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SAŽETAK 

 

Nanotehnologija danas ima ulogu rastuće važnosti u razvoju novih industrijskih i 

medicinskih proizvoda. Nanočestice srebra (nanoAg) jedne su od najviše istraživanih tipova 

nanomaterijala za potencijalnu primjenu u medicini zbog svojih izraženih antimikrobnih svojstava. 

Njihova uporaba u medicinskom kontekstu ograničena je zbog štetnog utjecaja kojeg mogu imati 

na ljudske stanice  i tkiva. Iako je toksičnost nanočestica srebra dobro poznata i istražena, manjkaju 

informacije o kombiniranim biološkim učincima nanoAg i drugih materijala ili nanomaterijala. Za 

razvoj novih,  sigurnih uređaja i pomagala u kojima se koristi nanoAg, nužno je ispitati zdravstvene 

rizike koji mogu nastati međudjelovanjem nanoAg i materijala koji se primjenjuju u tim 

proizvodima. Polistiren je biološki inertan materijal široke industrijske i medicinske primjene, te 

su zbog toga nanočestice polistirena (nanoPS) odabrane za ispitivanje učinka mješavina 

nanočestica na modelne stanice ljudskog imunosnog sustava, Jurkat i THP-1. Nanočestice su 

karakterizirane metodama atomske mikroskopije sila te dinamičkog i elektroforetskog raspršenja 

svjetlosti. Analiziran je utjecaj nanoAg i nanoPS na preživljenje stanica, pokretanje apoptoze, 

parametre oksidativnog stresa, oštećenje DNA, pokretanje upalnog odgovora te promjene 

mehaničkih svojstava stanica. Unos nanočestica vizualiziran je konfokalnim mikroskopom i 

kvantificiran protočnim citometrom. Pokazano je da nanoAg i nanoPS ne stupaju u interakcije u 

vodenoj suspenziji ili u staničnom mediju, te da su mješavine nanoAg i nanoPS imale štetniji 

učinak na stanice Jurkat i THP-1 nego pojedinačne vrste nanomaterijala. Ovi rezultati važan su 

doprinos razumijevanju učinaka nanomaterijala na ljudsko zdravlje i razvoju novih i sigurnih 

primjena nanotehnologije u medicini. 
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oksidativni stres, nanomehanika 

  



SUMMARY 

 

Background and aim: Nanotechnology has a role of growing importance in development of novel 

industrial and medical applications. Silver nanoparticles (nanoAg) are some of the most 

commercialized types of nanoparticles due to their excellent antimicrobial properties. However, 

their use in medical applications is limited by their toxicity to human cells and tissue. While 

potential dangers to human health posed by nanoAg are relatively well researched, far less 

information is available on combined effects of nanoAg with other types of materials or 

nanomaterials. In order to develop novel and safe nanoAg-enabled medical devices, it is crucial to 

understand whether their interactions with other types of nanoparticles pose an additional health 

hazard compared to nanoAg alone. Polystyrene is a widely used, material with various medical 

applications, and polystyrene nanoparticles (nanoPS) were used to test the effect of nanomaterial 

mixtures (nanoAg and nanoPS) on two human cell lines, Jurkat and THP-1.  

Methods: Silver nanoparticles were synthesized by reduction of silver nitrate in the presence of 

polyvinylpyrrolidone (PVP) as surface stabilizing agent. Nanoparticle size, shape and  potential 

were characterized by Dynamic (DLS) and Electrophoretic Light Scattering (ELS) techniques, and 

by Atomic force microscopy. Nanoparticle effects on Jurkat and THP-1 cells were assessed from 

perspectives of cell viability, oxidative stress cascade, immune response and mechanical 

properties. Flow cytometry was used to determine nanoAg and nanoPS influence on cell viability 

and induction of apoptosis as well as nanoparticle-induced DNA damage, and to quantify 

nanoparticle uptake in cells. Fluorescence-based assays were used to assess several parameters of 

oxidative stress – production of reactive oxygen species, changes in intracellular glutathione 

content and changes in mitochondrial membrane potential. Nanoparticle-induced immune response 

was determined by qPCR analysis of IL-6, IL-8, TNF, and IL-1 mRNA expression in treated 

cells. Changes in mechanical properties of nanoparticle-treated cells were assessed by Force 

spectroscopy measurements on an Atomic force microscope. Additionally, uptake and localization 

of nanoparticles was visualized on a confocal microscope. 

Results: nanoAg and nanoPS formed stable suspensions in cell culture media and did not interact 

or form agglomerates. Consequently, nanoparticles applied to cells exerted their biological effects 

independently and did not co-localize within Jurkat or THP-1 cells. Nanoparticle mixtures of non-



toxic nanoAg and nanoPS concentrations significantly reduced cell viability compared to 

individual nanoparticle treatments. Likewise, induction of oxidative stress and inflammatory 

cytokine expression was significantly elevated for combined nanoAg/nanoPS treatments. 

Significant DNA damage was determined for nanoAg treatment of both Jurkat and THP-1 cells, 

but the extent of DNA breakage was not increased by addition of nanoPS to nanoAg treatments. 

On the other hand, reduction in cell stiffness, which is indicative of changes in cytoskeletal 

structure, was evident for both Jurkat and THP-1 treatment with nanoAg and nanoPS, and the effect 

was exacerbated in combined nanoAg/nanoPS treatments. 

Conclusions: Combined nanoAg/nanoPS treatment of Jurkat and THP-1 cells resulted in 

augmented cytotoxicity, oxidative stress and inflammation in both cell types compared to 

individual treatments with either nanoAg or nanoPS. As the two nanoparticle types did not 

agglomerate or otherwise interact in suspension, and entered cells independently, their biological 

impact on Jurkat and THP-1 cells can be understood as additive effects of nanoparticle-induced 

oxidative stress, immune response, and downstream damage to cellular structures including DNA. 

These results present important considerations for development and use of nanoAg-enabled 

products, particularly in contexts where they can result in direct human exposure. 

 

Keywords: silver nanoparticles, polystyrene nanoparticles, cell biology, immune response, 

oxidative stress, nanomechanics 
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1. UVOD 

1.1 Nanočestice srebra i polistirena 

Nanomaterijali (engl. nanomaterials, NM) su prirodno ili umjetno proizvedeni materijali 

koji sadrže čestice, pojedinačne ili agregirane, kojima je jedna ili više dimenzija u rasponu između 

1 i 100 nm (1). Ova definicija obuhvaća velik broj materijala koji se razlikuju kemijskim sastavom, 

morfologijom i fizikalno-kemijskim svojstvima. Nanotehnologija je područje velikog 

istraživačkog interesa zbog posebnih svojstava NM kojim se razlikuju od rasutog (engl. bulk) 

materijala istog kemijskog sastava (2). Razvoj NM omogućio je velik napredak u raznim 

područjima istraživanja (3) i otvorio nove mogućnosti za industrijsku primjenu (4–6). Jedno od 

važnih područja primjene NM je medicina, te se danas već na tržištu i u kliničkoj uporabi nalaze 

različiti dijagnostički i terapijski sustavi koji sadrže NM (7–9). Neki od primjera su lipidne 

nanočestice s doksorubicinom kao antitumorska terapija (10, 11), nano-hidroksiapatit kao 

nadomjestak za koštano tkivo (12), i nanočestice željezovog oksida kao kontrastni agensi za 

ultrazvuk (13).  

Nanočestice srebra (nanoAg) jedne su od najviše komercijalno korištenih NM, sa širokom 

i raznolikom uporabom, primjerice kod pakiranja hrane, u antimikrobnim tekstilima, za uklanjanje 

plijesni, dezinfekciju vode i više (14). Medicina i zdravstvo predstavlja važno područje njihove 

primjene, posebice u suzbijanju jatrogenih infekcija u bolnicama (engl. hospital-acquired 

infections, HAI) (15–17). Osim toga, nanočestice srebra pokazuju potencijal za uporabu u 

medicinskim pomagalima kao što su zubni umetci i proteze, kateteri, endotrahealne tube i obloge 

za cijeljenje rana (18). Unatoč potencijalu nanoAg, primjena im je ograničena zbog njihove 

toksičnosti, koju treba uzeti u obzir pri razvoju novih aplikacija (19). Uzrok toksičnosti nanoAg su 

srebrni ioni koji se otpuštaju s površine nanočestica te uzrokuju stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta 

(engl. reactive oxygen species, ROS) i posljedično oštećenje staničnih membrana, proteina i 

nukleinskih kiselina (20). Toksičnost nanoAg ovisi o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima kao 

što su veličina, oblik,  potencijal, funkcionalne skupine vezane za površinu i stupanj agregacije, 

te zbog toga različiti oblici nanoAg mogu imati različit profil toksičnosti (21, 22). Iako je toksičnost 

nanoAg dobro poznata prepreka razvoju sigurnih medicinskih proizvoda, posebna kategorija rizika 

su ponašanje i učinci nanoAg u kontaktu s različitim tipovima materijala, kao što su polimerni 
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materijali u medicinskim pomagalima, tekstili, metali i sl. Kao i za različite vrste samih nanoAg, 

njihovo međudjelovanje s drugim vrstama materijala i potencijalnu toksičnost smjesa potrebno je 

ispitati za svaku pojedinu primjenu pomoću relevantnih in vitro i in vivo modela.  

Polistiren je bezbojna, kruta plastika sa širokom primjenom u industrijskim i komercijalnim 

proizvodima (23). Zbog svoje izdržljivosti i biokompatibilnosti, koristi se u istraživačke i 

medicinske svrhe u laboratorijskom priboru i dijagnostičkim instrumentima (23, 24). Također se 

koristi za izradu obloga za cijeljenje rana i umjetnih organa, npr. umjetne jetre (25, 26). Iako je 

otpornost polistirena na degradaciju dobro opisana (27), pokazano je da se površina polistirenskih 

materijala razgrađuje i otpušta čestice nanometarske veličine čak i pri blagim uvjetima (30° C u 

demineraliziranoj vodi) (28). Otpuštanje nanočestica s površine polistirena može predstavljati 

opasnost za ljudsko zdravlje jer je dokazano kako polistirenske nanočestice (nanoPS) u doticaju s 

leukocitima, posebno monocitima i makrofazima, utječu na njihovu enzimatsku aktivnost i 

stvaranje kisikovih radikala (29, 30). Za nanoPS također je pokazano da mogu uzrokovati oštećenja 

DNA, upalu, neurotoksičnost i karcinogenezu u drugim vrstama stanica (31, 32). Ovi podaci 

upozoravaju na potencijalnu degradaciju dugotrajnih implantata i drugih medicinskih pomagala 

koji sadržavaju polistiren unutar ljudskog tijela te potencijalne dugoročne opasnosti koju takvi 

materijali predstavljaju.  

Unatoč različitom sastavu i kemijskim svojstvima, nanoAg i nanoPS pokazuju sličnosti u 

svojim učincima na staničnoj razini. Kao što je opisano gore, oba tipa nanočestica mogu katalizirati 

proizvodnju slobodnih kisikovih radikala: nanočestice srebra i ioni otpušteni s njihove površine 

mogu sudjelovati u Fenton reakcijama ili redoks reakcijama kojima se katalizira stvaranje ROS-

ova (33, 34), dok polistirenske nanočestice uzrokuju stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta procesom 

foto-oksidacije (35). Međutim, za stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta uzrokovano polistirenom 

važniji je proces pokretanja upalnog odgovora koji uključuje stvaranje superoksidnih radikala i 

vodikovog peroksida kao staničnog obrambenog mehanizma (32, 36). Za cjelovitu analizu učinaka 

nanoAg i nanoPS na stanice stoga je potrebno ispitati ne samo stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta 

i posljedično oštećenje membrana i DNA, već i aktivaciju upalnog odgovora, napose u stanicama 

izravno uključenima u imunosni odgovor na unos nanočestica. Ovakav pristup, u kojem se 

oksidativni stres i upalni odgovor razmatraju kao međusobno isprepleteni procesi uzrokovani 

nanoAg i nanoPS, a ne kao neovisni parametri staničnog metabolizma, daje potpuniju sliku 
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interakcija nanočestica sa stanicama i neophodan je za primjenu NM u medicinskim pomagalima 

(37). 

1.2 Osnove ljudskog imunosnog sustava 

Ljudski imunosni sustav složen je skup organa, tkiva, stanica i proteina različitog podrijetla 

i funkcija čija je glavna zadaća zaštita organizma od patogena, parazita i drugih stranih tijela (38). 

Dijeli se na dvije velike sastavnice, urođenu i stečenu imunost, koje zajedničkim djelovanjem 

prepoznaju opasnosti za organizam, uklanjaju ih u kratkom roku i stvaraju protutijela koja 

osiguravaju još bržu i učinkovitiju reakciju u slučaju ponovljene izloženosti nekom patogenu (38–

40). Imunosni odgovor je sveobuhvatan pojam kojim se opisuje odgovor imunosnog sustava na 

izlaganje i prepoznavanje raznih patogena (bakterija, virusa, gljiva, parazita) te njihovo uklanjanje 

iz organizma. Pokretanje imunosnog odgovora uključuje različite vrste stanica, ne samo 

specijalizirane imunosne stanice kao što su neutrofili i limfociti, već i epitelne stanice na mjestu 

oštećenja tkiva ili ulaska patogena (41). U procesu odgovora organizma na sve vrste patogena i 

parazita, ključne uloge obavljaju makrofazi, kao jedna osnovnih sastavnica stanične imunosti, i T 

stanice, koje su svojim funkcijama većinom povezane sa stečenom imunošću (38). Međutim, 

stanična i stečena imunost višestruko su isprepletene i međusobno koordinirane, te se trebaju 

gledati kao jedna složena cjelina (42).    

1.3 Urođena imunost 

Urođena imunost evolucijski je stariji oblik imunosti, koji se zasniva na sposobnosti 

specijaliziranih stanica da prepoznaju molekularne obrasce karakteristične za raznolike patogene i 

pokrenu proces njihova uklanjanja, poglavito putem fagocitnih stanica (43). Karakteristične 

biomolekule za patogene nazivaju se molekulski obrasci povezani s patogenima (engl. pathogen-

associated molecular patterns, PAMP) koje prepoznaju receptori za prepoznavanje obrazaca (engl. 

pattern recognition receptor, PRR) prisutni na površini stanica imunosnog sustava kao što su 

makrofazi, ali i na drugim stanicama poput fibroblasta i epitelnih stanica (44, 45). S druge strane, 

signali oštećenja tkiva (engl. damage-associated molecular patterns, DAMP) su endogeni signali 

koje luče različiti tipovi stanica kao odgovor na oštećenja tkiva, koji također mogu pokrenuti 

imunosni odgovor, neovisno o prisutnosti patogena (45). Ove komponente urođene imunosti – 
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PAMP, DAMP i PRR – pokazuju velik stupanj evolucijske konzerviranosti i sličnosti u strukturi i 

funkciji kod velikog broja različitih vrsta (43). Jedna od najvažnijih obitelji PRR koje sudjeluju u 

imunosnom odgovoru su receptori nalik Toll-proteinu (engl. toll-like receptors, TLR) (46). TLR 

su membranski glikoproteini za koje je karakterističan strukturni motiv bogat leucinima (engl. 

leucine-reach-repeat, LRR) na ekstracelularnoj strani. Svaki od 12 članova proteinske obitelji TLR 

opisanih kod sisavaca specijaliziran je za određenu strukturu PAMP koje pokrivaju širok spektar 

izvanstaničnih i unutarstaničnih infekata, parazita i praživotinja (43). Vezanje liganda na ove 

receptore pokreće imunosni odgovor koji aktivira fagocitne stanice – lokalne tkivne makrofage, 

neutrofile te monocite koji krvotokom dolaze do mjesta upale i diferenciraju se u makrofage – što 

rezultira fagocitozom i uništenjem uzročnike upale (47).  

Važna odrednica urođene imunosti je sposobnost da vezanjem različitih patogena aktivira 

isti signalni put. Primjerice, pokazano je da se prepoznavanje bakterijskog lipopolisaharida (LPS) 

i dvolančane RNA (dsRNA) vrši preko različitih proteina TLR, ali da posljedična aktivacija 

signalnih puteva konvergira aktivacijom interferona tipa I koji rezultira transkripcijom istih gena u 

slučaju bakterijske (LPS), odnosno virusne infekcije (dsRNA) (48). Na taj je način urođena 

imunost kod ljudi, ali i kod drugih životinja i biljaka, prilagođena kako bi malim repertoarom 

proteina prepoznala i neutralizirala velik broj različitih patogena putem tkivnih fagocita (49).   

1.4 Stečena imunost 

Paralelno s evolucijom urođene imunosti, kod kralježnjaka je tijekom posljednjih 400 

milijuna godina evoluirao sustav stečene imunosti. Stečena imunost temelji se na specijaliziranim 

T i B stanicama, koje u tijeku svog sazrijevanja prolaze proces genske rekombinacije koja rezultira 

ogromnim brojem raznovrsnih površinskih receptora i proizvodnjom širokog spektra različitih 

protutijela (50). Za razliku od urođene imunosti gdje jedan TLR može prepoznati strukturne motive 

prisutne kod više različitih patogena, T i B stanice sposobne su prepoznati strukturne motive 

specifične za samo jednu vrstu patogena te proizvesti velik broj protutijela koja pospješuju njegovo 

uklanjanje. Osim toga, sustav stečene imunosti omogućuje tzv. imunosno pamćenje (engl. 

immunologic memory) koje omogućuje brz i efikasan odgovor organizma u slučaju ponovnog 

izlaganja nekoj vrsti patogena (38). Ove dvije značajke – izuzetno velik i fleksibilan repertoar 

receptora za prepoznavanje opasnih mikroorganizama te dugotrajna sposobnost pamćenja 
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prethodnih infekcija – nadopunjuju i unaprjeđuju odgovor urođene imunosti (42) te smanjuju 

oštećenja tkiva uzrokovana fagocitnim stanicama urođene imunosti kod teških i dugotrajnih 

infekcija (49).  

T i B stanice s jedinstvenim receptorima za prepoznavanje patogena (engl. T cell receptor, 

TCR, odnosno B cell receptor, BCR) migriraju tijelom kroz krvotok i limfni sustav, sve dok stanice 

sustava urođene imunosti ne signaliziraju prisutnost upale putem citokina (51). Po izlasku iz 

krvotoka i dolasku u tkivo iz kojeg se luče upalni signali, receptori na T stanicama prepoznaju i 

vežu peptidne fragmente patogena, koje na površini izlažu antigen-prezentirajuće stanice 

(makrofazi, dendritičke stanice) (38). S druge strane, B stanice sposobne su vezati nativne antigene 

koji sadrže i peptidne sljedove i ugljikohidratne domene (50). Osim navedenih receptora, brojne 

druge molekule na površini T i B stanica, kao i na površini antigen-prezentirajućih stanica, 

sudjeluju u pokretanju i regulaciji imunosnog odgovora. T i B stanice koje su putem svojih 

receptora prepoznale i vezale antigen aktiviraju se te preuzimaju uloge regulacije aktivnosti drugih 

stanica imunosnih sustava (CD4 pozitivne T stanice), direktnog inaktiviranja patogena (CD8 

pozitivne T stanice) te proizvodnje i lučenja protutijela (B stanice) (38, 50). Protutijela imaju 

nekoliko uloga u procesu upale: neutraliziranje patogena vezanjem na njihovu površinu, aktivacija 

proteina komplementa nakon vezanja patogena što dovodi do uništenja njihovih membrana, te 

olakšana fagocitoza patogena i pospješena prezentacija njihovih antigena na makrofazima i 

dendritičkim stanicama (42).  

Osim T i B stanica, brojne su druge stanice uključene u proces aktivacije stečene imunosti, 

kao i velik broj različitih proteina i drugih molekula, te čak i kratak pregled bitnih sastavnica 

stečene imunosti uključuje čitav spektar složenih i međusobno ovisnih interakcija koji uvjetuju 

uspješnost i brzinu imunosnog odgovora (38). Ipak, pokretanje upalnih reakcija oslanja se na 

mehanizme urođene imunosti koji potom aktiviraju T i B limfocite (42), te se potencijalna opasnost 

materijala i nanočestica u kontekstu upale može promatrati kroz aktivnost prvih efektora upalne 

kaskade – epitelne stanice na mjestu upale, makrofazi, neutrofili te cirkulirajući monociti koji se 

diferenciraju u makrofage. S druge strane, učinak stranih materijala i NM na T stanice može dati 

vrijedan uvid u promjene na razini regulacije i intenziteta imunosnog odgovora.     
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1.5 Monociti i makrofazi 

Monociti i makrofazi u ljudskom organizmu dijele zajedničko porijeklo, odnosno 

mijeloidne prekursorske stanice koje se nalaze u žumanjčanoj vreći (52). Tijekom embrionalnog 

razvoja, ove prekursorske stanice diferenciraju se u različite populacije tkivnih makrofaga u mozgu 

(mikroglija stanice), koži (Langerhansove stanice) i jetri (Kuppferove stanice) (52, 53). U 

međuvremenu, mijeloidne prekursorske stanice se u jetri diferenciraju u hematopoetske matične 

stanice te daljnjom diferencijacijom utemeljuju populacije tkivnih makrofaga u probavnom sustavu 

(makrofazi lamine proprie) i plućima (alveolarni makrofazi) (52, 53). Hematopoetske matične 

stanice tijekom daljnjeg razvoja koloniziraju koštanu srž i postavljaju temelje za hematopoezu 

tijekom ostatka života, koja uključuje održavanje populacije monocita koji cirkuliraju kroz 

krvožilni sustav (52, 54). Cirkulirajući monociti reagiraju na pro-upalne signale te iz krvotoka 

prelaze u upaljeno tkivo (53, 55, 56), gdje se diferenciraju u makrofage ili dendritičke stanice, ili 

zadržavaju monocitni fenotip uz preuzimanje uloge antigen-prezentirajućih stanica (54, 57). 

Monociti koji se diferenciraju u makrofage nakon ulaska u tkivo pridružuju se aktivnosti već 

prisutnih tkivnih makrofaga u uklanjanju uzročnika upale (53, 56).  

Makrofazi su jedna od najvažnijih komponenti urođene imunosti sa širokim rasponom 

uloga te imaju ključnu ulogu u razrješenju upale (58, 59) i cijeljenju rana (47). Njihova je osnovna 

zadaća fagocitoza izvanstaničnih i unutarstaničnih patogena, a sudjeluju u mobilizaciji, aktivaciji i 

regulaciji velikog broja drugih stanica imunosnog sustava (38). Iako je dugo prevladavalo mišljenje 

kako su makrofazi samo efektori imunosnog odgovora kojim upravljaju T i B stanice, novija 

istraživanja dala su uvid u mnoštvo uloga koje obavljaju u zdravom i upaljenom tkivu, te tkivu koje 

zacjeljuje (60, 61), kao njihovu izuzetnu plastičnost (62), sposobnost daljnje diferencijacije i 

specijalizacije (60), te čak i rudimentarni oblik imunosnog pamćenja (63). Populacije makrofaga u 

različitim tkivima eksprimiraju različite površinske biljege, koji prilagođavaju njihove funkcije 

ovisno o lokalnom mikrookolišu (38, 64). Međutim, neovisno o lokalizaciji u tkivu, svi makrofazi 

na svojoj površini eksprimiraju receptore TLR za prepoznavanje struktura patogena. (44). 

Aktivacija tih receptora potiče lučenje brojnih pro-upalnih citokina koji uključuju IL-1, TNF, 

IL-6 i IL-8, koji dalje potiču aktivaciju limfocita i neutrofila te pospješuju uklanjanje štetnih 

mikroorganizama (65, 66).  
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1.6 T stanice 

T stanice su ključna sastavnica stečenog imunosnog odgovora koje imaju sposobnost 

prepoznati gotovo neograničen broj antigena zahvaljujući rekombinaciji genetskih elemenata 

tijekom njihova sazrijevanja (38). Nastaju iz hematopoetskih matičnih stanica koštane srži koje 

migriraju u timus, gdje prolaze procese diferencijacije i selekcije, čija je svrha eliminacija T stanica 

koje reagiraju na antigene prisutne u tijelu (engl. self-reactive T cells) te pozitivna selekcija stanica 

koja osigurava da su sposobne vezati MHC kompleks za prezentaciju antigena (67). Tijekom 

njihova sazrijevanja u timusu također se odvija i rekombinacija genetskih elemenata receptora T 

stanica, pomoću koje T stanice dobivaju sposobnost ekspresije jedinstvenih receptora za izuzetno 

velik broj različitih antigena, što je neophodan preduvjet za stečenu imunost (68). Diferencijacijom 

u timusu nastaju dvije populacije T limfocita s različitim ulogama: CD4 pozitivne stanice, poznate 

i kao Th stanice (pomagačke T stanice, engl. T helper cells) i CD8 pozitivne stanice (citotoksične 

T stanice) (67). Th stanice reguliraju imunosni odgovor izlučivanjem širokog spektra citokina – 

IFN, TNF, TNF, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13 – kojima potiču druge stanice na 

uklanjanje unutar-staničnih patogena i izvan-staničnih parazita (69). U Th stanice također se 

ubrajaju i regulatorne T stanice (Treg stanice) čija je specifična uloga utišavanje imunosnog 

odgovora kako bi se ograničio njegov opseg i uklonila upala nakon uspješne eliminacije patogena 

(69). Osim toga, njihova je uloga i utišavanje auto-reaktivnih T stanica koje su izmakle selekciji u 

timusu te mogu doprinijeti autoimunim bolestima (38, 69). CD8 pozitivne stanice izvršavaju puno 

izravniju ulogu u upalnom odgovoru u odnosu na CD4 stanice, budući da je njihova primarna 

zadaća uništavanje stanica zaraženih virusnim, bakterijskim i praživotinjskim (lat. Protozoa) 

patogenima (70). Njihova je glavna zadaća pokretanje apoptoze u inficiranim stanicama putem 

dvaju mehanizama: i) izlučivanje perforina i granzima kojima stvaraju oštećenja u membranama 

inficiranih stanica i fragmentaciju njihove DNA, čime aktiviraju proces njihove apoptoze (71, 72) 

te vezanje receptora CD95 na membranama ciljnih stanica, što također pokreće programiranu 

staničnu smrt (70, 73). Nakon interakcije s antigen-prezentirajućim stanicama (engl. antigen-

presenting cells, APC) koji potiče njihovu aktivaciju i proliferaciju, broj CD8 pozitivnih limfocita 

naglo raste i pomaže u uklanjanju patogena, a nakon završenog upalnog odgovora dio aktiviranih 

CD8 pozitivnih limfocita prelazi u memorijske stanice koje pospješuju novi odgovor u slučaju 

infekcije istim patogenom (70). Zbog svojih sveobuhvatnih uloga u funkcioniranju imunosnog 
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sustava i utišavanju karcinogeneze, T stanice su i dalje aktualno područje istraživanja za razvoj 

novih terapija (74, 75). 

1.7 Citokini 

Komunikaciju i koordinaciju među različitim tipovima stanica tijekom upalnog procesa 

omogućuju citokini, regulatorni proteini različitih veličina i oblika koje izlučuju brojne vrste 

stanica kao što su neutrofili, monociti, makrofazi, B i T stanice, mastociti, epitelne stanice i druge 

(76, 77). Njihove uloge uključuju aktivaciju signalnih puteva i genske ekspresije, regulaciju razvoja 

i diferencijacije stanica imunosnog sustava, međustaničnu komunikaciju, i više (76). Učinci 

citokina su pleiotropni, što znači da njihovo vezanje na površinske receptore stanica može imati 

raznolike učinke, ovisno o vrsti stanica, koncentraciji citokina te prisutnosti i koncentraciji drugih 

citokina u istom mikrookolišu (76, 78). Zastupljenost različitih citokina u procesu upale nije 

jednaka, te neki citokini imaju više uloga i utječu na veći broj procesa u odnosu na druge. Među 

ključne citokine zadužene za provođenje i koordinaciju upalnog odgovora ubrajaju se interleukin-

6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), čimbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor  TNF) 

i interleukin-1 (IL-1) (79–82).  

