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SAZETAK

Nanotehnologija ima vaznu ulogu u razvoju suvremenih terapijskih sustava jer nanocestice,
zbog svojih jedinstvenih svojstava, mogu olaksati ciljanu dostavu, poboljsati farmakokinetiku,
povecati topljivost i bioraspolozivost te ublaziti toksi¢nost lijekova. U kontekstu farmaceutske
primjene, isticu se nanocestice zlata (AuNP) zbog svoje biokompatibilnosti, jednostavne
sinteze 1 uCinkovitog vezanja lijekova te nanocestice selena (SeNP) zbog protuupalnih i
antioksidativnih svojstava. Obje vrste nanocestica takoder su pokazale i1 neuroprotektivne
ucinke u modelima neurodegenerativnih poremecaja. Levodopa je u danaSnje vrijeme zlatni
standard u lije¢enju Parkinsonove bolesti, ali je njezina u¢inkovitost ograni¢ena nepovoljnom
farmakokinetikom te razvojem motorickih komplikacija tijekom kroni¢ne terapije i rizikom od
izazivanja oksidativnog stresa. To upucuje kako bi isporuka levodope pomoc¢u nanonosaca
mogla ponuditi ucinkovitiju terapijsku opciju od konvencionalnih formulacija, uz moguce
neuroprotektivne uc¢inke. U ovom radu ispitana je prikladnost Cetiri vrste nanocestica (PGM-
AuNP, Ad-AuNP, PVP-SeNP i Tween-SeNP) kao nosaca levodope. Njihova karakterizacija 1
priroda interakcija s levodopom detaljno su opisane u prijaSnjim studijama, a u ovom je radu
naglasak stavljen na njihovu toksi¢nost, stabilnost, kapacitet vezanja i profil oslobadanja
levodope te moguce neuroprotektivne ucinke. [zabrane nanocestice su sintetizirane kemijskom
redukcijom 1 karakterizirane metodama transmisijske elektronske mikroskopije (TEM), te
dinamickog 1 elektroforetskog rasprSenja svjetlosti (DLS 1 ELS). Njihova stabilnost testirana je
u kompletnom mediju za stani¢nu kulturu 1 bioloski relevantnim teku¢inama. Bioloski u¢inci
procijenjeni su u in vitro modelu dopaminergi¢nih neurona, dok je zastitni potencijal ispitan
primjenom 6-hidroksidopamina (6-OHDA). U provedenim ispitivanjima AuNP su pokazale
izvrsnu biokompatibilnost i u¢inkovito vezanje levodope, ali njihovu primjenu ogranicava losa
stabilnost te nedostatak protektivnih u¢inaka. Nasuprot tome, SeNP su pokazale znatno bolju
stabilnost uz sloZene bioloske ucinke: koncentracijski ovisnu citotoksi¢nost 1 genotoksi¢nost uz

moguce neuroprotektivne ucinke.

Kljuéne rijeci: nanocestice selena, nanocestice zlata, levodopa, nosaci lijekova, oksidativni

stres, toksi¢nost, protektivni ucinci, in vitro



SUMMARY

Background and aim

Nanomedicine exploits the unique properties of nanoparticles to improve diagnostics and
therapy. In Parkinson's disease (PD), characterised by dopaminergic neuron loss and complex
mechanisms with an emphasis on oxidative stress and mitochondrial dysfunction, levodopa
remains the most effective symptomatic therapy. Still, poor pharmacokinetics and motor
complications limit its long-term efficacy. Inorganic nanoparticles, especially gold (AuNP) and
selenium nanoparticles (SeNP), offer the possibility of targeted levodopa delivery and
controlled release, with potential intrinsic antioxidant and protective effects. Previous studies
have shown that AuNPs can transport drugs and modulate the redox state, while SeNPs, through
selenoproteins and direct scavenging, reduce oxidative stress in PD-relevant models. However,
safety, therapeutic window, and translatability depend on size, coating, dose, stability, and the
biological model used to evaluate their effects, which underscores the need to thoroughly assess
these parameters for each nanoparticle formulation. In this work, we evaluated the potential of
AuNP and SeNP as levodopa carriers by investigating their binding capacity, release profile,
and stability, followed by evaluation of toxicity and protective effects in dopaminergic-like cell

model.

Methods

AuNPs and SeNPs were synthesised in ultrapure water (UPW) via chemical reduction of
chloroauric acid (HAuCls) and sodium selenite, respectively. AuNPs were stabilised with
peptidoglycan monomer (PGM-AuNP) and 1-adamantylamine (Ad-AuNP), while SeNPs were
stabilized with polysorbate 20 (Tween-SeNP), and poly(vinyl)pyrrolidone (PVP-SeNP). The
primary size and shape of NPs were determined by transmission electron microscopy (TEM),
hydrodynamic diameter with dynamic light scattering (DLS), and { potential with
electrophoretic light scattering (ELS). Stability was assessed in complete cell culture medium
and in biorelevant media simulating gastric, intestinal, lysosomal and extracellular conditions.
Drug loading efficiency (DLE) was determined by incubating nanoparticles and levodopa in
UPW for 10, 30, and 120 min. Afterwards, unbound levodopa was separated by centrifugation,
quantified by UV-VIS spectrophotometry, and used to calculate the amount bound to the
nanoparticles. Levodopa release profiles from nanosuspensions were determined with the
dialysis bag method. The biological effects of NPs were evaluated in a cellular model of

dopaminergic neurons, which was obtained by differentiation of SH-SYSY cells using retinoic



acid and phorbol esters. The model was validated using quantitative polymerase chain reaction
(qPCR), immunofluorescence, and morphological observations. Cytotoxicity was determined
using the MTS assay, which was employed to construct viability curves. Doses below the 1Ca
were selected for subsequent experiments. Oxidative stress was analysed with
dichlorofluorescein-diacetate (DCFH2-DA) and dihydroethidium (DHE) fluorescent probes to
determine ROS production, monochlorobimane (mBCL) to measure levels of reduced
glutathione (GSH), and rhodamine 123 (Rh123) to evaluate the impact on mitochondrial
membrane potential (MMP). Flow cytometry was used to determine genotoxicity by detecting
double-strand breaks (DSBs) using the anti-yH2AX antibody. The cellular uptake and
distribution of nanoparticles were investigated using confocal reflectance microscopy and flow
cytometry. Finally, the neuroprotective potential against 6-OHDA-induced ROS production and
apoptosis was assessed using the previously mentioned tests DHE, mBCL, Rh123, and
Annexin V/PI assays.

