proto¢nom citometru nakon obelezavanja ¢éelija sa PI u hipotonom

rastvoru. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od 5 eksperimenata. * p<0.05 u poredenju sa

kontrolom, # p<0.05 u poredenju sa dap-MWCNT 50pg/ml.
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Grafikon 4.3.3.1.3 Utica) MWCNT, dapsona i njihove kombinacije na apoptozu PM@

stimulisanih LPS-om.

Procenat apoptotskih PM@ u kulturi sa LPS-om je odreden nakon 24- ¢asovne kultivacije sa o-MWCNT (42.5
i 7.5 pg/ml), dap-MWCNT (50 i 10 pg/ml), dapsonom (7.5 i 1.5 pg/ml), i kombinacijom o-MWCNT (42.5 i
7.5 ug/ml) i dapsona (7.5, 1.5 pg/ml). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD od 5 eksperimenata. *
p<0.05 u poredenju sa kontrolom, # p<0.05 u poredenju sa dap-MWCNT 50ug/ml.

Nakon toga je ispitivan uticay MWCNT 1 dapsona na oksidativni status PMO,
obelezavanjem c¢elija DHR. Uoceno je da u fizioloskim uslovima kulture (37°C), dapson u
koncentracijama 7.5 1 1.5 ug/ml indukuje oksidativni stres PMO (Grafikon 4.3.3.1.4a).
Znacajno jaci efekat na indukciju oksidativnog stresa PM@ imaju o-MWCNT (42.5 pg/ml),
same ili u kombinaciji sa dapsonom (7.5 pg/ml). Sli¢an efekat o-MWCNT (42.5 pg/ml) i
dapsona (7.5 pg/ml) ne postoji na 4°C (Grafikon 4.3.3.1.4b). Suprotno tome, dap-
MWCNT (50 pg/ml), ne menjaju znacajno oksidativni status PM@.
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Grafikon 4.3.3.1.4. Efekat MWCNT, dapsona i njhove kombinacije na oksidativni stres

PMO.

Celije su kultivisane sa MWCNT i dapsonom 24 sata na A) 37°C ili B) 4°C, nakon ega su obelezene sa DHR

i analizirane na proto¢nom citometru, kao §to je opisano u poglavlju 3. Gornji levi ugao svakog histograma

predstavlja MFI DHR signala.

4.3.3.2 Efekat dap-MWCNT na oksidativni prasak PMO

Jedna od klju¢nih anti-mikrobnih funkcija makrofaga je oksidativni prasak, to jest,

generisanje ROS nakon aktivacije NADPH oksidaze [576]. Ova funkcija makrofaga je

klju¢na za uniStavanje internalizovanih 1 intracelularnih mikroba. Efekat MWCNT na
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oksidativni prasak PM@ je ispitivan nakon 24-Casovne kultivacije, kinetickim merenjem

luminescence nakon tretmana sa PMA pomoc¢u luminola.

Rezultati prikazani na grafikonu 4.3.3.2.1. su ukazali da dap-MWCNT (50 ili 10
pg/ml)  ne modifikuje znacajno oksidativni prasak PM@. Sa druge strane, obe
koncentracije o-MWCNT znacajno smanjuju produkciju ROS od strane PM@ stimulisanu
pomocu PMA. Vece koncentracije solubilnog dapsona (7.5 pg/ml) potenciraju oksidativni
prasak izazvan sa PMA. Medutim, u kombinaciji sa 42.5 pg/ml o-MWCNT, veée
koncentracije dapsona (15 pg/ml i 7.5 pg/ml) dodatno inhibiraju oksidativni prasak PMQ,
dok su manje koncentracije (1.5 pg/ml) smanjuju ovaj inhibitorni efekat o-MWCNT.
Inhibitorni efekat vec¢ih koncentracija dapsona (3.5 1 1.5 pg/ml) je uocen i u kombinaciji sa
8.5 ng/ml o-MWCNT, dok manje koncentracije daspona (0.3 pg/ml) nisu dodatno
modifikovale inhibitorni efekat 8.5 pg/ml o-MWCNT na produkciju ROS indukovanu sa
PMA.
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Grafikon 4.3.3.2.1. Efekat MWCNT, dapsona 1 njihove kombinacije na oksidativni prasak
PMO.

PM@ su kultivisane sa nanocevima i dapsonom 24 sata, a nakon toga su tretirane sa PMA (25 ng/ml) u
prisustvu luminola, i zatim analizirane pomoc¢u hemiluminescence. A) Prikazan je reprezentativni
eksperiment, gde je luminescenca ocitavana svaki minut tokom 120 minuta, a prikazane krive su dobijene
usrednjavanjem po 12 susednih ta¢aka. B) Prikazana je srednja vrednost + SD povrSine ispod krive dobijenih
iz 3 eksperimenta. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 u poredenju sa kontrolom (C) ¥V V-p<0.01 u poredenju sa
o-MWCNT iste koncentracije.
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4.3.3.3 Efekat dap-MWCNT na produkciju NO i IL-6 od strane PMO

Osim NADPH oksidaze, klju¢nu ulogu u borbi protiv intracelularnih patogena ima i
NO sintaza. Stoga je u slede¢em koraku ispitivan efekat dap-MWCNT, o-MWCNT,
dapsona, 1 kombinacije dapsona i o-MWCNT, na produkciju NO od strane PM@ nakon 24
sata (Grafikon 4.3.3.3.1.).

60~
24 sata
40-
=
=1
o)
s
20+
H *ﬂ ﬂﬂ Hﬂ Hﬂ
0 L] L ) m ¥ ] ¥ ¥ L] L] ] ¥ m L] ]
C 42,585 50 10 - - 42585 pg/mil
o-MWCNT dap-MWCNT o-MWCNT
Dapson 7515 75 15 pug/ml

Slika 4.3.3.3.1. Efekat MWCNT, dapsona 1 njithove kombinacije na produkciju NO od

strane nestimulisanih PM@.
PM@ su kultivisane sa nanocevima i dapsonom u naznacenim koncentracijama tokom 24 sata. Nakon
kultura, iz supernatanta je odredena koncentracija NO Grisovom metodom. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost £ SD triplikata iz jednog reprezentativnog eksperimenta, od ukupno tri. *p<0.05, **p<0.01, u

poredenju sa kontrolom
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Isti tretman je sproveden i u prisustvu LPS, kao stimulatora produkcije NO

(Grafikon 4.3.3.3.2.).
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Grafikon 4.3.3.3.2. Efekat MWCNT, dapsona i njihove kombinacije na produkciju NO od
strane PM@ stimulisanih LPS-om (200ng/ml).

PMO su kultivisane sa nanocevima i dapsonom u naznacenim koncentracijama tokom 24 sata u prisustvu
LPS. Nakon kultura, iz supernatanta je odredena koncentracija NO Grisovom metodom. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SD triplikata iz jednog reprezentativnog eksperimenta, od ukupno tri.

*p<0.05, ***p<0.005, u poredenju sa kontrolom

Nakon 24 ¢asa kulture, uoceno je da kontrolne nestimulisane ¢elije produkuju manje
od 20 uM NO, dok je LPS delimi¢no stimuliS§e njegovu produkciju posle 24 sata, a
znaCajna stimulacija je uocena tek nakon 3 dana kulture (podaci nisu prikazani). dap-
MWCNT, i solubilni dapson ne menjaju znacajno sposobnost PM@ da produkuju NO ni u
jednoj od ispitivanih koncentracija. Sa druge strane, o-MWCNT (42.5 pg/ml) i kombinacija
dapsona (7.5 pg/ml) i o-MWCNT (42.5 pg/ml) inhibiraju spontanu produkciju NO, ali ne i
produkciju NO indukovanu sa LPS (Grafikon 4.3.3.3.2.).
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IL-6 predstavlja znacajan citokin uklju¢en u regulaciju intracelularnih infekcija.
Stoga je proucavan efekat funkcionalizovanih nanocevi, dapsona i njihove kombinacije, na
produkciju IL-6 od strane nestimulisanih PM© (Grafikon 4.3.3.3.3.) i PMO stimulisanih
LPS-om (Grafikon 4.3.3.3.4.). Pokazano je da LPS dovodi do snazne stimulacije
produkcije IL-6 od strane PM@. o-MWCNT inhibiraju spontanu produkciju IL-6 od strane
PM@, pogotovo u ve¢im koncentracijama, i u prisustvu solubilnog dapsona (7.5 pg/ml). Sa
druge strane, dap-MWCNT u ve¢im koncentracijama stimuliSe produkciju ovog citokina.
Medutim, u prisustvu LPS-a je uocen suprotan efekat vecih koncentracija dap-MWCNT na
produkciju IL-6, obzirom da je koncentracija ovog citokina znacajno smanjena u kulturi
stimulisanih PM@ u prisustvu dap-MWCNT (50 pg/ml). Solubilni dapson ne modulise

znacajno produkciju IL-6 ni u jednoj od primenjenih koncentracija.
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Grafikon 4.3.3.3.3. Efekat MWCNT, dapsona i njihove kombinacije na spontanu
produkciju IL-6 od strane PM@.

PMO su kultivisane sa nanocevima i dapsonom u naznac¢enim koncentracijama tokom 24 sata. Nakon kultura
iz supernatanta je odredena koncentracija IL-6 ELISA. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD
triplikata iz jednog reprezentativnog eksperimenta od ukupno tri. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 u poredenju

sa kontrolom
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Grafikon 4.3.3.3.4. Efekat MWCNT, dapsona i njihove kombinacije na produkciju IL-6 od
strane PM@ stimulisanih LPS-om (200ng/ml).

Celije su kultivisane sa nanocevima i dapsonom u naznagenim koncentracijama tokom 24 sata u prisustvu

LPS. Nakon kultura, iz supernatanta je odredena koncentracija IL-6 ELISA. Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost = SD triplikata iz jednog reprezentativnog eksperimenta od ukupno tri. *p<0.05, **p<0.01, u

poredenju sa kontrolom

4.3.3.4 Citotoksi¢nost dap-MWCNT na modelu humanih DC

U cilju procene citotoksi¢nosti dap-MWCNT prema humanim DC, DC su kultivisane
2 dana u prisustvu 3 koncentracije dap-MWCNT (10, 50 1 75 pg/ml), ekvivalentnih
koncentracija o-MWCNT (7.5, 42.5 1 63 pg/ml), solubilnog dapsona (1.5, 7.5 1 12 pg/ml),
ili kombinacija o-MWCNT (7.5, 42.5 1 63 pg/ml) 1 solubilnog dapsona.
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Grafikon 4.3.3.4.1. Vijabilnost DC u kulturi sa MWCNT 1 dapsonom.

DC su kultivisane 2 dana u prisustvu dap-MWCNT (10, 50 i 75 pg/ml), ekvivalentnih koncentracija o-
MWCNT (7.5, 42.5 1 63 pg/ml), solubilnog dapsona (1.5, 7.5 i 12 pg/ml), ili kombinacije o-MWCNT (7.5,
42.51 63 pg/ml) i solubilnog dapsona. Vijabilnost DC je izraunata na osnovu ukupnog broja vijabilnih ¢elija

u kulturama, a rezultati su prikazani kao procenat % vijabilnosti u odnosu na zasadeni broj ¢elija (100%).

Pokazano je da dap-MWCNT 1 solubilni dapson ne smanjuju vijabilnost DC u kulturi
ni u jednoj od ispitivanih koncentracija (Grafikon 4.3.3.4.1.). Sa druge strane, o-MWCNT
u najvecoj koncentraciji (63 pg/ml) ispoljava citotoksi¢ni efekat, obzirom da smanjuje
prezivljavanje Celija za 20% u odnosu na kontrolu. Iako solubilni dapson nema efekta na
vijabilnost DC, pokazano je da on potencira citotoksicnost o-MWCNT. U kombinaciji sa
odgovoraju¢im koncentracijama dapsona, o-MWCNT smanjuju vijabilnost DC u dve

najvece koncentrtacije (42.5 1 63 pg/ml).
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Sli¢ni rezultati su dobijeni merenjem apoptoze DC nakon 2 dana kultivisanja u
prisustvu MWCNT 1 dapsona (Grafikon 4.3.3.4.2.). Uoceno je da samo kombinacija o-
MWCNT i dapsona (42.5 pg/ml/ 7.5. ug/ml) ima znacajan proapoptotski efekat na DC.

o-MWNCT dap-MWNCT
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E 9] — 10° 1|u‘ 1|u2 1|05 10* 10° 1|u‘ 1|u2 1|05 10*
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Grafikon 4.3.3.4.2. Efekat MWCNT i dapsona na apoptotzu DC.

DC su kultivisane u prisustvu o-MWCNT (42.5 pg/ml), dap-MWCNT (50 pg/ml), solubilnog dapsona (7.5
pg/ml) ili kombinacije o-MWCNT (42.5 pg/ml) i dapsona (7.5 pg/ml). Procenat apoptoze je odreden
obelezavanjem celija sa PI u hipotonom rastvoru. Prikazan je reprezenativni eksperiment od tri sa sli¢nim

rezultatima.

4.3.3.5 Efekat dap-MWCNT na fenotip i produkciju citokina od strane DC

Naredni cilj ove studije je bio ispitati imunomodulatorna dejstva MWCNT na DC
Imunomodulatorni efekat ovih nanocevi je procenjen na osnovu fenotipske ekspresije
HLA-DR, CD86, CD54 i CCR-7 molekula na DC 1 produkcije citokina klju¢nih za Th
polarizacionu sposobnost ovih ¢elija (IL-12p70, IL-23, IL-27 i IL-10) nakon 48h kulture. U

tom smislu su koriS¢ene netoksicne koncentracije o-MWOCNT (42.5 ug/ml) i dapsona (7.5
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ng/ml), koje odgovaraju koncentraciji MWCNT i za njih vezanog dapsona u 50 pg/ml dap-
MWCNT. Kao dodatna kontrola je koriS¢ena kombinacija o-MWCNT (42.5 pg/ml) i
dapsona (7.5 pg/ml).

Rezultati analize ekspresije HLA-DR i CD86 molekula su prikazani na grafikonu
4.3.3.5.1., dok su rezultati ekspresije CD54 i CCR7 prikazani na grafikonu 4.3.3.5.2.
Pokazano je da nezrele DC imaju karakteristicno nisku ekspresiju CD86, odsustvo
ekspresije CCR7, i pozitivne su za HLA-DR 1 CD54. Uoceno je da ni jedan od ispitivanih
agenasa ne stimuliSe ekspresiju CD86 i CCR7 od strane nezrelih DC u navedenim
koncentracijama, dok je efekat na ekspresiju HLA-DR dramati¢no drugaciji. Naime, o-
MWCNT (42.5 pg/ml), same ili u kombinaciji sa 7.5 pg/ml dapsona, znaajno stimuliSu
ekspresiju HLA-DR od strane DC. Ovakva kombinacija o-MWCNT i dapsona ima
stimulatoran efekat i na ekspresiju CD54 (Grafikon 4.3.3.5.2.). Solubilni dapson u
primenjenoj koncentraciji snazno inhibira ekspresiju HLA-DR molekula, dok dap-

MWCNT ne modifikuju znacajno njegovu ekspresiju od strane DC.

263



>

CD86 HLA-DR

MFI 11.49 MFI 36.16
c—u 7 23 33% 89.23% 0,
E . o B " /0 CD86
. g 4% 32 % 8 ¢
@] 2 2 6,
N % B
0 ol T T T 9
10 e 0 0t 10° 10 FLZWL:OG 10° 10t 4&}0
N
7 8
— MF110.23 MFI 60.23 %
- 24.95% 94.66% %
O : %, 7
; g* g° 0 %‘%
W, %
2 2 (o 4}
= (7
1 \ : . i ‘ ‘ )"
o 10 FL1 LOG 10° 10 10° 10’ FL;U:OG 10° 10° %@%
19 12
MFI112.97 MF117.98
g s 25.07% : 55.86%
g swn 5 6
© ] MFI HLA-DR
o 4 o % & 8 &
, ‘ ) . ‘ : % 1 1 1 J
10 10° 10* 10° 10’ 10° 10° 10* 0‘0/
FLiLoG FL2LOG % .{
- *n,
g 5
5 MFI 12.05 MFI 41.03 Qt?- *
8 28.22% 4 78.44%
s . : %
§ E ¢ E : o %') *
(5_ ) 1 0 %'% A é\)
m , , %% 049\ O
© 10 w 10t 10° W W w 10t > [3;) a
FLiLoG FL2LOG Yo
%,
+ 1 ‘909 *
— MFI12.61 MFI 54.98
zZ _ 26.66% s 89.62%
S & 3
CI> © ¢ s . o " 2 .
10 FL1 LOG 10 10 10 10 FL;TOG 1 10

Grafikon 4.3.3.5.1. Uticaj MWCNT i dapsona na ekspresiju CD86 1 HLA-DR od strane

nezrelih DC.
DC su kultivisane 2 dana u prisustvu o-MWCNT (42.5 pg/ml), dapsona (7.5 pg/ml), dap-MWCNT (50
pg/ml), ili kombinacije o-MWCNT i dapsona. Nakon toga su DC sakupljene i analizirana je ekspresija CD86
i HLA-DR proti¢nom citometrijom. Prikazan je A) jedan reprezentativni eksperiment i B) zbirni podaci iz 3

eksperimenta kao srednja vrednost + SD. *p<0.05 u poredenju sa kontrolom.
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Grafikon 4.3.3.5.2. Utica) MWCNT 1 dapsona na ekspresiju CD54 1 CCR7 od strane

nezrelih DC.
DC su kultivisane 2 dana u prisustvu o-MWCNT (42.5 pg/ml), dapsona (7.5 pg/ml), dap-MWCNT (50
pg/ml), ili kombinacije o-MWCNT i dapsona. Nakon toga su DC sakupljene i analizirana je ekspresija CD54
i CCR7 proticnom citometrijom. Prikazan je A) jedan reprezentativni eksperiment i B) zbirni podaci iz 3

eksperimenta kao srednja vrednost + SD. *p<0.05 u poredenju sa kontrolom.
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U cilju ispitivanja efekata MWCNT 1 dapsona na produkciju citokina od strane
nezrelih DC, analiziran je supernatant 48-Casovne kulture DC kultivisanih sa MWCNT
(Grafikon 4.3.3.5.3.). Obzirom da je postojala velika varijacija u produkciji citokina
izmedu donora, rezultati su prikazani kao indeksi u odnosu na kontrolu (1). Pokazano je da
je koncenrtacija IL-12p70 u kontrolnim kulturama nezrelih DC relativno niska (srednja
vrednost = SD; 22.3 + 15.6 pg/ml), kao i1 koncenrtacija IL-10 (13.1 £ 10.3 pg/ml), pa podaci
nisu statisticki analizirani. Sa druge strane, je pokazano da kontrolne DC produkuju
relativno visoke koncentracije IL-27 (2164.3 + 1323.3 pg/ml), a uoceno je da dapson
znacajno inhibira produkciju ovog citokina od strane nezrelih DC (1517.4 + 755.3 pg/ml).
Sa druge strane, dapson u kombinaciji sa o-MWCNT stimuli§e produkciju IL-27 od strane
ovih ¢elija (3677 + 1544.3 pg/ml). o-MWCNT 1 dapson, sami ili u kombinaciji, znacajno
stimuliSu produkciju IL-23 u odnosu na kontrolne DC (49.3 + 35.3 pg/ml), dok dap-
MWCNT ne modulise njegovu produkciju (Grafikon 4.3.3.5.3.).
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Grafikon 4.3.3.5.3. Uticaj MWCNT i dapsona na produkciju citokina od strane nezrelih

DC.
DC su kultivisane 2 dana u prisustvu o-MWCNT (42.5 pug/ml), dap-MWCNT (50 pg/ml), dapsona (7.5
pg/ml) ili kombinacije o-MWCNT i odgovarajuée koncentracije dapsona. Nakon toga su sakupljeni
supernatanti DC kultura i analiziran je nivo IL-12, IL-23, IL-27 i IL-10 ELISA metodom. Prikazani su zbirni
podaci iz 3 eksperimenta kao srednja vrednost indeksa = SD. Indeks je prvobitno izracunat unutar svakog

eksperimenta kao odnos tretmana i kontrole (1). *p<0.05 u poredenju sa kontrolom.
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4.3.3.6. Efekat dap-MWCNT na fenotip i produkciju citokina od strane DC u

proinflamacijskom miljeu

Nakon toga je ispitano da li se sli¢ni imunomodulatorni efekti MWCNT i dapsona
mogu ocekivati u kulturi sa proinflamacijskim citokinima (PGE-2, IL-6, IL-1B i TNF-a). U
tom kontekstu je ispitan uticaj dap-MWCNT (50 ug/ml), i ekvivalentnih koncentracija o-
MWCNT, dapsona, i kombinacije o-MWCNT i dapsona na fenotip i produkciju citokina od

strane DC stimulisanih proinflamacijskim citokinima.

Uoceno je da dap-MWCNT, za razliku od o-MWCNT i dapsona, stimuliSe ekspresiju
kostimulatornog molekula CD86. Takode, uoceno je da DC tretirane ovim konjugatom
imaju tendenciju smanjenja ekspresije HLA-DR, ali nije uocena statisticka znacajnost kada
se uzmu u obzir svi analizirani donori (Grafikon 4.3.3.6.1.). Uoceno je da dap-MWCNT u
proinflamacijskom citokinskom miljeu smanjuju ekspresiju CCR7 od strane DC (Grafikon
4.3.3.6.2.), dok se takav efekat ne uocava nakon tretmana DC sa o-MWCNT ili dapsonom.
Sa druge strane, kombinacija o-MWCNT 1 dapsona ima stimulatoran efekat na ekspresiju

CD54 u proinflamacijskom miljeu.
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Grafikon 4.3.3.6.1. Utica) MWCNT 1 dapsona na ekspresiju HLA-DR 1 CD86 od strane DC

u proinflamacijskom miljeu.
DC su kultivisane 2 dana u prisustvu o-MWCNT (42.5 pg/ml), dapsona (7.5 ug/ml), dap-MWCNT (50
pg/ml), ili kombinacije o-MWCNT i dapsona u prisustvu proinflamacijskih citokina (PGE-2, IL-1B, IL-6 i
TNF-a). Nakon toga su DC sakupljene i analizirana je ekspresija CD86 i HLA-DR proti¢nom citometrijom.
Prikazan je A) jedan reprezentativni eksperiment i B) zbirni podaci iz 3 eksperimenta kao srednja vrednost +

SD. *p<0.05 u poredenju sa kontrolom.
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Grafikon 4.3.3.6.2. Utica) MWCNT 1 dapsona na ekspresiju CCR7 1 CD54 od strane DC u

proinflamacijskom miljeu.
DC su kultivisane 2 dana u prisustvu o-MWCNT (42.5 pg/ml), dapsona (7.5 ug/ml), dap-MWCNT (50
pg/ml), ili kombinacije o-MWCNT i dapsona u prisustvu proinflamacijskih citokina (PGE-2, IL-1f, IL-6 i
TNF-a). Nakon toga su DC sakupljene i analizirana je ekspresija CD54 i CCR7 protinom citometrijom.
Prikazan je A) jedan reprezentativni eksperiment i B) zbirni podaci iz 3 eksperimenta kao srednja vrednost +

SD. *p<0.05 u poredenju sa kontrolom.
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Proinflamacijski citokini su znacajno stimulisali produkeiju IL-12p70 (281.5 £ 121.0
pg/ml), IL-10 (62.3 + 44.4 pg/ml) i IL-23 (442.3 + 223.9 pg/ml), dok je produkcija IL-27
ostala relativno visoka (2675.3 = 1332 pg/ml), u poredenju sa nestimulisanim kontrolnim
DC. Uoceno je da o-MWCNT (42.5 pg/ml) dodatno stimuliSu produkciju IL-23 (618.9 +
255.4 pg/ml) i inhibiraju produkciju IL-10 vise od dva puta, dok produkcija IL-12 i IL-27
nije znacajnije modifikovana (Grafikon 4.3.3.6.3.). Slican efekat na produkciju IL-10
imaju i solubilni dapson (7.5 pg/ml), dap-MWCNT (50 pg/ml) i kombinacija o-MWCNT i
dapsona u ekvivalentnim koncentracijama. Solubilni dapson, 1 dap-MWCNT imaju
inhibitori efekat na produkciju IL-27 u poredenju sa kontrolom. Znacajno drugaciji efekat
je uocen u kulturama DC tretiranih o-MWCNT ili kombinacijom o-MWCNT i dapsona,
koji delimi¢no stimuliSu prodikciju IL-27, ali nije uocena statisticki znacajna razlika u

odnosu na kontrolu.
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Grafikon 4.3.3.6.3. Uticaj MWCNT i dapsona na produkciju citokina od strane DC u
proinflamacijskom miljeu.
DC su kultivisane 2 dana u prisustvu o-MWCNT (42.5 pug/ml), dap-MWCNT (50 pug/ml), dapsona (7.5
pg/ml) ili kombinacije o-MWCNT i odgovarajué¢e koncentracije dapsona, u prisustvu proinflamacijskih
citokina (PGE-2, IL-1p, IL-6 i TNF-a). Nakon toga su sakupljeni supernatanti DC kultura i analiziran je nivo
IL-12, IL-23, IL-27 i IL-10 ELISA metodom. Prikazani su zbirni podaci iz 3 eksperimenta kao srednja

vrednost indeksa + SD. Indeks je prvobitno izraunat unutar svakog eksperimenta kao odnos tretmana i

kontrole (1). *p<0.05 u poredenju sa kontrolom.
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S. DISKUSIJA

5.1. BIOKOMPATIBILNOST I IMUNOMODULATORNE
OSOBINE NAPREDNIH BIOMATERIJALA

Biokompatibilnost SMA je detaljno proucavana u prethodnim radovima [266, 267],
medutim sli¢ne studije sa RS NiTi SMA, kao i konvencionalnim i RS CuAINi SMA ne
postoje [268]. Usled velike koli¢ine potencijalno toksi¢nih jona u ovim legurama, koje
mogu izazvati citotoksi¢nost, kacenrogenost, mutagenost, iritaciju, alergiju i
hipersenzitivnost, cilj ove studije je bio da se detaljno isptia biokompatibilnost SMA
proizvedenih novom metodom. Ovakva ispitivanja su posebno vazna kada se uzmu u obzir
znacajne razlike u povrSinskom oksidnom sloju SMA koje nastaju kao posledica razliitih
procedura njihove pripreme [266, 267]. U tom smislu je biokompatibilnost CuAINi i1 NiTi
traka ispitana na modelu PM@ pacova i humanih DC. Sistem monocita i makrofaga ima
kljuénu ulogu u odgovoru na biomaterijale [577, 578]. Brojni dokazi upucuju na to da
izlivene legure aktiviraju makrofage ¢ime iniciraju nepozeljni odgovor tkiva koji se
karakteriSe hroni¢nom inflamacijom, oSte¢enjem tkiva, pa €ak i osteolizom [317, 579].
Obzirom da su RS CuAlINi 1 NiTi trake potencijalan materijal za primenu u biomedicini,
ispitivan je odgovor PM@ 1 DC na ove biomaterijale, kao i odgovor humanih PBMC

izolovanih iz 20 donora koji nisu u direktnom srodstvu.

5.1.1 Citotoksic¢ni efekti CuAINi legura na modelu PM@ pacova

Citotoksi¢nost CuAINi legura je detaljno ispitana na modelu PM@ mere¢i njihovu
vijabilnost, aktivnost SDH, nekrozu, apoptozu, generisanje intracelularnih ROS i
produkciju proinflamacijskih citokina od strane ovih celija. Pokazano je da kontrolne
CuAlINi legure izazivaju ozbiljnu citotoksicnost PM@, a efekat je posredovan metalnim
jonima oslobodenim u kondicionirani medijum. Citotoksi¢ni efekat je uocen kao kompletan
gubitak vijabilnosti ovih celija, kao i aktivnosti SDH usled nekroze PM@. Na osnovu

merenja koncentracije Cu jona (84.0 ppm) uoceno je da je ona za 10 puta veca nego
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koncentracija koja izaziva citotoksi¢nost kod razli€itih ¢elija [580-582]. Ovi rezultati su u
skladu sa rezultatima Schedle i sar., koji su pokazali slican odgovor L929 <¢elija i
gingivalnih fibroblasta na jone Cu u relativno visokim koncentacijama (0.33-1mM) [583],
kao i1 sa naSim ranijim rezultatima na [929 (¢elijama 1 timocitima pacova [268].
Ispitivanjem citotoksi¢nosti kontrolne CuAINi legure nakon kondicioniranja je pokazano da
ona indukuje i nekrozu i apoptozu PM@. Ovi rezultati su bili u skladu sa ¢injenicom da se u
toku kondicioniranja sa kontrolnih CuAINi plocica oslobada znacajna koli¢ina Cu u
medijum (84ppm). Uloga drugih jona oslobodenih sa povrSine kontrolnih CuAINi legura
nije jasna, obzirom da je koncentracija Ni (2.4 ppm) i Al (0.2 ppm) mala da izazove
citotoksi¢nost [580, 584, 585]. Iako je pokazano da Ni ima aditivni efekat na citotoksi¢nost
Cu [585], detektovane koncentracije Ni u ekstraktu kontrolne legure mogu imati i
inhibitoran efekat na razli¢ite Celijske funkcije [267, 586, 587]. Medutim, obzirom na
visoku detektovanu koncentraciju Cu moze se pretpostaviti da je efekat ovog jona bio
dominantan. Al se koristi za ¢iS¢enje vestackih kukova i medicinskih uredaja, i pokazano je
da ima relativno dobru citokompatibilnost [580]. Iako se Al ne nalazi u fizioloskim
uslovima u organizmu, brojne studije su pokazale da se u mozgu mnogih pacijenata sa
Alchajmerovom bolesti nalazi vise Al nego u kontrolama istog pola i starosti. Ispitivanja su
pokazala da Al doprinosi neurotoksi¢nosti tako Sto utiCe na homeostazu Fe 1 produkciju
ROS. Al ima fiksni oksidacioni broj, pa stoga ne ucestvuje u redoks reakcijama. Medutim,
Al moZze poremetiti membranske lipide i omoguditi lipidnu peroksidaciju koju inicira Fe
[588]. Osim toga, Al se moZe vezati za feritin, nosa¢ Fe, u mozgu i povecani kataliticku
aktivnost Fe [589]. Obzirom da Cu moze stimulisati oksidativni stres ¢elija, neophodno je
ispitati da li male koncentracije Al oslobodene sa CuAINi legure dodatno doprinose

oksidativno stresu kod PM@.

Objasnjenje za razlic¢itu biokompatibilnost i korozivne osobine kontrolnih legura i RS
SMA traka lezi u njihovoj mikrostrukturi. Naime, nasi prethodni rezultati [268] su pokazali
da je kontrolna CuAINi legura viSefazna, dok je CuAINi traka martenzitna. Razlog tome §to
nakon izlivanja, CuAINi plo¢ica nije dodatno termalno obradena na 500-800°C Sto bi

omogucilo formiranje austenitne reSetke i aktiviranje SME. SME CuAlINi legura se zasniva
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na osobinama CuAl faze B koja formira centricnu kubi¢nu strukturu, za razliku od B2
strukture NiTi. Tokom hladenja, ova faza prolazi eutektoidnu dekompoziciju f — a + v, na
565°C. Velike brzine hladenja mogu smanjiti eutektoidnu dekompoziciju i omogudéiti
martenzitnu transformaciju [590]. Osim toga, formiranje oksidnog sloja na povrsini ovih
materijala nakon produzenog kondicioniranja smanjuje oslobadanje metalnih jona sa
povrsine. Hipoteza da je martenzitna struktura CuAINi legura odgovorna za rezistenciju na
koroziju je potvrdena mikrostrukturnom analizom CuAlINi legura koje su dva puta
zagrevane 1 ohladene. Ovakav tretman rezultuje delimicnim formiranjem martenzitne
strukture CuAINi legure, koja tada ima veci stepen rezistencije na koroziju u odnosu na
netretirane CuAINi. Osim martenzitne strukture CuAINi RS trake [268], pokazali smo da se
na povrsini ovih legura formira oksidni sloj Cu i Al $to je pokazno detekcijom traka na 930
eV (Cu) 1 1390 eV (Al) Auguer spektrom. Medutim za kompletnu analizu tipova oksida
koji se nalaze na povrSini CuAINi RS traka je neophodno dodatno uraditi i XPS analizu. I
pored toga, uoceno je da se na samoj povrsini kondicioniranih legura ne nalazi Ni, koji je
detektovan tek ispod 6nm dubine. Ovi rezultati ukazuju da se u interakciji sa medijumom
prvo formiraju oksidi Cu 1 Al, koji kasnije predstavljaju barijeru za oslobadanje Ni iz

legure.

Rezultati su pokazali da kontrolna CuAINi plocica, za razliku od CuAINi RS traka,
pre kondicioniranja u medijumu stimuliSe isklju¢ivo nekrozu PM@, dok nakon
kondicioniranja stimuliSe 1 apoptozu 1 nekrozu ovih ¢elija. Pri tome, samo kondicioniranje
smanjuje oslobadanja svih metalnih jona sa ove legure. Apoptoza i nekroza su funkcionalno
1 morfoloski razli¢ite forme celijske smrti. Medutim, ovaj koncept je doveden u pitanje
otkri¢em da u toku procesa apoptoze u ¢elijama se moze indukovati nekroza kada se istroSe
intracelularni depoi energije (deplecija ATP) [591]. U skladu sa ovim rezultatima, moZe se
pretpostaviti da su visoke koncentracije Cu jona oslobodenih sa kontrolne legure blokirale
stvaranje ATP u mitohondrijama i tokom glikolize, uzrokuju¢i nekrozu PM@. Smanjenjem
koncentracije Cu nakon kondicioniranja, moguce je da je nivo ATP bio dovoljan da se
zavr$i apoptotski program. Stoga je neophodno izmeriti ATP u PMO u buduc¢im

istrazivanjima kako bi se potvrdila ova hipoteza.
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Kondicioniranjem se, osim oksidnog sloja, formira i adsorpcioni sloj proteina i jona
koji dodatno moze smanjiti oslobadanje toksi¢nih jona metala. U tom smislu su razvijene i
brojne metode za oblaganje povrSine SMA legura u cilju smanjenja njihove toksi¢nosti, ali 1
uvodenja biomimeticke funkcije ovog implantata. Naime, pokazano je da CaPOj na
povrsini NiTi predstavlja dobru zastitu povrSinskog sloja i ima biomimeticku funkciju
obzirom da indukuje osteogenezu [592, 593]. Ovakav sloj omoguéava i brzu repasivizaciju
Ca-fosfata nakon oSte¢enja povrSine oblozenih legura [286]. Pored toga, na modelu
primarnih humanih leukocita i trombocita je pokazano da adsopcioni sloj na NiTi
omogucava adheziju ¢elija i sprecava apoptozu neutrofila [592, 593]. Iako je u ovoj studiji
CaPO4 formiran pod kontrolisanim uslovima, sli¢an proces se moze se ocekivati i

kondicioniranjem CuAINi legura u medijumu za c¢elijske kulture ili in vivo.

Kljucno je to sto RS CuAlINi trake nemaju detektabilan citotoksic¢ni efekat na PM@.
Ovi rezultati su u skladu sa 10 puta manjom koncentracijom oslobodenog Cu (8.0 ppm) u
ekstraktu nakon 7 dana kondicioniranja. lako je nekoliko radova pokazalo da je Cu, u
koncentracijama izmedu 4 i 10 ppm, ima toksi¢an efekat prema fibroblastnim ¢éelijskim
linjjama, to nije potvrdeno u ovoj studiji. NaSa ranija istrazivanja su pokazala da iste
koncentracije egzogeno dodatih Cu jona ne indukuju ni nekrozu ni apoptozu PMO (podaci
nisu prikazani). ObjaSnjenje ovog fenomena moZze biti u ¢injenici da je u nasim studijama
koris¢en 10% FCS u medijumu za ¢elijske kulture, za razliku od 3% FCS koji su koristili
Wataha 1 sar. [584, 585] ili 5% koji su koristili Schmalz 1 sar. [581]. Nasi neobjavljeni

rezultati pokazuju da vece koncentracije FCS deluju protektivno, a njegovo smanjivanje

Najvazniji deo rezultata ove studije se odnosi na produkciju proinflamacijskih
citokina od strane PM@. Obzirom da Cu joni oslobodeni sa kontrolne legure izazivaju
citotoksi¢ni efekat, produkcija svih proinflamacijskih citokina je znacajno smanjena (TNF-
a, IL-1, IL-6 1 MCP-1) u kulturama sa kontrolnim CuAINi plo¢icama. Suska i sar. [594] su
pokazali da humani monociti kultivisani u prisustvu titanijuma oblozenog sa Cu, produkuju
niske koncentracije TNF-a i1 IL-10. Medutim, ekstrakt kontrolnih legura sakupljenog nakon

produzenog kondicioniranja, zna¢ajno smanjuje produkciju IL-1 1 TNF-a. Suprotno tome,
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uoceno je poveéanje produkcije IL-6 u ekstraktima RS traka sakupljenih nakon 7 dana. Pri
tome nisu uocene znacajne promene u produkciji drugih citokina koji su analizirani u
ekstraktu RS traka nakon produzenog kondicioniranja. Ovi rezultati su u skladu sa
¢injenicom da nekondicionirane SMA trake, iako ne indukuju ni nekrozu ni apoptozu
PM@, stimuliSu generisanje intracelularnih ROS, koji je detektovan obelezavanjem ¢elija sa
DHR. Prema nasim saznanjima, do sada nije pokazano da Cu joni indukuju povecanje
produkcije IL-6 bez povecanja produkcije ostalih proinflamacijskih citokina. Za razliku od
toga je pokazano da Cu stimuliSe produkciju mRNK za TNF-a od strane PBMC tretiranih
sa Cu jonima [595]. Bioloski znacaj povecane produkcije IL-6 od strane RS traka treba da
se ispita detaljnije, obzirom da IL-6 zajedno sa TNF-a moze inicirati inflamaciju. U tom
smislu bi porinflamacijski efekat CuAINi traka bio nepozeljan nakon potencijalne primene
kod pacijenata. Medutim, IL-6 poseduje i anti-inflamacijske osobine [596]. Do danas je
pokazano da razliCite legure koje se koriste u izgradnji vestackih zglobova, oslobadaju
subtoksi¢ne koncentracije metalnih jona koji stimuliSu makrofage. Fagocitoza partikula
koje se pri tome oslobadaju sa ovih implantata moze doprineti ovom procesu. Citokini koji
su analizirani u ovoj studiji su povezani sa inflamacijom i osteolizom [579, 594, 597].
Stoga se moze re¢i da su kontrolne CuAINi legure primer nebiokompatibilnog materijala
zbog proinflamacijskih efekata 1 citotoksi¢nosti, Sto nikako nije poZeljno za biomedicinsku
primenu. Medutim, RS trake, sli¢no kao 1 NiTi SMA [254, 256, 598], se potencijalno mogu
koristiti za izgradnju medicinskih uredaja kao Sto su kateteri ili aktuatori, koji su sa tkivom
u kra¢em vremenskom periodu. Da bi se potvrdila ova hipoteza potrebni su dodatni
eksperimenti kojim bi se pokazale dugorocne korozivne osobine ovih materijala, kakva je
interakcija CuAINi SMA sa drugim celijama, 1 kako se ovi materijali ponaSaju in vivo

nakon implantacije.
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5.1.2 Efekti CuAINi 1 NiTi SMA na vijabilnost i produkciju citokina od
strane humanih PBMC

Dobra biokompatibilnost SMA legura je osnovni preduslov za njihovu potencijalnu
upotrebu u klinici. U skladu s tim, cilj narednog dela studije je bio da se ispita citotoksi¢ni i
imunomodulatorni efekat CuAINi legura u kulturi humanih PBMC. Obzirom da u humanoj
populaciji postoji velika varijabilnost u odgovoru na razli¢ite metalne jone, u ovim
ispitivanjima su koris¢ene PMBC izolovane iz 20 zdravih donora koji nisu u direktnom
srodstvu. U istom modelu je ispitan i1 efekat NiTi RS traka, posto njihova biokompatibilnost
do sada nije proucavana. Fizicko-hemijske osobine CuAlINi i NiTi su prikazane ranije
(Tabela 1.5.3.4.1) i pokazano je NiTi imaju znatno manju histerezu od CuAINi [256]. Ovo
ukazuje da je fazne transformacije NiTi SMA znatno teze kontrolisati nego CuAlNi.
Medutim, prethodni radovi naSe grupe su pokazali da se kontrolisanjem brzine valjka
tokom RS metode moze fino podesavati temerature Ms i Mf, ¢ime se problem histereze
lako prevazilazi [12]. Pored toga, NiTi SMA imaju znacajno bolju otpornost na cikli¢ne
promene opterecenja [256], $to ih ¢ini pogodnim za izradu vaskularnih stentova. Medutim,
kljuéni deo studije, koji se moze odnositi 1 na procenu upotrebne vrednosti CuAINi 1 NiTi
legura za izradu stentova, odnosi se na ispitivanja imunomodulatornih osobina ovih legura.
Prema naSim saznanjima do sada nije ispitivan uticaj SMA pripremljenih kao RS trake na
humane Ccelije. Prethodno je pokazano [268, 599] da CuAINi SMA trake imaju blagi
citotoksi¢ni efekat na limfocite pacova, makrofage 1 fibroblaste, a efekat se potpuno gubi
nakon kondicioniranja ovih traka u medijumu za ¢elijske kulture tokom 5 nedelja. Rezultati
u ovom delu studije su slican fenomen potvrdili i za NiTi legure. U skladu sa tim, smanjena
citotoksi¢nost kondicioniranih CuAINi RS traka je najverovatnije posledica manjeg

oslobadanja Cu 1 Ni jona sa povrSine legure nakon kondicioniranja [268].

Pokazali smo da kondicionirane CuAINi i NiTi trake nisu citotoksi¢ne za humane
PBMC, §to je utvrdeno testovima vijabilnosti 1 apoptoze. Za razliku od toga, kontrolne NiTi
1 CuAlINi ispoljavaju znacajan citotoksi¢ni efekat. Pokazano je da kontrolne CuAINi

izazivaju nekrozu PBMC, obzirom da je zabeleZeno smanjenje celijske vijabilnosti bez
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vidljivog porasta u procentu apoptotskih ¢elija. Suprotno tome, osnovni nacin éelijske smrti
indukovan kontrolnim NiTi legurama je apoptoza. Citotoksi¢nost kontrolnih CuAINi i NiTi
legura je najverovatnije posledica otpustanja Cu, odnosno, Ni jona u medijum. Joni Cu u
koncentracijama ve¢im od 0.33 mM indukuju nekrozu razli¢itih celija, dok nize
koncentracije Cu jona indukuju i apoptozu i nekrozu celija [583]. Apoptoza i nekroza su
funkcionalno i morfoloski razli¢ite forme celijske smrti, i zavise od koncentracije ATP u
njima [591]. U skladu sa ovim rezultatima, moze se pretpostaviti da su visoke koncentracije
Cu jona oslobodenih sa kontrolne CuAINi legure blokirale stvaranje ATP u mitohondrijama
i tokom glikolize, uzrokujué¢i nekrozu PBMC. Apoptoza PBMC u kulturi sa kontrolnim
NiTi legurama je najverovatnije uzrokovana oslobadanjem Ni jona, ili kombinacije Ni i Ti
jona. Ova hipoteza je bazirana na ve¢ opisanim mehanizmima citotoksi¢nosti Ni

oslobodenim sa nitinola [267].

Na osnovu ovih rezultata se moze ista¢i da tehnologija brzog otvrdnjavanja legura,
pored poboljSavanja mehanickih osobina CuAINi [551] 1 NiTi [12], znacajno poboljSava i
njihovu biokompatibilnost. Povecanje rezistencije na koroziju CuAINi SMA RS traka je
potvrdena i ranije [268], dok je sliCan mehanizam povecanja rezistencije na koroziju kod

NiTi SMA opisan od strane Rondelli 1 sar. [267, 600].

Kljuéni rezultati su dobijeni u odgovoru pojedinacnih donora PBMC na ispitivane RS
SMA legure. Naime, pokazano je da 2 od 20 PBMC od razli¢itih donora, u kulturi sa
necitotoksi¢nim CuAINi RS, produkuju vise proinflamacijskih citokina (IL-1p, IL-6, IL-8,
TNF-a, 1 TNF-B), kao 1 Th1 citokina (IL-12, IFN-y 1 IL-2). IL-12 predstavlja kljucni faktor
u indukciji Th1l imunskog odgovora koji se karakteriSe pove¢anjem produkcije IFN-y [601,
602]. Stoga se moZze re¢i da je IFN-y, i njegov stimulator IL-12, u grupi citokina koji
stimuliSu inflamacijski odgovor. U eksperimentalnom sistemu, gde su PBMC aktivirane sa
PHA, glavni izvori proinflamacijskih citokina (IL-1fB, IL-6, IL-8, TNF-a, 1 TNF-B) su
najverovatnije monociti, a glavni izvor IFN-y T limfociti. Obzirom da proliferacija i
produkcija citokina od strane T ¢elija u prisustvu PHA zavisi od APC u populaciji PBMC,
uglavnom monocita, moze se pretpostaviti da je su CuAINi trake stimulisale produkciju

proinflamacijskih citokina aktiviranjem APC. U skladu s tim je pokazano da subtoksicne
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koncentracije Cu stimuliSu produkciju proinflamacijskih citokina aktiviranjem NF-kB u
APC [603]. Osim toga, pokazana je i povecana sinteza mRNK za TNF-a od strane PBMC u
prisustvu Cu jona [595]. Za razliku od toga, Suska i sar. [594] su pokazali da humani
monociti kultivisani sa Ti obloZenim sa Cu, produkuju niske koncentracije TNF-a i IL-10.
Iako je samo 2 od 20 kultura PBMC odgovorilo na CuAINi RS SMA (responderi),
potencijalni proinflamacijski efekat ovih legura je dokazan i na modelu PM@ pacova. Stoga
postoji izvesna verovatnota da bi kontakt PBMC i CuAINi RS traka, ili jonima
oslobodenim sa povrsine legure, pokrenuo proinflamacijski odgovor kod nekih individua.
Proinflamacijski citokini imaju kljuénu ulogu u patogenezi ateroskleroze [604]. Iako
postoje kontradiktorni rezultati u vezi Th Ccelijskog tipa odgovornog za patogenezu
ateroskleroze i aneurizme, generalni je stav da Th1 odgovor potencira razvoj ateroskleroze,
dok je imunopatologija i progresija aneurizme posredovana Th2 ¢elijama [605-607]. U tom
kontekstu bi primena CuAINi RS traka u vidu kardiovaskularnih stentova potencijalno

indukovala nepozeljne imunoloske efekte kod osetljivih individua.

Dobra biokompatibilnost NiTi legura je u skladu sa ranijim rezultatima [267]. Pored
toga, pokazano je da NiTi SMA nemaju genotoksicni efekat [283, 312]. Pokazali smo da,
za razliku od CuAINi RS traka, NiTi RS trake ne stimuliSu proinflamacijski odgovor
PBMC stimulisanih sa PHA. Sa druge strane, kod 5 donora je detektovano povecanje nivoa
IL-10. IL-10 je potentan antiinflamacijski 1 imunosupresivni citokin koga produkuju Th2
¢elije, B celije, DC, makrofagi [608], Thl celije [609], i Treg ¢elije [610]. Ovaj citokin je
vazan u regulaciji periferne tolerancije i doprinosi mehanizmima spreavanja razvoja
autoimunosti [611]. IL-10 predstavlja veoma vazan citokin za ograniCavanje patoloSkih
procesa u kome ucestvuju Thl celije u uslovima snaZzne inflamacije [612]. MozZe se
pretpostaviti da su primarne ¢elije u odgovoru na NiTi legure u modelu PBMC stimulisanih
sa PHA adherentni monociti. Mehanizam aktivacije ovih ¢elija moZze biti neravna povrSina
ovih SMA traka. Ova hipoteza je u skladu sa rezultatima da humane DC, menjaju
morfoloSka svojstva u kontaktu sa NiTi SMA trakama. Sli¢an efekat mogu imati i Ni joni
oslobodeni sa NiTi SMA traka, obzirom da Ni poseduje imunomodulatorni efekat, ¢ak i u

niskim koncentracijama [613, 614].
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Rezultati ispitivanja CuAINi i NiTi RS traka na humanim PBMC imaju nekoliko
implikacija. Prvo, koriste¢i jednostavan skrining test (PBMC stimulisanih sa PHA) moguce
je identifikovati pojedince koji razvijaju inflamacijski odgovor u kontaktu sa
biomaterijalom, ¢ime bi se predvideli potencijalni nepozeljni efekti nakon in vivo
implantacije. Nakon otkrivanja respondera na ovakve biomaterijale, mogu se dalje prouciti
genski polimorfizami koji su povezani sa nezeljenim imunskim odgovorom na
biomaterijale. Povecanje produkcije IL-10 moze znacajno doprineti tolerogenosti na
implantiran uredaj od NiTi RS SMA. Medutim, potrebno je ispitati i da li ovakva
tolerancija postoji i nakon produzenog izlaganja NiTi RS SMA u organizmu. Poznato je da
povrsina NiTi SMA moze biti oStecena u cirkulaciji, naruSavanjem protektivnog sloja TiO,
[267]. Ohrabruju¢i rezultati su dobijeni u nedavnim ispitivanjima gde su NiTi izlagane
ciklicnom optere¢enju od 2 % pseudoelasti¢ne deformacije tokom 24 sata ili 7 dana [615].
Ovi autori su pokazali da i u dinami¢kim uslovima NiTi SMA ima dobru
biokompatibilnost, obzirom da ne uti¢u na vijabilnost humanih mezenhimskih mati¢nih

¢elija.

5.1.3. Efekat NiTi RS traka i kontrolnih NiTi plo¢ica na vijabilnost 1
fenotip DC

Povecanje produkcije IL-10 od strane PBMC stimulisanih sa PHA u kulturi sa NiTi
RS SMA moze biti potencijalno korisna u terapiji kardiovaskularnih oboljenja u kojima
dominiraju proinflamacijski citokini. U skladu sa tim su detaljnije ispitani imunoloSki
efekti koje NiTi RS trake poseduju na modelu humanih DC. Do sada su bioloski efekti
NiTi SMA proucavani na razli¢itim Zivotinjskim 1 humanim ¢elijama [267, 616], ali nikada
nisu proucavani na DC. Ispitivanja biokompatibilnosti konvencionalnih NiTi su pokazala
da ove legure imaju dobru biokompatibilnost in vitro 1 in vivo. U razli¢itim tipovima
¢elijskih kultura je pokazano da NiTi ne ispoljava znacajnu citotoksicnost [266]. Medutim,
jedna studija je ukazala na umerenu citotoksi¢nost NiT1i, koja se moze uporediti sa CoCrMo

legurama [283]. U studiji Assad i sar. [283] L929 ¢elije su bile izlozene direktnom kontaktu
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sa Cistim NiTi SMA ili legurama obradenim plazmom. Medutim, autori su u direktnom
kontaktu postavljali legure na konfluentni sloj L929 ¢elija, iako je poznato da proliferacija
ovih ¢elija, kao 1 vijabilnost, moze biti znacajno smanjena usled tezine samih uzoraka (1.1
g). U nasim eksperimentalnim modelima, sve ¢elije su kultivisane na uzorcima SMA, ¢ime
je izbegnuta opasnost od mehani¢kog oste¢enja celija. Osim toga, u studiji Assad i sar.
[283] kontrolne NiTi legure su kori§¢ene bez ikakve obrade, a podaci o njihovoj topografiji
1 sastavu povrsine nisu ispitivani. U brojnim drugim radovima [276, 280, 284-288] je jasno
pokazano da rezistencija NiTi na koroziju zavisi od kvaliteta povrSine, kao §to je
topografija i hemijski sastav. Grube i nehomogene povrsine ¢esto sadrze kontaminante iz
mehanicke obrade nakon livenja, kao §to su metalne Cestice, i osetljivije su na koroziju
nego uzorci koji imaju obradenu povrSinu. Ovo je potvrdeno 1 u naSim pilot
eksperimentima u kojima je pokazano da kondicionirani medijum nativnih NiTi (Slika
3.1.1.1) sadrzi znacajno viSe metalnih jona u poredenju sa kontrolnim NiTi plo¢icama
(rezultati nisu prikazani). I pored toga, kontrolne NiTi RS trake, obradene mehani¢kim

poliranjem, ispoljavaju citotoksi¢ni efekat prema DC.

Za razliku od toga, i u ovoj studiji je potvrdeno da NiTi RS trake nisu citotoksi¢ne za
DC, za razliku od kontrolnih NiTi ploc¢ica. Uzrok toksi¢nog efekta kontrolnih plocica je
najverovatnije oslobadanje jona Ni u kulturi ili delovanjem slobodnih jona Ni na povrsini
plo¢ica. Ni moze pokrenuti stvaranje ROS, osteCenje DNK 1 inaktivaciju tumor
supresorskih gena [617]. Nedavni radovi koji su koristili mikro€ip analizu su pokazali da
joni Ni povecavaju ekspresiju niza gena koji kontroliSu celijsku diferencijaciju, Celijsku
smrt, metabolizam holesterola 1 apoptozu [618]. Kako je ve¢ napomenuto, apoptoza i
nekroza su funkcionalno i1 morfoloSki razliCite forme celijske smrti, 1 zavisne od
intracelijske koncentracije ATP[591]. Stoga se moze pretpostaviti da je Ni osloboden sa
kontrolne legure indukovao citotoksi¢nost DC, inhibiraju¢i njihovu metabolicku aktivnost,
indukujuéi generisanje ROS i oSte¢enje DNK. U skladu sa tim, Lifeng i sar. [619] su
pokazali da neoblozene NiTi legure, ¢ija povrSina ima veliku koncentraciju Ni, povecavaju
ekspresiju proapoptotskih gena, a smanjuju ekspresiju antiapoptotskih proteina, sintezu

proteina, energetski metabolizam 1 popravku DNK.
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EDX analiza NiTi RS traka i kontrolnih NiTi je pokazala sli¢nu osnovnu strukturu.
Medutim, povrSinska mikrostruktura kontrolnih NiTi plo¢ica je bila drugacija i1
karakterisala se izrazenijom intermetalnom fazom. Osim toga, dobro je poznato da
mehanicko poliranje NiTi plocica narusava povrSinsku mikrostrukturu i biokompatibilnosti
NiTi legura [620]. Medutim, Ni verovatno nije jedini faktor citotoksi¢nosti ovih legura,
obzirom da se i drugi defekti u strukturi legura mogu indukovati mehanickim poliranjem

Sto bi moglo izazvati nezeljene efekte NiTi plocica [620].

Iako NiTi RS trake nisu citotoksi¢ne, pokazano je da one deluju na promenu
morfologije DC §to ukazuje da NiTi RS trake nisu potpuno inertne za DC. Poznato je da
DC tokom sazrevanja prolaze brojne morfoloske i fenotipske promene, ukljucujuci i
formiranje talasastih nastavaka i1 dendrita [621] koji su ukljueni u uspostavljanje
odgovarajuce interakcije sa T celijama [112]. Stoga se moze re¢i je morfologija DC
kultivisanih na NiTi RS trakama bila sli¢éna morfologiji ¢elija koje sazrevaju. Potvrda ovog
fenomena je dobijena i1 fenotipskom analizom DC, gde je uofeno da NiTi RS trake
stimuliSu povecanje HLA-DR, kostimulatornih molekula (CD86 i CD40) i CDS3,
najvaznijeg maturacionog markera. Obzirom da su nastavci DC kultivisanih na NiTi RS
trakama bili kra¢i nego nastavci DC kultivisanih sa LPS-om, za kog je poznato da stimuliSe
sazrevanje DC [112], moZe se pretpostaviti da NiTi trake indukuju delimi¢nu maturaciju
DC [622]. Trenutno nisu jasni mehanizmi kojima NiTi RS trake izazivaju ove promene kod
DC. Promena c¢elijske morfologije zavisi od reorganizacije aktinskog citoskeleta (F-aktina),
a ovaj proces moze biti modifikovan jonima Ni. Gunaratnam i Grant [623] su pokazali da
samo visoke koncentracije Ni mogu uticati na funkciju F-aktina, dovode¢i do bubrenja
membrane, kondenzacije F-aktina 1 smrti nekrozom. Ovi nalazi su u skladu sa
morfologijom DC kultivisanih na kontrolnim NiTi plo€icama. Obzirom da NiTi RS trake
ne oslobadaju velike koncentracije Ni, promene u morfologiji DC najverovatnije nisu
uzrokovane direktnim uticajem jona Ni na citoskelet, ve¢ kao posledica programiranih

promena koje se odvijaju tokom sazrevanja DC.

