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CTAB-AgNP — nanocestice srebra oblozene cetiltrimetilamonijevim bromidom

dy — hidrodinamicki promjer [nm]

DLS — dinamic¢ko rasprsenje svjetlosti (od eng. Dynamic Light Scattering)
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1. UVOD

1.1. Nanomaterijali

Posljednje desetljece biljezi izrazit porast primjene nanomaterijala u biomedicini zbog
vrlo atraktivnih fizikalno-kemijskih svojstava nanocestica koji su sastavni dijelovi tih
materijala. Prefiks "nano” ozna¢ava Cestice koje barem jednu dimenziju imaju u rasponu od 1
do 100 nm, te je njihovo osnovno obiljezje veliki omjer povrSine u odnosu na volumen. Kao
primjer se moze uzeti model kocke duljine bridova 1 cm koja ima volumen 1 cm?® i povrsinu
od 0.0006 m? (Slika 1.1.). Dijeljenjem te kocke na manje kockice duljine bridova 1 nm ostaje

jednak volumen, medutim povrina poraste &ak 107 puta.
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Duljina bridova Brojkocki  Volumen kocki Povrsina kocki

kocke
1cm 1 1 cm? 0.0006 m?
1 mm 10° 1 cm? 0.006 m?
1 um 1012 1 cm? 6 m?
1 nm 104 1cm? 6000 m?

Slika 1.1. Model koji objasnjava odnos povrsine i volumena nanocestica (preuzeto iz

Goesmann i Feldman, 2010.)

Zbog velikog broja nezasi¢enih veznih i koordinacijskih mjesta te slabo vezanih atoma na
povrsini nanocestica, njihova fizikalno-kemijska, bioloska i opticka svojstva se uvelike
razlikuju od makro- i mikroskopskih materijala (Goesmann i Feldman, 2010.). Nanocestice
takoder pokazuju fenomen povrsinske plazmonske rezonancije (SPR, od engl. Surface

Plasmon Resonance) koji je posljedica kolektivnih oscilacija ili fluktuacija u elektronskoj



gusto¢i s interaktivnim elektricnim poljem, a koje su izrazito osjetljive na adsorpciju

molekula na metalne povrsine.

Zbog svih navedenih osobina nanomaterijali su pogodni za primjenu u razli¢itim

tehnologijama.

1.2. Nanocdestice srebra i njihova primjena

Nanocestice srebra (AgNP, od eng. Ag NanoParticles) su jedne od
najkomercijaliziranijih metalnih nanocestica, te danas imaju vrlo raSirenu primjenu i
upotrebu u mnogim podru¢jima. Osim vrlo specifiénih elektriénih, opti¢kih i reaktivnih
svojstava, one su izuzetno zanimljive za primjenu u biomedicini radi izrazenih
antibakterijskih, antifungalnih, antivirusnih i protuupalnih svojstava (Slika 1.2.). Uz to, u
kombinaciji s antibioticima poput penicilina G, amoksicilina, eritromicina, klindamicina ili
vankomicina pojacavaju djelovanje tih antibiotika u tretiranju infekcija izazvanih
rezistentnim Staphylococcus aureus i Escherichia Coli sojevima (Wijnhoven i sur., 2009).
Osim toga, AgNP u industriji nalaze primjenu kao Katalizatori, nanokonektori i
nanoelektrode za elektroni¢ke uredaje, u optici, memorijskim uredajima, kao kapacitatori
(Tolaymat i sur., 2010.), a u svakodnevnim proizvodima ih nalazimo u tekstilu s
antibakterijskim svojstvima, Samponima, filterima za zrak, spremnicima za hranu,

premazima za hladnjake, itd. (Klaine i sur., 2012.).

Ostalo
Lemljenje 5.1%
5.6% E

Blocid

0.5%

Industrija
(elekironika/elextrika,
~ katalizatorl itd.)

40.7%

Fotografski
20.4%

Nakit | srebmina

27.8%

Slika 1.2. Sektori u kojima se primijenjuje nanosrebro (preuzeto iz Height MJ, 2011)



Napredak u podru¢ju nanomaterijala omoguéio je pripravljanje AgNP razli¢itih oblika,
veli¢ina i povrSinskih svojstava. Najveci izazov pri sintezi je kontrola veli¢ine i oblika Cestica,

morfologije, kemijskog sastava i kristalne strukture.

Medutim, ovako Siroka primjena AgNP povecava takoder mogucnost izravnog i neizravnog
utjecaja na zive organizme, te moze dovesti do brojnih negativnih posljedica na ljudsko
zdravlje i okoliS. Tako je pokazano da dermalna primjena AgNP u previsokim
koncentracijama moze uzrokovati mitohondrijima uvjetovanu apoptozu, a primjenom na kozu
ostecenu opeklinama uzrokuju promjene boje koze, kao i poviSene koncentracije srebra u
plazmi i urinu. Ljudi mogu biti izlozeni nanocesticama putem razli¢ih nacina unosa (udisanje,
gutanje, injektiranje...) 1 potreban je oprez, jer istraZivanja pokazuju da cak i1 male

koncentracije AgNP mogu biti toksi¢ne (Asharani i sur., 2009).

1.3. Interakcija nanocestica s proteinima plazme

Nanocestice ulaze u interakciju sa stanicama i opcenito Zivim organizmima na fundamentalno
drugaciji na¢in od ostalih makro- i mikroskopskih materijala. Cestice manje od 100 nm mogu
u¢i u stanicu, manje od 40 nm mogu u¢i u jezgru, a Cestice manje od 35 nm mogu proci
krvno-mozdanu barijeru (Saptarshi i sur., 2013). Nanocestice koristene u medicinske svrhe
Cesto se daju parenteralno, dok se AgNP danas koriste kao biocidni povrSinski slojevi na
kateterima, stentovima, uredajima za dijalizu, koStanim implantatima, 1 sl. Pri takvim
nainima primjene, nanocestice dolaze u kontakt s krvi. Krvna plazma sadrzi nekoliko tisuca
razlicitih proteina. Osim proteina, lipidi su takoder dostupni u krvnoj plazmi. Stoga, nakon
kontakta nanocestica s Krvi, bioloske molekule dolaze u kontakt s nanocesticama pri ¢emu
dolazi do vezanja tih biomolekula na povrsinu nanocestica (M. Rahman i sur., 2013). Proteini
u interakciji s nanocesticama djeluju kao surfaktanti. Elektrostatske, disperzne i kovalentne
interakcije dovode do adsorpcije proteina na povrsinu nanocestica i posljedi¢no do promjene
njihove konformacije (Moerz 1 sur., 2015). Vezanje proteina na planarne povrSine cesto
dovodi do znacajnih promjena u sekundarnoj strukturi, iako velika zakrivljenost nanocestica
moze pomoci proteinima da sacuvaju pocetnu strukturu (Rahman i sur., 2013). Adsorpcija
proteina na nanoCestice dogada se isklju¢ivo zbog povecanja ukupne entropije proteina na
povrSini nanocestica i zbog nespecifi¢nih interakcija izmedu proteina i nanocestica §to ovisi 0
fizikalno-kemijskim obiljezjima kako nanocCestica tako i proteina (Nakanishi i sur., 2001;

