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1. UVOD

1.1. Nanotehnologija

Nanotehnologija je grana tehnologije koja se bavi proucavanjem svojstva materije na
nanometarskih dimenzija manjih od 100 nm (Seetharam i sur. 2007). Ova grana tehnologije
pocela se promovirati jos 1990-ih godina iako se tada nije upotrebljavao stvarni izraz, no prvi i
najvedéi program istrazivanja i razvoja nanotehnologije koji ju izri¢ito promice pokrenula je
americka vlada 2000. godine (Klaine i sur. 2012). U razdoblju od 2000. do 2007. godine vise od 60
zemalja u svijetu uspostavilo je razne programe istraZzivanja i razvoja nanotehnologije (Roco,
2007).

U posljednje vrijeme, nanotehnologija dozZivjela je veliku popularnost te se danas svakodnevno
primjenjuje i to posebice u medicini i industriji. Najbolji primjeri prisutnosti nanomaterijala su:
nanomaterijali prisutni u pakiranjima za hranu (Klaine i sur. 2012), nanocestice titanovog dioksida
u kremama za suncanje (Vance i sur. 2015), nanomaterijali kao katalizatori u industrijskim
procesima, nanomaterijali u filtraciji i procis¢avanju vode i brojni drugi (Nowack i sur. 2007).
Obzirom da nanomaterijali imaju jedinstvene fizikalno — kemijske, elektricne, magnetske,
mehanicke i bioloske karakteristike (Lanje i sur. 2010), omogucena im je raznolika primjena pa se
zbog toga koriste u raznim granama industrije kao Sto su kozmetika, prehrambena industrija,
poljoprivreda, elektronika itd. (Vance i sur. 2015). Zbog sve vece proizvodnje nanocestica nije
moguce iskljuciti njihovu interakciju s bioloSkim sustavima i njihov unos u okolis. Sve navedene
¢injenice ukazuju kako je vrlo vazno provoditi brojna istraZivanja toksikoloSkih utjecaja raznih
nanocestica, procjene i sigurnosti njihovih rizika za ljudsko i Zivotinjsko zdravlje, ali i za okoli$
(Nowack i sur. 2007).

1.2. Nanocestice

Nanomaterijali su ¢esto opisani kao prirodni, slucajni ili proizvedeni materijali, koji sadrzavaju
Cestice u nevezanom, agregiranom ili aglomeriranom stanju, ali u njima 50% ili vise Cestica, u
jednolikoj veli¢inskoj raspodijeli, ima jednu ili viSe vanjskih dimenzija u rasponu od 1 do 100 nm
(Bondarenko i sur. 2013). Zbog svoje izrazito male veli¢ine, nanocestice pripadaju u ultrafine
Cestice i mogu prodrijeti na mjesta gdje veée Cestice ne mogu. Svojstva koja karakteriziraju
nanocestice vidljive su iz omjera povrsine i volumena, a medu njih se ubrajaju visoka reaktivnost,
dobra kataliti¢ka svojstva, u odnosu na materijal koji nije u nano obliku, te sklonost aglomeraciji



(Lanje i sur. 2010). Povrsina nanocestica sluzi kao indirektna mjera veli¢ine Cestica te za lakse
shvadanje nanodimenzija Slika 1. prikazuje odnose veli¢ina poznatih tvari u odnosu na veli¢inu
nanomaterijala. Sto se oblika ti¢e, mogu biti pravilnog (sferi¢nog, tubularnog, oblika prizme itd.)
ili nepravilnog, a grubo se prema nastanku mogu podijeliti na tri vrste:

Prirodne — nastale bez utjecaja ¢ovjeka (vulkanska prasina)
Antropogene — nastale indirektno ¢ovjekovim djelovanjem na okoli$ (¢ada izgaranjem
fosilnih goriva)

3. Sintetizirane — nastale s posebnom svrhom, dizajnirane i stvorene umjetno.

buckminster : : : e ;
fulerén hemoglobin  HIV Escherichia coli eritrociti promjer
vlasi
1 llllll L lllllll L A llllll ' A a2 11l ' L L ll‘ll.
10 nm 100nm 1 um 10 um 100 um
e ———— e —
NANOMATERIJALI

Slika 1. Skala veli¢ina poznatih materijala u odnosu na veli¢inu nanomaterijala (preuzeto i
prilagodeno iz Feldmann i Goesmann, 2010).

1.2.1. Nanocestice srebra

Nanocestice srebra (AgNP, od eng. silver nanoparticles) poznate su po svojim
karakteristikama: kemijska stabilnost, elektriéna i opticka vodljivost, kataliticka i biocidna
aktivnost (Frattini i sur. 2005), a upravo ta svojstva se pripisuju njihovim velikim mogucénostima
primjene u nanobiotehnoloskim istrazivanjima (Firdhouse i Lalitha, 2015). Zbog navedenih
svojstava, nanocestice srebra se Cesto uvrStavaju u jedne od najviSe koristenih nanocestica u
potroSackim proizvodima i medicinskoj primjeni (Ulm i sur. 2015). Neki od primjera gdje se
nanocestice srebra u medicini koriste su: ortopedija — aditivi u cementima za kost, o¢na njega —
prevlake na kontaktnim le¢ama, kardiologija — premazivanje katetera za praéenje, anesteziologija
— premazivanje maski za disanje (Varner i sur. 2010), dok se u tekstilnoj industriji srebrne



nanocCestice koriste kao higijensko sredstvo koje sluzi za uklanjanje neugodnih mirisa i
sprjeCavanje nastanka bakterija (Nowack i sur. 2007).

Zbog svoje raznovrsne primjene, srebrne nanocestice, dospijevaju u okolis putem otpadnih
voda, iz raznih industrijskih postrojenja ili odlagalista otpada. Takoder, zbog sve vece primjene
proizvoda koji sadrze srebrne nanocestice i posljedi¢cno nakupljanja srebra u okolisu, upitan je
njihov utjecaj na zdravlje ljudi i kvalitetu okolisa (Nowack i sur. 2007). Upravo navedene Cinjenice
govore kako je potrebno prikupiti relevantne podatke koji upucuju na konkretne i toéne
informacije vezane uz koncentraciju nanosrebra u okoli$u. Cesto se jo$ uvijek veéina istraZivanja
vezana uz nanosrebro provodi na raznim bakterijama, od kojih je najpoznatija Escherichia coli, ali
ne zbog procjene rizika, nego zbog antibakterijskog svojstva nanocestica srebra (Blinova i sur.
2013).

Sve vece nakupljanje nanocestica u okoliSu potaknulo je brojne znanstvenike za ispitivanje
raznih mehanizama njihove toksi¢nosti. Znanstvena literatura pokazuje da nanocestice srebra
mogu izazivati genotoksi¢nost, poticati kontroliranu stani¢nu smrt, oksidativni stres na stanicama
zato Sto zbog nagle ili prevelike potrosnje kisika u stanicama nastaju slobodni radikali koje
nazivamo i reaktivnim kisikovim vrstama. Takve reaktivne kisikove vrste imaju barem jedan
nespareni elektron u svojoj vanjskoj ljusci, te su vrlo Stetni zbog toga $to imaju mogucénost
reagiranja s makromolekulama, kao Sto je DNK i time izazvati Stetne promjene u njihovoj
strukturi, ali mogu dovesti do lipidne peroksidacije koja za posljedicu ima smanjenje fluidnosti
stani¢énih membrana (Kerksick i Willoughby, 2005). Povecana ekspresija detosikacijskih i
antioksidativnih enzima, moze biti odgovor stanica na oksidativni stres, a time se pocinje aktivirati
glutation (GSH) kojeg znanstvenici smatraju jednim od najvaznijih obrambenih molekula od
oksidativnog stresa Cija je zadaca neutralizirati slobodne radikale. Jaki oksidativni stres dovodi do
pada koncentracije GSH i do povecanja koncentracije reduciranog glutationa (GSSG) u stanicama
(Kerksick i Willoughby, 2005). Sto je izloZzenost oksidativnom stresu dulja, time su posljedice za
stanicu vece jer su zabiljeZzene brojne upale, citotoksi¢nosti i zadetci apoptoze, odnosno
kontrolirane stani¢ne smrti (Xiao i sur. 2003). Nanocestice u stanice ulaze difuzijom,
transmembranskim kanalima ili adhezivnim interakcijama, a sami put ulaska ovisi o tipu Cestica,
veli¢ini i povrSinskom naboju (Mahmood i sur. 2010). Smatra se kako ¢e u buduénosti sve vise
istrazivanja na bioloSkim i okoliSnim ucincima nanocestica srebra pomoci u razumijevanju Stetnog
djelovanja na zdravlje ljudi i ekoloske sustave (Stensberg i sur. 2014).



