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POPIS KRATICA

ADP - adenozin difosfat

AOT - natrijev bis (2-etilheksil) - sulfosukcinat

APTYV - aktivirano parcijalno protrombinsko vrijeme

AUC - povrsina ispod krivulje (od engl. area under the curve)

BSA - govedi serumski albumin (od engl. bovine serum albumin)

CFT - vrijeme stvaranja ugruska (od engl. clot formation time)

Cmax - maksimalna brzina nastanka trombina

CT - vrijeme zgrusavanja (0d engl. clotting time)

DCFH-DA - diklorofuorescein diacetat

du - hidrodinamicki promjer

DHE - dihidroetidij

DiOC6 - 3,3'-diheksiloksakarbocijanin jodid

DLS - dinamicko rasprsenje svjetlosti (od engl. dinamic light scattering)

ELS - elektroforetsko rasprsenje svjetlosti (od engl. electrophoretic light scattering)
ETP - endogeni trombinski potencijal

FSC - svjetlost rasprSena na stanicama pod kutom od 90° (od engl. forward scatter)
GP - glikoprotein

GSH - reducirani glutation

HMWK - visokomolekularni kininogen (od engl. high molecular weight kininogen)

ISO - Medunarodna organizacija za normizaciju (0d engl. International Organization for

Standardization)
LDH - laktat dehidrogenaza

MBM - monoklorobiman



MCF - maksimalna ¢vrsto¢a ugruska (od engl. maximum clot firmness)

MMP - potencijal mitohondrijske membrane (od engl. mitochondrial membrane potential)
nanoAg - nanocestice srebra

NATEM - nativna tromboelastometrija (od engl. nonactivated thromboelastometry)
PAMAM - poliamidoamin

PBS - fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom (od engl. phosphate buffered saline)
Pdl - indeks polidisperzije (od engl. polydispersity indeks)

PLL - e-poli-L-lizin

PLNP - polistirenske lateks nanocestice (od engl. polystyrene nanoparticles)

POC - testiranje uz bolesnika (od engl. point of care)

PRP - plazma bogata trombocitima (od engl. platelet rich plasma)

PV - protrombinsko vrijeme

PVP - polivinilpirolidon

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (od engl. reactive oxygen species)

ROTEM - rotacijska tromboelastometrija

SSC - svjetlost rasprena na stanicama pod kutom od 20° (od engl. side scatter)

TEM - transmisijski elektronski mikroskop

TGT- analiza stvaranja trombina (od engl. thrombin generation test)

TRAP-6 - heksapeptidni aktivator receptora trombina (od engl. thrombin receptor activating

peptide)
TV - trombinsko vrijeme
VWEF - von Willebrandov faktor

WP - oprani trombociti (od engl. washed platelets)



1.Uvod

1. UVOD

1.1. Uporaba srebra u medicini

Covjek odavno upotrebljava srebro (lat. argentum) u razlicite svrhe od kojih je jedna i njegovo
antibakterijsko djelovanje. Jos je Hipokrat zapisao da srebro ima ljekovita svojstva (1), a u
srednjem vijeku se srebrni nitrat (lat. lapis infernalis) koristio za lijeCenje razli¢itih upalnih
procesa i kao sredstvo za uklanjanje bradavica. Prije pojave antibiotika koloidno srebro se
pocetkom 20. stoljeca koristilo kao antibakterijsko sredstvo u razli¢itim pripravcima (otopine
za oralnu primjenu, kreme i sl.), pa i za prevenciju infekcije ociju gonokokima kod

novorodencadi (2).

Razvojem nanotehnologije 80-tih godina 20. stoljeca srebro se sve viSe pocinje primjenjivati u
obliku nanocestica srebra (nanoAg) jer kao takvo ima jace baktericidno djelovanje (3)(4)(5).
Od prvog medicinskog proizvoda s nanoAg-om, zavoja za opekotine, broj proizvoda koji sadrze
nanoAg vrtoglavo raste. Danas se na godi$njoj razini proizvede oko 320 tona nanoAg-a (6) koje

se ugraduje u razne proizvode od onih $iroke potrosnje do biomedicinskih proizvoda.

Americki institut Woodrow Wilson International Center for Scholars vodi registar proizvoda s
nanomaterijalima (7) iz kojeg je vidljivo da se njihov broj u posljednjih deset godina povecao
priblizno trideset puta te da su najzastupljeniji proizvodi (24 %) upravo oni koji sadrze nanoAg
(8). NanoAg se koristi u velikom broju medicinskih proizvoda zbog baktericidnog (3)(4)(5),
fungicidnog (9)(10), virustatskog (11)(12), protuupalnog djelovanja, a privla¢na je njegova
uporaba u oblogama za rane jer ubrzava zarastanje (10). Tako se nanoAg najéeSc¢e koristi u
povojima za rane i opekotine, ortopedskim i kardiovaskularnim implantatima, premazima
kirurs$kih konaca i instrumenata, urinskim i venskim kateterima, stomatoloskom priboru i
sredstvima za kontracepciju (8)(13). Osim biocidne primjene, nanoAg se u medicini koristi i u
dijagnosticke svrhe, te za ciljanu dopremu lijekova do Zeljenih tkiva i/ili organa (10)(14). Zbog
biocidnoga djelovanja nanoAg ima jos§ vecu primjenu u proizvodima $iroke potrosnje te se
primjerice ugraduje u odje¢u kako bi sprijecio razvoj bakterija koje uzrokuju neugodne mirise
(12), dodaje se deterdzentima i kozmetickim proizvodima, dodaje se premazima za hladnjake i

spremnike za hranu kako bi se duze sacuvala hrana, a takoder se koristi za dezinfekciju vode

(8).
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Tako je nanoAg masovno uslo u sve pore ljudskoga Zivota, a spoznaje o njegovoj sigurnosti za
zdravlje ljudi i okolisa, i zakonska regulativa znatno kasne za njegovom rastu¢om uporabom.
Manipulacijom fizikalno-kemijskih karakteristika nanoAg-a tijekom faze dizajna mogu se
posti¢i zeljena svojstva u smjeru jacega ili produzenoga baktericidnoga djelovanja, novih

terapijskih i dijagnostickih moguénosti, hemokompatibilnosti i sl.

1.2. Svojstva i priprava nanocestica srebra

Prema definiciji 1SO-a (od engl. International Organization for Standardization) nanocestice
su Cestice koje imaju barem jednu dimenziju u rasponu od 1 do 100 nm (15) dok je definicija
Europske komisije iz 2011. g. malo opsirnija i detaljnija te navodi: ,,Nanomaterijali su prirodno,
slu¢ajno ili namjerno proizvedeni materijali koji sadrze slobodne cestice, Cestice u
aglomeratima ili agregatima u kojima vise od 50 % Cestica prema raspodjeli veli¢ine ima jednu
vanjsku dimenziju u rasponu od 1-100 nm*“ (16). U usporedbi s bioloskim molekulama
nanocestice veli¢ine 10 nm otprilike su velike kao molekula imunoglobulina G. Nanocestice
mogu biti prirodnog podrijetla kao $to su na primjer Cestice pepela iz vulkana, ¢estice sumpora
u izvorskoj vodi bogatoj sumporovodikom i nanocestice koje stvaraju neke bakterije i gljivice
prilikom detoksifikacije (17). Nanocestice antropogenog porijekla stvara ¢ovjek slu¢ajno ili
namjerno. Slu¢ajno stvorene nanocestice su na primjer ¢estice platine koje se otpustaju u okoli§
iz automobilskih katalizatora za gorivo (17), a namjerno proizvedene nanocestice stvara ¢ovjek
s odredenom namjerom (14). Nanocestice mogu biti razli¢itog oblika (kugle, kocke, Stapici,

vlakna, cjevcice itd.) i razlicitog sastava (metalne, ugljikove, lipidne, polimerne itd.).

S obzirom na veli¢inu koja se nalazi na nanoskali, nanocestice imaju iznimno veliki omjer
povrsine i volumena iz kojeg proizlaze njihova jedinstvena fizikalno-kemijska svosjtva. Cestica
oblika kugle polumjera 1 cm ima povrsinu 12 cm?. Ukoliko takvu Eesticu razbijemo na male
Zestice polumjera 1 um, nastat ée 102 Gestica (Slika 1.1.). One sve zajedno imaju isti ukupni
volumen kao poéetna Cestica, ali im je ukupna povrsina 12 m? §to je poveéanje povrsine od
10000 puta. Sto su &estice manje, to im je povr§ina veéa pa je i veéi broj atoma na povrsini
Cestice. Zbog toga su nanocestice reaktivnije od makrocestica te se na nanorazini mijenjaju
kemijska, mehanicka i fizikalna svojstva materijala. Tako materijali na nanorazini mogu postati
svojstava 1 sl. Neka svojstva nanocestica mogu se precizno regulirati promjenom veli¢ine

nanocestice, ali ¢esto su promjene svojstava neocekivana (18). Upravo su ovi fenomeni zasluzni
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za novu, izuzetno raznoliku i sve vecu primjenu nanocestica u raznim industrijskim granama,
energetici, medicini, zastiti okoliSa, raCunarstvu, u vojne svrhe, U svakodnevnom zivotu itd., a

nanotehnologija je postala jedna od klju¢nih tehnoloskih grana.

1 Cestica (kugla) 1012 gestica (kugle)
polumjer 1 cm polumjera 1 pm
povrsina 12 cm? povrsina 12 m?

—))

Slika 1.1. Prikaz odnosa veli¢ine i povrSine Cestica

Na nanorazini se pojacava biocidno djelovanje srebra. Kao i ostali plemeniti metali srebro ne
reagira s vodom i kiselinama, a u nazo¢nosti kisika ono polako otpusta male koli¢ine iona srebra
(2) koji su odgovorni za njegovo biocidno djelovanje (19). Medutim, koli¢ina otpustenih iona
srebra s povrSine elementarnog srebra je premala za ucinkovito biocidno djelovanje (2). Zbog
reaktivnosti nanoAg-a s njegove povrSine se otpusSta veca koli¢ina iona srebra, a kinetika
otpustanja ovisi o veli¢ini nanocCestica, njihovom obliku i povrsinskoj funkcionalizaciji, te pH-
u medija, temperaturi, ionskoj jakosti i sastavu medija u kojem se nanoCestice nalaze. Ovaj
proces je ubrzan interakcijom nanoAg-a s raznim organskim ili anorganskim molekulama koji
su sastavni dio bioloskog medija (2). Smatra se da je nanoAg poput depoa iona srebra s kojeg
se polako otpustaju ioni pa stoga nanoAg ima produzeno baktericidno djelovanje. Brojna su
istrazivanja u kojima se usporedila toksi¢nost nanoAg-a i iona Ag-a na eukariotske stanice,
medutim jos uvijek nema jasnih zakljucaka jesu li uzrokom toksicnosti samo ioni Ag-a, nanoAg

ili kombinacija oba oblika srebra (20)(21)(22).

NanoAg se moze pripraviti razlic¢itim fizikalnim ili kemijskim metodama. Fizikalne metode

temelje se na talozenju iz plinovite faze ili laserskoj ablaciji, a kemijske na redukciji srebrnih

3
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soli, najcesce srebrnog nitrata uz reducense borov hidrid, citrat ili askorbat (18). Podesavanjem
eksperimentalnih uvjeta te primjenom razli¢itih reducensa i povrSinskih omotaca mogu se
sintetizirati nanocCestice razliite veli¢ine, oblika i povrSinske funkcionalizacije (23). Bioloske
metode priprave nanoAg-a se sve vise istrazuju zbog jednostavnosti i ekoloske prihvatljivosti.
U njima se primjenjuju mikroorganizmi ili enzimi, te ekoloski prihvatljivi reducensi i

povrsinski omotaci (10).

Povrsinski omotaci se tijekom sinteze metalnih nanocCestica pirmjenjuju za postizanje koloidne
stabilnosti. Stabilizacijske molekule sprjecavaju nastanak aglomerata i agregata jer se takve
Cestice medusobno odbijaju zbog elektrostatskih, steri¢kih ili elektrosterickih sila (24). Za
stabilizaciju nanoAg-a najéesée se koriste surfaktanti, polimeri i polielektroliti. Cesto koristeni
omotaci su polivinilpirolidon (PVP), polietilenglikol, citrat, albumin i kolagen (10). Razli¢iti
omotaci, osim §to stvaraju razli¢it naboj na nanocesticama, utjecu i na ostala fizikalno-kemijska
svojstva te odreduju njihovo ponasSanje u bioloSkom mediju (25). Omotaci na nanoc¢esticama
mogu sluziti i za dodavanje funkcionalnih grupa poput antitijela i polisaharida kako bi se
omogucilo specificno vezanje nanocestice na odredenu stanicu tj. tkivo ili organ. Ovako ciljano
dopremanje nanocestica do odredenog tkiva vazno je za dijagnosticku i terapijsku primjenu
nanocestica (26). U Tablici 1.1. prikazane su ve¢ poznate i najéesce primjenjivane molekule
kojima se oblazu nanocestice kako bi se postigla odredena funkcionalnost. Tako se, na primjer,
nanocestice oblazu polietilenglikolom (PEG) kako bi se izbjegao imunoloski odgovor

organizma i produzio im poluzivot u plazmi (27).

Tablica 1.1. Uobicajene strategije oblaganja nanocestica za odredenu primjenu u medicini

Svrha Omota¢

Ciljano prepoznavanje stanica antitijela, specifi¢ni ligandi, enzimi

Ciljana doprema lijekova liposomi, polimerne nanocestice
Imunokompatibilnost polietilenglikol, poli (akrilna kiselina)
Biokompatibilnost kitozan, polivinil alkohol, hijaluronska kiselina
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1.3. Bioloski uc¢inci nanodestica srebra

Zbog sve vecCeg broja bakterija rezistentnih na antibiotike neprestano se traga za novim
terapijskim moguénostima. Poseban problem predstavlja pojava multirezistentnih bakterija
koje su otporne na antibiotike razliCitih skupina. Stoga su netradicionalni antimikrobni
pripravci poput nanoAg-a posebno zanimljivi (28), ali unato¢ dokazanom baktericidnom,
fungicidnom i virustatskom djelovanju nanoAg-a, jos nije potpuno poznat mehanizam kojim se
ovo djelovanje ostvaruje. Smatra se da je otpustanje iona Ag-a osnova baktericidnog djelovanja
na nacin da reagiraju s proteinima na stani¢noj membrani bakterija, inhibiraju respiracijski
proces, izazivaju oksidacijki stres i ometaju razmnozavanje bakterija (29). Istrazuje se i
djelotvornost nanoAg-a u kombinaciji s postoje¢im antibioticima i moze li primjena
surfaktanata i anionskih deterdZenata na povrSini nanoAg-a pojacati mikrobicidnu aktivnost
(28). Nazalost, i za nanoAg je uocen nastanak rezistencije kao npr. za jedan soj E.coli (30).
Idealno antimikrobno sredstvo treba biti maksimalne biocidne uc¢inkovitosti, a minimalne
toksicnosti za Covjeka 1 okoliS. Neophodna su jo$ brojna istrazivanja kojima ¢e se utvrditi koja
su kljucna fizikalno-kemijska svojstva nanoAg-a kako bi ono imalo navedene karakteristike
idealnog antimikrobnog sredstva (29).

Temeljni problem uporabe nanocestica, a posebno onih namijenjenih u terapijske ili
dijagnosticke svrhe je toksi¢nost za ljudski organizam. Vazan ¢imbenik toksi¢nosti nanocestica
je mogucénost njihova prolaska kroz bioloSke barijere i ulaska u stanice kojima nanocestice
mogu poremetiti normalnu stani¢nu fiziologiju i izazvati razli¢ite $tetne u¢inke. Brojna su in
vitro i in vivo istrazivanja dokazala da nanoAg prodiru kroz obrambene barijere i ulaze u
stanice, tkiva i organe (31)(32)(33)(34)(35)(36). Tako je pokazano da nanoAg ulaze i u
trombocite (37). Vjerojatni mehanizmi ulaska nanocestica u stanice su difuzija, adhezivne
interakcije, pinocitoza, endocitoza i fagocitoza (38). Interakciju nanoAg-a sa stanicama uvelike
odreduju njihova fizikalno-kemijska svojstva, a osim veli¢ine, oblika i vrste povrSinske
funkcionalizacije, stani¢ni u¢inci nanoAg-a ovise i o koncentraciji (dozi) i vremenu izloZenosti
(27). Elektri¢ni naboj na nanocesticama je izuzetno vazan za adsorpciju nanocestice na stanicu
I njihovu translokaciju preko stanicne membrane. Elektrostatsko privlacenje suprotnih naboja
omogucuje pozitivno nabijenim nanocesticama adheziju na membranu stanice koja je negativno
nabijena. Tako je za pozitivno nabijene nanocestice zlata dokazano da se vezu za membranu i
brze ulaze u stanicu u odnosu na negativno nabijene nanocestice zlata iste veli¢ine i oblika (27).

Veli¢ina nanocestica i njihov ulazak u stanicu su u obrnuto proporcionalnom odnosu §to je
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pokazano u mnogim dosadasnjim istrazivanjima (39)(27). Osim veli¢ine vazan je i oblik
nanocestice, pa je pokazano da su kuglaste i Stapicaste nanocestice zlata bile toksi¢nije od
zvjezdastih i prizmatskih nanocestica na HeLa stanicama (27). Kada se razmatra dozimetrija,
citotoksi¢ni ucinci nanoAg nisu isti za sve tipove stanica, pa se toksi¢ni ucinci ispoljavaju

razli¢ito kod razli€itih tipova stanica (39) (40)(41).

U kontaktu s membranom stanice nanoAg moze stupiti u interakciju s razli¢itim membranskim
receptorima i putem njih aktivirati neke od signalnih putova u stanici, a moze izazvati i
oste¢enja membrane zbog ¢ega dolazi do naglog porasta koncentracije kalcija unutar stanice |
posljedi¢no do aktivacije signalnih apoptoti¢kih putova (25). Nakon ulaska u stanicu, nanoAg
najcesce izaziva oksidativni stres koji je pospjeSen otpustanjem ionskog oblika Ag-a tijekom
razgradnje i otapanja nanoAg-a u bioloskom mediju (42). Nastali reaktivni kisikovi spojevi
(ROS, od engl. reactive oxygen species) uklanjaju se antioksidativnim stani¢nim mehanizmima.
Kad se njihovi kapaciteti nadvladaju, ROS-ovi uzrokuju denaturaciju proteina, o$te¢enja DNK
i peroksidaciju lipida, a aktivira se i upalna reakcija (Slika 1.2.). Oste¢enjem mitohondrija
stvara se jo§ vise ROS-ova, nastaju pore u membranama mitohondrija, remeti se protonski
gradijent, prestaje sinteza ATP-a i dolazi do kolapsa mitohondrijskog membranskog potencijala
§to je ujedno i kljucni signal za nastanak apoptoze (43). Upravo je unutarnji apoptoticki signalni
put (putem mitohondrija) glavni mehanizam citotoksi¢nosti metalnih nanocestica kakve su

nanoAg (44).

nanoAg

ROS
Upalna reakcua ~ * — E— *.%% Peroksidacija lipida

Denaturacija Ostecenje DNK
proteina *
P

"\\j
== 2

\ U\ \_F

Ostecenje mltohondrija

Slika 1.2. Nanocesticama srebra (nanoAg) uzrokovan oksidativni stres i posljediéne promjene.

ROS — reaktivni kisikovi spojevi
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U fizioloskim uvjetima aecrobnog metabolizma u stanicama se stvara mala koli¢ina ROS-a koji
nastaju slu¢ajno kao nusproizvod tijekom oksidativne fosforilacije u mitohondrijima i
steroidogeneze, a namjerno ih stanica stvara npr. tijekom fagocitoze zbog mikrobicidnog
djelovanja. U ROS-ove ubrajamo superoksidne radikale, hidroksilne radikale, hidroperoksidne
radikale i vodikov peroksid. Nastanak ROS-ova moze biti izazvan ksenobioticima, teSkim
metalima, ionizirajuéim zracenjem, mikrorganizmima itd. Glavni izvor superoksidnog radikala
je respiracijski lanac u mitohondrijima, a on zbog nemogucnosti preslaska membrane ostaje u
mitohondriju. Vodikov peroksid nastaje u peroksisomima djelovanjem nekoliko enzima, a
izmedu ostalog nastaje i pri uklanjanju superoksidnog radikala djelovanjem enzima superoksid
dismutaze. U prisutnosti Fe?* iz vodikovog peroksida nastaje Fentonovom reakcijom vrlo
reaktivan hidroksilni radikal (44). Hidroksilni radikal moze oksidirati aminokiseline stvarajuéi
Schiffove baze, izazvati promjene proteina i enzima, moze ostetiti DNA, a s lipidima membrana
moze zapocCeti lanCanu reakciju peroksidacije (45). Organizam, odnosno stanica, ima brojne
enzime i antioksidanse kojima uklanja slobodne radikale i ROS-ove, a ima i moguénost
popravka nastalih oSteCenja. Najaktivniji enzimi tog obrambenog mehanizma su superoksid
dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza, a najpoznatiji antioksidansi su reducirani glutation
(GSH), vitamin C, vitamin E i beta-karoten (45).

GSH je tripeptid koji sadrzi tiolnu (-SH) skupinu, a nalazi se u citosolu stanice i u
ekstracelularnim teku¢inama. Izuzetno je vazan za zaStitu stanica od oStecenja slobodnim
radikalima i za odrzavanje redoks homeostaze stanice. U stanici je vecina glutationa u
reduciranom obliku, dok je manje od 5 % ukupnog glutationa u oksidiranom obliku. Budu¢i da
se stalno stvaraju male koli¢ine ROS-ova i drugih slobodnih radikala u stanici, GSH se
neprestano tro$i, ali se odmabh i regenerira djelovanjem enzima glutation-reduktaze. GSH je
neophodan za djelovanje glutation-peroksidaze, glavnog enzima koji razgraduje vodikov

peroksid.

U nekim patofiziolo§kim stanjima moze se stvoriti veca koli¢ina ROS-a koju navedeni enzimi
i antioksidansi u stanici ne mogu ukloniti zbog Cega nastaje oksidacijski stres. Posljedice
oksidacijskog stresa i oSte¢enja koja nastaju u stanici i tkivima su prethodno opisani (Slika 1.2.).

Smatra se da oksidativni stres ima ulogu u patogenezi mnogih klini¢kih stanja (45).
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1.4. Hemokompatibilnost proizvoda za medicinsku uporabu

Ukoliko se nanocCestice namjeravaju koristiti u terapijske ili dijagnosticke svrhe, a koje
podrazumijevaju direktan kontakt nanocestica s Krvi, takvi proizvodi i njihovi sastavni dijelovi
moraju biti hemokompatibilni (46). Hemokompatibilnost podrazumijeva da strana tvar u
kontaktu s krvi ne izaziva niti jedu od stetnih reakcija u krvi (Slika 1.3.), a to su upalna reakcija,
aktivacija sustava komplementa, aktivacija hemostatskog sustava i hemoliza (47).

zgrusavanje

hemoliza

" Trombociti

Hemokompatibilnost

upala

Slika 1.3. Komponente krvi vazne za ispitivanje hemokompatibilnosti.

Sustavnih istrazivanja hemokompatibilnosti nanoAg-a u ovisnosti o njihovim fizikalno-
kemijskim svojstvima je jako malo, a ta su saznanja neophodna za brzu klinicku translaciju

inovativnih nanoproizvoda i u konac¢nici za njihovu sigurnu biomedicinsku primjenu.