IL-6 (Slika 1) je glikoprotein od 212 aminokiselina s mnogobrojnim ulogama u regulaciji 

upale, što je očito iz brojnih dodijeljenih imena prije nego je utvrđeno da su raznolike funkcije 

objedinjene u jednoj molekuli: naziv stimulacijski čimbenik B stanica 2 (engl. B-cell stimulatory 

factor 2, BSF-2) odnosio se na njegovu sposobnost diferencijacije aktiviranih B stanica, ime 

stimulacijski čimbenik hepatocita (od engl. hepatocyte-stimulating factor, HSF) dodijeljen je zbog 

poticanja sinteze proteina u jetri, a zbog antivirusnog učinka nalik interferonima nazvan je i 

interferon 2 (IFN-β2) (79, 83). Sinteza IL-6 pokreće se na mjestu lezije kao jedan od glavnih 

signala za pokretanje upalnog odgovora, nakon čega se transportira u jetru gdje pokreće sintezu 

širokog spektra proteina, uključujući C-reaktivni protein, fibrinogen, haptoglobin i 1-

antikimotripsin (83, 84). Daljnji učinci IL-6 su stimulacija T i B stanica, kao i fibroblasta i stanica 

koštane srži (83, 85, 86). Obzirom na brojne i raznolike funkcije u upalnom procesu, ekspresija IL-

6 često se analizira kao jedan od glavnih biljega pokretanja upalnog odgovora.  
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Slika 1. Kristalna struktura interleukina 6. Slika je preuzeta s web stranice RCSB Protein data 

bank (PDB) ID 1ALU (87). 

Kao i IL-6, IL-8 (Slika 2) je citokin kojeg izlučuju različite vrste stanica (limfociti, 

monociti, fibroblasti, epitelne stanice i druge) kao odgovor na bakterijske ili virusne infekcije, 

stanični stres, signale oštećenja tkiva (DAMP) ili na stimulaciju drugim pro-upalnim citokinima 

(80). Njegova je glavna uloga signalizacija cirkulirajućim neutrofilima kako bi prepoznali mjesto 

upale i otpustili lizosomalne enzime koji oštećuju bakterijske stanice i viruse, ali i okolno zdravo 

tkivo (88, 89). Osim neutrofila, IL-8 djeluje kao kemoatraktant i za makrofage, mastocite i 

dendritičke stanice, te potiče proliferaciju endotelnih stanica i angiogenezu (90, 91). Specifičnost 

IL-8 je velika promjena u razini ekspresije uslijed pokretanja upalnog odgovora. Dok je u zdravom 

tkivu vrlo teško detektirati njegovu prisutnost, njegova ekspresija može narasti i do 100 puta nakon 

stimulacije stanica drugim pro-upalnim citokinima (80). Također, IL-8 je prilagođen za dugotrajnu 

aktivnost tijekom upalnog procesa, obzirom na strukturu od samo 72 aminokiseline i relativnu 

otpornost na temperaturu, nizak pH i enzimatsku razgradnju, te je in vivo prisutan i aktivan 

nekoliko dana u području upale (92).   
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Slika 2. Kristalna struktura interleukina 8. Slika je preuzeta s web stranice RCSB Protein data 

bank (PDB) ID 1QE6 (93). 

TNF (Slika 3) je citokin sa širokim spektrom djelovanja kojeg izlučuju monociti, 

makrofazi, T i B stanice, fibroblasti, astrociti te epitelne stanice (94, 95). Ime je dobio prema 

sposobnosti izazivanja nekroze transplantiranih tumora u miševa (96), a njegova poveznica sa 

upalom zabilježena je kod ljudi već u 19. stoljeću, kad je William Coley zamijetio smanjenje 

tumora kod pacijenata izloženih bakterijskoj infekciji (97). Danas je poznata njegova ključna uloga 

u regulaciji urođene i stečene imunosti preko regulacije ekspresije drugih pro-upalnih citokina, kao 

što su IL-1, IL-6 i IL-8 (94, 98). Osim toga, TNF je jedna od prvih i najvažnijih signalnih 

molekula na mjestu upale te osim ekspresije citokina regulira i signalizaciju preko prostaglandina 

i čimbenika aktivacije trombocita (99, 100). Važnost ovog citokina za upalni odgovor također je 

očita iz evolucijske očuvanosti njegove strukture i funkcije, koja je ustanovljena otkrićem i 

analizom TNF homologa kod drugih kralježnjaka i beskralježnjaka (38).  
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Slika 3. Kristalna struktura čimbenika nekroze tumora . Slika je preuzeta s web stranice RCSB 

Protein data bank (PDB) ID 5MU8 (101). 

Interleukin-1 (IL-1) opisan je 1940.-ih godina kao supstanca koju luče aktivirani limfociti 

i koja izaziva simptome vrućice, te je tada nazvan pireksin ili endogeni pirogen (102). Daljnja su 

istraživanja pokazala da se ustvari radi o dva blisko povezana citokina, IL-1 i IL-1 (Slika 4), 

koji vežu iste receptore i aktiviraju slične signalne puteve (82, 103). Iako njihove aminokiselinski 

slijedovi imaju tek 27 % homologije, oba imaju vrlo sličnu trodimenzionalnu strukturu sačinjenu 

od 12 -ploča, što također objašnjava velike sličnosti u biološkoj aktivnosti (104). Kao i kod TNF, 

zbog širokog raspona bioloških učinaka dodijeljena su mu različita imena, ovisno o kontekstu u 

kojem je opisana njegova aktivnost: čimbenik aktivacije limfocita, endogeni leukocitni medijator, 

čimbenik mononuklearnih stanica, čimbenik aktivacije osteoklasta, katabolin i hemopoetin-1 

(105). Primarni proizvođači IL-1 citokina su monociti i makrofazi, a u manjoj mjeri luče ga i 

neutrofili, keratinociti, limfociti, fibroblasti, epitelne stanice te stanice glatkog mišićnog tkiva 

(105). Unatoč sličnostima u strukturi i funkciji IL-1 i IL-1, ključna je razlika u raspodjeli 

ekspresije ova dva proteina u tijelu: dok IL-1 prvenstveno izlučuju stanice mezenhimalnog 

podrijetla kao keratinociti te endotelne i epitelne stanice pluća i bubrega, ekspresija IL-1 

najznačajnija je u monocitima i makrofazima (105). Također, IL-1 je stalno eksprimiran u 

zdravim stanicama, iako se izlučuje samo u slučaju oštećenja stanica ili odgovora na vezanje pro-

upalnih citokina, dok je ekspresija IL-1 u zdravim makrofazima vrlo niska i značajno se podiže 
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samo u slučaju upale (105). IL-1 je stoga bolji pokazatelj pokretanja upalne kaskade u 

makrofazima u odnosu na IL-1, te je odabran kao jedan od upalnih biljega u ovom radu. 

 

 

Slika 4. Kristalna struktura interleukina 1. Slika je preuzeta s web stranice RCSB Protein data 

bank (PDB) ID 9ILB (106). 

 

1.8 Interakcije nanočestica i imunosnog sustava 

Nanočestice unesene u tijelo koje dođu u kontakt sa imunosnim sustavom mogu uzrokovati 

čitav niz različitih učinaka koje nije moguće utvrditi a priori, a mogu se ugrubo svrstati u pro-

upalne ili protuupalne promjene (107). Ključan korak koji određuje kakav će odgovor nanočestice 

izazvati je vezanje i aktivacija PRR na stanicama zaduženima za odgovor urođene imunosti, 

prvenstveno makrofazima (45). Kao i kod ostalih aspekata biološkog odgovora na nanočestice, 

njihova veličina, oblik i površinska svojstva utječu na prirodu i intenzitet imunosnog odgovora 

(107). Veličina nanočestica važan je parametar koji određuje njihov unos u stanice, interakcije sa 

sastavnicama imunosnog sustava i biodistribuciju in vivo, ali jačina staničnog odgovora na 

nanočestice nije u linearnoj ovisnosti o njihovoj veličini (108). Za oblik nanočestica pokazano je 

da utječe ne samo na kinetiku njihova unosa i ekskrecije, već i na lokalizaciju u tkivima (109). 

Svojstva površina nanočestica kao što su naboj i hidrofobnost također imaju značajan utjecaj na 
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unos nanočestica i njihove interakcije s komponentama imunosnog sustava prvenstveno zbog 

utjecaja na biomolekulsku koronu nanočestica (110). Biomolekulska korona, također poznata i kao 

proteinska korona, je sloj raznolikih biomolekula (poglavito proteina) koje nanočestice adsorbiraju 

na površinu tijekom cirkulacije u organizmu i ima presudan utjecaj na biološki identitet nanočestica 

i sve njihove interakcije u organizmu (111). Pokazano je da hidrofobnost površine nanočestica 

izravno utječe na sastav proteina koji se adsorbiraju, što posljedično može povećati ili smanjiti 

stanični unos nanočestica i posredno modulirati upalni odgovor (112). Zbog teškoće u 

predviđanjima sastava proteina i drugih biomolekula koje će se adsorbirati na površinu nanočestica 

pri njihovom ulasku u organizam, posljedični odgovor imunosnog sustava potrebno je analizirati 

zasebno za svaki tip NM ili njihovih smjesa.    

1.9 Oksidativni stres  

Kao što je gore navedeno za nanoPS, upalni odgovor usko je povezan s oksidativnim 

stresom: reaktivne kisikove vrste povećava ekspresiju transkripcijskog faktora NFB koji zatim 

potiče ekspresiju pro-upalnih gena (113), a upalni odgovor uključuje proizvodnju reaktivnih 

kisikovih i dušikovih vrsta koje mogu pridonijeti oksidativnom stresu (36). Kvantifikacijom 

proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta, kao i staničnih parametara odgovora na oksidativni stres, 

moguće je upotpuniti analizu interakcija nanočestica sa stanicama i potencijalnu opasnost po 

ljudsko zdravlje koju mogu prouzročiti. 

Oksidativni stres naziv je za stanje neravnoteže u oksidativnim (npr. reaktivne vrste kisika 

i dušika) i antioksidativnim staničnim mehanizmima (npr. superoksid dismutaza, glutation) u 

kojem prevladavaju oksidirajući faktori i uzrokuju oštećenje biomolekula i staničnih struktura 

(114). Reaktivne kisikove vrste zajednički je naziv za nusprodukte aerobnog staničnog mehanizma 

koji nastaju u mitohondrijima tijekom redukcije O2 u molekulu vode, a uključuju superoksidni 

anion (O2
•−), vodikov peroksid (H2O2) i hidroksilni radikal (OH•) (115). Štetne posljedice njihova 

stvaranja i reakcija s biomolekulama dobro su poznate i opisane u kontekstu raznih bolesti (116). 

Međutim, ROS-ovi igraju važnu ulogu i u normalnom staničnom metabolizmu kao prijenosnici 

signala i sastavnice regulatornih mehanizama (115). Osim toga, pokazano je da su ROS-ovi ključne 

komponente uništavanja patogena putem fagocita kao što su makrofazi i neutrofili, koji nakon 

fagocitiranja bakterijskih stanica proizvode H2O2 kako bi ih neutralizirali (117, 118). Stoga 
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normalni stanični metabolizam uključuje i regulaciju koncentracije reaktivnih vrsta kisika i dušika 

kako bi sudjelovale u funkcijama organizma, za što su zaduženi enzimi (superoksid dismutaza, 

glutation peroksidaza, katalaza) i druge molekule kao što su glutation, urična kiselina, askorbinska 

kiselina i -tokoferol (115, 119). Poremećaj u ravnoteži oksidativnih i anti-oksidativnih 

mehanizama zbog stvaranja ROS-ova može imati različite štetne učinke na stanični metabolizam i 

funkciju (Slika 5). 

 

Slika 5. Oštećenja staničnih struktura i promjene u funkciji stanica uzrokovane reaktivnim 

kisikovim vrstama. 

1.10 Modelne stanične linije Jurkat i THP-1 

Stanice Jurkat vrlo su često korišten model za istraživanje upalnog odgovora ljudskih T 

stanica i jedne su od ključnih staničnih linija na kojima je opisan proces aktivacije limfocita putem 

TCR (120). Glavni je motiv za uspostavljanje ove stanične linije bila potreba za stanicama koje 

pouzdano proizvode IL-2, kako bi se taj citokin mogao koristiti za održavanje kultura T stanica 

izoliranih iz ljudskog tkiva (120, 121). Međutim, stanice Jurkat dobivene ovom selekcijom 



 

15 
 

pokazale su se kao izuzetan model za proučavanje mehanizama provođenja izvanstaničnih signala 

putem površinskih receptora i posljedičnih aktivacija nizvodnih enzima (120). Iako postoje bitne 

razlike između stanične linije Jurkat i T stanica izoliranih iz ljudskog tkiva (122), stanice Jurkat 

pokazale su se kao prikladan model za proučavanje raznih aspekata biologije limfocita te su u ovom 

radu korištene za analizu toksičnosti NM.  

Stanice THP-1 dobivene su iz pacijenta s akutnom monocitnom leukemijom i koriste se 

kao model ljudskih cirkulirajućih monocita (123). Kao i primarni monociti iz kojih su nastale, 

stanice THP-1 posjeduju sposobnost diferencijacije u makrofage nakon stimulacije forbol 12-

miristat 13-acetatom (engl. phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA) (124). Usporedba stanica THP-

1 sa primarnim monocitima pokazala je kako su THP-1 pogodan model za proučavanje funkcija 

makrofaga, obzirom na odgovor na podražaj agensima kao što je LPS, aktivaciju signalnih puteva 

uključenih u upalni odgovor i ekspresiju biljega na površini stanica (125, 126). Makrofazi su 

primarni stanični tip zadužen za uklanjanje patogena, apoptotičnih stanica, staničnih ostataka i 

raznih vrsta stranih čestica (127, 128). Poznato je da se oko 95 % intravenozno primijenjenog NM 

nakuplja u jetri, slezeni ili bubrezima (129, 130), gdje su različite populacije makrofaga zadužene 

za njihovo uklanjanje iz organizma (131). Shodno tome, od velike je važnosti utvrditi odgovor 

makrofaga na izlaganje NM kako bi se shvatio njihov učinak na razini stanica i predvidjelo njihovo 

ponašanje na razini tkiva i organizma.   
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2. OBRAZLOŽENJE TEME 

 

Nanomaterijali omogućuju veliki napredak u području medicine, te su danas u kliničkoj 

uporabi različiti dijagnostički i terapijski sustavi koji sadrže takve materijale. Najviše korištene su 

nanočestice srebra (nanoAg), posebice u suzbijanju infekcija, te su sastavni dio brojnih medicinskih 

pomagala. Osim nanoAg u medicini se vrlo često koristi i polistiren, plastični polimerni materijal, 

zbog svoje izdržljivosti i biokompatibilnosti pri izradi dijagnostičkih instrumenata, obloga za 

cijeljenje rana te umjetnih organa. Uz svoje pozitivne karakteristike, bitno je napomenuti da je 

primjena ovakvih materijala ograničena radi mogućih toksičnih učinaka. Unatoč različitom sastavu 

i kemijskim svojstvima, nanočestice Ag i polistirena pokazuju sličnosti u učincima na staničnoj 

razini, budući da oba tipa nanočestica mogu katalizirati proizvodnju slobodnih kisikovih radikala. 

Obzirom na raširenost uporabe i dug životni vijek plastičnih materijala, te rastuću važnost nanoAg 

u medicini, moguća je njihova zajednička primjena u medicinskim pomagalima što bi dovelo do 

rizika izlaganja mješavini mikro- i nanočestica polistirena (nanoPS) i nanoAg otpuštenih s površine 

pomagala. Utjecaj nanoAg i nanoPS na stanice ljudskog imunosnog sustava slabo je istražen, a 

dosad u literaturi nije opisana interakcija smjese nanoAg i nanoPS na modelne stanične linije 

imunosnog sustava kao ni usporedba učinaka smjese s pojedinačnim tipom nanočestica.  

Svrha ovog rada je istražiti učinke  kombinirane primjene nanoAg i nanoPS na stanice 

humanog podrijetla. 

Osnovna hipoteza ovog rada je da se kombinirano djelovanje nanoAg i nanoPS na Jurkat i 

THP-1 stanične linije značajno razlikuje od bioloških učinaka pojedinačne primjene nanoAg i 

nanoPS.  Stoga je glavni cilj ove disertacije bio opisati djelovanje nanoAg, nanoPS i njihove smjese 

na modelne stanične linije za ljudski imunosni sustav, Jurkat i THP-1.  

Primjenom pojedinačnih nanoAg, nanoPS i njihovih kombinacija na odabrane stanične 

linije, ispitano je njihove djelovanje na različite aspekte staničnog metabolizma:  

1. Stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta i posljedični oksidativni stres u stanicama,  

2. Pokretanje upalnog odgovora i ekspresija povezanih citokina,  

3. Oštećenje staničnih i mitohondrijskih membrana,  

4. Lomovi molekula DNA,  
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5. Promjene u svojstvima citoskeleta i čvrstoći stanica.  

Ovi aspekti staničnih promjena objedinjeni su analizom apoptoze, odnosno programirane 

stanične smrti, i nekroze kao posljedica prevelikog opterećenja staničnih mehanizama za 

kompenzaciju oksidativnog stresa i oštećenja DNA. Također, kako bi se pobliže opisao utjecaj 

nanočestica na stanične funkcije i metabolizam i odredila njihova lokalizacija u stanici, unos 

nanočestica je vizualiziran te kvantificiran u usporedbi s negativnom kontrolom (netretiranim 

stanicama).  

Prije samog tretmana stanica Jurkat i THP-1 nanočesticama, analizirane su veličina, oblik 

i  potencijal nanoAg i nanoPS, te je ispitana njihova agregacija u čistoj vodi i staničnom mediju.  

 

Za ispunjavanje ovih ciljeva korištene su:  

1. Protočna citometrija (za analizu apoptoze, stanične smrti, oštećenja DNA i 

kvantifikaciju unosa nanočestica)  

2. Kvantitativna lančana reakcija polimeraze (za kvantifikaciju ekspresije gena povezanih 

s upalnim odgovorom) 

3. Eseji na mikrotitarskim pločicama za analizu biljega oksidativnog stresa 

4. Atomska mikroskopija sila (za analizu promjena citoskeleta) 

Ključan čimbenik u odabiru metoda za ovu disertaciju bio je problem interferencija 

nanočestica sa uobičajenim testovima koji se koriste u staničnoj biologiji (132, 133). Odabrane 

metode i tehnike smanjuju utjecaj nanočestica na očitanje eseja isključivanjem signala nanoAg i 

nanoPS na temelju veličine (protočna citometrija) ili provođenjem pokusa bez biljega koji bi mogli 

stupiti u interakciju s nanočesticama (atomska mikroskopija sila). Metode korištene u ovoj 

disertaciji koje koriste fluorescentne biljege prilagođene su na način da smanji doticaj nanočestica 

sa biljezima na najmanju moguću mjeru, kako bi rezultati pružili vjerodostojnu sliku staničnih 

procesa. Navedena prilagodba eseja prvenstveno uključuje smanjenje koncentracije nanočestica za 

provođenje tretmana (za eseje oksidativnog stresa) te korištenje minimalne količine uzorka kako 

bi se smanjila prisutnost nanočestica u postupku njegove obrade i analize (za kvantitativnu lančanu 

reakciju polimeraze). 
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Slika 6. Shematski prikaz provedbe pokusa disertacije. Pojedinačne nanočestice i njihove 

mješavine karakterizirane su obzirom na veličinu, oblik i  potencijal čestica. Stanice Jurkat i THP-

1 su zatim tretirane s nanoAg i nanoPS u rasponu koncentracija te su analizirani njihovi biološki 

učinci. 
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3. MATERIJALI  I METODE 

 

3.1 Sinteza i karakterizacija nanočestica 

Brojne metode za sintezu različitih tipova nanočestica razvijene su u istraživačkim 

laboratorijima koje se ugrubo mogu podijeliti u dva različita pristupa: sinteza „odozgo prema dolje“ 

(engl. top-down) kojom se makroskopske količine materijala smanjuju do veličine nanočestica, te 

sinteza „odozdo prema gore“ (engl. bottom-up) kojom se atomi, ili molekule grupiraju u 

nanočestice kemijskim ili fizikalnim procesima (134, 135). Prilikom sinteze nanočestica bottom-

up pristupom, koriste se razne površinski aktivne tvari ili polimeri čija je svrha održavanje 

stabilnosti nanočestica u suspenziji (136).  

NanoAg promjera 50 nm sintetizirane su redukcijom srebrovog nitrata (AgNO3, Alfa Aesar, 

Karlsruhe, Njemačka) pomoću glukoze (Kemika, Zagreb, Hrvatska) u lužnatom mediju, uz 

korištenje agensa za stabilizaciju poli(vinilpirolidona) (PVP, Sigma Aldrich,  Darmstadt, 

Njemačka). PVP je otopljen u 192 mL ultračiste vode u masenom udjelu od 0,3 %. Otopina je 

postavljena u vodenu kupelj, na IKA RCT magnetsku miješalicu s grijačem (IKA Werke, Staufen 

im Breisgau, Njemačka). Temperatura otopine održavana je između 30 i 40°C te je otopina 

miješana na 500-600 okretaja u minuti. Potom je u otopinu dodano 2,22 mL 90 mM AgNO3 i 0,133 

mL 35 % amonijaka (NH3, Kemika, Zagreb, Hrvatska). Nakon nekoliko minuta, u otopinu je 

dodano 4 mL 0,5 M glukoze i  0,6 mL 1 M natrijevog hidroksida (NaOH, Kemika, Zagreb, 

Hrvatska). Tako pripremljena reakcijska smjesa ostavljena je na konstantnom miješanju 30 min, 

zaštićena od svjetlosti. Sintetizirane nanočestice pročišćene su centrifugiranjem 20 min na 3 500 × 

g, u centrifugi Eppendorf 5810R (Eppendorf, Hamburg, Njemačka). Precipitat je re-suspendiran u 

ultra-čistoj vodi, nakon čega je pročišćavanje ponovljeno. Suspenzija nanočestica pohranjena je u 

mraku na 4°C. Koncentracija srebra u suspenziji nanočestica određena je metodom atomske 

apsorpcijske spektroskopije (AAS) na uređaju Perkin Elmer AAnalyst 600 (Perkin Elmer, 

Waltham, SAD). Kalibracija uređaja napravljena je pomoću standardne otopine srebra (1000 mg/L 

u 5 % HNO3) (Merck, Njemačka). 

Hidrodinamički promjer i zeta (ζ) potencijal nanočestica određeni su metodama 

dinamičkog i elektroforetičkog raspršenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering – DLS, 
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electrophoretic light scattering – ELS). Obje metode provedene su na uređaju Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments, Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo) korištenjem laserskog snopa svjetlosti 

valne duljine 532 nm. Mjerenja su provedena na 25°C. Za mjerenja DLS uzorci su razrijeđeni u 

ultračistoj vodi do koncentracije 10 mg/L i pipetirani u jednokratnu plastičnu kivetu (Sarstedt, 

Nümbrecht, Njemačka). Detekcija raspršenog zračenja provodila se pod kutom od 173°, te je 

hidrodinamički promjer dobiven iz volumne distribucije kao prosječna vrijednost 10 uzastopnih 

mjerenja. Za mjerenja ELS uzorci su razrijeđeni u ultračistoj vodi do koncentracije 10 mg/L i 

pipetirani u kivete za ELS mjerenja (Malvern Instruments, Malvern, UK). Za računanje ζ 

potencijala korištena je Henryjeva jednadžba sa Smoluchowskovom aproksimacijom, te je konačna 

vrijednost izražena kao prosječna vrijednost 3 uzastopna mjerenja. Rezultati su obrađeni pomoću 

Zetasizer softvera, verzija 6.32 (Malvern Instruments, Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo).  

Polistirenske nanočestice (nanoPS) promjera 20 nm s i bez fluorescentnog biljega 

nabavljene su od tvrtke Phosphorex (Hopkinton, SAD). Raspodjela veličina i ζ potencijal 

polistirenskih nanočestica kvantificirani su kako je opisano za nanoAg. 

3.2 Stanična kultura i diferencijacija stanica THP-1 iz monocita u makrofage 

Kao modelni sustav stanica imunosnog sustava korištene su komercijalno dostupne 

stanične linije nabavljene od tvrtke ATCC (Manssas, SAD): Jurkat (ATCC oznaka TIB-152) i 

THP-1 (ATCC oznaka TIB-202). Stanične su linije uzgajane u flasku T75 (Eppendorf, 

Njemačka), u mediju za stanične kulture RPMI 1640 (Sigma Aldrich, SAD) s 10 % volumnog 

udjela fetalnog goveđeg seruma (engl. fetal bovine serum, FBS, Sigma Aldrich, SAD) i 1 % 

volumnog udjela Anti/anti (mješavina antibiotika i antimikotika - 10,000 U/mL penicilina, 10 

mg/mL streptomicina and 25 μg/mL amfotericina B, Sigma Aldrich, SAD), na 37°C i 5 % CO2. 

Gustoća stanične suspenzije i postotak vijabilnih stanica bilježen je u razmacima od tri dana 

pomoću automatskog brojača stanica TC20 (BioRad, Hercules, SAD). Stanice su uzgajane dok 

nije postignuta gustoća stanica od 1×106 st/mL, nakon čega su nasađene u mikrotitarske pločice 

za pokus. Stanice Jurkat su nakon nasađivanja odmah bile spremne za pokus, dok su stanice 

THP-1 tretirane sa 100 nM otopinom forbol-12-miristat-13-acetata (engl. Phorbol-12-myristate-

13-acetate, PMA) u staničnom mediju te inkubirane 3 dana na 37°C i 5 % CO2. Uspješna 

diferencijacija stanica potvrđena je vizualnom inspekcijom na invertnom mikroskopu Olympus 
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CKX41 (Olympus, Tokyo, Japan), obzirom da stanice THP-1 tretirane sa PMA iz suspenzijskih 

prelaze u adherentni tip stanica. 

3.3 Stanično preživljenje i pokretanje apoptoze – protočna citometrija 

Protočna citometrija široko je rasprostranjena metoda kojom je moguće analizirati 

prisutnost površinskih ili unutarstaničnih proteina kod živih ili fiksiranih stanica. Odabirom 

prikladnih proteina za analizu moguće je ispitati velik broj parametara staničnog metabolizma i 

njihove promjene. U ovoj disertaciji, protočna citometrija korištena je za utvrđivanje stanične 

smrti, apoptoze i oštećenja genomske DNA. Kvantifikacija mrtvih stanica postignuta je 

obilježavanjem propidij jodidom, a apoptotične stanice identificirane su biljegom aneksin V-

fluorescein izotiocijanat (FITC). Propidij jodid veže DNA nekrotičnih stanica koje imaju propusne 

membrane, ali ne može proći kroz cjelovite membrane živih stanica te one ostaju neobilježene. 

Rekombinantni protein aneksin V koji na sebi nosi FITC veže fosfatidilserin koji je u zdravim 

stanicama prisutan na unutarnjoj strani stanične membrane, a njegova translokacija na vanjsku 

stranu stanične membrane koristi se kao biljeg apoptoze (137). Obzirom da aneksin V-FITC ne 

može proći kroz cjelovitu staničnu membranu, njime se obilježavaju samo apoptotične stanice. 

