Interakcije nanocestica srebra i zlata razlicitih
velic¢ina, oblika i povrsinskih struktura s proteinima
razlicitoga glikozilacijskoga statusa

Barbir, Rinea

Doctoral thesis / Disertacija
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:421934

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2025-03-29

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:421934
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2652
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2652

Farmaceutsko — biokemijski fakultet

Rinea Barbir

INTERAKCIJE NANOCESTICA SREBRA |
ZLATA RAZLICITIH VELICINA, OBLIKA |
POVRSINSKIH STRUKTURA S
PROTEINIMA RAZLICITOGA
GLIKOZILACIJSKOGA STATUSA

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2021.



Farmaceutsko — biokemijski fakultet

Rinea Barbir

INTERAKCIJE NANOCESTICA SREBRA |
ZLATA RAZLICITIH VELICINA, OBLIKA |
POVRSINSKIH STRUKTURA S
PROTEINIMA RAZLICITOGA
GLIKOZILACIJSKOGA STATUSA

DOKTORSKI RAD

Mentori:
Dr. sc. Ivana Vinkovi¢ VrCek, znanstvena savjetnica

|zv. prof. dr. sc. Sanja Dabeli¢

Zagreb, 2021



Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Rinea Barbir

INTERACTIONS BETWEEN SILVER AND
GOLD NANOPARTICLES OF DIFFERENT
SIZES, SHAPES AND SURFACE
STRUCTURES WITH PROTEINS OF
DIFFERENT GLYCOSYLATION STATUS

DOCTORAL DISSERTATION

Supervisors:
Ivana Vinkovi¢ Vréek, Scientific Advisor, PhD

Associate Professor Sanja Dabeli¢, PhD

Zagreb, 2021.



Rad je predan na ocjenu Fakultetskom vije¢u Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu radi stjecanja akademskog stupnja doktora znanosti iz podrucja

biomedicine i zdravstva, polje farmacija, grana medicinska biokemija.

Rad je izraden pod mentorstvom dr. sc. Ivane Vinkovi¢ Vrcek na Institutu za medicinska
istrazivanja 1 medicinu rada i izv. prof. dr. sc. Sanje Dabeli¢, u sklopu poslijediplomskog
doktorskog studija ,,Farmaceutsko-biokemijske znanosti‘ Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. ldejni koncept rada i eksperimentalni tro§kovi pokriveni su
znanstvenim projektom HRZZ-1P-2016-06-2436 “Znacaj interakcija metalnih nanocestica sa
sumpornim biomolekulama za nano-bio suéelje - NanoFaceS” voditeljice dr. sc. Ivane

Vinkovi¢ Vréek kojeg financira Hrvatska zaklada za znanost.



Zahvaljujem mentorici dr. sc. Ivani Vinkovi¢ Vréek na nesebicnoj pomoci, razumijevanju i
podrsci tijekom izrade doktorskog rada. Hvala na ukazanoj prilici i usmjeravanju u

znanstveno-istrazivacki rad.

Veliko hvala komentorici izv. prof. dr. sc. Sanji Dabeli¢ na svim vrijednim savjetima i

pomoci u izvodenju pokusa elektroforeze i pisanju doktorskog rada.

Hvala dr. sc. Ivanu Pavicicu, dr. sc. Ani Mariji Marjanovi¢ Cermak i svim ostalim

djelatnicima IMI-ja na korisnim savjetima i prenesenom znanju.

Zahvaljujem svim suradnicima iz Laboratorija za biokoloide i povrsinsku kemiju s IRB-a,

na pomodi pri izvodenju pokusa cirkularnog dikroizma i karakterizaciji nanomaterijala.

Zahvaljujem Rafaelu Ramirezu Jiménezu, Rafaelu Martinu i Jesus M de la Fuenteu s
Instituta za znanost o materijalima iz Zaragoze na prenesenom znanju i pomoci u sintezi

nanomaterijala.

Hvala mojim kolegama i prijateljima Barbari, Kruni, Nikolini, Luciji i Emeriku (poznatiji

kao Gost 19) na podrsci i pomoci. Hvala sto ste mi smijehom uljepsavali svaki dan.

Mojoj obitelji i prijateljima na podrsci i strpljenju tijekom cijelog Zivota, a posebno zadnjih
godina.



SAZETAK

Za biomedicinsku primjenu nanocestica (NP) nuzno je poznavati mehanizam njihove
interakcije s bioloskim sustavima. Ovaj rad istrazuje interakcije NP s proteinima koje dovode
do stvaranja proteinskog sloja na povrSini NP tzv. proteinska korona, $to znatno utjece i na
svojstva NP i na bioloski sustav. U dosadas$njim istrazivanjima nano-bio interakcija
zanemarena je uloga glikana, koji su prisutni u strukturi veéine proteina. Cilj istrazivanja bio
je utvrditi kako veli¢ina, oblik te povrSinska struktura NP srebra i zlata utjeCu na prirodu i
mehanizam njihove interakcije s proteinima razli¢itoga glikozilacijskoga statusa koristenjem
modela glikoziliranog transferina (glikoTRF) iz humanog seruma i neglikoziliranog
rekombinantnog humanog transferina (ne-glikoTRF). Istrazen je utjecaj fizikalno-kemijskih
svojstava NP na jakost vezanja s proteinima, promjene sekundarnih struktura proteina te sastav
proteinske korone. Istrazivanje je provedeno i na govedem serumskom albuminu (BSA) kako
bi se dobiveni rezultati mogli usporediti s drugim istrazivanjima koja uglavnom koriste BSA
model. Ionska jakosti i pH biolo§kog medija znacajno su utjecali na koloidnu stabilnost NP,
dok je stvaranje proteinske korone stabiliziralo NP. Utvrdeno je da su jakost vezanja proteina
na NP i1 promjene sekundarne proteinske strukture ovisni ne samo o veli¢ini, obliku i
povrsinskoj funkcionalizaciji NP, nego i 0 prisutnosti glikana na proteinima. Struktura B-ploca
znacajnije se promijenila vezanjem ne-glikoTRF na NP manje specifiéne povrsine, $to nije
primijeceno za glikoTRF. Fizikalno-kemijska svojstva NP te glikozilacija proteina utjecali su
I na sastav i koncentraciju proteinske korone na povrsini NP. Dobiveni rezultati isticu vaznost
glikozilacije proteina za nano-bio interakcije, Sto zajedno s potvrdenom ulogom fizikalno-
kemijskih svojstava NP na te interakcije, pridonosi razumijevanju u¢inka NP na bioloske
sustave te se moze Koristiti u razvoju novih dijagnosti¢kih, prognostickih i terapijskih

nanoalata.

Kljuéne rijei: nanocCestice srebra, nanocestice zlata, transferin, glikozilacija, proteinska

korona



SUMMARY

Background and aim: Possible application of metal nanoparticles (NPs) in medicine has been
challenged by numerous factors, especially regarding their biocompatibility, efficacy, and
safety. Exposure of NPs to a biological medium results in their direct interaction with biological
macromolecules and leads to the formation of a dynamic biomolecular layer known as the
biomolecular corona. This causes the loss of so called “synthetic identity” and a new
“biological identity” of NPs is created, affecting further biological response to NPs. Formation
of this complex induces not only the changes in physicochemical properties of NPs, but also
structural changes in proteins and possible loss of protein function. Therefore, investigating the
influence of physicochemical properties of NPs on protein corona formation is important for
the health risk assessment of NPs. Despite extensive research on nano-bio interactions, the role
of protein glycosylation in the formation and characteristics of such nano-bio complexes is
almost completely unknown. As glycans are present on the surface of most human proteins,
the effect of glycosylation needs to be considered when investigating interactions of NPs with

proteins.

The aim of the study was to determine how the size, shape and surface structure of silver
(AgNPs) and gold (AuNPs) nanoparticles affect the nature and mechanism of their interaction
with proteins of different glycosylation status. For this purpose, the model system consisted of
five types of AgNPs and nine types of AuNPs of different sizes, shapes, and surface structures.
The effect of glycosylation was examined on a transferrin model using glycosylated transferrin
(glycoTREF) isolated from human serum and non-glycosylated recombinant human transferrin
(non-glycoTRF). The study also included bovine serum albumin (BSA), one of the most
studied proteins in the context of nano-bio interactions, enabling obtained results to be

compared with existing scientific data.

Methods: Characterization of newly synthesized NPs included determination of size, size
distribution, shape, zeta potential, and optical properties. Stability evaluation of selected NPs
was performed in different model solutions by changing the pH value, ionic strength, and the
presence of proteins. The following model systems were used: ultrapure water, artificial
lysosomal fluid (ALF), artificial gastric fluid (AGF), and commercial cellular media
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM). Stability assessment included monitoring of



the changes in size, size distribution, zeta potential and dissolution behaviour during a set time
period. These parameters were examined by transmission electron microscopy (TEM),
dynamic light scattering (DLS), electrophoretic light scattering (ELS) and spectroscopic
method (UV-Vis). Release of free ions from a nanosurface over 24 hours was determined using
ultrafiltration in combination with atomic absorption spectroscopy for quantification of metal
ions. Prior to performing experiments with glycoTRF and non-glycoTRF, glycosylation
profiles of commercially obtained glycoTRFs were determined using ultra performance liquid
chromatography. Interactions between AgNPs and AuNPs with model proteins were
investigated using fluorescence spectroscopy, circular dichroism (CD), DLS and ELS methods.
Results were presented as logarithmic values of binding constants (logKy) and changes in size,
size distribution, zeta potential and secondary protein structures. Analysis of protein corona
composition was performed using denaturing polyacrylamide gel electrophoresis and
bicinchoninic acid (BCA) assay.

Data obtained for primary size, zeta potential, binding strengths and changes in secondary
protein structures were statistically analyzed using Pearson correlation. Only p values less than
0.05 were considered statistically significant.

Results: After synthesizing NPs of certain physicochemical properties and their
characterization, the stability of chosen NPs in different model media was evaluated. Tested
NPs were more stable in ultrapure water compared to media of higher ionic strengths, such as
ALF and AGF, in which destabilization, agglomeration and dissolution of NPs occurred.
Aggregation and dissolution of NPs in DMEM was prevented by the presence of BSA due to
formation of a protein corona on the nanosurface. Binding of proteins on the surface of NPs
caused changes in their physicochemical properties, whereby zeta potential of NPs changed
toward more positive values. Protein binding led to an increase or decrease in hydrodynamic
diameter depending on the type of NPs and protein.

The binding strength between proteins and NPs depended both on the physicochemical
properties of NPs and on the type of protein. logKy values differed for different proteins and
were dependent on protein glycosylation status. Binding strength increased between non-
glycoTRF and AgNPs stabilized with poly(vinylpyrrolidone) (PVP) with increase in AgNPs’
size, while the binding of glycoTRF was not size-dependent. Additionally, binding strength for
both TRFs decreased with increasing size of spherical AuNPs stabilized with citrate (CIT).
Polyethylene glycol (PEG) stabilized AgNPs showed the lowest affinity for all three proteins

compared to the other tested NPs. This can be explained by PEG coating which caused



electrostatic repulsion with proteins. Interaction of glycoTRF with negatively charged CIT-
stabilized AuNPs was weaker compared to non-glycoTRF and BSA. Obtained results indicated
a great contribution of electrostatic forces on NPs-protein interactions. Negative charge on the
surface of glycoTRF, which arises from sialic acid, can cause electrostatic repulsion with
negatively charged CIT, which ultimately resulted in lower binding affinity between these NPs
and glycoTRF. Moreover, the shape of NPs also affected the interaction of NPs and proteins.
Binding strength between proteins and rod shaped PEGAUNRs was the lowest compared to
spherical and prismatic PEG-stabilized AuNPs.

Changes in the secondary structures of proteins due to their interactions with NPs depended on
the shape and surface structure of NPs as well as on the glycosylation status of the protein. The
most significant changes occurred after protein interaction with large CIT-stabilized AuNPs
compared to other tested NPs. The smallest change was observed after their interaction with
PEG-stabilized spherical AuNPs, while PEGAUNRSs caused highest changes in secondary
protein structure compared to spherical and prismatic PEG-stabilized AuNPs.

Statistical analysis revealed negative correlation between zeta potential of NPs and logKy
values for the interaction of glycoTRF and NPs. Positive correlation was observed between
changes in a-helix structures of glycoTRF and logKy values for the interaction of glycoTRF
and NPs, which means that higher binding affinity led to more significant changes in the
structure of glycoTRF. Additionally, negative correlation was found between the specific
surface area (SSA) values of NPs and changes of -sheets in the non-glycoTRF structure, which
was not observed in the case of glycoTRF. A positive correlation was found between changes
in a-helix and B-sheets structures in BSA and non-glycoTRF due to interaction with the same
type of NPs, which confirmed the similar behaviour of non-glycosylated proteins.

The concentration of protein corona on the surface of NPs depended on NP surface structure,
shape, and glycosylation status of proteins. The highest total protein concentration was
measured on the surface of large PVP-stabilized AgNPs, and the lowest on the surface of
spherical PEG-stabilized AuNPs after their incubation with the protein mixture. This low
concentration agreed well with results obtained for logKy values, as explained previously.
Additionally, the highest protein concentration was measured on the AuNRs surface compared
to spherical and prismatic AuNPrs. Such results can be explained by their cylindrical or two-
dimensional structure, which can contribute to higher protein density. Namely, it is possible
that on the curved cylindrical surface of rod-shaped AuNRs, PEG molecules have more space

to "spread”, which reduces electrostatic repulsions and favours protein adsorption. The



concentration of glycoTRF was lower on the surface of all CIT-stabilized AuUNPs compared to
non-glycoTRF, which was in agreement with results obtained for logKy values and changes in
secondary protein structures. This additionally confirmed the important role of glycans for the
interactions between NPs and proteins.

Correspondingly, the proportions of glycoTRF and non-glycoTRF were different in the protein
corona of individual NPs after incubation with mixture of BSA, glycoTRF and non-glycoTRF.
The amount of glycoTRF increased, whereas amount of non-glycoTRF decreased with size in
the corona of PVP-stabilized AgNPs. The opposite trend was observed for CIT-stabilized
AUNPs. The proportion of both transferrins on the surface of large CIT-stabilized AuNPs was
the lowest when the results were compared with the other types of NPs. Such results were
expected since the changes in the secondary protein structure were the highest for both
glycoTRF and non-glycoTRF after interaction with this type of NPs, suggesting that both
transferrins must undergo a significant conformational change in order to bind to the NPs
surface. When observing the influence of NPs shape, the proportion of glycoTRF increased on
the surface of the prismatic NPs compared to the rods which was consistent with the logKy
values obtained. Nonetheless, proportion of non-glycoTRF was highest on spherical AUNPs.
Conclusion: The observed differences between binding strengths, changes in secondary
protein structures and protein corona composition after binding of glycoTRF and non-
glycoTRF to different NPs emphasize the importance of protein glycosylation and
physicochemical properties of NPs on protein corona formation. Thus, this study contributes

to a better understanding of the mechanisms of NPs-proteins interactions.

Key words: silver nanoparticles, gold nanoparticles, transferrin, glycosylation, protein corona
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1. UVOD

1.1. Glikozilacija proteina

Glikozilacija je proces enzimatskog pripajanja ugljikohidrata (glikana), ne-
ugljikohidratnom dijelu molekule, odnosno aglikonu (proteinu ili lipidu). Glikozilacija
proteina je jedna od najc¢esc¢ih posttranslacijskih modifikacija proteina, koja uvelike pridonosi
konacnoj raznolikosti proteina. Repertoar monosaharida u glikoproteinima relativno je
ograni¢en (Cini ga desetak monosaharida), no konac¢ni produkt glikozilacije ovisi ne samo o
broju razli¢itih monosaharida i njihovom slijedu povezivanja, ve¢ i o polozaju glikozidne veze,
anomernoj konfiguraciji glikozidne veze, kao i broju i poloZaju mjesta granjanja (1,2). Na
proteinski dio molekule glikani su najcesée vezani N- ili O-glikozidnom vezom. U N-vezanim
oligosaharidima N-acetilglukozamin na reduciraju¢em kraju lanca povezan je s asparaginom
unutar slijeda Asn-X-Ser/Thr proteina preko ugljika na polozaju C1, a O-glikozidna veza
nastaje izmedu polozaja C1 reducirajueg kraja monosaharida ili oligosaharida i

hidroksiaminokiseline, serina ili treonina (3).

Glikani vezani na proteine N-glikozidnom vezom mogu se obzirom na svoju strukturu
podijeliti u tri tipa (oligomanozni, kompleksni i hibridni tip, Slika 1) (4). Oni sadrze zajednicku
osnovu srz (engl. core) koju ¢ine dva N-acetilglukozamina i tri manoze, a razlikuju se u
strukturi daljnjih ugljikohidrata. O-vezani glikani jo$ su raznovrsnije strukture i mogu imati
nekoliko vrsta srZi. N-glikozilacija zapocinje kotranslacijski u endoplazmatskom retikulu (ER),
prebacivanjem velike oligosaharidne strukture s lipidnog nosaca dolikola na asparagin, a
nastavlja se u ER pripajanjem pojedinih ugljikohidratnih struktura i kidanjem drugih, a potom
i u Golgijevom aparatu (3,5). O-glikozilacija se odvija u Golgijevom aparatu (osim dodavanja
prvog monosaharida §to se odvija u ER), posttranslacijski, isklju¢ivo dodavanjem (ne i

oduzimanjem) monosaharida (6).

Obzirom da za glikozilaciju proteina ne postoji ,.kalup*“ kojim se odreduje konacna
struktura, kao $to je primarna struktura proteina zapisana u ,,kalupu“ DNA, struktura glikana
ovisi o ekspresiji enzima koji sudjeluju u glikozilaciji, specificnosti supstrata kao i o
dostupnosti preteca za sintezu glikana. Sveukupno gledajuci, u proces glikozilacije ukljucen je
veliki broj (nekoliko stotina) razli¢itih enzima, koji dodaju pojedine ugljikohidratne jedinice
(glikoziltransferaze) ili ih kidaju (glikozidaze) (7).
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/
/

Asparagin Kompleksni tip
@ N-acetilglukozamin
B Manoza
Asparagin Oligomanozni tip < Fukoza
¥ Galaktoza
N-acetilneuraminska
kiselina
Asparagin Hibridni tip

Slika 1. Osnovne vrste N-glikana: oligomanozni, kompleksni i hibridni tip. Preuzeto i

prilagodeno prema Varki A i sur. (4).

Obzirom na navedeno, ne zac¢uduje ¢injenica da pojedini glikozilirani protein moze u
organizmu postojati kao smjesa razli¢ito glikoziliranih oblika istog proteina, koje nazivamo
glikoforme (1). Glikoforme medusobno, a posebice u odnosu na sam polipeptidni dio
glikoproteina, mogu imati drukéija fizikalna, kemijska, a posljedi¢no i bioloska svojstva.
Glikanski dio molekule utjeCe na veli¢inu 1 naboj glikoproteina, topljivost, viskoznost,
konformaciju i sklonost denaturaciji. Utje¢e takoder i na sposobnost interakcije s drugim
molekulama, posebice receptorima glikoproteina koje nazivamo lektinima, a upravo se
ostvarivanjem interakcija s drugim molekulama ispoljavaju bioloSki ucinci glikoproteina.
Interakcije glikoproteina i lektina temelje se na razli¢itim vrstama ne-kovalentnih veza (mahom

je rije¢ o vodikovim vezama), koje su malih jakosti ali su brojne (8).

Spomenute interakcije kljucne su za raznovrsne procese u organizmu, ali i izmedu
razli¢itih organizama. Virusi 1 bakterije stvaraju interakcije sa stanicama domacina upravo
putem interakcija izmedu glikana i njihovih receptora, a unutar pojedinog organizma, glikani
su ukljuéeni u brojne procese — primjerice smatanje (engl. folding) proteina, usmjeravanje
pojedinih enzima u odredene stani¢ne organele, usmjeravanje stanica u pojedina tkiva,

modulaciju imunog odgovora i stani¢nu signalizaciju (1,2). Vaznost glikanskog dijela
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molekule za potpunu funkcionalnost glikoproteina vidljiva je 1 iz Cinjenice da mnogi
rekombinantno proizvedeni neglikozilirani proteini, nakon apliciranja u organizam u svrhu
terapije, nisu jednako uc¢inkoviti kao njihovi glikozilirani oblici. Tako je primjerice utvrdeno
da je polipeptidni dio eritropoetina, hormona koji ina¢e sadrzi 3 N-vezana i jedan O-vezani
glikan, u potpunosti odgovoran za poticanje proizvodnje eritrocita u koStanoj srzi, no
rekombinantno proizvedeni neglikozilirani eritropoetin nakon aplikacije u ljudski organizam
pokazuje znaCajno manju ucinkovitost. Razlog je tome njegov iznimno brz klirens iz
organizma, pa neglikozilirani polipeptid uop¢e nema priliku potaknuti proizvodnju eritrocita,
za razliku od njegove glikozilirane forme koja se u organizmu usmjerava na ciljno mjesto na

kojem moze obaviti svoju zadacu (9).

Metabolic¢ki poremecaji uzrokovani mutacijama u genima za glikozilacijske enzime
poznati su pod nazivom kongenitalni poremecaji glikozilacije (engl. congenital disorders of
glycosylation, CDGs), obuhvaéaju vise od 150 razli¢itih bolesti ¢ija klinicka slika varira od
blage do po zivot opasne, i pripadaju skupini rijetkih bolesti, koje su uz to ¢esto i pogresno
dijagnosticirane. Za dijagnostiku pojedinih tipova CDGs koristi se i analiza glikanskog profila
transferina primjenom metoda masene spektrometrije, izoelekti¢nog fokusiranja (IEF) i
tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (10,11), kojima se utvrduje medusoban omjer
asijaliniziranog, mono-, di-, tri, tetra- i pentasijaliziranog oblika tranferina. No, promjene
glikanskog profila pojedinih glikoproteina ili smjesa razli¢itih glikoproteina (primjerice
serumskih glikoproteina) uoc¢ene su i u drugim, puno ¢e$¢im patoloskim stanjima, kao $to su
akutni pankreatitis, reumatoidni artritis, SeCerna bolesti tipa 2 i razli€ite vrste tumora (12-16).
Za mnoge utvrdene promjene jo$ nije poznato pridonose li takve promjene glikanskog profila
nastanku, razvoju i tijeku bolesti ili su posljedica te bolesti, ili oboje. Stoga odredivanje
glikanskog profila i za te bolesti ima velik dijagnosti¢ki i prognosticki potencijal, a
modifikacija glikanskog dijela ili primjena nekih glikanski pripravaka vjerojatno i terapijski

potencijal.
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1.2.  Nanomaterijali i nanocestice

Nanomaterijali (engl. nanomaterials, NM) se prema definiciji Europske komisije
definiraju kao prirodno, sluéajno ili umjetno proizvedeni materijali koji sadrzi Cestice, u
nevezanom, agregiranom ili aglomeriranom stanju, a 50% ili vise tih ¢estica ima jednu ili vise
dimenzija u rasponu od 1 do 100 nm (17). Klasifikacija NM se temelji na dimenzionalnosti,

porijeklu i sastavu (18).

Nanotehnologija je danas postala vrlo zna¢ajno podruéje istrazivanja, koje se brzo
razvija 1 §iri zahvaljujuéi odlicnim svojstvima i velikoj funkcionalnosti NM. Smanjenjem
veli¢ine materijala na nano razinu dolazi do znacajne promjene njihovih osnovnih svojstava.
Takve promjene mogu dovesti do poboljsanja topljivosti, promjene boje materijala te uciniti
provodljivima materijale koji su prije bili elektri¢ni izolatori. Njihova posebna opticka,
elektri¢na i kemijska svojstva, koja se razlikuju od svojstava materijala na makroskopskoj

razini (engl. bulk) dovela su do sve veée primjene NM (19).

Ukoliko su sve tri dimenzije NM u rasponu od 1 nm do 100 nm, govorimo o
nanocCesticama (engl. nanoparticles, NP) (20). Karakteristi¢na fizikalna, kemijska i bioloska
svojstva proizlaze iz njihovih malih dimenzija te ih ¢ine pogodnima za $irok raspon primjena
(21,22). Osnovna svojstva ukljucuju veliki omjer povrsine u odnosu na volumen, kemijsku
reaktivnost i mehanicku ¢vrstocu, a ovise o vrsti, veli¢ini i strukturi NP. Primjenom razli¢itih
metoda priprave moguce je dobiti NP to¢no odredenih svojstava. Sintetizirane NP mogu biti

razli¢itog oblika, veli¢ine i strukture (23,24).

Klasifikacija NP na temelju kemijskog sastava dijeli ih na (24):

a) organske — dendrimeri, liposomi, micele,

b) anorganske - NP metala i metalnih oksida,

C) ugljikove — fuleren, grafit, nanocjev¢ice, nanovlakna.
1.2.1. Metode priprave nanocestica

Sintetski postupci priprave NP temelje se na dva osnovna pristupa: ,,od vrha prema
dolje” i ,,0d dna prema gore* (Slika 2). Temeljna razlika izmedu ova dva nacina priprave je u
pocetnom materijalu. Kod pristupa od vrha prema dolje pocetni materijal je rasuti materijal

koji se koristenjem razlicitih fizikalnih, kemijskih i mehanickih metoda smanjuje do veliCine
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NP (12). Naj¢esce se koriste mehani¢ki postupci, laserska ablacija te toplinska i litografska
metoda (12,13).

Pristup od ,,dna prema gore* temelji se na stvaranju NP iz prekursora koji mogu biti
atomi, ioni ili molekule. Osnovne metode ukljuuju metode s plinovitom, ¢vrstom i teku¢om
fazom te bioloSke metode (12). Glavna je prednost ovog pristupa Sto omogucuje sintezu NP
specifi¢nih fizikalno-kemijskih svojstava, sto se postize manipuliranjem na razini nukleacije i
rasta (13). Sinteza NP u tekucoj fazi ukljucuje upotrebu tri kljuéne komponente: ionskog
prekursora, redukcijskog sredstva (ili energije za pokretanje procesa razgradnje ili redukcije) i
sredstva za stabiliziranje novo sintetiziranih NP. Kao prekursori se koriste anorganske soli

(kloridi, nitrati) ili hlapljivi organski spojevi (acetati) (14).

Rasuti materijal

\ “ W W W

\\' @ ¢

,,0d vrha prema dolje” ,,0d dna prema gore” l
Nukleacija 1rast

Mali fragmenti - )
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Slika 2. Dva osnovna sintetska pristupa priprave NP: ,,od vrha prema dolje* i ,,0d dna prema

gore*. Preuzeto i prilagodeno prema Lu H i sur. (25).