Pregledom dostupne literature u posljednjih deset godina pronadeno je petnaestak istrazivanja
0 utjecaju nanoAg-a na hemostazu, a sazeti pregled prikazan je u Prilogu u Tablici 12.1. U
vecini ovih istrazivanja ispitan je utjecaj nanoAg-a samo na neke komponente hemostaze kao
npr. samo na agregaciju trombocita ili samo na unutarnji put zgruSavanja. S obzirom na
povrsinske omotacée primjenjene za stabilizaciju nanoAg-a, objavljena su samo dva istrazivanja

u kojima se usporeduju dvije odnosno tri vrste nanoAg-a s razli¢itim omotac¢ima (48)(49).
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1.5. Hemostaza

Hemostaza je slozen proces zgrusSavanja krvi u kojem sudjeluju trombociti, brojni plazmatski
koagulacijski proteini i endotelne stanice. Interakcije svih komponenti hemostaze su precizno
kontrolirane kako bi postojala ravnoteza izmedu hiperkoagulabilnog i hipokoagulabilnog
stanja. Svrha hemostatskog procesa je sprijeciti gubitak krvi. Kada nastane oStecenje tkiva i
krvnih zila, odmah se pokrece proces zgrusavanja krvi. Poremecaji zgrusavanja krvi kod kojih
se ugrusak ne stvara pravovremeno ili nije kvalitetan, dovode do prekomjernog gubitka krvi ili
spontanih krvarenja u tkivo. S druge strane, ako se proces zgrusavanja pokrene u intaktnoj
krvnoj zili, tada nastaje tromboza koja moze dovesti do embolije. Oba stanja su opasna po zivot
(50).

Zbog kompleksnosti i lakSeg razumijevanja hemostaze, hemostaza se dijeli na dva osnovna
procesa, primarnu i sekundarnu hemostazu. U primarnoj hemostazi sudjeluju trombociti, a u
sekundarnoj hemostazi sudjeluju plazmatski koagulacijski proteini tzv. ¢imbenici zgruSavanja.
Nastali ugrusak nastao zajedni¢kim djelovanjem primarne i sekundarne hemostaze mora se
nakon nekog vremena razgraditi kako bi oSteCena krvna zila i tkivo zacijelili. Ovaj proces se
naziva fibrinoliza. Prema novom modelu hemostaze svi ovi procesi nisu odijeljeni i odvojeni
ve¢ se medusobno ispreplicu, te se u novije vrijeme hemostaza dijeli na faze inicijacije,
amplifikacije i propagacije. Postoje¢e klinicke pretrage kojima ispitujemo hemostazu
jednostavnije je objasniti i tumaciti pomocu prvobitne podjele na primarnu i sekundarnu

hemostazu.

Prilikom ozljede krvne Zile trombociti odmah prilijezu uz oSte¢en endotel i subendotelne
strukture brojnim interakcijama. Primarna hemostaza zapoc¢inje procesom adhezije trombocita
na ozljedu priljubljivanjem trombocita na kolagen iz subendotela pomoc¢u von Willebrandovog
faktora (vVWF) tako §to se vWF jednim dijelom molekule veze na kolagen, a drugim dijelom na
trombocit preko trombocitnog receptora glikoproteina Ib-V-1X (GP 1b-V-1X). Tako trombocit
biva privuc¢en na mjesto ozljede, dolazi u blizinu kolagena i s njim direktno stupa u interakciju
putem GP VI (50). Vezanje kolagena na ovaj receptor aktivira trombocit, dolazi do promjene u
citoskeletu, promjene oblika trombocita i degranulacije alfa i gustih granula trombocita. 1z
gustih granula oslobada se adenozin difosfat (ADP) koji dodatno aktivira trombocite, ali
aktivira i druge trombocite iz okoline koji nisu vezani na kolagen kako bi se povecao broj
aktiviranih trombocita na mjestu ozljede. Osim kolagena i ADP-a trombocite aktiviraju jos$ i
fibrinogen, trombin, adrenalin, tromboksan A> (51). Svaki od ovih trombocitnih agonista ima

svoj receptor na trombocitu. Vezanjem agonista na receptor pokrecu se unutarstani¢ni signalni
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putovi preko G-proteina, tirozin kinaza i naglog poviSenja koncentracije kalcija unutar
trombocita. Tijekom aktivacije trombocita narusava se struktura fosfolipidnog dvosloja
membrane 1 dolazi do premjeStanja negativno nabijenog fosfatidilserina na vanjsku stranu
djelovanjem fosfolipidne skramblaze koja se aktivira porastom koncentracije kalcija. Na
vanjskoj strani trombocitne membrane fosfatidilserin stvara prokoagulantnu povrsinu na koju
se vezu ¢imbenici zgrusavanja i omogucuje odvijanje sekundarne hemostaze. U membrani se
nalazi fosfatidilinozitol (P1) iz kojeg se prilikom aktivacije trombocita oslobada arahidonska
kiselina koja je agonist aktivacije trombocita. Iz arahidonske Kkiseline djelovanjem
cikooksigenaze nastaje jo§ jedan agonist trombocita tromboksan Az. Konacni korak aktivacije
trombocita je prelazak trombocitnog membranskog integrinskog receptora GP Ilb-1lla iz stanja
niskog afiniteta u visokoafinitetni oblik za fibrin. Ovaj korak je neophodan za agregaciju
trombocita jer omogucuje ireverzibilnu agregaciju trombocita i stabilizaciju primarnog
trombocitnog ugruska s fibrinskom mrezicom. Tada nastaje stabilan ugrusak (52). Buduc¢i da je
fibrin konaCan produkt sekundarne hemostaze, ovdje vidimo vezu izmedu primarne i

sekundarne hemostaze i njihovu medusobnu isprepletenost.

Sekundarnom hemostazom nazivamo niz kaskadnih enzimskih reakcija koje zavrSavaju
stvaranjem fibrinske mrezice. Enzimi i njihovi kofaktori tzv. ¢imbenici zgruSavanja koji
sudjeluju u ovoj kaskadnoj reakciji su proteini plazme u kojoj se nalaze u neaktivnom obliku,
a prelaze u aktivni oblik nakon pokretanja hemostatskog procesa. Za odvijanje sekundarne
hemostaze neophodni su jos i ioni kalcija i fosfolipidna membrana trombocita (53). Sekundarnu

hemostazu dijelimo na vanjski i unutarnji put zgrusavanja.

Unutarnji put zgrusavanja moze se pokrenuti u kontaktu s negativno nabijenom povr§inom.
Kolagen iz subendotela je fizioloski aktivator. Negativno nabijena povrsina aktivira ¢imbenik
zgruSavanja FXII. Aktivirani FXII proteoliticki razgraduje prekalikrein 1 aktivira FXI. Nastali
kalikrein uz visokomolekularni kininogen aktivira fibrinoliticki sustav, sustav komplementa 1
kininski sustav (53). Aktivirani FXI aktivira FIX, a on uz FVIII, ione kalcija i fosfolipide
membrana aktivira FX. U ovom koraku se spajaju vanjski i unutarnji put zgrusavanja. Daljnje
sekvencijske reakcije aktivacije ¢imbenika zgrusavanja prikazane na Slici 1.4. dovode do
nastanka fibrinske mreZice koja proZima agregirane trombocite. Nekontrolirana sistemska
aktivacija unutarnjega puta zgrusavanja u organizmu moze dovesti ne samo do tromboze ve¢ i

do nagloga pada krvnoga tlaka, angioedema, ubrzane fibrinolize i upalnoga procesa (54).
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Vanjski put zgrusavanja se pokreée kada tkivni faktor dode u kontakt s FVII. Tkivni faktor na
stanicama izvan krvne zile dolazi u kontakt s krvi tek kad nastane ozljeda. Kompleks tkivnog
faktora i FVII aktivira FX. Daljnje sekvencijske reakcije aktivacije ¢imbenika zgruSavanja
prikazane su na Slici 1.4. Posljednji u nizu aktivira se ¢imbenik zgruSavanja FIl. To je vrlo
potentan enzim trombin koji ima brojne funkcije, a najvaznija mu je da stvara fibrin iz
fibrinogena. Trombin iz fibrinogena stvara fibrinske monomere koji spontano polimeriziraju i
na trombocitima se vezu za GP llb-Illa. Tako fibrinska mrezica prozima agregirane trombocite
kako bi nastao stabilan ugrusak. FXIII stabilizira polimerizirani fibrin unakrsno ga povezujuci
kovalentnim vezama. Osim §to stvara fibrin, trombin je i vrlo snazan aktivator trombocita te on
na taj nain povezuje primarnu i sekundarnu hemostazu. Trombin pojac¢ava svoj nastanak
aktiviranjem FV i FVIII, ali on aktivira i inhibitore zgrusavanja protein C i protein S (53).
Trombin aktivira 1 fibrinoliticki proces i djeluje proupalno potic¢uéi izlu€ivanje interleukina 6 i

8 (51).

Prema novom modelu hemostaze aktivacija Cimbenika zgruSavanja zapocinje s tkivnim
faktorom, a kontaktna aktivacija je samo pomoc¢na reakcija kojom se pojacava cijela kaskada.
Stoga je neophodno ispitati mogu li nanoc¢estice poremetiti aktivaciju hemostaze putem tkivnog

faktora, a ne samo pomoc¢nu reakciju kontaktne aktivacije.

1.6. Laboratorijske metode ispitivanja hemostaze

Ne postoji samo jedan test kojim bismo utvrdili sve mogucée poremecaje hemostaze jer je
hemostaza vrlo slozen proces. U in vitro uvjetima teSko je oponasati hemostatski proces s
obzirom da u njemu, osim plazmatskog koagulacijskog sustava, sudjeluju i trombociti i endotel,
a nije zanemariv niti doprinos sila koje djeluju na stijenku krvne Zile i sile smicanja nastale
protokom krvi. Stoga se u ispitivanju poremecaja hemostaze mora koristiti viSe testova, a
koriste se i razli€iti uzorci (plazma, plazma bogata trombocitima, puna krv). Neprestano se
pokuSavaju razviti globalni testovi koji ¢e Sto bolje obuhvatiti sve komponente procesa
hemostaze. U rutinskom klini¢ko-laboratorijskom ispitivanju poremecaja sekundarne
hemostaze koriste se prvenstveno koagulacijski testovi probira koji ukljucuju protrombinsko
vrijeme (PV), aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV) i trombinsko vrijeme
(TV). Ovim testovima otkrivaju se deficiti ¢imbenika zgruSavanja, njihovi inhibitori i
poremecaji polimerizacije fibrinogena, a izvode se u uzorcima plazme. Za ispitivanje

poremecaja primarne hemostaze analizira se sposobnost trombocita da agregiraju na poticaj
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razli¢itih agonista u plazmi bogatoj trombocitima ili punoj krvi. Kod ispitivanja ucinaka
nanocestica na hemostazu ne postoji standardizirani protokol s preporukom izbora testova, a u
objavljenim istrazivanjima nalazimo velik broj razlicitih testova koji su koristeni pa je teSko
usporedivati rezultate (Prilog, Tablica 12.1.). Upitna je i korelacija upotrijebljenih testova s
klinickim stanjem jer testiranja nisu klini¢ki validirana. Osim toga, vidljivo je iz prikazanih
istrazivanja da je Cesto ispitan samo jedan segment hemostaze kao npr. samo unutarnji put
zgrusavanja. U ovom doktorskom istrazivanju upotrijebljeni su razli¢iti metodoloski pristupi

(Slika 1.4.) kako bi se $to detaljnije ispitao ué¢inak nanoAg-a na hemostazu.

ROTEM(A

leukociti

i ‘k IMPENDACUSKA
.7 AGREGOMETRIA

trombociti

eritrociti

FVII | «—

Vanjski put
zgrusavanja

Unutarnji put
zgrusavanja

APTV

Slika 1.4. Klasi¢an model koagulacijske kaskade koji obuhvaca vanjski, unutarnji i zajednicki
put zgruSavanja 1 fibrinoliticki proces. Oznaceni su testovi kojima otkrivamo poremecaje
hemostaze, a koji su koristeni u ovom istrazivanju. ROTEM-om mjerimo viskoelasti¢ne
promjene u punoj krvi tijekom procesa zgrusavanja i fibrinolize ¢ime se opisuje interakcija
trombocita s ¢imbenicima zgruSavanja i njihovim inhibitorima. TGT-om se mjeri nastanak
trombina u plazmi tijjekom odredenoga vremena, a rezultat je medudjelovanja
prokoagulacijskih i antikoagulacijskih ¢imbenika u plazmi. PV-om, APTV-om i TV-om
mjerimo vrijeme potrebno za nastanak ugruska u plazmi nakon aktivacije vanjskoga i

unutarnjega puta te posljednjega koraka u zajedni¢kom putu zgrusavanja. Impedancijskom
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agregometrijom se procjenjuje funkcija trombocita odnosno njihova agregabilnost u punoj krvi.
ROTEM - rotacijska tromboelastometrija, TF - tkivni faktor, PV - protrombinsko vrijeme,
APTV - aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, TV- trombinsko vrijeme, PK -
prekalikrein, HMWK - visokomolekularni kininogen, TGT - analiza stvaranja trombina, Fbg -

fibrinogen, FDP - razgradni produkti fibrinogena i fibrina

Budu¢i da se sekundarna hemostaza, i to unutarnji put zgrusavanja aktivira u kontaktu sa
stranim tvarima, tako i nanocestice mogu biti uzrokom aktivacije sekundarne hemostaze. U in
vitro uvjetima, za razliku od in vivo istrazivanja, moze se izolirano, bez trombocita, promatrati
ucinak nanocCestica na sekundarnu hemostazu. Istrazivanja su opcenito ¢eS¢e usmjerena na
trombocite pa nalazimo malo radova o u¢incima nanocestica na sekundarnu hemostazu. U
preglednom ¢lanku autorice E. Frohlich (51) nalazi se popis objavljenih radova o uéincima
razli¢itih nanoCestica na hemostazu te je iz toga popisa vidljivo da npr. karboksilirani
nanodijamanti i TiO2 ne pokazuju nikakav ucinak, niti na vanjski, niti na unutarnji put
zgruSavanja, amidirane viseslojne ugljikove nanocjevcice aktiviraju vanjski put zgruSavanja,
karboksilirane ugljikove nanocjevcice aktiviraju unutarnji put zgrusavanja dok za polistirenske
nanocestice (PLNP, od engl. polystyrene nanoparticles) i za SiO2 nalazimo opreéne rezultate
(51). Za ocekivati je da ¢e negativno nabijene nanocestice djelovati protrombotski, jer se
unutarnji put zgrusavanja pokreée u kontaktu s negativno nabijenim molekulama. Medutim,
primjena negativno nabijenih karboksiliranih PLNP kod miSeva je pojacala induciranu
trombozu, a pozitivno nabijene amidne PLNP smanjile su induciranu trombozu (51). Nasuprot
tome, plué¢nu emboliju kod miseva su intenzivnije izazvale kationske kvantne tocke kadmijevog
selenida u odnosu na anionske (51). Isto tako je diseminirano intravaskularno zgrusavanje kod
miseva izazvala primjena kationskih poliamidoaminskih (PAMAM) dendrimera puno
intenzivnije nego anionskin PAMAM dendrimera (51). Ocito je da se u¢inak nanoCestica ne
moze predvidjeti samo na osnovu njihovog naboja, ve¢ da su vazna i druga fizikalno kemijska
svojstva poput vrste materijala, veliine, hidrofobnosti itd. Veli¢ina nanocestica u odnosu na
sekundarnu hemostazu je ispitana samo u nekoliko istrazivanja (55)(56)(57). Zakljuéeno je da
manje nanoCestice s vecom zakrivljenos¢u povrSine ne mogu aktivirati unutarnji put
zgrusavanja jer se na njihovoj povrsini ne moze sloziti kompleks FXIla-kalikren-FXI kao §to

je sluéaj s ve¢im nanocesticama istoga materijala koje djeluju protrombotski (58).
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ZananoAg su dostupni znanstveni podaci vrlo opre¢ni kako je vidljivo iz Tablice 1.1. u Prilogu.
Nema sistematskih istrazivanja ovisnosti vrste omotaca, naboja i drugih fizikalno-kemijskih

svojstava nanoAg-a u odnosu na hemostazu.

1.7. Eritrociti i hemostaza

Eritrociti su najbrojnije stanice krvi (4 x 10'2/L), stvaraju se u kostanoj srzi i prosjecan Zivotni
vijek im je 3 mjeseca. Stare i oStecene eritrocite uklanja iz cirkulacije monocitno-makrofagni
sustav slezene i jetre. Osnovna funkcija eritrocita je doprema kisika u tkiva i uklanjanje COz iz
tkiva. OsteCenje, raspad eritrocita i razlijevanje njihova sadrzaja u plazmu nazivamo
hemolizom. To je patofizioloski proces koji mogu uzrokovati lijekovi, toksini, imunoloski
poremecaji, ali i razli¢iti mehanicki procesi. Opsezna hemoliza uzrokovat ¢e anemiju, a

slobodni hemoglobin u plazmi oSte¢enje bubrega.

Uloga eritrocita u hemostazi i trombozi dugo vremena nije bila prepoznata. Zbog svoje brojnosti
eritrociti jako utjeCu na viskoznost i reoloska svojstva krvi. U struji krvi eritrociti se
prvenstveno smjestaju u sredinu krvne Zzile, a trombocite potiskuju uz endotel te omogucuju
bliski kontakt s endotelom ¢iji integritet trombociti ,,nadgledaju. U stanju anemije pojacana je
sklonost krvarenju upravo zbog izostanka ovog fenomena. Kod eritrocitoze pojacana je
interakcija trombocita s endotelom, a time i ucestalija tromboza (59). S oStecenih eritrocita
odvajaju se mikrovezikule i na eritrocitnim membranama se ispoljava fosfatidilserin, a oboje
su podloga za pokretanje koagulacijske kaskade. Eritrociti su uz aktivirane trombocite vazni
kao prokoagulantna povrSina za sustav hemostaze i na njima se direktno aktivira FIX (60). Osim
toga, oslobodeni hemoglobin iz eritrocita troS§i NO iz plazme koji je vazodilatator 1 inhibitor
aktivacije trombocita. Kod hemoliti¢kih anemija veca je ucestalost klinicki ozbiljnog
poremecaja tzv. diseminiranoga intravaskularnoga zgruSavanja $to takoder potvrduje vezu

eritrocita i hemostaze (60).

Za mnoge nanocestice je dokazano da uzrokuju hemolizu, pa tako i za nanoAg iako nije sasvim
otkriven mehanizam njihove hemoliti¢ke aktivnosti (48)(61)(62)(63)(64). Smatra se da nanoAg
reagira s tiolnim skupinama proteina, glikoproteina i fosfolipidima u membrani eritrocita
uzorkuju¢i njihovu denaturaciju, oSteenje membrane i osmotsku lizu. Osim toga, nanoAg i
oslobodeni ioni Ag-a vjerojatno izazivaju i oksidativni stres u eritrocitima. Do sada je dokazano
da je intenzitet hemolize uzrokovan nanoAg-om ovisan o njihovoj koncentraciji, veli¢ini,
povrsinskoj funkcionalizaciji i naboju (48)(64)(48)(61)(65).
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Hemolizu je neophodno ispitati u sklopu ispitivanja hemokompatibilnosti prije klinicke
primjene medicinskih proizvoda koji se namjeravaju koristiti u kontaktu s krvi kako bi se
sprijeCile Stetne posljedice hemolize na organizam (47). Materijali koji izazivaju hemolizu
manju od 2 % eritrocita smatraju se hemokompatibilnima, a vecu od 5 % smatraju se

neprihvatljivima za klinicku uporabu (47).

1.8. Trombociti

Trombociti su krvne ,,plocice®, diskoidnog su oblika (0,5 x 3 um) i volumena 7 - 11 fl. Oni
nemaju jezgru jer nastaju fragmentacijom citoplazme megakariocita u kostanoj srzi. Nakon
izlaska iz koStane srzi U Krv, u cirkulaciji ostaju 7 -10 dana. Brojcana koncentracija trombocita
u krvi zdravih osoba je 150 - 400 x 10°/L. Trombociti cirkuliraju uz stjenku krvne Zile i tako
»pregledavaju® njen integritet te odmabh ,,otkrivaju® svako oste¢enje endotela. Oni su klju¢ni u
sloZzenom procesu hemostaze, ali osim ove uloge imaju i ulogu u upalnom procesu,
imunolo§kom odgovoru, angiogenezi, zarastanju rana, rastu tumora, metastaziranju tumora itd.
(50).

Trombociti se strukturno sastoje od tri glavne zone: periferna zona, sol-gel zona i zona s
organelima. U perifernoj zoni nalazi se membrana trombocita obavijena glikokaliksom koji je
znatno deblji nego kod ostalih krvnih stanica. Graden je od glikoproteina, glikolipida,
proteoglikana, glikozaminoglikana i oligosaharida. Ovdje se nalaze brojni, vazni
glikoproteinski receptori potrebni trombocitu za obavljanje hemostatske uloge 1 za razlicite
interakcije s drugim stanicama. Vazni glikoproteinski receptori za adheziju 1 agregaciju
trombocita su GP Ib-V-1X (receptor za VWF), GP VI (receptor za kolagen) i GP llb-lIlla
(receptor za fibrinogen) (52). Plazmatska membrana trombocita je kao i kod ostalih stanica
gradena od lipidnog dvosloja, a vazniji fosfolipidi su fosfatidil inozitol 1 fosfatidilserin.
Membrana ima brojne invaginacije koje nazivamo otvoreni kanikularni sustav (52) i zbog njega
je povrSina membrane trombocita jako velika. Ispod membrane trombocita nalaze se vlakna
aktina 1 sloj mikrotubula koji odrzavaju oblik trombocita i omogucuju promjene oblika,
stvaranje pseudopodija te izluCivanje sadrzaja alfa granula. Gusti tubularni sustav je ostatak
grubog endoplazmatskog retikuluma u kojemu se zadrzava Ca?* i enzimi potrebni za aktivaciju
trombocita (fosfolipaza A2, ciklooksigenaza i tromboksan sintaza) (52). U zoni organela nalaze
se alfa-granule, guste granule, lizosomi, mitohondriji i zrnca glikogena. U trombocitu ima 50 -

80 alfa granula koje sadrze brojne proteine bitne za hemostatsku funkciju trombocita
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(fibrinogen, VWF, FV, FVIII, adhezijski protein P-selektin itd.) (66). Alfa granule sadrze i
proteine koji sudjeluju u upalnom odgovoru i obrani organizma od mikroorganizama kao npr.
interleukine, mikrobicidne proteine, kemokine, komponente komplementa i IgG. Osim toga, u
alfa granulama trombocita nalaze se i faktori rasta: faktor rasta fibroblasta, faktor rasta
porijeklom iz trombocita, faktor rasta vaskuarnog endotela (66). Gustih granula u trombocitima
je puno manje u odnosu na alfa granule, a sadrze nukleotide (najvise adeninskih nukleotida),
katione (Ca?*, Mg?*, K*), fosfate (polifosfate i pirofosfate) i bioaktivne amine (serotonin i
histamin) (Slika 1.5.) (66).
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Slika 1.5. Struktura trombocita. Istaknuti su receptori i agonisti bitni za aktivaciju i agregaciju
trombocita. ADP - adenozin difosfat, vVWF - von Willebrandov faktor, GP - glikoprotein, PF4 -
trombocitni faktor 4, COX - ciklooksigenaza, TXA2 - tromboksan A2, PI - fosfatidilinozitol

1.9. Interakcija trombocita s nanocesticama

Nanocestice mogu na trombocite djelovati na viSe nac¢ina. One mogu trombocite direktno
aktivirati ili mogu mijenjati njihov odgovor na agoniste pojac¢avanjem ili inhibiranjem toga
odgovora. NanocCestice mogu imati i citotoksi¢an uéinak na trombocite (4). Ove ucinke
nanocestice mogu izazvati interakcijom s brojnim receptorima na povrSini trombocita, s

membranom trombocita ili mogu nakon ulaska u trombocite mijenjati neke od signalnih putova.
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Poznato je da trombociti lako internaliziraju bakterije, viruse, razne Cestice pa i nanocestice

zahvaljujuéi velikoj povrsini otvorenog kanikularnog sustava membrana (67).