Stanice Jurkat i THP-1 nasađene su u pločice sa 12 jažica (Eppendorf, Njemačka), u 900 

L stanične suspenzije koncentracije 1,1×105 st/mL, u RPMI 1640 mediju s 10 % volumnog udjela 

fetalnog goveđeg seruma i 1 % volumnog udjela Anti/anti mješavine. Jurkat stanice su potom 

tretirane suspenzijama nanoPS u PBS-u i nanoAg u sterilnoj vodi. Koncentracije suspenzija 

nanočestica korištenih za tretman stanica navedene su u Tablici 1. Kontrolne stanice tretirane su sa 

100 L sterilne H2O. Pločice su inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO2, nakon čega su pripremljene 

za analizu na protočnom citometru koristeći kit Annexin V Assay (BioRad, SAD). Nakon 

inkubacije, stanice u suspenziji sakupljene su u tubice Eppendorf (Eppendorf, Njemačka) od 2 mL. 

Stanice su centrifugirane 5 min na 800 × g, nakon čega je supernatant uklonjen te su stanice re-

suspendirane u 1 mL puferirane fiziološke otopine (engl. phosphate-buffered saline, PBS). Zatim 

je ponovljen korak centrifugiranja, uklonjen je supernatant, te su stanice re-suspendirane u 195 L 

pufera za bojanje (engl. staining buffer) iz kita Annexin V Assay. U uzorke je dodano 5 L Annexin 

V-FITC reagensa, nakon čega su inkubirani 10 min na sobnoj temperaturi u mraku. Poslije 

inkubacije, uzorcima je dodano 1 mL pufera za bojanje te su centrifugirani 5 min na 800 × g. Nakon 
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centrifuge, stanice su re-suspendirane u 190 L pufera za bojanje te im je dodano 10 L propidij 

jodida iz kita Annexin V Assay. Stanice su inkubirane 10 min na sobnoj temperaturi u mraku, 

nakon čega su odmah analizirane na protočnom citometru Attune NxT (Thermo Fisher Scientific, 

SAD). Fluorescencija boje Annexin V-FITC pobuđena je laserom valne duljine 488 nm, a 

zabilježena na detektoru s emisijskim filterom 530/30 nm. Fluorescencija propidij jodida pobuđena 

je istim laserom, a zabilježena na detektoru s emisijskim filterom 695/40 nm. Bojanje sa Annexin 

V-FITC i propidij jodidom omogućilo je razlikovanje tri različite populacije stanica: žive stanice 

(negativne na obje boje), apoptotične stanice (pozitivne na Annexin V-FITC), te mrtve stanice u ili 

stanice u kasnoj apoptozi (pozitivne na obje boje). 

Stanice THP-1 su nakon završene diferencijacije tretirane s nanoPS, nanoAg i mješavinama 

NM u istim koncentracijama kao stanice Jurkat. Nakon 24-satne inkubacije sa nanočesticama, 

stanični medij iz jažica sakupljen je u Eppendorf tubice od 2 mL. Stanice su potom isprane sa PBS-

om (1 mL po jažici) te tretirane Trypsin-etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) otopinom (500 

L po jažici) (Sigma Aldrich, SAD). Pločice su inkubirane 5 min na 37°C i 5 % CO2 kako bi se 

djelovanjem Trypsin-EDTA otopine stanice odvojile od podloge. Nakon inkubacije, u jažice je 

dodano po 500 L staničnog medija (RPMI 1640 s 10 % v/v FBS i 1 % v/v Anti/anti), te je 1 mL 

stanične suspenzije sakupljeno iz jažica u Eppendorf tubice koje su sadržavale supernatante istih 

uzoraka. Stanice su obojane propidij jodidom i Annexin V-FITC reagensom te analizirane kako je 

opisano gore. Dobiveni rezultati analizirani su u programu FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, SAD). 
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Tablica 1. Koncentracije suspenzija nanočestica kojima su tretirane stanice Jurkat i THP-1 za 

pokuse protočne citometrije. n.p. – nanočestice nisu primjenjene u uzorku. 

Uzorak 

Završne koncentracije suspenzija nanočestica u jažicama  

nanoPS (mg/L) nanoAg (mg/L) 

1 1 n.p. 

2 10 n.p. 

3 50 n.p. 

4 100 n.p. 

5 250 n.p. 

6 500 n.p. 

7 n.p. 0,1 

8 n.p. 1 

9 n.p. 10 

10 n.p. 25 

11 n.p. 50 

12 n.p. 100 

13 1 1 

14 1 10 

15 1 50 

16 10 1 

17 10 10 

18 10 50 

19 100 1 

20 100 10 

21 100 50 

3.4 Kvantifikacija unosa nanočestica – protočna citometrija 

Unos nanočestica u stanice kvantificiran je metodom protočne citometrije, kojom se unos 

nanoAg može pratiti preko intenziteta postranično raspršene svjetlosti (engl. side-scatter light, 

SSC) u stanicama (138), a unos nanoPS preko intenziteta fluorescencije stanica. Stanice Jurkat i 

THP-1 nasađene su u pločice sa 12 jažica (Eppendorf, Njemačka), u 900 L stanične suspenzije 

koncentracije 1,1×105 st/mL, u RPMI 1640 mediju s 10 % volumnog udjela fetalnog goveđeg 

seruma i 1 % volumnog udjela Anti/anti mješavine antibiotika i antimikotika. Stanice Jurkat potom 

su tretirane suspenzijama fluorescentno obilježenih nanoPS u PBS-u i nanoAg u sterilnoj vodi. 

Koncentracije suspenzija korištenih za tretman stanica navedene su u Tablici 1. Kontrolne stanice 

tretirane su sa 100 L sterilne H2O. Pločice su inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO2, nakon čega su 
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pripremljene za analizu na protočnom citometru bez bojanja Annexin V-FITC kitom, kako 

fluorescentni signal nanoPS ne bi bio maskiran drugim fluorescentnim biljezima. Stanice Jurkat 

sakupljene su u tubice Eppendorf od 2 mL i centrifugirane 5 min na 800 × g, nakon čega je 

supernatant uklonjen te su stanice re-suspendirane u 1 mL PBS-a. Zatim je ponovljen korak 

centrifugiranja, uklonjen je supernatant, te su stanice re-suspendirane u 400 L PBS-a i analizirane 

na protočnom citometru. Fluorescencija obilježenih nanoPS pobuđena je laserom valne duljine 488 

nm, a zabilježena na detektoru s emisijskim filterom 530/30 nm. Za analizu intenziteta postranično 

raspršene svjetlosti korišten je laser valne duljine 488 nm za upadnu svjetlost te detektori bez 

emisijskih filtera postavljeni okomito na smjer zrake za sakupljanje signala. Intenzitet 

fluorescencije tretiranih stanica te intenzitet postranično raspršene svjetlosti uspoređeni su sa 

intenzitetima fluorescencije, odnosno raspršene svjetlosti netretiranih kontrola kako bi se postigla 

relativna kvantifikacija unosa nanoPS i nanoAg. 

Stanice THP-1 su nakon završene diferencijacije tretirane s nanoPS, nanoAg i mješavinama 

NM u istim koncentracijama kao stanice Jurkat. Nakon 24-satne inkubacije sa nanočesticama, 

stanični medij iz jažica sakupljen je u Eppendorf tubice od 2 mL. Stanice su potom isprane sa PBS-

om (1 mL po jažici) te tretirane Trypsin-EDTA otopinom (500 L po jažici) (Sigma Aldrich, SAD). 

Pločice su inkubirane 5 min na 37°C i 5 % CO2 kako bi se djelovanjem Trypsin-EDTA otopine 

stanice odvojile od podloge. Nakon inkubacije, u jažice je dodano po 500 L staničnog medija 

(RPMI 1640 s 10 % v/v FBS i 1 % v/v Anti/anti), te je 1 mL stanične suspenzije sakupljeno iz 

jažica u Eppendorf tubice koje su sadržavale supernatante istih uzoraka. Uzorci su analizirani na 

protočno citometru Attune Nxt kako je opisano za stanice Jurkat. Dobiveni rezultati analizirani su 

u programu FlowJo (FlowJo LLC, SAD). 

3.5 Oksidativni stres 

Kako bi se utvrdilo stvaranje ROS-ova uzrokovano tretmanom s nanoPS i nanAg te 

posljedičnih staničnih oštećenja, korištena su tri različita eseja: esej 2',7'-diklorofluorescein 

diacetat (DCFH-DA) korišten je kako bi se kvantificiralo stvaranje ROS-ova, esej 

monoklorobiman (mBCl) za analizu staničnog glutationa, pomoću eseja rodamin 123 (Rh123) 

utvrđen je integritet mitohondrijskih membrana stanica Jurkat i THP-1. Stanice Jurkat nasađene su 

u crne pločice sa 96 jažica (Corning, Glendale, SAD) u 100 L stanične suspenzije koncentracije 
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1,0×105 st/mL, u RPMI 1640 mediju s 10 % volumnog udjela fetalnog goveđeg seruma i 1 % 

volumnog udjela Anti/anti. Pločice su inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO2, nakon čega su 

centrifugirane 5 min na 800 × g. Nakon centrifugiranja, supernatant je uklonjen iz jažica i na stanice 

su dodane otopine fluorescentnih boja u PBS-u (100 L po jažici): 20 M diklorofluorescein 

diacetat (Sigma Aldrich, Njemačka), 50 M monoklorobiman (Fluka, Buchs, Švicarska) ili 0,1 M 

rodamin 123 (Sigma Aldrich, Njemačka). Boje su inkubirane 30 min na 37°C i 5 % CO2, nakon 

čega je ponovljen korak centrifugiranja od 5 min na 800 × g. Supernatanti su uklonjeni iz jažica i 

stanicama je dodan svježi stanični medij (RPMI 1640 s 10 % volumnog udjela fetalnog goveđeg 

seruma i 1 % volumnog udjela Anti/anti, 90 L po jažici), nakon čega su dodane suspenzije 

nanočestica. Suspenzije nanoAg su pripremljene u čistoj vodi, a suspenzije nanoPS u sterilnom 

PBS-u. Koncentracije suspenzija nanočestica kojima su tretirane stanice navedene su u Tablici 2. 

Za pozitivnu kontrolu titriran je tert-butil hidroksid (tbOH, Sigma Aldrich, Njemačka) u rasponu 

koncentracija od 50 M do 0,1 M tako da su pripremljene 10x koncentrirane vodene otopine 

tbOH (raspon koncentracija od 500 do 1 M), te je 10 L svake otopine dodano u jažice u triplikatu 

kako bi se postigla završna koncentracija. Stanice su tretirane 2 h na 37°C i 5 % CO2, nakon čega 

su centrifugirane 5 min na 800 × g te isprane dodavanjem 100 L sterilnog PBS-a po jažici. Nakon 

ponovljenog koraka centrifugiranja, stanicama je dodan svježi PBS te je fluorescencija pri 

ekscitacijskoj valnoj duljini od 485 nm i emisijskoj valnoj duljini od 535 nm snimljena na čitaču 

pločica Victor3 (Perkin Elmer, SAD).  

Stanice THP-1 nasađene su u crne pločice sa 96 jažica (Corning, Glendale, SAD) u 

koncentraciji 1,0×105 st/mL, u RPMI 1640 mediju s 10 % volumnog udjela fetalnog goveđeg 

seruma i 1 % volumnog udjela Anti/anti, nakon čega su tretirane sa 100 nM otopinom PMA u PBS-

u te inkubirane 3 dana na 37°C i 5 % CO2. Nakon završene diferencijacije, stanični medij je 

uklonjen, stanicama je dodan svježi stanični medij te su inkubirane sa otopinama fluorescentnih 

boja u PBS-u i tretirane nanočesticama i tbOH kako je opisano gore za stanice Jurkat. Intenzitet 

fluorescencije određen je pri ekscitacijskoj valnoj duljini od 485 nm i emisijskoj valnoj duljini od 

535 nm na čitaču pločica Victor3 (Perkin Elmer, SAD). 
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Tablica 2. Koncentracije suspenzija nanočestica kojima su tretirane stanice Jurkat i THP-1 za 

pokuse protočne citometrije. n.p. – nanočestice nisu primjenjene u uzorku. 

 Završne koncentracije suspenzija nanočestica u jažicama (mg/L) 

Uzorak nanoPS (mg/L) nanoAg (mg/L) 

1 10 n.p. 

2 100 n.p. 

3 n.p. 1 

4 n.p. 10 

5 1 1 

6 1 10 

7 10 1 

8 10 10 

 

3.6 Oštećenje DNA 

Kako bi se utvrdila oštećenja staničnog genoma uzrokovanog tretmanom s nanoPS i 

nanoAg, korišteno je protutijelo specifično za H2AX konjugirano sa fluorescentnom bojom Alexa 

Fluor 647. Esej se temelji na staničnom odgovoru na dvolančane lomove DNA, koji predstavljaju 

ozbiljnu opasnost za preživljenje i metabolizam stanica. Nakon stvaranja dvolančanog loma, 

fosforilacijom histona H2AX na Ser-139 stvara se H2AX koji se koristi kao osjetljiv i specifičan 

biljeg ovakvog oštećenja DNA (139). Stanice Jurkat i THP-1 posađene su u pločice s 12 jažica i 

tretirane s nanoAg, nanoPS te mješavinama nanočestica kako je opisano gore. U negativne kontrole 

dodano je 100 L sterilne vode i 100 L sterilnog PBS-a, a u pozitivne kontrole dodano je 100 L 

vodene otopine doksorubicina u koncentraciji 6 M (završna koncentracija u jažici – 0,6 M). 

Nakon inkubacije od 24 h, Jurkat stanice sakupljene su u tubice Eppendorf te centrifugirane 5 min 

na 800 × g. Supernatant sa staničnim medijem i nanočesticama je uklonjen, te su stanice re-

suspendirane u 1 mL PBS-a. Nakon još jednog koraka centrifugiranja od 5 min na 800 × g, na 

stanice je dodano 200 L 4 % otopine formaldehida (Sigma Aldrich, Njemačka) u PBS-u te su 

uzorci inkubirani 10 min na sobnoj temperaturi za potpunu fiksaciju stanica. Nakon inkubacije, 

uzorci su centrifugirani 5 min na 1000 × g te je stanicama dodan pufer za permeabilizaciju (0,1 % 

Triton X-100 u PBS-u, 200 L po uzorku; Triton X-100 nabavljen je od Sigma Aldrich, Njemačka). 

Uzorci su inkubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi. Pripremljen je pufer za bojanje, koji se 
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sastojao od 0,5 % otopine albumina iz goveđeg seruma (engl. Bovine serum albumin, BSA, 

kupljeno od Sigme Aldrich, Njemačka) i 2 mM EDTA (Sigma Aldrich, Njemačka) u PBS-u. Nakon 

inkubacije, u svaku je tubicu dodano 1 mL pufera za bojanje, nakon čega su uzorci centrifugirani 

5 min na 1000 × g. Supernatant je nakon centrifugiranja uklonjen, a uzorci su re-suspendirani u 

100 L pufera za bojanje, nakon čega je u svaki uzorak dodano 5 L Alexa Fluor 647 anti-H2AX 

protutijela (BD Biosciences, Franklin Lakes, SAD). Uzorci su inkubirani 60 min u mraku na sobnoj 

temperaturi. Nakon inkubacije, uzorcima je dodano 500 L pufera za bojanje, nakon čega su 

analizirani na protočnom citometru Attune NxT (Thermo Fisher Scientific, SAD). Fluorescencija 

boje Alexa Fluor 647 pobuđena je laserskom zrakom valne duljine 638 nm, a zabilježena na 

detektoru s emisijskim filterom 670/14 nm. Dobiveni rezultati analizirani su u programu FlowJo 

(FlowJo LLC, SAD). 

3.7 Unos i lokalizacija nanočestica – konfokalna mikroskopija 

Konfokalna mikroskopija korištena je kako bi se vizualizirao unos nanočestica u stanice i 

njihova lokalizacija. Unos nanoAg vizualiziran je tehnikom reflektirajućeg kontrastiranja, kod koje 

su vidljive čestice koje intenzivno reflektiraju upadnu svjetlost (140). Stanične strukture obilježene 

su fluorescentnim biljezima – Hoechst za bojanje jezgre i tetrametilrodamin (TRITC) kovalentno 

vezan na protutijelo za aktin za obilježavanje citoskeleta. Ovi su fluorofori odabrani kako ne bi 

ometali fluorescentni signal nanoPS.  U pločice sa 12 jažica postavljena su pokrovna stakalca 

prethodno sterilizirana 2 h na 120 °C. U pločice predviđene za stanice Jurkat u jažice sa pokrovnim 

stakalcima dodano je 1 mL 1 %-tne otopine poli-L-lizina (Sigma Aldrich, Njemačka) u sterilnom 

PBS-u. Te su pločice inkubirane 2 h na 37°C i 5 % CO2, nakon čega su jažice isprane 2 puta sa 1 

mL sterilnog PBS-a. Nakon ispiranja, jažice i stakalca osušena su na zraku. Stanice Jurkat nasađene 

su u pripremljene pločice u staničnom mediju RPMI 1640 sa 10 %-tnim volumnim udjelom FBS-

a i 1 %-tnim volumnim udjelom Anti/anti. U svaku jažicu nasađeno je 10 000 stanica. Stanice su 

inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO2. Nakon inkubacije, medij je uklonjen iz petrijevih posuda te je 

dodano 1,8 mL svježeg staničnog medija. Suspenzije nanoAg pripremljene su u sterilnoj vodi, a 

suspenzije fluorescentno obilježenih nanoPS u sterilnom PBS-u. Testirane su koncentracije 1 mg/L 

za nanoAg, 10 mg/L za nanoPS, te kombinacija tih dvaju koncentracija. Pločice su inkubirane 24 

h na 37°C i 5 % CO2, nakon čega je stanični medij uklonjen iz pločica, a jažice su isprane 2 puta 

sa 1 mL sterilnog PBS-a. Nakon ispiranja, stanice su tretirane 5 min sa 500 L hladnog metanola 
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(-20 °C, Kemika, Hrvatska). Metanol je zatim uklonjen, stanice su ponovno isprane sa 1 mL 

sterilnog PBS-a, nakon čega je u jažice dodano 500 L 0,1 %-tne otopine Triton X-100 u sterilnom 

PBS-u. Pločice su inkubirane 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, postupak ispiranja 

je ponovljen te je u jažice dodano 100 L otopine faloidin-tetrametil rodamin B izotiocijanata 

(faloidin-TRITC, Sigma Aldrich, SAD) koncentracije 1 g/mL, pripremljene u 0,1 %-tnoj otopini 

Tritona X-100 u PBS-u. Pločice su inkubirane s bojom 20 min na sobnoj temperaturi te je nakon 

inkubacije ponovljen postupak ispiranja PBS-om. Zatim je na stanice dodana otopina boje Hoechst 

(Thermo Fisher Scientific, SAD) pripremljena u PBS-u (koncentracija 10 g/mL) te su pločice 

inkubirane 15 min na sobnoj temperaturi. U sljedećem koraku, jažice su ponovno isprane PBS-om, 

pokrovna stakalca u jažicama su osušena na zraku te su prebačena na predmetna stakalca. Uzorci 

su snimljeni na konfokalnom mikroskopu Leica TCS SP8 X (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Njemačka). Za detekciju fluorescentno obilježenih nanoPS korištena je ekscitacijska valna duljina 

od 488 nm sa detekcijskim filterom raspona 500 do 550 nm, za detekciju boje Hoechst korištena je 

ekscitacija na 405 nm i detekcija u rasponu 430 do 550 nm, a za detekciju fluorescencije boje 

TRITC korištena je ekscitacija na valnoj duljini od 543 nm te detekcijski raspon od 570 do 700 

nm. Za vizualizaciju nanoAg korišten je refleksijski način rada konfokalnog mikroskopa (engl. 

reflectance mode) koji omogućuje detekciju svjetlosti raspršene na uzorku. Ova je metoda posebno 

prikladna za uzorke koji jako raspršuju upadnu svjetlost kao što su nanočestice metala (141). 

Stanice THP-1 nasađene su u pločice sa 12 jažica u kojima su postavljena pokrovna stakalca 

prethodno sterilizirana 2 h na 120 °C. Stanice su nasađene u staničnom mediju RPMI 1640 sa 10 

%-tnim volumnim udjelom FBS-a i 1 %-tnim volumnim udjelom Anti/anti. U svaku jažicu 

nasađeno je 10 000 stanica. Stanice su inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO2. Nakon inkubacije, medij 

je uklonjen iz petrijevih posuda te je dodano 1,8 mL svježeg staničnog medija. Stanice su zatim 

tretirane nanočesticama i pripremljene za analizu na konfokalnom mikroskopu kako je opisano za 

stanice Jurkat.  
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3.8 Ekspresija pro-upalnih citokina – kvantitativna lančana reakcija polimeraze u 

stvarnom vremenu (qRT-PCR) 

Ekspresija gena povezanih sa upalnim odgovorom utvrđena je kvantitativnom lančanom 

reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (engl. quantitative real time polymerase chain reaction, 

qRT-PCR). Ovom metodom moguće je utvrditi promjene u razini ekspresije gena putem 

ekstrakcije glasničke RNA (engl. messenger RNA, mRNA), prepisivanjem RNA u DNA pomoću 

reverzne transkriptaze, te umnažanjem ciljnih molekula DNA pomoću specifičnih početnica. 

Odabirom prikladnih početnica moguće je analizirati promjene u ekspresiji ciljnih gena, što su u 

ovoj disertaciji bili geni za citokine IL-6, IL-8, IL-1, IL-2, TNF, CD11b i GAPDH kao referentni 

gen. Stanice Jurkat nasađene su u pločice sa 96 jažica (Eppendorf, Njemačka) u staničnom mediju 

(RPMI 1640 sa 10 % volumnog udjela FBS-a i 1 % volumnog udjela Anti/anti) u koncentraciji od 

1,1×105 st/mL (90 L stanične suspenzije po jažici). Stanice su tretirane pojedinačnim 

nanočesticama ili mješavinama nanoAg i nanoPS. Koncentracije suspenzija nanočestica korištenih 

za tretman stanica navedene su u Tablici 3. Stanicama negativne kontrole dodano je 10 L sterilne 

vode i 10 L sterilnog PBS-a. U pozitivnu kontrolu za stanice Jurkat dodano je 10 L vodene 

otopine fitohemaglutinina (PHA, Sigma Aldrich, Njemačka) u koncentraciji od 50 mg/L tako da je 

postignuta završna koncentracija od 5 mg/L, dok je u pozitivnu kontrolu za stanice THP-1 dodano 

10 L vodene otopine LPS-a (Sigma Aldrich, Njemačka) u koncentraciji od 10 mg/L za završnu 

koncentraciju 1 mg/L. Pločice su inkubirane 2 h na  37°C i 5 % CO2. Nakon inkubacije, pločice su 

centrifugirane 5 min na 800 x g, supernatanti su uklonjeni te je u jažice dodano 200 L PBS-a i 

ponovljen je postupak centrifugiranja. Zatim je PBS uklonjen iz jažica, a ukupna stanična RNA 

izolirana je pomoću Aurum Total RNA Mini kita (BioRad, SAD) prema uputama proizvođača. U 

jažice je dodano 100 L pufera za razgradnju stanica (engl. lysis solution, komponenta Total RNA 

Mini kita), nakon čega je dodano 100 L 70 %-tnog etanola (Kemika, Hrvatska). Nakon temeljitog 

miješanja, dobivenih 300 L je prebačeno iz jažica na kolone za izolaciju RNA (komponente kita). 

Kolone su centrifugirane 1 min na 12 000 × g, nakon čega je u svaku kolonu dodano 700 L otopine 

za ispiranje (engl. low stringency wash solution, komponenta kita). Uzorci su ponovno 

centrifugirani 1 min na 12 000 x g. Nakon centrifugiranja, na kolone je dodana otopina DNaze I 

(komponenta kita) te su uzorci inkubirani 15 min na sobnoj temperaturi kako bi se uklonili zaostaci 

genomske DNA. Na kolone je zatim dodano 700 L druge otopine za ispiranje (engl. high 
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stringency wash solution, komponenta kita) te su uzorci centrifugirani 1 min na 12 000 × g. Kolone 

su zatim ponovno isprane prvom otopinom za ispiranje (low stringency) i centrifugirane 3 min na 

12 000 × g. RNA je naposljetku eluirana s kolona dodavanjem 50 L sterilne vode tretirane dietil 

pirokarbonatom (DEPC, Sigma Aldrich, SAD) i centrifugiranjem 1 min na 12 000 × g. Izolirane 

RNA iz uzoraka pohranjene su na -20 °C. 

Stanice THP-1 nasađene su u pločice sa 96-jažica u 90 L stanične suspenzije 

(koncentracija stanica 1,1×105 st/mL) u RPMI 1640 mediju sa 10 % volumnog udjela fetalnog 

goveđeg seruma i 1 % volumnog udjela Anti/anti. U jažice je zatim dodano 10 L otopine PMA 

koncentracije 1 M u staničnom mediju (završna koncentracija na stanicama – 100 nM), nakon 

čega su inkubirane 3 dana na 37°C i 5 % CO2. Nakon diferencijacije, medij je uklonjen iz jažica, 

dodan je svjež stanični medij te su stanice tretirane kako je opisano za stanice Jurkat.  

 

Tablica 3. Koncentracije suspenzija nanočestica kojima su tretirane stanice Jurkat i THP-1 za 

pokuse protočne citometrije. n.p. – nanočestice nisu primjenjene u uzorku. 

Uzorak 

Završne koncentracije suspenzija nanočestica u jažicama (mg/L) 

nanoPS (mg/L) nanoAg (mg/L) 

1 1 n.p. 

2 5 n.p. 

3 10 n.p. 

4 n.p. 1 

5 n.p. 5 

6 n.p. 10 

7 1 1 

8 1 5 

9 1 10 

10 5 1 

11 5 5 

12 5 10 

13 10 1 

14 10 5 

15 10 10 
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Uzorci RNA prepisani su u komplementarnu DNA (engl. complementary DNA, cDNA) 

pomoću High Capacity cDNA Reverse Transcription kita (Applied Biosystems, Waltham, SAD). 

Za svaku reakciju reverzne transkripcije u tubice Eppendorf od 1,5 mL (Eppendorf, Njemačka) 

dodano je 2 L RT Buffer otopine, 2 L RT Random primers otopine, 0,8 L dNTP Mix otopine, 

1 L MultiScribe reverzne transkriptaze, 5 L uzorka RNA i 9,2 L vode tretirane DEPC-om. Za 

negativnu kontrolu korištena je reakcijska smjesa u kojoj su dodane sve komponente osim uzorka 

RNA (volumen vode je povećan sa 9,2 L na 14,2 L kako bi reakcijski volumen ostao isti). 

Reakcija je provedena u 3 koraka: inkubacija uzoraka 10 min na 25°C, inkubacija 120 min na 37°C, 

te inkubacija 5 min na 85°C, nakon čega su dobivene cDNA pohranjene na +4°C.  

Uzorci cDNA razrijeđeni su dodavanjem 100 L sterilne vode. Kvantitativna lančana 

reakcija polimeraze (engl. quantitative polymerase chain reaction, qPCR) provedena je na 

uređaju Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, SAD) 

korištenjem SYBR Green kao fluorescentne boje za kvantifikaciju umnažanja ciljnih gena. 