Sinteza NP metala najcesce se temelji na procesu redukcije odgovarajuceg metalnog
kationa. Poznavanje mehanizma reakcije omogucava odabir odgovaraju¢ih parametara
(temperature, koncentracijskog omjera, pH vrijednosti) te kontrolu nad procesom sinteze
(26,27). Redukcijom metalnog kationa nastaju atomi metala, ¢ija se koncentracija postupno

povecava te dolazi do nukleacije pri ¢emu nastaju jezgre, koje dalje rastu u stabilne NP (28).
5
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Upotreba povrsinskih omotaca presudna je za kontrolu veli¢ine i oblika te osigurava
stabilnost sintetiziranin NP. Mijenjanjem koncentracijskog omjera povrsinskih omotaca i
anorganske soli, dobivaju se NP razli¢itih oblika i veli¢ina, pri ¢emu je molarna koncentracija
omotaca uobicajeno veca od soli. Omotaci mogu biti povrsinski aktivne tvari te razliciti ligandi
i polimeri koji sadrze funkcionalne skupine, kao $to su sulfhidrilna, karboksilna ili amino
skupina (29). Odabir vrste omotaca bitan je jer utjeCe na fizikalno-kemijska svojstva
nanocestica, posebno u pogledu njihove hidrofilnosti, odnosno hidrofobnosti, §to dalje mijenja
ponasanje NP u mediju u kojem su dispergirane (30). Optimizacijom sintetskih uvjeta moguce
je dobiti NP to¢no odredenih fizikalno-kemijskih svojstava, koje mogu imati $iroki spektar
primjena (31-33).

1.3. Nanodestice srebra i zlata u nanomedicini

Grana medicine koja ukljucuje primjenu nanotehnologije u lije¢enju bolesti, dijagnozi,
pracenju i kontroli terapijskih procesa nazvana je ,,nanomedicinom®. Nanomedicina obuhvaca
veliko podrucje istrazivanja koje izmedu ostalog ukljucuje i NP, koje se primjenjuju kao
biosenzori te u ciljanoj isporuci lijekova i dijagnostici (34,35). Prednosti primjene NP u
medicini su jednostavna manipulacija njihovom veli¢inom i povrSinskim karakteristikama,
mogucnost vezanja velikog broja molekula lijeka na njihovu povrsinu, transport lijekova na
ciljano mjesto u organizmu i kontrolu otpustanja lijekova. Usprkos brojnim prednostima,
primjena NP moze biti ograni¢ena zbog njihove moguce agregacije, visoke reaktivnosti u
staniénom okruzenju te naglog otpustanja lijeka, zbog Cega je potrebno detaljno ispitati njihova

svojstva i ponasanje prije klinicke upotrebe (36-38).

Uporaba NP srebra (AgNP) u medicini prvenstveno se temelji na njihovim
antimikrobnim svojstvima koja su posljedica otpustanja iona srebra u razli¢itim bioloskim
medijima. Zbog toga se koriste u medicini kao antimikrobni premazi na oblozima za rane te za
zastitu povr$ina medicinskih pomagala kao $to su kateteri (39,40). Njihova mala veli¢ina
povecava njihovu specifiénu aktivnu povrsinu, kao i njihov potencijal prodiranja do ciljnog
mjesta djelovanja (41). Medutim, upravo mala veli¢ina moze doprinijeti ulasku u krvozilni

sustav, zbog Cega je potrebno uzeti u obzir mogucnost interakcije NP s biomolekulama.

Nadalje, NP zlata (AuNP) posjeduju posebna svojstva koja ukljucuju

biokompatibilnost, stabilnost i jednostavno povrSinsko moduliranje. Takva svojstva temelj su

6
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njihove potencijalne primjene u nanomedicini, posebice u ciljanoj isporuci lijekova i
fototermalnoj terapiji (42). Posebno fizikalno svojstvo AuNP je povrsinska plazmonska
rezonancija (engl. surface plasmon resonance — SPR), koja omoguéava primjenu AuNP u
razvoju biosenzora koji se mogu imobilizirati sa specifi¢cnim biomolekulama, kao $to su
protutijela te omoguciti osjetljivu detekciju antigena i biomarkera (43). SPR je fenomen koji
se dogada kada frekvencija titranja slobodnih elektrona na povrsini NP rezonira s frekvencijom
dolaznog elektromagnetskog zrac¢enja. Posebno se istrazuje modifikacija povrSine AuNP s
razli¢itim glikanskim strukturama, pri ¢emu nastaju glikonanocestice koje su do sada pokazale
potencijal primjene u dijagnostici Alzheimerove bolesti, karcinoma i dijagnostici bakterijskih
infekcija (44-46).

Medutim, potencijalna primjena NP u medicini nalazi se pred brojnim izazovima,
ponajvise u pogledu njihove biokompatibilnosti, u¢inkovitosti i sigurnosti. lako im njihova
mala veli¢ina omogucéava laksi pristup ciljanom mjestu djelovanja, ona ujedno pridonosi
njihovom lakSem ulasku u krvozilni sustav, $to moze dovesti do njihove potencijalne
interakcije s proteinima u bioloSkom sustavu. Takve interakcije mogu poboljsati ili smanjiti
adsorpciju iona i drugih molekula na njihovoj povrSini, dovesti do rekonstrukcije njihove
povrsine te povecati ili smanjiti njihovo otapanje, odnosno razgradnju. Takoder, mogu dovesti

do agregacije NP ili vezanja proteina i drugih biomolekula na njihovu povrsinu (47).

1.4. Interakcije metalnih nanocestica u bioloskim sustavima i nastajanje

proteinske korone

IzloZzenost NP bioloSkom mediju rezultira njthovom neposrednom interakcijom s
bioloskim makromolekulama (proteinima, lipidima, nukleinskim kiselinama) u vremenu od
samo nekoliko sekundi, $to uzrokuje stvaranje nano-bio kompleksa (48). S obzirom na to da su
proteini u najvecoj mjeri zastupljeni u fizioloskim sustavima, ¢esée se govori da dolazi do
interakcije izmedu NP i proteina, te formiranja kompleksa poznatog pod nazivom proteinska
korona (47,48). Stvaranje tog kompleksa uzrokuje gubitak ,,sintetickog identiteta™ NP i nastaje
posebni ,,bioloski identitet” koji utjece na daljnji bioloski odgovor organizma na NP (49,50).
Fizikalno-kemijska svojstava NP u pogledu njihove veli¢ine, oblika i povrSinske strukture
utje¢u na sastav biomolekulske korone te posljedi¢éno mijenjaju njihovu farmakokinetiku i

farmakodinamiku (51). Primjerice, vezanjem proteina kao $to su opsonini na povrsinu NP
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dolazi do njihove eliminacije iz cirkulacije putem mononuklearnog fagocitnog sustava, pri
¢emu se mijenja njihova farmakokinetika (52). Takoder, stvaranje proteinske korone ne utjece
samo na fizikalno-kemijska svojstva NP, ve¢ i na promjene konformacije proteina koji se vezu
na njihovu povrsSinu. Prilikom interakcije dolazi do stvaranja novih i razaranja ve¢ postojecih
intramolekulskih veza, §to dovodi do promjena u nativnoj konformaciji proteina. S obzirom na
to da je funkcija proteina povezana s njihovom strukturom, takve promjene u strukturi mogu
biti ireverzibilne i dovesti do gubitka funkcije proteina (53). Prematome, istrazivanja nastanka
proteinske korone predstavljaju vaznu ulogu u sigurnoj primjeni nanocestica (54). Naime,
sintezom NP odredenih fizikalno-kemijskih svojstava, odnosno modifikacijom povrsine NP
koriStenjem razli¢itih omotaca, mijenja se sastav proteinske korone te shodno tome i bioloski

odgovor, §to omoguéuje manipulaciju nad njthovom sudbinom u organizmu (55).

Prilikom istrazivanja interakcija proteina i NP vazno je uzeti u obzir da je proteinska
korona dinamican sustav, §to znaci da ¢e se sastav korone mijenjati s vremenom te ¢e ovisiti 0
svojstvima bioloSkog sustava i NP (56). Kada govorimo o dinamicnosti proteinske korone
vazno je uzeti u obzir afinitete vezanja izmedu NP i proteina. Prema Vromanovom ucinku,
proteini vece koncentracije u plazmi, ali niskog afiniteta za NP primarno ¢e se vezati na
povrsinu NP i ¢initi ve¢i udio u koroni. Takvi se proteini s vremenom (nakon nekoliko minuta)
zamjenjuju s proteinima manje koncentracije, ali visokog afiniteta prema NP (57). Shodno

navedenom, proteinska korona se moze klasificirati kao tvrda i meka korona (Slika 3).
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Slika 3. Prikaz modela nano-bio sucelja: tvrda i meka korona. Preuzeto i prilagodeno prema
Nguyen VH i sur. (58).
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Nakon nekoliko minuta od izloZenosti u bioloskom sustavu dolazi do formiranja tvrde
korone, koja je ve¢inom sastavljena od proteina visokog afiniteta prema NP, dok meku koronu
¢ine proteini slabijeg afiniteta i potrebno je i do nekoliko sati da bi se formirala (47). Nedavna
istraZivanja su pokazala da su proteini tvrde korone direktno u interakciji s povr§inom NP, dok

se meka korona formira preko interakcija protein-protein s tvrdom koronom (59).

Bioloski odgovor na NP je ve¢inom povezan s proteinima koji ¢ine sastav tvrde korone,
zbog Cega je analiza ovog sloja od veceg interesa. Medutim, sastav korone Se mijenja s
vremenom pa ne treba oc¢ekivati da struktura i sastav tvrde korone na jednostavan nacin
odrazavaju osnovne interakcije izmedu NP i bioloskog sustava (50). Takoder, razli¢iti procesi
utjecu na koncentraciju proteina u organizmu, a proteini pak pokazuju razlicite afinitete vezanja
za povrsinu NP te na druge molekule proteina koje su ve¢ vezane na povrsinu. Stoga je analiza

proteinske korone izrazito slozena.

Sastav proteinske korone, afinitet vezanja izmedu proteina i NP, te promjene u strukturi
proteina i fizikalno-kemijskim svojstvima NP u organizmu, moguce je priblizno odrediti
analitickim metodama (60). Tablica 1 prikazuje i opisuje najce$ée primjenjivane metode u

istrazivanju prirode interakcija NP i proteina te analizi proteinske korone (61).

Unato¢ opseznom istraZzivanju i mnogobrojnim objavljenim znanstvenim radovima o
interakcijama NP i proteina, uloga glikozilacije proteina u formiranju i karakteristikama takvih
nano-bio kompleksa gotovo je potpuno nepoznata. S obzirom na to da su glikani prisutni na
povrsini vecine proteinskih molekula, prilikom istrazivanja interakcija izmedu NP i proteina
potrebno je, osim strukture proteina i fizikalno-kemijskih svojstava NP, uzeti u obzir i
glikozilacijski status proteina. Jedino poznato istrazivanje utjecaja glikozilacije na stvaranje
proteinske korone pokazalo je da uklanjanje glikana s povrSine glikoproteina, odnosno iz
proteinske korone, poboljsava prianjanje NP na stani¢ne membrane i njihov unos u stanice, ali

i da istovremeno smanjuje koloidnu stabilnost takvih NP (62).
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Tablica 1. Naj¢eSc¢e primjenjivane analitiCke metode za istrazivanje nano-bio interakcija (61).

promatrano

- analiticka metoda parametar
SV0Jstvo
dinamicko rasprsenje svjetlosti veli¢ina, raspodjela veli¢ina
elektroforetsko rasprsenje svjetlost zeta potencijal
ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija opticka svojstva
fizikalno—- transmisijska elektronska mikroskopija velicina, raspodjela
kemi Jska svojstva veli¢ina, sastav, oblik
NP veli€ina, raspodjela

skenirajuéa elektronska mikroskopija

veli¢ina, oblik

atomska mikroskopija sila

veliCina, raspodjela
veli¢ina, oblik

energetski disperzivna rentgenska
spektroskopija

sastav

struktura proteina

cirkularni dikroizam

nuklearna magnetska rezonancija

promjene u sekundarnoj i
tercijarnoj strukturi proteina

interakcije

fluorescencijska spektroskopija

konstante afiniteta

lokalizirana povrSinska plazmonska
rezonancija

konstante adsorpcije

sastav proteinske
korone

denaturirajuca poliakrilamidna gel
elektroforeza

masena spektrometrija

udio pojedinog proteina u
proteinskoj koroni

1.5. Modelni proteini u istraZivanju proteinske korone

Dosadasnja ispitivanja nano-bio interakcija su najve¢im dijelom provedena na modelu
albumina. Albumin je protein globularnog oblika i veli¢ine 66,5 kDa, koji ¢ini polovicu
serumskih proteina. Jedna od temeljnih funkcija aloumina u tijelu je reguliranje koloidno-
osmotskog tlaka, a uz to prenosi i endogene ligande, kao $to su bilirubin, masne kiseline ili ioni
te egzogene ligande kao §to su lijekovi (63). Negativan je protein akutne faze upale zbog cega
mu se koncentracija smanjuje u upalnim stanjima pod utjecajem citokina (64). S obzirom na to
da se sintetizira u hepatocitima, odredivanje koncentracije serumskog albumina, uz odredivanje
protrombinskog vremena, jedna je od kljunih pretraga za ispitivanje funkcije jetre.
Odredivanje koncentracije serumskog albumina se takoder koristi za procjenu nutritivhog
statusa pacijenata, §to je posebno vazno u optimizaciji prehrane prije kirurSkog zahvata radi

smanjenja postoperativnog mortaliteta (65).

10



1. UVOD

Humani albumin se sastoji od jednog polipeptidnog lanca, gradenog od 585
aminokiselina i 17 disulfidnih veza, te jedne slobodne tiolne skupine (66). Trodimenzionalna
struktura albumina pokazuje da se on sastoji od tri strukturno homologne domene (domene I,
I1i 111) od kojih se svaka sastoji od dvije poddomene, nazvane A i B. Poddomene IA, IB i IIA
pakiraju se ¢vrsto zajedno, tvore¢i glavu molekule, dok poddomene IIB, HIIA i IIIB ¢ine
produzeni rep (Slika 4) (66). Analiza strukture humanog (engl. human serum albumin, HSA) i
govedeg serumskog albumina (engl. bovine serum albumin, BSA) je pokazala da se oba sastoje
od navedene tri domene te da su strukturno sli¢ni. Medutim, jedna od bitnih razlika je da se u
strukturi HSA nalazi jedan triptofan na polozaju 214, dok su u strukturi BSA prisutna dva
triptofana na polozajima 134 i1 212, koji znacajno doprinose fluorescencijskim svojstvima
proteina (67,68). Buduc¢i da mu je izoelektri¢na tocka (pl) 4,7 kod fizioloskog pH 7,4 albumin

je negativno nabijen, kao i mnogi serumski proteini.

Slika 4. Kristalna struktura humanog serumskog albumina. Slika je preuzeta s web stranice
RCSB Protein data bank (PDB) ID 1A06 (69,70).

Istrazivanja su pokazala da se albumin veze na NP metala, pri ¢emu je vazno istraziti
mehanizam reakcije, afinitet vezanja te konformacijske promjene do kojih dolazi u proteinskoj
strukturi, Sto utjeCe na bioloSki odgovor na nastali kompleks NP-protein (71-73). Vazno je
naglasiti da rezultati opisani u literaturi znacajno variraju posebno obzirom na jacinu vezanja,
dok su rezultati o promjeni proteinske strukture nesto konzistentniji. Prilikom vezanja na NP,

struktura albumina se mijenja u smislu gubitka struktura a-uzvojnica kod vec¢ine NP-albumin
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interakcija opisanih u literaturi (74-76). S druge pak strane, rezultati za konstante vezanja su

se pokazali ovisnima o veli¢ini, povrsinskoj strukturi i tipu NP (77-79).

Prilikom provodenja istrazivanja NP omotanih proteinima u ciljanoj isporuci lijekova,
Cesto koristen protein je transferin (80—82). Humani transferin je glikoprotein veli¢ine 77 kDa,
graden od 698 aminokiselina i stabiliziran s 19 disulfidnih veza. Glavna funkcija transferina je
regulacija metabolizma Zeljeza u tijelu. Vezanjem Zeljeza, ograniCava se koncentracija
slobodnog ionskog Zeljeza u krvi, a time se sprje¢ava njegovo sudjelovanje u reakcijama koje
dovode do stvaranja slobodnih radikala, kao $to su Fentonova i Haber-Weissova reakcija (83).
Slobodni radikali nastali u navedenim reakcijama mogu dovesti do oksidacije lipida,
nukleinskih kiselina i oSteéenja tkiva te pridonijeti razvoju bolesti srca, jetre, neuroloskim
bolestima i drugima. Stoga je vezanje Zeljeza za transferin klju¢no za odrzavanje Zeljeza u
topljivom vezanom obliku, te njegov prijenos u stanice i tkiva. Prijenos zeljeza vezanog na
transferin kroz stani¢ne membrane je potpomognut interakcijom transferina i transferinskog

receptora (TfR) koji ukljucuje mehanizam receptorom posredovane endocitoze (84).

Transferin se sastoji od dvije homologne domene, oznac¢ene kao N i C domena, od kojih
svaka sadrzi jednu N-glikansku strukturu vezanu na asparagine na aminokiselinskim
pozicijama 432 i 630 (Slika 5) (85). Domene su medusobno povezane kratkom sekvencom
aminokiselina, a svaka sadrzi niz a-heliksa, koji prekrivaju sredi$nju okosnicu gradenu od 3-
ploca. Izmedu domena nalazi se hidrofilno mjesto vezanja iona metala. Vezanje Zeljeza je
posebno regulirano molekulom karbonata koja se nalazi u blizini vezanog mjesta, budu¢i da
djeluje kao donor dvije molekule kisika koje stabiliziraju vezanje zeljeza. U vezanju takoder
sudjeluju i okolni boc¢ni ogranci od kojih presudnu ulogu imaju lizini na polozajima 206 i 296,
koji stvaraju zatvorene vodikove veze. U kiselom pH te se vodikove veze razaraju i omogucéuju

domenama da prijedu iz zatvorene u otvorenu konformaciju koja oslobada zeljezo (86,87).
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Slika 5. Kristalna struktura humanog transferina. Slika je preuzeta s web stranice RCSB Protein
data bank (PDB) ID 3QYT (70,88).

Dijagnosticki je bitno mjerenje razine zasi¢enja transferina zeljezom. Mjerenje
nezasi¢enog kapaciteta vezanja zeljeza i koncentracije slobodnog Zeljeza u serumu, omogucuje
izracunavanje ukupnog kapaciteta vezanja zeljeza, koji uz koncentraciju topljivog TfR pomaze
u diferencijalnoj dijagnostici anemija (89,90). Nadalje, promjene glikanskog profila transferina
koriste se u dijagnostici kongenitalnog poremecaja glikozilacije i kroni¢nog alkoholizma
(91,92). Kod kroni¢ne konzumacije alkohola, etanol poveéava enzimatsku aktivnost sijalidaze
koja uklanja sijalinsku kiselinu s glikanskih struktura u transferinu $to dovodi do pojave
ugljikohidratima deficijentnih formi transferina. Tetrasijalotransferin je izoforma transferina
koja je u normalnom serumu prisutna u najvecoj koncentraciji, ali uz nju jo$ mogu biti prisutne
i disijalotransferinska, trisijalotransferinska, pentasijalotransferinska te
heksasijalotransferinska glikozilacijska izoforma (93). Znacajnija pojava asijalotransferina,
monosijalotransferina 1 disijalotransferina ukazuje na kroni¢nu konzumaciju alkohola.
Glikozilacijski oblici transferina se mogu razdvojiti metodom IEF. Ova metoda koristi pH
gradijent u kojem se glikoforme transferina razdvajaju s obzirom na vrijednost njihove
izoelekti¢ne tocke (pl) u rasponu od 5,2 do 5,7, pri ¢emu osobe koje kroni¢no konzumiraju
alkohol imaju prisutne ugljikohidratima deficijentne forme transferina koje imaju veée pl
vrijednosti, oko 5,7 ili ve¢e ovisno o vrsti transferinske glikoforme (92,94).
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TTR jedan je od rijetkih receptora koji je prisutan na krvno-mozdanoj barijeri, zbog ¢ega
se transferin transportira iz krvi u cerebrospinalnu tekucinu (engl. cerebrospinal fluid, CSF).
Vazno je naglasiti da se u CSF sintetizira asijalotransferin, dok je prisutnost drugih glikoformi
posljedica prijenosa preko BBB iz seruma. Potencijal primjene odredivanja razli¢itih
glikoformi transferina u CSF uocen je kod demencija, Alzheimerove i Parkinsonove bolesti
(95-97).

Metabolizam zeljeza je promijenjen u stanicama karcinoma u odnosu na ne-maligne
stanice pri ¢emu one imaju povecanu potrebu za Zeljezom (80). Buduci da je na povrsini
karcinoma povecana ekspresija TfR, interakcija izmedu transferina i NP iskoriStena je za
sintezu mnogih transferinom omotanih nanocestica koje se sintetiziraju kao potencijalni
sustavi za dostavu lijekova u antitumorskoj terapiji. Prouc¢avane su transferinom konjugirane
polimerne NP za dostavu doksorubicina kod rezistentnog karcinoma dojke, koje su pokazale
toksi¢nost na stanice karcinoma uz minimalnu toksi¢nost na zdravo tkivo (81). S obzirom na
to da transferin prelazi BBB, NP omotane transferinom su posebno istrazivane kod terapije
karcinoma mozga. Primjerice, NP omotane silicij-dioksid polimerom mlije¢ne i glikolne
kiseline i transferinom koje sadrze doksorubicin pokazale su antigliomsku aktivnost u in vivo
eksperimentima (82). Sli¢ne vrste NP omotanih metotreksatom i transferinom su pokazale
bolju antitumorsku aktivnost i biodistribuciju u in vivo eksperimentima te bolju citotoksi¢nost
in vitro u odnosu na sami metotreksat na tumorske glioma stanice (98). lako in vivo i in vitro
istrazivanja NP omotanih transferinom postoje, odredivanje mehanizma vezanja i

konformacijskih promjena transferina do kojih dolazi uslijed interakcije s NP su vrlo oskudna.
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2.  OBRAZLOZENJE TEME

Proteinska korona ima vaznu ulogu za ponasanje, ucinke i sudbinu NP u bioloskim
sustavima. Stoga je razumijevanje mehanizama nastanka i svojstava proteinske korone klju¢no
u razvoju sigurnijih i ucinkovitijih NP za biomedicinsku primjenu. Brojna istrazivanja su
pokazala da veli¢ina, oblik i povrSinska struktura NP utjecu na interakcije izmedu proteina i
NP, ali je uloga glikozilacije proteina gotovo potpuno nepoznata. Obzirom da su mnogi
proteini, posebice serumski, glikozilirani te da upravo glikani mogu prvi do¢i u kontakt s

povrsinom NP, nuzno je istraziti i njihov utjecaj na navedene interakcije.

Osnovna hipoteza ovog doktorskog istrazivanja jest da je mehanizam interakcije AgNP
i AUNP s proteinima odreden i fizikalno-kemijskim svojstvima NP i glikozilacijskim statusom

proteina.

Glavni je cilj istrazivanja utvrditi na koji nacin veli¢ina, oblik te povrSinska struktura
AgNP i AuNP utjecu na prirodu i mehanizam njihove interakcije s proteinima razli¢itoga
glikozilacijskoga statusa. U svrhu provodenja sustavnog istrazivanja izabrani su sljedeci

modelni sustavi:

a) sedam vrsta AgNP i devet vrsta AUNP razli¢itih veli¢ina, oblika i povrSinskih struktura.
Navedene NP su izabrane zbog svojih posebnih svojstava koja su povoljna za primjenu
u biomedicini. Ispitane su AgNP veli¢ina 10 nm i 50 nm, stabilizirane razli¢itim
povrsinskim omota¢ima. Takoder, ispitane su i AUNP raspona veli¢ina od 14 nm do
250 nm, sferi¢nog, Stapicastog i prizmi¢nog oblika, stabilizirane razli¢itim povrSinskim
omotacima.

b) tri proteina: govedi serumski albumin (BSA), glikozilirani transferin (glikoTRF) i
neglikozilirani transferin (ne-glikoTRF). Transferin je odabran zbog svojih bitnih
funkcija u organizmu, kao i zbog vaznosti promjena njegovih glikozilacijskih izoformi
u razli¢itim patofizioloskim stanjima. Ispitivanja su provedena i na BSA kako bi se
omogucila usporedba rezultata dobivenih ovim istrazivanjem s do sada objavljenim
podacima, jer je najveci broj znanstvenih istrazivanja na proteinskoj koroni upravo

objavljen za BSA.
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Kako bi se ostvario glavni cilj, postavljeni su sljede¢i specifi¢ni ciljevi:

1. dizajnirati, sintetizirati i karakterizirati AgQNP i AuNP razli¢itih veli¢ina, oblika te
povrsinskih struktura;

2. procijeniti stabilnost i moguce transformacije razli¢itih AgNP i AuNP u modelnim
bioloskim sustavima;

3. odrediti ja¢inu vezanja proteina razli¢itoga glikozilacijskoga statusa na razlicite AgNP
i AUNP;

4. odrediti strukturne promjene proteina nakon njihovog vezanja na razli¢ite AgNP i

AuUNP.
Sustavna analiza prirode i mehanizma vezanja izmedu AgNP i AuNP na proteine
razli¢itoga glikozilacijskoga statusa unaprijedit ¢e postojeée znanje o mnano-bio
interakcijama. Takvo znanje moze znacajno unaprijediti dizajn uc¢inkovitih 1 sigurnijih NP

u biomedicinske svrhe.
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3.1. Materijali koriSteni za sintezu nanocestica

Sljedece kemikalije koristene su za sintezu NP: natrijev citrat dihidrat (NasCeHsO7 X
2H20, Mr 294,10 g/mol, kat. br. 1405407), natrijev hidroksid (NaOH, Mr 40,00 g/mol, kat. br.
1452506), klorovodi¢na kiselina (HCIl, Mr 36,46 g/mol, kat. br. 182430), dusi¢na kiselina
(HNO3, Mr 36,01 g/mol, kat. br. 452201) , octena kiselina [(CH:COOH, Mr 60,05 g/mol, kat.
br. 15067(8)] i acetonitril (ACN, Mr 41,05 g/mol, kat. br. 0163470) kupljeni su od tvrtke
Kemika (Zagreb, Hrvatska), dok su polietilen glikol (PEG, Mr 6 000 g/mol, kat br. 81253), -
poli-L-lizin (PLL) hidrobromid [(CeéH12N20O)n x HBr, Mr 70 000 — 150 000 g/mol, Kkat. br.
P6407], natrijev bis (2-etilheksil) sulfosukcinat (AOT) (C2oH37NaO7S, Mr 444,56 g/mol, kat.
br. 323586) i tetrakloroauri¢na kiselina (HAUCIlsx 3H20, Mr 39,83 g/mol, kat. br. 520918)
kupljeni od tvrtke Sigma Aldrich Chemical Co. (Taufkirchen, Njemacka). Nadalje, poli
(vinilpirolidon) (PVP) [(CH9NO)n, Mr 40 000 g/mol, kat. br. 5295] i natrijev borhidrid
(NaBH4, Mr 37,83 g/mol, kat. br. 806373) kupljeni su od tvrtke Merck Suprapur (Darmstadt,
Germany), dok su D-glukoza (CsH120s, Mr 180,16 g/mol, kat. br. A16828) i srebrov nitrat
(AgNOs, Mr 169,87 g/mol, kat. br. 11414.14) kupljeni od tvrtke Alfa Aesar (Haverhill,
Massachusetts, SAD).