Walkey i sur., 2012). Jedna od znacajnijih nespecifi¢nih, nekovalentnih vezanja izmedu
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nanocestica i proteina ¢ine hidrofobne interakcije u kojima hidrofobni dijelovi molekula
medusobnim vezanjem istiskuju molekule vode sa svoje povrS§ine i na taj nacin postaju
stabilnije. Takoder, koli¢ina i vrsta proteina na povrsini nanocestica utje¢u na biodistribuciju i
bioloski identitet samih Cestica. Bioloski identitet odreduje fizioloski odgovor ukljucujuci
aglomeraciju, stani¢ni unos, cirkulaciju, signalizaciju, transport, bioakumulaciju i toksi¢nost
(M. Rahman i sur., 2013).

1.4. Proteinska korona

Proteini koji se nakon kontakta s nanocesticama adsorbiraju na njihovu povrsinu ¢ine
tzv. proteinsku koronu, ¢iji nastanak i svojstva ovise 0 afinitetu proteina prema
nanoCesticama 1 0 protein-proteinskim interakcijama. Proteini koji imaju visoki afinitet
vezanja na nanocestice tvore tzv. tvrdu koronu koja se sastoji od ¢vrsto vezanih proteina koji
se ne mogu desorbirati, dok proteini koji imaju nisak afinitet vezanja na naocestice ¢ine tzv.
meku koronu (Slika 1.4). Tvrde i meke korone takoder se mogu definirati na temelju
vremena razmjene koje za tvrdu koronu iznosi i do nekoliko sati, dok proteini meke korone
mogu imati vremena izmjene do nekoliko sekundi Model proteinske korone prvi su
predlozili Simberg i suradnici (Simberg i sur.,2009). Hipoteza tvrdi da proteini tvrde korone
tzv. primarno vezani proteini izravno utjeCu na povrSinu nanocestice, dok su proteini meke
korone tzv. sekunardno vezani proteini u interakciji s tvrdom koronom preko protein-
proteinskih interakcija. Takva viSeslojna struktura znac¢ajna je kod fizioloskog odgovora jer
sekunadrno vezani proteini mogu mijenjati aktivnost primarno vezanih proteina ili ih

maskirati 1 na taj nacin sprijeciti njihovu interakciju s okolisem.

Meka Korona

\ Tvrda korona




Slika 1.4.1 Shematska ilustracija i karakteristike tvrde i meke proteinske korone (preuzeto iz
Rahman i sur., 2013)
Debljina proteinske korone ovisi 0 nekoliko faktora kao $to je koncentracija proteina,
veli¢ina te povrSinska svojstva Cestica. Debljina proteinskih korona koje nastaju nakon
izlaganja nanocestica proteinima plazme iznosi oko 3-15 nm $to je predebelo za samo jedan
sloj adsorbiranih proteina, te se sastoje od vise slojeva. Razni parametri kao $to su veli¢ina
nanodestica, oblik, zakrivljenost, povrSinski naboj (zeta potencijal), topljivost i put primjene
nanocCestica utjeCu na sastav, debljinu i konformaciju proteinske korone. No, od znacajnije
uloge 1 utjecaja na stvaranje proteinske korone ima povrSinski naboj nanocCestica |
hidrofobnost. Hidrofobnost utjece i na koli¢inu i na sastav apsorbiranih proteina. Povecana
adsorpcija proteina na hidrofobne povrSine za razliku od hidrofilnih povrSina povecava
brzinu opsonizacije nanocestica (Rahman 1 sur. 2013). PovrSinski naboj cCestica je takoder
parametar Kkoji znacajno utjeCe na stvaranje proteinske korone. Povecanjem naboja na
povrsini nanoCestica povecava Se 1 adsorpcija proteina. Pozitivno nabijene nanocestice
preferiraju adsorpciju proteina s izoelektricnim tockama (pI) manjima od 5.5 poput
albumina, dok negativni povrSinski naboj bolje adsorbira proteine s pl iznad 5.5 poput IgG-a
(Aggarwal i sur., 2009). Povrsinska funkcionalizacija nanocestica zbog toga znacajno
odreduje stvaranje proteinske korone, te se koristenjem raznih presvlaka i stabilizatora moze
smanjiti/povecati adsorpcija proteina ili modelirati grada proteinske korone na

nanocesticama.

Zbog zakrivljenosti povrSine afiniteti vezanja proteina se razlikuju za nanocestice i ravne
povrSine. Dakle, rezultati dobiveni na ravnim povrSinama se ne mogu ekstrapolirati na
nanocestice. Sastav proteinske korone razli¢it je za istu vrstu nanocCestica drugacije veli¢ine.
Razlika u sastavu i organizaciji proteina korone je jako znacajna kada se veli¢ina
nanocCestica priblizi veli¢ini proteina (Lynch 1 Dawson, 2008). Jako zakrivljene povrSine
nanomaterijala smanjuju interakcije izmedu proteina 1 proteini adsorbirani na jako

zakrivljenim nanoCesticama prolaze kroz manje promjena u svojoj konformaciji.

