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SAZETAK

Nanotehnologija danas ima ulogu rastu¢e vaznosti u razvoju novih industrijskih i
medicinskih proizvoda. Nanocestice srebra (nanoAg) jedne su od najviSe istrazivanih tipova
nanomaterijala za potencijalnu primjenu u medicini zbog svojih izrazenih antimikrobnih svojstava.
Njihova uporaba u medicinskom kontekstu ogranicena je zbog Stetnog utjecaja kojeg mogu imati
na ljudske stanice i tkiva. Iako je toksi¢nost nanocestica srebra dobro poznata i istrazena, manjkaju
informacije o kombiniranim bioloskim u€incima nanoAg i drugih materijala ili nanomaterijala. Za
razvoj novih, sigurnih uredaja i pomagala u kojima se koristi nanoAg, nuzno je ispitati zdravstvene
rizike koji mogu nastati medudjelovanjem nanoAg i materijala koji se primjenjuju u tim
proizvodima. Polistiren je bioloski inertan materijal Siroke industrijske i medicinske primjene, te
su zbog toga nanocestice polistirena (nanoPS) odabrane za ispitivanje ucinka mjeSavina
nanocestica na modelne stanice ljudskog imunosnog sustava, Jurkat i THP-1. Nanocestice su
karakterizirane metodama atomske mikroskopije sila te dinamickog i elektroforetskog rasprsenja
svjetlosti. Analiziran je utjecaj nanoAg i nanoPS na prezivljenje stanica, pokretanje apoptoze,
parametre oksidativnog stresa, oSte¢enje DNA, pokretanje upalnog odgovora te promjene
mehanickih svojstava stanica. Unos nanocestica vizualiziran je konfokalnim mikroskopom i
kvantificiran proto¢nim citometrom. Pokazano je da nanoAg i nanoPS ne stupaju u interakcije u
vodenoj suspenziji ili u stanicnom mediju, te da su mjeSavine nanoAg i nanoPS imale Stetniji
ucinak na stanice Jurkat i THP-1 nego pojedina¢ne vrste nanomaterijala. Ovi rezultati vazan su
doprinos razumijevanju uc¢inaka nanomaterijala na ljudsko zdravlje i razvoju novih i sigurnih

primjena nanotehnologije u medicini.

Kljuéne rije€i: nanocestice srebra, nanocestice polistirena, stanicna biologija, upalni odgovor,

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, TNFa, and IL-13 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 Nanocestice srebra i polistirena

Nanomaterijali (engl. nanomaterials, NM) su prirodno ili umjetno proizvedeni materijali
koji sadrze Cestice, pojedinacne ili agregirane, kojima je jedna ili viSe dimenzija u rasponu izmedu
11100 nm (1). Ova definicija obuhvaca velik broj materijala koji se razlikuju kemijskim sastavom,
morfologijom i fizikalno-kemijskim svojstvima. Nanotehnologija je podru¢je velikog
istrazivackog interesa zbog posebnih svojstava NM kojim se razlikuju od rasutog (engl. bulk)
materijala istog kemijskog sastava (2). Razvoj NM omogucio je velik napredak u raznim
podrucjima istrazivanja (3) i otvorio nove mogucnosti za industrijsku primjenu (4-6). Jedno od
vaznih podrucja primjene NM je medicina, te se danas ve¢ na trzistu i u klinickoj uporabi nalaze
razli¢iti dijagnosticki i terapijski sustavi koji sadrze NM (7-9). Neki od primjera su lipidne
nanocestice s doksorubicinom kao antitumorska terapija (10, 11), nano-hidroksiapatit kao
nadomjestak za koStano tkivo (12), i nanocCestice zeljezovog oksida kao kontrastni agensi za
ultrazvuk (13).

Nanocestice srebra (nanoAg) jedne su od najvise komercijalno koristenih NM, sa Sirokom
I raznolikom uporabom, primjerice kod pakiranja hrane, u antimikrobnim tekstilima, za uklanjanje
plijesni, dezinfekciju vode i vise (14). Medicina i zdravstvo predstavlja vazno podrucje njihove
primjene, posebice u suzbijanju jatrogenih infekcija u bolnicama (engl. hospital-acquired
infections, HAI) (15-17). Osim toga, nanoCestice srebra pokazuju potencijal za uporabu u
medicinskim pomagalima kao $to su zubni umetci i proteze, kateteri, endotrahealne tube i obloge
za cijeljenje rana (18). Unato¢ potencijalu nanoAg, primjena im je ograni¢ena zbog njihove
toksic¢nosti, koju treba uzeti u obzir pri razvoju novih aplikacija (19). Uzrok toksi¢nosti nanoAg su
srebrni ioni koji se otpuStaju s povrSine nanocestica te uzrokuju stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta
(engl. reactive oxygen species, ROS) i posljedi¢no oSteCenje stani¢nih membrana, proteina i
nukleinskih kiselina (20). Toksi¢nost nanoAg ovisi o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima kao
Sto su veli¢ina, oblik, { potencijal, funkcionalne skupine vezane za povrsinu i Stupanj agregacije,
te zbog toga razliciti oblici nanoAg mogu imati razlicit profil toksi¢nosti (21, 22). lako je toksi¢nost
nanoAg dobro poznata prepreka razvoju sigurnih medicinskih proizvoda, posebna kategorija rizika

su ponasanje 1 u€inci nanoAg u kontaktu s razli¢itim tipovima materijala, kao §to su polimerni



materijali u medicinskim pomagalima, tekstili, metali i sl. Kao i za razli¢ite vrste Samih nanoAg,
njihovo medudjelovanje s drugim vrstama materijala i potencijalnu toksi¢nost smjesa potrebno je

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

Polistiren je bezbojna, kruta plastika sa Sirokom primjenom u industrijskim i komercijalnim
proizvodima (23). Zbog svoje izdrzljivosti i biokompatibilnosti, koristi se u istrazivacke i
medicinske svrhe u laboratorijskom priboru i dijagnostickim instrumentima (23, 24). Takoder se
koristi za izradu obloga za cijeljenje rana i umjetnih organa, npr. umjetne jetre (25, 26). lako je
otpornost polistirena na degradaciju dobro opisana (27), pokazano je da se povrsina polistirenskih
materijala razgraduje i otpusta Cestice nanometarske veli¢ine ¢ak i pri blagim uvjetima (30° C u
demineraliziranoj vodi) (28). Otpustanje nanocestica s povrsine polistirena moze predstavljati
opasnost za ljudsko zdravlje jer je dokazano kako polistirenske nanocestice (nanoPS) u doticaju s
leukocitima, posebno monocitima i makrofazima, utjeu na njihovu enzimatsku aktivnost i
stvaranje kisikovih radikala (29, 30). Za nanoPS takoder je pokazano da mogu uzrokovati oste¢enja
DNA, upalu, neurotoksi¢nost i karcinogenezu u drugim vrstama stanica (31, 32). Ovi podaci
upozoravaju na potencijalnu degradaciju dugotrajnih implantata i drugih medicinskih pomagala
koji sadrzavaju polistiren unutar ljudskog tijela te potencijalne dugoro¢ne opasnosti koju takvi

materijali predstavljaju.

Unato¢ razli¢itom sastavu i kemijskim svojstvima, nanoAg i nanoPS pokazuju sli¢nosti u
svojim uc¢incima na stani¢noj razini. Kao $to je opisano gore, oba tipa nanoc¢estica mogu katalizirati
proizvodnju slobodnih kisikovih radikala: nanocestice srebra i ioni otpusteni s njihove povrSine
mogu sudjelovati u Fenton reakcijama ili redoks reakcijama kojima se katalizira stvaranje ROS-
ova (33, 34), dok polistirenske nanocestice uzrokuju stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta procesom
foto-oksidacije (35). Medutim, za stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta uzrokovano polistirenom
vazniji je proces pokretanja upalnog odgovora koji ukljucuje stvaranje superoksidnih radikala i
vodikovog peroksida kao stani¢nog obrambenog mehanizma (32, 36). Za cjelovitu analizu u¢inaka
nanoAg i nanoPS na stanice stoga je potrebno ispitati ne samo stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta
i posljedi¢no ostecenje membrana i DNA, ve¢ i aktivaciju upalnog odgovora, napose u stanicama
izravno uklju¢enima u imunosni odgovor na unos nanoCestica. Ovakav pristup, u kojem se
oksidativni stres 1 upalni odgovor razmatraju kao medusobno isprepleteni procesi uzrokovani

nanoAg i nanoPS, a ne kao neovisni parametri stanicnog metabolizma, daje potpuniju sliku



interakcija nanocCestica sa stanicama i neophodan je za primjenu NM u medicinskim pomagalima
(37).

1.2 Osnove ljudskog imunosnog sustava

Ljudski imunosni sustav sloZen je skup organa, tkiva, stanica i proteina razli¢itog podrijetla
i funkcija ¢ija je glavna zadaca zastita organizma od patogena, parazita i drugih stranih tijela (38).
Dijeli se na dvije velike sastavnice, urodenu i steCenu imunost, koje zajednickim djelovanjem
prepoznaju opasnosti za organizam, uklanjaju ih u kratkom roku i stvaraju protutijela koja
osiguravaju jo§ brzu i u¢inkovitiju reakciju u slu¢aju ponovljene izloZenosti 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 ukljucuje razli¢ite vrste stanica, ne samo
specijalizirane imunosne stanice kao §to su neutrofili i limfociti, ve¢ 1 epitelne stanice na mjestu
ostecenja tkiva ili ulaska patogena (41). U procesu odgovora organizma na sve vrste patogena i
parazita, klju¢ne uloge obavljaju makrofazi, kao jedna osnovnih sastavnica stani¢ne imunosti, i T
stanice, koje su svojim funkcijama ve¢inom povezane sa steCenom imunos$cu (38). Medutim,
stanicna 1 steCena imunost viSestruko su isprepletene i medusobno koordinirane, te se trebaju

gledati kao jedna slozena cjelina (42).

1.3 Urodena imunost

Urodena imunost evolucijski je stariji oblik imunosti, koji se zasniva na sposobnosti
specijaliziranih stanica da prepoznaju molekularne obrasce karakteristi¢ne za raznolike patogene i
pokrenu proces njihova uklanjanja, poglavito putem fagocitnih stanica (43). Karakteristi¢ne
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 povrsini stanica imunosnog sustava kao $to su
makrofazi, ali i na drugim stanicama poput fibroblasta i epitelnih stanica (44, 45). S druge strane,
signali ostecenja tkiva (engl. damage-associated molecular patterns, DAMP) su endogeni signali
koje luce razli¢iti tipovi stanica kao odgovor na osteCenja tkiva, koji takoder mogu pokrenuti

imunosni odgovor, neovisno o prisutnosti patogena (45). Ove komponente urodene imunosti —



PAMP, DAMP i PRR — pokazuju velik stupanj evolucijske konzerviranosti i slicnosti u strukturi i
funkciji kod velikog broja razli¢itih vrsta (43). Jedna od najvaznijih 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 karakteristiCan strukturni motiv bogat leucinima (engl.
leucine-reach-repeat, LRR) na ekstracelularnoj strani. Svaki od 12 ¢lanova proteinske obitelji TLR
opisanih kod sisavaca specijaliziran je za odredenu strukturu PAMP koje pokrivaju Sirok spektar
izvanstani¢nih i unutarstani¢nih infekata, parazita i prazivotinja (43). Vezanje liganda na ove
receptore pokrece imunosni odgovor koji aktivira fagocitne stanice — lokalne tkivne makrofage,
neutrofile te monocite koji krvotokom dolaze do mjesta upale i diferenciraju se u makrofage — sto

rezultira fagocitozom i unistenjem uzro¢nike upale (47).

Vazna odrednica urodene imunosti je sposobnost da vezanjem razliitih patogena aktivira
isti signalni put. Primjerice, pokazano je da se prepoznavanje bakterijskog lipopolisaharida (LPS)
i dvolanéane RNA (dsRNA) vrsi preko razli¢itih proteina TLR, ali da posljedicna aktivacija
signalnih puteva konvergira aktivacijom interferona tipa | koji rezultira transkripcijom istih gena u
slucaju bakterijske (LPS), odnosno virusne infekcije (dSRNA) (48). Na taj je nacin urodena
imunost kod ljudi, ali i kod drugih Zivotinja i biljaka, prilagodena kako bi malim repertoarom

proteina prepoznala i neutralizirala velik broj razli¢itih patogena putem tkivnih fagocita (49).

1.4 Stecena imunost

Paralelno s evolucijom urodene imunosti, kod kraljeznjaka je tijekom posljednjih 400
milijuna godina evoluirao sustav ste¢ene imunosti. Ste¢ena imunost temelji se na specijaliziranim
T i B stanicama, koje u tijeku svog sazrijevanja prolaze proces genske rekombinacije koja rezultira
ogromnim brojem raznovrsnih povrsinskih receptora i proizvodnjom Sirokog spektra razlicitih
protutijela (50). Za razliku od urodene imunosti gdje jedan TLR mozZe prepoznati strukturne motive
prisutne kod vise razli¢itih patogena, T i B stanice sposobne su prepoznati strukturne motive
specificne za samo jednu vrstu patogena te proizvesti velik broj protutijela koja pospjeSuju njegovo
uklanjanje. Osim toga, sustav steCene imunosti omogucuje tzv. imunosno pamcenje (engl.
immunologic memory) koje omoguéuje brz i efikasan odgovor organizma u slu¢aju ponovnog
izlaganja nekoj vrsti patogena (38). Ove dvije znacajke — izuzetno velik i fleksibilan repertoar

receptora za prepoznavanje opasnih mikroorganizama te dugotrajna sposobnost pamcenja



prethodnih infekcija — nadopunjuju i unaprjeduju odgovor urodene imunosti (42) te smanjuju
oste¢enja tkiva uzrokovana fagocitnim stanicama urodene imunosti kod teskih 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 urodene imunosti ne signaliziraju prisutnost upale putem citokina (51). Po izlasku iz
krvotoka i dolasku u tkivo iz kojeg se luce upalni signali, receptori na T stanicama prepoznaju i
vezu peptidne fragmente patogena, koje na povrSini izlazu antigen-prezentirajuée stanice
(makrofazi, dendriticke stanice) (38). S druge strane, B stanice sposobne su vezati nativne antigene
koji sadrze i peptidne sljedove i ugljikohidratne domene (50). Osim navedenih receptora, brojne
druge molekule na povrs$ini T 1 B stanica, kao i na povrSini antigen-prezentirajucih 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 lucenja protutijela (B stanice) (38, 50). Protutijela imaju
nekoliko uloga u procesu upale: neutraliziranje patogena vezanjem na njihovu povrsinu, aktivacija
proteina komplementa nakon vezanja patogena $to dovodi do unistenja njihovih membrana, te
olakSana fagocitoza patogena i pospjeSena prezentacija njihovih antigena na makrofazima i

dendriti¢kim stanicama (42).

Osim T i B stanica, brojne su druge stanice uklju¢ene u proces aktivacije steCene imunosti,
kao 1 velik broj razli¢itih proteina i drugih molekula, te ¢ak i kratak pregled bitnih sastavnica
steCene imunosti ukljucuje Citav spektar slozenih i medusobno ovisnih interakcija koji uvjetuju
uspjesnost i brzinu imunosnog odgovora (38). Ipak, pokretanje upalnih reakcija oslanja se na
mehanizme urodene imunosti koji potom aktiviraju T i B limfocite (42), te se potencijalna opasnost
materijala i nanocestica u kontekstu upale moze promatrati kroz aktivnost prvih efektora upalne
kaskade — epitelne stanice na mjestu upale, makrofazi, neutrofili te cirkuliraju¢i monociti koji se
diferenciraju u makrofage. S druge strane, ucinak stranih materijala i NM na T stanice moze dati

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



1.5 Monociti i makrofazi

Monociti i makrofazi u ljudskom organizmu dijele zajednicko porijeklo, odnosno
mijeloidne prekursorske stanice koje se nalaze u zumanj¢anoj vreé¢i (52). Tijekom embrionalnog
razvoja, ove prekursorske stanice diferenciraju se u razlicite populacije tkivnih makrofaga u mozgu
(mikroglija stanice), kozi (Langerhansove stanice) i jetri (Kuppferove stanice) (52, 53). U
meduvremenu, mijeloidne prekursorske stanice se u jetri diferenciraju u hematopoetske maticne
stanice te daljnjom diferencijacijom utemeljuju populacije tkivnih makrofaga u probavnom sustavu
(makrofazi lamine proprie) i plu¢ima (alveolarni makrofazi) (52, 53). Hematopoetske mati¢ne
stanice tijekom daljnjeg razvoja koloniziraju koStanu srz i postavljaju temelje za hematopoezu
tijekom ostatka zivota, koja ukljuuje odrzavanje populacije monocita koji cirkuliraju kroz
krvozilni sustav (52, 54). Cirkuliraju¢i monociti reagiraju na pro-upalne signale te iz krvotoka
prelaze u upaljeno tkivo (53, 55, 56), gdje se diferenciraju u makrofage ili dendriticke stanice, ili
zadrzavaju monocitni fenotip uz preuzimanje uloge antigen-prezentiraju¢ih stanica (54, 57).
Monociti koji se diferenciraju u makrofage nakon ulaska u tkivo pridruzuju se aktivnosti ve¢

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

Makrofazi su jedna od najvaznijih komponenti urodene imunosti sa Sirokim rasponom
uloga te imaju kljuénu ulogu u razrjeSenju upale (58, 59) i cijeljenju rana (47). Njihova je osnovna
zadaca fagocitoza izvanstani¢nih i unutarstani¢nih patogena, a sudjeluju u mobilizaciji, aktivaciji i
regulaciji velikog broja drugih stanica imunosnog sustava (38). Iako je dugo prevladavalo misljenje
kako su makrofazi samo efektori imunosnog odgovora kojim upravljaju T i B stanice, novija
istrazivanja dala su uvid u mnostvo uloga koje obavljaju u zdravom i upaljenom tkivu, te tkivu koje
zacjeljuje (60, 61), kao njihovu izuzetnu plasti¢nost (62), sposobnost daljnje diferencijacije i
specijalizacije (60), te ¢ak i rudimentarni oblik imunosnog pamcenja (63). Populacije makrofaga u
razli¢itim tkivima eksprimiraju razli¢ite povrSinske biljege, koji prilagodavaju njihove funkcije
ovisno o lokalnom mikrookolisu (38, 64). Medutim, neovisno o lokalizaciji u tkivu, svi makrofazi
na svojoj povrsSini eksprimiraju receptore TLR za prepoznavanje struktura patogena. (44).
Aktivacija tih receptora potice lu€enje brojnih pro-upalnih citokina koji ukljucuju IL-1B, TNFa,
IL-6 i IL-8, koji dalje poticu aktivaciju limfocita i neutrofila te pospjesuju uklanjanje Stetnih

mikroorganizama (65, 66).



1.6 T stanice

T stanice su kljuna sastavnica steCenog imunosnog odgovora koje imaju sposobnost
prepoznati gotovo neograni¢en broj antigena zahvaljuju¢i rekombinaciji genetskih elemenata
tijekom njihova sazrijevanja (38). Nastaju iz hematopoetskih mati¢nih stanica kosStane srzi koje
migriraju u timus, gdje prolaze procese diferencijacije i selekcije, ¢ija 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 takoder se odvija i rekombinacija genetskih elemenata receptora T
stanica, pomocu koje T stanice dobivaju sposobnost ekspresije jedinstvenih receptora za izuzetno
velik broj razli¢itih antigena, $to je neophodan preduvjet za ste¢enu imunost (68). Diferencijacijom
u timusu nastaju dvije populacije T limfocita s razli¢itim ulogama: CD4 pozitivne stanice, poznate
i kao Th stanice (pomagacke T stanice, engl. T helper cells) i CD8 pozitivne stanice (citotoksi¢ne
T stanice) (67). Th stanice reguliraju imunosni odgovor izlu¢ivanjem Sirokog spektra citokina —
IFNy, TNFa, TNFB, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13 — kojima poti¢u druge stanice na
uklanjanje unutar-stani¢nih patogena i izvan-stani¢nih parazita (69). U Th stanice takoder se
ubrajaju i regulatorne T stanice (Treg stanice) Cija je specificna uloga utiSavanje imunosnog
odgovora kako bi se ogranicio njegov opseg i uklonila upala nakon uspjesne eliminacije patogena
(69). Osim toga, njihova je uloga i utiSavanje auto-reaktivnih T stanica koje su izmakle selekciji u
timusu te mogu doprinijeti autoimunim bolestima (38, 69). CD8 pozitivne stanice izvr§avaju puno
izravniju ulogu u upalnom odgovoru u odnosu na CD4 stanice, buduc¢i da je njihova primarna
zadaca uniStavanje stanica zarazenih virusnim, bakterijskim i prazivotinjskim (lat. Protozoa)
patogenima (70). Njihova je glavna zadaca pokretanje apoptoze u inficiranim stanicama putem
dvaju mehanizama: 1) izluCivanje perforina 1 granzima kojima stvaraju oSte¢enja u membranama
inficiranih stanica i fragmentaciju njihove DNA, ¢ime aktiviraju proces njihove apoptoze (71, 72)
te vezanje receptora CD95 na membranama ciljnih stanica, Sto takoder pokrece programiranu
stani¢énu smrt (70, 73). Nakon interakcije s antigen-prezentiraju¢im stanicama (engl. antigen-
presenting cells, APC) koji poti¢e njihovu aktivaciju i proliferaciju, broj CD8 pozitivnih limfocita
naglo raste i pomaze u uklanjanju patogena, a nakon zavrSenog upalnog odgovora dio aktiviranih
CD8 pozitivnih limfocita prelazi u memorijske stanice koje pospjesuju novi odgovor u slucaju

infekcije istim patogenom (70). Zbog svojih sveobuhvatnih uloga u funkcioniranju imunosnog



sustava 1 utiSavanju karcinogeneze, T stanice su i dalje aktualno podrudje istrazivanja za razvoj

novih terapija (74, 75).

