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POPIS KRATICA

AAS - atomska apsorpcijska spektrometrija (od eng. Atomic Absorption
Spectroscopy)

AOT — natrijev bis(2-etilheksil) sulfosukcinat (eng. sodium dioctyl sulfosuccinate)
BSA — govedi serumski albumin (od eng. bovine serum albumin)

CLSM - konfokalna laserska skeniraju¢a mikroskopija (od eng. Confocal Laser
Scanning Microscopy)

COVID-19 — koronavirus bolest (od eng. Coronavirus Disease 2019)

DCFH-DA - dikloro-dihidro fluorescein diacetat (od eng. Dichloro-Dihydro-
Fluorescein Diacetate)

DHE - dihidroetidij (od eng. Dihydroethidium)

DLS/ELS — dinamicko / elektroforetsko rasprsSenje svjetla (od eng. Dynamic /
Electrophoretic Light Scattering)

DIOCs — diheksiloksakarbocijanin jodid (od eng. Dihexyloxacarbocyanine lodide)
DNK — deoksiribonukleinska kiselina

EK — Europska komisija

EU — Europska unija (od eng. European Union)

GC - plinska kromatografija (od eng. Gas Chromatography)

GLP — dobra laboratorijska praksa (od eng. Good Laboratory Practice)

GFAAS — atomska apsorpcijska spektroskopija grafitne pec¢i (od eng. Graphite
Furnace Atomic Absorption Spectroscopy)

FITC — fluorescein izotiocijanat (od eng. Fluorescein-Isothiocyanate)

FSC — rasprSenje svjetla pod malim kutem (od eng. forward scatter)

HIV — virus humane imunodeficijencije (od eng. Human Immunodeficiency Virus)
hPBMC — humane mononuklearne stanice periferne krvi (od eng. human
Peripheral Blood Mononuclear Cells)

HPLC — tekucinska kromatografija visoke preciznosti (od eng. High Performance
Liguid Chromatography)

ICP-MS — masena spektrometrija s induktivho spregnutom plazmom (od eng.
Inductively Cuopled Plasma Mass Spectrometry)

ISO — Medunarodna organizacija za standardizaciju (od eng. International
Organization for Standardization)

LC — tekucinska kromatografija (od eng. Liquid Chromatography)



MFI — srednja vrijednost intenziteta fluorescencije (od eng. mean fluorescence
intensity)

MS — masena spektrometrija (od eng. Mass Spectrometry)

NMR — nuklearna magnetska rezonanca (od eng. Nuclear Magnetic Resonance)
PALS — pozitronska anihilacijska spektroskopija (od eng. Positron Annihilation
Spectroscopy)

PBS — fosfatni pufer u fizoloSkoj otopini (od eng. phosphate buffer saline)

PLL — poli-L-lizin (od eng. poly—L-lysine)

PVP — polivinil pirolidon (od eng. polyvinylpyrrolidone)

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (od eng. reactive oxygene species)

SCENIHR - Znanstveni odbor Europske komisije za nove i novoustaljene
zdravstvene rizike (od eng. Scientific Committee on Emerging and Newly
Identified Health Risks)

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija (od eng. Scanning Electrone
Microscopy)

SPR - povrSinska plazmonska rezonancija (od eng. Surface Plasmon Resonance)
SSC - rasprsenje svjetla pod pravim kutem (od eng. side scatter)

TEM - transmisijska elektronska mikroskopija (od eng. Transmission Electron
Microscopy)

TL — duZina repa DNK (od eng. Tail Length)

Tl — intenzitet repa DNK (od eng. Tail Intensity)

UPW - ultracista voda. (od eng. ultra pure water)

UV-VIS — spektroskopija u ultraljubi¢astom i vidljivom dijelu spektra (od eng.

Ultraviolet-Visible Spectroscopy)



1. UvOD

1.1. Nanotehnologija i nanomaterijali

Proslo je nesto viSe od Sest desetlje¢a od poznatog predavanja teorijskog fiziCara
Richarda Feynmana pod nazivom ,There's Plenty of Room at the Bottom: An
Invitation to Enter a New Field of Physics®, odrzanom na skupu Ameri¢kog drustva
fiziCara, kojim je najavio vladavinu ,nevidljivog diva“ na polju tehnologije. lako je tada
proSao gotovo nezamjeeno, danas se taj trenutak smatra pocetkom razvoja
nanotehnologije, koja je od osamdesetih godina prosloga stolje¢a do danas dozZivjela
enorman razvoj i usla u sve pore zivota kakvog znamo.

U svom govoru iznio je neke revolucionarne ideje koje su tada bile nezamislive.
Izmedu ostalog, predlozio je mogucnost stvaranja minijaturnih uredaja u kojima ¢emo
,poslagati atome onako kako Zelimo®, najavljujuéi cijeli raspon danasnjih tehnoloskih
ostvarenja na nanometarskoj skali. Takoder je predlozio moguc¢nost lijeCenja na
nacin da ,progutamo doktora“, najavljuju¢i time eru nanovektora koji se danas u
nanomedicini koriste u terapijske i dijagnosticke svrhe (1).

Nanotehnologija ili ,znanost u malom“ prou€ava i razvija materiju na nanoskali.
ProSirila se gotovo na sve grane industrije (energetska, informacijska, vojna,
autoindustrija, farmaceutska, tekstilna, prehrambena, poljoprivredna) i medicine
(dijagnostika 1 terapija). Zbog ubrzanoga razvoja nanotehnologije, razvila su se
podrucja nanomedicine i nanotoksikologije, koje prou€avaju sve pozitivhe i negativne
ucinke nanotehnologije na ljudsko zdravlje (2, 3).

Prema Europskoj komisiji (EK), nanotehnologija pripada skupini tzv. ,kljucnih
naprednih tehnologija“ (KETs, od eng. Key Enabling Technologies), koje istovremeno
predstavljaju veliki izazov i zna€ajan potencijal za okoliSni, energetski, drustveno-
ekonomski i medicinski razvoj. Jedan od ciljeva najve¢eg znanstveno-tehnoloSkog
programa Europske unije (EU), Obzora 2020, jest premostiti jaz izmedu
nanotehnoloskih inovacija i potreba trziSta. Kako bi se osigurao siguran razvoj i
primjena nanomaterijala, jedan od cilleva Obzora 2020 je proSiriti znanstveno
utemeljena saznanja o svim ucincima nanotehnologije na zdravlje i okolis, te
osigurati metodoloski okvir za procjenu tih uCinaka (4).

Prema zadnjem vazecem EK pravilniku, nanomaterijali se definiraju kao prirodni ili

(slu€ajno ili namjerno) proizvedeni materijali sastavljeni od nevezanih ili vezanih



(agregiranih / aglomeriranih) nanocestica, od kojih = 50% sadrzi jednu ili viSe
vanjskih dimenzija u rasponu 1-100 nm. Ovu definiciju prihvatila je EU koja u svojim
propisima o proizvodima za proizvodaCe navodi posebne regulatorne mjere za
nanomaterijale (5, 6).

lako su relativno novi, nanomaterijali su vrlo brzo usli u Siroku primjenu, kako u
svakodnevnom Zzivotu, tako i u lijeCenju ljudi, istovremeno izazivajuci zabrinutost za
zdravlje i okoli§ u svim drustvenim podrucjima, a posebno u podrucju regulatorne
znanosti. Na razini EU pokrenuti su veliki napori za okupljanjem znanstvenika,
struCnjaka i tehnologa kako bi se razvile pouzdane metode za detekciju i
karakterizaciju nanomaterijala, te testovi za procjenu i analizu interakcija
nanomaterijala s bioloSkim sustavima, od razine stanice pa sve do razine cjelovitog
organizma, $to Cini temelj razumijevanja potencijalno Stetnih utjecaja nanometarskih
struktura na zdravlje i okoli§, te omogucéava razvoj sigurnih nanomaterijala. Sve veca
raznolikost nanomaterijala zahtijeva standardizaciju metoda za toksikoloSki probir
kako bi se osigurala sigurnost proizvoda za potroSace. Upravo ta standardizacija
jedan je od kljuénih problema kojim se danas bavi nanomedicinska i

nanotoksikoloSka zajednica (7).

1.2. Znacaj i karakteristike nanoCestica

Nanomaterijali se razlikuju po strukturi (nanocestice, nanovlakna, nanocjevdice,
nanokompoziti) i po sastavu (organski — fulereni i anorganski — metali).
Najzastupljenija vrsta nanomaterijala su nanocCestice koje se sve viSe primjenjuju u
proizvodnji hrane, kozmetike, tekstila, elektronike, a posebno u polju biomedicine.
Njihov veliki znacaj proizlazi iz njihovih jedinstvenih fizikalnih svojstava — male
dimenzije, a velike povrSine koja nastaje prilikom postupka smanjivanja Cestice.
Velika povrSina posjeduje veliku reaktivnost i posebna fizikalno-kemijska svojstva, a
rezultat je porasta omjera izmedu broja atoma na povrSini i onih u unutradnjosti (2).
Reaktivnost nanocCestice Cini ju puno ucinkovitijom od izvorne vrste atoma od koje
potjeCe, ali i potencijalno opasnijom za zdravlje i okolis (8).

Brojne studije pokazale su kako nanocestice lako ulaze o organizam (spontano —
preko koze, diSnog ili probavnog sustava ili namjerno — biomedicinskom primjenom)

jer su im dimenzije slicne kao u stani¢nih proteina i drugih makromolekula.



Prelaskom u krvotok ulaze u stanice, a potom se odlazu u razli€ita tkiva i organe gdje
mogu prouzrociti razliCite patofizioloSke u€inke (2, 7, 9).

Veliku primjenu imaju metalne nanocCestice, najceSce sacinjene od zlata, srebra,
bakra, Zeljeza, cinka zbog jedinstvenih optiCkih, fizikalno-kemijskih i bioloskih
svojstava (10, 11). Njihova u€inkovitost i bioloSki utjecaj ovise o fizikalno-kemijskim
svojstvima od kojih su najvazniji veli€ina i distribucija veliCine, kemijski sastav, naboj,
oblik, sposobnost kristalizacije, topljivost u medijima, prisustvo necistoca, povrsinska
funkcionalizacija (10-12). Mnoga istrazivanja tvrde da su manje nanocestice (<50 nm
u promjeru) reaktivnije, ali istovremeno i toksi¢nije (13-15). Takoder, smatra se da su
pozitivno nabijene nanocCestice toksi¢nije od onih neutralnih ili negativho nabijenih.
Nanocestice s kationskom povrsinom ili omotacem, kao $to je npr. poli-L-lizin (PLL),
djeluju elektrostatski na bioloSke membrane §to dovodi do toksi¢nih ucinaka, osobito
na krvne stanice i koagulaciju. Tako primjerice metalne nanocCestice mogu dovesti do
hemolize eritrocita, aktivacije i agregacije trombocita, indukcije leukocitne
prokoagulantne aktivnosti te posljedicno diseminirane intravaskularne koagulacije.
Metalne nanocCestice s negativno nabijenim omotatem, kao $to je npr. natrijev dioktil
sulfosukcinat (AOT), pokazale su veéu genotoksicnost na nekim misjim stani¢nim
linijama (15, 16). No, vazno je napomenuti da se svojstva i uc€inci nanocCestica ne
mogu odvojeno promatrati, te se pri procjeni bioloskih ucinaka uvijek u obzir moraju

uzeti svi Cimbenici (17, 18).

1.3.  Vaznost i biomedicinska primjena nanocCestica srebra (nanoAg)

Najzastupljenije metalne nanoCestice u medicini su srebrne nanocCestice (nanoAg)
zbog odavno poznatog, snaznog biocidnog ucinka ionskog srebra. Sintezom
nanoAg-a, a ovisno o veli€ini, u jednu nanocesticu stane i do 15 000 atoma srebra, a
biocidno djelovanje nanoAg-a temelji se na polaganom otpustanju iona srebra s
povrSine nanoAg-a. Time se omogucuje medicinska primjena uz koriStenje nize
doze, a jaCeg uCinka takvog oblika srebra u odnosu na ionski oblik (8).
Biomedicinska primjena nanoAg-a obuhvaca Sirok spektar proizvoda s biocidnim
svojstvima uklju€ujuci antibakterijske / antivirusne / antifungicidne kreme, zavoje
impreginirane nanoAg-om, Kkatetere, kirurS8ke instrumente, implantate, proteze
oblozene nanoAg-om, zubna punjenja s nanoAg-om, ali i dijagnosticke biosenzore, te

nanovektore za ciljanu isporuku lijekova i cjepiva (3, 9). Smatra se da ¢e, zbog svojih



biocidnih svojstava, nanoAg uskoro postati alternativa klasichom lijeCenju
antibioticima (19). Antivirusna aktivnost nanoAg-a ve¢ se pokazala korisnom u borbi
protiv HIV-a, herpes simplex virusa tipa 1, hepatitisa B i mnogih drugih, a uslijed
globalne pandemije bolesti COVID-19 upravo su nanocestice srebra zbog biocidalnih
svojstava izdvojene kao potencijalno oruzje u borbi protiv SARS-CoV-2 virusa (10,
16, 19-22). Naime, istrazivanja su pokazala da nanocCestice plemenitih metala, pa
tako i nanoAg, imaju sposobnost vezanja za makromolekule mikroba. U
istraZivanjima na HIV virusu, terapijska u€inkovitost nanoAg-a postiZze se vezanjem
na glikoprotein 120 (gp120) koji predstavlja vezno mjesto virusa na CD4 receptor na
povrsini pomagackih T-limfocita i time inhibiraju vezanje virusa (22).

Uz navedena biocidna svojstva, nanocestice srebra posjeduju i antitumorska
svojstva (23-25). Tumorska imunoterapija rastu¢a je grana nanomedicine. Lijekovi
koriSteni u tumorskoj imunoterapiji mogu djelovati ili na same stanice raka, ili kao
imunosupresivi. Jedan od primjera su nanoCestice Zeljezovog oksida koje osim
tumorske ablacije aktiviraju citotoksi¢ne (CD8+) T-limfocite koje sprjeCavaju tumorski
rast (16). Dodatni primjeri ukljuuju nanoAg stabiliziran polivinilpirolidonom (PVP) koiji
zbog indukcije oksidativhog stresa djeluje citotoksi€no na leukemijske stanice u
akutnoj mijeloi¢noj leukemiji ili zlatne nanocCestice vezane s HDL-kolesterolom u
terapiji B-non-Hodgkinovog limfoma (24). Nanolestice srebra se Kkoriste u
antitumorskoj terapiji jer, izmedu ostalog, imaju i antiangiogena svojstva te tako
sprjeCavaju rast i Sirenje tumora. Antitumorski ucCinak nanoAg-a u lije€enju nekih
drugih limfoma ocituje se preko aktivacije enzima kaspaze-3. Ciljano lijeCenje raka
nanolijekovima moze se ostvariti i njihovim kombiniranjem s antitijelima na specifi¢ne
tumorske biljege. Osnovno svojstvo nanoliekova u lijeCenju raka jest njihova
sposobnost razlikovanja malignih od normalnih (zdravih) stanica (11).