3.2.  Materijali koriSteni za ispitivanje stabilnosti nanocestica

Stabilnost NP ispitana je u sljede¢im modelnim sustavima: ultraista voda, umjetna
lizosomalna tekuéina (engl. artificial lysosomal fluid, ALF), umjetna zelu¢ana tekucina (engl.
artificial gastric fluid, AGF) i komercijalni stani¢ni medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle
Medium, DMEM) bez i uz dodatak 10% BSA. Tocan sastav ALF i AGF medija naveden je u
Tablici 2. DMEM medij (pH 7,2) komercijalno je pribavljen od tvrtke Sigma-Aldrich Chemical
Co. (Taufkirchen, Njemacka).
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Tablica 2. Podaci o sastavu i pH bioloski relevantnih umjetnih medija koristenih za procjenu

stabilnosti i transformacije AgNP.

kratica vrsta medija pH sastav (koncentracija)

NaCl (3,210 g/L)
NaOH (6,000 g/L)
citratna kiselina (20,800 g/L)
CaCl, (0,097 g/L)
NaH2PO4x 7H20 (0,179 g/L)
Na>S04 (0,039 g/L)

4,5 MgCl>x H20 (0,106 g/L)
glicerol (0,059 g/L)
natrijev citrat dihidrat (0,077 g/L)
natrijev tartarat dihidrat (0,090 g/L)
natrijev laktat (0,085 g/L)
natrijev piruvat (0,086 g/L)
formaldehid (1,000 mL/L)
NaCl (34,2 mM)
pepsin (0,1 g/L)

umjetna lizosomalna

ALF tekuéina

Umjetna zelucana

AGF tekuéina

2,0

3.3.  Materijali koriSteni za ispitivanje interakcija nanocestica i proteina
Govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin, BSA) (Mr 66 000 g/mol, Kkat.
br. A2153, lot SLBS1213V) i reducirani glutation (GSH, Mr 307,32 g/mol, kat. br. 6451, lot
030M1775V) kupljeni su od tvrtke Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Njemacka).
Glikozilirani transferin izoliran iz humanog seruma (glikoTRF) (Mr 77 000 g/mol, kat. br. pro-
315-b, lot 518PHTF28) i rekombinatno sintetiziran neglikozilirani transferin (ne-glikoTRF)
(Mr 76 000 g/mol, kat. br. pro-747-b, lot 418PTRANS) kupljeni su od tvrtke ProSpec Bio
(Rehovot, lzrael). Za otapanje proteina koriStena je puferirana fizioloska otopina (engl.
phosphate buffer saline, PBS) koja se sastojala od 137 mM natrijeva klorida, 2,7 mM kalijeva
klorida, 10 mM natrijevog hidrogenfosfata i 1,8 mM kalijevog dihidrogenfosfata otopljenih u

ultracistoj vodi, tako da je kona¢ni pH 7.,4.

BSA, glikoTRF i ne-glikoTRF otopljeni su u 2 mL PBS do kona¢ne koncentracije od
100 uM. Potom su otopine proteina alikvotirane i spremljene na -20 °C. Prije provodenja
eksperimenata u kojima su ispitivane interakcije proteina i NP, navedeni alikvoti su otopljeni i

razrijedeni s PBS do odredene koncentraciju ovisno o primjenjenoj metodi.
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Plasti¢ni pribor nabavljen je od tvrtke Sarstedt (Belgija), a stakleni od tvrtke Schott
(Njemacka). Za sva razrjedenja koristena je ultracista voda dobivena kao deionizirana voda
elektri¢ne vodljivosti od 18,2 MQ/cm pomoéu pomocu Milli-Q® IX sustava za pro¢iséavanje

vode (Merck Millipore, Darmstadt, Njemacka).

Sljedec¢e kemikalije koriStene su za elektroforezu: tetrametiletilendiamin (TEMED)
(CsH1sN2, Mr 116,20 g/mol, kat. br. T9281), glicerol (C3HsO3z Mr 92,09 g/mol, Kkat. br.
G5516), 2-propanol (CsHgO, Mr 60,09 g/mol, kat. br. 1-9516), bromfenol plavilo
(C19H10Brs0sS, Mr 669,96 g/mol, kat. br. 8026), amonij persulfat (APS) [(NH4)2S20s, Mr
228,18 g/mol, kat. br. A3678], trizma baza (C4H1:NOs, Mr 121,14 g/mol, kat. br. T1503),
acetonitril (C2HsN, Mr 41,05 g/mol, kat. br. 34851), glicin (C2HsNOz, Mr 75,07 g/mol, kat. br.
G8898). lauril sulfat (SDS) (NaC12H25SO04, Mr 288.37 g/mol, kat. br. L6026), trifluorooctena
kiselina (TFA) (CoHF302, Mr 114,02, kat. br. T6508), amonijev bikarbonat (NH:HCOs, Mr
79,06 g/mol, kat. br. 09830) i natrijev dodecil sulfat (SDS, Mr 288,38, kat. br. L3771) kupljeni
su od tvrtke Sigma Aldrich Chemical Co. (Taufkirchen, Njemacka). Standardi za elektroforezu
Bio-Safe Coomassie G-250 boja (kat. br. #161-0786) i Precision plus protein all blue standards
(kat. br. #161-0373) pribavljeni su od tvrtke Bio-Rad (Hercules, Kalifornija, SAD), dok je
Rotiforeza 30% otopina akrilamid/bisakrilamid (37,5:1) (kat. br. 3029.2) kupljena od tvrtke
Carl Roth (Karlsruhe, Njemacka). SDS puferirana otopina za uzorke sastojala se od 250 mM
pufera Tris-HCI (pH 6,8), 8% SDS, 40% glicerola, 0,02% bromofenol plavila i 8% 2-
merkaptoetanola. Pufer za provodenje elektroforeze (engl. running buffer) sastojao se od 25
mM trizma baze, 192 mM glicina i 0,1% SDS. Ekstrakcija proteina iz gela provedena je
koriStenjem Tripsin Gold Mass spectrometry grade (kat. br. V5280) komercijalno pribavljenog
od tvrtke Promega (Madison, Wisconsin, SAD).

3.4. Sinteza nanodestica srebra i zlata

Sve vrste NP koristene u ovom doktorskom radu, njihova veli¢ina, oblik i povrSinski

omotaci prikazani su u Tablici 3.
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Tablica 3. Vrste AgNP i AuNP razli¢itih veli¢ina, oblika i povrSinskih omotaca koriStenih u

doktorskom istrazivanju.

ciljana
vrsta NP povrsinski omotaci oblik veli¢ina naziv NP
/nm
polivinilpirolidon (PVP) 10 SPVPAGNE
~50 IPVPAGNP
e
srebro (Ag) g-poli-L-lizin (PLL) sfere ~ 10 PLLAgNP
glutation (GSH) ~10 GSHAgNP
citrat (CIT) ~ 50 CITAgNP
polietilen glikol (PEG) ~50 PEGAgNP
glutation (GSH) ~10 GSHAUNP
~14 SCITAUNP
citrat (CIT) sfere ~40 mCITAuUNP
~ 60 ICITAUNP
zlato (Au) ~ 40 PEGAUNP
Stapici ~ 80 PEGAUNR
polietilen glikol (PEG) ~ 125 SPEGAUNPr
prizme ~ 150 MPEGAUNPr
~ 200 IPEGAUNPr

Sintetske metode koristene za pripravu sferiénih AGNP i AUNP u ovom radu temeljene

su na pristupu ,,od vrha prema dolje”. Primjenjivane su metode koje se temelje na redukciji

ionskog oblika srebra i zlata, koriStenjem redukcijskog sredstva uz prisutnost razlicitih

omotaca. Kao prekursori za sintezu koristeni su AgNOs i HAuUCl4, dok su kao redukcijska

sredstva primjenjivani natrijev borhidrid (NaBH4), D-glukoza (CeH120s6) i natrijev citrat

(NasCeHs07). Prije sinteze AgNP stakleno posude ocisc¢eno je s 10% (v/v) HNOs, dok je prije

sinteze AuUNP ocisc¢eno zlatotopkom (1:3 v/v; HNOs, 65%: HCI, 37%) i temeljito isprano

ultracistom vodom. Sferiéne AUNP stabilizirane CIT veli¢ina 14 nm i 40 nm te sferi¢ne AuNP

stabilizirane PEG veli¢ine 40 nm, nanostapic¢i zlata (AuNR) i nanoprizme zlata (AuNPr)

stabilizirane s PEG dobivene su od Instituta za znanost o materijalima, Zaragoza, Spanjolska.
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34.1. Postupci priprave sfericnih nanocestica srebra veli¢ine 10 nm

AgNP veli¢ine 10 nm stabilizirane s PVP, AOT i PLL sintetizirane su modificiranim
postupkom koji su prethodno opisali Jura$in i sur. (99). Sinteza je ukljucivala redukciju AgNO3
koriste¢i NaBH4 kao redukcijsko sredstvo. Otopine omotaca pripremljene su otapanjem
odgovarajuce koli¢ine omotac¢a U ultracistoj vodi. Otopine su potom prebacene u dvogrle
tikvice te je dodano 5 mL 90 mM otopine AgNOs uz snazno mije$anje na plo¢i magnetne
mijesalice IKA RCT (IKA Werke, Njemacka) u ledenoj kupelji. Nakon toga je u mjeSavinu
dokapavano 5 mL 320 mM NaBH4 (priblizno 1 kap /s) i reakcijska smjesa je zasticena od
svjetlosti uz stalno mijesanje tijekom 45 minuta. Ukupni volumen reakcijske smjese bio je 200
mL, a kona¢ne koncentracije omotaca u reakcijskoj smjesi bile su: 0,3% (m/v) PVP, 0,5 mM
AOT i0,05% (m/v) PLL. Pripremljene suspenzije AgNP centrifugirane su na 15 000 g tijekom
45 minuta, talog AgNP je resuspendiran u ultracistoj vodi i pohranjen u mraku na 4 °C.

3.4.2. Postupci priprave sferi¢nih nanocestica srebra veli¢ine S0 nm

AgNP veli¢ine 50 nm stabilizirane s PVP i PEG veli¢ine 50 nm sintetizirane su
kemijskom redukcijom kationskog kompleksa [Ag(NH3)2]* s D-glukozom. Otopina omotacéa
pripremljena je otapanjem odgovarajuce koli¢ine omotaca u 193 mL ultraciste vode u dvogrloj
tikvici, pri ¢emu su konac¢ne koncentracije omotaca iznosile PVP 0,3% (m/v) i PEG 0,1%
(m/v). Reakcijska smjesa za sintezu PVPAgGNP zagrijavana je na 40 °C uz konstantno
mijesanje. Reakcijska smjesa za PEGAgNP pripremljena je na sobnoj temperaturi. Nakon toga
je u svaku smjesu dodano 2,2 mL 90 mM otopine AgNO3 i 0,133 mL 15 M otopine NH4OH te
je dokapavano 4 mL 0,5 M otopine glukoze (priblizno 1 kap /s). Potom je dodano 0,6 mL 1 M
NaOH u svrhu poveéanja pH otopine na 11,5. Smjesa je ostavljena 45 minuta uz stalno
mijesanje, zagrijavanje i zaSticena od svjetlosti. Pripremljene suspenzije NP centrifugirane su

na 15 000 g tijekom 20 minuta, resuspendirane u ultracistoj vodi i pohranjene u mraku na 4 °C.

AgNP stabilizirane citratom (ICITAgNP) sintetizirane su modificiranim protokolom
ve¢ opisanim u literaturi (100). Prije dodavanja reagensa postavljena je aparatura koja se
sastojala od dvogrle tikvice i Liebigovog hladila. Sinteza je zapoceta dodavanjem 2,22 mL 90
mM AgNOs u 195 mL ultraciste vode u dvogrlu tikvicu uz konstantno mijesanje. Potom je
dodano 2,27 mL NazCeHsO7 (1% wi/v) i smjesa je ostavljena uz neprekidno mijesanje i
zagrijavanje tri sata. Nakon zagrijavanja, suspenzija je ohladena na sobnu temperaturu.

Procis¢avanje je provedeno centrifugiranjem na 11 000 g tijekom 30 minuta kako bi se uklonili
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ne izreagirani reagensi i nusprodukti. Nakon uklanjanja supernatanta, talog je resuspendiran u

ultracistoj vodi i suspenzija je pohranjena u mraku na 4 °C.

Sinteza AgNP stabiliziranih GSH (GSHAgNP) provedena je koristeé¢i prethodno
objavljeni protokol (101). U pripremljenu vodenu otopinu GSH koncentracije 5,6 mM dodano
je 3,11 mL 90 mM AgNOs3, a nakon toga 1 mL NaBHa4 do kona¢ne koncentracije od 280 mM.
Konacni volumen reakcijske smjese iznosio je 10 mL. Smjesa je ostavljena uz stalno mijesanje

45 minuta i zasti¢ena od svjetlosti.

3.4.3. Postupci priprave sfericnih nanocestica zlata

AUNP veli¢ine 60 nm stabilizirane citratom (ICITAuNP) sintetizirane su dodavanjem
0,5 mL 100 mM HAuCI4 u 48 mL ultraciste vode u dvogrloj tikvici i otopina je zagrijavana do
vrenja uz stalno mijesanje. Nakon toga je dodano 1,5 mL NazCeHsO7 (1% w/v) i reakcijska
smjesa je ostavljena da se hladi do sobne temperature. ProciS¢avanje je provedeno
centrifugiranjem na 11 000 g tijekom 30 minuta kako bi se uklonili neizreagirani reagensi i
nusprodukti reakcije. Nakon uklanjanja supernatanta, talog je resuspendiran u ultraéistoj vodi

i pohranjen u mraku na 4 °C.

Sinteza AuNP stabiliziranih GSH (GSHAuNP) provedena je koriste¢i modificirani
prethodno objavljeni protokol Pem i sur. (101). Za sintezu je pripremljeno 7,5 mL vodene
otopine GSH u dvogrloj tikvici do konaéne koncentracije od 5,6 mM uz konstantno mijesanje.
Zatim je dodano 1,5 mL 100 mM otopine HAUCI4 i 1 mL NaBHas do konaéne koncentracije od
150 mM. Reakcijska smjesa ostavljena je uz stalno mijeSanje 45 minuta i zaStiCena od

svjetlosti.

3.5. Karakterizacija nanoc¢estica

Hidrodinamicki promjer (dn) i njegova raspodjela, primarni promjer (dtem), zeta ({)
potencijal i oblik novosintetiziranih AgNP i AuNP odredeni su metodama dinamickog
rasprSenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS), elektroforetskog rasprsenja
svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering, ELS) i transmisijskom elektronskom
mikroskopijom (engl. transmission electron microscopy, TEM), dok su kemijski sastav i

koncentracija odredeni koriStenjem atomske apsorpcijske spektroskopije (engl. atomic
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absorption spectroscopy, AAS). Dodatna karakterizacija je provedena pomocu ultraljubiéasto-
vidljive spektroskopije (engl. ultraviolet-visible absorption, UV-Vis) u svrhu ispitivanja

optickih svojstava NP.

3.5.1. Odredivanje hidrodinami¢kog promjera, raspodjele veli¢ina, zeta

potencijala, primarnog promjera i opti¢kih svojstava nanocestica

DLS metoda se primjenjuje za odredivanje dn i raspodjele veli¢ina NP suspendiranih u
nekom mediju (102,103). U otopini se Cestice nasumic¢no gibaju, pri ¢emu se sudaraju s
molekulama otapala. Takvo nasumi¢no gibanje naziva se Brownovo gibanje i ovisi o veli¢ini
Cestica. Princip rada DLS metode zasniva se na detekciji rasprSene svjetlosti sa Cestica U
suspenziji i koreliranja fluktuacija signala s brzinom njihovog gibanja, zbog ¢ega se jo$ naziva
fotonskom korelacijskom spektroskopijom (102,103). dx se moze definirati kao promjer koji
ukljucuje veli¢inu NP i solvatacijsku ovojnicu koja se stvara oko Cestice u mediju te se giba s
njom kao cjelina (102). Odnosno, promjer hipotetske sfere koja difundira istom brzinom kao i
Cestica koja se mjeri. lako ne odrazava stvarnu veli¢inu NP, njegovo odredivanje je bitno jer je

odraz daljnjeg ponasanja NP u mediju.

ELS metodom mijeri se ¢ potencijal NP, koji se moze definirati kao potencijal na plohi
smicanja izmedu Cestice i otopine. Kada se Cestica koja nosi povrsinski naboj rasprsi u otopini,
ona privlaci ione suprotnog naboja na svoju povrsinu, $to rezultira stvaranjem elektri¢nog
dvojsloja (Slika 6). Dvosloj se sastoji od Sternovog i difuzijskog sloja. Unutar difuzijskog sloja
nalazi se zamisljena granica, ploha smicanja ili klizna ravnina na kojoj ¢estica i ioni formiraju
stabilnu cjelinu. Kada se Cestica giba, ioni se gibaju zajedno s njom. Potencijal na toj ravnini
naziva se { potencijal i njegova vrijednost daje indikaciju o stabilnosti koloidnog sustava,

odnosno elektrostatskoj stabilizaciji (103-105).
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Slika 6. Shematski prikaz elektricnog dvosloja koji nastaje oko nabijene Cestice u vodenom

mediju. Slika je preuzeta i prilagodena od Malvern Panalytical Instruments Limited (103).

U ovom doktorskom radu za DLS i ELS mjerenja koriSten je Zetasizer Nano ZS
(Malvern Panalytical Instruments, UK), koji je sadrzavao zeleni laser (523 nm). Suspenzije NP
su razrijedene U ultracistoj vodi na koncentraciju od 10 mg metala (Au ili Ag) / L za obje
metode. Konaéni volumeni uzoraka za DLS mjerenja iznosili su 1 mL, dok su za ELS mjerenja
volumeni uzoraka iznosili 5 mL. Jednokratne kivete koriStene za DLS komercijalno su
pribavljene od tvrtke Sarstedt Inc. (kat. br. 67.754, Niimbrecht, Njemacka), dok su kivete za
ELS komercijalno pribavljene od tvrtke Malvern Panalytical Instruments Inc. (kat. br.
DTS1070, UK). Uzorci su pipetirani u plasticne Kivete za DLS i ELS. Intenzitet rasprsene
svijetlosti detektiran je pod kutom od 173°. Mjerenjem rasprsenja svjetlosti pod kutom od 173°
povecava se osjetljivost mjerenja, buduci da se izbjegava visestruko rasprsenje svjetlosti do
kojeg dolazi uslijed odbijanja fotona izmedu vise Cestica, u slucajevima koncentriranog uzorka
ili prisutnosti Cestica praSine (106). Rezultati dobiveni DLS mjerenjima prikazani su kao
srednja vrijednost od 10 mjerenja dw i raspodjela veli¢ina dobiveni iz raspodjele po intenzitetu.
Rezultati { potencijala izracunati su iz izmjerene elektroforetske pokretljivosti prema
Henryjevoj jednadzbi koriste¢i Smoluchowskovu aproksimaciju i prikazani su kao prosje¢na
vrijednost 3 mjerenja. Mjerenja su provedena pri 25 °C, a dobiveni podaci su obradeni u

programskom paketu Zetasizer 7.13 (Malvern Panalytical Instruments, UK).
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TEM metoda Koristi se za odredivanje dtem i oblika uzoraka u biolo$kim, medicinskim
I fizikalnim znanostima. Snop elektrona fokusira se koristenjem magnetskih zavojnica, a slika
se formira prolaskom elektrona kroz tanki transparentni uzorak. Dio elektrona se prilikom
sudara s uzorkom rasprsi, a preostali ne rasprseni elektroni ¢ine elektronsku sliku uzorka (107).
Transmisijski elektronski mikroskop (TEM, 902A; Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Njemacka)
koriSten je za procjenu primarne veliCine i oblika sintetiziranih NP. Suspenzije NP su
razrijedene u ultracistoj vodi na koncentraciju od 10 mg/L metala (Au ili Ag). Uzorci volumena
5 uL naneseni su na bakrenu mrezicu obloZzenu Formvar membranom (Structure Probe, Inc.
Supplies, West Chester, SAD) te su suseni na zraku pri sobnoj temperaturi. Nakon suSenja,
uzorci su snimani TEM-om koji je radio u svijetlom polju pri naponu ubrzanja od 80 KV te su
slike snimljene na pove¢anjima od 50.000 do 140.000 puta kamerom Canon PowerShot S50
spojenom na mikroskop. dtem oznadava primarnu veli¢inu Cestice bez njene solvatacijske
ovojnice. Ukupno je izmjeren promjer najmanje 100 cestica za svaku pojedinu vrstu NP

koristenjem programa ImageJ 1.53k (108).

UV-Vis metoda koristi se za proucavanje interakcija izmedu elektromagnetskog
zraCenja i uzorka, pri ¢emu se dobiva podatak o opti¢kim svojstvima NP. Njihova opticka
svojstva potjecu od oscilacije elektrona u vodljivoj vrpci metala. Ovise o veli¢ini, obliku,
koncentraciji, agregaciji te refraktornom indeksu u blizini njihove povrsine. Obasjavanje NP
svjetloS¢u odredene valne duljine dovodi do plazmonske rezonancije elektrona i ekscitacije u
vise energetske razine. To specifiéno svojstvo NP naziva se SPR, ¢iji signal na odredenoj

valnoj duljini u UV-Vis spektru ovisi o karakteristikama NP i indeksu loma medija (109-111).

UV-Vis spektri su u ovom doktorskom radu snimani su na CARY 300 spektrofotometru
(Varian Inc., Australija), koriste¢i kvarcnu kivetu (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka)
duljine optickog puta 1 cm. Uzorci suspenzija NP razrijedeni su u ultracistoj vodi na
koncentraciju metala od 100 pM te ispipetirani u Kivetu. Snimanje UV-Vis spektara provedeno
je u rasponu valnih duljina od 200 do 500 nm za AgNP i od 200 do 600 nm za AuNP na 25 °C.

3.5.2. Mjerenje koncentracije metala u suspenzijama nanocestica

AAS prihvacena je kao standardna metoda za analizu metalnih i nemetalnih elemenata
(112). Koncentracija metala (Au ili Ag) u AuNP i AgNP suspenzijama odredena je AAS
tehnikom na instrumentu AAnalyst 600 (Perkin Elmer, Shelton, SAD) s grafitnom pe¢i. Prije

analize suspenzije NP su razrjedene (100-250 tisu¢a puta) u 1% (v/v) HNO3z na koncentraciju
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koja je bila u podruc¢ju kalibracijskog pravca. Uzorci su pipetirani u polistirenske ¢aSice
volumena 1 mL. Koristene su katodne lampe za Ag i Au, na valnim duljinama apsorbirane
svjetlosti 328 nm, odnosno 268 nm. Kalibracijski pravac raden na pocetku svakog radnog dana
upotrebom standardnih otopina Ag ili Au (1 000 mg metala/L u 5% HNO3, Merck, Darmstadt,
Njemacka) u koncentracijskom rasponu od 1 do 40 ug Ag/L za AgNP, te od 10 do 500 pug Au/L
za AuUNP. Kalibracijski pravac odreden u programu AAnalyst Win Lab Data System
korelacijom iz 6 toCaka te se smatrao prihvatljivim kada je koeficijent korelacije r bio > 0,995
Izmjerene koncentracije metala u uzorcima koriStene su za izracunavanje koncentracije NP,

kako je opisano u sljede¢em poglavlju.

3.6. Odredivanje koncentracije i specifiéne povrsine nanocestica

Iz dobivene koncentracije metala u suspenzijama NP izra¢unate su molarne

koncentracije NP koriStenjem sljedece jednadzbe (113):

C X Ar
CNp = —metala 2 #7 (1)
mxNp

gdje je cmetala Molarna koncentracija Au ili Ag dobivena AAS mjerenjima kako je prije
opisano, Ar je atomska masa Au (196,97 g/mol) ili Ag (107,89 g/mol), m predstavlja masu
jedne NP i Na je Avogadrov broj (6,022 x 102 mol™?).

Masa jedne ¢estice NP dobivena je iz jednadzbe :

m=p xV (@)

gdje je p gustoéa Au (1,93 x 102 g/nm?) ili Ag (1,05 x 102 g/nm?) (114), a V je
volumen jedne Cestice.

S obzirom na oblik razli¢itih NP koriStene su razli¢ite jednadzbe za izraCunavanje
volumena.

Volumeni za sferi¢ne, Stapicaste i prizmi¢ne NP izraCunati su na temelju formula za
volumen kugle (3), kvadra (4) i jednakostrani¢ne prizme (5), odnosno na temelju njihovih

oblika i vrijednosti primarne veli¢ine odredene iz TEM slika:

V=4xr33x1'r (3)

Vzgxasz (4)

Vzﬁxasz (5)
4
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U prethodnim jednadzbama, r predstavlja polumjer sfericne NP izra¢unat kao polovica
drem vrijednosti NP. U formuli za volumen kvadra a i b predstavljaju Sirinu i duzinu stranica
kvadra za Stapic¢aste NP, a u formuli za volumen prizme duljinu stranice i visinu pravilne
prizme.

Svi podaci dobiveni su iz TEM slika, s izuzetkom visine prizme za koju je uzeta
vrijednost od 9 nm, kako je prethodno opisano u literaturi (115).