1.2.2. Nanocestice polistirena

Polistiren se ubraja u jednu od najkoristenijih vrsta plastike, no zapravo je to polimer koji je
dobiven polimerizacijom stirenskih monomera (Slika 2.). Ako polistiren dospije u prirodu postaje
viSestruko opasan jer nije biorazgradiv te u vodu i tlo otpusta Stetne sastojke. Glavni razlog
njegove toksi¢nosti je monomer stiren koji se moze otpustiti tijekom zagrijavanja ili proizvodnjom
polistirena (Gurman i sur. 1987).

) X )

styrene polystyrene
Slika 2. Sinteza polistirena (preuzeto iz Loos i sur. 2014)

Za polistiren se moze reéi da je inertan, odnosno otporan na kiseline i luZine te da se lako otapa
u kloriranim i aromatskim organskim otapalima. Ima vrlo visoku ¢vrstocu, ali nisku elasti¢nost jer
ima mogucnost istezanja samo 3-4%. Takoder, polistiren je dobre toplinske postojanosti,
posjeduje dobra elektricna svojstva i veliku opticku prozirnost, ali nedostatak mu je sto je lomljiv
i niske udarne Zilavosti (Loos i sur. 2014).

Polistirenske nanocestice (PSNP, od eng. polystyrene nanoparticles) koriste se u raznim
istrazivanjima kao model za proucavanje interakcije izmedu nanocestica i stanica jer je poznato
da imaju mogucnost ulaska u razliCite vrste stanica (Varela i sur. 2012). Znanstvenici su uocili kako
polistirenske nanocestice imaju dobra fluorescencijska svojstva koja se lako mogu pratiti te su
dokazali da utjeCu na proces apsorpcije i uzrokuju fizioloski odgovor (Mahler, 2012).

1.3. IstraZivanja nanocestica

Najceséa istrazivanja nanocestica provode se na jednostavnijim modelnim sustavima. Zbog
dobivanja pouzdanih rezultata tijekom istraZivanja vazno je poznavati svojstva kojima se moze
opisati bioloska aktivnost nanocestica. Neka od svojstava su: visoki omjer povrsine i volumena
Sto moZe povecati interakcije sa okolnim molekulama i dovesti do poveéanja citotoksi¢nosti
(Gatoo i sur. 2014); povrsinski naboj (I potencijal) smatra se vainim cimbenikom tijekom
interakcije nanocestica i stanica, ali moze utjecati i na koli¢inu apsorbiranih proteina na povrsini
Cestice (Horie i sur. 2012); inhibitorna aktivnost enzima nanocesticama (Wu i sur. 2009) itd.
Upravo navedena svojstva nanocesticama omogucuju brojne transformacije dok se nalaze u
bioloSkim medijima. lako su brojne nanocestice dokazano toksi¢ne, otopina srebrnih nanocestica



Cesto se koristi kao ¢imbenik prema kojem se odreduje njihova toksi¢nost jer se otpusta toksican
srebrov kation (Xia i sur. 2008). Takva otopina se sastoji od iona koji su slobodni, djelomi¢no
otopljenih nanocestica i mjeSavine srebrnih nanocestica i adsorbiranih iona. Nakon kontakta s
bioloSkim matriksima, vecina materijala je odmah obloZena proteinima koji stvaraju tzv.
proteinsku koronu. Proteinska korona je po svojem sastavu iznimno kompleksna i promjenjiva. U
Tablici 1. prikazane su pojedine nanocestice i proteini za koje je poznato da se medusobno vezu.
Razna istrazivanja su pokazala kako brojna svojstva tih proteina utje¢u na sam ulazak nanocestica
u bioloske sustave, na biodistribuciju, ali mogu proizvesti i neZeljene nuspojave (Mout i sur.
2012). Nadalje, pretpostavlja se da razli¢iti omotaci mogu utjecati na citotoksi¢nost i povrsinski
naboj nanocestica (JurasSin i sur. 2016). Stabilizacijski omotaci oznacavaju modifikacije povrsine
nanocestica tako Sto se povrSina nanocestica oblaZe razli¢itim molekulama koje onda odreduju
identitet i svojstva takvih modificiranih nanocestica (Bozich i sur., 2014). Dokazano je da na
stabilnost nanocestica utjecu brojni faktori pa je zbog toga potrebno poznavati karakteristike
medija i samih nanocestica kako bi se u odredenim situacijama moglo utjecati na stabilnost
pomocu razlic¢itih dendrimera, polimera i biomolekula (Mout i sur. 2012). Osim toga za sigurnu
primjenu i procjenu kvalitete nanocestica potrebno je toéno procijeniti njihovu stabilnost i
moguce transformacije koje ovise o veli¢ini ¢estica, ukupnoj povrsini, moguc¢im promjenama na
povrsini i kristalnosti (Jurasin i sur. 2016).

Tablica 1. Vrste nanocestica i proteini s kojima se vezu (preuzeto iz Aggarwal i sur. 2009)

Identificirani proteini

Faktor B, transferin, aloumin, fibrinogen, IgG,
apolipoproteini

Vrsta nanocestica
Polistiren s poloksamerom

Albumin, fibrinogen, apolipoproteini, I1gG, al-

Liposomi antitripsin, a2-makroglobulin, IgM

Jednozidne ugljikove nanocijevi

Cvrste lipidne nanocestice s Tween 80 ili
poloksamerom

Nanocestice poli(lakticne kiseline) s PEG-om
Poliheksadecilcijanoakrilatne nanocestice
Nanocestice teljezovog oksida

Polistiren s Rodaminom B

Kationski lipopleksi i polipleksi

Anionske i metalne povrsine, hidrofilne
anorganske nanocestice

Albumin

Fibrinogen, 1gG, IgM, apolipoproteini (osim
ApoE), transtiretin

Albumin, fibrinogen, apolipoproteini
Albumin, apolipoproteini, 1gG, transferin
Albumin, 1gG, IgM, fibrinogen, C3b
Albumin, 1gG, fibrinogen, apolipoproteini, PLS:6
Albumin

Transferin, haptoglobulin, fetuin A, kininogen,
unutarnji faktori zgrusavanja



1.4. Oksidativni stres

Stvaranje radikala i njihovo neutraliziranje je stanje koje se u brojnoj literaturi naziva
oksidativnim stresom. Slobodnim radikalima se nazivaju ioni ili molekule koji imaju jedan ili viSe
nesparenih elektrona u vanjskom elektronskom omotacu (Cheeseman i Slater, 1993). Reaktivni
spojevi kisika (ROS, od eng. Reactive Oxygen Species) ¢ine najveci dio slobodnih radikala, a osim
njih to su i reaktivni dusSikovi spojevi (RNS, od eng. Reactive Nitogen Species) i brojni drugi manje
reaktivni spojevi. Tako opisani radikali su vrlo Stetni jer mogu reagirati s makromolekulama, kao
Sto je DNK, i time izazvati Stetne posljedice za njihovu strukturu ili mogu dovesti do oksidacije
polinezasicenih masnih kiselina ¢ime se smanjuje i fluidnost stanicnih membrana (Kerksick i
Willoughby, 2005).