1.7 Citokini

Komunikaciju i koordinaciju medu razli¢itim tipovima stanica tijekom upalnog procesa
omogucuju citokini, regulatorni proteini razli¢itih veli¢ina i oblika koje izluuju brojne vrste
stanica kao $to su neutrofili, monociti, makrofazi, B i T stanice, mastociti, epitelne stanice i druge
(76, 77). Njihove uloge ukljucuju aktivaciju signalnih puteva i genske ekspresije, regulaciju razvoja
i diferencijacije stanica imunosnog sustava, medustani¢nu komunikaciju, i viSe (76). Ucinci
citokina su pleiotropni, $to znaci da njihovo vezanje na povrsinske receptore stanica moze imati
raznolike ucinke, ovisno o vrsti stanica, koncentraciji citokina te prisutnosti i koncentraciji drugih
citokina u istom mikrookolisu (76, 78). Zastupljenost razli¢itih citokina u procesu upale nije
jednaka, te neki citokini imaju vise uloga i utje¢u na veci broj procesa u odnosu na druge. Medu
klju¢ne citokine zaduZene za provodenje i koordinaciju upalnog odgovora ubrajaju se interleukin-
6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), cimbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor , TNFa.)
I interleukin-1p (IL-1pB) (79-82).

IL-6 (Slika 1) je glikoprotein od 212 aminokiselina s mnogobrojnim ulogama u regulaciji
upale, $to je ocito iz brojnih dodijeljenih imena prije nego je utvrdeno da su raznolike funkcije
objedinjene u jednoj molekuli: naziv stimulacijski ¢imbenik B stanica 2 (engl. B-cell stimulatory
factor 2, BSF-2) odnosio se na njegovu sposobnost diferencijacije aktiviranih B stanica, ime
stimulacijski ¢imbenik hepatocita (od engl. hepatocyte-stimulating factor, HSF) dodijeljen je zbog
poticanja sinteze proteina u jetri, a zbog antivirusnog uc¢inka nalik interferonima nazvan je i
interferon B2 (IFN-B2) (79, 83). Sinteza IL-6 pokrece se na mjestu lezije kao jedan od glavnih
signala za pokretanje upalnog odgovora, nakon €ega se transportira u jetru gdje pokrece sintezu
Sirokog spektra proteina, ukljucujuc¢i C-reaktivni protein, fibrinogen, haptoglobin i al-
antikimotripsin (83, 84). Daljnji uc¢inci IL-6 su stimulacija T i B stanica, kao i fibroblasta i stanica
kostane srzi (83, 85, 86). Obzirom na brojne i raznolike funkcije u upalnom procesu, ekspresija IL-

6 Cesto se analizira kao jedan od glavnih biljega pokretanja upalnog odgovora.



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 izluCuju razli¢ite vrste stanica (limfociti,
monociti, fibroblasti, epitelne stanice i druge) kao odgovor na bakterijske ili virusne infekcije,
stanicni stres, signale oStecenja tkiva (DAMP) ili na stimulaciju drugim pro-upalnim citokinima
(80). Njegova je glavna uloga signalizacija cirkuliraju¢im neutrofilima kako bi prepoznali mjesto
upale i otpustili lizosomalne enzime koji oStecuju bakterijske stanice i viruse, ali i okolno zdravo
tkivo (88, 89). Osim neutrofila, IL-8 djeluje kao kemoatraktant i za makrofage, mastocite i
dendriticke stanice, te potice proliferaciju endotelnih stanica i angiogenezu (90, 91). Specifi¢nost
IL-8 je velika promjena u razini ekspresije uslijed pokretanja upalnog odgovora. Dok je u zdravom
tkivu vrlo tesko detektirati njegovu prisutnost, njegova ekspresija moze narasti i do 100 puta nakon
stimulacije stanica drugim pro-upalnim citokinima (80). Takoder, IL-8 je prilagoden 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 podrucju upale (92).



Slika 2. Kristalna struktura interleukina 8. Slika je preuzeta s web stranice RCSB Protein data
bank (PDB) ID 1QE6 (93).

TNFa (Slika 3) je citokin sa Sirokim spektrom djelovanja kojeg izlu¢uju monociti,
makrofazi, T i B stanice, fibroblasti, astrociti te epitelne stanice (94, 95). Ime je dobio prema
sposobnosti izazivanja nekroze transplantiranih tumora u miseva (96), a njegova poveznica sa
upalom zabiljezena je kod ljudi ve¢ u 19. stolje¢u, kad je William Coley zamijetio smanjenje
tumora kod pacijenata izloZenih bakterijskoj infekciji (97). Danas je poznata njegova klju¢na uloga
u regulaciji urodene i steCene imunosti preko regulacije ekspresije drugih pro-upalnih citokina, kao
§to su IL-1, IL-6 i IL-8 (94, 98). Osim toga, TNFa je jedna od prvih i najvaznijih signalnih
molekula na mjestu upale te osim ekspresije citokina regulira i signalizaciju preko prostaglandina
i ¢imbenika aktivacije trombocita (99, 100). Vaznost ovog citokina za upalni odgovor takoder je
ocita iz evolucijske oCuvanosti njegove strukture i funkcije, koja je ustanovljena otkri¢em 1

analizom TNF homologa kod drugih kraljeznjaka i beskraljeznjaka (38).
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Slika 3. Kristalna struktura ¢imbenika nekroze tumora a. Slika je preuzeta s web stranice RCSB
Protein data bank (PDB) ID 5MUS8 (101).

Interleukin-1 (IL-1) opisan je 1940.-ih godina kao supstanca koju lu¢e aktivirani limfociti
i koja izaziva simptome vrudice, te je tada nazvan pireksin ili endogeni pirogen (102). Daljnja su
istrazivanja pokazala da se ustvari radi o dva blisko povezana citokina, IL-1a i IL-1p (Slika 4),
koji vezu iste receptore i aktiviraju slicne signalne puteve (82, 103). lako njihove aminokiselinski
slijedovi imaju tek 27 % homologije, oba imaju vrlo sli¢énu trodimenzionalnu strukturu sa¢injenu
od 12 B-ploca, $to takoder objasnjava velike sli¢nosti u bioloskoj aktivnosti (104). Kao i kod TNFa,
zbog Sirokog raspona bioloskih u¢inaka dodijeljena su mu razli¢ita imena, ovisno o kontekstu u
kojem je opisana njegova aktivnost: ¢cimbenik aktivacije limfocita, endogeni leukocitni medijator,
¢imbenik mononuklearnih stanica, ¢imbenik aktivacije osteoklasta, katabolin i hemopoetin-1
(105). Primarni proizvodaci IL-1 citokina su monociti i makrofazi, a u manjoj mjeri luce ga i
neutrofili, keratinociti, limfociti, fibroblasti, epitelne stanice te stanice glatkog miSi¢nog tkiva
(105). Unato¢ sli¢nostima u strukturi i funkciji IL-1a i IL-1p, kljuéna je razlika u raspodjeli
ekspresije ova dva proteina u tijelu: dok IL-la prvenstveno izluCuju stanice mezenhimalnog
podrijetla kao keratinociti te endotelne 1 epitelne stanice pluc¢a 1 bubrega, ekspresija IL-1
najznacajnija je u monocitima i makrofazima (105). Takoder, IL-1a je stalno eksprimiran u
zdravim stanicama, iako se izlu¢uje samo u slucaju ostecenja stanica ili odgovora na vezanje pro-

upalnih citokina, dok je ekspresija IL-1p u zdravim makrofazima vrlo niska i znacajno se podize
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samo u slucaju upale (105). IL-1B je stoga bolji pokazatelj pokretanja upalne kaskade u

makrofazima u odnosu na IL-1q, 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 nanocestica i imunosnog sustava

Nanocestice unesene u tijelo koje dodu u kontakt sa imunosnim sustavom mogu uzrokovati
Citav niz razli¢itih ucinaka koje nije moguce utvrditi a priori, a mogu se ugrubo svrstati u pro-
upalne ili protuupalne promjene (107). Klju¢an korak koji odreduje kakav ¢e odgovor nanocestice
izazvati je vezanje 1 aktivacija PRR na stanicama zaduZenima za odgovor urodene imunosti,
prvenstveno makrofazima (45). Kao i kod ostalih aspekata bioloskog odgovora na nanocestice,
njihova veli€ina, oblik i povrSinska svojstva utje€u na prirodu i intenzitet imunosnog odgovora
(107). Veli¢ina nanocestica vazan je parametar koji odreduje njihov unos u stanice, interakcije sa
sastavnicama imunosnog sustava i biodistribuciju in vivo, ali jadina stani¢nog odgovora na
nanocestice nije u linearnoj ovisnosti o njihovoj veli¢ini (108). Za oblik nanocestica pokazano je
da utjeCe ne samo na kinetiku njihova unosa i ekskrecije, ve¢ i na lokalizaciju u tkivima (109).

Svojstva povrSina nanocestica kao $to su naboj 1 hidrofobnost takoder imaju znacajan utjecaj na
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unos nanocestica i njihove interakcije s komponentama imunosnog sustava prvenstveno zbog
utjecaja na biomolekulsku koronu nanocestica (110). Biomolekulska korona, takoder poznata i kao
proteinska korona, je sloj raznolikih biomolekula (poglavito proteina) koje nanocestice adsorbiraju
na povrsinu tijekom cirkulacije u organizmu 1 ima presudan utjecaj na bioloski identitet nanocestica
I sve njihove interakcije u organizmu (111). Pokazano je da hidrofobnost povr§ine nanocestica
izravno utjece na sastav proteina koji se adsorbiraju, Sto posljedicno moze povecati ili smanjiti
staniéni unos nanocestica i posredno modulirati upalni odgovor (112). Zbog teskoce u
predvidanjima sastava proteina i drugih biomolekula koje ¢e se adsorbirati na povrSinu nanocestica
pri njihovom ulasku u organizam, posljedi¢ni odgovor imunosnog sustava potrebno je analizirati

zasebno za svaki tip NM ili njihovih smjesa.

1.9 Oksidativni stres

Kao $to je gore navedeno za nanoPS, upalni odgovor usko je povezan s oksidativnim
stresom: reaktivne kisikove vrste povecava ekspresiju transkripcijskog faktora NFxB koji zatim
potice ekspresiju pro-upalnih gena (113), a upalni odgovor ukljucuje proizvodnju reaktivnih
kisikovih i duSikovih vrsta koje mogu pridonijeti oksidativnom stresu (36). Kvantifikacijom
proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta, kao i stani¢nih parametara odgovora na oksidativni stres,
moguce je upotpuniti analizu interakcija nanoCestica sa stanicama i potencijalnu opasnost po

ljudsko zdravlje koju mogu prouzrociti.

Oksidativni stres naziv je za stanje neravnoteze u oksidativnim (npr. reaktivne vrste Kisika
i dusika) i antioksidativnim stani¢nim mehanizmima (npr. superoksid dismutaza, glutation) u
kojem prevladavaju oksidirajuci faktori i uzrokuju oSteéenje biomolekula i stani¢nih struktura
(114). Reaktivne kisikove vrste zajednicki je naziv za nusprodukte aerobnog stanicnog mehanizma
koji nastaju u mitohondrijima tijekom redukcije O2 u molekulu vode, a ukljuc¢uju superoksidni
anion (02™), vodikov peroksid (H202) i hidroksilni radikal (OH") (115). Stetne posljedice njihova
stvaranja i reakcija s biomolekulama dobro su poznate i opisane u kontekstu raznih bolesti (116).
Medutim, ROS-ovi igraju vaznu ulogu i u normalnom stani¢cnom metabolizmu kao prijenosnici
signala i sastavnice regulatornih mehanizama (115). Osim toga, pokazano je da su ROS-ovi klju¢ne
komponente uniStavanja patogena putem fagocita kao Sto su makrofazi i neutrofili, koji nakon

fagocitiranja bakterijskih stanica proizvode H20. kako bi ih neutralizirali (117, 118). Stoga
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normalni stani¢ni metabolizam ukljucuje i1 regulaciju koncentracije reaktivnih vrsta kisika i dusika
kako bi sudjelovale u funkcijama organizma, za $to su zaduZeni enzimi (superoksid dismutaza,
glutation peroksidaza, katalaza) i druge molekule kao $to su glutation, uri¢na kiselina, askorbinska
kiselina i o-tokoferol (115, 119). Poremecaj u ravnotezi oksidativnih i anti-oksidativnih
mehanizama zbog stvaranja ROS-ova moze imati razli¢ite Stetne ucinke na stani¢ni metabolizam i
funkciju (Slika 5).
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Slika 5. Ostecenja stani¢nih struktura i promjene u funkciji stanica uzrokovane reaktivnim

kisikovim vrstama.

1.10 Modelne stanicne linije Jurkat i THP-1

Stanice Jurkat vrlo su ¢esto koriSten model za istrazivanje upalnog odgovora ljudskih T
stanica 1 jedne su od kljucnih stani¢nih linija na kojima je opisan proces aktivacije limfocita putem
TCR (120). Glavni je motiv za uspostavljanje ove stani¢ne linije bila potreba za stanicama koje
pouzdano proizvode IL-2, kako bi se taj citokin mogao Koristiti za odrzavanje kultura T stanica

izoliranih iz ljudskog tkiva (120, 121). Medutim, stanice Jurkat dobivene ovom selekcijom
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pokazale su se kao izuzetan model za proucavanje mehanizama provodenja izvanstani¢nih signala
putem povrsinskih receptora i posljedi¢nih aktivacija nizvodnih enzima (120). lako postoje bitne
razlike izmedu stani¢ne linije Jurkat i T stanica izoliranih iz ljudskog tkiva (122), stanice Jurkat
pokazale su se kao prikladan model za proucavanje raznih aspekata biologije limfocita te su u ovom

radu koriStene za analizu toksi¢nosti NM.

Stanice THP-1 dobivene su iz pacijenta s akuthom monocitnom leukemijom i koriste se
kao model ljudskih cirkuliraju¢ih 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 proucavanje funkcija
makrofaga, obzirom na odgovor na podrazaj agensima kao $to je LPS, aktivaciju signalnih puteva
ukljucenih u upalni odgovor i ekspresiju biljega na povrsini stanica (125, 126). Makrofazi su
primarni staniéni tip zaduzen za uklanjanje patogena, apoptoti¢nih stanica, stani¢nih ostataka i
raznih vrsta stranih Cestica (127, 128). Poznato je da se oko 95 % intravenozno primijenjenog NM
nakuplja u jetri, slezeni ili bubrezima (129, 130), gdje su razli¢ite populacije makrofaga zaduzene
za njihovo uklanjanje iz organizma (131). Shodno tome, od velike je vaznosti utvrditi odgovor
makrofaga na izlaganje NM kako bi se shvatio njihov u¢inak na razini stanica i predvidjelo njihovo

ponasanje na razini tkiva i organizma.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nanomaterijali omogucuju veliki napredak u podru¢ju medicine, te su danas u klini¢koj
uporabi razli¢iti dijagnosticki i terapijski sustavi koji sadrze takve materijale. Najvise koristene su
nanocestice srebra (nanoAg), posebice u suzbijanju infekcija, te su sastavni dio brojnih medicinskih
pomagala. Osim nanoAg u medicini se vrlo ¢esto koristi i polistiren, plasti¢ni polimerni materijal,
zbog svoje izdrzljivosti 1 biokompatibilnosti pri izradi dijagnostickih instrumenata, obloga za
cijeljenje rana te umjetnih organa. Uz svoje pozitivne karakteristike, bitno je napomenuti da je
primjena ovakvih materijala ograni¢ena radi mogucih toksi¢nih uc¢inaka. Unatoc razli¢itom sastavu
i kemijskim svojstvima, nanocestice Ag i polistirena pokazuju sli¢nosti u u¢incima na stani¢noj
razini, buduci da oba tipa nanocCestica mogu katalizirati proizvodnju slobodnih kisikovih radikala.
Obzirom na raSirenost uporabe i dug zivotni vijek plasti¢nih materijala, te rastuéu vaznost nanoAg
u medicini, moguca je njihova zajednic¢ka primjena u medicinskim pomagalima $to bi dovelo do
rizika izlaganja mjesavini mikro- i nanocestica polistirena (nanoPS) i nanoAg otpustenih s povrsine
pomagala. Utjecaj nanoAg i nanoPS na stanice ljudskog imunosnog sustava slabo je istrazen, a
dosad u literaturi nije opisana interakcija smjese nanoAg i nanoPS na modelne stani¢ne linije

imunosnog sustava kao ni usporedba u¢inaka smjese s pojedina¢nim tipom nanocestica.

Svrha ovog rada je istraziti u¢inke 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 stani¢ne linije znacajno razlikuje od bioloskih uc¢inaka pojedinacne primjene nanoAg 1
nanoPS. Stoga je glavni cilj ove disertacije bio opisati djelovanje nanoAg, nanoPS i njihove smjese

na modelne stani¢ne linije za ljudski imunosni sustav, Jurkat i THP-1.

Primjenom pojedinacnih nanoAg, nanoPS 1 njihovih kombinacija na odabrane stani¢ne

linije, ispitano je njihove djelovanje na razli¢ite aspekte stani¢nog metabolizma:

1. Stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta i posljedi¢ni oksidativni stres u stanicama,
2. Pokretanje upalnog odgovora i ekspresija povezanih citokina,

3. Ostecenje stani¢nih i mitohondrijskih membrana,
4

Lomovi molekula DNA,
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5. Promjene u svojstvima citoskeleta i ¢vrsto¢i stanica.

Ovi aspekti stani¢nih promjena objedinjeni su analizom apoptoze, odnosno programirane
stanicne smrti, 1 nekroze kao posljedica prevelikog opterecenja stani¢nih mehanizama za
kompenzaciju oksidativnog stresa i oSteCenja DNA. Takoder, kako bi se poblize opisao utjecaj
nanocestica na stani¢ne funkcije i metabolizam i odredila njihova lokalizacija u stanici, unos
nanocestica je vizualiziran te kvantificiran u usporedbi s negativnom kontrolom (netretiranim

stanicama).

Prije samog tretmana stanica Jurkat i THP-1 nanocCesticama, analizirane su veli¢ina, oblik

I  potencijal nanoAg i nanoPS, te je ispitana njihova agregacija u Cistoj vodi i stani¢cnom mediju.

Za ispunjavanje ovih ciljeva koriStene su:

1. Proto¢na citometrija (za analizu apoptoze, stanicne smrti, oStecenja DNA i
kvantifikaciju unosa nanocestica)

2. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze (za kvantifikaciju ekspresije gena povezanih
s upalnim odgovorom)

3. Eseji na mikrotitarskim plo¢icama za analizu biljega oksidativnog stresa

4. Atomska mikroskopija sila (za analizu promjena citoskeleta)

Klju¢an ¢imbenik u odabiru metoda za ovu disertaciju bio je problem interferencija
nanocestica sa uobicajenim testovima koji se koriste u stani¢noj biologiji (132, 133). Odabrane
metode 1 tehnike smanjuju utjecaj nanocestica na ocitanje eseja iskljucivanjem signala nanoAg i
nanoPS na temelju veli¢ine (proto¢na citometrija) ili provodenjem pokusa bez biljega koji bi mogli
stupiti u interakciju s nanoCesticama (atomska mikroskopija sila). Metode koriStene u ovoj
disertaciji koje koriste fluorescentne biljege prilagodene su na na¢in da smanji doticaj nanocestica
sa biljezima na najmanju moguc¢u mjeru, kako bi rezultati pruzili vjerodostojnu sliku stani¢nih
procesa. Navedena prilagodba eseja prvenstveno ukljucuje smanjenje koncentracije nanocestica za
provodenje tretmana (za eseje oksidativnog stresa) te koriStenje minimalne koli¢ine uzorka kako
bi se smanjila prisutnost nanocestica u postupku njegove obrade 1 analize (za kvantitativnu lancanu

reakciju polimeraze).
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Slika 6. Shematski prikaz provedbe pokusa disertacije. Pojedinaéne nanoCestice i njihove
mjesavine karakterizirane su obzirom na veli¢inu, oblik i { potencijal Cestica. Stanice Jurkat i THP-

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

udinci.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Sinteza i karakterizacija nanocestica

Brojne metode za sintezu razliCitih tipova nanocestica razvijene su u istrazivackim
laboratorijima koje se ugrubo mogu podijeliti u dva razli¢ita pristupa: sinteza ,,0dozgo prema dolje*
(engl. top-down) kojom se makroskopske koli¢ine materijala smanjuju do veli¢ine nanocestica, te
sinteza ,,0dozdo prema gore“ (engl. bottom-up) kojom se atomi, ili molekule grupiraju u
nanocestice kemijskim ili fizikalnim procesima (134, 135). Prilikom sinteze nanocestica bottom-
up pristupom, koriste se razne povrsinski aktivne tvari ili polimeri ¢ija je svrha odrZzavanje

stabilnosti nanocestica u suspenziji (136).