Results

All NPs exhibited a spherical morphology, a negative  potential, and excellent stability in
complete cell culture medium, which was attributed to the formation of a protein corona. In
biologically relevant media, SeNPs demonstrated greater colloidal stability compared to
AuNPs, which quickly aggregated due to the absence of steric stabilisation. All tested NPs
demonstrated time and concentration-dependent DLE, but values varied significantly between
different nanoparticles types. PGM-AuNPs demonstrated the highest binding affinity, followed
by Ad-AuNPs, PVP-SeNPs and Tween-SeNPs. Despite efficient binding, the extended or
altered release profile was not achieved in any biorelevant media, which was attributed to either
low levodopa binding or to the instability of nanoparticles. Successful differentiation of SH-
SYSY cells was confirmed by increased expression of SLC6A3, D2R, TUBB3, and MAP-2
genes, as well as retained expression of TH gene. Along these lines, immunofluorescence
demonstrated an increase in the production of key dopaminergic protein markers. At the same
time, morphological analysis revealed an increase in the number and length of neurons, as well
as slower proliferation and reduced cell clustering. However, a slight rise in NES expression
and downregulation of VMAT2 emphasised shortcomings of the cellular model. The toxicity of
AuNPs and SeNPs was tested in this model using the MTS assay. AuNPs were safe and did not
affect cell survival across the applied concentration range. In contrast, SeNPs exhibited
concentration-dependent cytotoxicity, with Tween-SeNP being more toxic than PVP-SeNP.

Annexin V/PI assay was used to test concentrations below ICz0 and confirmed no significant



induction of cell death or apoptosis. All nanoparticles were internalised by SH-SYSY cells as
suggested by flow cytometry and evidenced by reflectance confocal microscopy. Uptake
efficiency was greater for PGM-AuNP compared to Ad-AuNP, and for Tween-SeNP compared
to PVP-SeNP. Oxidative stress assays demonstrated none of the nanoparticles induce oxidative
stress after short-term incubation (4h) and even protect cells against levodopa-induced ROS
formation. However, protective effect diminished after 24 hours of treatment and SeNPs
markedly increased ROS production. This increase did not cause significant cell death or
apoptosis, but rather activated an antioxidative defence, as evidenced by a dramatic rise in GSH
levels, which could suggest a hormetic response. The effects on MMP were minimal and not
statistically significant, which supports the idea of cellular adaptation to increased levels of
ROS. Genotoxicity analysis also showed differences between AuNP and SeNP. AuNPs did not
increase the number of YH2AX+ cells, while SeNPs demonstrated an apparent concentration-
dependent effect as the number of positive cells, for some SeNP concentration, surpassed the
levels measured in the positive control. This represented an undesirable effect that raises safety
concerns regarding their long-term safety and applicability as drug delivery systems. Protection
against 6-OHDA-induced oxidative stress and apoptosis was confirmed for SeNPs and
levodopa, but not for AuNPs. The protective activity is most likely related to cellular
preconditioning and hormetic upregulation of antioxidant mechanisms, as suggested by the
concurrent increase in GSH. Relative to levodopa, SeNPs offered higher protection, but

mixtures demonstrated the highest activity.

Conclusion

This study demonstrated that AuNPs and SeNPs interact very differently with dopaminergic-
like SH-SYSY cells. AuNPs demonstrated excellent biocompatibility and efficient binding of
levodopa; however, their use as nanocarriers is hindered by poor stability and a lack of
protective effects against 6-OHDA induced toxicity. On the other hand, SeNPs displayed greater
stability and potential protective effects, but their applicability is limited by concentration-
dependent toxicity and genotoxicity. Overall, none of the tested nanoparticles in their current

form can serve as effective nanocarriers of levodopa.

Keywords: selenium nanoparticles, gold nanoparticles, levodopa, drug carriers, oxidative

stress, toxicity, protective effects, in vitro
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1. UVOD

1.1.  Nanotehnologija i nanomedicina

Potencijal nanotehnologije i nanomaterijala joS je krajem pedesestih godina proslog
stolje¢a predvidio nobelovac Richard P. Feynman u znamenitom predavanju “There’s Plenty of
Room at the Bottom”. Tijekom narednih desetlje¢a nanometrijali su pronasli Siroku primjenu u
razli¢itim podruc¢jima ljudskog djelovanja (1). Prema definiciji Observatorija za nanometerijale
Europske Unije (engl. European Union observatory for nanomaterials, EUON), nanomaterijali
su prirodni, sluc¢ajno nastali ili proizvedeni materijali koji se sastoje od pojedinacnih Cestica,
agregata ili aglomerata, pri ¢emu najmanje 50 % njih ima barem jednu dimenziju u rasponu od
1 do 100 nm (2). Nanomaterijali imaju drugacija fizikalno-kemijska, opticka, mehanicka i
magnetska svojstva od rasutog (engl. bulk) materijala istog kemijskog sastava (3), a upravo se
na tim svojstvima razvilo novo interdisciplinarno podrucje nanomedicine, koje obuhvaca
primjenu nanotehnologije u dijagnostici, prevencijii lijecenju bolesti (4). Unutar nanomedicine,
nanofarmaceutici ili nanolijekovi (engl. nanopharaceutics) predstavljaju farmaceutske
pripravke temeljene na nanoCesticama, a razvijene u svrhu unaprijedena konvencionalnih

lijekova (5).