Problem biomedicinske primjene metalnih nanocestica, pa tako i nanoAg-a,
predstavlja njihova reaktivnost i biotransformacija, ovisno o okoliSu u kojem se nadu,
pa mogu mijenjati svoja svojstva (agregacija / oksidacija / otpustanje iona). Iz toga se
razloga nanoAg povrsSinski stabilizira primjenom omotaca ili stabilizatora (eng.
capping / coating agents). Uloga tih omotaca je trostruka: zastitna, stabilizacijska i
funkcionalna. Dakle, osim 8to omotaci sprjeCavaju oksidaciju, topljivost i agregaciju
nanocCestica, mogu dati nova, poboljSana svojstva. Podaci iz znanstvene literature

pokazuju da je od svih oblika srebra najtoksi¢nije ionsko srebro, zatim koloidno



srebro, pa nanocCestice srebra bez povrSinskog omotaca, dok se one sa zastitnim

omotaCem smatraju najmanje toksi¢nima (11, 12, 15, 26).

1.4. Mehanizmi nanotoksié¢nosti

Pretpostavlja se da je osnovni mehanizam citotoksicnosti i genotoksi¢nosti metalnih
nanocCestica oksidativni stres izazvan stvaranjem reaktivnih kisikovih spojeva (ROS,
od eng. reactive oxygene species) koji dodvodi do potroSnje glutationa. Ukoliko
nanocestice udu u stanicu i dovedu do oStec¢enja mitohondrijske membrane, pokrece
se kaskada razliCitih procesa koji ostec¢uju stani¢no disanje (Slika 1.1). Svako
oStecenje mitohondrijske membrane dovodi do mitohondrijske disfunkcije i dodatne
proizvodnje ROS-ova koji uzrokuju lu€enje proupalnih citokina, denaturaciju proteina
i osteCenje DNK, odnosno genotoksi¢nost. Posljedicno moze doci do aktivacije
enzima kaspaze-1 koji regulira programiranu stani¢nu smrt odnosno apoptozu ili do

prevelikog, nekontroliranog ostecenja stanice i njene nekroze.
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U slucaju ulaska nanoAg-a u stanicu putem endocitoze, nanoAg se moze otopiti u
lizosomu, te se u stanicu otpustaju toksi¢ni ioni srebra koji uzrokuju lipidnu
peroksidaciju, te posljedi¢no ostecenje stanicne membrane (8, 9, 12, 33, 47- 50).

Uz apoptozu i nekrozu, istrazivanja su pokazala da nanoCestice mogu pokrenuti i
mehanizam programirane staniCne smrti poznat pod nazivom autofagija ili
samoprozdiranje, koji u normalnoj homeostazi ima zastitnu ulogu dok nekontrolirana
autofagija dovodi do citotoksi¢nih ucinaka (51).

Upravo su gore opisani mehanizmi citotoksiCnosti temelj dizajna nanoAg-a za
antitumorske terapije. Primjerice, u djelovanju na leukemijske stanice, te stanice raka
pluca, jetre, dojke i koZe, nanoAg izaziva oksidativni stres i depleciju mitohondrijskog
membranskog potencijala $to uzrokuje apoptozu i/ili autofagiju tih malignih stanica.
Takoder djeluju i antiangiogeno inhibiraju¢i vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF,
od eng. vascular endothelial growth factor) ¢ime sprjeCavaju rast i Sirenje tumora.
Tezedi za razvojem ekoloski prihvatljivih tehnologija, danas se ulazu povecani napori
u sintezu biogenih nanocestica srebra (15). Polisaharidi iz mikroba imaju sposobnost
redukcije i / ili stabilizacije nanoAg-a. Istrazivanja su pokazala da takve nanocestice
srebra djeluju biocidno na maligne stanice raka dojke i kolona, opet putem apoptoze
ili autofagije (38, 52, 53).

1.5. Metode evaluacije in vitro citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti nanocestica

Za evaluaciju in vitro citotoksi¢nosti u tijeku je validacija postojecih, kao i razvoj
novih in vitro testova. Za procjenu akutne toksi¢nosti i preosjetljivosti zasad se mogu
primijeniti postojeéi protokoli (ISO 10993-10; 2010 i ISO 10993-11/12; 2012). Za
testiranje in vitro genotoksi¢nosti predloZzeno je nekoliko metoda: 1. test indukcije
mutacije gena u sisavaca, 2. in vitro mikronukleus test i test na kromosomske
aberacije i 3. in vitro komet test. Za sve in vitro testove citotoksi¢nosti nuzna je
prethodna evaluacija proporcije ulaska tj. internalizacije nanoCestica u
stanice/bakterije (eng. nanoparticle uptake potential). Za in vivo testiranje
genotoksi¢nosti, uz gore navedene testove, preporucuju se i dodatne sliche metode
(32). Prema smjernicama, u ovom radu koridten je alkalni komet test za evaluaciju
genotoksi¢nosti koji predstavlja osjetljivu metodu za odredivanje primarnih oStecenja

deoksiribonukleinske kiseline (DNK). Nakon denaturacije, intaktna DNK je prevelika



da bi putovala kroz pore agaroznog elektroforetskog gela, dok mali fragmenti
oStecene DNK putuju pod utjecajem struje formirajuci pritom oblik kometa. Rep nalik
kometu oznadava osteéenje DNK lanca. Sto je rep kometa duzi, to je oStecenje jace
(9).

Prilikom evaluacije nanotoksicnosti treba uzeti u obzir, uz osnovna fizikalno-
kemijska svojstva, razli€ito ponaSanje nanocCestica u razliCitim medijima. Metalne
nanocCestice imaju tendenciju sporog otpustanja iona u medij Sto moze rezultirati
povecanom toksi¢noS¢éu zbog oslobodenih iona, pa je nuzno odredivanje faktora
topljivosti prije i za vrijeme testiranja. Iz tog razloga, SCENIHR smjernice preporucuju
usporedno koristiti kontrolu u ionskom obliku (32). Posebnu pozornost treba usmieriti
na veliCinu nanocCestica i primjenjenu dozu o Cemu uvelike ovisi toksi¢nost.
IstraZivanja su pokazala da vecCu toksiCnost pokazuju manje nanocCestice srebra u
nizoj dozi, nego vece nanocCestice u vecoj dozi. Stoga je u proizvodnji sigurnih
nanoproizvoda vazno odrediti minimalnu toksi¢nu koncentraciju. Takoder,
kvantificiranje internaliziranog nano-Ag-a iznimno je vazno u analizi citotoksi¢nosti jer
je upravo internalizirana koncentracija odgovorna za njihov bioloski u€inak (12, 18,
33).

Oblik nanoAg-a takoder igra vaznu ulogu u ostvarivanju toksi¢nih ucinaka. Zhang i
suradnici zakljucili su da je sferi¢ni oblik manje toksi¢an od nanoZica jer nanozice ne
mogu biti internalizirane, stoga djeluju na stani¢noj povrsini (33).

Tip stanica takoder uvjetuje internalizaciju i naCin djelovanja nanoAg-a (12, 18, 35).
IstraZivanja su pokazala da su fibroblasti i astrociti manje osjetljivi na u€inke nanoAg-
a nego stanice glioblastoma i tumorskih plu¢nih stanica; normalne stanice opcenito
imaju drugaciji odgovor na djelovanje nanoAg-a nego tumorske stanice jer posjeduju
manje lizosoma CcCije membrane igraju vaznu ulogu u interakciji i obrani od
oksidativnog stresa (33, 36- 38).

1.6. Interakcije srebrnih nanoCestica s imunoloSkim sustavom

Osnovni preduvjet za kliniCku primjenu koji moraju ispuniti svi medicinski proizvodi,
pa tako i nano-proizvodi, jest biokompatibilnost koja ukljuCuje hemokompatibilnost i
histokompatibilnost, odnosno da ti proizvodi u kontaktu s krvlju i tkivima ne izazivaju
Stetne ucinke (27). S obzirom na raspon biomedicinske primjene nanoAg-a, realno je

oCekivati da ¢e se kod nekih primjena dogoditi interakcija nanoAg-a sa stanicama
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prirodnih barijera organizma (fibroblasti, endotel, epitel, intestinalna barijera) kao i sa
stanicama imunoloskog sustava (monociti/makrofagi, granulociti, limfociti, NK-
stanice, dendriticne stanice). Te cCe interakcije biti odredene fizikalno-kemijskim
svojstvima nanoAg-a. Primjerice, istrazivanja su pokazala da veliCina nanoAg-a
odreduje njihov ucinak na proliferaciju humanih limfocita (28). Zbog moguceg
kontakta s imunoloskim sustavom, prilikom razvoja medicinskih proizvoda koji sadrze
nanoAg, nuzno je ispitati njihov uc€inak na imunokompatibilnost (10, 29). Mogudci
ucinci nanoAg-a na imunoloski sustav mogu biti pozeljni (imunomodulatorni) i
nepozeljni (imunotoksicni). Imunotoksi¢ni u€inak moze se ocitovati kao pojava upale,
izazivanje autoimunih bolesti, pa ¢ak i raka.

U novije doba, razvojem tzv. nanovakcinologije i ciljane dostave lijekova
nanovektorima (npr. za antitumorsku terapiju), razvijaju se posebne formulacije nano-
Ag-a s mogucnodcu upravljanja (moduliranja) imunoloskim odgovorom.
Imunomodulacija se moZe ocitovati kao stimulacija ili supresija imunolo$kog
odgovora. Prilikom imunostimulacije, nanoAg se pona$aju kao adjuvansi ili hapteni
kojima se Zzeli pojaCati imunoloski odgovor, $to je poZzeljno prilikom cijepljenja.
Nadalje, nanoCestice srebra mogu same po sebi biti imunosupresivi ili dostaviti
imunosupresivni (ili protuupalni) lijek na ciljno mjesto. Cilj takvih imunosupresivnih
nanovektora jest sprijeCiti odbacivanje organa prilikom transplantacije, te sprijeciti

razvoj upalnih i autoimunih bolesti (16, 21).

1.7. Metode ispitivanja hemokompatibilnosti medicinskih (nano)proizvoda

Metode ispitivanja hemokompatibilnosti za zadac¢u imaju evaluirati u€inke kontaktnih
medicinskih uredaja ili materijala na krv, odnosno na krvne sastojke. Problem
ispitivanja hemokompatibilnosti nanoAg-a je njihovo interferiranje s klasi¢nim
metodama koje dovodi do lazno pozitivnih ili lazno negativnih rezultata. Naime,
metalne nanocestice su optiCki aktivne te mogu rasprSivati ili apsorbirati svjetlost u
kolorimetrijskim testovima. Osim toga, nanocCestice srebra Cesto ulaze u interakcije s
reagensima zbog svoje reaktivnosti. Stoga standard ISO 10993-4 za ispitivanje
interakcija medicinskih uredaja s krvlju (30), uveden od strane Medunarodne
organizacije za standardizaciju (ISO), u slu€aju nano-proizvoda nije primjenjiv. 1z tog
razloga, kao i zbog izuzetne sloZenosti humanog imunolo8kog sustava, danas na

razini Europe, ali i cijelog svijeta, postoje brojna udruzenja i inicijative kako oblikovati
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I standardizirati metode za ispitivanje hemokompatibilnosti medicinskih proizvoda koji
sadrzavaju metalne nanocestice. Projekt ProSafe pod pokroviteljstvom EU-a ujedinio
je brojne druge europske i americke projekte s ciliem pronalaska metoda i protokola
prikladnih za procjenu nano-rizika (31). Medunarodna organizacija ISO udruZila se s
Zajednickim istrazivackim centrom (JRC, od eng. Joint Research Centre) pri EK-u
kako bi zajedno standardizirali karakterizaciju i procjenu sigurnosti nanomaterijala, no
taj novi standard jo$ nije dovrSen. Drugo udruzenje znanstvenika pri EU-u koje se
okuplja u sklopu SCENIHR (od eng. Scientific Committee on Emerging and Newly
Identified Health Risks), izdalo je preliminarne smjernice za evaluaciju
nanotoksi¢nosti koje se treba provoditi u Cetiri faze: 1. procjena rizika od otpustanja
nanocestica iz nanoproizvoda, 2. procjena Sirenja nanocestica i njihovog zadrzavanja
u organizmu (ulazak u krvotok i odlaganje u tkivima), 3. toksikoloSka procjena rizika
(citotoksicnost, genotoksi¢nost i imunotoksiCnost) i 4. karakterizacija i procjena
ukupnog rizika (32).

Za evaluaciju prve faze, smijernice istiCu da je klju¢na detaljna karakterizacija
fizikalno-kemijskih svojstava nanoCestica. U tu svrhu se preporucaje primjena cijelog
niza metoda (AAS, MS, ICP-MS, UV-Vis, HPLC, GC/LC-MS, DLS, NMR, TEM,
PALS, itd.), ovisno o0 svojstvu koje se Zeli ispitati. Druga faza koja se odnosi na
biodistribuciju, uvelike ovisi o tome radi li se o nano-uredajima koristenim u
invazivnom ili neinvazivhom medicinskom postupku. U treé¢oj fazi evaluira se
toksi¢nost nanomaterijala na organe, tkiva i krvne stanice koja medusobno ne mora
biti proporcionalna. Naime, nanotoksi¢nost ovisi o ulasku, odnosno internalizaciji
nanocestica u pojedine organe, tkiva i krv. Organi i organski sustavi koji su bogati
fagocitima (jetra, slezena, koStana srz) imaju veéu moguénost internalizacije
nanocestica otpustenih iz medicinskih nano-uredaja. Smjernice upozoravaju da,
unato¢ tome Sto postoje vazeéi protokoli za ispitivanje toksi¢nosti medicinskih
uredaja (ISO 10993, ISO7IEC 17025, GLP), niti jedan nije validiran za
nanomaterijale. Jedno od dodatnih specifi¢nosti ovih materijala jest dobivanje novih
bioloskih svojstava nanoCestica kada dodu u kontakt s biomolekulama jer dolazi do
adsorpcije biomolekula na njihovoj povrsini i formiranja tzv. biomolekulske korone.
TipiCna proteinska korona na nanocesticama sastoji se od serumskog albumina,
imunoglobulina, transferina, fibrinogena, komplementa, apolipoproteina |
hemoglobina, a povrSinski afinitet nanolestica za ove proteine odreduje tip

interakcije nanoCestica sa stanicama (12). Upravo povrSinske makromolekule kao $to
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su proteini ili polisaharidi sprjeCavaju aglomeraciju nanoCestica i omogucuju im
ulazak u stani¢ne organele (33). Stoga je kljuéno za vrijeme toksikoloSkog ispitivanja
analizirati i utjecaj proteinske korone. Tijekom sinteze nanoCestica za kliniCke svrhe
treba uzeti u obzir vrstu proteinske korone koja ¢e se namjenski vezati na povrSinu
kako bi nanocestice istovremeno bile i sigurne i ucinkovite (34).