NanoAg promjera 50 nm sintetizirane su redukcijom srebrovog nitrata (AgNO3, Alfa Aesar,
Karlsruhe, Njemacka) pomocu glukoze (Kemika, Zagreb, Hrvatska) u luznatom mediju, uz
koristenje agensa za stabilizaciju poli(vinilpirolidona) (PVP, Sigma Aldrich, Darmstadt,
Njemacka). PVP je otopljen u 192 mL ultraciste vode u masenom udjelu od 0,3 %. Otopina je
postavljena u vodenu kupelj, na IKA RCT magnetsku mijesalicu s grijacem (IKA Werke, Staufen
im Breisgau, Njemacka). Temperatura otopine odrzavana je izmedu 30 i 40°C te je otopina
mijesana na 500-600 okretaja u minuti. Potom je u otopinu dodano 2,22 mL 90 mM AgNOsi 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 mijesanju 30 min,
zaSti¢ena od svjetlosti. Sintetizirane nanocestice pro¢iséene su centrifugiranjem 20 min na 3 500 x
g, u centrifugi Eppendorf 5810R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka). Precipitat je re-suspendiran u
ultra-cistoj vodi, nakon ¢ega je pro¢is¢avanje ponovljeno. Suspenzija nanocestica pohranjena je u
mraku na 4°C. Koncentracija srebra u suspenziji nanocestica odredena je metodom atomske
apsorpcijske spektroskopije (AAS) na uredaju Perkin Elmer AAnalyst 600 (Perkin Elmer,
Waltham, SAD). Kalibracija uredaja napravljena je pomocu standardne otopine srebra (1000 mg/L
u 5 % HNO3) (Merck, Njemacka).

Hidrodinamicki promjer i zeta ({) potencijal nanoCestica odredeni su metodama

dinamickog i elektroforetickog rasprSenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering — DLS,
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electrophoretic light scattering — ELS). Obje metode provedene su na uredaju Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo) koriStenjem laserskog snopa svjetlosti
valne duljine 532 nm. Mjerenja su provedena na 25°C. Za mjerenja DLS uzorci su razrijedeni u
ultracistoj vodi do koncentracije 10 mg/L i pipetirani u jednokratnu plasticnu kivetu (Sarstedt,
Nimbrecht, Njemacka). Detekcija rasprSenog zracenja provodila se pod kutom od 173° te je
hidrodinamicki promjer dobiven iz volumne distribucije kao prosje¢na vrijednost 10 uzastopnih
mjerenja. Za mjerenja ELS uzorci su razrijedeni U ultracistoj vodi do koncentracije 10 mg/L i
pipetirani u kivete za ELS mjerenja (Malvern Instruments, Malvern, UK). Za racunanje (
potencijala koriStena je Henryjeva jednadzba sa Smoluchowskovom aproksimacijom, te je konac¢na
vrijednost izrazena kao prosjecna vrijednost 3 uzastopna mjerenja. Rezultati su obradeni pomocu

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

Polistirenske nanocestice (nanoPS) promjera 20 nm s i bez fluorescentnog biljega
nabavljene su od tvrtke Phosphorex (Hopkinton, SAD). Raspodjela veli¢ina i { potencijal

polistirenskih nanocestica kvantificirani su kako je opisano za nanoAg.

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

Kao modelni sustav stanica imunosnog sustava koristene su komercijalno dostupne
stani¢ne linije nabavljene od tvrtke ATCC (Manssas, SAD): Jurkat (ATCC oznaka TIB-152) i
THP-1 (ATCC oznaka TIB-202). Stani¢ne su linije uzgajane u flasku T75 (Eppendorf,
Njemacka), u mediju za stani¢ne kulture RPMI 1640 (Sigma Aldrich, SAD) s 10 % volumnog
udjela fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum, FBS, Sigma Aldrich, SAD) i 1 %
volumnog udjela Anti/anti (mjeSavina antibiotika i antimikotika - 10,000 U/mL penicilina, 10
mg/mL streptomicina and 25 ug/mL amfotericina B, Sigma Aldrich, SAD), na 37°C i 5 % CO..
Gustoca stani¢ne suspenzije 1 postotak vijabilnih stanica biljeZen je u razmacima od tri dana
pomocu automatskog brojaca stanica TC20 (BioRad, Hercules, SAD). Stanice su uzgajane dok
nije postignuta gustoéa stanica od 1x10° st/mL, nakon ega su nasadene u mikrotitarske plogice
za pokus. Stanice Jurkat su nakon nasadivanja 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 stani¢nom mediju te inkubirane 3 dana na 37°C i 5 % CO>. Uspjesna

diferencijacija stanica potvrdena je vizualnom inspekcijom na invertnom mikroskopu Olympus

20



CKX41 (Olympus, Tokyo, Japan), obzirom da stanice THP-1 tretirane sa PMA iz suspenzijskih
prelaze u adherentni tip stanica.

3.3 Stanicno prezivijenje i pokretanje apoptoze — protocna citometrija

Proto¢na citometrija Siroko je rasprostranjena metoda kojom je moguce analizirati
prisutnost povrsinskih ili unutarstani¢nih proteina kod zivih ili fiksiranih stanica. Odabirom
prikladnih proteina za analizu moguce je ispitati velik broj parametara stani¢nog metabolizma i
njihove promjene. U ovoj disertaciji, proto¢na citometrija koriStena je za utvrdivanje stani¢ne
smrti, apoptoze i oSteCenja genomske DNA. Kvantifikacija mrtvih stanica postignuta je
obiljezavanjem propidij jodidom, a apoptoti¢ne stanice identificirane su biljegom aneksin V-
fluorescein izotiocijanat (FITC). Propidij jodid veze DNA nekroti¢nih stanica koje imaju propusne
membrane, ali ne moze proéi kroz cjelovite membrane Zivih stanica te one ostaju neobiljezene.
Rekombinantni protein aneksin V koji na sebi nosi FITC veze fosfatidilserin koji je u zdravim
stanicama prisutan na unutarnjoj strani stanicne membrane, a njegova translokacija na vanjsku
stranu stani¢ne membrane Koristi se kao biljeg apoptoze (137). Obzirom da aneksin V-FITC ne

moze proci kroz cjelovitu stanicnu membranu, njime se obiljezavaju samo apoptoti¢ne stanice.

Stanice Jurkat i THP-1 nasadene su u plocice sa 12 jazica (Eppendorf, Njemacka), u 900
uL staniéne suspenzije koncentracije 1,1x10° st/mL, u RPMI 1640 mediju s 10 % volumnog udjela
fetalnog govedeg seruma i 1 % volumnog udjela Anti/anti mjesavine. Jurkat stanice su potom
tretirane suspenzijama nanoPS u PBS-u i nanoAg u sterilnoj vodi. Koncentracije suspenzija
nanocestica koriStenih za tretman stanica navedene su u Tablici 1. Kontrolne stanice tretirane su sa
100 pL sterilne H20. Plocice su inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO3, nakon ¢ega su pripremljene
za analizu na proto¢nom citometru koriste¢i kit Annexin V Assay (BioRad, SAD). Nakon
inkubacije, stanice u suspenziji sakupljene su u tubice Eppendorf (Eppendorf, Njemacka) od 2 mL.
Stanice su centrifugirane 5 min na 800 x g, nakon Cega je supernatant uklonjen te su stanice re-
suspendirane u 1 mL puferirane fizioloske otopine (engl. phosphate-buffered saline, PBS). Zatim
je ponovljen korak centrifugiranja, uklonjen je supernatant, te su stanice re-suspendirane u 195 pL
pufera za bojanje (engl. staining buffer) iz kita Annexin V Assay. U uzorke je dodano 5 uL Annexin
V-FITC reagensa, nakon ¢ega 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 x g. Nakon
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centrifuge, stanice su re-suspendirane u 190 uL pufera za bojanje te im je dodano 10 uL propidij
jodida iz kita Annexin V Assay. Stanice su inkubirane 10 min na sobnoj temperaturi u mraku,
nakon ¢ega su odmah analizirane na proto¢nom citometru Attune NxT (Thermo Fisher Scientific,
SAD). Fluorescencija boje Annexin V-FITC pobudena je laserom valne duljine 488 nm, a
zabiljezena na detektoru s emisijskim filterom 530/30 nm. Fluorescencija propidij jodida pobudena
je istim laserom, a zabiljezena na detektoru s emisijskim filterom 695/40 nm. Bojanje sa Annexin
V-FITC i propidij jodidom omogucéilo je razlikovanje tri razli¢ite populacije stanica: zive stanice
(negativne na obje boje), apoptoti¢ne stanice (pozitivne na Annexin V-FITC), te mrtve stanice u ili

stanice u kasnoj apoptozi (pozitivne na obje boje).

Stanice THP-1 su nakon zavrsene diferencijacije tretirane s nanoPS, nanoAg i mjeSavinama
NM u istim koncentracijama kao stanice Jurkat. Nakon 24-satne inkubacije sa nanocesticama,
stanicni medij iz jaZica sakupljen je u Eppendorf tubice od 2 mL. Stanice su potom isprane sa PBS-
om (1 mL po jazici) te tretirane Trypsin-etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) otopinom (500
uL po jazici) (Sigma Aldrich, SAD). Plo€ice su inkubirane 5 min na 37°C i 5 % CO> kako bi se
djelovanjem Trypsin-EDTA otopine stanice odvojile od podloge. Nakon inkubacije, u jazice je
dodano po 500 uL stani¢nog medija (RPMI 1640 s 10 % v/v FBS i 1 % v/v Anti/anti), te je 1 mL
stani¢ne suspenzije sakupljeno iz jazica u Eppendorf tubice koje su sadrzavale 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 nanocestica kojima su tretirane stanice Jurkat i THP-1 za

pokuse protoc¢ne citometrije. n.p. — nanocestice nisu primjenjene u uzorku.

Zavrs$ne koncentracije suspenzija nanocestica u jaZicama

Uzorak 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 nanocestica — protocna citometrija

Unos nanocestica u stanice kvantificiran je metodom protocne citometrije, kojom se unos
nanoAg moze pratiti preko intenziteta postranicno rasprsene svjetlosti (engl. side-scatter light,
SSC) u stanicama (138), a unos nanoPS preko intenziteta fluorescencije stanica. Stanice Jurkat i
THP-1 nasadene su u plocice sa 12 jazica (Eppendorf, Njemacka), u 900 pL stani¢ne suspenzije
koncentracije 1,1x10° st/mL, u RPMI 1640 mediju s 10 % volumnog udjela fetalnog govedeg
serumai 1 % volumnog udjela Anti/anti mje$avine antibiotika i antimikotika. Stanice Jurkat potom
su tretirane suspenzijama fluorescentno obiljezenih nanoPS u PBS-u i nanoAg u sterilnoj vodi.
Koncentracije suspenzija koristenih za tretman stanica navedene su u Tablici 1. Kontrolne stanice

tretirane su sa 100 uL sterilne H20. Plocice su inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO., nakon ¢ega su
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pripremljene za analizu na proto¢nom 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 x ¢, nakon Cega 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 uL PBS-a i analizirane
na proto¢nom citometru. Fluorescencija obiljeZzenih nanoPS pobudena je laserom valne duljine 488
nm, a zabiljezena na detektoru s emisijskim filterom 530/30 nm. Za analizu intenziteta postrani¢no
rasprSene svjetlosti koristen 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 postrani¢no rasprSene svjetlosti usporedeni su sa
intenzitetima fluorescencije, odnosno rasprsene svjetlosti netretiranih kontrola kako bi se postigla

relativna kvantifikacija unosa nanoPS i nanoAg.

Stanice THP-1 su nakon zavrsene diferencijacije tretirane s nanoPS, nanoAg i mjesavinama
NM u istim koncentracijama kao stanice Jurkat. Nakon 24-satne inkubacije sa nanocesticama,
stani¢ni medij iz jazica sakupljen je u Eppendorf tubice od 2 mL. Stanice su potom isprane sa PBS-
om (1 mL po jazici) te tretirane Trypsin-EDTA otopinom (500 uL po jazici) (Sigma Aldrich, SAD).
Plocice su inkubirane 5 min na 37°C i 5 % CO: kako bi se djelovanjem Trypsin-EDTA otopine
stanice odvojile od podloge. Nakon inkubacije, u jaZice je dodano po 500 pL stani¢nog medija
(RPMI 1640 s 10 % v/v FBS i 1 % v/v Anti/anti), te je 1 mL stani¢ne suspenzije sakupljeno iz
jazica u Eppendorf tubice koje su sadrzavale supernatante istih uzoraka. Uzorci su analizirani na
proto¢no 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
posljedi¢nih stani¢nih oStecenja, koriStena sSu tri razliCita eseja: esej 2',7'-diklorofluorescein
diacetat (DCFH-DA) koriSten je kako bi se kvantificiralo stvaranje ROS-ova, esej
monoklorobiman (mBCI) za analizu stani¢nog glutationa, pomocu eseja rodamin 123 (Rh123)
utvrden je integritet mitohondrijskih membrana stanica Jurkat i THP-1. Stanice Jurkat nasadene su

u crne plocice sa 96 jazica (Corning, Glendale, SAD) u 100 uL stani¢ne suspenzije koncentracije
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1,0x10° st/mL, u RPMI 1640 mediju s 10 % volumnog udjela fetalnog govedeg seruma i 1 %
volumnog udjela Anti/anti. Plocice su inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO2, nakon cega su
centrifugirane 5 min na 800 x g. Nakon centrifugiranja, supernatant je uklonjen iz jazica i na stanice
su dodane otopine fluorescentnih boja u PBS-u (100 uL po jazici): 20 uM diklorofluorescein
diacetat (Sigma Aldrich, Njemacka), 50 uM monoklorobiman (Fluka, Buchs, Svicarska) ili 0,1 uM
rodamin 123 (Sigma Aldrich, Njemacka). Boje su inkubirane 30 min na 37°C i 5 % CO., nakon
¢ega je ponovljen korak centrifugiranja od 5 min na 800 x g. Supernatanti su uklonjeni iz jazica i
stanicama je dodan svjezi stani¢ni medij (RPMI 1640 s 10 % volumnog udjela fetalnog govedeg
seruma i 1 % volumnog udjela Anti/anti, 90 uL po jazici), nakon ¢ega su dodane suspenzije
nanocestica. Suspenzije nanoAg su pripremljene u Cistoj vodi, a suspenzije nanoPS u sterilnom
PBS-u. Koncentracije suspenzija nanocestica kojima su tretirane stanice navedene su u Tablici 2.
Za pozitivnu kontrolu titriran je tert-butil hidroksid (tbOH, Sigma Aldrich, Njemacka) u rasponu
koncentracija od 50 uM do 0,1 uM tako da su pripremljene 10x koncentrirane vodene otopine
tbOH (raspon koncentracija od 500 do 1 uM), te je 10 uL svake otopine dodano u jaZice u triplikatu
kako bi se postigla zavr$na koncentracija. Stanice su tretirane 2 h na 37°C i 5 % CO., nakon ¢ega
su centrifugirane 5 min na 800 x g te isprane dodavanjem 100 uL sterilnog PBS-a po jazici. Nakon
ponovljenog koraka centrifugiranja, stanicama je dodan svjezi PBS te je fluorescencija pri
ekscitacijskoj valnoj duljini od 485 nm 1 emisijskoj valnoj duljini od 535 nm snimljena na ¢itacu

plocica Victor3 (Perkin Elmer, SAD).

Stanice THP-1 nasadene su u crne plocice sa 96 jazica (Corning, Glendale, SAD) u
koncentraciji 1,0x10° st/mL, u RPMI 1640 mediju s 10 % volumnog udjela fetalnog govedeg
serumai 1 % volumnog udjela Anti/anti, nakon ¢ega su tretirane sa 100 nM otopinom PMA u PBS-
u te inkubirane 3 dana na 37°C i 5 % CO.. Nakon zavrSene diferencijacije, stani¢ni medij je
uklonjen, stanicama je dodan svjezi stani¢ni medij te su inkubirane sa otopinama fluorescentnih
boja u PBS-u i tretirane nanocesticama i tbOH kako je opisano gore za stanice Jurkat. Intenzitet
fluorescencije odreden je pri ekscitacijskoj valnoj duljini od 485 nm i emisijskoj valnoj duljini od

535 nm na ¢itacu plocica Victor3 (Perkin Elmer, SAD).
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Tablica 2. Koncentracije suspenzija nanocestica kojima su tretirane stanice Jurkat i THP-1 za

pokuse protocne citometrije. n.p. — nanocestice nisu primjenjene u uzorku.

Zavrs$ne koncentracije suspenzija nanocestica u jaZicama (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 Ostecenje DNA

Kako bi se utvrdila oSteéenja stani¢énog genoma uzrokovanog tretmanom s nanoPS i
nanoAg, koristeno je protutijelo specifi¢éno za yYH2AX konjugirano sa fluorescentnom bojom Alexa
Fluor 647. Esej se temelji na stanicnom odgovoru na dvolanc¢ane lomove DNA, koji predstavljaju
ozbiljnu opasnost za prezivljenje i metabolizam stanica. Nakon stvaranja dvolan¢anog loma,
fosforilacijom histona H2AX na Ser-139 stvara se YH2AX koji se koristi kao osjetljiv i specifi¢an
biljeg ovakvog oste¢enja DNA (139). Stanice Jurkat i THP-1 posadene su u plocice s 12 jaZica i
tretirane s nanoAg, nanoPS te mjeSavinama nanocestica kako je opisano gore. U negativne kontrole
dodano je 100 uL sterilne vode i 100 uL sterilnog PBS-a, a u pozitivne kontrole dodano je 100 uL
vodene otopine doksorubicina u koncentraciji 6 M (zavr$na koncentracija u jazici — 0,6 pM).
Nakon inkubacije od 24 h, Jurkat stanice sakupljene su u tubice Eppendorf te centrifugirane 5 min
na 800 X g. Supernatant sa stanicnim medijem i nanocesticama je uklonjen, te su stanice re-
suspendirane u 1 mL PBS-a. Nakon jo$ jednog koraka centrifugiranja od 5 min na 800 X g, na
stanice je dodano 200 pL 4 % otopine formaldehida (Sigma Aldrich, Njemacka) 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 x g te je stanicama dodan pufer za permeabilizaciju (0,1 %
Triton X-100 u PBS-u, 200 pL po uzorku; Triton X-100 nabavljen je od Sigma Aldrich, Njemacka).

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 govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin, BSA,
kupljeno od Sigme Aldrich, Njemacka)i2 mM EDTA (Sigma Aldrich, Njemacka) u PBS-u. Nakon
inkubacije, u svaku je tubicu dodano 1 mL pufera za bojanje, nakon ¢ega su uzorci centrifugirani
5 min na 1000 x g. Supernatant je nakon centrifugiranja uklonjen, a uzorci su re-suspendirani u
100 pL pufera za bojanje, nakon ¢ega je u svaki uzorak dodano 5 uL 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 uL pufera za bojanje, nakon ¢ega su
analizirani na proto¢nom citometru Attune NxT (Thermo Fisher Scientific, SAD). Fluorescencija
boje Alexa Fluor 647 pobudena je laserskom zrakom valne duljine 638 nm, a zabiljezena na
detektoru s emisijskim filterom 670/14 nm. Dobiveni rezultati analizirani su u programu FlowJo
(FlowJo LLC, SAD).