Specificna povrsina (engl. specific surface area, SSA) izracunata je dijeljenjem
povrsine jedne Cestice NP (A) s njezinom masom prema sljedecoj jednadzbi:

SsA =% (6)

Povrsina jedne Cestice NP izraunata je pomocu sljedecih formula za kuglu (7), kvadar

(8) i pravilnu prizmu (9):

A=4xr’xm (7)
A=§xa2+nxbxa (8)
A=2x§xa2+3xaxb 9)

3.7. Ispitivanje stabilnosti nanocestica u bioloskim medijima

Odredivanje ponasanja i stabilnosti provedeno je u razli¢itim modelnim otopinama
kojima je mijenjana pH vrijednost, ionska jakost te prisutnost proteina. Za ispitivanje
stabilnosti odabrane su sSPVPAgNP, AOTAgNP i PLLAgNP koje su bile istog oblika 1 veliine,
a razli¢itih vrijednosti ¢ potencijala. Naime, elektrostatske interakcije izrazito su bitne kako u
bioloskim sustavima, tako i za nastajanje proteinske korone pa je ispitivanje stabilnosti
provedeno na tri vrste AgNP razli¢itog naboja. Nakon pripreme ALF i AGF medija, pH je
odreden na Orion Star A214 pH metru (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD). pH-metar
je koristen nakon kalibracije standardnim otopinama nabavljenim od Thermo Fisher Scientific
¢iji je pH bio 4,01, 7,001 10,01. ALF medij pripremljen je prema protokolu Stebounove i sur.
(116) 1 ukljucivao je podesavanje pH na 4,5 koristenjem 1 M NaOH, dok je pH AGF medija
podesen koristenjem 1M HCI.

Koristenjem DLS, ELS i UV-Vis spektroskopije pratile su se promjene u dn, raspodjeli
veli¢ina i {'potencijalu. Postupak mjerenja koriStenjem navedenih metoda opisan je u poglavlju
3.3.1. Kona¢ni volumeni uzoraka za DLS mjerenja iznosili su 1 mL, dok su za ELS mjerenja
volumeni uzoraka iznosili 10 mL. Mjerenja su provedena odmah nakon pripreme uzoraka u

navedenim medijima (nulta tocka, 0 sati) te nakon 1, 4 1 24 satne inkubacije.
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Ispitivanje otapanja AgNP u navedenim medijima provedeno je metodom
centrifugalne ultrafiltracije uz koristenje metode AAS pri ¢emu je praceno otpustanje slobodnih
metalnih iona u otopinu tijekom 24 sata. Centrifugalna ultrafiltracija je metoda za razdvajanje
otopljenih iona od nanocestica, te se ioni kvantificiraju koriStenjem metode AAS. Separacija
se provodi filtracijom suspenzije Cestica preko filter membrane s veli¢inom pora od 0,2 do 0,45
um. Uzorci se centrifugiraju odredenom brzinom i odredeno vrijeme. Ti Se parametri
optimiziraju kako bi se osiguralo da vec¢ina medija prode kroz filter. KoriStenje ove metode
omogucuje bolju separacija u odnosu na metodu dijalize, kod koje moze do¢i do taloZenja iona

na membranu (117-119).

Odredivanje otapanja AgNP provedeno je u sljede¢im medijima: ultracistoj vodi, ALF,
AGF i DMEM sa i bez dodatka BSA. Pocetna koncentracija suspenzija NP bila je 10 mg Ag/L.
Uzorci su inkubirani uz konstantno mijeSanje na sobnoj temperaturi i zasti¢eni od svjetlosti.
Alikvoti od 2 mL su nakon 0, 1, 4 i 24 sata pipetirani na Amicon-4 Ultra centrifugalne filtere s
propusnos¢u 3 kDa (Merck Millipore, Darmstadt, Njemacka). Uzorci su potom centrifugirani
30 min na 2 200 g kako bi se razdvojile ¢estice AgNP od ionskog srebra. Filtrati su potom
razrijedeni s 5% HNOs do konacne koncentracije 10% (v/v). Koncentracija iona srebra
izmjerena je primjenom AAS metode kako je prethodno opisano. Ukoliko koncentracija bila
veca od najviSe toCke kalibracijskog pravca, uzorci su dodatno razrijedeni s 1% HNO3 do
odgovarajuce koncentracije. Rezultati su prikazani kao postotci otopljenog srebra u odnosu na

ukupan sadrzaj Ag u suspenzijama AgNP prije filtracije.

3.8. Ispitivanje interakcija nanocestica i proteina

Promjene u veli¢ini, raspodjeli veli¢ina i { potencijalu ispitane su nakon interakcija NP
S pojedina¢nim proteinima primjenom DLS i ELS metode. Mjerenjem navedenih parametara
moguce je odrediti stvaranje proteinske korone i promjene fizikalno-kemijskih svojstava NP

nakon njhove interakcije s proteinima.

Sve vrste NP inkubirane su pri koncentracijama od 100 uM metala s pojedina¢nim
proteinima u koncentracijama od 1 uM u vremenu od 10 minuta u ultracistoj vodi (pH = 5,68)

pri 25 °C. DLS i ELS mjerenja provedena su kako je prethodno opisano.

S obzirom na to da nano-bio interakcije ne dovode samo do promjena u fizikalno—

kemijskim svojstvima NP, ve¢ utjeCu i na promjenu strukture samih proteina, promjene
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sekundarne strukture ispitane su primjenom metode cirkularnog dikroizma. Konstante vezanja

odredene su metodom fluorescencijske spektroskopije primjenom Stern-Volmer modela.

Cirkularni dikroizam (engl. circular dichroism, CD) je metoda koja se koristi za
ispitivanje sekundarne strukture proteina (120). U ovom doktorskom radu promjene u
sekundarnim strukturama proteina nakon interakcije s NP odredenec su CD metodom na
spektrofotometru Jasco J-810 CD (Jasco Corp., Japan). U kvarcnu kivetu (Hellma Optik
GmbH, Jena, Njemacka) duljine optickog puta 1 mm pipetirano je 5 pL uzorka. Koncentracije
proteina tijekom mjerenja odrzavane su konstantnima na 10 uM, dok su koncentracije metala
u suspenzijama NP bile 10, 50 i 100 uM. Prije svakog mjerenja, suspenzije su pomijesane s
proteinima i inkubirane 10 minuta na 25 °C do postizanja dinamic¢ke ravnoteze. Spektri su
snimani pod strujom dusika u rasponu valnih duljina od 190 do 250 nm, brzinom skeniranja
100 nm/min i veli¢inom skeniranja 0,2 nm. Mjerenja su provedena u triplikatu, a za
izracunavanje postotka pojedine proteinske strukture uzeta je srednja vrijednost svih mjerenja.

Rezultati su obradeni koristenjem BeStSel programa razvijenog od Micsonai i sur. (121).

Fluorescencijska spektroskopija vrsta je luminiscencije koja analizira fluorescencijska
svojstva molekula (122). Prije odredivanja konstanti vezanja izmedu NP i proteina, provedena
su preliminarna mjerenja kojima su definirani optimalni eksperimentalni uvjeti za izbjegavanje
ucinka unutarnjeg filtera (engl. inner-filter effect). Ovaj uc¢inak podrazumjeva apsorpciju
ekscitacijskog ili emisijskog zracenja od strane analita u uzorku te posljedi¢no utjece na to¢nost
rezultata fluorescencije. Apsorpcija ekscitacijskoga zracenja naziva se primarnim, dok se
apsorpcija emisijskog zraCenja naziva sekundarnim ucinkom unutarnjeg filtera (123).
Apsorbancija ekscitirane ili emitirane svjetlosti uzrokuje spektralna izobli¢enja, koja dovode
do nelinearnog odnosa izmedu intenziteta fluorescencije i koncentracije. Shematski prikaz

primarnog i sekundarnog uc¢inka unutarnjeg filtera prikazan je na Slici 7.
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Primarni u¢inak unutarnjeg filtera

Izvor Sekundarni u¢inak unutarnjeg filtera
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Slika 7. Shematski prikaz primarnog i sekundarnog u¢inka unutarnjeg filtera.

S obzirom na to da AgNP i AuNP apsorbiraju na odredenim valnim duljinama,
ustanovljen je koncentracijski raspon u kojem apsorbancija NP neée utjecati na
fluorescencijska mjerenja. Ispitivanje je provedeno na nacin da su izmjereni ekscitacijski i
emisijski spektri samih NP u koncentracijskom rasponu od 0,01 do 0,18 nM. Sirine
ekscitacijskog i emisijskog proreza bile su postavljene na 5,0 odnosno 10,0 nm. Uzorci samih
NP ispipetirani su u kvarcnu Kivetu duljine optickog puta 1 cm i ukupnog volumena 2 mL.
Emisijski spektri NP snimani su nakon ekscitacije na valnoj duljini od 280 nm u rasponu valnih
duljina od 290 do 450 nm. Ekscitacijski spektri NP snimani su u rasponu od 200 do 290 nm,
pri ¢emu je valna duljina emisije bila postavljena na 350 nm. Nakon mjerenja ekscitacijskih i
emisijskih spektara ocitan je intenzitet fluorescencije na 280 nm (valna duljina ekscitacije
proteina) i 350 nm (valna duljina maksimalnog intenziteta fluorescencije proteina) te je
napravljena krivulja odnosa intenziteta fluorescencije NP na 280 nm, odnosno 350 nm i
koncentracije NP. Vrijednost korelacijskog koeficijenta (r?) ve¢a od 0,95 bila je uvjet za

potvrdu linearnosti odnosa izmedu fluorescencije i koncentracije.

Prilikom interakcija izmedu proteina i NP dolazi do gasenja fluorescencije proteina u
ovisnosti 0 koncentraciji NP. Gasenje fluorescencije u ravnoteznom stanju (engl. steady state
fluorescence quenching) uobicajena je metoda za odredivanje konstanti vezanja izmedu

molekula (124). Postoje razli¢iti mehanizmi gaSenja fluorescencije fluorofora u prisutnosti
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prigusivaca, medu kojima su najpoznatiji staticko i dinamicko gasenje. Kod statickog gasenja,
smanjenje fluorescencije fluorofora posljedica je stvaranja nefluorescentnog kompleksa u
osnovnom stanju (124). Dinamicko gaSenje posljedica je prijenosa energije s fluorofora na
prigusiva¢ u ekscitiranom stanju. Pobudivanjem fluorofora primjenom elektromagnetskog
zracenja odredene valne duljine, elektroni u viSem energetskom stanju prenose dio energije na
molekulu prigusivaca. Takav prijenos energije poznat je kao fluorescencijski rezonancijski
prijenos energije (engl. fluorescence resonance energy transfer, FRET), pri ¢emu molekula
koja se ekscitira predaje energiju drugoj molekuli u pobudenom stanju, koja onda emitira foton
niske energije, ili gubi energiju u pobudenom stanju kroz vibracijsku relaksaciju ili u obliku
topline (122,125).

Gasenje fluorescencije moze se opisati Stern-Volmerovom jednadzbom koja pruza
informacije o konstantama vezanja i broju veznih mjesta (n), koji se naziva i Hillovim
koeficijentom. Model se primjenjuje za ispitivanje interakcija izmedu NP i proteina jer je

jednostavan i osjetljiv te su principi metode dobro poznati (126).

Fluorescencijski spektri snimani su na Agilent Cary Eclipse fluorescentnom
spektrofotometru (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD) koriStenjem kvarcne kivete
(Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka) duljine optickog puta 1,0 cm. Koncentracije proteina
tijekom mjerenja bile su konstantne pri vrijednosti od 0,2 uM, dok su koncentracije NP bile u
rasponu od 5 do 100 uM metala. Uzorci su pipetirani u tubice od 2 mL prema sljede¢em
redoslijedu: ultracista voda, mati¢na otopina NP i otopina proteina te su inkubirani 10 minuta
na sobnoj tempraturi. Protokol pripreme uzoraka prikazan je u Tablici 4. Sirine ekscitacijskog
i emisijskog proreza postavljene su na 5,0 odnosno 10,0 nm.
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Tablica 4. Protokol pripreme uzoraka za mjerenje gaSenja fluorescencije proteina nakon
interakcije s NP. Tablica prikazuje volumen dodanog poteina (Vrrot) koncentracije 0,2 uM,
volumen vode (Vvoba), pocetna koncentracija NP (Cpo¢), kona¢na koncentracija NP u Kiveti,

volumen otopine NP (Vnp) te ukupni volumen (Vuk) smjese NP i proteina u Kiveti

cro¢/pM CkoN/pM

metala metala Vne/mL  Verot/mL Vvopba/mL Vuk/mL

0 0 0 0,02 1,98 2
500 5 0,02 0,02 1,96 2
500 10 0,04 0,02 1,94 2
500 15 0,06 0,02 1,92 2
500 20 0,08 0,02 1,90 2
500 25 0,10 0,02 1,88 2
500 40 0,16 0,02 1,82 2
500 50 0,20 0,02 1,78 2
500 60 0,24 0,02 1,74 2
500 75 0,30 0,02 1,68 2
500 100 0,40 0,02 1,58 2

Proteini su ekscitirani na valnoj duljini od 280 nm, a emisijski spektri snimani su u

rasponu od 290 do 450 nm. Rezultati se obradeni koristenjem Stern-\Volmerove jednadzbe:

% =1+ quoch =14+ KSVCNP (10)

gdje F i Fo predstavljaju maksimalan intenzitet fluorescencije proteina u odsutnosti i
prisutnosti NP; kq je konstanta brzine biomolekulskog gasenja; Ksv je Stern-Volmerova
konstanta gaSenja; 1, je poluvrijeme fluorescencije Trp u odsutnosti priguSivaca koje iznosi 5
ns; cyp je molarna koncentracija NP koristenih u doktorskom radu (122,126). Koncentracija

NP dobivena je iz koncentracije metala primjenom jednadzbe (1) opisane u poglavlju 3.5.
Nadalje, za odredivanje logaritamske vrijednosti konstante vezanja (logKy) i broja
mjesta vezanja, odnosno Hillovog koeficijenta (n) koristena je sljedeca jednadzba:

Fo—F

log( =

) = log K}, + nlog cyp (11)
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3.9. Ispitivanje stvaranja proteinske korone

Denaturirajuca poliakrilamidna gel elektroforeza (engl. sodium dodecyl sulphate—
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) je Cesto primjenjivana metoda za razdvajanje
proteina na osnovu njihovih molekulskih masa (127,128). Identifikacija proteina u proteinskoj
koroni vazna je za predvidanje bioloske sudbine i ponasanja NP u bioloskom mediju.
Kvalitativna i kvantitativna analiza proteinske korone najc¢es¢e se provodi primjenom SDS-
PAGE metode i masene spektrometrije (48,129,130). U ovom doktorskom radu identifikacija
proteina u proteinskoj koroni ispitana je primjenom SDS-PAGE metode, nakon inkubacije
BSA, glikoTRF i ne-glikoTRF s odredenom vrstom NP i razdvajanja slobodnih proteina od
proteina vezanih na povrSinu NP. IPEGAUNPTr nisu analizirane zbog nedostatka materijala za

sintezu navedenih AuNP.

3.9.1. Priprema uzoraka za analizu

NP su prije inkubacije resuspendirane u ultra¢istoj vodi, a proteini su otopljeni u PBS.
Koncentracije svake pojedine NP odabrane su na nain da se osigura podjednaka ukupna
povrsina NP medu svim uzorcima, u jednakom volumenu uzorka. Ispitivane vrste NP, njihove
koncentracije u reakcijskoj smjesi, kao i kona¢ne ukupne povrsine prikazane su u Tablici 5.
Cilj je bio posti¢i konstantan omjer ukupne povrsine NP prema volumenu dodanih proteina,
budu¢i da koncentracijski omjeri ovise o veli¢ini 1 obliku NP. Konac¢ne koncentracije svih
proteina u reakcijskoj smjesi iznosile su 20 g/L. Na taj nacin je omoguceno vezanje proteina
na povrsinu NP samo s obzirom na njihov afinitet za odredenu vrstu NP. Osim inkubacije
smjese proteina s jednom vrstom NP, odredena je i koncentracija proteina u proteinskoj koroni
nakon inkubacije pojedinac¢nih proteina s pojedinom vrstom NP. U tom su pokusu
koncentracije pojedinacnih proteina iznosile 20 g/L, a koristene koncentracije NP prikazane su
u Tablici 5.
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Tablica 5. PovrSina jedne NP (Ainp) te koncentracija (cne), broj (Nne) i ukupna povrsina (Ane)

razli¢itih AgNP i AuNP inkubiranih s proteinima za analizu koncentracije i sastava proteinske

korone.
vrsta NP ?Ezltgll\;[ Aine/nm? cne/pM Nnp x 10%3/L1 101'76/\':];)2'__1
SPVPAgNP 16 281,15 616 37,11 1,04
IPVPAgNP 12 161,66 1052 63,36 1,02
GSHAgNP 18 383,75 435 26,18 1,00
GSHAUNP 85 7260,93 25 1,50 1,09
CITAgNP 85 7885,43 22 1,33 1,05
SCITAuUNP 22 539,13 317 19,07 1,03
MCITAUNP 60 4071,50 42 2,51 1,02
ICITAUNP 100 11277,93 15 0,91 1,02
PEGAgNP 90 8718,58 20 1,21 1,05
PEGAUNP 62 4003,93 44 2,66 1,06
PEGAUNR 200 3597,31 49 2,97 1,07
SPEGAUNPTr 37 16831,65 11 63,40 1,07
MPEGAUNPr 38 23445,57 8 0,45 1,06

Oba pokusa provedena su na jednak nacin kako je dalje opisano, s tim da proteinska
korona dobivena inkubacijom pojedinaénih proteina s NP nije analizirana SDS-PAGE
metodom, nego je koncentracija proteina odredena primjenom testa s bicinkoni¢cnom kiselinom
(engl. bicinchoninic acid, BCA) (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Njemacka). Uzorci su
inkubirani u ukupnom volumenu od 1 mL i preneseni na NanoSep centrifugalne filtere s
propusnosc¢u 100 kDa (Pall Corporation, New York, SAD), te su centrifugirani 30 minuta na
14 000 g. Filtrat u kojem su se nalazili slobodni proteini je odbacen, a zaostale Cestice NP s
proteinskom koronom su potom isprane s 1 mL PBS i ponovno centrifugirane 30 minuta na 14
000 g. Filtrat je ponovno odbacen, a zaostale Cestice NP s proteinskom koronom su
resuspendirane u 3,5% (m/v) SDS i zagrijavane 5 minuta na 95 °C. Uzorci su potom ponovno
filtrirani, a koncentracija proteina iz proteinske korone izmjerena je u filtratu primjenom BCA
testa prema uputama proizvodaca. Nakon odredivanja ukupne koncentracije proteina u

proteinskoj koroni, uzorci proteina su preneseni na gel i analizirani metodom SDS-PAGE.
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Uzorci u kojima je koncentracija ukupnih proteina bila veca od 3 g/L razrijedeni su prije

stavljanja na gel u ultracistoj vodi.

3.9.2. Postupak pripreme gela i provodenje elektroforeze

Odvajanje proteina provedeno je u razdvajaju¢em gelu (12% bisakrilamid) ukupnog
volumena 20 mL, dok je sabijanje proteina provedeno u sabijajuéem gelu (5% akrilamid)
ukupnog volumena 5 mL. Sastav gela i volumeni pojedinih sastojaka prikazani su u Tablici 6.
Sastojci gela su poredani prema redoslijedu dodavanja u staklenu ¢asu. Nakon dodavanja svih
sastojaka, gel u teku¢em stanju izlije se izmedu dva stakla za elektroforezu. Prvo se izlije
razdvajajuci gel te se pusti da se polimerizira 20 minuta. Nakon polimerizacije razdvajajuceg
gela, doda se sabijajuéi gel i postavi se CeSalj. Debljina gela je iznosila 0,75 mm. Nakon
polimerizacije i sabijaju¢eg gela, aparatura s gelom premjesti se u hladnjak na +4 °C tijekom

noci.

Tablica 6. Postupak pripreme sabijajuceg (5%) i razdvajajuceg (12%) gela uz sastav i

volumene pojedinih sastojaka. Sastojci su poredani prema redoslijedu dodavanja.

sabijaju¢i gel VimL razdvajajudi gel V/mL
destilirana voda 3,400 destilirana voda 6,600

30% akrilamid / bisakrilamid 0,830 30% akrilamid / bisakrilamid 8,000
0,5 M Tris pufer pH 6,8 0,630 1,5 M Tris pufer pH 8,8 5,000
10% SDS 0,050 10% SDS 0,200

10% APS 0,050 10% APS 0,200

TEMED 0,005 TEMED 0,008

Idu¢i dan uzorci filtrata pomijesani su u volumnom omjeru 4:1 sa SDS puferiranom
otopinom za uzorke. 10 pL tako pripremljenog uzorka nanosilo se u zasebne jazice na gelu. U
prvu i posljednju jazicu se nanese 10 uL Precision plus protein all blue standarda, koji
omogucuje pracenje elektroforeze 1 odredivanje veli¢ine proteinskih vrpci. Nakon dodavanja

pufera za provodenje elektroforeze u kadicu zapoceta je elektroforeza koja je trajala 16 sati na
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135 V. Nakon provodenja elektroforeze, gel se isprao s 200 mL destilirane vode 3 puta po 5
minuta. Gel se nakon ispiranja bojao dodavanjem 50 mL Comassie blue reagensa i inkubirao
60 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije boja se odbacuje, a gel je odbojan u
destiliranoj vodi 60 minuta. Voda se nakon odbojavanja odbacuje, a na gelu se vide razdvojene

plavo obojene vrpce proteina.

3.9.3. Ekstrakcija proteina iz gela

Proteinske vrpce iz gela izrezane su koriStenjem Cistog skalpela i premjeStene u Ciste
tubice prethodno isprane s 50% ACN i 0,1% TFA. Gelu je dodano 0,2 mL 100 mM amonijevog
hidrogenkarbonata (NH4sHCO3) / 50% ACN kako bi se proteinske vrpce odbojale. Ovaj
postupak je ponovljen dva puta, a nakon svakog dodavanja otopine za odbojavanje uzroci su
inkubirani 45 minuta na 37 °C. Nakon odbojavanja, gel je dehidriran dodavanjem 100 pL 100%
ACN i inkubiran 5 minuta na sobnoj temperaturi. Veli¢ina gela se zbog dehidriranja smanjila,
a gel je pobijelio ili postao gotovo proziran. Uzorci su potom suSeni U vakuumu tijekom 30 do
45 minuta, kako bi se uklonio ACN. Tripsin je pripremljen prema uputama proizvodaca,
otapanjem u 50 mM octenoj kiselini do kona¢ne koncentracije 1 pg/uL. Alikvoti tripsina
spremljeni su na -70 °C. Prije upotrebe alikvoti su razrijedeni s 40 mM NH4HCO3/10% ACN
na 20 pg/mL. Uzorci gela su inkubirani s 15 pL tripsina na sobnoj temperaturi tijekom jednog
sata. Nakon inkubacije doda se dovoljno pufera za digestiju (40 mM NH4HCO3/10% ACN) da
u potpunosti pokrije gel te se inkubira tijekom noc¢i na 37 °C. Idu¢i dan uzorcima se dodalo 150
uL ultraciste vode te su inkubirani tijekom 10 minuta uz Cesto vorteksiranje na sobnoj
temperaturi. Ekstrahirana otopina se odvoji od gela i spremi u ¢istu tubicu, a na gel se doda 50
ML 50% ACN / 5% TFA i inkubira se 60 minuta na sobnoj temperaturi. Postupak se ponovi
dva puta, a svi sakupljeni ekstrakti se povezu i suse u vakuumu 3 do 4 sata. Nakon susenja

proteini se nalaze u kristalinicnom obliku i skladiste se na -70 °C.

3.9.4. Odredivanje koncentracije proteina bicinkoni¢nom kiselinom

Princip odredivanja koncentracije proteina S BCA temelji se na stvaranju kompleksa
Cu?*-protein pri luznatim uvjetima nakon &ega slijedi redukcija Cu®" u Cu* pomoéu cisteina,
cistina, triptofana, tirozina i peptidne veze (131). Nastali Cu* tvori ljubi¢asto-plavi kompleks s

BCA 3$to omoguéuje pracenje smanjenja apsorbancije Cu®*-protein kompleksa.
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Uzorci proteina u kristaliénom obliku su razrijedeni s 500 uL PBS, a za odredivanje
koncentracije proteina u uzorcima koriSten je BCA test (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Njemacka). Na plocicu je naneseno 150 pL razijedenog uzroka i dodano 150 pL radnog
reagensa pripremljenog prema uputama proizvodaca te su uzorci inkubirani 60 minuta na 37
°C. Nakon inkubacije apsorbancija je izmjerena na 562 nm, a koncentracija proteina dobivena
je usporedbom sa kalibracijskom krivuljom. Linearnost testa prema poizvodacu je bila u

rasponu od 0,5 do 30 mg/L.

3.10. Statisticka obrada rezultata

Svi dobiveni rezultati statisticki su obradeni raCunanjem aritmeticke sredine kao mjere
srediSnjice te standardne devijacije kao mjere rasapa. Rezultati dobiveni metodama TEM, ELS,
fluorescencijske spektroskopije i CD obradeni su deskriptivnim postupcima (grafic¢ki prikazi i
tablice). Svi rezultati dobiveni primjenom metoda TEM, CD i fluorescencijske spektroskopije
analizirani su primjenom statisticke metode Pearsonove korelacije u programu Statistica
Software 13.5.0.17 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, USA). Statisti¢ka znacajnost korelacije
dobivenih rezultata mjrenja odredena je pomocu Pearsonovog koeficijenta korelacije (r) i

razine znacéajnosti (p). Korelacije su se smatrale zna¢ajnima ako je razina zna¢ajnosti p < 0,05.
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4.1. Karakterizacija sintetiziranih nanocestica

Sve novosintetizirane NP karakterizirane su primjenom UV-Vis spektroskopije, te
DLS, ELS, TEM metoda. Podaci o drem i dn vrijednostima, raspodjeli veli¢ina, { potencijalu i
SSA vrijednostima prikazani su u Tablici 7. Raspodjele veli¢ina prema intenzitetu rasprienog
zraCenja AgNP i AuNP prikazane su na slikama 36 i 37. u poglavlju 7. Rezultati { potencijala
radi lakSe usporedbe izmedu pojedinih NP, dodatno su prikazani na Slici 8. Kako je prije
navedeno, oblik i drem svih novosintetiziranih NP analizirani su primjenom TEM metode, a
dobivene TEM slike razli¢itih NP prikazane su na Slikama 9 i 10. TEM slike pokazale su da

su svi ispitivani NP bili ciljanog oblika.