Uspjesna implementacija nanotehnologije u medicini zapocela je 1995. godine kada je
AmeriCka agencija za hranu 1 lijekove (engl. U.S. Food and Drug Administration, FDA)
odobrila prvi nanolijek, lipososomalni oblik doksorubicina (Doxil®), koji je znacajno
poboljsao vrijeme cirkulacije, smanjio toksi¢nost i omogucio selektivno nakupljanje lijeka u
tumoru (6). Noviji primjer koji naglaSava vaZnost nanotehnologije u suvremenoj medicini jest
primjena lipidnih nanocestica kao nosaca vrlo osjetljivih mRNA molekula u razvoju cjepiva
protiv bolesti COVID-19, ¢ime su sprijeceni milijuni smrtnih ishoda diljem svijeta (7). Nadalje,
nanocestice se primjenjuju 1 u dijagnostici pa se tako nanocestice Zeljezovog oksida koriste kao
kontrastno sredstvo u oslikavanju magnetskom rezonancijom (8). Konac¢no, potencijal
nanomedicine naglaSava c¢injenica kako je na globalnom trziStu odobreno viSe od 50
nanolijekova, dok se nekoliko stotina pripravaka temeljenih na nanotehnologiji nalazi u

razli¢itim fazama klinickih ispitivanja (9).

1.2.  Parkinsonova bolest

Parkinsonova bolest je progresivni neurodegenerativni poremecaj obiljezen selektivnim
gubitkom dopaminergi¢kih neurona (10). PreteZno pogada stariju populaciju, pri cemu

incidencija znacajno raste s dobi, a upravo je starija Zivotna dob najvec¢i ¢imbenik rizika za
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razvoj bolesti. Procjenjuje se kako viSe od 10 milijuna ljudi globalno boluje od Parkinsonove
bolesti. Invaliditet i smrtnost povezani s boles¢u dramati¢no su porasli posljednjih godina,
ponajprije zbog starenja svjetske populacije, Sto upucuje na to kako ¢e Parkinsonova bolest u

buducénosti imati joS veci utjecaj na javnozdravstvene sustave i drustvo u cjelini (11).

Parkinsonovu bolest definiraju propadanje dopaminergi¢nih neurona crne tvari (engl.
Substantia nigra) 1 unutarstani¢ne nakupine proteina sastavljene pretezno od a-sinukleina —
Lewyjeva tjelesca (12). Gubitak dopaminergickih neurona dovodi do nedostatak strijatalnog
dopamina, Sto uzrokuje simptome bolesti poput bradikinezije, ukocenosti i tremora (13). U
pozadini ovih promjena nalazi se nekoliko mehanizama, pri cemu oksidativni stres i oSte¢enje
funkcije mitohondrija igraju vodecu ulogu (14), s obzirom na to da su dopaminergic¢ki neuroni
vrlo osjetljivi na visoke razine oksidativnog stresa (15). Nadalje, oSteCenje ubikvitin-
proteasomskog sustava dovodi do nakupljanja toksi¢nih proteina (16), a javlja se i upala,

poremecaj u prometovanju kalcija te ekscitacijska toksi¢nost posredovana glutamatom (17,18).

Trenuta¢no ne postoji lijek za Parkinsonovu bolest, a dostupna terapija je iskljucivo
simptomatska. Levodopa, prekursor dopamina, najucinkovitija je terapija za motoricke
simptome, dok druge farmakoloske opcije ukljucuju agoniste dopamina, MAO-B inhibitore i

antikolinergike (19).

1.2.1. Levodopa

Dopamin ne prolazi krvno-mozdanu barijeru te njegova sistemska primjena nema terapijski
ucinak u Parkinsonovoj bolesti (20). Nasuprot tome, levodopa, neposredni metabolicki
prekursor dopamina, prelazi krvno-moZdanu barijeru putem LAT1 (engl. large neutral
aminoacid transporter), a zatim se dekarboksilira u dopamin djelovanjem dekraboksilaze
aromatskih amino kiselina (engl. Aromatic L-amino acid decarboxylase, AADC). Konacno,
nastali se dopamin pohranjuje u sinapticke vezikule djelovanjem vezikularnog monoaminskog
transportera 2 (21-23). Procjenjuje se da svega 1-3 % oralno primijenjene doze dospije u
mozak, dok se ostatak metabolizira periferno, prvenstveno dekarboksilacijom (24). Stoga se
levodopa uvijek primjenjuje u kombinaciji s inhibitorima njezina metabolizma, poput
karbidope ili benzerazida, koji znacCajno povecavaju razine levodope u mozgu i smanjuju

ucestalost 1 intenzitet nuspojava (25).

Unatoc visokoj u¢inkovitosti, primjena levodope dovodi do motorickih komplikacija poput
fluktuacija u terapijskom odgovoru ili levodopom inducirane diskinezije (26). Fluktuacije u

odgovoru na lijek ukljucuju reakcije gubitka uc¢inka (engl. wearing-off) ili akinezije na kraju
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dozirnog intervala (engl. end-of-dose akinesia) te fenomen prekidaca (engl. on-off
phenomenon) (27). Motoricke komplikacije se obi¢no javljaju nakon nekoliko godina primijene
levodope, a iako njihova etiologija nije u potpunosti jasna, postoje dokazi kako pulsirajuca
priroda dopaminergicke terapije doprinosi navedenim komplikacijama. Kako Parkinsonova
bolest napreduje, progresivno propadaju dopaminergicki neuroni te se smanjuje sposobnost
pohrane dopamina pa njegove razine u mozgu odrazavaju razine levodope u plazmi, $to dovodi
do pulsatilne stimulacije receptora 1 kona¢no do prilagodbe u dopaminskim receptorima i

signalnim putevima u mozgu (28,29).

Kako bi se ublazile motoricke komplikacije, razvijeni su oblici levodope s kontroliranim
oslobadanjem, no njihovi su u€inci u ublazavanju istih imali ograni€en ucinak. Veliki napredak
je postignut razvojem levodopa/karbidopa gela (Duodopa®) za intestinalnu primjenu, koji
omogucuje kontinuiranu dopaminergicku stimulaciju te smanjuje trajanje ,,off* razdoblja i
diskinezija, a produljuje trajanje ,,on* razdoblja. Medutim, rijec je o invazivnoj i skupoj metodi,

koja nije dostupna svim bolesnicima te zahtijeva njihovo redovito prac¢enje (30,31).