3.7 Unos i lokalizacija nanocestica — konfokalna mikroskopija

Konfokalna mikroskopija koriStena je kako bi se vizualizirao unos nanocestica u stanice i
njihova lokalizacija. Unos nanoAg vizualiziran je tehnikom reflektirajué¢eg kontrastiranja, kod koje
su vidljive Cestice koje intenzivno reflektiraju upadnu svjetlost (140). Stani¢ne strukture obiljeZene
su fluorescentnim biljezima — Hoechst za bojanje jezgre i tetrametilrodamin (TRITC) kovalentno
vezan na protutijelo za aktin za obiljezavanje citoskeleta. Ovi su fluorofori odabrani kako ne bi
ometali fluorescentni signal nanoPS. U plocice sa 12 jazica postavljena su pokrovna stakalca
prethodno sterilizirana 2 h na 120 °C. U plocice predvidene za stanice Jurkat u jazice sa pokrovnim
stakalcima dodano je 1 mL 1 %-tne otopine poli-L-lizina (Sigma Aldrich, Njemacka) u sterilnom
PBS-u. Te su plocice inkubirane 2 h na 37°C i 5 % CO3, nakon Cega su jazice isprane 2 puta sa 1
mL sterilnog PBS-a. Nakon ispiranja, jazice i stakalca osusena su na zraku. Stanice Jurkat nasadene
su u pripremljene plo¢ice u stanicnom mediju RPMI 1640 sa 10 %-tnim volumnim udjelom FBS-
a i 1 %-tnim volumnim udjelom Anti/anti. U svaku jazicu nasadeno je 10 000 stanica. Stanice su
inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO>. Nakon inkubacije, medij je uklonjen iz petrijevih posuda te je
dodano 1,8 mL svjezeg stanicnog medija. Suspenzije nanoAg pripremljene su u sterilnoj vodi, a
suspenzije fluorescentno obiljezenih nanoPS u sterilnom PBS-u. Testirane su koncentracije 1 mg/L
za nanoAg, 10 mg/L za nanoPS, te kombinacija tih dvaju koncentracija. Plo€ice su inkubirane 24
h na 37°C i 5 % CO., nakon Cega je stani¢ni medij uklonjen iz plocica, a jaZice su isprane 2 puta
sa 1 mL sterilnog PBS-a. Nakon ispiranja, stanice su tretirane 5 min sa 500 uL 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 ¢ega je u jazice dodano 500 uL 0,1 %-tne otopine Triton X-100 u sterilnom
PBS-u. Plocice su inkubirane 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, postupak ispiranja
je ponovljen te je u jazice dodano 100 uL otopine faloidin-tetrametil rodamin B izotiocijanata
(faloidin-TRITC, Sigma Aldrich, SAD) koncentracije 1 ng/mL, pripremljene u 0,1 %-tnoj otopini
Tritona X-100 u PBS-u. Plocice 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 ug/mL) te su plocice
inkubirane 15 min na sobnoj temperaturi. U sljede¢em koraku, jaZice su ponovno isprane PBS-om,
pokrovna stakalca u jaZicama su osuSena na zraku te su prebacena na predmetna stakalca. Uzorci
su snimljeni na konfokalnom mikroskopu Leica TCS SP8 X (Leica Microsystems, Wetzlar,
Njemacka). Za detekciju fluorescentno obiljezenih nanoPS koristena je ekscitacijska valna duljina
od 488 nm sa detekcijskim filterom raspona 500 do 550 nm, za detekciju boje Hoechst koriStena je
ekscitacija na 405 nm i detekcija u rasponu 430 do 550 nm, a za detekciju fluorescencije boje
TRITC koristena je ekscitacija na valnoj duljini od 543 nm te detekcijski raspon od 570 do 700
nm. Za vizualizaciju nanoAg koriSten je refleksijski nacin rada konfokalnog mikroskopa (engl.
reflectance mode) koji omogucuje detekciju svjetlosti rasprSene na uzorku. Ova je metoda posebno

prikladna za uzorke koji jako raspr$uju upadnu svjetlost kao $to su nanocestice metala (141).

Stanice THP-1 nasadene su u plo€ice sa 12 jaZica u kojima su postavljena pokrovna stakalca
prethodno sterilizirana 2 h na 120 °C. Stanice su nasadene u stani¢nom mediju RPMI 1640 sa 10
%-tnim volumnim udjelom FBS-a i 1 %-tnim volumnim udjelom Anti/anti. U svaku jazicu
nasadeno je 10 000 stanica. Stanice su inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO.. Nakon inkubacije, medij
je uklonjen iz petrijevih posuda te je dodano 1,8 mL svjeZeg stani¢nog medija. Stanice su zatim
tretirane nanoCesticama i pripremljene za analizu na konfokalnom mikroskopu kako je opisano za

stanice Jurkat.

28



3.8 Ekspresija pro-upalnih citokina — kvantitativna lancana reakcija polimeraze u

stvarnom vremenu (QRT-PCR)

Ekspresija gena povezanih sa upalnim odgovorom utvrdena je kvantitativnom lanéanom
reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (engl. quantitative real time polymerase chain reaction,
gRT-PCR). Ovom metodom moguce je utvrditi promjene u razini ekspresije gena putem
ekstrakcije glasnicke RNA (engl. messenger RNA, mRNA), prepisivanjem RNA u DNA pomocu
reverzne transkriptaze, te umnazanjem ciljnih molekula DNA pomocu specificnih pocetnica.
Odabirom prikladnih pocetnica moguce je analizirati promjene u ekspresiji ciljnih gena, Sto su u
ovoj disertaciji bili geni za citokine I1L-6, IL-8, IL-1p, IL-2, TNFa, CD11b i GAPDH kao referentni
gen. Stanice Jurkat nasadene su u plo€ice sa 96 jazica (Eppendorf, Njemacka) u staniénom mediju
(RPMI 1640 sa 10 % volumnog udjela FBS-a i 1 % volumnog udjela Anti/anti) u koncentraciji od
1,1x10° st/mL (90 pL staniéne suspenzije po jazici). Stanice su tretirane pojedinaénim
nanocesticama ili mjeSavinama nanoAg i nanoPS. Koncentracije suspenzija nanocestica koriStenih
za tretman stanica navedene su u Tablici 3. Stanicama negativne kontrole dodano je 10 uL sterilne
vode i 10 uL sterilnog PBS-a. U pozitivnhu kontrolu za stanice Jurkat dodano je 10 uL vodene
otopine fitohemaglutinina (PHA, Sigma Aldrich, Njemacka) u koncentraciji od 50 mg/L tako da je
postignuta zavr$na koncentracija od 5 mg/L, dok je u pozitivnu kontrolu za stanice THP-1 dodano
10 uL vodene otopine LPS-a (Sigma Aldrich, Njemacka) u koncentraciji od 10 mg/L za zavr$nu
koncentraciju 1 mg/L. Ploc¢ice su inkubirane 2 hna 37°C i 5 % CO.. Nakon inkubacije, plo€ice su
centrifugirane 5 min na 800 x g, supernatanti su uklonjeni te je u jazice dodano 200 uL PBS-a i
ponovljen je postupak centrifugiranja. Zatim je PBS uklonjen iz jaZzica, a ukupna stanicna RNA
izolirana je pomo¢u Aurum Total RNA Mini kita (BioRad, SAD) prema uputama proizvodaca. U
jazice je dodano 100 uL pufera za razgradnju stanica (engl. lysis solution, komponenta Total RNA
Mini kita), nakon ¢ega je dodano 100 uL 70 %-tnog etanola (Kemika, Hrvatska). Nakon temeljitog
mijesanja, dobivenih 300 uL je prebaceno iz jazica na kolone za izolaciju RNA (komponente kita).
Kolone su centrifugirane 1 min na 12 000 x g, nakon ¢ega je u svaku kolonu dodano 700 pL 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 |
(komponenta kita) te su uzorci inkubirani 15 min na sobnoj temperaturi kako bi se uklonili zaostaci

genomske DNA. Na kolone je zatim dodano 700 pL druge otopine za ispiranje (engl. high
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stringency wash solution, komponenta kita) te su uzorci centrifugirani 1 min na 12 000 x g. Kolone
su zatim ponovno isprane prvom otopinom za ispiranje (low stringency) i centrifugirane 3 min na
12 000 x g. RNA je naposljetku eluirana s kolona dodavanjem 50 pL sterilne vode tretirane dietil
pirokarbonatom (DEPC, Sigma Aldrich, SAD) i centrifugiranjem 1 min na 12 000 x g. Izolirane

RNA iz uzoraka pohranjene su na -20 °C.

Stanice THP-1 nasadene su u ploCice sa 96-jazica u 90 uL stani¢ne suspenzije
(koncentracija stanica 1,1x10° st/mL) u RPMI 1640 mediju sa 10 % volumnog udjela fetalnog
govedeg seruma i 1 % volumnog udjela Anti/anti. U jazice je zatim dodano 10 pL otopine PMA
koncentracije 1 uM u staniénom mediju (zavr$na koncentracija na stanicama — 100 nM), nakon
¢ega su inkubirane 3 dana na 37°C i 5 % CO». Nakon diferencijacije, medij je uklonjen iz jazica,

dodan je svjez stani¢ni medij te su stanice tretirane kako je opisano za stanice Jurkat.

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

pokuse proto¢ne citometrije. n.p. — nano¢estice nisu primjenjene u uzorku.

Zavrsne koncentracije suspenzija nanocestica u jaZicama (mg/L)
Uzorak 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
9 1 10
10 5 1
11 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)
pomocu High Capacity cDNA Reverse Transcription kita (Applied Biosystems, Waltham, SAD).
Za svaku reakciju reverzne transkripcije u tubice Eppendorf od 1,5 mL (Eppendorf, Njemacka)
dodano je 2 uL RT Buffer otopine, 2 uL. RT Random primers otopine, 0,8 uL dNTP Mix otopine,
1 uL MultiScribe reverzne transkriptaze, 5 uL uzorka RNA i 9,2 uL vode tretirane DEPC-om. Za
negativnu kontrolu koriStena je reakcijska smjesa u kojoj su dodane sve komponente osim uzorka
RNA (volumen vode je poveéan sa 9,2 uL na 14,2 uL 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 ¢ega su dobivene cDNA pohranjene na +4°C.

Uzorci cDNA razrijedeni su dodavanjem 100 pL sterilne vode. Kvantitativna lancana
reakcija polimeraze (engl. quantitative polymerase chain reaction, qPCR) provedena je na
uuredaju Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, SAD)
koriStenjem SYBR Green kao fluorescentne boje za kvantifikaciju umnaZanja ciljnih gena.
Reakcijske smjese pripremljene su u Eppendorf twin.tec PCR plo¢icama (Eppendorf, Njemacka)
dodavanjem 0,4 uL forward pocetnice, 0,4 uL reverse pocetnice, 10 uL iTag Universal SYBR
Green Supermix reagensa (BioRad, SAD), 5 uL uzorka cDNA i 4,2 uL sterilne vode. Kao
negativna kontrola koriStena je reakcijska smjesa sa svim komponentama osim uzorka cDNA
(volumen vode je povecan sa 4,2 uL na 9,2 uL kako bi reakcijski volumen ostao isti). Takoder,
negativna kontrola reverzne transkripcije koriStena je u qPCR reakciji kako bi se potvrdilo da RNA
uzorci nisu bili kontaminirani zaostalom genomskom DNA. Sljedovi koriStenih pocetnica
prikazane su u Tablici 4. Kao referentni gen koriSten je gen za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu
(GAPDH). Reakcija je provedena koriStenjem sljedeceg 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 pocetnica koristene 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
TNFa uzvodna GGAGAAGGGTGACCGACTCA
nizvodna  TGCCCAGACTCGGCAAAG
IL-1B3 uzvodna CACGATGCACCTGTACGATCA
nizvodna CAGACATCACCAAGCTTTTTTGC
CD11b  uzvodna AGATTGTGTTTTGAGGTTTC
nizvodna  TGTGTATGTGTGGTGTGTGT

3.9 Analiza mehanickih svojstvava stanica — atomska mikroskopija sila (AFM)

Atomska mikroskopija sila (engl. Atomic force microscopy, AFM) Kkoristena je za
vizualizaciju nanocestica i analizu razdiobe njihovih veli¢ina, te za analizu mehanickih svojstava
stanica, prvenstveno Youngova modula, koji sluzi za kvantifikaciju ¢vrstoée i elasti¢nosti
materijala. Metoda se zasniva na pretrazivanju povrSine stanica pomoc¢u kemijski inertnog vrska
pri¢vrs¢enog na vrlo osjetljivu polugu. Pomocu laserskog snopa usmjerenog na polugu i detektora
za reflektiranu zraku, prate se pomaci vrSka koji prelazi povrSinu na koju su vezane nanocestice,
ili povrsSinu stanica. Ovom metodom mogu se utvrditi karakteristike vanjske strane stani¢ne
membrane i kvantificirati jakost interakcija izmedu AFM vrska i membrane te na taj nacin pratiti
promjene citoskeleta uzrokovanih nanocesticama bez specificnog obiljezavanja stani¢nih

komponenti.

Za vizualizaciju nanoAg i nanoPS, pripremljena je povrsina za adheziju nanocestica tako

da je na tinjac dodano 1 mL otopine poli-L-lizina (Sigma Aldrich, Njemacka) u vodi (0,1 % maseni
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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 osusen na zraku na sobnoj temperaturi.
Suspenzije oba tipa nanocestica u koncentraciji od 1 mg/L nanesene su na tinjac i inkubirane 10
minuta na zraku na sobnoj temperaturi. Topografija povrSine s nano¢esticama analizirana je na
Nanowizard IV sustavu (JPK/Bruker, Berlin, Njemacka) postavljenom na invertni opticki
fluorescentni mikroskop IX73 (Olympus, Tokyo, Japan), koristenjem prethodno kalibrirane TSPA-
V2 sonde (JPK/Bruker, Njemacka). Snimljena je povrSina veli¢ine 4 X 4 um 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 % COz, nakon ¢ega su isprane 2 puta sterilnim PBS-om i osuSene na zraku. Stanice
Jurkat nasadene su u pripremljene Fluorodish posude u stani¢cnom mediju RPMI 1640 sa 10 %-
tnim volumnim udjelom FBS-a i 1 %-tnim volumnim udjelom Anti/anti. U svaku petrijevu posudu
nasadeno je 100 000 stanica. Stanice su inkubirane 24 h na 37°C i 5 % CO>. Nakon inkubacije,
medij je uklonjen iz petrijevih posuda te je dodano 1,8 mL svjezeg stani¢nog medija. Pripremljene
su suspenzije nanoAg u sterilnoj vodi, i nanoPS u sterilnom PBS-u te mjeSavina nanoAg/nanoPS.
Stanice su tretirane s 1 mg/L nanoAg, 10 mg/L nanoPS, te mjesavinom istih koncentracija. U
negativne kontrole dodano je 100 uL sterilne vode i 100 uL sterilnog PBS-a. Stanice su inkubirane
24 hna 37°C i 5 % COz. Nakon inkubacije, medij s nanocesticama 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 §to su
stanice izvadene 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 Cega je dvaput isprana sterilnom vodom i osuSena na zraku. Spektroskopska mjerenja sile
provedena su na Nanowizard IV sustavu (JPK/Bruker, Berlin, Njemacka) postavljenom na invertni
opticki fluorescentni mikroskop IX73 (Olympus, Tokyo, Japan). Krivulje sile prikupljene su iznad
jezgri 25 razli¢itih stanica u svakom uzorku te je Young modulus (E) izracunat iz dobivenih

krivulja pomoc¢u Hertzovog modela.

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

stanicnom 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 nasadeno je 100 000 stanica. Stanice su diferencirane
tri dana tretmanom sa 100 nM PMA i inkubacijom na 37°C i 5 % CO, kako je opisano gore. Nakon
diferencijacije, medij je uklonjen iz petrijevih posuda te je dodano 1,8 mL svjeZeg stani¢nog
medija. Stanice su zatim tretirane nanocesticama kako je opisano za stanice Jurkat te su analizirane

pomoc¢u Nanowizard IV sustava kako je opisano gore.

3.10 Statisticka obrada rezultata

Udjeli zivih i mrtvih stanica te stanica u apoptozi utvrdenih analizom na proto¢nom
citometru izrazeni su kao postotci od ukupnog broja stanica u uzorku. 1z tri neovisna ponovljena
pokusa izraunata je aritmeticka sredina i standardna devijacija postotaka mrtvih, zivih i
apoptoti¢nih stanica za svaki pojedini tretman. Za analizu DNA osteéenja dobiven je postotak
YH2AX+ stanica, te je takoder izra¢unata srednja vrijednost i standardna devijacija za svaki tretman
iz tri neovisna pokusa. Te su vrijednosti koriStene za analizu varijance (engl. analysis of variance,
ANOVA) s Dunnettovim post-testom, kako bi se utvrdilo postoje li znacajne razlike izmedu
kontrolnih stanica i stanica tretiranih nanocesticama (odreden je prag statisticke znacajnosti p <
0,05).

Za analizu rezultata eseja oksidativnog stresa, vrijednosti fluorescencije slijepih proba
oduzete su od ocitane fluorescencije za stanicne uzorke. Zatim, fluorescentni signal uzoraka
tretiranih nanoc€esticama izraZen je u odnosu na netretirane kontrolne stanice koriste¢i jednadZbu:
relativna fluorescencija = (vrijednost fluorescencije uzorka/srednja vrijednost fluorescencije
kontrolnih stanica)*100 %. Izracunata je aritmeticka sredina i standardna devijacija relativnih
fluorescencija triplikata za svaki pojedini tretman. Te su vrijednosti koriStene za daljnju statisticku

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

Promjene u razini ekspresije gena analizirane metodom gRT-PCR kvantificirane su 244%d
metodom (142). Prvi korak je racunanje ACq vrijednosti pomocu jednadzbe ACq = Cq vrijednost
ciljnog gena — Cq vrijednost referentnog gena u istom uzorku. Zatim je izraCunata srednja
vrijednost ACq za kontrolne uzorke, nakon cega je dobivena AACq vrijednost uzoraka pomocéu
jednadzbe AACq= ACq vrijednost uzorka — srednja ACqvrijednost kontrolnih stanica. Naposljetku,
izraunata je vrijednost 2"22%% za sve uzorke pomocéu koje su se promjene u ekspresiji ciljnih gena
izrazile u odnosu na kontrolne stanice (2"44€4 = 1 — nema promjene u ekspresiji gena u odnosu na
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kontrole; 24AC4 > 1 _ ekspresija gena je povecana u odnosu na kontrole; 2449 < 1 — ekspresija

gena je smanjena u odnosu na kontrole).

Izradunata je aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija 222“9vrijednosti triplikata za svaki
pojedini tretman za provedbu daljnje statisti¢ke analize. Rezultati tretmana Stanica nanocesticama

usporedeni su s kontrolnim stanicama pomocu 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 ¢ega su izracunate 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 nanocestica

Oblik i veli¢ina nanoAg i nanoPS utvrdeni su metodom AFM, a hidrodinamicki promjer i
¢ potencijal nanoAg i nanoPS analizirani su metodama DLS i ELS (Slika 7, Tablica 5). Za oba tipa
nanocestica utvrden je sferian oblik, a analiza veli¢ine nanocestica pokazala je Siroku razdiobu
promjera nanoAg i nanoPS (Slika 7). Takoder je pokazano da nanocCestice nisu stupale u
medusobne interakcije niti stvarale agregate (Slika 7). Hidrodinamicki promjer nanocestica u €istoj
vodi bio je 72,1 £ 7,3 nm za nanoAg te 19,4 + 0,5 nm za nanoPS (Tablica 5). Utvrden je slican,
negativan C potencijal za oba tipa nanocestica U vodi: -35,9 + 4,5 mV za nanoAg i -39,7 £ 10,8 mV
za nanoPS (Tablica 5). Stani¢ni medij RPMI 1640 promijenio je stupanj agregacije nanocestica te
je za nanoAg u RPMI 1640 mediju utvrdeno postojanje agregata veli¢ine 881,5 + 130,4 nm, u
kojima su sadrzane ukupne nanocestice uzorka. Za nanoPS u istom mediju dokazano je postojanje
tri razlicite populacije agregata (Tablica 5). Oba tipa nanocestica 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, zabiljezen je manji stupanj agregacije nanoAg i nanoPS zbog stvaranja proteinske korone
koja je stabilizirala pojedina¢ne nanocestice (Tablica 5). Takoder, u uzorku mjesavine nanocestica
utvrdene su dvije populacije koje hidrodinami¢kim promjerom odgovaraju nanoAg, odnosno
nanoPS (Tablica 5). Izmjereni ¢ potencijal za sva tri uzorka — nanoAg, nanoPS i njihovu mjesavinu
—bio je izmedu -9,7 1-9,2 mV (Tablica 5). Ovaj rezultat potvrduje stvaranje proteinske korone oko
nanoAg i nanoPS koja je bila vrlo sli¢na sastavom i nabojem, obzirom na proteinske komponente

prisutne u FBS-u.
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Slika 7. Distribucija veli¢ina nanoAg i nanoPS dobivenih AFM analizom. Veli¢ina nanocestica
prikazana je u nanometrima, a broj nanocestica s odredenim promjerom prikazan je preko njihovog
udjela u ukupnom broju analiziranih nanocestica. Gornji red - a) distribucija veli¢ina nanoAg; b)
distribucija veli¢ina nanoPS. Donji red — AFM slike nanocestica: ¢) nanoAg, d) nanoPS, e)

mjeSavina nanoPS 1 nanoAg.
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Tablica 5. Hidrodinamic¢ki promjer (dw) i § potencijal za 10 mg/L nanoAg, 10 mg/L nanoPSi 1:1

mjesavinu oba tipa nanocCestica (koncentracija nanoAg i nanoPS — 10 mg/L). Mjerenja su

provedena nakon 24-satne inkubacije na 37°C u razli¢itim 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.