Reakcijske smjese pripremljene su u Eppendorf twin.tec PCR pločicama (Eppendorf, Njemačka) 

dodavanjem 0,4 L forward početnice, 0,4 L reverse početnice, 10 L iTaq Universal SYBR 

Green Supermix reagensa (BioRad, SAD), 5 L uzorka cDNA i 4,2 L sterilne vode. Kao 

negativna kontrola korištena je reakcijska smjesa sa svim komponentama osim uzorka cDNA 

(volumen vode je povećan sa 4,2 L na 9,2 L kako bi reakcijski volumen ostao isti). Također, 

negativna kontrola reverzne transkripcije korištena je u qPCR reakciji kako bi se potvrdilo da RNA 

uzorci nisu bili kontaminirani zaostalom genomskom DNA. Sljedovi korištenih početnica 

prikazane su u Tablici 4. Kao referentni gen korišten je gen za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu 

(GAPDH). Reakcija je provedena korištenjem sljedećeg programa: 10 min na 95 °C te 40 ciklusa 

amplifikacije sastavljeni od 15 s na 95 °C i 60 s na 60 °C. 
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Tablica 4. Sljedovi početnica korištene za qPCR analizu ekspresije gena 

GAPDH uzvodna ACCCACTCCTCCACCTTTGAC 

 
nizvodna CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA 

IL-6 uzvodna CCCCCAGGAGAAGATTCCA 

 
nizvodna TCAATTCGTTCTGAAGAGGTGAGT 

IL-8 uzvodna CTGGCCGTGGCTCTCTTG 

 
nizvodna CCTTGGCAAAACTGCACCTT 

IL-2 uzvodna GAATGGAATTAATAATTACAAGAATC 

 
nizvodna ATGTTGTTTCAGATCCCTTTAGTTCCAGA 

TNF uzvodna GGAGAAGGGTGACCGACTCA 

 
nizvodna TGCCCAGACTCGGCAAAG 

IL-1 uzvodna CACGATGCACCTGTACGATCA 

 nizvodna CAGACATCACCAAGCTTTTTTGC 

CD11b uzvodna AGATTGTGTTTTGAGGTTTC 

 
nizvodna TGTGTATGTGTGGTGTGTGT 

 

3.9 Analiza mehaničkih svojstvava stanica – atomska mikroskopija sila (AFM) 

Atomska mikroskopija sila (engl. Atomic force microscopy, AFM) korištena je za 

vizualizaciju nanočestica i analizu razdiobe njihovih veličina, te za analizu mehaničkih svojstava 

stanica, prvenstveno Youngova modula, koji služi za kvantifikaciju čvrstoće i elastičnosti 

materijala. Metoda se zasniva na pretraživanju površine stanica pomoću kemijski inertnog vrška 

pričvršćenog na vrlo osjetljivu polugu. Pomoću laserskog snopa usmjerenog na polugu i detektora 

za reflektiranu zraku, prate se pomaci vrška koji prelazi površinu na koju su vezane nanočestice, 

ili površinu stanica. Ovom metodom mogu se utvrditi karakteristike vanjske strane stanične 

membrane i kvantificirati jakost interakcija između AFM vrška i membrane te na taj način pratiti 

promjene citoskeleta uzrokovanih nanočesticama bez specifičnog obilježavanja staničnih 

komponenti.  

Za vizualizaciju nanoAg i nanoPS, pripremljena je površina za adheziju nanočestica tako 

da je na tinjac dodano 1 mL otopine poli-L-lizina (Sigma Aldrich, Njemačka) u vodi (0,1 % maseni 



 

33 
 

udio poli-L-lizina) koja je potom inkubirana 5 min na sobnoj temperaturi. Otopina poli-L-lizina je 

zatim uklonjena, tinjac je ispran s destiliranom vodom i osušen na zraku na sobnoj temperaturi. 

Suspenzije oba tipa nanočestica u koncentraciji od 1 mg/L nanesene su na tinjac i inkubirane 10 

minuta na zraku na sobnoj temperaturi. Topografija površine s nanočesticama analizirana je na 

Nanowizard IV sustavu (JPK/Bruker, Berlin, Njemačka) postavljenom na invertni optički 

fluorescentni mikroskop IX73 (Olympus, Tokyo, Japan), korištenjem prethodno kalibrirane TSPA-

V2 sonde (JPK/Bruker, Njemačka). Snimljena je površina veličine 4 × 4 µm rezolucije 1024 

piksela po liniji.  

U petrijeve posude Fluorodish promjera 35 mm (World Precision Instruments, SAD) 

dodano je 1 mL 1 %-tne otopine poli-L-lizina u sterilnom PBS-u. Petrijeve posude inkubirane su 2 

h na 37 °C i 5 % CO2, nakon čega su isprane 2 puta sterilnim PBS-om i osušene na zraku. Stanice 

Jurkat nasađene su u pripremljene Fluorodish posude u staničnom mediju RPMI 1640 sa 10 %-

tnim volumnim udjelom FBS-a i 1 %-tnim volumnim udjelom Anti/anti. U svaku petrijevu posudu 

nasađeno je 100 000 stanica. Stanice su inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO2. Nakon inkubacije, 

medij je uklonjen iz petrijevih posuda te je dodano 1,8 mL svježeg staničnog medija. Pripremljene 

su suspenzije nanoAg u sterilnoj vodi, i nanoPS u sterilnom PBS-u te mješavina nanoAg/nanoPS. 

Stanice su tretirane s 1 mg/L nanoAg, 10 mg/L nanoPS, te mješavinom istih koncentracija. U 

negativne kontrole dodano je 100 L sterilne vode i 100 L sterilnog PBS-a. Stanice su inkubirane 

24 h na 37°C i 5 % CO2. Nakon inkubacije, medij s nanočesticama uklonjen je iz petrijevih posuda 

te su stanice isprane 4 puta sterilnim PBS-om. 2 mL PBS-a je zatim dodano u petrijeve posude kao 

medij za AFM analizu. Pokusi spektroskopije sila napravljeni su na 37°C unutar 2 h nakon što su 

stanice izvađene iz inkubatora. AFM sonda PFQNM-LC-A-CAL (Bruker, Billerica, SAD) 

inkubirane su 30 min u 0,01 % vodenoj otopini polimera Pluronic F-127 (Sigma Aldrich, SAD), 

nakon čega je dvaput isprana sterilnom vodom i osušena na zraku. Spektroskopska mjerenja sile 

provedena su na Nanowizard IV sustavu (JPK/Bruker, Berlin, Njemačka) postavljenom na invertni 

optički fluorescentni mikroskop IX73 (Olympus, Tokyo, Japan). Krivulje sile prikupljene su iznad 

jezgri 25 različitih stanica u svakom uzorku te je Young modulus (E) izračunat iz dobivenih 

krivulja pomoću Hertzovog modela.  

Stanice THP-1 nasađene su u petrijeve posude promjera 35 mm (Fluorodish, WPI, SAD) u 

staničnom mediju RPMI 1640 sa 10 %-tnim volumnim udjelom FBS-a i 1 %-tnim volumnim 
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udjelom Anti/anti. U svaku petrijevu posudu nasađeno je 100 000 stanica. Stanice su diferencirane 

tri dana tretmanom sa 100 nM PMA i inkubacijom na 37°C i 5 % CO2, kako je opisano gore. Nakon 

diferencijacije, medij je uklonjen iz petrijevih posuda te je dodano 1,8 mL svježeg staničnog 

medija. Stanice su zatim tretirane nanočesticama kako je opisano za stanice Jurkat te su analizirane 

pomoću Nanowizard IV sustava kako je opisano gore. 

3.10 Statistička obrada rezultata 

Udjeli živih i mrtvih stanica te stanica u apoptozi utvrđenih analizom na protočnom 

citometru izraženi su kao postotci od ukupnog broja stanica u uzorku. Iz tri neovisna ponovljena 

pokusa izračunata je aritmetička sredina i standardna devijacija postotaka mrtvih, živih i 

apoptotičnih stanica za svaki pojedini tretman. Za analizu DNA oštećenja dobiven je postotak 

H2AX+ stanica, te je također izračunata srednja vrijednost i standardna devijacija za svaki tretman 

iz tri neovisna pokusa. Te su vrijednosti korištene za analizu varijance (engl. analysis of variance, 

ANOVA) s Dunnettovim post-testom, kako bi se utvrdilo postoje li značajne razlike između 

kontrolnih stanica i stanica tretiranih nanočesticama (određen je prag statističke značajnosti p < 

0,05). 

Za analizu rezultata eseja oksidativnog stresa, vrijednosti fluorescencije slijepih proba 

oduzete su od očitane fluorescencije za stanične uzorke. Zatim, fluorescentni signal uzoraka 

tretiranih nanočesticama izražen je u odnosu na netretirane kontrolne stanice koristeći jednadžbu: 

relativna fluorescencija = (vrijednost fluorescencije uzorka/srednja vrijednost fluorescencije 

kontrolnih stanica)*100 %. Izračunata je aritmetička sredina i standardna devijacija relativnih 

fluorescencija triplikata za svaki pojedini tretman. Te su vrijednosti korištene za daljnju statističku 

analizu pomoću testa ANOVA i Dunnettovog post-testa (p < 0,05). 

Promjene u razini ekspresije gena analizirane metodom qRT-PCR kvantificirane su 2Cq 

metodom (142). Prvi korak je računanje  Cq vrijednosti pomoću jednadžbe Cq = Cq vrijednost 

ciljnog gena – Cq vrijednost referentnog gena u istom uzorku. Zatim je izračunata srednja 

vrijednost Cq za kontrolne uzorke, nakon čega je dobivena Cq vrijednost uzoraka pomoću 

jednadžbe Cq = Cq vrijednost uzorka – srednja Cq vrijednost kontrolnih stanica. Naposljetku, 

izračunata je vrijednost 2-Cq za sve uzorke pomoću koje su se promjene u ekspresiji ciljnih gena 

izrazile u odnosu na kontrolne stanice (2-Cq = 1 – nema promjene u ekspresiji gena u odnosu na 
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kontrole; 2-Cq > 1 – ekspresija gena je povećana u odnosu na kontrole; 2-Cq < 1 – ekspresija 

gena je smanjena u odnosu na kontrole).  

Izračunata je aritmetička sredina i standardna devijacija 2-Cq vrijednosti triplikata za svaki 

pojedini tretman za provedbu daljnje statističke analize. Rezultati tretmana stanica nanočesticama 

uspoređeni su s kontrolnim stanicama pomoću testa ANOVA i Dunnettovog post-testa (p < 0,05). 

Za metodu atomske mikroskopije sila, vrijednosti Youngovog modula (E) dobivene su iz 

krivulja sila primjenom Hertzovog modela. Distribucija vrijednosti E ispitana je D'Agostino-

Pearson testom, nakon čega su izračunate vrijednosti logE kako bi se postigla normalna distribucija 

rezultata koja je podobna za ANOVA analizu s Dunnettovim post-testom (p < 0,05).  
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4. REZULTATI 

4.1 Sinteza i karakterizacija nanočestica 

Oblik i veličina nanoAg i nanoPS utvrđeni su metodom AFM, a hidrodinamički promjer i 

 potencijal nanoAg i nanoPS analizirani su metodama DLS i ELS (Slika 7, Tablica 5). Za oba tipa 

nanočestica utvrđen je sferičan oblik, a analiza veličine nanočestica pokazala je široku razdiobu 

promjera nanoAg i nanoPS (Slika 7). Također je pokazano da nanočestice nisu stupale u 

međusobne interakcije niti stvarale agregate (Slika 7). Hidrodinamički promjer nanočestica u čistoj 

vodi bio je 72,1 ± 7,3 nm za nanoAg te 19,4 ± 0,5 nm za nanoPS (Tablica 5). Utvrđen je sličan, 

negativan  potencijal za oba tipa nanočestica u vodi: -35,9 ± 4,5 mV za nanoAg i -39,7 ± 10,8 mV 

za nanoPS (Tablica 5). Stanični medij RPMI 1640 promijenio je stupanj agregacije nanočestica te 

je za nanoAg u RPMI 1640 mediju utvrđeno postojanje agregata veličine 881,5 ± 130,4 nm, u 

kojima su sadržane ukupne nanočestice uzorka. Za nanoPS u istom mediju dokazano je postojanje 

tri različite populacije agregata (Tablica 5). Oba tipa nanočestica pokazala su smanjenu apsolutnu 

vrijednost  potencijala u RPMI 1640 mediju – potencijal nanoAg smanjen je na -9,3 ± 0,3 mV, a 

potencijal nanoPS na -22,9 ± 2,3 mV. U mediju RPMI 1640 dopunjenom sa 10 % volumnog udjela 

FBS-a, zabilježen je manji stupanj agregacije nanoAg i nanoPS zbog stvaranja proteinske korone 

koja je stabilizirala pojedinačne nanočestice (Tablica 5). Također, u uzorku mješavine nanočestica 

utvrđene su dvije populacije koje hidrodinamičkim promjerom odgovaraju nanoAg, odnosno 

nanoPS (Tablica 5). Izmjereni  potencijal za sva tri uzorka – nanoAg, nanoPS i njihovu mješavinu 

– bio je između -9,7 i -9,2 mV (Tablica 5). Ovaj rezultat potvrđuje stvaranje proteinske korone oko 

nanoAg i nanoPS koja je bila vrlo slična sastavom i nabojem, obzirom na proteinske komponente 

prisutne u FBS-u. 
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Slika 7. Distribucija veličina nanoAg i nanoPS dobivenih AFM analizom. Veličina nanočestica 

prikazana je u nanometrima, a broj nanočestica s određenim promjerom prikazan je preko njihovog 

udjela u ukupnom broju analiziranih nanočestica. Gornji red - a) distribucija veličina nanoAg; b) 

distribucija veličina nanoPS. Donji red – AFM slike nanočestica: c) nanoAg, d) nanoPS, e) 

mješavina nanoPS i nanoAg.  
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Tablica 5. Hidrodinamički promjer (dH) i  potencijal za 10 mg/L nanoAg, 10 mg/L nanoPS i  1:1 

mješavinu oba tipa nanočestica (koncentracija nanoAg i nanoPS – 10 mg/L). Mjerenja su 

provedena nakon 24-satne inkubacije na 37°C u različitim medijima – vodi, RPMI 1640 i RPMI 

1640 dopunjen sa FBS-om u 10 %-tnom volumnom udjelu. Svi podaci prikazani su kao srednje 

vrijednosti ± standardna devijacija.  

 

Tip 

nanočestice 
Parametar 

Medij 

Voda RPMI 1640 
RPMI 1640 + 

10% FBS 

nanoAg 

dH (nm)  

(% populacije) 
72,1 ± 7,3 (100 %) 

881,5 ± 130,4      

(100 %) 

119,2 ± 4,0    

(100 %) 

 potencijal 

(mV) 
-35,9 ± 4,5 -9,3 ± 0,3 -9,7 ± 0,2 

nanoPS 

dH (nm)  

(% populacije) 
19,4 ± 0,5 (100 %) 

46,5 ± 29,5 (45 %) 

162,4 ± 51,8 (21 %) 

674,3 ± 183,4 (34 %) 

18,5 ± 3,5 (100 %) 

 potencijal 

(mV) 
-39,7 ± 10,8 -22,9 ± 2,3 -9,3 ± 0,9 

nanoAg/ 

nanoPS 

dH (nm)  

(% populacije) 

65,7 ± 7,8 (88 %) 

18,9 ± 4,0 (12 %) 

912,7 ± 86,6 (80 %) 

139,7 ± 0,0 (20 %) 

119,5 ± 1,4      

(82 %) 

21,0 ± 2,4 (18 %) 

 potencijal 

(mV) 
-29,0 ± 0,5 -13,1 ± 0,7 -9,2 ± 0,5 

 

4.2 Stanična kultura i diferencijacija stanica THP-1 iz monocita u makrofage 

 Stanice Jurkat (Slika 8) pokazale su dobru vijabilnost u odabranom staničnom mediju i 

mjerljivu promjenu biljega vijabilnosti, oksidativnog stresa i upale nakon tretmana nanoAg i 

nanoPS. 
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Slika 8. Stanice Jurkat snimljene na Olympus CXK41 mikroskopu pod povećanjem od 200×. 

 Stanice THP-1 su prije tretmana nanoAg i nanoPS inkubirane 3 dana u staničnom mediju s 

100 nM PMA na 37°C i 5 % CO2, te nakon toga dodatnih 5 dana u staničnom mediju bez PMA, 

također na 37°C i 5 % CO2, kako bi se potaknula diferencijacija stanica iz monocita u makrofage. 

Uspješnost diferencijacije potvrđena je na invertnom mikroskopu, obzirom da stanice THP-1 

diferencirane u makrofage prelaze iz suspenzijskog tipa stanica u adherentni tip stanica (Slika 9). 

 

                           

Slika 9. Stanice THP-1 snimljene na Olympus CXK41 mikroskopu pod povećanjem od 200x. 

Lijevo – nediferencirane stanice THP-1 monocitnog fenotipa. Desno – stanice THP-1 diferencirane 

u makrofage pomoću 100 nM PMA. 
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 Uspješnost diferencijacije stanica THP-1 u makrofage dodatno je potvrđena analizom 

ekspresije površinskog biljega CD11b metodom qRT-PCR, koji je specifičan za staničnu 

membranu makrofaga (Slika 10). 

 

Slika 10. Rezultati analize ekspresije CD11b u stanicama THP-1 nakon tretmana 100 nM PMA 

tijekom 3 dana na 37°C i 5 % CO2. Promjena u ekspresiji gena izražena je u odnosnu na kontrolne 

stanice, a kvantificirana je metodom 2-Cq. 

 

4.3 Stanično preživljenje i pokretanje apoptoze – protočna citometrija 

Tretman stanica Jurkat i THP-1 nanočesticama srebra i polistirena proveden je kroz 24 h 

kako bi se utvrdio njihov utjecaj na stanično preživljenje i pokretanje apoptoze. Nanočestice srebra 

značajno su smanjile postotak živih stanica i povećale postotak nekrotičnih (mrtvih) stanica već pri 

koncentraciji od 25 mg/L za stanice Jurkat (40,2 %) i 50 mg/L za stanice THP-1 (27,0 %). S druge 

strane, nanoPS su značajno smanjile stanično preživljenje tek pri koncentraciji od 500 mg/L (77,7 

% nekrotičnih stanica za stanice Jurkat, 27,5 % nekrotičnih za stanice THP-1) (Slika 11). 
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Slika 11. Rezultati protočne citometrije za analizu staničnog preživljenja i pokretanja apoptoze a) 

stanica Jurkat i b) stanica THP-1 nakon tretmana nanoAg i nanoPS tijekom 24 h na 37°C i 5 % CO2. 

Ljubičasto – stanice u kasnoj apoptozi/nekrotične stanice, žuto – stanice u ranoj apoptozi, bijelo – žive 

stanice. Rezultati koji se statistički značajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) označeni su 

zvjezdicom (*). 
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Nakon utvrđivanja toksičnih koncentracija nanoAg i nanoPS, odabrane su koncentracije NM za 

pripremu njihovih mješavina, kako bi se utvrdilo je li njihov zajednički učinak različit u odnosu na 

primjenu pojedinačnog tipa nanočestica. Postotak mrtvih stanica nakon miješanog tretmana stanica 

Jurkat bio je veći nego što bi se moglo pripisati individualnom učinku svakog tipa nanočestica. 

Tretman s nanoAg u koncentraciji 10 mg/L rezultirao je sa 17,6 % nekrotičnih stanica (79,9 % živih 

stanica), tretman sa 10 mg/L nanoPS izazvalo je staničnu smrt 1,1 % stanica (96,8 % živih stanica), 

dok je nakon tretmana mješavinom nanočestica u ovim koncentracijama u uzorku bilo 71,5 % mrtvih 

stanica (26,8 % živih stanica) (Slika 12). Slično uvećanje postotka mrtvih stanica nakon miješanog 

tretmana u odnosu na pojedinačne nanočestice dobiveno je i za ostale miješane tretmane većim 

koncentracijama nanočestica. Tretman stanica Jurkat mješavinom 10 mg/L nanoAg sa 100 mg/L 

nanoPS rezultirao je s 71,5 % nekrotičnih stanica (26,8 % vijabilnih stanica u istom uzorku), a tretman 

mješavinom 50 mg/L nanoAg i 100 mg/L nanoPS uzrokovao je smrt 68,3 % stanica (31,1 % vijabilnih 

stanica) (Slika 12). Vijabilnost stanica THP-1 značajno je smanjena nakon 24-satnog tretmana 

mješavinama nanočestica u koncentracijama koje su bile netoksične primijenjene zasebno. Mješavina 

10 mg/L nanoAg s 10 mg/L nanoPS smanjila je postotak živih stanica na 55,9 % (postotak mrtvih 

stanica bio je 24,7 %), a mješavine 1 i 10 mg/L nanoAg sa 100 mg/L nanoPS smanjile su postotak 

živih stanica na 73,2 % (21,4 % mrtvih), odnosno 68,4 % (23,8 % mrtvih) u usporedbi sa 84,4 % živih 

stanica u kontrolnom uzorku (Slika 12). 
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Slika 12. Rezultati protočne citometrije za analizu staničnog preživljenja i pokretanja apoptoze a) 

stanica Jurkat i b) stanica THP-1 nakon tretmana različitim mješavinama nanoAg i nanoPS tijekom 

24 h na 37°C i 5  % CO2. Ljubičasto – stanice u kasnoj apoptozi/nekrotične stanice, žuto – stanice u 

ranoj apoptozi, bijelo – žive stanice. Rezultati koji se statistički značajno razlikuju od kontrolnih 

stanica (p<0,05) označeni su zvjezdicom  (*). 
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4.4 Kvantifikacija unosa nanočestica – protočna citometrija 

Unos nanočestica u stanice kvantificiran je metodom protočne citometrije, kojom se unos 

nanoAg može pratiti preko intenziteta postranično raspršene svjetlosti (engl. side scatter, SSC), a 

unos nanoPS preko intenziteta njihove fluorescencije. Analizom ova dva parametra dobivena je 

relativna količina unosa nanočestica u usporedbi sa kontrolnim stanicama (Slika 13). Unosom 

nanoAg u stanice Jurkat postignut je signal SSC jakosti 550 % signala kontrole za tretman od 25 

mg/L, a signal se nije znatno pojačao u tretmanima većom koncentracijom nanoAg (50 i 100 mg/L) 

(Slika 13). Kod stanica THP-1, jakost SSC signala povećavala se s primijenjenom koncentracijom 

bez vidljivog zasićenja unosa nanoAg kao kod stanica Jurkat, a za koncentraciju 100 mg/L signal 

je iznosio 1338 % signala kontrolnih stanica (Slika 13). Kod unosa nanoPS, nije zamijećen 

fenomen zasićenja unosom nanočestica ni za Jurkat ni za THP-1 stanice. Međutim, vidljiv je veći 

unos nanoPS u stanice THP-1 te je za koncentraciju 500 mg/L postignut fluorescentni signal jakosti 

1436 % jakosti kontrole dok je za stanice Jurkat tretirane istom koncentracijom nanoPS signal 

iznosio 774 % vrijednosti kontrole (Slika 13). 
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Slika 13. Unos a) nanoAg i b) nanoPS u stanice Jurkat i THP-1 utvrđen analizom protočnim 

citometrom. Unos nanoAg utvrđen je analizom jakosti postranično raspršene svjetlosti, a unos 

nanoPS utvrđen je analizom fluorescencije na odgovarajućem detektoru. Vrijednosti raspršene 

svjetlosti odnosno fluorescencije izražene su kao postoci u odnosu na kontrolne stanice. Rezultati 

koji se statistički značajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) označeni su zvjezdicom  (*). 
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4.5 Oksidativni stres 

Za detaljniji uvid u mehanizam djelovanja nanoAg i nanoPS na stanice Jurkat i THP-1, 

primijenjene pojedinačno i zajedno, analizirani su sljedeći parametri oksidativnog stresa: stvaranje 

ROS-ova analizirano je esejom DCF, razina staničnog glutationa esejom mBCl, a promjene 

mitohondrijskog membranskog potencijala pomoću eseja Rh123. Rezultati eseja DCF pokazali su 

malen porast u produkciji ROS-ova u stanicama Jurkat i THP-1 u uzorcima tretiranim pojedinačnim 

tipovima nanočestica (Slike 14 i 15). Međutim, tretmani mješavinom nanoAg i nanoPS  dali su 

značajno jači fluorescentni signal, u usporedbi sa kontrolnim stanicama, kod stanica Jurkat (Slika 14). 

Tretman s 1 i 10 mg/L nanoAg u kombinaciji sa 10 mg/L nanoPS dali su signal jačine 123,4 %, 

odnosno 116,1 % jakosti signala negativne kontrole. Kod tretmana mješavinom 1 i 10 nanoAg sa 100 

mg/L nanoPS učinak je bio još jači, te je zabilježen fluorescentni signal DCF-a jakosti 134,5 % (za 1 

mg/L nanoAg + 100 mg/L nanoPS) odnosno 132,6 % (za 10 mg/L nanoAg + 100 mg/L nanoPS) u 

odnosu na kontrolne stanice (Slika 14).   

Sličan je učinak zabilježen kod stanica THP-1 za sljedeće miješane tretmane: poslije tretmana 

nanoAg 10 mg/L + nanoPS 1 mg/L, fluorescentni signal DCF-a iznosio je 159,7 % signala kontrolnih 

stanica, poslije tretmana nanoAg 1 mg/L + nanoPS 10 mg/L jakost signala bila je 165,5 %, a nakon 

tretmana s nanoAg 10 mg/L + nanoPS 10 mg/L jakost signala iznosila je 203,3 % u odnosu na 

fluorescentni signal kontrole (Slika 15). Rezultati eseja mBCl nisu pokazali značajnu razliku u 

fluorescenciji nakon tretmana oba tipa stanica nanočesticama, što ukazuje da razina unutarstaničnog 

glutationa nije bitno promijenjena tretmanom (Slike 14 i 15). S druge strane, esejem Rh123 

zabilježene su promjene u mitohondrijskom membranskom potencijalu uzrokovane nanočesticama za 

oba tipa stanica (Slike 14 i 15). Značajno smanjenje fluorescencije Rh123 zabilježeno je u stanicama 

Jurkat kod svih testiranih koncentracija nanočestica (Slika 14), a kod stanica THP-1 u svim 

tretmanima osim 1 mg/L nanoAg i 10 mg/L nanoPS (Slika 15). Kod stanica Jurkat najmanji 

zabilježeni intenzitet fluorescencije iznosio je 83,7 % signala kontrolnih stanica, a postignut je 

tretmanom s 50 M tbOH (pozitivna kontrola), dok su tretmani nanočesticama uzrokovali manju 

promjenu fluorescencije Rh123 od pozitivne kontrole. S druge strane, kod stanica THP-1 zabilježen 

je puno veći pad intenziteta fluorescencije u odnosu na kontrolne stanice kod pozitivne kontrole i kod 

svih tretmana (sve statistički značajne vrijednosti za smanjenje fluorescencije nakon tretmana su ispod 

75 % signala kontrole) (Slika 15).   
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Slika 14. Rezultati eseja DCF, mBCl i Rh123 na  stanicama Jurkat nakon tretmana s nanoAg, nanoPS 

i mješavinama oba tipa nanočestica tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO2. Netretirane stanice korištene su 

kao negativna kontrola, a stanice tretirane s 50 M tBOOH kao pozitivna kontrola. Rezultati koji se 

statistički značajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) označeni su zvjezdicom  (*). 
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Slika 15. Rezultati eseja DCF, mBCl i Rh123 na stanicama THP-1 nakon tretmana s nanoAg, nanoPS 

i mješavinama oba tipa nanočestica tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO2. Netretirane stanice korištene su 

kao negativna kontrola, a stanice tretirane s 0,4 M tBOOH kao pozitivna kontrola. Rezultati koji se 

statistički značajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) označeni su zvjezdicom  (*). 