Izuzev motorickih komplikacija, potencijalna toksi¢nost levodope prema dopaminergickim
neuronima predstavlja dodatan problem i ve¢ je dugo predmet znanstvenih rasprava. Levodopa
1 dopamin podlozni su auto-oksidaciji, pri ¢emu nastaje niz reaktivnih spojeva i slobodnih
radikala koji mogu uzrokovati visoke razine oksidativnog stresa. Dopaminergicki neuroni crne
tvari osobito su osjetljivi na oksidativno oStecenje, a visoke razine Zeljeza u toj regiji mozga
mogu dodatno doprinijeti oksidativnom oSteCenju stanica (32,33). Prve in vitro studije jasno
su pokazale kako levodopa inducira oksidativni stres i dovodi do smrti neurona (34-37).
Medutim, takva su istraZivanja ¢esto provodena na nezrelim kulturama neurona, uz primjenu
visokih koncentracija levodope, u uvjetima atmosferskih razina kisika te bez prisutnosti
astrocita u kulturi (38). IstraZzivanja na organotipskim kulturama pokazala su kako levodopa
moze izazvati toksi¢nost i neovisno o oksidativnom stresu. Naime, u takvom je modelu
primjena levodope rezultirala je dugotrajnom stimulacijom D2 receptora, porastom
unutarstani¢nih razina kalcija te posljedicnom ekscitacijskom toksi¢noscu (39). Longitudinalna
studija pod nazivom ELLDOPA trebala je pruziti konaCan odgovor na pitanje toksi¢nosti
levodopa. Medutim, rezultati su bili kontradiktorni. Pacijenti lijeceni levodopom imali su manje
pogorsanje motoricke funkcije u usporedbi s placebom, $to upucuje na moguée simptomatske
ili ¢ak protektivne ucinke. Istodobno je slikovna analiza mozga otkrila izraZeniji pad biljega
nigrostrijatalne funkcije u skupini koja je primala levodopu, $to pak sugerira potencijalnu

toksicnost povezanu s primjenom ovog lijeka (40). Novije istrazivanje Hormanna i suradnika



predlozilo je i novi mehanizam toksi¢nosti, prema kojem levodopa narusava funkciju
mitohondrija, mitohondrijski membranski potencijal, proizvodnju ATP-a t¢ NAD/NADH

ravnotezu (41).

Sve navedeno upucuje na to da su ucinci levodope slozeni i jo§ uvijek nedovoljno
razjasnjeni te da postoji stvaran rizik od njezine toksicnosti. Stoga je, do pojave novih
terapijskih opcija, od velike vaznosti razvijati formulacije koje bi mogle umanjiti nedostatke
postojece terapije 1 istodobno pruziti potencijalne protektivne ucinke. U tom bi kontekstu
znacajnu ulogu mogla imati nanotehnologija, osobito nanolijekovi za dostavu levodope

temeljeni na anorganskim AuNP i SeNP.

1.3.  Nanolijekovi

Razvoj sustava za ciljanu i kontroliranu isporuku lijekova jedan je od temeljnih ciljeva
nanomedicine, a nanocestice pritom predstavljaju kljucan alat za njegovo ostvarivanje. Zbog
velike specifi¢ne povrSine one mogu vezati znatne koli¢ine lijeka, ¢ime se pospjesuje apsorpcija
1 bioraspolozivost, dok uklapanje u Suplju unutrasnjost nanocestica $titi lijek od razgradnje
(42,43). Pazljivom modifikacijom povrSine, primjerice vezanjem specifi¢nih liganada, moze se
posti¢i selektivna dostava i akumulacija lijeka u ciljnim stanicama i tkivima, $to smanjuje
toksi¢nost, a povecava ucinkovitost (44). U terapiji solidnih tumora, nanocestice se mogu
selektivno nakupljati u ciljnom tkivu zahvaljujuci u€¢inku poboljSane permeabilnosti i retencije
(engl. enhanced permeability and retention effect, EPR), (45). Nadalje, ciljana dostava lijekova
moze se upariti s kontroliranim otpusStanjem, ugradnjom elemenata osjetljivih na podrazaje.
Promjena pH, temperature ili primjena vanjskog magnetskog polja dovodi do pucanja
kovalentne veze i1 oslobadanja lijeka upravo na mjestu djelovanja (46). Osim u ciljanoj dostavi,
ligandi na povrSini nanocestica mogu pospjesiti prolazak lijekova kroz bioloSke barijere (47).
Uz to, nanocestice mogu posluziti 1 u dijagnosticke svrhe, a integracijom terapijskih 1

dijagnostickih svojstava u jedinstven sustav nastaju tzv. teranostici (engl. theranostics) (48).

Nanonosace, kao i nanocestice, mozemo podijeliti u dvije glavne skupine, organske i
anorganske. Organski nanonosaci temelje se na polimernim nanocesticama, liposomima,
micelama, dendrimerima te bioloSkim materijalima poput stanica, bakterija i virusa (49).
Upravo su liposomi jedni najviSe istraZzivanih nanocestica za dostavu lijekova, a ujedno su i
najzastupljeniji u klini¢koj primjeni (50). Njihova uspjeSnost proizlazi iz izvrsne

biokompatibilnosti, biorazgradivosti te sposobnosti transporta hidrofobnih 1 hidrofilnih



molekula. Medutim, liposomi pate od niske ucinkovitosti uklapanja lijekova, fizicke

nestabilnosti te podloznosti razgradnji i nekontroliranom otpustanju lijekova (51,52).