Brojna su istrazivanja objavljena o utjecaju raznih nanocestica na trombocite, 0dnosno na
primarnu hemostazu. U preglednom ¢lanku autorice Eleonore Frohlich (51) navedene su
nanocestice koje aktiviraju trombocite (BPO4, CdTe, CdSe, SiO», jednoslojne i viseslojne
ugljikove nanocjevc€ice i nanodijamanti), nanocestice koje inhibiraju trombocite (kationski
liposomi i nanocestice cetilalkohol polisorbata) i nanocestice za koje nije dokazan utjecaj na
trombocite (TiO», FesC, poli(laktat-ko-glikolne) kiseline i Suplje zlatne nanosfere) (51). Najvise
istrazivanja o ucinku nanocestica na trombocite objavljeno je za zlatne nanocestice zbog
interesa za njihovu primjenu u nanomedicini. Medutim, objavljeni rezultati su oprecni pa je
tako, na primjer, u jednom istrazivanju pokazano da nanocestice zlata inhibiraju aktivaciju
trombocita (68), u drugom istrazivanju da poti¢u agregaciju trombocita (69), a nalazimo i
istrazivanja u kojima autori nisu nasli nikakav u¢inak nanocestica zlata na trombocite (70).
Ucinak nanocestica zlata na aktivaciju trombocita ovisi o veli¢ini nanoCestica, pa je najjaca
aktivacija postignuta s najmanjim nanocesticama zlata (18 nm), a nanocestice veli¢ine 50-70
nm gotovo da nisu imale nikakav ucinak na trombocite (71). Moguénost ulaska nanocestica
zlata u trombocite takoder je obrnuto proporcionalna njihovoj veli¢ini (71). Istrazivanje u¢inka
PAMAM dendrimera koji su atraktivni kao nosaci za ciljanu dopremu lijekova, pokazalo je da

samo vece Cestice PAMAM dendrimera uzrokuju agregaciju trombocita (72).

U ranijim istrazivanjima pokazano je da ucinak nanocestica na trombocite ovisi 1 0 njthovom
stabilizacijskom omotacu. Tako je, primjerice, pokazano da ukoliko su nanocestice zeljezovog
oksida, srebra ili zlata stabilizirane citratom, ispoljavaju anitrombocitni i antikoagulantni
ucinak, dok iste nanocestice sa stabilizacijskim omotacem od $kroba nemaju antikoagulantni
uc¢inak (73). Mehanizam antikoagulantnog ucinka navedenih nanocestica dokazan je na vise
nacina: smanjenjem agregacija trombocita uz agoniste ADP, adrenalin, kolagen i trombin,
smanjenjem oslobadanja ATP-a iz gustih granula, sniZzenjem izrazaja biljega CD62P na
trombocitima i smanjenjem fosforilacije tirozinskih ostataka proteina. Ove metalne nanocestice
imaju svojstva koja bi se mogla iskoristiti u dijagnosti¢ke svrhe za izradu kontrastnih sredstava
za snimanja magnetskom rezonancijom. U navedenom je istrazivanju naglaseno da bi se
pazljivim dizajnom nanocestica i izborom stabilizacijskog omotaca dijagnosticka namjena
nanocestica mogla dodatno prilagoditi za primjenu kod pacijenata s visokim rizikom od

tromboze ili krvarenja.

17



1.Uvod

Na PAMAM dendrimerima, osim ovisnosti o veli€ini, ispitana je i ovisnost u¢inaka na
trombocite o naboju, odnosno funkcionalnim grupama (72). Agregaciju trombocita izazivali su
samo veliki kationski PAMAM dendrimeri, a intenzitet agregacije bio je ovisan o broju amidnih
skupina na nanocestici koje zbog pozitivnog naboja naruSavaju integritet membrane i
posljedi¢no dovode do agregacije trombocita. Agregaciju trombocita nisu izazivali neutralni,
anionski, niti mali kationski PAMAM dendrimeri (72). Drugaciji rezultati su dobiveni
ispitivanjem razli¢itih PLNP jer niti kationske, niti anionske, niti nemodificirane PLNP nisu
izazivale znacCajniju agregaciju trombocita (74). Geys i sur. usporedili su karboksilirane i
amidirane kvantne to¢ke CdSe/ZnS pri ¢emu su trombocite intenzivnije agregirale anionske od

kationskih kvantnih toc¢aka kad je kao agonist aktivacije trombocita koristen ADP (75).

Iz navedenih istrazivanja se stoga ne moze izvuéi opcCeniti zakljuCak o tome koja ce
funkcionalna skupina ili povrSinski naboj ¢initi nanocesticu inertnom prema trombocitima,

poticati aktivaciju, agregaciju trombocita ili njihovu inhibiciju.

Prikaz objavljenih istrazivanja u kojima je ispitivan utjecaj nanoAg-a na trombocite nalazi se u
Prilogu u Tablici 12.1. Rezultati su i za nanoAg kao i za prethodno prikazane nanocestice
proturjecni. Osim toga, veliki problem u prikazanim istrazivanjima predstavlja nedostatak
kvalitetne karakterizacije nanoCestica pa u vecini ovih istrazivanja nije ¢ak naveden niti
stabilizacijski omota¢. Kako bi istrazivanja bioloSkih u¢inaka nanocestica bila pouzdana,
neophodna je njihova kvalitetna fizikalno-kemijska karakterizacija (76). Nije napravljeno niti
jedno sistematsko istrazivanje u kojem je detaljno ispitan odnos fizikalno-kemijskih svojstava

nanoAg-a i njihovog u¢inka na hemostazu.

Iz objavljenih Clanaka (Tablica 12.1. u Prilogu) vidimo da su na trombocitima prvenstveno
ispitana antiagregacijska tj. proagregacijska svojstva nanoAg-a, dok je citotoksi¢ni uéinak
ispitan samo u dva istrazivanja. Rywaniak i sur. tvrde da je uz ispitivanje agregacije trombocita
potrebno ispitati i vijabilnost trombocita jer izlozenost trombocita citotoksi¢noj tvari moze biti
uzrokom sniZenoj agregaciji trombocita. Buduci da nevijabilni trombociti ne mogu agregirati,
rezultat smanjene agregacije trombocita u ovakvom slucaju je lazan i moze dovesti do krivog
zakljucka o antiagregacijskom svojstvu ispitivane tvari (77). Ragaseema i sur. ispitali su izrazaj
fosfatidilserina na trombocitima kako bi dokazali da smanjena agregacija trombocita nije
posljedica gubitka vijabilnosti trombocita nakon izlaganja trombocita nanoAg-u (78). Suprotno
ovome, Jun 1 sur. su dokazali pojacan izrazaj fosfatidilserina na trombocitima, medutim oni

izrazaj fosfatidilserina ne odreduju u svrhu ispitivanja vijabilnosti trombocita ve¢ kao dokaz
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aktivacije trombocita (79). Shrivastava i sur., kao i Hajtuch i sur. su pokazali da se laktat
dehidrogenaza (LDH) ne oslobada iz trombocita nakon njihovog izlaganja nanoAg-u §to
ukazuje na odrzani integritet membrane (37)(49). NanoAg nije izazvao lizu trombocita niti kod
visokih doza nanoAg-a (100 mg/L) (37) (49). LDH je citosolski enzim koji se nalazi u svim
stanicama, a oslobada se iz stanice tek kada dode do raspada membrane odnosno iz nekroti¢nih,

kasnoapoptoti¢nih i nekroptoti¢nih stanica.

Izaziva li nanoAg u trombocitima oksidativni stres nije istrazeno i ne nalazimo objavljenih

istrazivanja 0 tome.
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2. HIPOTEZA

Ucinak nanoAg-a na primarnu i sekundarnu hemostazu, te njihova citotoksi¢nost na trombocite

ovise o povrsinskoj funkcionalizaciji nanocestica.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ispitati remete li nanoAg hemostazu i ovisi li taj u¢inak o omota¢ima koji se koriste za
stabilizaciju nanocestica i povrSinsku funkcionalizaciju.
Upotrijebiti razlicite metodoloske pristupe kako bi ispitali sve elemente hemostaze:
o lIspitati ucinak razli¢itih nanoAg-a na primarnu hemostazu: agregaciju i
aktivaciju trombocita.
o Ispitati ucinak razli¢itih nanoAg-a na sekundarnu hemostazu: promjene u
koagulacijskoj kaskadi enzima, odnosno nastanku fibrina aktivacijom vanjskog
i unutarnjeg puta zgrusavanja, i posljednjega koraka pri nastanku fibrina.
o Ispitati u¢inak razli¢itih nanoAg-a na ukupni potencijal plazme za stvaranje
trombina.
o Ispitati u¢inak razlic¢itih nanoAg-a na globalni test hemostaze.
Ispitati citotoksicni u€inak razlicitih vrsta nanoAg-a na trombocite ispitivanjem stani¢ne
vijabilnosti, razine oksidativnog stresa i stani¢nih ostecenja.
Ispitati izazivaju li nanoAg hemolizu 1 ovisi li taj u¢inak o omotacima koji se koriste za

stabilizaciju nanocestica i povrsinsku funkcionalizaciju.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je osmis$ljeno kao in vitro studija na uzorcima krvi dobivenim od dobrovoljnih
zdravih davatelja. Prikupljeni uzorci krvi koriSteni su za pripremu plazme, plazme bogate
trombocitima (PRP, od engl. platelet rich plasma) i opranih trombocita (WP, od engl. washed
platelets) koji su podvrgnuti tretmanu s razli¢itim nanoAg u in vitro uvjetima. Svaki pokus je

uklju¢ivao negativnu kontrolu, netretirani uzorak, prema kojoj su rezultati normalizirani.

4.2. Materijali

4.2.1. Uzorkovanje periferne venske krvi, priprema plazme, plazme

bogate trombocitima i opranih trombocita

Istrazivanje je provedeno na uzorcima krvi zdravih odraslih dobrovoljaca, muskaraca i zena, u
dobi od 18 do 55 godina. Svi dobrovoljci su prethodno procitali i potpisali informirani pristanak,
koji je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskoga fakulteta Osijek (klasa 602-04/17-08/12,
broj 2158-61-07-17-213) i Eti¢ko povjerenstvo KBC-a Osijek (R2:18722-10/2015).

U ambulanti Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Osijek dobrovoljcima su
uzorkovane dvije epruvete periferne venske krvi u BD Vacutainer (BD, New Jersey, SAD) s
antikoagulansom 3,2 %-tnim puferiranim citratom. Omjer krvi i antikoagulansa bio je 9:1.
Prilikom uzorkovanja krvi primijenjena je minimalna staza kako bi se aktivacija trombocita
svela na minimum. Za ispitivanje hemoliticke aktivnosti nanocestica srebra krv je uzorkovana
na antikoagulans KsEDTA (BD, New Jersey, SAD).

Osnovni kriterij prema kojem su odabrani dobrovoljci ¢iji je uzorak krvi bio pogodan za ovo
istrazivanje jest normalna broj¢ana koncentracija trombocita u krvi, a isklju¢ene su osobe s
akutnim i kroni¢nim bolestima, te 0sobe koje su deset dana prije vadenja krvi uzimale sljedece
lijekove: nesteroidne antireumatske lijekove, antibiotike, antihipertenzive i inhibitore ponovne

pohrane serotonina.

Analize su napravljene na uzorcima svjeze pune krvi, plazme, PRP-a i WP-a u roku od 4 sata
nakon uzorkovanja krvi. Svaki tip pokusa u¢injen je na uzorcima krvi dobivenih od 4 - 6 zdravih

dobrovoljaca.

22



4.Materijali i metode

Plazma je pripremljena centrifugiranjem krvi na brzini od 1500 x g 2 puta tijekom 15 minuta
na sobnoj temperaturi. Za analizu stvaranja trombina (TGT, od engl. thrombin generation test)

alikvot citratne plazme je zamrznut na -70 °C najduZze tri mjeseca.

Uzorci PRP-a i WP-a pripremljeni su centrifugiranjem uzorka citratne pune krvi tijekom 10
min na brzini od 100 x g i odvojeni su PRP uzorci u novi spremnik. Za pripremu WP-a, PRP je
centrifugiran 10 min na brzini od 700 X g bez kocnice, odbaCen je supernatant, a talog
trombocita resuspendiran u 2 ml fizioloSke otopine puferirane fosfatnim puferom (PBS, od
engl. phosphate buffered saline). Broj trombocita odreden je na hematoloskom brojacu krvnih
stanica Sysmex XN 2000 (Kobe, Japan). Oprani trombociti su ostavljeni da miruju sat vremena

kako bi se eventualno aktivirani trombociti vratili u neaktivirano stanje.

4.3. Metode
4.3.1. Priprema nanocestica srebra

Sinteza nanoAg-a provedena je kemijskom redukcijom AgNOz s NaBHs, a nanocestice su
stabilizirane razli¢itim povrSinskim omota¢ima prema ranije objavljenim postupcima (80).
Upotrijebljeni su sljededi stabilizacijski omotaci: natrijev bis(2-etilheksil)-sulfosukcinat (AOT)
(Mr=616,64), PVP (Mr=40000), &-poli-L-lizin (PLL) (Mr=30000-70000) i govedi serumski
albumin (BSA, od engl. bovine serum albumin). Otopine omotata (AOT, PVP i PLL)
pripremljene su otapanjem odgovarajucée koli¢ine omotaca u ultracistoj vodi (vodljivosti manje
do 18.18 MQ-cm) kako bi kona¢na koncentracija AOT bila 0,5 mM, PVP 0,3 % (w/v), a PLL
1 % (w/v). Ukupni konacni volumen otopina bio je 200 mL. Svakoj od ovih otopina omotaca
prvo je dodano 5 mL 92 mM AgNOs3, a zatim postepeno 2 mL otopine 0,4 M NaBH4 (1 kap
svake sekunde) uz konstantno mijeSanje na magnetnom mjesacu (IKA RCT, IKA Werke,
Germany). Reakcijske smjese su potom snazno mijeSane tijekom 45 minuta na sobnoj
temperaturi. Dobivene nanoAg su proc¢iséene centrifugiranjem na 11000 x g tijekom 20 minuta,
supernatant je dekantiran, a talog je resuspendiran u 2 mL ultra¢iste vode i pohranjen u mraku
na 4 °C.

NanoAg stabilizirane s BSA sintetizirane su mijeSanjem 7 mL 50 mM otopine AgNO3 s 33 mL
otopine BSA (90 mg). Otopina je snazno mijeSana na sobnoj temperaturi u prisutnosti kisika,
zatim je dodan 1 mL 0,397 M otopine NaBH.. Molarni odnos Ag* : BSA bio je 28:1, a Ag™ :

BHs 1:1. Nakon 40 minuta otopina je pro¢i$éena ultracentrifugiranjem na 25000 x g tijekom
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30 minuta pri temperaturi od -5 °C. Talog nanoAg-a resuspendiran je u ultracistoj vodi i
pohranjen na 4 °C u mraku.

Prisutnost nanocestica je nakon sinteze provjerena detekcijom rezonancije povrSinskih
plazmonskih vrpci mjerenjem apsorbance u UV-Vis podruéju spektrofotometrom (CARY 300,

Varian Inc., Australia).

4.3.2. Karakterizacija nanocestica srebra

Detaljna karakterizacija pripremljenih nanoAg-a provedena je za kolodine otopine
koncentracije 10 mg Ag /L u ultracistoj vodi pri temperaturi od 25 °C. Veli¢ina nanoAg-a je
odredena metodom elektronske mikroskopije uporabom transmisijskog elektronskog
mikroskopa (TEM) (Zeiss 902A, Zeiss, Jena, Njemacka) u svijetlom polju uz ubrzanje
naponom od 80 kV. TEM snimke su napravljene kamerom Canon PowerShot S50 spojenom na
mikroskop. Preparati su pripremljeni stavljanjem kapljice nanoAg otopina na Formvar®
polimerom oblozenu bakrenu mrezicu, koja je osuSena na zraku pri sobnoj temperaturi. Iz TEM
snimki odredena je primarna veli¢ina nanoAg-a analizom poprecnog presjeka nanocestica iz
kojeg je izveden ekvivalent promjera kugle.

Distribucija hidrodinami¢kog promjera nanoAg-a odredena je pomocu tehnike dinamickog
rasprenja svjetlosti (DLS, od engl. dinamic light scattering), a povrSinski naboj Cestica
izmjeren je tehnikom elektroforetskog rasprsenja svjetlosti (ELS, od engl. electrophoretic light
scattering) na uredaju Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK) koji je bio opremljen zelenim laserom
(532 nm) pod kutom od 173°. Rezultati za hidrodinamic¢ki promjer (dn) dobiveni su iz
maksimuma distribucije veli¢ine i volumena Cestica, a izrazeni su kao srednja vrijednost deset
mjerenja. PovrSinski naboj izrazen je kao zeta potencijal ({), koji je odreden koriStenjem
Henryjeve jednadzbe, uz aproksimaciju prema Smoluchovskijem, iz podataka 0
elektroforetskoj mobilnosti ¢estica. Vrijednosti £ u mV izraZzeni su kao srednja vrijednost pet
mjerenja. Podatci su obradeni racunalnim programom Zetasizer software 6.32 (Malvern
Instruments). DLS tehnika omogucila je i odredivanje indeksa polidisperzije (Pdl, od engl.
polydispersity indeks) za pripremljene nanoAg ¢ija je vrijednost pokazala koliko je distribucija
veli¢ina za razliCite nanoAg rasprSena. Vrijednosti Pdl < 0,05 ukazuju na monodisperznost
sustava, dok koloidne otopine koje su karakterizirane Pdl > 0,7 imaju vrlo Siroku distribuciju
veli¢ina nanocCestica. [zratun ovih parametara definiran je ISO standardom (engl. International

Organization for Standardization) 1ISO 13321:1996E i 1ISO 22412:2008.
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Udio ionskog srebra u koloidnim otopinama nanoAg-a ispitan je ultrafiltracijom otopina
pomoc¢u Amicon-4 Ultra centrifugalnih filtera veli¢ine pora 3 kDa (Merck Milipore, Darmstadt,
Germany). Koncentracija srebra u dobivenom filtratu odredena je atomskim apsorpcijskim
spektrofotometrom s grafitnom kivetom (Perkin Elmer Analyst 600, Perkin Elmer, Shelton,
USA) uz Zemanovu korekciju. Za kalibraciju je koriStena standardna otopina srebra 1000 mg/L
Ag u 5 % (w/v) HNOs (Merck, Darmstadt, Germany). Postotak Ag" izracunat je iz omjera

koncentracija srebra prije i nakon ultrafiltracije.

4.3.3. Hemoliti¢ka aktivnost nanodestica srebra

Hemoliza eritrocita u uzorcima pune krvi koji su tretirani razli¢itim koncentracijama nanoAg-
a odredena je pomo¢u modificirane metode prema Drabkinu (81). U tu je svrhu koriSten
Drabkinov reagens (Randox Laboratories, Crumlin, UK) koji sadrzi Ks[Fe(CN)s] i KCN.
Hemoglobin osloboden iz hemoliziranih eritrocita oksidira se u prisustvu Kas[Fe(CN)s] u
methemoglobin, koji u reakciji s KCN-om stvara obojeni cijanmethemoglobin. Stvoreni
cijanmethemogolobin odreden je kolorimetrijski mjerenjem apsorbance reakcijske smjese na
540 nm (Ass0). Kalibracijska krivulja je konstruirana iz Asso vrijednosti izmjerenih u
standardnim otopinama humanog hemoglobina u koncentracijskom rasponu od 0,0113 do 2,88
mg/mL.

U uzorcima krvi zdravih dobrovoljaca na KsEDTA antikoagulans odredena je koncentracija
hemoglobina. U 5,0 mL Drabkinovog reagensa dodano je 20 puL pune krvi i nakon 15 min
izmjerena je Asso. Nakon toga krvi su razrijedene Dulbekovom PBS (DPBS) otopinom do
koncentracije hemoglobina 10 + 1 mg/mL. U uzorcima razrijedene krvi ponovno je odredena
koncentracija hemoglobina prema istom protokolu (pocetna koncentracija hemoglobina). Ovim
uzorcima krvi (100 nL) dodano je 700 pL DPBS-a i otopine nanoAg-a (100 pL) do konaénih
koncentracija 1, 10, 50 i 100 mg Ag/L. Na isti nacin pripremljena je slijepa proba (DPBS),
pozitivna kontrola (Triton 2 % wi/v), negativna kontrola (PEG 10 mg/mL), a za kontrolu
hemolize zbog smanjene osmolarnosti dodana je destilirana voda. Smjese su inkubirane tijekom
3 hna37°C i zatim centrifugirane na brzini od 800 x g tijekom 15 min. Supernatantu (50 uL)
je dodan Drabkinov reagens (50 nL), inkubirano je 15 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim je
izmjerena Asso. Iz kalibracijske krivulje odredene su vrijednosti oslobodenoga hemoglobina.
Postotak hemolize izracunat je iz omjera koncentracije oslobodenog hemoglobina i pocetne

koncentracije hemoglobina uz korekciju slijepe probe.
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Poznato je da nanoAg interferiraju u kolorimetrijskim reakcijama zbog apsorpcije svjetla u
vidljivom dijelu spektra (80) pa je stoga ispitana moguénost opti¢ke interferencije nanoAg-a u
postupku ispitivanja hemolize. Postupak ispitivanja hemolize je ponovljen, ali je umjesto
razrijedene pune krvi upotrijebljena plazma koja je pripremljena centrifugiranjem pune Krvi
uzete na KsEDTA antikoagulans na brzini od 1200 x g tijekom 15 min. Rezultati ispitivanja

hemoliticke aktivnosti nanoAg-a korigirani su za opticku interferenciju nanoAg-a.

Druga moguca interferencija u postupku hemolize proistjece iz svojstva nanocestica da vezu
proteine i stoga je moguce da se dio oslobodenoga hemoglobina vezao na nanoAg i bio uklonjen
iz supernatanta. Zato je dodatno ispitana adsorpcija hemoglobina na povrsinu nanoAg-a
koristec¢i otopinu ljudskog hemoglobina (10 mg/mL) u razrijedenoj ljudskoj plazmi umjesto

pune Krvi u postupku ispitivanja hemolize.

4.3.4. Ucinak nanocestica srebra na agregaciju trombocita

U vedini objavljenih istrazivanja o u¢incima nanoAg-a na agregaciju trombocita koriStena je
metoda opti¢ke agregometrije i PRP (79)(62), ali kod te metode opisana je opticka interferencija
s nanoAg-om (62). Stoga je u ovom istrazivanju upotrijebljena metoda impedancijske
agregometrije za koju nisu utvrdene interferencije s nanoAg-om, a koristen je uzorak pune krvi.
Impedancijskim agregometrom mjeri se promjena impedancije koja nastaje zbog adhezije i
agregacije trombocita na elektrode agregometra nakon aktivacije trombocita agonistima
agregacije. Koristeni su sljede¢i agonisti za aktivaciju trombocita: ADP, kolagen i ristocetin.
Oni aktiviraju trombocite putem razli¢itih receptora, odnosno putem razli¢itih biokemijskih

putova u trombocitu.