Prema ISO 10993-4 standardu, za testiranje hemokompatibilnosti medicinskih
uredaja potrebno je ispitati hemolizu eritrocita, aktivaciju primarne i sekundarne
hemostaze, te ucinak na imunoloski sustav (funkcijska aktivnost leukocita i
komplementa). Istrazivanja su pokazala da polistirenske i neke metalne nanocestice
uzrokuju hemolizu, te aktivaciju komplementa, trombocita i granulocita (11, 17, 39,
40). Za testiranje hemokompatibilnosti metalnih nanocestica danas nema dostupnih
validiranih testova. Jedino je preporuceno testiranje hemolize eritrocita metodom
navedenom u standardu ISO 10993-4. U kontaktu s krvi posebnu pozornost treba
usmijeriti na stanice sa sposobnoS¢u fagocitoze kao Sto su mononuklearne stanice
(monociti) i polimorfonuklearne stanice (neutrofili). Interakcija nanocCestica sa
stanicama limfati¢nog tkiva od osobite je vaznosti u razvoju nanovektora za ciljano
uvodenje lijekova, cjepiva i tumorske dijagnostike. Medutim, za evaluaciju interakcija
nanocestica s tkivnim i krvnim fagocitima i limfocitima u danaSnje vrijeme nema
dostupnih validiranih metoda (32, 41). Neka su istrazivanja predlozila mogucénost
ispitivanja imunotoksi¢nosti citomorfoloSkom, citotoksi¢nom i analizom funkcionalne
aktivnosti leukocita (polimorfonuklearnih i mononuklearnih krvnih stanica) (42).
Ulazak nanoAg-a u stanice kao mjera proporcije njihove internalizacije u stanice,
jedan je od preduvjeta za ostvarenje njihove citotoksi¢ne funkcije. Moguci mehanizmi
ulaska u stanice su difuzija, endocitoza, pinocitoza ili fagocitoza (9, 12). Osim ulaska
u stanicu, nanocestice srebra mogu i prianjati na povrsini stanica vezuci se za
stani¢nu membranu, no izuzetno je teSko postojeéim metodama razlikovati povrsinski
vezane od internaliziranih nanocestica. Razlikovanje ova dva mehanizma klju¢no je u
analizi citotoksi¢nosti i procjeni rizika (43). Za analizu citotoksi¢nosti, odnosno
staniCne smrti, danas su u eksperimentalnom smislu preporucene dvije skupine
metoda:  mikroskopska vizualizacija  morfoloskih  promjena  stanica i
(semi)kvantitativno odredivanje kolorimetrijskim ili fluorimetrijskim metodama. Ove
potonje nadalje se kategoriziraju na testove za analizu integriteta staniCne
membrane, te testove za analizu stani€nog metabolizma (npr. mitohondrijske

aktivnosti). U ovom dijelu najzastupljenija je metoda proto¢ne citometrije (27). Ovom
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metodom se danas naj¢eS¢e evaluira i internalizacija nanocCestica u stanice, jer se
tim procesom povecCava unutrasnja kompleksnost odnosno granuliranosti stanice,
dok veliina stanice ostaje ista (27, 44-47). Kao vizualna potvrda internalizacije
nanoAg-a u stanice, danas se naj¢escée Koristi transmisijska elektronska mikroskopija
(TEM) (9), a konfokalnom mikroskopijom moguce je detaljnije utvrditi lokalizaciju

nanoAg-a unutar stanice (12).

1.8. Imunokompatibilnost nanoAg-a kao glavni preduvjet za dizajn sigurnih

medicinskih nanouredaja na bazi srebra

Evaluacijom hemokompatibilnosti nanoAg-a kao jednog od klju¢nih problema
njihove implementacije u medicini, vazno je razmotriti kako se nanoAg u sigurnoj dozi
u interakciji s humanim imunoloSkim sustavom moZze koristiti u biomedicinske tj.
terapijske svrhe. Ovdje se prvenstveno misli na dva velika terapijska izazova: njihovo
antivirusno i antileukemijsko odnosno antilimfomsko djelovanje. Leukemije i limfomi
su tumori bijelih krvnih stanica (leukocita) koje mogu nastati medularno ili
ekstramedularno (u kostanoj srZi ili izvan nje). Nekoliko studija pokazalo je da
nanoAg posjeduje antileukemijsko/antilimfomsko djelovanje putem nekoliko razli€itih
mehanizama. No, vazno je napomenuti da leukemijske/limfomske stanice mogu biti
prisutne u limfati€nim tkivima (najc¢eS¢e limfnim Evorovima) bez da ih se moze
detektirati u krvi i koStanoj srzi. Stoga je vazno dizajnirati nanoCestice srebra koje ¢e
za cilj imati upravo limfati¢na tkiva. U tu svrhu moze posluziti princip prema kojem se
dizajniraju i nanovakcine za ciljano dostavljanje cjepiva, s obzirom da su upravo
limfni Cvorovi izvori T- i B-limfocita (56). Neka istraZivanja pokazala su da
polistirenske-nanoCestice induciraju porast CD8+ citotoksi¢nih T-limfocita koji
inhibiraju tumorski rast, a takoder su efikasni za dostavu DNK cjepiva (57). Takoder,
dokazano je da nefunkcionalizirane nanocCestice srebra imaju citotoksi¢ni ucinak na
mononuklearne stanice periferne krvi u ovisnosti o koncentraciji i vremenu. Isto tako,
dokazano je da PVP-stabilizirane nanoCestice srebra srednje veli€ine u niskoj dozi
uzrokuju apoptozu i nekrozu u humanoj monocitnoj stanic¢noj liniji THP-1 nakon 24 h
(58, 59).

Osim kod terapijskih nanoAg sustava, svaka uspje$na translacija nano-proizvoda i
za ostale medicinske svrhe zahtijeva detaljnu procjenu njihove sigurnosti i

imunokompatibilnosti. Zadnje desetljeCe istraZzivanja interakcija nanocCestica s
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imunoloSkim sustavom dovelo je tek do razumijevanja osnova tih interakcija.

Saznanja u razumijevanju slozenih mehanizama nano-imunotoksic¢nosti u samom su

zacetku.
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Slika 1.2. Interakcije metalnih nanocestica s imunoloskim sustavom.

Dosad se najviSe pozornosti posvecivalo dizajniranju nano-proizvoda kojima se
izbjegavala interakcija s imunoloSkim sustavom (biocidni filmovi, biosenzori), a danas
se sve viSe pokuSava pomocu njih manipulirati imunoloskim odgovorom (16).
Metalne nanocestice (kao i sami metali) ulaze u interakciju s urodenim i ste€enim
imunoloSkim sustavom, uzrokujuci razliite uc€inke na pojedine stani¢ne populacije
(Slika 1.2). Dodavanjem funkcionalnih molekula na povrSinu nanocestica prilikom
sinteze moZe se sprijeCiti neZeljena imunolo$ka reakcija, $to je posebno vazno kod
genske terapije, te ciljanog uvodenja lijekova i cjepiva (11).

U analizama interakcija nanocCestica s imunoloSkim sustavom prijasnje studije
uglavnom su davale prednost staniCnim linijjama, a ne primarnim stanicama zbog
homogenosti i vece stabilnosti. U danasnje vrijeme se prednost daje primarnim
stanicama zbog realisti¢nijeg stanicnog odgovora. Takoder, rezultati brojnih studija

analize produkcije citokina u stani¢nim kulturama su vrlo oprecni. U nekim studijama
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je ista vrsta nanocCestica izazivala luCenje proupalnih, a u drugima protuupalnih
citokina (10, 14, 54). Uzrok tome vjerojatno je primjena razliCitih imunokemijskih
metoda kao i nestandardiziranih postupaka. Poznato je da sve dostupne
imunokemijske metode za analizu citokina mogu dati lazno negativne rezultate zbog
interferencije s nanocCesticama ili smanjene vijabilnosti stanica i adherencije proteina
(citokina) na povrSinu nanocCestica prilikom formiranja proteinske korone (27).
Takoder, istrazivanja istiCu da je za postizanje pouzdanih rezultata u procjeni
imunokompatibilnosti kljuéno koristenje uzoraka svjeze, neaktivirane krvi (optimalno

unutar Cetiri sata od uzorkovanja) (30, 55).

1.9. Limfocitne i monocitne povrSinske molekule za ciljlano djelovanje

imunomodulacijskih metalnih nanocCestica

U zadnjem desetljeCu brojne studije pokusSale su objasniti iznimno komplicirana
proupalna, anti-upalna i adjuvantna svojstva metalnih nanocestica. Pomoc¢u nanoAg
moze se suprimirati aktivacija neutrofila koje su dio urodenog imunoloskog sustava i
na taj nacin djelovati anti-upalno. NanoAg se moZe dizajnirati na nacin da u krvotoku
interakcijom s antigen-predoCnim stanicama aktivira stanice ste¢ene imunosti, tj. T- i
B-limfocite. Dosad je dokazano da samo nekoliko vrsta metalnih nanocestica
aktiviraju T-limfocite (npr. TiO3). IstraZivanje imunomodulatornih u€inaka nanoAg-a u
miSeva dokazalo je njihove adjuvantske ucinke u vidu T- i B-limfocitne, te monocitno-
makrofagne aktivacije. No, mehanizmi tih ucinaka jo$§ uvijek nisu dovoljno
razjasSnjeni. Takoder, danas postoje brojne metode za ispitivanje aktivacijskih i
supresijskih mehanizama na imunoloskim stanicama, ali nisu standardizirane (10, 11,
54-58).

U procesu usavrSavanja genske terapije kod pacijenata s HIV-om Kkoriste se
genetski modificirani CD4+ i CD8+ T-limfociti. U tu se svrhu limfociti prije terapije
kultiviraju, a da bi se povecala njihova mo¢ obnove naruSenog imunolo$kog sustava i
povecanja imunoloSke obrane od virusa kod zarazenih pacijenata, vazno je da
uzgojeni limfociti zadrze svoju funkciju, o ¢emu se, nazalost, malo zna. Proliferacijski
testovi metoda su izbora za provjeru funkcije, iziskuju puno vremena i vjestine, a
rezultati su tek semikvantitativni. 1z tog razloga usvojen je generalni dogovor da se u
svrhu razlikovanja pozitivnog i negativhog imunoloSskog odgovora odredi udio

aktiviranih CD69+ i CD25+ pozitivnih T-limfocita. Naime, molekula CD69 je rani
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aktivacijski antigen koji je izrazen na povrsini T-limfocita unutar nekoliko sati od
aktivacije, dok je CD25 antigen izrazen na povrSini mononuklearnih stanica u
razdoblju od 24-48 h nakon aktivacije (60). No, na povrSini ovih cirkulirajucih
imunolo$kih stanica postoje jo$ brojne molekule uklju¢ene u njihove funkcije za koje
su specijalizirane. Antigen CD3 je pan-biljeg T-limfocita i dio je kompleksa s T-
stanicnim receptorom (TCR) na povrSini ovih stanica. PovrSinska molekula CD4 je
transmembranski glikoprotein koji se nalazi na povrsini subpopulacije T-limfocita koja
se naziva pomagacki T-limfociti. Ova subpopulacija aktivira se prilikom aktivacije
humoralne imunosti tijekom sinteze imunoglobulina od strane B-limfocita. CD4
molekula receptor je potreban za vezanje virusa HIV-1 i samim tim jest ciljna
molekula za antivirusnu terapiju. Ovaj biljeg je prisutan i na monocitima, ali s manjom
gustoc¢om i drugacijom, zasad nedovoljno poznatom funkcijom. Antigen CD8 je dimer
prisutan na povrsini subpopulacije T-limfocita koja se naziva citotoksi¢ni T-limfociti i
ima vaznu ulogu u prepoznavanju antigena. U manjoj gustoci prisutan je i na NK-
stanicama. Promjena omjera CD4+ i CD8+ pozitivnih T-limfocita u perifernoj krv
zapazena je u razliCitim kroniénim upalnim bolestima, autoimunim bolestima i
imunodeficijencijentnim stanjima. Molekula CD14 je tzv. GPI sidro (od eng. glycosyl-
phosphatidyl-inositol anchor) na povrSini monocita i makrofaga. Antigeni CD16 i
CD56 su dvije nekovalentno vezane molekule koje se u toj kombinaciji mogu
specificno naci na velikim granuliranim limfocitima, odnosno NK-stanicama. Molekula
CD19 je povrsinski glikoprotein i pan-biljeg B-limfocita koji ima ulogu u razvoju,
aktivaciji i diferencijaciji B-limfocita. Antigen CD25 je povrSinski glikoprotein koji se
nalazi na aktiviranim T i B-limfocitima, te na aktiviranim monocitima i makrofagima.
Antigen CD69 je povrSinski dimer poznat kao induktor aktivacije stanica. Ova
molekula rani je aktivacijski bilieg na povrsini T i B-limfocita, te makrofaga i NK-
stanica. Molekula HLA-DR nadena je na antigen-predocnim stanicama (dendriticne
stanice, B-limfociti, monociti, makrofagi) i na aktiviranim T-limfocitima (60, 69-71).
Sva dosadasnja istrazivanja koja ukljuCuju imunomodulatorne nanocestice srebra
ukazuju na veliki problem razumijevanja njihovog slozenog utjecaja na imunoloski
sustav, koji ovisi o brojnim ¢imbenicima koji se moraju uzeti u obzir prilikom dizajna
medicinskih nano-proizvoda na  bazi srebra.  Takoder, istrazivanja
neimunomodulatornih srebrnih nanoCestica ukazuju na veliki problem standardizacije
metoda za procjenu imunokompatibilnosti s humanim imunoloskim sustavom zbog

njihovih posebnih fizikalno-kemijskih svojstava.
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2. HIPOTEZA

Ovo doktorsko istrazivanje temelji se na dvije osnovne hipoteze:

1. Srebrne nanocestice imaju citotoksi¢ne i genotoksicne ucinke na stanice
humanog imunoloskog sustava, tj. na mononuklearne stanice periferne krvi,
koji ovise o vrsti povrSinskog omotaca, koncentraciji i vr.emenu izloZzenosti.