Nasuprot organskim nanocesticama, anorganski nanonosaci, napravljeni od metala ili
metalnih oksida, u pravilu su hidrofilniji i1 stabilniji u fizioloskim uvjetima, a pored toga
posjeduju i Sirok raspon magnetskih, optickih i katalitickih svojstava koja se mogu iskoristiti
za pripravu multifunkcionalnih nanosustava (53). Lako se funkcionaliziraju ligandima za
ciljanu dostavu ili za poboljsan prijenos kroz bioloske barijere, dok njihova velika specificna
povrsina omogucuje fizicku adsorpciju ili kovalentno vezanje znatne koli¢ine lijeka (54).
Glavni nedostatci ovih sustava odnose se na slabu biorazgradivost, akumulaciju, otezanu
eliminaciju 1 toksi¢nost (55,56). Funkcionalizacijom povrSine biokompatibilnim polimerima
mogucée je znacajno rizik od Stetnih ucinaka, a prilagodbom veli¢ine posti¢i ucinkovito

uklanjanje iz stanica i organizma (57,58).

Medu anorganskim nanocesticama, kao mogu¢i nosaci lijekova, osobito za
neurodegenerativnim bolestima, istiu se nanocestice zlata (AuNP). One se odlikuju dobrom
biokompatibilno$¢u, moguénoscu prilagodbe oblika i veli¢ine te jednostavnom povrSinskom
modifikacijom u svrhu funkcionalizacije ili vezanja lijekova (59). Takoder, korisne bi mogle

biti i nanocestice selena (SeNP) koje posjeduju protuupalna 1 antioksidativna svojstva (60,61).

1.3.1. Nanolijekovi temeljeni na naocesticama zlata i selena — naglasak na levodopi i

Parkinsonovoj bolesti

Kao §to je ve¢ spomenuto, zbog velike specificne povrSine AuNP mogu, fizickom
adsorpcijom ili konjugacijom, vezati veliku koli¢inu lijeka. Primjerice, Kim i suradnici razvili
su sfericne AuNP promjera oko 12 nm, obloZene hijaluronskom kiselinom, na koje je lijek
vezan fizickom adsorpcijom uz ucinkovitost uklapanja od priblizno 70 % (62). U drugoj studiji,
Marassi 1 suradnici su pazljivim optimiranjem svojstava AuNP postigli visoku ucinkovitost
uklapanja kurkumina, putem nekovalentnih interakcija, koja je iznosila gotovo 90 % (63).
Sli¢ni ucinci potvrdeni su i za AuNP koriStene u ovom radu. U prethodnom istrazivanju detaljno
je opisano kako AuNP, oblozene peptidoglikanskim monomerom (PGM-AuNP) i 1-
adamantilaminom (Ad-AuNP), ucinkovito stupaju u interakciju s levodopom i dopaminom

putem nekovalentnih veza (64).

Od velike vaznosti za primjenu u neurodegenerativnim bolestima je 1 sposobnost AuNP da
prodiru kroz krvno mozdanu barijeru bilo pasivno ili aktivno. Na primjer, in vitro studija na

sferioidima mozga sa Sest stani¢nih tipova pokazala je kako vrlo male AuNP (primarne veli¢ine



oko 2 nm) vrlo ulinkovito prolaze krvno-mozdanu barijeru i ulaze u sferoide, i to bez
naru$avanja integriteta same barijere (65). Sli¢no ponasSanje opisano je i u in vivo studiji na
Stakorima kojima su intraperitonealno primijenjene AuNP (1,3 nm) te su ve¢ nakon Sest sati
detektirane u hipokampusu, frontalnom korteksu, hipotalamusu i cerebelumu (64). Medutim,
pasivni je transport ograni¢en na vrlo male AuNP, ¢ija pojedinacna povrSina nije dovoljno
velika za uc¢inkovito vezanje lijekova. Transport vecih nanocestica zahtjeva dodavanje liganada,
koji su supstrati receptora na krvno-mozdanoj barijeri. Primjerice funkcionalizacija AuNP
glukozom omogucava ucinkovit prolazak krvno-mozdane barijere i dostavu lijekova u sredisnji
zivéani sustav (67). Takoder, Gonzalez-Carter i suradnici sintetizirali su AuNP obloZene
levodopom, te pokazali njihov u¢inkovit unos i nakupljanje u stanicama in vitro modela krvno-

mozdane barijere, bez znakova citotoksic¢nosti ili upalnih reakcija (68).

Osim §to mogu posluziti kao nosaci za ucinkovit prijenos lijekova u mozak, AuNP mogu
utjecati na redoks ravnotezu u stanicama oponasaju¢i enzimatsku aktivnost, odnosno djelujuéi
kao nanozimi (engl. nanozymes) (69). Primjerice, CNM-Au8® je eksperimentalni lijek
temeljen na kataliticki aktivnim nanokristalima zlata. U II. fazi klini¢kih ispitivanja pokazao je
sposobnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru te povoljno djelovanje na energetski
metabolizam mozga. Nakon 12 tjedana primjene =zabiljezeno je poveéanje omjera
NAD*/NADH za 10,4 % i normalizacija ATP homeostaze u bolesnika s Parkinsonovom boles¢u
1 multiplom sklerozom. Uz to, lijek je pokazao dobru podnosljivost te nisu prijavljeni ozbiljni

Stetni dogadaji (70,71).

Nadalje, nekoliko in vivo studija podupire u¢inkovitost AuNP u lijecenju Parkinsonove
bolesti. Silva Corneo i suradnici pokazali su terapijski potencijal AuNP u mi§jem modelu
bolesti. Primjena nanocestica dovela je do poboljSanja motoricke funkcije uz smanjenja
oksidativnog stresa i djelomi¢nu obnovu neurotrofnih ¢imbenika (BDNF), pri ¢emu nisu
zabiljezeni znakovi toksi¢nosti (72). U studiji Xue i1 suradnika, AuNP ublazile su oksidativni
stres u kulturi stanica, a u misSjem modelu Parkinsonove bolesti smanjile su upalu u
dopaminergickim neuronima i povecale razine strijatalnog dopmina uz posljedi¢no smanjenje

motorickih deficita (73).