Uzorcima pune krvi (323 pL) (n=6) dodane su otopine nanoAg-a (17 uL) tako da su konaéne
koncentracije nanaoAg-a u uzorcima bile 1, 5, 10, 20, 50 i 100 mg Ag/L. Za pripremu negativne
kontrole koriStena je fizioloSka otopina. Uzorci su inkubirani tijekom 30 minuta na sobnoj
temperaturi, a zatim je odredena agregacija trombocita prema protokolu proizvodaca uz
agoniste ADP konacne koncentracije 6,5 uM, kolagen kona¢ne koncentracije 3,2 pg/mL i
ristocetin konac¢ne koncentracije 0,77 mg/mL, sve od proizvodaca Roche (Roche Diagnostics,

Manheim, Njemacka).

Ispitali smo moze li sam nanoAg izazvati agregaciju trombocita mjerenjem impedancije u punoj

krvi tijekom 30 minuta odmah nakon dodatka nanoAg-a prema vlastitom protokolu na
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Multiplate analizatoru. Punoj krvi (300 pL) (n=6) razrijedenoj s fizioloSkom otopinom (300
uL) dodane su otopine nanoAg-a (15 uL) tako da je konacna koncentracija nanoAg-a u Krvi
bila 100 mg Ag/L. Na isti nacin ispitan je i utjecaj samih omotac¢a (PVP 0,0075 % (w/v), PLL
0,0025 % (w/v) i (w/v), AOT 0,0125 mM) i ionskog oblika srebra (dodatkom AgNOsz do
konac¢ne koncetracije 0,1, 1 i 10 mg Ag/L). Sva mjerenja su ucinjena na uzorcima krvi od 6
donora u duplikatu jer mjerne posudice (Roche Diagnostics, Manheim, Njemacka) sadrze dva
para elektroda. Agregacija trombocita mjerena je na uredaju Multiplate (Roche Diagnostics,
Manheim, Njemacka) koji graficki prikazuje promjenu agregacije trombocita (AU, od engl.
aggregation unit) tijekom vremena te racuna povrsinu ispod krivulje (AUC, od engl. area under
the curve). AUC vrijednost je prema preporuci proizvodaca najbolja veli¢ina koja opisuje
agregaciju trombocita. Izmjerene AUC su preracunate u odnosu na AUC uzorka koji nije

tretiran s nanoAg-om (% negativne kontrole), a rezultati izrazeni kao srednja vrijednost + SD.

4.3.5. Koagulacijski testovi PV, APTV i TV

Utjecaj nanoAg-a na aktivaciju vanjskoga i unutarnjega puta zgrusavanja te na posljednji korak
pretvorbe fibrinogena u fibrin odreden je koagulacijskim testovima mjerenjem PV-a, APTV-a
i TV-a. Tim se koagulacijskim testovima mjeri vrijeme potrebno da nastane ugrusak tj. fibrinska
mrezica u plazmi nakon dodatka odredenog aktivatora zgrusavanja. PV je izmjereno nakon
dodatka rekombinantnog tkivnog faktora (Innovin), APTV nakon dodatka elaginske kiseline i
fosfolipida soje (Actin FS), a TV nakon dodatka trombina (BC Thrombin) na instrumentu BCS
XP (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Njemacka) prema protokolu proizvodaca koji
je navedene metode validirao za rutinsku primjenu u klinickim laboratorijima u svrhu
ispitivanja poremecaja hemostaze. Navedeni reagensi su komercijalno dobavljeni od

proizvodaca Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Njemacka.

Ispitivanja su provedena tako da su uzorcima plazme (380 uL) (n=6) dodane otopine nanoAg-
a (20 pL) do konacnih koncentracija od 1, 5, 10, 20, 50 i 100 mg Ag/L. Za pripremu negativne
kontrole koriStena je fizioloska otopina. Uzorci su inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi i
zatim su izmjereni PV, APTV i TV. Rezultati su izrazeni u odnosu na PV, APTV i TV
izmjerenih u uzorku plazme koja nije tretirana s nanoAg-om (% negativne kontrole) uz SD

vrijednosti.
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Utjecaj samih omotaca (PVVP 0,0075 % (w/v), PLL 0,0025 % (w/v) i (w/v), AOT 0,0125 mM)
I AgNOs (kona¢ne koncentracije 0,1; 11 10 mg Ag/L) na PV, APTV i TV ispitani su na nacin

opisan za nanoAg.

4.3.6. Analiza stvaranja trombina

Za ispitivanje u¢inka nanoAg-a na nastanak trombina u plazmi upotrijebljen je test stvaranja
trombina (TGT, od engl. thrombin generation test) (82) koji se smatra zlatnim standardom za
ispitivanje ucinaka nanoCestica na hemostazu (83). Ovom metodom prati se nastanak
kromogena djelovanjem trombina na supstrat iz kojeg trombin sporo oslobada kromogen.
Promjena apsorbancije kromogena mjerena je tijekom 30 minuta na 405 nm prema protokolu
proizvodaca na instrumentu BCS XP (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Njemacka)
reagensom Innovance ETP od istog proizvodaca. Za aktivaciju zgruSavanja upotrijebljen je
reagens Innovin koji sadrzi rekombinantni tkivni faktor (Siemens Healthcare Diagnostics,
Marburg, Njemacka). Racunalni program analizatora BCS XP analizira krivulje stvaranja
trombina i daje nam podatke: endogeni trombinski potencijal (ETP) iz povrsine ispod krivulje

I maksimalnu brzinu nastanka trombina (Cmax) u mA/min.

Ispitivanje je provedeno na odmrznutim uzorcima plazme koji su odmrznuti u vodenoj kupelji
tijekom 10 minuta na 37 °C. Uzorcima plazme (380 uL) (n=6) dodane su otopine nanoAg-a (20
uL) do kona¢nih koncentracija od 1, 5, 10, 20, 50 i 100 mg Ag/L. Za pripremu negativne
kontrole koriStena je fizioloSka otopina. Uzorci su inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi 1
zatim je izmjeren ETP i Cmax. Rezultati su izrazeni u odnosu na ETP i Cmax izmjerenih u

uzorku plazme koja nije tretirana s nanoAg-om (% negativne kontrole).

Utjecaj samih omotaca (PVP 0,0075 % (w/v), PLL 0,0025 % (w/v) i (w/v), AOT 0,0125 mM)
i AgNOs (konacne koncentracije 0,1; 11 10 mg Ag/L) na PV, APTV i TV ispitani su na na¢in
opisan za nanoAg.

4.3.7. Rotacijska tromboelastometrija

Promjene globalne hemostaze pod utjecajem nanoAg ispitane su mjerenjem viskoelasticnih
svojstava pune krvi tijekom procesa zgruSavanja i fibrinolize metodom rotacijske
tromboelastometrije (ROTEM). Primijenjena je metoda neaktiviraju¢e tromboelastometrije,

(NATEM, od engl. nonactivated thromboelastometry) u kojoj se rekalcificira citratna puna krv.
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U NATEM testu se kao reagens koristi CaCl> (Startem, Tem International, Minhen, Njemacka),
a viskoelasti¢na svojstva krvi se mjere tijekom 60 minuta. Rac¢unalni program graficki prikazuje
tromboelastogram sa sljede¢im mjerenim veli¢inama: vrijeme zgruSavanja (CT, od engl.
clotting time), vrijeme stvaranja ugruska (CFT, od engl. clot formation time), kut alfa (o),
maksimalna ¢vrstoca ugruska (MCF, od engl. maximum clot firmness) i maksimalna razgradnja

ugruska.

Uzorcima pune krvi (323 uL) (N=6) dodane su otopine nanoAg-a (17 uL) (n=6) do kona¢nih
koncentracija 1, 5, 10, 20, 50 i 100 mg Ag/L, a za pripremu negativne kontrole koriStena je
fizioloska otopina. Smjese krvi i nanoAg-a su inkubirane tijekom 30 minuta na sobnoj
temperaturi 1 zatim je napravljena analiza NATEM na uredaju ROTEM (Tem International,
Minhen, Njemacka) prema protokolu proizvodaca. Na isti nacin ispitan je i utjecaj samih
omotaca (PVP 0,3 % (w/v), PLL 0,01 % (w/v) i AOT 0,01 mM) i AgNOs (konacne
koncentracije u krvi 0,1; 1 i 10 mg Ag/L) na globalnu hemostazu.

Rezultati za CT, CFT, kut alfa i MCF izraZeni su u odnosu na rezultate dobivene za uzorke koji

nisu tretirani s nanoAg-om (% negativne kontrole).

4.3.8. Citotoksi¢nost nanocestica srebra

Citotoksi¢ni uc¢inak nanoAg-a na trombocite ispitan je pomocu polianionske boje calcein AM
koja lako ulazi u stanicu, ali se samo u metaboli¢ki aktivnoj stanici metabolizira djelovanjem
esteraza u zelenu fluorescentnu boju (84). Udio zivih stanica odreden je iz intenziteta

fluorescencije boje koji je veci za vijabilne stanice u odnosu na mrtve stanice.

Pokusi su provedeni na opranim trombocitima izoliranim od 6 donora. Oprani trombociti
razrijedeni su toliko da im je kona¢an broj bio 20 x 10%mL, te su zatim tretirani s razli¢itim
nanoAg u koncentracijskom rasponu od 0,2 i 100 mg Ag/L, s omotac¢ima (PVP, AOT, PLL) i
ionskim oblikom srebra. Nakon inkubacije od 30 minuta, nanoAg, omotaci i ionsko srebro
isprani su dodatkom 2 ml PBS-a i centrifugiranjem 7 min na 700 x g. Na talog ispranih
trombocita je zatim dodano 100 uL PBS-a i 1 uL otopine calceina AM (0,1 mM) nakon ¢ega
su trombociti inkubirani s bojom 15 minuta na 37 °C. Nakon toga, calcein AM je ispran s 2 mL
PBS-a i talog resuspendiran u 200 pL PBS-a te odmah analiziran na proto¢nom citometru BD
FACSCalibur (Beckton Dickinson, Heidelberg, Njemacka). Za normalizaciju podataka

upotrijebljen je omjer geometrijske srednje vrijednosti intenziteta fluorescencije (MFI, engl.
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mean fluorescence intensity) tretiranog i netretiranog (kontrolnog) uzorka. Rezultati su
prikazani kao % zivih odnosno mrtvih stanica u odnosu na kontrolni (netretirani uzorak) uz

pripadajac¢e SD vrijednosti.

4.3.9. Ulazak nanogestica srebra u trombocite

Ispitivanje ulaska nanoAg-a u trombocite provedeno je uporabom proto¢ne citometrije i TEM
metode. Na protocnom citometru BD FACSCalbur je paralelno uz pracenje svjetlosti rasprSene
na stanicama pod kutom od 90° (FSC, od engl. forward scatter) i MFI vrijednosti za tretirane i
netretirane WP mjereno i rasprSenje svjetlosti na stanicima pod kutom od 20° (SSC, od engl.
side scatter) u odnosu na ulaznu zraku svjetla. S obzirom na to da nanoAg rasprsuje svjetlo
granuliranosti stanice se poveca pa se ulazak nanoAg-a u stanice dokazuje povecanjem veli¢ine
SS u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane stanice). Dokaz ulaska hanoAg-a u stanice jest
porast granuliranosti stanice, tj. MFI (SSC) omjer > 1 dok FSC ostaje isti (84). Prednost ove
metode je $to se u vrlo kratkom vremenu analizira velik broj stanica (priblizno 10000) za razliku
od mikroskopskih tehnika kojima se mozZe analizirati daleko manji broj stanica. Proporcija
internaliziranih nanoAg-a odredena je za sve Cetiri vrste nanoAg-a (PVP-, PLL-, AOT- i BSA-

nanoAg) pri Cetiri koncentracije.

Medutim, metodom proto¢ne citometrije nije moguce razlikovati povecava li se granuliranost
stanica nakon tretmana s nanoAg-om zbog ulaska nanoAg u stanice ili zbog njihove adsorpcije
na povrsinu stanice. Stoga je provedeno dodatno ispitivanje TEM metodom koja je posluzila za

vizualizaciju trombocita tretiranih s nanoAg-om.

PRP je tretiran sa sve Cetiri vrste nanoAg-a (PVP-nanoAg, AOT-nanoAg, PLL-nanoAg, BSA-
nanoAg) tako da je u 100 uL. PRP-a dodano 10 pL otopine nanoAg-a do konac¢ne koncentracije
10 mg Ag/L. Nakon 30 minutne inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku, smjesa je
centrifugirana 7 min na 700 x g. Talog trombocita je resuspendiran u 1 mL fiksativa za TEM
(2 % glutaraldehid) i pohranjen na 4 °C. Stanice su postfiksirane s 1 % osmij-tetroksida
otopljenim u 0,1 M natrij-kokodilatnog pufera i s 0.5 % uranil acetatom otopljenim u 0,05 M
maleatnom puferu. Nakon fiksacije, stanice su dehidrirane u koncentracijskom nizu otopina
etanola i uklopljene u Epon smolu. Nacinjeni su ultratanki rezovi koji su preneseni na
Formvarom® obloZenu bakrenu mreZicu i zatim pregledani na TEM mikroskopu kako je

opisano u odjeljku 4.3.2.
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4.3.10. Promjene potencijala mitohondrijske membrane trombocita

Za procjenu mogucega mehanizama toksi¢noga djelovanja razli¢itih nanoAg-a na trombocite,
izmjerene su promjene membranskih potencijala mitohondrija. Razli¢iti podrazaji i agensi
mogu znacajno promjeniti propusnost mitohondrijskin membranskih pora induciraju¢i bilo
depolarizaciju ili hiperpolarizaciju mitohondrijske membrane. Promjene u potencijalu
mitohondrijske membrane (MMP, od engl. mitochondrial membrane potential) su ispitane
koriStenjem fluorescentne karbocianinske boje 3,3'-diheksiloksakarbocijanin jodid (DiOC6)
koja ulazi u mitohondrije. 1z mitohondrija se oslobada u sluc¢aju depolarizacije mitohondrijske
membrane sto dovodi do pada intenziteta fluorescencije ove boje. U slucaju hiperpolarizacije,
DiOC6 se koncentrira u mithondrijima te intenzitet fluorescencije raste. Izbor koncentracije
boje temeljio se na titracijskim pokusima kako bi se pronasla doza koja pravilno procjenjuje
MMP jer je dobro poznato da veca koncentracija DiIOC6 moze inhibirati stani¢no disanje (43).
U ovim pokusima kori$teni su uzorci PRP-a i WP-a dobiveni od 6 donora koji su tretirani
razli¢itim nanoAg-ima pri koncentracijama koje nisu izazvale znacajniju smrtnost trombocita,
odnosno pri kojima je bilo zivo > 80 % trombocita. Nakon inkubacije od 30 min na 37 °C,
trombociti su isprani s PBS-om, inkubirani s 1 nM DiOC6 tijekom 30 minuta na 37 °C te jo$
jednom isprani s PBS-om. Obojene stanice analizirane su o¢itavanjem intenziteta fluorescencije
koriste¢i Victor™ ¢ita¢ mikrotitarskih plo¢ica (PerkinElmer, Waltham, MA, SAD). Valna
duljina pobude bila je 485 nm, a valna duljina emisije 510 nm. Sva mjerenja odradena su u
triplikatu. Rezultati su prikazani kao % flourescencije (uz pripadajuce SD vrijednosti) u odnosu
na negativnu kontrolu (netretirane stanice), dok su za pozitivnu kontrolu odabrani trombociti

tretirani s 50 uM tert-butil hidroksidom.

4.3.11. Odredivanje biljega oksidativnog stresa

Kao mogu¢i mehanizam citotoksi¢nih u¢inaka nanoAg-a na trombocite ispitan je oksidativni
stres. Za biljege oksidativnog stresa u trombocitima tretiranim s razli¢itim nanoAg-ima
odabrani su nastajanje peroksidnih radikala, nastajanje superoksidnih radikala te razina
unutarstani¢nog GSH. U tu svrhu su koristene flourescentne boje diklorofuorescein diacetat
(DCFH-DA), dihidroetidij (DHE) i monoklorbiman (MCBM). DCFH-DA boja lako ulazi u
stanicu u kojoj se djelovanjem esteraza odcjepljuje lipofilna skupina DA i ukoliko su u stanici

prisutni perokdisni radikali oksidirat ¢e DCFH u fluorescentni spoj 2’-7’dichlorofluorescein
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(85). DHE isto kao DCFH-DA lako ulazi u stanicu i u prisutnosti superoksidnog radikala
oksidira se u fluorescentni spoj 2-hidroetidij koji je stabilan u stanici (86). MCBM nakon ulaska
u stanicu reagira s GSH stvarajuci flourescentan spoj (87). Intenzitet fluorescencije tih triju boja

direktno je proporcionalan koli¢ini peroksidnih, superoksidnih radikala, odnosno razini GSH.

Pokusi su provedeni koristenjem PRP-a i WP-a prikupljenim od 6 donora. PRP i WP su tretirani
razli¢itim nanoAg-ima pri koncentracijama koje nisu izazvale znac¢ajniju smrtnost trombocita,
odnosno pri kojima je bilo Zivo > 80 % trombocita. Nakon inkubacije od 30 min na 37 °C,
trombociti su isprani s PBS-om, inkubirani s 20 uM DCFH-DA, 20 uM DHE ili s 50 uM
MCBM bojom 15 minuta u mraku na 37 °C. Nakon inkubacije, stanice su isprane s PBS-om i
analizirane pomoc¢u Victor ™ ¢ita¢a mikrotitarskih ploc¢ica. Za bojenje DCFH-DA i DHE, valna
duljina pobude bila je 485 nm, a valna duljina emisije 535 nm. Za MCBM valna duljina pobude
bila je 355 nm, a emisije 460 nm. Rezultati su prikazani kao % flourescencije (uz pripadajuce
SD vrijednosti) u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane stanice), dok su za pozitivnu

kontrolu odabrani trombociti tretirani s 50 uM tert-butil hidroksidom.

4.3.12. Aktivacija trombocita

Aktivacija trombocita pri izlaganju razli¢itim vrstama nanoAg-a ispitana je dokazivanjem
biljega aktivacije na povrsini trombocita metodom protocne citometrije. Izabrani su P-selektin
i aktivirani GP llb-Illa kao biljezi aktivacije. P-selektin je adhezijski protein koji se nalazi na
unutarnjoj strani a-granula u trombocitima. Nakon aktivacije trombocita i oslobadanja sadrzaja
a-granula ispoljava se na vanjskoj strani membrane trombocita. Njegov izrazaj na membrani
trombocita odreden je mi§jim antthumanim monoklonskim antitijelom na CD62P konjugiranim
s fluorokromom PE. GP llb-Illa prilikom aktivacije trombocita prelazi iz niskoafinitetnog u
visokoafinitetni oblik €iji izraZaj je izmjeren mis§jim antihumanim monoklonskim antitijelom
PAC-1 konjugiranim s fluorokromom FITC. Za obiljezavanje trombocita u punoj krvi
upotrijebljeno je miSje antihumano monoklonsko antitijelo na CD61 konjugirano s

fluorokromom PerCP koje se veZe na specificni membranski povrSinski trombocitni antigen

glikoprotein GP Illa.

Pokusi su provedeni na uzorcima pune krvi i WP-a prikupljenim od 4 donora. Svaki od uzoraka
(90 pL) je odmah nakon uzorkovanja i pripreme tretiran s razliitim nanoAg, otopinama
omotaca kao i ionskim oblikom srebra dodatkom 10 pL radnih otopina do Zeljenih kona¢nih

koncentracija koje su odabrane prema rezultatima dobivenim za citotoksi¢nost. Odabrane su
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one koncentracije nanoAg-a, omotaca i AgNOs koje nisu izazvale znacajniju smrtnost
trombocita, odnosno pri kojima je bilo zivo > 80 % trombocita. Netretirani uzorci su bili
negativna kontrola, a uzorci tretirani s 10 uM heksapeptidnim aktivatorom receptora trombina
(TRAP-6, od engl. thrombin receptor activating peptide) su posluzili kao pozitivna kontrola.
Svi uzorci su zatim inkubirani tijekom 30 minuta na 37 °C. Po 5 pL tretiranih uzoraka je zatim
preneseno u nove epruvetice s antitijelima (1. CD61 PERCP i CD62 PE; 2. CD61 PERCP i
PAC-1 FITC), te inkubirano 15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Zatim je dodano 500
uL hladnog 1 % (v/v) paraformaldehida u fizioloSkoj otopini te su provedene analize na
proto¢nom citometru pracenjem MFI vrijednosti za pojedini biljeg. Sva mjerenja su ponovljena
3 puta. Rezultati su prikazani kao postotak (uz odgovarajuc¢e SD vrijednosti) u odnosu na

negativnu kontrolu (netretirane stanice).

4.4, Statisticke metode

Svi podatci prikazani su numericki i opisani aritmeti¢kom sredinom i standardnom devijacijom
u slucaju raspodjela koje slijede normalnu raspodjelu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i
rasponom (minimalna i maksimalna vrijednost). Normalnost raspodjele numerickih varijabli
testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli
izmedu nezavisnih skupina testirane su analizom varijance (ANOVA) s post-hoc Tukey HSD
testom. U slucaju analize ulaska nanocestica u stanicu, gdje je testirana razlika varijabli koji ne
slijede normalnu raspodjelu, a nije dokazana pretpostavka o homogenosti varijanci, razlike su
testirane pomoc¢u Kruskall-Wallis testa uz post-hoc Dunn test. Razina statistiCke znacajnosti
postavljena je na p = 0,05. Za statisticku analizu upotrijebljen je statistiCki program
STATISTICA 13.2 (StatSoft-Dell-TIBCO Software Inc, Palo Alto, SAD).
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5. REZULTATI

5.1. Fizikalno-kemijska svojstva nanocestica sreba

Popis svih nanoAg vrsta koji su koristeni u ovom istrazivanju prema njihovom stabilizacijskom
omotacu, obliku i primarnoj veli¢ini nalazi se u Tablici 5.1. Veli¢ina i oblik nanoAg-a odredeni
su TEM-om Slika 5.1.

Tablica 5.1. Vrste nanocestica srebra (nanoAg) koriStene u ovom istrazivanju S obzirom na
stabilizacijski omotac, oblik i primarnu veli¢inu. Promjer (d) u nm za razli¢ite nanoAg te njihov

oblik odredeni su transmisijskom elektronskom mikroskopijom.

NanoAg vrsta Omotac Oblik d/nm
BSA-nanoAg govedi serumski albumin kugla 9.1+£2.8
PVP-nanoAg polivinilpirolidon kugla 6.8+4.1
PLL-nanoAg poli-L-lizin kugla 7.6+3.5
AOT-nanoAg bis (2-etilheksil)-sulfosukcinat kugla 12.3+3.7
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Slika 5.1. Snimke nanocCestica srebra (nanoAg) stabiliziranih s BSA, PVP, PLL i AOT

omotac¢ima dobivene transmisijskom elektronskom mikroskopijom. Mjerilo je veli¢ine 100 nm.
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Osim primarne veli¢ine i oblika, svim je nanoAg vrstama odreden hidrodinamicki promjer (dn)
DLS metodom, povr$inski naboj mjerenjem  potencijala ELS metodom, te udio slobodnih Ag*
iona u ultra¢istoj vodi (Tablica 5.2.). Kako je bilo ofekivano, dn vrijednosti bile su vece od d
vrijednosti jer se na povrSinu nanoAg-a u otapalu adsrobiraju molekule otapala, kao i druge
sastavnice otapala. Sve su nanoAg vrste bile monodisperzne §to je vidljivo i iz izmjerenih PdI
vrijednosti koje su bile < 0.3. PovrSinski naboj nanoAg vrstama bio je odreden nabojem
primijenjenoga stabilizacijskoga omota¢a osim u slu¢aju PVP-nanoAg. Tako su PLL-nanoAg
imale pozitivan, a AOT-nanoAg i BSA-nanoAg negativan { potencijal (Tablica 5.2.). Iako je
za PVP-nanoAg koristen neutralni polimer PVP, negativan naboj te vrste vjerojatno potjece od
iona BH4™ koji su koristeni pri sintezi i koji su se tijekom priprave adsorbirali na povr§inu

nanoAg-a.