283



5.1.4. Funkcionalne osobine DC kultivisanih u prisustvu NiTi RS traka

Kljucan rezultat u ovoj studiji je da NiTi RS trake indukuju tolerogene osobine DC.
Naime, DC kultivisane sa NiTi RS trakama imaju povecan kapacitet za indukciju
tolerogenih citokina (IL-10 i TGF-B) od strane alogenih CD4'T éelija. Ovo je u korelaciji
sa povecanjem produkcije IL-10 1 IL-27 od strane DC kultivisanih na NiTi RS trakama.
Vecina efekata IL-10 i IL-27 na citokinsku mrezu se moze objasniti na osnovu poznatih
imunoloskih dejstava ovih citokina (Slika 5.1.4.1). Naime, IL-27 je ukljucen u inicijaciju
Th1 odgovora, inhibiciju IL-17 i povecanje produkcije IL-10 od strane razli¢itih T ¢elijskih
tipova kod misSeva i ljudi [624]. Sa druge strane, IL-10 stimuliSe diferencijaciju IL-10
sekretujuéih Treg, a time i sopstvenu produkciju pozitivnom povratnom spregom, indukuje
supresiju proliferacije T ¢elija 1 smanjenje inflamaciju [625]. U skladu s tim, nasi rezultati
su pokazali da DC koje produkuju IL-10 1 IL-27 stimuliSu produkciju IL-10 1 TGF-B, a
snazno inhibiraju produkciju IL-17 i IL-8 u kokulturi sa CD4'T ¢elijama. U skladu sa tim,
alostimulatorna sposobnost DC u ovim kulturama nije stimulisana kontaktom sa NiTi RS
trakama, 1 pored fenotipske maturacije ovih celije, najverovatnije usled povecane
koncentracije tolerogenih citokina u ovoj mikrosredini. DC nakon kontakta sa NiTi RS
trakama indukuju tolerogenu sredinu u kokulturi sa CD4+ T Celijama. Medutim, u istim
kokulturama CD4'T ¢elija i DC kultivisanih na NiTi RS trakama, uo¢eno je poveéanje
produkcije IL-6. Za ovaj citokin je pokazano da ima i proinflamacijske i antiinflamacijske
efekte [626]. Izvori IL-6 u kulturi mogu biti i Th2 éelije i DC [626]. Medutim, CD4'T
¢elije, posebno Th2 limfociti, su najverovatnije dominantni produceri IL-6. Drugi citokini
detektovani u kokulturi takode poti¢u od CD4'T ¢elija, obzirom da je broj DC u ovim
kulturama bio veoma mali. Osim niske koncentracije IL-8 (do 100 pg/ml), ni jedan od
ispitivanih citokina nije detektovan u kontrolnim supernatantima gde su DC kultivisane bez
CD4'T ¢elija (podaci nisu prikazani). Funkcionalni znaGaj ovog fenomena nije jasan.
Medutim, posto IL-6 ima klju¢nu ulogu u zarastanju rana, kako je pokazano na modelu
ekscizije koze kod IL-6 ,,knock-out* Zivotinja u odnosu na miseve divljeg soja [627], moze

se pretpostaviti da bi ovaj citokin imao korisne efekte nakon implantacije NiTi RS traka.
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Jedini autori koji su, pored nas opisali tolerogene osobine SMA, su Lifeng i sar.
[619] koji su pokazali da biokompatibilne TiN-oblozene NiTi SMA, za razliku od
neoblozenih NiTi SMA, indukuju ekspresiju IL-10 kod HUVEC c¢elija. Medutim, osem
detektovane promene u ekspresiji odredenih gena, nisu dalje proucavani imunski aspekti
tog nalaza u cilju objasnjenja njegove mogucée implikacije. Imajuc¢i na umu da nezrele DC
imaju tolerogene osobine, klju¢na osobina NiTi RS traka je pojacanje ove tolerogenosti.
Takav nalaz moze imati vazne klini¢ke reperkusije za oCuvanje i pojacanje tolerance prema
ugradenom uredaju na bazi NiTi SMA, kao i prema sopstvenim antigenima [628].
Medutim, potrebna su i dalja in vivo ispitivanja implantiranih NiTi RS traka u cilju potvrde

jednog takvog efekta.
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Slika 5.1.4.1. Pretpostavka o interakciji citokina u kokulturi DC tretiranih NiTi RS trakama
1 CD4 T limfocita.
Nezrele DC aktivirane NiTi RS trakama povecavaju produkciju IL-10 i IL-27, §to moze indukovati
diferencijaciju Treg u kokulturi sa CD4 T Celijama, a $to je bilo pradeno poveéanom produkcijom IL-10 i
TGF-B. Ovi citokini dodatno indukuju nastanak novih Treg, ¢ime povecavaju i sopstvenu produkciju. Sa
druge strane, ovi citokini su najverovatnije ukljuceni u supresiju produkcije proinflamacijskih citokina, kao
Sto su IL-8 i IL-17, i razvoja Thl podtipa T ¢elija. Inhibicija Th17 ¢elija, moze biti i direktna posledica
dejstva IL-27 koje produkuju nezrele DC. Poveéana produkcija IL-6 moze biti posledica inhibirane

diferencijacije Thl ¢elija od strane Treg, a poznato je da ovo stanje stimuliSe razvoj Th2 ¢elija. LPS koji
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deluje preko TLR4, i indukuje sazrevanje DC, stimuliSe produkciju IL-12 od strane zrelih DC u prisustvu
NiTi RS traka, a ovo najverovatnije direktno indukuje diferencijaciju IFN-y- produkuju¢ih Thl ¢elija u
kokulturi. IFN-y stimuliSe i dalje diferencijaciju Thl ¢elija pozitivnom povratnom spregom, a inhibira razvoj
ostalih tipova Th, ukljucujué¢i Thl, Th17 i Treg. Osim toga, smanjenje produkcije IL-23 od strane DC
smanjuje podrzavajuc¢u funkciju ovog citokina u razvoju Thl7 ¢éelija i produkciji IL-17. Ono $to ostaje
nejasno je, od Cega zavisi produkcija IL-6 u ovim kulturama. Povecana produkcija IL-6 bi mogla biti
posledica specifi¢no regulisanog podtipa Th2 ¢elija, ili su njegov izvor druge Th ¢elije koje nisu suprimirane

pod dejstvom IFN-y.

5.1.5. Fenotipske i1 funkcionalne osobine DC aktiviranth LPS-om u

kulturi sa NiT1 RS trakama

Detekcijom opasnog signala, PAMP ili DAMP, DC sazrevaju i migriraju u regionalne
limfne ¢vorove, gde aktiviraju antigen-specifi¢cne T Celije i pokrecu odgovaraju¢i imunski
odgovor [112]. Stoga je slede¢i cilj bio provera da li NiTi RS trake imaju sli¢ne tolerogene
osobine 1 u prisustvu LPS-a, poznatog PAMP-a [112]. U cilju boljeg razumevanja efekta
NiTi RS traka na ovom modelu, treba jasno sagledati kakve efekte ima sam LPS. LPS
aktivira TLR-4 na DC, i aktivira MyD88-zavisni i TRIF-zavisni signalni put. Ovo rezultuje
aktivacijom NF-kB, AP-1, IRF3 i IRF-5 transkripcione faktore koji dovode do povecanja
ekspresije MHC 1 kostimulatornih molekula, proinflamacijskih citokina 1 gena koji
odgovaraju na interferon [629]. Kao §to je bilo i ocekivano, LPS indukuje snaznu
maturaciju DC, obzirom da je uoceno povecanje HLA-DR, CD40, CD86 1 CD83 molekula.
Osim toga, LPS stimuliSe produkciju IL-12, IL-23 i [L-27 u odnosu na kontrolne nezrele
DC. Kao posledica toga, uofeno je povecanje nivoa proinflamacijskih citokina od strane

CD4'T ¢éelija u kokulturi, karakteristi¢nih za Th1 i Th17 citokinski odgovor.

Najinteresantnije je to Sto su DC tretirane LPS-om u prisustvu NiTi RS traka imale
jo§ snazniji Thl polarizacioni kapacitet u poredenju sa kontrolnim ¢elijama kultivisanih
samo u prisustvu LPS-a. Naime, nadeno je povecanje produkcije IL-12, smanjenje
produkcije 1L-23, a nije bilo promene u produkciji IL-27 od strane ovih DC. Pomenuti

citokini spadaju u IL-12 familiju, gde IL-12p70 (p35/p40) stimuliSe INF-y od strane T
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¢elija [630], IL-23 (p19/p40) stimuliSe IL-17 [631], a IL-27 (p28/EBI3) stimulise IFN-y i
IL-10 od strane T ¢elije, a istovremeno inhibira produkciju IL-17 [624]. Povecanje IL-12, u
naSoj studiji, je bilo povezano sa povecanjem produkcije IFN-y, dok je smanjenje
produkcije IL-23 povezano sa smanjenjem produkcije IL-17. IL-23 ima znacajnu ulogu u
proliferaciji Th17 celija 1 stabilizaciji transkripcionih faktora koji su ukljuceni u razvoj
Th17 ¢elija (STAT3, RORyt, i RORa). Th17 ¢elije produkuju IL-17, IL-17F i IL-22, ¢ime
indukuju snaznu 1 obimnu tkivnu reakciju zahvaljuju¢i Sirokoj distribuciji receptora za IL-
17 1 IL-22 [632]. U skladu sa tim, smanjenje produkcije IL-17 indukovanih od strane
nezrelih 1 LPS stimulisanih DC, predstavljaju vazan antiinflamacijski mehanizam koji se
moze indukovati nakon implantacije NiTi RS traka. Mikrosredina sa povecanom
koncentracijom IL-12 i IFN-y je najverovatnije uzrokovala smanjenje produkcije Th2 i
Treg citokina (IL-4 i IL-10) u kokulturama. Naime pokazano je da IL-12 1 IFN-y preko T-
bet inhibira GATA-3-zavisnu diferencijaciju i proliferaciju Th2 ¢elija [633]. Osim toga,
IFN-y inhibira ERK- i p38-zavisnu produkciju IL-10 od strane makrofaga i DC, kao i TLR-
indukovanu produkciju IL-10, time S$to antagonizuje PI3K-AKT signalni put [634].
Obzirom da nivo IL-27 nije znacajnije promenjen, moZe se pretpostaviti da je njegov efekat
na Th1/Th17 polarizaciju manji u poredenju sa efektom IL-12 i IL-23. Povecana
alostimulatorna sposobnost DC pri 1:40 DC/CD4" odnosu moZe biti posledica poveéanog
Th1 citokinskog miljea koji je uzrokovao smanjenje anti-proliferativnih citokina kao Sto je
IL-10, a pri tome povecao ekspresiju kostimulatornih molekula. Kao S$to je ranije
pomenuto, pove¢ana produkcija IL-6 koja je detektovana i u kulturama CD4 T éelija i LPS-
stimulisanih DC, moze imati znacajne kliniCke efekte na zarastanje rana 1 angiogenezu
[626]. Medutim, u inflamacijskim uslovima, DC mogu biti dodatno aktivirane usled
kontakta sa NiTi implantatima, $to moZe dovesti do nepozeljnih efekata ili autoimunskog
odgovora. Stoga je neophodno detaljnije prouciti efekte NiTi RS traka u inflamacijskim

stanjima.
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5.3.4 Mikrostruktura NiT1 RS traka

Ranije smo opisali proces brzog otvrdnjavanja valjanjem otopine, kao i uticaj ovog
procesa na mikrostrukturu i SME karakteristike NiTi legura [12, 635]. Obzirom da je
povrsina legure klju¢ni faktor koji odreduje ishod interakcije materijala sa ¢elijama [267], u
ovoj studiji smo po prvi put ispitivali povrSinsku strukturu NiTi RS SMA u cilju boljeg
razumevanja njihovog bioloskog efekta. U nasim ispitivanjima je pokazano da je povrSina
NiTi RS traka relativno glatka sa nekoliko mestimi¢nih izboc¢ina. Medutim AES
spektroskopija nije ukazala na znacajne razlike izmedu hemijske strukture povrSine
izboCina i povrSine ravnih delova, ukazujuéi na to da su izbocine lokalizovane ispod
povrsinskog sloja, 1 najverovatnije poti¢u od metastabilnih procesa tokom otvrdnjavanja

valjanjem otopine [636, 637].

U ovom radu je pokazano da je povrsSina NiTi RS traka prekrivena tankim gustim Ti-
oksidnim filmom koji je u najvecoj meri sastavljena iz TiO, faza. Medutim, mala
koncentracija Ni 1 Ti u intermetalnom stanju na povr$ini moze uticati na korozivnu
stabilnost ovih traka tokom vremena. Stoga treba razmotriti i dodatne procedure obrade
kao $to je oblaganje (Ti, O, N)/Ti [638] ili TiN [619], kao i oksidacione procedure sa H,O,
[639], ili anodizacija ovih NiTi legura [566]. U cilju dobijanja boljeg sloja Ti-oksida na
povr$ini NiTi su uvedene brojne metode obrade kao $to je hemijsko nagrizanje i
sterilizacija u autoklavu [267]. Uoceno je da neke procedure znacajno poboljSavaju odnos

Ti/Ni na povrsini 1 smanjuju procenat slobodnog Ni [640, 641].

Ranije analize povrSine NiTi pomoc¢u XPS-a [286, 550, 640] 1 Auguer spektroskopije
[287] su pokazale da se povrSina nitinola sastoji uglavnom od kiseonika (27-50%) i
ugljenika (25-69%), dok su Ti (2-22%) 1 Ni (0-6%) prisutni u zna¢ajno manjem procentu.
Kiseonik je uglavnom vezan za metale na povrSini u obliku oksida, dok je ugljenik Cest
kontaminant koji potice iz atmosfere ili rastvora koji se koriste obradi [640]. Ovi rezultati
su u skladu sa naSim rezultatima dobijenim mikrostrukturnom analizom NiTi RS traka.
Uzimajuéi u obzir da se Ni-oksid moze lako zameniti Cl” jonima iz ekstracelijske sredine

posredstvom Ni-OH intermedijernih stanja [642], treba istaci da na povrSini NiTi RS traka
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nije detektovan Ni-oksid. Procenjena debljina Ti-oksidnog sloja je iznosila 12nm, $to je u
skladu sa drugim podacima koji pokazuju da je oksidni sloj Ti izmedu 7 i 70nm u
zavisnosti od tretmana povrsine [276]. Medutim, gustina 1 struktura Ti-oksidnog su mnogo
vazniji od njegove debljine. U skladu sa ovim, nekoliko radova je ukazalo na to da
homogen gladak sloj Ti-oksida pruza bolju rezistenciju na koroziju nego deblji sloj nativnih
uzoraka [287, 616]. Osim toga, izlaganje NiTi SMA bioloskim rastvorima uti¢ne znacajno
na njihovu povrsinu [286, 287]. Pokazali smo da se debljina oksidnog sloja povecava nakon
kondicioniranja u medijumu, pri ¢emu se donja granica oksidnog sloja pomera do 10nm u

dubinu, u poredenju sa nekondicioniranim NiTi RS trakama.

U skladu sa ranijim podacima [286, 287], kao i naSim prethodnim rezultatima [268],
detektovan je porast oksidnog sloja na NiTi RS trakama, zajedno sa 6 nm depozicionim
slojem. Kinetika rasta oksidnog sloja na NiTi legurama u velikoj meri zavisi od
mikrostrukture te legure, temperature i okolnog medijuma. Zadebljanje oksidnog sloja se
odvija po modelu adsorpcije kiseonika na povrSini NiTi legura gde se odvija reakcija
izmedu Ti*" 1 O, , pri ¢emu se formira TiO, [643]. Tokom rane faze oksidacije, stvaranje
TiO, primarno doprinosi debljini sloja, pa je rast oksidnog sloja relativno brz. Medutim,
dominantna oksidacija Ti, stvara zonu bogatu Ni na prelazu izmedu Ti-Ni TiO; sloja.
Formiranje Nis-Ti sloja povecava efektivnu distancu za slobodni Ti pa se oksidaciona
kinetika usporava. Bioloske te¢nosti predstavljaju jake korozivne agense gde joni CI" mogu
uzrokovati formiranje korozivnih jamica na povrSini NiTi implantata [644]. Korozija
otpo€inje na mestima povrSinskih defekata na tankom oksidnom sloju, Sto dovodi do
oslobadanja Ni. Preostali Ti reaguje sa kiseonikom iz rastvora 1 formira Ti-oksid oko
jamice 1 inicira rast oksidnog sloja, 1 njegovu propagaciju duz citave povrSine NiTi.
Debljina sloja kiseonika se ne povecava linearno tokom vremena, ve¢ se smanjuje sa
napredovanjem korozije, ukazujuéi na to da formirani Ti-oksid moze spreciti dalju koroziju
NiTi SMA u rastvoru NaCl [282]. Prema naSim saznanjima, kinetika formiranja Ti-
oksidnog sloja u medijumu za Ccelijske kulture do sada nije ispitivana. Na osnovu
objavljenih studija o koroziji i rasta oksidnog sloja na NiTi legurama u NaCl rastvoru,

moze se o¢ekivati manja kinetika rasta oksidnog sloja na NiTi RS trakama usled prisustva
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serumskih proteina u medijumu. Istovremeno, proteini mogu zastititi povrSinu NiTi RS

traka od direktnog napada Cl jona

Jedno od najvaznijih pitanja na koje treba odgovoriti pre potencijalne primene NiTi
RS traka je stabilnost oksidnog sloja u dinamickim uslovima kulture. Naime cikli¢ne
promene NiTi mogu dovesti do pucanja TiO; i time do oslobadanja Ni jona. Drugim
reCima, keramiCka priroda TiO, nije kompatibilna sa superelasticnim svojstvima NiTi
legura, ili cikli¢énim pulsiranjem krvih sudova [645]. Oksidni sloj je vrlo krut i lomljiv pod
dejstvom stresa. Osim toga, sto je deblji sloj, veca je tendencija da se formiraju pukotine.
Razlog tome je Sto se keramicke strukture drze medusobno kovalentnim 1 jonskim vezama,
koje mogu da se prekinu usled plasti¢ne deformacije [645]. Nekoliko radova je pokazalo da
pseudoelasti¢ne NiTi SMA podnose deformaciju 0.6-3% nakon ¢ega se razvijaju pukotine u
debelom sloju TiO,, ¢ime se faza bogata Ni izlaze okolnoj sredini, povecava se oslobadanje
Ni jona [646, 647]. Sa druge strane, Kimura i Sohmura [648] su pokazali da je tanak
oksidni sloj Ti bolji za oCuvanje integriteta povrSinskog sloja i rezistencije na velike
deformacije uzrokovane ciklicnim promenama oblika SMA. Habijan i sar. [615] su
nedavno pokazali da NiTi sa elektro-poliranom povr§inom imaju gust i nekoliko nm debeo
sloj oksida, pri ¢emu oslobadaju malu koli¢inu Ni (do 25ppm) bilo u statickim ili
dinamickim uslovima, ¢ak i nakon 7 dana kondicioniranja. Ovaj nalaz je ukazao na to da
mali mehanicki pritisci, nemaju dodatan efekat na otpustanje Ni sa NiTi legura. Ovi autori
su takode zakljucili da, obzirom da je sloj Ti-oksida vrlo krut, verovatnije je da se tokom
kondicioniranja u dinamic¢kim uslovima kulture iznova regenerise sloj Ti-oksida. U skladu
sa tim, moze se ocekivati slicno ponaSanje NiTi RS traka, obzirom da je tokom

kondicioniranja Ti-oksidni sloj je i dalje bio tanak.

Prisustvo deponovanih elemenata kao $to su P i1 Cl nakon kondicioniranja je
ocekivano, obzirom da RPMI medijum sadrzi visoku koncentraciju ovih elemenata.
Medutim RPMI medijum ne sadrzi jone Zn, pa se moze pretpostaviti da je Zn poreklom od
FCS. Messer 1 sar. [649] su joS ranije pokazali da je koncentracija Zn u FCS oko 2.8 ppm.
Obzirom da smo mi nasli znac¢ajno vecu koncentraciju ovog jona na povrsini NiTi RS traka,

moguce je da je Zn apsorbovao iz medijuma za kulture na TiO; u procesu koji je detaljno
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proucavan od strane Hasany i sar. [650]. Na pH7, Zn se nalazi dominantno u Zn®* stanju
(99.33%), Sto dovodi do njegove adsorpcije za negativno naelektrisanu povrSinu TiO; .
Ovaj nalaz je vrlo interesantan, obzirom da Zn moze imati razliCite bioloSke efekte u

zavisnosti od koncentracije [651].

Pokazali smo da se Ti ne oslobada sa povrSine legura u medijum za kulture,
najverovatnije usled toga Sto brzo oksiduje i time gradi protektivan TiO; sloj. U tom
kontekstu, poboljsana biokompatibilnost usled ovog bioloski inertnog sloga je jedan od
razloga za Siroku biomedicinsku primenu implantata na bazi Ti [266]. Kontrolne NiTi ploce
su oslobadale do 120 mg/l Ni, a ova koncentracija je bila 50% manja od koncentracije Ni
oslobodenog sa Cistih Ni plocica. Najverovatnije objasnjenje za ovaj fenomen je da Ti ima
mnogo veci afinitet za reakciju sa O u poredenju sa Ni, §to dovodi do formiranja
nerastvornog TiO, sloja koji deluje kao barijera za dalje oslobadanje Ni. Sa druge strane,
kristalna reSetka NiTi ispoljava jake atomske vezivne sile koje su na prelazu izmedu
kovalentne 1 metalne veze, §to znac¢i da atomi tesko napustaju ovu kristalnu reSetku [266].
Za razliku od kontrolnih NiTi plocica, NiTi RS trake ne oslobadaju znac¢ajnu koli¢inu Ni
(20 pg/l). Ova koncentracija Ni je mnogo manja od one koju ju je Svetska zdravstvena
organizacija propisala u vodicu za dnevni unos Ni hranom (82-406 pg/l), i odgovara
koncentracijama Ni u pijacoj vodi ili koncentraciji u ukupnoj krvi i plazmi zdravih osoba
(5-25 pg/l) [266]. Mikrostrukturna analiza stoga ukazuje da je struktura povrSinskog sloja
Ti-oksida na legurama dobijenim valjanjem otopina verovatno najvazniji faktor koji

potpuno sprecava oslobadanje Ni sa povrSine NiTi RS traka.

5.3.5 Potencijalni mehanizmi delovanja NiTi RS traka i njihova primena

Koji su potencijalni mehanizmi imunomodulatornih delovanja NiTi RS traka?
Pokazali smo da DC adheriraju za podlogu NiTi RS traka, §to predstavlja vazan signal za
sazrevanje DC. Integrini su u velikoj meri ukljuceni u odgovoru ¢elija na TiN-oblozene
NiTi SMA [619] 1 druge biomaterijale [652]. Stoga bi interesantno bilo ispitati koja je

uloga intergrina u odgovoru DC na NiTi RS trake. Medutim, drugi faktori, kao Sto su Ti i
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Ni na povrsini NiTi RS traka, takode mogu biti ukljuceni u ovaj proces. Ti joni, na primer,
modifikuju znacajno osobine DC povecavajuci alostimulatorne sposobnosti i polarizaciju
imunskog odgovora u pravu Thl [653]. Pokazano je da Ni indukuje fosforilaciju ERK,
JNK, 1 p38, ¢ime se reguliSe sazrevanje 1 ekspresija CD83, CD86, CCR7 i produkcija IL-12
od strane DC [654]. Nedavno je pokazano da Ni joni smanjuju ekspresiju Trim23 gena
[618] koji predstavlja regulator NEMO [655], §to moZe biti osnova za tolerogene funkcije
NiTi RS traka. lako u kondicioniranom medijumu ima vrlo malo ovih elemenata, Ni 1 Ti
joni su detektovani sa povrSini NiTi RS traka, ¢ak i posle kondicioniranja. Moguce je da je
lokalna koncentracija dostupnog Ni i Ti na mestima bliskog kontakta izmedu NiTi RS traka
i DC vec¢a nego ona koja je nadena u kondicioniranom medijumu, §to potencijalno moze

dovesti do imunomodulatornih efekata.

Interesantan je rezultat da se je na povrSini NiTi RS traka, koje su kondicionirane u
medijumu tokom 2 dana, izmerena veca koncentracija Zn. Zn predstavlja vazan signalni
molekul u imunskim c¢elijama, pogotovo u odgovoru DC na LPS [651]. LPS reguliSe
ekspresiju razlicitih transportera za Zn [656] i Kitamura i sar. [657] su pokazali da
modulacijski efekti Zn ima ogroman uticaj na DC, pri ¢emu slobodan Zn inhibira aktivaciju
DC. Zn deluje na aktivnost PDE [658] i fosforilaciju IRAK [659], dovodi do smanjenja
aktivacije NF-kB 1 sekrecije proinflamacijskih citokina stimulisane LPS-om [660].
Obzirom da cAMP mozZe da blokira povecanje ekspresije MHC stimulisane LPS-om [661],
stimulacija cAMP od strane Zn moZe jedan od mehanizama odgovornih za smanjenje HLA-
DR na DC kultivisanim na NiTi RS trakama. U svakom slu¢aju, mehanizmi uocenih
efekata NiTi RS traka verovatno zavise od kompleksnog sinergistiCkog delovanja

povrsinske mikrostrukture, Ni, Ti 1 Zn jona u dinamickim uslovima kulture.

U odnosu na ove rezultate, postavlja se pitanje primene ovih materijala u medicini.
NiTi legure predstavljaju revolucionarno sredstvo za unapredivanje kvaliteta dijagnostike 1
terapije [662]. NiTi stentovi ili graftovi se ve¢ primenjuju kod terapije vaskularnih
aneurizmi ili vaskularnih okluzivnih bolesti uzrokovanih aterosklerozom [663].
Koris¢enjem NiTi SMA u terapiji ovih oboljenja se moze proSiriti ateroskleroti¢ni krvni

sud ili premostiti aneurizma krvnog suda. Studije u kojima je kori§¢en ovakav stent kod
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zivotinja i ljudi [664, 665] su zakljucile da NiTi stentovi vrSe konstantan pritisak na zidove
suda nakon ugradivanja. Ovaj proces je veoma vazan za prevenciju restenoze. Tanke NiTi
legure mnogo bolje odgovaraju ovakvoj namerni, pogotovo ako su krvni sudovi manjeg

promera [666].

Imunski sistem je vazan faktor inicijacije 1 progresije aneurizmi i ateroskleroza, pri
¢emu je uloga DC u ovim procesima veoma vazna [667, 668]. DC u aterosklerotskim
plakovima i zidovima aneurizmi potic¢u od prekursora DC, monocita periferne krvi, koje se
diferenciraju u DC nakon transmigracije [112]. JoS uvek nije potpuno rasvetljena uloga
imunskih mehanizama u razvoju ovih oboljenja. lako postoje kontradiktorni rezultati u vezi
Th ¢elijskog tipa odgovornog za patogenezu ateroskleroze i aneurizme, izgleda da je Thl
odgovor vazan za razvoj ateroskleroze, dok je imunopatologija i progresija aneurizme
posredovana Th2 ¢elijama [605-607]. Za razliku od toga, pretpostavlja se da Th17 ¢elije
potenciraju proinflamacijski odgovor u aterosklerozi ali postoje i kontradiktorni rezultati.
Nedavno su Madhur i sar. [669] pokazali na miSijem modelu da IL-17 potencira
ateroslerozu, ali da §titi aneurizmu od pucanja. Stoga mozemo re¢i da protolerogena
sredina moze biti od koristi u terapiji i aneurizme i ateroskleroze. Tolerogene osobine NiTi
RS traka u fizioloSkim uslovima mogu spreciti progresiju bolesti. Medutim, njihova
primena moze biti dovedena u pitanje ukoliko je bolest prac¢ena prejakom inflamacijom.
Naime, pokazali smo da DC tretirani LPS-om nakon kontakta sa NiTi1 RS trakama stimuliSu
Th1 1 smanjuju Th2 1 Th17 odgovor. Stoga bi NiTi RS trake mogle pogorsati stanje u kojoj
preovladuje Th1 imunopatologija. Medutim, ako je patologija posredovana sa Th17 ili Th2
citokinima, NiTi RS trake bi mogle ispoljiti antiinflamacijske efekte, pored mehanickog
doprinosa u popravci oStecenja. Druga potencijala primena NiTi RS traka je u izgradnji
mikroprekidaéa i mikro-elektro-mehani¢kih sistema. Sto je SMA tanja, manja je i koli¢ina
energije koja je potrebna da se ona zagreje 1 ohladi, Sto znaci 1 da ona brze odgovara na
odredene stimuluse. Pored dobrih mehanickih osobina koje NiTi RS trake ve¢ poseduju

[670], njihova tolerogenost moZze biti prednost ako se ovi uredaji implantiraju u organizam.

Senzibilizacija na Ni je povezana sa ispoljavanjem kompleksa Ni-hapten na MHC

molekulima DC, pri ¢emu je hapten cesto autoantigen [334]. Kompleks Ni-protein
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stimuliSe ekspresiju kostimulatornih molekula (CD80, CD86 i CD40) i hemokinskog
receptora CCR7 na DC [671]. Medutim, do nedavno nije bilo poznato zasto Ni-protein
aktivira DC, ali ne moze indukovati senzibilizaciju DC miSeva bez dodatne aktivacije sa
adjuvansom [338]. Schmidt i sar. [339] su nedavno pokazali da humane, ali ne 1 miSije,
TLR prepoznaju kompleks Ni-proteina. Medutim, nije jasno zaSto su samo pojedine osobe
alergicne na Ni. Opisani su ozbiljni nepozeljni efekti, kao $to je tromboza, sistemska
inflamacija 1 iznenadna smrt [333], kod nekih pacijenata sa implantatima od NiTi, $to se
moze objasniti njihovom preosetljivoséu na Ni. Smanjeno oslobadanje Ni sa NiTi SMA bi
moglo ublaziti senzibilizaciju na NiTi. U tom kontekstu, NiTi RS trake oslobadanju Ni u
zanemarljivoj koli¢ini, a njihov tolerogeni efekat na nezrele DC se moze smatrati kao
pozeljan u implantologiji. Medutim, potrebno je ispitati 1 da li bi DC iz osoba koje su

osetljive na Ni, mogle biti senzibilisane NiTi RS trakama.

Ispitivanje citokompatibilnosti je preduslov da se bilo koji materijal namenjen za
implantaciju primeni in vivo [672]. Medutim ¢ak 1 materijali koji se pokazu kao
biokompatibilni in vivo mogu imati nepozeljne hroni¢ne efekte, koji se uglavnom odnose
na aktivaciju imunskog sistema. Nasa kompleksna studija o biokompatibilnosti i
imunobiologiji DC, kao klju¢nih ¢elija koje iniciraju i reguliSu imunski odgovor, ukazuje
na to da citokompatibilne NiTi RS trake mogu imati korisne, ali i neke neZeljene efekte kod
primene in vivo. Aplikacija NiTi RS traka kao stentova za vaskularne okluzivne bolesti
mozZe biti korisna kod pacijenata, usled njihovog potencijalnog tolerogenog efekta. Obicno
se DC ili njihovi prekurosori u krvi se nalaze u nezrelom stanju [134] i poseduju tolerogene
osobine [673]. Stoga bi kontakt nezrelih DC sa NiTi RS trakama mogao povecati
tolerogenost ovih ¢elija. DC koje bi bile u interakciji sa NiTi RS trakama, a nakon toga
aktivirane proinflamacijskim citokinima u aterosklerotskoj leziji, mogle bi da zadrze
tolerogeni potencijal. Naime, pokazano je da i1 drugi faktori, kao Sto su oksidovani
fosfolipidi (dobro poznati proaterogeni faktor), spreavaju sazrevanje i imunostimulatorni
kapacitet DC [674]. Sa druge strane, NiTi RS trake bi mogle aktivirati DC tokom infekcije 1
dovesti do pojaCanja inflamacijskog odgovora, Sto bi u tom slucaju imalo negativne

posledice po pacijenta. Da bi se doneo odgovarajuci zakljucak o sigurnosti NiTi RS traka
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kao bioimplantata, neophodno je jo$ ispitivanja. Ove studije bi trebalo prvo da budu
izvodene na Zzivotinjama. U nekoliko poslednjih godina je razvoj inbrednih i transgenih
sojeva miSeva 1 zeCeva pruzio znacajan uvid u geneticke i imunoloske osnove mnogih
bolesti [604, 605, 675, 676]. Medutim, ateroskleroza i razvoj aneurizme, koji se inace
tretiraju stentovima, nisu prirodne bolesti kod glodara, te se indukuju eksperimentalno na
razli¢ite nacine. Stoga, iako su eksperimentalni animalni modeli nezamenjivi u studijama
koji ispituju mehanizme vaskularnih bolesti, postoje brojna ograni¢enja koja se moraju
uzeti u obzir. Usled nepristupacnosti koronarnih, karotidnih i cerebralnih arterija, koji su
najces¢e zahvaceni vaskularnim okluzivnim bolestima, studije na miSevima se uglavnom
fokusiraju na aorte i velike krvne sudove. Struktura i hidrodinamika ovih manjih miSi¢nih
arterija, a ¢ak 1 embrionalno poreklo njihovih miSiénih ¢elija, se znacajno razlikuje od
velikih elasti¢nih arterija koje ne najc¢eS¢e koriste u studijama na misSevima [605, 677].
Osim toga, imunski sistem misa se znacajno razlikuje od imunskog sistema ljudi. Poznato
je da su rezidentne i inflamacijske DC, kao i druge komponente imunskog sistema miseva,
drugacije nego kod ljudi [101, 605]. Stoga bi osim in vivo studija na miSevima trebalo
ispune kriterijum koji je neophodan za njihovu bezbednu aplikaciju kod ljudi, dugoro¢ne

klinicke studije ¢e jasnije pokazati imunoloske efekte primene ovih biomaterijala.

5.2. BIOKOMPATIBILNOST I IMUNOMODULATORNE
OSOBINE NANOCESTICA ZLATA

Nanomaterijali na bazi GNP su vrlo atraktivni u biomedicini kao sistemi za dostavu
lekova 1 biomolekula u ciljanoj celijskoj terapiji [405, 410-423], kontrastni agensi u
dijagnostickim procedurama [377], 1 u fototermalnoj terapiji tumora [386, 387]. Za primenu
GNP u dijagnostici i1 fototermalnoj terapiji se ocCekuju posebne fizicko-hemijske
karakteristike GNP, pre svega specifi¢na povrSinska plazmon rezonanca, od koje zavise
opticke osobine GNP. Pored toga, za svaku od navedenih primena GNP se oc¢ekuje njihova

drugacija biokompatibilnost. Za ciljanu dostavu lekova u tumor, fotototermalnu terapiju i
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dijagnostiku tumora je korisno ako GNP izazivaju citotoksi¢nost samo ovih ¢elija. Sa druge
strane, u oslikavanju bioloskih struktura se ne ocekuje citotoksi¢ni efekat GNP.
Biokompatibilnost GNP zavisi od njenih fizicko-hemijskih karakteristika, ali 1 od njihove
veliCine. lako je zlato inertno za bioloske sisteme [567], pokazano je da nanocestice od
Cistog zlata mogu interagovati sa razli¢itim ¢elijskim komponentama i indukovati razlicite
bioloske efekte, od toksi¢nog [568] do imunomodulatornog efekta [569]. Losa
biokompatibilnost GNP moze posledica i citotoksicnih redukujucih/stabiliziraju¢ih agenasa
koji se koriste pri njihovoj sintezi [570], zbog Cega se konstantno razvijaju nove metode
sinteze GNP. U ovom radu je po prvi put koris¢ena ultrasoni¢na sprej piroliza (USP) za
sinzetu GNP iz recikliranog zlatnog nakita, u kojoj je H, koris¢en kao redukujuci agens
(odeljak 1.6.2.4 i1 3.3.1). Pokazali smo da je ovom metodom moguce sintetisati GNP
razli¢itih veliCina i oblika (nanosfere, nanostapic¢i, nanotrouglovi, nanokocke, nanodiskovi)
[11], od kojih je svaki vrlo interesantan za oslikavanje ¢elijskih struktura. Obzirom da
biokompatibilnost ovakvih nanocestica nije poznata, cilj ovog rada je bio da se ispita
biokompatibilnost i imunomodulacijske osobine GNP dobijenih USP metodom, u odnosu

na njihove mikrostrukturne karakteristike.

5.2.1. Mikrostrukturna analiza frakcija nanocCestica zlata dobijenih USP

metodom

Pokazali smo da USP predstavlja inovativnu tehnologiju koja se moze koristiti za
sintezu GNP, ¢ak 1 od recikliranog zlatnog nakita. EDX analiza ovih GNP je pokazala da su
neke frakcije GNP kontaminirane legiraju¢im elementima. Frakcije od Cistog zlata (1 12) su
uglavnom bile sferi¢ne i produkovane su smanjenjem temperature od 800°C na 300°C.
Medutim, oba tipa GNP su bile delimi¢no aglomerirane. Za razliku od njih frakcija 3 je
sadrzala 1 sferi¢ne 1 StapiCaste nanocestice, ali su Cestice bile znacajno manje aglomerirane
nego u frakcijama 1 1 2. Ova razlika u aglomeraciji je najverovatnije posledica razlicite
temperature na kojoj je vrSena termalna dekompozicija/atomizacija primarnog rastvora

recikliranog metalnog nakita (800°C za frakciju 3 a 300°C za frakciju 1 i 2). Ovo ukazuje
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da USP moze sluziti i za generisanje Stapi¢astih GNP, pored sferi¢nih, $to moze naci
primenu u biomedicini [678]. Treguer-Delapierre i sar. [679] su pokazali da Stapi¢aste GNP
poseduju dve razliCite plazmon rezonance. Dve povrSinske plazmon rezonance nastaju
usled oscilacije elektrona popreko i uzduz longitudinalne ose nanostapica, a nazivaju se
transverzalna i1 longitudinalna plazmon rezonanca. Transverzalna povrSinska plazmon
rezonanca ne zavisi od odnosa duzine i Sirine, i ista je kao plazmon rezonanca sferi¢nih
GNP. Longitudinalna povrsinska plazmon rezonanca se povecava sa povecavanjem odnosa
duzine 1 Sirine nanostapica [346]. Tako je na primer uoceno da rezonantni pomeraj od oko
100 nm nastaje ako se odnos Sirine i duzine nanos$tapica promeni za jedan [679]. Moderne
metode izraCunavanja povrSinske plazmon rezonance, bazirane na Mie-ovoj teoriji,
pokazuju da longitudinalna plazmon rezonanca nanoStapi¢a zlata ima maksimuma
apsorpcije pri ve¢em intenzitetu i talasnoj duzini, kako se povecava odnos duzine i Sirine
nanocCestica [346, 348]. U frakciji 4 su detektovani najrazliCitiji oblici nanocestica,
ukljucujuéi nanostapic¢e, nanodiskove i nanotrouglove. Trouglaste nanocCestice se mogu
sintetisati fotohemijskim 1 hemijskim metodama [347], a opticke osobine ovih nanocestica
u velikoj meri zavise od geometrije njihovih uglova i ivica. Skracivanje ivica izaziva
pomeraj povrSinske plazmon rezonance ka plavom spektru [346-348]. Diskovi takode
pokazuju zavisnost plazmon rezonance od odnosa veli¢ina koje ga definiSu [349]. Za
razliku od toga, frakcija 5 je sadrzala isklju¢ivo sfericne nanocestice. U frakciji 4 1 5 su
pronadeni brojni legiraju¢i elementi. Na primer, frakcija 4 je pored Au sadrZala i Ag, dok je
frakcija 5 sadrzala Ni, Zn i Cu, od koji svi imaju citotoksi¢ne efekte [680]. Frakcije 415 su
formirane u boci sa vodom 1 alkoholom, a metalni joni detektovani u njihovom sastavu
najverovatnije poticu iz interakcije zlata sa hloridima i nitratima u primarnom rastvoru, ili

od mikrolegirajuc¢ih elemenata u sekundarnom zlatu.

Pokazano je da USP omogucava promenu veli¢ine nanocCestica promenom
ultrasoni¢ne frekvencije. Naime, frakcije 1 i 2 su sintetisane na sli¢an nacin (300°C) i
sakupljene sa zidova reakcione cevi, a kori§¢ena je 1 ista koncentracija primarne reakcione
smeSe. Stoga se moze zakljuciti da je razlika nastala iskljuc¢ivo koriS¢enjem razli¢itih

ultrasoni¢nih frekvencija (0.8 MHz za frakciju 1 1 2.5 MHz za frakciju 2), pri ¢emu veca
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frekvencija indukuje manju veli¢inu dispergovanih kapljica u atomizeru [554, 681]. Razlike
izmedu ocekivane i dobijene veli¢ine nanocestica ove dve frakcije mogu nastati usled
razlika u povrSinskim tenzijama 1 gustinama vodenih rastvora, mikroporoznosti
nanocestica, a pogotovo aglomeracijom kapljica aerosoli usled brzog protoka noseceg gasa,
tj. efekta turbulencije. Osim toga, uticaj temperature na srednji dijametar nanocestica nije
uzet u obzir pri racunanju. U cilju smanjivanja razlike izmedu izracunate i dobijene veli¢ine
GNP, velicinu kapljica treba meriti metodom laserske difrakcije. Prisustvo nanoStapica i
diskova u frakciji 4 je prilicno interesantan novi nalaz, ali dodatno otezava raCunanje

veli¢ine nanocestica.

5.2.2 Citotoksi¢nost frakcija GNP na modelu timocita pacova 1 L929
¢elija

U testovima citotoksi¢nosti frakcija GNP su koriS¢ena dva tipa ciljnih ¢elija: L929
fibroblasti 1 timociti pacova. L929 ¢elije su predlozene od strane ISO standarda kao prvi
test biokompatibilnosti biomaterijala [682]. U ranijim studijama smo pokazali da su
metala u kondicionirani medijum [567, 683]. Frakcije 1 1 2 nisu izazivale direktnu
citotoksi¢nost pacovskih timocita, ali su visoke koncentracije (100 pg/ml) smanjile
proliferativnu aktivnost 1929 ¢elija. Odsustvo toksi¢nog efekta Cistth GNP moze se
objasniti ¢injenicom da ove ¢elije ne internalizuju GNP, 1 da se Au ne oslobada sa partikula

u medijum za kulture [567].

Za razliku od toga, L.929 ¢elije imaju sposobnost fagocitoze [555], i1 inhibitorni efekat
GNP na metabolicku aktivnost ovih ¢elija nakon produZene kultivacije (3 dana) je
najverovatnije posledica manjeg broja ovih Celija u kulturi usled njihove smanjenje
proliferacije. Razlog tome moze biti interferencija signalnih puteva ukljucenih u regulaciju
proliferacije od strane internalizovanih GNP. Ova hipoteza je zasnovana na drugim
studijama koje su pokazale da internalizovane GNP nisu citotoksi¢ne za fibroblaste, ali da

redukuju njihovu proliferativnu sposobnost tako $to povecavaju oksidativni stres ovih ¢elija
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[684], ili uticu na strukturu citoskeleta [685]. Osim toga, mogucée je proliferacija bila

modulirana usled uticaja GNP vezanih za membranu L929 ¢elija, na meducelijski kontakt.

GNP su prethodnim radovima opisane kao netoksi¢ne u in vitro 1 in vivo uslovima
[570, 686] usled hemijske stabilnosti Au. Medutim, postoje studije koje ukazuju na to da
GNP mogu biti citotoksi¢ne, pogotovo ako im je hemijskom modifikacijom poboljSana
disperzibilnost u vodi. Goodman i sar. [432] su ispitivali toksi¢nost anjonskih i katjonskih
GNP na Cos-1 ¢elijama 1 eritrocitima, pri ¢emu su Cos-1 ¢elije 1 CV-1 fibroblasti bili
transformisani pomo¢u SV40 virusa. Pokazano je da katjonske partikule, koje su
funkcionalizovane kvaternanrim aminima, izazivaju 7 puta vecu toksi¢nost nego anjonske
partikule u kojima su amino grupe zamenjene karboksilnim. Connor i sar. [570] su koristili
MTT esej za ispitivanje toksicnosti 18nm GNP na K562 ¢elijjama, pri ¢emu je povrSina
GNP bila modifikovana sa nekoliko liganada, kao S$to je citrat, biotin 1  cetil
trimetilamonium bromid (CTAB). GNP modifikovane citratom i biotinom nisu izazivale
toksic¢nost i do 250 uM, dok su CTAB-GNP bile toksi¢ne ve¢ pri koncentraciji od 0.05 pM.
Medutim, ispiranjem ovih nanoCestica od CTAB, gubi se ovakav citotoksi¢ni efekat.
Niidome 1 sar. [433] su koristili zlatne nanoStapi¢e i1 pokazali da CTAB-oblozeni
nanoStapi¢i imaju visoku citotoksi¢nost, dok nanoStapi¢i istih dimenzija obloZeni sa PEG-
SH nemaju toksi¢ni efekat ni pri 10 puta ve¢im koncentracijama. Leonov 1 sar. [687] su u
tom smislu pokazali da osim zamene CTAB polistiren sulfonatom, 1 ispiranje nanoStapica 3
puta, moZe znacajno da smanji toksi¢nost ovih nanocestica. Poredenjem efekta slobodnog
CTAB i drugih stabiliziraju¢ih agenasa je pokazano da je efekat triput ispranih nanostapica
sli¢an efektu 10 uM CTAB. Medutim, problem je §to se ispiranjem nanoStapi¢a od CTAB
gubi njihova stabilnost 1 Cestice poc¢inju da agregiraju, Sto je praceno dodatnim
oslobadanjem CTAB u okolni medijum. Sli¢no tome, Alkilany i sar. [688] su pokazali da
zamena CTAB sa poliakrilnom kiselinom i polialilamin hidrohloridom znacajno smanjuje
toksi¢nost nanoStapi¢a zlata na celije humanog kolonorektalnog karcinoma (HT-29).
Citotoksi¢nost drugih tipova nanocestica zlata je takode ispitivana [689]. GNP dobijene
USP metodom nisu stabilizovane ovakvim agensima, §to je jedan od razloga odsustva

njihovog citotoksi¢nog efekta, ali razlog njihove aglomeracije u kulturi. UopSte uzev, niska
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toksi¢nost GNP se moze se objasniti niskim kapacitetom L929 ¢elija za fagocitozu. Osim
toga, GNP frakcije 1 i 2 sadrze aglomerirane Cestice, a njihova ultrasonifikacija pre
upotrebe nije bila potpuno efikasna u disperziji ovih nanocestica. Takode, reagregacija u
medijumu za Celijske kulture je vodila formiranju mikronskih cestica, ¢ime je dodatno
smanjena fagocitoza. U budu¢im eksperimentima je neophodno optimizovati
disperzibilnost GNP u cilju boljeg razumevanja mehanizama njihove fagocitoze i bioloskih

efekata.

Pan 1 sar. [435] su pokazali da GNP koje su stabilizovane derivatima trifenilfosfina,
ispoljavaju citotoksi¢nost na epitelnim ¢elijama, tkivnim fibroblastima, makrofagima i
melanomskim ¢elijama, u zavisnosti o njihove veli¢ine. Nanocestice veli¢ine 1.4 nm su bile
toksi¢nije od vecih nanocestica. Suprotno tome, manje Cestice zlata, kakve su u Tauredonu
koji se koristi za terapiju hroni¢nih inflamacijskih bolesti [690-692], i Cestice zlata vece od
15nm, nisu ispoljavale citotoksi¢nost. Citotoksicnost GNP moze zavisiti i od stepena
preuzimanja od strane ¢elija, ali 1 od vrste ¢elija koja preuzimaju GNP. Naime, Patra i sar.
[693] su pokazali da 33nm GNP nisu toksi¢ne za BHK21 ¢elije ili HepG2, ali jesu za Celije
humanog hepatocelularnog karcinoma A549. Za razliku od studija u kojima su GNP
okarakterisane kao netoksi¢ne, Fan 1 sar. [694] su pokazali da GNP 5, 15 1 30 nm jesu
toksi¢ne za Celije kostne srzi 1 humanog hepatokarcinoma (HuH-7). Naime, 15nm i 30nm
GNP u koncentraciji do 70 pg/ml, smanjuju metabolicku aktivnost ovih ¢elija za 20%
izmerenu MTT esejom, dok su 5Snm GNP u koncentraciji 30 pg/ml smanjuju vijabilnost
¢elija za 40%. Razlog tome je Sto se manje nanocestice se generalno bolje preuzimaju od
vecih. Osim toga, manje nanocestice imaju ve¢i odnos povrsine i zapremine [188, 695]. U
skladu sa ovim podacima se moze pretpostaviti da je veci inhibitorni efekat frakcije 2 na
proliferaciju L929 celija uzrokovan manjom velicinom ovih nanocestica, odnosno

njihovom vecom internalizacije.

Znatno veca citotoksicnost frakcija koje su bile kontaminirane metalima, moze se
objasniti toksi¢nim efektom internalizovanih nanocestica, ali 1 metalnih jona oslobodenih sa
nanocestica u medijum za kulture, ili intracelularno nakon internalizacije. Na$i rezultati

ukazuju na to da citotoksi¢nost GNP frakcija 3, 4 1 5 zavisi od sastava partikula,

301



kontaminiraju¢ih elemenata, i njihove koncentracije. Frakcija 3, koja je sadrzala ¢iste GNP
i nanostapice, sadrzala je mali procenat kontaminirajuée Cu (do 3%). Upravo joni Cu®"
oslobodeni intracelularno, mogu biti razlog inhibitornog efekta ove frakcije na metabolicku
aktivnost 1929 celija. Odsustvo citotoksi¢nog efekta frakcije 3 na timocite se moze
objasniti &injenicom da koncentracija Cu®* jona oslobodenih u medijum nije dovoljan da
izazove citotoksi¢nost kod nefagocitnih ¢elija. Pokazano je da su joni Cu toksi¢ni za L.292
¢elije 1 gingivalne fibroblaste u relativno visokim koncentracijama (0.33-1mM) [583]. Nasi
prethodni rezultati ukazuju na to da koncentracije Cu manje od 8 ppm nisu citotoksi¢ne
[683]. Takode je poznato da koli¢ina oslobodenog Cu sa legure koja sadrze ovaj element ne
zavisi od njegove koli¢ine u rastvoru nego od korozivnih osobina te legure. Da bi se doneo
jasniji zaklju€ak o moguéem toksi¢nom dejstvu Cu sa frakcije 3 GNP, neophodno je ispitati
kinetiku oslobadanja Cu nakon internalizacije 1 njegovu intracelijsku koncentraciju. Veca
citotoksi¢nost frakcije 3 moze biti i posledica njihove vece fagocitoze od strane 1L.929 ¢elija,
u odnosu na frakciju 1 1 2. Ukoliko je antiproliferativni efekat frakcije 3 posledica
internalizovanih GNP, najverovatnije je da je ovaj efekat bio posredovan nanocesticama
sfericnog oblika a ne nanoStapi¢ima. Naime pokazano je da se nanoStapi¢i fagocituju
veoma sporo usled mnogo veéeg vremena koje je potrebno da ih obmota ¢elijska membrana
[696]. Stoga je neophodno primeniti mnogo osetljivije tehnike kako bi se izmerila

internalizacija nanocCestica razlicitih veli¢ina.

Citotoksi¢nost frakcije 4 1 5, 1 na timocite 1 na L929 ¢elije je najverovatnije rezultat
efekta kontaminiraju¢ih mikroelemenata cije je dejstvo sinergisticko. Frakcija 4 sadrzi Au i
Ag, 1 mikronske je veliCine, pa se moze pretpostaviti da je oslobadanje Ag sa povrSine
nanocestica najvazniji citotoksicni faktor. Brojne studije su potvrdile da Ag osloboden sa
povrsine legure moze izazvati citotoksi¢nost [586, 697]. Najveci toksicni efekat su imale
GNP iz frakcije 5, §to se moZe objasniti sinergistickim efektom razli¢itih kontaminirajucih
elemenata kao $to su Ni, Zn 1 Cu. Svi ovi elementi su toksi¢ni, a njihov efekat zavisi od tipa
¢elija 1 koncentracije u kojoj se oslobada sa legure, kao 1 duzine izlaganja ¢elija [680, 698,
699]. Nasi rezultati su pokazali da da niZze koncentracije frakcije 5 (25 pg/ml) indukuju 1

apoptozu i nekrozu, dok visoke koncentracije izazivaju isklju¢ivo nekrozu ¢elija. Visoka
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spontana apoptoza timocita u kulturi je u skladu sa drugim publikacijama [700], i rezultat je
smrti zanemarivanjem timocita koji nisu pozitivno selekcionisani u kulturi. Apoptoza i
nekroza su funkcionalno i morfoloski razlicite forme celijske smrti. Medutim, ovaj koncept
je doveden u pitanje otkricem da Celije koje su indukovane da udu u apoptozu umiru
nekrozom kada se istroSe intracelularni depoi energije (deplecija ATP) [591]. Na osnovu
toga se moze pretpostaviti da visoke koncentracije Cu, Ni i Zn koje su oslobodene u
medijum sa frakcije 5, blokiraju sintezu ATP u mitohondrijama ili u glikolizi, i uzrokuju
nekrozu. U tom kontekstu, nasi rezultati su pokazali vecu osetljivost L.929 c¢elija na
nekrozu, u poredenju sa timocitima. Kada je nivo ovih toksi¢nih jona nizi, koncentracija
ATP je i dalje dovoljna da se izvrsi apoptotski program [591]. Mehanizmi toksi¢nosti GNP
mogu biti posredovani indukovanjem oksidativnog stresa kod ¢elija koje su internalizovale
GNP. U skladu sa tim, Jia i sar. [701] su pokazali da GNP indukuje oslobadanje NO iz
seruma, dok Li i sar. [702] ukazuju da ove nanocestice indukuju oksidativni stres koji moze
ostetiti Celije in vitro. Osim toga, pokazano je da citratom oblozene GNP stimuliSu
respiratornu aktivnost makrofaga i aktiviraju mitohondrijske enzime ovih celija [454].
Stoga bi trebalo ispitati 1 da 1i toksi¢ni joni osloboden sa GNP frakcije 3, 4 1 5
intracelularno indukuju oksidativni stres 1.929 ¢elija, i na taj nacin dovode do smanjenja

njihove vijabilnosti 1 proliferacije u kulturi.

5.2.3. Citotoksic¢nost 1 imunomodulatorne osobine frakcija GNP na

modelu splenocita aktiviranih pomocu Con-A

U ovom delu ispitivanja smo pokazali smo da Ciste nanocestice zlata frakcije 112 ne
ispoljavaju direktan citotoksicni efekat na splenocite aktivirane sa ConA, obzirom da
saCuvana vijabilnost 1 metabolicka aktivnost ovih celija nakon 24 sata kultivacije. Ovi
rezultati su u skladu sa prethodnim rezultatima na L929 ¢elija i timocitima, kao i sa drugim
publikacijama [186, 437, 570] koji pokazuju da ¢iste GNP nisu akutno toksi¢ne. Medutim,
ove dve frakcije GNP nisu bile potpuno inertne u kulturi, obzirom da su redukovale

proliferaciju ConA-aktiviranih splenocita. ConA predstavlja jak mitogen 1 poliklonski
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aktivator T celija u prisustvu APC. Proliferacija T ¢elija se pokrece premoséivanjem T
¢elijskog receptora i drugih molekula na T ¢elijama i APC [571]. U tom smislu se moze
pretpostaviti da su efekti frakcije 1 1 2 posredovani modulacijom funkcije ili vijabilnosti
APC, kao sto su DC. Fagocitne ¢elije koje se nalaze u slezini su takode prisutne u ukupnoj
¢elijskoj suspenziji splenocita. Iako je zlato plemenit metal, on je i najelektronegativiji
metal koga znamo. Shodno tome, povrSina ovih nanocestica se brzo oblaze u medijumu
razli¢itim molekulima [688], S$to olakSava njihovu internalizaciju endocitozom
posredovanoj receptorima [178]. Pokazano je da nakon toga, GNP mogu unutar celija
interagovati sa aktinskim filamentima [686], DNK [436], i remetiti redoks status celija

[685], ¢ime deluju na vijabilnost i proliferaciju.

Potvrda hipoteze da GNP frakcije 1 i 2 imaju imunomodulatorni, a ne citotoksi¢ni
efekat, je dobijena analizom produkcije citokina u kulturi splenocita tretiranih sa ConA.
Naime, nadeno je da je produkcija IL-2 manja u kulturama splenocita tretiranih sa GNP.
IL-2 se klju€an za indukciju i1 odrZavanje proliferacije limfocita [703]. Osnovni izvor IL-2
su sami limfociti, koji nakon stimulacije sa APC, proliferiSu i povecavaju ekspresiju CD25
(o subjedinica IL-2 receptora) [704]. Bez ovakve aktivacije, APC mogu indukovati
toleranciju, to jest stanje neresponsivnosti na signale koji se ne smatraju opasnim [705]. Na
osnovu toga, moze se pretpostaviti da frakcije 1 i 2 povecavaju tolerogene osobine APC.
Ova hipoteza je delimicno potkrepljena rezultatima Villiers-a 1 sar. [443] koji su pokazali

.....

nisu citotoksic¢ne za ove ¢elije 1 ne indukuju njihovu aktivaciju.

Frakcije 1 1 2 su proizvedene pod razli¢itim frekvencijama, a ova promena u
njihovom dijametru je dramati¢no promenila imunomodulatorne osobine ovih nanocestica.
Chithrani 1 sar. [197] su pokazali da se GNP 50 nm bolje preuzimaju od stane HeLa ¢elija u
poredenju sa GNP manjeg ili ve¢eg dijametra. Osim toga, poznato je da manje nanocestice
imaju ve¢i odnos povrSine prema zapremini [188, 695], §to im omogucuje da interaguju sa
¢elijskim komponentama nakon internalizacije. TEM analiza je pokazala da frakcija 2
sadrzi veci broj GNP manjih od 100nm, ukljucujuci 1 3.8 viSe nanocestica veli¢ine 50nm, u

odnosu na frakciju 1. Dijametri dobijeni TEM analizom su neSto manji nego oni dobijeni
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SEM-om, §to je u skladu sa literaturnim podacima [706]. Osim toga, SEM analiza je
pokazala da nanocestice frakcije 1 imaju vecu aglomeraciju nego nanocestice u frakciji 2.
Ovo je potvrdeno studijama na TEM-u, s tim da su usled razlika u nacinu pripreme uzoraka
za analizu, nanoCestice na TEM-u izgledale manje aglomerirane. Treba ista¢i da osobine
nanocestica nisu analizirane u hidrodinamic¢kim uslovima, kakvi postoje u ¢elijskoj kulturi.
Disperzibilnost frakcija se delimi¢no popravlja u medijumu, $to je u skladu sa predasnjim
publikacijama [707] koje su pokazale da komponente seruma smanjuju aglomeraciju GNP

usled apsorpcije proteina za njihovu povrsinu.