2. Srebrne nanocestice imaju imunomodulatorni ucinak tj. mijenjaju prirodu

imunoloSkog odgovora, ovisno o vrsti povrsinskog omotaca.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su sljedeci:
1. A) Analiza citotoksi¢nosti koja je imala sljedece ciljeve:

a) dokazati ulazak nanoAg-a u ispitivane stanice

b) dokazati medusobnu ovisnost primjenjene i internalizirane koncentracije
nanoAg-a

c) dokazati da mehanizam staniCne smrti (apoptoza / nekroza) ovisi o vrsti
povrsinskog omotaca nanocestice, koncentraciji i vremenu izloZzenosti

d) dokazati da je oksidativni stres proces koji dovodi do stani¢ne smrti

e) odrediti minimalno toksi¢nu tj. netoksi¢nu koncentraciju (koncentraciju
nanoAg-a pri kojoj prezivi >90% stanica) za analizu oksidativhog stresa i

imunomodulatornih udinaka.
1. B) Analiza genotoksicnosti koja je imala sljedece ciljeve:

a) dokazati da nanoAg uzrokuje oste¢enje DNK

b) dokazati ovisnost stupnja oSte¢enja DNK o vrsti i koncentraciji nanoAg-a.
2. Analiza imunomodaulacije s ciliem

a) dokaza da nanoAg u minimalno toksi¢noj koncentraciji, a ovisno 0 vrsti
omotac¢a, ima imunomodulatorni udinak na humani imunoloski sustav,
mijenaju¢i odnose leukocitnih stani¢nih populacija i njihove funkcionalne

znacCajke.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Ova studija je dizajnirana kao presjecna in vitro studija jer su svi tretmani i analize
radene u in vitro uvjetima na izoliranim mononuklearnim stanicama. Stanice su
izolirane iz svjezih uzoraka periferne krvi oduzete zdravim osobama (dobrovoljcima),
ali same osobe nisu bile podvrgnute nikakvom tretmanu. Takve stanice uzete su kao
reprezentativni primjerak humanih imunoloskih stanica periferne krvi, i to prema
vazec¢im preporukama koje u analizi hemokompatibilnosti medicinskih proizvoda s
humanim biosustavima prednost daju primarnim stanicama pred kulturama stanica
(30, 55).

4.2. Ispitanici

Ovo istraZivanje odobreno je 21.12.2017. od strane EtiCkog povjerenstva
Sveudilista J.J.Strossmayera u Osijeku Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-
04/17-08/12, broj: 2158-61-07-17-219).

Cjelokupno istrazivanje radeno je na prikupljenim uzorcima od ukupno 30 zdravih
ispitanika (dobrovoljaca), koji su prethodno procitali i potpisali informirani pristanak.
Ispitanicima je u Ambulanti za vadenje krvi Klinickog zavoda za laboratorijsku
dijagnostiku Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek uzorkovano po dvije epruvete periferne
venske krvi s antikoagulansom K,-EDTA za sve analize osim za konfokalnu i
transmisijsku elektronsku mikroskopiju gdje je antikoagulans bio Li-heparin.

Zdravi ispitanici bili su uklju€eni u istrazivanje nakon ucinjene analize kompletne
krvne slike, a iskljuéni kriterij je bila patoloSka leukocitoza ili leukopenija, kao dokaz
prisustva aktivne infekcije. Drugi iskljucni kriterij bio je sniZen ili poviSen udio limfocita
ili monocita u diferencijalnoj krvnoj slici. Na taj nacin iskljuCena je moguénost
prethodne aktivacije imunoloskog sustava vanjskim ¢imbenikom (patogenom).

Sva ispitivanja provedena su na izoliranim humanim mononuklearnim stanicama
periferne krvi, limfocitima i monocitima (hPBMC), kako bi se maksimalno izbjegao
utjecaj ostalih krvnih stanica.

Svaka pojedina analiza ispitivanih ucinaka citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti nanoAg-

a radena je na mononuklearnim stanicama izoliranim iz uzoraka pune Krvi
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prikupljenih od Sest zdravih ispitanika, dok je analiza imunomodulatornog ucinka
radena na izoliranim mononuklearnim stanicama pune krvi prikupljene od tri zdrava
ispitanika. Sve analize ucinaka koje su radene metodom proto¢ne citometrije, radile
su se na 10 000 prikupljenih stanica po ispitaniku, Sto znaci ukupno na 30 000,
odnosno 60 000 prikupljenih stanica, Sto je u skladu s vazec¢im protokolima. Prema
tim protokolima 10 000 skupljenih stanica smatra se reprezentativhim uzorkom (44,
47).

Analiza genotoksi¢nosti alkalnim komet testom radila se na 100 kometa po
ispitaniku, tj. ukupno na 600 kometa (od 6 zdravih ispitanika).

Analiza transmisijskom elektronskom mikroskopijom kao potvrda priprave nanoAg-a
radena je na jednom reprezentativnom uzorku izolata mononuklearnih stanica
periferne krvi.

Analiza svjetlosnom mikroskopijom kao vizualna potvrda u€inka nanoAg-a na
morfoloSka svojstva stanice, te na programiranu stanicnu smrti ili nekrozu stanica,
radena je na jednom reprezentativnom uzorku izolata mononuklearnih stanica
periferne krvi.

Analiza konfokalnom mikroskopijom kao vizualna potvrda internalizacije i
lokalizacije nanoAg-a unutar stanice i stani¢nih struktura radena je na jednom

reprezentativnom uzorku izolata mononuklearnih stanica periferne krvi.

4.3. Metode
4.3.1. Sinteza i karakterizacija nanoAg-a

U ovom su se doktorskom istrazivanju koristile Cetiri vrste nanoAg-a koje su se
razlikovale po nacdinu stabilizacije, odnosno prema povrSinskoj funkcionalizaciji, a
koje su sintetizirane i karakterizirane na Institutu za medicinska istrazivanja i
medicinu rada (IMIl) u Zagrebu. Primarni promjer svih vrsta nanoAg-a bio je u
rasponu 5-15 nm, zbog Cega pripadaju kategoriji malih nanoCestica. Sve vrste
nanoAg-a sintetizirale su se redukcijom srebrnog nitrata (2.3 mM AgNQO3) s natrij-bor-
hidridom (4 mM NaBH,), prema metodama uspostavljenim i validiranim u grupi dr.sc.
Ivane Vinkovi¢ Vréek na IMI-u koje su ve¢ opisane u ranije objavljenim radovima (9,
61). Tijekom sinteze, stabilizacija nanoAg-a provedena je koriStenjem Cetiri razliCita

povrSinska omotaca: neutralnim polivinilpirolidonom (PVP), govedim serumskim
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albuminom (BSA), negativno nabijenim natrijevim bis(2-etilheksil) sulfosukcinatom
(AQOT), te pozitivno nabijenim poli-L-lizinom (PLL). Nakon sinteze, sve vrste nanoAg-
a oprane su s ultraistom vodom (UPW) centrifugiranjem 20 minuta na 11 000 x g
kako bi se uklonili ostaci slobodnih iona srebra, neapsorbiranih molekula omotaca i
ostalih kemikalija koriStenih u sintezi.

Odredivanjem signala povrSinske plazmonske rezonancije (SPR, od eng. surface
plasmon resonance) pomocu UV/VIS spektrofotometra (CARY 300, Varian Inc.,
Australija) potvrdeno je nastajanje nanocestica. Koncentracije pojedinih vrsta
nanoAg-a izrazene se u mg Ag/L, a odredene su mjerenjem ukupne koncentracije Ag
u koncentriranim (eng. stock) otopinama nanoAg-a pomoc¢u atomske apsorpcijske
spektroskopije grafitne peéi (GFAAS, od eng. graphite furnace atomic absorption
spectroscopy) (Perkin EImer Analyst 600, Perkin Elmer, Shelton, SAD).

Karakterizacija svojstava sva Cetiri tipa nanoAg-a provela se u UPW pri
koncentraciji od 10 mg Ag/L i temperaturi od 25 °C. Veli€ina i naboj odredeni su
metodama dinamickog (DLS, od eng. dynamic light scattering) i elektroforetskog
(ELS, od eng. electrophoretic light scattering) rasprsenja svjetlosti pomocéu uredaja
Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Velika Britanija) sa zelenim laserom (ex.
532 nm). DLS i ELS podaci analizirani su pomoc¢u programskog paketa Zetasizer
software 6.32 (Malvern Instruments). DLS metodom odreden je hidrodinamicki
promjer (dy) nanoAg, a ELS metodom povrSinski naboj izrazen kao zeta (Q)
potencijal. NanocCestice su vizualizirane pomoc¢u transmisijskog elektronskog
mikroskopa (TEM, Zeiss 902A, Njemacka). Preparati za TEM pripremljeni su tako $to
se nanoAg koloidna otopina kapnula na TEM mrezicu oblozenu polimerom
Formvar®, te su mrezice susene na zraku i sobnoj temperaturi. Slike su zabiljezene
kamerom Canon PowerShot S50 koja je sastavni dio mikroskopa. Primarni promjer
nanoAg-a je odreden analizom dobivenih TEM slika pomoéu programskog paketa
ImageJ. Analizirano je ukupno 110 Cestica po preparatu tj. po vrsti nanoAg-a.

Koloidna stabilnost i ponaSanje (otapanje i aglomeracija) nanoAg-a ispitana je u
razli€itim medijima: ultraCistoj vodi (UPW), te fosfatnom puferu (PBS, pH 7,4) bez i s
ispitivanim  stanicama (PBS+hPBMC). Za karakterizaciju svojstava svih vrsta
nanoAg-a u svakom mediju, nanoCestice srebra su inkubirane 1 h pri koncentraciji od
10 mg Ag/L, te su im odredeni dy, ¢ potencijal i udio otpusStenih srebrnih iona.
Frakcija otpustenih iona srebra iz svake vrste nanoAg-a odredena je ultrafiltracijom
uzorka kroz centrifugalne filtere Amicon-4 Ultra veli¢ine pora od 3 kDa (Merck
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Millipore Darmstadt, Njemacka). U filtratu je pomocu GFAAS tehnike odredena
ukupna koncentracija srebra, a udio otopljenih iona Ag (%) izraZen je kao relativni
omjer koncentracije Ag prije i poslije ultrafiltracije. Samo u slu€aju medija koji sadrZi
ispitivane stanice (PBS+hPBMC), metode DLS i ELS nisu dali pouzdane rezultate jer
prisutnost samih stanica znacajno povecava rasprsenje svjetla i prekriva signale koji
potjeCu od nanoAg-a. U ovom slu€aju rasprsenje nanoAg-a je procijenjeno vizualno,
dok se formacija proteinske korone potvrdila prema drugom vaze¢em protokolu
opisanom u prethodno objavljenim istrazivanjima (62, 63). Ukratko, formiranje
proteinske korone u mediju PBS+hPBMC testiralo se inkubiranjem svake vrste
nanoAg-a s 25 mg Ag/L kroz 1 h u ovom mediju (najviSa testirana koncentracija
nanoAg-a). Kako bi se iskljuCio utjecaj stanica, one su prvo uklonjene
centrifugiranjem, a zatim se kvantificirao sadrzaj proteina u supernatantu. U ovom
mediju (PBS + hPBMC) odreden je ukupan sadrzaj proteina pomoc¢u reagensa Micro
Total Protein Kit (Merck, Darmstadt, Njemacka). Dobivena koncentracija iznosila je
24 mg/L proteina. Treba napomenuti da je izuzetno vazno odrediti sadrzaj proteina u
bioloSkom mediju prilikom odredivanja svojstava i stabilnosti nanoAg-a jer je poznato
da se proteinske korona formira na povrSini nanoAg-a ve¢ unutar nekoliko minuta
nakon rasprSivanja u takvom mediju, daju¢i novu Kkoloidnu stabilizaciju

nanocesticama, bez obzira na njihova osnovna fizikalno-kemijska svojstva.

4.3.2. Priprema stanica za ispitivanje

Prije poCetka rada na stanicama, sve vrste nanoAg-a su se 3 minute sonificirale u
ultrazvuénoj kupelji u svrhu pripreme stabilne koloidne suspenzije.

Sva ispitivanja su radena na hPBMC izoliranim iz svjezih uzoraka venske krvi
oduzete zdravim dobrovoljcima. Stanice su izolirane na gradijentu gusto¢e pomocu
reagensa Lymphoprep (Axis-Shield, Oslo, NorveSka) prema uputama proizvodaca.
Svjezi uzorci pune krvi razrijedeni su s 0,9% otopinom NaCl u volumnom omjeru 1:1,
te su lagano nadslojeni na Lymphoprep otopinu koja je prethodno dodana u epruvetu
za centrifugiranje. Nakon centrifugiranja (pri uvjetima 800 x g, 20 minuta, sobna
temperatura, bez ko&nice) hPBMC su stvorile tanku, bijelu vrpcu izmedu sloja plazme
i Lymphoprep otopine. Stanice su odvojene pomoc¢u Pasteurove pipete u posebnu

epruvetu, razrijedene s 0,9% otopinom NaCl, te oprane od necistoéa uz dva

20



centrifugiranja pri brzini od 250 x g kroz 10 minuta. Nakon odvajanja supernatanta,
talog stanica otopljen je u PBS mediju.

Broj stanica odreden je na hematoloSkom brojau Sysmex XN2000 (Sysmex,
Njemacka) prije i poslije izolacije. Broj stanica prije izolacije raden je u svrhu
isklju€ivanja patoloSkog broja leukocita i relativnih udjela hPBMC stanica u
diferencijalnoj krvnoj slici. Nakon izolacije bilo je nuZno izbrojati stanice u izolatu
(koncentratu) kako bi se razrijedivanjem uzorka dobila odgovaraju¢a koncentracija

stanica za daljnji rad (1x10°%/mL).

4.3.3. Tretiranje hPBMC stanica s nanoAg-om

Za tretiranje hPBMC pripremljene su radne otopine AgNOs, Cetiri vrste nanoAg-a
prema omotacu (PVP-nanoAg, AOT-nanoAg, PLL-nanoAg i BSA-nanoAg), te Cetiri
vrste samih omotaca (PVP, AOT, PLL i BSA) odgovaraju¢ih koncentracija. U
pocetnim pokusima citotoksi¢nosti stanice su tretirane s PVP-nanoAg-om, AOT-
nanoAg-om i PLL-nanoAg-om u koncentracijama od 1, 5, 10 i 25 mg Ag/L, a s BSA-
nanoAg-om u koncentracijama 0,2, 1, 5 i 10 mg Ag/L. Ispitivane koncentracije
odabrane su prema rezultatima dosada$njih ispitivanja (18, 23, 33, 58). Ahlberg i
suradnici koncentraciju nano-Ag-a od 20 mg/L nazivaju ,subtoksicnom®, a Zhang i
suradnici koncentraciju od 1 mg/L smatraju nedovoljno citotoksi€énom, ali dovoljnom
za genotoksicni ucCinak. Odabrane koncentracije naknadno su potvdene
preliminarnim mjerenjima u kojima je BSA-nanoAg pokazao toksi¢niji uc€inak od
ostalih vrsta nanoAg-a pri istim koncentracijama. Na istom principu odabrane su i
dvije vremenske to¢ke: 1 h i 3 h. Naime, u prethodnim istraZivanjima pri koristenju
niskih koncentracija, srebrne nanocestice su pokazale toksi¢nost pri inkubacijama
duzim od 6 h.