Nacelo vezanja proteina i liganda moze se prikazati jednostavnom jednadzbom 2. reda:

k.
P+L N PL



gdje su ki i kq konstante brzine asocijacije i disocijacije, P je protein, L je ligand, a PL je
protein-ligand kompleks. 1z ove jednadzbe se mogu dobiti ravnotezne konstante asocijacije

(Ka) i disocijacije (Kg):

_[PIL] ke o [PL]
Ki="Tp] = % Ka=TpIILT =

ka
ka

gdje su [P] koncentracija proteina, [L] koncentracija slobodnog liganda i [PL]
koncentracija protein-ligand kompleksa u ravnotezi. Sto je konstanta disocijacije niza, to je
jaCe vezanje izmedu proteina i liganda. U bioloSkim sustavima jako vezanje obi¢no ima
konstante disocijacije 10° M ili manje. Prema 2. zakonu termodinamike, pri konstantnom
tlaku 1 temperaturi, reakcija ¢e se odvijati spontano ako je razlika Gibbsove slobodne
energije izmedu konacnog i pocetnog stanja manja od 0. Kako se reakcija priblizava
ravnoteZi apsolutna vrijednost slobodne Gibbsove energije se smanjuje i u ravnotezi
dobiva vrijednost AG = 0. Takoder su koncentracije reaktanata i produkata uravnoteZene i
njihov omjer daje konstantu disocijacije, odnosno asocijacije (Hegyi i sur., 2013). Zbog
toga se standardna slobodna Gibbsova energija moze izravno odrediti iz ravnoteznih

konstanti:

AG’=-RTInK,=RTIn Ky

Poznavanjem koncentracija pojedinih reaktanata i produkata moguce je odrediti njihovu
konstantu vezanja. Uvodenjem ukupne koncentracije proteina u reakcijskoj otopini moze
se izvesti linearna jednadzba i dijagram koji pokazuje odnos koncentracija i ravnoteznih

konstanti:

/ Y=== .
[PL)../Kd Kq Ky

L) |
nagib = 1Ky
\\ (Ll

(PL]

Slika 1.4.2. Prikaz Scatchardov-og dijagrama

Ovaj prikaz se zove Scatchardov dijagram, no njegova je mana da iskrivljava

eksperimentalne greske. Danas se ovaj dijagram rijetko koristi zbog dostupnih racunalnih
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programa uz koje se jednostavno mogu izracunati ravnotezne konstante bez linearizacije

(Hegyi i sur., 2013).

1.5. Alfa-1-kiseli glikoprotein

al-kiseli glikoprotein (alfa-1aGP) je vazan transportni protein krvne plazme koji veze
mnoge lijekove i ksenobiotike. Kao akutni fazni protein snazno utjece na farmakokinetiku i
farmakodinamiku mnogih lijekova. Spada u skupinu serumskih glikoproteina te ima
molekularnu masu od 41-43 kDa (Gornik i Lauc, 2008). Oko 45% ukupne mase ¢ini pet N-
vezanih glikana dok se proteinski dio sastoji od jednog lanca duzine 183 aminokiseline koji
je kodiran s tri razli¢ita gena. U proteinskom dijelu nalaze se i dva disulfidna mosta
(Fournier i sur., 2000). Na krajevima glikanskih lanaca nalaze se sijalinske kiseline zbog
kojih je al-kiseli glikoprotein negativno nabijen pri fizioloSkom pH. Upravo zbog svojeg
negativnog naboja al-kiseli glikoprotein je pogodan supstrat za vezanje bazi¢nih i
neutralnih lipofilnih lijekova te steroidnih hormona u krvi. Vibracijska spektroskopija
potvrdila je detalje sekundarne strukture i strukturnog sadrzaja predvidenog homolognim
modeliranjem proteinskog dijela, tj. 15% alfa heliksa, 41% beta-plo¢a, 12% beta-zavoja, 8%
bendova i 24% neuredene strukture na pH 7.4 (Kopecky V Jr i sur., 2003). al-kiseli
glikoprotein (Slika 1.5.) odabran je za ovo istraZivanje kao proteinski model zbog svoje
dobre topljivosti u vodi te fizioloSkog znacaja 1 biomedicinske primjene $to je vazno za

studije interakcija.




Slika 1.5. ar1-kiseli glikoprotein (preuzeto s RCSB Protein Dana Bank)

2. OBRAZLOZENJE TEME

U dana$njim predklinickim testiranjima farmaceutskih proizvoda, medu kojima se
nalaze i nanomaterijali za biomedicinsku primjenu, evaluacija vezanja proteina plazme je
vazan element u odredivanju njihove efikasnosti, sigurnosti i bioraspolozivosti (Semple i sur.,
1998). Razumijevanje prirode vezanja biomolekula, posebno transportnih proteina, na
nanocestice je vazno za dizajn ucinkovitih i sigurnih terapijskih i dijagnostickih primjena
nanocestica (Jessy Mariam i sur., 2014). Da bi se u potpunosti razumjela proteinska korona,
treba utvrditi ne samo koji se proteini vezu za nanocesticu, ve¢ i poznavati Kinetiku, afinitet i
stehiometriju vezanja proteina na nanocestice (Walkey i Chan, 2012). Takoder, vazno je
utvrditi koja fizikalno-kemijska svojstva nanoCestica na koji nacin utje¢u na nano-bioloske

interakcije.

Glavni cilj ovoga rada bio je odrediti prirodu vezanja al-kiselog glikoproteina na nanocestice
srebra razlic¢itih povrsinskih svojstava. Nanocestice srebra izabrane su kao najzastupljenije
metalne nanocCestice u biomedicinskoj primjeni. Alfa-1 kiseli glikoprotein je logi¢an izbor za
studij vezanja na nanocestice srebra, jer je jedan od najvaznijih transportnih proteina plazme.

Pripremljene su 4 vrste AgNP s razli¢itim povrSinskim omotacima: dvije vrste s pozitivnim
povrsinskim nabojem primjenom PLL i CTAB stabilizacijskih omotaca, jedna s negativno
nabijenim stabilizacijskim omotacem AOT i jedna AgNP vrsta stabilizirana s neutralnim
PVP. Istrazene su njihove fizikalno-kemijske karakteristike te njihovo vezanje na ol-kiseli
glikoprotein. U svrhu odredivanja veli¢ine Cestica, povrSinskog naboje, oblika i stabilnosti u
razli¢itim medijima koriStene su metode dinamickog i1 elektroforetskog rasprSenja svjetlosti,
transmisijska elektronska mikroskopija, te UV-Vis spektrofotometrija. Za odredivanje prirode
vezanja proteina na AgNP koriStena je fluorimetrija i metoda cirkularnog dikroizma.
Dobiveni su podaci o veli¢ini, obliku, povrSinskom naboju, te stabilnosti AgNP u ultracistoj
vodi i u fosfatnom puferu. Odredene su konstante vezanja al-kiselog glikoproteina na AgNP
razli¢itih povrSinskih svojstava, te konformacijske promjene proteina nakon vezanja na

nanocestice.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Priprema nanocestica srebra

Dvije su osnovne strategije sinteze nanocestica:

Fiziklane metode:

-Fotolitografija

-Mehanicke tehnike (mljevenje, rezanje)
-Procesuiranje laseskom zrakom

Top-down strate;

0.1 nm 1nm 10 nm 100 nm 1m 10 pm 100 pn 1mm

Vlazne kemijske metode:
-Organska sinteza
-Koloidalna agregacia

Slika 3.1. Top-down i bottom-up pristup sintezi nanocestica (Ju-Nam Y. i sur., 2008.)