) Medij
Tip
Parametar RPMI 1640 +
nanocestice Voda RPMI 1640
10% FBS
du (nm) 881,5+130,4 119,2+4,0
Ny 72,1 +7,3 (100 %)
(% populacije) (100 %) (100 %)
nanoAg -
¢ potencijal
-359+45 -93+£0,3 -9,7+0,2
(mV)
46,5 + 29,5 (45 %)
dn (nm)
Ny 19,4 +£0,5(100 %) 162,4+51,8(21%) 18,5+3,5(100 %)
(% populacije)
nanoPS 674,3 + 183,4 (34 %)
¢ potencijal
-39,7+10,8 -229+2.3 -93+0,9
(mV)
1195+ 14
du (nm) 65,7+7,8(88%) 912,7 + 86,6 (80 %) (82 %)
0
nanoAg/ (% populacije) 189+4,0(12%)  139,7+0,0 (20 %)
21,0 £ 2,4 (18 %)
nanoPS
¢ potencijal
-29,0+0,5 -13,1+£0,7 -92+0,5
(mV)

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

Stanice Jurkat (Slika 8) pokazale su dobru vijabilnost u odabranom stani¢cnom 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 povecanjem od 200x%.

Stanice THP-1 su prije tretmana nanoAg i nanoPS inkubirane 3 dana u stani¢cnom mediju S
100 nM PMA na 37°C i 5 % CO, te nakon toga dodatnih 5 dana u staniénom mediju bez PMA,
takoder na 37°C i 5 % CO., kako bi se potaknula diferencijacija stanica iz monocita u makrofage.
Uspjesnost diferencijacije potvrdena 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 povecanjem od 200x.
Lijevo — nediferencirane stanice THP-1 monocitnog fenotipa. Desno — stanice THP-1 diferencirane
u makrofage pomoc¢u 100 nM PMA.
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Uspjesnost diferencijacije stanica THP-1 u makrofage dodatno je potvrdena analizom
ekspresije povrsinskog biljega CD11lb metodom qRT-PCR, koji je specifican za stani¢nu

membranu makrofaga (Slika 10).

relativna promjena razine ekspresije gena

Slika 10. Rezultati analize ekspresije CD11b u stanicama THP-1 nakon tretmana 100 nM PMA
tijekom 3 dana na 37°C i 5 % CO>. Promjena u ekspresiji gena izrazena je u odnosnu na kontrolne

stanice, a kvantificirana je metodom 2-44C9,

4.3 Stanicno prezivljenje i pokretanje apoptoze — protocna citometrija

Tretman stanica Jurkat i THP-1 nanocesticama srebra i polistirena proveden je kroz 24 h
kako bi se utvrdio njihov utjecaj na stani¢no prezivljenje i pokretanje apoptoze. Nanocestice srebra
znacajno su smanjile postotak zivih stanica i povecale postotak nekroti¢nih (mrtvih) stanica vec 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 znacajno smanjile stani¢no prezivljenje tek pri koncentraciji od 500 mg/L (77,7

% nekroti¢nih stanica za stanice Jurkat, 27,5 % nekroti¢nih za stanice THP-1) (Slika 11).
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Slika 11. Rezultati proto¢ne citometrije za analizu stani¢nog prezivljenja i pokretanja apoptoze a)
stanica Jurkat i b) stanica THP-1 nakon tretmana nanoAg i nanoPS tijekom 24 h na 37°C i 5 % CO..
Ljubicasto — stanice u kasnoj apoptozi/nekroticne stanice, zuto — stanice u ranoj apoptozi, bijelo —zive
stanice. Rezultati koji se statisti¢ki znacajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) oznaceni su
zvjezdicom (*).
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Nakon utvrdivanja toksi¢nih koncentracija nanoAg i nanoPS, odabrane su koncentracije NM za
pripremu njihovih mjeSavina, kako bi se utvrdilo je li njihov zajednicki u€inak razli¢it u odnosu na
primjenu pojedinacnog tipa nanocestica. Postotak mrtvih stanica nakon mijeSanog tretmana stanica
Jurkat bio je ve¢i nego $to bi se moglo pripisati individualnom uc¢inku svakog tipa nanocestica.
Tretman s nanoAg u koncentraciji 10 mg/L rezultirao je sa 17,6 % nekroti¢nih stanica (79,9 % zivih
stanica), tretman sa 10 mg/L nanoPS izazvalo je stani¢nu smrt 1,1 % stanica (96,8 % Zzivih stanica),
dok je nakon tretmana mjeSavinom nanocestica u ovim koncentracijama u uzorku bilo 71,5 % mrtvih
stanica (26,8 % zivih stanica) (Slika 12). Sli¢no uvecanje postotka mrtvih stanica nakon mijesanog
tretmana u odnosu na pojedinacne nanocestice dobiveno je i za ostale mijeSane tretmane vecim
koncentracijama nanocCestica. Tretman stanica Jurkat mjeSavinom 10 mg/L nanoAg sa 100 mg/L
nanoPS rezultirao je s 71,5 % nekroti¢nih stanica (26,8 % vijabilnih stanica u istom uzorku), a tretman
mjeSavinom 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 znacajno je smanjena nakon 24-satnog tretmana
mjeSavinama nanocestica u koncentracijama koje su bile netoksi¢ne primijenjene zasebno. Mjesavina
10 mg/L nanoAg s 10 mg/L nanoPS smanyjila je postotak zivih stanica na 55,9 % (postotak mrtvih
stanica bio je 24,7 %), a mjesavine 1 i 10 mg/L nanoAg sa 100 mg/L nanoPS smanjile su postotak
zivih stanica na 73,2 % (21,4 % mrtvih), odnosno 68,4 % (23,8 % mrtvih) u usporedbi sa 84,4 % zivih
stanica u kontrolnom uzorku (Slika 12).
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Slika 12. Rezultati proto¢ne citometrije za analizu stani¢nog prezivljenja i pokretanja apoptoze a)
stanica Jurkat i b) stanica THP-1 nakon tretmana razli¢itim mjesavinama nanoAg i nanoPS tijekom
24hna37°Ci5 % COz. Ljubicasto — stanice u kasnoj apoptozi/nekroti¢ne stanice, zuto — stanice u
ranoj apoptozi, bijelo — zive stanice. Rezultati koji se statisticki zna¢ajno razlikuju od kontrolnih

stanica (p<0,05) oznaceni su zvjezdicom (*).
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4.4 Kvantifikacija unosa nanocestica — protocna citometrija

Unos nanocestica u stanice kvantificiran je metodom protocne citometrije, kojom se unos
nanoAg moze pratiti preko intenziteta postrani¢no rasprsene svjetlosti (engl. side scatter, SSC), a
unos nanoPS preko intenziteta njihove fluorescencije. Analizom ova dva parametra dobivena je
relativna koli¢ina unosa nanocestica 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 pojacao u tretmanima ve¢om koncentracijom nanoAg (501 100 mg/L)
(Slika 13). Kod stanica THP-1, jakost SSC signala povecavala se s primijenjenom koncentracijom
bez vidljivog zasicenja 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 zamijeéen
fenomen zasi¢enja unosom nanocestica ni za Jurkat ni za THP-1 stanice. Medutim, vidljiv je veci
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 utvrden analizom proto¢nim
citometrom. Unos nanoAg utvrden je analizom jakosti postrani¢no rasprSene svjetlosti, a unos
nanoPS utvrden je analizom fluorescencije na odgovaraju¢em detektoru. Vrijednosti rasprSene
svjetlosti odnosno fluorescencije izrazene su kao postoci u odnosu na kontrolne stanice. Rezultati

koji se statisti¢ki znacajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) oznaceni 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 pojedina¢no i zajedno, analizirani su sljede¢i parametri oksidativnog stresa: stvaranje
ROS-ova analizirano je esejom DCF, razina stani¢nog glutationa esejom mBCl, a promjene
mitohondrijskog membranskog potencijala pomocu eseja Rh123. Rezultati eseja DCF pokazali su
malen porast u produkciji ROS-ova u stanicama Jurkat i THP-1 u uzorcima tretiranim pojedinacnim
tipovima nanocestica (Slike 14 i 15). Medutim, tretmani mjeSavinom nanoAg i nanoPS dali su
znacajno jaci 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 jacine 123,4 %,
odnosno 116,1 % jakosti signala negativne kontrole. Kod tretmana mjesavinom 1 i 10 nanoAg sa 100
mg/L nanoPS ucinak je bio jos jaci, te je zabiljezen 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).

Slican je ucinak zabiljezen kod stanica THP-1 za sljedece mijesane 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 znacajnu razliku u
fluorescenciji nakon tretmana oba tipa stanica nanocesticama, $to ukazuje da razina unutarstani¢nog
glutationa nije bitno promijenjena tretmanom (Slike 14 i 15). S druge strane, esejem Rh123
zabiljeZene su promjene u mitohondrijskom membranskom potencijalu uzrokovane nanocesticama za
oba tipa stanica (Slike 14 i 15). Znacajno smanjenje fluorescencije Rh123 zabiljeZeno je u stanicama
Jurkat kod svih testiranih koncentracija nanocCestica (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
zabiljezeni intenzitet fluorescencije iznosio je 83,7 % signala kontrolnih stanica, a postignut je
tretmanom s 50 uM tbOH (pozitivna kontrola), dok su tretmani nanocesticama uzrokovali manju
promjenu fluorescencije Rh123 od pozitivne kontrole. S druge strane, kod stanica THP-1 zabiljezen
je puno veci pad intenziteta fluorescencije u odnosu na kontrolne stanice kod pozitivne kontrole i kod
svih tretmana (sve statisticki znacajne 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 mjesavinama oba tipa nanocestica tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO.. Netretirane stanice koriStene su
kao negativna kontrola, a stanice tretirane s 50 uM tBOOH kao pozitivna kontrola. Rezultati koji se

statisticki znacajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) oznaceni su zvjezdicom (*).
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Slika 15. Rezultati eseja DCF, mBCI i Rh123 na stanicama THP-1 nakon tretmana s nanoAg, nanoPS
1 mjeSavinama oba tipa nanocestica tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO.. Netretirane stanice koristene su
kao negativna kontrola, a stanice tretirane s 0,4 uM tBOOH kao pozitivna kontrola. Rezultati koji se

statisticki znacajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) oznaceni su zvjezdicom (*).
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4.6 Ostecenje DNA

Ostecenje DNA uzrokovane tretmanom stanica nanocesticama utvrdeno je analizom
dvolan¢anih lomova, specifiéno obiljezenih protutijelom anti-yH2AX konjugiranog s
fluorescentnom bojom Alexa Fluor 647. Nakon 24-satnog tretmana stanica na 37°C i 5 % COg,
znacajno povecanje broja dvolancanih lomova utvrdeno je kod tretmana stanica Jurkat s 50 1 100
mg/L nanoAg (10,5 % odnosno 14,7 % yH2AX+ stanica) i 500 mg/L nanoPS (4,5 % yH2AX+
stanica) (Slika 16). Stanice THP-1 pokazale su vecu osjetljivost za lomove DNA te je znacajno
povecanje osteCenja DNA utvrdeno za sve nanoAg koncentracije u rasponu od 5 do 100 mg/L (od
7,5 do 19,7 % yH2AX+ stanica) te za tretman 500 mg/L nanoPS (6,9 % yH2AX+ stanica) (Slika
17).

Tretman stanica Jurkat mjeSavinom nanoAg i1 nanoPS uzrokovalo je povecani broj
dvolan¢anih lomova u odnosu na tretmane pojedinacnim tipovima nanocestica te je znacajna
razlika u oSte¢enju DNA u odnosu na kontrolne stanice utvrdena za tretmane 10 mg/L nanoAg/5
mg/L nanoPS (6,1 % yH2AX+ stanica) te za tretmane 5 i 10 mg/L nanoAg sa 10 mg/L nanoPS (5,7
odnosno 7,7 % yH2AX+ stanica) (Slika 16). Kod stanica THP-1, poveéan broj dvolancanih lomova
utvrden je za mjeSavine 5 i 10 mg/L nanoAg sa sve tri koncentracije nanoPS (6,9 do 7,8 yH2AX+
stanica za mjeSavine s 5 mg/L nanoAg, 11,0 do 11,3 % yH2AX+ stanica za mjeSavine s 10 mg/L
nanoAg) (Slika 17). Medutim, kako je samo nanoAg u koncentracijama 5 i 10 mg/L uzrokovalo
sli¢nu razinu DNA ostecenja u THP-1 stanicama (7,5 % yH2AX+ stanica za 5 mg/L nanoAg, 11,3
% yH2AX+ stanica za 10 mg/L nanoAg), uc¢inak poveéanog broja oSte¢enja DNA za mijeSane

tretmane nije utvrden ovim pokusima.
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Slika 16. Rezultati analize dvolanc¢anih lomova DNA uzrokovanih tretmanom nanoAg i nanoPS u
stanicama Jurkat tijekom 24 h inkubacije na 37°C i 5 % COa. Netretirane stanice koriStene su kao
negativna kontrola, a stanice tretirane 0,6 mM doksorubicinom kao pozitivna kontrola. Dvolanéani
lomovi obiljezeni su anti-yH2AX-AF647 protutijelom, a fluorescencija je analizirana na
proto¢nom citometru. Rezultati koji se statisticki znac¢ajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05)

oznaceni su zvjezdicom (*).
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Slika 17. Rezultati analize dvolan¢anih lomova DNA uzrokovanih tretmanom nanoAg i nanoPS u
stanicama THP-1 tijekom 24 h inkubacije na 37°C i 5 % COa. Netretirane stanice koristene su kao
negativna kontrola, a stanice tretirane 0,6 mM doksorubicinom kao pozitivna kontrola. Dvolanéani
lomovi obiljezeni su anti-yH2AX-AF647 protutijelom, a fluorescencija je analizirana na
proto¢nom citometru. Rezultati koji se statisticki znacajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05)

oznaceni su zvjezdicom (*).

4.7 Unos i lokalizacija nanocestica — konfokalna mikroskopija

Unos i lokalizacija nanoAg i nanoPS u stanicama Jurkat i THP-1 utvrdena je konfokalnim
mikroskopom nakon 24-satne inkubacije stanica s nanocesticama na 37°C i 5 % CO». Stanice su
tretirane s 1 mg/L nanoAg, 10 mg/L nanoPS i mjesavinom tih dvaju koncentracija kako bi se
lokalizacija NM utvrdila bez pokretanja procesa stani¢ne smrti koji bi mogli utjecati na rezultat.
Takoder, da bi se utvrdilo prisustvo nanocestica unutar stanica, a ne na njithovoj povrsini, snimljeno

je nekoliko slika za svaki uzorak koje se razlikuju u udaljenosti Zari$ne daljine od podloge (engl.
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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 utvrdena je ve¢inom u citoplazmi, a manjim
dijelom u jezgri stanica. U stanicama THP-1 primjetno je veci broj nanoc¢estica unutar stanice u
odnosu na stanice Jurkat, a u oba stani¢na tipa nanocestice nisu jednoliko rasporedene kroz
citoplazmu ve¢ se nalaze grupirane (Slike 18 i 19). Vazno je primijetiti da se signali nanoAg i

nanoPS veéinom ne preklapaju, nego su nanoc¢estice 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 % COs». Stani¢ne jezgre
prikazane su plavom bojom, aktin je prikazan ljubic¢asto, nanoAg prikazane su crveno, a nanoPS

prikazane su zelenom bojom. Skala veli¢ine prikazuje 10 um.
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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 % CO.. Stani¢ne jezgre prikazane su
plavom bojom, aktin je prikazan ljubicasto, nanoAg prikazane su crveno, a nanoPS prikazane su

zelenom bojom. Skala veli¢ine prikazuje 10 pum.

4.8 Ekspresija pro-upalnih citokina — kvantitativna lanc¢ana reakcija polimeraze u

stvarnom vremenu (QRT-PCR)

Sljedeci dio istrazivanja 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 TNFa za oba tipa stanica, te ekspresija citokina IL-2 za stanice Jurkat. Takoder, 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 % COg, utvrdenih qPCR analizom. Rezultati su izracunati

metodom 2249 j jzrazeni kao porast ekspresije u odnosu na kontrolne stanice (engl. fold change

in gene expression). Tretmani koji se statisticki zna¢ajno razlikuju od kontrolnih stanica oznaéeni

su crvenom bojom (p<0,05).

Jurkat THP-1
IL-2 IL-6 IL-8 TNFa IL-6 IL-8 | TNFa | IL-1B
kontrolne stanice 10 10 10 10 10 10 10 10
pozitivna kontrola
(Jurkat - 5 mg/L
PHA. THP-1- 1 7,6 4.2 55 2,4 8,2 3,7 8,2 2,6
mg/L LPS)
1 1,0 1,4 1,0 1,1 14 1,3 0,5 1,2
nanoAg (mg/L) | 5 | 15 18 13 14 1,8 1,8 2,6 15
10 2,7 2,6 2,5 2,3 2,6 2,9 5,6 1,7
1 1,0 1,0 0,9 1,0 1,2 1,2 0,6 1,3
nanoPS (mg/L) | 5 1,1 1,1 1,0 1,2 1,6 1,8 2,3 1,8
10 1,0 1,2 1,2 14 1,8 2,2 3,5 1,9
nanoPS (1 1 1,2 1,1 1,3 15 11 1,6 0,5 1,2
mg/L) + 5 1,3 1,7 1,7 2,1 2,2 1,8 2,9 1,4
nanoAg (mg/L) | 10 2,4 2,6 3,1 2,3 3,0 2,8 3,6 1,8
nanoPS (5 1 2,1 15 1,1 1,6 1,8 1,8 1,6 14
mg/L) + 5| 30 2,4 2,5 1,9 2.4 2.4 3,0 17
nanoAg (mg/L) | 10 4,5 3,1 3,3 2,4 3,1 3,5 4,6 2,1
nanoPS (10 1 2,6 18 1,7 1,8 2,1 2,2 25 1.4
mg/L) + 5| 49 2,4 2,5 2,3 3,1 3,7 6,1 1,7
nanoAg (mg/L) | 10 | 5,8 3,5 4,4 4,2 41 5,7 7,6 2,1
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Stanice Jurkat tretirane nanoAg pokazale su znacajno veéu ekspresiju IL-6 u odnosu na
netretirane stanice pri koncentraciji 10 mg/L i znac¢ajno vecu ekspresiju 1L-8 nakon tretmana 10
mg/L nanoAg, dok porast ekspresije TNFa i IL-2 nakon tretmana nanoAg nije bio statisti¢ki
znacajan (Tablica 6, Slike 20 i 21). Tretman stanica Jurkat nanoPS nije znacajno promijenio razinu
ekspresije testiranih gena u usporedbi s kontrolnim stanicama (Tablica 6, Slike 20 i 21). S druge
strane, tretman stanica Jurkat mjeSavinama nanocestica povisio je ekspresiju svih testiranih gena:
ekspresija IL-6 povisena je nakon tretmana s 5 i 10 mg/L nanoAg u kombinaciji sa sve tri
koncentracije nanoPS, ekspresija IL-8 poviSena je nakon tretmana 10 mg/L nanoAg + 1 mg/L
nanoPS, te mjeSavinama 5 1 10 mg/L nanoAg s 5 1 10 mg/L nanoPS, a ekspresija TNFa poviSena
je nakon tretmana mjesavinom 10 mg/L nanoAg s 5 i 10 mg/L nanoPS (Tablica 6, Slike 20 i 21).
Ekspresija IL-2 nije znacajno promijenjena tretmanima sa zasebnim nanocesticama, ali je poviSena
nakon tretmana s 10 mg/L nanoAg u kombinaciji s 5 mg/L nanoPS, te nakon tretmana s 5 i 10

mg/L nanoAg pomijesane sa 10 mg/L nanoPS (Tablica 6, Slika 20).

Prije analize pokretanja upalnog odgovora stanica THP-1, utvrdena je ekspresija CD11b na
povrsini stanica tretiranih 3 dana sa 100 nM PMA. Ekspresija CD11b povecana je 8,24 puta u
odnosu na netretirane stanice, sto zajedno sa promjenom iz suspenzijskog u adherentni tip stanica

potvrduje uspjesnu diferencijaciju stanica THP-1 iz monocita u makrofage (Slika 10).