Koli¢ina slobodnih Ag" iona u mediju ultradiste vode bila je za sve nanoAg vrste manja od 5

% (Tablica 5.2.), a najve¢i udio slobodnih iona izmjeren je kod PVP-nanoAg vrste.

Tablica 5.2. Hidrodinamicki promjer (dn), zeta potencijal (¢) i indeks polidisperzije (Pdl)
izmjereni dinamic¢kim i elektroforetskim rasapom svjetlosti. Postotak slobodnih iona Ag za
BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg koncentracije 10 mg Ag/L izmjeren u ultracistoj vodi pri 25
°C.

NanoAg vrsta du/nm {Imv % otopljenog Ag Pdl
AOT-nanoAg 15.1+3.8 —429+2.6 32+04 0.29
PLL-nanoAg 10.6 4.1 352+14 39+1.1 0.22
PVP-nanoAg 9.7+£24 -144+09 48+0.7 0.14
BSA-nanoAg 11.1+3.8 -8.9+0.7 0.8+0.2 0.12

Dobiveni podatci pokazali su da je postignut jedan od ciljeva ovog istrazivanja: priprava
razli¢itih vrsta nanoAg-a s razli¢itim stabilizacijskim omotacima, ali istoga oblika (okruglog) i
primarne veli¢ine (oko 10 nm) kako bi se odredila hemokompatibilnost i utjecaj na hemostazu

nanoAg vrsta s obzirom na njihovu razli¢itu povrsinsku funkcionalizaciju.
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5.2. Hemoliti¢ki u¢inak nanodgestica sreba

Prilikom ispitivanja u¢inaka nanoAg-a na eritrocite dobiveni su lazno pozitivni rezultati, te je
pri nekim koncentracijama nanoAg-a izmjerena hemoliza eritrocita bila ve¢a od 100 % (Slika
5.3.). Uzrok tome je apsorpcija svjetlosti od strane nanoAg vrsta na valnoj duljini od 540 nm
koja je koriStena u metodi odredivanja hemolize prema Drabkinu. U svrhu dobivanja pouzdanih
I ispravnih rezultata, rezultati su korigirani kako je opisano u poglavlju Materijali i metode. 1z
korigiranih rezultata vidljivo je da intenzitet hemolize kod svih nanoAg-a ovisi 0 dozi osim za

BSA-nanoAg (Slika 5.3.). Hemolizu su najintenzivnije izazivale PLL-nanoAg.

nekorigirani rezultati O rezultati korigirani za opticku interferenciju nanoAg
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Kontrola AOT-nanoAg (mg PVP-nanoAg (mg PLL-nanoAg (mg BSA-nanoAg (mg
Ag/L) Ag/L) AgiL) Ag/L)

Slika 5.3. Postotak hemoliziranih eritrocita nakon 3 sata inkubacije pune krvi s BSA-, PVP-,
PLL- i AOT-nanoAg. Rezultati su prikazani kao postotak hemolize koji je izraunat iz omjera
oslobodenog hemoglobina i pocetne koncentracije hemoglobina. Plave kolone predstavljaju
izmjerene nekorigirane vrijednosti hemoglobina metodom prema Drabkinu, a crvene kolone su
vrijednosti korigirane zbog opticke interferencije nanoAg vrsta. Negativna kontrola je puna krv
tretirana s politeilenglikolom (10 mg/mL), a pozitivna kontrola je puna krv tretirana s Triton-X
0,02 % (v/v). Rezultati su prikazani sa standardnim devijacijama mjerenja 6 uzoraka u

triplikatu. Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom

(*).
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Medutim, prilikom ispitivanja hemolize uzrokovanoj nanocesticama metodom prema
Drabkinu, ali i drugim metodama koje mjere oslobodeni hemoglobin, treba uzeti u obzir
mogucnost da se hemoglobin kao svaki drugi protein moze adsorbirati na povr§inu nanocestice.
To je i potvrdeno dodatnim ispitivanjem za koje su rezultati prikazani na Slici 5.4. iz koje je

vidljiva koncentracijska ovisnost koli¢ine adsorbiranog hemoglobina na hanoAg.

3 g

:

g

% adsorpcije hemoglobina
$ 8 8

g

Kontrola |

AOT-nanoAg (mg Ag/L) | PVP-nanoAg (mg AgfL) | PLL-nanoAg (mg AgfL) | BSA-nanoAg (mg Ag/L)

Slika 5.4. Postotak hemoglobina vezan na povr$inu AOT -, PVP-, PLL- i BSA-nanoAg nakon
3 sata inkubacije sa standardnom otopinom hemoglobina (10 mg/L hemoglobina u ljudskoj
plazmi). Rezultati su prikazani sa standardnim devijacijama mjerenja 6 uzoraka u triplikatu.

Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom (*).

Opazeno vezanje uzrokom je lazno negativnih rezultata jer onaj dio hemoglobina koji se
adsorbirao na povrSinu nanoAg-a nije reagirao s Drabkinovim reagensom, pa je ukupan rezultat
ispitivanja hemolize nepouzdan. Jednostavnu korekciju rezultata nije bilo moguée provesti jer
su rezultati prikazani na Slici 5.4. dobiveni inkubacijom nanoAg-a u otopini hemoglobina, dok
su pokusi hemolize provedeni u punoj krvi. U punoj krvi nije moguce odrediti to¢nu
koncentraciju hemoglobina koji se otpusSten iz hemoliziranih eritrocita veze na povrsinu
nanoAg-a jer ta koli¢ina moze biti maskirana prisutno$¢u drugih proteina iz pune Krvi na
nanopovrsini. Takoder nije bilo moguce odrediti do koje je mjere inhibirana detekcija

adsorbiranog hemoglobina u reakciji prema Drabkinu.
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5.3. Ué¢inak nanocestica sreba na hemostazu
5.3.1. U¢inak nanocestica sreba na primarnu hemostazu

Rezultati ispitivanja uc¢inaka razli¢itih nanoAg-a na agregaciju trombocita impedancijskom

agregometrijom uz agoniste ADP, kolagen i ristocetin prikazani su na Slikama 5.5., 5.6. 1 5.7.
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Slika 5.5. U¢inak BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a na agregaciju trombocita u punoj krvi
mjerenu impedancijskom agregometrijom. Uzorci pune Krvi tretirani su tijekom 30 minuta
razli¢itim koncentracijama nanoAg vrsta, a agregacija trombocita je potaknuta adenozin
difosfatom (ADP). Rezultati su izrazeni kao postotak negativne kontrole (netretirana puna krv).
Prikazane su srednje vrijednosti 2 mjerenja za svaki od 6 uzoraka s pripadaju¢im standardnim
devijacijama. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene

su asteriksom (*). U - arbitarna jedinica mjere agregacije trombocita
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Slika 5.6. U¢inak BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a na agregaciju trombocita u punoj krvi
mjerenu impedancijskom agregometrijom. Uzorci pune Krvi tretirani su tijekom 30 minuta
razli¢itim koncentracijama nanoAg vrsta, a agregacija trombocita je potaknuta kolagenom
(COL). Rezultati su izraZeni kao postotak negativne kontrole (netretirana puna krv). Prikazane
su srednje vrijednosti 2 mjerenja za svaki od 6 uzoraka s pripadaju¢im standardnim
devijacijama. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene

su asteriksom (*). U - arbitarna jedinica mjere agregacije trombocita

Vidljivo je da su sve nanoAg vrste kod viSih koncentracija (50 i 100 mg Ag/L) smanjile
agregaciju trombocita iako vec¢ina dobivenih rezultata nije bila statisticki razlicita od kontrole
(vrijednosti za netretirane trombocite). Statisti¢ki znacajne razlike prema kontroli uoc¢ene su
samo kod trombocita tretiranih s PLL-nanoAg-om kod kojih je agregacija bila potaknuta

ristocetinom (Slika 5.7.).
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Slika 5.7. U¢inak BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a na agregaciju trombocita u punoj krvi
mjerenu impedancijskom agregometrijom. Uzorci pune krvi tretirani su tijekom 30 minuta
razli¢itim koncentracijama nanoAg vrsta, a agregacija trombocita je potaknuta ristocetinom
(RISTO). Rezultati su izrazeni kao postotak negativne kontrole (netretirana puna Kkrv).
Prikazane su srednje vrijednosti 2 mjerenja za svaki od 6 uzoraka s pripadaju¢im standardnim
devijacijama. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene

su asteriksom (*). U - arbitarna jedinica mjere agregacije trombocita

U pokusu u kojem je ispitana sposobnost samih nanoAg-a da izazovu agregaciju trombocita
(bez aktivacije trombocita agonistima), izmjeren je izrazen i statisticki znacajan u¢inak PLL-
nanoAg na agregaciju trombocita (Slika 5.8). Buduc¢i da je agregacija trombocita mjerena
odmah nakon dodatka nanoAg-a punoj krvi, iz ovoga se moze zakljuciti da su trombociti
agregirali tijekom inkubacijskog perioda i u ostalim pokusima. U kontrolnom pokusu s
omota¢ima koriStenim za stabilizaciju nanoAg-a primijenjene su koncentracije omotaca koje
odgovaraju koli¢inama omotaca u otopinama nanoAg koncentracije od 100 mg Ag/L. Samo je
PLL izazvao statisticki znacajnu promjenu u agregaciji trombocita u odnosu na konotrolu
(netretirani uzorak), slicno kao i PLL-nanoAg (Slika 5.8.). U istom kontrolnom pokusu ispitano

je 1 ionsko srebro koje nije imalo ucinka na agregaciju pri ispitivanim koncentracijama.
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Slika 5.8. U¢inak BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a, omota¢a PVP, PLL i AOT i ionskog
srebra na agregaciju trombocita u punoj krvi izmjeren impedancijskom agregometrijom koja je
mjerena odmah nakon dodatka nanoAg, a bez dodatka agonista. Rezultati su izrazeni kao
postotak negativne kontrole (netretirana puna krv). Prikazane su srednje vrijednosti 2 mjerenja
za svaki od 3 uzorka s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Statisti¢ki znacajne razlike (p <
0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom (*). AUC - povrSina ispod
krivulje koja prikazuje odnos promjene impedancije tijekom vremena izazvane agregacijom

trombocita.

5.3.2. U¢inak nanocestica sreba na sekundarnu hemostazu

Uc¢inak razli¢itih nanoAg vrsta na vanjski i unutarnji put zgrusavanja ispitan je mjerenjem PV-
a i APTV-a. Sve Cetiri vrste ispitivanih nanoAg-a statisticki su znac¢ajno produzile APTV pri
primjeni najvisih koncentracija, odnosno kod 100 mg Ag/L BSA-, PVP- i AOT-nanoAg te kod
501 100 mg Ag/L i PLL-nanoAg (Slika 5.9.). Na vanjski put zgrusavanja utjecao je samo PLL-

nanoAg, i to ve¢ od koncentracije 10 mg Ag/L, §to je vidljivo iz statisticki znacajnog produzenja
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PV-a u odnosu na kontrolu (Slika 5.10). Sto je primijenjena koncentracija PLL-nanoAg bila

veca, PV je bilo sve duze.

Osim PV-a i APTV-a, mjeren je i TV u svrhu ispitivanja utjecaja nanoAg-a na posljednji korak
u koagulacijskoj kaskadi tj. pretvorbi fibrinogena u fibrin djelovanjem trombina. Dobiveni
rezultati (Slika 5.11) su zanimljivi, jer su PVP- i AOT-nanoAg kod najvisih koncentracija
uzrokovali produzenje TV-a, dok je PLL-nanoAg uzrokovao njegovo skracenje, odnosno

inhibirao je nastanak fibrinskog ugruska (Slika 5.11.).
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Slika 5.9. U¢inak BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a na unutarnji put zgru$avanja izmjeren
koagulacijskim testom u plazmi. Aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV) je
izmjereno nakon izlaganja plazme nanoAg-u razli¢itih koncentracija tijekom 30 minuta.
Rezultati su izrazeni kao postotak APTV-a u odnosu na negativnu kontrolu (netretirana
plazma). Prikazane su srednje vrijednost rezultata (uz pripadajué¢e standardne devijacije)
dobivenih za uzorke plazme koje se prikupljene od 6 donora. Statisticki znacajne razlike (p <

0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom (*).
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Slika 5.10. U¢inak BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a na vanjski put zgrusavanja izmjeren
koagulacijskim testom u plazmi. Protrombinsko vrijeme (PV) je izmjereno nakon izlaganja
plazme nanoAg-u razli¢itih koncentracija tijekom 30 minuta. Rezultati su izrazeni kao postotak
u odnosu na negativnu kontrolu (netretirana plazma). Prikazane su srednje vrijednost rezultata
(uz pripadajuée standardne devijacije) dobivenih za uzorke plazme prikupljene od 6 donora.

Statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom

(*).
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Slika 5.11. U¢inak BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a na posljednji korak u zajednickom
putu zgrusavanja izmjeren koagulacijskim testom u plazmi. Trombinsko vrijeme (TV) je
izmjereno nakon izlaganja plazme nanoAg-u razli¢itih koncentracija tijekom 30 minuta.
Rezultati su izrazeni kao postotak vremena zgruSavanja u odnosu na negativnu kontrolu
(netretirana plazma). Prikazane su srednje vrijednost rezultata (uz pripadajuce standardne
devijacije) dobivenih za uzorke plazme prikupljene od 6 donora. Statisti¢ki znacajne razlike (p

< 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom (*).

U kontrolnom pokusu s omotac¢ima koriStenim za stabilizaciju ispitivanih nanoAg, primijenjene
su koncentracije omotaca koje odgovaraju koli¢inama omotaca u otopini nanoAg koncentracije
od 100 mg Ag/L. Nije utvrden njihov utjecaj na APTV i TV biljege kao niti utjecaj ionskog
srebra na APTV i TV, ali je PLL omota¢ znacajno produzio PV u odnosu na kontrolu (Slika
5.12.).
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Slika 5.12. U¢inak omotaca koriStenih za stabilizaciju ispitivanih nanoAg vrsta i ionskog Ag
na unutarnji i vanjski put zgrusavanja, i posljednji korak u zajednickom putu zgrusavanja
izmjeren koagulacijskim testovima u plazmi. Protrombinsko vrijeme (PV), aktivirano
parcijalno tromboplastinsko vrijeme (APTV) i trombinsko vrijeme (TV) izmjereni su nakon
izlaganja plazme PVP-u, PLL-u, AOT-u i ionskom srebru tijekom 30 minuta. Rezultati su
izrazeni kao postotak vremena zgrusavanja u odnosu na negativhu kontrolu (netretirana
plazma). Prikazane su srednje vrijednosti sa standardnim devijacijama rezultata dobivenih u
plazmama od 3 dobrovoljna davatelja. Statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na

negativnu kontrolu oznac¢ena je asteriksom (*).

Nadalje je istrazen ucinak nanoAg vrsta na stvaranje trombina u plazmi. Stvaranje trombina je
rezultat ravnoteze izmedu prokoagulantnih i antikoagulantnih ¢imbenika u plazmi. Analizom
stvaranja trombina tijekom odredenog vremena procjenjuje se je li poremecena ova ravnoteza
tj. je li prevladao ucinak prokoagulantnih ili antikoagulantnih ¢imbenika. Od svih ispitanih
nanoAg vrsta samo je PLL-nanoAg statisticki znacajno smanjio ukupni potencijal plazme za
stvaranjem trombina i brzinu stvaranja trombina sto je vidljivo iz snizenih ETP AUC i Cmax
vrijednosti (Slika 5.13).
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Slika 5.13. U¢inak BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a na stvaranje trombina u plazmi. Uzorci
plazme prikupljeni od 6 donora izlagani su razli¢itim nanoAg-ima tijekom 30 minuta. Izmjereni
su endogeni trombinski potencijal (ETP) iz povrSine ispod krivulje nastanka trombina (AUC) i
maksimalna brzina nastanka trombina (Cmax), a rezultati su izrazeni kao postotak u odnosu na
negativnu kontrolu (netretirana plazma). Prikazane su srednje vrijednosti uz pripadajuce
standardne devijacije. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu

oznacene su asteriksom (*).

Rezultati ispitivanja u¢inaka stabilizacijskih omotaca i ionskog srebra na stvaranje trombina u
plazmi upucuju na to da je PLL odgovoran za u¢inke PLL-nanoAg jer je u jednakoj mjeri
smanjio ETP, dok PVP, AOT i ionsko srebro nisu imali statisticki znac¢ajni u¢inak (Slika 5.14.).
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Slika 5.14. U¢inak omotaca koriStenih za stabilizaciju ispitivanih nanoAg (PVP 0,0075 %, PLL
0,0025 % i AOT 0,00125 mM) i ionskog Ag na stvaranje trombina u plazmi. Uzorci plazme
prikupljeni od 6 donora tretirani su s PVP-om, PLL-om i AOT-om. Izmjereni su endogeni
trombinski potencijal (ETP) iz povrSine ispod krivulje nastanka trombina (AUC) i maksimalna
brzina nastanka trombina (Cmax), a rezultati su izrazeni kao postotak u odnosu na negativnu
kontrolu (netretirana plazma). Prikazane su srednje vrijednost sa standardnim devijacijama.

Statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacena je asteriksom

(*).

5.3.3. U¢inak nanodestica srebra na globalnu hemostazu u punoj krvi

Globalna hemostaza istrazena je pomocu rotacijske tromboelastometrije koja predstavlja
vrijedan klini¢ki test za brzu dijagnostiku i pra¢enje terapije obilnih krvarenja. Njime se ispituje
globalna hemostaza u punoj krvi, odnosno interakcija, ne samo koagulacijskih ¢imbenika i
njihovih inhibitora, ve¢ i interakcija trombocita i drugih stanica krvi. Nakon inkubacije pune
krvi s nanoAg-om, tromboelastometrijskom analizom omogucen je uvid u nastanak i razgradnju
ugruska mjerenjem vremena potrebnoga za inicijaciju i formiranje ugruska, maksimalnu
¢vrstocu ugruska i razgradnju ugruska. Sve ispitivane vrte nanoAg-a osim PLL-nanoAg-a su

pri koncentraciji od 100 mg Ag/L skratile vrijeme potrebno za nastanak ugruska (CT). Kad je
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puna krv tretirana s nizim koncentracijama AOT-nanoAg, PVP-nanoAg i BSA-nanoAg, CT se
nije promijenio u odnosu na netretirani uzorak krvi (Slika 5.15). Nasuprot ovome, PLL-nanoAg
je uzrokovao produzenje CT za 35 % u odnosu na vrijednost izmjerenu za netretirani uzorak
(Slika 5.15.). Uz to, PLL-nanoAg je ometao formiranje ugruska jer je 2-3 puta produzio CFT
(Slika 5.15.), smanjio kut o i smanjio je maksimalnu ¢vrsto¢u ugruska $to je vidljivo iz snizenih
MCEF vrijednosti za uzorke tretirane s 50 i 100 mg Ag/L PLL-nanoAg (Slika 5.16.). Sve

promjene u hemostazi bile su ovisne o dozi i vrsti nanoAg-a kojima su uzorci krvi bili izloZeni.
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Slika 5.15. U¢inak BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a na viskoelasti¢na svojstva pune krvi
mjeren rotacijskom tromboelastometrijom nakon izlaganja pune krvi razli¢itim
koncentracijama nanoAg-a tijekom 30 minuta. Izmjereno vrijeme zgrusavanja (CT) i vrijeme
stvaranja ugruska (CFT) izrazeno je kao postotak u odnosu na negativnu kontrolu (netretirana
puna Kkrv). Prikazane su srednje vrijednosti sa standardnim devijacijama rezultata dobivenih u
punoj krvi od 6 dobrovoljna davatelja. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na

negativnu kontrolu oznacene su asteriksom (*).
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Slika 5.16. U¢inak BSA-, PVP-, PLL- i AOT-nanoAg-a na viskoelasti¢na svojstva pune krvi
mjerena rotacijskom tromboelastometrijom tehnikom nakon izlaganja pune krvi razli¢itim
koncentracijama nanoAg tijekom 30 minuta. Odredeni su kut o i maksimalna ¢vrsto¢a ugruska
(MCF) te su izrazeni kao postotak u odnosu na negativnu kontrolu (netretirana puna krv).
Prikazane su srednje vrijednosti sa standardnim devijacijama rezultata dobivenih u punoj krvi
od 6 dobrovoljnih davatelja. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu

kontrolu oznacene su asteriksom (*).

Ispitivanja provedena za u¢inak ionskog srebra i stabilizacijskih omotaca pokazala su da samo
PLL znacajno produzuje CFT, smanjuje kut oo i MCF (Slika 5.17.). Budu¢i da je i sam PLL na
isti na¢in kao i PLL-nanoAg produzio CT, antikoagulantni uc¢inak PLL-nanoAg-a je vjerojatno

uzrokovan djelovanjem PLL omotaca.

49



5.Rezultati

OCT% OCFT% Oa% OMCF%

300,0

250,0

200,0

150,0

% kontrole

100,0

50,0

kontrola PVP PLL AOT 0.1mgAg/L 1mgAg/L 10mgAg/L
ionsko Ag ionsko Ag ionsko Ag

Slika 5.17. U¢inak omotaca koriStenih za stabilizaciju ispitivanih nanoAg (PVP 0,0075 %, PLL
0,0025 % i AOT 0,00125 mM) i ionskog srebra na viskoelasti¢na svojstva pune krvi mjerena
ROTEM tehnikom nakon izlaganja krvi prikupljene od 6 donora tijekom 30 minuta. Prikazani
su CT, CFT, kut a i MCF vrijednosti koje su izrazene kao postotak u odnosu na negativnu
kontrolu (netretirana puna krv). Prikazane su srednje vrijednost sa standardnim devijacijama.
Statisticki zna€ajna razlika (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacena je asteriksom
(*). CT - vrijeme zgruSavanja, CFT - vrijeme stvaranja ugruska, a - kut alfa, MCF - maksimalna

¢vrstoca ugruska

5.4. Interakcija nanocestica srebra s trombocitima

Drugi dio ovoga doktorskoga istrazivanja bio je usmjeren na ispitivanje interakcije nanoAg-a S
trombocitima, pri ¢emu su ispitani citotoksicni ucinci razlic¢itih nanoAg vrsta, njihov ulazak u

stanicu, sposobnost izazivanja oksidativnog stresa u trombocitima, te aktivacije trombocita.