Najcesée vrste ROS ukljuCuju superoksidni radikal, hidroksilni radikal, vodikov peroksid,
dusikov oksid, lipidni alkoksil i peroksilni radikal prikazani na Slici 3. Glavna razlika izmedu
vodikovog peroksida (H;0:) i ostalih radikala je ta Sto je on opasniji jer moZe prolaziti kroz
staniéne membrane, ali enzim katalaza koji se nalazi unutar stanica razgraduje velike koliine
H,0; i time stvara molekule vode. Ipak postoji moguénost da iz H,O02 nastane najopasniji radikal,
hidroksilni radikal koji uz prisustvo prijelaznih metala moZze napraviti Stetu na lipidima,
nukleinskim kiselinama i proteinima (Kerksick i Willoughby, 2005).

Antioksidansi su enzimi i biomolekule untar organizma koji imaju ulogu zastite od slobodnih
radikala (Cheeseman i Slater, 1993). Medutim, ako je stanica duZe vremena izloZzena utjecaju
Stetnih tvari i kemikalija, antioksidansi nisu u stanju stvoriti toliki obrambeni mehanizam da bi se
obranili od konstantnog stvaranja novih radikala te tada dolazi do stanja koje se naziva oksidativni
stres (Kerksick i Willoughby, 2005).

Q0 jede; Q0
Kisik Superoksidni anion Peroksid
O -2

H:O:O'H ‘OH :OH

Vodikov peroksid  Hidroksilni radikal Hidroksilni ion

H>05 -OH OH~

Slika 3. Najc¢esce vrste radikala (preuzeto iz Loos i sur. 2014).



1.5. Stanicne linije

HepG2 stanicna linija je epitelna stani¢na linija koja je dobivena iz jetre hepatocelularnog
karcinoma petnaestogodiSnjeg djecaka (Hewitt, 2004). Ova stani¢na linija Cesto se koristi kao
modelni sustav u raznim studijama u kojima se ispituju lijekovi te u studijama metabolizma jetre
i toksi¢nosti ksenobiotika, otkrivanju okolisnih i prehrambenih citotoksi¢nih i genotoksi¢nih
parametara, a time i citoprotektivnih i antigenotoksi¢nih agenasa i razumijevanju
hepatokarcinogeneze (Mersch-Sundermann i sur. 2004).

Jurkat stani¢na linija je besmrtna stani¢na linija T-limfocita koja je izvorno dobivena iz
periferne krvi ¢etrnaestogodisnjaka oboljelog od akutne limfoblasticne leukemije (Abraham i
Weiss, 2004). Naj¢eScée se koristila kao prototip stani¢ne linije za proucavanje signalizacije T
stanica i molekularne dogadaje u Zivotnom ciklusu HIV infekcija. Stanice mogu rasti u nakupinama
i pojedinacno, a jedna od osobitosti je konstantna proizvodnja interleukina-2. Primarno se koriste
u svrhu odredivanja osjetljivosti stanica raka na lijekove i zracenje (Montano, 2014).

Opisane stani¢ne linije su odabrane za istrazivanje zbog ispitivanja toksi¢nosti nanocesica
srebra i polistirena na modelnim sustavima krvi i jetre.

1.6. Metode sinteze nanocestica

Za sintezu nanocestica mogu se primijeniti dvije glavne metode, a to su ,,top-down“ i ,bottom-
up"“ strategije detaljnije prikazane na Slici 4. Takoder, postoje konvencionalna ili
nekonvencionalna metoda te zelena ili ne-zelena metoda koje im se mogu pripisati ovisno o
odabiru reaktanata pri sintezi (EI-Badawy i sur. 2010).

Slika 4. ,,Top-down“ i ,,bottom-up“ pristup sintezi nanocestica (Ju-Nam i Lead, 2008).



»Top-down“ strategije putem razlicitih distribucijskih tehnika stvaraju izolirane atome iz veéih
koli¢ina materijala, odnosno ovakva metoda ukljuCuje stvaranje Cestica i materijala iz veée
koli¢ine istovrsnog materijala primjenom tehnika usitnjavanja (Daraio i Jin, 2012). lako se mogu
dobiti male cestice velicine 10-100 nm, nedostatak ovakve metode je moguéa prisutnost
povrsinskih nepravilnosti koje znacajno utjeCu na svojstva nanostruktura s obzirom na njihovu
veliku povrsinu po jedinici volumena.

,Bottom-up" metode koriste otopljene soli srebra koje se potom reduciraju pri ¢emu nastaju
raznovrsne nanocestice procesom nukleacije i rasta. Primjeri koriStenja ovakve metode su
laserska piroliza te atomska ili molekularna kondenzacija (Daraio i Jin, 2012). Nedostatci koje je
vazno napomenuti su kompliciranost proizvodnje nanocestica na industrijskoj razini (Tolaymat i
sur. 2010), potencijalno zaostajanje rezidualnih kemikalija i otapala u konaénom proizvodu, ali i
ionsko srebro koje moze zaostati (EI-Badawy i sur. 2010).

1.7. Dinamicko rasprSenje svjetlosti

Dinamicko rasprSenje svjetlosti (DLS, od eng. Dynamic Light Scattering) pripada
instrumentalnoj metodi koja opisuje Brown-ovo gibanje Cestica, odnosno odreduje se velicina i
distribucija veli¢ine u koloidnim suspenzijama (Hoo i sur. 2008). Spomenuto Brown-ovo gibanje
je zapravo gibanje Cestica u otopini te se zapazaju nasumicni sudari s otapalom i dovode do
zakljucka kako se velike Cestice gibaju sporije, a manje neSto brze. Sama veli¢ina Cestica
izracunava se pomocu ,,Stokes-Einstenove jednadzbe” (Hoo i sur. 2008).

Uredaj kojim se provodi DLS funkcionira tako da laserski snop obasjava odredene Cestice te
nakon toga rasprSeno zracenje pada na detektor. Detektor zatim analizira intenzitet fluktuacija
rasprsenog zracenja koje pokazuje specifican uzorak s obzirom na konstruktivnu i destruktivnu
interferenciju raznih nanocestica. Zbog nastalog gibanja Cestica u otopini, uredaj mjeri stupnjeve
slicnosti izmedu dva signala u odredenom vremenskom intervalu (Pecora, 2000).

1.8. Elektroforetsko rasprSenje svjetlosti

Elektroforetsko rasprsenje svjetlosti (ELS, od eng. Electrophoretic Light Scattering) je joS jedna
u nizu metoda, a sluZi za odredivanje povrsinskog naboja koloidnih ¢estica u vodenom mediju.
Koloidne ¢estice su malih dimenzija te zbog toga imaju veliku specifiénu povrsinu sto znaci da je
izrazeno medudjelovanje izmedu njihove povrsine i okolnog medija. Razlika ELS metode od DLS
je u tome Sto se umjesto nasumiénih Brown-ovih kretnji suspendiranih Cestica u ELS mjere
usmjerene kretnje izazvane elektricnim poljem. Takva kretnja se, uz kemijski sastav, povrsinski
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naboj, gradu i karakterizaciju povrsine Cestica, odreduje preko parametra kojeg nazivamo zeta
potencijalom (7). Glavna karakterizacija nabijenih Cestica bitnih za zeta potencijal je ta Sto se one
kre¢u odredenom brzinom prema suprotno nabijenoj elektrodi (McNeil-Watson, 2013). Brzina
kretanja Cestica pod utjecajem elektri¢ne energije mjeri se pomoc¢u Dopplerovog ucinka kod Cijeg
se mjerenja uocava razlika frekvencije rasprsene svjetlosti s povrsine Cestica od ulazne svjetlosti
te se tako moZe izraCunati brzina Cestica, ali i zeta potencijal. Uredaj kojim se mijeri
elektroforetsko rasprienje svjetlosti sastoji se od izvora svjetlosti, le¢a koje usmjeravaju svjetlost,
komore s uzorkom na koju je prikljucen izvor struje, leca koje su zaduzene za skupljanje izlazne
svjetlosti, detektora i korelatora, a nakon provedene metode podaci se obraduju digitalno (Xu i
Scarlett, 2002).