Osim inhibicije produkcije IL-2, pokazano je da GNP frakcije 2 stimuliSu produkciju
IL-10, za razliku od GNP frakcije 1. Razliciti efekti frakcije 1 1 2 na produkciju IL-10 mogu
biti posledica kvantitativno razli¢itog preuzimanja od strane APC i reaktivnosti ovih
nanocestica. Takode je moguce da se nanocCestice frakcije 2 bolje preuzimaju, obzirom da
im je bolja disperzibilnost u odnosu na ¢estice u frakciji 1. Dakle poboljSana disperzibilnost

frakcija 1 1 2 GNP predstavlja imperativ za buduca ispitivanja imunomodulatornih efekata.

Citotoksi¢ni profili frakcija GNP su u skladu sa njihovim mikrostrukturnim
svojstvima, veli¢inom i elementalnim sastavom. Pri tome, bioloski efekat ovih frakcija
GNP treba posmatrati iz dva ugla. Jedan je efekat internalizacije nanocestica, a drugi efekat
oslobodenih jona sa njihove povrSine. lako frakcija 3 ne izaziva toksi¢nost u kulturi
splenocita, pokazano je da ove nanocCestice imaju snazniji imunomodulatorni efekat nego
frakcije 1 1 2. Razlog tome moZe biti mala koli¢ina oslobodenog Cu u medijum ili
intracelularno. Pokazano je da vece koncentracije Cu izazivaju citotoksi¢nost usled
sposobnosti da generiSe ROS u Fentonovoj reakciji, ¢ime se oStecuje DNK 1 drugi
makromolekuli [708]. Koncentracija Cu u frakciji 3 verovatno nije dovoljna da izazove
toksi¢nost usled postojanja kompenzatornith mehanizama u celijama, ali jeste da
potencijalno izazove oksidativni stres i interaguje sa enzimima i DNK, ¢ime modulira
proliferaciju 1 produkciju citokina od strane splenocita aktiviranih sa ConA. Redukcija IL-2
od strane splenocita tretiranith GNP iz frakcije 3 je svakako doprinela anti-proliferativnom
efektu ovih nanocestica. Frakcije 4 1 5 su usled kontaminacije mikrolegiraju¢im elementima

bile citotoksi¢ne za splenocite tretirane sa ConA, $to je u skladu sa prethodnim rezultatima
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dobijenim na L929 ¢elijama i timocitima pacova. Stoga se moze zakljuciti da je usled
citotoksi¢nog efekta frakcije 4 na splenocite, u kulturama detektovano znacajno manje

citokina u odnosu na kontrolu.

5.2.4. Efekat GNP na maturaciju 1 funkciju DC stimulisanih LPS-om

Sve veca upotreba GNP u fototermalnoj terapiji i dijagnostici maligniteta, namece
potrebu da se ispitaju potencijalno nepozeljni imunski efekti ovakvih procedura. Prethodni
rezultati dobijeni ispitivanjem imunomodulatornog efekta frakcija 1 i 2 GNP na modelu
splenocita aktiviranih ConA su ukazali na to da GNP, u zavisnosti od veli¢ine, mogu imati
imunosupresivni efekat, stimulacijom produkcije IL-10. Imunosupresivni efekti GNP su 1
ranije smatrani kao potencijalno nepozeljni kod terapije kancera [443, 709], ali do sada
niko nije ispitao ovaj problem direktno. Obzirom da proliferacija i produkcija citokina u
ovom modelu prevashodno zavise od prisustva akcesornih ¢éelija u populaciji splenocita
[571], naredni cilj ove studije je bio ispitati zavisnost velicine GNP 1 njihovog
imunomodulatornog efekta na modelu humanih DC. Ovakva ispitivanja su posebno vazna
ako se uzme u obzir da DC predstavljaju klju¢ne celije u kontroli imunskog odgovora na
tumor [710]. Obzirom da frakcije 1 1 2 imaju veliku disperziju veli¢ine, u ovim
ispitivanjima su koriS¢ene komercijalne nanocestice 10nm (GNPjp) i 50 nm (GNPsp) u

dijametru, ¢ija disperzija veli¢ine ne prelazi 2 nm.

U ispitivanju citotoksi¢nosti GNP u kulturi DC smo pokazali da ve¢e koncentracije
GNP/ ispoljavaju pro-apoptotski efekat, Sto je zaklju¢eno na osnovu 2 metode merenja
apoptoze (PI u hipotonom rastvoru i Aneksin-VFITC/PI). Citotoksicnost GNP je opisivana
1 ranije [435, 461], pri ¢emu je zapazeni efekat jaCi nego Sto je dobijeno u naSim
istrazivanjima. Interesantno je to da Villiers 1 sar. [443] nisu uocili citotoksi¢ni efekat GNP
10nm u dijametru na nezrele misije DC pri koncentraciji od (0.5 mM), §to moZe biti
posledica razli¢itog maturacionog stanja DC, i drugacijeg agensa za stabilizaciju koju su
koristili u njihovoj studiji. Za razliku od toga, Qu 1 sar. [711] su koriste¢i MTT esej,

pokazali da 10 1 50 nm GNP nisu toksi¢ne prema embrionalnim fibroblastima, ¢ak ni pri
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300 puM, iako GNP u ovim koncentracijama izazvaju promene u Celijskoj morfologiji.
Pernodet i sar. [685] su, koriste¢i 14 nm GNP (0.2-0.8 mg/ml) pokazali da visoke
koncentracije GNP prolaze ¢elijsku membranu i akumuliraju se u vezikulama, Sto je bilo
praceno ostecenjem aktinskih filamenata, njihove pokretljivosti, proliferacije 1 adhezije.
Pored toga, na modelu dermalnih fibroblasta je pokazano da su 45nm GNP znacajno
toksicnije od GNP veli¢ine 13nm [712]. Kao moguéi razlog je navedeno da 45nm GNP
vise oste¢uju vezikule 1 odlaze u citoplazmu oste¢ujuc¢i normalnu celijsku funkciju. Ovi
rezultati su suprotnosti sa nasim rezultatima gde je pokazano da manje nanocestice (GNP
10nm), u koncentraciji od 50 pg/ml imaju proapoptotski efekat, za razliku od vec¢ih GNP,
obzirom da je indukuju apoptozu kod 20% DC. Takode, pokazali smo da se u DC nalazi
znacajno veci broj GNP, nego GNPs, kao 1 to da GNP ¢es¢e napustaju endozom DC od
GNPs). Razlike u dobijenom efektu mogu biti posledica kori$¢enja razli€itih modela za
ispitivanje citotoksi¢nosti koloidnih GNP, i razlike u mehanizmima internalizacije GNP od
strane fibroblasta i DC. Pokazali smo da se povecavanjem koncentracije GNP (100 i 200
ug/ml) ne povecava procenat apoptoti¢nih DC, najverovatnije zbog toga Sto je maksimalni
fagocitozni kapacitet DC dostignut 1 pri nizim koncentracijama GNPjo. Slicno smanjenje
vijabilnosti od 20% je uoc¢eno u eksprimentima sa Hep-G2 ¢elijama kultivisanim sa 10 nm
GNP u koncentraciji 100 pM, to odgovara 2 x 10'> GNP/ml [713]. Slab proapoptotski
efekat GNP u kulturi DC je uocen koris¢enjem mnogo vece koncentracije nanocestica (50
pg/ml), koji odgovara 5 x 10'* GNP/ml. Nasi rezultati su u skladu sa zakljuCkom Khlebsov-
a 1 Dykman-a, baziranom na brojnim drugim studijama [689], da GNP u koncentraciji od 1
x 10'%/ml nisu citotoksi¢ne za razligite éelijske linije. U skladu sa tim, GNPs, nisu
citotoksiéne za DC pri koncentraciji od 200 pg/ml (0.2 x 10'*/ml), dok GNP, nisu

citotoksiéne u koncentraciji od 10 pg/ml (1.1 x 10'%/ml).

Kljuéni rezultat dobijen u ispitivanju imunomodulatornog dejstva GNP je da
netoksi¢ne koncentracije GNP inhibiraju maturaciju i funkciju DC, kao i njihov kapacitet
da indukuju T ¢Eelijski antitumorski odgovor. U skladu sa rezultatima Villiers 1 sar. [443],
efekat GNP je bio znacajan jedino u prisustvu maturacionog stimulusa. Po prvi put je efekat

GNP proucavan na modelu maturacije humanih DC stimulisane LPS-om i na modelu
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maturacije ovih ¢elija indukovane nekroti¢nim tumorskim ¢elijama. Pri tome su nekroti¢ne
tumorske celije generisane pod uslovima koji se postizu u fototermalnoj terapiji pomocu
GNP [560]. Zajednicko za ova dva maturaciona stimulusa je to da i LPS 1 nekroti¢ne ¢elije
aktiviraju TLR4 signalni put kod DC [401, 710, 714]. Nedavno su Tsai i sar. [569] pokazali
da GNP mogu inhibirati maturaciju makrofaga stimulisanu sa CpG, ali ne sa LPS-om, tako
Sto inhibiraju traslokaciju TLR9 do fagozoma dejstvom na HMGB-1. Suprotno tome,
pokazali smo da GNP, pogotovo manje po dijametru, inhibiraju maturaciju i funkcije DC
indukovanu sa LPS. Razlike u ovakvim nalazima su najverovatnije posledica razli¢itog
odgovora makrofaga i DC na LPS [715]. Pokazali smo da GNP inhibiraju povecanje
ekspresije CD83 molekula kod DC, koji je kljuc¢an za stabilnost maturacije DC u tumorskoj
imunosupresivnoj mikrosredini bogatoj IL-10 [716]. Znacajno smanjenje ekspresije HLA-
DR nakon stimulacije sa LPS-om je verovatno rezultovala slabijim alostimulatornim
kapacitetom DC tretiranih sa GNPy, obzirom da ovaj molekul predstavlja jedan od dva
osnova signala koji su neophodni za proliferaciju CD3T ¢elija. Smanjena alostimulatorna
sposobnost DC tretiranih sa LPS/GNP;y moze biti i posledica povecane produkcije
imunosupresivnog citokina IL-10 od starne DC. IL-10 je takode ukljuen i u stimulaciju
razvoja Th2 ¢elija [134]. U tom kontekstu je pokazano da Th2 ¢elije stimuliSu rast tumora,
za razliku od Thl c¢elija koje su specificne za isti antigen [717]. Pored toga, GNPy
inhibiraju produkciju IL-12p70 stimulisanu sa LPS-om. IL-12p70 je citokin sa Thl
polariSu¢om sposobno$¢u i antitumorskim efektima [718]. U skladu sa tim, Villiers i
DC stimulisanih sa LPS-om. Medutim, niZa produkcija IL-12p70 od strane DC tretiranih sa
LPS/GNP nije bila pra¢ena nizom produkcijom IFN-y od strane CD3"T ¢elija, ukazujuéi
na to da i drugi citokini mogu bili ukljuceni u regulaciju njegove ekspresije [718]. Za
razliku od GNPs koji stimuliSu Th17 polarizacionu sposobnost DC, GNP su delimi¢no
inhibirale ovu sposobnost kod DC. Prisustvo Th17 ¢elija u tumorskom tkivu moZe imati
kako antitumorski, tako 1 protumorski efekat. Medutim, simultana indukcija Th17 1 Thl
odgovora su opisani kao pozeljni u terapiji tumora [719]. Stoga bi se celokupan efekat
GNPy na Th polarizacionu sposobnost DC mogla opisati kao nepozeljna u tumorskoj

terapiji, za razliku od efekata GNP,
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Uloga signalizacije zavisne od Ca®" u sazrevanju DC je proutavana ranije [115]. U
ovom radu smo po prvi put pokazali da GNPy, za razliku od GNPsy znacajno moduliraju
promene u oscilacijama Ca®’ koje indukuje LPS. Vukcevic i sar. [115] su pokazali da
smanjenje fluktuacije Ca®" pod dejstvom LPS-a dovodi do citoplazmatske lokalizacije
NFAT. U skladu sa njihovim rezultatima, ni u nasim eksperimentima nisu detektovane
neposredne promene u influksu Ca*" nakon stimulacije sa LPS-om. Pokazano je da Ca*"
oscilacije zavise od aktivnosti fosfolipaze C, SERCA 1 inozitol-3-fosfatnog receptora na
endoplazmati¢nom retikulumu. Medutim, pokazano je i da influks Ca®" takode ima ulogu u
ovom procesu [115]. Interesantni rezultati su dobijeni u studiji Khan i sar. [440] koji su
pokazali da GNP mogu smanjiti ekspresiju membranskog Ca®" kanala. Na osnovu toga bi
se moglo pretpostaviti da su GNP delovale direktno na oscilacije Ca®*, modifikacijom
influksa Ca”" preko ovih kanala. Medutim, pokazali smo da bez prisustva LPSa, same GNP
ne modifikuju oscilacije Ca®", tako da je delovanje GNP na ovaj signalni put verovatno nije
direktno. Osim toga, eksperimenti u kojima su blokirane oscilacije Ca*" u DC su pokazali
da oscilacije same po sebi nisu jedini regulator nuklearne tranlokacije NF-kB i sazrevanja
DC [115]. Ovi rezultati takode ukazuju na to da je mehanizam dejstva GNP na maturaciju
DC znagajno kompleksniji. U tom kontekstu se moze pretpostaviti da su Ca®" oscilacije
centralni regulatorni faktor koji sinhronizuje sazrevanje DC, 1 moze primiti razli¢ite druge

signale koji dolaze 1z same celije, a neke od njih modifikuju internalizovane GNP,

5.2.5 Internalizacija, 1 intracelularna distribucija GNP unutar DC

Imunomodulatorni efekti ispitivanth GNP mogu se pripisati razlikama u
mehanizmima internalizacije, stepenu nakupljanja u DC 1 intracelularnoj distribuciji, $to
dovodi do razlika u modulaciji signalizacije u DC tokom sazrevanja. Nasi podaci su u
skladu sa drugim studijama koje su pokazale da je preuzimanje GNP energetski zavisan
proces koji se odvija endocitozom [688]. Uoceno je da ovaj proces uglavnom zavisi od
dinamina, ali 1 da DC vi$e internalizuju GNP, posredstvom mehanizama koji ne zavise od

dinamina. Takvi mehanizmi internalizacije su ranije opisivani kod nefagocitnih celija, za
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koje je pokazano da Dinasor redukuje internalizaciju GNP 42% [409]. Moguce je da se
GNP internalizuju od strane DC i alternativnim mehanizmima kao S§to su mehanizmi
posredovani klatrin- i dinamin-nezavisnim nosacima (engl. clathrin-, dynamin-independent
carriers, CLIC) koje reguliSe CDC42 protein [201]. Analize na TEM-u su ukazale na to da
su cevaste membranozne strukture po Sirini (50-80nm) slicne CLIC strukturama. U tom
smislu je moguce da, kada je funkcija dinamina u DC blokirana dinasorom, strukture sli¢ne
CLIC-u imaju funkciju filtera koji vise propusta GNPy u DC nego GNPsy. U skladu sa tom
hipotezom, u cevastim strukturama sli¢cnim CLIC-u kod DC tretiranih dinasorom su uoceni
manji klasteri GNPy, dok su GNPsy uofene u ovim strukturama kao pojedinacne
nanocestice. CDC42 je ukljucen u regulaciju makropinocitoze, fagocitoze i drugih signalnih
mehanizama u DC [720]. Stoga je moguce da GNP,y snaznije deluju na signalne puteve u

toku sazrevanja DC upravo angazovanjem alternativnih puteva internalizacije u DC.

Uoceno je da su nakon internalizacije, GNP preteZno locirane unutar endozoma, Sto
je u skladu sa drugim rezultatima [409, 688, 721]. Takva lokalizacija GNP omogucava
potencijalno dopremanje agonista do endozomnih TLR unutar DC, kao §to su CpG [709] ili
7-TOG [722]. Medutim, GNP su pronadene i izvan endozoma, $to pogotovo vazi za GNP .
Izlazak GNP iz endozoma tumorskih ¢elija je ranije opisan [409], ali do sada nije opisan
kod DC. Izlazak GNP iz endozoma moZe biti potencijalno korisno za dostavu specifi¢nih
agonista do citoplazmatskih receptora kod DC, kao §to su MDA-5 1 NOD-u sli¢ni receptori
[119], ¢ime bi se znacajno poboljSala maturacija i funkcija ovih Celija. Osim toga, izlazak
GNP iz endozoma bi se mogao povecati funkcionalizacijom koja bi povecala povrSinsko
naelektrisanje ovih nanocestica, 1 na taj nain omogucila ubrzan izlazak iz endozoma DC
mehanizmima ,,protonskog sundera® [135]. Obzirom da GNP, koriS¢ene u ovoj studiji
imaju negativnu povrSinsku Sarzu, mehanizam protonskog sundera je malo verovatan.
Medutim, pokazano je da je izlaganje endozoma u kojima su GNP vidljivoj svetlosti,
takode omogucava izlazak ovih nanocestica iz endozoma u citoplazmu [723], §to moZe biti
1 mehanizam izlaska GNP10 iz endozoma u naSim ispitivanjima. Unutar endo/lizozoma i
citoplazme GNP mogu modifikovati aktivnost razli¢itih proteina kao $to su katepsini [724]

ili HMBG-1 [569]. Ovi proteini predstavljaju vazne regulatore sazrevanja i funkcije DC
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[725, 726]. U skladu s tim, GNP, verovatno modifikuju vise razlicitih proteina u poredenju
sa GNPs, obzirom da se internalizuju alternativnim nacinima i vise izlaze iz endozoma.
Iako je proto¢na citometrija i svetlosna mikroskopija pokazala drugacije rezultate, merenja
mikro-PIXE metodom su ukazala na to da je prosecan broj GNP, po DC vec¢i nego broj
GNPs. Stoga se moze zakljuciti da je broj GNP po ¢eliji, a ne njihova intracelularna masa,
ili procenat celija koje su internalizovale GNP, klju¢an za imunomodulatorne efekte ovih
nanocestica. Pokazano je da mikro-PIXE metoda, koja je po prvi put koriS¢ena u ovakvim
ispitivanjima, omogucava preciznu kvantifikaciju GNP unutar DC. Za razliku od ICP-MS
metode [435], mikro-PIXE omogucéava i analizu varijabilnosti internalizacije GNP od
strane DC. Za razliku od drugih [409], u naSoj studiji nije uoCena znacajna korelacija
izmedu velicine ¢elija 1 koli¢ine zlata u njima. Stoga je uoCena varijabilnost verovatnije
posledica heterogenosti DC u smislu njihovog fenotipa i maturacionog stanja, pri cemu se

fagocitna aktivnost DC smanjuje tokom njihove maturacije [134].

5.2.6. Efekti GNP na maturaciju 1 funkcije DC indukovanih nekroticnim
HEp-2 ¢elijama

Kljuéni rezultati dobijeni u ovoj studiji se odnose na ¢injenicu da GNP inhibiraju
maturaciju 1 alostimulatornu aktivnost DC, ¢ak i ako je ona stimulisana nekroticnim
tumorskim celijama. GNPy, za razliku od GNPsg stimuliSu Th2/Th17 polarizacionu
sposobnost DC. Uzimaju¢i u obzir protumorske efekte Th2 ¢elija [717], 1 €injenicu da sam
IL-17 moze stimulisati rast tumora 1 metastazu [719], i u ovom eksperimentalnom modelu
je potvrdeno da GNP;p mogu imati nepoZeljan supresivni efekat na antitumorsku aktivnosti
DC, §to moze biti relevantno za njihovu primenu u fototermalnoj terapiji tumora. Uoceno je
da DC aktivirane sa nekroti¢nim HEp-2/GNP;, indukuju CD3'T ¢elije sa loSom
citotoksi¢nom aktivnoséu prema HEp-2 ¢elijama. Iako je pokazano da je odgovor DC na
nekroticne celije zavisan od ekspresije TLR4 na njihovoj povrSini [559], u naSim
eksperimentima je uoCeno da ovakva maturacija indukuje drugaciju Th polarizacionu

sposobnost DC u odnosu na LPS. U skladu s tim, Kandil 1 sar. [559] su ukazali na to da, za
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razliku od LPS-a, nekroti¢ne ¢elije ubijene toplotom mogu indukovati povecanje IL-12p40,
ali ne 1 bioaktivnog IL-12p70. Stoga se moze pretpostaviti da nekroticne ¢elije pokrecu
alternativne signalne puteve kod DC, u odnosu na LPS E. coli. Na primer, pokazano je da i
hsp60 i HMGB-1 aktiviraju TLR2 [727, 728], pored TLR4 [401]. U skladu sa tim je
opisano da inhibicija produkcije IL-12 i IL-23 nakon stimulacije sa TLR4 ili TLR7/8 zavisi
od ekspresije SOCS-1 molekula, i predstavlja vazan kontrolni mehanizam koji ograni¢ava
preteranu inflamaciju [729]. Nedavno je pokazano da istovremeno aktiviranje TLR2 1
TLR4 na DC potencira njihovu antitumorsku funkciju [730]. U skladu sa tim, nasi rezultati
ukazuju da ovaj proces moze biti inhibiran sa GNPy. Ovi rezultati, i prethodni rezultati
dobijeni na modelu splenocita aktiviranih sa ConA, ukazuju na to da fenomen
imunosupresije posredovane GNP ne zavisi od primenjenog eksperimentalnog modela ili

metoda sinteze GNP.

5.3.  BIOKOMPATIBILNOST I IMUNOMODULACIJSKE
OSOBINE FUNKCIONALIZOVANIH UGLJENICNIH NANOCEVI

MWCNT su zbog svoje velike povrSine koja se lako moze funkcionalizovati, i
sposobnosti da prodru u Celije, vrlo atraktivne za biomedicinsku primenu kao nosaci lekova
1 biomolekula u ciljanoj celijskoj terapiji. Do dana su MWOCNT konjugovane
funkcionalizovane sa nukleinskim kiselinama [510, 511], anti-tumorskim lekovima [486],
hormonima [507] i1 dr. Ovakva strategija dostavljanja biomolekula do ciljnih c¢elija
omogucava da se biomolekul koristi u znatno manjim koncentracijama, ¢ime se izbegavaju
potencijalni nepoZeljni efekti visokih doza ovih biomolekula, a da se u isto vreme
pojacavaju lokalni efekti u ciljnim ¢elijama. Dapson se koristi kao efikasan lek za borbu
protiv intracelularnih infekcija izazvanih vrstama roda Mycobacterium, kao 1 za
Kaprosijevog sindroma [515, 516]. Medutim, nakon obrade u jetri, dapson ispoljava brojne
nezeljene sistemske efekte kao Sto je methemoglobinemija i hemoliti¢ka anemiju [519],
agranulocitoza i hipersenzitivnost [517]. Stoga je ispitana mogucénost vezivanja dapsona za

CNT cime bi se povecala njegova solubilnost, ali i omogucilo koncentrovanje ovog leka u
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endozomu makrofaga i DC, u kojima su i najve¢e koncentracije ovih intracelularnih
mikroorganizama u organizmu. lako su agonisti TLR odli¢ni stimulatori imunskog
odgovora protiv razli¢itih patogena [520, 521], njihova aktivnost je prolazna, a potrebne su
1 visoke doze ovih agonista u cilju postizanja zeljenog imunoloskog efekta [522]. U tom
smislu je odabran 7-TOG, agonist TLR7 receptora, za koji smo ranije pokazali da u

solubilnom obliku indukuje sazrevanje i funkcije DC [526, 527, 731]

5.3.1 Sinteza 1 karakterizacija dap-MWCNT 1 7-TOG-MWCNT

U prvom delu ovog ispitivanja je uspeSno izvrSena funkcionalizacija primarnih
MWCNT pomocu azotne i sumporne kiseline, pri ¢emu se dobijene o-MWCNT. Cela
reakcija funkcionalizacije MWCNT je obavljena pod dejstvom ultrasoni¢nih talasa koji
proizvode mikroskopske mehurie teCnosti ¢iji udarni talasi povecavaju kvasljivost
nanocevi 1 omogucavaju odigravanje reakcija oksidacije. Karboksilne grupe, koje se pod
ovim uslovima formiraju, predstavljaju pogodna mesta za dalju hemijsku modifikaciju
nanocevi aminima. Promene detektovane na MWCNT su u skladu sa drugim publikacijama
[473, 474] koje su pokazale da se tokom ovog procesa formiraju se karboksilne grupe na
krajevima cevi i na bo¢nim zidovima MWCNT. Poredenjem FT-IR spektara MWCNT pre i
posle oksidacije, jasno je uo¢eno formiranje traka koje vibracijama istezanja C-H, C=0, C-
O 1 SO3H grupa nakon tretmana MWCNT azotnom i sumpornom kiselinom. Prilikom
funkcionalizacije MWCNT kiselinama uoceno je zna¢ajno smanjenje sadrzaja potencijalno
toksi¢nih metala u MWCNT. SniZavanje sadrZaja metala je naroc¢ito vazno za primenu
MWCNT u biomedicini, obzirom da je pokazano da metalne Cestice mogu biti odgovorne

za toksi¢nost SWCNT unesenih inhalacijom [732].

o-MWCNT su nakon toga koriS¢eni kao prekurori za kovalentno vezivanje dapsona i
7-TOG-MWCNT. U funkcionalizaciji MWCNT dapsonom i1 7-TOG-om je primenjen
originalni metod konjugacije pri ¢emu je formirana amidne veza izmedu dapsona ili 7-TOG
i o-MWCNT pomocu N-HATU i DIEA u rastvoru DMF [555]. Sli¢an metod za
funkcionalizaciju SWCNT je upotrebljen 1 ranije od stranije Ramanathan 1 sar. [573]. N-
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HATU je poznati agens za vezivanje koji aktivira karboksilnu grupu i omogucava
formiranje OAt-estra koji se lako smenjuje u reakciji sa aminom, pri ¢emu se formira
peptidna veza. Pored N-HATU, za brzu aktivaciju karboksilne grupe cesto se koristi
tercijarni amin kao Sto je DIEA [555]. FT-IR analiza je potvrdila da se dapson ili 7-TOG
nalaze vezani za povrSinu MWCNT, Sto je u skladu sa onim $to je ranije uoceno za
nanocevi funkcionalizovane preko amino grupa [555, 556, 733, 734]. TGA je ukazivala da
je koli¢ina dapsona kovalentno vezanog za o-MWCNT iznosila oko 15 wt.%, dok je
koli¢ina 7-TOG iznosila oko 12 wt.%, uzimajuéi u obzir razliku u gubitku na teZini izmedu
o-MWCNT, dap-MWCNT i 7-TOG-MWCNT. Ovi rezultati potvrduju pretpostavke
dobijene ICP-MS elementalnom analizom uzoraka. U TGA analizi, prvi interval gubitka
mase ispod 200°C kod svih uzoraka se moZe pripisati isparavanju adsorbovane vode [555].
Na vi$im temperaturama, gubitak teZine je posledica termalne dekompozicije bo¢nih grupa.
Stoga je ova metoda pogodna za procenu koli¢ine vezanih biomolekula za povrSinu
MWCNT, koja uz ostale analize (FT-IR, TEM, ICP-MS) potvrduje kovalentno vezivanje
dapsona ili 7-TOG za MWCNT.

Klju¢na osobina MWCNT namenjenih za biomedicinsku primenu je njihova
disperzibilnost u vodenim rastvorima. Kao $to je i oc€ekivano, oksidacija MWCNT 1
vezivanje biomolekula za MWCNT omogucava stabilnu disperzibilnosti ovih konjugata u
vodenim rastvorima. Sterne smetnje 1 rigidni segmenti hemijskih grupa u dap-MWCNT 1 7-
TOG-MWCNT, imaju slab bazni karakter 1 stvaraju intimne vodoni¢ne veze sa rastvaracem
§to dovodi do njihove odli¢ne disperzibilnosti [555]. Cinjenica da je apsobanca dap-
MWCNT dispergovanih u vodi direktno proporcionalna njihovoj koncentraciji, §to je u
skladu sa Lambert-Berovim zakonom, potvrduje homogenu disperziju funkcionalizovanih
MWCNT u vodi. Prisustvo brojnih negativno naelektrisanih kiselih grupa na o-MWCNT
sigurno doprinosi boljoj stabilnosti i hidrofilnosti o-MWCNT. Stoga ovakva strategija
otvara mogu¢énost transformacije fizickih osobina razlic¢itih lekova kovalentnim vezivanjem
za o-MWCNT, koje im omogucavaju bolju disperzibilnost u vodi. To, sa druge strane,
omogucava drugaciju biodistribuciju, a time 1 potencijalno nove klinicke studije za

upotrebu ovakvih biomolekula [732, 735, 736].

314



5.3.2 Internalizacija dap-MWCNT 1 7-TOG-MWCNT

Kao $to je napomenuto, biomedicinska primena CNT zahteva da one budu
disperzibilne u vodi. Do sada je uradeno obilno ispitivanje internalizacije razlicito
funkcionalizovanih CNT, od strane razli¢itih c¢elija pod razli¢itim eksperimentalnim
uslovima [540, 737, 738], 1 sva ispitivanja su pokazala da se funkcionalizovane CNT lako
internalizuju, Sto je dobro za njihovu biomedicinsku aplikaciju kao nosaca lekova,
terapeutika 1 za dijagnostiku. Nasa ispitivanja na modelu PM@ pacova i humanim DC su u
skladu sa ovim rezultatima. U tom smislu smo pokazali da se funkcionalizovane MWCNT
internalizuju u sli¢noj meri od strane PM@ i1 DC, koje predstavljaju profesionalne fagocite.
Ovi rezultati su potvrdeni svetlosnom mikroskopijom i proto¢nom citometrijom. Povecanje
granulosanosti PMO 1 DC kultivisanith sa MWCNT je posledica porasta broja endozoma u
ovim ¢elijama, koji snazno rasprSuju svetlost u stranu, daju¢i jaci signal u SS kanalu [739].
Raniji rezultati ukazuju na to da je veli¢ina MWCNT, bilo da su one funkcionalizovane
[740] ili nefunkcionalizovane [741], vazan faktor koji odreduje u kojoj meri ¢ée se one
preuzeti od strane ¢elija. Pri tome se MWCNT manje veli¢ine internalizuju znacajno lakse.
Obzirom da su dap-MWCNT sintetisane iz o-MWCNT, one imaju sli¢nu veli¢inu [742], §to
moZe biti jedan od razloga podjednake internalizacije ovih MWCNT. Nedavno su Delogu 1
sar. [740] ukazali na to da funkcionalne grupe (karboksilne ili amino grupe) MWCNT ne
uticu na kvantitet internalizacije MWCNT od strane monocita, Sto je u skladu sa nasSim

rezultatima.

Morfoloska analiza c¢elija na citospinovima je ukazala da DC fagocituju dap-
MWCNT 1 7-TOG-MWCNT, ali i da postoje zna€ajne razlike u fagocitnom kapacitetu od
strane pojedinacnih ¢elija. Ovaj rezultat moze biti objasnjen heterogenosc¢u populacije DC u
vidu njihovog fenotipa i maturacionog stanja. Celije sa najmanjom fagocitnom
sposobnos¢u su najverovatnije zrele DC, koje obi¢no imaju vecu ekspresiju HLA-DR,
kostimulatornih molekula i CD83 [622]. Sa druge strane, ¢elije sa najveCom fagocitnom
aktivnos¢u MWCNT su one koje se nalaze na prelazu izmedu makrofaga 1 DC [743]. Za
razliku od dap-MWCNT, pokazali smo da DC internalizuju 7-TOG-MWCNT u znacajno

vecoj meri nego kontrolne o-MWCNT. Razlozi za ovaj fenomen trenutno nisu jasni. Raniji
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rezultati ukazuju na to da je velicina MWCNT [740, 741], vazan faktor koji odreduje u
kojoj meri ¢e se MWCNT fagocitovati od strane ¢elija, pri ¢emu se manje internalizuju
znacajno lakSe. Obzirom da su 7-TOG-MWCNT sintetisane iz o-MWCNT, one imaju i
slicnu veli¢inu [742], pa stoga razlika u veliCini najverovatnije nije razlog razlike u
internalizaciji ovih nanocevi. Takode, pokazano je da funkcionalne grupe ne uti¢u na
kvantitet internalizacije MWCNT od strane monocita [740]. Medutim, treba uzeti u obzir
da je 7-TOG je aktivan agonist TLR7 receptora i moguce je da DC preferiraju njihovu
internalizaciju. U skladu s tim, nedavno je pokazano da agonist TLR9 receptora ulazi u
imunske ¢elije posredstvom povrSinskog DEC205 receptora, koji ima ulogu ¢istaca, a to je
neophodno za efikasno dopremanje TLR9 do endozoma [744]. Ukoliko sli¢an receptor
postoji 1 za TLR7 agonist, to bi verovatno omogucilo efikasniju internalizaciju 7-TOG-
MWCNT u DC. Cinjenica da PM@ i DC fagocituju dap-MWCNT i o-MWCNT u sli¢noj
meri, takode potvrduje naSu hipotezu da je specifican povrsinski receptor ukljuéen u
internalizaciju MWCNT funkcionalizovanih 7-TOG agonistom. Alternativa ovoj hipotezi je
da je razlika u internalizaciji funkcionalizovanih MWCNT posledica razlike u
disperzibilnosti 1 reagregaciji ovih nanocevi. Naime, iako je disperzibilnost 7-TOG-
MWCNT i kontrolnih o-MWCNT bila sli¢na, uofeno je formiranje manjih agregata
nanocestica o-MWCNT u kulturi, mnogo ¢esc¢e nego kod 7-TOG-MWCNT. Ovaj fenomen
moze biti posledica razlike u stabilnosti disperzije MWCNT 1 razlike u povrSinskoj Sarzi
koja postoji izmedu funkcionalnih grupa. Razlike u Sarzi na povrSini MWCNT znacajno
doprinose razlikama u preuzimanju MWCNT od stane ¢elija 1 njihovog bioloSkog odgovora

na MWCNT [745].

Mehanizmi internalizacije MWCNT nisu do kraja razjasnjeni. Nasi rezultati ukazuju
na to da se dap-MWCNT 1 7-TOG- MWCNT unose u PM@ 1 DC iskljucivo fagocitozom,
Sto je zakljueno na osnovu formiranih pseudopodija oko aglomerata MWCNT na
membrani ¢elija. Takode, pokazali smo da je ovaj proces energetski zavisan, obzirom da se
internalizacija ne odvija u nepermesivnim fizioloskim uslovima (+4 °C) iako se MWCNT
mogu vezati za membranu u ovim uslovima. Ovi rezultati su u skladu sa drugim nalazima

[746] koji su pokazali da ulazak CNT u celije zahteva potro$nju energije. Nakon
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internalizacije, MWCNT su locirane u endozomu. Ovi rezultati su u skladu sa Cherukuri 1
sar. [540] koji su na modelu makrofaga pokazali da se funkcionalizovane CNT
internalizuju fagocitozom, nakon cega su ove CNT locirane u endozomu. Sli¢no su
pokazali 1 Choi 1 sar. [747] 1 Heller 1 sar. [748, 749], koji su koristili CNT
funkcionalizovane sa ssDNK. Medutim, postoje i drugaciji rezultati koji pokazuju da se
CNT internalizuju i alternativnim mehanizmima. Na prime, Bianco i sar. [S08] su pokazali
da su funkcionalizovane CNT sposobne da produ ¢elijsku membranu pasivnim putem.
Kasnije su Raffa i sar. [741] potvrdili da se MWCNT akumuliraju u lizozomima celija
procesima koji ne zavise od endocitoze. Takode, Pantarotto i sar. [485, 510], Wu 1 sar.
[478], 1 Kostaarelos i sar. [738] su pokazali da se CNT funkcionalizovane 1.3 dipolarnom
cikloadicijom internalizuju alternativnim putevima koji ne zavise od endocitoze. Kam i sar.
[491, 497, 750] su pokazali da se CNT modifikovane ssDNK mogu naéi i endozomu i u
nukleusu HeLa celija. Nedavno je postala popularna hipoteza o CNT-nanoiglama, na
osnovu eksperimentalnih rezultata da CNT mogu probusiti membranu ¢elije i uéi difuzijom.
U skladu sa tim, u naSim analizama TEM-om je uoceno da funkcionalizovane MWCNT,
pogotovo one koje su deblje u dijametru, mogu probusiti membranu endozoma 1 iza¢i u
citoplazmu DC i PM@. Ovaj fenomen se sve ¢eS¢e potvrduje u literaturi, a posebno je
znacCajan za ciljanu dostavu biomolekula u citoplazmu i1 povec¢anu akumulaciju CNT 1 leka

u Celijjama.

Endozomi predstavljaju mesto nakupljanja Mycobacterium avium i Mycobacterium
tuberculosis koji su tokom evolucije razvili mehanizme inhibicije sazrevanja fagozoma i
fuzije sa lizozomom, ¢iji bi enzimi degradirali ove intracelularne patogene [751]. Stoga je
kljucno $to su dap-MWCNT dostavljene efikasno do ovog celijskog odeljka. Endozomi
predstavljaju i mesto ekspresije TLR7 [752], a u ovom radu smo pokazali da 7-TOG-
MWCNT kolokalizuju u endozomima sa TLR7. Medutim, nisu sve 7-TOG-MWCNT bile
kolokalizovane sa TLR' endozomima, ukazuju¢i na to da je fuzija TLR7 sa endo-
lizozomom precizno regulisana unutar DC. Ova hipoteza je potkrepljena nedavnim
eksperimentima gde je otkrivena nova uloga za UNC93BI1 u regulaciji prometa vezikula

izmedu endozomalnih TLR [753]. Ekspresija TLR7 je bila relativno slaba, §to je u skladu
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sa ranijim rezultatima dobijenim protocnom citometrijom [526]. Medutim, pokazano je da
nakon internalizacije, intracelularni agregati 7-TOG-MWCNT kolokalizuju sa TLR7 tamo
gde je jaca njegova ekspresija. Ostalo je nejasno, medutim, da li su ovi intracelularni
agregati formirani intracelularno, ili je agregacija MWCNT nastupila i pre fagocitoze. Jin i
sar [192] su ukazali na to da GNP i CNT KklasteriSu na ¢elijskoj membrani do veli¢ine koja
moze da generiSe dovoljno veliku entalpiju preko liganda sa receptorom, ¢ime se
prevazilazi entropijska barijera koja je potrebna za nastanak citoplazmatskih vezikula. Bez
obzira na mehanizme internalizacije i intracelijske distribucije MWCNT, kolokalizacija 7-
TOG-MWCNT konjugata i TLR7 endocitotskog odeljka ukazuje na to da je 7-TOG
dopremljen direktno do svog receptora, TLR7. Usled akumulacije 7-TOG-MWCNT

partikula, lokalna intracelularna koncentracija 7-TOG je znacajno porasla.

5.3.3 Citotoksi¢nost MWCNT

Do danas je nekoliko studija pokazalo da su primarne neobradene CNT citotoksi¢ne, i
da efekat zavisi od tipa CNT, nacina njihove pripreme i ¢elijskih tipova koji se koriste u
testovima biokompatibilnosti [754-756]. Uzrok citotoksicnog efekta CNT moze biti
prisustvo kontaminiraju¢ih metalnih katalizatora, koji se koriste u pripremi CNT, posebno
Fe 1 Ni, ili njihova fagocitoza [754-756]. Medutim, ¢ak 1 MWCNT funkcionalizovane
jednostavnom oksidacijom mogu imati citotoksicni efekat. U tom smislu je pokazano da o-
MWCNT indukuju apoptozu T limfocita [757]. Autori su na osnovu ove studije zakljucili
da jednostavna oksidacija CNT nije dovoljna da one budu potpuno solubilne i stabilne u
medijumu za Celijske kulture. Sayes 1 sar. [758] su dalje pokazali da toksicnost CNT zavisi
od gustine funkcionalizacije, gde je najmanja toksi¢nost uofena CNT koje su najvise
funkcionalizovane fenil-SO3X grupama. Ovi rezultati ukazuju da bez odgovarajuce
funkcionalizacije, CNT imaju veliku hidrofobnu povrsinu koja moze agregirati u medijumu
za kulture 1 interagovati sa ¢elijama vezujuci se za proteine hidrofobnim interakcijama, a

time 1 uzrokovati stres kod ¢elija 1 ¢elijsku smrt.
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U skladu sa navedenim rezultatima, smo pokazali da u visokim koncentracijama (42.5
pug/ml i 63 pg/ml) o-MWCNT imaju snazniji citotoksici efekat u kulturi PM@ i DC nego
dap-MWCNT primenjeni u ekvivalentnim koncentracijama (50 pg/ml 1 75 pg/ml). Ovaj
fenomen je korelirao sa sposobnos¢u o-MWCNT da indukuju oksidativni stress kod PM@,
za razliku od dap-MWCNT. Sli¢an citotoksi¢ni efekat primarnih MWCNT (u koncentraciji
20pg/ml) je nedavno pokazan na modelu humanih makrofaga [759]. Ovi autori su ukazali
na to da MWCNT mogu indukovati oksidativni stres i smrt makrofaga, usled nekompletne
fagocitoze ili mehanickog oSteCenja plazma membrane, kao i to da kontaminacija Fe
jonima nije odgovorna za ovaj efekat. Nasi rezultati takode idu u prilog ¢injenici da o-
MWCNT ispoljavaju citotoksi¢ni efekat tek nakon fagocitoze od strane PM@, obzirom o-
MWCNT ne indukuju oksidativni stres PM@ na 4°C. Suprotno tome, Fiorito i sar. [760]
nisu pokazali povecanje apoptoze miSije makrofagne celijske linije i humanih makrofaga
tretiranih SWCNT u koncentracijama do 60 pg/ml, a efekat se moze objasniti manjim
preuzimanjem ovih nanocevi od strane ispitivanih makrofaga. Rezultati dobijeni u ovom
radu su skladu sa naSim ranijim nalazima koji su pokazali da MWCNT funkcionalizovane
oksidima ili aminima nisu toksi¢ne za L929 ¢elije, koje se karakteriSu niskim kapacitetom
za fagocitozu, dok su najveée koncentracije MWCNT (100 pg/ml) indukovale apoptozu
L929 Celija [555] 1 PM@ [742]. Ovi rezultati su u skladu i sa rezultatima drugih
istrazivackih grupa [529, 732]. Nizi proapototski efekat dap-MWCNT, u poredenju sa
kontrolnim o-MWCNT je u skladu sa ranijim rezultatima na L929 celijama, gde je
pokazano da citotoksi¢ni efekat u velikoj meri zavisi od strukture amina vezanog za
MWCNT [555]. Ovakav efekat dap-MWCNT moze biti posledica 1 anti-apoptotskog efekta
dapsona nakon njegovog intracelularnog oslobadanja sa povrSine MWCNT, Sto je
potkrepljeno ¢injenicom da dapson moze imati antioksidativni i antiapoptotski efekat, kao

Sto je pokazano na modelu ishemije-reperfuzije kod pacova [761].

Poznato je da LPS indukuje apoptozu makrofaga, koja zavisi od dva mehanizma.
Jedan ukljucuje autokrinu sekreciju TNF-a, a drugi povecanje ekspresije p-53 1 Bax nakon
stimulacije makrofaga sa NO [762]. Potvrdili smo da koncentracije NO 1 TNF-a znacajno

rastu u kulturama PM@ nakon kultivacije sa LPS tokom 24 sata. LPS je kori§¢en kao
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aktivator u ovim studijama zajedno sa MWCNT i dapsonom. Moguce interakcije LPS i
ispitivanih supstanci su mogle potencijalno smanjiti efekat LPS na PM@, ali ni dapson ni
MWCNT nisu inhibirali proapototski efekat LPS. Ovo ukazuje na to da je bioloski efekat
LPS-a ostvaren bez obzira na potencijalne interakcije sa ispitivanim supstancama. Osim
toga, brojni literaturni podaci ukazuju da LPS prisutan u tragovima kao kontaminant
hemikalija ili nanocestica kako §to su CNT [763], zadrzava svoj bioloski potencijal. Stoga
je nalaz da dap-MWCNT, za razliku od o-MWCNT, ne modifikuje LPS-indukovanu
apoptozu PM@, moze imati funkcionalni znacaj za aktivaciju PMO nakon dostavljanja

dapsona preko MWCNT nosaca.

5.3.4 Efekat dap-MWCNT na redoks status i oksidativni prasak PM©

Suda i sar. [764] su pokazali na modelu neutrofila periferne krvni zdravih donora, da
dapson moze suprimirati produkciju superoksid anjona indukovanih sa fMLP i C5a, ali ne i
sa PMA, posredstvom mehanizama koji zavise od kalcijuma. Suprotno ovim nalazima,
pokazano je da dapson 1 njegovi metaboliti mogu imati prooksidativni i proapototski efekat
na pacovske hepatocite in vitro 1 in vivo [765]. To ukazuje da dapson menja redukcioni
status celija 1 indukuje razliCite efekte u zavisnosti doze koja se primenjuje u
eksperimentalnom modelu. Nasi rezultati su pokazali da dapson u koncentracijama 7.51 1.5
pug/ml, indukuje oksidativni stres PM@, Sto najverovatnije nije dovoljno da pokrene
apoptozu makrofaga, ve¢ inicira antiapoptotske mehanizme u ovim c¢elijama. Medutim,
interesantno je to da primenjene antiapoptotske koncentracije dapsona potenciraju apoptozu
PMO tretiranih sa o-MWCNT. Ovi rezultati ukazuju na to da efekat dapsona na apoptozu
PMO moze biti razli¢it ako je poremecen redoks status ¢elija. MWCNT mogu indukovati
formiranje ROS kod A549 ¢elija, 1 aktiviratti NF-kB 1 produkciju IL-8, a ovaj efekat se
mozZe inhibirati antioksidansima [766], Sto potvrduje hipotezu da su ROS vazni sekundarni

glasnici u ¢elijama.

Sli¢ni rezultati su dobijeni 1 u naSim ispitivanjima, gde je pokazano da o-MWCNT

indukuju znacajno povecanje oksidativnog stresa u najve¢im primenjenim koncetracijama
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koje odgovaraju 50pg/ml dap-MWCNT. Znacajno manji oksidativni stres indukovan sa 50
png/ml dap-MWCNT, se moze objasniti ¢injenicom da dapson veze reaktivne COOH grupe
na povrSinama o-MWCNT. Uzimajuci u obzir centralu ulogu redukovanog GSH u redoks
homeostazi ¢elija, moze se pretpostaviti da o-MWCNT smanjuje odnos GSH/GSSG u
PM@ i indukuje prelazak ovih ¢elija u prooksidatinvo stanje, zbog ¢ega su one i mnogo
osetljivije na oSteéenja indukovana reaktivnim vrstama kiseonika. lako je pokazano da
dapson ne menja znacajno oksidativni stres kod PM@ tretiranih sa o-MWCNT, moguce je
da pod izmenjenim uslovima unutar celija, dapson ispoljava citotoksi¢ni efekat
posredstvom svojih metabolita, kao $to je dapson-hidroksilamin. U skladu sa ovom
hipotezom, Khan i sar. [767] su pokazali da dapson moze biti konvertovan u dapson-
hidroksilamin u prisustvu H,O, koji se generiSe u razli¢itim procesima nakon aktivacije,
kao Sto je oksidacija arahidonske kiseline pod dejstvom aktivacije COX2 u humanim
keratinocitima. Cinjenica da prooksidativni efekat o-MWCNT i dapsona ne postoji na 4°C,
ukazuje na to da je povecanje ROS u PM@ metabolicki indukovano. Naime, neaktivnost
metaboli¢kih enzima na 4°C verovatno onemogucéava konverziju netoksi¢nog dapsona u
toksi¢ni dapson-hidroksilamin. Sa druge strane, odsustvo internalizacije o-MWCNT
verovatno sprecava prooksidativni efekat slobodnih COOH grupa u interakciji sa drugim

redoks enzimima.

Oksidativni prasak predstavlja kljuéni mehanizam makrofaga i granulocita, pogotovo
u borbi protiv intracelularnih patogena [576, 768, 769]. Medutim, hroni¢na produkcija ROS
moze dovesti do brojnih nezeljenih efekata [576]. Naime, superoksid anjon radikal (O;),
koji predstavlja direktan produkt NADPH oksidaze, se konvertuje u H,O, posredstvom
SOD, a zatim u HOCI pomo¢u MPO u prisustvu jona Cl. HOCI molekul je izuzetno
toksi¢an 1 za mikrobe, ali 1 za tkiva domacina. Jo$ ranije je pokazano da dapson moze
reverzibilno inhibirati aktivnost MPO, i time smanjiti tkivna oStecenja [770-773], ali 1
njegov potencijalni antimikrobni efekat. Osim toga, pokazano je i da dapson deluje kao
CistaC oksidanasa, ¢ime smanjuje indukciju H,O,, hidroksilnog radikala 1 singlet kiseonika
[774]. Medutim, isti autori su pokazali da dapson moze povecati ekstracelijsku produkciju

O, od strane granulocita [774]. Ovo je u suprotnosti sa rezultatima koji su dobili Suda i sar.
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[764], 1 Debol i sar. [775], koji su pokazali da dapson inhibira produkciju ROS od strane
neutrofila nakon stimulacije sa fMLP [775] 1 C5a, ali ne i sa PMA [764]. Slicno tome,
pokazano je da dapson inhibira oksidativni prasak kod PM@ pacova nakon stimulacije
zimozanom, ali isti efekat nije testiran nakon stimulusa sa PMA [776]. Suprotno ovim
rezultatima, nekoliko studija je takode pokazalo da dapson deluje kao prooksidans, a ne kao
antioksidans [777, 778]. U kombinaciji sa ostalim anti-leproznim lekovima je pokazano da
dapson potencira generisanje ROS i1 H,O, in vivo, i time poboljSava funkciju fagocita [779].
Naizgled suprotni efekti dapsona na generisanje ROS su najverovatnije posledica razlicitih
koncentracija koje su koriS¢ene u navedenim studijama. Podaci ukazuju na to da vece
koncentracije dapsona (>0.5 mM) deluju kao antioksidansi, i uklanjaju ekstracelularno
produkovan O’, dok manje koncentracije mogu potencirati produkciju ovog radikala. U
skladu rezultatima Debol i sar. [775] 1 Suda i sar. [764] dobijenim na neutrofilima, pokazali
smo da solubilni dapson u koncentraciji od 7.5 pg/ml potencira formiranje ekstracelularnog
O, od strane PM@ indukovanog sa PMA, i deluje kao prooksidans intracelularno. PMA,
kao agonist PKC, pokrece aktivaciju ekstracelularne 1 intracelularne NADPH oksidaze,
[775, 780], a izgleda da dapson deluje na oba ova signalna puta [764] na dozno zavisan

nadin.

Interesantno je to da dap-MWCNT ne modifikuju sposobnost PM@ da produkuju
ROS intracelularno 1 ekstracelularno, iako je lokalno znacajno povecana koncentracija ovog
leka. Znacaj ovakvog efekta dap-MWCNT u potencijalnoj u terapiji bolesti izazvanih
intracelularnim mikrobima moze biti u povecanju lokalne koncentracije leka, koji pri tome
ne inhibira urodene mehanizme odbrane protiv intracelularnih patogena. Smanjenje
sposobnosti PM@ da produkuju ROS nakon internalizacije o-MWCNT, je najverovatnije
posledica smanjene vijabilnosti ovih ¢elija. Pri tome, vece koncentracije dapsona mogu
potencirati citotoksicni efekat o-MWCNT, delujuci kao prooksidans [765], kako je to ranije
ve¢ diskutovano. Interesantno je to da male koncentracije dapsona mogu delimi¢no
oporaviti oksidativni prasak PM@ tretiranith sa o-MWCNT, S$to ukazuje da oksidativni

status ¢elije klju¢no odreduje njeno prezivljavanje i1 funkcionalni odgovor na stimulus.
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5.3.5. Efekat dap-MWCNT produkciju NO 1 IL-6 od strane PMO

Efekti CNT na produkciju citokina i aktivnih molekula od strane makrofaga su
proucavani sa mnogo aspekata, a pre svega u cilju procene eventualnih nepozeljnih efekata
nakon akcidentalne inhalacije [781]. Pri tome je vazno posmatrati neto efekat na produkciju
citokina, obzirom da detektovani nivoi citokina mogu biti posledica modulacije vijabilnosti
¢elija koje ga produkuju, kao i direktnog imunomodulacijskog efekta materijala. Pokazano
je da dugacke MWCNT aktiviraju NLRP3 inflamozom nakon internalizacije od strane
humanih makrofaga, dok kratke MWCNT nemaju takav efekat [782]. Rezultat ove
aktivacije je bila produkcija IL-1B, produkcija ROS, izlazak katepsina B iz lizozoma u
citoplazmu, 1 stimulacija P2X; receptora ekstracelularnog ATPa. Murphy i sar. [783] su
pokazali da izlaganje dugih CNT makrofagima in vitro rezultuje povec¢anjem produkcije
proinflamacijskih citokina (IL-1p, TNF-a, IL-6 i IL-8) usled nemogu¢nosti da th makrofagi
fagocituju, a sli¢ni rezultati su potvrdeni in vivo od strane istih autora. Medutim, kao i u
sluc¢aju efekata CNT na vijabilnost, primarne i funkcionalizovane (-COOH) MWCNT se
znacajno razlikuju u sposobnosti da indukuju proinflamacijski odgovor makrofaga [784].
Naime, funkcionalizacija CNT znacajno smanjuje uobicajeni proinflamacijski odgovor
makrofaga na CNT, obzirom da je pokazano da disperzibilne SWCNT ne indukuju
produkciju IL-6 1 TNF-a od strane ovih ¢elija. Osim toga, funkcionalizovane SWCNT, ne
smanjenje spontane produkcije IL-6 i NO nakon tretmana sa o-MWCNT, ili o-MWCNT u
kombinaciji sa ekvivalentnim koncentracijama dapsona, najverovatnije direktna posledica
smanjena vijabilnosti PM@. Za razliku od spontane produkcije ovih faktora, LPS indukuje
povecanu produkciju NO [762] 1 IL-6 [785], pored toga Sto uvodi ove ¢elije u apoptozu
[762]. Pri tome se angazuju razli¢iti signalni putevi koji uklju¢uju ERK 1 1 2. Medutim
kinetika aktivacije citokinske produkcije, zaustavljanja proliferacije i indukovanja apoptoze
makrofaga preko ovih signalnih molekula se razlikuje [785]. U skladu sa tim, moguce je da
je smanjena produkcija IL-6 pod uticajem vecih koncentracija o-MWCNT, dap-MWCNT, 1
kombinacije o-MWCNT 1 dapsona, odraz balansa izmedu aktivacije i apoptoze pod

dejstvom LPS-a. Retki pojedina¢ni podaci pokazuju da produkcija IL-6, za razliku od IL-8,
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od strane humanih epidermalnih keratinocita indukovanih BP180 antitelom, ne moZze da se
inhibira dapsonom [786, 787]. Ovi rezultati su u skladu sa naSima, obzirom da solubilni

dapson nije modulisao produkciju IL-6 i NO od strane PM@.

NO, predstavlja vazan faktor u kontroli proliferacije intracelularnih patogena kao $to
je Mycobacterium tuberculosis i M. leprae [788]. Naime, antimikrobni odgovor IFN-y-,
NOS inhibitora [788-790]. Kod pacijenata sa leprom ili kutanom leSmainozom, smanjena
tkivna ekspresija inducibilne NOS korelira sa tezim oblikom bolesti [791-793]. Osim toga,
kod pacijenata inficiranih Plasmodium falciparum, smrt usled cerebralne malarije korelira
sa niskom ekspresijom iNOS kod perifernih mononukleara krvi, i visokom ekspresijom
ovog enzima u mozgu [794-796]. U tom smislu je dobro §to dap-MWCNT ne smanjuje
produkciju NO od strane PM@ nakon 24 sata kulture. Efikasan odgovor makrofaga protiv
intracelularnih patogena, kao Sto je M. tuberculosis, Toxoplasma gondii, Leishamina
donowanii i Lgionella pneumophilia, zahteva visoku produkciju IFN-y od strane Th1 celija.
Nedavno je pokazano da IL-6 koji produkuju makrofagi inficirani sa M. tuberculosis,
inhibiraju odgovore neinficiranih makrofaga na IFN-y, ¢ime se smanjuje ukupan odgovor
na ovaj patogen [797]. Osim toga, IL-6 produkovan od strane makrofaga inficiranih sa
razli¢itim vrstama roda Mycobacterium suprimiraju T Celijski odgovor [798]. Stimulacija
produkcije IL-6 od strane nestimulisanth PM@ koji su tretirani dap-MWCNT, bi se mogla
tumaciti kao nepoZzeljan efekat ovog konjugata. Medutim, tokom infekcije, PM@ skoro
nikada nisu u nestimulisanom stanju ve¢ su aktivirani brojnim lokalnim TLR ligandima 1
proinflamacijskim citokinima, a pokazali smo da u ovim uslovima dap-MWCNT inhibira
produckiju IL-6. Stoga bi inhibicija produkcije IL-6 od strane stimulisanih PM@ nakon
tretmana sa dap-MWOCNT, bilo usled smanjene vijabilnosti PMO ili direktnog
imunomodulacijskog delovanja, bila poZeljna u terapiji infekcija izazvanih vrstama roda
Mycobacterium. Da bi se odgovorilo na pitanje da li su efekti konjugata dap-MWCNT
pozeljni ili nepozeljni u terapiji infekcija izazvanih intracelularnim patogenima, osim samih
makrofaga, neophodno je ispitati 1 efektne ovog konjugata na inficirane makrofage i na

njihov odnos prema Th1 ¢elijama.
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5.3.6. Imunomodulacijski efekat dap-MWCNT na nezrele DC

Pokazali smo da se dapson konjugovan za MWCNT efikasno doprema do endozoma
PM@ i1 DC, gde potencijalno moze imati korisna antimikrobna i imunomodulacijska dejstva
u borbi protiv intracelularnih parazita, kao $to je Micobacterium leprae. DC 1 makrofage
predstavljaju kljucne €elije u borbi protiv infekcije Mycobacterium tuberculosis-om, [799],
M. leprae, Plasmodium falciparum-om [800], 1 drugim intracelularnim parazitma, gde je za
uspesnu odbranu neophodna precizna kooridnacija izmedu celijske adaptivne 1 urodene
imunosti. Na mestu infekcije, DC mogu preuzeti vrste roda Mycobacterium, obraditi
antigene 1 prezentovati ih naivnim T ¢elijama u lokalnom limfnom ¢voru, indukujuéi pri
tome njihovu diferencijaciju u Thl pravcu [801-803]. Medutim, pokazano je da neki sojevi
M. tuberculosis inhibiraju sazrevanje DC, koje tada produkuju IL-10, imaju slab
imunostimulacijski kapacitet i sposobnost da indukuju specifi¢an T ¢elijski odgovor [804].
Sli¢no tome, imunski odgovor koji se razvija na M. leprae, moze dovesti do razvijanja
lepromatozne lepre Kkarakteristicne po sistemskoj diseminaciji infekcije 1 lezija
posredovanih humoralnom imunos¢u i Th2 citokinima. Sa druge strane, efikasna borba
protiv ovog patogena je posredovana Thl ¢elijama 1 ukljucuje razvoj tuberkuloznog oblika
lepre, koji se karakteriSe lokalizacijom infekcije 1 formiranjem granuloma. Obzirom da DC
predstavljaju kljucne celije u kontroli imunskog odgovora protiv navedenih patogena

slede¢i cilj je bio ispitati imunomodulatorne efekte dap-MWCNT u kulturi DC.