5.4.1. Citotoksi¢ni u¢inci nanocestica srebra

Nakon izlaganja izoliranih trombocita PVP-, BSA-, AOT- i PLL-nanoAg-u tijekom 30 minuta
odreden je udio zivih, odnosno vijabilnih trombocita primjenom bojenja calcein AM bojom
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koja samo u vijabilnim stanicama prelazi u florescentni spoj ciji se intenzitet mjeri na
proto¢nom citometru. Povecanje koncentracije svih nanoAg vrsta znacajno je smanjilo udio
vijabilnih trombocita $to je vidljivo iz rezultata prikazanih na Slici 5.18. Pri tome je najmanja
citotksi¢nost opazena kod PVP-nanoAg-a, zatim kod AOT-nanoAg-a, a najveca kod tretmana
s BSA- i PLL-nanoAg-a. Kod koncentracije od 5 mg Ag/L tretman s PVP- i AOT-nanoAg-om
nije izazvao znacajan pad broja vijabilnih stanica, dok su BSA- i PLL-nanoAg smanjili udio
vijabilnih stanica za 50 %. Citotoksi¢nost je ispitana i za ionski oblik srebra i omotace koristene
za stabilizaciju nanoAg vrsta. Pri primijenjenim koncentracijama, samo je PLL statisticki

znacajnije smanjio udio zivih trombocita (Slika 5.19).
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Slika 5.18. Ispitivanje citotoksi¢nosti PVP-, BSA-, AOT- i PLL-nanoAg-a na trombocite
metodom protoc¢ne citometrije. Udio vijabilnih trombocita odreden je bojenjem calceinom AM
nakon izlaganja opranih trombocita nanoAg vrstama tijekom 30 minuta. Negativna kontrola
(NK) su netretirani oprani trombociti. Rezultati su izrazeni kao % Vvijabilnih stanica u odnosu
na NK. Prikazane su srednje vrijednosti iz 5 zasebnih pokusa s pripadaju¢im standardnim

devijacijama. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na NK oznacene su asteriksom

(*).
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Slika 5.19. Ispitivanje citotoksi¢nosti PVP, AOT i PLL stabilizacijskih omotaca i ionskog Ag-
a na trombocite metodom proto¢ne citometrije. Udio vijabilnih trombocita odreden je bojenjem
calceinom AM nakon izlaganja opranih trombocita stabilizacijskim omota¢ima i ionskom
srebru tijekom 30 minuta. Negativna kontrola (NK) su netretirani oprani trombociti. Rezultati
su izrazeni kao % vijabilnih stanica u odnosu na NK. Prikazane su srednje vrijednosti iz 5
zasebnih pokusa s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Statisticki znacajne razlike (p <

0,05) u odnosu na NK oznacene su asteriksom (*).

5.4.2. Ulazak nanodestica srebra u trombocite

U pokusima citotksi¢nosti metodom protocne citometrije istovremeno je provedeno mjerenje
bocno rasprsene svjetlosti (SSC) na tretiranim trombocitima iz ¢ega su dobiveni podatci 0
udjelu trombocita ¢ija je granuliranost povecana, a Sto moze ukazivati na ulazak nanoAg-a u
stanice. Ispitane su samo one koncentracije nanoAg-a kod kojih je vijabilnost trombocita bila
> 80 %. Rezultati su pokazali da se intenzitet SSC za tretirane trombocite povecava s

povecanjem doze nanoAg-a u odnosu na kontrolne stanice (Slika 5.20.). Za PLL-nanoAg
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uoceno je znacajno povisenje SSC vrijednosti ve¢ pri koncentraciji od 1 mg Ag/L, zatim slijedi
BSA-nanoAg > AOT-nanoAg > PVP-nanoAg (Slika 5.20).
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Slika 5.20. Ispitivanje ulaska PVP-, BSA-, AOT- i PLL-nanoAg-a u trombocite mjerenjem
boc¢no rasprsene svjetlosti (SSC) na trombocitima metodom protoc¢ne citometrije. lzolirani
trombociti su tretirani s navedenim nanoAg vrstama tijekom 30 minuta. Relativni ulazak
nanoAg-a u trombocite izrazen je kao postotak SSC-a u odnosu na negativnu kontrolu (NK).
Prikazane su srednje vrijednosti 5 neovisnih pokusa s pripadajué¢im standardnim devijacijama.

StatistiCki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu ozna¢ene su asteriksom

(*).

Medutim, metodom protoCne citometrije nije mogucée utvrditi povecava li se granuliranost
trombocita nakon tretmana s nanoAg-om uslijed njihova ulaska u stanice ili su oni ostali
adsorbirani na povrSinu trombocita. Stoga su trombociti tretirani razli¢itim nanoAg-ima
fiksirani i pripremljeni za TEM snimanje. Vizualizacija tretiranih trombocita jasno je pokazala

da su sve nanoAg vrste usle u stanicu (Slika 5.21.), a pazljivim pretrazivanjem TEM slika nisu
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pronadene stanice na kojima bi nanoAg bili adsorbirani na povrSini. Slika 5.21. pokazuje da se

u tretiranim trombocitima nalaze vakuole ispunjene nanoAg-om.

Slika 5.21. Snimke nacinjene transmisijskim elektronskim mikroskopom netretiranih
trombocita i trombocita tretiranih s PVP-nanoAg-om, AOT-nanoAg-om, PLL-nanoAg-om i
BSA-nanoAg-om.

5.4.3. Oksidacijski stres u trombocitima

Razina oksidacijskog stresa u trombocitima tretiranim s razli¢itim nanoAg vrstama ispitana je
fluorometrijskom metodom pomocéu boja DCFH-DA i DHE kojima se dokazuje prisutnost

ROS-ova u stanici, a potrosnja antioksidansa GSH ispitana je bojenjem MBCM-om.
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Upotrijebljene su koncentracije nanoAg-a kod kojih je vijabilnost trombocita bila > 80 % na
temelju podataka dobivenih ispitivanjem citotoksi¢nosti nanoAg-a. Pokusi su provedeni na
uzrocima opranih trombocita prikupljenim od 5 donora. Rezultati bojenja DCFH-DA bojom su
pokazali da niti jedna nanoAg vrsta pri primijenjenim koncentracijama ne uzrokuje poja¢ano
stvaranje peroksidnih radikala u trombocitima (Slika 5.22.), dok je DHE bojenjem utvrdeno
pojacano stvaranje superoksidnih radikala kod tretmana trombocita s nizim dozama BSA-,
AOT- i PLL-nanoAg-a. (Slika 5.23.). Istovremeno je bojenjem MBCM-om utvrdena pojac¢ana
potro$nja GSH s povecanjem nanoAg doza $to je indirektni dokaz oksidativnog stresa (Slika

5.24.).
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Slika 5.22. Stvaranje peroksidnih radikala u trombocitima izlozenim PVP-, BSA-, AOT- i PLL-
nanoAg-u ispitano bojenjem DCFH-DA bojom. Oprani trombociti, izolirani iz pune krvi 5
donora, tretirani su tijekom 30 minuta. Negativna kontrola (NK) bili su netretirani trombociti,
a pozitivna kontrola (PK) trombociti tretirani s 50 uM tert-butil hidroksidom. Rezultati su
izrazeni kao postotak intenziteta fluorescencije u odnosu na NK. Prikazane su srednje
vrijednosti 3 mjerenja za svaki od 5 uzoraka s pripadaju¢im standardnim devijacijama.
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom
().
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Slika 5.23. Stvaranje superoksidnih radikala u trombocitima izlozenim PVP-, BSA-, AOT-i
PLL-nanoAg-u ispitano bojenjem DHE bojom. Oprani trombociti, izolirani iz pune krvi 5
donora, tretirani su tijekom 30 minuta. Negativna kontrola (NK) bili su netretirani trombociti,
a pozitivna kontrola (PK) trombociti tretirani s 50 uM tert-butil hidroksidom. Rezultati su
izrazeni kao postotak intenziteta fluorescencije u odnosu na NK. Prikazane su srednje
vrijednosti 3 mjerenja za svaki od 5 uzoraka s pripadaju¢im standardnim devijacijama.

Statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom

(*).
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Slika 5.24. Potrosnja GSH u trombocitima tretiranim s PVP-, BSA-, AOT- i PLL-nanoAg-om
ispitana bojenjem MBCM bojom. Oprani trombociti, izolirani iz pune krvi 5 donora, su tretirani
tijekom 30 minuta. Negativna kontrola (NK) bili su netretirani trombociti, a pozitivna kontrola
(PK) trombociti tretirani s 50 uM tert-butil hidroksidom. Rezultati su izrazeni kao postotak
intenziteta fluorescencije u odnosu na NK. Prikazane su srednje vrijednosti 3 mjerenja za svaki
od 5 uzoraka s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Statisti¢ki znacajne razlike (p < 0,05)

u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom (*).

5.4.4. Oste¢enja mitohondrijske membrane u trombocitima

U¢inak razli¢itih nanoAg vrsta na stani¢no disanje u trombocitima ispitan je mjerenjem
promjena u potencijalu mithondrijske membrane (¥4m) bojenjem DiOCes bojom. Zabiljezen
porast fluorescencije u trombocitima s povecanjem nanoAg doza ukazuje na hiperpolarizaciju
membrane mitohondrija. Za sve vrste nanoAg-a primijecen je statisticki znacajan porast YAm

u odnosu na netretirane trombocite osim za PVP-nanoAg (Slika 5.25.).
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Slika 5.25. Ispitivanje promjena potencijala mitohondrijske membrane u trombocitima
izlozenim PVP-, BSA-, AOT- i PLL-nanoAg bojenjem DiOCs bojom. Oprani trombociti,
izolirani iz pune krvi 5 donora, tretirani su tijekom 30 minuta. Negativna kontrola (NK) bili su
netretirani trombociti, a pozitivna kontrola (PK) trombociti tretirani s 50 uM tert-butil
hidroksidom. Rezultati su izrazeni kao postotak intenziteta fluorescencije u odnosu na NK.
Prikazane su srednje vrijednosti 3 mjerenja za svaki od 5 uzoraka s pripadaju¢im standardnim
devijacijama. Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene

su asteriksom (*).

5.4.5. Ucinak nanocestica srebra na aktivaciju trombocita

Aktivacija trombocita pod utjecajem razli¢itih nanoAg-a ispitana je dokazivanjem biljega
aktivacije (CD 62P i PAC-1) na povrsini trombocita metodom proto¢ne citometrije. U
preliminarnim pokusima ispitivanja aktivacije trombocita upotrijebljeni su oprani trombociti
kao i u prethodnim pokusima citotoksi¢nosti, ulaska nanoCestica u trombocite, razine
oksidativnog stresa i promjena u stani¢nom disanju. Medutim, primijeceno je da niti jedna doza

nanoAg-a nije kod takvih opranih trombocita izazvala aktivaciju (Slika 12.1. u Prilozima).

58



5.Rezultati

Izostanak aktivacije kod opranih trombocita moze se objasniti premalenom razlikom izrazaja
aktivacijskih biljega koja ¢e se ocitovati izlaganjem opranih trombocita nanoAg vrstama S
obzirom nato da postupak pranja znacajno aktivira trombocite. Osim toga, pranjem trombocita
nastaju agregati trombocita u uzorku koji onemogucuju analizu protocnim citometrom.
Agregati trombocita, odnosno ugrusci, osim §to mogu izazvati zacepljenje proto¢nice citometra,
¢ine uzorak opranih trombocita nereprezentativnim. Stoga je aktivacija trombocita ispitana u
uzorcima pune krvi kako bi se izbjeglo zacepljenje na proto¢nom citometru, kao i dodatno
aktiviranje trombocita tijekom postupka priprave uzoraka. Koncentracije nanoAg-a koje su
upotrijebljene pri tretmanu pune krvi bile su nesto vise nego kod tretmana opranih trombocita,
jer se u uzorku pune krvi dio nanoAg doze ,,potrosi i na reakciju s eritrocitima i limfocitima
(33)(88). Osim toga, ispitivanje ué¢inka nanoAg-a na uzorcima pune krvi bolje odgovara realnim
fizioloskim uvjetima u kojima trombociti mogu do¢i u kontakt s medicinskim materijalima i/ili

terapijskim sustavima s nanoAg-om, te se aktivirati u takvom mediju.

Tretman pune krvi s razli¢itim vrstama nanoAg-a uzrokovao je oslobadanje sadrzaja alfa
granula iz trombocita $to je dokazano povecanom ekspresijom CD62P (P-selektina) na
membrani trombocita (Slika 5.26.). PLL-nanoAg je najintenzivnije aktivirao trombocite, a
statisti¢ki znacajno jaci izrazaj CD62P biljega kod trombocita tretiranih s PLL-nanoAg-om
uocen je pri koncentraciji 10 puta manjoj nego kod tretmana s PVP-nanoAg-om i AOT-
nanoAg-om (Slika 5.26.). U¢inci na izrazaj CD62P sli¢ni PLL-nanoAg zabiljezeni su i za BSA-
nanoAg. Pojacan izrazaj PAC-1 biljega na trombocitima, kojim se detektira vezno mjesto za
fibrinogen, zabiljeZzen je samo pod utjecajem PLL-nanoAg-a pri koncentraciji od 5 mg Ag/L.
Ostale ispitane nanoAg vrste nisu uzrokovale pojacan izrazaj PAC-1 biljega niti pri ve¢im

koncentracijama (Slika 5.26.).

Ispitana je i aktivacija trombocita nakon izlaganja trombocita ionskom Ag i omota¢ima
koriStenim za stabilizaciju nanoAg vrsta kako bi se utvrdila uloga samih omotaca ili
oslobodenih Ag iona s povrSine nanoAg-a. lonsko srebro je izazvalo pojacan izraZaj biljega
CD62P i PAC-1 pri koncentraciji 2 mg Ag/L (Slika 5.27.). Omotaci primijenjeni za stabilizaciju
nanoAg-a takoder su izazvali aktivaciju trombocita, ali pojaavajuci izrazaj samo CD62P (Slika

5.27.).
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Slika 5.26. Izrazaj biljega aktivacije trombocita CD62P i PAC-1 odreden metodom proto¢ne
citometrije nakon izlaganja pune krvi PVP-, BSA-, AOT- i PLL-nanoAg-u tijekom 30 minuta.
Negativna kontrola (NK) je puna krv tretirana s PBS-om, a pozitivna kontrola (PK) je puna krv
tretirana s agonistom aktivacije trombocita heksapeptidnim aktivatorom receptora trombina
(TRAP-6). Rezultati su izrazeni kao % ekspresije biljega u odnosu na NK. Prikazane su srednje
vrijednosti 4 neovisna pokusa s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Statisticki znacajne

razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom (*).
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Slika 5.27. Izrazaj biljega aktivacije trombocita CD62P i PAC-1 odreden metodom proto¢ne
citometrije nakon izlaganja pune krvi ionskom srebru i omotacima PVP, AOT, PLL.
Negativna kontrola (NK) je puna krv tretirana s PBS-om, a pozitivna kontrola (PK) je puna
krv tretirana s agonistom aktivacije trombocita heksapeptidnim aktivatorom receptora
trombina (TRAP-6). Rezultati su izrazeni kao % ekspresije biljega u odnosu na NK.
Prikazane su srednje vrijednosti 4 neovisna pokusa s pripadaju¢im standardnim devijacijama.

Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su asteriksom

(*).
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitana je hemokompatibilnost razli¢itih nanoAg vrsta, a jedan od glavnih
ciljeva bio je utvrditi kako primjena razli¢itih stabilizacijskih omotaca utjeCe na parametre
hemokompatibilnosti s posebnim naglaskom na hemostazu i interakciju s trombocitima.
Istrazivanje je bilo sistematsko te je primijenjeno vise metodoloSkih pristupa kako bi se
dokazalo da stabilizacijski omota¢ mijenja ucinak nanoAg-a na eritrocite (hemolizu), na
trombocite (citotoksicnost i aktivaciju) i na hemostazu (prokoagulantno ili antikoagulantno
svojstvo). U svrhu istrazivanja pripremljene su male sfericne nanoAg veli¢ine 10 nm s
razli¢itim vrstama stabilizacijskih omotaca. Prema rezultatima pretrage citatnih baza podataka
Web of Science na dan 18. sije¢nja 2018., utvrdeno je da su najcesce koriSteni stabilizacijski
omotaci u nanomedicini: PVP, AOT, PLL i BSA, pa su oni odabrani za ovo istrazivanje. Za sve
pripravljene nanoAg vrste napravljena je detaljna fizikalno-kemijska karakterizacija (Tablica
5.1. i Tablica 5.2.) kako bi se dokazalo da su primijenjenim sintetskim protokolom dobivene
nanocestice zeljenih svojstava (24). Stabilnost ovih nanoAg-a u mediju bogatom proteinima pa

tako i u krvi, ispitana je u prethodnim istrazivanjima ¢iji su rezultati objavljeni (24).

Sve ispitane nanoAg su u kontaktu s punom krvi izazvale hemolizu eritrocita sto je u skladu s
ranije objavljenim rezultatima drugih autora (89)(90). Metodom prema Drabkinu dokazano je
da su hemolizu izazvale nanoAg vrste pri koncentracijama > 50 mg Ag/L. Hemoliti¢na svojstva
nanoAg-a posljedica su interakcije s membranom eritrocita zbog koje dolazi do denaturacije
proteina, stvaranja pora u membrani i reorganizacije fosfolipida membrane i u konacnici do
osmotske lize. Reakcija nanocestica s tiolnim skupinama proteina u membrani jedna je od
vaznijih uzroka poremecaja funkcije membrane eritrocita. Usprkos metodoloskim
ogranic¢enjima metode po Drabkinu, kao $to je objaSnjeno u opisu metode, iz rezultata je
vidljivo da hemoliticka aktivnost nanoAg-a ne ovisi znacajno o naboju nanocestica nNiti 0

stabilizacijskom omotacu.

Prilikom dizajna medicinskoga pribora koji ¢e biti u kontaktu s krvi izuzetno je vazan podatak
o hemoliti¢koj aktivnosti materijala od koje ¢e pribor biti nacinjen kako bi on bio siguran za
zdravlje i1 ujedno djelotvoran. Jednako su tako vazni podatci 0 u¢incima ovakvih materijala na
hemostazu. Odavno je poznato da strani i umjetni materijali mogu aktivirati unutarnji put
zgrusavanja krvi (91) i tako dovesti do nastanka ugruska, odnosno do tromboze, a posljedi¢no

i do embolije. Osim tromboze, nekontrolirana sistemska aktivacija unutarnjega puta
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zgruSavanja u organizmu moze dovesti i do nagloga pada krvnoga tlaka, angioedema, ubrzane
fibrinolize i upalnog procesa (54). Ispitivanje uc¢inaka pripravljenih nanoAg-a s razli¢itim
stabilizacijskim omota¢ima na hemostazu provedeno je Koristenjem cijelog niza klinicki
relevantnih metoda. Agregacija trombocita s agonistima i bez njih ispitana je metodom
impedancijske agregometrije, dok su vanjski, unutarnji i zajednicki put zgrusSavanja ispitani
koagulacijskim testovima mjerenjem PV-a, APTV-a i TV-a. Potencijal plazme za stvaranjem
trombina ispitan je TGT-om, a viskoelasti¢na svojstva pune krvi tijekom procesa zgruSavanja
ispitana su ROTEM tehnikom.

Mjerenja agregacije trombocita u punoj krvi pokazuju da u¢inak nanoAg-a ne ovisi samo o tipu
nanoAg-a ve¢ i o upotrijebljenim agonistima. Budu¢i da upotrijebljeni agonisti djeluju na
razli€ite receptore tj. biokemijske putove u trombocitima, rezultati agregacije trombocita su
pokazali da, ovisno o stabilizacijskom omotacu, nanoAg vrste mogu interferirati u razli¢itim
fazama procesa agregacije trombocita. Agregacija trombocita potaknuta kolagenom i ADP-om
nakon tretmana krvi s nanoAg-om nije bila statisti¢ki znac¢ajno niza u 0odnosu na negativnu
kontrolu. Rezultati ispitivanja u¢inaka nanoAg-a na agregaciju trombocita koje su objavili
Shrivastava i sur. (37) i (78) i Ragaseema sur. (78) ukazuju na smanjenu agregaciju trombocita,
a u istrazivanju Laloya i sur. (62) nije dokazan nikakav uc¢inak na agregaciju trombocita.
Medutim Laloy i sur. su upotrijebili metodu opticke agregometrije te zbog optickih
interferencija nanoAg-a, nisu mogli ispitati koncentracije vise od 25 mg Ag/L (62). U ovom su
istrazivanju ispitane koncentracije do 100 mg/L primjenom impednacijske agregometrije u
kojoj nisu zabiljezene interferencije s nanoAg-om. Sva Cetiri tipa ispitivanih nanocestica
smanjivala su pri visokim koncentracijama agregaciju trombocita koja je potaknuta
ristocetinom, ali je statisti¢ki znacajno smanjenje bilo zabiljezeno samo kod PLL-nanoAg-a
(Slika 5.7.). Ristocetin poti¢e vezanje VWF za receptor na trombocitima GP Ib-V-IX te je
moguce da je ova interakcija ometena prisutnoS¢u nanoAg-a. | ristocetin i PLL-nanoAg su
pozitivno nabijene molekule te vjerojatno visoka koncentracija PLL-nanoAg-a kompetira za
vezanje s ristocetinom. Pregledom znanstvene literature nije pronadeno niti jedno istrazivanje
u kojem je ucinak nanoAg-a na agregaciju trombocita ispitan u kombinaciji s ristocetinom, a
ova interakcija vVWF 1 trombocita je izuzetno vazna za adheriranje trombocita na oSteceni

subendotel kod nastanka ozljede krvne zile.

Osim agregacije trombocita potaknute agonistima ispitano je mogu li same nanoAg, bez
primjene agonista, uzrokovati agregaciju trombocita. Samo je PLL-nanoAg uzrokovao

agregaciju trombocita, a slican u¢inak imao je i sam stabilizacijski omota¢ PLL (Slika 5.8.).
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PLL je kationski polipeptid, a za njih je ve¢ ranije dokazano da potiu agregaciju trombocita
jer neutraliziraju negativan naboj na trombocitnoj membrani (92). Ovi rezultati su u skladu s
istrazivanjima koja su proveli Jun i sur. (79). Medutim, Huang i sur. (48) su objavili da niti
nanoAg stabiliziran s PVP-om niti stabiliziran s citratom ne utjece na agregaciju trombocita ¢ak

niti pri koncentracijama od 500 mg Ag/L.

Rezultati dobiveni ovim doktorskim istrazivanjem mogli bi se objasniti na dva nacina. U
pokusu bez agonista agregacija trombocita mjerena je odmah nakon dodatka nanoAg-a punoj
krvi, a u pokusu s agonistima agregacija je mjerena nakon 30 minutne inkubacije krvi s nanoAg-
om. Budu¢i da je nanoAg izazvao agregaciju trombocita, onda je nakon inkubacijskog perioda
ostalo manje intaktnih trombocita na raspolaganju koji se mogu aktivirati agonistima i zbog
toga je izmjerena smanjena agregacija. Drugo obja$njenje ovih rezultata je da nanoAg remete

funkciju trombocita sli¢no kao §to je pokazano u istrazivanju s makrofagima (93).

Objavljena istrazivanja o ué¢incima nanoAg-a na hemostazu prikazana u Prilogu u Tablici 12.1.

kontradiktorna su. Uzroci kontradiktornih rezultata mogu biti:

e razli¢ite metode (opti¢ka agregometrija i impedancijska agregometrija)
e razliciti predanaliticki uvjeti (vrijeme inkubacije, temperatura inkubacije)

e razli¢iti uzorci (puna krv, PRP, oprani trombociti).

Stoga je nuzno prilikom ispitivanja hemokompatibilnosti nanomedicinskih proizvoda razviti
standardizirani pristup, primijeniti vise metoda koje su klinicki relevantne, te uzeti u obzir sve

moguce interferencije koje nanocestice mogu izazvati tijekom provodenja metode.