Top-down metode razlicitim distribucijskim tehnikama stvaraju izolirane atome iz vecéih
komada materijala. Koriste se fizikalne metode poput mljevenja, rezanja, ponavljajuceg

suzbijanja ili fotolitografije. lako se mogu dobiti male Cestice (10-100nm), nedostatak ove



metode je prisutnost povrSinskih nepravilnosti koje znacajno utjecu na svojstva nanostruktura

s obzirom na njihovu veliku povrSinu po jedinici volumena.

Bottom-up metode koriste otopljene soli srebra koje se potom reduciraju pri ¢emu nastaju
nanocestice procesom nukleacije i rasta. Kod ovih metoda klju¢na je upotreba tvari
(surfaktanti, polimeri) za stabilizaciju nanocestica te njihovu kontrolu veli¢ine i oblika.
Nedostatci bottom-up metode su kompliciranost proizvodnje nanocestica na industrijskoj
razini (Tolaymat i sur., 2010.), potencijalno zaostajanje rezidualnih kemikalija i otapala u
kona¢nom proizvodu, te ionsko srebro koje moze zaostati s obzirom da efektivnost redukcije

nije 100%.

Sve metode priprave AgNP koje su koristene u ovom radu temeljne su na redukciji ionskog
oblika srebra uz prisutnost razlicitih stabilizatora prema uvjetima navedenima dalje u tekstu.
Ako nije drugacije naznaceno, sve koristene kemikalije nabavljene su od Sigma-Aldrich

Chemie GmbH (Miinchen, Njemacka).

Otapalo

Voda je najcesce otapalo koje se primjenjuje u sintezama nanosrebra. U ovom radu koristena
je Mili-Q H,O s$to oznacava ultraCistu vodu tipa 1. koja se dobiva uzastopnim koracima

filtracije i deionizacije, a karakterizirana je elektricnom vodljivoséu od 18.2 MQcm pri 25 °C.
Prekursor srebrovih iona

Srebrov nitrat (AgNO3, Mr 169.87) koristen je kao prekursor za sintezu AgNP. Kemijski je
stabilan, a nitratni ion (NO3’) je dominantni anion u reakcijskoj smjesi.

0
Ag+ |:

N

o7 70

Reducensi

U sintezama opisanima u ovom radu koristen je natrijev borhidrid (NaBH4, Mr 37.83) kao

reducens. To je vrlo snazno i brzo anorgansko redukcijsko sredstvo.
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Stabilizatori

Primjena bioloskih molekula kao stabilizatora nuzna je prilikom priprave metalnih
nanocCestica. Stabilizatori Stite nanocestice od aglomeracije, te time dobivamo stabilne
monodisperzne nanocestice. Primjenom razli¢itih stabilizatora moze se modificirati aktivnost

I svojstva nanocestica, te tako pripremati nanomaterijale Zeljenih karakteristika.

U ovom radu koristeni su sljedeci stabilizatori:

Natrijev bis(2-etilheksil)-sulfosukcinat (AOT, Mr 444.56) je anionski surfaktant koji

nanocesticama daje negativan povrSinski naboj.

i \/(/\/
=0
a* 'O/S\\ ©

Poli(vinilpirolidon) (PVP, Mr 40 000) je neutralni homopolimer s karbonilnom, amidnim i
metilnim funkcionalnim skupinama. Jacina stabilizacije ovisi o duljini lanca, te se pokazalo

da dulji lanci daju povecéanu stabilnost kroz u¢inkovitu zastitu jezgre Ag.

q\A\o
Ak

e-poli-L-lizin (PLL, Mr ~4700) je homopolimer kojemu je u neutralnom pH mediju amino

skupina protonirana, te kao stabilizator daje pozitivan naboj nanocesticama.

11



n

Cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB, Mr 364.45) je jednolancani surfaktant koji kao

stabilizator nanoc¢esticama daje pozitivan povrsinski naboj.

n

3.1.1. Sintetski postupci pripreme nanocestica srebra

Nanocestice srebra oblozene AOT-om (AOT-AgNP)

Nanocestice srebra sintetizirane su primjenom metode opisane u literaturi (Domazet Jurasin i
sur., 2016). U 169 mL ultraciste vode dodano je 17 mL AOT (5.9 mM) i 10 mL AgNOg3 (90
mM). Zatim je dokapano 4 mL NaBH, (0.4 M) tako da je ukupni volumen reakcijske smjese
200 mL, a kona¢ne koncentracije reaktanata: 0.5 mM AOT, 4.5 mM AgNO;3i 8 mM NaBHj.
Odmah po dodavanju reducensa smjesa poprimi Zutu, zatim tamno-smedu boju. Reakcijska

smjesa jako je mijeSana na sobnoj temperaturi tijekom 30 min.
Nanocestice srebra oblozene PVP-om (PVP-AgNP)

Nanocdestice srebra sintetizirane su primjenom metode opisane u literaturi (Malina i sur.,
2012). U 186 mL ultraciste vode otopljeno je 2 g PVP-a i uz konstantno mijesanje je dodano
10 mL vodene otopine AgNO3; koncentracije 90 mM. Zatim je polako dokapano 4 mL vodene
otopine NaBH, (0.4 M). Tako da je ukupni volumen reakcijske smjese bio 200 mL, a konacne
koncentracije reaktanata: 1% (w/v) PVP, 45 mM AgNO; i 8 mM NaBH,. Odmah po
dodavanju reducensa smjesa poprimi Zutu, zatim tamno-smedu boju. Reakcijska smjesa jako

je mijeSana na sobnoj temperaturi tijekom 30 min.