DLS mjerenja pokazala su da su du vrijednosti za SPVPAgNP i IPVPAgNP veée od
drem vrijednosti $to je o¢ekivano obzirom da DLS tehnika uzima u obzir i volumen omotaca i
solvatacijsku ljusku. Rezultati za drem dobiveni za male AOTAgNP i PLLAgNP pokazali su
da su im vrijednosti primarnog promjera bile u dobroj korelaciji s ciljanim vrijednostima i
iznosili su 7,8 nm za AOTAgNP, odnosno 8,4 nm za PLLAgNP. Prema rezultatima obje vrste
NP oblozenih s GSH (GSHAgNP i GSHAUNP), kao i CITAgNP imale su bimodalnu
raspodjelu veli¢ina. Kod GSHAgNP i GSHAUNP suspenzija, prema DLS mjerenjima,
prevladavale su male NP prosje¢nih dn vrijednosti od 4,7 £ 2,3 nm, odnosno 8,4 £ 2,1 nm.
AOTAQgNP i PLLAgNP su bile prosje¢nih dn vrijednosti od 3,4 £ 1,6 nm i 8,5 £ 4,5 nm.
Analizom TEM slika potvrdeno je da je rije¢ o malim NP. Bimodalna raspodjela veli¢ina
dobivena je za SPVPAQNP, pri ¢emu je utvrdeno da je 70% NP imalo prosje¢nu d vrijednost
od 48,2 £+ 0,3 nm. Medutim, odredivanjem dtem Vvrijednosti iz TEM slika ustanovljeno je da su
navedene NP ipak bile manje veli¢ine (11,1 £ 2,5 nm), $to bi moglo ukazivati na agregaciju
NP. Monomodalna raspodjela veli¢ina dobivena je za male, srednje 1 velike CITAuNP.
Veli¢ina navedenih NP je bila priblizna ciljnoj vrijednosti, $to je potvrdeno odredivanjem
njihovih dtem vrijednosti. Takoder, monomodalna raspodjela veli¢ina dobivena je i za NP
stabilizirane s PEG, te za AUNR i AuNPr. Prema TEM slikama najmanji prosje¢ni dtem
dobiven je za GSHAuUNP (7,2 + 1,8 nm), dok su IPEGAuNPr imale najveci prosje¢ni dtem od
197,4 £ 55,4 nm. DLS mjerenja su pokazala da su IPEGAuNPr imale najvecu veli¢inu, koja je

bila monomodalna s prosje¢nom dw vrijednosti od 240,9 + 9,3 nm.
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Tablica 7. Hidrodinami¢ki promjer (dH) dobiven iz raspodjele veli¢ina po intenzitetu DLS
metodom, vrijednosti zeta ({) potencijala dobivene ELS metodom, primarni promjer (dtem)
dobiven iz TEM slika koristen za izraCunavanje specificne povrsine (SSA) razlicitih vrsta
AgNP i AuNP. Sva mjerenja su provedena pri 25 °C i koncentraciji NP od 10 mg metala/L u
ultracistoj vodi (pH = 5,68).

vrsta NP du/nm (%) dmv drem/nm SSA/m?g?
48,2 + 0,3 (70)
SPVPAGNP 5.3 0,1 (30) -150+ 0,5 11,1+£25 51,8
IPVPAGNP  130,2 + 1,6 (100) -20,3+0,7 48,1+8,7 11,9
AOTAgNP 3,4 + 1,6 (100) -30,8+ 1,6 78+44 73,3
PLLAgGNP 8,5 % 4,5 (100) 45,4+ 2,6 8,4+47 68,1
4.7 £ 2,3 (95) ]
GSHAgGNP 175,9 + 20,5 (5) 68,1+ 3,4 9,5+ 4,0 60,5
8,4 £ 2,1 (68) ]
GSHAUNP 65.1 + 13,8 (32) 61,3+3,2 72+18 43,3
76,4 1,5 (93)
CITAgNP 151449 (7) 294 +1,2 50,1+ 7,6 11,4
sCITAUNP 46,9 + 1,7 (100) 448 +1,0 13,1 2,7 23,7
mCITAUNP 61,5 + 0,6 (100) -330+1,1 36,0 + 7,0 8,6
ICITAUNP 82,9 + 0,8 (100) 41,1 +1,9 60,0 + 7,4 5,2
PEGAgNP  108,8 + 28,8 (100) -31,3+4,5 52,7+6,5 10,9
PEGAUNP 64,2 + 0,8 (100) 42,0+ 1,4 35,7+7,3 8,7
773+17,7
PEGAUNR  154,9 + 14,1 (100) -16,9+ 0,8 135227 16,7
SPEGAUNPr  123,9 + 1,4 (100) -41,0 £2,6 125,0 + 19,8 14,4
MPEGAUNPr  187,7 + 6,8 (100) 29,7 +1,9 1495 + 42,8 13,9
IPEGAUNPr  240,9 + 9,3 (100) 376 +1,5 197,4 + 55,4 13,3

2 duljina NR ® sirina NR

Prema navedenom mozemo zakljuciti da su vrijednosti dn za ve¢inu NP bile veée od
vrijednosti primarnih veli¢ina dobivenih pomocu TEM slika (dtem). Takvi rezultati su
oc¢ekivani s obzirom na to da dn vrijednost osim primarne veli¢ine NP, uklju¢uju i veli¢inu
solvatacijske ovojnice (opisano u Materijalima i metodama). Mozemo zakljuciti da su sve

sintetizirane NP bile priblizno ciljanih veli¢ina s obzirom na njihove drem vrijednosti.
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Slika 8. Vrijednosti zeta ({) potencijala za AgNP i AuNP dispergiranih u ultracistoj vodi (pH
=5,68) pri 25 °C i koncentraciji NP od 10 mg metala/L.

Rezultati dobiveni ELS metodom pokazali su da su sve ispitane NP, osim PLLAgNP,
bile negativno nabijene s vrijednostima { potencijala u rasponu od -68,1 mV do -15 mV, §to
je bilo u skladu s prirodom omotaca na njihovoj povrsini. Jedino za PLLAgNP je vrijednost {
potencijala bila pozitivna i iznosila je 45,4 mV, kako je i o¢ekivano buduci da je PLL pozitivno
nabijen polimer pri eksperimentalnim uvjetima (132). Nadalje, mozemo primjetiti da je u
slu¢aju GSHAgNP izmjerena manja dn vrijednost u odnosu na drem. Naime, velika negativna
vrijednost { potencijala, moze dovesti do odbijanja NP u otopini te posljedi¢no utjecati na
brzinu njihovog gibanja, $to dovodi do gubitka nasumicnog gibanja NP §to utjece na DLS

mjerenja.

PVP je nenabijeni polimer te njegova primjena rezultira sintezom nenabijenih AgNP.
Nanocestice sa ¢ potencijalom u rasponu od -10 mV do +10 mV smatraju se priblizno
nenabijenima (133). Medutim, sPVPAgNP i IPVPAgNP imale su negativnu vrijednost ¢
potencijala, Sto se moze pripisati BHs anionima vezanima na povrSinu AgNP. Preciznije
reCeno, PVPAgNP sintetizirane su redukcijom AgNOsz u prisutnosti NaBHs. Moguce je da

tijekom nukleacije, BH4 anioni pruzaju dodatnu elektrostati¢ku stabilnost AgNP i pridonose
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ukupnom ¢ potencijalu NP. Ocito je da PVP polimer ne moze zamijeniti sve navedene anione
tijekom rasta PVPAgNP.

sPVPAGNP IPVPAGNP

200 nm

AOTAgNP PLLAgNP

PEGAgNP

CITAgNP

200 nm

Slika 9. TEM slike razli¢itih AgNP u ultracistoj vodi (pH = 5,68) pri 25 °C i koncentraciji od
30 mg metala/L.
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Slika 10. TEM slike razli¢itih AuNP u ultracistoj vodi (pH = 5,68) pri 25 °C i koncentraciji od
30 mg metala/L.
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Dodatna karakterizacija provedena je koriStenjem UV-Vis metode, pri ¢emu su
izmjereni spektri ispitivanih NP u rasponu valnih duljina od 200 do 500 nm za AgNP i od 200
do 600 nm za AuNP. Poznato je da se NP odlikuju karakteristicnim SPR pikom u UV-Vis
spektru (134). Sve analizirane NP imale su karakteristi¢an pik apsorbancije, koji je za AgNP
bio u rasponu od 390 do 440 nm, odnosno od 500 do 550 nm za AuNP, kako je prikazano na
Slikama 11, 12 i 13. Polozaj pika u UV-Vis spektru moze ukazivati na veli¢inu Cestica za
plazmonske materijale, odnosno Ag i Au, ali to je primjenjivo samo ako su Cestice
monodisperzne i sferiénog oblika (135). Manje NP imaju pik na manjim valnim duljinama,
bududi da je potrebna veca energija za rezonanciju elektrona na njihovoj povrsini. Iz Slike 12
je vidljivo da je u slucaju sSPVPAgNP pik apsorbancije na manjoj valnoj duljini, u odnosu na
IPVPAgGNP.

SPR signal za AuNP takoder ovisi o njihovoj veli¢ini i nalazi se u rasponu valnih
duljina od 500 do 600 nm (136). Sve ispitane AuNP su imale pik u navedenom rasponu, s tim
da se kod sfericnih CIT stabiliziranih AuNP valna duljina SPR signala smanjivala sa
smanjenjem veli¢ine Cestica (Slika 13). SSA vrijednost je za sfericne NP izraunata kao
povrsina sfere podijeljena s masom jedne Cestice, dok je povrSina Stapicastih i prizmicnih
izraCunata kao povrSina kvadra i pravilne trostrane prizme (opisano u odjeljku Materijali i
metode). Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 7. Vrijednosti SSA bile su veée za sferi¢ne
NP s manjim promjerom u odnosu na SSA vrijednosti NP s ve¢im promjerom. Najveca
vrijednost SSA opazena je za GSHAgNP, a najmanja za ICITAuNP. Unato¢ razli¢itoj veli¢ini,
sve prizmi¢ne AuNPr imale su vrlo sli¢ne vrijednosti SSA, koje su bile tek nesto manje od

vrijednosti izraCunate za PEGAuNR.
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Slika 11. UV-Vis spektri AgNP stabiliziranih s PVP, AOT, PLL, GSH i PEG. Spektri su
izmjereni u ultracistoj vodi (pH = 5,68) pri 25°C i koncentraciji metala od 100 puM u rasponu
valnih duljina (1) od 200 do 500 nm.
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Slika 12. UV-Vis spektri AuNP stabiliziranih s GSH, te triju AuNP stabiliziranih sa CIT
razli¢itih veli¢ina: malih (s), srednjih (m) i velikih (1). Spektri su izmjereni u ultra¢istoj vodi
(pH = 5,68) pri 25°C i koncentraciji metala od 100 uM u rasponu valnih duljina (1) od 200 do
600 nm.
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Slika 13. UV-Vis spektri AuNP stabiliziranih s PEG razlic¢itih oblika i veli¢ina: malih (s),
srednjih (m) i velikih (I). Spektri su izmjereni u ultracistoj vodi (pH = 5,68) pri 25°C i

koncentraciji metala od 100 pM u rasponu valnih duljina (1) od 200 do 600 nm.
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4.2. OQOdredivanje stabilnosti odabranih nanocestica u bioloskim medijima

Ispitivanje stabilnosti SPVPAgNP, AOTAgNP i PLLAgNP provedeno je u razli¢itim
modelnim otopinama. Primjena medija kao $to su AGF, ALF i DMEM omogucuje procjenu
stabilnosti i moguc¢ih transformacija NP nakon njihove intravenozne ili gastrointestinalne
primjene. Nadalje, ponasanje AgNP ispitivano je u DMEM mediju bez i uz dodatak BSA.
Podaci o raspodijeli veli¢ina i dn vrijednostima razli¢itih AgNP u ispitivanim medijima
prikazani su u Tablici 8. Rezultati su pokazali da postoje razlike u ponaSanju, odnosno

agregaciji razli¢itih AgNP ovisno o vrsti medija.

Porast u prosjecnim dy vrijednostima uocen je kod svih AgNP u odnosu na vrijednosti
izmjerene u ultraistoj vodi, $to ukazuje na moguée procese destabilizacije i agregaciji.
Agregacija AOTAgNP uocena je u medijima vecih ionskih jakosti, odnosno u AGF i ALF
medijima. Kada je rije¢ o PLLAgNP moguca agregacija primije¢ena je u ALF mediju zbog
porasta dn vrijednosti. Medutim, navedene NP su se pokazale stabilnima u AGF mediju u
kojem nije doSlo do promjena dy vrijednosti niti nakon 24 satne inkubacije. Rezultati za
SPVPAgNP su pokazali da su navedene NP najstabilnije u svim medijima tijekom 24 satne
inkubacije u odnosu na AOTAgNP i PLLAgNP.

Nadalje, mozemo zakljuciti da je primije¢ena agregacija i destabilizacija NP u
medijima vecih ionskih jakosti, kao $to su AGF i ALF. Takvo ponaSanje se moze pripisati
elektrostatskom odbijanju izmedu NP zbog kompleksacije s protuionima prisutnima u
navedenim medijima (99,137). Proces agregacije primijecen je u DMEM mediju za sve NP.
Medutim, porast dn vrijednosti nije uo¢en nakon dodatka BSA u DMEM, §to ukazuje na to da
je prisutnost proteina u ovom mediju sprijecila agregaciju AgNP zbog formiranja proteinske
korone na povrsini NP (47,99,138,139).

Izmjerene vrijednosti ¢ potencijala SPVPAgNP, AOTAgNP i PLLAgNP nakon
inkubacije u odabranim medijima prikazane su u Tablici 9. ELS mjerenja su potvrdila

destabilizaciju razli¢itih AgNP u ispitivanim medijima.
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Tablica 8. Hidrodinami¢ki promjer (dn/nm) i raspodjela veli¢ina po intenzitetu (%) za AgNP stabilizirane s PVP, AOT i PLL nakon inkubacije

od 1, 4 i 24 sata (h) u odabranim medijima pri 25 °C i koncentraciji NP od 10 mg metala/L.

N medij
vrsta vrijeme —
NP /n ““\fgg:ta DMEM DMEM + BSA ALF AGF
506.,6 « 141,2 (69)
1 50+12(100) 20,7+0,1 (13) 2’18;3;162(9(% 7.4+12 (100) 9.2 + 2,1 (100)
68,7 + 11,7 (18) 224,
SAP;,’\FP 4 846,4 + 99,8 (100) 3‘296ﬁ12’43(?103) 7,1£0,9 (100) 10,6 + 2,0 (80)
10,6 < 2,0 (80)
24 860,3 + 262,6 (100) 2’267i+1;_)3 4((‘23 6,8 + 0,6 (100) 3.0+0,1(13)
[E, 70,6 + 5,9 (7)
1 34+16(100)  946.4+ 20,3 (100) e 518(21)8) 748,7+975(100) 8115 + 48,7 (100)
AOT 9.2+37 (89)
AGNP 4 887,2 + 152,7 (100) 52735 148 (1) TSB7+1085(100) 7627 1406 (100)
753,8 + 148.4 (92)
24 oL e 101 (8) 8,9 + 3.4 (100) 356,01+ 141,2 (100) 6440 + 1703 (100)
8.9+ 238 (91) 4,406 (86)
1 85+45(100) 4994+ 135,0 (100) 2480 978,1 + 28,0 (100) A
4,005 (33)
PLL 4 907,7 + 13,2 (100) 49564ﬁ‘227(?12g) 755,2 + 120,5 (100) 7.1+17 (35)
AgNP AES, 63,6 4,8 (42)
19,6 + 0,1 (10)
24 635,1 + 162,1 (100) 256212’728(% 47.4+78 (13) 4,8+ 1,0 (100)

363,7 + 42,1 (77)
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Tablica 9. Zeta ({) potencijal AgNP stabiliziranih s PVP, AOT i PLL nakon inkubacije od 1,
41 24 sata (h) u odabranim medijima pri 25 °C i koncentraciji NP od 10 mg metala/L.

N medij
vrijeme
vrsta NP ultracdista DMEM +
/h DMEM ALF AGF
voda BSA
1 243+13 -82+04 -182+41 -86+10 01+009
SPVP 4 21,7+05 -172+38 -109+12 04%15
AgNP
24 222+08 -181+26 -92+09 06 +0,8
1 386+61 -21,7+06 -187+24 -169+09 129+19
AOT 4 245+07 -204+37 -194+10 124+25
AgNP
24 229+11 -212+32 -166+05 6,7+04
1 449+14 248+15 204+42 -83+07 229+13
PLL 4 244+18 214+17 -81+03 303+18
AgNP
24 233+10 227+25 -83+04 259+10

S obzirom na to da ALF i AGF imaju manju pH vrijednosti u odnosu na ultracistu vodu,
ocekivano su vrijednosti ' potencijala postale manje negativne za SPVPAgNP i AOTAgNP. To
je moguce objasniti zbog vezanja pozitivno nabijenih protona na povrsinu negativno nabijenih
AgNP. Za PLLAgNP u navedenim medijima vrijednost { potencijala se snizila. Medutim, kod
svih ispitivanih AgNP vrijednosti { potencijala su se kretale prema vrijednostima bilizima nuli,
§to je i o¢ekivano zbog povecanja ionske jakosti. Moguce je da prisutni protuioni zasjenjuju

naboj na povrsini AgNP i dovode do vecih vrijednosti ¢ potencijala.

Vrijednosti { potencijala povecale su se u DMEM mediju za SPVPAgNP i AOTAgNP,
dok su kod PLLAgNP izmjerene manje vrijednosti { potencijala u odnosu na ultra¢istu vodu.
Vazno je istaknuti da su ELS mjerenja potvrdila da su u prisutnosti BSA sve AgNP
karakterizirane ¢ potencijalom koji je slican potencijalu za BSA (-7,6 mV), §to ukazuje na
stvaranje proteinske korone na njihovoj povrsini vrijednosti ' potencijala za sve AgNP kretale
su se prema vrijednostima blize nuli, zbog vece ionske jakosti ispitivanih medija u odnosu na
ultracistu vodu. Takvi rezultati bi mogli ukazivati na agregaciju AgNP. Naime, velike pozitivne
ili negativne vrijednosti ¢ potencijala ukazuju na dobru stabilnost nano suspenzija, zbog

elektrostatskog odbijanja izmedu cestica. U pravilu se vrijednosti ¢ potencijala manje od -30
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mV, odnosno vec¢e od +30 mV smatraju dovoljnima da odrzavaju stabilnost unutar koloidne
suspenzije (103). Takve vrijednosti ¢ potencijala izmjerene su jedino u ultracistoj vodi. S druge
pak strane, manje vrijednosti { potencijala, koje su bliske ve¢ spomenutim vrijednostima
blizima nuli (od -10 mV do +10 mV) mogu dovesti do agregacije Cestica. Agregacija je

najéesce posljedica djelovanja privla¢nih van der Waalsovih sila (140).

Otapanje AgNP u ispitivanim medijima istrazeno je na temelju odredivanja postotka

otpustenih Ag* iona tijekom 24 satne inkubacije. Dobiveni rezultati prikazani su na Slici 14.

@ 0

1.54

1.0

% Ag'

0.0 T
0 1 4 24
(b} 4.0

3.01 M

[J Ultractista voda
2.0 O DMEM

O DMEM + BSA
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B AGF

% Ag®

1.0

0.0-

2,04

% AAg*—

0.0-

Slika 14. Udio otpustenih iona srebra (% Ag*) izmjerenih nakon otapanja AgNP stabiliziranih
s (a) PVP, (b) AOT i (c) PLL nakon inkubacije od 1, 4 i 24 sata (h) u odabranim medijima pri
25 °C i koncentraciji NP od 10 mg metala/L.
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Disperzija AgNP u Kkiselim ili Kkloridnim medijima, oksidativno djelovanje na
nanopovrsinu posredovano reaktivnim kisikovim spojevima (engl. reactive oxygen spcecies,
ROS) ili katalizirano biomolekulama moZe dovesti do oslobadanja Ag* (141). Stovise,
razgradnja i otapanje AgNP mogu se dogoditi nakon oralnog uzimanja u razli¢itim bioloSkim
odjeljcima, ukljucujuéi Zelu¢anu i lizosomsku tekucinu. Nastali Ag® mogu posredovati

produkciju ROS-ova i djelovati toksi¢no (142).

AgNP se bolje otapaju u medijima vecih ionskih jakosti, zbog ¢ega je koncentracija
Ag® veca u svim ispitivanim medijima nego u ultra¢istoj vodi. Najmanja koncentracija Ag*
izmjerena je u DMEM mediju uz prisutnost 10% BSA. Takvi rezultati ukazuju na smanjeno
otapanje AgNP u navedenom mediju, $to se moze dogoditi zbog agregacije NP ili njihove
stabilizacije uslijed vezanja BSA na povrSinu NP (139). Zanimljivo je da ni u jednom mediju
za sve tri vrste AgNP nije izmjeren otpusteni udio Ag* iznad 2,5%. Medutim, dobiveni rezultati
se ne mogu smatrati dokazom o stabilnosti AgNP. Svi modelni mediji sadrZe tvari koje mogu
taloziti Ag®, pri ¢emu moze do¢i do formiranja netopljivih soli poput AgCI (143). Takav talog
ne moze proéi koristeni filter za odvajanje slobodnih iona Ag", $to dovodi do lazno negativnog

mjerenja oslobodene frakcije.

Stabilnosti AgNP su dodatno ispitane primjenom UV-Vis metode, a dobiveni spektri
u razli¢itim medijima tijekom 24 satne inkubacije prikazani su na Slikama 15, 16 i 17. Gubitak
SPR signala u UV-Vis spektru ili smanjenje njegovog intenziteta ukazuje na agregaciju AgNP.
Povecanje Sirine SPR signala u podru¢ju od 500 do 700 nm posljedica je formiranja velikih
agregata (144). U odnosu na druge NP, samo PVPAgGNP u ALF mediju zadrZavaju jednaki
SPR signal u vremenu . Takoder, AgNP su se pokazale nestabilnima u AGF mediju. Agregacija
AgNP u navedenom mediju moze biti posljedica povecanja koncentracije Na*. Naime, u
visokim koncentracijama Na* ioni mogu zasjeniti nabijene povrSinske omotace (144). S druge
pak strane, kod svih AgNP doslo je do gubitka intenziteta SPR signala u DMEM mediju sa i
bez dodataka BSA. Pad intenziteta SPR signala na valnoj duljini oko 400 nm jasno je vidljiv u
vremenu za sve NP, §to ukazuje na destabilizaciju i agregaciju. Pojava pika izmedu od 500 nm
do 600 nm posljedica je prisutnosti pH indikatora fenol crveno u DMEM mediju (145).
Zanimljivo je da je u DMEM mediju uz dodatak BSA takoder doslo do gubitka intenziteta SPR
pika. Medutim, takvi rezultati se ne moraju nuzno pripisati agregaciji i destabilizaciji NP u
ovom mediju, buduci da je smanjenje intenziteta SPR pika karakteristi¢no za interakciju AgNP

s BSA (146).
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Slika 15. UV-Vis spektri sSPVPAgNP, AOTAgNP i PLLAgNP u AGF (a,b,c) i ALF (d,e,f)
nakon inkubacije od 1, 4 i 24 sata (h) u odabranim medijima pri 25 °C i koncentraciji AgNP
od 10 uM u rasponu valnih duljina (1) od 250 do 700 nm.
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Slika 16. UV-Vis spektri SPVPAgNP, AOTAgNP i PLLAgNP u DMEM mediju (a,b,c) i
DMEM mediju uz dodatak BSA (d,e,f) nakon inkubacije od 1, 4 i 24 sata (h) u odabranim

medijima pri 25 °C i koncentraciji AgNP od 10 uM u rasponu valnih duljina (1) od 250 do 700

nm.
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Slika 17. UV-Vis spektri SPVPAgNP, AOTAgNP i PLLAgNP u ultracistoj vodi (pH = 5,68)
(a,b,c) nakon inkubacije od 1, 4 i 24 sata (h) pri 25 °C i koncentraciji AgNP od 10 uM u rasponu
valnih duljina (1) od 250 do 700 nm.

4.3. Interakcije nanocestica i proteina

Fizikalno-kemijska svojstva NP nakon interakcije s proteinima ispitana su DLS i ELS
metodom, dok su konstante vezanja izmedu NP i proteina dobivene metodom fluorescencijske

spektroskopije. Ispitane su i promjene sekundarne strukture proteina primjenom CD metode.

4.3.1. Glikanski profil transferina izoliranog iz humanog seruma

Glikoproteini su prisutni u serumu u obliku razli¢itih glikoformi, koji su posljedica
razlicitih fizioloskih i patoloskih procesa (12—-16). Kao S$to je prethodno navedeno, transferin

je glikoprotein koji sadrzi dva N-glikana. Ve¢ina molekula transferina u cirkulaciji zdravih
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osoba glikozilirani su s dva jednostavna biantenarna glikana koji zavrSavaju s dvije sijalinske
kiseline (147). U ovom doktorskom radu su analizirani glikanski profili 3 razli¢ita lota
komercijalno dobavljenog glikoziliranog transferina prije provodenja istrazivanja. Glikani su
uklonjeni s transferina primjenom enzima PNGaze F te su nakon fluorescentnog obiljezavanja
i proCiS¢avanja analizirani, koriStenjem metode tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (engl. ultra performance liquid chromatography, UPLC) koja se zasnhiva na
hidrofilnim interakcijama na Waters Acquity UPLC instrumentu (Watres, SAD). Dobiveni

glikanski profili analiziranih transferina izoliranih iz humanog seruma prikazani su na Slici 18.

150000H

Qe e

EU

EU

Mnes

——— Sarpefame315R2
—— Sampehane 3151
—— Sapehne 3152

Slika 18. N-glikanski profili transferina izoliranih iz humanog seruma koristenih u izradi

doktorskoga rada analizirani na Waters Acquity UPLC instrumentu.

Analizirani uzorci pokazali su glikanske profile koji su odgovarali o¢ekivanom profilu
glikozilacije zdrave osobe - najvisi pik odgovara jednostavnom biantenarnom glikanu koji
zavrSava s dvije sijalinske kiseline, dok nizi pik predstavlja biantenarni glikan koji zavrsava s

jednom sijalinskom kiselinom.
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4.3.2. Promjene hidrodinamic¢kog promjera i zeta potencijala nanocestica

nakon interakcije s proteinima

Nakon interakcije NP i pojedina¢nih proteina dobivene su dy vrijednosti prikazane u
Tablici 10, dok su vrijednosti ¢ potencijalu prikazane u Tablici 11. Kod nekih NP nakon
interakcije s proteinima uocena je bimodalna raspodjela veli¢ina pri ¢emu su prosjecne dn
vrijednosti manje zastupljene populacije bile u rasponu od 7,8 do 18,3 nm, §to se moze pripisati
slobodnim proteinima prisutnima u reakcijskoj smjesi. Nadalje, dn vrijednosti i ¢ potencijali

samih proteina prikazani su u Tablici 12.