 

49 
 

4.6 Oštećenje DNA 

Oštećenje DNA uzrokovane tretmanom stanica nanočesticama utvrđeno je analizom 

dvolančanih lomova, specifično obilježenih protutijelom anti-H2AX konjugiranog s 

fluorescentnom bojom Alexa Fluor 647. Nakon 24-satnog tretmana stanica na 37°C i 5 % CO2, 

značajno povećanje broja dvolančanih lomova utvrđeno je kod tretmana stanica Jurkat s 50 i 100 

mg/L nanoAg (10,5 % odnosno 14,7 % H2AX+ stanica) i 500 mg/L nanoPS (4,5 % H2AX+ 

stanica) (Slika 16). Stanice THP-1 pokazale su veću osjetljivost za lomove DNA te je značajno 

povećanje oštećenja DNA utvrđeno za sve nanoAg koncentracije u rasponu od 5 do 100 mg/L (od 

7,5 do 19,7 % H2AX+ stanica) te za tretman 500 mg/L nanoPS (6,9 % H2AX+ stanica) (Slika 

17).  

Tretman stanica Jurkat mješavinom nanoAg i nanoPS uzrokovalo je povećani broj 

dvolančanih lomova u odnosu na tretmane pojedinačnim tipovima nanočestica te je značajna 

razlika u oštećenju DNA u odnosu na kontrolne stanice utvrđena za tretmane 10 mg/L nanoAg/5 

mg/L nanoPS (6,1 % H2AX+ stanica) te za tretmane 5 i 10 mg/L nanoAg sa 10 mg/L nanoPS (5,7 

odnosno 7,7 % H2AX+ stanica) (Slika 16). Kod stanica THP-1, povećan broj dvolančanih lomova 

utvrđen je za mješavine 5 i 10 mg/L nanoAg sa sve tri koncentracije nanoPS (6,9 do 7,8 H2AX+ 

stanica za mješavine s 5 mg/L nanoAg, 11,0 do 11,3 % H2AX+ stanica za mješavine s 10 mg/L 

nanoAg) (Slika 17). Međutim, kako je samo nanoAg u koncentracijama 5 i 10 mg/L uzrokovalo 

sličnu razinu DNA oštećenja u THP-1 stanicama (7,5 % H2AX+ stanica za 5 mg/L nanoAg, 11,3 

% H2AX+ stanica za 10 mg/L nanoAg), učinak povećanog broja oštećenja DNA za miješane 

tretmane nije utvrđen ovim pokusima. 
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Slika 16. Rezultati analize dvolančanih lomova DNA uzrokovanih tretmanom nanoAg i nanoPS u 

stanicama Jurkat tijekom 24 h inkubacije na 37°C i 5 % CO2. Netretirane stanice korištene su kao 

negativna kontrola, a stanice tretirane 0,6 mM doksorubicinom kao pozitivna kontrola. Dvolančani 

lomovi obilježeni su anti-H2AX-AF647 protutijelom, a fluorescencija je analizirana na 

protočnom citometru. Rezultati koji se statistički značajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) 

označeni su zvjezdicom  (*). 
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Slika 17. Rezultati analize dvolančanih lomova DNA uzrokovanih tretmanom nanoAg i nanoPS u 

stanicama THP-1 tijekom 24 h inkubacije na 37°C i 5 % CO2. Netretirane stanice korištene su kao 

negativna kontrola, a stanice tretirane 0,6 mM doksorubicinom kao pozitivna kontrola. Dvolančani 

lomovi obilježeni su anti-H2AX-AF647 protutijelom, a fluorescencija je analizirana na 

protočnom citometru. Rezultati koji se statistički značajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) 

označeni su zvjezdicom  (*). 

 

4.7 Unos i lokalizacija nanočestica – konfokalna mikroskopija 

Unos i lokalizacija nanoAg i nanoPS u stanicama Jurkat i THP-1 utvrđena je konfokalnim 

mikroskopom nakon 24-satne inkubacije stanica s nanočesticama na 37°C i 5 % CO2. Stanice su 

tretirane s 1 mg/L nanoAg, 10 mg/L nanoPS i mješavinom tih dvaju koncentracija kako bi se 

lokalizacija NM utvrdila bez pokretanja procesa stanične smrti koji bi mogli utjecati na rezultat. 

Također, da bi se utvrdilo prisustvo nanočestica unutar stanica, a ne na njihovoj površini, snimljeno 

je nekoliko slika za svaki uzorak koje se razlikuju u udaljenosti žarišne daljine od podloge (engl. 



 

52 
 

z-stack). Odabrane su slike iz sredine z-stacka koje pokazuju presjek kroz stanice (Slike 18 i 19). 

Za oba tipa stanica, lokalizacija nanoAg i nanoPS utvrđena je većinom u citoplazmi, a manjim 

dijelom u jezgri stanica. U stanicama THP-1 primjetno je veći broj nanočestica unutar stanice u 

odnosu na stanice Jurkat, a u oba stanična tipa nanočestice nisu jednoliko raspoređene kroz 

citoplazmu već se nalaze grupirane (Slike 18 i 19). Važno je primijetiti da se signali nanoAg i 

nanoPS većinom ne preklapaju, nego su nanočestice unesene u stanice zasebno.  

 

 

   Slika 18. Slike sa konfokalnog mikroskopa stanica Jurkat: a) kontrolne stanice, b) stanice  

tretirane s 1 mg/L nanoAg i 10 mg/L nanoPS tijekom 24 h na 37°C i 5 % CO2. Stanične jezgre 

prikazane su plavom bojom, aktin je prikazan ljubičasto, nanoAg prikazane su crveno, a nanoPS 

prikazane su zelenom bojom. Skala veličine prikazuje 10 m. 
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Slika 19. Slike sa konfokalnog mikroskopa stanica THP-1: a) kontrolne stanice, b) stanice tretirane 

s 1 mg/L nanoAg i 10 mg/L nanoPS tijekom 24 h na 37°C i 5 % CO2. Stanične jezgre prikazane su 

plavom bojom, aktin je prikazan ljubičasto, nanoAg prikazane su crveno, a nanoPS prikazane su 

zelenom bojom. Skala veličine prikazuje 10 m. 

4.8 Ekspresija pro-upalnih citokina – kvantitativna lančana reakcija polimeraze u 

stvarnom vremenu (qRT-PCR) 

Sljedeći dio istraživanja utjecaja nanoAg i nanoPS na stanice Jurkat i THP-1 bio je analiza 

promjena u ekspresiji gena povezanih sa upalnim odgovorom, odnosno ekspresije citokina IL-6, 

IL-8 i TNF za oba tipa stanica, te ekspresija citokina IL-2 za stanice Jurkat. Također, analizirana 

je ekspresija gena CD11b u stanicama THP-1 tretirane s 100 nM PMA kako bi se na genskoj 

ekspresiji potvrdila diferencijacija stanica iz monocita u makrofage (Slike 10, 20 - 23, Tablica 6).  
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Tablica 6. Promjene u ekspresiji citokina u stanicama Jurkat i THP-1 nakon tretmana nanoAg i 

nanoPS tijekom 2 sata na 37°C i 5 % CO2, utvrđenih qPCR analizom. Rezultati su izračunati 

metodom 2-Cq i izraženi kao porast ekspresije u odnosu na kontrolne stanice (engl. fold change 

in gene expression). Tretmani koji se statistički značajno razlikuju od kontrolnih stanica označeni 

su crvenom bojom (p<0,05). 

  
Jurkat THP-1 

IL-2 IL-6 IL-8 TNF IL-6 IL-8 TNF IL-1 

kontrolne stanice 

  
1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

pozitivna kontrola 

(Jurkat - 5 mg/L 

PHA, THP-1 - 1 

mg/L LPS) 

7,6 4,2 5,5 2,4 8,2 3,7 8,2 2,6 

nanoAg (mg/L) 

1 1,0 1,4 1,0 1,1 1,4 1,3 0,5 1,2 

5 1,5 1,8 1,3 1,4 1,8 1,8 2,6 1,5 

10 2,7 2,6 2,5 2,3 2,6 2,9 5,6 1,7 

nanoPS (mg/L) 

1 1,0 1,0 0,9 1,0 1,2 1,2 0,6 1,3 

5 1,1 1,1 1,0 1,2 1,6 1,8 2,3 1,8 

10 1,0 1,2 1,2 1,4 1,8 2,2 3,5 1,9 

nanoPS (1 

mg/L) + 

nanoAg (mg/L) 

1 1,2 1,1 1,3 1,5 1,1 1,6 0,5 1,2 

5 1,3 1,7 1,7 2,1 2,2 1,8 2,9 1,4 

10 2,4 2,6 3,1 2,3 3,0 2,8 3,6 1,8 

nanoPS (5 

mg/L) + 

nanoAg (mg/L) 

1 2,1 1,5 1,1 1,6 1,8 1,8 1,6 1,4 

5 3,0 2,4 2,5 1,9 2,4 2,4 3,0 1,7 

10 4,5 3,1 3,3 2,4 3,1 3,5 4,6 2,1 

nanoPS (10 

mg/L) + 

nanoAg (mg/L) 

1 2,6 1,8 1,7 1,8 2,1 2,2 2,5 1,4 

5 4,9 2,4 2,5 2,3 3,1 3,7 6,1 1,7 

10 5,8 3,5 4,4 4,2 4,1 5,7 7,6 2,1 
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Stanice Jurkat tretirane nanoAg pokazale su značajno veću ekspresiju IL-6 u odnosu na 

netretirane stanice pri koncentraciji 10 mg/L i značajno veću ekspresiju IL-8 nakon tretmana 10 

mg/L nanoAg, dok porast ekspresije TNF i IL-2 nakon tretmana nanoAg nije bio statistički 

značajan (Tablica 6, Slike 20 i 21). Tretman stanica Jurkat nanoPS nije značajno promijenio razinu 

ekspresije testiranih gena u usporedbi s kontrolnim stanicama (Tablica 6, Slike 20 i 21). S druge 

strane, tretman stanica Jurkat mješavinama nanočestica povisio je ekspresiju svih testiranih gena: 

ekspresija IL-6 povišena je nakon tretmana s 5 i 10 mg/L nanoAg u kombinaciji sa sve tri 

koncentracije nanoPS, ekspresija IL-8 povišena je nakon tretmana 10 mg/L nanoAg + 1 mg/L 

nanoPS, te mješavinama 5 i 10 mg/L nanoAg s 5 i 10 mg/L nanoPS, a ekspresija TNF povišena 

je nakon tretmana mješavinom 10 mg/L nanoAg s 5 i 10 mg/L nanoPS (Tablica 6, Slike 20 i 21). 

Ekspresija IL-2 nije značajno promijenjena tretmanima sa zasebnim nanočesticama, ali je povišena 

nakon tretmana s 10 mg/L nanoAg u kombinaciji s 5 mg/L nanoPS, te nakon tretmana s 5 i 10 

mg/L nanoAg pomiješane sa 10 mg/L nanoPS (Tablica 6, Slika 20). 

Prije analize pokretanja upalnog odgovora stanica THP-1, utvrđena je ekspresija CD11b na 

površini stanica tretiranih 3 dana sa 100 nM PMA. Ekspresija CD11b povećana je 8,24 puta u 

odnosu na netretirane stanice, što zajedno sa promjenom iz suspenzijskog u adherentni tip stanica 

potvrđuje uspješnu diferencijaciju stanica THP-1 iz monocita u makrofage (Slika 10).  

Diferencirane THP-1 stanice izložene pojedinačnim nanočesticama i njihovim smjesama 

tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO2 pokazale su značajne pro-upalne promjene u ekspresiji gena 

(Tablica 6, Slike 22 i 23). Tretman stanica s 10 mg/L nanoAg povisio je ekspresiju IL-6, IL-8, 

TNF i IL-1. Značajan porast ekspresije TNF i IL-1 zabilježen je i kod tretmana s 10 mg/L 

nanoPS (Tablica 6, Slike 22 i 23). Također je uočeno povećanje ekspresije IL-6 i IL-8 u ovisnosti 

o primijenjenoj dozi nanoPS, iako te promjene nisu dosegle prag statističke značajnosti. S druge 

strane, tretman stanica s 5 i 10 mg/L nanoPS postigao je maleno ali statistički značajno povećanje 

ekspresije IL-1 (Slika 22). Mješavine nanoAg i nanoPS postigle su još veći učinak u podizanju 

razine ekspresije svih navedenih gena u odnosu na tretman pojedinačnim tipom nanočestica. 

Tretman s 10 mg/L nanoAg u kombinaciji sa sve tri koncentracije nanoPS (1, 5 i 10 mg/L) povisio 

je ekspresiju IL-6, IL-8, TNF i IL-1, a tretman mješavinom 10 mg/L nanoAg i 10 mg/L nanoPS 

postigao je znatno veći učinak u odnosu na tretman samim 10 mg/L nanoAg (Tablica 6, Slike 22 i 

23). Također, tretman s 5 mg/L nanoAg, koji zasebno nije značajno povisio ekspresiju testiranih 
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gena, u mješavini s 5 i 10 mg/L potaknuo je ekspresiju IL-6, IL-8 i TNF iznad praga statističke 

značajnosti (Tablica 6, Slike 22 i 23).  

 

 

Slika 20. Rezultati analize ekspresije citokina IL-2 i IL-6 u stanicama Jurkat nakon tretmana 

nanoAg i nanoPS tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO2. Promjene u ekspresiji gena izražene su u odnosnu 

na kontrolne stanice, a kvantificirane su metodom 2-Cq. Rezultati koji se statistički značajno 

razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) označeni su zvjezdicom  (*). 
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Slika 21. Rezultati analize ekspresije citokina IL-8 i TNF u stanicama Jurkat nakon tretmana 

nanoAg i nanoPS tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO2. Promjene u ekspresiji gena izražene su u odnosnu 

na kontrolne stanice, a kvantificirane su metodom 2-Cq. Rezultati koji se statistički značajno 

razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) označeni su zvjezdicom  (*). 
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Slika 22. Rezultati analize ekspresije IL-1 i IL-6 u stanicama THP-1 nakon tretmana nanoAg i 

nanoPS tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO2. Promjene u ekspresiji gena izražene su u odnosnu na 

kontrolne stanice, a kvantificirane su metodom 2-Cq. Rezultati koji se statistički značajno 

razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) označeni su zvjezdicom  (*). 
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Slika 23. Rezultati analize ekspresije IL-8 i TNF u stanicama THP-1 nakon tretmana nanoAg i 

nanoPS tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO2. Promjene u ekspresiji gena izražene su u odnosnu na 

kontrolne stanice, a kvantificirane su metodom 2-Cq. Rezultati koji se statistički značajno 

razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) označeni su zvjezdicom  (*). 
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4.9 Analiza mehaničkih svojstvava stanica – atomska mikroskopija sila (AFM) 

Utjecaj tretmana nanočesticama na mehanička svojstva stanica Jurkat i THP-1 ispitani su 

metodom AFM. Za ispitivanje promjena mehaničkih svojstava, stanice su tretirane s 1 mg/L 

nanoAg, 10 mg/L nanoPS i mješavinom nanočestica u istim koncentracijama tijekom 24 h na 37°C 

i 5 % CO2. U svakom uzorku ispitana je čvrstoća 25 točaka na stanicama, a rezultati ispitivanja 

prikazani su kao distribucija vrijednosti izraženu preko Youngova modula (E), odnosno njihovih 

logaritama (log10[E(Pa)]) (Slike 24 i 25), te kao srednja vrijednost izračunatih log10[E(Pa)] 

vrijednosti (Slika 26). Rezultati na stanicama Jurkat pokazali su da su nanočestice obje vrste 

smanjile čvrstoću citoskeleta, međutim zabilježeno smanjenje nije bilo statistički značajno (Slika 

26). S druge strane, tretman mješavinom nanočestica umanjio je čvrstoću citoskeleta više od 

pojedinačnih tretmana te je vrijednost log(E) iznosila 2,73, u odnosu na log(E) vrijednost 3,13 kod 

kontrolnih stanica (Slika 26). Kod stanica THP-1, utjecaj nanočestica na čvrstoću stanica bio je 

više izražen te su tretmani nanoAg i nanoPS, primijenjeni zasebno, značajno smanjili vrijednost 

logaritma Youngova modula stanica – log(E) vrijednost iznosila je 2,33 za nanoAg i 2,25 za 

nanoPS, u odnosu na 2,67 kontrolnih stanica (Slika 26). Miješani tretman stanica s nanoAg/nanoPS 

također je značajno smanjio vrijednost Youngova modula (log(E) = 2,26), iako se zabilježeno 

smanjenje nije bitno razlikovalo od tretmana zasebnim nanočesticama (Slika 26).  
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Slika 24. Distribucija vrijednosti Youngova modula (E) stanica Jurkat, dobivena analizom krivulja 

sila za svaku analiziranu točku na površini stanica (25 točaka po uzorku). Za sve vrijednosti E(Pa) 

izračunate su vrijednosti log10[E(Pa)] te su prikazani njihovi udjeli u ukupnom broju analiziranih 

točaka.  
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Slika 25. Distribucija vrijednosti Youngova modula (E) stanica THP-1, dobivena analizom krivulja 

sila za svaku analiziranu točku na površini stanica (25 točaka po uzorku). Za sve vrijednosti E(Pa) 

izračunate su vrijednosti log10[E(Pa)] te su prikazani njihovi udjeli u ukupnom broju analiziranih 

točaka.  
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Slika 26. Logaritmi vrijednosti Youngova modula (log10[E(Pa)]) dobiveni za stanice Jurkat i THP-

1 tretirane s 1 mg/L nanoAg, 10 mg/L nanoPS i mješavinom nanoAg i nanoPS u istim 

koncentracijama, te vrijednost log10[E(Pa)] za kontrolne stanice. Stanice su tretirane tijekom 24 h 

na 37°C i 5 % CO2. Rezultati koji se statistički značajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) 

označeni su zvjezdicom  (*). 
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5. RASPRAVA 

Nanočestice srebra važan su alat u suzbijanju bakterijskih infekcija u bolničkom okruženju 

zbog svojih izuzetnih antimikrobnih svojstava (20), a zbog rastuće važnosti i rasprostranjenosti 

nanoAg u medicinskoj i industrijskoj primjeni postoji veća mogućnost ljudske izloženosti i 

opasnosti po zdravlje. Dok su u literaturi opisani razni aspekti moguće štetnosti nanoAg za ljudski 

organizam (143), posebna kategorija rizika koja je dosad slabo istražena je moguće međudjelovanje 

nanoAg s drugim materijalima, koje može uzrokovati štetne učinke različite od samih nanoAg. 

Međudjelovanje nanoAg s drugim materijalima može dovesti do pojačanih toksičnih učinaka, ali 

može uzrokovati i smanjenje toksičnosti samih nanoAg, ovisno o tipu materijala s kojima su u 

doticaju. U ovom istraživanju, ispitano je zajedničko djelovanje nanoAg i nanoPS, obzirom na 

raznoliku primjenu polistirena u medicinskom kontekstu i njegovu prisutnost u okolišu.  

Oblik, veličina i  potencijal nanoAg i nanoPS ispitane su metodama AFM i DLS/ELS, 

koje su pokazale da su oba tipa nanočestica sferičnog oblika i negativnog  potencijala. Dok su u 

staničnom mediju RPMI 1640 nanoAg i nanoPS tvorili agregate različitih veličina, dodatak FBS-

a u medij bitno je promijenio svojstva njihovih suspenzija. Za oba tipa nanočestica postignuta je 

jednolika raspodjela veličina bez većih agregata. Taj se učinak FBS-a može pripisati stvaranju 

proteinske korone, koja stabilizira pojedinačne nanočestice i sprječava njihovu agregaciju do 

stupnja kakav je zabilježen u RPMI 1640 bez FBS-a. Dodatan dokaz stvaranja korone je promjena 

 potencijala nanoAg i nanoPS, koji je u mediju sa FBS-om bio približno jednak za pojedinačne 

tipove nanočestica, kao i za nanočestice u smjesi, što je uzrokovano vezanjem proteina FBS-a koji 

su maskirali  potencijal samih nanočestica. Važan rezultat ove analize je detekcija dvaju 

populacija u smjesi nanoAg/nanoPS koje raspodjelom veličina odgovaraju zasebnim tipovima 

nanočestica, što pokazuje da u smjesi nije došlo do značajnih interakcija između nanoAg i nanoPS 

te da su nanočestice neovisno djelovale na stanice u tretmanima gdje su primijenjene zajedno. 

Rezultati AFM analize nanočestica pokazali su drugačiju razdiobu veličina nanoAg i nanoPS u 

odnosu na DLS rezultate. Postoji nekoliko razloga zašto je promjer nanočestica dobiven AFM 

analizom manji od promjera izračunat metodom DLS: i) veličina čestica dobivena DLS-om 

izražena je kao hidrodinamički promjer, odnosno promjer koji uključuje ne samo nanočestice nego 

i solvatacijsku ljusku koja se oko njih stvara, te je dobiveni promjer nužno veći od promjera same 

čestice; ii) nanočestice analizirane metodom AFM snimane su na površini prekrivenoj poli-L-
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lizinom, te su nanočestice pod pritiskom AFM vrška utonule u polimerni supstrat, čime je dobivena 

manja vrijednost za promjer čestica; iii) nanočestice analizirane metodom AFM nisu bile u 

kontaktu s proteinima, te nisu stvorile proteinsku koronu koja bi povećala njihov promjer 

(agregacija nanočestica u nedostatku proteina, kakva je zabilježena DLS analizom, izbjegnuta je 

sušenjem uzorka nanočestica i snimanjem na zraku). Obzirom na snimanje pojedinačnih 

nanočestica, u odnosu na analizu svojstava otopine, razdioba veličina dobivena metodom AFM 

vjernije prikazuje raspon promjera nanoAg i nanoPS nego metoda DLS. Međutim, treba uzeti u 

obzir veličinu analiziranog uzorka, odnosno broj analiziranih nanočestica. Dok je metoda DLS dala 

rezultat reprezentativan za velik broj nanočestica u uzorku koncentracije 1 mg/L, metodom AFM 

izmjerena je veličina relativno malog broja čestica te razdioba njihovih veličina nije nužno 

reprezentativna za cijeli uzorak. S druge strane, AFM analiza potvrdila je ključan rezultat DLS 

mjerenja koji pokazuje kako nanoAg i nanoPS nisu stupili u interakciju i tvorili miješane agregate 

nanočestica. Mješavina ovih nanočestica stoga nije dobila zasebna svojstva različita od samih 

nanoAg i nanoPS, već su nanočestice u smjesi zasebno stupale u interakcije sa staničnom 

površinom te se njihovi učinci na mjerene stanične parametre mogu shvatiti kao aditivni. 

Stanična vijabilnost i pokretanje apoptoze nakon tretmana nanoAg i nanoPS ispitana je 

metodom protočne citometrije, kojom je moguće razlikovati žive stanice od apoptotičnih i mrtvih 

stanica u istom uzorku. Ova metoda također ima prednost pred drugim esejima stanične 

vijabilnosti, kao MTS i LDH, za koje je poznat fenomen interferencije nanočestica s očitanjem 

apsorbancije i posljedično nepouzdane rezultate (133). Za razliku od navedenih eseja, u analizi 

rezultata protočne citometrije moguće je isključiti signal samih nanočestica na temelju veličine 

zabilježenih događaja na detektoru (engl. events, zajednički naziv za sve sakupljene signale tijekom 

analize uzorka na citometru, koji osim pojedinačnih stanica mogu uključivati nakupine stanica, 

dijelove raspadnutih stanica, nanočestice i sl.). Utvrđena je citotoksičnost nanoAg za stanice Jurkat 

i THP-1 u koncentracijama 25, odnosno 50 mg/L, a nanoPS su značajno smanjile staničnu 

vijabilnost tek kod koncentracije 500 mg/L za obje stanične linije. Dosad publicirani rezultati 

toksičnosti nanoAg za stanice Jurkat i THP-1 dokazali su ovisnost učinka nanoAg o veličini 

nanočestica, uz vrlo malo smanjenje vijabilnosti nakon tretmana oba tipa stanica s nanoAg 

promjera 50 nm stabilizirane citratom (144). Međutim, u ovom radu korištene su nanoAg 

stabilizirane PVP-om umjesto citrata te, uzevši u obzir utjecaj površinskih agensa na biološki 

karakter i citotoksičnost nanoAg (145, 146), publicirani rezultati dobiveni s drukčijim tipom 
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nanoAg nisu nužno usporedivi sa rezultatima prikazanim u ovoj disertaciji. S druge strane, nanoPS  

su smanjile vijabilnost stanica Jurkat i THP-1 tek u visokoj koncentraciji od 500 mg/L. Ovaj rad 

stoga daje važan uvid u škodljive učinke nanoAg promjera 50 nm, sintetizirane s PVP-om kao 

površinskim agensom za stabilizaciju, i nanoPS promjera 20 nm bez površinskih modifikacija, na 

modelne stanice imunosnog sustava.  

Iako je razumijevanje zasebnog učinka nanoAg i nanoPS na stanice imunosnog sustava 

važan korak za procjenu rizika koje ovi NM predstavljaju po ljudsko zdravlje, njihova mješavina 

predstavlja posebnu kategoriju štetnosti koja može biti različita u odnosu na pojedinačne tretmane. 

Rezultati su pokazali da mješavine netoksičnih koncentracija nanoAg i nanoPS značajno smanjuju 

vijabilnost stanica Jurkat, u odnosu na zasebno primijenjene nanočestice, nakon tretmana u istim 

uvjetima. Sličan učinak mješavine nanoAg i nanoPS, ali slabije izražen, zabilježen je i za stanice 

THP-1. Ovaj rezultat pokazuje važnost ispitivanja smjesa NM i njihove temeljite karakterizacije u 

relevantnim sustavima prije potencijalne primjene kojom bi došli u doticaj s ljudskim organizmom.  

Za detaljniji uvid u međudjelovanje nanoAg i nanoPS i njihov utjecaj na ljudske stanice, 

pobliže su ispitani mehanizmi kojim nanoAg i nanoPS utječu na staničnu vijabilnost i metabolizam. 