Nanocestice srebra oblozene PLL-om (PLL-AgNP)
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Nanocestice srebra sintetizirane su primjenom metode opisane u literaturi (Domazet Jurasin i
sur., 2016). U 136 mL ultraciste vode dodano je 50 mL PLL (9 mM) i 10 mL AgNO3 (90
mM). Zatim je dokapano 4 mL NaBH, (0.4 M) tako da je ukupni volumen reakcijske smjese
200 mL, a kona¢ne koncentracije reaktanata: 2.25 mM PLL, 4.5 mM AgNO3i 8 mM NaBHj.
Odmah po dodavanju reducensa smjesa poprimi zutu, zatim tamno-smedu do crvenu boju.

Reakcijska smjesa jako je mijeSana na sobnoj temperaturi tijekom 30 min.
Nanocestice srebra oblozene CTAB-om (CTAB-AgNP)

Nancestice srebra sintetizirane su primjenom metode opisane u literaturi (Domazet JuraSin 1
sur., 2016). U 180 mL ultraciste vode dodano je 6.25 mL CTAB (16 mM) i 10 mL AgNO3 (90
mM). Zatim je dokapano 4 mL NaBH, (0.4 M) tako da je ukupni volumen reakcijske smjese
200 mL, a kona¢ne koncentracije reaktanata: 0.5 mM CTAB, 4.5 mM AgNO3i 8 mM NaBHy,.
Odmah po dodavanju reducensa smjesa poprimi Zutu, zatim smedu boju. Reakcijska smjesa

jako je mijeSana na sobnoj temperaturi 30 min.

3.2. Metode karakterizacije nanocestica srebra i njihova interakcija s alfa
1-kiselim glikoproteinom

Nakon sinteza, idué¢i korak bio je karakterizacija nastalih AgNP u ultracistoj vodi koriStenjem
metoda dinamickog rasprSenja svjetlosti, elektroforetskog rasprSenja svjetlosti, UV-Vis

sprektrofotometrije i transmisijske elektronske mikroskopije.

3.2.1. Metoda dinamickog rasprsenja svjetlosti

Dinamicko rasprSenje svjetlosti (DLS, od eng. Dynamic Light Scattering) je neinvazivna
metoda za mjerenje veli¢ine Cestica i molekula u suspenziji. Temelji se na Brownovom
gibanju koje Stokes - Einstein-ove jednadzba povezuje s veli¢inom Cestica. Brownovo gibanje
oznacava nasumicno kretanje Cestica zbog sudara s molekulama otapala. Male Cestice gibaju

se brze, dok se velike gibaju sporije. Takoder, §to je temperatura veca brze je gibanje Cestica.

Uredaj funkcionira tako da se Cestice obasjavaju monokromatskom koherentnom laserskom
zrakom, te potom rasprseno zraCenje pada na detektor. Mjeri se stupanj fluktacije intenziteta

rasprSenog zracenja koje pokazuje specifican uzorak s obzirom na konstruktivnu, tj.
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destruktivnu interferenciju rasprSenog zracenja razliitih Cestica (Malvern Instruments Ltd.,

1997).

KoriSten je instrument Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK) opremljen zelenim laserom (532
nm), te odredena veliCina Cestica i distribucija veli¢ine. Pri tome su pripremljene otopine
nanocestica srebra koncentracije 1 mg/L. Intenzitet rasprSenog svjetla detektiran je pod kutem
od 173°. Hidrodinamic¢ki promjer (dy) i distribucija veli¢ina nanocestica dobivene su iz
distribucije volumena ¢estica. Rezultati su prikazani kao prosje¢na vrijednost 6 mjerenja. Sva
mjerenja su provedena pri 25°C. Dobiveni podaci su obradeni primjenom Zetasizer

programskog paketa, verzija 6.32 (Malvern Instruments Ltd., 1997).

3.2.2. Metoda elektroforetskog rasprsenja svjetlosti

Elektroforetsko rasprSenje svjetlosti (ELS, od eng. Electrophoretic Light Scattering) je
analiticka metoda koja mjeri elektroforetsku pokretljivost suspenzije Cestica ili
makromolekula. Izvor svjetlosti, najées¢e laser valnih duljina od 400 do 800 nm, osvjetljava
suspenziju. Opticki sustav spojen na fotodetektor detektira rasprSenu svjetlost, a sustav za
obradu signala mjeri mobilnost Cestica koriste¢i Dopplerov efekt. ELS se razlikuje od DLS-a
u tome Sto se umjesto nasumi¢nih Brownianovih kretnji suspendiranih ¢estica prate usmjerene
kretnje izazvane elektri¢cnim poljem. Kretnje su ovisne o { potencijalu suspendiranih Cestica
koje se kre¢u odredenom brzinom opisanom kao elektroforetska pokretljivost prema suprotno
nabijenoj elektrodi (McNeil-Watson, 2013). PovrSinski naboj nanoCestica odreden je
mjerenjem elektroforetskog zeta ({)-potencijala koriStenjem Zetasizer Nano ZS instrumenta
(Malvern, UK) instrumenta i koji je izracunat iz izmjerene elektroforetske pokretljivosti
prema Henryjevoj jednadZzbi koriste¢i Smoluchowskijevu aproksimaciju (f(Ka) = 1.5).
Rezultati su prikazani kao prosjecna vrijednost 3 mjerenja. Sva mjerenja su provedena pri
25°C. Dobiveni podaci su obradeni primjenom Zetasizer programskog paketa, verzija 6.32
(Malvern Instruments Ltd., 1997).

3.2.3 Transmisijska elektronska mikroskopija

Elektronski mikroskopi koriste snopove elektrona umjesto zraka vidljive svjetlosti za
vizualiziranje analiziranih objekata. Mala valna duljina elektrona omogucuje elektronskim

mikroskopima vecu razlucivost i vece opticko povecanje. Postoje transmisijski i pretrazni
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elektronski mikroskopi, ovisno o tome stvaraju li sliku elektroni koji prolaze kroz uzorak ili
oni koji se odbijaju od njegove povrsine. U transmisijskoj elektronskoj mikroskopiji (TEM)
snop elektrona prolazi kroz tanki sloj tvari 1 dolazi u interakciju s njima §to stvara sliku. Slika
se povecava i fokusira na fluorescentnom zaslonu, na sloju fotografskog filma ili se detektira

kamerom.