U ovim ispitivanjima su koris¢ene nezrele DC, 1 DC stimulisane proinflamacijskim
citokinima (IL-1B, IL-6, TNF-a i PGE-2) koji se inace produkuju u toku infekcije
intracelularnim mikrobima od strane DC i makrofaga [805]. Nasi rezultati ukazuju na to da
bi u slu¢aju infekcije intracelularnim mikrobom, konjugat dap-MWCNT je imao bolje
imunomodulacijske efekte od solubilnog dapsona primenjenog u ekvivalentnoj
koncentraciji. Naime, pokazali smo da solubilni dapson menja morfologiju DC i indukuje
nastanak fenotipa koji je sliCan makrofagima, obzirom da svetlosnom mikroskopijom i
protonom citometrijom uocena veca granuliranost DC tretiranih dapsonom u odnosu na
kontrolne DC. U skladu sa tim smo pokazali da dapson znacajno inhibira ekspresiju HLA-

DR od strane nezrelih DC, za razliku od dap-MWCNT. Ovi rezultati ukazuju da dapson
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moze imati nepozeljne imunosupresivne efekte posredovane DC, spreCavajuci efikasnu
prezentaciju antigena T limfocitima. U skladu sa ovom hipotezom, jos ranije je pokazano
da limfociti Zivotinja tretiranih dapsonom slabo proliferiSu na stimulaciju mitogenima, a
sli¢no je pokazano i u in vitro modelu humanih PBMC [806]. Pri tome treba uzeti u obzir i
¢injenicu da u ovim modelima proliferacije klju¢nu ulogu imaju APC, a pre svega DC,
obzirom da se njihovom deplecijom gubi efekat mitogena [571]. Prema nasim saznanjima,
trenutno nema podataka o direktnom imunomodulacijskom dejstvu dapsona na DC, a nasi
neobjavljeni rezultati potvrduju da dapson na dozno zavisan nacin smanjuje fenotipsku

maturaciju i funkcije DC.

Za razliku od solubilnog dapsona, dap-MWCNT imaju stimulatorni efekat na
ekspresiju ICAM-1 (CD54). ICAM-1 se ve¢ duze smatra kostimulatornim molekulom DC,
a ne samo adhezivnim molekulom uklju¢enim u stvaranje sinapse sa T limfocitima. Naime,
Dubey 1 sar. [807] su pokazali da naivni CD4 T limfociti transgenih miSeva, ¢iji TCR
prepoznaje I-E* kompleks MHC-peptida, proliferiSu u velikoj meri kada se kao stimulator
koriste APC ¢iji MHC sadze peptid, a koje ispoljavaju samo ICAM-1, ali ne i CD86.
Posebno je istaknuta uloga ovog molekula u aktivaciji naivnih T celija posredstvom
egzozoma koje produkuju aktivirane DC i prenose antigen prezentujuc¢u funckiju B
limfocitima u limfnom ¢voru [808]. Ovi autori su pokazali da su egzozomi koji nose MHC-
peptid 1 [ICAM-1, ali ne 1 CD80 ili CD86, klju¢ni za imunogenost egzozoma in vitro. Stoga
se moze ocekivati da bi u prisustvu stimulusa poreklom od patogena, DC tretirane sa dap-
MWCNT imale bolju imunogenu sposobnost od DC tretiranih solubilnim dapsonom. Cak i
nakon oslobadanja dapsona sa MWCNT, ovaj stimulatorni efekat na maturaciju DC bi
najverovatnije opstao, obzirom da o-MWCNT , same ili u kombinaciji sa dapsonom,

stimuliSu ekspresiju ICAM-1 1 HLA-DR.

Nezrele DC ocekivano ne produkuju visok nivo IL-12p70, obzirom da su za
stimulaciju njegove produkcije potrebni dodatni stimulusi, kao $to je aktivacija preko TLR
[100]. Sli¢no je pokazano i za produkciju IL-10, antiinflamacijskog citokina [625], ¢ija je
produkcija stimulisana angazovanjem TLR 1 proinflamacijskim citokinima [809-811]. Dap-

MWCNT nema znacajan efekat na produkciju citokina od strane nezrelih DC. Suprotno
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tome, o-MWCNT, zajedno sa dapsonom, ispoljavaju stimulatorni efekat na produkciju IL-
23. Pored toga, smo pokazali da kombinacija ova agensa indukuje poveéanu ekspresiju IL-
27, dok same o-MWCNT i sam dapson nemaju takav efekat. IL-23 i IL-27 su citokini IL-12
familije [718], pri ¢emu IL-23 (p19/p40) podrzava produkciju IL-17 od strane Th17 ¢elija
[631], dok IL-27 (p28/EBI3) stimuliSe IFN-y i IL-10 od strane T celije, a istovremeno
inhibira produkciju IL-17 [624]. U osnovi ovog fenomena najverovatnije lezi sposobnost o-
MWCNT 1 dapsona da indukuju oksidativni stres celija, kako je potvrdeno u
eksperimentima na PM@ [742]. Naime, pokazano je da ROS predstavlja vazan aktivator
NF-kB u odgovoru na razli¢ite stimuluse [123]. Na primer, aktivacija NF-kB angazovanjem
CD28 molekula T limfocita, aktivira 5-lipooksigenazu koja generise ROS 1 aktivira NF-kB
[812], a slicno je pokazano i kod aktivacije NF-kB indukovanog virusima [813]. U skladu
sa ovim, Inoue i sar. [814] su pokazali da SWCNT dispergovane deterdzentom indukuju
oksidativni stres i porast nivoa IL-23 u serumu zivotinja inhaliranih ovim nanocevima, i
indukuju delimi¢nu maturaciju/funkciju DC poreklom iz kostne srzi in vitro. Ovi autori su
zakljucili da SWNCT mogu dovesti do egzacerebacije inflamacije disajnih puteva
aktivacijom Th17 imunskog odgovora i indukcijom oksidativnog stresa, $to je delimi¢no
posledica neodgovarajuce aktivacije DC. Obzirom da nekontrolisan Th17 imunski odgovor,
koji je podrZan visokom produkcijom IL-23 [624], moZe dovesti do autoimunosti [718],
moze se zakljuciti da je efekat o-MWCNT 1 dapsona na produkciju IL-23 nepozeljan. Ovo
dodatno potvrduje i €injenica da, u poredenju sa Th1 odgovorom, IL-23 i IL-17 imaju mali
efekat na kontrolu imunskog odgovora protiv intracelularnih bakterija kao Sto je M.
tuberculosis, ali predstavljaju klju¢ne faktore koji dovode do oStecenja tkiva [815]. Za
razliku od o-MWCNT 1 dapsona, dap-MWCNT ne stimuliSu produkciju IL-23, §to se moze
smatrati kao povoljan efekat ovog konjugata. IL-27 je kljucni citokin u regulaciji
preteranog Th17 odgovora [631]. Uzimajuéi u obzir da kombinacija dapsona i o-MWCNT
stimuliSe apoptozu DC u primenjenim koncentracijama, moze se ocekivati da bi stimulacija
produkcije IL-23 u ovim kulturama bila i ve€a od izmerene. Stoga je moguce da je
povecana produkcija IL-23 1 oksidativni stres DC pod dejstvom kombinacije o-MWCNT 1
dapsona, doveo do aktivacije negativne povratne sprege i aktivacije anti-inflamatornih

mehanizama povecanjem produkcije IL-27. Pri tome je vaZna 1 Cinjenica da apoptotske
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¢elije imaju klju¢ne anti-inflamacijske efekte na DC i moduliraju ekspresiju citokina IL-12
familije od strane ovih ¢elija [816]. IL-27 je kljucan u borbi protiv intracelularnih parazita
kao Sto su vrste roda Mycobacterium [817, 818] 1 Lysteria monocitogenes [819], pre svega
zahvaljujuci sposobnosti da inhibira Th17 odgovor, a pokrene Thl [718]. U tom smislu je
neophodno ispitati da 1i bi dap-MWCNT, nakon produzene inkubacije sa DC 1 potencijalne
razgradnje na o-MWCNT i dapson, takode imale stimulatoran efekat na produkciju IL-27, i

time dodatno doprinele boljem antimikrobnom dejstvu ovog konjugata.

5.3.7. Imunomodulacijski  efekti dap-MWCNT na DC u

proinflamacijskom citokinskom miljeu

Vrlo interesantni rezultati su dobijeni za imunomodulacijske efekte dap-MWCNT u
proinflamacijskom citokonskom miljeu (IL-1B, IL-6, TNF-a 1 PGE-2) kakav mozZe postojati
u toku infekcije intracelularnim mikrobima [805]. Naime dap-MWCNT u sadejstvu sa
proinflamacijskim citokinima, indukuju povecanu ekspresiju CD86 kostimulatora, ali su
istovremeno inhibiraju ekspresiju CCR7 od strane DC. CCR7 je klju¢an molekul koji
vezuje CCL21, ispoljen na endotelnim celijama limfnih sudova, i CCL19, ispoljen u T
¢elijskim zonama limfnog ¢vora [124, 125], Sto omogucava migraciju ovih ¢elija u limfni
¢vor 1 prezentaciju antigena T limfocitima. Migracija DC u limfni ¢vor predstavlja i
opasnost za diseminaciju infekcije. Ovo potvrdeno puno puta u slucaju virusnih infekcija
(HIV-1 1 CMV), a pretpostavlja se da isti mehanizmi mogu igrati vaznu ulogu i kod
diseminacije bakterijskih patogena kakvi su Mycobaterim 1 Leishmania, obzirom da i ovi
patogeni koriste isti mehanizam ulaska u DC preko DC-SIGN, ¢ime izbegavaju
odgovaraju¢i imunski odgovor [820]. U tom kontekstu bi DC tretirane dap-MWCNT ostale
na mestu infekcije 1 imale ulogu efektorskih celija koje stimuliSu sekundarni imunski
odgovor kostimulacijom preko CD86, a pri tome bi se smanjila opasnost od diseminacije

infekcije.

Stoga bi inhibitorni efekti dap-MWCNT 1 solubilnog dapsona na produkciju anti-
inflamacijskih citokina IL-10 1 [L-27, bez povecanja produkcije 1L-23, mogli biti znacajni
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za efikasnu borbu protiv intracelularnih patogena na mestu infekcije. Medutim, ni dapson ni
MWCNT nisu indukovali produkciju IL-12 u prisustvu proinflamacijskog koktela, Sto je
neophodno za efikasno usmeravanje imunskog odgovora u Thl i uspeSne borbe protiv
intracelularnih mikroba. Mogu¢i razlog ovome je nedostatak odgovaraju¢e kombinacije
TLR agonista za stimulaciju DC u naSem eksperimentalnom modelu, koji pored
proinflamacijskog koktela, ¢ine neizostavan faktor infekcije intracelularnim mikrobima
[821]. U tom smislu smo jo$ ranije pokazali da proinflamacijski koktel ne stimuliSe
produkciju IL-12 od strane DC, 1 Thl polarizaciju imunskog odgovora toliko dobro koliko
ga stimuliSu kombinacija TLR3 i TLR4 agonista, ili kombinacijom agonista TLR3 i C-tipa
lektina [731]. Stoga bi u narednim ispitivanjima trebalo proveriti kakv je
imunomodulacijiski efekat dap-MWCNT na DC stimulisane TLR agonistima ili samim
patogenima. Pored toga, dostava TLR agonista preko MWCNT bi mogla dodatno
stimulisati sazrevanje i1 funkcije DC, §to bi potencijalno prevazislo probleme koji se odnose

na produkciju IL-12 od strane ovih ¢elija.
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6. ZAKLJUCCI

6.1. BIOKOMPATIBILNOST I IMUNOMODULACIJSKE
OSOBINE CuAlINi I NiTi LEGURA

Napredni biomaterijali koji pamte oblik, izradeni od CuAINi i NiTi legura
metodom brzog otvrdnjavanja (RS), su biokompatibilni ali menjaju imunski odgovor in
vitro u zavisnosti od njihovog sastava, povrSinske mikrostrukture i modela bioloSkog

ispitivanja. Ovaj zaklju¢an potvrduju slede¢i klju¢ni rezultati:

1) CuAINi i NiTi RS trake koje pamte oblik, za razliku od kontrolnih legura istog sastava

pripremljenih konvencionalnim metodama,

¢ ne indukuju nekrozu ni apoptozu L.929 ¢elija, timocita i PM@ pacova i humanih
PBMC
¢ ne dovode do oksidativnog stresa PM@ pacova

e ne stimuliSu produkciju proinflamacijskih citokina od strane PMO, i najveceg

broja kultura humanih PBMC
2) Biokompatibilnost naprednih biomaterijala je posledica

e vece otpornosti na koroziju 1 sledstvenog manjeg oslobadanja metalnih jona sa
povrsine legura

e formiranja Ti-oksidnog sloja na povrSini NiTi RS legura koje pamte oblik
3) NiTi RS trake koje pamte oblik

e aktiviraju humane DC u direktnom kontaktu, Sto je pokazano na osnovu
fenotipske 1 SEM analize

e pojacavaju tolerogene osobine nezrelih DC stimulacijom produkcije IL-10 1
TGF-B od strane CD4 T limfocita u kokulturi

e pojacavaju Thl polarizacioni potencijal DC u prisustvu LPS-a, a inhibiraju Th17
1 Th2 odgovor.
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6.2. BIOKOMPATIBILNOST I IMUNOMODULACIJSKE
OSOBINE NANOCESTICA ZLATA

Nanocdestice zlata ne ispoljavaju citotoksi¢nost, ali menjaju imunski odgovor in vitro
u zavisnosti od nacina njihove pripreme i veli¢ine. Ovaj zaklju¢ak potkrepljuju sledeéi

kljucni rezultati:
1) Nanocestice zlata proizvedene USP metodom iz recikliranog zlatnog nakita

e ne indukuju nekrozu ili apoptozu 1929 ¢elija, timocita 1 splenocita pacova, ako
nisu kontaminirane legiraju¢im metalima iz nakita
e deluju anti-proliferativno 1 imunosupresivho u kulturi splenocita pacova

stimulisanih pomoc¢u ConA

2) Hemijski sintetisane nanocestice zlata, u prisustvu LPS-a, ili oslobodene iz nekroti¢nih

tumorskih ¢elija

¢ inhibiraju fenotipsku maturaciju i alostimulatornu sposobnost DC
e moduliSu produkciju citokina i Th polarizacionu sposobnost DC
e smanjuju sposobnost DC da stimuliSu citotoksi¢ne T limfocite prema tumorskim
¢elijama
3) Snazniji imunosupresivni efekat manjih nanoCestice zlata u odnosu na vece

nanocestice zlata, je povezan sa

e brojem akumuliranih ¢estica 1 njthovom distribucijom unutar DC
e snaznijim efektima na Ca ** signalizaciju unutar DC
e stimulacijom produkcije imunosupresivnih citokina u kokulturi DC i CD3'T

limfocita
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6.3. BIOKOMPATIBILNOST I IMUNOMODULACIJSKE
OSOBINE FUNKCIONALIZOVANIH UGLJENICNIH NANOCEVI

Biokompatibilnost ugljeni¢nih nanocevi se pospeSuje funkcionalizacijom, ali njihov
imunobioloski efekat zavisi od vrste biomolekula koji je za njih kovalentno vezan. Ovaj

zakljucak potkrepljuju slededi kljucni rezultati:
1) Oksidacija MWCNT omogucava

e njihovu vecu disperziju u vodenim rastvorima
e smanjenje koncentracije metalnih jona u uzorcima MWCNT

e konjugaciju dapsonom i 7-TOG agonistom

2) MWCNT konjugovane dapsonom se internalizuju u istoj meri kao i oksidovane
MWCNT od strane DC i PM@. Medutim, za razliku od oksidovanih MWCNT i
solubilnog dapsona, MWCNT konjugovane dapsonom

e ne ispoljavaju citotoksi¢nost u kulturi PM@ i DC

e ne utiCu na oksidativni stres, oksidativni prasak i produkciju IL-6 i NO od strane
PMO

e ne utiu na sazrevanje i produkciju citokina od strane nezrelih DC

e inhibiraju ekspresiju CCR7 1 stimuliSu ekspresiju CD86 od strane DC u prisustvu

proinflamacijskih citokina
3) Funkcionalizacija MWCNT 7-TOG agonistom omogucava

¢ bolju internalizaciju ovog konjugata od strane DC, u odnosu na o-MWCNT

¢ interakciju 7-TOG sa TLR7 u endozomu DC
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ABSTRACT: Cu-Al-Ni shape memory alloys (SMAs) have been investigated as
materials for medical devices, but little is known about their biocompatibility.
The aim of this work was to study the response of rat peritoneal macrophages
(PM@) to a Cu-Al-Ni SMA in vitro, by measuring the functional activity of
mitochondria, necrosis, apoptosis, and production of proinflammatory cytokines.
Rapidly solidified (RS) thin ribbons were used for the tests. The control alloy was a
permanent mold casting of the same composition, but without the shape memory
effect. Our results showed that the control alloy was severely cytotoxic, whereas
RS ribbons induced neither necrosis nor apoptosis of PM@. These findings
correlated with the data that RS ribbons are significantly more resistant to
corrosion compared to the control alloy, as judged by the lesser release of Cu and
Ni in the conditioning medium. However, the ribbons generated intracellular
reactive oxygen species and upregulated the production of IL-6 by PM@. These
effects were almost completely abolished by conditioning the RS ribbons for 5 weeks.
In conclusion, RS significantly improves the corrosion stability and biocompat-
ibility of Cu—Al-Ni SMA. The biocompatibility of this functional material could be
additionally enhanced by conditioning the ribbons in cell culture medium.
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INTRODUCTION

hape memory alloys (SMAs) belong to a group of functional, super-
elastic materials, whose shape and stiffness can be controlled with
temperature. The alloy undergoes a complex thermoelastic reversible
phase transformation called martensite-austenite transformation. As the
metal in the high-temperature condition (austenite) is cooled, the
austenitic crystalline structure transforms into the low temperature
phase (martensite), where it can be easily bent and shaped. As the metal
is reheated, its original shape and stiffness are restored (memory effect).
These characteristics make SMAs very attractive as materials for medical
devices such as implants, actuators, stents, filters, and others [1-4].
Today, Ni-Ti-based SMAs are the most widely used functional
materials in medical practice due to their excellent biomechanical and
super-elastic properties, as well as their acceptable biocompatibility [3,5].
Cu-based SMAs, especially Cu—Al-Ni and Cu-Al-Mn are commercially
available too. Their transformation temperature-range is similar to that
for Ni-Ti and can be adjusted in the range between —200°C and 200°C
[6]. Compared to Ni-Ti, the most important disadvantage of polycrystal-
line Cu-Al-Ni alloys is the small reversible deformation [7-9] due to the
already intergranular breakdown at low average stress levels. The main
causes for low failure stress are the high elastic anisotropy (E_q11-/
E_pp1-=13) [10], large crystal grains, strong dependence of transforma-
tion strain on crystal orientation and segregations on grain boundaries.
The first three reasons cause high shear stress concentrations at grain
boundaries, and the fourth one results in weakening the grain boundaries
[11]. On the other hand, Cu-Al-Ni alloys have some considerable
advantages over Ni-Ti: Less difficult melting, casting, and composition
control, higher Young’s modulus, better machinability, better work/cost
ratio [7,12-14] and, most importantly for designing actuators perhaps,
the stability of the two-way shape memory effect is better [15].
Furthermore, additional advantages can be gained through rapid
solidification (RS), including better stability of mechanical properties at
elevated temperatures, lower coarsening rates during heat treatments
and considerable ageing-resistance [13]. An improvement in the electrical
properties, magnetic properties, and corrosion resistance is also possible
[16]. In spite of these facts, Cu-based SMAs have not yet been investigated
as a potential biomaterial because of the prevalent belief that the alloys
with a high Cu content cause toxic effects in vivo [17,18].
In our previous paper [19], we have already presented an efficient
method for producing RS Cu-Al-Ni thin ribbons directly from the melt,
based on melt spinning technology. The optimal content of 13 wt% Al
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enabled satisfactory shape memory properties and simpler thermal
treatment. The Ni content suppresses diffusion of Al and Cu and helps
the alloy to retain the single-phase structure on cooling efficiently,
whereas a small quantity of B improves its ductility [14].

Based on the hypothesis that the above listed benefits of RS could
sufficiently improve the properties of Cu—Al-Ni SMAs and thus establish
them as a potential biomaterial, the aim of this work was to study the
response of rat peritoneal macrophages (PM@) to the RS Cu-Al-Ni SMA
ribbons in vitro. The control alloy was a permanent mold casting of the
same chemical composition, without the shape memory effect. This
model was chosen because alloys in as-cast-condition, through activation
of M@, can initiate undesirable tissue reactions such as chronic
inflammation and destruction of tissue [20].

MATERIALS AND METHODS

Preparation of the Cu-Al-Ni Permanent Mold-casting and RS
Cu-Al-Ni Ribbons

The alloy was made by smelting pure Al, Cu, Ni, and an Al 3wt% B
master alloy under vacuum in an induction furnace. When smelted, argon
was introduced (1.03 bar), and the melt was cast into a permanent mold.
The metals used and the master alloy were of industrial purity and the
mold was a triple cylindrical grey iron mold. The billets obtained had a
diameter of 47mm and a height of 270 mm. The analyzed chemical
composition of the alloy, performed by inductively coupled plasma atomic
emission spectrophotometry (ICP-AES) (Perken-Elmer) in triplicate,
showed 81.3wt% Cu, 13.1wt% Al, 3.8 wt% Ni and 0.04 wt% B. Minor
elements were Fe (0.007 wt%) and Co (0.002 wt%), whereas other metals
were below the detection limit (0.001 wt%). The cast Cu—Al-Ni billets
were machined partially into platelets (5 mm x 5 mm x 1 mm) suitable
for biocompatibility tests and partially into smaller cylindrical billets for
melt spinning. The platelets machined from the mold castings were used
as the control alloy.

The methodology for the preparation of the Cu—Al-Ni SMA ribbons was
presented in detail in the previous paper [19]. Briefly, the ribbons were
melt-spun in a free jet melt spinner under a protective atmosphere (Ar
5.1). Relatively low wheel speeds (12.4-11.8 m/s) were selected in order to
obtain ribbons wide enough for the intended research. In order to ensure
that the ribbons also had optimal shape memory properties, melt spun
ribbons were heat-treated: solution annealed at 900°C for 2 min, water
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quenched, post-quench annealed at 300°C for 2h and finally, water
quenched again.

Preparation of Cu-Al-Ni Samples for Biocompatibility Testing

RS ribbons (5 mm x 5 mm; thickness 0.1 mm) and control alloy platelets
(bmm x 5mm; thickness 1 mm, were washed in distilled water and
cleaned by an ultrasonic apparatus (5 x 3min in distilled water). After
that, the samples were air dried for 1 h and then disinfected in 96% alcohol
for 5 min. After drying, the samples were used for direct or indirect contact
with cells. Direct contact included the cultivation of cells together with the
samples, whereas indirect contact involved the cultivation of cells in a
trans-well system, or with different dilutions of alloy extracts. The extracts
were prepared by incubating the samples in an RPMI medium (Sigma,
Munich, Germany) with the addition of 10% fetal calf serum (FCS) (ICN,
Costa Mesa, CA) for 7 days (incubation at 37°C; 5% COs; 1cm?mL
medium). The conditioning process was in accordance with the ISO
recommendations for the biocompatibility testing of medical and dental
materials (ISO, 1997) and lasted for 5 weeks. The control-conditioning
medium was RPMI + 10% FCS, cultivated without samples. The media
were changed after each week and those collected in the first and the last
week of conditioning were used for testing.

Preparation of PMO

PM@ were prepared from Albino Oxford (AO) rats, male, 10 weeks
old, body mass 200-220 g. The animals were bred in a vivarium at the
Institute for Medical Research, MMA under standard conditions and
their use for the experiments was according to the guidelines for the use
of experimental animals, approved by the Ethical Committee of MMA,
September 2001, which strictly follows the rules of the European
Community Guidelines (EEC Directive of 1986; 86/609 EEC).

For preparation of the PM@, the rats were anaesthetized with ether
and then 20 mL of cold RPMI medium was injected into their peritoneal
cavity. Peritoneal cells were collected by aspiration of the medium,
followed by washings and counting. The viability of peritoneal cells, of
which 80% were macrophages, was higher than 95%.

MTT Assay

The metabolic activities of PM@ were evaluated by using direct and
indirect methods. During the direct test, the cells were cultivated in 24-well
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plates. The samples of alloys (6-plicates), prior to and after conditioning,
were placed in the centers of the wells. After that, 1 x 10 PM@/well in the
volume of 1mL of RPMI medium + 10% FCS was added to the alloy-
samples. The alloy surface area/volume of medium was 2 cm?mL. The
cells were cultivated together with the alloys for 24 h in an incubator and
after that their metabolic activity was evaluated. The controls were those
cells cultivated without alloy-samples and, in addition, wells with alloy-
samples immersed in the medium without cells

The indirect method was based on cultivating the cells with condition-
ing media (undiluted or diluted 1:4 in RPMI medium + 10% FCS). In
these experiments the cells were cultivated in 96-well plates (2 x 10°%/
well). After a 24-h incubation period, the plates were centrifuged and the
medium was carefully removed. The solution of 3-[4,5 dimethyl-thiazol-2
lyl]-2.5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT) (Sigma) (100 uL/well, final
concentration 100 pg/mL), was added. Wells with an MTT solution
without cells served as blank controls. When the direct effects of the alloys
were evaluated, MTT (500 uL/well; 24-well plates) was added directly to
the cell cultures. The wells were incubated with MTT for 4h in an
incubator at 37°C. After that, 100 and 500 uL 0.1N HCl/10% sodium-
dodecyl-sulphate (SDS) was added to each 96- and 24-well, respectively.
The plates remained overnight and next day the optical density (OD) of
the developed color was read at 570/650 nm (ELISA reader, Behring II).
All examinations were in sextuplicate. The results were expressed as the
relative metabolic activity compared to the corresponding controls.

In the direct assay the relative metabolic activity was determined as
follows:

OD of cells cultivated with alloys
— OD of alloys cultivated without
cells/OD of cells cultivated without alloys
— OD of alloys cultivated without cells

Metabolic activity (%)= x 100

In the indirect assay the relative metabolic activity was calculated as
follows:

Metabolic activity (%) = (OD of cells cultivated using the alloy
conditioning medium/OD of cells cultivated with control conditioning
medium) x100.

Viability Tests

The viability of PM@ in cultures was determined by a 1% solution of
Tripan blue, and propidium iodide (PI) (Sigma; 10 ug/mL) was used in
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certain experiments. The nonviable cells, stained by Tripan blue, were
analyzed using light microscopy. The viability (%) was determined based
on the number of stained and total cells. The cells stained with PI were
analyzed using flow cytometry. The percentages of nonviable cells (PI*
cells) were determined directly on the flow cytometer (Coulter, XL.-MCL,
Krefeld Germany).

Apoptosis Test

Apoptosis was determined by using a DNA fragmentation method as a
final stage of the apoptotic pathway. PM@ (1 x 10°cells/well) were
cultivated with Cu—Al-Ni alloy-samples (prior to or after conditioning) in
24-well plates for 24 h, as described for the MTT assay. After washing in a
phosphate buffer, the cells were stained with PI (10 ug/mL dissolved in
hypotonic citric/Triton-X buffer). After a 6h incubation period at room
temperature in the dark, the cells were analyzed using flow cytometry.
The cells with hypodiploid nuclei (sub-Gy pick) represented apoptotic cells.

Detection of Intracellular Reactive Oxygen Species

In order to check whether Cu-Al-Ni alloy samples cause the generation
of intracellular reactive oxygen species (ROS), PM@ (1 x 10° cells/well)
were cultivated with Cu-Al-Ni alloy samples (prior to or after condition-
ing) in 24-well plates for 30min, as described for apoptosis. After
incubation, the cells were collected from the wells, transferred into
Ependorf tubes and incubated with dihydroxyrodamine (DHR) (20 pM)
for 15 min. The cells were analyzed using flow cytometry. An increase in
the intensity of DHR fluorescence was the indicator of intracellular ROS
formation. PM@ treated with 0.5 mM H,0, served as a positive control,
whereas PM@ cultivated without alloys were a negative control.

Cytokine Assays

PM@ were incubated with Cu-Al-Ni conditioning medium or control
alloy conditioning medium for 24h, as described for the MTT assay. The
supernatants were then removed. The concentrations of IL-1, tumor
necrosis factor o (TNF-a) and macrophage chemoatractant protein-1
(MCP-1) were determined in cell culture supernatants of macrophages
by fluorescent microbeads technology (6-plex rat cytokine kit) (Bender
MedSystems). The concentrations of cytokines were determined by
using adequate software based on the fluorescence intensity of microbe-
ads coated with different concentrations of anti-cytokine antibodies.
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The levels of IL-6 were determined by a commercial ELISA kit for rat
IL-6 (R&D), following the manufacturer’s instructions.

Chemical Analysis

The concentrations of metal ions in the conditioning media were
analyzed by ICP-AES (Perken-Elmer). Triplicate absorbance readings
per element were recorded for each sample.

Statistical Analysis

All values are given as mean +SD (Standard Deviation). The number
of samples was 4-6. The Student ¢-test and ANOVA tests were used for
evaluating the differences between the experimental and corresponding
control samples. The values (p<0.05 or less) were considered
statistically significant.

RESULTS

The Effect of Cu-Al-Ni Samples on the Metabolic Activity and
Viability of PM@

The first aim of this study was to examine the effect of the Cu-Al-Ni
alloy on the metabolic activity of PM@. As shown in Figure 1(a), the
control alloy samples completely inhibited the metabolic activity of
PM@, independently of the conditioning process. On the other hand,
nonconditioned RS ribbon samples only slightly suppressed the meta-
bolic activity of PM@ (10% inhibition), compared to the control samples,
but the difference was not statistically significant (p >0.05).

The viability assay showed that the control alloy samples were
cytotoxic, whereas RS ribbons did not significantly change the viability
of PM@ (Figure 1(b)).

In order to examine the relationship between corrosion properties and
cytotoxicity, control alloys, and RS ribbons were conditioned in a culture
medium and the effect of extracts was assayed using the MTT test. As
shown in Figure 1(c), the undiluted extract of the control alloy, collected
after the first week of conditioning, completely inhibited the metabolic
activity of PM@. The 25% extract was still significantly cytotoxic. The
conditioning medium of the RS ribbons, prepared under the same condi-
tions, did not show any significant effect on PM@. When the media collected
in the fifth week of conditioning were tested, significantly less suppressive
effects of the control alloy extract were observed (Figure 1(c)).
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Figure 1. The effect of Cu-Al-Ni alloy on the metabolic activity and viability of PM@:
(a) direct effect of Cu—Al-Ni alloy on the metabolic activity of the cells; (b) direct effect of
Cu-Al-Ni alloy on cell viability; (c) effect of Cu-Al-Ni conditioning medium on the
metabolic activity of the cells.

Cells were cultivated together with the control alloy or RS ribbons (before or after
conditioning) or alloy’s conditioning medium, as described in the section ‘Materials and
Methods’. The metabolic activity was demonstrated by an MTT test and the viability was
checked by Tripan blue dye exclusion. The results are expressed as relative values (mean
% +SD) of sextuplicates using corresponding controls as 100% (cells cultivated alone
without alloys or cells cultivated in control conditioning medium).

*#% p<0.005 compared to the corresponding controls.

These results are in accordance with the ICP-AES analysis. Table 1
demonstrates a significant release of Cu (84 ppm) from the control alloy
sample, followed by Ni (2.4 ppm) and Al (0.2 ppm). The release of Cu and
Ni from RS ribbons was about 10-12 times lower (8.0 ppm of Cu and
0.2ppm of Ni, respectively), compared to the control alloy. The
concentrations of Cu and Ni in both the control alloy and the RS ribbons’
extracts collected in the fifth week of conditioning were reduced by more
than 60% (Cu) and 50% (Ni and Al), compared to the concentrations of
these metal ions after the initial conditioning period (Table 1).
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Table 1. ICP-AES analysis of metals in the alloy’s conditioning media.

Concentration of metals

Conditioning medium Cu(ppm) Al(ppm) Ni(ppm)
Control conditioning medium < 0.1 <01 <01
Conditioning medium of control alloy A: 84.0 A: 0.2 A 2.4
B: 28.2 B: 0.1 B: 1.1
Conditioning medium of RS ribbons A: 8.0 A: 0.3 A 0.2
B: 3.0 B: 0.1 B: 0.1

A = Alloy samples were conditioned for 1 week and after that the medium was collected.
B = Alloy samples were conditioned for 5 weeks. The conditioning medium was collected from day 28 until day 35.
Values are given as mean of three measurements.

Table 2. The effect of Cu-Al-Ni alloy on necrosis, apoptosis,
and ROS generation in PMQ.

ROS generation

Necrosis (%) Apoptosis (%) (Mean FI)
Control cells 58+1.2 16.2+21 6.4+1.2
Control alloy ~ A: 92.4+4.6*** 49+1.0%** 17.241.8***
B: 48.4£3.9%** 48.2 £ 4.4%%* 16.0£2.1%**
RS ribbon A 71+£19 17.8+1.7 10.84+1.3**
B:59+1.8 15.3+1.4 81+1.0

A: Before conditioning; B: After conditioning.

PM@ were cultivated with control Cu-Al-Ni platelets or RS ribbons before or after
conditioning (5 weeks) as described in section ‘Materials and Methods’. Necrosis
and apoptosis were determined after 24 h, whereas intracellular ROS generation
was detected after 30 min.

Values are given as mean £ SD of triplicates (one representative experiment out of
three with similar results).

*p<0.05; **p<0.01; ***p <0.005, compared to control cells.

FI = Fluorescence Intensity.

Effect of the Cu-Al-Ni Alloy-conditioning Medium on Necrosis,
Apoptosis and ROS Generation in PM@

The next step in this study was examination of the mechanisms
involved in the cytotoxicity of the Cu—Al-Ni alloys. Table 2 and Figure 2
show that the control alloy, when tested before conditioning,
caused necrosis, whereas the conditioned alloy caused both necrosis and
apoptosis. SMA ribbons induced neither necrosis nor apoptosis of PM@.

SMA ribbons triggered the generation of intracellular ROS as did the
control alloy. However, their effect was lower compared to the mold-cast
alloy, or HyO,, used as a positive control, and ROS generation was
further decreased after conditioning the ribbons (Table 2, Figure 3).
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Figure 2. The effect of Cu-Al-Ni-alloy on necrosis and apoptosis of PM@. PM@ were
cultivated with nonconditioned or conditioned alloys for 24 h. Necrosis was determined by
staining the nonpermeabilized cells with PI, whereas apoptosis was detected by staining
the permeabilized cells with PI as described in section ‘Materials and Methods’.
Representative histograms of fluorescence are presented.
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Figure 3. The effect of Cu-Al-Ni-alloy on the generation of intracellular ROS in PM@.
PM@ were cultivated with nonconditioned alloys for 30 min. The negative control was a
culture without alloys, whereas the positive control was 0.5 mM Hy0,. Cells were stained
with DHR as described in the section ‘Materials and methods’ and analyzed by flow
cytometry. Representative histograms of fluorescence are presented.

Effect of Cu-Al-Ni Alloy Conditioning Medium on Cytokine
Production by PM@

The final aim of this biocompatibility study was to check how Cu-Al-Ni
alloy conditioning medium affected cytokine production by rat PM@.
PM@ were incubated with the alloy extracts, prepared as described
before, for 24 h and the cytokine levels (IL-1p, TNF-o, MCP-1, and IL-6)
were determined. The results are given in Figure 4.

The control alloy medium, collected during the first conditioning
period, almost completely blocked or significantly decreased the
production of all cytokines. The conditioned control alloy medium,
collected during the last week of conditioning, had a stimulatory effect
on the production of IL-1 and TNF-o. The RS ribbon extract, collected
during the first conditioning period, increased the production of IL-6,
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Figure 4. The effect of a Cu-Al-Ni conditioning medium on cytokine production by PM@.
PM@ were cultivated with a Cu-Al-Ni conditioning medium (collected after the first and
the fifth week) for 24 h and after that the levels of cytokines were determined in culture
supernatants as described in the section ‘Materials and Methods’.

Results are given as mean +SD (n =4).

**p<0.01; ***p<0.005 compared to the control conditioning medium.

but did not modify the secretion of IL-1f, TNF-oa, and MCP-1. The RS
ribbon extract, collected during the last conditioning period, did not
significantly modify the production of all cytokines.

DISCUSSION

The monocyte/macrophage system plays an important role in any
biological response to biomaterials [21,22]. There is ample evidence that
cast alloys, through the activation of macrophages, can initiate undesir-
able tissue response, manifested as chronic inflammation and destruction
of tissue, including osteolysis [20,23]. Since RS Cu-Al-Ni ribbons
have been considered as a potential biomaterial, in this work we
studied the response of rat PM@ to the alloy by measuring their viability,
SDH activity, necrosis, apoptosis, generation of intracellular ROS
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and the production of pro-inflammatory cytokines. We found that the
control alloy caused severe cytotoxicity of PM@ and the effect was
confirmed with its conditioning medium. The cytotoxicity was manifested
as almost complete loss of viability and mitochondrial SDH activity due to
PM@ necrosis. Based on the concentrations of released metal ions in the
extract collected 7 days after conditioning, it can be concluded that the
concentrations of Cu ions (84.0 ppm) were more than 10 times higher
than those causing LD50 on different cell lines [24-26]. These results are
also in accordance with those of Schedle et al. [27], who showed similar
response of 1L.929 cells and gingival fibroblasts to Cu ions at relatively high
concentrations (0.33-1 mmol/L), and with our previous results on 1.929
cells and rat thymocytes [28]. When mold-cast Cu-Al-Ni platelets were
tested after conditioning, we observed both necrosis and apoptosis in
PM@ cultures. These findings correlated with the significantly lower
capability of the conditioned alloy to release Cu ions.

Cu has been demonstrated as inducing apoptosis in different cell types
[29-31]. Possible mechanisms for Cu-induced cell death include Cu
affinity to RNA and DNA and inhibition of the transcription process
[32]. Another possible mechanism is that Cu suppressed activation of
the transcription factor NF-kB, suggested to be anti-apoptotic [29-33].
Furthermore, Cu enhances ROS production via a Fenton-like reaction
and may induce apoptosis by oxidative stress or direct ROS damage to
cellular components [34]. Zhai et al. [29] demonstrated that Cu induced
intranucleosomal DNA fragmentation resulted partly from direct attack
by ROS, and at least partly by endonuclease activity. Our results also
confirmed the generation of intracellular ROS in PM( in the presence of
the control Cu-Al-Ni alloy.

Apoptosis and necrosis are considered functionally and morphologi-
cally distinct forms of cell death. However, observations that cells
triggered to undergo apoptosis will die by necrosis when the intracellular
energy level is low (depletion of ATP), change this concept [35]. Based on
these results, published by Leist et al., it can be postulated that high
concentrations of Cu released from our control alloy block mitochondrial
or glycolytic ATP generation, and cause necrosis. When Cu concentra-
tions are lowering (conditioned alloy), the threshold ATP concentrations
are sufficient to execute the apoptotic program. Therefore, measure-
ment of ATP content in PM@ is necessary to prove this hypothesis in our
culture system.

The role of other metal ions in the cytotoxicity of the control Cu-Al-Ni
alloy is not clear because the concentrations of released Ni (2.4 ppm) and
Al (0.2 ppm) ions were below cytotoxic concentrations [24,36,37]. Altho-
ugh Ni has been shown to have an additive effect on the cytotoxicity
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caused by Cu [36] and Ni concentrations detected in our extract of control
alloy might have some inhibitory effect on cellular functions [5,27,38,39],
the effect of Cu, due to its high concentrations, is probably the dominant
one. Al, as a component of total hip replacement and as a cleaning
powder for medical devices, have excellent cytocompatibility, as shown by
Hornez et al. [24]. However, it remains to be tested whether the small
quantity of Al ions released from Cu-Al-Ni samples modifies the
activities of Cu and Ni ions.

One of the main findings of this study was that RS Cu-Al-Ni ribbons
did not have a detectable cytotoxic effect on PM@. Such results are in
accordance with a 10-times lower release of Cu (8.0 ppm) in the extract
during the initial conditioning period, compared to the control alloy.
Although there are several reports showing that Cu at concentrations
between 4 and 10 ppm is cytotoxic for fibroblast cell lines, similar results
were not confirmed in this study. The same concentration of exogenous
Cu ions induced neither necrosis nor apoptosis of PM@ (data not
shown). One explanation might be that 10% FCS was used in the culture
medium in contrast to the 3% used by Wataha et al. [36,37] or 5%
Schmalz et al. [25]. Our unpublished data clearly showed that higher
concentrations of FCS are protective and that lowering its content
makes the cells more sensitive to the toxic effect of metal ions.

The explanation for the different biocompatibility and corrosion
stability of the control alloy and SMA ribbons can be found in their
different microstructures. Namely, our previous results [28] showed
that control mold-cast Cu—-Al-Ni alloy is a multiphase alloy, whereas
Cu-Al-Ni ribbons are of martensitic structures. In addition, the
formation of oxide layers on the surfaces of both materials after prolonged
conditioning further decreases the release of metal ions. The hypothesis
that martensitic structure of Cu-Al-Ni alloys is predominantly respon-
sible for their corrosion resistance has been additionally favored by our
unpublished results on mold-cast Cu-Al-Ni alloy. Namely, our micro-
structural analysis showed that similar treatment of control Cu-Al-Ni
platelets (double heating/quenching) partly resulted in martensitic
transformation of the alloy and its higher corrosion resistance compared
to nontreated Cu-Al-Ni platelets.

An important finding in this study is related to the production of pro-
inflammatory cytokines by PM@. Due to the severe toxic effect of Cu ions
released from the control alloy, the production of all pro-inflammatory
cytokines (TNF-o, IL-1, IL-6, and MCP-1) was significantly inhibited.
Suska et al. [40] also demonstrated that human monocytes, cultivated on
Cu-coated titanium, secreted low levels of TNF-o and IL-10. However, the
extract of control alloy collected after prolonged -conditioning,
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significantly stimulated the production of IL-1 and TNF-a. In contrast,
only the secretion of IL-6 was augmented by the extract of RS ribbons
collected after an initial conditioning period. No significant changes in the
production of all cytokines were observed using the extract of RS ribbons
after prolonged conditioning. These findings correlated with the results
that nonconditioned SMA ribbons, although causing neither apoptosis
nor necrosis of PM@, stimulated the generation of intracellular ROS, as
determined by an increase in the intensity of DHR fluorescence.

Up to now, the enhanced production of IL-6 in the absence of
increased secretion of other pro-inflammatory cytokines by Cu ions has
not been published. In contrast, the enhanced production of TNF mRNA
in peripheral blood leukocytes by Cu ions has been detected [41]. The
biological significance of an enhanced production of IL-6 by RS ribbons
remains to be tested because IL-6, together with TNF-o, promotes
inflammation, but this cytokine also possesses anti-inflammatory
properties [42].

It has been published that different alloys, which are currently used in
total joint arthroplasty, release subtoxic concentrations of metal ions,
which stimulate macrophages. Phagocytosis of particulate debris
released from implants may also contribute to these processes. All four
cytokines studied in our work are involved in the promotion of
inflammation and osteolysis [23,40,43]. Therefore, due to such a pro-
inflammatory effect and manifested cytotoxicity, the control alloy, as
expected, is an example of nonbiocompatible material, which is not
recommendable for biomedical application. However, RS ribbons,
similar to Ni-Ti SMAs, [3,4,7] might be considered as a potential
biomaterial for constructing those medical devices such as catheters or
actuators, which encounter living cells and tissues for a short period.
However, many other experiments should be performed to confirm this
hypothesis including long-term corrosion behavior of the material, cell/
material interface interactions, interactions of the material with
different cellular components in vivo and the biological response of the
organism to Cu-Al-Ni SMA implants.

In conclusion, our results showed that RS enables the production
of Cu-Al-Ni ribbons with the shape memory effect, which exhibit
a significantly higher resistance to corrosion and improved biocompat-
ibility than a mold-cast control alloy of the same composition.
The biocompatibility of Cu-Al-Ni ribbons could be additionally
enhanced by their conditioning in cell culture medium. The conclusion
is based on biocompatibility assays showing preserved viability,
absence of oxidative stress and proinflammatory response of PM@ to
the material in vitro.
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The response of peripheral blood mononuclear cells

Abstract: The aim of this work was to study the response of human peripheral
blood mononuclear cells (PB-MNCs) to Cu-Al-Ni and Ni-Ti shape memory
alloys (SMAs). The alloys were prepared as rapidly solidified thin ribbons via
melt spinning. It has been shown that the ribbons were non cytotoxic for
PB-MNCs as determined by the viability and apoptosis assay. In 18 cultures
out of 20 cultures of individual donor PB-MNCs cultivated with Cu-AI-Ni
SMAs, no significant changes in the production of Th1 (IFN-y), Th2 (IL-5 and
IL-10) and proinflammatory (IL-1B, TNF-o0, IL-6 and IL-8) cytokines were
detected compared to controls. In two cultures out of 20, a significant increase
in the production of Thl and proinflammatory cytokines was observed.
Microstructural analyses confirmed the formation of thin oxide on the surface
of both SMA ribbons.

Keywords: shape memory alloys; SMAs; peripheral blood mononuclear cells;
cytotoxicity; cytokines; microstructural analysis.
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1 Introduction

Shape memory alloys (SMAs) have attracted considerable attention as biomaterials for
medical devices, such as guide wires for catheters, stents, filters, actuators, implants and
others. SMAs belong to a group of functional, smart materials, with their unique property
to ‘remember’ the shape they had before the pseudo-plastic deformation. Such an effect is
based on crystallographic reversible thermo-elastic martensitic transformation. Among
them, Nickel-Titanium (Ni-Ti) SMAs have been mostly explored and applied in
biomedicines because of their excellent flexibility and deformation behavior similar to
that of living tissues. Cu-based SMAs, especially Cu-Al-Ni and Cu-Al-Mn are
commercially available too, but their biomedical application has not been thoroughly
investigated. One reason could be that many properties of Cu-Al-Ni SMA are inferior to
that of Ni-Ti. The most important disadvantage of polycrystalline Cu-Al-Ni alloys is the
small reversible deformation due to inter-granular break-down already at low average
stress levels. The main reasons for low failure stress are the high elastic anisotropy
(E<111>/E<001>=13), large crystal grains, strong dependence of transformation strain
on crystal orientation and segregations on grain boundaries. The first three reasons cause
high shear stress concentrations at high boundaries, and the fourth one results in
weakening the grain boundaries. On the other hand, the Cu-Al-Ni alloys are considerably
cheaper than Ni-Ti alloys and, in addition, at present they are the only option if high
transformation temperatures are required. The transformation temperatures of Ni-Ti
alloys can be adjusted in the range between 200°C and 120°C, whereas the characteristic
temperatures of martensitic transformation of Cu-Al-Ni alloys can lie between —200°C
and 200°C, depending on the content of Al and Ni.

Ni-Ti SMAs have been considered as biocompatible (Saburi, 1998). In our previous
paper we showed using 1.929 mouse fibroblasts and rodent lymphocytes that Cu-Al-Ni
SMAs showed very low toxicity, which could be abrogated almost completely by
conditioning the SMAs in culture medium for four weeks. In spite of these properties,
there is great concern with regard to health when Ni-Ti and Cu-AI-Ni SMAs are
implanted in the human body, because of high Ni and Cu contents respectively. Metallic
biomaterials have a tendency to corrode in a physiological environment, thereby
accelerating the release of Ni and Cu from SMAs. Both Ni and Cu are cytotoxic and the
degree of cytotoxicity mostly depends on the concentration of released metallic ions. In
addition, a sub-toxic concentration of metallic ions can alter different cellular functions.
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The aim of this study was to test the response of human peripheral blood
mononuclear cells (PB-MNCs) by measuring cytotoxicity and the production of
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines following stimulation of the cells with
phytohemaglutinin (PHA). For comparison, in some experiments, control alloys of the
same composition but without shape memory effects were used.

2 Material and method

2.1 Preparation of Cu—AI-Ni and Ni-Ti permanent mould casting and SMA
ribbons

Cu-Al-Ni alloy was made by smelting pure Al, Cu, Ni and Al-3 wt. % B master alloy
under vacuum in an induction furnace. When smelted, argon was introduced (1.03 bar)
and the melt was cast into a permanent mould. The metals used and the master alloy were
of industrial purity and the mould was a triple cylindrical grey iron mould. The obtained
billets had a diameter of 47mm and height of 270 mm. The cast Cu-Al-Ni billets (81.3
wt.% Cu, 13.1 wt.% Al, 3.8 wt.% Ni and 0.04 wt.% B) were machined, some into
platelets (5 mm x 5 mm x 1 mm) and some into smaller cylindrical billets for melt
spinning.

The methodology for preparation of Cu-Al-Ni SMA ribbons was presented in detail
in the previous paper (Lojen et al., 2005). Briefly, the ribbons were melt spun in a free jet
melt spinner under a protective atmosphere (Ar 5.1). Relatively low wheel speeds
(12.4-11.8 m s ") were selected in order to obtain ribbons wide enough for the intended
research. In order to ensure that the ribbons also had optimal shape memory properties,
melt spun ribbons were heat treated, solution annealed at 900°C for 2 min, water
quenched, post-quench annealed at 300°C for 2 h and finally water quenched again. The
presence of shape memory is shown by the endothermic peaks during heating and the
exothermic peaks upon cooling. These peaks prove the occurrence of martensitic
transformation. The Ti-rich (at 50.3 % Ti) Ni-Ti alloy ingots were prepared by the
vacuum arc-melting technique on a water-cooled copper crucible in a reduced Ar
atmosphere. To ensure homogeneous SMAs, arc-melting was repeated three times for
each alloy.

The melt-spun ribbons were produced under a 200 mbar He atmosphere, using
quartz-glass crucibles with a nozzle diameter of 0.9mm and coated internally with Y,Os.
By applying an Ar overpressure of 90 mbar within the crucible, the melt was ejected onto
the surface of a polished Cu wheel (200 mm diameter) having a circumferential wheel
speed of five to 30 ms'. The distance between the nozzle and the wheel surface was
2 mm.

2.2 Preparation of alloys for biocompatibility studies

Rapidly solidified SMA ribbons (5 mm X 5 mm, thickness 0.1 mm) and control alloy
platelets (5 mm x 5 mm, thickness 1 mm), prepared as described above, were used for the
biocompatibility studies. The samples were washed in distilled water and cleaned with an
ultrasonic apparatus (5 x 3 min in distilled water). After that the samples were air dried
for 1 h and then disinfected in 96% alcohol for 5 min. After drying, the samples were
incubated in complete culture medium consisting of RPMI medium (Sigma, Munich,
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Germany), with the addition of 10% fetal calf serum (FCS) (ICN, Costa Mesa, CA),
2mM L-glutamine (Sigma) and antibiotics for four weeks (incubation at 37 °C, 5% CO2,
1 cm® ml”' medium). Following the incubation period, the samples were collected,
washed in distilled water, air-dried and used for biological studies.

2.3 Microstructural analysis

After conditioning in culture media SMA ribbons were cleaned with Ar+ ions
(E=2keV, r=12 mAc m-2, Q = 47) to remove surface contaminants. The alloy samples
were examined under an optical microscope (OM-Nikon Epiphot 300 with a system for
quantitative analysis) and by scanning electron microscopy (SEM) [FEI Quanta 200 3D
and FEI Sirion 400NC equipped with an Oxford INCA 350 energy dispersive X-ray
(EDX) system]. Auger electron spectroscopy (AES) [Microlab 310-F from THERMO
Scientific, with field emission electron gun FE and additionally equipped with an X-ray
photoelectron spectrometer (XPS) was used to characterise the alloy surfaces.

2.4 Cell cultures

PB-MNCs from 20 healthy volunteers were isolated using Lymphoprep gradient. Each
donor gave an informed consent. For cytotoxicity assays, the cells (2 x 10° /ml) were
cultivated in complete RPMI medium for 48 hours with or without alloy samples. In
cultures with alloys the surface/volume ratio was 1 cm® ml'. When cytokines were
analysed, PB-MNCs were additionally stimulated with PHA (32 ug/ml), Difco,
Lawrence, USA.

2.5 Viability tests

The viability of PB-MNCs in culture was determined with a 1% solution of Trypan blue.
Non-viable cells, stained with Trypan blue, were determined by light microscopy. Percent
viability was determined from the number of stained cells and the total number of cells
(at least 500 calculated cells in quadruplicates).

2.6 Apoptosis tests

Apoptosis of PB-MNCs was determined using propidium iodide (PI) staining, as
described (Migita et al., 1994). The method is based on the detection of DNA
fragmentation, as the final stage in the apoptotic pathway. The cells with hypodiploid
nuclei (sub-GO0) represent apoptotic cells. After washing in a phosphate buffer, PB-MNCs
were stained with PI (10 pg ml™ dissolved in hypotonic citric acid + Triton X-100
buffer). After 6 h incubation at room temperature in the dark the cells were analysed
using flow cytometry (EPICS XL-MCL Beckman Coulter/Krefeld, Germany). All
measurements were done in quadruplicate.

2.7 Cytokine measurements

Cell free supernatants collected from PHA-stimulated PB-MNCs cultures were assayed to
the presence of cytokines using multiplex immuno-bead assay and flow cytometry
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(FlowCytomix Human Th1/Th2 1lplex Kit, Bender MedSystems, Vienna, Austria).
Supernatants were incubated with the mixture of fluorescent beads coated with antibodies
specific for cytokines to be detected (IL-1p, IL-2, IFN-y, IL-12, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-10, TNF-a, TNF-B). The beads can be distinguished by their sizes (size A: 5.5 pm;
size B: 4.4 um) and different intensities of a fluorescent dye in a single small volume
sample using the same principle as ELISA. Samples are then analysed on a flow
cytometer and results are calculated with BMS FlowCytomix Pro software included in
the kit.

2.8 Statistics

Student’s t-test and ANOVA were used to evaluate the differences between the
experimental and corresponding control samples. Values at P < 0.05 or less were
considered statistically significant.

Figure 1 Effect of Cu-Al-Ni and Ni-Ti alloys on viability and apoptosis of human PB-MNCs
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Notes: Human PB-MNCs were incubated with Ni-Ti or Cu-Al-Ni SMA ribbons for two
days and after that viability and apoptosis were determined. The viability was
estimated with a 1% solution of Tripan blue. For detection of apoptosis, the cells
were stained with PI (10 pg mI™" dissolved in hypotonic citric acid + Triton
X-100 bufter). After 6 h incubation at room temperature in the dark, PB-MNCs
were analyzed using flow cytometry. Data represent mean values of three
experiments =+ standard deviations.
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3 Results

3.1 Effect of SMAs on cytotoxicity of PB-MNCs

PB-MNCs, isolated from 20 different healthy donors, were incubated with Ni-Ti or
Cu-Al-Ni SMA ribbons for two days and after that viability and apoptosis were
determined. Cultures without alloys were used as a negative control. Cultures with Ni-Ti
and Cu-Al-Ni platelets of the same size and composition, but without shape memory
characteristics were used as positive controls. Results were presented in Figure 1. Both
Ni-Ti and Cu-Al-Ni SMA ribbons were not cytotoxic, because neither viability nor
apoptosis significantly differed from control cultures without alloys. In contrast, control
Cu-Al-Ni platelets were significantly cytotoxic as judged by the reduction of cellular
viability for about 90%. However, apoptosis was not a mode of cell death. Control Ni-Ti
platelets also significantly reduced cell viability by stimulating apoptosis.