AuNP su ostvarile odredene uspjehe 1 kao nosaci gena. U zanimljivom istrazivanju van
der Vyver 1 suradnici primijenili su AuNP za dostavu dvaju gena (4ADC 1 GCHI) u mozak
Stakora, kojima je parkinsonizam izazvan primjenom 6-hidroksidopamina (6-OHDA). Rezultati

su pokazali kako je doslo do uspjeSne integracije gena, pri ¢emu su lijeceni Stakori imali niZe



razine upale u mozgu uz smanjen broj aktiviranih imunosnih stanica te povecanu sintezu

dopamina (74).

Ukupno gledano, AuNP mogu istodobno sluziti kao nosaci lijekova i gena te pritom
ispoljavati intrinzi¢na neuroprotektivna svojstva. Osim §to poboljsavaju farmakokinetiku,

olakSavaju prijenos lijekova kroz bioloske barijere, uz minimalan rizik od toksi¢nosti.

S druge strane, SeNP nisu bile toliko istrazivane u kontekstu neurodegenerativnih
bolesti, ve¢ se njihova primjena prvenstveno razmatrala u lijeCenju malignih oboljenja (75).
Ipak, interes za njihovu primjenu u neurodegenerativnim poremecajima sve je izrazeniji,

ponajprije zbog snaznih antioksidativnih i protuupalnih ucinaka (76,77).

Selen je esencijalni mikronutrijent klju¢an za normalno funkcioniranje viSih
organizama, koji je u pocetku smatran toksi¢nim zbog opazenih Stetnih ucinaka na ljude
(78,79). Naknadno je utvrdeno kako selen igra klju¢nu ulogu u raznim bioloskim procesima,
Sto je potaknulo opsezna istrazivanja koja su dovela do otkri¢a brojnih funkcija (80,81). Selen
se prvenstveno ugraduje u selenoproteine kao aminokiselina selenocistein, a vecina
selenoproteina djeluju kao enzimi ukljuceni u redoks regulaciju. Deficijencija selena ima
nepovoljan u¢inak na klju¢ne klju¢ne antioksidativne sustave poput glutation peroksidaze
(GPx) i tioredoksin reduktaze, Sto moze dovesti do povecanih razina oksidativnog stresa (82).
U mozgu, GPx enzimi su medu najzastupljenijim selenoproteinima i igraju klju¢nu ulogu u
detoksikaciji vodikovog peroksida i lipidnih peroksida, ¢ime se ublaZavaju oksidativna
ostecenja (83). Promijenjene razine selena uocene su kod pacijenata s Parkinsonovom boles¢u
(82), a studije na zivotinjama pokazale su kako bi suplementacija selenom mogla povecati
razinu antioksidativnih enzima, smanjiti gubitak dopaminergickih neurona i poboljSati

motori¢ku funkciju u Zivotinjskim modelima bolesti (84,85).

SeNP iskoriStavaju povoljna svojstva konvencionalnih oblika selena uz smanjenu
toksi¢nost, a pri tome omogucuju dodatne funkcionalnosti poput ciljane dostave lijekova
(61,86). SeNP su pokazale neuroprotektivne u¢inke u modelima Alzheimerove i Parkinsonove
bolesti. Primjerice, Salarmoli i suradnici primijenili su biosintetizirane naocestice selena u
lije€enju Stakora kojim je izazvan parkinsonizam primjenom 6-OHDA. Tretman sa SeNP
smanjio je motoricki deficit i povecao aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, CAT, GPx)
(87). U drugoj studiji SeNP su koriStene za dostavu resveratrola u stanice i pojacavanje
njegovog ucinka. Resveratrolom funkcionalizirane nanocestice u¢inkovito su sprijecile bakrom

induciranu agregaciju AP42 monomera te pokazale izraZene antioksidativne ucinke, ¢ime su



zastitile PC12 stanice od apoptoze (88). Slicne je rezultate pokazala studija koju su proveli
Vicente-Zurdo i suradnici. Oni su primjenom SeNP oblozenih kitozanom uspjeli gotovo
poptuno inhibirati agregaciju AP4; monomera u kulturi stanica (89). U jo$ jednoj studiji na
modelu Alzheimerove bolesti, SeNP oblozene resverartrolom smanjile su lipidnu peroksidaciju,
povecale aktivnost katalaze i razine reduciranog glutationa (90). U studiji Zhao i suradnika,
SeNP su uspjesno sprijeCile 6-OHDA-om induciranu toksi¢nost u PC12 stanicama (91).
Konac¢no, Xu i suradnici razvili su oralno aktivne SeNP oblozene serumskim albuminom koje
su uspjesno prosle kroz krvno-mozdanu barijeru te su u MPTP (engl. 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine) modelu misa smanjili motoricke deficite i1 usporili gubtak

dopaminergickih neurona (92).

1.4. In vitro modeli Parkinsonove bolesti

Stani¢ni modeli vazan su alat za razumijevanje Parkinsonove bolesti i razvoj potencijalnih
lijekova. Velik broj stani¢nih kultura koristi se za istrazivanje Parkinsonove bolesti, pri ¢emu
su najceS¢i modeli imoratlizirane stani¢ne linije poput PC12 1 SH-SYS5Y (93,94). SH-SY5Y
stanice trostruko je klonirana stani¢na linija neuroblastoma izolirana iz koStane srzi
cetverogodisnje djevojcice (95). Jedna je od najcesce koriStenih stani¢nih linija u istrazivanju
Parkinsonove bolesti, a tu popularnost duguje humanom porijeklu, brzoj proliferaciji,
jednostavnom uzgoju, te sposobnosti diferencijacije u stanice sli¢ne neuronima i prikladnosti
za visoko-protocna ispitivanja lijekova (96-98). Upravo iz tih razlika smo ju 1 mi koristili u
ovom istrazivanju. SH-SY5Y stanic¢na linija primarno se sastoji od adherentnih stanica uz manji
udio suspenzijskih. Adherentne stanice podijeljene su u dva morfoloski razlicita tipa stanica:
N-tip (engl. neuronal) 1 S-tip (engl. schwann-like. N-tip stanica je dominantan i moze se

diferencirati dok stanice S-tipa uglavnom ne reagiraju na diferencijacijske protokole (98).