Nakon analize rezultata citotoksi¢nosti (ulaska nanoAg-a u stanicu i stani¢ne smrti),
za ostale analize odabrani su najpovoljniji uvjeti tretiranja. Za analizu oksidativnog
stresa odabrana je koncentracija od 1 mg Ag/L za sve vrste nanoAg-a osim, za BSA-
nanoAg za koje je primjenjena koncentracija od 0,2 mg Ag/L, uz vrijeme inkubacije
od 1 h, jer je pri tim uvjetima prezivlienje hPBMC stanica bilo veCe od 90%. Za
analizu genotoksi¢nosti odabrane su dvije koncentracije nanoAg-a: 0,2 i 1 mg Ag/L.
Za analizu imunomodulacije PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a odabrane su sljedece
koncentracije: 1, 2 i 3 mg Ag/L, a za BSA-nanoAg odabrane su koncentracije od 0,5,
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1i 1,5 mg Ag/L. Za analizu rane aktivacije stanice su inkubirane 6 h, a za analizu
srednje kasne aktivacije 24 h.

Nakon inkubacije hPBMC s nanoAg-om (tjekom 1 hi 3 h pri 37 °C u mraku),
stanice su oprane dva puta u PBS mediju centrifugiranjem 5 minuta na brzini od 250
X g, da bi se uklonio suviSak nanoAg-a koje bi interferiralo u daljnjim mjerenjima.
Nakon toga se pristupilo mjerenjima na protocnom citometru, kao i pripremi
preparata za konfokalnu i svjetlosnu mikroskopiju.

Prema SCENIHR smjernicama, stanice su kao kontrola ucinka otpustenog ionskog
srebra iz nanogestica tretirane i s Ag” (u obliku AgNO3z) u koncentracijskom podrugju
od 0,01-1 mg Ag/L. Ovo koncentracijsko podrucje temeljeno je na prethodnom
istrazivanju Mili¢ i suradnika u kojem je dokazano da se s povrSine nanoAg-a otpusti
maksimalno 1% iona srebra (9). Takoder, utjecaj samih omotaca evaluiran je po
istom principu. Primjenjene koncentracije za PVP, PLL i AOT (0,3 %, 0,001 % i 0,01
mM) odgovarale su onim koncentracijama koje odgovaraju sadrzaju omotaca u
kolodinim otopinama nanoAg-a pri najviSoj koncentraciji nanoAg-a (25 mg/L)
koriStenoj u pokusima na hPBMC. Uc¢inak samog BSA nije evaluiran jer su prethodna
istraZivanja pokazala da su nanocCestice bazirane na samom BSA hemokompatibilne
(64).

Svi tretmani radeni su na izoliranim stanicama hPBMC posebno za svakog

davatelja.

4.3.4. Evaluacija citotoksi¢nosti nanoAg-a proto¢nom citometrijom

Evaluacija citotoksi¢nih uc€inaka obuhvacala je analizu ulaska nanoAg-a u stanice,
te indukcije stanicne smrti (apoptoze ili nekroze), uslijed okisidativhog stresa
nastalog zbog stvaranja ROS-ova u citoplazmi ili iz mitohondrija stanica nakon
promjene tj. smanjenja mitohondrijskog membranskog potencijala (Aym). Cijeli
proces analiziran je metodom proto¢ne citometrije na citometru FACSCalibur BD
(Beckton Dickinson, Njemacka) s jednim (zelenim) laserom (argon, ex. 488 nm). U
svojoj konfiguraciji ovaj proto¢ni citometar sadrzi tri detektora fluorescencije (FL1
530/30 BP, FL2 582/42 BP i FL3 650 LP). Signal koji proizlazi od rasprSenja svjetla
pod malim kutom (FSC, od eng. forward scatter) detektira se na FSC diodi, a
predstavlja veliinu stanica. Signal koji proizlazi od rasprSenja svjetla pod priblizno

pravim kutem (SSC, od eng. side scatter) detektira se ha SSC detektoru i predstavlja
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unutrasnju granuliranost (kompleksnost) stanice. ProtoCni citometar FACSCalibur je
anlogni sustav, Sto znaCi da se sve prethodno postavljene postavke prilikom
skupljanja stanica ne mogu viSe naknadno mijenjati za vrijeme analize podataka, Sto
nije slu€aj s novim, digitalnim sustavima. Iz toga razloga, Salvati i suradnici (45) u
svom standardiziranom operativnom postupku (SOP) za moguénost usporedbe
razliCitih eksperimenata (koji se odvijaju pod razliCitim postavkama za jakost struje,
napon i optiku) radenih na analognim citometrima, navode obvezu KkoriStenja
normalizacije podataka. Za normalizaciju podataka predlazu nekoliko metoda od
kojih je naj¢eséa tzv. MFI metoda (MFI, od eng. mean fluorescence intensity), te je ta
metoda odabrana u ovom istrazivanju. Ona predstavlja omjer izmedu geometrijske
srednje vrijednosti intenziteta fluorescencije (MFI vrijednosti) tretiranog i netretiranog
(kontrolnog) uzorka (45, 65).

Sve analize citotoksic¢nosti radene su metodom protoéne citometrije, pri Cemu je u
analizi podataka koristena razliCita strategija ogradivanja stanica (eng. gating
strategy) prema vazZecem protokolu (44). Prema tom protokolu ogradivanje stanica
radeno je na toCkastom citogramu (eng. dot plot) veliine i granuliranosti stanica
(FCS (lin)/SSC (log)). Zive stanice koje su internalizirale nanoAg prati porast veligine
SSC, dok FSC ostaje nepromijenjen. Za razliku od njih, stanice koje su usle u
apoptozu ili nekrozu prati porast veli€ine SSC i pad FSC-a. Stoga se za analizu
ulaska nanoAg-a u stanice ograduju samo zive stanice (ogradom se iskljuuju mrtve
stanice i stani¢ni debris), dok se za analizu oksidativnog stresa i smrti stanice
ogradom isklju€uje samo stani¢ni debris, a uklju¢uju sve skupljene hPBMC stanice.
Ova metoda je ovdje odabrana jer predstavlja vazeci protokol, te je opée prihvaéena
zbog svoje prakti¢nosti, lagane izvedivosti i dostupnosti velikom broju laboratorija koji
koriste proto¢nu citometriju u ispitivanju u€inaka nanomaterijala (44, 46, 65). lako je u
ovom radu koristen vazeci protokol za odredivanje ulaska i citotoksi¢nosti
nanoCestica ovom metodom, danas je poznato da je uklju€ivanje fluorescentno
obiliezenih nanocestica ili fluorescentnih boja za vijabilnost pouzdaniji nacin
odredivanja ovih dogadaja uzrokovanih nanoCesticama jer kod malog udjela zZivih
stanica takoder moze doéi do smanjenja FSC-a. Koristenje fluorescentno obiljeZenih
nanocCestice omogucuje njihovo preciznije praéenje i kvantifikaciju unutar stanice u

stvarnom vremenu (65).
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4.3.5. Analiza ulaska nanoAg-a u stanice

Analiza ulaska nanoAg-a u stanice provedena je prema ranije opisanom protokolu
(44), koji propisuje da se sve akvizicije tj. postupci prikupljanja stanica na citometru, a
potom i analize, moraju raditi na 10 000 skupljenih dogadaja (eng. events), pri ¢emu
jedan dogadaj predstavlja jednu stanicu. Autori Salvati i suradnici (45) su u svom
Standardiziranom operativnom postupku (SOP) dokazali da ve¢ i skupljenih 4 000
dogadaja predstavlja reprezentativni uzorak.

S obzirom da nanoAg rasprSuje svjetlo, ulazak nanoAg-a u stanice dokazuje se
povecanjem veli¢ine SSC, odnosno granuliranosti stanice, u odnosu na negativnu
kontrolu (netretirane hPBMC), koja se ocituje kao porast geometrijske srednje
vrijednosti intenziteta fluorescencije (geoMFI). Dokaz ulaska nanoAg-a u stanice jest
porast granuliranosti stanice, tj. MFI (SSC) omjer >1 (65).

Proporcija internaliziranog nanoAg-a odredena je za sve Cetiri vrste nanoAg-a, u

Cetiri koncentracijske i dvije vremenske toCke (navedeno u odjeljku 4.3.3.).

4.3.6. Analiza staniéne smrt stanica

Analiza stani¢ne smrti metodom protoCne citometrije radena je istovremeno uz
analizu ulaska nanoAg-a u stanice. U tu svrhu koristen je komercijalni reagens FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Pharminogen, SAD). Ovaj reagens kit sadrzi
dvije fluorescentne boje: FITC Annexin V koji sluzi za za detekciju stanica u ranoj i
kasnoj apoptozi i propidij jodid (PI) za detekciju primarne i sekundarne nekroze.
Udjeli stanica odredeni su prema sljedeéim kriterijima: stanice u ranoj apoptozi (FITC
Annexin V +/ Pl - ), kasnoj apoptozi-sekundarnoj nekrozi (FITC Annexin V + / Pl +),
primarnoj nekrozi (FITC Annexin V -/ Pl +) i Zive stanica (FITC Annexin V -/ Pl -)
(44, 66).

Nakon tretiranja s nanoAg-om, tretirane i kontrolne (netretirane) hPBMC stanice
resuspendirane su u tzv. vezuju¢em puferu (Hepes / NaOH / NaCl / CacCl,) koji je
nuzan za vezanje FITC Annexin V reagensa. Prema preporukama proizvodaca,
volumen od 5 pL FITC Annexin V i Pl dodan je u 100 uL hPBMC (1x10%/mL). Stanice
su inkubirane 15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon inkubacije, stanice su

bile spremne za skupljanje i analizu na protoénom citometru.

24



Za analizu apoptoze/nekroze koristene su netretirane, obojene hPBMC kao
negativna kontrola, a kao pozitivna kontrola koristene su tzv. FMO (eng.
fluorescence-minus-one) kontrole. To su stanice tretirane s viSom koncentracijom
nanoAg-a u kojoj je dodana samo jedna fluorescentna boja, stoga su ovdje koristene
dvije takve kontrole: FMO-PI i FMO-FITC Annexin V. Koristena je i dvostruko-
obojena pozitivha kontrola (eng. double-stained) u koju su dodane obje fluorescentne
boje. Ove pozitivhe kontrole nuzne su tijekom analize podataka jer se zbog sinteze
apoptotickih tjeleSaca za vrijeme apoptoze stvara heterogena populacija FITC
Annexin V+ / Pl+ dvostruko-pozitivnih stanica. |z tog razloga, analiza podataka je
oteZana, te nije moguce precizno odvojiti pozitivhe od negativnih populacija. Pomoc¢u
FMO kontrola omoguceno je precizno odvajanje dobivenih populacija. Negativha
kontrola (netretirane hPBMC) nuzZna je zbog odredivanja udjela Zivih stanica u izolatu
na kraju pokusa koji se Kkoristi tijekom normalizacije dobivenih rezultata.
Fluorescentni signali tj. MFI vrijednosti prikupljeni su s dva detektora: s FL1 za FITC
Annexin Vis FL2 za PI.

Geometrijske MFI vrijednosti za granuliranost (SSC) i fluorescenciju (FL1 i FL2)
prikupljeni su za istovremenu analizu ulaska nanoAg-a u stanicu i stani¢ne smrti.
Proporcija internalizacije nanoAg-a u stanicu i indukcija apoptoze utvrdene su nakon
normalizacije rezultata s MFI metodom (omjer MFI (tretirane/netretirane); porast
omjera MFI (SSC) >1 je oznaCavao povecanu granuliranost stanica nakon ulaska
nanoAg-a u stanice, a porast omjera MFI (FL1 ili FL2) indukciju apoptoze ili nekroze.

Analiza ulaska nanoAg-a u stanice i analiza stani¢ne smrti ispitala se za sve Cetiri
vrste nanoAg-a (PVP, BSA, AOT i PLL) u razli¢itim koncentracijskim i vremenskim
intervalima (navedeno u odjeljku 4.3.3.).

Prema literaturi, udio Zivih stanica za evaluaciju minimalno toksicne doze literaturno
iznosi > 80% (27). Nakon obrade rezultata preliminarnih pokusa, vrijeme inkubacije
od 1 h i koncentracija nanoAg-a od 1 mg Ag/L (AOT-, PVP- i PLL-nanoAg) pokazali
su prezivljenje kod > 90% stanica; BSA-nanoAg pokazao je takvo prezivljenje stanica
pri koncentraciji od 0,2 mg/L. 1z tog razloga su ovi uvjeti odabrani za daljnje pokuse
analize oksidativnog stresa i genotoksi¢nosti.

Analiza stani¢ne smrti (apoptoze / nekroze) odredena je i za ionsko srebro (Ag®), te

same omotace (PVP, PLL i AOT) u kontrolnim pokusima.
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4.3.7. Analiza oksidativnog stresa u tretiranim stanicama

Razina oksidativnog stresa u tretiranim stanicama odredena je pomocu parametara
promjene mitohondrijskog membranskog potencijala (Awym) i povec¢ana sinteza ROS-
ova, kao glavnih posrednika u mehanizmu smrti stanica apoptozom. U tu su se svrhu
koristile tri fluorescentne boje: dikloro-dihidro-fluorescein diacetat (DCFH-DA, Sigma
Aldrich, Darmstadt, Njemacka) za detekciju razine ukupnih reaktivnih kisikovih
spojeva u stanici, dihidroetidij (DHE, Sigma Aldrich, Darmstadt, Njemacka) za
detekciju razine superoksid radikala i diheksiloksakarbocijanin jodid (DiOCg, Sigma
Aldrich, Darmstadt, Njemacka) za detekciju promjene mitohondrijskog membranskog
potencijala u stanici primjenom ranije opisanih protokola za bojanje i analizu stanica
(47, 49, 59, 67, 68). Koncentrirane otopine DCFH-DA, DHE i DiOCg razrijedene su s
UPW na radne koncentracije od 110 yM, 50 uM i 0,1 uM. Nakon dodavanja
odredenog volumena radnih koncentracija ovih otopina u odredeni volumen
suspenzije hPBMC stanica, konacne koncentracije fluorescentnih boja bile su redom:
5, 25 0,05 pM. Tretirane i kontrolne (netretirane) stanice inkubirane su 30 minuta na
37 °C u mraku s bojama DCFH-DA i DHE, a 15 minuta s DiOCg. Nakon toga, oprane
su s PBS-om od suviska boje centrifugiranjem 5 minuta na 300 x g. Nakon
odlijevanja supernatanta i dodatka 200 mL PBS-a, stanice su bile skupljene za
obradu na proto¢nom citometru.

Tri razliCite vrste kontrola koriStene su za analizu oksidativhog stresa: nativne
(netretirane, neobojene) i netretirane, obojene hPBMC kao negativne kontrole, te
obojene hPBMC tretirane s H,O, kao pozitivha kontrola. Stanice pozitivhe kontrole
tretirane su s 1 yM H,O, u mraku 30 minuta, te oprane u PBS-u (centrifugiranjem 5
minuta na 300 x g). Nakon toga bojane su po gore navedenom protoklolu sa DCFH-
DA, DHE i DIOCg, te na kraju skupljene na protoénom citometru.