Srebrne nanocestice prikazane u ovom radu vizualizirane su koriStenjem TEM mikroskopa
(Zeiss 902A). TEM uzorci pripremljeni su stavljanjem kapi suspenzije uzorka na bakrenu
reetku obloZenu Formavar® polimerom. Uzorak je osu$en na zraku na sobnoj temperaturi.
Mikroskop je radio u svjetlom polju pri naponu ubrzanja od 80 kV. Slike su snimljene Canon

PowerShot S50 kamerom spojenom na mikroskop.

3.2.4 UV-vis spektroskopija

Apsorpcijom elektromagnetskog zracenja u UV i vidljivom dijelu elektromagnetskog spektra
dolazi do promjena u energiji elektrona ispitivanih molekula. Pobudeni elektroni vracaju se u
osnovno stanje, pri ¢emu se oslobada energija. Fenomen apsorpcije se moze kvantificirati

Beer-Lambertovim zakonom:

Iy
log—=¢-c-1
e
gdje je lp intenzitet ulazne svjetlosti, | je intenzitet izlazne svjetlosti, ¢ je molarna
koncentracija, 1 je duljina puta svjetlosti, a € je molarni ekstinkcijski koeficijent. Izraz [log

10/1] je apsorbancija A, na odredenoj valnoj duljini A.

Apsorpcijski spektar mjeri se spektrofotometrom. Osnovni dijelovi spektrofotometra su izvor
svjetlosti, monokromator, fotodetektor i kiveta. Kao izvor svjetlosti se najviSe koriste
deuterijeva (210-370 nm) i volfram-halogena (290-900 nm) zarulja. Monokromator sluzi da
svjetlost iz zarulje, koja je razli€itih valnih duljina, razlozi na pojedine valne duljine. Svjetlost
koja je proSla kroz uzorak se detektira fotodetektorom koji moze biti fotomultiplikatorska

cijev ili fotodioda. Uzorak se nalazi u staklenoj, plasti¢noj ili najées¢e u kvarcnoj kiveti
(Sheehan, 2009).

Mjerenje UV-Vis spektara otopina nanocCestica srebra u ultradistoj vodi provodilo se
pripremama svjezih otopina netom prije pocetka mjerenja pri koncentraciji AgNP-a od 10 uM
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i 50 uM. Otopine su se prenosile u kvarcnu kivetu optic¢ke duljine puta od 1 cm. Mjerenja su
se provodila na spektrofotometru Carry 50 UV-Vis (Varian, Agilent Technologies, SAD) u

rasponu valnih duljina od 200 do 800 nm.

3.3 Metode kvantifikacije vezanja nanocestica srebra i alfa-1-kiselog
glikoproteina

3.3.1 Flourimetrija

Flourescencija je fenomen u kojem kromofori nakon apsorbirane svjetlosti emitiraju svjetlost
manje energije. Metoda mijeri intenzitet flourescencije na odredenoj valnoj duljini uz pomo¢
spektrofluorometra. Ulazna zraka odredene valne duljine prolazi kroz uzorak, a emitirano
zraCenje se detektira fotomultiplikatorskom cijevi. Drugi monokromator koji odabire valnu
duljinu emitiranog zraéenja pod kutem od 90°u odnosu na ulazno zracenje ¢ini glavnu razliku

izmedu fluorometrije i spektroskopometrije.

Kiveta s uzorkom

— svjctlost. A2 I.m. i
R 4

Izvor syjetlosti |
Monokromator II == 't e d
/4 Detektor

\
Monokromator |
’ + Ulama
-~ A svietlost, A; | Izlazna svjetlost =
— .S
/

- ———

——— —

\

Slika 3.3.1. UV-Vis spektrofluorimetar (preuzeto iz Sheehan, 2009).

U ovome radu bila je pracena fluorescencija a-1kiselog glikoproteina uz prisutnost razli¢itih
koncentracija AgNP u svrhu kvantificiranja njihove asocijacije. Koristen je spektrofluorimetar
OLIS RSM 1000F (Olis, Inc., Bogart, GA, USA). Za valnu duljinu ekscitacije izabrano je 280

nm, a emisijski spektar se pratio u rasponu od 300 do 420 nm s ocekivanim maksimumom
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fluorescencije na 360 nm. Preliminarnim mjerenjima doslo se do optimalnih koncentracija iz

kojih se moze izracunati konstanta vezanja.

Prvo je dodana ultraCista voda, zatim mati¢na otopina a-1kiselog glikoproteina i na kraju
mati¢na otopina AgNP-a. Otopina je lagano promijesana nakon dodavanja svih reagenasa
kako ne bi nastali mjehurié¢i koji mogu smetati fluorescencijskim mjerenjima. Mjerenja su
radena u triplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD).
Izmjereni spektri obradeni su u programu SPECFIT Global Analysis System za prilagodavanje
ravnoteznih 1 kinetickih sustava koji koristi proSirenu analizu faktora i Marquardtovu

minimizaciju najmanjih kvadrata (Gampp i sur., 1985; SPECFIT User Manual, 1992).

3.3.2 Cirkularni dikroizam

Cirkularni dikroizam je spektroskopska metoda koja otkriva informacije o kiralnosti
molekule. Koristi se za proucavanje i kvantificiranje opticki aktivnih spojeva i njihovih
interakcija. Informacije koje sadrzi CD spektar mogu se koristiti za jedinstveno identificiranje
kiralnih spojeva i njihove konfiguracije, predvidanje sekundarne strukture proteina i drugih
bioloSkih makromolekula te za nadzor strukturnih promjena koje prate zamatanje i odmatanje

proteina.

uocava kod opticki aktivnih kromofora. U proteinima kromoforne skupine su peptidne veze,
bocni ogranci aromatskih aminokiselina i1 disulfidne veze. Za apsorpciju u podruc¢ju valnih
duljina manjih od 240 nm (daleki UV) odgovorne su uglavhom peptidne veze. U tom
podrucju valnih duljina razlic¢iti tipovi sekundarnih struktura daju karakteristicne CD spektre

koji se mogu analizirati i usporedivati.