1.9. Induktivno spregnuta plazma s masenom spektrometrijom

Induktivno spregnuta plazma s masenom spektrometrijom (ICP-MS) je tehnika u kojoj se za
detekciju nastalih iona koristi maseni spektrometar, a kao ionizacijski izvor sluzi induktivno
spregnuta plazma. Rad instrumenta kojim se ICP-MS tehnika provodi moze se podijeliti na:
uvodenje uzorka kojim se uzorak u tekuéem stanju uvodi u pneumatski rasprsivac gdje se
pretvara u aerosol. Male kapljice aerosola, koje predstavljaju 1-2% uzorka se razdvajaju od vecih
kapljica pomoc¢u komore za sprejanje te se nakon toga male kapljice uvode u baklju. Zatim se
stvaraju ioni tako Sto aerosol zbog razliCitih temperatura u baklji, prolazi faze desolvacije,
isparavanja, atomizacije i ionizacije te se pretvara iz teku¢eg aerosola u ¢vrste Cestice, a potom u
plin. Glavna svrha plazme je formiranje pozitivnho nabijenih iona iz uzoraka aerosola. Nakon toga
slijedi regija sucelja u kojoj se dogada ucinkoviti i konzistentni prijenos nastalih iona iz plazme (pri
atmosferskom tlaku) u podruéje masenog analizatora (vakuum). lonske lece usmjeravaju i
prenose ione u maseni spektrometar, ali zaustavljaju neutralne Cestice i fotone do masenog
analizatora i detektora jer te Cestice uzrokuju nestabilnost signala i poveéaju pozadinski Sum.
Razdvajanje iona i detekcija dogada se u vakuum fazi na temelju omjera mase i naboja. Najéesci
detektor koji se koristi je multiplikator elektrona, a rauna i pohranjuje ukupni signal za svaki
omjer masa i naboja stvarajuci maseni spektar (Thomas, 2004).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj istrazivanja provedenih tijekom izrade ovog diplomskog rada bio je testirati utjecaj
nanocestica srebra i nanocestica polistirena na vijabilnost i oksidativni stres dviju stani¢nih linija,
Jurkat i HepG2. Nulta hipoteza tijekom istrazivanja bila je da PVPAgNP i PSNP u kombinaciji nisu
toksi¢nije nego pojedinacno.

Za postizanje glavnog cilja, postavljeni su specifi¢ni ciljevi koji obuhvacaju:

e |[spitati stabilnost nanocestica srebra velicine 50 nm (PVPAgNP) i nanocestica
polistirena veli¢ine 20 nm u medijima sa serumom govedeg fetusa (DMEM + FBS)
koji ¢e se koristiti u analizama in vitro.

e |[spitati utjecaj srebrnih nanocestica (PVPAgNP) i polistirenskih nanocestica na
vijabilnost i oksidativni stres Jurkat i HepG2 stanicnih linija.

e |[spitati interferencije srebrnih i polistirenskih nanocestica metodama in vitro koje
¢e se Kkoristiti u stani¢nim testovima zbog interpretacije toc¢nih rezultata
istrazivanja oksidativnog stresa i citotoksi¢nosti.

Rezultati ovog istrazivanja modi ¢e doprinijeti boljoj procjeni potencijalnih rizika primjene i
uporabe nanocestica srebra i polistirena na ljudsko zdravlje.
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3. MATERUALI | METODE

3.1. Odredivanje karakteristika PVPAgNP i PSNP

U laboratorijima na Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu, sintetizirane
su nanocestice srebra (PVPAgNP) veli¢ine 50 nm i komercijalne nanocestice polistirena
(Phosphorex, SAD) veli¢ine 20 nm (bez modifikacija) koriStene u istraZivanjima za ovaj diplomski
rad.

Jurkat i HepG2 stani¢ne linije uzgajane su u bocicama za stani¢nu kulturu u inkubatoru pri
uvjetima od 37°C i 5% CO,. Stanicama je prije nasadivanja uklonjen medij, isprane su PBS-om i
odvojene od podloge koristeéi tripsin (Sigma Aldrich, USA). Nakon toga je dodan medij sa
serumom govedeg fetusa (DMEM + 10% FBS) kako bi se potaknula inhibicija. Jurkat i HepG2
stani¢na linija pomijesana je s tripanskim modrilom (Trypan Blue, Biorad, USA) u jednakom
omjeru (1:1) da bi se lakSe prebrojale automatskim brojacem (TC 20, Biorad, USA).

Metoda dinamickog rasprsenja svjetlosti (DLS) koriStena je za odredivanje velicine PVPAgNP i
PSNP tako Sto se koristio uredaj Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) koji radi
pomocu zelenog lasera valne duljine od 532 nm pri 173°. Rezultat je dobiven iz 10 uzastopnih
nezavisnih mjerenja u tri razli¢ita medija i prikazan je kao prosjecni hidrodinamicki polumjer.
Mediji za mjerenije su bili: ultracista voda (UPW), stani¢ni medij (DMEM) i stani¢ni medij u koji je
dodan serum govedeg fetusa (DMEM + 10% FBS). Mjerenje je provedeno nakon 24 h (vrijeme
inkubacije).

Metoda elektroforetskog rasprsenja svjetlosti (ELS) koristena je za odredivanje povrsinskog
naboja, odnosno zeta potencijala (C potencijal) PVPAgNP i PSNP koriStenjem uredaja Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) koji radi pomocu zelenog lasera valne duljine od
532 nm pri 173°. Rezultat je dobiven iz 3 uzastopna nezavisna mjerenja u tri razli¢ita medija i
prikazan je kao povrsinski naboj. Mediji za mjerenje su bili: ultraista voda (UPW), stani¢ni medij
(DMEM) i stani¢ni medij u koji je dodan serum govedeg fetusa (DMEM + 10% FBS). Mjerenje je
provedeno nakon 24 h (vrijeme inkubacije).

3.2. Odredivanje interferencije nanocestica

In vitro testovi citotoksic¢nosti lako su dostupni i izvedivi pa se zbog toga ¢esto koriste kao
instrument za procjenu rizika od novih kemikalija. Takvi testovi baziraju se na mjerenju
luminiscencije, apsorbancije ili fluorescencije. Brojna istraZivanja su pokazala da nanocestice
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interferiraju s apsorpcijom svjetla i fluorescencijom, ali interferencije uzrokuju i nekontrolirane
kemijske reakcije te adsorpcija kemijskih reagensa na nanocestice. Medutim, nedavna
istrazivanja pokazala su da primjena klasi¢nih in vitro testova u ispitivanju bioloskih u¢inaka
nanocestica moZe dovesti do lazno negativnih ili pak lazno pozitivnih rezultata (Horie i sur. 2012).
Zbog nepredvidivog ponasanja nanocCestica i njihove reaktivnosti, moguce je oclekivanje
interakcija s reagensima. Razli¢ite vrste srebrnih nanocestica uzrokuju povecanje apsorbancije u
MTT testu, dok je kod MTS testa poveéanje bilo manje. Takoder, nanocestice srebra reduciraju
tetrazolijevu sol u formazanski produkt, sto dovodi do ocitanja vise absorbancije i lazno
negativnih rezultata pri procjeni citotoksi¢nosti. Vrlo je tesko predvidjeti moguénost
interferencije nanocestica testovima in vitro jer ti rezultati ovise o kemijskom sastavu, veliini,
obliku, povrSinskom naboju i stabilnosti nanocestica (Vinkovi¢ Vréek i sur. 2016).