Signali fluorescencije DCFH-DA i DIOCg detektirani su na FL1 detektoru, dok je
signal za DHE detektiran na FL2 detektoru. Rezultati su normalizirani MFI metodom
kako je opisano u dijelu Evaluacija citotoksi¢nosti protoénom citometrijom (4.3.5.).

Sva su mjerenja radena na 60 000 prikupljenih hPBMC (od 6 davatelja).
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4.3.8. Vizualizacija hPBMC stanica tretiranih s nanoAg-om

Nakon inkubacije svjezih hPBMC stanica s razliCitim vrstama nanoAg-a, stanice su
centrifugirane u citocentrifugi (Cytofuge 2, Stat Spin, SAD) kroz 10 minuta na brzini
od 30 x g, koristeCi pritom predmetna stakalca. Nakon toga, stanice su fiksirane i
bojane po Pappenheim-u (May-Grunwald / Giemsa), te vizualizirane svjetlosnim
mikroskopom (Olympus BX43, Beckman Coulter, Njemacka) kako bi se odredile
morfoloSke promjene nastale u tretiranim stanicama.

Preciznija vizualizacija ulaska nanoAg-a u stanice radena je pomocu konfokalnog
mikroskopa u refleksnom kontrastnom modu. Tretirane i kontrolne stanice nasadene
su na pokrovnice smjestene u mikrotitatskim plogicama s 12 bunari¢a (5x10° stanica
/ bunari¢) kroz 24 sata. Nakon toga, stanice su odvojene i inkubirane tri sata s
nanoAg-om pri koncentraciji 1 mg Ag/L. Zatim su isprane dva puta u PBS-u i tretirane
sa ledenim metanolom (-20 °C) 3 minute, pa s 0,1% otopinom Triton X-100 u PBS-u
za denaturaciju membrane i ponovno isprane u sterilnom PBS-u. Zatim su obojane
fluorescenthom bojom FITC Phalloidin (Sigma Aldrich, Darmstadt, Njemacka) uz
dodatak 1 yg/mL otopine antitijela u steriinom PBS-u i inkubirane 20 minuta. Nakon
toga dodano je 10 ug/mL Hoechst boje (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
SAD) koja je inkubirana 15 minuta sa stanicama. Pokrovnice su zatim oprane u PBS-
u, osusene, zasticene s medijem Fluoroshield Antifade Mounting Medium (Abcam,
Cambridge, Velika Britanija) i stavljene na predmetna stakalca za mikroskopiranje.
Slike su slikane pomoc¢u Leica TCS SP8 X konfokalnog mikroskopa (Leica,
Munchen, Njemacka) opremljenog s laserom za ekscitaciju u superkontinuumu i
podeSavajuéim spektralnim detektorom. Slike u Z-stack modu uzete su kao dokaz
lokalizacije nanoAg-a u stanicama, a ne na vanjskoj membrani. U tu svrhu koristeni
su odvojeni kanali za slikanje u ImageJ programu (University of Wisconsin-Madison,
Wisconsin, SAD).

4.3.9. Evaluacija genotoksicnosti nanoAg-a alkalnim komet testom

Za evaluaciju genotoksicnih ucinaka, odnosno oste¢enja DNK u hPBMC stanicama
uzrokovana tretmanom s nanoAg-om, Koristila se alkalna inaCica komet testa.
Izolirane hPBMC (1x10%/mL) nasadene su na mikrotitarsku plogicu s 24 bunariéa u

hranjivom mediju (RPMI, Gibco, Njemacka) bez BSA, u CO; inkubatoru (Heraeus,
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Njemacka) u uvjetima 95% vlage, 5% CO, pri temperaturi od 37 °C. Stanice su
tretirane tijekom 3 h s 0,2 i 1 mg Ag/L nanoAg-a. Ove su koncentracije odabrane
prema prijasnjim istrazivanjima u kojima su radeni pokusi s komet testom, a
potvrdene su u ovom radu u evaluaciji citotoksi¢nosti (18, 33). Kontrolne hPBMC
stanice inkubirane su samo s RPMI medijem s jednakim voluimenom UPW koji
odgovara volumenu dodanih nanoAg radnih otopina u pokusima. Za vrijeme
inkubacije, monociti su se zalijepili na dno, a limfociti su ostali rasprSeni u
supernatantu. Nakon tretmana, limfociti su odvojeni i isprani od suviSska nanoAg-a.
Koncentracija im je pode$ena na 10 stanica/mL u RPMI mediju, a 10 pl tako
pripremljene staniCne suspenzije pomijesano je sa 100 pl 0.5%-tne agaroze niskog
talita te naneseno na ve¢ pripremljena stakalca na kojima se nalazilo 200 pl 1%-tne
agaroze normalnog talista (Sigma Aldrich, Darmstadt, Njemacka). Stakalca su nakon
inkubacije 10 minuta na 4°C stavljena u otopinu za lizu tijekom 24 h, te zatim u
otopinu za denaturaciju na 20 minuta. Nakon toga stakalca su prebacena u svjezu
otopinu za denaturaciju u spremnik s puferom za elektroforezu pri pH 13.
Horizontalna elektroforeza radena je pri uvjetima od 25 mV i 300 mA kroz 20 minuta
na 4°C. Nakon neutralizacije sa Tris puferomom (pH 7,5), preparati su bojani u etidij
bromidom (20 mg/L) kroz 10 minuta i pregledani isti dan. Radeno je Sest pokusa (od
Sest donora) napravljenih u duplikatu za svaku vrstu tretmana. U svakom pokusu
analizirano je minimalno 50 kometa po preparatu (100 kometa po uzorku, ukupno
600 kometa). Preparati su analizirani pod fluorescencijskim mikroskopom (Zeiss,
Njemacka) povezanog sa crno-bijelom CCD kamerom i raunalom sprogramskim
paketom za analizu slike kometa (Comet assay; Perceptive Instruments Ltd, Instem,
Velika Britanija).

Za kvantifikaciju oSte¢enja DNK, koristeni su parametri duzine repa kometa (TL, um)

i intenziteta repa (TI, % DNK u repu).

4.3.10. Evaluacija imunomodulatornog u€inka nanoAg-a

Imunomodulatorni uC€inak nanoAg-a ispitao se analizom T- i B-limfocitnog, NK- i
monocitnog stani€nog odgovora, te analizom stani€ne aktivacije monocita i limfocita
pomocu razine izrazaja staniCnih tzv. CD (eng. cluster of differentiation) biljega
(antigena) na povrsini stanica. PovrSinski biljezi limfocita i monocita analizirani su

pomocéu komercijalnih reagensa koji sadrze specifichna monoklonska protutijela
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obiljezena fluorokromom (Beckton Dickinson, Njemacka): BD Multitest CD3
FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC, BD Multitest CD3 FITC/CD16+56 PE/CD45
PerCP/CD19 APC, BD CD69 Vioblue, BD CD14 FITC, BD CD25 PE i BD HLA-DR
PerCP. Analiza je provedena metodom proto¢ne citometrije (citometar BD LSR Il sa
softverima za akviziciju BD FACSDiva 8.0.1. i za analizu FloJo, Beckton Dickinson,
Njemacka). Za razliku od analognog sustava na kojemu se odredivala stani¢na smrt,
ulazak nanoAg-a u stanice i oksidativni stres, ovaj sustav je digitalan i ne zahtijeva
naknadnu normalizaciju rezultata.

Analiza se radila na izoliranim hPBMC stanicama iz uzoraka pune krvi prikupljenih
od ukupno tri zdrava dobrovoljca, a akvizicija i analiza radila se na 10 000 skupljenih
dogadaja (stanica) po uzorku (ukupno 30 000 stanica). Analizirani su povrSinski
biljlezi CD3, CD4, CD8, CD14, CD16+56, CD19, CD25, CD69 i HLA-DR, koji
definiraju pojedine leukocitne subpopulacije i odreduju njihove funkcije.

Prije pocetka stimulacije odredio se broj stanica i podesio na koncentraciju 1x10°
stanica po mL RPMI medija u dodataka 10% fetalnog govedeg seruma (FBS, od eng.
foetal bovine serum), koja je propisana od strane proizvodaca reagensa (protutijela).
Pokusne stanice su inkubirane s Cetiri vrste nanoAg-a u tri razliCite koncentracije:
0,5, 1i1,5 mg Ag/L za BSA-nanoAg, 1, 2 i 3 mg Ag/L za AOT-nanoAg, PVP- nanoAg
i PLL-nanoAg, u dva razli¢ita vremena inkubacije za limfocite (6 h za ranu i 24 h za
srednje kasnu aktivaciju), te u jednom vremenu inkubacije za monocite (24 h), pri
temperaturi 37°C i pri 5% CO,. U svaki pokus ukljuena je negativnha kontrola
(netretirane, neobojene stanice) =za diskriminaciju pozitivnog i negativhog
fluorescentnog signala i pozitivna kontrola (stanice stimulirane s PMA (25 ug/mL) i
ionomicinom (1uM)) za dokaz pozitivnog odgovora na stimulans. Takoder su u svaki
pokus uklju¢ene analize stanica tretiranih samim omotaCima (PVP, PLL i AOT) i
ionskim srebrom (u obliku AgNOs3), kako bi se odredio njihov doprinos aktivaciji
stanica.

Nakon inkubacije stanice su oprane u PBS-u centrifugiranjem pri brzini od 400 x g.
Nakon pranja, talog stanica je resuspendiran u PBS-u i podijeljen na volumene
prilagodene za bojanje s monoklonskim protutijelima obiljeZzenim fluorokromom.
Takoder su u staniCne suspenzije dodani reagensi za vijabilnost (BD Viobility
405/520) i FcR blok, te su inkubirani prema preporukama proizvodaca reagensa.
Nakon ispiranja suviSka reagensa, stanice su bile spremne za analizu protoCnom

citometrijom.
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U ovom dijelu odredivao se udio stanica (%) koje izrazavaju navedene povrsinske i
aktivacijske biljege i geoMFI za pomagacke i citotoksi¢ne T-limfocite, prije i poslije
tretmana s niskim (netoksi¢nim) koncentracijama nanoAg-a (tretirani uzorak u

odnosu na netretirani uzorak, tj. negativnu kontrolu).

4.3.11. Statisticke metode

Svi podaci prikazani su numericki i opisani su kao aritmetiCka sredina mjerenja i
standardno odstupanje od aritmeticke sredine (xxSD) u sluCajevima normalne
raspodjele. U ostalim slu€ajevima podaci su bili opisani medijanom i granicama
interkvartilnog raspona (IR). Samo su u slu¢aju analize genotoksi¢nosti rezultati bili
opisani medijanom i rasponom od minimalne do maksimalne vrijednosti jer je u svim
rasponima rezultata intenziteta repa kometa minimalna vrijednost bila nula.
Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirane su Shapiro-Wilkovim testom.

U analizi citotoksicnosti koja je obuhvacala stanicnu smrt, testirale su se razlike vise
nezavisnih skupina koje su obuhvacale netretiranu (kontrolnu) skupinu, te pokusne
skupine tretirane s Cetiri vrste nanoAg-a u nekoliko koncentracijskih i vremenskih
toCaka. NumeriCke varijable bile su normalno raspodijeljene, stoga su se razlike
testirale jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s post hoc Dunnettovim
testom.

U analizi citotoksi¢nosti koja se odnosi na ulazak nanoAg-a u stanice, numericke
varijable nisu bile normalno raspodijeljene. Testirane su razlike nekoliko nezavisnih
skupina kao i kod analize stani¢ne smrti, ali u ovom slu€aju Kruskal-Wallisovim
testom, uz post hoc Dunnov test.

U analizi citotoksi¢nosti u kojoj je analiziran oksidativni stres produkcijom ROS-ova,
testirana je razlika izmedu dviju nezavisnih skupina (kontrolnih i pokusnih, tj.
netretiranih i tretiranih) za sve vrste nano-Ag-a. Numeri¢ke varijable bile su normalno
rasporedene, pa su razlike testirane pomocu Studentovog t-testa. U analizi promjene
mitohondrijskog membranskog potencijala testirane su razlike izmedu dvije
nezavisne skupine kao i kod analize produkcije ROS-ova. U ovom slucaju varijable
nisu bile normalno rasporedene, stoga su razlike testirane Mann-Whitneyevim U-
testom.

Rezultati analize genotoksi¢nosti tj. komet testa radenih u duplikatu usporedeni su

jednosmjernom analizom varijance (ANOVA) s post-hoc Scheffé modifikacijom. S
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obzirom da se rezultati pojedinih uzoraka nisu statistiCki znacCajno razlikovali, svi
podaci (100 kometa po pokusu) su analizirani zajedno.

U analizi rezultata imunomodulatornih ucinaka testirale su se razlike viSe nezavisnih
skupina koje su obuhvacale netretiranu (kontrolnu) skupinu, te pokusne skupine
tretirane s Cetiri vrste nanoAg-a u nekoliko koncentracijskih i vremenskih toCaka.
NumeriCke varijable nisu bile normalno rasporedene, stoga su se razlike testirale
Kruskal-Wallisovim testom, uz post hoc Dunnov test. U analizi izrazaja povrSinskih
receptora CD4 i CD8 na pomagackim odnosno citotoksi¢nim T-limfocitima, testirana
je razlika izmedu dviju nezavisnih skupina (kontrolnih i pokusnih, tj. netretiranih i
tretiranih) za sve vrste nano-Ag-a. NumeriCke varijable bile su normalno
rasporedene, pa su razlike testirane pomoc¢u Studentovog t-testa.

U kontrolnim pokusima citotoksi¢nosti, odnosno stani¢ne smrti uzrokovane samim
omotacima i ionskim srebrom, testirana je razlika dviju nezavisnih skupina (kontrolne-
netretirane i pokusne-tretirane). Varijable su slijedile normalnu raspodijelu, stoga su
razlike testirane pomoc¢u Studentovog t-testa. U kontrolnim pokusima
imunomodulatornih uc€inaka samih omotacCa i ionskog srebra, takoder su testirane
razlike dviju nezavisnih skupina kao i u kontrolnim pokusima stani¢ne smrti. U ovom
slu€aju varijable nisu slijedile normalnu raspodjelu, pa su razlike testirane Mann-
Whitneyevim U-testom.

S obzirom na zadane ciljeve, kod konacne obrade, prikaza i rasprave rezultata
najviSe nas je zanimalo ostvaruju li razliCite vrste nanoAg-a toksi¢ne i modulatorne
ucinke na humane imunolosSke stanice. |1z tog razloga, u slu€aju viSestrukih usporedbi
u poglavliju Rezultati prikazane su samo razlike izmedu tretiranih i netretiranih tj.
kontrolnih stanica.