Diferencirane THP-1 stanice izloZene pojedinacnim nanocesticama i njihovim smjesama
tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO: pokazale su znacajne 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,
TNFo i IL-1f. Znacajan porast ekspresije TNFa i IL-1f zabiljeZen je i kod tretmana s 10 mg/L
nanoPS (Tablica 6, Slike 22 i 23). Takoder je uoceno povecanje ekspresije IL-6 i IL-8 u ovisnosti
0 primijenjenoj dozi nanoPS, iako te promjene nisu dosegle prag statisticke znacajnosti. S druge
strane, tretman stanica s 5 i 10 mg/L nanoPS postigao je maleno ali statisticki znacajno povecanje
ekspresije IL-1pB (Slika 22). Mjesavine nanoAg i nanoPS postigle su jos veci uéinak u podizanju
razine ekspresije svih navedenih gena u odnosu na tretman pojedina¢nim tipom nanocestica.
Tretman s 10 mg/L nanoAg u kombinaciji sa sve tri koncentracije nanoPS (1, 51 10 mg/L) povisio
je ekspresiju IL-6, IL-8, TNFa i IL-1p, a tretman mjesavinom 10 mg/L nanoAg i 10 mg/L nanoPS
postigao je znatno veéi uc¢inak u odnosu na tretman samim 10 mg/L nanoAg (Tablica 6, Slike 22 i

23). Takoder, tretman s 5 mg/L nanoAg, koji zasebno nije znacajno povisio ekspresiju testiranih
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gena, u mjesavini s 5 i 10 mg/L potaknuo je ekspresiju IL-6, IL-8 i TNFa iznad praga statisticke

znacajnosti (Tablica 6, Slike 22 i 23).
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Slika 20. Rezultati analize ekspresije citokina IL-2 i IL-6 u stanicama Jurkat nakon tretmana

nanoAg i nanoPS tijekom 2 hna 37°C i 5 % CO.. Promjene u ekspresiji gena izrazene su u odnosnu

na kontrolne stanice, a kvantificirane su metodom 2449 Rezultati koji se statisticki znacajno

razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) oznaceni su zvjezdicom (*).
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Slika 21. Rezultati analize ekspresije citokina IL-8 i TNFa u stanicama Jurkat nakon tretmana
nanoAg i nanoPS tijekom 2 hna 37°C i 5 % CO». Promjene u ekspresiji gena izrazene su u odnosnu
na kontrolne stanice, a kvantificirane su metodom 2444, Rezultati koji se statisticki znacajno

razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) oznaceni su zvjezdicom (*).
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Slika 22. Rezultati analize ekspresije IL-1p i IL-6 u stanicama THP-1 nakon tretmana nanoAg i
nanoPS tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO,. Promjene u ekspresiji gena izrazene su u odnosnu na
kontrolne stanice, a kvantificirane su metodom 244 Rezultati koji se statisticki znacajno

razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) oznaceni su zvjezdicom (*).
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Slika 23. Rezultati analize ekspresije IL-8 i TNFa u stanicama THP-1 nakon tretmana nanoAg i
nanoPS tijekom 2 h na 37°C i 5 % CO>. Promjene u ekspresiji gena izrazene su u odnosnu na
kontrolne stanice, a kvantificirane su metodom 2449, Rezultati koji se statisti¢ki znacajno

razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05) oznaceni su zvjezdicom (*).
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4.9 Analiza mehanickih svojstvava stanica — atomska mikroskopija sila (AFM)

Utjecaj tretmana nanocesticama na mehanicka svojstva stanica Jurkat i THP-1 ispitani su
metodom AFM. Za ispitivanje promjena mehanic¢kih svojstava, stanice su tretirane s 1 mg/L
nanoAg, 10 mg/L nanoPS i mjeSavinom nanocestica U istim koncentracijama tijekom 24 h na 37°C
I 5% CO». U svakom uzorku ispitana je ¢vrstoc¢a 25 tocaka na stanicama, a rezultati ispitivanja
prikazani su kao distribucija vrijednosti izrazenu preko Youngova modula (E), odnosno njihovih
logaritama (logio[E(Pa)]) (Slike 24 i 25), te kao srednja vrijednost izrac¢unatih logio[E(Pa)]
vrijednosti (Slika 26). Rezultati na stanicama Jurkat pokazali su da su nanocestice obje vrste
smanjile ¢vrstocu citoskeleta, medutim zabiljezeno smanjenje nije bilo statisticki znacajno (Slika
26). S druge strane, tretman mje$avinom nanoCestica umanjio je ¢vrstocu citoskeleta vise od
pojedina¢nih 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 nanocestica na ¢vrstocu stanica bio je
viSe izraZen te su tretmani nanoAg i nanoPS, primijenjeni zasebno, znacajno 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). MijeSani tretman stanica s nanoAg/nanoPS
takoder je znacajno smanjio vrijednost Youngova modula (log(E) = 2,26), iako se zabiljeZeno

smanjenje nije bitno razlikovalo od tretmana zasebnim nanocesticama (Slika 26).
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Slika 24. Distribucija vrijednosti Youngova modula (E) stanica Jurkat, dobivena analizom krivulja

sila za svaku analiziranu to¢ku na povrsini stanica (25 to¢aka po uzorku). Za sve vrijednosti E(Pa)

izraCunate su vrijednosti logio[E(Pa)] te su prikazani njihovi udjeli u ukupnom broju analiziranih

tocaka.
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Slika 25. Distribucija vrijednosti Youngova modula (E) stanica THP-1, dobivena analizom krivulja

sila za svaku analiziranu to¢ku na povrsini stanica (25 tocaka po uzorku). Za sve vrijednosti E(Pa)

izraCunate su vrijednosti logio[E(Pa)] te su prikazani njihovi udjeli u ukupnom broju analiziranih

tocaka.
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Slika 26. Logaritmi vrijednosti Youngova modula (logio[E(Pa)]) dobiveni za stanice Jurkat i THP-
1 tretirane s 1 mg/L nanoAg, 10 mg/L nanoPS i mjeSavinom nanoAg i nanoPS u istim
koncentracijama, te vrijednost logio[E(Pa)] za kontrolne stanice. Stanice su tretirane tijekom 24 h
na 37°C i 5 % CO». Rezultati koji se statisticki zna¢ajno razlikuju od kontrolnih stanica (p<0,05)

oznaceni su zvjezdicom (*).
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5. RASPRAVA

Nanocestice srebra vazan su alat u suzbijanju bakterijskih infekcija u bolnickom okruzenju
zbog svojih izuzetnih antimikrobnih svojstava (20), a zbog rastu¢e vaznosti i rasprostranjenosti
nanoAg u medicinskoj i industrijskoj primjeni postoji ve¢a moguénost ljudske izloZenosti i
opasnosti po zdravlje. Dok su u literaturi opisani razni aspekti moguce Stetnosti nanoAg za ljudski
organizam (143), posebna kategorija rizika koja je dosad slabo istrazena je moguc¢e medudjelovanje
nanoAg s drugim materijalima, koje moze uzrokovati $tetne ucinke razli¢ite od samih nanoAg.
Medudjelovanje nanoAg s drugim materijalima moze dovesti do pojacanih toksi¢nih ucinaka, ali
moze uzrokovati I smanjenje toksi¢nosti samih nanoAg, ovisno o tipu materijala s kojima su u
doticaju. U ovom istrazivanju, ispitano je zajednicko djelovanje nanoAg i nanoPS, obzirom na

raznoliku primjenu polistirena u medicinskom kontekstu i njegovu prisutnost u okolisu.

Oblik, veli¢ina i € potencijal nanoAg i nanoPS ispitane su metodama AFM i DLS/ELS,
koje su pokazale da su oba tipa nanocestica sfericnog oblika i negativnog ¢ potencijala. Dok su u
staniénom mediju RPMI 1640 nanoAg i nanoPS tvorili agregate razlicitih veli¢ina, dodatak FBS-
a u medij bitno je promijenio svojstva njihovih suspenzija. Za oba tipa nanocestica postignuta je
jednolika raspodjela veli¢ina bez vecih agregata. Taj se ucinak FBS-a moze pripisati stvaranju
proteinske korone, koja stabilizira pojedina¢ne nanoCestice i sprjeCava njihovu agregaciju do
stupnja kakav je zabiljezen u RPMI 1640 bez FBS-a. Dodatan dokaz stvaranja korone je promjena
¢ potencijala nanoAg i nanoPS, koji je u mediju sa FBS-om bio priblizno jednak za pojedina¢ne
tipove nanocCestica, kao i za nanoCestice u smjesi, §to je uzrokovano vezanjem proteina FBS-a koji
su maskirali ¢ potencijal samih nanoCestica. Vazan rezultat ove analize je detekcija dvaju
populacija u smjesi nanoAg/nanoPS koje raspodjelom veli¢ina odgovaraju zasebnim tipovima
nanocestica, §to pokazuje da u smjesi nije doslo do znacajnih interakcija izmedu nanoAg i nanoPS
te da su nanocestice neovisno djelovale na stanice u tretmanima gdje su primijenjene zajedno.
Rezultati AFM analize nanocestica pokazali su drugaciju razdiobu veli¢ina nanoAg i nanoPS u
odnosu na DLS rezultate. Postoji nekoliko razloga zaSto je promjer nanocestica dobiven AFM
analizom manji od promjera izra¢unat metodom DLS: 1) veli¢ina Cestica dobivena DLS-om
izrazena je kao hidrodinamicki promjer, odnosno promjer koji ukljucuje ne samo nanocestice nego
I solvatacijsku ljusku koja se oko njih stvara, te je dobiveni promjer nuzno veéi od promjera same

Cestice; ii) nanocCestice analizirane metodom AFM snimane su na povrsini prekrivenoj poli-L-
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lizinom, te su nanocestice pod pritiskom AFM vrSka utonule u polimerni supstrat, ¢ime je dobivena
manja vrijednost za promjer Cestica; iii) nanocestice analizirane metodom AFM nisu bile u
kontaktu s proteinima, te nisu stvorile proteinsku koronu koja bi povecéala njihov promjer
(agregacija nanocestica u nedostatku proteina, kakva je zabiljezena DLS analizom, izbjegnuta je
suSenjem uzorka nanoCestica i snimanjem na zraku). Obzirom na snimanje pojedinacnih
nanocestica, u odnosu na analizu svojstava otopine, razdioba veli¢ina dobivena metodom AFM
vjernije prikazuje raspon promjera nanoAg i nanoPS nego metoda DLS. Medutim, treba uzeti u
obzir veli¢inu analiziranog uzorka, odnosno broj analiziranih nanocestica. Dok je metoda DLS dala
rezultat reprezentativan za velik broj nanocestica u uzorku koncentracije 1 mg/L, metodom AFM
izmjerena je veliCina relativno malog broja Cestica te razdioba njihovih veliina nije nuzno
reprezentativna za cijeli uzorak. S druge strane, AFM analiza potvrdila je kljuan rezultat DLS
mjerenja koji pokazuje kako nanoAg 1 nanoPS nisu stupili u interakciju 1 tvorili mijeSane agregate
nanocestica. MjeSavina ovih nanocestica stoga nije dobila zasebna svojstva razli¢ita od samih
nanoAg i nanoPS, ve¢ su nanocCestice u smjesi zasebno stupale u interakcije sa stanicnom

povrSinom te se njihovi uéinci na mjerene stani¢ne parametre mogu shvatiti kao aditivni.

Stani¢na vijabilnost i pokretanje apoptoze nakon tretmana nanoAg i nanoPS ispitana je
metodom protocne citometrije, kojom je moguée razlikovati zive stanice od apoptoti¢nih i mrtvih
stanica u istom uzorku. Ova metoda takoder ima prednost pred drugim esejima stani¢ne
vijabilnosti, kao MTS i LDH, za koje je poznat fenomen interferencije nanocestica s o€itanjem
apsorbancije i posljedi¢no nepouzdane rezultate (133). Za razliku od navedenih eseja, u analizi
rezultata protoCne citometrije moguce je iskljuciti signal samih nanocestica na temelju veliine
zabiljezenih dogadaja na detektoru (engl. events, zajednicki naziv za sve sakupljene signale tijekom
analize uzorka na citometru, koji osim pojedina¢nih stanica mogu ukljucivati nakupine stanica,
dijelove raspadnutih stanica, nanocestice i sl.). Utvrdena je citotoksi¢nost nanoAg za stanice Jurkat
I THP-1 u koncentracijama 25, odnosno 50 mg/L, a nanoPS su znacajno smanjile stani¢nu
vijabilnost tek kod koncentracije 500 mg/L za obje stani¢ne linije. Dosad publicirani rezultati
toksicnosti nanoAg za stanice Jurkat i THP-1 dokazali su ovisnost u¢inka nanoAg o veli¢ini
nanocestica, uz vrlo malo smanjenje vijabilnosti nakon tretmana oba tipa stanica s nanoAg
promjera 50 nm stabilizirane citratom (144). Medutim, u ovom radu koriStene Su nanoAg
stabilizirane PVP-om umjesto citrata te, uzevsi u obzir utjecaj povrsinskih agensa na bioloski

karakter 1 citotoksi¢nost nanoAg (145, 146), publicirani rezultati dobiveni s druk¢ijim tipom
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nanoAg nisu nuzno 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 vazan uvid u Skodljive u¢inke nanoAg promjera 50 nm, sintetizirane s PVP-om kao
povrsinskim agensom za stabilizaciju, i nanoPS promjera 20 nm bez povrSinskih modifikacija, na

modelne stanice imunosnog sustava.

Iako je razumijevanje zasebnog ucinka nanoAg i nanoPS na stanice imunosnog sustava
vazan korak za procjenu rizika koje ovi NM predstavljaju po ljudsko zdravlje, njihova mjeSavina
predstavlja posebnu kategoriju Stetnosti koja moze biti razli¢ita u odnosu na pojedina¢ne tretmane.
Rezultati su pokazali da mjesavine netoksi¢nih koncentracija nanoAg i nanoPS znacajno smanjuju
vijabilnost stanica Jurkat, u odnosu na zasebno primijenjene nanocestice, nakon tretmana u istim
uvjetima. Sli¢an u¢inak mjesavine nanoAg i nanoPS, ali slabije izraZen, zabiljezen je i za stanice
THP-1. Ovaj rezultat pokazuje vaznost ispitivanja smjesa NM i njihove temeljite karakterizacije u

relevantnim sustavima prije potencijalne primjene kojom bi dosli u doticaj s ljudskim organizmom.

Za detaljniji uvid u medudjelovanje nanoAg i nanoPS i njihov utjecaj na ljudske stanice,
poblize su ispitani mehanizmi kojim nanoAg i nanoPS utjecu na stani¢nu vijabilnost i metabolizam.
Poznato je da nanoAg i nanoPS postizu svoj toksi¢ni ucinak na stanice preko stvaranja ROS-ova i
posljedi¢nog uzrokovanja oksidativnog stresa u stanicama (32, 147). Kako bi utvrdili razlikuje li
se djelovanje smjese nanocestica od djelovanja pojedinac¢nog tipa, provedeni su eseji za analizu
oksidativnog stresa: esej DCFH-DA, kojim se kvantificira koli¢ina stvorenih ROS-ova, esej
monoklorobiman (mBCl) kojim se analizira razina unutarstani¢nog glutationa (stani¢ni
antioksidans) i esej rodamin 123 (Rh123) kojim je moguce utvrditi promjene mitohondrijskog
membranskog potencijala. Za analizu pokretanja oksidativnog stresa koriStene su niske
koncentracije NM (1 i 10 mg/L nanoAg i nanoPS) kako bi se umanjila moguénost laznih signala
uzrokovanih medudjelovanjem nanocestica i fluorescentnih boja (132). Esej DCF pokazao je da
tretman pojedinacnim nanoCesticama uzrokuje stvaranje neznatno vece koli¢ine ROS-ova u
stanicama Jurkat i THP-1 u odnosu na kontrolne stanice. S druge strane, tretman mjeSavinom
nanocestica znacajno je povisio koli¢inu ROS-ova u odnosu na same nanoAg ili nanoPS. To
ukazuje da neovisni procesi stvaranja ROS-ova na povrSini nanoAg i nanoPS rezultiraju
zajednickim ucinkom ¢ija je posljedica oksidativni stres u stanicama Jurkat i THP-1. Za bolji uvid

u oksidativni status stanica nakon tretmana, proveden je i mBCI esej kako bi se kvantificirala
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koli¢ina stanicnog glutationa. Medutim, rezultati eseja nisu pokazali razliku u razini glutationa
izmedu kontrolnih i tretiranih stanica. Moguc¢i 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 Stakorskim i misjim stani¢nim linijama, na kojima je
esej prvotno razvijen (148). Esej Rh123, s druge strane, temelji se na vrlo specifi¢cnom bojanju
zivih mitohondrija i omogucuje osjetljivu detekciju depolarizacije mitohondrijske membrane
(149). Ovisno o koristenoj koncentraciji rodamina 123 i uvjetima pokusa, esej je moguée provesti
na nacin da se prati porast ili Smanjenje intenziteta fluorescencije kao odgovor na depolarizaciju
membrane (150). Koncentracija rodamina 123 kori$tena u ovom radu (100 nM) odgovara uvjetima
u kojima depolarizacija membrane dovodi do smanjenja fluorescentnog signala (engl. non-
quenching mode) te je zabiljezen smanjenje intenziteta fluorescencije u oba stani¢na tipa nakon
tretmana nanocesticama. Bitno je primijetiti da je zna¢ajan uc¢inak nanoAg i nanoPS zabiljeZen kod
zasebnih tretmana nanocestica, kao i kod mijesanih tretmana. Ovo smanjenje signala uzrokovano
je delokalizacijom boje izvan mitohondrija, koje se dogodilo uslijed depolarizacije mitohondrijske
membrane. Moguci uzroci depolarizacije su 1) nespecificna oSte¢enja membrane uzrokovana ROS-
ovima ili Ag* ionima otpustenima s povr$ine nanoAg te ii) po¢etne reakcije procesa apoptoze, koji
ukljucuju promjenu mitohondrijskog transmembranskog potencijala (151). Na temelju rezultata
Rh123, moze se zakljuciti da je rijeC o osjetljivom eseju koji omogucuje analizu stani¢nih promjena
povezanih sa oksidativnim stresom 1 pokretanjem apoptoze cak i1 kod tretmana niskim

koncentracijama NM.

Bitno je zamijetiti da je kod stanica THP-1 zabiljeZena ve¢a promjena fluorescentnog
signala u esejima DCF 1 Rh123, iako su za oba stani¢na tipa koriStene iste koncentracije boja
DCFH-DA, odnosno rodamina 123. Taj rezultat ukazuje na viSe stvaranja ROS-ova i jacu
depolarizaciju mitohondrijskih membrana kod stanica THP-1 u odnosu na stanice Jurkat, $to znaci
da su stanice izloZene jaCem oksidativnom stresu. Kako je mehanizam toksi¢nosti nanoAg i nanoPS
jednak za oba stani¢na tipa, objaSnjenje ovog fenomena leZi u razlicitoj koli¢ini unesenog NM u

stanice Jurkat odnosno THP-1, sto je ispitano daljnjim pokusima.

Za daljnje ispitivanje u¢inaka nanoAg i nanoPS na stanice analizirana je razina oSte¢enja
DNA uzrokovana tretmanom nanocesticama tijekom 24 h. Odabran je esej YH2AX kojim je

moguce detektirati dvolan¢ane lomove DNA, potencijalno najopasnija oStecenja stanicne DNA
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koje mogu dovesti do stani¢ne smrti ili kromosomskih translokacija (152). lako oksidativni stres
najcesce rezultira kemijskom modifikacijom nukleobaza i jednolancanim lomovima (153),
dokazano je da oksidativni stres moze dovesti i do vec¢ih ostecenja DNA koja ukljucuju dvolancane
lomove (154). Obzirom na osjetljivost eseja yYH2AX (139), njime je moguce razlikovati relativno
malen porast u broju dvolanc¢anih lomova koji mogu rezultirati ozbiljnim stani¢nim o$teé¢enjima i

staniénom smrdu.

Tretman stanica Jurkat i THP-1 s nanoAg i nanoPS uzrokovao je zna¢ajan porast u postotku
YH2AX+ stanica, nakon zasebne primjene oba tipa nanocestica, kao i nakon zajedni¢ke primjene
smjese nanoAg i nanoPS. Kod tretmana stanica Jurkat sa zasebnim tipovima nanocestica, statisticki
znacajan porast postotka YH2AX+ stanica zabiljezen je samo kod tretmana 50 i 100 mg/L nanoAg
i te 500 mg/L nanoPS. Kod tretmana mjeSavinama nanocestica, porast je zabiljezen kod 5 i 10
mg/L nanoAg kombiniranih sa 5 i 10 mg/L nanoPS. Ovi rezultati ukazuju da su se dvolancani
lomovi DNA kod stanica Jurkat pojavili kod tretmana koji su bitno smanjili stani¢nu vijabilnost, te
da stanice nisu imale kapacitet popraviti sva oSteCenja DNA uzrokovana oksidativnim stresom.
Moguce je pretpostaviti da bi esej za analizu jednolancanih lomova DNA ili stvaranje 8-
oksogvanina pokazao nakupljanje manjih osteCenja DNA pri nizim koncentracijama nanocestica
(155), koje bi na kraju dovelo do velikih o$te¢enja kakva su detektirana u ovom radu. Eom i sur.
(2010) pokazali su da je tretman stanica Jurkat nanocesticama srebra znacajno povisio koli¢inu
proteina yH2AX nakon 24 h te da je, uz pojavu ovog biljega dvolancanih lomova DNA, zaustavljen
stani¢ni ciklus i pokrenuta apoptoti¢na smrt stanica (156). Kako je postotak yH2AX+ stanica nakon
mjeSovitog tretmana s 5 1 10 mg/L nanoAg 1 10 mg/L nanoPS ve¢i nego kod tretmana samim 5 i
10 mg/L nanoAg, ovaj se u¢inak ne moze pripisati samim nanoAg, ve¢ i oksidativnom stresu
uzrokovanog nanoPS, $to dodatno ukazuje na citotoksi¢ni potencijal smjese NM u odnosu na

pojedini tip nanocestica.