Poznato je da nanoAg i nanoPS postižu svoj toksični učinak na stanice preko stvaranja ROS-ova i 

posljedičnog uzrokovanja oksidativnog stresa u stanicama (32, 147). Kako bi utvrdili razlikuje li 

se djelovanje smjese nanočestica od djelovanja pojedinačnog tipa, provedeni su eseji za analizu 

oksidativnog stresa: esej DCFH-DA, kojim se kvantificira količina stvorenih ROS-ova, esej 

monoklorobiman (mBCl) kojim se analizira razina unutarstaničnog glutationa (stanični 

antioksidans) i esej rodamin 123 (Rh123) kojim je moguće utvrditi promjene mitohondrijskog 

membranskog potencijala. Za analizu pokretanja oksidativnog stresa korištene su niske 

koncentracije NM (1 i 10 mg/L nanoAg i nanoPS) kako bi se umanjila mogućnost lažnih signala 

uzrokovanih međudjelovanjem nanočestica i fluorescentnih boja (132). Esej DCF pokazao je da 

tretman pojedinačnim nanočesticama uzrokuje stvaranje neznatno veće količine ROS-ova u 

stanicama Jurkat i THP-1 u odnosu na kontrolne stanice. S druge strane, tretman mješavinom 

nanočestica značajno je povisio količinu ROS-ova u odnosu na same nanoAg ili nanoPS. To 

ukazuje da neovisni procesi stvaranja ROS-ova na površini nanoAg i nanoPS rezultiraju 

zajedničkim učinkom čija je posljedica oksidativni stres u stanicama Jurkat i THP-1. Za bolji uvid 

u oksidativni status stanica nakon tretmana, proveden je i mBCl esej kako bi se kvantificirala 
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količina staničnog glutationa. Međutim, rezultati eseja nisu pokazali razliku u razini glutationa 

između kontrolnih i tretiranih stanica. Mogući uzrok male promjene mBCl signala je relativno slaba 

osjetljivost eseja, obzirom na manji afinitet monoklorobimana za ljudske izozime glutation-S-

tranferaze u odnosu na izozime prisutne u štakorskim i mišjim staničnim linijama, na kojima je 

esej prvotno razvijen (148). Esej Rh123, s druge strane, temelji se na vrlo specifičnom bojanju 

živih mitohondrija i omogućuje osjetljivu detekciju depolarizacije mitohondrijske membrane 

(149). Ovisno o korištenoj koncentraciji rodamina 123 i uvjetima pokusa, esej je moguće provesti 

na način da se prati porast ili smanjenje intenziteta fluorescencije kao odgovor na depolarizaciju 

membrane (150). Koncentracija rodamina 123 korištena u ovom radu (100 nM) odgovara uvjetima 

u kojima depolarizacija membrane dovodi do smanjenja fluorescentnog signala (engl. non-

quenching mode) te je zabilježen smanjenje intenziteta fluorescencije u oba stanična tipa nakon 

tretmana nanočesticama. Bitno je primijetiti da je značajan učinak nanoAg i nanoPS zabilježen kod 

zasebnih tretmana nanočestica, kao i kod miješanih tretmana. Ovo smanjenje signala uzrokovano 

je delokalizacijom boje izvan mitohondrija, koje se dogodilo uslijed depolarizacije mitohondrijske 

membrane. Mogući uzroci depolarizacije su i) nespecifična oštećenja membrane uzrokovana ROS-

ovima ili Ag+ ionima otpuštenima s površine nanoAg te ii) početne reakcije procesa apoptoze, koji 

uključuju promjenu mitohondrijskog transmembranskog potencijala (151). Na temelju rezultata 

Rh123, može se zaključiti da je riječ o osjetljivom eseju koji omogućuje analizu staničnih promjena 

povezanih sa oksidativnim stresom i pokretanjem apoptoze čak i kod tretmana niskim 

koncentracijama NM. 

Bitno je zamijetiti da je kod stanica THP-1 zabilježena veća promjena fluorescentnog 

signala u esejima DCF i Rh123, iako su za oba stanična tipa korištene iste koncentracije boja 

DCFH-DA, odnosno rodamina 123. Taj rezultat ukazuje na više stvaranja ROS-ova i jaču 

depolarizaciju mitohondrijskih membrana kod stanica THP-1 u odnosu na stanice Jurkat, što znači 

da su stanice izložene jačem oksidativnom stresu. Kako je mehanizam toksičnosti nanoAg i nanoPS 

jednak za oba stanična tipa, objašnjenje ovog fenomena leži u različitoj količini unesenog NM u 

stanice Jurkat odnosno THP-1, što je ispitano daljnjim pokusima. 

Za daljnje ispitivanje učinaka nanoAg i nanoPS na stanice analizirana je razina oštećenja 

DNA uzrokovana tretmanom nanočesticama tijekom 24 h. Odabran je esej H2AX kojim je 

moguće detektirati dvolančane lomove DNA, potencijalno najopasnija oštećenja stanične DNA 
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koje mogu dovesti do stanične smrti ili kromosomskih translokacija (152). Iako oksidativni stres 

najčešće rezultira kemijskom modifikacijom nukleobaza i jednolančanim lomovima (153), 

dokazano je da oksidativni stres može dovesti i do većih oštećenja DNA koja uključuju dvolančane 

lomove (154). Obzirom na osjetljivost eseja H2AX (139), njime je moguće razlikovati relativno 

malen porast u broju dvolančanih lomova koji mogu rezultirati ozbiljnim staničnim oštećenjima i 

staničnom smrću.  

Tretman stanica Jurkat i THP-1 s nanoAg i nanoPS uzrokovao je značajan porast u postotku 

H2AX+ stanica, nakon zasebne primjene oba tipa nanočestica, kao i nakon zajedničke primjene 

smjese nanoAg i nanoPS. Kod tretmana stanica Jurkat sa zasebnim tipovima nanočestica, statistički 

značajan porast postotka H2AX+ stanica zabilježen je samo kod tretmana 50 i 100 mg/L nanoAg 

i te 500 mg/L nanoPS. Kod tretmana mješavinama nanočestica, porast je zabilježen kod 5 i 10 

mg/L nanoAg kombiniranih sa 5 i 10 mg/L nanoPS. Ovi rezultati ukazuju da su se dvolančani 

lomovi DNA kod stanica Jurkat pojavili kod tretmana koji su bitno smanjili staničnu vijabilnost, te 

da stanice nisu imale kapacitet popraviti sva oštećenja DNA uzrokovana oksidativnim stresom. 

Moguće je pretpostaviti da bi esej za analizu jednolančanih lomova DNA ili stvaranje 8-

oksogvanina pokazao nakupljanje manjih oštećenja DNA pri nižim koncentracijama nanočestica 

(155), koje bi na kraju dovelo do velikih oštećenja kakva su detektirana u ovom radu. Eom i sur. 

(2010) pokazali su da je tretman stanica Jurkat nanočesticama srebra značajno povisio količinu 

proteina H2AX nakon 24 h te da je, uz pojavu ovog biljega dvolančanih lomova DNA, zaustavljen 

stanični ciklus i pokrenuta apoptotična smrt stanica (156). Kako je postotak H2AX+ stanica nakon 

mješovitog tretmana s 5 i 10 mg/L nanoAg i 10 mg/L nanoPS veći nego kod tretmana samim 5 i 

10 mg/L nanoAg, ovaj se učinak ne može pripisati samim nanoAg, već i oksidativnom stresu 

uzrokovanog nanoPS, što dodatno ukazuje na citotoksični potencijal smjese NM u odnosu na 

pojedini tip nanočestica. 

Oštećenja DNA kod stanica THP-1 zabilježena su za niže koncentracije nanoAg nego kod 

stanica Jurkat te je statistički značajan porast H2AX+ uočen nakon tretmana s 5 mg/L nanoAg, 

odnosno u koncentraciji nanoAg koja nije rezultirala značajnim porastom postotka mrtvih stanica 

THP-1. Također, za tretmane mješavinama oba tipa nanočestica zabilježen je značajno veći 

postotak H2AX+ nego kod kontrolnih stanica. Ti rezultati pokazuju da su nanoAg i nanoPS, 

primijenjene zasebno ili zajedno, uzrokovale relativno velik broj dvolančanih lomova DNA. 
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Zanimljivo je primijetiti da je kod stanica THP-1 zabilježen manji pad u postotku vijabilnih stanica 

nakon tretmana nanočesticama, u odnosu na stanice Jurkat, unatoč većem broju dvolančanih 

lomova DNA kod istog tretmana. Taj podatak ukazuje na važnost mehanizama popravka DNA, za 

koje je poznato da su pojačano aktivirani u THP-1 stanicama nakon tretmana NM. Primjerice, kod 

stanica THP-1 izloženima nanočesticama grafen oksida zabilježena je pojačana ekspresija gena 

uključenih u popravak DNA izrezivanjem baza (engl. base-excision repair): 8-oksogvanin 

glikozilaze (OGG1), DNA liaze (APEX1), uracil-DNA glikozilaze (UNG), i DNA polimeraze  

(POLB) (157). Sličan odgovor stanica THP-1 zabilježen je nakon izlaganja nanočesticama platine, 

uz dodatno pojačanje ekspresije proteina induciranog zaustavljanjem rasta i oštećenjem DNA 

(engl. growth arrest and DNA damage inducible alpha, GADD45A) (158). Osim popravka DNA 

izrezivanjem baza, Khatri i sur. (2013) dokazali su pojačanu ekspresiju proteina za popravak 

dvolančanih lomova putem ne-homolognog spajanja krajeva (engl. non-homologous end joining, 

NHEJ) Ku70 i Rad51, kod stanica THP-1 izloženih nanomaterijalima (159). Ova osjetljivost 

stanica THP-1 na oštećenja DNA nakon tretmana nanočesticama, u odnosu na stanice Jurkat 

tretirane na isti način, ukazuje na razlike u staničnom odgovoru između ove dvije stanične linije 

koje su pobliže ispitane analizom unosa nanočestica pomoću protočne citometrije i konfokalne 

mikroskopije. 

Slike dobivene konfokalnim mikroskopom pokazale su da je većina nanočestica unesenih 

u stanice lokalizirana u citoplazmi, a manji udio u jezgrama stanica. Shodno tome, oštećenja DNA 

zabilježena esejem H2AX se većim dijelom mogu pripisati učincima oksidativnog stresa, a manje 

izravnom vezanju nanočestica na kromosome. Iz slika s konfokalnog mikroskopa također se može 

vidjeti da nije bilo značajnih interakcija između nanočestica unesenih u stanice, obzirom da je 

zabilježeno vrlo malo preklapanja signala raspršene svjetlosti (koji su pripisani nanoAg) i 

fluorescentnog signala nanoPS. Osim toga, dokazano je da nanočestice nisu unesene pojedinačno 

nego u manjim ili većim nakupinama, što je u skladu sa stupnjem agregacije kakav je utvrđen 

DLS/ELS analizom. 

Slike s konfokalnog mikroskopa dopunjene su rezultatima protočne citometrije, odnosno 

relativnom kvantifikacijom unosa nanočestica u oba tipa stanica. Iako se protočnim citometrom ne 

mogu jasno odvojiti stanice koje su unijele nanočestice od stanica s nanočesticama vezanima na 

staničnu membranu, ova metoda ipak omogućuje usporedbu tretiranih i kontrolnih stanica prema 
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unosu nanoAg i nanoPS. Dva promatrana parametra su intenzitet postranično raspršene svjetlosti, 

kojim je moguće pratiti unesenu količinu nanoAg, i intenzitet fluorescentnog signala nanoPS. Za 

oba tipa nanočestica, dobiven je znatno veći signal u tretiranim stanicama THP-1 u odnosu na 

tretirane stanice Jurkat, što je pokazalo veći unos nanoAg i nanoPS kod stanica THP-1. Ovaj 

rezultat bio je očekivan obzirom na funkciju makrofaga u organizmu kao stanica prvenstveno 

zaduženih za fagocitozu. Veći unos nanočestica također može objasniti i jači intenzitet 

oksidativnog stresa i veći opseg oštećenja DNA zamijećen kod stanica THP-1 u odnosu na stanice 

Jurkat. 

Važan aspekt interakcije nanočestica sa stanicama imunosnog sustava i staničnim linijama 

dobivenih od leukocita je njihov upalni odgovor, odnosno pokretanje upalne kaskade uzrokovano 

NM. Za upotrebu NM u medicinske svrhe, neophodno je istražiti njihov potencijal za stvaranje 

upalne reakcije koja bi mogla oštetiti ljudski organizam ili smanjiti učinkovitost njihove primjene. 

U stanicama Jurkat i THP-1 tretirane s nanoAg dokazan je porast ekspresije pro-upalnih citokina 

IL-6, IL-8 i TNF na razini mRNA. Za stanice Jurkat dodatno je pokazan porast ekspresije IL-2, 

jednog od ključnih regulatora upalnih procesa u limfocitima, u ovisnosti o dozi primijenjenog 

nanoAg. Za THP-1 stanice također je pokazan porast ekspresije IL-1, jednog od ključnih biljega 

upale kod makrofaga, nakon tretmana nanoAg i nanoPS. S druge strane, utjecaj nanoPS 

primijenjenih u istim koncentracijama na ekspresiju IL-6, IL-8 i TNF bio je puno slabiji. Miješani 

tretmani, naprotiv, rezultirali su jačom aktivacijom ekspresije citokina nego pojedinačni tretman s 

nanoAg ili nanoPS, kod oba tipa stanica. Za sve testirane gene kod oba stanična tipa, ovaj fenomen 

pojačanog upalnog odgovora najizraženiji je bio kod tretmana s 10 mg/L nanoAg i 10 mg/L 

nanoPS, odnosno kod najveće primijenjene doze nanočestica koje zasebno nisu značajno smanjile 

vijabilnost stanica.  

Utjecaj nanoAg i nanoPS na pokretanje staničnog upalnog odgovora dobro je opisan u 

literaturi, te je poznato da oba tipa nanočestica pojačavaju ekspresiju pro-upalnih citokina IL-6 i 

TNF, na genskoj i proteinskoj razini, u ljudskim stanicama (160, 161). Također, za nanoAg je 

pokazano da pojačavaju ekspresiju IL-1, uz druge pro-upalne citokine, u stanicama THP-1 (162). 

Učinak nanoAg na pokretanje upalnog odgovora postiže se preko aktivacije jezgrinog faktora B 

(engl. nuclear factor B, NFB) kao odgovor na stvaranje ROS-ova (163). Aktivacija upalnog 

odgovora identificirana je kao ključna posljedica oksidativnog stresa uzrokovanog plastičnim 
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nanomaterijalima, uključujući nanoPS (32). Ovi rezultati pokazuju da nanoAg i nanoPS 

primijenjeni zajedno u smjesi mogu potencirati upalnu kaskadu u limfocitima i makrofazima, u 

usporedbi s pojedinačnim tipom NM, što treba uzeti u obzir prije potencijalne primjene mješavine 

nanoAg i nanoPS u medicinskom kontekstu. 

Posljednji dio istraživanja uključivao je analizu promjena u mehaničkim svojstvima stanica, 

prvenstveno stanične čvrstoće, kao posljedice tretmana nanočesticama. Kao i za eseje oksidativnog 

stresa i aktivacije upalnog odgovora, odabrane su koncentracije nanoAg i nanoPS koje nisu 

značajno smanjile vijabilnost stanica, primijenjene zasebno ili zajedno. Čvrstoća stanica, odnosno 

citoskeleta, izražena je preko Youngova modula elastičnosti koji predstavlja mjeru krutosti 

materijala (164, 165). Utjecaj tretmana nanočesticama na funkciju i integritet citoskeleta nije u 

potpunosti razjašnjen zbog manjka eksperimentalnih podataka o mehanizmima potencijalnih 

interakcija stanica i NM (166). Xu i sur. (2015) pokazali su da nanoAg smanjuju funkciju čvrstih 

spojeva (engl. tight junctions) i ekspresiju proteina koji ih tvore (167), dok su Setyawati i sur. 

(2013) dokazali sličan učinak titanskih nanočestica na pukotinske spojeve (engl. gap junctions) 

(168). Također, pokazano je da tretman stanica nanočesticama titan (IV) oksida i željeza može 

izravno promijeniti strukturu aktinskog citoskeleta i ekspresiju proteina ključnih za staničnu 

adheziju (169–171). Međutim, navedene promjene u ekspresiji i funkciji sastavnica citoskeleta 

uzrokovane NM nisu opisane mehanistički, te nisu podrobno razmatrane u kontekstu staničnih 

promjena uzrokovanih oksidativnim stresom. Kako je upravo oksidativni stres jedan od glavnih 

procesa kojim su nanoAg i nanoPS smanjile vijabilnost stanica Jurkat i THP-1, izravan utjecaj 

ROS-ova na stanične makromolekule i posljedične promjene u ekspresiji proteina i regulaciji 

staničnog ciklusa nužne su za razumijevanje promjena u mehaničkim parametrima stanica. Ova 

sprega između oksidativnog stresa i svojstava citoskeleta već je pokazana za različite stanične 

tipove nakon tretmana nanočesticama (172, 173), te su ovdje prikazani rezultati analize AFM-om 

interpretirani u kontekstu ostalih proučenih parametara – stvaranja ROS-ova, unosa nanočestica, 

oštećenja staničnih struktura i pokretanja apoptoze.  

Tretman stanica Jurkat mješavinom nanoAg/nanoPS značajno je smanjio vrijednost 

Youngova modula, za razliku od pojedinačnih nanoAg i nanoPS tretmana. Kao i za ostale 

promatrane parametre stanične vijabilnosti i metabolizma, smjesa NM pokazala je aditivan učinak 

u odnosu na pojedinačne komponente. Kod stanica THP-1, zasebni tretmani nanoAg i nanoPS 
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također su značajno smanjili staničnu čvrstoću, kao i tretman smjesom nanoAg/nanoPS. Smanjenje 

vrijednosti Youngova modula nakon tretmana nanočesticama dokaz je značajnih promjena u 

strukturi citoskeleta koji dodatno potvrđuje povećanu toksičnost smjese NM u odnosu na njezine 

sastavnice. Međutim, samo na temelju ovdje prikazanih rezultata nije moguće definitivno zaključiti 

radi li se o promjenama koje su posljedice oksidativnog stresa i oštećenja DNA ili izravne 

interakcije nanoAg i nanoPS s proteinima citoskeleta. Uzimajući u obzir da ROS-ovi mogu 

uzrokovati oksidativno oštećenje aktina, mikrotubula, mikrofilamenata i vimentina (174, 175), te 

da je vrijednost Youngova modula negativno korelirana s apopotozom (176), smanjena čvrstoća 

stanica Jurkat i THP-1 očita je posljedica oksidativnog stresa i pokretanjem apoptoze koja je njime 

uzrokovana. Međutim, podaci konfokalne mikroskopije upućuju na lokalizaciju nanoAg i nanoPS 

u citoplazmi i jezgri stanica, što otvara mogućnost izravnog vezanja nanočestica za proteine 

citoskeleta ili za DNA čime bi se mogla mijenjati njihova konformacija i onemogućiti normalna 

funkcija. Promjene u mehaničkim parametrima stanica stoga nisu jednoznačan dokaz mehanizma 

interakcije NM i stanica, ali su izuzetno koristan i osjetljiv pokazatelj potencijalnih citopatoloških 

promjena koji sabire raznolike učinke NM – u ovom slučaju, promjena svojstava citoskeleta može 

se shvatiti kao posljedica oksidativnog stresa, oštećenja DNA, upalnog odgovora i apoptoze. Na 

ovaj se način jedan osjetljiv i reproducibilan biljeg može koristiti kao pokazatelj širokog spektra 

staničnih promjena, što olakšava probir štetnih NM ili njihovih smjesa. Također, dodatne su 

prednosti ove metode što i) omogućuje analizu živih stanica bez posebne pripreme i obilježavanja 

uzoraka te ii) nanočestice ne interferiraju s očitanjem rezultata obzirom da se rad uređaja temelji 

na izravnoj interakciji AFM sonde i stanične površine, bez posredovanja fluorofora.  

Važan aspekt ove disertacije, osim štetnih učinaka smjesa NM primijenjenih čak i u malim 

koncentracijama, je i razlika između dva stanična tipa, Jurkat i THP-1, u odgovoru na tretman 

nanoAg, nanoPS i njihovim mješavinama. Kod stanica THP-1 pokazan je jači oksidativni stres, 

veći unos nanočestica, više oštećenja DNA, jači upalni odgovor i veći opseg promjena citoskeleta. 

S druge strane, sve opisane promjene uzrokovale su manji postotak nekrotičnih i apoptotičnih 

stanica u usporedbi sa tretmanom stanica Jurkat istim koncentracijama nanočestica. Ove razlike u 

staničnom odgovoru mogu se pripisati različitim funkcijama stanica Jurkat i THP-1, odnosno 

imunosnih stanica iz kojih su izvorno potekle. Stanice Jurkat modelne su stanice limfocita, dok su 

stanice THP-1 podrijetlom monociti koji se tretmanom s PMA diferenciraju u makrofage. Veći 

unos nanočestica u stanice THP-1 se stoga može pripisati fagocitozi, što je prirodna funkcija 
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makrofaga kada se stanice nađu u kontaktu sa stranim materijalom ili patogenima (131). 

Posljedično, stanice THP-1 izložene su većoj koncentraciji ROS-ova što dovodi do upalnog 

odgovora, oštećenja DNA i promjena u mehaničkim svojstvima citoskeleta. Međutim, makrofazi 

posjeduju nekoliko mehanizama za podnošenje oksidativnog stresa kako bi mogli obavljati svoju 

funkciju u uvjetima gdje su prisutni oksidansi i pro-upalne signalne molekule (177–179). Uz već 

spomenute mehanizme popravka DNA koji se pojačano aktiviraju nakon tretmana stanica 

nanočesticama (157–159), stanice THP-1 bolje su prilagođene od stanica Jurkat na štetan učinak 

NM i njihovih smjesa, u skladu s ulogama makrofaga u organizmu. Treba naglasiti da, u skladu s 

ovdje prikazanim rezultatima, treba primijeniti oprez kod interpretacije promjena u biološkim 

parametrima uzrokovanih tretmanom NM. Iako je za stanice THP-1 zabilježen jači oksidativni 

stres, veći opseg oštećenja DNA i izraženije smanjenje stanične čvrstoće, zabilježene promjene 

nisu nepovratno dovele do stanične smrti, kako je pokazano analizom stanica na protočnom 

citometru. Stanice Jurkat, s druge strane, nisu u jednakoj mjeri neutralizirale posljedice 

oksidativnog stresa te je zabilježen puno veći postotak mrtvih stanica u usporedbi sa istim 

tretmanom stanica THP-1. Ovaj rad također ukazuje na važnost testiranja NM i njihovih smjesa na 

većem broju različitih staničnih linija, kako bi se dobio potpuniji uvid u njihove potencijalne učinke 

na ljudski organizam prije kliničkih ispitivanja ili šire medicinske primjene. 
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6. ZAKLJUČCI 

Na temelju provedenog istraživanja i dobivenih rezultata moguće je zaključiti sljedeće: 

• nanoAg i nanoPS nisu agregirale u mediju za stanične kulture u kojem je prisutan FBS, te 

nisu stvorile međusobne interakcije nakon unosa u stanice 

• Izlaganje stanica Jurkat i stanica THP-1 nanoAg i nanoPS uzrokovalo je stvaranje 

reaktivnih kisikovih vrsta i oksidativni stres u stanicama 

• Stanice Jurkat i THP-1 također su pokrenule upalni odgovor i transkripciju pro-upalnih 

citokina kao rezultat tretmanom nanoAg i nanoPS 

• nanoAg i nanoPS uzrokovali su oštećenja staničnih i mitohondrijskih membrana te 

oštećenja DNA i promjene svojstava citoskeleta u stanicama Jurkat i THP-1 

• nanoAg uzrokovale su oštećenja staničnih struktura, apoptozu i nekrozu u većem opsegu 

nego nanoPS iste koncentracije, kod obje vrste stanica 

• stanice Jurkat pokazale su veću osjetljivost, odnosno veći udio mrtvih i apoptotičnih 

stanica, u odnosu na stanice THP-1 tretirane istim koncentracijama nanoAg i nanoPS 

• zajednička primjena nanoAg i nanoPS postigla je značajan aditivan učinak na razini 

oksidativnog stresa, transkripcije pro-upalnih citokina, promjene citoskeleta, apoptoze i 

nekroze u odnosu na pojedinačne tipove nanočestica 

• koncentracije nanoAg i nanoPS koje su neškodljive kod zasebne primjene uzrokovale su 

značajne toksične učinke kod oba tipa stanica 
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8. POPIS KRATICA 

 

AAS 

AFM 

ANOVA 

CD11b 

DAPI 

DCFH-DA 

DLS 

ELS 

FITC 

IL-1 

IL-2 

IL-6 

IL-8 

mBCl 

nanoAg 

nanoPS 

NF-B 

PAMP 

PBS 

PMA 

PRR 

atomska apsorpcijska spektroskopija (engl. atomic absorption spectroscopy) 

atomska mikroskopija sila (engl. atomic force microscopy) 

analiza varijance (engl. analysis of variance) 

grozd diferencijacije 11b (engl. cluster of differentiation 11b) 

4',6-diamidino-2-fenil indol 

2',7'-diklorofluorescein diacetat 

dinamičko raspršenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering) 

elektroforetsko raspršenje svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering) 

fluorescein izotiocijanat 

interleukin 1 

interleukin 2 

interleukin 6 

interleukin 8 

monoklorobiman 

nanočestice srebra 

nanočestice polistirena 

jezgrin faktor B (engl. nuclear factor B) 

molekulski obrasci povezani s patogenima  

puferirana fiziološka otopina (engl. phosphate buffered saline) 

forbol 12-miristat 13-acetat 

receptori za prepoznavanje obrazaca (engl. pattern recognition receptor) 
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PVP 

SSC 

Rh123 

ROS 

RPMI 1640 

TCR 

TLR 

TNF 

TRITC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

poli (vinilpirolidon) 

postranično raspršena svjetlost (engl. side-scatter light) 

rodamin123 

reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species) 

Roswell Park Memorial Institute medij 

receptor T stanica (engl. T cell receptor) 

receptor nalik Toll proteinu (engl. Toll-like receptor) 

čimbenik nekroze tumora  (engl. tumor necrosis factor ) 

tetrametilrodami
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A B S T R A C T   

Background: Silver nanoparticles (AgNP) are one of the most commercialized types of nanomaterials, with a wide 
range of applications owing to their antimicrobial activity. They are particularly important in hospitals and other 
healthcare settings, where they are used to maintain sterility of surfaces, textiles, catheters, medical implants, 
and more. However, AgNP can not only harm bacteria, but also damage mammalian cells and tissue. While the 
potential toxicity of AgNP is an understood risk, there is a lack of data on their toxicity in combination with 
polymeric materials, especially plastic nanoparticles such as polystyrene nanoparticles (PSNP) that can be 
released from surfaces of polystyrene devices during their medical use. 
Aim: This study aimed to investigate combined effect of AgNP and nanoplastics on human immune response. 
Methods: Cells were treated with a range of PSNP and AgNP concentrations, either applied alone or in combi
nation. Cytotoxicity, induction of apoptosis, generation of oxidative stress, uptake efficiency, intracellular 
localization and nanomechanical cell properties were selected as exposure biomarkers. 
Results: Collected experimental data showed that nanomixture induced oxidative stress, apoptosis and mortality 
of Jurkat cells stronger than its individual components. Cell treatment with AgNP/PSNP mixture also signifi
cantly changed cell mechanical properties, evidenced by reduction of cells’ Young Modulus. 
Conclusion: AgNP and PSNP showed additive toxic effects on immortalized human lymphocytes, evidenced by 
increase in cellular oxidative stress, induction of apoptosis, and reduction of cell stiffness. These results have 
important implications for using AgNP and PSNP in medical contexts, particularly for long-term medical 
implants.   