U istrazivanju za ovaj rad su se procijenile interferencije PVPAgNP i PSNP s MTS testom u uvjetima
bez stanica. Testirane su dvije koncentracije (1 i 10 ppm) dva tipa navedenih nanocestica. Osim
pojedinacnog testa, testirane su i kombinacije tih koncentracija (1 i 10 ppm) PVPAgNP sa 10 ppm
PSNP i u drugoj kombinaciji sa 100 ppm PSNP u prozirnoj plocici s 96 jazica tako da su u
Cetveroplikatima dodavane otopine nanocestica (10x koncentrirane), medij za Jurkat (RPMI
1640), medij za HepG2 (EMEM) i reagens MTS (CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent).
Kontrole koje su koristene su bile u triplikatima i to 1. nanocestice i medij, 2. medij i MTS reagens
, 3. medij (RPMI 1640 i EMEM). Nakon toga su uzorci inkubirani u inkubatoru (HeraCell, Thermo
Scientific, USA) 3 sata pri uvjetima od 37°C, 5% CO; te je nakon toga mjerena apsorbancija pri
490 nm na Citacu plocica (Victor™ plate reader, Perkin Elmer, MA, USA).

3.3. Odredivanje stanicne vijabilnosti

3.3.1. Test citotoksi¢nosti

MTS test koristi se za ispitivanje citotoksi¢nosti odredene tvari, odnosno pomodéu MTS testa
utvrduje se broj Zivih stanica. Temelji se na sposobnosti Zivih stanica da reduciraju MTS
tetrazolijeve soli ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-  sulfofenil)-2H-
tetrazolijeva sol)) u obojani formazanski produkt. Na Slici 5. prikazana je redukcija MTS-a u
formazan koja se odvija u metaboli¢ki aktivnim stanicama uz pomo¢ NAD(P)H ovisne
oksidoreduktaze. Intenzitet boje koji je nastao redukcijom MTS-a proporcionalan je broju Zivih
stanica te se odreduje spektrofotometrijski. Obojani formazanski produkt topljiv je u staniénom
mediju, te se mjerenjem absorbancije pri 490 nm detektira njegova koli¢ina (CellTiter 96°®
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay).
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MTS > Formazan

Slika 5. Prikaz redukcije MTS-a u formazan (preuzeto sa www.promega.com)

Ispitivanje citotoksi¢nosti na Jurkat i HepG2 stani¢nim linijama zapocinje nacjepljivanjem ploce s
96 jazica. Za Jurkat stani¢nu liniju u jaZicu nacijepljeno je 50 000 stanica, a za HepG2 20 000 u
jazicu. Za pokuse utjecaja nanocestica (PVPAgNP i PSNP) na stanice s proteinskom koronom
dodan je medij sa serumom (10% FBS). Stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama
nanocestica u triplikatima (PVPAgNP: 0.1, 1, 10, 100 ppm; PSNP: 1, 10, 50, 100, 250 ppm).
Testirane su i kombinacije koncentracija (1, 10, 100 ppm) PVPAgNP sa 10 ppm PSNP i u drugoj
kombinaciji sa 100 ppm PSNP. Kao pozitivha kontrola koristen je 10% DMSO, a kao negativna
kontrola stanice sa ultraistom vodom (UPW) i PBS-om jednakog volumena kao volumen
nanocestica za tretman stanica. Nakon inkubacije od 24 sata pri uvjetima od 37°C, 5% CO, stanice
su isprane 3x s PBS-om (1%), zatim je dodan MTS reagens (CellTiter 96® AQueous One Solution
Reagent). Stanice su ponovno inkubirane 2 sata pri istim uvjetima te je izmjerena apsorbancija
pri valnoj duljini od 490 nm na cCitaCu plocica Victor™ plate reader (Perkin Elmer, MA, USA).

3.3.2. Test Live/Dead na protoénom citometru

Test Live/Dead bazira se na bojanju fluorescentnim bojama koje se veZu za aminske
skupine proteina koncentrirane u citoplazmi pa se stoga stanice koje su obiljeZene fluorescentim
bojama mogu analizirati protocnom citometrijom. Propidij jodid (PI) je fluorescentna boja koja se
moze upotrijebiti za bojanje stanica ili nukleinskih kiselina te se veZze na DNK interakcijom izmedu
dusi¢nih baza. Kod Zivih stanica stanicha membrana nije propusna za propidij jodid, ali kod mrtvih
stanica dolazi do oStecenja membrana pa propidij jodid ima moguénost uci u stanicu i vezati se
na DNK molekulu. Upravo se metoda bojanja stanica s Pl koristi u testovima stani¢ne vijabilnosti
jer omogucduje diskriminaciju Zivih i mrtvih stanica.

Ispitivanje postotka Zivih i mrtvih stanica na Jurkat i HepG2 stani¢noj liniji pocinje nacjepljivanjem
ploée s 96 jaZica. Za svaku stani¢nu liniju u svaku jaZicu nacijepljeno je 100 000 stanica u zasebne
jazice. Stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama nanocestica u duplikatima (PVPAgNP: 0.1,
1, 10, 100 ppm; PSNP: 1, 10, 50, 100, 250 ppm). Kao pozitivna kontrola koristen je 10% DMSO, a
kao negativna kontrola stanice sa ultracistom vodom (UPW) i PBS-om jednakog volumena kao
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volumen nanocestica za tretman stanica. Tijekom istraZivanja stanice su tretirane nanocesticama
u mediju sa serumom govedeg fetusa (10% FBS) za testiranje citotoksi¢nosti u uvjetima pri kojima
nastaje proteinska korona oko nanocestica, te su stanice inkubirane 24 h. Za HepG2 stanice
sakupljen je supernatant s mrtvim stanicama u plasticne epruvete, dok su kod Jurkat mrtve
stanice suspenzijske, odnosno Zive stanice su taloZene na samom dnu jazice. JaZice su isprane
PBS-om (1%), tripsinizirane (Sigma Aldrich, USA) te su Zive stanice HepG2 sakupljene u epruvete
zajedno s mrtvim stanicama. Uzorci su centrifugirani (1000 g, 5 min) te je uklonjen supernatant.
Dodan je propidij jodid (5 uM). Uzorci su analizirani na proto¢nom citometru Attune NxT (Attune,
USA).

3.4. Odredivanje oksidativnog stresa
3.4.1. Test Monoklorobiman

Monoklorobiman ili mBCl je spoj koji pokazuje svojstvo fluorescencije prije nego sto konjugira
s tiolnim molekulama stvarajuci tzv. fluorescentne adukte prikazane na Slici 6., a koristi se kao
indikator za mjerenje oksidativnog stresa. Monoklorobiman ulazi u stanice i veZe se u kompleks
s glutationom koji fluorescira pa se Cesto koristi kao biomarker koncentracije glutationa (GSH) i
stanicama, a tu reakciju katalizira glutation-S-transferaza. Kvantifikacija GSH se mijeri pri
pobudnoj svjetlosti od 380 nm i emitiranoj svjetlosti pri 460 nm (Kamencic i sur. 2000).

0 © 0 O
H3C CHa RSH HaC _CHj3
) £ ) —_— | 7
H3C CHa(X) HaC " SR

Nefluorescentan kemiysks spo) Fluorascentan kemuyskt spo)

Slika 6. Nastanak fluorescentnog adukta konjugacijom monoklorobimana s tiolnom molekulom
(preuzeto i prilagodeno sa www.promega.com)

Ispitivanje oksidativnog stresa na Jurkat i HepG2 stani¢nim linijama zapocinje nacjepljivanjem
ploce s 96 jaZica. Za Jurkat stani¢nu liniju u jaZicu nacijepljeno je 50 000 stanica, a za HepG2 20
000 u jaZicu. Tijekom istrazivanja stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama nanocestica
(PVPAgNP: 0.1, 1, 10, 100 ppm; PSNP: 1, 10, 50, 100, 250 ppm). Testirane su i kombinacije
koncentracija (1, 10, 100 ppm) PVPAgNP sa 10 ppm PSNP i u drugoj kombinaciji sa 100 ppm PSNP.
Poslije 24 sata inkubacije pri uvjetima od 37°C, 5% CO;, uklonjen je medij, stanice su isprane 3x s
PBS-om (1%), dodan je monoklorobiman (100 uL po jazici) (Sigma Aldrich, USA). Uzorci su
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ponovno inkubirani u mraku 30 minuta, pa je zatim mjerena fluorescencija mjerena na citacu
plocica Victor™ plate reader (Perkin Elmer, MA, USA).