3.2 Effect of SMAs on cytokine production by PB-MNCs

Cell free supernatants of PB-MNCs cultures with SMA ribbons from individual donors
were assayed for the presence of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines
using a multiplex immune-bead assay which determined 11 cytokines simultaneously.
Controls were PB-MNCs cultures with medium alone. Results are presented in Figures 2
and 3. In 18 cultures (non-responders) out of 20 donors, with Cu-Al-Ni SMAs no
significant changes in the production of Thl (IL-12, IFN-y, IL-2), Th2 (IL-4, IL-5 and
IL-10) and pro-inflammatory (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-o0, TNF-B) cytokines were
observed (Figure 2a). In two cultures (responders) significant increase in the production
of Th1 and pro-inflammatory cytokines was detected (Figure 2b).

Neither of the PB-MNCs cultures with Ni-Ti SMA ribbons responded in a way to
produce pro-inflammatory cytokines. However, in five PB-MNCs cultures (responders) a
significant increase in the production of IL-10 was detected compared to the levels of
IL-10 either in control cultures or the PB-MNCs cultures with Ni-Ti SMA ribbons of 15
responders (Figure 3).

3.3 Microstructural analysis of SMAs

Microstructural analysis, performed by SEM in combination with EDX and AES, showed
the formation of thin oxide layers on the surface of both SMA ribbons (Figures 4 and 5).
The surface of a Cu-Al-Ni ribbon was non-homogeneous and contained many different
point-shaped inclusions, approximately two micrometers in size, distributed throughout
the whole surface of the ribbon (Figure 4). EDX-analysis showed that these particles
belong to borides. AES spectroscopy, on the other hand, showed that the upper line of the
surface consisted only of Cu, Al and O. The line and the position of the spectra was in
accordance with the data showing that Cu and Al are bonded in oxide. The AES
spectroscopy of the lower surface’s line, which was about two micrometers below the
upper surface, revealed the presence of about 2.7% of Ni, besides Cu, Al and O. This
suggests that no further Ni release in this layer occurred after the biocompatibility assays
were performed.
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Figure 2  Effect of Cu-Al-Ni SMA ribbons on cytokine production by human PB-MNCs
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Notes: Cell free supernatants of activated PB-MNCs cultures with Cu-Al-Ni SMA
ribbons from individual donors were assayed for the presence of
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines using a multiplex
immunobead assay. (a) levels of secreted cytokines from 18 cultures
(non-responders) out of 20 were determined by flow cytometry. Values are given
as x £ S.E. (b) Cytokine production from two cultures (responders) was detected
by flow cytometry. Values are given as x = S.E.

*p < 0.05, **p < 0.01 compared to control
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Figure 3 Effect of Ni-Ti SMA ribbons on cytokine production by human PB-MNCs activated
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Notes: Cell free supernatants of PHA activated PB-MNCs cultures with Ni-Ti SMA
ribbons were assayed for the presence of pro-inflammatory and anti-inflammatory
cytokines using a multiplex immunobead assay. (a) Cytokine levels of cultures
from 15 donors (non-responders) were determined by flow cytometry.

(b) Production of cytokines from 5 cultures (responders) out of 20 was presented
asx + S.E.

*p < 0.05, **p < 0.01 compared to control
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Figure 4 Microstructural analysis of conditioned Cu-Al-Ni ribbons (see online version for
colours)
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Notes: For Auger analysis the sample was sputtered with Ar* 3 keV for 5 min, then AES
and XPS analysis was performed. For depth profile the sample was sputtered with
Ar" 3 keV sputter rate about].2 nm/min. Analysis was performed before the first
sputtering and after each sputter cycle. AES profile analysis was made on a small
surface of 5 X 5 um, while XPS profile analysis was made on a surface of
1 x 3 mm.

The surface of an Ni-Ti melt spun ribbon was significantly rough (Figure 5). AES spectra
of the upper line of its surface showed the presence of the following elements: Cl, C, Ti,
O and Na. The differentiated line of Ti suggested that Ti was bonded in oxide. AES
spectra of the lower line showed that there were two additional elements, Ni and P. The
shape and the position of Ni AES spectra clearly suggested that Ni was bonded to a
non-stoichiometric oxide. These results suggested that the lower line contained oxides of
Ni and Ti.
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Figure 5 Microstructural analysis of conditioned Ni-Ti ribbons (see online version for colours)
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Notes: For Auger analysis the sample was sputtered with Ar* 3 keV for 5 min, then AES
and XPS analysis was performed. For depth profile the sample was sputtered with
Ar" 3 keV sputter rate about 1.2 nm/min. Analysis was performed before the first
sputtering and after each sputter cycle. AES profile analysis was made on a small
surface of 5 X 5 um, while XPS profile analysis was made on a surface of
1 x 3 mm.

4 Discussion

In this paper we examined the cytotoxic and immunomodulatory effects of two SMAs,
Ni-Ti and Cu-Al-Ni, respectively, on human PB-MNCs in culture. To our knowledge,
this is the first report showing the influence of SMA materials, produced as thin ribbons
by spin melting technology, on human cells.

In our previous papers (Coli¢ et al., 2009, 2010.) we demonstrated that Cu-Al-Ni
SMA ribbons showed a mild cytotoxic effect on rodent lymphocytes, macrophages and
fibroblasts, which was abrogated almost completely by conditioning the ribbons in
culture medium for four weeks. Since a similar investigation has not been performed for
Ni-Ti SMA ribbons and in order to make exact comparisons between these two alloys,
we conditioned both ribbons before examination of their biological effect. Reduced
cytotoxic effect of conditioned Cu-Al-Ni ribbons could be a consequence of decreased
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release of Cu and Ni ions due to the formation of oxide layers on the alloy surface (Coli¢
et al., 2010) as revealed by AES microstructural analysis and confirmed for both SMAs
in this work. In line with this, both Cu-Al-Ni and Ni-Ti alloys contained Ni beneath the
surface (the lower line from AES spectra) which was not released during the conditioning
in the culture media. In addition, AES spectra of the upper line of Ni-Ti melt spun ribbon
showed the presence of Cl, C, Ti, O and Na. Elements like Cl, C and Na are not typically
present in Ni-Ti alloys and their presence probably originated from the culture media
used for biocompatibility testing.

We showed that conditioned Cu-Al-Ni and Ni-Ti ribbons were not cytotoxic for
human PB-MNCs, as judged by the viability and apoptosis assay. In contrast, control
Ni-Ti and Cu-Al-Ni platelets were significantly cytotoxic. Cu-Al-Ni most probably
induced necrosis of PB-MNCs, based on a significant decrease of cell viability without
manifested apoptosis. In contrast, the dominant mode of cell death in cultures with Ni-Ti
platelets was apoptosis. Cytotoxicity of control Cu-Al-Ni and Ni-Ti platelets was most
probably caused by released Cu and Ni ions, respectively.

Cu ions at concentrations higher than 0.33 mmol I"' have been shown to induce
necrosis of different cells, whereas lower cytotoxic concentrations of Cu ions could
induce both apoptosis and necrosis (Schedle et al., 1995). Apoptosis and necrosis are
considered functionally and morphologically as distinct forms of cell death. However, the
observation that cells triggered to undergo apoptosis will die by necrosis when the
intracellular energy level is low (depletion of ATP) has altered this concept (Leist et al.,
1997). Based on these results, it can be postulated that the high concentration of released
Cu ions from control Cu-Al-Ni platelets blocked mitochondrial or glycolytic ATP
generation and caused necrosis. Apoptosis of PB-MNCs in culture with control Ni-Ti
alloy could be triggered by released Ni ions or a combination of Ni and Ti ions. This
hypothesis is in line with the already described Ni cytotoxicity (reviewed by
Shabalovskaya, 2002).

Melt spinning technology, used for the preparation of SMA ribbons, significantly
changed the microstructure of the alloys to such an extent that a martensitic matrix was
predominantly formed in which metal ions are more firmly bound in crystal structure,
thus limiting their corrosion. An increase in the corrosion resistance of Cu-Al-Ni SMA
ribbons was confirmed in our previous paper (Coli¢ et. al., 2010), whereas the corrosion
resistance of Ni-Ti SMA has already been published by others (Rondelli et al., 1990;
Shabalovskaya, 2002).

Another important finding of our work was related to the different response
of individual PB-MNCs to both SMAs. Namely, in two out of 20 individual
donors Cu-Al-Ni ribbons, although non-cytotoxic, stimulated the production of
pro-inflammatory cytokines (IL-1f, IL-6, IL-8, TNF-a, TNF-B), as well as Thl cytokines
(IL-12, IFN-y and IL-2). IL-12 is a key inducer of the Thl immune response manifested
by increased production of IFN-y (Franke et al., 2009; Cella et al. 1999). IFN-y is the
most potent activator of M® which, in turn, produces pro-inflammatory cytokines and
other mediators (Ma et al., 2003; Watford et al., 2003). Therefore, [IFN-y and its inductor
cytokine, IL-12, also belong to the group of cytokines which stimulate the inflammatory
response. In our culture system monocytes, pre-activated by the addition of PHA, are
most probably the main sources of pro-inflammatory cytokines, IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a
and TNF-B. PHA is a well-known mitogen for human T cells. The proliferation of T cells
to PHA depends on accessory, antigen-presenting cells, mostly monocytes. At the
moment it is not known why Cu-Al-Ni ribbons stimulated the production of
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pro-inflammatory cytokines in some donors and what triggering mechanisms are
responsible for this effect. We found no significant differences in the basal production of
all examined cytokines between responders and non-responders. Therefore, it seems that
the contact of PB-MNCs with the alloys or metallic ions released from the alloys could
be a trigger of this process. We have previously shown that sub-cytotoxic concentrations
of Cu could stimulate the release of pro-inflammatory cytokines (IL-1p, TNF-a, IL-6) by
rat peritoneal macrophages, (Coli¢ et al., 2009), most probably by activation of nuclear
factor kappa-p (NF-kf) (Kanters et al., 2003). The enhanced production of TNF mRNA
in peripheral blood leukocytes by Cu ions has been reported too (Scuderi, 1990). In
contrast, Suska et al. (2005) also demonstrated that human monocytes, cultivated on
Cu-coated titanium, secreted low levels of TNF-o and IL-10.

The good biocompatibility of Ni-Ti alloys are in accordance with previous published
results (reviewed by Shabalovskaya, 2002). Namely, except for the absence of manifested
cytotoxicity in PB-MNCs cultures, Ni-Ti SMA ribbons did not induce the detectable
pro-inflammatory response, even in cultures of donors which responded to Cu-Al-Ni
alloys. However, in five donors we detected increased production of IL-10.

IL-10 is a potent anti-inflammatory and immune-suppressive cytokine, expressed by
Th2 cells, B cells, DCs, and macrophages (Moore et al., 2001), also by Thl cells
(Anderson et al., 2007) and certain regulatory T cells (Roncarolo et al., 2006). This
cytokine participates in regulation of the immune response (Saraiva et al., 2009), as well
as the peripheral tolerance, by protecting against autoimmunity (Moore et al. 2001).
Therefore, IL-10 is a very important cytokine for self-limiting Thl cell-mediated
immuno-pathology in conditions of strong inflammatory stimuli (Jankovic and Trinchieri,
2007).

We hypothesise that monocytes, as adherent cells, could be the primary target of the
effect of Ni-Ti alloy. The activation mechanism could be the direct contact with the
rough surface of the SMA ribbons. This hypothesis is supported by our unpublished data
which demonstrated that monocyte-derived dendritic cells significantly changed their
surface morphology in the contact with Ni-Ti SMA ribbons. A similar effect might be
caused by released Ni ions, which possess immuno-modulatory activity, even at very low
concentrations (Michel, 1987; Putters et al., 1992).

Our results might have several implications. At first, by using a simple screening test
(PHA-stimulated PB-MNCs cultures) it is possible to identify the individuals who
developed the inflammatory response in the contact with a biomaterial and thus predict
undesired reactions in vivo following its implantation. In this context, such results
could initiate the study of gene polymorphism associated with unpredictable
immune/inflammatory response to a biomaterial. Finally, an increase in IL-10 production
might be significant for tolerogenecity of the implanted Ni-Ti materials. As previously
mentioned, Ni-Ti has been widely used for biomedical applications as stents, catheters or
implants. Induction of tolerogenecity to Ni-Ti SMAs may be beneficial for biological
acceptance of this material. However, it remains to be tested whether the tolerance exists
after prolonged persistence of Ni-Ti implants in the organism. It is known that the surface
of Ni-Ti SMA has been changed due to influences of shear forces in circulation, and the
protective TiO2 layer could be damaged (Shabalovskaya, 2002).

In conclusion, our results showed that the conditioned Ni-Ti and Cu-Al-Ni SMA
ribbons did not exert a direct cytotoxic effect on human PB-MNCs in cultures, but
changed the response of these cells in some donors, whereas Cu-Al-Ni stimulated the
production of pro-inflammatory cytokines, Ni-Ti up-regulated IL-10. These results may
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have functional implications such as prediction of the response of individual PB-MNCs
to a material before its implantation in the body.
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Abstract

Ni-Ti Shape Memory Alloys (SMAs) have attracted
considerable attention as biomaterials for medical devices.
However, the biocompatibility of Ni-Ti SMAs is often
unsatisfactory due to their poor surface structure. Here we
prepared Rapidly Solidified (RS) Ni-Ti SMA ribbons by
melt-spinning and their surface was characterised by Auger-
electron spectroscopy, X-ray photoelectron spectrometry and
scanning electron microscopy. The biocompatibility of the
produced ribbons and their immunomodulatory properties
were studied on human monocyte-derived dendritic cells
(MoDCs). We showed that melt-spinning of Ni-Ti SMAs
can form a thin homogenous oxide layer, which improves
their corrosion resistance and subsequent toxicity to
MoDCs. Ni-Ti RS ribbons stimulated the maturation of
MoDCs, as detected by changes in the cells’ morphology
and increased expression of HLA-DR, CD86, CD40 and
CD83 molecules. However, Ni-Ti RS ribbons enhanced
the tolerogenic properties of immature MoDCs, which
produced higher levels of IL-10 and IL-27, driving the
differentiation of IL-10- and TGF-B-producing CD4'T cells.
On the other hand, in the presence of lipopolysaccharide,
an important pro-inflammatory biomolecule, Ni-Ti RS
ribbons enhanced the allostimulatory and Thl polarising
capacity of MoDCs, whereas the production of Th2 and
Th17 cytokines was down-regulated. In conclusion, Ni-
Ti RS ribbons possess substantial immunomodulatory
properties on MoDCs. These findings might be clinically
relevant, because implanted Ni-Ti SMA devices can induce
both desired and adverse effects on the immune system,
depending on the microenvironmental stimuli.

Keywords: Nickel-titanium alloy, biocompatibility,
cytokines, immunomodulation, monocyte-derived dendritic
cells.
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Introduction

From their discovery in 1965 (Buehler and Wang, 1968)
to the present day, the exciting properties of Shape
Memory Alloys (SMAs) have preoccupied the interest
of many investigators trying to understand, apply or
improve these extraordinary “smart materials”. The
most frequently manufactured Ni-Ti SMAs are able to
sense the changes in thermal and mechanical stimuli and
respond through a complex thermoelastic reversible phase
(martensite-austenite) transformation. This results in the
remarkable properties of SMAs, such as shape memory
effects and super elasticity. Ni-Ti SMAs also possess
excellent fatigue resistance and a high damping capacity.
These properties makes Ni-Ti SMAs an attractive tool
for various types of biomedical devices (stents, actuators,
filters, shape memory staples, inter-body fusion devices,
endoprostheses etc.) (Hoh et al., 2009).

Because of the high Ni content (50.8 at% in devices
transformable at physiological temperatures) enthusiasm
for the use of Ni-Ti based SMAs in biomedical engineering
has been tempered by concern regarding its biocompatibility
(Shabalovskaya, 2002). In contrast to pure Ni, which is
known to induce carcinogenicity and toxicity of a wide
spectra of living tissues (Das et al., 2008), Ni-Ti SMAs
demonstrated rather good biocompatibility (Shabalovskaya,
2002). This is because Ti is more readily oxidised than Ni,
so the biologically inert Ti-oxide layer and extracellular-
derived calcium-phosphate layer on the Ni-Ti surface prevent
the release of Ni (Es-Souni and Fischer-Brandies, 2005).
However, since Ti-oxide is a very brittle ceramic, it can be
damaged during dynamic mechanical loading (Peitsch et
al., 2007) or under inflammatory conditions (Messer et al.,
2009), leading inevitably to the initiation of corrosion and
increased release of Ni ions, causing local or systematic
adverse health effects (Das et al., 2008). This could lead to
necrotic and apoptotic changes of the tissue surrounding the
implant (Bogdanski et al., 2004), increased expression of
inflammatory mediators such as tumour necrosis factor-alpha
(TNF-o)) and interleukin 6 (IL-6) and reduced proliferation
of cells near the implant (Es-Souni and Fischer-Brandies,
2007). These studies indicate the necessity for developing
strategies for improvement of corrosion resistance of Ni-Ti
based alloys and prevention of Ni release from the alloy.

A variety of methods have been attempted to improve
the mechanical properties of SMAs by producing finer-
grained Ni-Ti alloys. Rapid Solidification (RS) is one such
technique that enables the production of ribbon-shaped
small-sized devices with improved ductility, transformation
temperatures and hysteresis of Ni-Ti alloys (Santamarta

www.ecmjournal.org



S Tomic¢ et al.

et al., 2004). Earlier, our group described how the wheel
speed (solidification rate) influences the microstructure and
enhances the shape memory characteristics of Ni-Ti ribbons
(Mehrabi et al., 2009). Many properties of melt-spun Ni-Ti
ribbons, including their microstructures, depend strongly
on the processing parameters (Kramer et al., 2007), so the
characterisation of the material and its biocompatibility are
needed for each new set of parameters.

In our latest study (Rudolf et al., 2010) we showed
that Ni-Ti RS ribbons were not cytotoxic for human
peripheral blood mononuclear cells after 48 h exposure
in culture. However, we found that the cells of some
donors responded to Ni-Ti RS ribbons by increasing
the production of IL-10, whereas no initiation of the
production of pro-inflammatory cytokines was observed.
Since IL-10 is a very important cytokine for self-limiting
Thl cell-mediated immunopathology in conditions of
strong inflammatory stimuli (Saraiva and O’Garra, 2010),
these exciting findings suggest that Ni-Ti RS ribbons
may possess tolerogenic properties intrinsically, which
could launch their wide clinical application quickly. The
functional response of peripheral blood mononuclear cells
(PB-MNCs) in our culture model depends strongly on
accessory, antigen-presenting cells (APCs), among which
dendritic cells (DCs) play a key role. So we hypothesise
that DCs are the primary target of the tolerogenic effect
of RS Ni-Ti ribbons. DCs are the most potent APCs,
orchestrating and fine-tuning the whole immune response
depending on the environmental stimuli (Banchereau et
al., 2000), including biomaterials (Rogers and Babensee,
2011). In steady state conditions, DCs are in an immature
or semi-mature state and possess profound tolerogenic
properties, which enable them to induce and support
peripheral tolerance to self antigens (Steinman et al.,
2003). However, upon encountering dangerous signals,
such as damage- or pathogens-associated molecular
patterns, including lipopolysaccharide (LPS) (Sallusto
and Lanzavecchia, 1994), and pro-inflammatory cytokines
(Bender et al., 1996), DCs mature by expressing high
levels of Major Histocompatibility Complex (MHC)
(Inaba et al., 2000), co-stimulatory molecules (Inaba et
al., 1994) and CD83, a marker of DCs maturation (Tze et
al., 2011). Simultaneously, DCs migrate to the peripheral
lymph nodes, activate naive T cells (Steinman et al., 1993)
and direct their differentiation towards T helper (Th)1,
Th2 (Constant and Bottomly, 1997), Th17 (McGeachy
and Cua, 2008), or T regulatory (Vignali et al., 2008)
subsets. The differentiation of Th cells into these subsets
is mediated by specific cytokines produced by DCs such as
IL-12 (Trinchieri, 2003), IL-23, IL-27 (Hunter, 2005) and
IL-10 (Steinman et al., 2003), as well as co-stimulatory
molecules (Banchereau et al., 2000), all of which leads
to an appropriate immune response. The importance of
Th17 cells has just recently been recognised in clearing
pathogens during host defence reactions, but also in
inducing tissue inflammation in autoimmune diseases
(McGeachy and Cua, 2008).

The key mechanisms by which Ni induces allergic
reactions include the sensitisation of a subset of skin DCs
(Langerhans’ cells) by Ni-protein complexes and activation
of effectors and memory T cells (Moulon et al., 1995).
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Whether similar mechanisms are involved in the local
immune response to Ni-Ti implants is unknown currently.
Therefore, the aim of our study was to investigate the
cytotoxicity of Ni-Ti RS ribbons using a model of human
monocyte derived (Mo)DCs and the functional response of
MoDCs to such SMA samples in terms of their phenotypic
changes, cytokines production, allostimulatory and Th
polarisation capacity under normal and inflammatory
conditions. These biological effects were correlated with
the surface composition and microstructure of RS Ni-Ti
ribbons, including characterisation of the oxide layer, and
changes occurred at the alloy surface after conditioning of
the ribbons in cell culture medium.

Materials and Methods

Preparation of Ni-Ti RS ribbons and control Ni-Ti
plates

In our previous paper we described in detail the preparation
of RS SMAs ribbons (Lojen et al., 2005) including Ni-Ti
RS ribbons (Rudolf et al., 2010). Briefly, Ni-Ti (with 50.3
% Ti) ingots were prepared by the vacuum arc-melting
technique on a water-cooled copper hearth in a reduced
Ar atmosphere. To ensure homogeneous bulk SMAs, arc-
melting was repeated three times for each alloy. The melt-
spun ribbons were produced by re-melting bulk Ni-Ti and
the process was undertaken in a 200 mbar He atmosphere
in a quartz-glass crucible with a nozzle diameter of 0.9 mm.
Because of melt stickiness problems, the crucible was coated
internally with Y,O, in order to increase resistance of the
crucible to aggressive chemical attack at high temperatures
when handling the most highly-reactive molten materials,
including Ti. By applying an Ar overpressure of 90 mbar
within the crucible, the melt was ejected onto the surface
of a polished Cu wheel (200 mm in diameter) having
a circumferential wheel speed of 15 ms™. The distance
between the nozzle and the wheel surface was 2 mm. Ni-
Ti RS ribbons were prepared as 5 mm x 5 mm x 0.1 mm
plates and analysed by Scanning Electron Microscopy
(SEM)/ Energy Dispersive X-ray (EDX) (Sirion 400 NC,
FEI, Hillsboro, OR, USA) after cleaning in an ultrasonic
bath (Fig. 1).

Control Ni-Ti plates were prepared from the same Ni-Ti
ingots as Ni-Ti RS ribbons after cutting the material into
plates 5 mm x 5 mm x 1 mm using electro-erosion. After that,
SEM/EDX analysis was performed and revealed the rough
surface of the plates, which was contaminated with elements
such as Cu, Zn and C. Therefore, the native bulk Ni-Ti
samples were ground on Silicon Carbide paper from 80 to a
final mesh size of 4,000 and then polished with 3 um and 1
um C-suspensions. SEM/ EDX analysis was performed after
cleaning the polished samples in an ultrasonic bath (Fig. 1).
Since the analysis showed no detectable contaminants, these
plates were used as control Ni-Ti plates in the cytotoxicity
tests.

Microstructure analysis of the surface of Ni-Ti RS
ribbons

The surface of Ni-Ti RS ribbons was analysed before
and after the conditioning in cell culture media for 2
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Native bulk Ni-Ti plate

Control Ni-Ti plate
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Ni-Ti RS ribbon

Ti 3289 F 1.09 w%
Ni2328 F1.74wh
C 14T F0.44 w%

0 18.65F 0.49 wh
Cul7EF LA wh

Zn 591 F 095w

Ti47.26 F 0.42 w%
Ni 52.74 F0.51 w%

Ti48.24 7 0.28 wi
Ni 51.76 7 0.25 w%

Fig. 1. SEM/EDX analysis of Ni-Ti samples. Ni-Ti samples were prepared as described in Materials and Methods.
Representative EDX analyses of each Ni-Ti sample are shown below the images. The numbers on the EDX spectra
represent mean weight (w) % =+ SD obtained by the EDX analyses taken from 8 areas 50 x 50 um? in size. The two
detected intermetallic phases on the control Ni-Ti plates were identified using spot EDX analysis (values are given as

mean w% = SD, n =9).

days. SEM, Auger-Electron Spectroscopy (AES) and
X-ray Photoelectron Spectrometry (XPS) were used to
characterise the surface of Ni-Ti RS ribbons by using
VG-Scientific Microlab 310F SEM/AES/XPS. A primary
electron beam was at a current of 10 nA and kinetic energy
of 10 keV, giving a resolution of 10 nm. For XPS and AES
analysis, the samples were cleaned with Ar*ions (E=2keV,
r=12 mAc m?, Q =47) to remove surface contaminants.
For all XPS measurements Mg Ka radiation at 1486.6 eV
with anode voltage x emission current = 12.5 kV X 16 mA
=200 W power was used. The XPS analysis was performed
after the sample was sputtered with Ar" 3 keV for 5 min.
For AES depth profiles, the samples were sputtered with a
3 keV Ar' sputter rate of about 1.2 nm/min and the analysis
was performed before the first sputtering and after each
sputter cycle. The sputtering rate was estimated based on
the average sputtering rate calculated from a SiO, reference
under similar conditions (Shabalovskaya and Anderegg,
1995).

Preparation of Ni-Ti samples for biocompatibility
and conditioning studies
Ni-Ti RS ribbons and control Ni-Ti plates were used for the
biocompatibility and conditioning studies. In conditioning
experiments we also used pure Ni and Ti plates as positive
controls, to evaluate the leaching of Ti and Ni ions. These
plates were of the same size as the control Ni-Ti plates.
All the metal/alloy samples were washed in distilled
water and cleaned with an ultrasonic apparatus (5 x 3
min in distilled water). After that, the samples were air
dried for 1 h and then disinfected in 96 % alcohol for 5
min. After drying, the ribbons and plates were placed in
24-well plates (6-plicates of each sample) (Costar Sigma,
Munich, Germany) containing cell culture medium.
The culture medium was complete RPMI 1640 medium
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(Sigma, Munich, Germany) supplemented with 2 mM
L-glutamine, 20 pg/mL gentamicin, 100 U/mL penicillin,
100 mg/mL streptomycin (ICN, Costa Mesa, CA, USA),
50 umol 2-mercaptoethanol (2-ME) (Sigma), 10 % heat
inactivated foetal calf serum (FCS; PAA Laboratories
Vienna, Austria) (Fischer, 1975; Bannai, 1992). The metal/
alloy samples were incubated (conditioned) in the medium
for 2 days following the ISO recommendations for the
biocompatibility testing of medical and dental materials
(International Standards Organisation, 2009). The samples’
surface area exposure to the medium was 2 cm’ml!. The
control conditioning medium without the metallic samples
was used as a blank control.

After conditioning, media were collected, centrifuged
and used for the determination of metal ion release by
Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy
(ICP-AES). Triplicate absorbance readings per element were
recorded for each sample.

Preparation of cell cultures

MoDCs were generated from PB-MNCs, as described
previously (Colic et al., 2003). Briefly, PB-MNCs were
obtained from the buffy coats of healthy volunteers upon
obtaining a signed informed consent. The cells were
isolated by density-gradient centrifugation (Lymphoprep,
PAA) and then resuspended in culture medium to allow
their adherence to 6-well plates at 37 °C. After that, the
non-adherent cells were removed and the adherent cells,
predominantly monocytes, were cultivated in 2 mL of DC
differentiation medium for 5 days. The culture medium for
the generation of human MoDCs consisted of the complete
RPMI medium supplemented with 100 ng/mL of the human
recombinant granulocyte macrophage colony stimulating
factor (GM-CSF, Leucomax, Basel, Switzerland) and 20
ng/mL of the human recombinant IL-4 (Roche Diagnostics,
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Mannheim, Germany). On day 5, immature MoDCs were
transferred to 24 well-plates (1 x 10° cells/well/mL of
medium) which already contained pre-sterilised Ni-Ti RS
ribbons or control Ni-Ti plates at the size/volume ratio as
indicated above. Control cultures included the cultivation
of MoDCs on plastic, polystyrene cover slips 8 mm in
diameter. MoDCs were then cultivated for 2 or 5 days
in an incubator with 5 % CO,. In the MoDC maturation
experiments LPS (Sigma), at a concentration of 0.5 pg/mL,
was added to the control and Ni-Ti RS ribbons-containing
MoDC cultures, following the cultivation of the cells for
2 days.

Cytotoxicity study

After the two-day or five-day cultures, the viability of
MoDCs was determined with a 1 % solution of Trypan blue.
Non-viable cells, stained with Trypan blue, were determined
by light microscopy and the percentage of viable cells
was determined from the total cell count. The comparable
results were obtained additionally by staining the cells with
propidium iodide (PI) (10 pg/mL; Sigma). The percentage
of stained, necrotic cells was determined by using a flow
cytometer (EPICS XL-MCL; Coulter, Krefeld, Germany).
Apoptosis was determined by staining the cells with PI (10
pg/mL dissolved in a permeabilisation buffer — hypotonic
citric acid + Triton X-100 buffer), as described above. After
6 h incubation at room temperature in the dark, the cells
were analysed and those with hypodiploid nuclei (sub-G,)
were considered apoptotic cells. The experiments were
repeated four times and each was carried out in sixplicates.
To confirm the results obtained from PI staining, the cells
were labelled additionally with Annexin-V-Fitc/Pl according
to the manufacturer’s instructions for the kit (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). The test enabled identification
of early apoptotic (Annexin-V-FITC*/ PI") cells, late
apoptotic/ secondary necrotic (Annexin-V-FITC'/PI") cells,
and primary necrotic (Annexin-V-FiITC -/ PI") cells. The
experiment was carried out once in sixplicates.

Scanning electron microscopy analysis of MoDCs
After the culture the medium was removed and the samples
of immature or LPS-matured MoDCs cultivated on plastic
cover slips, Ni-Ti RS ribbons or control Ni-Ti plates were
fixed overnight at +4 °C in a 2 % glutaraldehyde/Millonig
buffer. The samples were then washed 3 times in Millonig
buffer, for 10 min each time, and post-fixed in 1 % osmium-
tetroxide in distilled water for 1 h. All these chemicals were
obtained from Sigma. The samples were then washed three
times in water and dehydrated in an increasing series of
ethanol (30 % - 100 %) solutions, for 5 min each time. After
that, the samples were critical point dried and placed on
carbon adhesive tape on aluminium sample holders. Gold
sputtering was performed (JFS-1100E) at 10 mA for 4 min
and the samples were analysed on an SEM JSM5300 (Jeol,
Tokyo, Japan) at 10-30 kV primary beam.

Flow cytometry

After two days of cultivation of MoDCs with Ni-Ti RS
ribbons, the expression of key surface markers of immature
and LPS-treated MoDCs was evaluated by flow cytometry.
The following monoclonal antibodies (mAbs) were used:

eG.L"J& MACETiAL

Response of dendritic cells to Ni-Ti ribbons

CD86-phycoerithryne (PE), anti-HLA-DR-PE, mouse IgG1a
negative control — fluorescein isocyanate (FITC) and mouse
IgGla negative control — PE (all from Serotec, Oxford,
UK); anti-CD40- FITC and anti-CD83-FITC (Imunotools,
Friesoythe, Germany). The cells were collected and washed
once in a phosphate buffer solution (PBS) containing 2 %
FCS and 0.1 % sodium azide. The cells were then incubated
with primary mAbs labelled directly for 1 h at 4 °C, using
the concentrations recommended by the manufacturer. The
cells were than washed by centrifugation and analysed by
flow cytometry. The cells were gated according to the cell-
specific forward scatter/ side scatter (FS/SS) parameters.
Before each analysis, signal compensation was performed
for each pair of mAbs used in double-staining procedures,
and the specific fluorescence was determined based on the
single labelled controls.

Allogenic mixed leukocyte reaction

To assess the allostimulatory capacity of MoDCs cultivated
with Ni-Ti RS ribbons, the cells were detached from the
ribbons or control coverslips by pipetting. After that,
MoDCs were washed in complete culture medium and
used in the allogenic mixed leukocyte reactions (MLRs).
CD4' T cells, used as responders, were purified from PB-
MNCs using a CD4" T cell isolation kit (MACS technology,
Miltenyl Biotech, Cologne, Germany), following the
manufacturer’s instructions. The purity of CD4" T cells
recovered in the negative fraction was usually higher than
95 %, as evaluated by anti-CD4 FITC (Serotec) staining
and flow cytometry. The purified CD4" T cells (1x10° cells/
well) were co-cultured in direct contact with immature or
LPS-treated MoDCs (1x10%, 0.5x10* or 0.25x10* cells/
well) in 96-well plates giving different MoDC/CD4"T
cell ratios (1:10, 1:20 and 1:40, respectively) in complete
RPMI medium. Additional controls were CD4" T cells
or MoDCs, cultivated alone. After 5 days of MLR, the
cells were pulsed with [*H]-thymidine for the last 18 h (1
uCi/well, Amersham, Bucks, UK) in order to assess their
incorporation into DNA. The labelled cells were harvested
onto glass fibre filters and the radioactivity was counted in
a Beckman scintillation counter and expressed as counts
per minute (cpm) £SD of sixplicates.

To determine the T helper (Th) cytokine profiles, CD4*
cells were cultivated as in the proliferation assay. After the
MLR, PMA 20 ng/mL (Sigma) and ionomycin 500 ng/mL
(Merck, Vienna, Austria) were added to the co-cultures for
the last 18 h to enhance the release of cytokines, after which
supernatants were collected and frozen at -40 °C until the
analysis. The levels of cytokines were determined in those
co-cultures where the MoDC/CD4" T cell ratio was 1:40.
Additional controls were those as described above.

Detection of cytokines

The levels of IL-10, IL-12, IL-23 and IL-27 were
determined in cell-free supernatants of MoDCs cultures
using sandwich ELISA kits (R&D Systems), following the
manufacturer’s instructions. Levels of IL-1p, Interferon
(IFN)-y, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a and TNF-} were
determined in CD4'T /MoDCs co-culture supernatants
using multiplex immunobead assay and flow cytometry
(Flow Cytomix Human Th1/Th2 11plex Kit, Bender

www.ecmjournal.org



S Tomic¢ et al.

MedSystems, Vienna, Austria). The levels of IL-17 and
transforming growth factor (TGF)-B in these co-culture
supernatants were determined by sandwich ELISA Kkits
(R&D Systems).

Statistical analysis

The results are presented as the mean + standard deviation
(SD) of four independent experiments, if not indicated
otherwise. The Wilcoxon matched pairs test (non-parametric
test) was used to evaluate the differences between the
experimental (Ni-Ti RS ribbons) and corresponding control
samples (Control). In cytotoxicity experiments, the three
experimental groups (Control, Ni-Ti RS ribbons and Ni-Ti
plates) were compared using the Kruskal-Wallis test with
Dunnett post-test. Statistical analysis of the differences
obtained in the proliferation assays were performed using
one-way ANOVA with a Dunnett post-test, because the data
within each experiment followed the Gaussian distribution
according to the Kolmogorov-Smirov test (with Dallal-
Wilkinson-Lillefor P value). Values at p <0.05 or less were
considered significant statistically. All statistical analysis
was performed in GraphPad (La Jolla, CA, USA) Prism
5 software.

Results

Cytotoxicity of Ni-Ti RS ribbons and control bulk
Ni-Ti plates on MoDCs

In our previous paper we evaluated the cytotoxicity and
immunomodulatory properties of Ni-Ti RS ribbons using
human PB-MNCs. The effects of Ni-Ti RS ribbons were
studied in comparison with control Ni-Ti plates which
were shown to be highly cytotoxic for PB-MNCs (Rudolf
etal., 2010). To investigate further the mechanisms of the
immunomodulatory properties of Ni-Ti RS ribbons, we first
tested whether MoDC's respond to the Ni-Ti materials in a
similar manner. As shown in Fig. 2, the number of MoDCs,
their viability and the percentages of apoptotic and necrotic
cells in cultures with Ni-Ti RS ribbons, at both 2 day and 5
day cultures, was similar to that of control samples cultivated
on plastic cover slips, confirming that Ni-Ti RS ribbons
were not cytotoxic for MoDCs. In contrast, Ni-Ti control
plates showed relatively high cytotoxicity, as judged by a
significantly lower number of MoDCs after the cultures
due to reduced viability of the cells by more than 60 % (2
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days) and 85 % (5 days). Both types of cell death (necrosis
and apoptosis) were involved in such an effect of control
Ni-Ti plates. The proportion of Pi" (necrotic) cells and Pi*/
Annexin-V* (late apoptotic, secondary necrotic) cells were
higher than Annexin-V* (early apoptotic) cells, especially
after 5 days of cultivation.

To check how these effects of Ni-Ti alloys correlated
with their corrosion behaviour, ICP-AES analysis was
performed to determine the amount of released Ni and Ti
ions after conditioning of the samples in cell-free culture
medium for 48 h (Table 1). As positive controls we also
used pure Ni or Ti plates with corresponding surface per
volume size. As expected, Ti ions have not been released
significantly into the culture medium from a single tested
sample. On the other hand, a significant release of Ni ions
(118.93 mg/L) was detected in the conditioning medium
of control Ni-Ti plates. The release of Ni ions was more
than 50 % lower than the release from the pure Ni plates
(281.92 mg/L). In contrast, the concentrations of Ni ions
in the conditioning medium of Ni-Ti RS ribbons was very
close (0.02 mg/L) to the amount of Ni ions in the cell-free
culture medium (0.01 mg/L). The corrosion properties
of Ni-Ti samples were not modulated significantly in the
presence of MoDCs (data not shown).

SEM analysis of MoDCs cultivated on Ni-Ti samples
Morphological changes induced by the Ni-Ti samples
were assessed by SEM analysis (Fig. 3). The surface
characteristics of MoDCs were compared with those
cultivated on control, plastic cover slips. The typical
morphology of adherent immature MoDCs was found on
plastic cover slips after 48 h, including spindle-shaped
morphology and the presence of microvilli. However,
MoDCs cultivated on the Ni-Ti RS ribbons expressed
more microvilli and veils were more prominent, suggesting
that such cells are activated after contact with Ni-Ti RS
ribbons. To confirm this hypothesis, immature MoDCs
were grown on coverslips and activated with LPS for 2
days. As shown in Fig. 3, LPS-activated MoDCs also
showed more prominent veils and microvilli compared
to the control MoDCs, but the processes were more
elongated compared to MoDCs cultivated on Ni-Ti RS
ribbons. In contrast, the cells cultivated on Ni-Ti control
plates possessed the characteristics of dead cells, mostly
necrotic with the rounded shape and net-like morphology
of the membrane.

Table 1. Ni and Ti release from Ni-Ti samples after 2 days of conditioning in cell-free culture medium.

Sample

Control medium
Ni plates

Ti plates

Control NiTi plates
NiTi RS ribbons

Ti (mg/L) Ni (mg/L)
0.02 0.01

n.d. 261.91
0.02 n.d.

0.02 118.93
0.02 0.02

n. d.- non-detectable. The results are presented as mean
values (one experiment) calculated from triplicate

absorbance readings per element.
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Fig. 2. The effect of Ni-Ti samples on the cytotoxicity of MoDCs after two or five days of exposure in cultures.
(a) Number of cells; (b) Viability of cells; () Apoptosis and necrosis determined by PI staining; (d) Apoptosis and
necrosis determined by Annexin-V-Fitc / PI double staining. White bars- control cells; Gray bars- MoDCs cultivated
with Ni-Ti RS ribbons; Black bars-MoDCs cultivated with control Ni-Ti plates. The values represent mean = SD
of four independent experiments, each carried out in sixplicates. *p < 0.05,** p <0.01, ***p < 0.005 compared to

control cells (Kruskal-Wallis test).

Phenotypical changes of MoDCs induced by Ni-Ti RS
ribbons

Activation of MoDCs observed by SEM at the Ni-Ti RS
ribbons interface suggested that the cell-alloy interactions
change the phenotypic properties of MoDCs. To confirm
this hypothesis we analysed the expression of HLA-DR,
CD86, CD83 and CD40. The results presented in Fig. 4
confirmed the immature phenotype of control MoDCs. The
cultivation of MoDCs with Ni-Ti RS ribbons for 2 days
showed up-regulation of all markers, indicating that Ni-Ti
RS ribbons started to induce the maturation of MoDCs. Due
to significant cytotoxicity, the MoDCs cultivated on control
Ni-Ti plates were not used for the later experiments.

Functional properties of MoDCs cultivated with Ni-
Ti RS ribbons

Functional capabilities of MoDCs were assessed on the
basis of their cytokine production, allostimulatory and Th
polarisation properties. In supernatants of MoDCs cultures
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the levels of 1L-10, IL-12, IL-23 and IL-27 were measured
(Fig. 5a). We showed that Ni-Ti RS ribbons stimulated the
production of IL-10 and IL-27 compared to control cultures
without the ribbons. On the other hand, the production of
IL-12 and IL-23 were not modified significantly.

The functional effects of MoDCs, previously cultivated
for 2 days alone or in the presence of Ni-Ti RS ribbons,
were tested in allogenic MLR using purified CD4" T cells
as responders. As shown in Fig. 5b, MoDC:s cultivated with
Ni-Ti RS ribbons had similar allostimulatory capacity as
the control cells cultivated alone, in spite of the modified
phenotype and changes in cytokine expression (see also
Fig. 8).

However, when the levels of cytokines in supernatants
of MoDC/CD4 co-cultures were analysed, different results
were obtained (Fig. 5c). The level of TGF-B, IL-10 and
IL-6 was significantly higher while the level of IL-8 and
IL-17 was significantly lower in co-cultures with MoDCs
experienced by Ni-Ti ribbons in comparison with co-cultures
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Fig. 3. SEM analysis of immature MoDCs cultivated for two days on polystyrene coverslips (Control), polystyrene
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coverslips in presence of LPS (0.5 pg/mL) or Ni-Ti samples. The parameters of the analysis are indicated.

of CD4" T cells with control MoDCs. Other cytokines
analysed (IFN-y, TNF-a, IL-1pB, TNF-B, and IL-4) were not
modified significantly.

Phenotypical and functional changes of LPS-treated
MoDCs induced by Ni-Ti RS ribbons
The immunostimulatory effect of MoDCs can be achieved
upon their maturation. To investigate how Ni-Ti RS
ribbons modulate the immunogenic properties of MoDCs
we used LPS as a DCs maturation stimulus. At first, the
expression of HLA-DR, CD86, CD83 and CD40 molecules
were tracked after two days of cultivating MoDCs in
the presence of LPS or a combination of LPS and Ni-Ti
RS ribbons (Fig. 6). As expected, LPS led to phenotypic
maturation of MoDCs, as judged by the strong up-regulation
of all tested markers. We found that Ni-Ti RS ribbons
lowered slightly the expression of HLA-DR, but increased
the expression of CD40 and CD86 co-stimulatory molecules
on MoDCs compared to LPS-treated, control MoDCs.

By analysing cell-free culture supernatants we found,
unexpectedly, that Ni-Ti RS ribbons enhanced the production
of IL-12 by MoDC:s in the presence of LPS. Simultaneously,
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the ribbons lowered the production of IL-23 (Fig. 7a).
Additionally, we found a higher proliferation rate of allogenic
CD4" T cells in co-culture with Ni-Ti ribbons-treated MoDCs
at 1:40 MoDC/CD4'T cell ratio, compared to LPS-treated
control MoDC:s (Fig. 7b, Fig. 8).

The analysis of cytokines from co-culture supernatants
revealed the most intriguing results (Fig. 7c). MoDCs
cultivated in the presence of a combination of LPS and
Ni-Ti RS ribbons possessed a pronounced Th1 polarising
capacity compared to LPS-treated control MoDCs, as
judged by the higher production of IFN-y, IL-6 and IL-8.
In contrast, the levels of IL-17 and IL-10 were significantly
lower. The levels of IL-4 were also lower in the co-cultures,
but the differences were not statistically significant.

Surface microstructure and depth profiles of Ni-Ti
RS ribbons

The changes of MoDCs morphology, phenotype and
function occurring at the contact with Ni-Ti RS ribbons
motivated us to analyse the surface microstructure and
depth profiles of Ni-Ti RS ribbons before and after
cultivation of the ribbons in cell-culture medium in order
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Fig. 4. Phenotypical analysis of immature MoDCs cultivated on Ni-Ti RS ribbons for two days. (a) Contour plots are
presented, showing the percentage of positive cells and the Mean Fluorescence Intensities (MFI) for the indicated
surface molecules. The data obtained from one representative experiment is shown. (b) The data is presented as mean
+ SD of four independent experiments. *p < 0.05 corresponding to control samples (Wilcoxon matched pairs test).

to understand better the possible mechanisms involved in
the processes.

Therefore, the aim of this study was to investigate
thoroughly the surface of Ni-Ti RS ribbons by using SEM,
Auger spectroscopy and XPS analysis. Fig. 9a shows
the SEM micrograph of the Ni-Ti RS ribbons surface.
The micrograph depicts a relatively smooth surface
of the ribbons usually found in most places analysed,
although some irregularly appearing embossments could
be observed in some places as well. XPS survey spectra
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analysis on the Ni-Ti RS ribbons’ surface was performed
after 5 min of sputtering with Ar™ ions at 3 keV to remove
surface contaminations. The spectra revealed the presence
of Ni, Ti, O and C as dominant elements (Fig. 9b). We
found that the surface of Ni-Ti RS ribbons is covered by
a continuously dense Ti-oxide film, while C and O were
still present on the surface, probably as contaminations.
Ni and Ti were also found in an intermetallic state at the
concentration of 3.2 at% and 1.6 at%, respectively.
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Fig. 5. Functional responses of immature MoDCs to Ni-Ti RS ribbons. MoDCs were cultivated in the absence (Control)
or in the presence of Ni-Ti RS ribbons for two days. After that, the supernatants were collected and the cells were
co-cultured with allogenic CD4"T cells using different cell-to-cell ratios, as indicated. After 5 days, the proliferation
of cells and the cytokine production were assessed in the co-cultures. (a) Levels of cytokine in MoDC cultures. (b)
Proliferation of allogenic CD4" T cell in co-culture. (C) Levels of cytokines in the co-culture supernatants. The data
shown in (a) and (C) represents mean = SD of four independent experiments, each carried out in duplicates. *p <
0.05 compared to control (Wilcoxon matched pairs test). (b) The data represent mean index of proliferation + SD
of sixplicates from one independent experiment out of three with similar results (One-way ANOVA). The other two

experiments are provided in Fig. 8.

High resolution XPS spectra analysis was taken to
investigate the Ti and Ni binding energies. The Ti 2p XPS
spectrum (Fig. 9c) looked complex and was fitted best
with three curves. Two of the fitting curves possess peaks
with binding energies at 458.7 £0.4 eV and 463.9 £0.5
eV corresponding to Ti*" (TiO,) 2p, , and Ti** (TiO,) 2p, s
respectively. The third fitted curve, with a peak at 454.7
+0.4 eV, corresponds to Ti in an intermetallic state (Ti™
") 2p, .. High resolution XPS spectra of Ni 2p (Fig. 9d)
showed two peaks with binding energies at 853.8 £0.3 eV
and 870.5 £0.4 eV associated with Ni¥" 2p_ and 2p,,
in the intermetallic state. It should be pointed out that no
Ni-oxide peak (~857¢V) could be detected on Ni-Ti RS
ribbons in our experiments. A small satellite structure,
separated from the main peaks by about 7 eV was also
present. A similar structure was detected on XPS spectra
of Ni-Ti alloys (Chu et al., 2009).

AES depth profiles were performed to determine the
thickness of the surface oxide layer on Ni-Ti RS ribbons.
No Ar* sputtering was performed prior to analysis of the
non-conditioned sample, so the concentration of Ni on the
surface of the ribbons was much lower and concentration
of O much higher compared to those obtained by XPS
analysis (Fig. 10a). The oxygen depth profile shows a peak
close to the top surface, whereas Ni and Ti profiles show

G marzzan 66

minimal concentrations. Afterwards, the concentration of
O decreased and Ni and Ti concentrations increased to a
steady state value after 30 min of sputtering (Fig. 10b). If the
oxide thickness is estimated by taking the depth where the
O signal drops to 50 % of the maximum value, the thickness
of the Ti-oxide film on Ni-Ti RS ribbons was around 12
nm. In addition, AES spot analysis showed no significant
differences in the chemical compositions between the
embossments and the smooth surface layer, suggesting that
a relatively uniform layer is placed on top of the Ni-Ti RS
ribbons (Fig. 10a).

After 2 days of conditioning the Ni-Ti RS ribbons
in the complete culture medium the AES depth analysis
was repeated and we found very interesting results. The
surface concentrations of O, Ti and Ni were much lower,
and the concentration of C was much higher than before
conditioning. Furthermore, many places analysed had no
detectable level of Ni (Fig. 10c represents an example).
However, the presence of new elements on the surface
was detected, such as P, Cl and, intriguingly, Zn. Each of
the detected elements returned to the basic level obtained
before conditioning after 7.5 min of sputtering (Fig. 10d).
The estimated thickness of the oxygen layer, calculating
from the depth with the maximal O concentration, was
around 15 nm.
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Fig. 6. Phenotypical analysis of MoDCs cultivated on Ni-Ti RS ribbons in the presence of LPS for two days. (a)
Contour plots are presented, showing the percentage of positive cells and the Mean Fluorescence Intensities (MFI)
for the indicated surface molecules. The data obtained from one representative experiment is shown. (b) The data
are presented as mean = SD of four independent experiments. *p <0.05 corresponding to control samples (Wilcoxon

matched pairs test).

Discussion

Biocompatibility of Ni-Ti RS ribbons and their
influence on the morphology and phenotype of
MoDCs

We continued the biocompatibility assessment of Ni-Ti RS
ribbons on MoDCs in cultures following the earlier paper
on human PB-MNCs (Rudolf et al., 2010). Up to now, the
biological effects of Ni-Ti SMAs were studied on various
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animal and human cells (Shabalovskaya, 2002; Es-Souni and
Fischer-Brandies, 2005), but never on DCs. We confirmed
that Ni-Ti RS ribbons were not cytotoxic for MoDCs, in
contrast to highly cytotoxic control Ni-Ti plates, which
induced both apoptosis and necrosis. A possible cause
for such adverse effects of the plates could be released
Ni ions in the MoDCs culture medium or free Ni on the
surface of the plates. Ni can cause the formation of oxygen
radicals, DNA damage and the inactivation of tumour
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Fig. 8. Functional responses of MoDCs to Ni-Ti RS ribbons in the presence of LPS. MoDCs were cultivated in the
absence (Control) or in the presence of Ni-Ti RS ribbons for two days. After that, the supernatants were collected
and the cells were co-cultured with allogenic CD4'T cells using different cell-to-cell ratios, as indicated. After 5
days, the proliferation of cells and the cytokine production were assessed in the co-cultures. (a) Levels of cytokine
in MoDC cultures. (b) Proliferation of allogenic CD4* T cell in co-culture. (C) Levels of cytokines in the co-culture
supernatants. The data shown in (&) and (C) represents mean = SD of four independent experiments, each carried
out in duplicates. *p < 0.05 compared to control (Wilcoxon matched pairs test). (b) The data represent mean index
of proliferation + SD of sixplicates from one independent experiment out of three with similar results. *p < 0.05

compared to control (One-way ANOVA). The other two experiments are provided in Fig. 8.

suppressor genes (Klein et al., 1991). Recent works utilising
microarray analysis indicated that Ni ions can up-regulate
a range of candidate genes controlling cell differentiation,
death, cholesterol metabolism and apoptosis (Lu et al.,
2009). Apoptosis and necrosis are considered functionally
and morphologically distinct forms of cell death, which is
highly dependent on the energy metabolism of the cell. It
was shown that cells triggered to undergo apoptosis will die
by necrosis when the ATP level is low (Leist et al., 1997).
Based on these results it can be postulated that the released
Ni ions from control Ni-Ti plates induced apoptosis as we
demonstrated in this study; and by blocking the energy
metabolism, causing the formation of oxygen radicals
and DNA damage, induced necrosis as well. In line with
this hypothesis, Lifeng et al. (Lifeng et al., 2011) showed
recently that bare Ni-Ti alloys, characterised by a high
surface concentration of Ni, increased the expression of
pro-apoptotic genes, and down-regulated genes controlling
anti-apoptosis, protein biosynthesis, energy metabolism
and DNA repair.

EDX analysis of Ni-Ti RS ribbons and control Ni-Ti
plates revealed similar basic composition of the alloys.
However, their surface microstructure was different and
characterised by more pronounced intermetallic phases
on control Ni-Ti plates. In addition, mechanical polishing
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used for preparation of Ni-Ti plates is a well known
factor which affects both the surface microstructure and
biocompatibility of Ni-Ti alloys (Shabalovskaya et al.,
2008). Therefore, Ni could not be the only factor causing
the cytotoxicity. It is possible that other factors introduced
by mechanical polishing of Ni-Ti plates (Shabalovskaya et
al., 2008), in contrast to non-polished Ni-Ti RS ribbons,
could contribute to such an adverse effect.

Morphological and phenotypical changes of MoDCs
cultivated on Ni-Ti alloys

Even though Ni-Ti RS ribbons were non-cytotoxic, we
found a changed morphology in MoDCs cultivated on the
ribbons, suggesting that the ribbons are not completely
inert for MoDCs. It is known that, during maturation,
DCs undergo many programmed morphological and
phenotypical changes, including the formation of veils and
dendrites (Fisher et al., 2008) involved in the establishment
of appropriate DC-T cell interactions (Banchereau et al.,
2000). Therefore, the surface morphology of DCs cultivated
on the ribbons, as revealed by SEM, resembled that of
maturing DCs. These findings are in accordance with the
up-regulated expression of key DC markers, such as HLA-
DR, co-stimulatory molecules (CD86 and CD40) and
CD83, the most important DC maturation marker. Since

www.ecmjournal.org



S Tomic¢ et al.

1 Control
Bl Ni-Ti RS ribbons

(a)

]

(=]

(=]
J

T

1004 I
0 T T |l‘-
10 1:20 1:40

1

-

<

(=]
[

proliferation index
(4]
(=]

1004

80+

60+

40+

proliferation index

1:10 1:20 1:40

Response of dendritic cells to Ni-Ti ribbons

—~
O-
S

[~

[=}

[=]
J

3 *
T " 1S T
£ 150- T
c
o
S 1004
| ..
g 50
©
| .
o
0 L} L} ¥
1:10 1:20 1:40
(d) 5¢ 150~
o 5 *k%k
T
£
c 100- 1
S T T
=
| 5
:g 50-
©
| .
o
1:10 1:20 1:40

Fig. 6.Allostimulatory capacity of MoDC treated with Ni-Ti RS ribbons — additional data for the Figs. 5b and 7b. MoDCs
were cultivated in the absence (Control) or in the presence of Ni-Ti RS ribbons for two days and then co-cultured with
allogenic CD4'T cells at different cell-to-cell ratios, as described in Materials and Methods. The results of alloreactive
CD4" T cell proliferation from Experiment 2 (a and b) and Experiment 3 (¢ and d) are shown; (a) and (C): immature
MoDCs as stimulators; (b) and (d) LPS-matured MoDCs as stimulators. The data are presented as the mean index of
proliferation + SD of sixplicates. *p < 0.05, ***p < 0.005 compared to control (one-way ANOVA).

we showed that their expression was significantly lower
and dendrites were less elongated compared to mature
MoDCs cultivated for 2 days with LSP, which is known
to stimulate strong maturation of DCs, (Banchereau et al.,
2000), it can be postulated that Ni-Ti ribbons initiated a
process of semi-maturation of MoDCs (Lutz and Schuler,
2002). It is not easy to explain the mechanisms of these
changes to MoDCs. Modulation of cell morphology depends
on the reorganisation of actin filaments (F-actin) and the
process could be modulated by Ni ions. Gunaratman and
Grant (Gunaratnam and Grant, 2004) showed that only high
concentrations of Ni can cause direct alteration in F-actin,
leading to membrane blebbing, condensation of F-actin and
death by necrosis. These findings are in accordance with our
results regarding the morphology of MoDCs cultivated on
control Ni-Ti plates. Accordingly, since Ni-Ti RS ribbons
released an insignificant amount of Ni, the changes in the
morphology of MoDCs are most probably not caused by
the direct impact of Ni ions on the cytoskeleton, but as a
consequence of programmed changes that occurred during
maturation of the MoDCs.

CeaLL
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Improvement of the tolerogenic properties of MoDCs
by Ni-Ti RS ribbons

The most important functional capability of MoDCs
cultivated on Ni-Ti RS ribbons was their potentiation of
cytokine production with tolerogenic capability (IL-10
and TGF-f) by allogenic CD4" T cells. The levels of these
cytokines correlated with increased production of IL-10
and IL-27 by MoDCs cultivated with Ni-Ti RS ribbons.
Most of the effects of IL-10 and IL-27 on the cytokine
network might be explained in our culture model system
(Fig. 11). IL-27 is involved in the initiation of the Thl
response, inhibition of IL-17 and up-regulation of IL-10
production from T cells subsets, both in humans and mice
(Yoshimura et al., 2006). On the other hand, IL-10 was
shown to enhance the differentiation of IL-10-secreting
T regulatory cells (Treg), thus providing a positive
regulatory loop for its own induction, suppression of T cell
proliferation and down-regulation of inflammation (Saraiva
and O’Garra, 2010). Our results are in line with these
observations showing that IL-10- and IL-27-producing
MoDCs stimulated the production of IL-10 and TGF-p,
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Fig. 9. Surface analysis of Ni-Ti RS ribbons. (a) The surface of Ni-Ti RS ribbons analysed by SEM. (b) XPS survey
spectra. (C) High resolution XPS spectra of Ti2p and (d) Ni2p binding energies.

and inhibited strongly IL-17 and IL-8 production in MoDC/
CD4" T cells’ co-cultures. Such a tolerogenic cytokine
environment could be a major reason for the observed lack
of allostimulation of CD4+ T cells, even though MHC class
IT and costimulatory molecules were up-regulated by Ni-Ti
RS ribbons. These results indicate that MoDCs experienced
by Ni-Ti RS ribbons induce a tolerogenic environment after
the contact with CD4" T cells.