1. Introduction 

Silver nanoparticles (AgNP) are one of the most commercialized 
nanomaterials, with a wide variety of applications ranging from food 
packaging and antimicrobial textiles to mold remediation and water 
disinfection [1]. Healthcare sector represents a very prominent and 
promising field for their use, where antimicrobial properties of silver 
have been utilized in fighting against hospital-acquired infections (HAI) 
[2–4]. AgNP are already used in many different medical devices 
including dental implants and prostheses, catheters, endotracheal tubes, 
wound dressing materials, etc [5]. Their well-described antibacterial 
properties make them an attractive option for maintaining sterility of 

implanted medical devices, while surface modifications may enable 
fine-tuning of their biocidal activity [6]. Despite their enormous po
tential and versatility, their well-described toxic action at cellular level 
should be considered during design and development of such devices 
[7]. AgNP toxicity is mediated by silver ions released from the nano
surface, which trigger the generation of reactive oxygen species (ROS) 
and subsequent damage to biomembranes, proteins and nucleic acids 
[8]. Toxicity of AgNP depends on their physico-chemical properties such 
as size, shape, ζ potential, surface functionalization, dose, and aggre
gation behavior [9,10]. Consequently, variable cytotoxicity profiles can 
be expected for different AgNP types [9]. While the necessity of AgNP 
toxicity testing is well understood for development of safe 
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AgNP-enabled products, a problem that received far less attention is 
AgNP behavior and effects during contact with different material, such 
as polymeric materials in medical devices, antimicrobial 
AgNP-impregnated textiles, silver-containing dental implants, etc. These 
effects need to be evaluated on a case-by-case basis in relevant in vitro 
and in vivo models, depending on potential medical applications of 
AgNP Interactions between AgNP and other types of materials, and 
potential toxicity of such mixtures, is also of great importance because of 
their presence and persistence in the environment [11,12]. As world
wide production and use of AgNP is steadily increasing, their ecotoxicity 
should be considered during development of novel AgNP applications 
[1]. Although effects of AgNP on different ecosystems has yet to be fully 
elucidated [13], data published so far justify concern over their envi
ronmental impact [14–17]. 

Synthetic materials, such as various types of plastic polymers, are 
potential candidates for co-application with AgNP in medical devices as 
they could provide scaffolds for AgNP deposition and possibly control of 
their release. Polystyrene is such material that is already extensively 
used in a multitude of different settings. Polystyrene is a colorless, hard 
plastic with a wide variety of applications in industrial and commercial 
products [18]. Due to its excellent properties and biocompatibility, it 
has also found uses in medical and research applications such as diag
nostic instruments and disposable laboratory ware, Petri dishes, tissue 
culture components, flasks, and pipettes [18,19]. It is also used as 
scaffolding material for wound dressing and artificial organs, such as the 
liver [20,21]. While its stability and resistance towards degradation has 
been claimed [22], Lambert et al. [23] evidenced continuous erosion of 
polystyrene surface and release of nano-sized polystyrene particles even 
under mild conditions (30 ◦C in demineralized water). Moreover, 
polystyrene was implicated in complex interactions with blood leuko
cytes, particularly monocyte-derived macrophages, which resulted in 
changes in their enzymatic activity and oxidative stress induction [24, 
25]. These results are early warnings for potential "in human" degra
dation of medical devices and implants designed for long-term use. Due 
to the ubiquity and longevity of plastic materials, they form the basis of 
many types of medical devices [18] and are found in AgNP-enabled 
medical products leading to potential co-exposure effects. Moreover, 
the presence of enormous quantities of various plastic materials in the 
environment, including polystyrene, is a problem that cannot be over
stated [26–28]. The issue is compounded by generation of plastic micro- 
and nanoparticles by degradation in the environment, as these particles 
can be ingested by both invertebrates and vertebrates and cause a range 
of health problems [29,30]. As with AgNP, toxicity of plastic nano
particles could be changed if they come in contact with other materials, 
a point that has yet to receive adequate attention by the scientific 
community. 

The effect of PSNP on human health is yet to be understood fully, but 
the ubiquity of plastic materials and potential hazards they represent 
spurred research efforts to understand and categorize the adverse effects 
of nano-plastics. To that end, the available literature data identified 
activation of oxidative and inflammatory response as possible adverse 
Outcome Pathways (AOP) [31] for micro- and nanoplastics that are 
initiated at molecular level by generation of free radicals [32]. Subse
quent key events include DNA damage, inflammation, lipid peroxida
tion, neurotoxicity and initiation of carcinogenesis [32,33]. 

In the case of co-application of polystyrene material and AgNP in 
medical devices, their interactions and joint action should be considered 
at the complex interface between polystyrene scaffolding that may 
release PSNP, AgNP-based antimicrobial coatings, and immune cells 
that come in contact with these materials. In particular, circulating 
lymphocytes and monocytes, as well as resident tissue macrophages, are 
representative cell classes at the site of implantation. To date, there is no 
scientific data on the effects of PSNP/AgNP combination on immune 
response in mammalian cells. This study aimed to unravel the conse
quences of exposing Jurkat cells, an immortalized human T lympho
cytes, to this nanomixture. Cells were treated with a range of PSNP and 

AgNP concentrations, either applied alone or in combination. Cytotox
icity, induction of apoptosis, generation of oxidative stress, uptake ef
ficiency and intracellular localization were selected as exposure 
biomarkers. Due to possible effects of cell culture medium on behavior 
of NP, as well as protein corona formation on nanosurfaces in such 
medium, all experiments were performed with and without serum pro
teins in the culture medium. Serum proteins are known to affect nano- 
related properties such as size, charge and aggregation behavior 
which are important for their biological activity [34]. Thus, experiments 
were performed with and without serum proteins in cell culture media to 
elucidate the role of protein corona on AgNP and PSNP properties and 
their biological effect. 

2. Materials and methods 

2.1. Nanoparticles preparation and characterization 

Commercially available PSNP (Phosphorex, 20 nm diameter, stock 
concentration – 10.5 g/L, cat.nr. 102, Hopkinton, MA, USA) and fluo
rescent PSNP (emission 460–500 nm, Phosphorex, 20 nm diameter, 
stock concentration – 10.5 g/L, cat.nr. 2100, USA) were used in the 
study, while AgNP were synthesized by reducing silver nitrate with so
dium borohydride (both purchased from Merck, Darmstadt, Germany) 
using poly(vinyl)pyrrolidone (PVP) as surface coating agent (Sigma- 
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) according to the proced
ure published elsewhere [35]. Briefly, PVP was dissolved in ultrapure 
water (UPW) to the final concentrations of 75 μM. Then, 5 mL of 90 mM 
AgNO3 was added to 200 mL of PVP solution, under constant stirring on 
IKA RCT basic magnetic stirrer plate (IKA Werke, Germany). To this 
mixture, 2 mL of 320 mM NaBH4 was added dropwise (approximately 1 
drop/sec), and the mixture was left under constant stirring for 45 min at 
room temperature, protected from light. Finally, freshly synthesized 
AgNP were purified by centrifugation at 15,000g for 40 min, resus
pended in UPW and kept in the dark at 4 ◦C. In order to ensure good 
purification, the precipitation and re-suspension were performed twice 
using the same conditions. Total Ag concentration in AgNP suspensions 
was determined by graphite furnace atomic absorption spectrometry 
(GFAAS) (Perkin Elmer AAnalyst 600, Perkin Elmer, Waltham, Massa
chusetts, USA) with Zeeman background correction. Calibration was 
performed using Ag standard solution (1000 mg/L in 5% HNO3) pur
chased from Merck (Darmstadt, Germany). 

Size distribution and surface charge of AgNP and PSNP were deter
mined by dynamic (DLS) and electrophoretic light scattering (ELS) 
methods, respectively, using a Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). Prior to 
AgNP and PSNP sample analysis, the performance of the instrument was 
evaluated using standard polystyrene beads of 20 and 50 nm diameter 
(Thermo Scientific™ 3000 Series Nanosphere™ products, cat. nr. 3020 
A and 3050 A, respectively). These polystyrene bead sizes were chosen 
due to similarity in size to AgNP and PSNP used in our experiments. All 
data were processed with Zetasizer software 6.32 (Malvern, UK). Size 
distribution results are given as an average value of 10 measurements 
obtained from volume distributions. The surface charge was obtained 
through electrophoretic ζ potential and reported as an average value of 5 
measurements. Additionally, both NP types were visualized using a 
transmission electron microscope (TEM) and atomic force microscopy 
(AFM). TEM instrument (Zeiss 902 A, Oberkochen, Germany) operated 
in bright field mode at an acceleration voltage of 80 kV for AgNP sam
ples and 120 kV for PSNP samples. Images were taken using a Canon 
PowerShot S50 camera (Canon, Tokyo, Japan). Samples were prepared 
by depositing a drop of the AgNP or PSNP suspensions on a Formvar®- 
coated copper grid (Agar Scientific, Stansted, UK) and air-dried at room 
temperature. TEM images were used for measurement of AgNP and 
PSNP primary sizes. The size was determined from the cross-sectional 
area of the particles which was converted to an equivalent spherical 
diameter by using ImageJ software. Primary particles were distin
guished from aggregates by tracing them manually. Altogether at least 
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100 particles per particle type were measured. 
PSNP and AgNP were further characterized by AFM. The same 

preparation protocol was done for AgNP and PSNP. The specimen 
preparation started by nanoparticle (2 mg/L) overnight incubation in 
sterile PBS. The following day, freshly cleaved mica sheets were coated 
with a poly-l-lysine solution (0.1% w/v in H2O) for 5 min. Coated mica 
sheets were then rinsed with UPW and air-dried at room temperature. 
Topography measurements were performed in the AC-mode at ambient 
conditions using a Nanowizard IV system (JPK/Bruker, Billerica, Mas
sachusetts, USA). The used rectangular silicone probe (TSPA-V2, Bruker, 
Billerica, Massachusetts, USA) characterized for a tip radius of 7 nm 
(typical), spring constant of 37 N/m and resonance frequency of 320 
kHz. The setpoint of the amplitude used for imaging was set as ~60% of 
the free oscillation amplitude (~20 nm). Topography was obtained for 4 
× 4 µm scan sizes and 1024 pixels/line. 

Dissolution of AgNP was evaluated in UPW, RPMI1640 cell culture 
medium (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), and RPMI1640 
supplemented with 10% (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma Aldrich, 
St. Louis, Missouri, USA) by diluting the AgNP or AgNP/PSNP (1:1) 
suspensions at a final concentration of 10 mg Ag/L. Aliquots were taken 
and subjected to ultrafiltration using Amicon-4 Ultra centrifugal filter 
units with a cut-off size of 3 kDa (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) 
at the 15,000g for 30 min. This procedure effectively removed all AgNP. 
Obtained filtrates were immediately acidified with HNO3 (Merck, 
Darmstadt, Germany) to a final acid content of 1% (v/v). The concen
tration of ionic Ag in filtrates was measured with GFAAS (Perkin Elmer 
Analyst 600, Perkin Elmer, Waltham, USA). Dissolution is reported as % 
of Ag concentration found in filtrates compared to total Ag content. All 
experiments were done in triplicates. 

Evaluation of AgNP, PSNP and AgNP/PSNP colloidal stability was 
conducted using three different dispersion media: UPW, RPMI1640 
medium supplemented with 1% Antibiotic/Antimycotic, and RPMI1640 
supplemented with 10% (v/v) FBS and 1% Antibiotic/Antimycotic (AA, 
all obtained from Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). In each 
dispersion experiment, AgNP and PSNP were applied at a total con
centration of 10 mg/L and monitored for the period of 24 h for changes 
in size distribution, surface charge and dissolution behavior. 

2.2. Cell culture 

Jurkat cells (ATCC, cat.nr. TIB-152, Manassas, Virginia, USA) were 
used as cellular model because their morphology and activity faithfully 
reproduces human T lymphocytes biology [36]. Cells were grown in T75 
flasks (Eppendorf, Hamburg, Germany) in RPMI1640 cell culture me
dium (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) supplemented with 10% 
(v/v) FBS and 1% (v/v) AA at 37 ◦C and 5% CO2 until reaching a con
centration of 1 000 000 cells/mL. Cells were then seeded in 12-well 
plates (Eppendorf, Hamburg, Germany) in 1 mL/well of cell culture 
medium at 100 000/mL density, or in black 96-well plates (Eppendorf, 
Hamburg, Germany) in 100 μL/well of cell culture medium at 20, 
000/well density. Plates were incubated overnight at 37 ◦C and 5% CO2. 

2.3. Flow cytometry evaluation of cell death and apoptosis induction 

The day after cell seeding in 12-well plates, plates were centrifuged 
for 5 min at 2000 × g, the cell culture medium was removed, and fresh 
medium was added (with or without 10% (v/v) FBS), after which 10x 
concentrated working solutions of PSNP in sterile PBS or AgNP in sterile 
UPW were added to wells to obtain desired concentrations. For com
bined AgNP and PSNP treatments, 800 μL of fresh medium was added, 
followed by 200 μL of 10x concentrated NP mixture in sterile PBS pre- 
incubated at room temperature for 30 min. Cells were also treated 
with ionic silver (Ag+) by adding AgNO3 (Alfa Aesar, Haverhill, MA, 
USA) water solutions to cell culture medium. AgNO3 was added in 10, 
25, 50, 75 and 100 μM concentrations, which corresponded to 1.7, 4.2, 
8.5, 12.7 and 17.0 mg Ag/L of Ag+, respectively. Negative controls were 

cells treated with 100 μL of PBS, while positive controls were cells 
treated with 100 μL of DMSO (Kemika, Zagreb, Croatia). Cells were 
incubated for 24 h at 37 ◦C and 5% CO2. Following the incubation, 
samples for flow cytometry were prepared by collecting cells and 
staining them with Annexin V Kit (Bio Rad, Hercules, California, USA) 
according to the manufacturer’s instructions. Cells stained by Annexin 
V-FITC dye were labeled apoptotic, propidium iodide (PI)-stained cells 
were categorized as necrotic/late apoptotic, and cells that were not 
stained with either of the kit’s dyes were categorized as live intact cells. 
AgNP uptake was determined from the intensities of side scatter light 
(SSC) of analyzed cells, as SSC values correlate with the extent of AgNP 
uptake [37]. For side-scatter light experiments, 488 nm laser (blue laser) 
was used, and refracted light was collected at 90◦ from the laser’s path. 
As different refractive indices could have an impact on interpretation of 
scatter data, and subsequently on quantification of NP uptake, appro
priate controls were included in the flow cytometry experiments – 
samples containing individual NPs, samples containing NP mixtures, 
and untreated cells. Prior to sample acquisition, PMT voltage for SSC 
detector was adjusted to capture signals corresponding to cells, i.e. 
voltage was such that cell population could clearly be distinguished 
from debris (~1000 mV on Attune NxT flow cytometer). This experi
mental set-up had two important analytical consequences. Due to their 
significantly smaller size compared to cells, NPs were undistinguishable 
from cellular debris, and easily excluded from analysis by gating the cell 
population (see figure below). Thus, any SSC signal produced by NPs 
alone was not considered. PMT voltage was too low to determine subtle 
changes in refractive indices caused by e.g. apoptosis, but it was suitable 
to capture dramatic changes in SSC intensity caused by high concen
trations of AgNP, without breaching the upper limit of detection. 

A separate experiment was performed to determine PSNP uptake, 
using fluorescently-labeled polystyrene nanoparticles (Phosphorex, cat. 
nr. 2100, Hopkinton, Massachusetts, USA). In order to obtain reliable 
quantification of both AgNP and PSNP, preliminary experiments were 
performed to ensure that cell treatment with AgNP did not increase cell 
fluorescence, and that PSNP uptake did not change SSC values. Thus, 
direct correlation of changes in SSC values to AgNP uptake and changes 
in green fluorescence to PSNP uptake was possible, both in samples 
where NP were applied individually and in samples treated with NP 
mixtures. Samples were acquired on an Attune® acoustic focusing flow 
cytometer (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) equipped 
with a 488 nm laser. Results were analyzed using FlowJo software 
(FlowJo LLC, Ashland, Oregon, USA). 

2.4. Oxidative stress response measured by fluorescent assays 

Reactive oxygen species (ROS) generation in Jurkat cells treated with 
AgNP, PSNP or PSNP/AgNP combination was quantified using 2′,7′- 
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) staining. Monochlorobimane 
(MCB) assay was used to determine total cellular glutathione (GSH) and 
rhodamine 123 (Rh123) assay to analyze mitochondrial membrane 
integrity of Jurkat cells. The day after cell seeding, the cell culture 
medium was aspirated, and cells were incubated with staining solutions 
in PBS (20 μM DCFH-DA, 50 μM MCB, 100 nM Rh123) for 30 min at 
37 ◦C and 5% CO2. After the incubation, dying solutions were aspirated, 
and fresh medium was added to wells followed by addition of treat
ments. Sterile UPW was added to negative control wells, and 10 μM tert- 
butyl hydroperoxide (t-BOH; Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 
was added to positive controls. Following 1 h treatment, the culture 
medium was aspirated from wells with multichannel pipette and cells 
were washed twice with 100 μL/well of PBS. Fluorescence intensity was 
detected by Victor3 multilabel plate reader (Perkin Elmer, Waltham, 
USA) at an excitation wavelength of 485 nm and an emission wave
length of 535 nm. All experiments were repeated 3 times. Results are 
reported as % of fluorescence intensity compared to negative controls. 
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2.5. Evaluation of particle cellular internalization by confocal microscopy 

To investigate cellular uptake of PSNP, AgNP or nanomixture, 
treated cells were visualized using confocal microscopy. Microscopy 
coverslips were sterilized for 2 h at 120 ◦C and placed in a 12-well plate. 
Poly-L-lysine solution (PLL, 0.1 mg/mL in UPW) was added to wells and 
incubated for 15 min at room temperature. Following the incubation, 
PLL solution was removed, and wells were washed twice with PBS and 
left for 2 h to dry. Cells were seeded on sterile coverslips inside a 12-well 
plate at 10,000 cells/well density in RPMI 1640 with 10% FBS. After 
seeding, cells were treated with 1 mg/L AgNP, 10 mg/L of fluorescent 
PSNP or with nanomixture containing 1 mg/L AgNP and 10 mg/L PSNP. 
After 1 h of incubation at 37 ◦C and 5% CO2, plates were centrifuged at 
1000 × g for 5 min and washed with 500 μL/well of PBS. After removing 
supernatants, cells were treated with cold methanol (− 20 ◦C) for 3 min, 
followed by another PBS wash. Subsequently, 0.1% solution of Triton X- 
100 in PBS was added for membrane denaturation, incubated for 5 min 
at room temperature, and washed again with PBS. Then, cells were 
stained with phalloidin–tetramethyl rhodamine B isothiocyanate 
(TRITC, Sigma Aldrich, USA) solution (prepared at 1 µg/mL in PBS with 
addition of 0.1% (v/v) Triton X-100) during 20 min incubation. Excess 
dye was washed with PBS. Next, Hoechst dye (ThermoFisher Scientific, 
USA) was added (10 µg/mL in PBS), followed by 15 min incubation. 
Coverslips with cells were then washed once in PBS, dried, covered with 
Fluoroshield (Sigma Aldrich, USA), and placed on microscopy slides that 
were stored at − 20 ◦C until the acquisition was performed on Leica TCS 
SP8 X microscope (Leica Microsystems, Germany) equipped with a 
supercontinuum excitation laser and tunable spectral detector. The 
excitation wavelengths and detection bands used were: 405 nm and 
430–550 nm, respectively, for Hoechst, 488 nm and 500–550 nm, 
respectively, for FITC-PSNP, and 543 nm and 570–700 nm, respectively, 
for TRITC. Z-stack images were acquired to distinguish between parti
cles localized within cells and particles attached to the cell or glass 
surface. Separately acquired channels were combined in ImageJ editor 
(University of Wisconsin, USA). Unlabeled AgNP were directly visual
ized in the reflectance mode, while acquired images were superimposed 
on images obtained from fluorescent channels. 

2.6. Force spectroscopy of living Jurkat cells 

Mechanical properties of nanoparticle-treated Jurkat cells were 
determined by force spectroscopy measurement using atomic force mi
croscope (AFM). Atomic force spectroscopy has been already demon
strated as a label-free technique for probing changes in cellular 
mechanics, which indicate changes in composition and stiffness of 
cytoskeleton caused by different biological processes, e.g. oxidative 
stress [38]. For AFM evaluation, cells were seeded in Fluorodish Petri 
dishes (d = 35 mm, WPI, Sarasota, Florida, USA) coated with 0.1 mg/mL 
PLL solution in PBS. Dishes were first incubated with PLL solution for 5 
min, then washed twice with sterile PBS and left to dry for 1 h. Jurkat 
cells were then seeded in cell culture medium with 5% FBS at density of 
100 000 cells/mL and treated with 1 mg/L AgNP, 10 mg/L of fluorescent 
PSNP (Phosphorex, cat.nr. 2100, Hopkinton, Massachusetts, USA), or 
PSNP/AgNP mixture. Treated cells were incubated overnight at 37 ◦C 
and 5% CO2. Non-treated cells were attached to Petri dishes and incu
bated in the same conditions. Following the incubation, cells were 
washed twice with sterile PBS, and 2 mL of PBS was added to the dishes 
as an imaging medium. Force spectroscopy experiments were performed 
at 37 ◦C and within 2 h after the cells have been taken out from the 
incubator. Prior to the AFM analysis, bright-field and fluorescence im
ages were taken of attached cells in order to visualize PSNP localization. 
Before spectroscopy measurement, the pre-calibrated PFQNM-LC-A-CAL 
probe (Bruker, Billerica, MA, USA) was coated with 0.01% (v/v) Plur
onic F-127 (Sigma Aldrich, USA) solution in water for 30 min, after 
which the probe was rinsed twice with water and air-dried. The 
pre-calibrated cantilever had a 0.078 N/m – 0.082 N/m spring constant, 

15 µm long tip, and a defined 65 nm tip radius. Force spectroscopy 
measurements were carried out using a Nanowizard IV system 
(JPK/Bruker, Berlin, Germany), mounted on an inverted optical fluo
rescence microscope IX73 (Olympus, Tokyo, Japan). The force-distance 
curves were acquired above the nucleus of 5 different cells in each 
sample in a 1 µm2 squared region for up to 64 equidistant points. The 
force set-point was held at 0.5 nN with the cantilever speed of 2 µm/s. 
The force-indentation curves were obtained from the force-distance 
curves – the indentation was determined by calculating the difference 
between the displacement of the z piezo and the cantilever deflection. 
Finally, Young modulus (E), a quantitative expression of cell elasticity 
[39], was calculated by fitting the force-indentation curves to the Hertz 
model assuming the parabolic indenter with a 65 nm radius while the 
Poisson coefficient of the cells was set to 0.5 [40]. For this model, the 
loading force and the indentation depth are related by: 

F =
4

̅̅̅
R

√
E

3(1 − ν2)
δ

3
2 , (1)  

where R is the radius of the tip curvature, E is the Young’s modulus and ν 
is the Poisson ratio [41]. 

The model was fitted to the whole indentation (Fig. 1). 

2.7. Statistical analysis 

All statistical analyses were performed in GraphPad Prism 6 
(GraphPad Software, San Diego, California, USA). Statistical signifi
cance for flow cytometry and oxidative stress data was determined with 
one-way ANOVA, followed by Dunnett’s Multiple Comparison test, 
where all values obtained for treated cells were compared to negative 
control cell values. The concentration of AgNP, PSNP and combined 
AgNP/PSNP required for 50% inhibition of cell viability (IC50 values) 
were obtained by calculating percentages of inhibition from percentages 
of viable cells and using GraphPad non-linear regression curve-fitting 
function. This function uses the equation.  

Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10((LogIC50-X)*HillSlope))                          (2) 

where Y is the percentage of live cells, X is the logarithm of nanoparticle 
dose, Top and Bottom values correspond to upper and lower plateau 
values for Y, respectively, and HillSlope is the slope factor. 

Young Modulus (E) values for each individual force curve were 
extracted from JPK software, after which logE values were obtained. 
Elasticity values distributions from AFM measurements were considered 
as following a log-normal distribution. Thus, all data was converted to 
log10 and statistics performed on the log treated data. Differences be
tween treatments were then analyzed using parametric one-way ANOVA 

Fig. 1. Representative force-indentation curve obtained from force spectros
copy AFM experiments. Red curve shows the fit of contact elastic model (pa
raboloid) to the 800 nm indentation, which was used for calculation of the 
Young modulus (E). 
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followed by Dunnett’s multiple comparison test. Significance threshold 
was set at P < 0.05. All data are presented as mean values including 
standard deviation (SD). 

3. Results 

3.1. Physico-chemical characteristics and colloidal stability of particles 
and nanomixture 

Primary size and shape of AgNP and PSNP were determined by TEM 
and AFM (Fig. 2). TEM analysis showed that both PSNP and AgNP were 
spherical with primary diameters of 17.1 ± 4.8 and 67.1 ± 5.7 nm, 
respectively. In the UPW, the DLS characterization revealed slightly 
higher hydrodynamic diameter (dH) values than primary sizes as ex
pected and negative ζ potential values for both particle types (Table 1). 
It should be highlighted that sample preparation for TEM and AFM 
analysis may be biased by NP agglomeration due to sample dehydration. 
Here, TEM and AFM analyses were focused on determining single par
ticle sizes that could be compared to hydrodynamic diameter distribu
tion obtained from DLS. The degree of aggregation measured with DLS is 
more relevant for our experimental settings, as hydrodynamic diameters 
were determined in the cell culture media used for cell experiments. 
These measurements showed some particle aggregation in RPMI 1640 
medium (evidenced by three separate peaks for PSNP), but addition of 
FBS prevented NP agglomeration. 

Increased ionic strength of RPMI1640 cell culture medium induced 
significant particle agglomeration and decrease in absolute values of ζ 
potentials. The presence of proteins enabled protein corona formation 
(RPMI/FBS medium), which improved particle colloidal stability evi
denced by dH values similar to those observed in UPW (third column in 

Table 1), and masked nanoparticle surface charge leading to changes of ζ 
potential values. On the AgNP surface, different silver species may be 
present such as Ag0 and Ag+. We assumed that Ag0 was not released, but 
only soluble Ag+ form. Thus, Table 1 presents Ag content that corre
sponded to released Ag+ species in the tested media, while residual Ag 
from synthesis was removed during AgNP purification. Measured Ag 
concentrations were compared to initial Ag concentrations in AgNP 
suspensions in order to obtain percentages of released Ag. The presence 
of different ions decreased the amount of free Ag+ ions in AgNP 
dispersed in RMPI1640 medium, probably due to the formation of 
insoluble Ag salts. In the RPMI/FBS medium, protein corona formed on 
the AgNP surface inhibited the Ag release as no free Ag+ ions were 
detected in filtrates (Table 1). 

3.2. Effect of nanomixture on the apoptosis and mortality of immune cells 

As the first step in evaluating the toxic effect of PSNP/AgNP mixture, 
Jurkat cells were treated with different doses of AgNP, PSNP, or a 
combination of both (Fig. 3). Flow cytometry showed a dose-response 
for both NP-induced apoptosis (Fig. 3) and NP uptake (Fig. 4). 

AgNP exhibited higher toxicity compared to PSNP with significant 
increase in the percentage of late apoptotic/necrotic cells already at 
10 mg/L AgNP (Fig. 3). The presence of proteins in the cell culture 
medium significantly affected the toxicity of both AgNP and PSNP. The 
FBS is a regular component of cell culture media for different cell types, 
as it contains proteins, amino acids, hormones, enzymes and numerous 
other molecules necessary for cell survival and growth. For certain cell 
types, other serum formulations (e.g. horse serum) are more suitable, 
but as a general rule cells require serum supplements for growth. Due to 
high NP absorptivity, cell culture media components (particularly 

Fig. 2. Upper row - Transmission electron microscopy (TEM) images of AgNP (left) and PSNP (right) dispersed in ultrapure water. Scale bars are 100 nm. Bottom row 
– Atomic force microscopy (AFM) images of individual AgNP (left) and PSNP (right). Scan size is 4 µm for both images. Provided height scale applies to both images. 
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proteins) may be adsorbed on NP surfaces, which leads to the formation 
of biomolecular (protein) corona. This may significantly change NP 
physico-chemical properties, their interactions with proteins on cell 
surface, and consequently the nature of cellular response exposed to 
such NP. Even though FBS, or other serum types, are default components 
of various cell culture media, its effect on NP properties and their 

toxicity is often overlooked when analyzing in vitro data. Here, we 
endeavored to define the influence of protein corona on AgNP and PSNP 
toxicity, particularly its relation to NP physico chemical properties 
(dissolution, aggregation) and known mechanisms of AgNP and PSNP 
toxicity – Ag+ release from NP surface (for AgNP) that may induce ROS 
generation (for both NP types). The limiting factor of this approach is the 
fact that serum components are paramount for long-term cell survival, 
and serum deprivation can have negative effects on cell metabolism, 
such as cell cycle arrest. The experimental set up was therefore con
strained, as only short exposure periods to NPs (up to 24 h) were tested 
where the effects of serum deprivation are not as severe, and toxicity 
unrelated to NPs did not interfere with oxidative stress and cell death 
caused by NPs. 