3.4.2. Test Dikloro-dihidro-fluorescein diacetat

Dikloro-dihidro-fluorescein diacetat (DCFH-DA) je biomarker koji se koristi prilikom mjerenja
razine oksidativnog stresa, a odreduje koncentracije vodikovog peroksida. DCFH-DA je diacetat
koji mozZe uci u stanice gdje ga endogene esteraze cijepaju i dolazi do nastajanja nefluorescentnog
spoja DCFH (Griffiths i sur. 2011). Na Slici 7. je prikazan fluorescentan spoj DCF koji nastaje
prilikom oksidacije reaktivnim vrstama kisika. Pobudna svjetlost ovog spoja je pri 450 nm, a
emisijska pri 520 nm, dok je intenzitet emitirane svjetlosti je proporcionalan koli¢ini ROS—a u
stanici (Vinkovi¢ Vréek i sur. 2015).

B0
|

H,DCFDA-AM < 4

Staniéna membrana

| Aktivnost staniéne esteraze

HDCF (3

Nefluorescentan kemyski spoy

I
ha® H,05
021

DCF

Fhuorescentan kemijska spoj S

Slika 7. Prikaz reakcije kojom nastaje spoj DCF iz spoja DCFH-DA (preuzeto i prilagodeno iz Loos i
sur. 2014).

Ispitivanje razine oksidativnog stresa na Jurkat i HepG2 stani¢nim linijlama nastavlja se
nacjepljivanjem ploce s 96 jaZica. Za Jurkat stani¢nu liniju u jaZicu nacijepljeno je 50 000 stanica,
a za HepG2 20 000 u jazicu. Tijekom istraZivanja stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama
nanocestica (PVPAgNP: 0.1, 1, 10, 100 ppm; PSNP: 1, 10, 50, 100, 250 ppm). Testirane su i
kombinacije koncentracija (1, 10, 100 ppm) PVPAgNP sa 10 ppm PSNP i u drugoj kombinaciji sa
100 ppm PSNP. Za vrijeme istrazivanja stanice su tretirane PVPAgNP i PSNP u mediju sa serumom
govedeg fetusa (DMEM + 10% FBS) za testiranje citotoksi¢nosti u uvjetima pri kojima nastaje
proteinska korona. Inkubacija stanica trajala je 24 sata pri uvjetima od 37°C, 5% CO,.. Za HepG2
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stanice sakupljen je supernatant s mrtvim stanicama u plasti¢ne epruvete, dok su kod Jurkat
mrtve stanice suspenzijske, odnosno Zive stanice su taloZzene na samom dnu jaZice. Zatim su jaZice
isprane PBS-om (1%), tripsinizirane (Sigma Aldrich, USA) te su u epruvete sakupljene Zive i mrtve
stanice zajedno. Nakon toga, uzorci su centrifugirani (1000 g, 5 min), uklonjen je supernatant te
je dodana DCF boja (100 pL po jazici). Uzorci su analizirani na proto¢nom citometru Attune NxT
(Attune, USA).

3.5.  Graficki prikaz i statisticka obrada rezultata

Statisticka analiza podataka i njihov graficki prikaz provedena je koristenjem racunalnog
programa STATISTICA 13.3 (TIBCO Software Inc., SAD) i Excel programa Microsoft Office paketa.
Broj¢ani podatak prikazan grafikonom za MTS test, aritmeticka je sredina tri replike. Razlike
izmedu eksperimentalnih grupa testirane su jednosmjernom analizom varijance — one way
ANOVA i post hoc testom viSestrukih usporedbi. Statisticki znacajnim rezultatima smatrani su oni
rezultati koji su se razlikovali na razini p < 0,05. Drugi parametri nisu statisticki obradeni jer su
mjereni u duplikatima.
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4. Rezultati

4.1. Karakterizacija i odredivanje stabilnosti nanocestica

Metodom dinamickog rasprsenja svjetlosti nanocesticama srebra i polistirena odredena je
distribucija veli¢ina s obzirom na volumen pomodu parametra - hidrodinamickog polumjera (nm)
prikazanog u Tablici 2. Nanocestice srebra i polistirena ve¢inom su pokazale monomodalnu
distribuciju veli¢ina, dok su njihove kombinacije bimodalnu distribuciju veli¢ina. Stvaranje
proteinske korone smanjuje aglomeraciju, a dogada se u mediju sa dodatkom seruma govedeg
fetusa (DMEM + 10% FBS).

Tablica 2. Vrijednosti hidrodinamickog polumjera (nm) i volumna distribucija (%) mjerene
metodom DLS za dvije vrste nanocestica i njihove kombinacije u razli¢itim medijima nakon
inkubacije od 24 sata

Hidrodinamicki polumjer (nm) i volumna distribucija nanocestica

Vrsta nanocestica (%) u medijima
UPW DMEM DMEM + 10% FBS
PVPAGNP 50 nm 21,0 £2,4 (18%)
78,1+ 7,3 (99%) 881,5 + 130,4 (100%)
100 ppm 119,2 + 4,0 (82%)
46,5 + 29,5 (45%)
PSNP 20 nm 8,51 0,5 (100%)
19,4 £ 0,5 (100%) 162,4 + 51,8 (21%)
100 ppm 1015 + 128 (<1%)
674,3 + 183,4 (34%)
PVPAGNP + PSNP 14,9 + 0,0 (11%) 139,7 + 0,0 (20%)
119,5 + 1,4 (99%)
100 + 100 ppm 55,7 + 7,8 (88%) 912,7 + 86,6 (79%)

AgNP: srebrne nanocestice, PVP: polivinilpirolidon; PSNP: polistirenske nanocestice ; UPW: ultracista voda, DMEM:
Dulbecco's modified eagle's medium, FBS: serum govedeg fetusa
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Metodom elektroforetskog rasprsenja svjetlosti nanocestice srebra i polistirena u ultradistoj vodi
pokazale su kako su stabilne jer ih karakterizira zeta () potencijal niZi od — 30 mV? (Tablica 3).

Tablica 3. Zeta (7) potencijal (mV? ) mjeren metodom ELS za dvije vrste nanoestica i njihove
kombinacije u razli¢itim medijima nakon 24 h inkubacije

L. Zeta potencijal nanodestica u UPW, DMEM i DMEM+10% FBS (mV?)
Vrsta nanocestica

UPWwW DMEM DMEM + 10% FBS
PVPAgNP 50 nm -35,9+4,5 -93+0,3 -9,7+0,2
PSNP 20 nm -39,7 £10,8 -22,9+2,3 -93+0,9
PVPAgNP + PSNP -29,0+0,5 -13,1+0,7 -9,2+0,5

AgNP: srebrne nanocestice, PVP: polivinilpirolidon; PSNP: polistirenske nanocestice ; UPW: ultracista voda, DMEM:
Dulbecco's modified eagle's medium, FBS: serum govedeg fetusa

4.2. Stanicna vijabilnost Jurkat i HepG2 stanicnih linija

Rezultati testa vijabilnosti MTS utjecaja nanocCestica PVPAgNP i PSNP na vijabilnost stani¢ne
linije HepG2 prikazani su na Slici 8. Stanicna vijabilnost Jurkat i HepG2 stanicnih linija testirana je
pri uvjetima dodatka seruma govedeg fetusa u stanichom mediju u trajanju od 24 sata. Pri takvim
uvjetima nastaje proteinska korona oko PVPAgNP i PSNP. Kombinirani tretman 100 ppm PSNP +
AgNP uzrokuje statisticki znacajno povecanje relativne vijabilnosti, odnosno proliferacijski uc¢inak,
dok tretman s 100 ppm PSNP u kombinaciji s nizim koncentracijama AgNP je izazvao statisticki
znacajno smanjenje vijabilnosti stanica. Isti u¢inak imao je i AgNP u koncentraciji od 1 ppm.
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Slika 8. Vijabilnost (srednja vrijednost + SD, n=3) HepG2 stanica dobivena testa MTS. * oznacava
statisticki znacajno razli¢itu vrijednost u odnosu na kontrolu (P<0.05). K oznacava kontrolnu
vrijednost, a koristene su stanice, ultracista voda (UPW) i PBS jednakog volumena kao volumen
nanocestica za tretman stanica. Za pozitivnhu kontrolu koristen je 10% DMSO.