Poveéanje prosje¢nih dn vrijednosti ukazuje na to da je doslo do formiranja proteinske
korone na NP (148,149). Kod svih AgNP je doslo do povecanja prosje¢nih dn vrijednosti, §to
je ukazalo na vezanje sloja proteina na njihovoj povrsini. S druge pak strane, kod nekih vrsta
AuNP doslo je do smanjenja dy vrijednosti: SCITAuNP, stapicastih PEGAuNR i prizmi¢nih
SPEGAuNPr, mPEGAuNPr i IPEGAuNPr. Medutim, DLS mjerenja se ne bi trebala raditi za
one NP koje nemaju oblik sfere, budué¢i da DLS metoda pretpostavlja sferi¢an oblik Cestica.
Prema tome, metoda ¢e dati promjer kugle koja ima isti translacijski difuzijski koeficijent kao
i Cestica koja se mjeri, te se dobiveni rezultati za ne sferi¢cne NP ne mogu smatrati relevantnima
(103). GSHAUNP i GSHAgNP pokazale su se nestabilnima nakon inkubacije s proteinima na
Sto ukazuje znacajno povecanje prosjecnih dy vrijednosti. Takvi rezultati bi mogli ukazivati na
agregaciju ovih NP nakon interakcije s proteinima. Kod PEG stabiliziranih AuNP doslo je do
povecéanja prosjecnih dy vrijednosti, koje su se razlikovale ovisno o vrsti proteina. Najveca
prosjeéna dn vrijednost izmjerena je nakon interakcije s ne-glikoTRF (104,6 £ 1,9 nm), manja
s BSA (81,3 £ 1,3 nm) i najmanja vrijednost nakon interakcije s glikoTRF (74,1 + 1,5 nm).
Nadalje, doslo je do poveéanja prosjecne dn vrijednosti u slu¢aju mCITAuNP i ICITAuNP
nakon interakcije s glikoTRF, dok je s ne-glikoTRF doslo do povecanja vrijednosti nakon
interakcije s SCITAUNP i ICITAUNP, a smanjenja s mCITAuNP. Takvi rezultati ukazuju na
razli¢ito ponasanje transferina s istom vrstom NP. Interakcija sve tri vrste CIT stabiliziranih

AUNP s BSA nije dovela do promjena u dy vrijednostima.
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Tablica 10. Hidrodinamicki promjer (dn) i raspodjela veli¢ina po intenzitetu razli¢itih AgNP i
AuUNP koncentracije 100 uM metala nakon interakcije s govedim serumskim albuminom
(BSA), glikoziliranim transferinom (glikoTRF) i neglikoziliranim transferinom (ne-glikoTRF)

u koncentracijama od 1 uM u ultracistoj vodi (pH = 5,68) pri 25 °C.

bez proteina BSA glikoTRF ne-glikoTRF
vrsta NP
du/nm (%) du/nm (%) du/nm (%) du/nm (%)
48,2 + 0,3 (70) 72,9 + 4,9 (88) 83,6 + 4,1 (90) 70,3+ 3,1 (92)
sPVPAgNP
5,3+0,1(30) 685,7 + 165,4 (12) 12,0 + 1,1 (10) 11,6 +1,3 (8)
IPVPAgNP 130,2 + 1,6 (100) 125,2 + 0,6 (100) 126,9 + 0,4 (100) 126,9 + 1,1 (100)
453,2 £ 62,7 (80
SHAGNP 4,7+2,3(99) 4983+ 44,4 (95)  403,5+ 22,7 (90,0) 01520 (1(1) )
i )
g 175,9 % 29,5 (5) 33,1+ 94 (5) 25,7 + 3,7 (10,0)
45,1 + 24,3 (9)
8,4 +2,1(68) 274,0 + 38,4 (66) 243,6 + 33,5 (54) 97,4 + 32,5 (54)
GSHAuUNP
65,1 + 13,8 (32) 455 + 6,1 (34) 43,2 + 5,1 (46) 11,1+ 1,1 (46)
76,4 £ 15 (93)
CITAgNP 121449 (7) 100,6 + 0,5 (100) 105,1 + 2,2 (100) 96,3 + 2,0 (100)
sCITAUNP 46,9 + 1,7 (100) 49,4 + 1,0 (100) 39,9 + 0,3 (100) 58,4 + 1,7 (100)
72,5+2,1(92)
mMCITAUNP 61,5+ 0,6 (100) 60,7 + 0,6 (100) 63,4 + 1,0 (100)
9,0+ 0,6 (8)
88,9 + 3,3 (93)
ICITAUNP 82,9 + 0,8 (100) 103,4 + 0,4 (100) 159,35 + 10,7 (100)
7,8+0,9(7)
PEGAgNP 108,8 + 28,8 (100) 89,2 + 0,9 (100) 119,2 + 1,9 (100) 128,12 + 2,01 (100)
74,1+ 15 (93) 104,6 + 1,9 (93)
PEGAUNP 64,2 + 0,8 (100) 81,3 + 1,3 (100)
8,3+0,7(7) 9,4+0,5(7)
142,5 + 19,5 (89)
PEGAUNR 154,9 + 14,1 (100) 243,2 + 57,9 (100) 163,0 + 20,9 (100)
18,3 +2,7 (11)
SPEGAUNPr 1239 + 1,4 (100) 130,0 +4,3(100) 130,05 + 2,23 (100) 149,9 + 9,7 (100)
161,8 + 9,4 (95)
mMPEGAUNPr  187,7 + 6,8 (100) 1446 + 5,8 (100) 129,8 + 2,5 (100)
11,4 +17,7 (5)
IPEGAUNPr  240,9 + 9,3 (100) 137,0+3,6 (100)  180,1+ 11,7 (100) 130,1 + 1,9 (100)
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Tablica 11. Zeta () potencijal razli¢itih AgNP i AuNP koncentracije 100 uM metala nakon
interakcije s govedim serumskim albuminom (BSA), glikoziliranim transferinom (glikoTRF) i
neglikoziliranim transferinom (ne-glikoTRF) u koncentracijama od 1 uM u ultracistoj vodi (pH
=5,68) pri 25 °C.

bez proteina BSA glikoTRF ne-glikoTRF

vrsta NP
{imv imv {imv imv

SPVPAgNP -150+£0,5 -14,32 + 1,33 -16,02 + 2,08 10,55+ 1,22
IPVPAgNP -20,3+0,7 -10,37 £ 1,05 -12,23+1,12 -12,70 + 1,58
GSHAgNP -68,1 + 3,4 -49,67 + 1,33 -48,42 + 19,56 -41,60 = 5,09
GSHAUNP -61,3+3,2 -48,05+1,71 -34,47 + 7,86 -36,78 + 3,35
CITAgNP -294+172 -35,97 + 2,58 -28,63 + 3,98 -25,37 2,00
SCITAuUNP -448+10 -39,47 + 3,67 -22,45 + 2,93 -16,88 + 2,24
mCITAuUNP -330+11 -42,32 + 5,94 -27,27 + 13,24 -39,05+9,19
ICITAUNP -411+19 -34,03 + 0,88 -24,80 + 0,85 -16,65 + 0,78
PEGAgNP -31,3+45 -34,40 + 1,98 -23,58 + 1,69 -24,10 + 1,44
PEGAUNP -42,0+14 -16,88 + 2,04 -16,65 + 0,98 -14,30 £ 1,02
PEGAUNR -169+0,8 -20,73 £ 1,07 -20,30 + 1,07 -19,05+ 1,34
SPEGAUNPr -41,0+2,6 -18,27 + 0,65 -16,82 + 2,02 -15,03+ 1,99
MPEGAUNPr -29,7+19 -16,08 + 1,90 -15,62 + 4,09 -15,95+ 1,24
IPEGAUNPr -376+15 -16,68 + 0,89 -16,78 + 1,67 -14,18 + 0,71

Vrijednosti {'potencijala su se povecale kod SPVPAgGNP i IPVPAgNP nakon interakcije
sa sve tri vrste proteina, pri ¢emu su dobivene pozitivne vrijednosti ¢ potencijala nakon
interakcije SPVPAQNP i ne-glikoTRF. Kod obje vrste GSH stabiliziranih NP { potencijal je
nakon interakcije s proteinima bio veci i kretao se prema nenabijenim vrijednostima. Sli¢ni
rezultati dobiveni su za SCITAuUNP, ICITAuNP i PEGAuUNP, kod kojih su vrijednosti ¢
potencijala bile ve¢e u odnosu na same NP. Interakcija CITAgNP i PEGAgNP, te PEGAUNR
s proteinima nije uzrokovala znaCajnije promjene u vrijednostima ¢ potencijala. Kod svih
ispitanih AuNPr stabiliziranih PEG-om doslo je do smanjenja vrijednosti { potencijala nakon
interakcije s proteinima. VVezanje proteina na povrsinu NP, dovelo je do promjene vrijednosti

¢ potencijala prema pozitivnijim vrijednostima zbog maskiranja naboja nanopovrsine.
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Odnosno, vrijednost ¢ potencijala opéenito je porasla i kretala se prema neutralnijim
vrijednostima za sve NP, pri ¢emu je najveci porast vrijednosti " potencijala izmjeren nakon
interakcije NP s ne-glikoTRF. To je moguce objasniti zbog pl vrijednosti ispitivanih proteina,
koja iznosi oko 4,7 u slucaju BSA, dok se za transferin ona mijenja ovisno o glikozilaciji
transferina (150). Marz i sur. su pokazali da za tetrasijalotransferin, koji je najzastupljenija
glikoforma transferina u humanom serumu, pl vrijednost iznosi 5,4 te raste s deglikozilacijom
transferina (151). S obzirom na to da je pH ultraciste vode iznosio 5,68, mozemo pretpostaviti
da je naboj glikoTRF bio negativniji u odnosu na ne-glikoTRF te je uzrokovao manje

vrijednosti ¢ potencijala.

Tablica 12. Hidrodinamicki promjer (dn) dobiven iz raspodjele veli¢ina po intenzitetu i
vrijednosti zeta ({) potencijala za govedi serumski albumin (BSA), glikozilirani transferin
(glikoTRF) i neglikozilirani transferin (ne-glikoTRF). Svi eksperimenti izvedeni su pri 25 ° C
I koncentraciji proteina od 1 uM u ultracistoj vodi (pH = 5,68).

protein du /nm (%) ¢imvV
9,9+0,3(67)
BSA -30,3+2,1
124,4 + 15,3 (33)
) 9,7 £0,5 (25)
glikoTRF -22,3+0,9
47,6 £ 5,4 (65)
) 8,8+ 0,6 (54)
ne-glikoTRF -17,7+ 29
75,2 + 23,0 (46)

4.3.3. Konstante vezanja proteina nakon njihove interakcije s

nanocesticama

Prije  odredivanja konstanti vezanja koriStenjem metode fluorescencijske
spektroskopije, bilo je potrebno utvrditi uc¢inak unutarnjeg filtera, koji je posljedica SPR
signala NP na odredenoj valnoj duljini, pri ¢emu dolazi do apsorpcije ekscitacijskog, odnosno
emisijskog zracenja. S obzirom na to da NP imaju odredenu fluorescenciju, pracenjem
ovisnosti fluorescencije o koncentraciji samih NP moguce je ustanoviti utjecaj apsorbancije na
fluorescenciju. Ukoliko je odnos fluorescencije i koncentracije linearan, utjecaj apsorbancije
je zanemariv (152).
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Prema van Slageren i sur. (153), pravi linearni odnos izmedu fluorescencije i

koncentracije ne postoji zbog apsorbancije fluorofora na odredenoj valnoj duljini. Shodno

navedenom, ovaj ucinak je uvijek prisutan u fluorescencijskim mjerenjima, ali ga je potrebno

svesti na minimum. Linearni odnosi izmedu intenziteta fluorescencije i koncentracije samih

NP na valnim duljinama emisije proteina prikazani su na Slikama 19 i 20.
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Slika 19. Intenziteti fluorescencije (F) razli¢itih AgNP i GSHAUNP na 350 nm u odnosu na

koncentraciju NP (cnp). Fluorescencijski spektri snimani su u ultracistoj vodi (pH = 5,68) pri

25 °C.
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Slika 20. Intenziteti fluorescencije (F) razli¢itih AUNP na 350 nm u odnosu na koncentraciju

NP (cne). Fluorescencijski spektri snimani su u ultracistoj vodi (pH = 5,68) pri 25 °C.
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Linearnost je provjerena u razli¢itim koncentracijskim rasponima ovisno o vrsti NP.
Ukoliko linearnost nije potvrdena, fluorescenciju je potrebno ispraviti koristenjem prikladne
jednadzbe, koja u naSem slu¢aju nije bila potrebna (123). Prema rezultatima je utvrdeno da kod
svih ispitanih NP u koriStenim koncentracijskim rasponima postoji linearni odnos s
fluorescencijom, buduéi da su vrijednost r? bile ve¢e od 0,95. Nakon provodenja ovih
preliminarnih mjerenja i utvrdivanja koncentracije NP na kojoj se ucinak unutarnjeg filtera

moze svesti na minimum, ispitane su interakcije izmedu NP i proteina.

Prije provodenja svakog pokusa emisijski spektri samih proteina snimljeni su u
ultracistoj vodi (pH 5,68). Koristenjem metode gasenja fluorescencije uoceno je smanjenje
intenziteta fluorescencije i pomak valne duljine maksimalne fluorescencije $to ukazuje da je
doslo do nano-bio interakcija (154). Primjeri emisijskih spektara, kao i pomaci maksimalnog
intenziteta fluorescencije prikazani su na Slici 21 za interakciju GSHAUNP s BSA, glikoTRF
i ne-glikoTRF. Tijekom interakcija primijeéen je plavi, odnosno crveni pomak u emisijskim
spektrima. Poznato je da fluorescencija ovisi 0 polaritetu okruZzenja u kojem se nalazi Trp
ostatak, koji u najvecoj mjeri doprinosi unutarnjoj fluorescenciji proteina. Plavi pomak (prema
manjim valnim duljinama) je posljedica prijenosa Trp ostatka u hidrofobnije okruzenje, dok su
crveni pomaci (prema vec¢im valnim duljinama) posljedica veée izlozenosti otapalu, odnosno
hidrofilnijem podru¢ju (154,155). Takvi pomaci primijeceni su u emisijskim spektrima
proteina kod svih vrsta NP.

Koristenjem Stern-Volmerove jednadzbe (jednadzba 10) izradeni su Stern-Volmer
grafovi koji prikazuju odnos primjenjene koncentracije NP i omjera intenziteta fluorescencije
proteina u odsutnosti i prisutnosti NP. Primjeri Stern-Volmer grafova gaSenja fluorescencije
pri koncentracijama proteina od 0,2 uM prilikom interakcije s razli¢itim koncentracijama
GSHAUNP prikazani su na Slici 22. Iz nagiba Stern-Volmer pravaca odredene su Ksv

vrijednosti iz kojih su onda izraCunate Kq vrijednosti koristenjem 1o vrijednosti od 5 ns (156).

Dinamicko i staticko gasenje mogu se razlikovati odredivanjem vrijednosti Kq pri
razli¢itim temperaturama. Kq se moze definirati kao suma difuzijskih koeficijenata priguSivaca
i fluorofora. Kod dinamickog gaSenja konstante ¢e se povecavati s porastom temperature, jer
vece temperature rezultiraju ve¢im koeficijentima difuzije molekula. Suprotno tome, kod
statickog gaSenja vrijednosti konstanti se smanjuju s porastom temperature, jer je stabilnost
kompleksa koji nastaje u osnovom stanju smanjena. Osim navedenog, statiCko gaSenje se
pripisuje onom sustavu kod kojeg je vrijednost kq veéa od 2 x 10%° Lmols™, $to se smatra

maksimalnom kolizijskom konstantnom brzine gasenja (157).
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Slika 21. Fluorescencijski spektri (F) 0,2 uM (a) govedeg serumskog albumina (BSA), (b)
glikoziliranog transferina (glikoTRF) i (c) neglikoziliranog transferina (ne-glikoTRF) u
rasponu valnih duljina (1) od 0 do 450 nm, u odsutnosti i prisutnosti GSHAuUNP u
koncentracijama (CcsHaune) 0d 0,01 do 0,18 nM snimani u ultraéistoj vodi (pH = 5,68) pri 25
°C.
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Slika 22. Prikazi Stern-Volmer grafova gasenja fluorescencije 0,2 uM (a) govedeg serumskog
albumina (BSA), (b) glikoziliranog transferina (glikoTRF) i (c) neglikoziliranog transferina
(ne-glikoTRF) prilikom interakcije s GSHAuNP i odgovarajuci logaritamski prikazi gaSenja
fluorescencije za (b) BSA (d) glikoTRF i (f) ne-glikoTRF. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti dobivene iz 3 neovisna mjerenja, a standardna devijacija prikazana je trakama

pogresaka.

Rezultati Ksv i kq vrijednosti prikazani su u Tablici 13. Zanimljivo da je su rezultati
pokazali da se gasenje fluorescencije u slu¢aju svih ispitanih interakcija izmedu proteina i NP

moZe pripisati statickom gaSenju, jer su izracunate Kq vrijednosti bile veée od 2,0 x 101° M-1s?
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(157). Prema tome, gaSenje fluorescencije proteina uslijed interakcija s ispitivanim NP je

rezultat formiranja nefluorescentnog kompleksa u osnovnom stanju (124).

Tablica 13. Stern-Volmer konstante gaSenja fluorescencije (Ksv) i konstante brzine gaSenja
fluorescencije (kq) dobivene nakon interakcije razli¢itih AgNP i AUNP s govedim serumskim
albuminom (BSA), glikoziliranim transferinom (glikoTRF) i neglikoziliranim transferinom
(ne-glikoTRF) u koncentracijama proteina od 0,2 uM pri 25 °C u ultracistoj vodi (pH = 5,68).

Rezultati su prezentirani kao srednje vrijednosti Ksv i Kq izracunate iz tri neovisna mjerenja.

BSA glikoTRF ne-glikoTRF

vrsta NP

KsviIM1  kg/Mist  Ksy/M1  Kkg/Mist  Ksy/M1  kg/Mist
SPVPAgNP 7,67x107 1,53x10'® 3,00x10’" 6,00x10%° 3,00x107 6,00x10%
IPVPAgNP 2,67x10® 533x10'® 1,67x10® 3,33x10'°® 9,33x107 1,87x10%
GSHAgNP 3,50x10’ 7,00x10'° 3,00x107 6,00x10'°® 2,00x107 4,00x10%°
GSHAUNP 8,67x10" 1,73x10'® 3,67x10" 7,33x10'° 4,33x10’ 8,67x10%°
CITAgNP 1,67x10° 3,33x10'®  2,33x10° 4,67x10'® 5,00x10° 1,00x10'7
sCITAuUNP 7,33x10°  1,47x10Y7 6,33x10% 1,27x10Y7 7,67x10® 1,53x10%
mCITAuUNP 4,40x10** 8,80x10'° 8,33x10° 1,67x10'® 1,33x10° 2,67x10'®
ICITAUNP 2,33x10°  4,67x10Y" 1,67x10° 3,33x10*" 1,27x10°  2,53x10Y
PEGAgNP 4,33x10® 8,67x10™ 3,33x10® 6,67x10'® 2,67x10® 5,33x10%°
PEGAUNP 1,00x10%° 2,00x10*® 9,67x10° 1,93x10%® 1,00x10'° 2,00x10'®
PEGAUNR 4,67x10° 9,33x10'7 2,33x10° 4,67x10" 4,33x10° 8,67x107
SPEGAUNPT 2,00x10%° 4,00x10%® 2,00x10'° 4,00x10'® 2,00x10%° 4,00x10
mMPEGAUNPr 2,67x10'° 5,33x10* 1,43x10° 2,87x10'® 1,40x10° 2,80x10'®
IPEGAUNPTY 1,03x10™  2,07x10%° 2,23x10'° 4,47x10*® 1,00x10'! 2,00x10%

Koristenjem jednadzbe (11) izradeni su logaritamski grafovi gasenja fluorescencije, a
primjeri navedenih grafova prikazani su na Slici 22. 1z odsjecka pravaca odredene su logKp
vrijednosti, dok su iz nagiba dobivene n vrijednosti Hillovih koeficijenata. Dobiveni rezultati

prikazani su u Tablici 14.

Hillov koeficijent opisuje stupanj kooperativnosti vezanja proteina na povrSinu NP.

Kada je n = 1, vezanje proteina je neovisno, §to znaci da vezanje sljede¢e molekule proteina na
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povrsinu ne ovisi o prisutnosti ve¢ vezanih molekula na povrsini. Vrijednosti n iznad ili ispod
1, ukazuju na kooperativno, odnosno antikooperativno vezanje (158). Kod interakcije vecine
AgNP s BSA, dobivene su n vrijednosti ispod 1, §to podrazumijeva odbojnost izmedu vezanih
i slobodnih molekula BSA. Takvi rezultati se mogu objasniti zbog sposobnosti otapanja AgNP
pri éemu nastaju ioni Ag* koji se mogu vezati na proteine u proteinskoj koroni te na neki na¢in
otezati daljnje vezanje molekula proteina (159). Sli¢ni rezultati dobiveni su kod interakcije

IPVPAQNP i CITAgNP s glikoTRF i PEGAgNP s ne-glikoTRF.

Tablica 14. Logaritamske vrijednosti konstanti vezanja (logKy) i Hillovih koeficijenata (n)
dobivenih nakon interakcije razli¢ittih AgNP i AUNP s s govedim serumskim albuminom
(BSA), glikoziliranim transferinom (glikoTRF) i neglikoziliranim transferinom (ne-glikoTRF)
u koncentracijama proteina od 0,2 uM pri 25 °C u ultradistoj vodi (pH = 5,68). Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti logKy i n te odgovarajuée vrijednosti standardnih devijacija

(SD) izracunate iz tri neovisna mjerenja.

BSA glikoTRF ne-glikoTRF
vrsta NP
logkn +SD  n+SD logkp £SD n=SD logkpb£SD n=SD

SPVPAgNP 919+132 12+0,1 640+018 10+0,1 1066+0,37 14%0,1
IPVPAgNP 747+037 06+0,2 647+015 09+0,7 1363+0,35 16+0,1
GSHAgNP 532+005 07+0,1 849+040 12+0,2 1144+0,12 15%0,1
GSHAUNP 12,10+0,31 1,2+0,1 1355+0,81 14+01 1516+062 15%0,1
CITAgNP 11,82+0,05 13+01 7,78+0,22 09+01 10,30%+0,38 12+0,1
SCITAUNP 10,27+0,35 12+0,1 10,13+0,37 1,2+0,1 16,20+£0,74 18+£0,1
MCITAUNP 1142+023 12+01 912+050 12+0,2 1350+£024 13£0,1
ICITAUNP 1240+046 13+01 849+0,18 09+0,1 813+£042 09%0,1
PEGAgNP 475+021 05+0,1 1048x054 12x02 724+031 0901
PEGAUNP 923+0,11 10%x0,1 11,00x0,01 11+01 942x0,04 10zx0,1
PEGAUNR 8,40+050 09+01 803+041 0,7+01 7,75+098 0,8+0,1
SPEGAuNPr  9,30+0,32 09+02 935+094 10+03 1051+040 11+01
mPEGAuUNPr 10,61+0,01 10+£0,1 1125+085 14+01 1832%+133 18%0,1
IPEGAUNPF 1297+035 12+01 11,09+09 11+01 1151+022 10%0,1
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Kooperativno vezanje je uoc¢eno kod interakcija izmedu AuNP s BSA $to je bilo u
skladu s prethodnim istrazivanjima (53), dok su rezultati za glikoTRF i ne-glikoTRF ukazali
na antikooperativho vezanje s ICITAuNP. Zanimljivo je istaknuti da je kod interakcija
PEGAUNP sa sve tri vrste proteina dobivena n vrijednost jednaka 1, $to ukazuje da je vezanje
molekula proteina na povrSinu ove vrste NP neovisno o ve¢ prisutnim proteinima (158).

Rezultati za logKp jasno pokazuju da je glikozilacija transferina utjecala na afinitete
vezanja za NP, osim u slu¢aju GSHAUNP, ICITAUNP, PEGAUNR i IPEGAuNPr. Opcenito,
ne-glikoTRF je pokazao veci afinitet vezanja za veéinu testiranih NP, ¢ak i u usporedbi s BSA.
Usporedba logKp vrijednosti izmedu ne-glikoTRF i BSA nije otkrila jasan trend koji bi se
mogao pripisati utjecaju sekundarne strukture proteina. Naime, ova dva proteina strukturno su
potpuno razli¢ita te je zbog toga bilo o¢ekivano da su samo 3 od 14 razli¢itih NP pokazale
slican afinitet vezanja za ne-glikoTRF i BSA. Nadalje, navedene sli¢nosti U jakostima vezanja
uocene su kod PEGAUNR, PEGAgNP i CITAgNP. Sinteza zadnjih dviju spomenutih NP
rezultirala je ne samo sferi¢nim, vec i Stapic¢astim strukturama, povecavajuéi njihovu strukturnu
slicnost s PEGAuNR. Takvi rezultati mogu se objasniti, ako uzmemo u obzir da su PEGAUNR
okarakterizirane s dvije dimenzije i imaju relativno ravnu povrsinu duz cilindri¢ne, odnosno
uzduzZne osi. Takav oblik moZe omoguciti ve¢u gustoc¢u pakiranja proteina, kao Sto je vec
raspravljeno u nedavnom radu od Visalakshan i sur., ¢cime se smanjuje utjecaj sekundarne
strukture proteina na afinitet vezanja (160).

Utjecaj metalne jezgre NP na jakost vezanja s proteinima mozemo promatrati na
rezultatima dobivenima za AuNP i AgNP stabiliziranih s GSH, CIT i PEG . Kada pogledamo
logKy vrijednosti dobivene za GSHAgNP i GSHAuUNP mozemo primijetiti da su vrijednosti
bile najvece za ne-glikoTRF, a najmanje za BSA te mozemo uociti da je kod obje vrste NP
dobiven isti trend vezanja. Takoder, isti trend primijecen je kada usporedimo CITAgNP i
ICITAUNP, koje su pokazale najveci afinitet za BSA, a najmanji za glikoTRF. Nadalje, kod
PEGAgNP i PEGAUNP dobivene su najvece vrijednosti logKp u interakciji s glikoTRF i
najmanje s BSA. Vazno je naglasiti da su za sve AuNP dobivene vecée vrijednosti logKp S

proteinima u usporedbi s AgNP iste veliCine, oblika i povrSinske strukture.