Ostecenja DNA kod stanica THP-1 zabiljeZena su za niZe koncentracije nanoAg nego kod
stanica Jurkat te je statisticki znacajan porast YH2AX+ uocen nakon tretmana s 5 mg/L nanoAg,
odnosno u koncentraciji nanoAg koja nije rezultirala znacajnim porastom postotka mrtvih stanica
THP-1. Takoder, za tretmane mjeSavinama oba tipa nanocestica zabiljeZzen je znacajno veci
postotak YH2AX+ nego kod kontrolnih stanica. Ti rezultati pokazuju da su nanoAg i nanoPS,

primijenjene zasebno ili zajedno, uzrokovale relativno velik broj dvolan¢anih lomova DNA.
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Zanimljivo je primijetiti da je kod stanica THP-1 zabiljezen manji pad u postotku vijabilnih stanica
nakon tretmana nanocesticama, u odnosu na stanice Jurkat, unato¢ ve¢em broju dvolancanih
lomova DNA kod istog tretmana. Taj podatak ukazuje na vaznost mehanizama popravka DNA, za
koje je poznato da su pojacano aktivirani u THP-1 stanicama nakon tretmana NM. Primjerice, kod
stanica THP-1 izlozenima nanocesticama grafen oksida zabiljezena je pojac¢ana ekspresija gena
uklju¢enih u popravak DNA izrezivanjem baza (engl. base-excision repair): 8-oksogvanin
glikozilaze (OGG1), DNA liaze (APEX1), uracil-DNA glikozilaze (UNG), i DNA polimeraze 3
(POLB) (157). Sli¢an odgovor stanica THP-1 zabiljeZen je nakon izlaganja nanoCesticama platine,
uz dodatno pojacanje ekspresije proteina induciranog zaustavljanjem rasta i oSteCenjem DNA
(engl. growth arrest and DNA damage inducible alpha, GADD45A) (158). Osim popravka DNA
izrezivanjem baza, Khatri i sur. (2013) dokazali su pojacanu ekspresiju proteina za popravak
dvolancanih lomova putem ne-homolognog spajanja krajeva (engl. non-homologous end joining,
NHEJ) Ku70 i Rad51, kod stanica THP-1 izlozenih nanomaterijalima (159). Ova osjetljivost
stanica THP-1 na o$tecenja DNA nakon tretmana nanoCesticama, u odnosu na stanice Jurkat
tretirane na isti nacin, ukazuje na razlike u stani¢nom odgovoru izmedu ove dvije stani¢ne linije
koje su poblize ispitane analizom unosa nanocestica pomocu proto¢ne citometrije i konfokalne

mikroskopije.

Slike dobivene konfokalnim mikroskopom pokazale su da je ve¢ina nanocCestica unesenih
u stanice lokalizirana u citoplazmi, a manji udio u jezgrama stanica. Shodno tome, oste¢enja DNA
zabiljezena esejem YH2AX se vecim dijelom mogu pripisati ucincima oksidativnog stresa, a manje
izravnom vezanju nanocestica na kromosome. Iz slika s konfokalnog mikroskopa takoder se moze
vidjeti da nije bilo znacajnih interakcija izmedu nanocestica unesenih u stanice, obzirom da je
zabiljezeno vrlo malo preklapanja signala rasprSene svjetlosti (koji su pripisani nanoAg) i
fluorescentnog signala nanoPS. Osim toga, dokazano je da nanocestice nisu unesene pojedinacno
nego u manjim ili ve¢im nakupinama, $to je u skladu sa stupnjem agregacije kakav je utvrden

DLS/ELS analizom.

Slike s konfokalnog mikroskopa dopunjene su rezultatima protocne citometrije, odnosno
relativnom kvantifikacijom unosa nanocestica u oba tipa stanica. lako se proto¢nim citometrom ne
mogu jasno odvojiti stanice koje su unijele nanocestice od stanica s nanocesticama vezanima na

staniénu membranu, ova metoda ipak omogucuje usporedbu tretiranih i kontrolnih stanica prema
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unosu nanoAg i nanoPS. Dva promatrana parametra su intenzitet postrani¢no rasprsene svjetlosti,
kojim je moguce pratiti unesenu koli¢inu nanoAg, i intenzitet fluorescentnog signala nanoPS. Za
oba tipa nanoCestica, dobiven je znatno veci signal u tretiranim stanicama THP-1 u odnosu na
tretirane stanice Jurkat, $to je pokazalo ve¢i unos nanoAg i nanoPS kod stanica THP-1. Ovaj
rezultat bio je ofekivan obzirom na funkciju makrofaga u organizmu kao stanica prvenstveno
zaduzenih za fagocitozu. Veci unos nanoCestica takoder moZe objasniti i jaci intenzitet
oksidativnog stresa i veéi opseg oste¢enja DNA zamijecen kod stanica THP-1 u odnosu na stanice
Jurkat.

Vazan aspekt interakcije nanocestica sa stanicama imunosnog sustava i stani¢nim linijama
dobivenih od leukocita je njihov upalni odgovor, odnosno pokretanje upalne kaskade uzrokovano
NM. Za upotrebu NM u medicinske svrhe, neophodno je istraziti njihov potencijal za stvaranje
upalne reakcije koja bi mogla ostetiti ljudski organizam ili smanjiti u¢inkovitost njihove primjene.
U stanicama Jurkat i THP-1 tretirane s nanoAg dokazan je porast ekspresije pro-upalnih citokina
IL-6, IL-8 i TNFa na razini mRNA. Za stanice Jurkat dodatno je pokazan porast ekspresije 1L-2,
jednog od klju¢nih regulatora upalnih procesa u limfocitima, u ovisnosti o dozi primijenjenog
nanoAg. Za THP-1 stanice takoder je pokazan porast ekspresije IL-1p, jednog od klju¢nih 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 TNFa. bio je puno slabiji. Mijesani
tretmani, naprotiv, rezultirali su jacom aktivacijom ekspresije citokina nego pojedinac¢ni tretman s
nanoAg ili nanoPS, kod oba tipa stanica. Za sve testirane gene kod oba stani¢na tipa, ovaj fenomen
pojacanog upalnog odgovora najizrazeniji je bio kod tretmana s 10 mg/L nanoAg i 10 mg/L
nanoPS, odnosno kod najvece primijenjene doze nanocestica koje zasebno nisu znac¢ajno smanjile

vijabilnost stanica.

Utjecaj nanoAg i nanoPS na pokretanje stani¢nog upalnog odgovora dobro je opisan u
literaturi, te je poznato da oba tipa nanocestica pojacavaju ekspresiju pro-upalnih citokina IL-6 i
TNFa, na genskoj i proteinskoj razini, u ljudskim stanicama (160, 161). Takoder, za nanoAg je
pokazano da pojacavaju ekspresiju IL-1(, uz druge pro-upalne citokine, u stanicama THP-1 (162).
U¢inak nanoAg na pokretanje upalnog odgovora postize se preko aktivacije jezgrinog faktora kB
(engl. nuclear factor xB, NFxB) kao odgovor na stvaranje ROS-ova (163). Aktivacija upalnog

odgovora identificirana je kao kljucna posljedica oksidativnog stresa uzrokovanog plasti¢nim
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nanomaterijalima, ukljucujué¢i nanoPS (32). Ovi rezultati pokazuju da nanoAg i nanoPS
primijenjeni zajedno u smjesi mogu potencirati upalnu kaskadu u limfocitima i makrofazima, u
usporedbi s pojedinacnim tipom NM, Sto treba uzeti u obzir prije potencijalne primjene mjesSavine

nanoAg i nanoPS u medicinskom kontekstu.

Posljednji dio istrazivanja ukljuc¢ivao je analizu promjena u mehani¢kim svojstvima stanica,
prvenstveno stani¢ne ¢vrstoce, kao posljedice tretmana nano¢esticama. Kao i za eseje oksidativnog
stresa i aktivacije upalnog odgovora, odabrane su koncentracije nanoAg i nanoPS koje nisu
znadajno smanjile vijabilnost stanica, primijenjene zasebno ili zajedno. Cvrsto¢a stanica, odnosno
citoskeleta, izrazena je preko Youngova modula elasti¢nosti koji predstavlja mjeru krutosti
materijala (164, 165). Utjecaj tretmana nanocesticama na funkciju i integritet citoskeleta nije u
potpunosti razjaSnjen zbog manjka eksperimentalnih podataka o mehanizmima potencijalnih
interakcija stanica i NM (166). Xu i sur. (2015) pokazali su da nanoAg smanjuju funkciju ¢vrstih
spojeva (engl. tight junctions) i ekspresiju proteina koji ih tvore (167), dok su Setyawati i sur.
(2013) dokazali slican ucinak titanskih nanocestica na pukotinske spojeve (engl. gap junctions)
(168). Takoder, pokazano je da tretman stanica nanocesticama titan (IV) oksida i Zeljeza moze
izravno promijeniti strukturu aktinskog citoskeleta i ekspresiju proteina kljuénih za stani¢nu
adheziju (169-171). Medutim, navedene promjene u ekspresiji i funkciji sastavnica citoskeleta
uzrokovane NM nisu opisane mehanisticki, te nisu podrobno razmatrane u kontekstu stani¢nih
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 stani¢ne makromolekule i posljedi¢ne promjene u ekspresiji proteina i regulaciji
stani¢nog ciklusa nuZne su za razumijevanje promjena u mehanickim parametrima stanica. Ova
sprega izmedu oksidativnog stresa i svojstava citoskeleta ve¢ je pokazana za razliCite stani¢ne
tipove nakon tretmana nanocesticama (172, 173), te su ovdje prikazani rezultati analize AFM-om
interpretirani u kontekstu ostalih prouc¢enih parametara — stvaranja ROS-ova, unosa nanocestica,

ostecenja stanicnih struktura i pokretanja apoptoze.

Tretman stanica Jurkat mjeSavinom nanoAg/nanoPS znafajno je smanjio vrijednost
Youngova modula, za razliku od pojedina¢nih nanoAg i nanoPS tretmana. Kao i za ostale
promatrane parametre stani¢ne vijabilnosti i metabolizma, smjesa NM pokazala je aditivan u¢inak

u odnosu na pojedinaéne komponente. Kod stanica THP-1, zasebni tretmani nanoAg i nanoPS
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takoder su znacajno smanjili stani¢nu cvrstocu, kao i tretman smjesom nanoAg/nanoPS. Smanjenje
vrijednosti Youngova modula nakon tretmana nanocesticama dokaz je znacajnih promjena u
strukturi citoskeleta koji dodatno potvrduje povecanu toksi¢nost smjese NM u odnosu na njezine
sastavnice. Medutim, samo na temelju ovdje prikazanih rezultata nije moguce definitivno zakljuciti
radi li se o promjenama koje su posljedice oksidativnog stresa i oSteéenja DNA ili izravne
interakcije nanoAg i nanoPS s proteinima citoskeleta. Uzimaju¢i u obzir da ROS-ovi mogu
uzrokovati oksidativno ostecenje aktina, mikrotubula, mikrofilamenata i vimentina (174, 175), te
da je vrijednost Youngova modula negativno korelirana s apopotozom (176), smanjena ¢vrstoca
stanica Jurkat i THP-1 ocita je posljedica oksidativnog stresa i pokretanjem apoptoze koja je njime
uzrokovana. Medutim, podaci konfokalne mikroskopije upuéuju na lokalizaciju nanoAg i nanoPS
u citoplazmi 1 jezgri stanica, S$to otvara moguénost izravnog vezanja nanocestica za proteine
citoskeleta ili za DNA ¢ime bi se mogla mijenjati njihova konformacija i onemogudéiti normalna
funkcija. Promjene u mehani¢kim parametrima stanica stoga nisu jednoznacan dokaz mehanizma
interakcije NM i stanica, ali su izuzetno koristan i osjetljiv pokazatelj potencijalnih citopatoloskih
promjena koji sabire raznolike u¢inke NM — u ovom slucaju, promjena svojstava citoskeleta moze
se shvatiti kao posljedica oksidativnog stresa, oSteCenja DNA, upalnog odgovora 1 apoptoze. Na
ovaj se nacin jedan osjetljiv i reproducibilan biljeg moze koristiti kao pokazatelj Sirokog spektra
staniénih promjena, $to olakSava probir Stetnih NM ili njihovih smjesa. Takoder, dodatne su
prednosti ove metode $to i) omogucuje analizu zivih stanica bez posebne pripreme i obiljezavanja
uzoraka te ii) nanocestice ne interferiraju s o€itanjem rezultata obzirom da Se rad uredaja temelji

na izravnoj interakciji AFM sonde i stani¢ne povrSine, bez posredovanja fluorofora.

VaZzan aspekt ove disertacije, osim Stetnih uc¢inaka smjesa NM primijenjenih ¢ak i u malim
koncentracijama, je i razlika izmedu dva stani¢na tipa, Jurkat i THP-1, u odgovoru na tretman
nanoAg, nanoPS i njihovim mjeSavinama. Kod stanica THP-1 pokazan je jaci oksidativni stres,
veci unos nanocestica, vise oStecenja DNA, jaci upalni odgovor i veéi opseg promjena citoskeleta.
S druge strane, sve opisane promjene uzrokovale su manji postotak nekroti¢nih i apoptoti¢nih
stanica u usporedbi sa tretmanom stanica Jurkat istim koncentracijama nanocestica. Ove razlike u
staniénom odgovoru mogu se pripisati razli¢itim 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. Vecéi

unos nanocestica u stanice THP-1 se stoga moze pripisati fagocitozi, Sto je prirodna funkcija
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makrofaga kada se stanice nadu u kontaktu sa stranim materijalom ili patogenima (131).
Posljedi¢no, stanice THP-1 izloZzene su vecoj koncentraciji ROS-ova Sto dovodi do upalnog
odgovora, oste¢enja DNA 1 promjena u mehanickim svojstvima citoskeleta. Medutim, makrofazi
posjeduju nekoliko mehanizama za podnoSenje oksidativnog stresa kako bi mogli obavljati svoju
funkciju u uvjetima gdje su prisutni oksidansi i pro-upalne signalne molekule (177-179). Uz ve¢
spomenute mehanizme popravka DNA koji se pojacano aktiviraju nakon tretmana stanica
nanocesticama (157-159), stanice THP-1 bolje su prilagodene od stanica Jurkat na Stetan ucinak
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 bioloskim
parametrima uzrokovanih tretmanom NM. lako je za stanice THP-1 zabiljezen jaci oksidativni
stres, veci opseg oSteCenja DNA 1 izraZenije smanjenje stani¢ne ¢vrstoce, zabiljezene promjene
nisu nepovratno dovele do stani¢ne smrti, kako je pokazano analizom stanica na proto¢nom
citometru. Stanice Jurkat, s druge strane, nisu u jednakoj mjeri neutralizirale posljedice
oksidativnog stresa te je zabiljezen puno veéi postotak mrtvih stanica u usporedbi sa istim
tretmanom stanica THP-1. Ovaj rad takoder ukazuje na vaznost testiranja NM i njihovih smjesa na
ve¢em broju razli€itih stani¢nih linija, kako bi se dobio potpuniji uvid u njihove potencijalne u¢inke

na ljudski organizam prije klinickih ispitivanja ili Sire medicinske primjene.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moguce je zakljuciti sljedece:

nanoAg i nanoPS nisu agregirale u mediju za stani¢ne kulture u kojem je prisutan FBS, te
nisu stvorile medusobne 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 takoder su pokrenule upalni odgovor i transkripciju pro-upalnih
citokina kao rezultat tretmanom nanoAg i nanoPS

nanoAg i nanoPS uzrokovali su oStecenja stani¢nih i mitohondrijskih membrana te
ostecenja DNA i promjene svojstava citoskeleta u stanicama Jurkat i THP-1

nanoAg uzrokovale su oste¢enja stani¢nih struktura, apoptozu i nekrozu u ve¢em opsegu
nego nanoPS iste koncentracije, kod obje vrste stanica

stanice Jurkat pokazale su vecéu osjetljivost, odnosno ve¢i udio mrtvih i apoptoti¢nih
stanica, u odnosu na stanice THP-1 tretirane istim koncentracijama nanoAg i nanoPS
zajednicka primjena nanoAg i nanoPS postigla je znacajan aditivan u¢inak na razini
oksidativnog stresa, transkripcije pro-upalnih citokina, promjene citoskeleta, apoptoze i
nekroze u odnosu na pojedinacne tipove nanocestica

koncentracije nanoAg i nanoPS koje su neskodljive kod zasebne primjene uzrokovale su

znacajne toksi¢ne ucinke kod oba tipa stanica
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8. POPIS KRATICA

AAS
AFM
ANOVA
CD11b
DAPI
DCFH-DA
DLS
ELS
FITC
IL-1B
IL-2
IL-6
IL-8
mBCl
nanoAg
nanoPS
NF-xB
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

dinamicko rasprsenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering)
elektroforetsko rasprsenje svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering)
fluorescein izotiocijanat

interleukin 13

interleukin 2

interleukin 6

interleukin 8

monoklorobiman

nanocestice srebra

nanocestice polistirena

jezgrin faktor B (engl. nuclear factor xB)

molekulski obrasci povezani s patogenima

puferirana fizioloska 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

TNFa

TRITC

poli (vinilpirolidon)

postrani¢no raspriena svjetlost (engl. side-scatter light)
rodamin123

reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Silver nanoparticles (AgNP) are one of the most commercialized types of nanomaterials, with a wide
Silver range of applications owing to their antimicrobial activity. They are particularly important in hospitals and other
Polystyrene healthcare settings, where they are used to maintain sterility of surfaces, textiles, catheters, medical implants,
?j:;{:?féhcsles and more. However, AgNP can not only harm bacteria, but also damage mammalian cells and tissue. While the
Cytotoxicity potential toxicity of AgNP is an understood risk, there is a lack of data on their toxicity in combination with
Uptake 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.

Oxidative stress

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
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E-mail address: ivinkovic@imi.hr (I. Vinkovi¢ Vréek).
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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, { 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
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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 pM. 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% HNOs) 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 { 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 H0) 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
x 4 um 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 HNOs (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% CO» 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 pL/well of cell culture medium at 20,
000/well density. Plates were incubated overnight at 37 °C and 5% CO5.

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 x 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 pL of fresh medium was added,
followed by 200 pL 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 pM concentrations, which corresponded to 1.7, 4.2,
8.5,12.7 and 17.0 mg Ag/L of Ag*, respectively. Negative controls were
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cells treated with 100 pL of PBS, while positive controls were cells
treated with 100 pL of DMSO (Kemika, Zagreb, Croatia). Cells were
incubated for 24 h at 37 °C and 5% CO,. 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 pM DCFH-DA, 50 pM MCB, 100 nM Rh123) for 30 min at
37 °C and 5% CO,. 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 pM 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 pL/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% COs, plates were centrifuged at
1000 x g for 5 min and washed with 500 puL/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 ug/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 pg/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% CO,. 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,
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15 um 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 um? squared region for up to 64 equidistant points. The
force set-point was held at 0.5 nN with the cantilever speed of 2 um/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:

4VRE
F:3(1—u2)(ST ’ @

where R is the radius of the tip curvature, E is the Young’s modulus and v
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)/(110(LogiC30-X)"HillSlope), @)

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
logio and statistics performed on the log treated data. Differences be-
tween treatments were then analyzed using parametric one-way ANOVA

F (nN)

-400  -200 0 200 400 600 800
5(hm)

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 (dy) values than primary sizes as ex-
pected and negative { 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 {
potentials. The presence of proteins enabled protein corona formation
(RPMI/FBS medium), which improved particle colloidal stability evi-
denced by dy values similar to those observed in UPW (third column in

100 nm
I

AgNP
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Table 1), and masked nanoparticle surface charge leading to changes of {
potential values. On the AgNP surface, different silver species may be
present such as Ag® and Ag*. We assumed that Ag® 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 inmune 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

50 nm

0nm

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 um for both images. Provided height scale applies to both images.
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Table 1

Hydrodynamic diameter (dy, in nm) obtained from the size volume-weighted
distribution (n = 10) and ¢ 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 °C 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 dy (nm) 721 +7.3 881.5 + 130.4 1195+ 1.4
(% (100%) (100%) (100%)
population)
¢ potential -21.9 +£ 4.5 -9.3+0.3 -9.7 £ 0.2
(mV)

PDI 0.215 0.487 + 0.094 0.224

+ 0.011 + 0.013
% released 5.13 +2.93 Not detected Not detected
Ag"

PSNP dy (nm) 19.4 +£ 0.5 46.5 £+ 29.5 18.5 + 3.5
(% (100%) (45%) (100%)
population) 162.4 +51.8

(21%)
674.3 +183.4
(34%)
¢ potential -39.7 -22.9 +2.3 -9.3+0.9
(mV) +10.8
PDI 0.134 0.619 + 0.238 0.361
+ 0.049 +0.016
PSNP/AgNP dy (nm) 65.7+7.8 912.7 + 86.6 119.2 + 4.0
mixture (% (88%) (80%) (82%)
population) 189+ 4.0 139.7 +£ 0.0 21.0 £ 2.4
(12%) (20%) (18%)
¢ potential -29.0 +£ 0.5 -13.1+ 0.7 -9.2+£0.5
(mV)
PDI 0.307 0.458 + 0.043 0.234
+ 0.008 +0.011
% released 5.0 £2.2 Not detected Not detected

Ag"

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
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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). AgNOgs 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
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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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a) b) Fig. 4. AgNP and PSNP uptake in Jurkat cells
— 800 1500 . % determined by flow cytometry. (a) AgNP uptake
& & ™ = FBS was determined by side scatter intensity (SSC)
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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
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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)

(] Live
Early apoptotic
@ Late apoptotic/necrotic

b)

120
100-_11 S ll; Ll;: lli
® * ) * *| 1
3 * - = =
8 80 & i & mdjox
— * o] 1%
o l -
) T £
> 604 |t B A &
€ L o = &
8 404 |1 & B
S e %
*
20 - 1
0 &5'éé' oo oLoQ . ooa
= - O - O
f0 "8 TU0 5%% 5%%
§ o PSNP AQNP JEN [ [ | JE R |
€ R (mgiL) (mg/L) DD OO O
g e EEE EEE
-8 ~es8
PSNP PSNP
(10mg/L) (100 mgiL)

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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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 pM 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 (*).