MTS test na stanicnoj liniji Jurkat nije pokazao znacajno smanjenje stanicne vijabilnosti pa ti
rezultati nisu prikazani.

Na proto¢nom citometru testirana je vijabilnost stani¢nih linija HepG2 (Slika 9.) i Jurkat (Slika 10.)
prijednakim uvjetima kao u testu MTS. Ako se usporede rezultati djelovanja srebrnih nanocestica
na HepG2 protocCne citometrije sa testom MTS, uodljivo je kako se na MTS testu smanjenjem
koncentracije nanocestica i toksi¢nost smanjuje, dok je kod protocne citometrije vidljivo da se
smanjenjem koncentracija toksi¢nost povedava.
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Slika 9. Vijabilnost i + SD (duplikat) HepG2 stanica dobivena proto¢nom citometrijom. K oznacava
kontrolnu vrijednost, a koriStene su stanice, ultracista voda (UPW) i PBS jednakog volumena kao
volumen nanocestica za tretman stanica. Za pozitivnu kontrolu koristen je 10% DMSO.

Kombinirani tretman Jurkat stanica sa PVPAgNP i PSNP pokazao se citotoksi¢nijim od
pojedinacnih tretmana s istim koncentracijama nanocestica. Kombinacija 100 ppm PSNP i 10 ppm
PVPAgNP, Sto pojedinac¢no nije narusilo stani¢nu vitalnost, smanjilo je postotak Zivih stanica
nakon 24 sata. lako se toan mehanizam interakcije s nanocesticama unutar mjesavine i na
stani¢noj povrsini tek treba razjasniti, o€igledno povecana citotoksi¢nost ukazuje na moguénost
zajedni¢kog mehanizma djelovanja.
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Slika 10. Vijabilnost i + SD (duplikat) Jurkat stanica dobivena proto¢nom citometrijom. K oznacava
kontrolnu vrijednost, a koriStene su stanice, ultracista voda (UPW) i PBS jednakog volumena kao
volumen nanocestica za tretman stanica. Za pozitivnu kontrolu koristen je 10% DMSO.

4.3. Utjecaj nanocestica na oksidativni stres stanicnih linija HepG2 i Jurkat

Bojom monoklorobiman mjerena je ukupna koli¢ina glutationa u stanicama nakon tretmana
razli¢itim koncentracijama nanocestica srebra i polistirena. Stanice su tretirane pri uvjetima
nastanka proteinske korone oko nanocestica (DMEM + 10% FBS). Pojedinacni tretman s PVPAgNP
i PSNP je uzrokovao vec¢u indukciju oksidativnog stresa u HepG2 stani¢noj liniji (Slika 11.), dok
tretman kombinacija nanocestica nije zna¢ajno povisio razinu oksidativnog stresa u HepG2
stanicama.
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Slika 11. Procjena oksidativnog stresa u HepG2 stanicama mjerena koristenjem fluorescentne
probe mBCl. K oznacava kontrolnu vrijednost, a koriStena je ultracista voda (UPW). Za pozitivhu
kontrolu koristena je otopina TbOH (6,3 uM).

Rezultati za Jurkat stani¢nu liniju (Slika 12.) Monoklorobiman testa pokazali su veéu razinu
oksidativnog stresa kod niZih koncentracija nanocestica u odnosu na veée koncentracije.
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Slika 12. Procjena oksidativnog stresa u Jurkat stanicama mjerena koristenjem fluorescentne
probe mBCl. K oznacava kontrolnu vrijednost, a koriStena je ultracista voda (UPW). Za pozitivnhu
kontrolu koristena je otopina TbOH (1,6 uM).

Pojava oksidativnog stresa istrazena je i koriStenjem DCFH-DA testa na proto¢nom citometru, pri
uvjetima nastanka proteinske korone (DMEM + 10% FBS). Test DCFH-DA mjeri ukupne slobodne
radikale u stanici. Rezultati kod HepG2 stanicne linije (Slika 13.) ne pokazuju indukciju
oksidativnog stresa pri testiranim koncentracijama nanocestica. Rezultati kod stani¢ne linije
Jurkat (Slika 14.) pokazali su indukciju oksidativnog stresa i stvaranje reaktivnih vrsta kisika nakon
tretmana PVPAgNP, dok tretman PSNP nije znacajno povisio razinu ROS-a u Jurkat stanicama.
Mozemo vidjeti da Jurkat stanice tretirane kombinacijama srebrnih i polistrenskih nanocestica
takoder nisu pokazale pojacanu produkciju ROS-a, $to ukazuje da bi nanocestice polistirena
mogle imati odredene zastitne ucinke.
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Slika 13. Procjena oksidativnog stresa u HepG2 stanicama mjerena koristenjem fluorescentne
probe DCFH-DA. K oznacava kontrolnu vrijednost, a koriStena je ultracista voda (UPW). Za
pozitivnu kontrolu koriStena je otopina TbOH (25,0 uM).
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Slika 14. Procjena oksidativnog stresa u Jurkat stanicama mjerena koristenjem fluorescentne

probe DCFH-DA. K oznacava kontrolnu vrijednost, a koriStena je ultracista voda (UPW). Za

pozitivnhu kontrolu koristena je otopina TbOH (25,0 uM).
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5. Rasprava

S obzirom na sve veci broj istrazivanja upotrebe nanomaterijala i nanotehnologije u razli¢itim
granama industrije u kojima se nanotehnologija primjenjuje, znacajno je porastao i broj
toksikoloskih istrazivanja nanocestica. Do sada je vecina istrazivanja provedena na bakterijama,
algama, Zivotinjskim i ljudskim stanicama iz kojih su dobiveni brojni pozitivni i negativni rezultati
utjecaja nanocestica (Navarro i sur. 2008). Usprkos toj ¢injenici brojna pitanja na tu temu su i
dalje otvorena.

U ovom radu prvo je provedena karakterizacija i testiranje stabilnosti nanocestica jer
karakteristike nanocestica u razli¢itim medijima i uvjetima mogu utjecati na interakcije
nanoCestica sa stanicama. Tijekom istraZivanja metodom dinamickog rasprienja svjetlosti
nanocCesticama srebra i polistirena odredena je distribucija veli¢ina s obzirom na volumen
pomocéu parametra - hidrodinamickog polumjera (nm) (Tablica 2). Nanocestice srebra i
polistirena veé¢inom su pokazale monomodalnu distribuciju veli¢ina, dok su njihove kombinacije
bimodalnu distribuciju veli¢ina. Stvaranje proteinske korone smanjuje aglomeraciju, a dogada se
u mediju sa dodatkom seruma govedeg fetusa (DMEM + 10% FBS). Metodom elektroforetskog
rasprsenja svjetlosti nanocestice srebra i polistirena u ultracistoj vodi pokazale su kako su stabilne
jer ih karakterizira zeta (7) potencijal nizi od — 30 mV? (Tablica 3). Vezanje proteina u stani¢nom
mediju sa dodatkom govedeg fetusa omogucuje stabilizaciju nanocestica, u odnosu na stanicni
medij gdje se apsolutna vrijednost zeta potencijala smanjuje. Ultra Cista voda ima manju ionsku
jakost u odnosu na stani¢ni medij te je zbog toga prosjecni hidrodinamicki volumen manji u ultra
Cistoj vodi za srebrne i polistirenske nanocestice. Tijekom istrazivanja proveden je test stabilnosti
nanocCestica u stanicnom mediju bez serumskih proteina (DMEM) i u stanichom mediju sa
serumom govedeg fetusa (DMEM + 10% FBS). Nanocestice su pokazale vecu stabilnost u vodenoj
otopini te smanjenu stabilnost u stanicnom mediju s dodatkom seruma govedeg fetusa.