Stani¢na linija PC12, izvedena iz tumora nadbubrezne Zlijezde Stakora, moZe se
diferencirati faktorom Zziv€anog rasta (engl. nerve growth factor, NGF) u stanice sli¢ne
neuronima. Uslijed diferencijacije, ove stanice razvijaju neurite, postaju elektri¢ni podrazljive
1 oslobadaju neurotransmitore. Pokazuju dobar odogvor na klasi¢ne toksine za izazivanje
Parkinsonove bolesti, a brza prolifereacija ¢ini ih priklandima za visoko-proto¢na ispitivanja

lijekova (99).

Stani¢na linija LUHMES (engl. lund human mesencephalic), dobivena je iz mezencefalona

ljudskog fetusa. Nakon diferencijacije, ove stanice poprimaju obiljezja vrlo sli¢na
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dopaminergickim neuronima crne tvari: pokazuju spontanu elektricnu aktivnost, otpustaju
dopamin, eksprimiraju tipicne dopaminergicke biljege te razvijaju vrlo slozenu i razgranatu
mrezu neurita. Ove su stanice znatno osjetljivije na 6-OHDA 1 MPP+ te viSe se koriste za
proucavanje mehanizama bolesti, nego li za ispitivanje lijekova. Njihov je uzgoj kompleksniji

1 zahtjeva vecu paznju te veéu razinu strucnosti (100-102).

Jos slozeniji modeli od ovog ukljuuju primarne kulture neurona izolirane iz zivotinja te
organotipske kulture, dobivene nasadivanjem poprecnih presjeka zivotinjskog mozga. Primarne
kulture bolje oponaSaju morfologiju i fiziologiju neurona, ne proliferiraju, jako eksprimiraju
biljega neurona, daju pouzdanije rezultate te se prvenstveno koriste za otkrivanje mehanizama
bolesti. Medutim, uz njih se vezu eticki problemi, kratko zive u kulturi, zahtijevaju vrlo visoku
razinu strucnosti, daju heterogenu populaciju stanica, nisu pogodne za visoko-protocne studije

i nemaju ljudski genom (103,104).

Modeli koji najvjernije oponasaju in vivo uvjete jesu modeli dopaminergickih neurona
razvijeni pomocu induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica (induced pluripotent stem cells,
iPSC). Izolacijom somatskih stanica pacijenata i primjenom specifi¢nih protokola moguce je
reprogramirati ih u pluripotentne stanice, koje se zatim mogu diferencirati u zeljeni stani¢ni tip.
Takvi modeli odrazavaju gensku podlogu i1 patoloSke procese prisutne u stanicama oboljelih
osoba, §to im daje ogroman istrazivacki potencijal, a pritom ne otvaraju eticka pitanja povezana

s drugim vrstama mati¢nih stanica (105,106).

Najcesce koriSten pristup za izazivanje parkinsonizma u stani¢nim kulturama je primjena
kemikalija koje reporduciraju klju¢ne aspekte patofiziologije Parkinsonove bolesti (93). Jedan
od najces¢ih toksina je 6-OHDA, analog dopamina koji putem dopaminskog transportera ulazi
u dopaminergi¢ke neurone, prolazi kroz autooksidaciju, stvara ROS-ove, te potice lipidnu
peroksidaciju i inhibira kompleks I u lancu prijenosa elektrona. To naruSava energetsku
ravnotezu stanice, ostecuje mitohondrije i dovodi do apoptoze stanica (107—109). Drugi vrlo
Cesto koristen spoj, €ije je otkrice bilo sasvim slucajno, ali je odgovorno za ogroman napredak
u razumijevanju Parkinsonve bolesti, jest MPTP (110). Ovaj se spoj metabolizira djelovanjem
monoaminooksidaze u aktivni oblik MPP+ koji selektivno ulazi u dopaminergicke neurone
putem dopaminskog transportera gdje inhibira mitohondrijski kompleks I, Sto dovodi do
iscrpljivanja zaliha ATP-a, stvaranja ROS-ova, disfunkcije mitohondrija, autofagije i kona¢no
stani¢ne smrti 1 apoptoze. Parakvat je herbicid ¢ija je strukturna slicnost s MPTP-om uvelike

doprinijela popularnosti okolisne hipoteze Parkinsonove bolesti. Ovaj spoj prolazi kroz redoks



cikluse stvaraju¢i ROS-ove te inducira oksidativni stres i oStecenje mitohondrija (111).
Konac¢no insekticid rotenon, zbog svojih lipofilnih svojstava lako prolazi kroz krvno-mozdanu
barijeru i snazno inhibira kompleks I u lancu prijenosa elektrona. Kroni¢na izlozenost niskim
dozama reproducira mnoge znacajke Parkinsonove bolesti (PD), ukljucujuéi progresivnu

degeneraciju dopaminergic¢kih neurona i stvaranje inkluzija pozitivnih na a-sinuklein (112) .
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Razvoj nanotehnologije pruzio je nove moguénosti za unaprjedenje konvencionalnih
formulacija lijekova. U tom se kontekstu isti¢u nanocestice kao nosaci lijekova jer omoguéuju
ciljanu dostavu i kontrolirano oslobadanje, povecavaju topljivost i bioraspolozivost lijekova te
smanjuju njihovu toksi¢nost. AuNP su privukle paznju zbog svoje biokompatibilnosti,
stabilnosti, sposobnosti vezanja razli¢itih liganada, dok se SeNP isti¢u antioksidativnim i
protuupalnim svojstvima. U ovom istrazivanju cilj je ispitati potencijal AuNP i SeNP kao
nosaca levodope, Cija je terapijska primjena ograni¢ena nepovoljnim farmakokinetickim
profilom i razvojem motoric¢kih komplikacija. Ispitane su Cetiri vrste nanocCestica — PVP-SeNP,
Tween-SeNP, PGM-AuNP i Ad-AuNP — za koje je u prethodnim istrazivanjima odredena
priroda interakcija s levodopom. Kako bi se odredila njihova prikladnost kao nosac¢a levodope,
u ovom su doktorskom radu dodatno ispitani uspjesnost uklapanja levodope, profil oslobadanja
s nanocestica, unos nanocestica u stanice te njihova toksicnost i potencijalni neuroprotektivni

ucinak na in vitro modelu dopaminergickih neurona.