Aktivacija unutarnjega puta zgrusavanja s razli¢itim nanoAg vrstama ispitana je mjerenjem
APTV-a (Slika 1.4.). Skraceno APTV ukazuje na trombogeno svojstvo, a produzeno APTV na
antikoagulantno svojstvo. Oc¢ekivano je da ¢e PLL-nanoAg uzrokovati produzenje APTV-a jer
je pozitivno nabijena molekula, a poznati aktivatori unutarnjega puta zgruSavanja su negativno
nabijene molekule poput kaolina i eleginske kiseline. Medutim, rezultati ispitivanja u¢inaka
nanoAg-a na unutarnji put zgrusavanja pokazuju da sve ispitane nanocestice pri koncentraciji
od 100 mg Ag/L produzavaju APTV otprilike 1,2 puta u odnosu na negativnu kontrolu (Slika
5.9.). Martinez-Gutierrez i sur. isto nalaze produzeno APTV kod nanoAg-a stabiliziranih
galnom kiselinom koncentracije 67 mg Ag/L, dok Huang i sur. nalaze produzeno APTV tek
kod jako visokih koncentracija (500 mg Ag/L) citratom stabiliziranih nanoAg. Blago
antikoagulantno djelovanje je pozeljno pri izradi medicinskog pribora koji ¢e biti u kontaktu s

krvi kao npr. venskih katetera jer je ¢esta komplikacija njihove uporabe tromboza i infekcija.
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Upravo bi se nanoAg-om mogle izbjeéi obje navedene komplikacije ukoliko bi ono, uz ve¢

poznati antibakterijski u¢inak, imalo i blagi antikoagulantni u¢inak.

Uc¢inak nanoAg-a na vanjski put zgruSavanja ispitan je mjerenjem PV-a. Vanjski put
zgrusavanja krvi pokrece se nakon ozljede tkiva kada tkivni faktor dode u kontakt s krvi jer on
pokrece niz kaskadnih reakcija koje zavrSavaju stvaranjem fibrinske mrezice (Slika 1.4.). U
ovom istrazivanju samo je PLL-nanoAg uzrokovao produzenje PV-a (Slika 5.10.). S klini¢kog
stajaliSta za djelotvorni u¢inak antikoagulantne terapije potrebno je produzenje PV-aili APTV-
a 1,5 - 2,5 puta. Stoga bi produzenje PV-a uzrokovano PLL-nanoAg-om moglo biti klinicki
znacajno, ali ne i produzenje APTV-a koje smo izmjerili sa svim tipovima nanoAg-a. U
kontrolnom pokusu u kojem je ispitan uc¢inak stabilizacijskih molekula i Ag* na vanjski i
unutarnji put zgruSavanja, samo je PLL produzio PV slicno PLL-nanoAg-u (Slika 5.12.).
Buduci da PV-om i APTV-om mjerimo vrijeme potrebno za nastanak fibrinske mrezice koja je
rezultat niza kaskadnih reakcija, nije moguce zakljuciti u kojoj od reakcija PLL i PLL-nanoAg

interferiraju i izazivaju antikoagulantni u¢inak (Slika 1.4.).

Posljednja reakcija u zajednickom putu zgruSavanja je pretvorba fibrinogena u fibrin koja se
odvija djelovanjem enzima trombina. Vrijeme potrebno da nastane fibrin nakon dodatka
trombina, mjerimo TV-om (Slika 1.4.). Produzeno TV ukazuje na inhibiciju djelovanja
trombina ili poremecaje u formiranju fibrinske mrezice. PVP- i AOT-nanoAg djeluju kao
inhibitori nastanka fibrina jer produzavaju TV, dok PLL-nanoAg skracuje TV (Slika 5.11.),
medutim oba ova uc¢inka nisu klini¢ki znacajna s obzirom da se radi o promjeni 1,2 puta u
odnosu na negativnu kontrolu. Dobiveni rezultati mogu se objasniti adsorpcijom fibrinogena na
nanoAg. Buduéi da je fibrinogen jedan od proteina koji se nalazi u proteinskoj koroni
nanocestica srebra (48), moguce je da je zbog interakcije s povrSinom nanocestice doslo do
konformacijske promjene fibrinogena koja je omogucila bolju ili losiju dostupnost reaktivnog
mjesta za trombin ovisno o tipu nanoAg-a (94)(95)(96). Do sada je objavljeno samo jedno
istrazivanje u kojem je ispitan u¢inak nanoAg-a na TV u kojem su autori pokazali da PVP-

nanoAg i citrat-nanoAg ne utjeCu na TV (48).

PV, APTV i TV su vrlo korisni testovi probira koji se upotrebljavaju u klinicke svrhe za
otkrivanje deficita ¢imbenika zgrusavanja, njihovih inhibitora i pracenje antikoagulantne
terapije. lako su nezaobilazni testovi za prethodno nabrojane svrhe, oni ne koreliraju dovoljno
dobro s rizikom od krvarenja i tromboze, odnosno ne odraZzavaju fiziolosku niti patofiziolosku

hemostazu (82). Ovim testovima se mjeri vrijeme do trenutka kad se po¢ne stvarati fibrinska
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mrezica, a in vivo proces hemostaze ovdje ne staje. Ne postoji savrSen koagulacijski test koji
bi obuhvatio sve komponente hemostaze pa se neprestano pokusavaju razviti novi globalni
testovi. Takvi su npr. TGT i ROTEM koji za razliku od PV-a, APTV-a i TV-a prate dinamiku

stvaranja trombina, rast ugruska i njegovu lizu (82)(97).

TGT testom se mjeri stvaranje trombina u plazmi tijekom odredenog vremena ¢iji je nastanak
rezultat medudjelovanja prokoagulacijskih i antikoagulacijskih ¢imbenika u plazmi (82), a
preporucen je kao zlatni standard za ispitivanje uc¢inaka nanoAg-a na zgruSavanje (83). U ovom
istrazivanju dokazan je znaCajno smanjen ETP tj. antikoagulantno djelovanje visokih doza
PLL-nanoAg-a. Ovakav ucinak vjerojatno je posljedica svojstva stabilizacijskog omotaca PLL-
a jer je u kontrolnom pokusu pokazano da ima isti ué¢inak na ETP kao nanocestice koje su
stabilizirane tim omota¢em (Slika 5.13. i Slika 5.14.). Medutim, Laloy i sur. su objavili sasvim
drugacije rezultate dokazujuci prokoagulantni u¢inak nanoAg-a stabiliziranih s PVP omota¢em
(62). Takva razlika mogla bi biti uzrokovana primjenom razli¢itih metodoloskih pristupa
tijekom provodenja TGT testa. Laloy i sur. su koristili metodu za TGT s fluorogenim
supstratom, aktivaciju unutarnjeg puta zgrusavanja i visoke koncentracije nanoAg-a (500 mg
Ag/L), dok je u ovom doktorskom istrazivanju upotrijebljena TGT metoda s kromogenim
supstratom, te pracena aktivacija vanjskoga puta zgrusavanja uz primjenu nizih koncentracija
nanoAg-a (do 100 mg Ag/L). OpaZene nesukladnosti u u¢inku nanoAg-a primjenom razli¢itih
metoda upucuju na vaznost standardizacije i validacije metoda koje se koriste za ispitivanje

hemokompatibilnosti nanomaterijala.

Osim gore navedenih testova, uc¢inak nanoAg-a na hemostazu ispitan je ROTEM-om koji je
globalni test hemostaze. Ovom metodom mjere se viskoelasti¢na svojstva pune Krvi tijekom
procesa zgruSavanja od pocetka stvaranja ugruska, njegovog rasta sve do razgradnje. ROTEM
se Kkoristi za testiranje uz bolesnike (POC, od engl. point-of-care) u operacijskim salama ili u
klini¢kim laboratorijima u svrhu brzog otkrivanja uzroka i pra¢enju uspjesnosti terapije obilnih
krvarenja (98). Vrlo je malo istrazivanja u kojima je ispitan u¢inak nanomaterijala na hemostazu
s ROTEM-om (99)(100), a niti jedno od tih istrazivanja nije provedeno S nanoAg-om. Ovo
doktorsko istrazivanje stoga prikazuje rezultate prvi puta upotrijebljenog ROTEM testa u
ispitivanju ucinaka razli¢itih tipova nanoAg-a na globalnu hemostazu. Od svih ispitanih tipova
nanoAg-a samo je PLL-nanoAg uzrokovao produzenje CT-a i jos vise CFT-a, te smanjio MCF
Sto znaci da je odgodio nastanak ugruska, usporio njegov rast i smanjio ¢vrstocu ugruska (Slika
5.15. i Slika 5.16.). Budu¢i da je PLL-nanoAg izazvao agregaciju trombocita tijekom

inkubacijskog perioda kako je pokazano ispitivanjem agregacije trombocita bez agonista,
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vjerojatno je da je preostalo malo trombocita koji su se mogli ovdje aktivirati i
medudjelovanjem sa sekundarnom hemostazom brzo stvoriti ¢vrst ugrusak. Produzenje CT-a
koji je uzrokovao PLL-nanoAg oznacava da je i sekundarna hemostaza bila poremecena tj. da
je usporen pocetak stvaranja fibrinske mrezice. Antikoagulantni u¢inak PLL-nanoAg-a
dokazan produzenim CT-om u ROTEMU u skladu je s rezultatima koagulacijskih testova u
plazmi (rezultatima za PV, APTV i TGT) gdje je za PLL-nanoAg takoder pokazan
antikoagulantni u¢inak. Medutim, ostale ispitane vrste nanoAg-a uzrokovale su skra¢enje CT-
a (ubrzan pocetak stvaranja fibrinske mrezice) $to nije u skladu s produzenim APTV-om Koji
je izmjeren pod utjecajem BSA-nanoAg-a, PVP-nanoAg-a i AOT-nanoAg-a. Ipak, ovo
produzenje APTV-a nije klinicki znacajno jer je pri primjeni antikoagulacijske terapije

potrebno izazvati produzenje APTV-a za 1,5 - 2,5 puta.

Drugi dio ovoga doktorskoga istrazivanja bio je usmjeren na proucavanje direktne inetrakcije
razlic¢itih nanoAg vrsta s trombocitima koji su izolirani iz pune krvi donora, ili se, kao u sluc¢aju
ispitivanja aktivacije, ta interakcija pratila u mediju pune Krvi. Najprije je ispitana
citotoksi¢nost nanoAg-a metodom proto¢ne citometrije primjenom boje calcein AM koja
fluorescira samo u zivim, Vijabilnim trombocitima. Za sve Cetiri ispitane hanoAg vrste
zabiljezen je znacajno manji udio vijabilnih trombocita pri koncentracijama > 10 mg Ag/L
nakon izlozenosti tijekom 30 minuta. PLL-nanoAg je pokazao najizrazeniji u¢inak, kao i kod
gore opisanih ispitivanja, pa je ta nanoAg vrsta ve¢ pri koncentraciji 3 mg Ag/L uzrokovala
smanjenje udjela vijabilnih trombocita > 50 %. Sli¢na citotoksi¢nost opazena je i za BSA-
nanoAg. Vukovi¢ i sur. su objavili da BSA- i PLL-nanoAg pokazuju jak citotoksi¢an u¢inak na
mononukleare u perifernoj humanoj krvi (hPMBC) kod koncentracije 5 mg Ag/L nakon 1 h
inkubacije (33). Pavici¢ i sur. dokazali su da PLL-, AOT-, BSA- i PVP-nanoAg veli¢ine oko
10 nm pokazuju citotoksicnost ovisnu o dozi te da znacajnu toksi¢nost izazivaju koncentracije
ve¢ od 5 mg Ag/L na mi§jim neuralnim mati¢nim stanicama (42). Vréek i sur. objavili su da
nanoAg s citratnim omotacem pokazuje o dozi ovisnu citotoksi¢nost i smanjenje vijabilnosti >
50 % na HepG2 stanicama nakon 24 h inkubacije pri koncentraciji 50 mg Ag/L (20). | ovo je
istrazivanje potvrdilo visoku citotoksi¢nost nanoAg-a koja je ovisna o stabilizacijskom

omotacu i o dozi.

Istrazivanja citotoksi¢nosti nanoAg-a prema trombocitima su malobrojna. Shrivastava i sur.

ispitali su citotoksi¢nost sfericnih nanoAg-a veli¢ine 10 - 15 nm mjereci oslobadanje LDH iz

67



6.Rasprava

trombocita te su zabiljezili da ne dolazi do lize trombocita pri koncentraciji od 5 mg Ag/L
nanoAg (37). Istom metodom su Hajtuch i sur. pokazali da koncentracije od ¢ak 100 mg Ag/L
nanoAg veli¢ine 2 - 3,5 nm, takoder ne uzrokuju lizu trombocita (49). Velike razlike u
rezultatima ovih istrazivanja mogu biti uzrokovane primjenom nanoAg-a razlicite veli¢ine i
razli¢itih stabilizacijskih omotaca. Hajtuch i sur. su kao stabilizacijske omotace upotrijebili
GSH, PEG i lipoi¢nu kiselinu dok Shrivastava i sur. ne navode koji su stabilizacijski omotaé
upotrijebili. Ovo doktorsko istrazivanje jasno pokazuje da su razlike u citotoksi¢nosti
uzrokovane stabilizacijom nanoAg-a razli¢itim povrSinskim omota¢ima. Medutim, uzrok
nesukladnih rezultata moze biti i primjena razli¢itih metoda kojima se detektira citotoksic¢an
ucinak te je moguée da se kod mjerenja aktivnosti LDH dogodila inhibicija enzima s nanoAg-
om ili Ag*. Osim toga, poznato je da nanoAg moze interferirati na brojne nacine tijekom
provodenja metode, a interferncije mogu biti opticke ili se dogada direktna interakcija nanoAg-
a s reagensima (80). U ovom su doktorskom istrazivanju primjenjeni svi protokoli u kojima se
interferencije svode na minimum, a koji su razvili istrazivaci s Instituta za medicinska

istrazivanja i medicinu rada pod vodstvom I. Vinkovi¢ Vréek (80) (101).

S obzirom na to da se pri razli¢itim bioloskim uvjetima na povrsini nanoAg-a mogu dogoditi
razli¢iti oksidacijski procesi i otpustanje Ag* koje je vrlo toksi¢no za stanicu (20), ispitan je
ucinak i ionskog oblika Ag-a na trombocite. U tu je svrhu upotrijebljen AgNOz. Koncentracije
Ag* koje moZzemo ocekivati da su otopljene s nanoAg povrsine, ispitane su u nekoliko
istrazivanja. Koli¢ina slobodnih iona Ag-a u vodenim otopinama nanoAg-a bila je manja od 5
% (Tablica 5.2.). U PBS mediju prisutno je 0,1 - 0,8 % Ag" (33). Uzevsi te podatke u obzir
moze se ocekivati da je kod najviSe primijenjene doze nanoAg-a od 100 mg Ag/L u ovom
istrazivanju, udio ionskog Ag-a bio najvise 0,8 mg Ag/L. Rezultati su pokazali da ionsko Ag
pri dozi od 1 mg Ag/L nije znacajno utjecalo na vijabilnost trombocita, pa se moze zakljuciti
da Ag" vrlo malo pridonosi citotoksi¢nosti nanoAg-a na trombocite. Medutim, osim otpustanja
ionskog Ag s povrSine nanoAg-a u mediju, treba razmatrati i moguce otapanje nanoAg-a unutar
stanice koje moze uzrokovati tzv. toksi¢ni u€inak trojanskog konja posredovan lizosomima
(engl. lysosome-enhanced trojan horse, LETH) jer se razgradnjom nanoAg-a u lizosomima

moze otopiti veca koli¢ina ionskog srebra (102).

Ulazak nanocestica u stanice vazan je Cimbenik nanotoksi¢nosti. Najces¢i nacin ulaska
nanocestica u nefagocitne stanice je endocitoza (103). Razli¢iti su nac¢ini na koji se moze
dokazati ulazak nanocestica u stanicu, a u ovom Su istrazivanju upotrijebljene metode TEM i

proto¢na citometrija koje se medusobno nadopunjuju. Metoda proto¢ne citometrije je
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multiparametrijska i u vrlo kratkom vremenu analizira velik broj stanica. Priprema uzoraka za
analizu proto¢nim citometrom je jednostavna i brza. Nedostatak ove metode je $to se pomocu
nje ne moze razluciti je li nanocestica usla u stanicu ili se vezala na povrSinu stanice. Metoda
elektronske mikroskopije je dugotrajna, s kompliciranom i dugotrajnom pripremom preparata,
a nedostatak je mogucnost analize maloga broja stanica. Medutim, TEM metodom se jasno
moze utvrditi nalaze li se nanocestice u stanici ili samo na povrsini stanice (31)(104). U ovom
istrazivanju TEM slike su pokazale nazo¢nost svih nanoAg vrsta unutar trombocita (Slika
5.21.). Shrivastava i sur. su isto TEM-om vizualizirali nanoAg u trombocitima. Ulazak nanoAg-
a pracen je metodom proto¢ne citometrije koju su opisali Ibuki i Toyooka (84), a koja
omogucuje istovremenu analizu vijabilnosti stanica i promjena u granuliranosti stanice. Ulazak
nanocestica u stanicu mijenja granuliranost stanice $to dovodi do porasta SSC vrijednosti.
Zabiljezen je porast SSC-a trombocita tretiranih sa svim nanoAg vrstama koji je bio ovisan o
dozi. Najveée povecanje SSC-a je pokazano za PLL-nanoAg >>> BSA-nanoAg > AOT-
nanoAg > PVP-nanoAg. SSC je znac¢ajno rastao kod koncentracija nanoAg-a od 10 mg Ag/L,
ali je za PLL-nanoAg izrazit porast bio ve¢ kod koncentracije od 1 mg Ag/L. Sli¢ni rezultati
objavljeni su za iste vrste nanocestica ispitanih na hPMBC za koje se pokazalo da najizrazenije
internaliziraju PLL-nanoAg (33). U istrazivanju Brki¢-Ahmed i suradnika dokazan je ulazak
istih vrsta nanocestica na HepG2 stanicama te je takoder PLL-nan0Ag uzrokovao najvisi porast
SSC-a (31). Pozitivan naboj PLL-nanoAg-a vjerojatno omogucuje intenzivniju interakciju s
negativno nabijenom membranom trombocita. Ulazak ostalih nanocestica koje su blago (BSA-
nanoAg i PVP-nanoAg) ili jae negativno nabijene (AOT-nanoAg) vjerojatno je omogucen
proteinskom koronom koja se stvara oko nanocestica te omogucuje interakciju s membranom
stanice usprkos elektrostatski nepovoljnoj pocetnoj interakciji. Povezanost citotoksi¢nosti i
ulaska nanoAg-a u stanicu iz ovih rezultata je jasno vidljiv jer su PLL-nanoAg i BSA-nanoAg

koje su najvise ulazile u trombocite bile i najtoksiénije.

Jedan od glavnih mehanizama toksi¢nosti nanoAg-a jest izazivanje oksidacijskog stresa u
stanicama (42)(20)(102)(105)(106). Rezultati dobiveni primjenom DCFH-DA, DHE i MBCM
boja pokazali su da se i u trombocitima dogada oksidacijski stres nakon tretmana s nanoAg-om.
Usporedene su koli¢ine supoeroksidnog radikala i peroksi radikala nastalih u tretiranim i
netretiranim trombocitima. lako u tretiranim trombocitima nije nastalo znacajno vise radikala,
zabiljezili smo pojacanu potro$nju vaznog antioksidansa u stanici GSH-a, koji je osigurao
zastitu stanicama. Kod tretmana s PVP-nanoAg-om zabiljezena je najveca potrosnja GSH-a.

Kod svih tretmana tijekom 30 minuta potrosnja GSH je bila ovisna o primijenjenoj dozi

69



6.Rasprava

nanoAg-a, pa se moze zakljuciti da se pod utjecajem nanoAg-a dogada blagi oksidacijski stres
koji trombociti jo§ mogu kompenzirati svojim antioksidacijskim mehanizmima. Kroz duze
vrijeme potro$nja antioksidacijskih mehanizma mogla bi dovesti do njihovog iscrpljenja i tada
bi nastala znac¢ajna oksidacijska o$tec¢enja u stanici. S obzirom na to da stvaranje ROS-ova u
stanici moze poremetiti stani¢no disanje 1 oStetiti mitohondrije, izmjerene su i promjene
mitohondrijskog membranskog potencijala nakon izlaganja razli¢itim nanoAg vrstama.
Rezultati dobiveni primjenom DiOC6 boje ukazali su na hiperpolarizaciju mitohondrijske
membrane pod utjecajem nanoAg-a koja je uoc¢ena i na misjim neuralnim mati¢nim stanicama
kao posljedica izlozenosti istim nanoAg vrstama (42). Ovakva hiperpolarizacija se smatra
prolaznim stanjem, odnosno ranim dogadajem tijekom izlozenosti mitohondrija ROS-ovima, te
se dogada prije depolarizacije i daljnjih apoptoti¢kih dogadaja u stanici (107). S obzirom na
reaktivnost trombocita, njihove aktivacijske mehanizme 1 sklonost agregaciji, nije bilo moguce
provoditi duze tretmane. Objavljenih rezultata o nastanku oksidacijskog stresa u trombocitima
pod utjecajem nanoAg-a nema u znanstvenoj literaturi, pa ovo predstavlja prvo takvo

istrazivanje.

U posljednjem dijelu doktorskog istrazivanja istrazen je izrazaj aktivacijskih biljega na povrsini
trombocita nakon izlaganja razli¢itim nanoAg vrstama. U preliminarnim pokusima pokazalo se
da oprani trombociti nisu najbolji uzorak za ispitivanje aktivacije trombocita jer se tijekom
pripreme, izolacije i pranja dio trombocita znacajno aktivira i agregira (Slika 12.1 u Prilozima).
Stoga je kao uzorak za ispitivanje aktivacije izabrana puna krv kako bi se izbjegla dodatna
aktivacije i agregacije trombocita. Blagu aktivaciju trombocita izazvale su sve vrste nanoAg-a
pojacavajuci izrazaj P-selektina, a najveci izrazaj zabiljeZen je kod tretmana s PLL-nanoAg-
om, kod kojeg je i jedino zabiljeZen statisticki pojacan izrazaj PAC-1 biljega u odnosu na
netretirane uzorke. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima dobivenim za agregaciju trombocita
koja nije bila promijenjena pri koncentracijama nanoAg-a kod kojih je ispitivana aktivacija (2
i 5 mg Ag/L PLL-nanoAg, 5 i 20 mg Ag/L AOT- i BSA-nanoAg, 20 i 50 mg Ag/L PVP-
nanoAg). Sli¢ne rezultate su objavili Krajewski i sur. koji su takoder ispitivali u¢inak nanoAg-
a na aktivaciju trombocita u punoj krvi, a primijenili su imitaciju protoka krvi kroz Chandlerovu
petlju. Dokazali su povecan izrazaj P-selektina, ali ne i PAC-1 biljega kod koncentracije
nanoAg-a od 30 mg Ag/L (64). Hajtuch i sur. su dokazali inhibiciju aktivacije trombocita
kolagenom nakon tretmana PRP uzoraka s PEG-, GSH-, i LA-nanoAg veli¢ine 2 - 3,5 nm pri
koncentracijama 50 i 100 mg Ag/L. Izrazaj oba biljega (P-selektin i PAC-1) je bio smanjen u

njihovom istrazivanju (49). Smanjenu aktivaciju trombocita su takoder nasli i Shrivastava i sur.
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(37) te Ragaseema i sur. (78) na opranim trombocitima nakon tretmana s nanoAg-om velicine
10-15 nm i 20 nm. U istrazivanju Jun i sur. proagregatorni uc¢inak nanoAg-a dokazan je
pojacanim izrazajem P-selektina (79). Uz dodatak trombina kao jakog agonista aktivacije
trombocita taj ucinak je bio jo$ jaci (79). Ovo doktorsko istrazivanje je utvrdilo da su oba
ispitivana biljega aktivacije bila izraZzena daleko manje nego kod pozitivne kontrole gdje je
aktivacija izazvana TRAP-6 agonistom pa se moze zakljuciti da je aktivacija trombocita

izazvana ispitivanim nanoAg vrstama bila blaga.