Prije pocetka istraZivanja, na stani¢nim liniama HepG2 i Jurkat napravljena je procjena
interferencije srebrnih nanocestica veli¢ine 50 nm i polistirenskih nanocestica veli¢ine 20 nm jer
su u prijasnjim istrazivanjima pokazane interferencije nanocestica srebra s testovima in vitro
(Vinkovi¢ Vréek i sur. 2015). Rezultat je pokazao interferencije oba tipa nanocestica testom MTS
Sto potvrduje rezultate prijasnjih istrazivanja. Osim MTS testa, interferencija nanocestica
mjerena je i s testom DCFH-DA kojim je pokazano smanjivanje signala fluorescencije zbog
interferencija srebrnih nanocestica s tom kemikalijom. Zbog dobivanja pouzdanijih rezultata,
stani€na vijabilnost, osim MTS i DCFH-DA testa, ispitana je i na protocnom citometru.

Statisticki obradeni podaci su prikazani za parametar MTS testa, dok za ostale parametre to nije
bilo moguce napraviti jer su istraZivanja za njih provedena u nedovoljnom broju replika.
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Stani¢na vijabilnost Jurkat i HepG2 stani¢nih linija testirana je MTS i Live/Dead testom pri
uvjetima dodatka seruma govedeg fetusa u stanicnom mediju u trajanju od 24 sata. Pri takvim
uvjetima nastaje proteinska korona oko PVPAgNp i PSNP. Kod stani¢ne linije HepG2, kombinirani
tretman 100 ppm PSNP + AgNP uzrokuje statisti¢ki znacajno povecéanje relativne vijabilnosti,
odnosno proliferacijski ucinak, dok tretman s 100 ppm PSNP u kombinaciji s nizim
koncentracijama AgNP je izazvao statisticki znacajno smanjenje vijabilnosti stanica. Isti ucinak
imao je i AgNP u koncentraciji od 1 ppm (Slika 8.). MTS test na stani¢noj liniji Jurkat nije pokazao
znacajno smanjenje stanic¢ne vijabilnosti pa zbog toga ti rezultati nisu prikazani u ovom radu. Na
proto¢nom citometru testirana je vijabilnost stani¢nih linija HepG2 (Slika 9.) i Jurkat (Slika 10.) pri
jednakim uvjetima kao u testu MTS. Ako se usporede rezultati djelovanja srebrnih nanocestica
protoc¢ne citometrije s testom MTS kod HepG2 stanicne linije, uocljivo je kako se na MTS testu
smanjenjem koncentracije nanocestica i toksicnost smanjuje, dok je kod protoéne citometrije
vidljivo da se smanjenjem koncentracija toksi¢nost povecdava. Takvi rezultati ve¢ su dobiveni u
prijasnjim istrazivanjima brojnih znanstvenika (Vinkovi¢ Vrcek i sur. 2016). Takoder, u prijasnjim
istrazivanjima je dokazana mogucénost da proteinska korona utjeCe na agregaciju srebrnih
nanocestica Sto dovodi do smanjenja citotoksi¢nosti kod viSih koncentracija (Moore i sur. 2015).
Kombinirani tretman na Jurkat stanicama s PVPAgNP i PSNP pokazao se citotoksic¢nijim od
pojedinacnih tretmana s istim koncentracijama nanocestica. Kombinacija 100 ppm PSNP i 10 ppm
PVPAgNP, sto pojedinacno nije narusilo stani¢nu vitalnost, znacajno je smanjila postotak Zivih
stanica nakon 24 sata. Tek se treba detaljnije objasniti toan mehanizam interakcije s
nanoCesticama unutar mjeSavine i na stani¢noj povrSini, no vidljivo je kako povecana
citotoksi¢nost ukazuje na mogucnost zajednickog mehanizma djelovanja.

Rezultati za HepG2 stani¢nu liniju (Slika 11.) testa s monoklorobimanom pokazali su vecu
indukciju oksidativnog stresa nakon tretmana s PVPAgNP i PSNP, dok tretman kombinacijom
nanocCestica nije povisio razinu oksidativnog stresa u HepG2 stanicama. Rezultati za Jurkat
stani¢nu liniju (Slika 12.) testa s monoklorobimanom pokazali su vecéu razinu oksidativnog stresa
kod nizih koncentracija nanocestica u odnosu na vece koncentracije. Moguce je da je vrijeme
inkubacije od 24 sata nakon tretmana stanica nanocesticama predugo, pa je zabiljezeno
smanjenje fluorescencije odnosno koli¢ine GSH.

Rezultati testa DCFH-DA kod HepG2 stani¢ne linije (Slika 13.) ne pokazuju indukciju oksidativnog
stresa pri testiranim koncentracijama nanocestica. Preduga inkubacija nakon tretmana stanica
nanocesticama (24 h) je moguci uzrok Sto se nije uspio dokazati oksidativni stres koji bi mozda
bio zabiljeZzen nakon kraée inkubacije. Slicna zapaZanja su zabiljeZzena u istraZivanjima Zannete i
sur. 2011. Rezultati testa DCFH-DA kod stani¢ne linije Jurkat (Slika 14.) pokazali su indukciju
oksidativnog stresa i stvaranje reaktivnih vrsta kisika tretiranim PVPAgNP, dok tretman PSNP nije
znadajno povisio razinu ROS-a u Jurkat stanicama. Jurkat stanice tretirane kombinacijama
srebrnih i polistrenskih nanocestica takoder nisu pokazale pojacanu produkciju ROS-a, Sto navodi
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na zaklju¢ak da nanocestice polistirena mogu imati odredene zastitne ucinke u proizvodnji ROS-
a (Vinkovi¢ Vréek i sur. 2015).
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6. Zakljucak

Nakon provedenog istrazivanja moZze se zakljuciti:

e nanocestice srebra velicine 50 nm (PVPAgNP) i nanocestice polistirena (PSNP) velicine 20
nm stabilne su u vodenoj otopini te su smanjene stabilnosti u stanichom mediju s
dodatkom seruma govedeg fetusa

e srebrne i polistirenske nanocestice pokazuju interferencije s testovima vijabilnosti MTS i
protoc¢ne citometrije te testom oksidativnog stresa DCFH-DA

e kombinirani tretman s 100 ppm PSNP i 10 ppm PVPAgNP na Jurkat stani¢noj liniji se
pokazao citotoksi¢nijim od pojedinacnih tretmana s istim koncentracijama nanocestica, a
Jurkat stani¢na linija pokazala se osjetljivijom od HepG2 stanicne linije

e tretman naocesticama nije izazvao oksidativni stres u stani¢nim linijama

Zaklju€no, pojedini tretmani nanocestica testiranih u ovom radu pokazali su utjecaj na
vijabilnost stanicnih linija te bi stoga i njihova buduca primjena mogla imati negativan utjecaj na
brojne bioloSke sustave pa tako i na ljudsko zdravlje. Ovaj je rad pokazao i znacaj istrazivanja
kombiniranog djelovanja nanocestica, a ne samo njihovih pojedinacnih koncentracija.
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