Za sve statistiCke analize koristen je statistiCki program Statistica (inaCica 12.0,
Statsoft Inc., Tulsa, SAD). Sve p vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti

postavljena je na a=0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Karakterizacija i stabilnost sintetiziranih nanoCestica

Cilj sinteze bio je pripremiti srebrne nanocestice sfericnog oblika i promjera oko 10
nm. Evaluacijom fizikalno-kemijskih svojstava pomocéu nekoliko razliitih metoda
potvrdeno je da sve vrste nanoAg-a imaju Zeljenu koloidnu stabilnost i svojstva.

Podaci dobiveni ELS metodom potvrdili su pozitivan ¢ potencijal za PLL-nanoAg,
dok su ostale vrste nanoAg-a imale negativan ¢ potencijal (Tablica 5.1). lako je PVP-
nanoAg stabiliziran neutralnim omotacem, pokazao je slabo negativan { potencijal
koji je rezultat BH, aniona koji se vezu na povrSinu PVP-nanoAg-a za vrijeme
sinteze. Ukupni negativni potencijal BSA molekule dao je negativni ¢ potencijal BSA-
nanoAg-a.

Udio slobodnih srebrnih iona (% Ag*) izmjeren je metodom GFAAS u filtratima
dobivenim centrifugalnim ultrafiltriranjem dispergiranih nanocestica, te je maksimalno
iznosio 1,1 % (Tablica 5.1).

Metodom DLS dobivene su vrijednosti za hidrodinamicki promjer (dy, nm) koje su
proiza$le iz distribucije veli¢ine prema volumenu (Tablica 5.1). Primarni promjer (d,
nm) nanocCestica odreden TEM metodom proizasao je iz presjeka povrSine nanoAg-
a, te je bio u rasponu od 10,7 do 14,3 nm (Slika 5.1), pri C¢emu je DLS pokazao da se

radi o bimodalnoj raspodijeli veliine (Tablica 5.1).

Tablica 5.1. Fizikalno-kemijska svojstva razli¢itih vrsta nanoAg-a prema povrSinskom

omotacu.
Udio (%) srednje A
Tip nanoAg du (nm) vrijednosti ¢ potencijal (mV) Udf S/O)

volumena g

AOT-nanoAg ;gi f gg 97282 -39.8+3.8 0.4
58+1.6 94.8

PVP- A -19.3+2.6 0.4
nanoAd | 29.8+6.1 5.2
8.8+0.9 95.7

PLL- A 406+1.5 1.1
nanoid | s2.6+16.3 4.3

BSA-nanoAg | 4 1%33 86.3 ~10.6 + 3.2 0.8
58.4 + 18.1 13.7
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Slika 5.1. Prikaz oblika i veli€ine razliCitih vrsta nanoAg-a prema omotacu pomocu

transmisijske elektronske mikroskopije (TEM). Skala veli€ine prikazuje 100 nm.

Nadalje, odredena je koloidna stabilnost svih vrsta nanoAg-a u PBS mediju jer je to
bio medij u kojima su izolati hPBMC stanica otopljeni. Zbog velike ionske jakosti
PBS-a oCekivala se destabilizacija nanoAg-a.

U PBS mediju sve vrste nanoAg-a znacajno su aglomerirale $to je vidljivo iz
rezultata prikazanih u Tablici 5.2. U tom se mediju pojavila populacija nanoCestica
Cija je veliCina bila oko 200 nm ili vec¢a, te je predstavljala zna€aj udio (> 80%)
ukupne populacije. Takvo ponaSanje bilo je oCekivano s obzirom na veliku ionsku

jakost PBS medija koja je destabilizirala nanoAg.

Tablica 5.2. Koloidna stabilnost razli¢itih vrsta nanoAg-a prema omotacu u PBS mediju bez i
sa dodatkom stanica (PBS / PBS+hPBMC).

Tip PBS _ PBS + hPBMC

nanoAg du, nM ¢ P?:T?\f/\;illal % Agt | M rr:]rgtf\ga/ % Ag"
§ :

ﬁ;:(-)Ag 328.3498.7 1(%5/%2)) 191442 | 03 79658 | 0.1

EX:;—AQ ) 0182.97;687'.17(?9?2" )| ~137£33 | 01 714 + 43 0.3

ranony | 51251014 oy | 4125 | 08 | saze2 | 04

anoAq | 1957 5564 (o8 | 154228 | 07 | 8@e74 | 02
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U mediju PBS+hPBMC nije bilo moguce odrediti distribuciju veli¢ina DLS metodom,
no vizualnim pregledom je uoCeno da su sve vrste nanoAg-a bile jako dobro
dispergirane zbog dodatne stabilizacije proteinima koji su bili prisutni u tom mediju.
Analizom proteina utvrdeno je da se u tom mediju nalazi oko 24 mg/L slobodnih
proteina koji su odmah nakon unosa nanoAg-a u taj medij usli u interakciju i
adsorbirali se na povrSinu nanoAg-a. Postojanje proteinske korone potvrdeno je na
povrsini svih vrsta nanoAg-a u PBS+hPBMC mediju (Tabllica 5.2).

Otapanje nanoAg-a znacajno je smanjeno u oba medija velike ionske jakosti (PBS i
PBS+hPBMC). Koli€ina slobodnih iona u mediju sa stanicama bila je u rasponu od
0,1 do 0,4 %, a u samom PBS-u do 0,8 %. (Tablica 5.2). Smanjenje razine slobodnih
Ag® iona u PBS-u moZe se objasniti aglomeriranjem nanoAg-a ¢ime im se smanjuje
slobodna povrSina dostupna za proces otapanja, ali i mogucim stvaranjem netopivih
AgCl soli u tom mediju. U PBS+hPBMC mediju se smanjenje otapanja dogodilo

uslijed dodatne stabilizacije nanoAg-a stvaranjem proteinske korone.

5.2. Ulazak nanoAg-a u stanice i citotoksicni ucinci

Svjeze izolirane hPBMC stanice tretirane razliitim nanocCesticama srebra prema
omotacu vizualno su pregledane pod svjetlosnim mikroskopom, Cime su se uocile
brojne citomorfoloSke promjene stanica, te nastanak apoptotickih tjeleSaca, kao i
ulazak nanoAg-a u stanicu putem endocitoze (Slika 5.2). Kod svih tretmana su
uocene znacajne strukturalne promjene u vidu grubog kromatina i uvecanih jezgara,
pojave apoptotickih tjeleSaca, nekroticne stanice, te povecan broj vezikula u
citoplazmi.

Odredivanje citotoksiCnosti nanoAg-a proto¢nom citometrijom provedeno je u
nekoliko faza: (1) istovremenom analizom ulaska nanoAg-a u stanice i stani¢ne smrti
u vidu apoptoze i/ili nekroze, (2) analizom stvaranja ROS-ova i (3) mjerenjem
promjene mitohondrijskog membranskog potencijala.

U prvom dijelu analize citotoksi¢nosti uoCeno je da sve Cetiri vrste nanoAg-a
induciraju apoptozu, ali i nekrozu hPBMC ovisno o vremenu izloZenosti i koncentraciji
(Slike 5.3-5.6). Takoder, indukcija apoptoze uvjetovana je i vrstom nanoAg-a s
obzirom na vrstu povrSinskog omotaca. Jako negativne nanocestice (AOT-nanoAg)
znaCajno su inducirale apoptozu (3% stanica u ranoj i 20,5% stanica u kasnoj

apoptozi) ve¢ nakon inkubacije od 1 h pri koncentraciji AOT-nanoAg-a od 10 mg
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Ag/L, dok je udio apoptotinih stanica znacCajno porastao nakon 3 sata vel pri
koncentraciji od 5 mg Ag/L (23,5% u kasnoj apoptozi), a inducirala se i nekroti¢na
smrt stanica (17,2%) (Slike 5.4-5.6).

(b) 7 ©

(d)

%
Slika 5.2. Vizualizacija kontrolnih i tretiranih hPBMC stanica pod svjetlosnim mikroskopom.
Kontrolni, netretirani limfocit (a) i monocit (b). Stanice tretirane s AOT-, PVP-, PLL- i BSA-
nanoAg-om sadrZe brojne citomorfoloS8ke promjene. Vezikule u limfocitu (gore lijevo) i
apoptoticka tjeleSca (dolje desno) nakon tretmana s AOT-nanoAg-om (c). Velike strukturalne
promjene u vidu grubog kromatina i apoptotickih tjeleSaca na limfocitima i monocitu nakon
tretmana s PVP-nanoAg-om (d). Stanice u nekrozi (gore lijevo) i apoptozi (dolje desno)
nakon tretmana s PLL-nanoAg-om (e). Endocitotske vezikule u citoplazmi, uvecana
multilobulirana jezgra i grubi kromatin u monocitu nakon tretmana s BSA-nanoAg-om (f).

Skala veli¢ine je 10 pm.

Neutralne nanocestice (PVP-nanoAg) pokazale su slican ucinak, ali su inducirale
apoptozu i nekrozu u znatno ve¢em udjelu stanica. Nakon inkubacije od 1 h pri
koncentraciji od 10 mg Ag/L, izazvale su kasnu apoptozu kod ¢ak 43,2% stanica
(Slika 5.5), a nekrozu u 17,2% stanica (Slika 5.6). Sli¢an ucinak zapazen je nakon
inkubacije od 3 h pri nizoj koncentraciji PVP-nanoAg-a (5 mg Ag/L) gdje 48,6%

stanica otiSlo u kasnu apoptozu (Slika 5.5), a 18,6% stanica u nekrozu (Slika 5.6).
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Pozitivno nabijene nanocestice (PLL-nanoAg) pokazale su znatno vecéu toksi¢nost,
jer je koncentracija od 5 mg Ag/L ve¢ nakon 1 h inkubacije izazvala kasnu apoptozu
kod 61,5% stanica (Slika 5.5) i nekrozu kod 10,2% stanica (Slika 5.6). Najveéa
toksiCnost zabiljezena je kod tretmana s BSA-nanoAg-om kod kojih je ve¢ nakon 1 h
pri koncentraciji od 5 mg Ag/L 66% stanica bilo u kasnoj apoptozi (Slika 5.5), a 18%
stanica u primarnoj nekrozi (Slika 5.6).

Analizom rezultata prezivjelih stanica zaklju¢eno je kako je > 90% hPBMC stanica
prezivielo jedino kod koncentracije nanoAg-a od 1 mg Ag/L nakon jednosatne

inkubacije, dok je za BSA-nanoAg ta koncentracija bila znantno niza (0,2 mg Ag/L)
(Slika 5.3).
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Slika 5.3. Uc¢inak razli¢itih koncentracija AOT-, PVP-, PLL- i BSA-nanoAg-a na udio (%) zivih
stanica u odnosu na netretirane stanice (NEG) nakon 1 h (bijeli stupci) i 3 h (sivi stupci)
izlozenosti. Rezultati ukupne analize svih mjerenja dobivenih iz 6 neovisnih pokusa (n=6)
prikazani su kao aritmeticka sredina i standardno odstupanje. Rezultati statisticke analize

ANOVA testom (uz post hoc Dunnett) oznaleni zvjezdicom (*) statisticki se znacajno
razlikuju od kontrole (p<0,05).
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Slika 5.4. Uc€inak razli€itih koncentracija AOT-, PVP-, PLL- i BSA-nanoAg-a na udio (%)
stanica u ranoj apoptozi u odnosu na netretirane stanice (NEG) nakon 1 h (bijeli stupci) i 3 h
(sivi stupci) izlozenosti. Rezultati ukupne analize svih mjerenja dobivenih iz 6 neovisnih
pokusa (n=6) prikazani su kao aritmetiCka sredina i standardno odstupanje. Rezultati

statistiCke analize ANOVA testom (uz post hoc Dunnett) oznaceni zvjezdicom (*) statistiCki
se znacajno razlikuju od kontrole (p<0,05).
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Slika 5.5. Uc¢inak razli€itih koncentracija AOT-, PVP-, PLL- i BSA-nanoAg-a na udio (%)
stanica u kasnoj apoptozi u odnosu na netretirane stanice (NEG) nakon 1 h (bijeli stupci) i 3
h (sivi stupci) izlozenosti. Rezultati ukupne analize svih mjerenja dobivenih iz 6 neovisnih
pokusa (n=6) prikazani su kao aritmeticka sredina i standardno odstupanje. Rezultati

statistiCke analize ANOVA testom (uz post hoc Dunnett) oznaceni zvjezdicom (*) statistiCki
se znacajno razlikuju od kontrole (p<0,05).
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Slika 5.6. UcCinak razli€itih koncentracija AOT-, PVP-, PLL- i BSA-nanoAg-a na udio (%)
stanica umrlih primarnom nekrozom u odnosu na netretirane stanice (NEG) nakon 1 h (bijeli
stupci) i 3 h (sivi stupci) izlozenosti. Rezultati ukupne analize svih mjerenja dobivenih iz 6
neovisnih pokusa (n=6) prikazani su kao aritmetiCka sredina i standardno odstupanje.

Rezultati statisticke analize ANOVA testom (uz post hoc Dunnett) oznaceni zvjezdicom (*)
statistiCki se zna€ajno razlikuju od kontrole (p<0,05).
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10

Slika 5.7. Primjer analize apoptoze/nekroze stanica u toCkastom citogramu metodom
proto¢ne citometrije (sofverski program CellQuest). Kontrolne hPBMC za pozitivnhu kontrolu,
odnosno za postavljanje kvadranta, tretirane su 1 h s 1 mg Ag/L nanoAg-a, a pokusne
stanice su tretirane 1 h s 5 mg Ag/L nanoAg-a. Za potrebe analize koriStene se Cetiri
kontrole: negativna - netretirane, neobojene stanice (a), pozitivna FMO-PI kontrola — tretirane
stanice obojane samo s FITC Annexin-om V (b), pozitivna FMO-FITC Ann V kontrola —
tretirane stanice obojene samo s Pl (c), dvostruko obojena pozitivha kontrola — tretirane
stanice obojene s FITC Annexin V i Pl (d). Sve pokusne stanice su dvostruko obojane. Na
ovom primjeru analize prikazane su pokusne stanice tretirane s: PVP-nanoAg-om (e), BSA-
nanoAg-om (f), AOT-nanoAg-om (g) i PLL-nanoAg-om (h). U donjem lijevom kvadrantu su
Zive stanice, u donjem desnom ranoapoptoticke, u gornjem desnom kasnoapoptoticke, a u

ljevom gornjem kvadrantu stanice u primarnoj nekrozi.
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Prema srednjim vrijednostima udjela prezivjelih stanica inkubiranih 1 h s minimalno
toksicnom koncentracijom (1 mg Ag/L), mozemo zaklju€iti da najmaniji citotoksicni
potencijal imaju AOT-nanoAg (92,8%), a zatim redom PVP-nanoAg (92%) i PLL-
nanoAg (90,8%); BSA-nanoAg ima prezivljenje od 92,5% stanica, ali pri znatno nizoj
koncentraciji (0,2 mg Ag/L) (Slika 5.3). Do takvog zakljuCka takoder mozemo doci
promatrajuci srednje vrijednosti udjela umrlih stanica, no vazno je napomenuti da su
rezultati pokazali kako stanice tretirane s PLL- i AOT-nanoAg-om viSse umiru
apoptozom, a stanice tretirane s BSA- i PVP-nanoAg-om vise umiru nekrozom (Slike
5.4-5.6). To je vidljivo i na primjeru analize apoptoze / nekroze stanica u toCkastom

citogramu (Slika 5.7).
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Slika 5.8. Analiza citotoksi¢nosti ionskog srebra i omota¢a (AOT, PVP i PLL) na udio (%)
zivih (bijeli stupac), ranoapoptoti¢kih (svijetlosivi stupac), kasnoapoptoti¢kih (tamnosivi
stupac) i nekroti¢kih (crni stupac) stanica nakon 3 sata izloZzenosti. Rezultati ukupne analize
svih mjerenja dobivenih iz 6 neovisnih pokusa (n=6) prikazani su kao aritmeti¢ka sredina i
standardno odstupanje. Rezultati statistiCke analize Studentovim t-testom pokazali su da

nema statisticki znacajne razlike izmedu kontrolnog (QC) i tretiranih uzoraka (p<0,05).