Dakle, ucinci ispitanih malih, kuglastih nanoAg-a veli¢ine 10 nm na hemostazu razlikuju se s
obzirom na vrstu povrSinskog omotaca Koji je primijenjen za koloidnu stabilizaciju tih
nanocCestica. Budu¢i da pojacana agregabilnost trombocita i1 prokoagulantni ucinak
predstavljaju ¢imbenik rizika za trombozu (79), ovakve ucinke nanoAg-a neophodno je
poznavati pri izradi medicinskoga pribora i uredaja koji ¢e se koristiti u kontaktu s krvi.
Usporedba dobivenih rezultata i objavljenih rezultata o hemokompatibilnosti nanoAg-a dovodi
do zakljucka da je pri ispitivanju hemokompatibilnosti bitan odabir eksperimentalnih uvjeta,
predanalitickih uvjeta i metoda. Uporaba humane krvi, vadenja krvi s minimalnom stazom kako
bi se izbjegla aktivacija trombocita te odabir dobrovoljaca koji nisu uzimali antitrombocitne i
antikoagulacijske lijekove, vazni su predanaliticki uvjeti. Od eksperimentalnih uvjeta bitan je
odabir uzorka na kojem ¢e se ispitivanje raditi (plazma, PRP ili puna krv) jer on zna¢ajno moze
utjecati na pojavu interferncija prouzrokovanih ili ponasanjem samih trombocita u izabranim
uvjetima, ili interakcijom nanoAg i trombocita. Preporucljiva je uporaba vise metoda kojima
¢e se ucinak nanoAg-a na hemostazu i na trombocite ispitati s razli¢itih stajalista jer ne postoji
jedna metoda koja obuhvaca sve sloZene elemente hemostaze i ponaSanja trombocita. Nuzan
preduvjet za ispitivanje hemokompatibilnosti nanomaterijala jest postojanje standardiziranih i

validiranih protokola kakvih, na Zalost, jo$ uvijek nema.

OgraniCenje ove studije je ispitivanje uc¢inka nanoAg-a na hemostazu koristenjem in vitro
eksperimentalnoga sustava. Sve in vitro studije imaju nisku snagu dokaza u odnosu na
ispitivanja u in vivo uvjetima (114)(115). U slu¢aju ovoga doktorskoga istrazivanja u obzir se

trebaju uzeti sljedeca ogranicenja:

1. Krv se uzimala na antikoagulans kako se krv ne bi zgruSala do analize.
Antikoagulansom se neminovno mijenja sastav krvi i time se eksperimentalni uvjeti
razlikuju od in vivo uvjeta. lzuzetno je malo metoda koje se mogu primijeniti bez

uporabe antikoagulansa, a u praksi se takve metode vrlo rijetko upotrebljavaju jer se
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analiza mora napraviti odmah po uzorkovanju. Osim toga, takve metode ne mogu otkriti
fine promjene u mehanizmu hemostaze niti se mogu razlikovati slabi od jakih aktivatora

zgrusavanja (47).

2. Pokusi su se provodili na odredenom volumenu krvi pa dolazi do nakupljanja produkata
aktivacije zgruSavanja $to se u in vivo uvjetima ne dogada jer ih struja krvi otplovljava

i smanjuje njihovu lokalnu koncentraciju (47).

3. Koristen je stacionarni model inkubacije krvi koji se znacajno razlikuje od in vivo uvjeta
jer u stacionarnom modelu nema sile koja djeluje na stijenku krvne zile (krvni tlak),
nema sile smicanja koje nastaju protokom krvi uz stijenku krvne zile i nema sloja
endotela koji oblaze krvnu zilu. Endotel, tlak i sile smicanja takoder sudjeluju u procesu
hemostaze. U stacionarnom modelu inkubacije krvi dolazi i do sedimentacije stanica

tijekom inkubacije §to takoder pridonosi nefizioloskim uvjetima (47).

4. Upotrijebljeni in vitro model ima dodatni nedostatak jer je krv u kontaktu sa zrakom pa
izmjena plinova tijekom inkubacijskog vremena dovodi i do promjena u pH (47).

Unato¢ postojanju unaprijedenih in vitro modela poput Chandler-ove petlje, niti jedan model
nije idealan jer niti jedan u potpunosti ne oponasa uvjete u krvnoj Zili i niti jedan nema sloj
endotela s kojim je krv u kontaktu u in vivo uvjetima. (47) In vivo zivotinjski modeli za
ispitivanje hemokompatibilnosti takoder nisu idealni jer se hemostaza kod Zivotinja razlikuje
od hemostaze kod ljudi. Tako npr. miSevi imaju tri puta vecu brojéanu koncentraciju trombocita
u krvi, trombociti su im manji, a $to je najvaznije, razli¢it im je odgovor na pojedine agoniste
aktivacije trombocita u odnosu na ljudske trombocite. Zbog svega navedenoga rezultati

ispitivanja na zivotinjama ne odgovaraju u potpunosti onima na ljudima (51).
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7. ZAKLIUCCI

Ucinci nanocestica srebra na hemostazu razlikuju se ovisno o stabilizacijskom omotacu
tj. povrsinskoj funkcionalizaciji.

Hemolizu izazivaju sve nanocestice ovisno o dozi | povrsinskoj funkcionalizaciji, a
uc¢inak pozitivno nabijenih PLL-nanoAg-a je naijintenzivniji.

Uc¢inak nanoAg-a na primarnu hemostazu, odnosno agregaciju trombocita, razlicit je
ovisno o o njihovoj povrsinksoj funkcionalizaciji, dozi i 0 agonistima.

Uc¢inak na sekundarnu hemostazu razlikuje se 0visno o povrsinskoj funkcionalizaciji,
dozi i s obzirom na aktivaciju odredenog koagulacijskog puta.

Ucinci na globalni test hemostaze ne koreliraju s testovima u plazmi kod svih
nanocestica.

Uc¢inci na hemostazu nisu jednoznacni, a razlike nastaju pri uporabi razli¢itih uzoraka
(pune krvi ili plazme).

Sve vrste nanoAg su citotoksi¢ne za trombocite, ulaze u trombocite, izazivaju blagi
oksidacijski stres 1 blagu aktivaciju trombocita. Najtoksi¢nije djelovanje ima pozitivno
nabijen PLL-nanoAg.

Za buduca istrazivanja u¢inaka nanocestica srebra i svih drugih vrsta nanomaterijala na
hemostazu potrebno je odabrati, validirati i standardizirati metode, definirati
predanaliticke uvjete i vrstu uzorka koje ¢e korelirati s in vivo ué¢incima nanocestica na
hemostazu kako bi se ubrzala translacija novih nanomaterijala u klini¢ku uporabu

sigurnih za primjenu.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Zbog svoga biocidnoga djelovanja, najviSe upotrebljavane nanocestice u
medicini su nanocestice srebra (nanoAg). S obzirom na nedostatak spoznaja o njihovim
ucincima na hemostazu, cilj ovoga istrazivanja bio je ispitati u¢inke nanoAg-a ovisno o njihovoj

povrsinskoj funkcionalizaciji.

Nacrt studije: In vitro studija na uzorcima krvi dobivenim od dobrovoljnih zdravih davatelja
koji su tretirani s razli¢itim vrstama nanoAg-a. Svaki pokus je uklju¢ivao negativnu kontrolu

prema kojoj su rezultati normalizirani.

Materijal i metode: Sintetizirani su nanoAg-i s razli¢itim stabilizacijskim omota¢ima:
natrijevim bis(2-etilheksil)sulfosukcinatom (AOT), polivinilpirolidonom (PVP), poli-L-
lizinom (PLL) i govedim serumskim albuminom (BSA). Karakterizacija nanoAg-a napravljena
je s DLS-om, ELS -om i TEM-om. Na uzorcima krvi zdravih dobrovoljaca ispitani su
hemoliti¢ki u¢inci nanoAg-a Drabkinovom metodom, agregacija trombocita sa i bez agonista
metodom impedancijske agregometrije, koagulacija plazme PV-om, APTV-om i TV-om, i
analizirano je stvaranje trombina u plazmi TGT-om. U¢inci nanoAg-a na Viskoelasti¢na
svojstva pune krvi tijekom zgruSavanja ispitana su tromboelastometrijom. Ulazak nanoAg-a u
trombocite vizualiziran je TEM-om i metodom proto¢ne citometrije (PCM) mjerenjem bo¢nog
rasapa svjetla. Citotoksi¢nost i oksidativni stres ispitani su fluorometrijski. Izrazaj aktivacijskih

biljega na trombocitima (P-selektin i PAC-1) odreden je metodom PCM.

Rezultati: Sve vrste nanoAg-a izazivaju hemolizu ovisno o dozi. Najintenzivniju hemolizu
izazivaju PLL-nanoAg, vjerojatno zbog njihovoga pozitivhoga naboja koji omoguéuje jacu
interakciju s membranom eritrocita. PLL-nanoAg pokazuju antikoagulantna svojstva u svim
testovima osim u testu agregacije trombocita bez agonista. Ostale nanoAg (PVP-nanoAg, AOT-
nanoAg i BSA-nanoAg) pokazuju antikoagulantno svojstvo samo u nekim testovima u plazmi,
ali u testovima provedenim u punoj krvi pokazuju prokoagulantno djelovanje. Rezultati
ispitivanja interakcija nanoAg-a s trombocitima pokazali su da su sve vrste citotoksi¢ne, da
ulaze u stanice te da izazivaju blagi oksidativni stres i blagu aktivaciju trombocita tijekom 30

minuta. Najtoksicnije djelovanje je potvrdeno kod PLL-nanoAg vrste.
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Zakljucak: Ucinci nanoAg-a na hemostazu, trombocite i eritrocite razlikuju se ovisno o
povrsinskoj funkcionalizaciji. U€inci na hemostazu nisu jednoznacni te zahtijevaju uporabu

vise razli¢itih metoda, standardizaciju metoda, vrste uzorka i1 predanalitickih uvjeta.

Kljuéne rijefi: nanocestice srebra; povrSinska funkcionalizacija; hemostaza, agregacija

trombocita; citotoksi¢nost; nanomedicina

75



9.Summary

9. SUMMARY

Effect of different silver nanoparticles on haemostasis

Objectives: Silver nanoparticles (AgNPs) are among the most used nanomaterials for medical
devices due to their biocidal activity, however detailed knowledge on their haemostatic effects
is still lacking. This study aimed to evaluate AgNPs effect on haemostasis, in particular
considering different types of nanosurface stabilization.

Study Design: This is in vitro study, using blood drawn from healthy donors, which was treated
with different AgNPs. Every experiment included negative control and results were normalised
to negative control.

Material and Methods: Differently stabilized AgNPs were prepared using sodium bis(2-
ethylhexyl) sulphosuccinate (AOT), polyvinylpyrrolidone (PVP), poly-L-lysine (PLL) and
bovine serum albumin (BSA) as coating agents. The careful characterization of each AgNPs
was conducted by DLS, ELS and TEM. Venous blood was drawn from healthy volunteers not
taking any drugs which might affect the haemostasis and platelets function. The study included
haemolysis assay, which was performed according to the modified Drabkin’s method, followed
by impedance aggregometry to study the impact of AgNPs on spontaneous or induced platelet
aggregation. The effect of AgNP on plasma coagulation activity was studied by measuring the
clotting times in tests PT, APTT and TT, as well as the effect of AgNP on plasma potential to
produce thrombin using thrombin generation test. Rotational thromboelastometry method was
used to study effect of AgNPs on viscoelastic properties of whole blood clotting process.
Furthermore, citotoxicity assay and oxidative stress in platelets were evaluated using
fluorescent dyes. Additionally, platelet activation markers (P-selectin and PAC-1) were
evaluated by flow cytometry (FCM). Uptake of AgNPs in platelets was visualised by
transmission electron microscopy and determined using side-scattered light by FCM.

Results: All AgNPs were found to cause a dose-dependent haemolysis. The highest extent of
haemolysis was observed for PLL-AgNPs, which may be explained by favoured interaction of
positively charged AgNPs and erythrocyte’s membrane. PLL-AgNPs are shown to be
anticoagulants in all tests, except for platelet aggregation, whereas PVP-AgNPs, AOT- AgNPs
and BSA-AgNPs displayed anticoagulant effects only when tested in plasma samples, but

procoagulant effects in viscoelastometric whole blood tests. The results, studying interactions
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of AgNP with platelets, showed uptake of all AgNP in the cells and that they are cytotoxic,
causing mild oxidative stress and mild platelet activation. The most toxic effect was confirmed
in PLL-AgNP species.

Conclusion: The effect of nanoparticles on haemostasis, platelets and erythrocytes is different,
depending on nanosurface stabilization. However, the effect on haemostasis is not unambiguous
and requires multimethodological approach. Overall, the results demonstrate the need to
thoroughly assess the haemostatic effects of AgNPs, using a combination of different
techniques, at the same time highlights the need for a standardised approach in sampling and

procedure.

Keywords: silver nanoparticles; surface functionalization; haemostasis, platelet aggregation;

cytotoxicity; nanomedicine
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. Tablica 12.1. Prikaz objavljenih rezultata ispitivanja u¢inaka nanoAg-a na hemostazu,
upotrijebljenih metoda, vrsta uzoraka i segmenata hemostaze koji su ispitani
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Tablica 12.1. Prikaz objavljenih rezultata ispitivanja uc¢inaka nanoAg-a na hemostazu, upotrijebljenih metoda, vrsta uzoraka i segmenata

hemostaze koji su ispitani.

Analiza Metoda Vrsta uzorka Vrsta nanoAg-a Ucinak Litera
tura
Primarna hemostaza
Agregacija Opticka 2. PRP ex vivo, 2. nanoAg 32.8 nm, bez omotaca Bez ucinka (108)
trombocita agregometrija ljudski 6. PVP nanoAg 16 nm aglomerati oko 71 (62)
(agonisti: ADP, 6. PRP ljudski nm
kolagen, AA) 3. WP ljudski 3. nanoAg 10-15 nm Smanjena (37)
12. PRP ljudski 12. PEG NanoAg 20 nm agregacija (78)
Impedancijska Puna krv Stakora NanoAg 10-100 nm Pojacana (79)
agregometrija agregacija (s
trombinom i bez
agonista)
Puna krv Stakora NanoAg 10-15 nm Smanjena (37)
agregacija
Kvarcna mikro PRP ljudski GSH-nanoAg 2 nm, PEG-nanoAg 3.7 nm | Smanjena (49)
ravnoteza i LA-nanoAg 2.5 nm agregacija
Broj trombocita WP ljudski i nanoAg 10-100 nm Pojacana (79)
WP stakora agregacija (s




trombinom i bez

agonista)
PRP ljudski PVP nanoAg i citrat-nanoAg 20 nm Bez ucinka (bez (48)
agonista)
Adhezija trombocita | TEM/SEM 3. WP ljudski 3. nanoAg 10-15 nm Smanjena (37)
9. PRP ljudski 9. nanoAg 20 nm na povrsini katetera adhezija (109)
12. WP ljudski 12. PEG nanoAg, 20 nm (78)
14. PRP ljudski 14. POSS-PCU-nanoAg nanokompozit (110)
nanoAg 11+6.75 nm
1. WP ljudski 1. nanoAg 10-100nm Pojacana adhezija | (79)
6. PRP ljudski 6. PVP nanoAg 16 nm i aglomerati oko (62)
71 nm
Fluorescentna 3. WP ljudski 3. nanoAg, 10-15 nm Smanjena (37)
mikroskopija 11. WP ljudski 11. nanoAg 13-45 nm adhezija
13. ljudski 13.nanoAg koloidna suspenzija Ag-bion2 (95)
trombociti izolirani | 14. POSS-PCU-nanoAg nanokompozit (111)
automatskom 11£6.75 nm (110)
aferezom
14. PRP ljudski
Adhezija trombocita | Broj trombocita prije | WP ljudski nanoAg 10-15 nm Smanjena (37)
pri protoku i poslije protoka adhezija




preko imobiliziranog

kolagena
Prostiranje fluorescentna WP ljudski nanoAg 10-15 nm Bez ucinka (37)
trombocita mikroskopija
fibrinogenom WP ljudski nanoAg 13-45 nm Smanjeno (95)
oblozenih prostiranje
predmetnica
Biljezi aktivacije Proto¢na citometrija | Puna krv, ljudska nanoAg 10-15 nm Pojacana (64)
trombocita (P-selektin, PAC, aktivacija (samo
PS) P-selektin)
WP ljudski nanoAg 10-100 nm Aktivacija (PS, P- | (79)
selektin)
3.1 12. WP ljudski | 3. nanoAg 10-15 nm Smanjena (37)
16. PRP ljudski 12. PEG-nanoAg 20 nm aktivacija (78)
16. GSH-nanoAg 2 nm, PEG-nanoAg 3.7
nm i LA-nanoAg 2.5 nm (49)
ELISA: B- 5. puna krv, ljudska | 5. nanoAg 10-15 nm Pojacana (64)
tromboglobulin 9. PRP ljudski 9. nanoAg na povrsini katetera aktivacija (109)
ELISA: trombocitni | PRP ljudski POSS-PCU-nanoAg nanokompozit Smanjena (110)
faktor PF4 nanoAg 11+6.75 nm aktivacija




ELISA: TXA: PRP ljudski GSH-nanoAg 2 nm, PEG-nanoAg 3.7 nm | Smanjena (49)
i LA-nanoAg 2.5 nm aktivacija
Oslobadanje Luminometrija ADP | WP ljudski nanoAg 10-15 nm Smanjeno (37)
sadrzaja gustih otpustanje ADP-a
trombocitnih Radioaktivno WP ljudski nanoAg 10-100nm Pojacano (79)
granula obiljeZen serotonin otpustanje
serotonina
Fluorometrija: Fura- | WP ljudski nanoAg 10-15 nm Smanjeno (37)
2 AM za Ca?*u otpustanje Ca?*
citosolu
Fluorometrija: Fluo- | WP ljudski nanoAg 10-100 nm Pojac¢ano (79)
3 AM za Ca?"u otpustanje Ca?*
citosolu
Citotoksicnost- Fluorometrija: ANS | WP ljudski nanoAg 10-15 nm Ostecenje (37)
integritet membrane | boja membrane
trombocita LDH WP ljudski nanoAg 10-15 nm Bez ucinka (37)
WP ljudski GSH-nanoAg 2 nm, PEG-nanoAg 3.7 nm | Bez ucinka (49)
i LA-nanoAg 2.5 nm
Proteini trombocita | Imunoblot: WP ljudski nanoAg 13-45 nm Smanjena (37)
fosfotirozin fosforilacija tj. (95)

interakcija




integrina l1b/11la i

fibrina
Fluorescentna WP ljudski nanoAg 10-15 nm Smanjena (37)
mikroskopija: polimerizacija F- | (95)
faloidin-FITC aktina tj.
bojanje F-aktina reorganizacija
citoskeleta
Trombocitni Metabolizam AA: WP ljudski PEG-nanoAg 20 nm Smanjen (78)
signalni putovi malondialdehid metabolizam AA
(antiagregacijski
ucinak)
Western blot: fokalna | WP ljudski PEG-nanoAg 20 nm Smanjena (78)
adhezijska kinaza aktivnost FAK
(FAK)
Prokoagulantna Generacija trombina | WP ljudski nanoAg 10-100 nm Prokoagulantni (79)
aktivnost trombocita | na trombocitima ucinak
Ulazak nanoAg-au | TEM WP ljudski nanoAg 10-15 nm NanoAg-a u (37)
trombocite trombocitima
Sekundarna hemostaza
Koagulacijska Vanjski put PPP ljudski 4. PVP-nanoAg i citrat-nanoAg 20nm Bez ucinka (48)
aktivnost plazme zgrusavanja: PV 8. Galat-nanoAg 24 nm 4




PPP ljudski nanoAg i Ag-STPP NP 70 nm Prokoagulantno (61)
Unutarnji put PPP ljudski PVP-nanoAg i citrat-nanoAg 20nm Bez ucinka (48)
zgrusavanja: APTT | PPP ljudski 6. nanoAg-PVP 16nm i aglomerati oko Antikoagulantno | (62)
71 nm 4)
8. Galat-nanoAg 24 nm
PPP ljudski nanoAg i Ag-STPP NPs 70 nm Prokoagulantno (61)
Zadnji korak PPP ljudski PVP-nanoAg i citrate-nanoAg 20nm Bez ucinka (48)
zajedni¢kog puta PPP ljudski nanoAg i Ag—STPP NPs 70 nm Prokoagulantno (61)
zgruSavanja: TV
Biljezi aktivacije ELISA: TAT Puna krv, ljudska nanoAg 10-15 nm Prokoagulantno (64)
zgruSavanja plazme
nanoAg kao koagulometrija PPP ljudski Galat-nanoAg 24 nm Bez ucinka 4)
aktivator
zgruSavanja plazme
Globalna hemostaza
Test generacije TGT (fluorogeni ili 6. PPP ljudski 6. nanoAg-PVP 16 nm i aglomerati oko Prokoagulantno (62)
trombina u plazmi kromogeni supstrat) i | 9. PRP ljudski 71 nm (109)

razli¢iti aktivatori
(vanjski ili unutarnji

put)

9. nanoAg na povrsini katetera




Viskoelasti¢na Tromboelastografijs | PRP ljudski 14. POSS-PCU-nanoAg nanokompozit Antikoagulantno | (110)
svojstva krvi 11£6.75nm
tijekom zgruSavanja
Zgrusavanje pune Vrijeme zgruSavanja | Puna krv, ljudska Protein nanoAg 5-95 nm, Antikoagulantno | (112)
krvi (61-95 nm dominantne)
Stvaranje fibrinskog | Vrijeme PPP ljudski nanoAg i Ag-STPP NPs 70 nm Prokoagulantno (61)
ugruska rekalcifikacije
plazme
Thromboliza/ Liza ugruska pune Puna krv, ljudska 7.Protein nanoAg 5-95 nm Tromboliticki (112)
Fibrinoliza krvi 10. WBX nanoAg 20-45 nm (113)
Liza fibrinske Fibrinska plocica WBX nanoAg 20-45 nm Fibrinoliti¢ki (113)
plocice
Retrakcija ugruska | Fibrin-trombocitna WP ljudski nanoAg 13-45 nm Smanjena (95)

retrakcija ugruska

retrakcija ugruska
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Slika 12.1. Citogrami preliminarnog ispitivanja aktivacije trombocita na opranim

trombocitima. [zrazaj biljega aktivacije trombocita odreden je metodom protocne citometrije

nakon izlaganja opranih trombocita razli¢itim nanoAg vrstama. Negativna kontrola su

trombociti tretirani s PBS-om, a pozitivna kontrola su trombociti tretirani s agonistom

aktivacije trombocita heksapeptidnim aktivatorom receptora trombina (TRAP-6). (a) CD62P

u negativnoj kontroli; (b) PAC-1 u negativnoj kontroli; (c) CD62P u pozitivnoj kontroli; (d)

PAC-1 u pozitivnoj kontroli, (€) CD62P u trombocitima tretiranim s BSA-nanoAg-om; (f)

PAC-1 u trombocitima tretiranim s BSA-nanoAg-om, (g) CD62P u trombocitima tretiranim s
AOT-nanoAg-om; (h) PAC-1 u trombocitima tretiranim s AOT-nanoAg-om, (i) CD62P u
trombocitima tretiranim s PVP-nanoAg-om; (j) PAC-1 u trombocitima tretiranim s PVP-
nanoAg-om; (k) CD62P u trombocitima tretiranim s PLL-nanoAg-om; (I) PAC-1 u

trombocitima tretiranim s PLL-nanoAg-om.