Utjecaj veliCine Cestica na logKp vrijednosti, moze se uociti usporedbom sPVPAgNP i
IPVPAQNP te sSCITAUNP, mCITAuUNP i ICITAUNP. Rezultati su pokazali da se vrijednosti
logKy, dobivene interakcijom AgNP i BSA smanjuju s povecanjem veli¢ine NP (161). S druge
strane, drugaciji trend uocen je za ne-glikoTRF, kod kojeg su se vrijednosti logKy povecavale

s velicinom AgNP, dok vrijednosti logKy za glikoTRF nisu pokazale nikakve promjene ovisne
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0 veli¢ini ¢estica. Kod interakcije BSA s AuNP stabiliziranih sa CIT primije¢en je obrnuti
trend, pri cemu se afinitet vezanja poveéavao s veli¢inom Cestica. Takva opazanja bila su u
skladu s rezultatima koje su objavili Lacerda i sur., ¢iji su rezultati pokazali da povecanje
vrijednosti logKp prati povecéanje veli¢ine NP kod interakcija CITAUNP i BSA (77). Isti trend
primije¢en je i kod PEGAUNPr, Sto sugerira da povecanje veli¢ine AUNP prati povecanje
afiniteta vezanja s BSA. Prema navedenom, moguce je da je uoceni trend isti za sve AuNP,
neovisno o njihovoj povrsinskoj strukturi ili obliku. S druge strane, drugaciji trend je uocen
kod obje vrste transferina, pri ¢emu je manji afinitet vezanja dobiven interakcijom s ICITAUNP,
Sto bi moglo ukazivati na to da poveéanje veli¢ine AuNP dovodi do smanjenja logKp
vrijednosti. Utjecaj veli¢ine NP ispitan je i usporedbom AuNPr razli¢itih veli¢ina, ali iste
povrsinske strukture i oblika. Isti trend afiniteta vezanja kao i za sferiéne NP dobiven je
interakcijom BSA i NPr razli¢itih veli¢ina. Odnosno, dobiveno je poveéanje logKy vrijednosti
s veli¢inom NPr. Nadalje, povecanje logKyp vrijednosti s veli¢inom ¢&estica dobiveno je
interakcijom obje vrste transferina s navedenim NPr, ako usporedimo rezultate dobivene za
SPEGAUNPr i mPEGAUNPr. Medutim, usporedbom logKj vrijednosti dobivenih interakcijom
obje vrste transferina s MPEGAUNPT i IPEGAUNPT nije uocen nikakav trend. Takvi rezultati
mogu se objasniti zbog razli¢itog nacina sinteze IPEGAuNPr, tijekom kojeg nije koristen GSH
u prociscavanju NP (162). Naime, dobiveni rezultati mogu se Koristiti za ispitivanje utjecaja
povrsinskih omotaca na afinitete vezanja. Zanimljivo je da kada usporedimo NP iste jezgre,
veli¢ine i oblika, mozemo primijetiti da je GSH kao omota¢ doveo do najjaceg vezanje sa sva
tri proteina, pri ¢emu je najveca vrijednost logKy dobivena za ne-glikoTRF, a najmanja za BSA.
Prethodno objavljeno istrazivanje Oha i sur. (163) sugerira da NP oblozene proteinima,
odnosno stvaranje proteinske korone oteZzava naknadnu adsorpciju proteina. Medutim, to nije
bio slu¢aj u nasem istrazivanju §to bi se moglo objasniti zbog veceg afiniteta BSA i transferina
za NP u odnosu na GSH, sto bi moglo dovesti do izmjene proteina na nanopovrsini, 0dnosno

do Vromanovog ucinka (57).

Kod NP stabiliziranih sa CIT, dobiven je najmanji afinitet za glikoTRF u usporedbi s
drugim NP istog oblika, veliCine i jezgre. Izgleda da N-glikani na povrsini glikoTRF, odnosno
prisutnost sijalinske kiseline, pridonose dodatnom negativhom naboju glikoTRF u usporedbi s
ne-glikoTRF (164). Shodno tome, kako elektrostati¢ke sile doprinose nano-bio interakcijama,
negativni naboj na povrsini glikoTRF, koji je rezultat prisustva sijalinske kiseline, moze
prouzroditi elektrostaticCku odbojnost s negativno nabijenim CIT, $to u konacnici rezultira

manjim afinitetom vezanja izmedu ovih NP i glikoTRF (165,166).
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Za PEG stabilizirane AgNP najveci afinitet vezanja uocen je za glikoTRF, u odnosu na
ne-glikoTRF i BSA. Sli¢no tome, kod PEG stabiliziranih AgNP dobivene su najmanje
vrijednosti logKy, za BSA 1 ne-glikoTRF kada ih usporedimo sa ostalim NP. Zbog svoje
biokompatibilnosti PEG se ¢esto koristi kao omota¢ na povrsini lijekova i materijala. To¢an
mehanizam koji dovodi do obijanja proteina s povrSine jo$ nije u potpunosti razjasnjen, ali
prethodna istrazivanja pripisuju ovaj fenomen njegovoj hidrofilnosti koja dovodi do
elektrostaticke odbojnosti proteina (167,168). To svojstvo moze objasniti da je najjace vezanje
uoceno za glikoTRF, jer su glikozilirani proteini po svojoj prirodi hidrofilniji u odnosu na
strukturno sli¢ne neglikozilirane proteine (169). 1z navedenih rezultata, mozemo zakljuciti da
povrsinska struktura, odnosno odabir omota¢a na povrs$ini NP ima vaznu ulogu u nano-bio

interakcijama.

O utjecaju oblika na nano-bio interakcije moze se zakljuéiti iz rezultata dobivenim na
interakcijama proteina s PEG stabiliziranim AuNP razli¢itih oblika. Rezultati su pokazali da
PEGAUNR imaju najmanji afinitet vezanja s proteinima u usporedbi sa sferi¢nim I prizmi¢nim
AUNP. Uzimaju¢i u obzir da stani¢ni unos i stvaranje proteinske korone na povrsini NP
koreliraju, nasi rezultati se dobro slazu s prethodnim saznanjima objavljenima od Alfranc i sur.
(170) koji su pokazali da je opazen veci unos u stanice prizmi¢nih, u odnosu na $tapicaste NP,
Sto sugerira bolje vezanje proteina za prizmi¢ne strukture. Nadalje, bitno je naglasiti da je oblik
Stapicastih NR ustvari cilindrican, kao $to je i prije opisano, te im je samim time povrSina
ustvari zaobljena, u odnosu na ravnu povrsinu prizmic¢nih NP. Pojacana adsorpcija proteina na

ravnim povr§inama ve¢ je dokazana za interakciju BSA s AuNP (171).

4.3.4. Analiza promjena sekundarnih struktura proteina nakon interakcije

S nanocesticama

Stvaranje proteinske korone ne utjeCe samo na svojstva NP, ve¢ moze znacajno
promjeniti strukturu proteina. Nano-bio interakcije mogu dovesti do promjene konformacije
proteina uslijed stvaranja novih i razaranja ishodnih sekundarnih sila u proteinskoj strukturi.
Interakcije izmedu NP i proteina mogu biti Van der Waalsove sile, hidrofobne i elektrostaticke

interakcije i vodikove veze (172).

Takve promjene u konformaciji proteina ve¢inom su ireverzibilne, $to naglasava
potrebu za uklju¢ivanjem konformacijske studije tijekom istrazivanja proteinske korone (53).

Prema tome u ovom doktorskom radu koristili smo CD spektroskopiju kao jednostavnu i jeftinu
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metodu za odredivanje sekundarne strukture proteina. Prije ispitivanja promjena koje nastaju
interakcijom NP i proteina, ispitane su nativne konformacije proteina, pri ¢emu je izmjeren
udio a-uzvojnica od 64,16, 15,03 i 22,52%, odnosno B-ploc¢a od 2,50, 25,99 1 20,37% za BSA,
glikoTRF i ne-glikoTRF (Slika 23) $to je bilo u skladu s vrijednostima iz literature (173,174).

Nadalje, CD spektri proteina snimani su nakon inkubacije pojedina¢nih proteina s NP
kako bi se ispitale konformacijske promjene do kojih dolazi uslijed nano-bio interakcija.
Primjeri CD spektara nakon interakcije BSA, glikoTRF i ne-glikoTRF s mPEGAUNPT i
ICITAUNP u koncentracijama od 10, 50 i 100 uM prikazani su na Slici 23.

Analizirani CD podaci jasno su pokazali promjene u sekundarnim strukturama proteina
do kojih je doslo uslijed njihove interakcije s nanopovr§inom §to se moze vidjeti na Slici 23,
dok Slike 25 i 26 prikazuju % promjena (A) pojedine sekundarne strukture proteina nakon
njihove interakcije sa 100 UM NP. Promjene u sekundarnoj strukturi proteina nakon interakcije

s 10 uM i 50 uM NP prikazani su u na Slikama 38 i 39 u poglavlju 7.

Suprotno rezultatima koje su prethodno objavili Mandal i Kraatz (175), nije primijecen
trend povecanja ili smanjenja sekundarnih strukturnih komponenata proteina s obzirom na
veli¢inu NP. Medutim, rezultati podupiru vaznost utjecaja povrSinske strukture, odnosno
odabira povrsinskog omota¢a NP na promjene proteinske strukture (73). Smanjenje struktura
a-Uzvojnica uz istovremeni porast B-plo¢a primijecen je u strukturi BSA i ne-glikoTRF nakon
interakcije s SPVPAgNP 1 GSHAuNP. S druge pak strane, suprotan trend uocen je uslijed
interakcije glikoTRF s istim NP, S§to sugerira da glikozilacija moze imati ulogu u

konformacijskim promjenama koje se javljaju zbog interakcija proteina s NP.
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Slika 23. CD spektri nativnih struktura (a) govedeg serumskog albumina (BSA), (b)
glikoziliranog transferina (glikoTRF) i (c) neglikoziliranog transferina (ne-glikoTRF) te (d,qg)
BSA, (e,h) glikoTRF i (f,i) ne-glikoTRF uz dodatak mPEGAUNPr (srednji spektri) i ICITAUNP

(donji spektri) u koncentracijama NP 0, 10, 50 i 100 uM i koncentracijama proteina 10 puM u
ultradistoj vodi (pH = 5,68) pri 25 °C.
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Slika 24. Promjene strukturnih znacajki (a) govedeg serumskog albumina (BSA), (b)
glikoziliranog transferina (glikoTRF) i (c) neglikoziliranog transferina (ne-glikoTRF) uslijed
interakcije sa AgNP i AuNP u koncentracijama od 100 pM u usporedbi s nativnom

konformacijom proteina u ultacistoj vodi pri 25 °C.

72



4. REZULTATI | RASPRAVA

Najznacajnije konformacijske promjene u strukturama proteina primije¢ene su nakon
njihove interakcije sa sfericnim AuNP stabiliziranih s CIT. Suprotno naSim rezultatima, Zhang
i sur. su objavili da AgNP stabilizirane s CIT nisu izazvale znacajne strukturne promjene BSA
(176). Nadalje, interakcija s CITAgNP i ICITAuUNP dovela je do smanjenja strukture o-
uzvojnica uz povecanje B-plo¢a i ostalih struktura kod svih proteina, pri ¢emu se najmanja
promjena dogodila u strukturi glikoTRF. Kao §to je opisano u prethodnom poglavlju, dodatni
negativni naboj, koji je posljedica prisutnosti sijalinske kiseline, odnosno glikana na povrSini
glikoTRF, moze dovesti do elektrostaticke odbojnosti s negativno nabijenim CIT. Dobiveni
rezultati upucuju na mogucu denaturaciju ili agregaciju proteina, zbog znacajnih promjena u
njihovoj strukturi (177). Medutim, s obzirom na to da rezultati dn vrijednosti i raspodjele
veli¢ina opisane u poglavlju 4.3.2. nisu upucivali na zna¢ajne promjene dx vrijednosti niti na
bimodalnu raspodjelu veli¢ina nakon interakcije s CIT stabiliziranim NP, moguce je da nije
doslo do agregacije proteina. Ipak, rezultati ne mogu potvrditi da nije doslo do denaturacije
proteina i gubitka njegove funkcije. Sukladno rezultatima dobivenima za konstante vezanja,
interakcija s PEGAUNP nije dovela do znacdajnih sekundarnih strukturnih promjena proteina.
Takvi rezultati su bili o¢ekivani zbog svojstva biokompatibilnosti PEG, kao $to je opisano u

prethodnom poglavlju (178).

Prilikom usporedbe utjecaja oblika NP na promjene u sekundarnoj strukturi proteina
uoceno je da sferiéni NP uzrokuju veéi stupanj strukturnih promjena u usporedbi s prizmi¢nim
NP kao $to je prikazano na Slikama 25 i 26. Poznato je da kovalentne Au-S veze imaju vaznu
ulogu u nano-bio interakcijama (179,180). Nekoordinirani Au atomi visoke energije smjesteni
su na zakrivljenim povr$inama (sfera), te su odgovorni za stvaranje veceg broja kovalentnih
veza (Au-S) u usporedbi s Au atomima smjeStenima na ravnim povr$inama (prizme) i na taj
nacin dovode do vecih strukturnih promjena (181). Nakon interakcije BSA sa SPEGAUNPr
mozemo primijetiti znaajno smanjenje struktura -ploca. Medutim, BSA u nativnoj strukturi
ima vrlo nizak udio B-ploca. S druge pak strane, budu¢i da je udio B-ploca u strukturi transferina
veéi, smanjenje ili poveCanje ovih struktura treba Se smatrati znacajnijim utjecajem.
Interakcijom transferina s SPEGAuNPr doslo je do povecanja B-ploca i B-okreta u proteinskoj
strukturi. Ipak, kada u analizu uvrstimo AuNR, nisu primijeceni isti rezultati kao za prizme, $to
se slaze s cilindricnim oblikom S$tapicastih struktura, koja se moze smatrati zakrivljenom

povrsinom (181).
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Slika 25. Postotak promjena u (a) a-uzvojnicama i (b) B-plo¢ama struktura govedeg serumskog
albumina (BSA), glikoziliranog transferina (glikoTRF) i neglikoziliranog transferina (ne-
glikoTRF) uslijed njihove interakcije sa razlic¢itim AgNP i AuNP u koncentracijama od 100
MM. Rezultati su dobiveni na koncentracijama proteina od 10 M u ultacistoj vodi pri 25 °C i

usporedeni su sa strukturama nativnih proteina.
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Slika 26. Postotak promjena u (a) p-okretima i (b) ostalim strukturama formi govedeg
serumskog albumina (BSA), glikoziliranog transferina (glikoTRF) i neglikoziliranog
transferina (ne-glikoTRF) uslijed njihove interakcije sa razlicitim AgNP i AuNP u
koncentracijama od 100 uM. Rezultati su dobiveni na koncentracijama proteina od 10 uM u

ultacistoj vodi pri 25 °C i usporedeni su sa strukturama nativnih proteina.
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4.3.5. Statisticka analiza podataka dobivenih ispitivanjima interakcija

nanocestica i proteina

Statisticka analiza podataka provedena je uklju¢ivanjem svih, a potom samo sferi¢nih
NP u korelacijsku analizu. Vrijednosti logKs i strukturne promjene proteina NP korelirane su s
odredenim fizikalno-kemijskim svojstvima NP te uzajamno. Statisti¢ki znacajne korelacije (za
koje je p vrijednost bila manja od 0,05) kod analize svih i sferi¢nih NP prikazane su u Tablici
15. Dijagrami rasipanja najznacajnijih korelacija i pripadajuce p i r vrijednosti prikazane su na
Slikama 27, 28 1 29.

Tablica 15. Pearsonovi koeficijenti korelacije dobiveni statistickom analizom
eksperimentalnih podataka uzimajuéi u obzir sve vrste NP i samo sferiéne NP. Prikazane su
samo korelacije koje su bile statisticki znacajne, odnosno one za koje je p vrijednost bila manja
od 0,05. To su korelacije koje su ukljucéivale zeta () potencijal NP, specifi¢énu povrSinu NP
(SSA), logaritamske vrijednosti konstanti vezanja (logKp) te promjene (A) udjela alfa (o)
uzvojnica i beta (B) plo¢a u strukturi govedeg serumskog albumina (BSA), glikoziliranog

(glikoTRF) i neglikoziliranog transferina (ne-glikoTRF).

pearsonov koeficijent (r)

korelacije

sve NP sferi¢ne NP
¢ potencijal NP vs. logKp (glikoTRF) -0,65 -0,68
SSA NP vs. A (B-ploca ne-glikoTRF) -0,78 -0,81
logKs (glikoTRF) vs. A (a-uzvojnice glikoTRF) 0,58 nije znacajno
A (a-uzvojnice BSA) vs. A (a-uzvojnice ne-glikoTRF) 0,84 0,86
A (a-uzvojnice glikoTRF) vs. A (B-ploce glikoTRF) -0,61 nije znacajno
A (a-uzvojnice ne-glikoTRF) vs. A (B-ploce ne-glikoTRF) -0,62 -0,73

*vs. — u odnosu na
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Slika 27. Dijagrami rasipanja dobiveni Pearsonovom korelacijom izmedu ¢ potencijala NP,
specificne povrSine NP (SSA), logaritamske vrijednosti konstanti vezanja (logKp)
glikoziliranog transferina (glikoTRF) i promjena u sekundarnim strukturama neglikoziliranog
transferina (ne-glikoTRF) dobivene analizom ispitivanih sferi¢nih NP i proteina. Prikazane su

samo korelacije koje su bile statisticki znacajne (p < 0,05).
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Slika 28. Dijagrami rasipanja dobiveni Pearsonovom korelacijom izmedu promjena u

sekundarnim strukturama govedeg serumskog albumina (BSA) i neglikoziliranog transferina

(ne-glikoTRF) dobivene analizom ispitivanih sferiénih NP i proteina. Prikazane su samo

korelacije koje su bile statisticki znacajne (p < 0,05).
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Slika 29. Dijagrami rasipanja dobiveni Pearsonovom korelacijom izmedu promjena u
sekundarnim strukturama glikoziliranog transferina (glikoTRF) i logaritamske vrijednosti
konstanti vezanja (logKys) dobivene analizom svih ispitivanih NP i proteina. Prikazane su samo

korelacije koje su bile statisti¢ki znacajne (p < 0,05).

Statisticka analiza provedena uklju¢ivanjem svih vrsta NP u korelacijsku analizu,
pokazala je statisticki znacajnu korelaciju izmedu ¢ potencijala NP i logKy vrijednosti

glikoTRF pri ¢emu je r vrijednost iznosila -0,65. Ova vrijednost ukazuje na umjerenu negativnu

79



4. REZULTATI | RASPRAVA

korelaciju izmedu afiniteta vezanja sa (" potencijalom NP. Vecéa korelacija izmedu logKp
vrijednosti glikoTRF i ¢ potencijala NP dobivena je kada su u obzir uzete samo sferi¢ne NP,
pri ¢emu je r vrijednost iznosila -0,68. Takav rezultat ukazuje na umjerenu negativnu korelaciju
izmedu ovih parametara. Zanimljivo je da se vrijednost afiniteta vezanja povecavala sa
smanjenjem vrijednosti { potencijala, $to bi znacilo da je negativniji potencijal NP doveo do
jaceg vezanja glikoTRF na njihovu povrSinu. Nadalje, nije uocena statisticki znacajna
korelacija izmedu ¢ potencijala NP i logKy, vrijednosti ne-glikoTRF, $to ukazuje da je vezanje
ne-glikoTRF neovisno o ¢ potencijalu NP. Prema tome, ova dva transferina se ne ponasaju na

jednak nacin u interakciji s istom vrstom NP.

Korelacija je dobivena izmedu SSA vrijednosti NP i A B-ploc¢a u strukturi ne-glikoTRF.
Vrijednosti r iznosile su -0,78 kod analize svih, odnosno -0,81 kod analize rezultata za sferi¢ne
NP. Prema dobivenim rezultatima postoji visoka pozitivna korelacija izmedu navedenih
parametara, pri cemu povecanje SSA vrijednosti, dovodi do smanjenja A B-ploc¢a u strukturi ne-
glikoTRF. NP s ve¢im SSA vrijednostima su one kod kojih je promjer bio manji, $to znaci da
NP manjeg promjera uzrokuju veéu promjenu sekundarne strukture ne-glikoTRF. Takvi
rezultati su dodatno potvrdili razliku u ponasanju dvaju transferina, koja se moze pripisati
utjecaju glikozilacije na interakcije s NP. S obzirom na to da nije uocena statisti¢ki znacajna
korelacija izmedu SSA vrijednosti i promjena u sekundarnoj strukturi glikoTRF. Moguce je da
glikanske strukture na povrSini glikoTRF omogucuju bolju stabilnost proteina nakon

interakcije s NP, zadrzavajuéi protein u njegovoj nativnoj konformaciji.

Takvi rezultati statisticke analize omogucuju bolju procjenu utjecaja glikozilacije na
interakcije izmedu NP i proteina. Naime, rezultati su pokazali da postoje razlike u interakciji
dvaju TRF s istom vrstom NP. Glikanske strukture su prisutne na povrsini proteina, te kao
takve prve dolaze u kontakt s nano povrSinom. Prema tome, statisti¢ki znacajna korelacija
izmedu jakosti vezanja glikoTRF i { potencijala NP nije iznenadujuca i ukazuje na vaznost

interakcija povrsinskog omotaca NP i glikanskih struktura.

Statisticka analiza provedena je izmedu logKp vrijednosti i strukturnih promjena
proteina. Rezultati su pokazali umjerenu pozitivnu korelaciju izmedu logKp vrijednosti
dobivene interakcijom glikoTRF i NP, te A a-uzvojnica glikoTRF, pri ¢emu je r vrijednost
iznosila 0,58. Analiza je pokazala da uz ve¢i afinitet vezanja dolazi do znacajnijih promjena u

strukturi glikoTRF. Takvi rezultati ukazuju da jaCe vezanje, koje je vecinom posljedica
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hidrofobnih interakcija, dovodi do jaeg poremecaja proteinske strukture kao $to je prethodno

opisano u literaturi (182).

Bitno je istaknuti pozitivnu korelaciju izmedu A a-uzvojnica BSA u odnosu na A
o uzvojnice ne-glikoTRF do kojih dolazi uslijed interakcije s istom vrstom NP. Vrijednosti r
su iznosile 0,84 1 0,86 prilikom analize svih, odnosno sfericnih NP i ukazuju na jaku pozitivnu
korelaciju. S obzirom na to da su oba proteina neglikozilirana ova korelacija ukazuje na njihovo
sli¢no ponasanje, odnosno sli¢nu promjenu u njihovoj strukturi kod interakcije s istom vrstom
NP. Naime, kod oba proteina dolazi do povec¢anja struktura o-uzvojnica. S druge pak strane,
nije uocena statisticki znacajna korelacija u strukturnim promjenama izmedu ovih
neglikoziliranih proteina i glikoTRF. Dobiveni rezultati dodatno potvrduju razli¢ito ponasanje

proteina nakon interakcije s NP, a u ovisnosti u njihovom glikozilacijskom statusu.

Korelacije izmedu A a-uzvojnica i A B-ploca su pokazale da kod obje vrste transferina
prilikom njihove interakcije s NP dolazi do smanjenja a-uzvojnica u korist povecanja f-ploca
i obrnuto. Vrijednosti r pokazuju umjerenu negativnu korelaciju izmedu promjena ovih
struktura. Takvi rezultati su o¢ekivani buduéi da je ve¢ prije opisano u literaturi da u slucaju

BSA, smanjenje strukture a-uzvojnica prati povecanje f3-ploca (183,184).

Kako bismo proudili odnos izmedu konstanti vezanja i konformacijskih promjena
proteina sa SSA vrijednostima NP, izvrsili smo trodimenzionalnu analizu spomenutih

parametara prikazano na Slikama 30,31 i 32.
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Slika 30. Contour grafovi prikaza odnosa logaritamske vrijednosti konstanti vezanja (logKp) i
promjena u udjelu (a) a-uzvojnica i (b) B-ploca za govedi serumski albumin (BSA) sa
specifiénom povrsinom NP (SSA) ispitivanih AgNP i AuNP.
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Slika 31. Contour grafovi prikaza odnosa logaritamske vrijednosti konstanti vezanja (logKp) i

promjena u udjelu (a) a-uzvojnica i (b) B-ploc¢a za glikozilirani transferin (glikoTRF) sa
specificnom povrSinom NP (SSA) ispitivanih AgNP i AuNP.
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Slika 32. Contour grafovi prikaza odnosa logaritamske vrijednosti konstanti vezanja (logKp) i
promjena u udjelu (a) a-uzvojnica i (b) B-ploca za neglikozilirani transferin (ne-glikoTRF) sa
specificnom povrSinom NP (SSA) ispitivanih AgNP i AuNP.

Iz contour grafova je vidljivo da je kod BSA smanjenje struktura a uzvojnica povezano

s ve¢im vrijednostima konstanti vezanja, dok je porast B-ploc¢a bio u korelaciji s manjim

vrijednostima jakosti vezanja i SSA. Kao $to prije spomenuto, BSA se vec¢inom sastoji od

struktura o-uzvojnica, te bi takvi rezultati ukazivali na moguéu denaturaciju proteina zbog

njegovog jakog vezanja za povrSinu NP. Manje SSA vrijednosti ukazuju na manju aktivnu

povrsinu NP i njihov ve¢i promjer (kod sfericnih NP).
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Kao §to je prethodno spomenuto, interakcija BSA s NP moze dovesti do stvaranja
kovalentne Au-S veze, koje su ve¢inom lokalizirane na rubovima i uglovima NP (179,180).
Takve veze u slucaju manjih NP omoguéavaju stvaranje unutar molekularnih vodikovih veza,
koje pridonose stabilnosti proteinske strukture i o¢uvanju njihove nativne konformacije (177).
S druge pak strane, oba transferina sadrze slican udio a-uzvojnica i B-ploca. Za glikoTRF
smanjenje u obje strukture povezano je s ve¢im vrijednostima konstanti vezanja. Suprotno
tome, za ne-glikoTRF mozemo primijetiti da je porast o uzvojnica i smanjenje struktura -
plo¢a povezano s jacim vezanjem i ve¢im SSA vrijednostima NP. To smanjenje u strukturi p-
ploca za ne-glikoTRF koreliralo je s povecanjem SSA vrijednosti i pokazalo se statisticki

znacajnim kao §to je prethodno opisano (prikazano u Tablici 14).