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
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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 log;o[E (Pa)] = 3.012) compared
to control cells (mean = 1336 Pa, mean logig[E (Pa)] = 3.126). Treat-
ment with AgNP did not significantly change log;oE (mean = 723 Pa,
mean logio[E (Pa)] = 2.859) while AgNP/PSNP mixture significantly
reduced cell elasticity (mean = 537 Pa, log1o[E (Pa)] = 2.730, P < 0.05)

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 ym.
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(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 ¢ 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 { 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 { 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
¢ 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
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Fig. 8. Logarithms of Young’s modulus values (log;o[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 AgNOj3 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,
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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.

CRediT authorship contribution statement

Krunoslav Ili¢: Data curation, Formal analysis, Investigation,
Methodology, Visualization, Writing — original draft, Writing — review &
editing. Lucija Krce: Data curation, Formal analysis, Methodology,
Writing — review & editing. Jorge Rodriguez-Ramos: Data curation,
Formal analysis, Writing — review & editing. Felix Rico: Investigation,
Methodology, Funding acquisition, Writing — review & editing. Niko-
lina Kalcec: Formal analysis, Methodology, Writing — review & editing.
Ivica Aviani: Funding acquisition, Resources, Methodology. Petra
Turé¢i¢: Funding acquisition, Validation, Writing — review & editing.
Ivan Pavici¢: Methodology, Validation, Supervision. Ivana Vinkovi¢
Vréek: Conceptualization, Project administration, Resources, Supervi-
sion, Writing — review & editing.

Declaration of Competing Interest

The authors declare that they have no known competing financial
interests or personal relationships that could have appeared to influence
the work reported in this paper.

Acknowledgments

This study was financially supported by the Croatian-Chinese bilat-
eral project “Endocrine disrupting mechanism of typical environmental
pollutants — EmergeTox” funded by Ministry of Science and Education,
Republic of Croatia and by the Chinese Academy of Sciences and the
CRO-SAD 2/2019 bilateral project. This project has received funding
from the European Research Council (ERC, Grant agreement No.
772257). JRR and FR thank Martine Pellicot for technical assistance and
the INSERM culture cell platform (managed by Thi Tien Nguyen) of
TPR2 building in Luminy campus (Marseille). This research was
partially supported under the project STIM — REI, Contract Number:
KK.01.1.1.01.0003, a project funded by the European Union through the
European Regional Development Fund - the Operational Programme
Competitiveness and Cohesion 2014-2020 (KK.01.1.1.01).

References
[1] M. Rosenberg, et al., Potential ecotoxicological effects of antimicrobial surface

coatings: a literature survey backed up by analysis of market reports, PeerJ (2019)

(2019).

M.A. Syed, S. Babar, A.S. Bhatti, H. Bokhari, Antibacterial effects of silver

nanoparticles on the bacterial strains isolated from catheterized urinary tract

infection cases, J. Biomed. Nanotechnol. 5 (2009) 209-214.

A. Panacek, et al., Antifungal activity of silver nanoparticles against Candida spp,

Biomaterials 30 (2009) 6333-6340.

M. Kasithevar, P. Periakaruppan, S. Muthupandian, M. Mohan, Antibacterial

efficacy of silver nanoparticles against multi-drug resistant clinical isolates from

post-surgical wound infections, Microb. Pathog. 107 (2017) 327-334.

S. Nakamura, et al., Synthesis and application of silver nanoparticles (Ag nps) for

the prevention of infection in healthcare workers, Int. J. Mol. Sci. 20 (2019).

S. Taheri, et al., Substrate independent silver nanoparticle based antibacterial

coatings, Biomaterials 35 (2014) 4601-4609.

Q.H. Tran, V.Q. Nguyen, A.T. Le, Corrigendum: silver nanoparticles: synthesis,

properties, toxicology, applications and perspectives, Adv. Nat. Sci. Nanosci.

Nanotechnol. 4 (033001) (2018) 9, https://doi.org/10.1088/2043-6262/4/3/

033001), aad12b.

V. Marassi, et al., Silver nanoparticles as a medical device in healthcare settings: a

five-step approach for candidate screening of coating agents, R. Soc. Open Sci. 5

(2018).

M. Akter, et al., A systematic review on silver nanoparticles-induced cytotoxicity:

physicochemical properties and perspectives, J. Adv. Res. 9 (2018) 1-16.

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

71

[8]

9]

11

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]
[16]

[17]

[18]

[19]

[20]
[21]

[22]

[23]
[24]

[25]

[26]

[27]
[28]
[29]
[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]
[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 73 (2022) 127004

J. Natsuki, A review of silver nanoparticles: synthesis methods, properties and
applications, Int. J. Mater. Sci. Appl. 4 (2015) 325.

W. Zhang, B. Xiao, T. Fang, Chemical transformation of silver nanoparticles in
aquatic environments: mechanism, morphology and toxicity, Chemosphere 191
(2018) 324-334.

T. Zhang, et al., Role of secondary particle formation in the persistence of silver
nanoparticles in humic acid containing water under light irradiation, Environ. Sci.
Technol. 51 (2017) 14164-14172.

J. Du, et al., A review on silver nanoparticles-induced ecotoxicity and the
underlying toxicity mechanisms, Regul. Toxicol. Pharmacol. 98 (2018) 231-239.
S. Lekamge, et al., The toxicity of silver nanoparticles (AgNPs) to three freshwater
invertebrates with different life strategies: Hydra vulgaris, Daphnia carinata, and
Paratya australiensis, Front. Environ. Sci. 6 (2018) 1-13.

Y.J. Lee, et al., Ion-release kinetics and ecotoxicity effects of silver nanoparticles,
Environ. Toxicol. Chem. 31 (2012) 155-159.

X. Luo, et al., Insights into the ecotoxicity of silver nanoparticles transferred from
Escherichia coli to Caenorhabditis elegans, Sci. Rep. 6 (2016) 1-12.

M.A. Kakakhel, et al., Long-term exposure to high-concentration silver
nanoparticles induced toxicity, fatality, bioaccumulation, and histological
alteration in fish (Cyprinus carpio), Environ. Sci. Eur. 33 (2021).

L.W. McKeen, Plastics used in medical devices. Handbook of Polymer Applications
in Medicine and Medical Devices, Elsevier Inc., 2014, https://doi.org/10.1016/
B978-0-323-22805-3.00003-7.

A.V. Smirnov, et al., Surface modification of polystyrene thin films by RF plasma
treatment, Bionanoscience 7 (2017) 680-685.

D. Vachon, G.E. Wnek, Medical Uses of Styrene Sulfonate Polymers, 2001.

D. Pavithra, M. Doble, Biofilm formation, bacterial adhesion and host response on
polymeric implants - Issues and prevention, Biomed. Mater. 3 (2008).

B.T. Ho, T.K. Roberts, S. Lucas, An overview on biodegradation of polystyrene and
modified polystyrene: the microbial approach, Crit. Rev. Biotechnol. 38 (2018)
308-320.

S. Lambert, M. Wagner, Characterisation of nanoplastics during the degradation of
polystyrene, Chemosphere 145 (2016) 265-268.

R.S. Labow, E. Meek, J.P. Santerre, Hydrolytic degradation of poly(carbonate)-
urethanes by monocyte-derived macrophages, Biomaterials 22 (2001) 3025-3033.
J.P. Santerre, K. Woodhouse, G. Laroche, R.S. Labow, Understanding the
biodegradation of polyurethanes: from classical implants to tissue engineering
materials, Biomaterials 26 (2005) 7457-7470.

P. Villarrubia-Gémez, S.E. Cornell, J. Fabres, Marine plastic pollution as a
planetary boundary threat — the drifting piece in the sustainability puzzle, Mar.
Policy 96 (2018) 213-220.

P. Li, et al., Characteristics of plastic pollution in the environment: a review, Bull.
Environ. Contam. Toxicol. 107 (2021) 577-584.

S.B. Borrelle, et al., Predicted growth in plastic waste exceeds efforts to mitigate
plastic pollution, Science 369 (2020) 1515-1518.

S. Wagner, T. Reemtsma, Things we know and don’t know about nanoplastic in the
environment, Nat. Nanotechnol. 14 (2019) 300-301.

B. Jovanovi¢, Ingestion of microplastics by fish and its potential consequences from
a physical perspective, Integr. Environ. Assess. Manag. 13 (2017) 510-515.

M.E. Pittman, S.W. Edwards, C. Ives, H.M. Mortensen, AOP-DB: a database
resource for the exploration of adverse outcome pathways through integrated
association networks, Toxicol. Appl. Pharmacol. 343 (2018) 71-83.

M. Hu, D. Pali¢, Micro- and nano-plastics activation of oxidative and inflammatory
adverse outcome pathways, Redox Biol. 37 (2020).

J. Jeong, J. Choi, Development of AOP relevant to microplastics based on toxicity
mechanisms of chemical additives using ToxCastTM and deep learning models
combined approach, Environ. Int. 137 (2020), 105557.

D. Nierenberg, A.R. Khaled, O. Flores, Formation of a protein corona influences the
biological identity of nanomaterials, Rep. Pract. Oncol. Radiother. 23 (2018)
300-308.

1. Vinkovi¢ Vrcek, et al., Does surface coating of metallic nanoparticles modulate
their interference with in vitro assays? RSC Adv. (2015) https://doi.org/10.1039/
c5ral4100a.

R.T. Abraham, A. Weiss, Jurkat T cells and development of the T-cell receptor
signalling paradigm, Nat. Rev. Immunol. 4 (2004) 301-308.

R.M. Zucker, et al., Detection of silver nanoparticles in cells by flow cytometry
using light scatter and far-red fluorescence, Cytometry A 83 (2013) 962-972.
H.F. Pastrana, A.X. Cartagena-Rivera, A. Raman, A. Avila, Evaluation of the elastic
Young’s modulus and cytotoxicity variations in fibroblasts exposed to carbon-
based nanomaterials, J. Nanobiotechnol. 17 (2019) 1-15.

M. Offroy, A. Razafitianamaharavo, A. Beaussart, C. Pagnout, J.F.L. Duval, Fast
automated processing of AFM PeakForce curves to evaluate spatially resolved
Young modulus and stiffness of turgescent cells, RSC Adv. 10 (2020) 19258-19275.
H. Hertz, Miscellaneous papers, Math 92 (1881) 146-162.

M. Radmacher, Studying the mechanics of cellular processes by atomic force
microscopy, Methods Cell Biol. 83 (2007) 347-372.

B. Vukovig, et al., Surface stabilization affects toxicity of silver nanoparticles in
human peripheral blood mononuclear cells, Nanomaterials 10 (2020) 1-18.

H. Zhang, et al., Identification of distinct nanoparticles and subsets of extracellular
vesicles by asymmetric flow field-flow fractionation, Nat. Cell Biol. 20 (2018)
332-343.

A. Zattoni, B. Roda, F. Borghi, V. Marassi, P. Reschiglian, Flow field-flow
fractionation for the analysis of nanoparticles used in drug delivery, J. Pharm.
Biomed. Anal. 87 (2014) 53-61.


http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref1
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref1
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref1
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref2
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref2
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref2
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref3
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref3
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref4
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref4
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref4
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref5
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref5
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref6
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref6
https://doi.org/10.1088/2043-6262/4/3/033001)
https://doi.org/10.1088/2043-6262/4/3/033001)
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref8
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref8
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref8
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref9
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref9
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref10
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref10
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref11
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref11
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref11
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref12
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref12
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref12
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref13
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref13
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref14
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref14
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref14
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref15
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref15
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref16
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref16
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref17
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref17
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref17
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-22805-3.00003-7
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-22805-3.00003-7
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref19
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref19
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref20
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref20
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref21
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref21
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref21
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref22
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref22
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref23
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref23
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref24
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref24
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref24
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref25
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref25
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref25
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref26
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref26
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref27
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref27
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref28
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref28
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref29
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref29
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref30
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref30
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref30
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref31
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref31
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref32
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref32
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref32
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref33
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref33
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref33
https://doi.org/10.1039/c5ra14100a
https://doi.org/10.1039/c5ra14100a
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref35
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref35
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref36
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref36
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref37
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref37
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref37
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref38
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref38
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref38
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref39
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref40
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref40
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref41
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref41
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref42
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref42
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref42
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref43
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref43
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref43

K. Ili¢ et al.

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[501]

[51]

[52]

[53]

[54]

G. Caracciolo, O.C. Farokhzad, M. Mahmoudi, Biological identity of nanoparticles
in vivo: clinical implications of the protein corona, Trends Biotechnol. 35 (2017)
257-264.

R. de Lima, A.B. Seabra, N. Duran, Silver nanoparticles: a brief review of
cytotoxicity and genotoxicity of chemically and biogenically synthesized
nanoparticles, J. Appl. Toxicol. 32 (2012) 867-879.

S. Kim, D.Y. Ryu, Silver nanoparticle-induced oxidative stress, genotoxicity and
apoptosis in cultured cells and animal tissues, J. Appl. Toxicol. 33 (2013) 78-89.
I.M. Pongrac, et al., Oxidative stress response in neural stem cells exposed to
different superparamagnetic iron oxide nanoparticles, Int. J. Nanomed. 11 (2016)
1701-1715.

L. Rubio, I. Barguilla, J. Domenech, R. Marcos, A. Hernandez, Biological effects,
including oxidative stress and genotoxic damage, of polystyrene nanoparticles in
different human hematopoietic cell lines, J. Hazard. Mater. 398 (2020), 122900.
J.H. Park, N. Oh, Endocytosis and exocytosis of nanoparticles in mammalian cells,
Int. J. Nanomed. 51 (2014), https://doi.org/10.2147/1JN.S26592.

Y. Zhang, Y. Chen, P. Westerhoff, J. Crittenden, Impact of natural organic matter
and divalent cations on the stability of aqueous nanoparticles, Water Res. 43
(2009) 4249-4257.

D. Docter, et al., The nanoparticle biomolecule corona: lessons learned - challenge
accepted? Chem. Soc. Rev. 44 (2015) 6094-6121.

M. Delay, T. Dolt, A. Woellhaf, R. Sembritzki, F.H. Frimmel, Interactions and
stability of silver nanoparticles in the aqueous phase: influence of natural organic
matter (NOM) and ionic strength, J. Chromatogr. A 1218 (2011) 4206-4212.

J. Pi, et al., Selenium nanoparticles induced membrane bio-mechanical property
changes in MCF-7 cells by disturbing membrane molecules and F-actin, Bioorg.
Med. Chem. Lett. 23 (2013) 6296-6303.

12

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 73 (2022) 127004

F. Xu, C. Piett, S. Farkas, M. Qazzaz, N.I. Syed, Silver nanoparticles (AgNPs) cause
degeneration of cytoskeleton and disrupt synaptic machinery of cultured cortical
neurons, Mol. Brain 6 (2013).

1.V. Ogneva, S.V. Buravkov, A.N. Shubenkov, L.B. Buravkova, Mechanical
characteristics of mesenchymal stem cells under impact of silica-based
nanoparticles, Nanoscale Res. Lett. 9 (2014) 1-10.

1. Dulinska-Molak, et al., The influence of carbon-encapsulated iron nanoparticles
on elastic modulus of living human mesenchymal stem cells examined by atomic
force microscopy, Micron 108 (2018) 41-48.

J. Li, H. Mao, N. Kawazoe, G. Chen, Insight into the interactions between
nanoparticles and cells, Biomater. Sci. 5 (2017) 173-189.

M. Hu, J. Wang, H. Zhao, S. Dong, J. Cai, Nanostructure and nanomechanics
analysis of lymphocyte using AFM: from resting, activated to apoptosis,

J. Biomech. 42 (2009) 1513-1519.

N.I. Nikolaev, T. Miiller, D.J. Williams, Y. Liu, Changes in the stiffness of human
mesenchymal stem cells with the progress of cell death as measured by atomic
force microscopy, J. Biomech. 47 (2014) 625-630.

A. Orfao, A. Ruiz-Argiielles, General concepts about cell sorting techniques, Clin.
Biochem. 29 (1996) 5-9.

S. Battu, J. Cook-Moreau, P.J.P. Cardot, Sedimentation field-flow fractionation:
methodological basis and applications for cell sorting, J. Liq. Chromatogr. Relat.
Technol. 25 (2002) 2193-2210.

S. Aldridge, S.A. Teichmann, Single cell transcriptomics comes of age, Nat.
Commun. 11 (2020) 9-12.


http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref44
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref44
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref44
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref45
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref45
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref45
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref46
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref46
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref47
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref47
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref47
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref48
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref48
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref48
https://doi.org/10.2147/IJN.S26592
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref50
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref50
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref50
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref51
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref51
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref52
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref52
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref52
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref53
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref53
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref53
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref54
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref54
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref54
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref55
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref55
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref55
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref56
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref56
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref56
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref57
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref57
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref58
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref58
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref58
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref59
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref59
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref59
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref60
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref60
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref61
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref61
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref61
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref62
http://refhub.elsevier.com/S0946-672X(22)00084-0/sbref62

TEMELIJNA DOKUMENTACHSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu

Farmaceutsko-biokemijski fakultet Doktorski rad

PROCJENA ZAJEDNICKOG DJELOVANJA NANOCESTICA SREBRA | POLISTIRENA NA MODELNE
STANICNE LINIJE IMUNOSNOG SUSTAVA

KRUNOSLAV ILIC

Nanotehnologija danas ima ulogu rastu¢e vaznosti u razvoju novih industrijskih i medicinskih proizvoda. Nanocestice
srebra (nanoAg) jedne su od najvise istrazivanih tipova nanomaterijala za potencijalnu primjenu u medicini zbog svojih
izrazenih antimikrobnih svojstava. Njihova uporaba u medicinskom kontekstu ograni¢ena je zbog Stetnog utjecaja
kojeg mogu imati na ljudske stanice i tkiva. Iako je toksi¢nost nanocestica srebra dobro poznata i istraZzena, manjkaju
informacije o kombiniranim bioloskim ucincima nanoAg i drugih materijala ili nanomaterijala. Za razvoj novih,
sigurnih uredaja i pomagala u kojima se koristi nanoAg, nuzno je ispitati zdravstvene rizike koji mogu nastati
medudjelovanjem nanoAg i materijala koji se primjenjuju u tim proizvodima. Polistiren je bioloski inertan materijal
Siroke industrijske i medicinske primjene, te su zbog toga nanocestice polistirena (nanoPS) odabrane za ispitivanje
u¢inka mje$avina nanocCestica na modelne stanice ljudskog imunosnog sustava, Jurkat i THP-1. Nanocestice su
karakterizirane metodama atomske mikroskopije sila te dinamickog i elektroforetskog rasprSenja svjetlosti. Analiziran
je utjecaj nanoAg i nanoPS na prezivljenje stanica, pokretanje apoptoze, parametre oksidativnog stresa, ostecenje
DNA, pokretanje upalnog odgovora te promjene mehanickih svojstava stanica. Unos nanocestica vizualiziran je
konfokalnim mikroskopom i kvantificiran proto¢nim citometrom. Pokazano je da nanoAg i nanoPS ne stupaju u
interakcije u vodenoj suspenziji ili u stani¢nom mediju, te da su mjeSavine nanoAg i nanoPS imale §tetniji u¢inak na
stanice Jurkat i THP-1 nego pojedina¢ne vrste nanomaterijala. Ovi rezultati vaZan su doprinos razumijevanju u¢inaka

nanomaterijala na ljudsko zdravlje i razvoju novih i sigurnih primjena nanotehnologije u medicini.
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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 hanoAg
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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