However, we also found in co-cultures with MoDCs
cultivated with Ni-Ti RS ribbons enhanced production
of IL-6, a cytokine with both pro-inflammatory and anti-
inflammatory properties (Kishimoto, 2010). The source of
this cytokine in the cultures could be Th2 cells, DCs or both
(Kishimoto, 2010). However, CD4" T cells, particularly
their Th2 subset was most probably the predominant
source of IL-6. Other cytokines detected in the co-culture
system could also originate from CD4'T cells, because the
number of MoDCs in the cultures was very low. Except
for a very low level of IL-8 (up to 100 pg/mL), neither
of the investigated cytokines were detected in the control
supernatants with MoDCs cultivated alone (data not
shown). The functional significance of this phenomenon
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is not clear. However, since IL-6 was shown to have a
crucial role in the wound healing process in a model of
skin excisions on IL-67- and wild type mice (Lin et al.,
2003), the potentially beneficial effects of this cytokine can
be hypothesised upon implantation of Ni-Ti RS ribbons.
The only paper describing the tolerogenic properties
of SMAs, except for our previous one (Rudolf et al.,
2010), was the finding of Lifeng et al. (Lifeng et al.,
2011) who showed that biocompatible TiN-coated Ni-
Ti SMAs, in contrast to bare Ni-Ti SMAs, can induce
the expression of IL-10 anti-inflammatory pathways
in HUVEC cells. However, except for the detected
change in the expression of particular genes, no further
immunological investigations were made to explain the
possible implications of such findings. Bearing in mind
that the immature MoDCs in this experiment possess
tolerogenic capability, one of the key properties of Ni-Ti
RS ribbons was the enhancement of this tolerogenicity.
Such a finding could have significant clinical relevance in
preserving and enhancement of tolerance to the implanted
Ni-Ti SMA-based alloy and maintaining the peripheral
tolerance to self antigens (Hu and Wan, 2011). However,
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Fig. 10. Surface depth profile of Ni-Ti RS ribbons before and after conditioning in cell-free culture medium for 2
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sputtering. Each value in depth profiles was made by averaging 3 places of AES analysis after each sputtering cycle.

more in Vivo investigation of implanted Ni-Ti RS ribbons
should be performed in order to confirm such an effect.

Modulation of MoDC functions by Ni-Ti RS ribbons
under inflammatory conditions

Upon encountering dangerous signals, such as pathogens,
DCs mature and migrate to regional lymph nodes, where
they activate antigen-specific T cells leading to an
appropriate immune response (Banchereau et al., 2000).
Therefore, our next goal was to investigate whether
Ni-Ti RS ribbons possess similar tolerogenic effects in
the presence of LPS, a pathogen-associated molecular
pattern with known adjuvant properties (Banchereau
et al., 2000). To understand the possible modifications
induced by the addition of Ni-Ti RS ribbons, we should
rationalise the effects of LPS alone. LPS ligates TLR-4 on
DCs, activating both Myeloid Differentiation protein 88
(MyD88)-dependent and TIR domain-containing adaptor
inducing IFN-beta (TRIF)-dependent pathways. The
result is the activation of Nuclear Factor-kappa B (NF-
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kB), Activating Protein 1 (AP1), Interferon Responsive
Factor (IRF)-3 and IRF-5 transcription factors which
lead to increased expression of MHC and co-stimulatory
molecules, pro-inflammatory cytokines and interferon-
responsive genes (Kawai and Akira, 2010). As expected,
LPS induced the strong maturation of MoDCs in our
experiments, as judged by the high up-regulation of HLA-
DR, CD40, CD86 and CD83 molecules. Furthermore,
LPS-treated MoDCs increased strongly the production of
IL-12,1L-23 and IL-27, compared to the control immature
MoDCs. Consequently, we observed a pro-inflammatory
polarisation of CD4" T cells in co-cultures, characterised
by Thl and Thl17 cytokine responses (Cucak et al.,
2009; McAleer et al., 2010), as concluded by the higher
production of IL-1f, IL-6, IL-17, TNF- and IFN-y.

The most interesting finding was that LPS-treated MoDCs
that were experienced additionally by Ni-Ti RS ribbons
possessed more pronounced Th1 polarising capacity compared
to the LPS-treated control. Namely, we found increased IL-
12 production, down-regulated IL-23 and unchanged IL-27

www.ecmjournal.org



S Tomic¢ et al. Response of dendritic cells to Ni-Ti ribbons

7
Ni-Ti RS /
ribbons S

TJ, Increased/decreased produciton compared to control cells
~ Differentiation

—> Production/Secretion # MHC class II: peptide complex

9

Toll-like receptor 4

7]
b
|
!

,-~~~7 Inhibition/Down-regulation/No support
" Stimulation/Up-regulation/Support

T cell receptor complex
CD4- co-receptor

Fig. 11. Hypothetical interactions of cytokines in the co-culture of MoDCs treated with Ni-Ti RS ribbons and CD4" T
cells. Immature MoDCs (imDCs) activated by Ni-Ti RS ribbons increased the production of IL-10 and IL-27, which
might have induced the differentiation of T regulatory cells (Treg) in co-culture with CD4" T cells, which was followed
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of pro-inflammatory cytokines’ production, such as IL-8 and IL-17, and the development of a Th1 subset. Inhibition
of a Th17 subset could also be a direct effect of IL-27 produced by the imDCs. The increased production of IL-6
might have been the consequence of the inhibited differentiation of Th1 by Treg, a state that is known to promote Th2
development. LPS acting on TLR4 induced the maturation of DCs. The increased production of IL-12 by LPS-matured
DCs (mDCs) in the presence of Ni-Ti ribbons most probably promoted the differentiation of the IFN-y-producing Th1
subset in the co-culture. IFN-y is known to stimulate Th1l development further by a positive feedback loop, and to
inhibit the differentiation of other Th subsets, including Th2, Th17 and Treg subsets. Furthermore, down-regulation
of IL-23 production by MoDCs lowered the supporting effect of this cytokine on the Th17 differentiation and IL-17
production. What remains a mystery, however, is the production of IL-6 in those co-cultures. The increased production
of IL-6 could either be regulated specifically by a Th2 subset, or its source could be some other Th subset that is not
suppressed by IFN-y.
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production by these MoDCs. These cytokines belong to the
IL-12 family, where IL-12 (p35/p40) was shown to stimulate
IFN-y production preferentially from T cells (Magram et al.,
1996), IL-23 (p19/p40) stimulates IL-17 (Aggarwal et al.,
2003), and IL-27 (p28/EBI3) stimulates IFN-y and IL-10
production from T cells, while inhibiting IL-17 (Yoshimura
et al., 2006). In our study the increased IL-12 production
correlated with IFN-y production, whereas decreased
production of IL-23 correlated with decreased production of
IL-17 (Fig. 11). IL-23 has a significant role in the growth of
Th17 cells and stabilisation of transcription factors (STAT3,
RORyt, and RORa) that are crucial for Th17 development.
Th17 cells were shown to produce IL-17, IL-17F and IL-22,
thereby inducing a massive tissue reaction owing to the broad
distribution of the IL-17 and IL-22 receptors (Kom et al.,
2009). In line with this, down-regulation of IL-17 production
mediated by both immature and LPS-matured MoDCs could
represent an important anti-inflammatory mechanism that
Ni-Ti RS ribbons could induce upon implantation. The IL-
12/IFN-y enriched environment most probably caused the
lower production of Th2 and Treg cytokines (IL-4 and IL-10)
in the co-cultures, since it was shown that IL-12 and IFN-y
through T-bet inhibit GATA-3-dependent differentiation and
proliferation of Th2 cells (Kaiko et al., 2008). Additionally,
IFN-y is shown to inhibit Extracellular Receptor Kinase
(ERK)- and p38- dependent IL-10 production by macrophages
and DCs, as well as TLR-induced IL-10 production, by
antagonising the phosphatidylinositol-3-kinase - protein
kinase B (PI3K-AKT) pathway (Hu et al., 2006). Since
the levels of IL-27 were not changed significantly, it can be
postulated that its effect on Th1/Th17 polarisation was lesser,
compared to IL-12 and IL-23. The increased allostimulatory
capacity of MoDCs observed at 1:40 MoDC/CD4" T cell
ratio could be a consequence of the more pronounced Thl
cytokine environment which led to down-regulation of anti-
proliferative cytokines, such as IL-10, as well as to increased
expression of co-stimulatory molecules. As mentioned earlier,
the increased IL-6 production, which was also detected in
the co-cultures of MoDCs treated with Ni-Ti RS ribbons in
the presence of LPS, could have beneficial clinical effects
in the wound healing process and angiogenesis (Kishimoto,
2010). However, under inflammatory conditions DCs in
the close contacts with Ni-Ti implants can be activated
additionally, leading to the development of unwanted immune
or autoimmune responses. Therefore, these effects should be
investigated in more detail in further experiments.

Surface microstructure of Ni-Ti RS ribbons

In our previous papers (Kneissl et al., 2006; Mehrabi et
al., 2009) we described the process of Rapid Solidification
by melt spinning and its influence on the microstructure
and improvement of the shape memory properties of Ni-Ti
SMAs. Since the surface of an alloy is the predominant
factor determining the outcome of any material-to-cell
interaction (Shabalovskaya, 2002), in this work we
investigated for the first time the surface of Ni-Ti RS
ribbons aiming to understand its biological effects. We
showed that the surface of Ni-Ti RS ribbons was relatively
smooth with embossments appearing irregularly. Since
AES spectroscopy showed no difference in chemical
composition between the embossments and flat surfaces,
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the embossments possibly lay beneath the surface layer
and they most probably originate from the metastable
solidification process of the melt spinning technique (Anzel
et al., 2009; Unterweger et al., 2005).

We showed that the surface of Ni-Ti RS ribbons
is covered by a thin, dense Ti-oxide film, composed
predominantly of TiO, phase. However, the small amount
of Ni and Ti in the intermetallic state present on their
surface could affect the corrosion stability of the ribbons
with the time. Therefore, possible additional coating
procedures such as (Ti, O, N)/Ti (Sun et al., 2011) or TiN
(Lifeng et al., 2011) coating, or oxidising procedures such
as H,0,-oxidation (Sun and Wang, 2010) or anodisation
(Chu et al., 2009), as already applied for Ni-Ti alloys,
should be considered. The presence of C on the surface
of Ni-Ti RS ribbons may be attributed to the surface
contamination by carbon containing molecules absorbed
from the environment (Chu et al., 2009). Knowing that
Ni-oxide could be substituted easily with Cl- ions from an
extracellular solution through the Ni-OH intermediary state
(Williams and Williams, 1996), it should be pointed out
that no Ni-oxide was detected on Ni-Ti RS ribbons. The
Ti-oxide thickness was estimated to be around 12 nm, which
is in line with other reports showing that the Ti-oxide film
thicknesses range between 7 and 70 nm, depending on the
treatment (Shabalovskaya, 1996). However, the thickness
of the Ti-oxide layer is not as important as the density and
structure of the layer. In line with this, several papers suggest
that a homogenous smooth thin oxide surface gives better
corrosion protection than the thicker one encountered in
native samples (Trepanier et al., 1998; Es-Souni and Fischer-
Brandies, 2005). Furthermore, the exposure of Ni-Ti SMAs
to biological solutions was shown to influence significantly
their surface properties (Trepanier et al., 1998; Wever et
al., 1998). We found that the thickness of the oxygen layer
after conditioning in a cell-free culture medium increased
and the lower boundary of the oxygen layer was 10 nm
deeper compared to a non-conditioned sample. In line
with earlier findings (Trepanier et al., 1998; Wever et al.,
1998), including our own with Cu-Al-Ni SMAs (Colic et
al., 2010), we detected a small increase in the thickness of
the oxygen layer in Ni-Ti RS ribbons, along with a 6 nm
increase in the deposition layer. The presence of deposited
P and Cl ions after conditioning was well expected, since
RPMI medium contains high levels of these elements.
However, since the basal RPMI medium does not contain
Zn ions, we suppose that the adsorbed Zn originates
most probably from FCS. Messer et al. (Messer et al.,
1982) showed much earlier that the concentration of Zn
in FCS is around 2.8 ppm. Since we found a much higher
concentration of this ion on the surface of Ni-Ti RS ribbons,
Zn could have been adsorbed from the culture medium
onto the TiO, surface layer, through a process studied
thoroughly by Hasany et al. (Hasany etal., 1991). At pH7,
Zn is predominantly in the form of Zn** (99.33 %), which
drives its adsorption onto the negatively charged TiO,
layer. This finding is very interesting, since Zn can have
various biological effects depending on its concentration
(Rink and Haase, 2007).

We found that Ti was not released into the culture
medium from the samples, most probably owing to the fact
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that it oxidises easily, building a protective TiO, surface
layer. In this context, improved biocompatibility due to this
biologically inert oxide layer is one of the reasons for the
wide biomedical application of Ti-based implants (Es-Souni
and Fischer-Brandies, 2005). Ni-Ti control plates released
up to 120 mg/L of Ni, but this concentration was more
than 50 % lower than the concentration of Ni ions released
from the pure Ni plates. The most probable explanation
for this observation is that Ti’s tendency to react with O
is much higher than Ni, which leads to the building of an
insoluble TiO, surface layer acting as a barrier for further
Ni release. On the other hand, the regular crystal lattice
of Ni-Ti exhibits high atomic bonding forces with mixed
covalent and metallic character, meaning that it is difficult
for atoms to leave the bulk material easily (Es-Souni and
Fischer-Brandies, 2005). In contrast to Ni-Ti plates, Ni-
Ti RS ribbons showed insignificant Ni release in culture
medium (20 pg/L). This level of Ni ions is much lower
than the provisional WHO guideline value of daily intake
of Ni by food (82-406 pg/L) and corresponds to the value
for drinking water and for whole blood and plasma/serum
content of Ni in healthy persons (5-25 pg/L) (Es-Souni
and Fischer-Brandies, 2005). Therefore, according to the
microstructure analysis, it seems that the surface Ti-oxide
layer structured by the melt-spinning is the most important
factor that almost entirely prevents the Ni leakage from the
surface of Ni-Ti RS ribbons.

Possible mechanisms of the immunomodulatory
properties of Ni-Ti RS ribbons

We showed that MoDCs adhered to the surface of Ni-Ti
RS ribbons, which could represent an important signal
for maturation of MoDCs. Integrins were shown to play
particularly important roles in responses to TiN-coated Ni-Ti
SMAs (Lifeng et al., 2011) and other biomaterials (Rogers
and Babensee, 2011), so further investigations are needed
to evaluate their roles in the immunomodulatory effects of
the Ni-Ti RS ribbons. However, other factors could also
be involved, such as Ti and Ni ions on the surface of Ni-
Ti RS ribbons. Ti ions, for example, were shown to alter
significantly MoDCs’ properties, resulting in an enhanced
T lymphocyte reactivity and deviation towards a Thl type
immune response (Chan et al., 2009). Ni was shown to
induce the phosphorylation of ERK, Jun N-terminal
kinase (JNK), and p38, thus regulating the maturation and
expression of CD83, CD86, CCR7 and IL-12 production
by DCs (Aiba et al., 2003). Recently, an interesting study
showed that Ni ions down-regulate strongly tripartite motif
containing (Trim) 23 gene expression (Lu et al., 2009),
a regulator of the NF-kB essential modulator (NEMO)
(McNab et al., 2011), which could be an important
mechanism for the tolerogenic behaviour in Ni-Ti SMAs.
Even though the conditioned medium contained hardly
detectable amounts of these elements, Ti and Ni ions were
detected on the surface of Ni-Ti RS ribbons, even after
conditioning. It is possible that the local concentration
of available Ni and Ti ions at the place of close contact
between MoDCs and Ni-Ti RS ribbons is higher than the one
detected in the conditioned medium, leading to the observed
immunomodulatory effects on MoDCs.
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The most intriguing finding in our study was the
presence of Zn ions after conditioning in complete culture
medium after 2 days. Zn ions are proved as important
signalling molecules in immune cells, particularly DCs in
response to LPS (Rink and Haase, 2007). LPS regulate a
differential expression of several Zn transporters (Ho et al.,
2004) and Kitamura et al. (Kitamura et al., 2006) showed
that the modulating Zn homeostasis has a profound impact
on DCs, whereby available Zn diminishes DC activation.
Zn acts on the level of phosphodiesterase (PDE) activity
(von Bulow et al., 2005) and IL-1 receptor-associated
kinaze (IRAK) phosphorylation (Wellinghausen et al.,
1997), resulting in a decreased nuclear factor (NF)-xB
activation and LPS-induced secretion of pro-inflammatory
cytokines (Zhou et al., 2004). Because the LPS-stimulated
up-regulation of MHC is known to be blocked by cyclic
adenosine monophosphate (cAMP) (Kambayashi et al.,
2001), a Zn-mediated rise in cyclic nucleotides could
be the mechanism by which this metal down-regulated
MHC expression in our experiments. In either case,
the mechanisms for the observed effects of Ni-Ti RS
ribbons probably include complex synergistic effects of
the surface’s microstructure and Ni, Ti and Zn ions in a
dynamic cell culture condition. However, this hypothesis
needs to be tested further.

Conclusion

In this study we showed that the melt-spinning technique
can be a new approach for the production of Ni-Ti SMAs,
which further form a thin homogenous TiO, surface layer
that improves significantly the biocompatibility of Ni-Ti
ribbons. However, we showed that the ribbons enhanced
the tolerogenic properties of immature MoDCs in vitro
by stimulating IL-10 and TGF-f production by CD4* T
cells. In the presence of LPS, on the other hand, Ni-Ti RS
ribbons enhance the Thl polarising capacity of MoDCs,
while inhibiting Th17 and Th2 differentiation. Based on
these findings, we conclude that Ni-Ti RS ribbons, used
for example as stents to threat occlusive vascular diseases,
could potentially induce desired tolerogenic effects
upon implantation. However, in the case of infection or
inflammation, at least those mediated by LPS, care should
be taken as to whether Ni-Ti RS ribbons will induce a
desired or adverse effect. Namely, in conditions with the
pathological Th17- or Th2-mediated inflammation, the
implantation of Ni-Ti RS ribbons could be beneficial. On
the other hand, in the Thl dominant immunopathology,
implanted Ni-Ti ribbons could aggravate the inflammatory
process. However, to prove this hypothesis, extensive
in vivo studies on different animal models should be
conducted, even though human and animal DCs differ in
many aspects of their phenotype and functions.
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Discussion with Reviewers

Reviewer Il: What could be the possible clinical
applications of Rapid Solidified Ni-Ti Shape Memory
Alloy, in relation to effects on dendritic cells and the
immune system?

Authors: Ni-Ti alloys have revolutionised the field of
metallic biomaterials since they improve significantly the
quality of diagnostics, treatments and surgeries (Li et al.,
2010, additional reference). Ni-Ti stents or stent/grafts
are already in use for the treatment of vascular aneurysms
or vascular occlusive diseases caused by atherosclerosis
(Duerig et al., 2000, additional reference). The treatment
exploits the ability of Ni-Ti stents to recover their trained
shape, thus allowing the expansion of stenotic blood
vessels or bypassing the dilated vessel wall of an aneurysm.
Studies involving coronary self-expanding stents in
animals and humans (Kobayashi et al., 2001; Roguin et
al., 1999, additional references) have concluded that Ni-Ti
stents expand continuously after placement. The process
is important for the prevention of restenosis. Thin Ni-Ti
alloys were shown to fit much better for such use, especially
if the blood vessels are smaller in diameter (Chun et al.,
2009, additional reference). We think that Ni-Ti RS ribbons
could meet the requirements for this type of stents.

The mechanisms involved in the development and
progression of both aneurisms and atherosclerosis involve
the immune system components, including Dendritic
Cells (DC) (Sharma and Li, 2006; Jagadesham et al.,
2008, additional references). DCs in the atherosclerotic
plaque and aneurismal wall originate from blood DCs
precursors, including monocytes, which transform into
vascular DCs upon their transmigration (Banchereau et al.,
2000, text reference). The immunology of these vascular
diseases is complex and not well understood. Although
contradictory results have been published regarding the
role of Th subsets in the pathogenesis of atherosclerosis
and aneurism development, it seems that the Thl subset
is more important for the progression of atherosclerosis,
whereas the immunopathology of aneurism progression is
mediated by Th2 cells (Libby et al., 2009; Schonbeck et al.,
2002; Xiong et al., 2004, additional references). In contrast,
the role of Th17 cells is just starting to emerge. Recently,
Madhur et al. (2010, additional reference) showed in a
mouse model that IL-17 could promote atherosclerosis,
but protect against aneurismal rupture.

A pro-tolerogenic environment could be beneficial for
both diseases and various therapies are aimed to improve
such tolerogenicity. Therefore, the tolerogenic properties of
Ni-Ti RS ribbons under physiological conditions could be
beneficial in preventing the disease progression. However,
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their application could be questionable if the diseases
are accompanied by extensive inflammatory reactions.
Namely, we provided evidence that MoDCs upon contact
with Ni-Ti RS ribbons under inflammatory conditions
stimulated Th1 and down-regulated Th2 and Th17
responses. Therefore, Ni-Ti RS ribbons could aggravate the
diseases mediated by pathologic Th responses. However,
if the pathology is mediated by Th17 or Th2 cytokines, the
ribbons, in addition to their mechanical repair properties,
could exert anti-inflammatory effects.

Another possible state-of-the-art application of Ni-Ti
RS ribbons could be in a promising new field of micro-
actuators and micro-electro-mechanical systems. The
thinner the SMA is, the smaller is the amount of thermal
mass needed to heat or cool it, which means a lesser time
for the response and the increased speed for a designed
operation to occur. Besides the good mechanical properties
of Ni-Ti RS ribbons required for such application, and
which we have described recently (Mehabri et al, 2011,
in the press), their tolerogenicity could be advantageous
if the devices are designed for implantation.

Reviewer II: May the reduction of the nickel release from
Ni-Ti RS ribbons and the enhancement of the tolerogenic
properties of MoDC reduce the occurrence of sensitisation?
Authors: Hapten-mediated contact sensitisation results
from the binding of small molecules, in this case Ni ions,
to larger proteins, thereby converting self-antigens to
highly immunogenic ‘foreign’ peptides when presented
in the context of MHC molecules by DCs (Roediger
and Weninger, 2011, additional reference). Ni-protein
complexes were shown to up-regulate the expression
of CD83, co-stimulatory molecules (CD80, CD86 and
CD40) and the chemokine receptor CCR7 (Arrighi et al.,
2001, additional reference). However, it was not known
until recently why Ni-protein activates human DCs, but
cannot induce mice DC sensitisation to nickel without
an additional adjuvant (Artik et al., 1999, additional
reference). Schmidt et al. (2010, additional reference)
showed recently that the human, but not mouse, Toll like
receptor 4 (TLR4) can recognise Ni-protein complexes.
However, it is not clear why only some individuals are
prone to Ni-sensitisation. The serious adverse effects,
including thrombosis, inflammation and even sudden death
(Das et al., 2008, text reference) in some patients with
implanted Ni-Ti based alloy devices could be explained by
their hypersensitivity to Ni. The decrease of Ni ion release
from Ni-Ti SMAs may reduce the occurrence of Ni-Ti
sensitisation. In this context, Ni-Ti RS ribbons showing
negligible Ni release, together with the stimulation of
tolerogenicity of DCs, could be desirable for implantation.
However, it remains to be studied whether DCs from
persons susceptible to Ni-Ti sensitisation respond to Ni-Ti
RS ribbons in a similar manner.

Reviewer Il1: The authors mention in the discussion
that the oxygen layer increase in thickness in the culture
medium, did the authors look at the kinetics of this process?
Will this continue with time or does this slow down
resulting in passivation of the surface?

c‘G.L'h& MAC=SEAL
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Authors: Prior to conditioning in cell culture medium,
the thickness of the oxygen layer of Ni-Ti RS ribbons was
estimated to be around 12 nm, mostly consisting of TiO,.
After two days of the conditioning it increased to around 15
nm. These results are consistent with our previous finding
on Cu-Al-Ni RS ribbons (Colic et al., 2010, text reference)
showing that the conditioning of Cu-Al-Ni alloys in cell
culture media can enhance their biocompatibility, reducing
the release of potentially toxic ions due to thickening of
the oxide layer. The studies performed by Kimura and
Sohmura (1987, additional reference) and Trepanier et al.
(1998, text reference), concerning the growth of an oxide
layer on NiTi alloys in physiological solutions, are also in
line with our results.

The kinetics of the growth of the oxygen layer on Ni-Ti
alloys depend greatly on the microstructure of the alloy,
temperature and surrounding environment. The growth of
the oxide layers follows a model of oxygen absorption on
the Ni-Ti surface that reacts with outward diffusing Ti4*
to form TiO, (Trepanier et al., 2000, additional reference).
During the early stages of oxidation the growth of TiO, is
the primary contributor to thickness and therefore the oxide
formation is relatively rapid. However, the preferential
oxidation of Ti creates a Ni-rich zone at the Ti-Ni/TiO,
interface. The formation of the Ni,Ti layer increases the
effective diffusion distance with an associated decrease in
overall oxidation kinetics. Biological fluids, on the other
hand, are strong corrosive environments where Cl- ions can
cause pitting corrosion on the surface of Ni-Ti implants
(Pourbaix, 1984, additional reference). The early process
of corrosion takes place on the surface defects and on thin
oxide layers, which leads to Ni release. The remaining Ti
reacts with dissolved oxygen in the solution to form Ti-
oxides around the pitting sites and pores leading to oxide
layer growth and propagation over the entire surface of the
Ni-Ti specimen. The thickness of the oxygen layer does not
increase linearly with time, but it decreases as corrosion
proceeds, indicating that the as-formed Ti oxide layer may
impede further corrosion of the Ni-Ti SMAs in the NaCl
solution (Hu et al., 2010, additional reference).

However, to our knowledge, there is no direct
evaluation of the kinetics of the Ti-oxygen layer growth in
cell culture media and the process has not been evaluated
in this study. Based on the published corrosion studies and
the oxide layer growth on Ni-Ti alloys in NaCl solution
we would expect lower kinetics of the oxygen growth on
Ni-Ti RS ribbons due to the presence of serum proteins in
the medium. At the same time, the proteins could protect
the surface of the Ni-Ti RS ribbons from a direct attack by
ClI ions. Therefore, this problem deserves to be investigated
thoroughly in further experiments.

Reviewer I11: How well does the oxygen / oxide layer
respond to loading, is it mechanically stable?

Authors: This is probably the most important question
needing to be addressed prior to the potential use of
Ni-Ti RS ribbons as stents or other kinds of implants. In
contrast to static conditions, where the protective TiO, layer
prevents leaching of Ni ions, the cyclic deformation may
result in failure of the protective oxide layer. Therefore,
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it should be emphasised that the ceramic nature of TiO,
contradicts both Ni-Ti superelasticity and the cyclic
pulsation of blood vessels (Shabalovskaya et al., 2009,
additional reference). Oxide layers are brittle and crack
under tensile stress. In addition, the thicker the layers,
the higher the tendency for crack formation. The reason
for this is because ceramic materials are held together by
ionic and covalent bonds, which tend to fracture before any
plastic deformation (Shabalovskaya et al., 2009, additional
reference).

Several papers reported that pseudoelastic Ni-Ti SMA
samples deformed 0.6-3 %, strain developed cracks in
the relatively thick protective TiO, layer and exposed Ni-
rich phases leading to increased Ni ion release (Undisz
et al., 2009; Zhu et al., 2004, additional references). On
the other hand, as shown by Kimura and Sohmura (1987,
additional reference), a thin oxide layer is preferable to
maintain the integrity of the surface layer to sustain the
large deformation induced by the shape memory effect.
Habijan et al. (2011, additional reference) recently showed
that Ni-Ti with an electro-polished surface which contains
a dense and several nm thick oxide layer, released a
small amount of Ni (up to 25 ppm) either in static or in
mechanical loading conditions, even after 7 days of the
conditioning. This finding suggests that small mechanical
strains have no additional effect of the Ni release. The
authors suggested that since the Ti-oxide layer is very
brittle, it is more likely that the self-healing processes re-
establish the Ti-oxide layer in biological medium during
the mechanical cycling. In line with this finding, one can
expect similar behaviour of our Ni-Ti RS ribbons, since
during conditioning the Ti-oxide layer was still thin.

Reviewer IV: T am not an expert in metallurgy, but as
someone who uses these devices for primary cell cultures,
I found this article to be very interesting. It enables one
to understand the complicating immune responses and
limitations of the current technology in developing alloy
metals. However, for clinical applications, their safety
in the complex body system should be proven by further
in vivo experiments, because any procedure or operation
itself for the implantation of new materials could be
inflammatory.

Authors: In vitro cytocompatibility studies are a
prerequisite for any material intended to be implanted
in the body (Richards et al., 2001, additional reference).
However, cytocompatible materials which passed
additional biocompatible studies in vivo could have some
adverse chronic reactions, mostly related to the activation
of the immune system. Our complex cytocompatibility
and immunobiology studies on DCs, as key initiators
and regulators of the immune response, suggest that
cytocompatible Ni-Ti RS ribbons might have some
beneficial, but also may provoke some unwanted effects
if applied as biomaterials. The using of Ni-Ti RS ribbons
as potential stents to treat vascular occlusive diseases
could be advantageous if the stents shift the immune
response toward increased tolerogenicity. Usually, DCs
or their precursors transmigrated from the blood through
the vascular wall are in the immature state and posses
tolerogenic properties (Galkina and Ley, 2009, additional
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reference; Steinman et al., 2003, text reference). Therefore,
the contact of such DCs with Ni-Ti RS ribbons (used as
stents) could make these cells even more tolerogenic. Even
though Ni-Ti RS ribbons-experienced DCs subsequently
encounter the pro-inflammatory cytokines milieu within
the atherosclerotic lesion, these cells could still retain
their tolerogenic potential. Namely, it has been shown that
additional factors in atherosclerotic lesion, such as oxidised
phospholipids (a well known pro-atherogenic factor),
prevent maturation and immunostimulatory capability
of DCs (Bluml et al., 2005, additional reference). On
the other hand, during infection/inflammation, Ni-Ti RS
ribbons (used as any bioimplant) could activate local DCs
leading to exacerbation and perpetuation of inflammatory
responses with possible negative consequences related to
implant rejection.

Therefore, to make an appropriate conclusion about
the safety of Ni-Ti RS ribbons as bioimplants, a number of
additional studies are necessary. The studies should at first
be designed on animals. In recent years, the development
of inbred and transgenic strains of mice and rabbits has
provided insights into the genetic and immunological
basis of many diseases (Hoeg et al., 1996; Libby et al.,
2011; Paigen et al., 1990, additional references). However,
atherosclerosis, including the development of aneurisms,
as a disease treated with stents, is not a natural disease
in rodents and has to be induced dietarily, or in some
other way. Therefore, although animal experiments have
proven indispensable to studies of the mechanisms of
vascular diseases, many limitations have to be considered
thoroughly. Due to the difficult access to coronary, carotid
and cerebral arteries, which are most important clinical
consequences of vascular occlusive diseases in humans,
mice studies focus generally on the aorta and proximal great
vessels. The structure and hydrodynamics of these smaller
muscular arteries, and even the embryonic origin of their
smooth muscle cells, differ markedly from the large elastic
arteries usually analysed in mouse studies (Libby et al.,
2011; Narayanaswamy et al., 2000, additional references).
In addition, the mouse immune system, although well
understood and manipulated readily, diverges in many
ways from that of humans. It is well known today that the
subpopulations of resident and inflammatory dendritic cells
(DCs), as well as other components of the immune system
in mice, differ from that of humans, particularly in their
phenotype and function (Shortman and Liu, 2002; Libby
etal., 2011, additional references).

Therefore, except for the in vivo animal studies with
implanted Ni-Ti RS ribbons, the comparative in vitro
studies on mouse and human immune cells are necessary.
Finally, if Ni-Ti RS ribbons fulfil all the criteria necessary
for implantation, then long-term clinical studies would be
necessary to check the immunological consequences of
the biomaterial.
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ABSTRACT: The aim of this work was to study the cytotoxicity of different
fractions of gold nanoparticles prepared by ultrasonic spray pyrolysis from gold
scrap. The target cells were rat thymocytes, as a type of nonproliferating cells,
and L1929 mouse fibroblasts, as a type of continuous proliferating cells. Fractions
1 and 2, composed of pure gold nanoparticles, as determined by scanning
electron microscopy with a combination of energy dispersive X-ray analysis,
were nontoxic for thymocytes, but reduced moderately the proliferative activity
of 1.929 cells. The inhibitory effect of fraction 2, containing particles smaller in
size than fraction 1, was stronger. Fraction 3, composed of Au and up to 3% Cu
was noncytotoxic for thymocytes, but was cytotoxic for 1.929 cells. Fraction 4,
composed of Au and Ag nanoparticles, and fraction 5, composed of Au together
with Cu, Ni, Zn, Fe, and In were cytotoxic for both thymocytes and 1929 cells.
These results suggest that USP enables the synthesis of pure gold nanoparticles
with controlled size, even from gold scrap. However, microstructural analyses
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and biocompatibility testing are necessary for their proper selection from more
cytotoxic gold nanoparticles, contaminated with other elements of gold alloys.

KEY WORDS: gold nanoparticles, ultrasonic spray pyrolysis, microstructure,
cytotoxicity, 1929 cells, thymocytes.

INTRODUCTION

G old nanoparticles are of high interest because of their potential
application in electrochemistry and medicine as well as for the
production of nanodevices [1,2]. Useful properties of nanoscale materials
such as the minute size, similar to cellular components and macro-
molecules, may facilitate their use in medicine for the detection of
biological structures and systems and for manipulation of cellular
functions [2-4]. Nanoparticles are currently exploited in imaging [5,6],
bio-sensing [7,8], and gene and drug delivery [9-11]. However,
depending on their structure and physico-chemical properties, nanoma-
terials may cause adverse health effects. Due to the chemical stability of
Au, gold nanoparticles were expected to be biocompatible, as documen-
ted in different publications [12-14]. In contrast, there were some
reports showing that endocytosed gold nanoparticles may cause
cytotoxic effects. Such results suggest that the use of gold nanoparticles
as tracers in biomedical imaging and diagnostic tests or carriers for
delivery of drugs or biomolecules may be dangerous for health. On the
other hand, the cytotoxic effect of gold nanoparticles could be desirable if
such materials are designed for the treatment of malignant tumors or
the suppression of inflammation and immune response in chronic
inflammatory diseases [15,16].

We used a new technology to produce gold nanoparticles from gold
scrap by ultrasonic spray pyrolysis (USP). This method enables
synthesis of gold nanoparticles of various sizes and shapes, including
nanoparticles contaminated with metals from gold alloys. Therefore, the
aim of this work was to characterize the different fractions of gold
nanoparticles using scanning electron microscopy (SEM) with a
combination of energy dispersive X-ray (EDX) analysis and to examine
their cytotoxicity in vitro.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of Gold Nanoparticles from Gold Scraps

A chemically dissolved gold scrap (wt: 58.5% Au; 8.11% Ni; 24.35% Cu;
8.37% Zm; 0.67% rest) from Zlatarna Celje, Slovenia, was used as
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a precursor for the synthesis of gold nanoparticles by USP, using an
ultrasonic atomizer (Gapusol 9001, RBI/France), containing a reactor
with three separated heating zones and an electrostatic precipitator.
The synthesis was performed at the IME process metallurgy and Metal
Recycling of the RWTH Aachen University in Germany. A similar
procedure for production of metal and gold nanoparticles was published
previously [17,18]. Briefly, the gold scrap obtained was first dissolved in
a water solution of chloric and nitric acid in order to prepare the solution
for an aerosol production. The solution was kept overnight and after
that passed over to the ultrasonic atomizer. The temperature and
pressure control were adjusted using a thermostat and a vacuum pump.

The aerosol produced, resulting from a frequency of 2.5 MHz, was
transported by nitrogen/hydrogen gas into a hot reactor, where the
aerosol droplets underwent drying, droplet shrinkage, solute precipita-
tion, thermolysis, and sintering to form nanoparticles. Thermal
decomposition of the resulting solution was performed at 300°C and
800°C. The nanoparticles were collected in a reaction tube and in a
bottle with water and alcohol.

Micro-Structural and Elemental Characterization of
Gold Nanoparticles

A scanning electron microscope, Quanta 200 3D equipped with a
focused ion beam (FIB) and Pt-gas deposition system, was used for the
characterization of the obtained nanopowders. The EDX microanalysis
system (EDS) — INCA 350 System was used for quantitative chemical
analysis. SEM images were used to observe the surface morphology of
particles formed at different parameter sets.

Cytotoxicity Testing

The cytotoxicity of gold nanoparticle fractions was tested using a
standard method for measurement of mitochondrial succinic dehydro-
genase (SDH) activity in rat thymocytes and L929 mouse fibroblasts.
Thymocytes were isolated from the thymuses of Albino Oxford (AO)
rats, male, 10 weeks old, bred at the Institute of Medical Research,
MMA, Belgrade, Serbia as we previously described [19]. The use of
animals for the experiments was in accordance with the Guideline for
the Use of Experimental Animals, approved by the Ethical Committee of
the Military Medical Academy, Belgrade, Serbia (282-12/2002), which
strictly follows the rules of the European Community Guidelines (EEC
Directive of 1986; 86/609/EEC). Single cell suspensions of thymocytes
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were prepared by teasing the thymuses in an RPMI medium through a
steel-mesh. After washing, the thymocytes were counted and then used
for cell cultures.

L929 cells, a continuous proliferating mouse fibroblast line (5 x
10*/mL), or thymocytes (5 x 10%/mL) were cultivated with different gold
nanoparticle fractions in flat-bottom 96-well plates (ICN, Costa Mesa,
CA; 200 pL/well) in an incubator with CO. at 37°C, using complete RPMI
medium for 24 h or 3 days. We used different number of cells because their
size was significantly different. In addition, our previous results [20]
showed that such number of cells formed confluent monolayers in
culture. The complete RPMI medium consisted of basic RPMI 1640
medium (Sigma, Munich, Germany), 10% heat inactivated fetal calf
serum (FCS) (Sigma), 2mM L-glutamine (Sigma), and antibiotics
(Galenika, Zemun, Serbia) including gentamycin (10 ug/mL), penicillin
(100 units/mL), and streptomycin (125 pg/mL). Before the experiment,
gold nanoparticle fractions were sonicificated using an ultrasonic bath for
1 h. The working concentrations of the fractions were 25 and 100 pg/mL.
The controls were cell cultures without gold nanoparticles.

The first cytotoxic test was based on the determination of succinate
dehydrogenase activity (SDA) in thymocytes and L1929 cells. After
incubation of the cells for the indicated period of time, the medium was
carefully removed and the wells were filled with 100pL of 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide (MTT) (Sigma,
Munich, Germany) (1 mg/mL), dissolved in the complete RPMI medium.
Wells with gold nanoparticle fractions without cells filled with 100 uL of
MTT served as controls. In addition, wells with 100 pL. of MTT solution
served as blank controls. After a 3h incubation period (37°C, 5% COs,),
100 pL/well of 10% sodium dodecyl sulphate (SDS) —0.1 N HCL (Serva,
Heidelberg, Germany) was added to solubilize intracellularly stored
formazan. The plates were incubated overnight at room temperature.
The optical density (OD) of the color was then measured at 570 nm in a
spectrophotometer (Behring ELISA Processor II, Heidelberg, Germany).
The results were expressed as the percentage of OD (as a measure of
metabolic activity) compared to the control (cultures without gold
nanoparticle fractions), used as follows:

Metabolic activity (%) = (OD of cells cultivated with gold nanoparti-
cles-OD of gold nanoparticles cultivated without cells)/(OD of cells
cultivated alone-OD of gold nanoparticles cultivated alone) x 100.

Apoptosis was detected by using propidium iodide (PI) (Sigma) and
flow cytometry as we described previously [19]. The method is based on
the detection of DNA fragmentation as revealed by the quantification of
hypodiploid nuclei. For this purpose, thymocytes (2 x 10°) were collected
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from the wells by pipeting, then washed with PBS and incubated with
500 uLi of PI (10 pg/mL) dissolved in a hypotonic solution (0.1% sodium
citrate + 0.1% Triton-X solution in distilled water). Cells were cultivated
with PI for 4h at room temperature and then analyzed by flow
cytometry. 1.929 cells were detached from the plastic surface by using
0.25% trypsine (Serva, Heidelberg, Germany) before staining with PI, as
described for thymocytes.

Cell death was determined by staining the thymocytes and L.929 cells
from cultures with 1% Trypan Blue. The positive cells, identified by light
microscopy, were considered as dead, predominantly necrotic cells. The
percentages of dead cells were determined on the basis of at least 500
total cells from one well. The percentage of viable cells was calculated as
100% of total cells-% of dead cells. All results were expressed as a mean
of triplicates. Additionally, necrosis was confirmed as we previously
described [21] using a staining protocol with PI without cell permea-
bilization and flow cytometry.

Proliferation Assay

L929 cells were cultivated alone or with different fractions of gold
nanoparticles for 48h as described. During the last 18 h of incubation,
the cells were pulsed with 1uCi/well [3H] thymidine (6.7 Ci/mmol,
Amersham, Bucks, UK). At the end of incubation time the cultures were
treated with 0.25% trypsine (Serva, Heidelberg, Germany) in order to
detach the cells from the plastic surface. After harvesting, the
radioactivity was counted using a scintillation counter (Beckman). The
results were expressed as mean counts per minute (cpm) of triplicates.
Proliferation activity was presented in percentages calculated on the
basis of the proliferation activity of control cultures.

RESULTS
Microstructural Analysis of Gold Nanoparticles

By using USP, five fractions of gold nanoparticles were produced from
the gold scrap. The results of microstructural analysis of the fractions
(SEM + EDX) are presented in Table 1 and Figures 1-5. The fraction 1
contained pure gold nanoparticles (120.1+51.0nm; n =29 measure-
ments) (Table 1, Figure 1), produced at 300°C in a hydrogen atmo-
sphere. This fraction, which was partially agglomerated, was recovered
from the reaction tube wall. The fraction 2 (Table 1, Figure 2),
produced and recovered similarly, contained partially agglomerated pure
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Table 1. Metal content analysis of the fractions of gold nanoparticles.

Elements Fr. 1 (W%/A%) Fr.2 (W9%/A%) Fr.3 (W%/A%) Fr. 4 (W%/A%) Fr.5 (W%/A%)

Au 100.0/100.0 100.0/100.0 99.1/97.3 61.6/59.4 57.8/28.7
Cu 0.9/2.7 19.2/28.1
Ag 35.4/315

Ni 14.5/24.3
Zn 1.9/2.7
Fe 0.2/0.6
Na 0.2/1.2

In 0.2/0.2
Cl 2.7/7.8 2.9/41
O 1.5/5.3
C 1.7/5.9

Values are given as the mean of 20 different measurements.
W = Weight; A = Atomic.

Spectrum 1

3
Full scale 831 cts cursor: 0.000

#00mm
Figure 1. Fraction 1 of gold nanoparticles: SEM image and EDX analysis of elemental

content within a representative spectrum.

Spectrum3

pectrum:

D

0 1 2 6
Full scale 838cts cursor: 0.000 keV

700nm

Figure 2. Fraction 2 of gold nanoparticles: SEM image and EDX analysis of elemental
content within a representative spectrum.
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Spectrum 2

Spectrum 3

0 2 4 6 8
Full scale 534cts cursor: 0.000 keV

Figure 3. Fraction 3 of gold nanoparticles: SEM image and EDX analyses of elemental
content within two marked spectra.

Spectrum 5

0 2 4 6
Full scale 189cts cursor: 4.074 (7 cts)

Spectrum 3

5000nm

10 12
keV

0 2 4 6
' Full scale 189cts cursor: 4.074 (4 cts)

Figure 4. Fraction 4 of gold nanoparticles: SEM image and EDX analyses of elemental
content within two marked spectra.
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Spectrum 4

2 4 6 8 10

0
Full scale 818cts cursor: 1.904 (63cts)

2000nm
Figure 5. Fraction 5 of gold nanoparticles: SEM image and EDX analysis of elemental
content within a representative spectrum.

gold nanoparticles, different in size, mostly spherical, which were smal-
ler than fraction 1 (97.3 49.8 nm; n = 135 measurements). Fraction 3,
produced at 800°C in a hydrogen atmosphere, contained pure gold
nanorods (length=3570+1960nm; n=25; width="700.5+200.3;
n=25), spherical-shaped pure gold nanoparticles (362.0+169.0 nm;
n =98) and some spherical gold nanoparticles alloyed with Cu (Table 1,
Figure 3). Fraction 4 was composed of gold particles micron in size,
irregularly shaped, contaminated with AgCl powder. This fraction
precipitated before thermal decomposition/atomization took place
(Table 1, Figure 4). Fraction 5 (size of particles 253.0 +£178.3 nm;
n=100), recovered from the bottle with water and alcohol, contained
gold and alloying elements (Cu, Zn, Ni, Fe, In), as well as contamina-
tions such as Cl, O, and C, originating from nitric and chloride acids
(Table 1, Figure 5).

Effect of Gold Nanoparticles on Cellular Metabolic Functions

The cytotoxicity of gold nanoparticle fractions was tested using rat
thymocytes as a type of non-proliferating cells and a mouse fibroblast
cell line, L929 clone, as a type of proliferating cells. The first screening,
MTT test, showed that fractions 1, 2, and 3, at both concentrations
(25 and 100pg/mlL) were noncytotoxic for thymocytes. A higher
concentration of fractions 1 and 2, and lower concentration of fraction
3 reduced moderately the metabolic activity of 1929 cells, especially
after prolonged cultivation (3 days). The inhibitory effect of fraction 2 on
the metabolic activity of 1929 cells was stronger than fraction 1. A
higher concentration of fraction 3 reduced the metabolic activity of the
cells by about 80% (day 3), compared to the control. Fractions 4 and
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50+

% Metabolic activity

—

b) 100

% Metabolic activity
[62]
o
il

il
100  ug/mL

24 h 3 days

1 Control [ Fraction 1 @ Fraction 2

B3 Fraction 3 Fraction 4 B Fraction 5

Figure 6. Effect of different fractions of gold nanoparticles on the metabolic activity of:
(a) thymocytes and (b) L929 cells. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005 compared to
corresponding control.

5 reduced significantly the metabolic activity of both thymocytes and
L1929 cells, and their effect was dose- and time-dependent (Figure 6).
Mechanisms of Cytotoxicity of Gold Nanoparticles

To study whether inhibition of the metabolic activity of 1929 cells
is due to the cytotoxic or anti-proliferative effect of gold nanoparticles,
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(a)100

% Viability
)
o
1

(b) 100+

Relative prolifelation (%)

100 ug/mL
1 Control [ Fraction1 M Fraction 2

Fraction 3 Fraction4 BB Fraction 5

Figure 7. Effect of different fractions of gold nanoparticles on the (a) viability and
(b) relative proliferation of 1.929 cells. ***p <0.005 compared to corresponding control.

the viability and proliferative assays were performed. The results
(Figure 7(a)) show that neither concentration of fractions 1, 2 and 3 was
cytotoxic for 1929 cells, as judged by the preserved viability of the cells.
However, both concentrations of fractions 4 and 5 were cytotoxic, since
cell viability was significantly decreased (25 ug/mL) or almost completely
reduced (100 pg/mL).

When proliferation was studied (Figure 7(b)), it could be seen that
higher concentrations of all fractions suppressed cell growth, insofar as
fraction 1 showed the lowest and fraction 5 the highest inhibitory effect.
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Table 2. Effect of different fractions of gold nanoparticles on apoptosis and
necrosis of rat thymocytes and L929 cells.

Thymocytes L929 cells
Apoptosis (%)  Necrosis (%)  Apoptosis (%) Necrosis (%)
Control 351+3.2 50+1.6 1.1+£0.1 36+1.0
Fraction 1 (25ug/mL)  33.9+3.0 45+16 0.8+0.1 41+1.0
(100 pug/mL) 345+29 50+1.4 1.2+0.0 2.8+0.1
Fraction 2 (25ug/mL)  37.2+2.8 52+17 1.040.0 38+1.2
(100 ug/mL) 36.9+3.0 57+13 0.940.1 55+0.8
Fraction 3 (25ug/mL)  40.0+2.8 63+15 1.4+0.1 48+12
(100 pug/mL) 435+4.5 6.2+0.7 1.3+02 38+22
Fraction 4 (25 pg/mL) 70.2+3.6%** 13.1£2.9** 18.2+1.4%** 56.2 +4.0***
(100 ug/mL) 59.94+3.0%**  16.3+£25%** 2.0+00 96.24£0.1%**
Fraction 5 (25ug/mL)  61.24£2.4%** 20242 7*** 0.540.0 96.8£0.2%**
(100 pug/mL) 45.7 £ 4.2%* 46.1 £2.5%** 0.2+0.0 100.0 +£0.0***

The cells were incubated with different concentration of gold nanoparticle fractions. Controls were cell
cultures without gold nanoparticles. After 24 h (thymocytes) or 3 days (L929 cells), the cells were stained with
propidium iodide as described in Materials and Methods to detect necrosis or apoptosis. Values are given
as mean =+ standard deviation of sixplicates (thymocytes) or triplicates (L929 cells).

**n<0.01; ***p<0.005, compared to corresponding controls.

Lower concentrations of fractions 1 and 2 were non-inhibitory, whereas
both higher and lower doses of fractions 3, 4, and 5 showed strong anti-
proliferative activity. Finally, we examined whether the cytotoxic effect
of gold nanoparticle fractions on thymocytes and L1929 cells was due to
apoptosis or necrosis. As shown in Table 2 and Figure 8, spontaneous
apoptosis of thymocytes in control cultures was relatively high, whereas
the percentage of necrotic cells was low. Fractions 1, 2, and 3 induced
neither necrosis nor apoptosis of thymocytes. Fraction 4 caused
primarily apoptosis, whereas fraction 5 (especially higher dose) induced
primarily necrosis. Both apoptosis and necrosis in control 1929 cultures
were very low and were not significantly modulated by fractions 1, 2,
and 3 of gold nanoparticles. Lower concentration of fraction 4 induced
apoptosis and necrosis. Higher concentration of fraction 4 and both
concentrations of fraction 5 triggered necrosis of almost all 1.929 cells.

DISCUSSION

In this article, we showed that USP is an innovative and appropriate
technology for the synthesis of pure gold nanoparticles, even from the
gold scrap. Additionally, some fractions of gold particles, contaminated
with alloying elements were produced. Therefore, apart from SEM,
EDX analysis of the nanoparticles is necessary for the explanation of
biocompatibility tests.
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Figure 8. Effect of fractions 4 and 5 of gold nanoparticles on the apoptosis and necrosis of
rat thymocytes and 1929 cells. The cells were incubated with the fraction 4 (25 pg/mL) or
fraction 5 (100 pg/mL) for 24 h (thymocytes) or 3 days (L929 cells). The control cells were
cultivated likewise but without gold nanoparticles. The cells were stained with propidium
iodide as described in Materials and Methods to detect necrosis or apoptosis and analyzed
by flow cytometry.

We used two types of target cells for biocompatibility assays: 1.929
fibroblasts and rat thymocytes. L929 cells are recommended by ISO
standards [22] as a first screening tool for biocompatibility studies of
biomaterials. In our previous papers [19,20] we demonstrated that
rodent thymocytes are an even more sensitive target for testing the
cytotoxicity of different alloys and metal ions released from the alloys in
culture medium during conditioning.

Pure gold nanoparticles (fractions 1 and 2), mostly spherical in size,
were produced by USP in a hydrogen atmosphere, by decreasing the
temperature from 800°C to 300°C. We showed that neither of these
fractions of gold nanoparticles was directly cytotoxic for rat thymocytes,
but at higher concentrations (100 ug/mL) a reduction of the proliferative
activity of L929 cells was observed. The absence of a toxic effect of pure
gold nanoparticles on thymocytes may be explained by the fact that
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these cells did not ingest gold nanoparticles and that Au was not
released from the particles in the culture medium [19].

In contrast, 1929 cells are phagocytic [23] and the inhibitory effect of
particles on the metabolic activity of these cells, seen after prolonged
cultivation (3 days) and which is most probably associated with lower
number of cells in culture due to reduced proliferation, could be a
consequence of the interference of ingested particles with the signaling
mechanisms involved in cellular proliferation. Such a hypothesis is
based on other studies, which demonstrated that ingested nanoparticles
by fibroblasts in culture, although noncytotoxic, reduced -cellular
proliferation by inducing a transient oxidative stress [24], or affecting
cytoskeleton architecture [25]. It is also possible that proliferation
processes may be influenced by disturbing cell-cell contracts by gold
nanoparticles attached to the surface of 1929 cells.

Up to now, gold nanoparticles were described as nontoxic both in vitro
and in vivo [12,26] due to the chemical stability of Au. However, some
studies suggested that gold nanoparticles, especially those prepared by
chemical modification to improve their water solubility, are toxic to
different cells. Pan et al. [3] have shown that water-soluble gold
nanoparticles, stabilized by triphenylphosphine derivatives, showed size-
dependent cytotoxicity on epithelial cells, connective tissue fibroblasts,
macrophages, and melanoma cells. Gold particles, 1.4 nm in size, were
more toxic then larger size particles. In contrast, smaller gold
compounds such as Tauredon, a drug used for the treatment of chronic
inflammatory diseases [16,27,28], and gold nanoparticles larger than
15nm were noncytotoxic. These authors also provided evidence that
chemicals used for surface modification of gold nanoparticles did not
induce the cytotoxic effect. The cytotoxicity of gold nanoparticles may
also depend on their uptake. It has been shown that smaller particles are
generally taken up better, reaching a maximum of about 40-50 nm.
Smaller particles also have a higher surface over volume ratio, leading to
a greater reactive surface when the same mass of gold is internalized
[29,30]. Therefore, the higher inhibitory effect of fraction 2, (which
contained gold nanoparticles lower in size than fraction 1) on the
proliferation of 1929 cells obtained in our study, is in line with these
results. It is interesting that the mode of cell death also depended on the
size of particles, in that 1.4 nm particles caused predominantly necrosis,
whereas closely related particles 1.2nm in diameter induced predomi-
nantly apoptosis [3].

Generally, the lower toxicity of gold nanoparticles in our culture
model could be explained by the lower capability of 1L929 cells, which are
not professional phagocytes, to internalize the particles. In addition, our
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pure gold nanoparticle fractions were partially agglomerated and the
ultrasonic treatment before their use in culture experiments was not
sufficient to disperse them completely. Furthermore, a reaggregation
process which occurred in the culture medium, leading to formation of
some micron-sized particles, might have decreased phagocytosis.
Therefore, in future experiments it is necessary to optimize the
dispersibility of particles in order to understand better the mechanisms
of their phagocytosis and biological effects.

The much higher toxicity of gold nanoparticles, which contained
contaminated metals, could be explained by the toxic effect of not only
ingested nanoparticles, but also metal ions released from the particles,
either in the culture medium or intracellularly following phagocytosis. It
seems that the cytotoxicity of these particles (fractions 3, 4, and 5)
depends on the composition of the particles and the type of contaminat-
ing micro-alloying elements and their quantity.

Fraction 3 contained nanorods and spherical nanoparticles, much less
aggregated then fractions 1 and 2. This difference was probably due to
the different temperature used for decomposition/atomization of the gold
scrap solution, 800°C (fraction 3 vs. 300°C, fractions 1 and 2). In this
context, the use of gold nanorods in biomedicine could be beneficial [31].
Tréguer-Delapierre et al. [32], reported that gold nanorods possess two
different resonance modes, in contrast to the single one developed for
spherically symmetric gold particles, which is independent of size. These
two, separate modes, are due to electron oscillation across and along the
longitudinal axis of the nanorods and are termed the transverse and
longitudinal modes, respectively. The latter is extremely sensitive to the
aspect ratio of the rod (resonance shifts by approximately 100 nm for a
change in aspect ratio of 1 unit) [32]. The significant inhibitory effect of
fraction 3, which contained not only pure gold nanoparticles, but also
some particles contaminated with a small amount of Cu (up to 3%), on
1929 cells, could be a consequence of the additional influence of Cu®* ions
released intracellularly. The absence of cytotoxic effect of fraction 3 on
thymocytes could be explained by the fact that the concentration of Cu®"
ions released in the culture medium was not sufficient to trigger
cytotoxicity of nonphagocytic cells. It has been shown that Cu ions are
toxic to 1929 cells and gingival fibroblasts at relatively high concentra-
tions (0.33-1mmol L% [33]. Our previous results showed that
concentrations of Cu lower than 8.0 ppm were not cytotoxic [20]. It is
known that the quantity of released Cu ions from a Cu-based alloy does
not depend on its relative mass concentration but rather on corrosion
behavior of Cu in the alloy. Therefore, to make clearer conclusion about
possible Cu toxicity in our culture model it is necessary to know the
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kinetics of Cu release after ingestion of the particles and its intracellular
concentration. Additionally, the higher cytotoxicity of fraction 3 could be
due to the higher phagocytosis of particles by 1929 cells compared to the
gold nanoparticles of fractions 1 and 2. If the anti-proliferative effect of
fraction 3 is influenced by phagocytozed particles, it is likely that this
does not come from the rod-shaped gold particles, but rather from the
spherical ones, because rod-shaped particles are taken up very poorly in
general due to greater membrane wrapping time required to enclose
elongated particles [34]. Therefore, much more sensitive techniques
should be additionally applied to measure intracellular uptake of
nanogold particles of different shape and size.