Primjenom algoritama koji koriste zbirke simuliranih CD spektara temeljenih na X-ray
kristalografiji za referentne podatke o bjelanevinama, odreduje se sadrzaj sekundarne
strukture. Alternativni algoritmi koriste zbirke izmjerenih CD spektara odabranih proteina
pod definiranim uvjetima kao referentni skup podataka. Najjednostavnija procjena frakcijskog
sastava nepoznatog proteina moze se dobiti pomocu seta od barem tri valne duljine i
istodobno rjeSavanjem niza jednadzbi u obliku gore navedene jednadzbe (Cantor and

Schimmel, 1980).
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CD spektri snimljeni su na JASCO J815 spektrofotometru u kvarcnim kivetama (1 cm)
mijeSanjem 10 uM otopine al-kiselog glikoproteina s razlicitim koncentracijama AgNP.

Podaci su obradeni u DicroWeb programskom paketu.

4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Fizikalno-kemijske karakteristike nanocestica srebra

Fizikalno-kemijska svojstva sintetiziranih nanocestica odredena su u ultracistoj vodi
koristenjem DLS i ELS metoda, te UV-Vis spektrofotometrijom i transmisijskom
elektronskom mikroskopijom. Oblik i izgled AgNP ispitan je primjenom TEM tehnike (Slike

4.1.1.-4.1.4.), koja je pokazala da su sve ispitivane nanocestice sfernog oblika.

Slika 4.1.1. TEM prikaz AOT-AgNP u ultracistoj vodi
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Slika 4.1.2. TEM prikaz CTAB-AgNP u ultracistoj vodi

Slika 4.1.3. TEM prikaz PLL-AgNP u ultracistoj vodi
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Slika 4.1.4. TEM prikaz PVP-AgNP u ultracistoj vodi

U tablici 4.1.a nalaze se podaci za hidrodinamic¢ki promjer (dy) nanocestica srebra u

ultracistoj vodi dobiven iz distribucije veli¢ina prema volumenu. DLS mjerenja pokazala su

da je distribucija veli¢ina monomodalna prema volumenu za sve nanocestice.

Tablica 4.1.a. Hidrodinamicki promjer (dy) nanocestica srebra u ultracistoj vodi nakon 1 h

dobiven iz distribucija velicine prema volumenu

AOT-AgNP 2,2+0,9 100
CTAB-AgNP 8,0+ 1,5 100
PVP-AgNP 42+06 100
PLL-AgNP 2,7+0,3 100

20



Podaci dobiveni ELS metodom u ultracistoj vodi prikazani u tablici 4.1.b pokazuju da dvije
vrste nanocestica (CTAB-AgNP i PLL-AgNP) imaju pozitivni povrSinski naboj sa (-
potencijalom +28,2 + 1,5 i +38,6 = 6,9 mV. lako je koriSten jedan neutralni stabilizator
(PVP), nanocestice oblozene njime ipak imaju negativni povrSinski naboj od-18,02 + 3,71
mV. To moZe se objasniti koristenjem borhidrida (BH4 ) kao reducensa ionskog srebra u
sintezi 1 njegovim posljedi¢nim vezanjem za povrSinu nanocestica $to je dovelo do negativnog
(-potencijala. Mjerenjem zeta-potencijala potvrdeno je da se radi o izrazito stabilnim
koloidma koji su karakterizirani povrSinskim nabojem nizim od -40 mV. Naime, §to je
apsolutni iznos povrSinskog naboja nanocestica veéi (>20 mV, odnosno <-20 mV), to su te

nanocestice stabilnije uslijed znacajnih elektrostatskih odbojnih sila.

Tablica 4.1.b. Zeta ({)-potencijal nanocestica srebra u ultracistoj vodi (UV)

Vrsta nanocestica ’ ¢ potencijal (mV) ‘

AOT-AgNP 40,57 + 6,49
CTAB-AgNP +28,17 + 1,54
PVP-AgNP -18,02 3,71
PLL-AgNP +38,58 + 6,91

Dalje se ponasanje AgNP-a pratilo UV-Vis spektrofotometrijom. Ovom metodom moguce je
odrediti opticka svojstva nanocestica posto one imaju karakteristi¢ni apsorpcijski maksimum
na vidljivim valnim duljinama zbog povrSinske plazmonske rezonancije (SPR), kako je
prikazano u tablici 4.1.c. UV-Vis spektri AgNP nalaze se u prilogu 8.1.
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Tablica 4.1.c. Opticki parametri nanocestica srebra u ultracistoj vodi (UV)

AOT-AgNP
50 pM 400 0,376
10 uM 530 0,023
CTAB-AgNP
50 pM 390 0,092
10 pM 385 0,054
PVP-AgNP
50 pM 394 0,514
10 uM 400 0,065
PLL-AgNP
50 pM 400 0,268

4.2. Vezanje al-kiselog glikoproteina na nanocestice srebra

Izracunavanje konstanti vezanja nam omogucuje SPECFIT, unoSenjem tablica s
titracijskim spektrima fluorescencije al-kiselog glikoproteina stalne koncentracije i AgNP
varijabilne koncentracije. Program predlaganjem statisticke analize predvida logaritamsku
krivulju ¢iji je primjer prikazan na slici 4.2.c. Vrijednosti fluorescencije al-kiselog
glikoproteina dobivene na 380 nm nalaze se na ordinati, a na apcisi je gradijent koncentracija
AgNP poredanih od manje koncentracije prema veéima. Analiza podataka je predlozila 1:1
komplekse i1 nije ukazala na stvaranje kompleksa viSeg reda. Zbog toga je predloZzen model

vezanja:
protein + AgNP « protein-AgNP

Iz stvorene logaritamske krivulje izraunat je logaritam konstante vezanja (logK,) te ovisno
koliko ta krivulja prati izmjerene tocke izradunata je i standardna devijacija (Stambuk i sur.,

2014; SPECFIT User Manual, 1993).
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Slika 4.2.1. Primjer logaritamske krivulje AOT-AgNP stvorene u SPECFIT-u. Na apcisi se
nalaze koncentracije AgNP, a na ordinati intenzitet fluorescencije alfa-1aGP stalne
koncentracije na 380 nm.

Obradivanjem titracijskih krivulja koriStenih AgNP ¢ija su mjerenja napravljena u triplikatu
dobili su se pojedinac¢ni logK, i izra¢unata je konacna srednja vrijednost logK, £ SD koji se
nalaze u tablici 4.2.c 1z dobivenih logK,; moze se vidjeti da se konstante vezanja razlikuju

izmedu pojedinih AgNP.