Lower IC50 values for AgNP were calculated in RPMI1640 medium 
(18.4 mg/L AgNP) compared to RPMI/FBS medium (42.9 mg/L AgNP), 
and the absence of proteins in cell culture medium significantly 
increased the % of apoptotic cells already at the lowest AgNP dose 
applied. PSNP showed comparatively lower cytotoxicity and apoptosis 
induction, but these effects were appreciably greater in the experiment 
where cells were treated in the absence of FBS (Fig. 3). AgNO3 exhibited 
significant cytotoxicity in concentrations as low as 8.5 mg/L (with FBS 
in cell culture medium) and 4.2 mg/L (without FBS added to medium), 
with calculated IC50 values 1.2 and 0.42 mg/L in complete cell culture 
medium with 10% v/v FBS and without FBS, respectively. Analysis of 
the side scatter intensity revealed a similar extent of AgNP uptake in 
experiments with and without FBS (Fig. 4a). Uptake of PSNP was not 
quantifiable from the SSC data, as they showed much weaker light- 
scattering ability compared to AgNP. To obtain more reliable informa
tion, PSNP labeled with green fluorescent dye were added to Jurkat cells 
and incubated for 1 h. Data obtained for mean fluorescence intensities 
are reported relative to control cells (Fig. 4b). As was the case with 
AgNP, there was no significant difference in uptake of PSNP with or 
without FBS. 

Toxicity of AgNP/PSNP mixture was evaluated by combining three 
AgNP doses (1, 10 and 100 mg/L) with two PSNP doses (10 and 100 mg/ 
L) to obtain a total of 6 different nanomixtures: 10 mg/L PSNP combined 
with 1, 10 and 100 mg/L AgNP, and 100 mg/L PSNP combined with the 
same AgNP concentrations. Experiments were performed in cell culture 
medium with and without the FBS addition. Combined treatment of 
Jurkat cells evidenced higher toxicity of NP applied as a mixture than 
individual AgNP or PSNP treatments (Fig. 5). In cell culture medium 
supplemented with FBS, the IC50 value for AgNP combined with 10 and 
100 mg/L PSNP was 4.9 and 1.37 mg/L AgNP, respectively. These 

Table 1 
Hydrodynamic diameter (dH, in nm) obtained from the size volume-weighted 
distribution (n = 10) and ζ potential values (mV) for individual particle types 
and 1:1 mixture of AgNP (at 10 mg Ag/L) and PSNP (at 10 mg/L). Measurements 
were performed after 24 h incubation of particles in different media (ultra-pure 
water (UPW), RPMI1640 cell culture media and RPMI1640 supplemented with 
10% FBS (RPMI/FBS)) at 37 ᵒC in the dark. Dissolution of AgNP under different 
experimental settings is presented as % of released Ag fraction calculated from 
mass concentrations measured on GFAAS after centrifugal ultrafiltration. All 
data are presented as mean values ± SD.  

Particle type Parameter Media 

UPW RPMI1640 RPMI/FBS 

AgNP dH (nm) 
(% 
population) 

72.1 ± 7.3 
(100%) 

881.5 ± 130.4 
(100%) 

119.5 ± 1.4 
(100%) 

ζ potential 
(mV) 

-21.9 ± 4.5 -9.3 ± 0.3 -9.7 ± 0.2 

PDI 0.215 
± 0.011 

0.487 ± 0.094 0.224 
± 0.013 

% released 
Ag+

5.13 ± 2.93 Not detected Not detected 

PSNP dH (nm) 
(% 
population) 

19.4 ± 0.5 
(100%) 

46.5 ± 29.5 
(45%) 
162.4 ± 51.8 
(21%) 
674.3 ± 183.4 
(34%) 

18.5 ± 3.5 
(100%) 

ζ potential 
(mV) 

-39.7 
± 10.8 

-22.9 ± 2.3 -9.3 ± 0.9  

PDI 0.134 
± 0.049 

0.619 ± 0.238 0.361 
± 0.016 

PSNP/AgNP 
mixture 

dH (nm) 
(% 
population) 

65.7 ± 7.8 
(88%) 
18.9 ± 4.0 
(12%) 

912.7 ± 86.6 
(80%) 
139.7 ± 0.0 
(20%) 

119.2 ± 4.0 
(82%) 
21.0 ± 2.4 
(18%) 

ζ potential 
(mV) 

-29.0 ± 0.5 -13.1 ± 0.7 -9.2 ± 0.5 

PDI 0.307 
± 0.008 

0.458 ± 0.043 0.234 
± 0.011 

% released 
Ag+

5.0 ± 2.2 Not detected Not detected  

Fig. 3. Flow cytometry results on viability and apoptosis induction in Jurkat cells treated with different concentrations of AgNP, AgNO3 or PSNP for 24 h in cell 
culture medium a) supplemented with 10% FBS and b) without FBS. Non-treated cells were used as negative control, while cells treated with 10% DMSO were used as 
a positive control. Results are presented as % of number of cells and calculated as mean values obtained from 3 replicate experiments conducted in five replicates. 
Standard deviations are given as error bars. Values that are significantly different (p < 0.05) from negative control are denoted with asterisks. 
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values were significantly lower than IC50 of 42.9 mg/L observed for 
cells treated only with AgNP. In culture medium without the addition of 
FBS, the IC50 values for AgNP were 2.1 and 1.4 mg/L for combined 
treatments with 10 and 100 mg/L PSNP, respectively. In comparison, 
IC50 value for AgNP alone in culture medium without FBS was 18.4 mg/ 
L. Increased toxicity of nanomixture compared to single NP treatments 
can also be seen from percentages of dead and apoptotic cells (Fig. 5). 

In the experiment with FBS added to the cell culture medium, 
treatment with 10 or 100 mg/L PSNP resulted in 96 ± 0.4% live cells, 
while the cell viability was decreased to 90 ± 0.8 and 57 ± 0.3% for 
AgNP treatments with 1 and 10 Ag mg/L concentration, respectively. 
Combined treatment with AgNP/PSNP mixture caused a severe drop in 
the number of viable cells and significantly increased the number of 
apoptotic cells. The number of late apoptotic/necrotic cells increased by 
more than 15% when Jurkat cells were treated with mixture containing 
10 mg Ag/L AgNP and 10 mg/L PSNP compared to single treatments 
with AgNP or PSNP. Experiments performed in cell culture medium 
without FBS revealed a similar trend of more severe cell viability for 
treatment with nanomixture compared to treatment with single NP type. 
Thus, 10 mg/L PSNP treatment in combination with 10 and 100 mg/L 

AgNP resulted in significantly increased number of late apoptotic/ 
necrotic cells with concomitant decrease in % of viable cell compared to 
single AgNP or PSNP treatments (Fig. 5). 

3.3. Oxidative stress response to nanoparticles mixture 

Oxidative stress response of Jurkat cells treated with nanoparticles 
was evaluated using DCF, MCB and Rh123 assays, in order to quantify 
three different aspects of cellular response: ROS generation, intracellular 
GSH status, and mitochondrial membrane damage, respectively. Ex
periments were performed in cell culture medium with or without FBS 
(10% v/v). Results obtained by DCF staining (Fig. 6A) revealed a non- 
significant increase in ROS generation in Jurkat cells treated with 
AgNP or PSNP individually when the medium was supplemented with 
FBS. However, ROS generation was significantly induced in cells treated 
with their mixture, exceeding 120% of control cells fluorescent signal in 
all combined AgNP/PSNP application cases. Interestingly, ROS genera
tion was significantly elevated in cells cultured in medium without FBS 
and treated with PSNP alone, i.e. DCF fluorescent signal was above 
120% of control cells signal (Fig. 6A). Results of MCB assay (Fig. 6B) 

Fig. 4. AgNP and PSNP uptake in Jurkat cells 
determined by flow cytometry. (a) AgNP uptake 
was determined by side scatter intensity (SSC) 
of treated Jurkat cells. (b) Uptake of fluo
rescently labeled PSNP was determined by an 
increase in mean fluorescence intensity (MFI). 
Non-treated cells were used as negative control. 
Results are calculated as mean values obtained 
from 3 replicate experiments conducted in five 
replicates. Standard deviations are given as 
error bars. Values that are significantly 
different (p < 0.05) from negative control are 
denoted with asterisks.   

Fig. 5. Flow cytometry results on the % of live (viable) cells, early apoptotic and late/apoptotic/necrotic Jurkat cells after treatment with different doses of AgNP, 
PSNP of AgNP/PSNP mixture for 24 h in cell culture medium a) supplemented with 10% FBS and b) without FBS. Non-treated cells were used as negative control, 
while cells treated with 10% DMSO were used as a positive control. Results are presented as % of number of cells and calculated as mean values obtained from 3 
replicate experiments conducted in five replicates. Standard deviations are given as error bars. Values that are significantly different (p < 0.05) from negative control 
are denoted with asterisks. 
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revealed a dose-dependent depletion of intracellular GSH in all experi
ments, irrespective of the presence of FBS in the cell culture medium, 
which indicated that nanoparticles triggered cells’ protective mecha
nism against ROS generation. Evaluation of changes in mitochondrial 
membrane potential by Rh123 staining (Fig. 6C) showed an increase in 

fluorescence intensity, which indicates Rh123 dye leakage from mito
chondria caused by damage to their membranes. Addition of FBS to 
culture medium reduced the extent of mitochondrial damage caused 
both by individual nanoparticle treatments and combined treatments. 
Thus, an increase in fluorescent signal was observed in cells treated with 

Fig. 6. Results of oxidative stress response of Jurkat cells treated with AgNP, PSNP and AgNP/PSNP mixture at different doses, with or without addition of FBS in the 
cell culture medium: A – DCF assay results; B – MCB assay results; C – Rhodamine 123 assay results. Non-treated cells were used as negative control, while cells 
treated with 50 μM tBOH were used as a positive control. Results are presented as % of relative fluorescence units compared to negative control and calculated as 
mean values obtained from 3 replicate experiments conducted in five replicates. Standard deviations are given as error bars. Statistical significance was determined 
by one-way ANOVA with Dunnett multiple comparison (P < 0.05). Results significantly different compared to control cells are denoted with asterisk (*). 
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AgNP or PSNP alone in media supplemented with FBS, but not in cells 
treated by nanoparticle mixture, whereas in medium without FBS added 
significant increase in fluorescence intensity was observed for all 
treatments except with lower doses of AgNP or PSNP. 

3.4. Visualization of nanoparticle uptake by confocal microscopy 

Confocal fluorescent imaging was used to confirm the internalization 
of nanoparticles by Jurkat cells. Nanoparticle uptake could not be 
definitively proven from flow cytometry results as the SSC intensity 
could have increased either from nanoparticle uptake, or because of 
nanoparticles attached to the cell surface [42]. Jurkat cells were treated 
with AgNP/PSNP mixture for 1 h and prepared for visualization by 
confocal microscope. A set of z-stack images that captured different 
heights of focal planes above the glass surface to which the cells were 
attached was acquired to distinguish internalized nanoparticles from 
those adhered to the glass, or attached to the outer cell membrane. A 
representative composite image, assembled from fluorescent channels 
and the reflectance channel, can be seen below (Fig. 7). Both AgNP (red) 
and PSNP (green) were found to be attached to the cell membrane but 
also localized within the cells. Interestingly, there was no significant 
overlap between the two nanoparticle types, as AgNP and PSNP signals 
were clearly separated. Thus, the same behavior of these NPs in mixture 
was observed when visualizing them after dispersion in ultra-pure water 
(Fig. 2) and after their interaction with Jurkat cells (Fig. 7); PSNP and 
AgNP were not clustered or aggregated and signals obtained from 
fluorescent channel with 500–550 nm filter did not overlap with signals 
acquired on reflectance channel. 

3.5. Nanomechanical evaluation of Jurkat cells treated with nanoparticle 
mixture effects 

Before force spectroscopy measurements on Jurkat cells, which 
yielded Young modulus, treated cells were visualized in fluorescent and 
bright field modes in order to determine localization of fluorescently 
labeled PSNP. 

The elasticity of the untreated and untreated NPs-treated cells was 
obtained by fitting the Hertz model, for the parabolic shaped indenter, to 
the force-indentation curves. A representative force-indentation curve is 
shown in Fig. 1. Cell treatment with PSNP lowered Jurkat cells’ Young 
modulus (E) (mean = 1028 Pa, mean log10[E (Pa)] = 3.012) compared 
to control cells (mean = 1336 Pa, mean log10[E (Pa)] = 3.126). Treat
ment with AgNP did not significantly change log10E (mean = 723 Pa, 
mean log10[E (Pa)] = 2.859) while AgNP/PSNP mixture significantly 
reduced cell elasticity (mean = 537 Pa, log10[E (Pa)] = 2.730, P < 0.05) 

(Fig. 8). 

4. Discussion 

Nanotoxicity is a field of scientific inquiry growing in parallel with 
increased application of nanoparticles in commercial products and their 
presence in the environment. Although toxicological profiles of different 
nanoparticles applied individually is unquestionably important for un
derstanding their impact on human health, additive toxic effects of 
different nanoparticle types are still mostly unknown, due to under
standable limitations of common in vitro and in vivo assays. Here, we 
sought to provide relevant information on combined toxicities of some 
of the most commercially and environmentally important nanoparticles, 
AgNP and PSNP, as well as to offer a platform for testing other combi
nations of nanomaterials that would determine their chemical properties 
and biological profiles. Size, shape and ζ potential of AgNP and PSNP 
were determined using TEM, AFM and DLS/ELS methods, which 
revealed that both NP types were spherical and characterized by nega
tive ζ potential. Suspensions of AgNP and PSNP in RPMI1640 medium 
showed a significant degree of aggregation, whereas the addition of FBS 
to medium changed AgNP and PSNP properties and resulted in a more 
uniform size distribution, lower degree of aggregation, and ζ potential 
closer to neutral values. These effects could be ascribed to formation of 
protein corona that stabilized individual NP types and provided steric 
hindrance to NP aggregation. Protein corona formation can also change 
ζ potential. 

Results of NP characterization presented here offered an outline for 
understanding NP behavior in conditions relevant for in vitro experi
ments, and demonstrated the importance of protein corona for NP sta
bility and interactions. However, additional methods of NP 
characterization could provide a more detailed overview of their 
chemical and physical properties, and further elucidate mechanisms by 
which such properties determine their toxicological profile. In partic
ular, field-flow fractionation is a powerful technique that could be used 
to assess individual NP and establish their aggregation profile with 
granular precision, as well as providing more detail on protein corona 

Fig. 7. Confocal image of Jurkat cells treated with AgNP/PSNP mixture for 1 h. 
Cell nuclei are shown in blue, actin is shown in magenta, PSNP are shown in 
green, and AgNP are shown in red. Scale bar is 10 µm. 

Fig. 8. Logarithms of Young’s modulus values (log10[E(Pa)]) for non-treated 
Jurkat cells, cells treated with AgNP 1 mg/L, PSNP 10 mg/L, and a combina
tion of both nanoparticle types. Mean values are shown with standard de
viations. Statistically significant results were obtained for 1 mg/L AgNP and 
10 mg/L PSNP treatment, and are denoted with an asterisk (*) (P < 0.05). 
Changes in E between control cells and cells treated with individual nano
particle types were not significant (P = 0.13 for 1 mg/L AgNP and P = 0.76 for 
10 mg/L PSNP). 
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influence on nanoparticle properties [43,44]. Also, analysis of protein 
corona composition could shed more light on NP interactions with 
biological systems and link the chemico-physical properties of NP with 
their biological profiles [45]. 

The cytotoxicity profile of AgNP/PSNP mixture was determined by 
the treatment of Jurkat cells with each NP type alone and with their 
mixture in a range of concentrations. The results showed that AgNP 
treatment reduced Jurkat viability, regardless of the supplementation of 
cell culture media with FBS, while PSNP had a much lower impact on 
cell viability in physiologically more relevant cell culture conditions 
where FBS was added to medium; however, in the absence of FBS, PSNP 
cytotoxicity was severely exacerbated. It is likely that protein corona 
that was formed around nanoparticles from FBS proteins shielded cell 
membranes from direct PSNP contact, thereby reducing their toxic ef
fects. Cell treatment with AgNO3 severely reduced cell viability in 
concentrations as low as 4.2 mg/L. Considering that no release of Ag+

ions from AgNP was detected in cell culture media (see Table 1), it is not 
likely that extracellular Ag+ release significantly contributed to AgNP 
cytotoxicity; instead, ROS generation catalyzed by internalized AgNP 
and consequent oxidative stress may be considered as the underlying 
mechanism of toxicity. It is also important to mention that Jurkat cell 
fitness was reduced during 24 h incubation in culture medium without 
FBS, which can be seen from minor differences in cell viability of control 
samples. This effect can account for an increase in percentages of 
apoptotic cells across all samples but does not completely explain the 
dramatic increase in PSNP toxicity in the absence of protein corona. 

Combined AgNP/PSNP treatment had a much greater effect on 
Jurkat cell viability, both with and without FBS in the culture medium. 
Non-toxic concentrations of each nanoparticle type significantly 
reduced Jurkat cell viability and induced apoptosis when applied as a 
mixture. It has been shown previously that AgNP achieve their toxic 
effect through induction of oxidative stress, which in turn damages 
cellular components [46]. Thus, AgNP share molecular initiating event 
(MIE) of toxic mechanism with PSNP, and these results can be under
stood as a compounded effect of overloading cellular mechanisms for 
managing oxidative stress [32,47]. Induction of oxidative stress, 
depletion of cellular GSH and mitochondrial membrane damage caused 
by both nanoparticle types, which could be seen in DCF, MCB and Rh123 
assays, are in line with existing scientific evidence on AgNP and PSNP 
toxicity [48,49]. It is important to note that slightly elevated ROS in
duction likely did not reach the threshold of statistical significance 
because low, non-toxic concentrations were tested. Even so, nano
particle mixture significantly increased ROS production, which agrees 
with oxidative stress being key event (KE) for their toxicity, and was also 
expected based on flow cytometry results. 

Interestingly, reduction of cell viability for a mixture consisting of 
10 mg Ag/L AgNP and 10 mg/L PSNP exceeded toxicity expected when 
concentration addition is applied on results obtained for individual 
nanoparticle types. This suggests synergistic toxic action of AgNP and 
PSNP, which has important implications for understanding the biolog
ical fate of medical devices and the potential damage they might cause 
over long term use. The exacerbated toxicity was apparent after only 
24 h. Considering the resilience of PSNP, it is likely that they could cause 
damage for much longer if released inside the human body. 

Uptake of both nanoparticle types as determined by flow cytometry 
was dose-dependent, with minor differences in the uptake extent when 
FBS was removed from the culture medium. In order to confirm nano
particle internalization, treated cells were imaged by confocal micro
scopy showing their localization within cells, as well as being attached 
to the cell membrane. Considering the dynamics of nanoparticle endo- 
and exocytosis [50], and the relatively incubation time (1 h), Fig. 7 
represents a snapshot of nanoparticle trafficking process captured in 
early stages where NPs are associated with cell membranes and entering 
various endocytotic pathways. Although applied in mixture, each 
nanoparticle type interacted with cells independently, as fluorescent 
and reflectance signals, originating from PSNP and AgNP respectively, 

did not overlap. The likely reason for observed lack of interaction was 
the formation of protein corona around NP, which introduced electro
static repulsion between negatively charged cell culture medium com
ponents that were adsorbed on NP surfaces, as well as steric effects that 
precluded close contact between these two NP types. This phenomenon 
was previously observed with different NP [51,52], including AgNP 
[53]. 

The analysis of force-distance curves obtained for cells treated with 
AgNP/PSNP showed a significant decrease in cell elasticity, which 
indicated changes in cytoskeletal structure. Although there is a lack of 
data on biophysical changes of live Jurkat cells interacting with PSNP or 
AgNP, it was previously reported that treatment with various types of 
nanoparticles reduces cell stiffness [54,55]. The mechanism by which 
nanoparticles cause such decrease is not fully elucidated [56]; potential 
causes include apoptosis-related structural changes, direct nanoparticle 
interaction with membranes, re-organization of cytoskeleton following 
nanoparticle internalization, or the formation of 
nanoparticle-containing vacuoles [57,58]. Interestingly, this effect only 
reached statistical significance when the AgNP/PSNP mixture was used 
for cell treatment compared to treatment with a single nanoparticle type 
applied at the same dose. As for the oxidative stress evaluation, the lack 
of significant biological effect of individual NP treatments was likely due 
to non-toxic NP concentrations used in the AFM analysis. Considering 
the lack of interaction between the AgNP and PSNP, as evidenced by 
confocal microscopy, it is possible that decrease in cell elasticity is 
dependent on the number of nanoparticles added to cells, rather than 
their type. Thus, combined NP treatment introduced greater particle 
number to each cell, leading to an increase in endocytosis and conse
quent reduction of cell Young’s modulus, regardless of nanomaterial. 
This decrease in E value following NP treatments can be understood as a 
consequence of apoptosis induction as shown previously in mice-derived 
lymphocytes [59] and in human mesenchymal stem cells [60]. These 
results demonstrate that AFM analysis has great potential as label free 
detection technique of changes in cell morphology and even metabolism 
compared to often used cellular assays that rely on fluorescent staining. 
Owing to the well-described interferences of NP with colorimetric and 
fluorescent assays causing often biased results [24], capabilities of AFM 
technique for safety screening of NMs should be explored more 
comprehensively. 

As with methods for characterization of NP presented above, the list 
of in vitro assays to determine NP toxicity is by no means exhausted with 
our selection, and further studies of this type should strive to incorporate 
more assays for analyzing different aspects of cellular responses. The set 
of experiments presented here focused on NP uptake, ROS generation, 
induction of apoptosis and changes in cytoskeletal structures that led to 
severe cellular dysfunction and cell death. However, there is a wealth of 
information to be discovered on NP interactions with different cells and 
tissues using sub-lethal doses. In that case, separation of live, intact cells 
such as cell sorting or sedimentation field-flow fractionation, followed 
by, for example, single cell transcriptomics may be very helpful [61–63]. 
Considering that research of nanomixtures and their impact on human 
health is still in its early stages, testing different approaches could yield 
useful and surprising data for development of nano-products that are 
safer both for human health and the environment. 

5. Conclusions 

Data presented here evidenced additive detrimental effects of AgNP 
and PSNP on Jurkat cell viability, increase in ROS production and sub
sequent apoptosis induction. Although both nanoparticle types share the 
same MIE of toxicity, i.e. ROS generation and subsequent cellular 
damage, a decrease in cell viability exceeded the expected additive ef
fect of total nanoparticle concentration. The AgNP and PSNP did not 
interact in cell culture medium and entered the cells via endocytosis 
independently when applied as mixture. More importantly, Jurkat cell 
treated with AgNP/PSNP mixture at concentrations that were not toxic 
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when these NP were applied alone showed increased ROS production, 
apoptotic and death cells. Combined effect of AgNP and PSNP treatment 
also significantly modulated mechanical properties of Jurkat cells by 
reducing cell stiffness. Results presented here show that toxicological 
profiles of NP mixtures can differ significantly from profiles of individ
ual NP types, which needs to be taken into account during the devel
opment of novel nano-enabled materials for medical applications. 
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KRUNOSLAV ILIĆ 

Nanotehnologija danas ima ulogu rastuće važnosti u razvoju novih industrijskih i medicinskih proizvoda. Nanočestice 

srebra (nanoAg) jedne su od najviše istraživanih tipova nanomaterijala za potencijalnu primjenu u medicini zbog svojih 

izraženih antimikrobnih svojstava. Njihova uporaba u medicinskom kontekstu ograničena je zbog štetnog utjecaja 

kojeg mogu imati na ljudske stanice  i tkiva. Iako je toksičnost nanočestica srebra dobro poznata i istražena, manjkaju 

informacije o kombiniranim biološkim učincima nanoAg i drugih materijala ili nanomaterijala. Za razvoj novih,  

sigurnih uređaja i pomagala u kojima se koristi nanoAg, nužno je ispitati zdravstvene rizike koji mogu nastati 

međudjelovanjem nanoAg i materijala koji se primjenjuju u tim proizvodima. Polistiren je biološki inertan materijal 

široke industrijske i medicinske primjene, te su zbog toga nanočestice polistirena (nanoPS) odabrane za ispitivanje 

učinka mješavina nanočestica na modelne stanice ljudskog imunosnog sustava, Jurkat i THP-1. Nanočestice su 

karakterizirane metodama atomske mikroskopije sila te dinamičkog i elektroforetskog raspršenja svjetlosti. Analiziran 

je utjecaj nanoAg i nanoPS na preživljenje stanica, pokretanje apoptoze, parametre oksidativnog stresa, oštećenje 

DNA, pokretanje upalnog odgovora te promjene mehaničkih svojstava stanica. Unos nanočestica vizualiziran je 

konfokalnim mikroskopom i kvantificiran protočnim citometrom. Pokazano je da nanoAg i nanoPS ne stupaju u 

interakcije u vodenoj suspenziji ili u staničnom mediju, te da su mješavine nanoAg i nanoPS imale štetniji učinak na 

stanice Jurkat i THP-1 nego pojedinačne vrste nanomaterijala. Ovi rezultati važan su doprinos razumijevanju učinaka 

nanomaterijala na ljudsko zdravlje i razvoju novih i sigurnih primjena nanotehnologije u medicini. 
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EVALUATION OF COMBINED EFFECTS OF SILVER AND POLYSTYRENE NANOPARTICLES ON 

MODEL IMMUNE CELLS 

KRUNOSLAV ILIĆ 

Nanotechnology has a role of growing importance in development of novel industrial and medical applications.  Silver 

nanoparticles (nanoAg) are some of the most researched types of nanomaterials for potential use in medicine due to 

their significant antimicrobial properties. Their use in medical applications is limited due to their potential toxicity to 

human cells and tissue. Although the toxicity of silver nanoparticles is well known, there is a distinct lack of 

information on combined biological effects of nanoAg and other types of materials or nanomaterials. In order to 

develop safe nanoAg-enabled products, it is paramount to determine if interactions of nanoAg with other materials 

could pose additional health hazard compared to nanoAg alone. Polystyrene is a biologically inert material with 

widespread use in industrial and medical applications, and polystyrene nanoparticles (nanoPS) were used to assess the 

effects of nanometrial mixtures on model immune cell lines, Jurkat and THP-1. Nanoparticles were characterized using 

atomic force microscopy, as well as dynamic and electrophoretic light scattering techniques. The effects of nanoAg 

and nanoPS on cell survival, induction of apoptosis, oxidative stress parameters, DNA damage, immune response and 

changes in cell mechanical properties were analyzed. Nanoparticle uptake was visualized with confocal microscope 

and quantified using flow cytometry. Results have shown that nanoAg and nanoPS do not interact in water suspensions 

or in cell culture media, and that nanoAg/nanoPS mixtures had an augmented, detrimental impact on Jurkat and THP-

1 cells compared to individual nanoparticle types. These results present an important contribution for understanding 

impact of nanomaterials on human health, and for development of novel and safe applications of nanotechnology in 

medicine.  
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