The manifested toxicity of fraction 4 and fraction 5, both on thymo-
cytes and L1929 cells, is most probably a result of the predominant effect
of contaminating microelements which may act synergistically. Fraction
4 contained Au and Ag. Since this fraction is micron in size, one can
postulate that Ag, released from the particles, is the dominant toxic
compound. Numerous studies confirmed that Ag could be released from
dental alloys and that Ag ions exert cytotoxicity [35,36]. The most toxic
effect of fraction 5 could be explained by the synergistic effect of
different elements such as Ni, Zn, and Cu. This fraction was formed in a
bottle with water/alcohol, most probably as a consequence of the
different composition temperature of chloride-nitrate mixture contain-
ing gold and microalloying elements. All these elements are toxic and
their effect depends on the type of cells and concentrations of released
ions from alloys as well as the duration of their exposure to cells in
culture [37-39]. We demonstrated that the lower concentration of
fraction 5 (25 pg/mL) induced both apoptosis and necrosis, whereas
higher concentrations (100 ug/mL) caused predominantly necrosis. A
relatively high spontaneous apoptosis of thymocytes in culture is in line
with previous numerous publications (reviewed in [40]), as a result of
death by neglect of non-positively selected thymocytes in vivo. Apoptosis
and necrosis are considered functionally and morphologically distinct
forms of cell death. However, the observation that cells triggered to
undergo apoptosis will die by necrosis when the intracellular energy
level is low (depletion of ATP) has altered this concept [41]. Based on
these results, it can be postulated that high concentrations of Cu, Ni,
and Zn released in the culture medium from this fraction blocked
mitochondrial or glycolytic ATP generation and caused necrosis. In this
context our results showed higher susceptibility of 1929 cells to necrosis,
compared to thymocytes. When the levels of these ions were lower, the
threshold ATP concentration was sufficient to execute the apoptotic
program [41].
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CONCLUSION

In conclusion, our results suggest that USP enables the synthesis of
pure gold nanoparticles with controlled sizes from gold scrap. However,
further microstructural analysis and biocompatibility studies are
necessary for their proper selection from more toxic gold nanoparticles,
which are contaminated with other microelements. In addition, a
detailed thermodynamic analysis is required in order to estimate the
processes of thermal decomposition, depending on the gold scrap
composition, and thus better separation and dispersion of pure gold
nanoparticles.
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We prepared 5 different fractions of nanoparticles from the gold scrap, by using a new technol-
ogy, Ultrasonic Spray Pirolysis (USP). The aim of this study was to characterize the microstructure
and cytotoxicity of the nanoparticles along with their immunomodulatory properties, using Con-
canavaline A (ConA)-treated rat splenocytes as a model of activated immune cells. Fractions 1
and 2, composed of pure gold nanoparticles, although non-cytotoxic, reduced cellular proliferation.
Fraction 2, containing particles smaller in size and lesser agglomerated than fraction 1, up- and
down-regulated the production of IL-2 and IL-10, respectively, by activated splenocytes. Fraction 3,
containing nanoparticles composed of Au and up to 3 at.% Cu, was non-cytotoxic, but reduced IL-2
production and cell proliferation. Fractions 4 and 5, contaminated with alloying elements from the
gold scrap, were cytotoxic. The extent of cytotoxicity and subsequent reduction of cytokine produc-
tion, as well as the mode of cell death, depended on their composition. In conclusion, we showed
that USP enables the synthesis of gold nanoparticles, which could be suitable for various biological
applications, and that ConA-treated splenocytes represent a reliable model for fast and accurate
evaluation of the immunotoxicological profiles of these particles. However, it is necessary to improve
this technology and investigate further some of the immunomodulatory mechanisms using more
specific immunological tests.

Keywords: Gold Nanoparticles, Ultrasonic Spray Pirolysis, Cellular Proliferation, Cytotoxicity,

Cytokines.

1. INTRODUCTION

The diagnosis and treatment of disease at the cellular level
would be enhanced greatly by the ability to deliver labelling
probes and therapeutic agents into specific cells or cellular
compartments without inducing any adverse effects.! Gold
nanoparticles have become recognized as a highly valu-
able tool for that task, as they are shown to be biocompati-
ble, easy to conjugate with various macromolecules and to
possess desirable optical properties.” In this context, gold
nanoparticles were exploited in imaging,>~ bio-sensing,’”’
and gene and drug delivery.*'® Due to the chemical stabil-
ity of Au, gold nanoparticles are expected to be biocompat-
ible as we confirmed previously,'' along with several other
publications.'*"** On the other hand, there are few examples

*Author to whom correspondence should be addressed.
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of toxic effects, which might depend on the cell line,'*">
on surface chemistry'® and on the gold nanoparticle size,'”
so the biocompatibility of gold nanoparticles is still a
controversial issue.'® Moreover, interactions of nanoparti-
cles and immune cells have been reported using several
models, such as carbon nanotubes,'® poly(D,L-lactic acid-
co-glycolic acid) nanoparticles,® polybutyl cyanoacrylate
nanoparticles,”! fullerenes? etc., but similar studies using
gold nanoparticles are quite rare.

In our previous paper we used a new methodol-
ogy, Ultrasonic Spray Pirolysis (USP), to produce gold
nanoparticles from the gold scrap.'' This method enabled
the synthesis of pure gold nanoparticles of various sizes
and shapes, but also those which were contaminated with
various alloying and contaminating elements. The cyto-
toxicity of the nanoparticles was studied using L929
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cells and non-phagocytic thymocytes, but we evaluated
no immunomodulatory effect. Here, we aimed to char-
acterize the cytotoxicity of gold nanoparticles further by
using activated immune cells. Additionally, we wondered
whether gold nanoparticles possess some immunomodula-
tory effects in terms of cytokine production and how these
effects correlate with the morphological and/or chemical
properties of the nanoparticles. In contrast to biocompati-
bility testing, there is no general model or recommendation
for the evaluation of the immunomodulatory properties
of gold nanoparticles.”® Therefore, one of the aims was
to develop a fast and sensitive in vitro method to assess
simultaneously the toxicological and immunomodulatory
profiles of gold nanoparticles. As a model system we
used Concanavaline A (ConA)-stimulated rat splenocytes.
ConA is a well known mitogen and polyclonal activator of
lymphocytes that acts in the presence of antigen presenting
cells (APCs) within a particular cell population.?*

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Preparation of Gold Nanoparticles from
Gold Scrap

Gold scrap (wt%: 58.5 Au; 8.11 Ni; 24.35 Cu; 8.37 Zn;
0.67 rest) from Zlatarna Celje, Slovenia, dissolved chem-
ically, was used as a precursor for the synthesis of gold
nanoparticles by UPS, using an ultrasonic atomizer (Gapu-
sol 9001, RBI/France), as we described in our previous
publication.!! The synthesis was performed at the IME
Process Metallurgy and Metal Recycling Centre of the
RWTH Aachen University in Germany. A similar proce-
dure for the production of metal nanoparticles was pub-
lished previously.?® Briefly, the gold scrap obtained was
first dissolved in a water solution of chloric and nitric acids
in order to prepare the solution for an aerosol production.
The solution was kept overnight and after that transferred
to the ultrasonic atomizer. The temperature and pressure
control were adjusted using a thermostat and a vacuum
pump. The aerosol produced, resulting from frequencies of
2.5 or 0.8 MHz, was transported by nitrogen/hydrogen gas
into a hot reactor, where the aerosol droplets underwent
drying, droplet shrinkage, solute precipitation, thermolysis
and sintering, to form nanoparticles. Thermal decompo-
sition of the obtained solution was performed at 300 °C
and 800 °C and the nanoparticles were collected in a reac-
tion tube and in a bottle with water and alcohol. The
diameter of the produced nanoparticles was predicted from
the Eq. (1), formed by combination of the two equations
reported by Peskin and Raco?® and Messing et al.:?’

/8.t Bre M 1/3
Dy, =0,34.< i ’2’) ( so A“) (1)
Psol f Pau 'Msol

where D,, is the diameter of the nanoparticle (m),
v-surface tension (N m~'), f-frequency ultrasound (Hz),
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C,,-concentration of the starting solution (g/1), M,-molar
mass of the starting solution (g mol~'), M,,-molar mass
of the gold (g mol™'), p,,-density of the atomized solution
and p,,-density of the gold (g cm™). Assuming that the
characteristics of water are close to those of the diluted
precursor solution used, the parameters of our experiments
amount to: ¥ =72.9-107* Nm~!, p= 1.0 gem™3, M,:
196,97 g/mol, M,;: 339,8 g/mol, p,,: 19,3 gcm™>. Since
the expected mean particle diameter of the gold powder
obtained finally after hydrogen reduction depends espe-
cially on the initial concentration of the solution; the same
initial concentration of gold scrap was used in all exper-
iments (C,, =5 g/1). The final particle diameter was cal-
culated using the formula (Eq. (1)) assuming that each
droplet was transformed into one particle and that during
atomization no coalescence occurred.

2.2. Characterization of Gold Nanoparticles

The surface morphology and chemical composition of the
nanoparticles formed at different parameter sets were ana-
lyzed by FEI Sirion Scanning Electron Microscope (SEM)
equipped with the EDX microanalysis system—INCA 350
System (Oxford Instruments, UK). The samples were pre-
pared for SEM/EDX by dropping the stock solutions of
gold nanoparticle fractions onto a carbon adhesive strip,
allowing it to dry in a desiccators, and then repeating the
procedure several more times. This procedure was applied
in order to lower the background signal which compro-
mises the EDX analysis. Additionally, Transmission Elec-
tron Microscopy (TEM) analysis was made on a JEOL
JEM-2100 HR TEM. For the TEM characterization a drop
of sonified water solution of the nanoparticles was placed
on a carbon-coated copper grid and dried at room tempera-
ture. The images from SEM and TEM were used for mea-
surements of the size of nanoparticles using NIS-element
D 2.3 software. Analysis of the frequency distribution of
gold nanoparticles’ diameters from Fraction 1 and Frac-
tion 2 was carried out using the Graph Pad Prism 5.0
software.

2.3. Cells and Cultures

Splenocytes were isolated from the spleen of Albino
Oxford (AQ) rats, male, 10 weeks old, bred at the Insti-
tute of Medical Research, MMA, Belgrade, Serbia, as we
described previously.?® The use of animals for the exper-
iments was in accordance with the Guidelines for the
Use of Experimental Animals, approved by the Ethical
Committee of the Military Medical Academy, Belgrade,
Serbia (282-12/2002), which follows strictly the rules of
the European Community Guidelines (EEC Directive of
1986; 86/609/EEC). Single cell suspensions of splenocytes
were prepared by teasing the spleen in an RPMI medium
through a steel-mesh. After washing, the splenocytes were
counted and then used for cell cultures.
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Splenocytes (5 x 10%/ml) were cultivated with different
gold nanoparticles’ fractions in the presence of 2.5 wg/ml
Concanavaline A (ConA) in flat-bottom 96-well plates
(ICN, Costa Mesa, CA) (200 ul/well) in an incubator
with CO, at 37 °C, using a complete RPMI medium.
The complete RPMI medium consisted of basic RPMI
1640 medium (Sigma, Munich, Germany), 10% heat inac-
tivated fetal calf serum (FCS) (Sigma), 2 mM L-glutamine
(Sigma) and antibiotics, including gentamycin (10 wg/ml),
penicillin (100 units/ml) and streptomycin (125 wg/ml).
Immediately before the experiment, gold nanoparticles’
fractions were sonified in an ultrasonic bath for 1 hour.
The working concentrations of the fractions were 10 pg/ml
and 50 wg/ml. The controls were the cell cultures without
gold nanoparticles.

2.4. Cytotoxicity Testing

The first cytotoxicity test was based on the determi-
nation of Succinate Dehydrogenase Activity (SDA) in
splenocytes. After the cultivation of cells for 24 h the
medium was removed carefully and the wells were filled
with 100 ul of 3-[4.5 dimethyl-thiazol-21y1]-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) (Sigma, Munich, Germany)
(1 mg/ml), dissolved in the complete RPMI medium. The
wells filled only with 100 wl of MTT solution served as
blank controls. In addition, the wells with gold nanopar-
ticles’ fractions without cells, filled with 100 wl of MTT,
served as additional blank controls. After a 3-hour incu-
bation period (37 °C, 5% CO,), 100 ul/well of 10%
sodium—dodecy] sulphate (SDS)—0.1 N HCI (Serva, Hei-
delberg, Germany) was added to solubilize intracellularly
stored formazan. Plates were incubated with an SDS solu-
tion overnight at room temperature. The optical density of
the color was then measured at 540/670 nm in a spec-
trophotometer (Behring ELISA Processor 11, Ingelberg,
Germany). The results are expressed as the percentage of
optical density (metabolic activity) compared to the con-
trol (cultures without gold nanoparticles’ fractions). The
percentage of metabolic activity was calculated using the
formula: Metabolic activity (%) = (OD of cells cultivated
with gold nanoparticles—OD of gold nanoparticles culti-
vated without cells)/(OD of cells cultivated alone—OD of
gold nanoparticles cultivated alone) x 100.

Apoptosis was detected by using Propidium Iodide (PI)
(Sigma) and flow cytometry as we described elsewhere.?®
The method is based on the detection of DNA fragmen-
tation as revealed by the quantification of hypodiploid
nuclei. For this purpose, splenocytes (2 x 10°) from 24-
hour cultures were collected from the wells by pipetting,
then washed with PBS and incubated with 500 ul of
Pl (10 ug/ml) dissolved in a hypotonic solution (0.1%
sodium citrate +-0.1% Triton-X solution in distilled water).
The cells were incubated with PI for 4 hours at room tem-
perature and then analyzed by flow cytometry.
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Also, after a 24-hour cultivation time, cell death was
determined by staining the splenocytes from cultures
with 1% Trypan Blue. The positive cells, identified by
light microscopy, were considered as dead, predominantly
necrotic cells. The percentage of dead cells was deter-
mined on the basis of at least 500 total cells from one well.
The percentage of viable cells was calculated as 100% of
total cells—% of dead cells. All results were expressed
as a mean of triplicates. Additionally, necrosis was con-
firmed by flow cytometry, staining the non-permeabilized
cells with PI, as we described previously.?

2.5. Proliferation Assay

Splenocytes were cultivated for 3 days in the presence
of 2.5 pg/ml ConA as described, alone or with different
fractions of gold nanoparticles. During the last 8 hours
of incubation the cells were pulsed with 1 uCi/well [3H]
thymidine (6.7 Ci/mmol, Amersham, Bucks, U.K.). After
harvesting, the radioactivity was counted using a scintil-
lation counter (Beckman). The results were expressed as
mean counts per minute (cpm) of triplicates. Proliferation
activity was presented as percentages calculated on the
basis of the proliferation activity of the control cultures.

2.6. Cytokine Detection

Splenocytes were cultivated with 2.5 pg/ml ConA (con-
trol) and gold nanoparticles, as described for the prolifera-
tion assay. After 24 hours the supernatants were collected
and frozen at —40 °C for a later analysis of the cytokines.
Concentrations of IL-2, IFN-vy, IL-4 and IL-10 were deter-
mined from supernatants using the commercial ELISA Kits
(R&D Systems), calculating the unknown concentrations
from the standard curves.

2.7. Statistical Analysis

All values are given as mean + standard deviation (SD).
If not indicated otherwise, the number of samples was 3.
The two-tailed unpaired ¢ test or one-sample ¢ test was
used to evaluate the differences between the experimental
and corresponding control samples or theoretical values,
respectively. The values p < 0.05 were considered to be
significant statistically. For non-parametric variables, we
applied the one-way ANOVA test. Graphical presentation
of the results was prepared using the Graph Pad Prism 5.0
software.

3. RESULTS

3.1. Morphological and Chemical Properties of
Gold Nanoparticles’ Fractions

The USP technique enabled the production of pure gold
nanoparticles of various sizes and shapes, but also those

J. Biomed. Nanotechnol. 8, 528-538, 2012
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Table I. Morphological and chemical properties of five fractions of gold nanoparticles obtained by UPS.

Name Shape Size

Fraction ] D:120.1 £51.0 nm

D:97.34+49.8 nm
L:3570+ 1960 nm
W:700.5+200.3 nm
D:362.0+169.0 nm
D:1.0034+:0.237 um
L:6.291+£2.275 pm
W:0.6824+0.191 um

Spherical-shaped
Fraction 2 Spherical-shaped

Fraction 3 Rod-shaped
Spherical-shaped
Fraction 4 Spherical-shaped

Rod-shaped

Disc-shaped polyhedra

Fraction 5 Spherical-shaped D:253.0£178.3 nm

A:125.676+£99.966 um?

Agglomeration Composition (at.%)
Agglomerated Au (100%)
Partially agglomerated Au (100%)
Non-agglomerated Au (100%)

Au (97.1%); Cu (2.7%)
Non-agglomerated Au (59.4%); Ag (31.5%);
Na (1.2%); Cl (7.8%)
Partially agglomerated Au (28.7%); Cu (28.1%);
Ni (24.3%); Zn (2.7%);
Fe (0.6%); In (0.2%);
Cl (4.1%); O (5.3%); C (5.9%)

D—Diameter; L—Length; W—width; A—Area; at.%—Atomic percentage.

which were contaminated with different alloying elements.
The morphological and chemical properties obtained by
SEM/EDX analysis of the five fractions of gold nanopar-
ticles are summarized in Table I. Fraction 1 (120.1 £
51.0 nm) contained pure agglomerated spherical gold
nanoparticles (Fig. 1, Table I). Fraction 2 contained pure
spherical gold nanoparticles as well, but less agglomer-
ated and smaller in diameter (97.3 :49.8 nm) compared
to Fraction 1. Fraction 3 contained non-agglomerated pure
gold nanorods (length: 3570 4 1960 nm; width: 700.5 +
200.3 nm), spherically-shaped pure gold nanoparticles
and some spherical gold nanoparticles alloyed with Cu
(up to 3 at.%), (362.0+169.0 nm). Fraction 4, con-
taminated with AgCl crystals (up to 39 at.%) from the

Fraction 1

Fraction 2

production process, was composed of spherically-shaped
particles (1.003£0.237 um), rod-shaped nanoparticles
(length: 6.291 £2.275 pm; width: 0.682 £ 0.191 wm)
and disc-shaped polyhedra (125.676 4 99.966 um?). The
spherical-shaped nanoparticles in Fraction 5 (253.0 £
178.3 nm) contained gold (up to 29 at.%), alloying ele-
ments (Cu, Zn, Ni, Fe, In) (up to 6 at.%) and impurities
such as Cl, O and C.

3.2. Cytotoxicity of Gold Nanoparticles’ Fractions

We evaluated the cytotoxicity along with the immunomod-
ulatory properties of five gold nanoparticles’ fractions
using ConA-treated splenocytes as a model of activated

Fraction 3

€

Fraction 5

Fig. 1. Five fractions of gold nanoparticles obtained by USP. Representative images from SEM analysis are shown.

J. Biomed. Nanotechnol. 8, 528-538, 2012
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immune cells. Splenocytes were cultivated in the presence
of the gold nanoparticles for 24 hours. This was followed
by measurements of the metabolic activity and viability
of the cells using the MTT assay and Trypan blue exclu-
sion method, respectively. As shown in Figure 2, the MTT
test showed that Fractions 1, 2 and 3 at both concentra-
tions (10 pg/ml and 50 ug/ml) were not cytotoxic for
ConA-activated splenocytes. Fraction 4, however, inhibited
moderately the metabolic activity of splenocytes only at
the higher concentration, whereas Fraction 5 inhibited the
metabolic activity of splenocytes at both concentrations, in
a dose dependent manner.

Stmilar results were obtained by using the Trypan blue
exclusion method (Fig. 3). It can be seen that Fractions
1, 2 and 3 at both concentrations and Fraction 4 at the
lower concentration were not cytotoxic for ConA-treated
splenocytes, as judged by the preserved viability of the
cells. The higher concentration of Fraction 4 and both
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Fig. 2. Effect of (a) 10 ug/mi and (b) 50 ug/ml of gold nanoparti-
cles’ fractions on the metabolic activity of ConA-treated splenocytes after
24 hours in culture. *p < 0.05, ™ p < 0.005 compared to the correspond-
ing control.
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Fig. 3. Effect of (a) 10 pg/ml and (b) 50 png/ml of gold nanoparticles’
fractions on the viability of ConA-treated splenocytes after 24 hours in
culture. *p < 0.05, **p < 0.005 compared to the corresponding control.

concentrations of Fraction 5 were cytotoxic, since cell via-
bility was decreased significantly, especially in culture,
with Fraction 5. The cytotoxic effects of the nanoparticles
were easier to detect when the higher concentrations were
used (as in the case of Fraction 4), so we decided to use
the concentration of 50ug/ml in all other experiments.

In the next step, we studied the mode of cell death
(apoptosis and necrosis) induced by the cytotoxic frac-
tions. As shown in Figure 4(a), the control splenocytes
had a relatively high spontaneous apoptosis after 24 hour
cultivation in vitro (31.4+£4.6%). An interesting finding
was that Fractions 4 and 5 induced different modes of
cell death, namely, Fraction 4 increased the apoptosis of
splenocytes significantly compared to the control in con-
trast to all other fractions. Both Fractions 4 and 5 induced
necrosis but the cytotoxic effect of Fraction 5 was much
stronger (Fig. 4(b)).

J. Biomed. Nanotechnol. 8, 528-538, 2012
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Fig. 4. Effect of gold nanoparticles’ fractions (50 pg/ml), on the apoptosis and necrosis of ConA-treated splenocytes after 24 hours in culture. (a) The
percentage of apoptotic and (b) necrotic cells is shown, summarizing the data from three independent experiments. The flow cytometry data from one
representative experiment on (c) apoptosis and (d) necrosis is shown. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.005 compared to the corresponding control,

3.3. Effects of Gold Nanoparticles’ Fractions on the
Proliferation of Splenocytes

As Fractions 1, 2 and 3 did not exert acute cytotoxic effect
on ConA-treated splenocytes we examined the effect of
these fractions on the proliferation of these cells. As shown
in Figure 5, all fractions suppressed cell proliferation,

J. Biomed. Nanotechnol. 8, 528-538, 2012

though Fraction | showed the lowest and Fractions 4 and 5
the highest inhibitory effect.

3.4. Effects of Gold Nanoparticles’ Fractions On
Cytokines’ Production by Splenocytes

To evaluate the immunomodulatory effects of the nanopar-
ticles, the production of IFN-y, IL-4, IL-2 and 1L-10 was
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Fig. 5. Effect of 50 wg/ml of gold nanoparticles’ fractions on the prolif-
eration of ConA-treated splenocytes. Data from three independent exper-
iments are presented as relative proliferation compared to the control.
“p < 0.01, "™ p < 0.005 compared to the corresponding control.
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Fig. 6. Effect of 50 ug/ml of gold nanoparticles’ fractions on the pro-
duction of (a) IL-2, (b) IL-10, (¢) 1L-4 and (d) IFN-y by ConA-stimulated
splenocytes. Data from three independent experiments are shown. “p <
0.01, **p < 0.005 compared to the corresponding control.
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evaluated from the culture supernatants (Figs. 6(a~d)). The
results showed that Fraction 1 did not modulate the pro-
duction of the cytokines. On the other hand, Fraction 2
down-regulated significantly the production of IL-2 and
stimulated the production of IL-10. Fraction 3 suppressed
the production of IL-2, but did not alter the produc-
tion of other cytokines (Figs. 6(a—d)), whereas Fraction 4
down-regulated the production of all tested cytokines. As
Fraction 5 induced the highest cytotoxicity in this study,
predominantly necrosis, its effect on the cytokine produc-
tion was not evaluated.

(a) Fraction 1

Fraction 2

(b) 0.34
[ Fraction 1
I Fraction 2
3‘ 0.2
c
Q
=
o
g 041
0.0-

15 30 45 60 75 90 105120 135 150 165180 195
diameter of nanoparticles (nm)

Fig. 7. Microstructural differences between gold nanoparticles from
Fraction 1 and Fraction 2. (a) Representative TEM images are shown.
(b) Frequency distribution of the diameter of nanoparticles is shown,
calculated from the measurements of at least 150 nanoparticles of each
fraction.
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3.5. Effect of Ultrasonic Frequency on the Diameter
of Pure Gold Nanoparticles

Finally, we studied what were the key differences between
the nanoparticles of Fractions 1 and 2 in order to explain
their different immunomodulatory behavior. Those two
fractions were composed of pure gold, as confirmed by
EDX analysis;'! (Table I), but were produced under dif-
ferent ultrasonic frequencies during the USP process.
Based on the initial assumptions (Materials and Methods,
Section 2.1), at the frequency of 0.8 MHz, the calculated
value of the ultrasonically dispersed droplet diameter is
D =4.79 um. An increase of the operating frequency from
f=0.8 MHz to f =2.5 MHz decreases the aerosol droplet
size from D =4.79 um to 2.26 um. Consequently, the
calculated mean particle diameter for Fraction 1 amounts
to 112.8 nm. Under the same conditions, for the frequency
f =2.5 MHz, the calculated mean particle diameter for
Fraction 2 decreased to 53.2 nm. To check the calculated
values, we performed additional analysis of the nanopar-
ticles from Fractions 1 and 2 by TEM (Fig. 7(a)). The
analysis confirmed that the particles in Fraction 1 were
larger in diameter (115.1%28.1) and a little more agglom-
erated compared to the particles from Fraction 2 (83.7 4+
25.8). In general, the sizes of the nanoparticles obtained
by the TEM analysis were smaller and the agglomeration
was less noticeable compared to the resuits obtained by
SEM. Comparative analysis of Fractions 1 and 2 diame-
ters’ (Fig. 7(b)) revealed that Fraction 2 contained a higher
frequency of the nanoparticles sized up to 100 nm, whereas
Fraction 1 contained a higher frequency of the nanopar-
ticles larger than 100 nm. One sample ¢ test stated that
the size of Fraction 2 was significantly different from the
predicted value (p < 0.05).

4. DISCUSSION

In our previous paper,'' we found that USP is an innova-

tive and appropriate technology for the synthesis of pure
gold nanoparticles, even from gold scrap. Additionally,
some fractions of nanoparticles were contaminated with
alloying elements originating from the production process
or the initial composition of the gold scrap. The aim of
the present study was to examine further the toxicological
and immunomodulatory profiles of the gold nanoparticles
prepared by USP.

In general, the biological effects of nanoparticles could
be related to the ions released from the nanoparticles, and
thus these effects depend greatly on the composition of
the nanoparticles. Alternatively, some of the effects could
be a result of interactions between the nanoparticles and
cellular macromolecules, and these are common even for
nanoparticles made of inert material such as gold.? In this
paper we showed that the pure gold nanoparticles of Frac-
tions 1 and 2 did not cause a direct cytotoxic effect on
ConA-treated splenocytes at the tested concentrations after
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24 hours. This was confirmed by both the preserved viabil-
ity and metabolic activity of these cells. These results are
in accordance with our previous study on rat thymocytes
and 1929 cells,'! as well as with other publications,'?'*
showing that pure gold nanoparticles do not cause acute
cytotoxicity. One of the reasons could be the fact that
Au ions are hardly releasable in culture medium, as we
showed previously using the high noble Au-based alloy.?
Additionally, here we showed that these two fractions
of gold nanoparticles are not completely inert in culture
conditions, as they both reduced the proliferation of ConA-
treated splenocytes. ConA is a strong mitogen and poly-
clonal activator of T cells in the presence of APCs. T cell
proliferation is triggered by cross-linking T cell recep-
tor and other molecules both on T cells and APCs.2* We
believe that the anti-proliferative effect of Fractions 1 and
2 is related to the modulation of APCs function and/or
viability as a consequence of the prolonged occurrence of
these gold nanoparticles inside phagocytic cells, includ-
ing dendritic cells as key APCs. Phagocytic cells reside
in the spleen and are present in the whole suspension of
splenocytes. Although gold is the most noble metal, it is
also the most electronegative metal we know, comparable
with iodine. Consequently, the surface of these particles
is coated quickly with various molecules from the sur-
rounding media,*® which facilitates their ingestion through
the receptor-mediated endocytosis.’! Intracellularly, gold
nanoparticles were shown to interact with actin fibres,*
DNA,* and to alter the redox status of cells,? affecting
their viability or proliferation.

In support of the notion that our pure gold nanoparti-
cles had predominantly immunomodulatory and not cyto-
toxic effect is the fact that both Fraction 1 and Fraction 2
reduced significantly the production of IL-2 in culture, a
cytokine able to induce and support the proliferation of
lymphocytes.*® The main sources of IL-2 are lymphocytes
themselves which, upon stimulation by activated APCs,
proliferate and increase the expression of CD25 (a sub-
unit of IL-2 receptor).3® In the absence of activation, APCs
can induce active tolerance, a state of unresponsiveness
to signals considered not to be dangerous.’” Based on
these facts, it can be postulated that Fractions 1 and 2
enhanced the tolerogenic properties of APCs. This hypoth-
esis finds its basis in a paper published recently showing
that pure gold nanoparticles down-regulated the secretion
of IL-12 by mouse bone marrow-derived DCs, although
these nanoparticles were not cytotoxic, nor did they induce
activation of DCs.®

Although Fractions 1 and 2 were produced similarly, at
300 °C in a hydrogen atmosphere, they differed signifi-
cantly in their diameter due to the different ultrasonic fre-
quencies generated during their production (0.8 MHz and
2.5 MHz, respectively). Since the same starting concentra-
tion of gold scrap was used, the size of gold nanoparti-
cles was decreased as a result of the reaction in a smaller
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droplet produced under the higher frequency.”*?” Aston-
ishingly, this change of the diameter resulted in com-
pletely different immunomodulatory properties of these
particles in cell cultures. Chithrani et al.*® showed that gold
nanoparticles of 50 nm in size are better taken up by HeLa
cells than the larger or smaller ones. In addition, it was
also shown that smaller particles have a higher surface over
volume ratio, leading to a greater reactive surface when the
same mass of gold is internalized.***' We showed using
TEM analysis that Fraction 2 contained a higher frequency
of nanoparticles sized up to 100 nm, including 3.8 times
more particles 50 nm in size, compared to Fraction 1.
The diameters obtained by TEM analysis were somewhat
smaller compared to those obtained by SEM analysis,
which is also known from the literature.*? Additionally, the
SEM analysis showed that the nanoparticles from Frac-
tion 1 were more agglomerated compared to Fraction 2.
This was also confirmed by TEM, although both fractions
of nanoparticles appeared much less agglomerated, most
probably due to the different preparation procedure which
was applied. However, it should be pointed out that the
properties of nanoparticles from Fractions 1 and 2 were
not analyzed in hydrodynamic conditions such as the cell
culture medium. The dispersibility of both fractions, as
observed by inverted microscopy, was improved in the
complete RPMI medium containing FCS (data not shown).
These results confirmed the previous observations® that
serum components, such as bovine serum albumin (BSA)
or FCS, decreased the agglomeration of gold nanoparticies
due to the adsorption of proteins to their surface.

The different effects of gold nanoparticles from Frac-
tions 1 and 2, especially on the production of IL-10
an anti-inflammatory cytokine, could be due to their
quantitatively different uptake by phagocytic cells and/or
size-dependent reactivity of its particles. It can also be
hypothesized that the particles of Fraction 2, due to their
better dispersibility were better taken up by the cells, since
larger agglomerates, especially in Fraction 1, could not be
phagocytozed. Therefore, the dispersibility improvement
of gold nanoparticles is an imperative for better under-
standing of their immunomodulatory effects.

The differences between the calculated and experimen-
tally obtained values of the diameters of gold nanoparticles
could be due to the approximate values used for surface
tension and density of the aqueous solution, micro-porosity
of nanoparticles and, especially, due to the agglomera-
tion of aerosol droplets at a high flow rate for the car-
rier gas (turbulence effects). Furthermore, the influence
of temperature on the mean nanoparticle size was not
taken into account. In order to decrease the difference
between the calculated and experimentally obtained sizes
of gold nanoparticles, the aerosol droplet size obtained
from the initial solution should be measured precisely by
laser diffraction and used in the above- mentioned cal-
culations. Additionally, the presence of rods and discs in
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some fractions of gold nanoparticles represents news intet-
esting for an application. However, their presence makes
the calculation and comparison of the particles’ size more
difficult than usual.

For the explanation of the toxicological profile of
gold nanoparticles which contained metal impurities, one
should consider not only the effect of ingested nanopar-
ticles, but also the effect of metal ions released from the
particles, either in the culture medium or intracellularly
following phagocytosis. Fraction 3 contained not only pure
gold nanorods and nanospheres, but also some spheri-
cal nanoparticles alloyed with Cu (3 at.%) as well. Frac-
tion 3 was also not cytotoxic, but this fraction had a much
stronger immunomodulatory activity. A small amount of
Cu released in the culture medium, or intracellularly, could
be one of the reasons. It was shown that the excess
amounts of Cu may cause toxic effects due to their free
radical generating ability through a Fenton type reac-
tion which damages DNA and other macromolecules.*
It was also shown that Cu ions are toxic to L929 cells
and gingival fibroblasts only at relatively high concen-
trations (0.33—-1 mmol1™').*> Therefore, the absence of
cytotoxic effect of Fraction 3 could be explained by the
fact that the concentration of Cu ions released in the cul-
ture medium was not sufficient to trigger cytotoxicity due
to compensating mechanisms already present in the cells
(i.e., anti-oxidative protection). On the other hand, this Cu
concentration could be high enough to inhibit cellular pro-
liferation through its interactions with enzymes, DNA, or
through alteration of the cellular oxidative status.

The anti-proliferative effect of Fraction 3 could also be
due to the interactions of ingested particles with the cel-
lular macromolecules, as in the case of Fractions 1 and
2. If the ingested particles are the cause of the inhibi-
tion of proliferation, it is likely that this does not come
from the rod-shaped gold particles, but rather from the
spherical ones (362 nm % 169 nm), because micron-sized
rod-shaped particles are taken up very poorly due to the
greater membrane wrapping time required to enclose elon-
gated particles.*® Frequency analysis of particles’ size from
Fraction 3 (data not presented) showed that this fraction
contained up to 20% of pure gold rod-shaped particles
3.6 um=£2.0 pm in length and 0.7 um=£0.2 pwm in width.
The reduction of IL-2 production in the splenocytes cul-
tures surely contributed to the anti-proliferative effect of
Fraction 3, but whether this is a primary or secondary
property of this fraction as yet remains unknown. The
toxicity of Fraction 4 and Fraction 5 is most probably a
result of the predominant effect of contaminating micro-
alloying elements, which could act synergistically. Frac-
tion 4, which contained Au (59.4 at.%) and Ag (31.5 at.%),
was micron in size and shaped irregularly. The most prob-
able cause of the cytotoxicity of Fraction 4 was due to
the Ag ions released from the particles. This hypothe-
sis is based on several studies which confirmed that Ag
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could be released from dental alloys and that Ag ions exert
cytotoxicity.*’® Fraction 4 also reduced the levels of all
cytokines evaluated in this work and it is most likely that
the cytotoxicity is the primary reason for such an effect.

The most toxic effect of Fraction 5 could be explained
by the synergistic effect of different elements such as Ni,
Zn, and Cu. All these elements are toxic and their effect
depends on the type of cells and concentrations of released
ions from alloys, as well as the duration of their exposure
to cells in culture.**->!

Fractions 4 and 5 induced different modes of cell
death. Fraction 4 potentiated apoptosis, whereas Fraction 5
induced mostly necrosis of the splenocytes. It was shown
that cells triggered to undergo apoptosis will die by necro-
sis when the intracellular energy level is low (depletion
of ATP).>2 Based on these results, it can be postulated
that high concentrations of Cu and Ni released in the cul-
ture medium from Fraction 5 blocked the mitochondrial or
glycolytic ATP generation and caused necrosis. When the
levels of toxic ions were lower, the threshold ATP con-
centration was sufficient to execute the apoptotic program.
The impure fractions of gold nanoparticles could be rein-
troduced easily in the USP recycling process, for which
we are carrying out further investigations.

5. CONCLUSION

Our results suggest that the recycling of gold scrap by
USP enables the production of pure gold nanoparticles
with controlled sizes. A detailed micro-structural analy-
sis and cytotoxicity studies were necessary for the proper
selection of more toxic nanoparticles contaminated with
micro-alloying elements. Apart from cytotoxicity, it was
necessary to evaluate the immunomodulatory potential of
gold nanoparticles, since non-cytotoxic gold nanoparticles
can have various immunomodulatory effects, depending on
their shape, size and purity.

We showed that ConA-stimulated rat splenocytes could
be used easily as a reliable and sensitive screening model
for both cytotoxicity and immunomodulatory studies. Pure
gold nanoparticles were not cytotoxic, but they induced
substantially different cytokine responses. As predicted
from the theoretical model, the higher ultrasonic generat-
ing frequency caused the formation of nanoparticles that
were smaller in diameter and less agglomerated. Aston-
ishingly, this change in the nanoparticles’ morphology and
solubility resulted in different immunomodulatory proper-
ties Therefore, these results could be a good starting point
for improving the USP technology for gold nanoparticle
production and for studying the mechanisms of their bio-
logical effects.
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Elemental concentrations in micro-PIXE (Particle Induced X-ray Emission) maps of elements in biological
tissue slices have been determined using auxiliary information on the sample matrix composition from EBS
(Elastic Backscattering Spectroscopy) and STIM (Scanning Transmission Ion Microscopy). The thin sample
approximation may be used for evaluating micro-PIXE data in cases, where X-ray absorption in the sample
can be neglected and the mass of elements in a selected area can be estimated. The resulting sensitivity
amounts to an impressive 10~'2 g of the selected elements. Two cases are presented as examples. In the
first, we determined the total mass of gold nanoparticles internalized by human monocyte-derived den-
dritic cells (MDDC). In the second, an inventory of the mass of elements in the micro-particulate material
adsorbed at the wall of the lorica of the microzooplankton species Tintinnopsis radix has been created.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Particle-Induced X-ray Emission Spectroscopy (PIXE) is a highly
sensitive analytical technique used for measuring trace elements in
various types of materials [1]. The method is usually run in parallel
with the detection of elastically scattered protons from the sample
(Elastically Backscattering Spectroscopy — EBS) and with the mea-
surement of the energy loss of protons in the sample (Scanning
Transmission lon Microscopy — STIM) [2]. These two methods pro-
vide essential information about the composition and the thickness
of the sample matrix, which enables element concentrations to be
quantified by micro-PIXE on various types of biological samples
[3], including slices of biological tissue [4,5], prepared according
to well-known shock-freezing and freeze-drying protocols.

Biological materials often feature heterogeneous structures,
which cannot be described by any of the standard PIXE sample

* Corresponding author. Tel.: +386 1 5885 294; fax: +386 1 5885 377.
E-mail address: primoz.pelicon@ijs.si (P. Pelicon).

0168-583X/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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geometries such as flat bulk sample, flat sample of intermediate
thickness or thin uniform sample. Under such conditions, micro-
PIXE results are in many cases provided on a qualitative basis only,
in the form of a two-dimensional distribution of elements, which
are of only limited use for researchers in biomedicine.

In general, the common characteristic of organelles located in a
cell is their size - of the order of several tens of micrometers. The
removal of water on freeze drying results in a mass reduction to
typically 70-90% of the original. The remaining thickness of the bio-
logical material amounts to several micrometers, consisting pre-
dominantly of organic compounds containing light elements H, C,
N, O, and other elements with total summed mass concentrations
not exceeding 100,000 pig/g. The absorption of X-rays with energies
above 4 keV by the latter can be neglected without major impact on
the precision. Under such conditions, samples may be treated as
thin homogenous objects by PIXE analytical software [6,7] when
absolute mass inventories of single cell systems can be extracted.

In this work, we demonstrate the suitability of the method for
two distinct cases. In the first, human monocyte-derived dendritic
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cells (MDDC) were grown on substrates under controlled condi-
tions in a medium containing diluted gold nanoparticles (GNPs)
[8]. After a defined time, the cells were shock-frozen and freeze-
dried. A quantitative element inventory of all detected elements
in cells, including the mass of gold nanoparticles ingested, was of
main interest.

The second case presents a micro-PIXE analysis of micro parti-
cles adsorbed on the lorica of Tintinnopsis radix, a marine microzoo-
plankton species. T. radix (IMHOF 1886) emended BRANDT 1907,
together with other species within tintinnids, constitute an impor-
tant part of the microzooplankton in the marine foodweb. T. radix
has an agglutinated lorica (Fig. 1), which consists of an organic ma-
trix with embedded inorganic particles [9]. This particulate matter
could be absorbed casually from the environment, or the organic
matrix could be selective for trace elements, essential for the
metabolism of the cell, for example Fe, which is a growth-limiting
factor in the sea. A qualitative distribution of lighter elements in T.
radix has been presented by Kaulich et al. using low-energy X-ray
fluorescence microscopy [10]. Using the presented methodology,
we estimated quantitatively the mass inventory of micro-particu-
late material adsorbed to the lorica. In both cases, the impressive
sensitivity of the micro-PIXE method became evident.

2. Thin sample approximation

The photons emitted from a sample irradiated by a proton beam
are characterized by the photon yield dY; where i denotes the ele-
ment in the target and dz the thickness of the target. The photon
yield depends on the atomic density of element i under consider-
ation, labeled by ni,, and can be calculated from Eq. (1):

dy; = %anztsini(f;‘(z)e*“ximdz (1)

where AQ is the detector solid angle, ¢ the detector efficiency, #;
the transmission of the absorbers in front of the detector, N, the
number of protons that hit the sample during the measurement.
The production of characteristic X-rays detected in the selected
X-ray spectral line is defined by the corresponding X-ray production
cross section ¢%(z) and the part e #¢@ describes the probability of
the X-rays surviving absorption process in the sample material on
the way out of the sample. The quantity g is the X-ray attenuation
coefficient on the exit path ¢(z) towards the X-ray detector.

In the case of a thin sample the energy loss of protons is only a
small fraction of their initial energy and the absorption of excited
X-rays in the sample material can be neglected. Thus we can write
e 4@ =1 and Eq. (1) becomes:

AQ

Yi= ENp”Zfﬁi’?iafx(EO)f (2)

where t represents the thickness of the target. The yield can also be
calculated by supplementing ni, with the areal density % in Eq. (2):

Fig. 1. Phase - contrast Microscopy image of MDDCs after ingestion of GNPs with an
average size of 90 nm. Cells are deposited on mylar foil (left). Scanning Electron
Microscopy (SEM) image of Tinntinopsis radix with indicated body parts (right).
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In the off-line analysis of the list-mode files, regions of interest
enclosing a single cell could be selected in the element maps. Spec-
tra are extracted from this region, as well as the proton dose N,
delivered to the region of interest. In the thin sample approxima-
tion, it is assumed that the distribution of the element inventory
is in the form of a homogeneous thin target. The corresponding
areal atomic density NTL' is calculated from the yield and the area
Sror Of the region of interest, where M is the molar mass of element
i and A represents the Avogadro’s number. The mass inventory m; of
the element i in the selected region of interest is:

N\ M
m; = (%) WSROI 4)

3. Experimental
3.1. Sample preparation

4.4 x 10° MDDCs/mL were deposited on 1 pm thick sterilized
mylar foils. The foils were pre-treated with a solution of gelatin
to improve cell adhesion. They were then immersed in 20 pg/mL
suspension of gold-nanoparticles of various sizes (10, 50, and
90 nm) and incubated for 2.5 h. The foils where then rinsed with
polyphosphate buffered saline and pure water, dipped in liquid
nitrogen for 20 s and moved into tubes. The samples were kept
at —40 °C prior to transporting to the micro-PIXE laboratory.

T. radix was isolated from net samples taken from the Gulf of
Trieste, transferred into seawater filtered through 0.22 um pore
size filters (Millipore, Durapore GV) without the addition of food.
Under these conditions the ciliates leave the lorica after about
3 days. Empty loricae were washed (3 x) in ultrapure water, trans-
ferring them by micropipette, then dehydrated and fixed in a series
of 30%, 50%, 70% ethanol, 10 min each. For observation, single lori-
cae were pipetted in 80% ethanol, transferred and dried on a
100 nm thick SizN4 window and scheduled for micro-PIXE analysis.

3.2. Micro-PIXE analysis

Micro-PIXE analysis was carried out with a nuclear microprobe
at the Jozef Stefan Institute. Proton beams with 2.5 and 3 MeV
energies were used and the beam diameter was varied between
1.2 pm and 2 pm, depending on the required proton current and
the size of the scanning frame. Simultaneously, on-off axis STIM
was applied as well as EBS [4,5]. Two PIXE spectra are extracted
from a pair of X-ray detectors covering the energy range from 0.8
to 30 keV, as well as a spectrum from the chopper [11] to obtain
the corresponding proton dose distributed over the selected area.
The spectra are interpreted as thin targets within the PIXE analyt-
ical programs Geopixe [6] and Gupix [7].

4. Results and discussion

Environmental pollution or human implantation can cause the
cells to adsorb or engulf elements, either dissolved in the cellular
media or in the form of particles, which do not normally occur
in vivo conditions. The estimated mass inventories of these ele-
ments allow a quantitative insight into the dynamics of the specific
element uptake processes, as well as the capacities of biological
organisms to incorporate dosed materials or pollutants from
their environment. In the case of MDDCs, GNPs are ingested by
the cells from the surrounding media. GNPs have been the subject



N. Ogrinc et al./Nuclear Instruments and Methods in Physics Research B 306 (2013) 121-124 123

110x110 pm

Cell 1

Cell 2

Cell 3

Au

T

0 high counts

Fig. 2. Micro-PIXE distribution maps of elements in selected MDDCs containing 90 nm ingested GNPs, with the summed count rate below 500 Hz listed for all five detectors.

The green ellipses indicate the selected areas.
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Fig. 3. Micro-PIXE distribution maps of elements on the lorica of the zooplankton
species Tinntinopsis radix, with the summed count rate below 500 Hz listed for all
five detectors.

of interest due to their biocompatibility and their medical applica-
tions as drug delivery systems.

As shown in Fig. 2, the shape and position of the cells can be
observed from K and Cl element maps. The three selected cells
are marked in the K map. The distribution of GNPs varies in the

selected cells, as is evident from the microscopic image of MDDC
after ingestion of GNPs in Fig. 1. In cell No. 1 the gold has accumu-
lated in a specific part of the cell, differently from cell No. 2 where
the gold is distributed over the major part of the area covered by
the cell. Table 1 lists the extracted masses of elements under con-
sideration in the cells selected. As observed in Fig. 2 and Table 1,
the quantity of ingested GNPs in cell No. 3 is below the limit of
detection (LOD), estimated as 0.4 pg with Geopixe and 0.9 pg with
Gupix. The two programs agree well in the estimation for K and Cl
inventories, with less than 1 pg difference. For heavier elements,
such as Au, the difference between the calculations is between
0.5 and 1.1 pg, which is less than 10% of the total mass.

The quantitative elemental masses were also determined for
the micro-particulate matter adsorbed at the lorica of zooplankton
T. radix. Selected elements, indicating specific distributions of the
micro-particulate particles attached to the lorica, were mapped
(Fig. 3).

Apart from the detection of Na, Al, K, and Cl, which are abun-
dant in seawater, there is evidence for an enrichment of trace ele-
ments including Fe, Mn, Cu, and Zn-essential for the co-enzymes in
the matrix of the lorica. The mass inventories were calculated over
the entire lorica area (Table 2). The predominant elements ob-
served are K an Al. The large amount of Al are attributed to mineral
weathering in sea water. A large content of Fe is also observed,
which may be connected with the affinity of the organism for Fe-
containing particles. The low concentration of Fe is a factor that
limits growth of sea plankton and is essential for the activity of
co-enzymes.

Some microparticles adsorbed on the lorica contain elements
that are associated with anthropogenic impact on the environ-
ment. The presence of finely dispersed particles containing tita-
nium may indicate the increasing environmental spread of
titanium dioxide nanoparticles into the environment, including
sea water [12]. Possible sources of titanium dioxide in the sea
water include mineral washing into the sea and the extensive
application, followed by dilution of sunscreens [13-15] containing
TiO, in heavily populated touristic areas, such as Gulf of Trieste.
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Table 1
Mass inventories, limits of detection and relative errors for the three MDDCs indicated in Fig. 2, and obtained using Geopixe and Gupix analytical software.
Element Cell 1 Cell 2 Cell 3
Mass (pg) LOD (pg) Error (%) Mass (pg) LOD (pg) Error (%) Mass (pg) LOD (pg) Error (%)
K Geopixe 3.8 <0.1 14 33 <0.1 14 5.9 <0.1 9.3
Gupix 4.1 0.9 17 39 0.8 16 5.4 0.8 13
Cl Geopixe 1.7 <0.1 21 1.7 <0.1 22 3.5 <0.1 13
Gupix 1.8 0.7 27 2.8 0.7 16 3.8 0.7 14
Au Geopixe 14.2 0.4 13 22.0 0.4 83 0.4 0.4 0.3
Gupix 13 3 20 21 3 12 0.0 0.9 75
Table 2 program P1-0112 and research infrastructure of the tandetron

Mass inventories, limits of detection and relative errors for the microparticulate
matter adsorbed to the lorica of zooplankton species Tinntinopsis radix, using Geopixe
software.

Element T. radix lorica
Mass (pg) LOD (pg) Error (%)

Na 326 76 16
Al 6142 67 1.4
Cl 99 33 30
K 2158 19 2.7
Ti 152 3 1.7
Mn 21 3 8.8
Fe 2604 2 0.4
Cu 1.7 1.4 55
Zn 9.7 1.2 12

5. Conclusion

A method for determining element mass inventories in single-
cell biological systems is presented that uses the thin sample
approximation. The method is demonstrated on two systems:
estimation of the mass of ingested gold nanoparticles by mono-
cyte-derived dendritic cells and estimation of the mass of microp-
articulate matter adsorbed on the lorica of marine zooplankton
species T. radix. The results underline the excellent sensitivity of
micro-PIXE for determining elements, with LODs of the order of

1 pg.
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Size-Dependent Effects of Gold Nanoparticles Uptake on
Maturation and Antitumor Functions of Human Dendritic
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Abstract

Gold nanoparticles (GNPs) are claimed as outstanding biomedical tools for cancer diagnostics and photo-thermal therapy,
but without enough evidence on their potentially adverse immunological effects. Using a model of human dendritic cells
(DCs), we showed that 10 nm- and 50 nm-sized GNPs (GNP, and GNPs, respectively) were internalized predominantly via
dynamin-dependent mechanisms, and they both impaired LPS-induced maturation and allostimulatory capacity of DCs,
although the effect of GNP;, was more prominent. However, GNP, inhibited LPS-induced production of IL-12p70 by DCs,
and potentiated their Th2 polarization capacity, while GNPs, promoted Th17 polarization. Such effects of GNP, correlated
with a stronger inhibition of LPS-induced changes in Ca>* oscillations, their higher number per DC, and more frequent extra-
endosomal localization, as judged by live-cell imaging, proton, and electron microscopy, respectively. Even when released
from heat-killed necrotic HEp-2 cells, GNP, inhibited the necrotic tumor cell-induced maturation and functions of DCs,
potentiated their Th2/Th17 polarization capacity, and thus, impaired the DCs’ capacity to induce T cell-mediated anti-tumor
cytotoxicity in vitro. Therefore, GNP, could potentially induce more adverse DC-mediated immunological effects, compared
to GNPs.
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Introduction include the translocation of Ca**-sensitive transcription factors,
such as NF-kB and NFAT, through nucleopores. The regulation
of this translocation was found to be dependent on spontaneous
Ca** oscillations, which are present in immature DCs, but not in
DCs stimulated to undergo maturation [8].

Gold nanoparticles (GNPs) are recognized as very perspective
diagnostic and therapeutic agents in cancer fighting strategies.
They are easy to functionalize with drugs, genes and biomolecules
[9-12], and are generally described as biocompatible, which
supports their potential use in diagnostics [13]. However, some
reports suggest that the endocytosed GNPs may cause cytotoxic
effects, which could be beneficial for the treatment of cancer [14]
and inflammatory/autoimmune diseases. The size- and shape-
dependent optical properties of GNPs conferred to their surface
Plasmon resonance [13], have already been exploited in imaging
[15] and bio-sensing [16]. Furthermore, the ability of GNPs to
convert near-infrared light efficiently into thermal energy upon

Spontaneous anti-tumor T cell-mediated immune response
upon radio- or chemo-therapy is associated with a favorable
prognosis [1]. Toll-like receptor (TLR)4" dendritic cells (DCs) are
described as key factors regulating the initiation of such a response,
since the release of endogenous adjuvant from dying tumor cells
stimulates the maturation of DCs via TLR4 [2,3]. DCs are the
most important professional antigen-presenting cells (APCs)
regulating the development of adaptive anti-tumor response by
presenting tumor antigens to T cells in an immunogenic or
tolerogenic context [4]. Immature DCs take up and process
antigens efficiently, but cannot prime T cells efficiently, leading to
T cell anergy [5]. In contrast, activation of DCs’ by lipopolysac-
charide (LPS) [6] or high mobility group box (HMGB)-1 [3] via
TLR4, leads to their phenotypic maturation and production of
immune polarizing cytokines, such as IL-12p70, 1L-23 (7], or IL-
10 [5]. The signaling pathways leading to maturation of DCs
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absorption is being utilized for the development of targeted photo-
thermal [17], or radio-sensitization cancer therapy [18].

However, it is still uncertain how the applied GNPs will alter the
functions of immune cells, particularly DCs, upon application. In
vivo investigations reported adjuvant properties of GNPs, and the
mvolvement of Kupffer and Langerhans cells was implicated, but
not clarified [19]. Once in circulation, GNPs were shown to be
internalized by APCs via multiple routes [20,21], all of which
include dynamin-dependent mechanisms [22]. However, the
distribution of GNPs upon internalization, which crucially
determines the cellular response to them [23,24], is still unclear
and requires new methods of investigations, such as focused ion
beam/scanning electron microscopy (FIB/SEM) [25]. Addition-
ally, contradictory data exists on the immunological effects of
GNPs once internalized by APCs. GNPs were shown to induce
either pro-inflammatory [26] or anti-inflammatory effects [27,28],
depending on their size, conjugation and hydrophobicity [29].
Recently we showed, using a model of a mitogen stimulated rat’s
splenocytes, that bare GNPs, although non-cytotoxic [30], possess
immunosuppressive properties [31]. Since these effects depend
exclusively on the presence of APCs within the splenocytes’
population [32], we hypothesized that GNPs could actually
suppress the maturation of DCis, causing their impaired ability
to trigger the antitumor response. In the present study, we showed
how differently sized GNPs, applied at the non-toxic concentra-
tions, interfere with the maturation and antitumor functions of
DCs induced either by LPS or heat-killed necrotic cancer cells,
and how these immunomodulatory effects correlate with GNPs
uptake, their intracellular distribution, and their effects on Ca’*
signaling in DCs.

Materials and Methods

Cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of healthy donors
(Table 1) were isolated in RPMI1/0.02% NaEDTA on Lympho-
prep gradient (PAA Laboratories) by density centrifugation
(2200 rpm, 20 min, 20°C). Subsequently, PBMCs were used for
the isolation of monocytes (n=10) or CD3" T cells (n =9), which
were negatively sorted by MACS using the Human Monocytes
Isolation Kit II or Pan-T cell Isolation Kits (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany) respectively. The purity of the cells
was always higher than 90%, as judged by flow cytometry after the
staining of cells with anti-CD14 and anti-CD3 antibodies,
respectively. Immature DCs were generated by cultivating
monocytes (0.5x10%/ml) in complete RPMI 1640 medium (10%
FCS, 2 mM L-glutamine, 50 uM 2-mercapthoethanol (Sigma),
penicillin/streptomycin/gentamicin, 1% each (ICN, Costa Mesa,
CA, USA) with 100 ng/ml of human recombinant granulocyte-
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) (Leucomax,

Table 1. Demographic characteristics of healthy volunteers
who provided PBMCs.

Total number of volunteers 19
Males number (%) 14 (73.6%)
Mean age (range) 33 (24-52)

Ethnicity (%) European (100)

The blood was collected at the Institute of Blood Transfusion and Hemobiology
of the Military Medical Academy, Belgrade, Serbia.
doi:10.1371/journal.pone.0096584.t001
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Basel, Switzerland) and 20 ng/ml of the human recombinant
mterleukin (IL)-4 for 6 days, as described [33]. Immature DCis,
identified by flow cytometry as CDIa®™ °F Prisht D14~ HLA-
DR cells, were harvested and used in subsequent experiments.

HEp-2, larynx epidermoid carcinoma cells were obtained from
the American Type Culture Collection (Rockwell, MD, USA).
The cells were plated at a density of 5,000 cells/cm? and cultured
in complete RPMI medium until they reached 70% confluence,
after which passaging was performed by trypsinization.

Ethics statements

Human PBMCis were isolated from healthy donors who signed
Consent Forms, and the subjects’ identities were kept confidential.
All experiments were approved by the Ethical Board of the
Military Medical Academy, Belgrade, Serbia (permission date:
September 12™, 2012 in Belgrade), and the original documents are
available upon request.