Tablica 4.2.a. Izracunate konstante vezanja gasenjem fluorescencije al-kiselog glikoproteina

u prisutnosti nanocestica srebra u ultracistoj vodi

Nanocestice jedi v . Konacni K,

3,3+0,06

AOT-AgNP 3,2+0,06 3,3+0,10 2,00x 10°+ 1,3
3,4+ 0,05
2,7+0,30

CTAB-AgNP 2,4+ 0,60 2,5+0,14 3,16 x 10° + 1,4
2,4 40,50
3,5+ 0,05

PVP-AgNP 3,8+ 0,03 3,8+0,14 6,31 x 10° + 1,4
3,8 40,03
3,8+ 0,01

PLL-AgNP 3,7+0,01 3,7+0,1 5,87 x 10°+ 1,0
3,6 + 0,01

Nadalje, promjene u sekundarnoj strukturi proteina promatrali smo metodom cirkularnog

dikroizma. Promjenom koncentracije nanocestica srebra mijenja se i omjer alfa zavoja i beta
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plo¢a. Povecanjem zastupljenosti beta ploCa u strukturi proteina, smanjuje se njegova

funkcionalnost.
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Slika 4.2.2. Dijagram omjera alfa zavoja i beta ploca u strukturi alfa-1 kiselog glikoproteina
ovisno o koncentraciji AOT-AgNP
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Slika 4.2.3 Dijagram omjera alfa zavoja i beta ploca u strukturi alfa-1 kiselog glikoproteina
ovisno o koncentraciji CTAB-AgNP
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Slika 4.2.4. Dijagram omjera alfa zavoja i beta ploca u strukturi alfa-1 kiselog glikoproteina
ovisno o koncentraciji PLL-AgNP
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Slika 4.2.5. Dijagram omjera alfa zavoja i beta ploca u strukturi alfa-1 Kiselog glikoproteina
ovisno o koncentraciji PVP-AgNP
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5. ZAKLJUCAK

Koristenje razli¢itih stabilizatora nanocestica srebra dovelo je do razli¢itih koloidnih
stabilnosti u vodi. Koristene metode — dinamicko i elektroforetsko rasprSenje svjetlosti, UV-
Vis spektrofotometrija te transmisijska elektronska mikroskopija — pokazale su se
pouzdanima za sigurno odredivanje i evaluaciju stabilnosti nanocestica. Transmisijskom
elektronskom mikroskopijom utvrdeno je da se dobivaju sferne nanocestice. Iz gaSenja
fluorescencije al-kiselog glikoproteina u prisutnosti AgNP dobivene su njihove konstante
vezanja koje se razlikuju za pojedinu vrstu AgNP. Cirkularni dikroizam pokazao je da je
funkcionalnost al-kiselog glikoproteina najveca sa PVP-AgNP, tj najmanji je sadrzaj beta

ploca u strukturi proteina.

Mehanizam adsorpcije proteina i nacin na koji se stvara proteinska korona su iznimno vazni
za razumijevanje bioloske reaktivnosti nanocestica in vivo (Saptarshi i sur., 2013). Takoder
sprijeCavanje aglomeracije pomocu alfa-1 kiselog glikoproteina moze posluziti u

nanotehnoloskim aplikacijama.
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7. SAZETAK/SUMMARY
7.1. Sazetak

U danas$njim predklinickim testiranjima farmaceutskih molekula, medu kojima se nalaze i
nanocestice za biomedicinsku primjenu, evaluacija vezanja proteina plazme je najvazniji
element kod odredivanja efikasnosti, sigurnosti i raspolaganja s tim molekulama. U ovom je
istrazivanju primijenjen modelni sustav koji se sastojao od alfa-1-kiselog glikoproteina i 4
vrste srebrnih nanocestica (AgNP) razliCite povrSinske funkcionalizacije. Karakterizacija i
stabilnost AgNP te njihova interakcija s alfa-1-kiselim glikoproteinom praceni su metodama
dinamickog 1 elektroforetskog rasprSenja svjetlosti, transmisijskom elektronskom
mikroskopijom, UV-Vis spektrofotometrijom te spektrofluorimetrijom. Metodom cirkularnog
dikroizma proucavala se promjena u sekundarnoj strukturi alfa-1-kiselog glikoproteina ovisno
0 koncentraciji Ag-NP. Dobivene su razlicite konstante vezanja AgNP i alfa-1-kiselog
glikoproteina ovisno o povrsinskoj funkcionalizaciji AgNP. Time je potvrdena hipoteza da
biomolekule poput alfa-1-kiselog glikoproteina mogu pruziti stabilizaciju nanocestica u

bioloSkom okruZenju.
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7.2. Summary

In today's preclinical testings of pharmaceutical molecules, among which are also present
nanoparticlas for biomedical applications, evaluation of plasma protein binding is one of the
most important elements in efficency, safety and distribution determination. In this thesis a
model system of alpha-1-acid glycoproteinand 4 types of silver nanoparticles (AgNP) was
used. Characterization and stability of AgNP along with their interaction with alpha-1 acid
glycoprotein were determined by using dynamic and electrophoretic light scattering methods,
transmission electron microscopy, UV-Vis spectrophotometry, and spectrofluorimetry. By
the method of circular dichroism, a change in the secondary structure of alpha-1-acid
glycoproteinglycoprotein was studied depending on the concentration of AgNP. Different
binding constants of alpha-1-acid glycoprotein and AgNP were obtained depending on AgNP
surface functionalisation. A hypothesis which states that biomolecules like alpha-1-acid
glycoproteincan enhance stabilization of nanoparticles in biological environment was

confirmed.
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8. PRILOZI

8.1. UV-Vis spektri nanocestica srebra
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Slika 8.2.1 UV-Vis spektar AOT-AgNP (10 uM i 50 uM) u ultracistoj vodi
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Slika 8.2.2 UV-Vis spektar CTAB-AgNP (10 uM i 50 uM) u ultracistoj vodi
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Slika 8.2.3 UV-Vis spektar PLL-AgNP (10 uM i 50 uM) u ultracistoj vodi
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Slika 8.2.4. UV-Vis spektar PVP-AgNP (10 uM i 50 uM) u ultracistoj vodi
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