U svrhu procjene doprinosa samih omotaca citotoksi¢nosti nanoAg-a, hPBMC
stanice tertirane su 3 h s vodenom otopinom omotaca (PVP, PLL, AOT) u onogj
koncentraciji u kojoj se nalaze rasprSeni u otopini nanoAg-a koncentracije 25 mg/L.

lako nisu statistiCki znacCajni, rezultati su pokazali da sami PVP omotaC ne utjeCe
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znaCajno na vijabilnost stanica, odnosno na promjene udjela pojedinih stanicnih
populacija, dok AOT i PLL blago induciraju ranu apoptozu (Slika 5.8).

Kontrolni pokus s ionima srebra (u obliku AgNO3) pokazao je da Ag® ne utjecu
zna¢ajno na vijabilnost hPBMC u koncentraciji 1 mg Ag*/L (Slika 5.8). 1z ovih
kontrolnih pokusa mozemo zakljuiti da sami omotaci kao ni ioni srebra ne
interferiraju s rezultatima ispitivanja citotoksicnosti nanoAg-a.

Prilikom analize stani¢ne smrti proto€nom citometrijom, istovremeno se mjerio i
ulazak nanoAg-a u hPBMC stanice odredivanjem porasta rasprdenja svjetla pod
pravim kutem (SSC). Rezultati su pokazali da je porast SSC-a, odnosno

internalizirana koncentracija proporcionalna primjenjenoj i to kod svih vrsta nanoAg-
a, dok vremenska ovisnost nije uo¢ena (Slika 5.9).
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Slika 5.9. Analiza proporcije ulaska razliCitih vrsta nanoAg-a u stanice porastom
koncentracije u odnosu na negativnu kontrolu (QC). Stanice hPBMC su bile izlozene
nanoAg-u kroz 1 h (bijeli stupci) i 3 h (sivi stupci). Rezultati mjerenja su normalizirani prema
kontroli (QC), te predstavljaju relativhu proporciju internalizacije (SSC (relativ)). Rezultati
ukupne analize 6 neovisnih pokusa (n=6) prikazani su kao medijan i interkvartilni raspon.
Rezultati statisticke analize Krskal-Wallisovim testom (uz post hoc Dunnov test) oznaceni

to¢kom (°) statisticki se znacajno razlikuju od kontrole, uz razinu znacajnosti p<0,05.
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PLL-nanoAg pokazao je najveci porast SSC-a kod primjenjenih koncentracija. PVP- i
AOT-nanoAg pokazali su sli¢an trend u porastu SSC-a, uz znacajan porast tek pri
najvisoj ispitivanoj koncentraciji (25 mg Ag/L), dok je BSA-nanoAg pokazao znacajan
porast ve¢ pri koncentraciji od 10 mg Ag/L (Slika 5.9).

Valja napomenuti da je u ovom slucaju primjenjena posebna strategija ogradivanja
stanica, pri ¢emu je analiza radena na ogradi iskljuCivo zivih stanica. Na taj nacin
odvojile su se Zive stanice od stanica u apoptozi koje takoder daju porast signala za
SSC. Time se izbjeglo lazno poveéanje SSC-a koje ne potjeCe od ulaska nanoAg-a u
stanice (Slika 5.10).
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Slika 5.10. RazliCite strategije ogradivanja stanica u analizi ulaska nano-Ag-a u stanice i
staniCne smrti (apoptoze) na toCkastom dijagramu veli€ine (FSC-H) i zrnatosti (SSC-H).
Stanice unutar ograde R1 predstavljaju sve Zive hPBMC, a unutar ograde R2 sve hPBMC
skupliene na citometru u jednom pokusu. Na citogramima a) i ¢) su kontrolne, netretirane
hPBMC koje sluZze za postavljanje ograde. Na citogramu b) primjer je ogradivanja Zivih
hPBMC za analizu ulaska nano-Ag-a u stanice nakon tretmana. Na citogramu d) primjer je
ogradivanja svih skupljenih hPBMC za analizu apoptoze nakon tretiranja s nanoAg-om.
Ogradivanje se izvodi na kontrolnim stanicama, a zatim se takva ograda preslika na tretirane

stanice.
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Medutim, klasiéhom protoCnom citometrijom nije moguce jasno razlikovati
adsorpciju nanoAg-a na povrsinu stanica od internalizacije u stanice. U tom slu€aju
doSlo bi do malog, ali nedovoljnog porasta rasprSenja svjetla pod malim kutem
(FSC), no to ne bi bila egzaktna potvrda adsorpcije, odnosno internalizacije.
Vizualizacija stanica CLSM mikroskopom uz primjenu refleksnog kontrastnog moda
konacCan je dokaz internalizacije nanoAg-a u citoplazmu, kao i u jezgru hPBMC
stanica (Slika 5.11).

Slika 5.11. Precizna vizualizacija ulaska nanoAg-a u stanice i unutarstani¢ne lokalizacije
nanoAg-a mikroskopskom metodom CLSM s modom kontrasne refleksije. Netretirane
(kontrolne) stanice (a) usporedene su sa stanicama tretiranim s AOT-nanoAg-om (b), PVP-
nanoAg-om (c) i PLL-nanoAg-om (d). Slike prikazuju Z-projekcije stanica maksimalnog
intenziteta. Bojanje nukleinskih kiselina iz jezgre radeno je pomocu Hoechst 33258
fluorescentne boje (plavo), dok CLSM reflektirajuéi signali (crveno) oznaavaju nanoAg

lokalizirane u jezgri i citoplazmi hPBMC stanica (b, c, d).
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U zadnjoj fazi procjene citotoksi¢nosti analiziran je odgovor hPBMC stanica na
oksidativni stres izazvan djelovanjem razliCitih vrsta nanoAg-a u minimalno toksic¢noj
koncentraciji, odnosno koncentraciji pri kojoj je ranije utvrdeno da prezivi >90%
stanica (1 mg Ag/L) u dvije vremenske tocke (1 h i 3 h). Rezultati analize rezultata
dobivenih proto€nom citometrijom s DHE i DCFH-DA fluorescentnim bojama pokazali
su da sve vrste hanoAg-a znacajno povecavaju razinu ROS-ova u hPBMC stanicama
(Slika 5.12). Produkcija superoksid-radikala odvija se slicno za sve tipove nanoAg-a
bez obzira na vrijeme inkubacije, dok su peroksi-radikali detektirani samo u
stanicama koje su tretirane 1 h s AOT-, PVP- i PLL-nanoAg-om (Slika 5.12).
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Slika 5.12. Analiza oksidativnog stresa. Stanice hPBMC su tretirane razli€itim vrstama
nanoAg-a u minimalno toksi¢noj koncentraciji nakon 1 h (bijeli stupci) i 3 h (sivi stupci)
inkubacije. Razina produkcije superoksid-radikala odredena je pomoc¢u fluorescentne boje
DHE (a), a peroksi-radikala pomo¢éu DCFH-DA (b). Rezultati ukupne analize dobiveni iz 6
neovisnih pokusa (n=6) prikazani su kao aritmetiCka sredina relativnog intenziteta
fluorescencije (MFI) i standardno odstupanje u odnosu na negativnu kontrolu (QC). Rezultati
statistiCke analize Studentovim t-testom oznaceni tockom () statisticki se zna€ajno razlikuju
od kontrole (p<0,05).
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Slika 5.13. Primjer histogramske analize produkcije ROS-ova (sofverski program CellQuest).

Za detekciju peroksi-radikala stanice su bojane fluorescentnom bojom DCFH-DA nakon
tretiranja s: PVP-nanoAg (a), BSA-nanoAg (b), AOT-nanoAg (c) i PLL-nanoAg (d). Na svim

histogramima vidljiv je porast fluorescencije (FL1-H) tretiranih hPBMC (rozo) u odnosu na

negativhe kontrole (ljubi¢asto i zeleno). Pozitivha kontrola (plavo) je potrebna u svakom

pokusu kao dokaz pozitivhog signala fluorescencije u prisutnosti ROS-ova (tretman s

vodikovim peroksidom).
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Slika 5.14. Primjer histogramske analize produkcije ROS-ova (sofverski program CellQuest).
Za detekciju superoksid-radikala stanice su bojane fluorescentnom bojom DHE nakon
tretiranja s: PVP-nanoAg (a), BSA-nanoAg (b), AOT-nanoAg (c) i PLL-nanoAg (d). Na svim
histogramima vidljiv je porast fluorescencije (FL2-H) tretiranih hPBMC (rozo) u odnosu na
negativne kontrole (ljubiCasto i zeleno). Pozitivna kontrola (plavo) je potrebna u svakom
pokusu kao dokaz pozitivnog signala fluorescencije u prisutnosti ROS-ova (tretman s

vodikovim peroksidom).
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Slika 5.15. Analiza promjene mitohondrijskog membranskog potencijala (Awgm) bojanjem
fluorescentnom bojom DiOCs nakon izloZenosti razli€itim vrstama nanoAg-a kroz 1 h (bijeli
stupci) i 3 h (sivi stupci) inkubacije. Rezultati ukupne analize dobiveni iz 6 neovisnih pokusa
(n=6) prikazani su kao medijani i interkvartilni raspon relativnog intenziteta fluorescencije
(MFI). Rezultati statistiCke analize Mann-Whitneyevim U-testom oznaceni tockom ()

statistiCki se znacajno razlikuju od kontrole (QC) (p<0,05).

Evaluacijom promjena mitohondrijskog membranskog potencijala (Aym), rezultati su
pokazali zna€ajno smanjenje fluorescencije DiIOCG6 kod tretiranih stanica u odnosu na
netretirane (kontrolne) stanice za sve vrste nanoAg-a u oba inkubacijska razdoblja
(Slika 5.15).

Primjeri histogramske analize podataka za fluorescenciju prikupljenih na proto¢nom
citometru u analizi produkcije ROS-ova prikazani su na Slikama 5.12 i 5.13, a primjer

analize deplecije mitohondrijskog membranskog potencijala prikazan je na Slici 5.16.
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Slika 5.16. Primjer histogramske analize deplecije mitohondrijskog membranskog potencijala
(Ay) (sofverski program CellQuest). Stanice su bojane fluorescentnom bojom DiOCg nakon
tretiranja s: PVP-nanoAg (a), BSA-nanoAg (b), AOT-nanoAg (c) i PLL-nanoAg (d). Na svim
histogramima vidljiv je pad fluorescencije (FL1-H) tretiranih hPBMC (rozo) u odnosu na

negativnu, obojenu kontrolu (zeleno).
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5.3.  Genotoksi¢ni u€inci nanoAg-a na limfocite

Evaluacija genotoksiCnosti nanoAg-a na limfocitima radena je alkalnim komet
testom. Svaka vrsta nanoAg-a testirana je u dvije koncentracije — 0,2 i 1 mg Ag/L.
Rezultati su pokazali zna€ajan porast duzine repa (TL) i intenziteta (T1) svih nanoAg-
a ovisno o koncentraciji (Tablica 5.3). Niza koncentracija PVP- i BSA-nanoAg-a (0,2
mg Ag/L) nije inducirala znacajan porast TL. ZnacCajne promjene nije bilo ni za Tl (%
DNK u repu) u stanicama tretiranim s nizom koncentracijom PLL- i PVP-nanoAg-a.
AritmetiCka sredina i medijani duzine repa kometa imali su sli¢ne vrijednosti kod svih
vrsta nanoAg-a, dok je maksimalna vrijednost raspona bila znatno veca od
aritmetiCke sredine uvecane za standardno odstupanje. NajviSa vrijednost intenziteta
repa zabiljeZzena je za stanice tretirane viSom koncentracijom BSA-nanoAg-a, kod
kojeg je zabiljezen i najvecéi raspon izmedu minimalne i maksimalne vrijednosti
(Tablica 5.3).

Tablica 5.3. Rezultati analize genotoksi¢nosti u limfocitima. Stanice su tretirane razli€itim
vrstama nanoAg-a u dvije koncentracije. Rezultati su dobiveni na analizi ukupno 100 kometa
u 6 neovisnih pokusa (n=6, ukupno 600 kometa). Statisticka analiza radena je ANOVA
testom s post-hoc Scheffé modifikacijom. Statisticki znacajne razlike u vrijednostima
duzine (TL) i intenziteta (TI) repa kometa izmedu tretiranih i kontrolnog uzorka oznacene su

zvjezdicom (*), uz razinu znacajnosti p<0,05.

TL (pm) Tl (% DNK u repu)
NanoAg | mgiL) | xtsp | Medijan (min- | X £SD | Medijan | RasPon

max.) ( .-max.)

Kontrola | 0 33.&;(; 16.25 gfgg +o(.)3g1 0.07 | 0.00-8.51

aor. | 02 | Jood. | 1720 S | iote.| 031 |0.00-3.03
nanoAg 18.45 11.67— | 0.70

1 caqgs | 1750 083 | 1004+ | 038 |000-584

aea. | 02 | 11> | 1667 e | sose«| 030 | 0.00-2.97
nanoAg 19.19 10.42—- 0.88

1 cagas | 1792 ascs |+10gq+| 061 |000-6.33

oLL. 0.2 +l§'928* 16.67 1320'0883‘ +°(')3313 0.20 | 0.00-1.91
nanoAg 18.70 12.08- 0.61

1 casqs | 1750 aiss | 1073+ | 039 | 000-450

oyp. | 02 | 1200 | 1625 | sres | 009 | 0.00-2.39

nanoAg | 4 +1f'54§ . | 17.08 1321'0187‘ . %“ég .| 027 | 000-332
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5.4. Imunomodulatorno djelovanje nanoAg-a

Imunomodulatorni uc€inak na hPBMC stanice analiziran je za sve Cetiri 