Cell cultures

Immature DCs (0.5x10°/ml) were allowed to adhere for 2 h,
and then spherical gold nanoparticles (Nanopartz Inc., CO, USA),
10 nm or 50 nm in size (GNP;q and GNP5, respectively) were
added to the cultures (Table 2). GNPs were added in different
concentrations (5-200 ug/ml of Au), followed by incubation at
37°C, 5% COy and 90% humidity for 4-48 h. Maturation of DCs
was triggered by a TLR4 agonist, LPS from E. coli 0.111:B4
(Sigma, 100 ng/ml) for 48 h. In some experiments, LPS (100 ng/
ml) was incubated with GNPs (10 or 50 pg/ml), or without them,
in complete RPMI medium for 48 h, followed by centrifugation at
2000 g for 10 min. Control suspension was incubated likewise
without LPS. Supernatant was collected by aspiration, and the
pellet was re-suspended and washed two more times in complete
RPMI medium. DCs were afterwards cultivated for 48 h in the
supernatant, or in the washed pellet preparation which either
contained the sonicated GNPs (10 or 50 ug/ml) or not.
Alternatively, the maturation of DCs was induced by necrotic
HEp-2 cells (ATCC, Rockwell, MD, USA) (1 x10°/ml), that were
previously treated with GNP, or GNPs5, (10 ug/ml each) for
24 h. After the culture, HEp-2 cells were collected and washed at
300 g for 8 min, and then heat-killed in complete RPMI medium
at 63°C for 30 min, as described [34], which is similar to the
temperatures achieved in GNP-based photo-thermal therapy [35].
After each treatment of DCs or HEp-2 cells, the cytospins were
made (1x10* cells/sample), and stained with May-Grunwald-
Giemsa (MGG), or used for immunocytochemistry analysis.
Supernatants collected in DCs’ cultures were centrifuged at
2000 g for 10 min, and frozen at —40°C prior to the cytokines
analysis. Supernatants from cell-free cultures, containing the same
concentrations of GNPs, were prepared similarly and used as
blank controls.

Mixed leukocytes reactions

The allostimulatory potential of DCs was assessed in co-culture
with MACS purified allogeneic CD3" T lymphocytes isolated
from PBMCs. CD3'T cells (1x10°/well of 96-well plate) were co-
cultivated with different numbers of DCs (1x10* 0.5x10* and
0.25x10% for 5 days. The cytokines were detected in the
supernatants of parallel DC/CD3*T cell co-cultures that were
treated with PMA (20 ng/ml) and A23187 (500 ng/ml) (Sigma,
Munich, Germany) for the last 8 h. After the co-cultures,
supernatants were collected, centrifuged at 2000 g for 10 min,
and frozen at —40°C prior to the analysis of cytokines, whereas the
cells were counted and the levels of cytokines were normalized to
1x10° cells/sample. Proliferation assays, performed in six
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Table 2. Physicochemical properties of GNPs in water and medium.

Effects of Gold Nanoparticles on Human Dendritic Cells

Core size (TEM) (nm)
Hydrodynamic size (DLS) (nm)

PDI (DLS) (nm)

11.3%£2.5 (n=200)
Water: 10.20.8
Medium: 17.6+1.8
Water: 0.173%0.02
Medium: 0.327+0.05

Property GNP, GNP5o
Size (nm)* 10 50

SRP peak (nm)* 532 535
Carboxylic acid-based capping agent (pending patent) (Da)* <300 <300

51.9%3.7 (n=200)
Water: 50.920.7
Medium:73.8+0.8
Water: 0.084+0.01
Medium: 0.278+0.02

z-potential (mV)

Au concentrations in stock solutions (ICP-MS) (ug/ml) 2500

Water: —23.775+0.547
Medium:—12.835+2.203

Water: —30.375+0.642
Medium: —12.250+1.147
2500

*- Claimed by the vendor.

and the results are shown as mean * SD (4).
doi:10.1371/journal.pone.0096584.t002

replicates, were pulsed with 3H-thymidine for the last 18 h
(1 pnCi/well, Amersham Books, UK) and the radioactivity was
measured by B-scintillation counting (LKB-1219 Rackbeta, Fin-
land). The results are presented as counts per minute (CPM).
Control cultures for proliferation and cytokine assays included
CD3™T cells and corresponding DCs cultivated alone.

Additionally, CD3™T cells were primed with immature control
DCs, or those matured with necrotic GNPs-treated or GNP-
untreated HEp-2 cells for 3 days. The primed CD3" T cells were
then MACS-purified and expanded with IL-2 (2 ng/ml, R&D) for
2 days. T-cell cytotoxic activity was assessed by cultivating the
primed CD3*T cells (2x10%, 4x10%, 8x10*) with live HEp-2 cells
(1x10% for 24 h. The cell cultures performed in six replicates were
then treated with 3-[4,5 dimethyl-thiazol-2 lyl]- 2.5 diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) (Sigma, 100 pg/ml) for 4 h, and
0.1 N HC1/10% sodium dodecyl sulphate (SDS) overnight. Cell-
free cultures were used as blank controls. The absorbance was
read at 570/650 nm (ELISA reader, Behring II), and the values
measured in the wells with corresponding CD3"T cells cultivated
alone were subtracted. The values measured in co-cultures of
HEp-2 cells and CD3'T cells that were primed with control
untreated DCs, were taken as 100%.

Flow cytometry and immunocytochemistry

The analysis of DCs on flow cytometer (Coulter, XL-MCL,
Krefeld Germany) or confocal microscope (Zeiss LSM 510/
Axiovert 200 M, Jena, Germany) was performed upon labeling the
cells with primary antibodies (Abs). The following Abs (clones) and
reagents were used for the immunocytochemistry and flow
cytometry: IgGla negative control-biotin (MCA928), anti-
CD1la-phycoerythrin (PE) (NA1/34HLK), IgGl negative con-
trol-PE (MCA928PE), anti-CD14-Fluorescein isothiocyanate
(FITC) (TUK4), anti-CD86-FITC (BU63), anti-CD3-FITC
(UCHT1), IgGl negative control-FITC (MCA928F) (all from
Serotec, Oxford, UK), anti-CD45-PECy5 (HI30), anti-HLA-DR-
biotin (LN3), IgGla negative control-PECy5 (P.3.6.2.8.1) (all from
eBioscience), streptavidin-Alexa 488, anti-CD83-Alexa 488 (all
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The concentration of Au within the GNP stock solutions was determined by Agilent Technologies 7500 ce ICP-MS, and it corresponded to the concentrations of Au
reported by the vendor. The samples of GNPs (20 pg/ml) were prepared in DI 18 MEQ water or complete medium, and sonicated for 20 s before the analysis by TEM or
dynamic light scattering (DLS). The core size was analyzed on the preparations of GNPs added dropwise on the Cu-based grids and dried at room temperature, before
the observation by JOEL JEM-2100 HR TEM (Tokyo, Japan) at 100 kV. The core size was similar in water and medium, so the average value from the measurements of
GNPs in both solutions is shown as mean * SD. Hydrodynamic size, polydispersion index (PDI), and z-potential in water and medium were analyzed by Zetasizer Nano
ZS with non-invasive backscatter optics (NIBS). The samples were pre-warmed to 25°C for 120 s, and then analyzed for 15 min per run, for a total of 4 runs per sample,

from Biolegend). The expression of HLA-DR, CD86 and CD83
was analyzed within CD45" DC population. Necrosis of DCs
cultivated with GNPs (5-200 pg/ml) was measured after 48 h-
cultures by staining the cells with propidium iodide (PI, 10 pg/ml
Sigma) in phosphate buffer saline (PBS). Apoptosis was determined
after 48 h by staining the cells with PI in hypotonic citric/Triton-
X buffer, or after 24 h by Annexin-V-FITC/PI (R&D) labeling.

Calcium imaging

Immature DCs (1x10°/ml) were cultivated on poly-L-lysine
(PLL, 10 ug/ml, Sigma) pre-treated cover-slips, washed with
Krebs-Ringer Buffer (KRB), and loaded with Fluo-3 Ca**-
indicator (4 uM, Invitrogen) for 30 min at room temperature,
followed by washing and incubation at 37°C for 20 min. In some
experiments 2 uM thapsigagrin, the inhibitor of sarco/endoplas-
mic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA), in 0.5 mM EGTA, was
used during the loading. Cover-slips were then transferred on
imaging-chambers in KRB and analyzed on Leica TCS SP5 using
a Leica HCX APO L water immersion objective. After initial
recording of immature DCs, GNPs (10 pg/ml) and/or LPS were
added. The light scattered from GNPs was detected upon
excitation at 633 nm by a 660/30 nm Leica HyD hybrid detector
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). The images
were acquired at a frequency of 2 Hz per channel for a total of
5 min. Similar analysis was performed on cells cultivated with LPS
(100 ng/ml) and/or GNPs (10 pg/ml) for 24 h and 48 h. The
fluorescence signals were expressed as AFt/F, ratios, AFt
representing the fluorescence signal recorded at individual time
points, minus Fy, the initial level of fluorescence. Areas under
peaks and frequencies were calculated using Graph Pad Prism

software (La Jolla, CA, USA).

Internalization studies

DCs (1x10°/ml) that adhered to the cover-slips were trans-
ferred to +4°C and treated with GNPs (10 pg/ml). In some
experiments, the dynamin I inhibitor Dynasore (80 uM, Sigma),
or DMSO as a vehicle, were added 30 min prior to GNPs. After
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20 min, membrane stain FM 4-64 (10 uM, Invitrogen) was
applied and the cover-slips were transferred to imaging-chambers
and analyzed on a Leica TCS SP5. The cells were monitored for
up to 4 h.

Additionally, after the 4 h cultures of DCs with GNPs (10 ng/
ml), the cover-slips were washed in Millonig’s buffer, fixed in 2%
glutharaldehyde overnight at +4°C, and post-fixed with 1%
osmium tetroxide for 1 h. After dehydration and resin embedding,
ultra thin sections were made and collected on 200-mesh carbon-
coated copper grids. The samples were then observed by TEM
(JEM100 CX-JEOL, Tokyo, Japan) at 100 kV.

Alternatively, after the osmium tetroxide fixation, another post-
fixation with 1% tetracarbohydrazide (TCH) for 30 min and
osmium tetroxide for 1 h (OTO staining) was performed for the
FIB/SEM analysis. The samples were then dried in serial dilutions
of ethanol and hexamethyldistilazane (HMDS), gold sputtered for
3 min at 10 mA and then analyzed on an FIB/SEM FEI Quanta
3D 200 (Oregon, USA). The sample stage was angled to 52°, and
the regions of interest were covered with a 1 um thick Pt layer at
the Ga'- sourced FIB current of 1 nA. Regular cross-sections
were performed with FIB at 7 nA and 5 pm depth, followed by the
cleaning of cross-sections with a current of 300 pA. After each FIB
milling/cleaning step, the cells were analyzed with SEM using
detectors for secondary (SE) or backscattered electrons (BSE). At
least 10 cross-sections/cell, 0.5-1 um apart were performed
during the analysis, on a total of 10 cells/sample.

Quantification of GNPs (10 pg/ml) within DCs after 4 h
cultures was determined by Proton-Induced X-ray Emission
Spectroscopy (micro-PIXE), as described by Ogrinc et al. [36].
Briefly, DCs were seeded on 1 um thick ethanol-sterilized gelatin
coated Mylar foils. GNP}, or GNPs( (10 pg/ml) were then added
to DCs cultures for 4 h. The samples were washed, plunge-frozen
in liquid nitrogen and freeze-dried at —40°C. The mounted
samples were analyzed by proton beams (2.5-3 MeV; beam
diameter 1.2-2 um) at different scan sizes. Two PIXE spectra
were extracted from a pair of X-ray detectors and chopper, and
the elemental mass inventories in single DCs were calculated by
using thin sample approximation.

Cytokines

The levels of cytokines from culture supernatants were
quantified by ELISA commercial kits (R&D), according to
manufacturer’s protocol. The unknown concentrations of cyto-
kines from DCs cultures (IL-12p70, IL-10, IL-23) and DC/
CD3™T cell co-cultures (IFNY, IL-4, IL-17) were calculated from
standard curves after the subtraction of blank controls.

Statistical analysis

To evaluate the differences between the experimental and
corresponding control samples, the data was analyzed using
Friedman’s ANOVAs for Ranks, or repeated measures ANOVAs
with Bonferroni posttests, if the data followed Gaussian distribu-
tion. Kruskal-Wallis or Mann-Whitney tests where used on data
from Ca®" oscillation measurements and micro PIXE analysis,
respectively. All tests were two-sided and tested at o0=0.03.

Results

Cytotoxicity of gold nanoparticles

Generation of monocyte-derived DC-based anti-tumor vaccines
usually includes a 48 h maturation step with TLR agonists and/or
pro-inflammatory cytokines [37]. Therefore, we first investigated
whether GNPs (5-200 pg/ml) were cytotoxic for DCs during that
period. The examined GNPs did not induce necrosis, even at the
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highest concentration applied (Figure 1A). However, the apoptosis
studies revealed that GNPy increased slightly the percentage of
end-stage apoptotic cells (up to 20%) at the concentrations of
50 png/ml, and the percentage did not increase further with the
increase of GNPy concentrations, which pointed to their weak
pro-apoptotic effect (Figure 1B). This was confirmed by Annexin-
V:FITC/PI staining of DCs cultivated with GNPs (10 pg/ml or
50 pug/ml) for 24 h, where GNP;, at a higher concentration
(50 pug/ml) increased significantly the percentage of early apo-
ptotic (Annexin-V*/PI”7) and late apoptotic/secondary necrotic
cells (Annexin-V*/PI"), but not primary necrotic cells (Annexin-

V™ /PI') (FigurelC).

Effects of gold nanoparticles on maturation and
functions of dendritic cells

Next, we studied whether GNPs applied at non-cytotoxic
concentrations (10 pg/ml), modulate the maturation of DCs
induced by LPS. LPS stimulated significantly the expression of
HLA-DR, CD86 and CD83 by DCs. Although GNPs alone did
not modulate the expression of these molecules, both GNPs
impaired significantly the LPS-induced expression of CD86 and
CD83 by DCs. Additionally, GNP, suppressed the LPS-induced
expression of HLA-DR. (Figure 2A, Figure SIA).

The impaired phenotypic maturation of DCs cultivated with
LPS and GNPs correlated with their lower allostimulatory
capacity in the co-culture with allogeneic CD3*T cells. Thereby,
the inhibitory effect of GNP, was stronger and more consistent
for different DC-to-CD3*T cell ratios in four allogeneic co-
cultures performed. A representative allogeneic proliferation is
shown in Figure 2B.

The levels of cytokines varied greatly with each donor used in
the experiments (Table SI), so the levels of cytokines were
analyzed as indexes of control (1.0) (Figure 2C and D). By
analyzing the change in production of IL-12p70, IL-23 and IL-10
in DCs culture supernatants we found that GNP5q had no effects
on their production by DCs. The effects of GNPy, differed
significantly from that of GNP5, since they stimulated significantly
IL-10 production by LPS-treated DCs, inhibited significantly the
LPS-induced production of IL-12p70, and tended to inhibit the
up-regulation of IL-23 (Figure 2C). Consequently, compared to
LPS/GNPsp-treated DCs which up-regulated the production of
IL-17 by allogeneic CD3"T cells in co-culture, LPS/GNP-
treated DCs had significantly higher capacity to induce IL-4. The
levels of IFN-y were not modified in those co-cultures (Figure 2D).

To assess whether LPS was inactivated upon interaction with
GNPs, we incubated LPS with GNP, and GNP5 for 48 h, as
described in Materials and Methods, and afterwards cultivated
DCs in the supernatant, or in washed pellet preparations that
either contained GNPs or not. We found that the expression of
HLA-DR, CD86 and CD83 by DCs (Table S2), and their
allostimulatory capacity (data not shown), was not affected
significantly by either the supernatant or washed pellet of LPS/
GNPs (10 pg/ml) preparations. However, the supernatant activity
of the LPS preparation incubated with a higher concentration of
GNP5 (50 ug/ml) was significantly lower, and the corresponding
pellet activity was significantly higher, compared to corresponding
controls, as judged by the expression of CD83 by DCs (Table S2).
In contrast, the washed pellet preparations with GNPs incubated
without LPS had no significant stimulatory effects on the
expression of these markers by DCs (data not shown). These
results suggested that there was no significant inactivation of LPS,
even after potential adsorption to GNPs, and the effects rather
occurred via the modulation of signaling mechanisms.
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Figure 1. Dose-dependent effect of GNPs on death of DCs. (A) Necrosis and (B) apoptosis of DCs after 48 h cultures is shown from one
representative experiment, or as mean * SD (n=4 experiments), after PI staining. (C) Different stages of DCs apoptosis were analyzed after 24 h
cultures by annexin V:FITC/PI staining, and the results are presented from one representative experiment, or as mean * SD of three independent

experiments. *p<<0.05 compared to control (Friedman’s one-way ANOVA).

doi:10.1371/journal.pone.0096584.g001

Effects of gold nanoparticles on Ca2+ oscillations of
dendritic cells

Vukcevic et al. [8] showed that LPS down-regulates spontane-
ous Ca?' oscillations in DCs and transfer of NFAT to their
nucleus. Accordingly, we investigated whether GNPs impair the
Ca?" signaling in DCs during maturation. Fluo-4-loaded imma-
ture DCs displayed high Cla®" fluctuations, corresponding to the
average area under peaks of 18.6%6.2, which could be blocked
completely by thapsigagrin (Figure 3A, Figure S2). Immediate
changes in Ca”" oscillation were not detected upon addition of
LPS (data not shown) or GNPs (Videos S1-83). Ca®" fluctuations
in control DCs declined progressively during 48 h cultivation
(Figure S2), but LPS down-regulated significantly the Ca”*
fluctuations after both 24 h and 48 h (Figure 3B, 3C, Videos
S4-S6). However, if DCs were treated with LPS/GNP,
significant inhibition of such down-regulation was observed
(Figure 3B and C). After 48 h, DCs treated with LPS/GNP;,
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possessed significantly higher Ca®" oscillations compared to those
in LPS/GNPs treated DCs (Figure 3B). Such effects of GNPs
were not observed in the absence of LPS (Figure S2).

Internalization of gold nanoparticles

Next, we investigated how the size-dependent differences in the
immunomodulatory properties of GNPs correlate with their
internalization by DCs. Light microscopy analysis showed a great
variability in the internalization capacity of DCs. Still, a
significantly higher percentage of DCs internalized GNPs,
(82.1%=*4.3%; n=>500), compared to GNPy (68.5%*3.1%:;
n=>500) (p=0.013) (Figure 4A). Similar results were obtained
when analyzing DCs’ internal complexity as a side scattering
parameter on the flow cytometer (Figure 4B). The intracellular
distribution of GNPs analyzed by confocal microscopy showed
that GNPs had exclusively perinuclear localization (Videos S7 and
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Figure 2. Effect of GNPs on LPS-induced maturation and functions of DCs. (A) Phenotypic maturation of DCs is shown as mean = SE (n=4
experiments); see also Figure S1; MFl-mean fluorescence intensity (B) DCs’ capacity to stimulate the proliferation of allogeneic CD3'T cells, at 3
different DC/CD3"T ratios (X-axis), is shown as mean CPM = SD of six replicates, from one representative experiment. (C) DCs’ ability to produce IL-
12p70, IL-23 and IL-10 after 48 h; (D) DCs’ ability to induce production of cytokines by CD3T cells in co-culture. (C) and (D) are presented as mean
indexes = SD (n=4 experiments). *p<<0.05 (Friedman’s two-way ANOVA).

doi:10.1371/journal.pone.0096584.g002

S8), but GNP;y appeared more clustered, and GNP, more followed by the membrane enclosing, which is a characteristic for
dispersed (Figure 4C). phagocytosis and macropinocytosis (Figure 5A). Afterwards, GNPs
To quantify the intracellular GNPs, we applied the micro-PIXE were located in the endosomes. No such processes occurred if DCs
analysis [36] (Figure S3). The cells were identified by potassium were cultivated with GNPs at +4°C (data not shown). The
elemental maps, so the amount of gold was determined within Dynasore treatment almost completely blocked the internalization
these areas (Figure 4D). No correlation was observed between the of both GNPs, according to the confocal microscopy (Figure 5B)
potassium area size, corresponding to DCs size, and the amount of and FIB/SEM (Figure 5C). However, cross-sectioning of the
mtracellular gold (Figure S3). Although the amount of intracellular whole cells with FIB suggested that Dynasore-treated DCs
gold varied greatly, we detected a significantly higher average mass contained more agglomerates of GNP, intracellularly, and only
of GNP;5( within DCs, compared to GNP} (Figure 4E). However, a few nanoparticles of GNP5( (Figure 5C). BSE signals, unlike SE
when the mass of gold was recalculated to the number of GNPs signals, were not completely clear due to low spatial resolution of
per cell, a significantly higher number of GNP, per cell was this detector, but the gold composition of the bright intracellular
observed, compared to GNP5 (Figure 4E). fields was confirmed by EDX detector (data not shown). In
addition to FIB/SEM, TEM analysis suggested also that some

Intracellular trafﬁcking of goId nanoparticles nanoparticles could reside outside the endosomes (Figure 4D).
In addition to the quantitative differences, we explored the GNPs were found inside the cytoplasmic tubular membranous
differences in the mechanisms of GNPs’ internalization and structures, cither as small aggregates (GNP, ), or as single particles

intracellular distribution. SEM analysis suggested that both GNPs (GNPs).
are captured as small clusters by DCs’ filopodia predominantly,
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Figure 3. Effect of GNPs on Ca" oscillations in DCs. Fluo-3 loaded immature DCs were detected (A) immediately upon staining in the presence
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Figure 4. Internalization of GNPs by DCs. Intracellular GNPs were analyzed in 48 h-cultures (A) after staining with MGG, (B) by flow cytometry, or
(C) confocal microscopy. (D) Micro-PIXE analysis was used for the quantification of potassium (red) and gold (green) after 4 h cultures. Representative
elemental maps are shown. (E) All data from micro-PIXE analysis is presented either as the amount of gold [pg/ml] per cell, or as the number of GNPs
per cell, calculated from GNPs’ size and density of Au (p=19.3 g/cm?). *p<<0.05 (Mann-Whitney test).

doi:10.1371/journal.pone.0096584.g004
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Effects of gold nanoparticles on DCs’'maturation induced
by heat-killed necrotic HEp-2 cells

By interfering with DCs maturation and signaling, GNPs could
potentially induce adverse effects when used in photo-thermal
therapy. To evaluate this hypothesis, we cultivated HEp-2 cells
with GNPs for 24 h, killed them by heat, and treated DCs with the
necrotic HEp-2 cells, after which GNPs were found inside the DCs
(Figure S4). The induction of necrosis by heat was chosen since the
laser ablation of control HEp-2 cells was not as efficient as for
those which internalized GNPs (data not shown) [35].

Necrotic HEp-2 cells induced only slightly higher HLA-DR and
CD86 expression, but significantly higher CD83 expression on
DGCs (Figure 6). However, if the necrotic HEp-2 cells were
previously cultivated with GNPy, DCs possessed significantly
lower expression of HLA-DR and CD83, compared to both HEp-
2-treated and HEp-2/GNPs-treated DCs.

Impaired maturation of DCs cultivated with necrotic HEp-2
cells and GNP, but not GNP5, was followed by their diminished

Control

Dynasore

Dynasore

10um

Dynasore Dynasore

Dynasore
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allostimulatory capacity in at least two different DC-to-CD3™T cell
ratio per allogeneic co-culture of totally four performed
(Figure 6B).

Control necrotic HEp-2 cells, and those loaded with GNPs5,
lowered significantly the IL-17-inducing capacity of DCs, which
correlated with the down-regulation of IL-23 production by DCs.
Such an effect on IL-17 was inhibited by GNP, (Figure 6C, Table
S1). GNP,y also enhanced the ability of HEp-2-treated DCs to
stimulate the production of IL-4 by CD3*T cells (Figure 6D),
suggesting that HEp-2/GNP,y-treated DCs could have an
impaired anti-tumor activity.

To investigate this hypothesis, CD3*T cells primed with DCs,
were cultivated with live HEp-2 cells, as described. Indeed,
CD3"T cells primed with DCs that were matured with necrotic
HEp-2/GNP), had significantly lower cytotoxic activity com-
pared to CD3'T cells primed with control HEp-2-treated DCs.
The differences between GNP, and GNP5( in such an effect were
more significant at higher CD3"T/HEp-2 cell ratios. All these

GNP

10um

Figure 5. Mechanisms of GNPs internalization by DCs. The internalization was analyzed by (A) SEM, under different magnifications; white
arrows point to GNPs-membrane interactions; (B) Confocal microscopy of live cells stained with FM4-64; or (C) FIB/SEM using BSE, or SE detectors
where indicated. White arrow points to the GNP,¢-loaded vesicle attached to the outer membrane, whereas black arrows point to intracellular
presence of GNP,4 agglomerates and a single particle of GNPs,. The cells shown in (B) and (C) were cultivated with GNPs for 3 h in the presence or
absence of Dynasore; (D) TEM, after 24 h-cultures under different magnifications. Back arrows indicate intracellular GNP;, agglomerates and a single

GNP, particle outside the endosome.
doi:10.1371/journal.pone.0096584.9005
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Figure 6. Effect of GNPs on necrotic HEp-2-induced maturation and functions of DCs. (A) Phenotypic maturation of DCs is shown, as mean
+ SE (n=4 experiments); see also Figure S1; MFI-mean fluorescence intensity (B) DCs’ capacity to stimulate the proliferation of allogeneic CD3'T cells,
at 3 different DC/CD3"T ratios (X-axis), is shown as mean CPM * SD of six replicates, from one representative experiment. (C) DCs’ ability to produce
IL-12p70, IL-23 and IL-10 after 48 h; (D) DCs’ ability to induce production of cytokines by CD3™T cells in co-culture. (C) and (D) are presented as mean
indexes + SD (n =4 experiments). (E) Metabolic activity of live HEp-2 cells co-cultivated with CD3T cells, previously primed with DCs for 5 d. Results

from a representative MTT assay are shown as mean £ SD of six replicates *p<<0.05 (Friedman’s two-way ANOVA).

doi:10.1371/journal.pone.0096584.g006

effects of GNPs were observed only in the presence of necrotic
HEp-2 cells (Figure 6E).

Discussion

Many papers showing that GNPs accumulate in tumor cells,
suggested enthusiastically that GNPs could be used as tumor-
contrasting agents and in photo-thermal cancer therapy [14,17].
However, it remained unclear what could be the consequences of
such application for the immune system, a crucial part of the
successful anti-tumor therapy [1]. The immunosuppressive effects
of GINPs have been suggested as potentially adverse in cancer
therapy [11,27], but no one investigated this issue directly. To
address this, we investigated the effects of GNPs on DCs, the key
cells involved in the regulation of anti-tumor response [4]. The
higher concentrations of GNP}, (50 ug/ml or higher) had a weak
pro-apoptotic effect, since up to 20% of cells died by apoptosis in
24 h and 48 h cultures. We did not observe a further increase of
apoptosis with higher concentrations of GNP, (100 and 200 ug/
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ml), probably because the maximal phagocytic capacity of DCs
was already reached at the lower concentrations of GNP),. The
cytotoxicity of GNPs has been described previously [26,38], and
the effect was stronger compared to our results. A similar
reduction of viability of Hep-G2 cells (up to 20%) was observed
after the treatment with 10 nm GNPs (100 pM, corresponding to
2#10"? GNPs/ml), and the effect was described as non-cytotoxic
[39]. The weak pro-apoptotic effect of GNP} in our experiments
was observed at much higher concentrations, (50 pug/ml corre-
sponding to 5¥10'? particles/ml and higher). These results are in
accordance with the conclusion of Khlebsov and Dykman [40],
that GNPs at concentrations up to 1¥10'?/ml are non-cytotoxic
for various cells. In line with this, GNPs, had no cytotoxic effects
on DCs up to 200 pg/ml (corresponding to 0.2 * 10'?/ml),
similarly to GNP, at a concentration of 10 ug/ml (corresponding
to 1.1 * 10'%). The described mechanisms of GNPs cytotoxicity
included the alterations of proteins functions [41], or disruption of
endosomal membrane [42]. Interestingly, Villiers et al. [27] did
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not observe the cytotoxic effect of 10 nm-sized GNPs on immature
DCs in a single evaluated dose (0.5 mM), which could be due to
the different maturation state of DCs, or different capping agent
used for GNPs’ stabilization in their study.

The key findings in our study were that the non-toxic
concentrations of GNP, can impair the maturation and functions
of DCs, along with their capacity to induce T-cell mediated anti-
tumor response. In line with Villiers et al. [27], the effects of GNPs
were significant only in the presence of maturation stimuli. For the
first time, the effects of GNPs were explored on the model of LPS-
induced maturation of human DCs and the maturation induced
by necrotic tumor cells generated at conditions similar to those
induced in GNP-based photo-thermal therapy [35], both of which
activate a TLR4 signaling pathway [2,3,6]. Recently, Tsai et al.
[28] showed that GNPs could suppress CpG-induced, but not
LPS-induced, maturation of macrophages by inhibiting the
translocation of TLRY to phagosomes via HMBG-1-dependent
mechanisms. In contrast, we showed that GNPs, especially the
smaller ones, inhibited the LPS-induced maturation and functions
of DCs, and the effect did not occur due to LPS inactivation by
GNPs, but rather by the modulation of cellular signaling. Such
disagreements could be expected since macrophages and DCs
respond differently to LPS [43]. Here, we showed that GNPs
impaired the up-regulation of CD83 by DCs, which is crucial for
the stability of their maturation in an IL-10-enriched immuno-
suppressive tumor micro-environment [44]. A significant down-
regulation of LPS-induced HLA-DR expression probably resulted
in more consistent impairment of allostimulatory capacity of these
DCs, since HLA-DR is one of the two signals necessary for
CD3"T cells’ proliferation. The lower proliferative capacity of
LPS/GNPy-treated DCs could be a consequence of increased
production of IL-10 immunoregulatory cytokine, which is also
mvolved in the promotion of Th2 development [5]. In line with
this, Th2 cells were shown rather to promote tumor growth, unlike
Thl cells specific for the same antigen [45]. In addition, GNP,
impaired the LPS-induced up-regulation of IL-12p70, an Thl-
inducing cytokine with anti-tumor effects [7]. In line with our
results, Villers et al. [27] showed that 10 nm-sized GNPs can
suppress LPS-induced up-regulation of IL-12 production by
mouse DCs. However, the lower production of IL-12p70 by
LPS/GNPy-treated DCs was not followed by lower production of
IFN-y by CD3*T cells, suggesting that additional cytokines might
be involved in its expression [7]. Unlike GNPs5, which stimulated
Th17 development, GNPj, tended to down-regulate it. The
presence of Th17 cells in tumor tissues was described either as
antitumoral or protumoral, but simultaneous induction of Thl7
and Thl responses are described often as desirable in tumor
therapy [46]. Therefore, the overall effect of GNPy, on Th
development, unlike that of GNPs,, could be interpreted as
adverse in the tumor therapy.

Even when DCs maturation was induced by necrotic tumor
cells, GNPy were able to suppress the maturation and
allostimulatory capacity of DCs. Furthermore, GNP, unlike
GNP5, promoted the Th2/Th17 polarization capacity of DCs.
Considering the protumoral effects of Th2 cells [45], and the fact
that IL-17 alone can support tumor growth and metastasis [46],
this experimental model also confirmed that GNP, could
potentially have adverse immunomodulatory effects if used in
photo-thermal tumor therapy. Indeed, we observed an impaired
cytotoxic activity of CD3™T cells primed with DCs that were
matured with GNP;g-loaded necrotic HEp-2 cells. Although the
response of DCs to heat-killed necrotic tumor cells was shown to
be dependent on TLR4 expression [34], we observed that the
effects on Th polarization are different from that of LPS. In line
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with this, Kandil et al. [34] suggested that, unlike LPS, heat-killed
necrotic tumor cells can induce the production of IL-12p40 by
DCGs, but not the production of IL-12p70, a bioactive form of this
cytokine. So, the different effects of necrotic cells on DCs
maturation could be due to activation of additional signaling
pathways. For example, both hsp60 and HMGB1 were shown to
activate TLR2 [47,48], in addition to TLR4 [2]. The inhibitory
role of TLR2-dependent SOCS-1 activation on TLR-4- and
TLR7/8-induced up-regulation of IL-12 and IL-23 production
has been described as an important immune checkpoint suppress-
ing the overwhelming inflammation [49]. The co-ligation of TLR2
and TLR4 on DCs was recently shown to potentiate their
immunogenicity toward a tumor [50], and our results suggest that
this process could be inhibited by GNP(. These results, in line
with our previous findings showing that the smaller GNPs
potentiate production of IL-10, unlike the larger ones [31], suggest
that the phenomenon of GNPs-mediated immunosuppression does
not depend on the experimental model applied or the method of
GNPs preparation.

The size-dependent immunomodulatory effects of GNPs could
be attributed to different mechanisms of their internalization,
levels of accumulation and intracellular distribution within DCis,
leading to different modulation of maturational signaling. Upon
interaction with the medium, various proteins and ions, including
LPS, adsorb to the negatively charged surface of GNPs, as judged
by the increase of GNPs” hydrodynamic size, polydispersion index
(PDI) and decrease of zeta-potential in complete medium (Table 2),
which facilitates their uptake by DCs, and activates downstream
signaling pathways [51]. Our data is in agreement with other
studies demonstrating that the uptake of GNPs is an energy
dependent process occurring via endocytosis [20]. We showed that
the process is predominantly dynamin-dependent, but also that
GNP, were better in entering DCs via dynamin-independent
mechanisms. The latter mechanisms seem to be more prominent
in non-phagocytic cell lines, where Dynasore could reduce the
internalization of GNPs by only 42% [23]. The alternative routes
for GNPs internalization could be mediated by clathrin- and
dynamin-independent carriers (CLICs), which are regulated by
CDC42 protein [22]. The tubular membranous structures, 50—
80 nm wide, that we observed by TEM resembled CLICs. The
CLIC-like structures could have acted as size-selective filters for
the preferential internalization of GNP,y during dynamin block-
age experiments. In support of this hypothesis, we observed that
the tubular structures contained clusters of GNPq, but only 1-
2 GNP5o. CDC42 1s involved in the regulation of macropinocy-
tosis, phagocytosis and other signaling pathways in DCs [52].
Therefore, GNP, could have affected different signaling processes
involved in the maturation of DCis, by utilizing additional routes of
internalization.

GNPs were found predominantly within endosomes/lysosomes
upon internalization, which is in line with the other reports
[20,21,23]. Such localization could improve the GNPs-mediated
delivery of endosomal TLR agonists into DCs, such as CpG [11]
or 7-thia-8-oxoguanosine [53]. However, we also found GNPs
outside the endosomes, especially the smaller ones. Endosomal
escape of GNPs could be expected for tumor cells [23], but has
never been described for DCs. Such an effect of GNPs could be
beneficial if used for delivery of specific agonists to cytoplasmic
receptors in DCs, such as MDA-5 and NOD-like receptors,
thereby promoting their maturation and functions [6]. The
endosomal escape of GNPs could even increase if such
functionalization produces a positive surface charge enabling the
“proton sponge” effect [54]. Since our GNPs were negatively
charged, with similar z-potential in cell culture medium (Table 2),
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the mechanism of endosomal escape via a “proton sponge” effect
is highly unlikely, and rather occurred accidentally via exposure to
light [24]. Within endo/lysosomes and cytoplasm, GNPs were
shown to modify the activity of different proteins, such as
cathepsins [55] or HMBG-1 [28], respectively, which are
important regulators of DCs’ maturation and functions [56,57].
Therefore, GNP, has probably modified more different proteins
compared to GNP5, by utilizing additional routes of internaliza-
tion and by endosomal escape. Even though the light microscopy
and flow cytometry suggested different results, measurements on
micro-PIXE showed that the number of GNPs per cell, and not
their intracellular mass or the percentage of cells which
internalized GNPs, could actually be a key factor determining
their immunomodulatory effects. Micro-PIXE analysis, applied for
the first time in such analysis, was proved as an accurate method
for the quantification of GNPs within cells, as well as the variability
of this process. In contrast to others [23], we did not observe a
significant correlation between the cell size and the amount of gold
within the cells. Such variability could rather be explained by the
heterogeneity of DCs in phenotypic and maturation state, where
the phagocytic activity correlates inversely with the level of their
maturation [5].

The role of Ca®" signaling in DCs’ maturation has been studied
many times, and we showed, for the first time, that GNP, unlike
GNP;, inhibits significantly the changes in Ca®' oscillations
during LPS-induced maturation. Vukcevic et al. [8] showed that
the down-regulation of Ca”" fluctuations leads to the cytoplasmic
localization of NFAT. In line with their observations, we did not
observe immediate changes in Ca”" influx upon stimulation by
LPS. Ca®" oscillations were found to be dependent on phospho-
lipase C activity, SERCA, and endoplasmic reticulum’s inositol-3-
phosphate receptor, but the role of Ca®" influx has also been
described [8]. Although it was shown that GNPs could alter the
expression of proteins involved in Ca?* oscillations [58], we could
not detect a direct effect of GNPs on Ca oscillations in the absence
of maturation stimuli. Furthermore, the experiments with blocking
of Ca** oscillations in DCs showed that the oscillations alone are
not the sole regulator of nuclear translocation of NF-xB and DCs’
maturation [8]. These results suggest that the mechanisms by
which GNPs modulate maturation of DCs are more complex.
Ca”" fluctuations, in this context, could be a central regulatory
factor synchronizing DCs’” maturation, which can sense the various
signals within the cells, some of which are modulated by the
internalized GNP,

In conclusion, our results showed that smaller GNP, have
stronger inhibitory effects on maturation and antitumor functions
of DCs, induced either by LPS or heat-killed tumor necrotic cells,
compared to larger GNP5o. The molecular mechanisms, by which
GNPs act on these processes, probably depend on the levels of
particles’ accumulation and distribution within DCs, which affects
calcium-depended signaling differently. Consequently, the matu-
ration of DCs induced by irradiation of a tumor could be
compromised by smaller GNPs, leading to a poor T-cell mediated
anti-tumor response. Cumulatively, these results point to potential
adverse effects of smaller GNPs, if used in photo-thermal therapy
and cancer diagnostics.

Supporting Information

Figure S1 Effect of GNPs on phenotypic maturation of
DCs. Representative flow cytometry data on the effect of GNPs is
shown, on the expression of HLA-DR, CD86 and CD83 by DC
during maturation induced with (A) LPS, or (B) necrotic HEp-2
cells. The marker showing specific fluorescence was adjusted in
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each experiment (n=4 per stimuli type) according to fluoro-
chrome-labeled isotype control Abs. M-Mean fluorescence
intensity.

(TIF)

Figure S2 Effect of GNPs on Ca’" oscillations in DCs.
Ca?* oscillations in Fluo-3 loaded immature DCs were detected
immediately upon staining (0 h), after 24 h, or 48 h in the
presence or absence GNPs (10 pg/ml), as indicated. The
oscillations were expressed as area under peaks, and presented
as mean * SD of all analyzed cells. *p<<0.05 (Friedman’s one way
ANOVA).

(TIF)

Figure S3 Micro-PIXE quantitative analysis of intracel-
lular GNPs. DCs were cultivated with GNPs on Mylar foils for
4 h and observed by (A) phase contrast microscopy. (B) After
plunge freezing and cryo-drying the samples were mounted in a
vacuum chamber and observed by CCD camera. (CG) The
elemental maps were recorded with micro-PIXE on the indicated
places of analysis, as described in Experimental details. (D) The
cells of interest on the maps were marked by ellipses, and the cells’
size was correlated against the amount of potassium or chlorine.
Since only the former correlated with area size, potassium maps
were taken as markers for cells. The amount of gold was correlated
against areas size to observe whether the cell size affected the level
of GNP uptake. Correlation analyses were performed in Graph
Pad Prism software.

(TIF)

Figure S4 Co-cultures of GNP-loaded necrotic HEp-2
cells and DCs. HEp-2 cells were cultivated for 24 h with GNPs
(10 pg/ml), harvested and analyzed after staining with MGG by
light microscopy (A, E and I). The cells were then heat killed, as
described in Methods, and analyzed by light microscopy after
staining with Trypan blue solution (B, I' and J). The necrotic
tumor cells were co-cultivated with immature DCs for 48 h,
followed by cell harvesting and preparation of cytospins. The
samples were then stained with MGG (C, G and K), or with HLA-
DR: Alexa-488 and PI and analyzed by confocal microscopy (D,
H and L). GNPs in those experiments were detected by strong
light scattering properties wtih 660/30 nm detector.

(TTF)

Table S1 Cytokines production by LPS-treated DCs (IL-
10, IL-12 and IL-23), and by CD4+T cells (IL-4, IFN-y, IL-
17) in subsequent co-culture. Summarized results are
presented as median (range) of all experiments performed.

(DOC)

Table S2 Interference of GNPs with the effect of LPS on
phenotypic maturation of DCs. GNP, and GNP;, (10 or
50 pg/ml) were incubated with LPS (100 ng/ml) in complete
RPMI medium for 48 h, after which the supernatant was isolated
by centrifugation, and the pellet was washed two times in complete
medium. DCs were cultivated in the supernatant or in washed
pellet preparation for 48 h, and the expression of indicated
markers was measured by flow cytometry. Results are shown as
mean = SD of two independent experiments. *p<<0.05 compared
to control.

(DOCX)

Video S1 Ca”' imaging in immature DCs. The imaging
was performed immediately after staining with Fluo-3.

MOV)
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Video S2 Immediate effect of GNP,y on Ca’®" oscilla-
tions. Ca?" imaging of Fluo-3 stained immature DCs was
performed 10 minutes after addition of GNP, (10 pg/ml).
MOV)

Video S3 Immediate effect of GNP5y, on Ca’" oscilla-
tions. Ca®" imaging of Fluo-3 stained immature DCs was
performed 10 minutes after addition of GNP5, (10 ug/ml).
MOV)

Video $4 Ca”" imaging in LPS-matured DCs after 24 h.
Ca?" imaging of Fluo-3 stained DCs cultivated for 24 h in the
presence of LPS in shown.

(MOV)

Video S5 Effect of GNP, on CaZ' oscillations after 24 h.
Ca”?" imaging of Fluo-3 stained DCs cultivated for 24 h in the
presence of LPS and GNPy (10 ug/ml) is shown.

MOV)

Video S6 Effect of GNP, on CaZ' oscillations after 24 h.
Ca?" imaging of Fluo-3 stained DCs cultivated for 24 h in the
presence of LPS and GNP5q (10 ug/ml) is shown.

MOV)
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Figure S1. Effect of GNPs (10pg/ml) on the expression of HLA-DR, CD86 and CD83 by DCs,
either in the absence or presence of (A) LPS, or (B) necrotic HEp-2 cells. Flow cytometry data
from two representative independent experiments are shown, out of three (A) or four (B) with
similar results. The marker showing specific fluorescence was adjusted in each experiment

according to fluorochrome labeled isotype control Abs. M-Mean fluorescence intensity.



Table S1. Cytokines production by DCs (IL-10, IL-12 and IL-23) after maturation with LPS and by
CD4'T cells (IL-4, IFN-y and IL-17) in subsequent co-culture.

Median IL-10 1L-12 1L-23 1L-4 IFN-y IL-17
(range)

68.9 34 60.1 140.6 7909.2 328.8

*Control (4.4-122.0) (<2.0-4.2) (<2-87.2) (20.6-169.9)  (3220.0-18900.1)  (81.9-621.4)
49.8 10.7 40.4 110.2 5989.0 391.1

*GNPy (4.6-106.5) (<2.0-14.5) (<2-99.6) (24.6-150.1)  (2991.4-15889.9)  (65.5-832.2)
55.5 27.7 65.3 111.6 9498.1 411.4

*GNPs, (5.2-95.0) (<2-55.5) (<2-98.1) (25.0-158.4)  (4211.1-19844.5)  (95.4-669.0)
113.1 44471 656.3 454 293994 555.1

LPS (9.8-169.3)  (128.4-8522.4)  (46.1-1350)  (10.4-105.9)  (8467.7-38299.0)  (85.4-1159.4)
242.2 1618.4 482.7 120.1 24399.2 328.9

LPS/GNP;, (11.9-434.3) (4.5-3067) (9.0-702.0) (16.3-141.9)  (7546.1-32440.9)  (64.3-723.3)
105.9 3992.2 920.7 49.4 32838.2 740.4

LPS/GNPs, (<2-228.2)  (102.7-8163.6)  (10.1-1640.0) (7.8-64.2) (9122.1-38991.7)  (141.9-975.0)
38.1 4.1 17.6 190.9 6144.5 152.5

HEp-2 (14.4-110.3) (<2-8.3) (12.9-322)  (66.9-243.9)  (3780.0-19224.4)  (54.7-435.4)
58.3 4.5 47.8 359.0 5167.5 4253

HEp-2/GNP;,  (17.4-124.3) (<2-9.1) (35.9-73.9)  (121.2-445.5)  (2441.1-22134.4)  (247.9-718.2)
454 33 31.2 215.2 5898.8 319.4

HEp-2/GNPs, (15.8-90.2) (<2-8.2) (20.7-59.3) (54-250.4)  (3909.4-17332.0)  (99.8-549.4)

* Data pooled from 8 independent experiments, whereas other data was pooled from 4 independent

experiments
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Figure S2. Ca®" oscillations in Fluo-3 loaded immature DCs were detected immediately upon
staining (Oh), after 24h, or 48h in the presence or absence GNPs (10 pg/ml) as indicated. The
oscillations were expressed as area under peaks and presented as mean + SD of all analyzed cells

(more than 30 in each group). *p<0.05 (Friedman’s one way ANOVA).
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Figure S3. Stages of micro-PIXE analysis. DCs were cultivated with GNPs on Mylar foils for 4h
and observed by (A) phase contrast microscopy. (B) After plunge freezing and cryo-drying the
samples were mounted in a vacuum chamber and observed by CCD camera. (C) The elemental
maps were recorded with micro-PIXE on the indicated places of analysis, as described in
Experimental details. (D) The cells of interest on the maps were marked by ellipses, and the cells’
size was correlated against the amount of potassium or chlorine. Since only the former correlated
with area size, potassium maps were taken as markers for cells. The amount of gold was
correlated against areas size to observe whether the cell size affected the level of GNP uptake.

Correlation analyses were performed in Graph Pad Prism software.



Live HEPg2 cells Necrotic HEPg2 cells Necrotic HEPg2/DCs co-culture

Figure S4. HEp-2 cells were cultivated for 24h with GNPs (10ug/ml), harvested and analyzed
after staining with MGG by light microscopy (A, E and I). The cells were then heat killed, as
described in Methods, and analyzed by light microscopy after staining with Trypan blue solution
(B, F and J). The necrotic tumor cells were co-cultivated with immature DCs for 48h, followed
by cell harvesting and preparation of cytospins. The samples were then stained with MGG (C, G
and K), or with HLA-DR:Alexa-488 and PI and analyzed by confocal microscopy (D, H and L).

GNPs in those experiments were detected as described in the main text.



Video Captions
Video 1. Ca*" imaging of immature DCs performed immediately after staining with Fluo-3.

Video 2. Ca*" imaging of Fluo-3 stained immature DCs performed 10 minutes after addition of

GNP10 (10 ug/ml)

Video 3. Ca®" imaging of Fluo-3 stained immature DCs performed 10 minutes after addition of

GNP5() (10 ug/ml)
Video 4. Ca®" imaging of Fluo-3 stained DCs cultivated for 24 h in the presence of LPS

Video 5. Ca*" imaging of Fluo-3 stained DCs cultivated for 24 h in the presence of LPS and

GNPy (10 pg/ml)

Video 6. Ca*" imaging of Fluo-3 stained DCs cultivated for 24 h in the presence of LPS and

GNPs (10 pg/ml)

Video 7. Animated 3D scan obtained by confocal microscopy of DCs cultivated with GNP, (10

pg/ml) for 24h and stained with HLA-DR:Alexa 488 and PIL.

Video 8. Animated 3D scan obtained by confocal microscopy of DCs cultivated with GNPs (10

pg/ml) for 24h and stained with HLA-DR:Alexa 488 and PIL.



Biografija

Sergej Z. Tomic¢ je roden 08.03.1984. godine. u Zagrebu. Nakon zavrSetka gimnazije
u Pozarevcu 2002. godine je upisao studije na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. U
toku studija na ovom fakultetu je bio Student prodekan od 2004-2007. godine, i ucestvovao na
naucnim projektima Instituta za biologiju mora u Kotoru, Crna Gora. Diplomirao je 2008.
godine (prosek 9.0), a dodeljena mu je nagrada za najbolji diplomski rad u toj godini od strane
Fondacije Ljubijanki¢. Doktorske studije je 2008. godine. upisao na Bioloskom fakultetu u
okviru uZe nauCne oblasti Imunobiologija. Od 2009-2011. godine. je bio stipendista
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije, a od 2012. godine radi po
ugovoru kao saradnik u nastavi na Medicinskom fakultetu Vojnomedicinske Akademije,

Univerziteta odbrane u Beogradu.

Naucno istrazivacki rad Sergej Z. Tomica je realizovan kroz projekte Ministarstva
prosvete, nauke 1 tehnoloskog razvoja Republike Srbije (br. 175102) ,.Primena
funkcionalizovanih ugljeni¢nih nanocevi 1 nanocestica zlata za pripremu dendritskih celija u
terapiji tumora“, i projekte Ministarstva odbrane Republike Srbije ,,Biokompatibilnosti
nanomaterijala i naprednih biomaterijala &iji je rukovodilac akademik prof. dr Miodrag Coli¢,
a pod cijim je mentorstvom 1 uradena ova doktorska disertacija. Ucestvovao je na
medunarodnim projektima (E!4953 GoNaNo; E!3971 BIO-SMA; E!C5831 Cell-T),
Bilateralnom projektu SLO-SRB “Production Technology and Biocompatibility Studies of Au
Nanoparticles”, Inovacionom projektu Zlatarne Celje ,,Razvoj novih sistema legura od
plemenitith metala za proizvodnju nakita”, 1 kao podizvoda¢ naru€enih ispitivanja
biokompatibilnosti biomaterijala. Nagrada za najbolju oralnu prezentaciju mu je dodeljena na
medunarodnom kongresu 2010. godine u Sibiu, Rumunija. Bio je na 6-mese¢nom usavrSavanju
na Masinskom fakultetu 1 Medicinskom fakultetu Univerziteta u Mariboru u okviru Projekta
L.2-4121 Nacionalne agencije za istrazivanja Republike Slovenije, i u Centru za Mikroanalizu
Instituta JoZef Stefan u Ljubljani, u okviru SPIRIT Ion Beam projekta 227012. Sergej Z. Tomi¢
je do sada bio autor 1 koautor u 17 nau¢nih publikacija u vrhunskim ¢asopisima medunarodnog
znacaja, 23 saopStenja na skupovima medunarodnog 1 3 domaceg znacaja, i recenzent Casopisa

European cells and Materials, 1 drugih.

509



Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MoTtnucaHn-a  Ceprej Tomuh

Opoj nHaekca 080903

UsjaBrbyjem
0a je [OoKTopCcKa gucepTtauuja nos HacnoBoM

BruokomnatubunHocT 1 MMyHOMOAyNaToOpHe ocobuHe HaHoMaTepujana Ha 6asu
HaHoYyecTuLa 3naTa U YIIbEHUYHUX HAHOLIEBN U HanpeaHux buomarepujanaHa Ha 6asu
Ni-Ti n Cu-Al-Ni nerypa

e pe3ynTaTt CONCTBEHOI UCTPaXMBA4KOr paaa,

e [a NpeasiokeHa gucepTauuja y LenvHu HU y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa
3a pgobujarbe OWNo Koje AMNIIoMe npema CTyAWCKMM nporpamMumma apyrux
BMCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBA,

e [acy pesynTaTi KOPEKTHO HaBEeAEeHU 1

e [a HMCaM KpLUMO/na ayTopcka npaBa WM KOPUCTUO WHTENEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokTtopaHpa

Y Beorpagy, 25.04.2014.
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Mpwunor 2.

U3jaBa 0 uctoBeTHOCTU WITAMMNaHE U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Nwme n npesnme aytopa _ Ceprej Tomuh

bpoj unpekca 080903

Cryaujckn nporpam dusmnonormja xmBoTuHa, MimyHonoruja

Hacnos paga BuokoMnaTuBUMHOCT M UMYHOMOYNaTopHe 0cobUHE HAaHOMAaTepujana
Ha 6a3u HaHoYecTMLA 3naTta U YITbeHUYHUX HAHOLEBW M HanpeaHux BuomaTtepuvjanana
Ha 6a3n Ni-Ti u Cu-Al-Ni nerypa

MeHTop akagemuk Mvogpar Yonuh, ap burbana Goxuh

MNoTnucaHwu/a Ceprej Tomuh

NsjaBrbyjem fa je wtamnaHa Bepauja Mor LOKTOPCKOr pafa WCTOBETHA eneKTPOHCKO)
Bep3nju Kkojy cam npefjao/na 3a objaBrbuMBakbe Ha nopTany AururtanHor
penosutopujyma YHuBepauteta y Beorpany.

[ossorbaBam ga ce objaBe MoOjU NMUYHM ModaLM BesaHU 3a nobujare akagemcKor
3Bakba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npesume, roamHa u MecTto pofiewa u gatym
onbpaHe paga.

OB/ nNWMYHWM nogaum mory ce o06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama OurutanHe
BubnunoTeke, y enekTpOHCKOM kaTarory vy nybnukauvjama YHusepauteta y beorpaay.

Motnuc gokropaHaa

v‘_\ b Q e
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Y beorpagay, 25.04.2014.




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhekwy

Osnawwhyjem YHuBep3uteTcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® aa y Aurutanyu
penosnTopujym YHuBepauteta y beorpafy yHece Mojy LOKTOPCKYy OucepTauujy nof
HacrnoBom:

BrokoMnaTtMOUIIHOCT M MMYHOMOZYNaTopHe ocobuHe HaHomaTepujana Ha ©6a3u
HaHoYecTMUa 3naTa U YIibeHUYHUX HaHOLIEBY W HanpegHux buomarepujanaHa Ha 6a3u
Ni-Ti n Cu-Al-Ni nerypa

KOja je Moje ayTopcko Aeno.

[ucepTauujy ca cBMM npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKoM d)opmary norogHom
3a TpajHO apXmMBUpPaH-E.

Mojy AoKTopcKy AncepTauujy noxpameHy y AurutanHu penosutopujym YHusepsuteTa
y beorpagy mory aa kopucte CBM Koju NoLuTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4yuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AYyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo
@AyTOpCTBO — HekomepLujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjanHO — AEeNUTU MO UCTUM YCroBUMA
5. AytopcTBo — 6es npepane
6. AyTOpCTBO — AENUTU NOL UCTUM yCrioBUMaA

(Monumo pa 3aokpyxute camo jedHy Of LUECT MOHYREeHWX NULIEHLM, KpaTak onuc
nuueHuy gart je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpagy, 25.04.2014.




1. AytopctBO - [lo3BorbaBarte yMHOXaBae, AUCTPUOYLM]Y W jaBHO CaorLUTaBa:E
fena, v rnpepage, ako ce HaBe/[e UMe ayropa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayrtopa
unu Aaeaolia nuueHue, Yak u y komepuujante cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o cBux
nUeHLn.

2. AyTOpCTBO — HekomepLmjanHo. [Jo3BorbaBarte yMHOXaBame, AUCTpuBYLMjy 1 jaBHO
caonwitaBaree Aena, u npepaje, ako ce HasBefe uMe ayTopa Ha HauuH oapeljeH o
CTpaHe ayTopa wnu fasaoua nuuexue. OBa nuueHla He [03BOSbaBa KoMepLmjanHy
yrnortpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekoMepuujanHo - ©Ges npepage. [lossorbaparte YMHOXaBar-€e,
AVCTpUOYLM)Yy W jaBHO caonwiTaBare gena, 0es npomeHa, npeobnukoBara wunv
yrnotpebe fnena y CBOM [erny, ako ce HaBefe ume aytopa Ha Hauud oapeRen of
CTpaHe ayTopa unu fasaoua nuuedue. OBa nuueHua He [03B0Sbasa Komepuujarty
ynoTpeby aena. Y ogHocy Ha CBe ocCTare SIMLEHLE, OBOM NMULIEHLIOM Ce OrpaHnyasa
Hajsehy oBum npaea kopuilhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuMWjanHO — LenuTyu Mof UCTUM ycrosuma. [lossorbasare
YMHOXaBare, AucTpubyLmnjy v jaBHO CAONLUTABaE [iena, 1 Npepaie, ako ce Hasene
“mMe ayTopa Ha HauvH ogpefieH of cTpaHe ayTopa WnW Jaeaoua NULEHLIE U ako ce
npepaga guctpubympa nos UCTOM UMM CNMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
Ao3BorbaBa komepumjanty ynotpeby fena u npepana.

5. AyTtopcTBo — 6e3 npepafe. [osBorbasare yMHOXaBare, AUCTPUOYLM)Y U jasHO
caoniitasatbe gena, 6es npomexa, npeobnukoBara unu ynotpebe gena y Ceom geny,
aKo ce HaBene vuMme ayrtopa Ha HauuH oapefieH ofl cTpade aytopa wnw Jasaoua
nuueHue. Osa nuuexua fo3Borbasa komepuujanyy ynotpeby gena.

6. AyTOopCcTBO - [JenuWTW nNoA MCTUM ycrnosuma. [l03BOrbaBate YMHOXaBaHe,
AvcTpubyLmjy 1 jaBHO cacnwiTaBare [ena, u npepane, ako ce Hasene uMme ayropa Ha
HauyMH odpeheH of cTpaHe ayTopa wnu Aaeaolia nuleHue W ako ce npepapa
Auctpubyupa rnoL MCTOM WNW  CrMYHOM  nvudeHuoMm. OBa nuueHla [03BOrbasa
komepuujanHdy ynotpeby gena u npepafga. CnuuHa je coTBEepCKMM ruueHLama,
O[HOCHO NMLEHUama OTBOPEHOT KOAA.