4.4. Analiza proteinske korone nanocestica

Vezanje proteina na povrsinu NP mijenja njihova fizikalno-kemijska svojstva, a
posljedi¢no njihovu sistemsku cirkulaciju, biodistribuciju i bioraspoloZzivost (185). Prethodno
objavljena istrazivanja uglavnom su bila usmjerena na kvalitativnu analizu proteina u koroni
nakon inkubacije NP s plazmom ili serumom. Nedavna istrazivanja, pokazala su da u slucaju
AuNP, najveci udio u sastavu korone nakon inkubacije sa serumom ili plazmom ¢ine albumin
i imunoglobulin G (130,160,186,187). Vezanje albumina je o¢ekivano obzirom na njegovu
koncentraciju u krvi u usporedbi s ostalim proteinima. Nadalje, rezultati analize proteinske
korone koja nastaje na povrSini AgNP pokazali su najveéi udio komponenti komplementa i
kininogena-1 (188,189). Medutim, kako bi se ispitao utjecaj glikozilacije na interakcije NP i
proteina, odnosno na stvaranje proteinske korone, u ovom doktorskom radu Kkoristen je
jednostavni modelni sustav u kojem su sva tri proteina pojedina¢no, a potom zajedno
pomijesana s jednom vrstom NP. Kako je opisano u uvodnom poglavlju, proteini visoke
koncentracije u plazmi, ali niskog afiniteta, prvi ¢e se vezati na povrSinu NP i ¢init ¢e vecinu
proteinske korone prema VVromanovom ucinku (57). Takvi proteini se s vremenom zamjenjuju
proteinima niskih koncentracija u plazmi, odnosno serumu, ali visokog afiniteta za NP (190).
Stoga je za procjenu stvarnog utjecaj glikozilacije na sastav proteinske korone ispitana ista
koncentraciju svih proteina u reakcijskoj smjesi, kako bi se minimalizirao utjecaj Vromanovog
ucinka (190). Nadalje, koristene su one koncentracije NP, koje su osiguravale istu ukupnu
povrsinu svih ispitivanih NP. Koncentracije svakog proteina iznosile su 20 g/L, §to znaci da je
ukupna koncentracija proteina u reakcijskoj smjesi iznosila 60 g/L za sve NP . Takav nacin

dizajniranja eksperimenta omogucio je preciznije odredivanje ukupne koncentracije proteina
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na povrsini NP, budu¢i da su prethodna istrazivanja pokazala da ona ovisi o pocetnoj
koncentraciji proteina koja je inkubirana s NP (191). Koncentracija ukupnih proteina u

proteinskoj koroni odredena je na povrsini svakog pojedina¢nog NP (Slika 33).
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Slika 33. Ukupna koncentracija proteina (c) u proteinskoj koroni izoliranoj s povrsine razli¢itih
AgNP i AuNP nakon njihove inkubacije sa smjesom koja je sadrzavala govedi serumski
albumin (BSA), glikozilirani transferin (glikoTRF) i neglikozilirani transferin (ne-glikoTRF)
u koncentracijama od 20 g/L pri 25 °C u ultrac¢istoj vodi (pH = 5,68). Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti dobivene iz 3 neovisna mjerenja, a standardna devijacija prikazana je

trakama pogresaka.

Ukupna koncentracija proteina u proteinskoj koroni je bila veca kod sferi¢nih AuNP, u
odnosu na sfericne AgNP iste povrsinske strukture i veli¢ine. Takvi rezultati ukazuju na utjecaj
metalne jezgre NP na stvaranje proteinske korone. Naime, zbog mogucnosti stvaranja
kovalentnih Au-S veza, moguce je da su proteini na AuNP ostali jaée vezani nakon ispiranja s
PBS (179,180). Visoka koncentracija proteina izmjerena je na PVPAgNP koje su imale
neutralniju vrijednost ¢ potencijala u odnosu na ostale NP. Takvi rezultati sugeriraju da se
negativno nabijeni proteini lakSe vezu na povrSinu neutralnijih NP (148). Nadalje, ako
usporedimo ukupne koncentracije proteina na SPVPAgNP i IPVPAgNP, moZemo primijetiti da
je veca koncentracija proteina izmjerena na povrsini manjih NP. Takvi rezultati dobiveni su i

kod mCITAUNP i ICITAuUNP, kod kojih je ve¢a koncentracija proteina nadena na povrsini
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manjih NP. Suprotno nasim rezultatima, Dobrovolskaia i sur. su pokazali da je koncentracija
proteina u koroni gotovo ako je ukupna povrsina NP bez obzira na to §to su promjeri AUNP
razlic¢iti (192). Medutim, prilikom interpretacije takvih rezultata potrebno je uzeti u obzir da na
koncentraciju proteinske korone i njen sastav utjeu brojni parametri kao $to su temperatura,
vrijeme inkubacije, pH te vrsta medija (58). Vrijeme inkubacije je u ovom istrazivanju bilo
kratko, svega 15 minuta te je moglo utjecati na stvaranje proteinske korone. lako, tvrda
proteinska korona nastaje brzo (u periodu od 1 minute), koncentracija proteina se mijenja s
vremenom buduci da je potrebno duze vrijeme da dode do stvaranja meke korone (48). Prema
tome, uzimajuéi u obzir da se manje Cestice brze krecu u otopini u odnosu na velike zbog
Brownovog gibanja, moguce je da je kinetika reakcije izmedu proteina i malih NP bila brza,
Sto je uzrokovalo stvaranje gusc¢e proteinske korone u kraéem vremenskom razdoblju

(193,194).

Kada promatramo utjecaj povrSinskog omotaca, mozemo primijetiti da je najmanja
koncentracija proteina izmjerena na PEG stabiliziranim sfericnim NP, $to se mozZe pripisati
njegovom svojstvu biokompatibilnosti. Kao $to je prethodno spomenuto, hidrofilnost PEG
uzrokuje elektrostaticko odbijanje proteina na povrsini NP (167,168). To se dobro slagalo s
prethodno objavljenim rezultatima od Runa i sur. prema kojima je manja koncentracija proteina

izmjerena na PEG stabiliziranim AuNP u odnosu na ,,gole® AuNP (178).

Vazno je istaknuti da je najveca koncentracija proteina izmjerena na povrsini AUNR u
odnosu na sferi¢ne i prizmi¢ne AuNP iste veli¢ine i povrSinske strukture. Takve rezultate
moguce je objasniti zbog njihove cilindri¢ne, odnosno dvodimenzionalne strukture, koja moze
omoguciti vecu gusto¢u proteina (160). Naime, moguce je da na zakrivljenoj cilindri¢noj
povrsini Stapicastih AuNR, molekule PEG imaju viSe prostora za ,,Sirenje po povrsini, $to
smanjuje elektrostaticka odbijanja i pogoduje adsorpciji proteina (195). Medutim, zanimljivo
je istaknuti da su konstante vezanja za sva tri proteina bili najmanje kod ove vrste NP u
usporedbi sa sfericnim 1 prizmi¢nim NP, §to bi moglo ukazivati da iako je u ovom slucaju
afinitet vezanja slab, gustoca pakiranja proteina je bolja. Suprotno nasim rezultatima, Gracia-
Alvarez i sur. pokazali su da su u koroni AuNPr izmjerene veée koncentracije proteina u
usporedbi sa Stapicastim AuNR iste veli¢ine (196). Takoder, u navedenom istrazivanju
dobiveno je, da je veca koncentracija proteina izmjerena na povrsini velikih u odnosu na male

prizmicne NP, §to je bilo u skladu s nasim rezultatima.

Koncentracija proteinske korone odredena je 1 nakon inkubacije pojedinacnih proteina

s NP, a dobiveni rezultati su prikazani na Slici 34.
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Slika 34. Koncentracija proteina (c) izolirana s povrsine razli¢itih AGNP i AuNP nakon njihove
inkubacije s govedim serumskim albuminom (BSA), glikoziliranim transferinom (glikoTRF) i
neglikoziliranim transferinom (ne-glikoTRF) u koncentracijama od 20 g/L pri 25 °C u
ultracistoj vodi (pH = 5,68). Rezultati su dati kao srednje vrijednosti dobivene iz 3 neovisna

mjerenja, a standardna devijacija prikazana je trakama pogreSaka.
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Kada promotrimo rezultate dobivene za sSPVPAgNP i IPVPAgNP, mozemo primijetiti
da su izmjerene sli¢ne koncentracije BSA na obje vrste NP. Isti rezultati dobiveni su i za ne-
glikoTRF, dok se koncentracija glikoTRF povisila kod manjih NP, odnosno sPVPAgNP. Osim
za navedene NP, utjecaj veli¢ine se moze promotriti i usporedbom CIT stabiliziranih AuNP
razli¢itih veli¢ina. Zanimljivo je da se koncentracija proteina povisila s veli¢inom kod
glikoTRF, dok je koncentracija ne-glikoTRF bila gotovo ista kod sve tri vrste CITAuNP kada
uzmemo u obzir vrijednosti standardnih devijacija. Koncentracija glikoTRF je bila najmanja
kada usporedimo s koncentracijama dobivenima za BSA i ne-glikoTRF, $to je bilo u skladu s
rezultatima dobivenima za udjele proteina u proteinskoj koroni, gdje je takoder najmanji udio
dobiven za glikoTRF na povr$ini mCITAuNP i ICITAuUNP, kako je opisano dalje u ovom
poglavlju. Medutim, ICITAuNP je izazvao i najveée promjene u strukturama svih proteina te
su manje koncentracije proteina na povrsini ovih NP bile o¢ekivane. Zanimljivo je primijetiti
da je kod usporedbe AgNP i AUNP iste veli¢ine, povrSinske strukture i oblika, veca
koncentracija proteina odredena na povrsini AgNP, Sto je bilo u suprotnosti s rezultatima
dobivenima kod smjese svih proteina. Vecéa koncentracija izmjerena je na povrsini GSHAgNP,
CITAgNP te PEGAgNP, u odnosu na GSHAUNP, ICITAUNP i PEGAUNP za sve vrste
proteina, osim ne-glikoTRF kod kojeg je veca koncentracija pronadena na povr§ini PEGAuNP,
u odnosu na PEGAgNP. Kada se promotri utjecaj povrSinske strukture NP, odnosno kada se
usporede rezultati izmedu IPVPAgNP, CITAgNP i PEGAgNP, mozemo primijetiti da je
najmanja koncentracija glikoTRF i ne-glikoTRF izmjerena na povrSini PEGAgNP, Sto
odgovara prethodnim rezultatima. Takoder, visoke koncentracije svih proteina dobivene su na
povrsini GSHAgNP sto je bilo u skladu s dobivenim logKy vrijednostima. O¢ito je da GSH na
povrsini NP nije sprije€io daljnje vezanje proteina, $to je moguce objasniti ukoliko je doslo do

njegove zamjene s ispitivanim proteinom.

Usporedujuci glikoTRF i ne-glikoTRF moze se primijetiti da je kod svih CIT
stabiliziranih NP, koncentracija ne-glikoTRF bila veca. Takvi rezultati su bili u skladu s
prethodno dobivenim rezultatima za afinitete vezanja i udjele pojedinih proteina u proteinskoj
koroni, sto je dodatno potvrdilo moguéi utjecaj negativno nabijenih glikana na povrsini
glikoTRF na interakciju s negativno nabijenim NP. S druge pak strane, ve¢e koncentracije
glikoTRF izmjerene su na povrsini neutralnih PVPAgNP u odnosu na ne-glikoTRF. Takvi
rezultati su dobiveni i u slu¢aju GSHAgNP, iako je vrijednost logKy dobivena interakcijom
ovih NP i glikoTRF bila manja. Promatraju¢i koncentracije izmjerene na povrsini razli¢itih

oblika PEG stabiliziranih AuNP, moze se primijetiti da su na povrsini svih NP izmjerene vece
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koncentracije ne-glikoTRF u odnosu na glikoTRF, osim u slu¢aju SPEGAuNPr. Medutim,

vrijednost standardne devijacije je bila velika u ovom slucaju za glikoTRF.

Nadalje, udio pojedinog proteina u proteinskoj koroni odreden je nakon inkubacije
pojedina¢nog NP sa smjesom proteina, te su rezultati prikazani kao postotak pojedinog proteina
u odnosu na ukupnu koncentraciju proteinske korone i prikazani su na Slici 35. Dobiveni
rezultati pokazali su razliciti sastav proteinske korone ovisno o vrsti NP. Bitno je naglasiti da
je prilikom interpretacije rezultata potrebno uzeti u obzir rezultate afiniteta vezanja i
konformacijskih promjena proteina. Budu¢i da su koncentracije proteina u reakcijskoj smjesi
bile iste, prema Vromanovom ucinku, najveci udio u koroni bi trebao imati onaj protein kod
kojeg su izmjerene najvece logKp vrijednosti. Takoder, u obzir treba uzeti i promjene

sekundarne strukture proteina (177).
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sPEGAuNPr
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Slika 35. Udio govedeg serumskog albumina (BSA), glikoziliranog transferina (glikoTRF) i
neglikoziliranog transferina (ne-glikoTRF) u proteinskoj koroni izoliranoj s povrsine razli¢itih
AgNP i AuNP nakon inkubacije pri 25 °C u ultracistoj vodi (pH = 5,68). Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti dobivene iz 3 neovisna mjerenja, a standardna devijacija prikazana je

trakama pogreSaka.

Za procjenu utjecaja povrsinske strukture na stvaranje proteinske korone, potrebno je
analizirati rezultate udjela proteina na povrsini AgNP stabiliziranih s PVP, CIT i PEG. Udio
svakog proteina pronaden u koroni PEGAgNP bio je gotovo jednak. S druge pak strane, kod
CIT AgNP izmjeren je najveci udio BSA, a gotovo isti udio glikoTRF i ne-glikoTRF. Najveci
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udio ne-glikoTRF u odnosu na BSA i glikoTRF izmjeren je u koroni IPVPAgNP. Rezultati
ukazuju na utjecaj povrsinskog omotaca na sastav proteinske korone. U skladu s istrazivanjem
provedenim od strane Shannahan i sur. primjecen je porast udjela BSA u koroni s poveéanjem
veli¢ine NP (197). Takav porast je primije¢en kod PVPAgNP, ali i kod CITAUNP. Ipak, oba
transferina pokazala su obrnuti trend na temelju veli¢ine za iste NP. Povecao se udio glikoTRF,
a smanjio ne-glikoTRF u koroni PVPAgNP s veli¢inom, dok je suprotan trend uocen za
CITAuUNP. Takav trend uocen je za glikoTRF kod prethodno opisanih rezultata za logKy
vrijednosti. Naime, afiniteti vezanja za glikoTRF su se smanjivali s pove¢anjem veli¢ine
CITAuUNP. Udio oba transferina na povrSini ICITAuNP je bio najmanji kada se rezultati
usporede s drugim NP. Takvi rezultati su bili ocekivani, budu¢i da su se promjene u
sekundarnoj strukturi oba transferina pokazale znac¢ajnima prilikom interakcije s ovom vrstom
NP, $to sugerira da oba transferina moraju pro¢i znac¢ajnu konformacijsku promjenu kako bi se
vezali na povrSinu NP. U koroni AuNP razli¢itog oblika izmjerene su razli¢ite koncentracije
sva tri proteina. Najveci udio BSA pronaden je na povrsini AUNR u usporedbi sa sferi¢nim i
prizmi¢nim NP. Bewersdorffu i sur. su objavili istrazivanje na PEG stabiliziranim AuNP
razli¢itih oblika (186). Njihovi rezultati su pokazali da se udio humanog serumskog albumina
u proteinskoj koroni povecao na NR u usporedbi sa NP i NPr, §to se slagalo s rezultatima
dobivenima u ovom doktorskom radu. Rezultati su pokazali da se udio glikoTRF povecao na
povrsini PEGAUNP na temelju njihovog oblika s trendom, sfere < Stapi¢i < prizme. Udio
glikoTRF povecao se na povrsini prizmic¢nih u odnosu na stapic¢aste NP, $to je bilo u skladu s
dobivenima logKp vrijednostima kod interakcije glikoTRF i ovih vrsta NP. Udio ne-glikoTRF
je bio najveci na povrsini sferi¢nih AUNP u odnosu na glikoTRF i BSA, iako je afinitet vezanja
za PEGAUNP bio slabiji u odnosu na PEGAUNR i PEGAuUNPr. Medutim, udio ne-glikoTRF
se smanjio u proteinskoj koroni NR u odnosu na NPr, §to je bilo u skladu s dobivenim logKy

vrijednostima.

Uzimajuci u obzir navedene rezultate jasno je da prisustvo glikana na povrSini proteina
znacajno utjece na njihovu interakciju s NP. Rezultati takoder ukazuju na drugacije ponaSanje
pojedinacnih proteina u odnosu na smjesu proteina. Takoder, prilikom ispitivanja stvaranja
proteinske korone, a posebno ispitivanja kompetitivnog vezanja proteina na povrsinu NP,
potrebno je uzeti u obzir afinitete vezanja, kao i promjene strukture proteina do kojih dolazi
prilikom interakcije s nanopovr§inom. Prema tome, mozemo zakljuditi da na Stvaranje
proteinske korone utjece veliki broj ¢imbenika kao Sto su povrSinska struktura, veli¢ina i oblik

NP, te priroda proteina i status glikozilacije.
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moguce je zakljuditi sljedece:

e |[spitane vrste NP stabilnije su u ultracistoj vodi u odnosu na medije vec¢ih
ionskih jakosti, kao Sto su ALF i AGF u kojima dolazi do destabilizacije,
agregacije i otapanja NP. Agregacija i otapanje NP dogadaju se u DMEM
mediju, pri ¢emu prisutnost proteina sprjecava te procese i osigurava koloidnu
stabilnost NP uslijed stvaranja proteinske korone na njihovoj povrsini.

e Vezanje proteina na povr§inu NP povecéava njihov hidrodinamicki promjer i {
potencijal NP.

e Glikozilacijski status proteina i fizikalno-kemijska svojstva NP utjecu na jakost
vezanja proteina na nanopovrsSinu, kao i na promjene sekundarne strukture
proteina. Statisticka analize podataka pokazuje da:

o pozitivnije vrijednosti ¢ potencijala dovode do slabijeg vezanja
glikoTRF na NP, dok je jakost vezanja ne-glikoTRF na NP neovisna o
vrijednosti  potencijala;

o neglikozilirani proteini ne-glikoTRF i BSA pokazuju sli¢ne promjene u
strukturi a-uzvojnica nakon vezanja za istu vrstu NP, odnosno promjene
o-uzvojnica u njihovim strukturama pozitivno koreliraju;

o veca vrijednost specificne povrSine NP manje utjee na promjene u
strukturi B-ploca ne-glikoTRF, dok su promjene struktura B-ploca
glikoTRF neovisne o vrijednostima specifi¢ne povrSine NP.

e Koncentracija i sastav proteinske korone na povrSini NP ovise 0 njihovoj
povrSinskoj  strukturi i obliku te glikozilaciji proteina, o0dnosno

prisutnosti/odsutnosti glikana na proteinu.

Dobiveni rezultati potvrdili su hipotezu da prisutnost glikana na povrsini transferina
znacajno utjece na interakcije S NP. Takoder, potvrden je utjecaj fizikalno-kemijskih svojstava
NP na navedene interakcije. Takvi rezultati pridonose razumijevanju mehanizama na nano-bio

sucelju $to je bitno U razvoju novih, sigurnijih i u¢inkovitijih NP u biomedicinske svrhe.
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Slika 36. Raspodjela hidrodinamickog promjera razli¢itih AgNP i GSHAuNP prema

intenzitetu rasprSenog zracenja. Sva mjerenja su provedena pri 25 °C i koncentraciji NP od 10
mg metala/L u ultracistoj vodi (pH = 5,68).
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Slika 37. Raspodjela hidrodinamic¢kog promjera razli¢itih AuNP prema intenzitetu rasprSenog

zraenja. Sva mjerenja su provedena pri 25 °C i koncentraciji NP od 10 mg metala/L u
ultracistoj vodi (pH = 5,68).
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Slika 38. Promjene strukturnih znacajki govedeg serumskog albumina (BSA), glikoziliranog

transferina (glikoTRF) i neglikoziliranog transferina (ne-glikoTRF) uslijed interakcije s

razli¢itim AuNP u koncentracijama od 10 uM i 50 uM u usporedbi s nativnom konformacijom
proteina u ultracistoj vodi (pH = 5,68) pri 25 °C.
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Slika 39. Promjene strukturnih znacajki govedeg serumskog albumina (BSA), glikoziliranog

transferina (glikoTRF) i neglikoziliranog transferina (ne-glikoTRF) uslijed interakcije s

razli¢itim AgNP u koncentracijama od 10 uM i 50 uM u usporedbi s nativnom konformacijom

proteina u ultracistoj vodi (pH = 5,68) pri 25 °C.

114
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AAS atomska apsorpcijska spektroskopija (engl. atomic absorption spectroscopy)
ACN acetonitril

AGF umjetna zelucana tekucina (engl. artifical gastric fluid)

AgNP nanocestice srebra

ALF umjetna lizosomalna tekuéina (engl. artificial lysosomal fluid)

AOT natrijev bis (2-etilheksil) sulfosukcinat

APS amonijev persulfat

AuUNP nanocCestice zlata

BCA bicinkoni¢na kiselina (engl. bicinchoninic acid)

BSA govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

CD cirkularni dikroizam (engl. circular dichroism)

CDGs kongenitalni poremecaji glikozilacije (engl. congenital disorders of

glycosylation

CIT citrat

CSF cerebrospinalna tekucina (engl. cerebrospinal fluid)

du hidrodinamicki promjer

DLS dinamicko rasprsenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering)

DMEM komercijalni stani¢ni medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium)

drem primarni promjer dobiven iz TEM slika

ELS elektroforetsko rasprsenje svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering)

ER endoplazmatski retikulum

FRET fluorescencijski rezonancijski prijenos energije (engl. fluorescence resonance

energy transfer)

GA Golgijev aparat
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PEG
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PVP
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SDS

SDS-PAGE
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SSA
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TEMED
TR
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UV-Vis

glikozilirani transferin

glutation

humani serumski albumin (engl. human serum albumin)
izoelekti¢no fokusiranje

logaritamska vrijednost konstante vezanja

neglikozilirani transferin

nanomaterijali (engl. nanomaterials)

nanocestice (engl. nanoparticles)

puferirana fizioloSka otopina (engl. phosphate buffer solution)
polietilen glikol

e-poli-L-lizin

polivinilpirolidon

reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen spcecies)
natrijev dodecil sulfat

denaturiraju¢a poliakrilamidna gel elektroforeza (engl. sodium dodecyl

sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)

povrsinska plazmonska rezonancija (engl. surface plasmon resonance)
specifi¢na povrSina (engl. specific surface area)

trifluorooctena kiselina

transmisijska elektronska mikroskopija (engl. transmission electron

microscopy)
tetrametiletilendiamin
transferinski receptor

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. ultra performance liquid

chromatography)

ultraljubicasto — vidljiva spektroskopija (engl. ultraviolet- visible absorption)
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INTERAKCIJE NANOCESTICA SREBRA I ZLATA RAZLICITIH VELICINA, OBLIKA I
POVRSINSKIH STRUKTURA S PROTEINIMA RAZLICITOGA GLIKOZILACIJSKOGA STATUSA

RINEA BARBIR

Za biomedicinsku primjenu nanocestica (NP) nuzno je poznavati mehanizam njihove interakcije s bioloskim
sustavima. Ovaj rad istrazuje interakcije NP s proteinima koje dovode do stvaranja proteinskog sloja na povrsini
NP tzv. proteinske korone, $to znatno utjece i na svojstva NP i na bioloski sustav. U dosada$njim istrazivanjima
nano-bio interakcija zanemarena je uloga glikana, koji su prisutni u strukturi ve¢ine proteina. Cilj istraZivanja bio
je utvrditi kako veli¢ina, oblik te povrSinska struktura NP srebra i zlata utje¢u na prirodu i mehanizam njihove
interakcije s proteinima razliCitoga glikozilacijskoga statusa koriStenjem modela glikoziliranog transferina
(glikoTRF) iz humanog seruma i neglikoziliranog rekombinantnog humanog transferina (ne-glikoTRF). Istrazen
je utjecaj fizikalno-kemijskih svojstava NP na jakost vezanja s proteinima, promjene sekundarnih struktura
proteina te sastav proteinske korone. Istrazivanje je provedeno i na govedem serumskom albuminu (BSA) kako
bi se dobiveni rezultati mogli usporediti s drugim istrazivanjima koja uglavnom koriste BSA model. Ionska jakosti
i pH bioloskog medija znacajno su utjecali na koloidnu stabilnost NP, dok je stvaranje proteinske korone
stabiliziralo NP. Utvrdeno je da su jakost vezanja proteina na NP i promjene sekundarne proteinske strukture
ovisni ne samo o veli¢ini, obliku i povrsinskoj funkcionalizaciji NP, nego i o prisutnosti glikana na proteinima.
Struktura B-plo¢a znacajnije se promijenila vezanjem ne-glikoTRF na NP manje specificne povrSine, §to nije
primijeéeno za glikoTRF. Fizikalno-kemijska svojstva NP te glikozilacija proteina utjecali su i na sastav i
koncentraciju proteinske korone na povrsini NP. Dobiveni rezultati isticu vaznost glikozilacije proteina za nano-
bio interakcije, §to zajedno s potvrdenom ulogom fizikalno-kemijskih svojstava NP na te interakcije, pridonosi
razumijevanju uc¢inka NP na bioloSke sustave te se moze koristiti u razvoju novih dijagnostic¢kih, prognostickih i
terapijskih nanoalata.
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INTERACTIONS BETWEEN SILVER AND GOLD NANOPARTICLES OF DIFFERENT SIZES,
SHAPES AND SURFACE STRUCTURES WITH PROTEINS OF DIFFERENT GLYCOSYLATION
STATUS
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For the biomedical application of nanoparticles (NPs) it is necessary to know the mechanism of their interaction
with biological systems. This work was focused on the interactions of NPs with proteins, which lead to the
formation of a protein layer on the surface of NPs so called protein corona which significantly affects both the
properties of NPs and the biological system. In previous studies of nano-bio interactions, the role of glycans,
which are present in the structure of most proteins, has been neglected. The aim of the study was to determine
how the size, shape and surface structure of silver and gold NPs affect the nature and mechanism of their
interaction with proteins of different glycosylation status using models of glycosylated transferrin (glycoTRF)
from human serum and non-glycosylated recombinant human transferrin (non-glycoTRF). The influence of
physicochemical properties of NPs on the strength of protein binding, changes in the secondary structures of
proteins and the composition of the protein corona was investigated. The study was also performed on bovine
serum albumin (BSA) so that the obtained results could be compared with other studies that mainly use the BSA
model. The ionic strength and pH of the biological medium significantly affected the colloidal stability of NPs
whereas the formation of the protein corona stabilized them. It was found that the strength of protein binding to
NPs and changes in secondary protein structure depend not only on the size, shape and surface functionalization
of NPs, but also on the presence of glycans on proteins. The structure of B-plates changed significantly by binding
non-glycoTRF to NPs of less specific surface area, which was not observed for glycoTRF. Physicochemical
properties of NPs and glycosylation of proteins also affected the composition and concentration of protein corona
on the surface of NPs . The obtained results emphasize the importance of protein glycosylation for nano-bio
interactions, which together with the confirmed role of physicochemical properties of NPs on these interactions,
contributes to understanding the effect of NPs on biological systems and can be used in the development of new
diagnostic, prognostic and therapeutic nanotools.
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