Osnovna hipoteza ovog rada jest da su AuNP i SeNP prikladne kao nosaci levodope te pokazuju

nisku toksic¢nost i1 protektivni ucinak na in vitro modelu dopaminergic¢kih neurona.

Glavni je cilj ovog rada procijeniti mogucénost primjene AuNP i SeNP kao nosaca levodope u

in vitro uvjetima.
Za postizanje glavnog cilja ovog rada, definirani su sljedeci specifi¢ni ciljevi:

1. Provesti karakterizaciju nanocestica i njihovih smjesa s levodopom.

2. Ispitati vezanje levodope za nanocestice te profil oslobadanja levodope s nanocestica.

3. Uspostaviti i1 karakterizirati in vitro model dopaminergickih neurona.

4. Ispitati unos nanocestica i njihovih smjesa s levodopom u stanice te procijeniti njihov
ucinak na prezivljenje 1 oksidativni stres u in vitro modelu dopaminergic¢kih neurona.

5. Ispitati protektivne uc¢inke nanocestica i njihovih smjesa s levodopom na in vitro modelu

dopaminergickih neurona.

Ovo istrazivanje pridonijet ¢e znanstvenim spoznajama o primjenjivosti AuNP i SeNP u razvoju
nanoformulacija levodope, temeljem podataka o vezanju 1 oslobadanju levodope s
nanopovrSine, o njihovoj toksiCnosti, utjecaju na oksidativni stres te potencijalnom

neuroprotektivnom djelovanju.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1.  Priprema otopina i suspenzija

Ishodne otopine (engl. stock solution) spojeva pripremljene su prema uputama proizvodaca
1 dostupnoj literaturi na nacin koji osigurava njihovu stabilnost 1 kakvocu. Ishodna otopina
levodope (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka) pripremana je uz soniciranje (zbog sporog
otapanja) kao 10 mM vodena otopina te je skladiStena u mraku, na 4 °C i iskoriStena unutar 5
dana. 6-OHDA (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka) je otapan u dimetilsulfoksidu (DMSO,
Kemika, Zagreb, Hrvatska) neposredno prije svakog eksperimenta i pripremljen kao 100 mM
otopina, razrijeden u sterilnoj vodi do radne koncentracije te iskoriSten unutar 20 minuta od
otapanja. tert-butil hidroperoksid (tBHP, Santa Cruz Biotechnology, Texas, SAD) kupljen je u
obliku 70 % (m/m) otopine te je za potrebe tretmana razrijeden u ultracistoj vodi. Fluorescentne
probe koriStene u eksperimentima oksidativnog stresa, pripravljene su u sljede¢im otapalima:
2°,7’-diklorodihidrofluorescein-diacetat (DCFH2-DA, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka) u
metanolu, monoklorobiman (mBCL, Sigma-aldrich, Darmstadt, Njemacka) i dihidroetidij
(DHE, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka) u DMSO-u, a rodamin 123 (Rh123, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Njemacka) u etanolu. Probe su pohranjene u alikvotama od 200 pL na -
80 °C 1 iskoriStene unutar dva mjeseca. Karbonil cijanid m-klorofenil hidrazon (CCCP, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Njemacka) otopljen je u DMSO-u 1 pohranjen na -20 °C. Suspenzije
nanocestica razrijedene su u sterilnoj, ultra¢istoj vodi do koncentracija od 3000 mg Au ili Se/L

1 skladiStene su u mraku na 4 °C. Sazeti prikaz koriStenih spojeva dostupan je u Tablica 1.

Radne otopine 1 suspenzije, koriStene za tretmane stanica, pripremane su sterilnoj
destiliranoj vodi kao 10x koncentrirane, te su do konacne koncentracije razrjedivane izravno u
jazicama. Za tretmane koji su ukljucivali smjese levodope i nanocestica, u jednoj epruveti
pripremljene su deset puta koncentrirane radne otopine, koje su inkubirane 30 minuta kako bi
se omogucilo vezanje levodope na povrsinu nanocestica (na temelju prethodno dobivenih
rezultata vezanja, Slika 2). Kona¢ne koncentracije nanocestica koriStene u stani¢nim
eksperimentima prikazane su u Tablica 2. Kona¢na koncentracija levodope u svim

eksperimentima bila je 50 umol/L.

Tablica 1. Priprema 1 uvjeti skladiStenja kemikalija, reagenasa i nanocestica.

Spoj Otapalo Koncentracija Uvjeti skladistenja
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Levodopa Destilirana voda 10 mM 4 °C, do 5 dana
6-OHDA DMSO 100 mM Svjeza priprema
tBHP Destilirana voda 70 % (m/m) 4 °C

DCFH>-DA  Metanol 5mM -80 °C, 2 mjeseca
mBCL DMSO 5mM -80 °C, 2 mjeseca
DHE DMSO 3,17 mM -80 °C, 2 mjeseca
Rh 123 Etanol 2,63 mM -80 °C, 2 mjeseca
CCCP DMSO -20 °C, 2 godine
SeNP Sterilna destilirana voda 3000 mg Se/L. 4°C

AuNP Sterilna destilirana voda 3000 mg Au/L 4°C

Tablica 2. Kona¢ne koncentracije nanocestica u stanicnim eksperimentima. Koncentracija

levodope u tretmanima koji su sadrzavali kombinaciju nanocestica i levodope, bila je 50 puM.

PGM- Ad-AuNP PVP-SeNP Tween-SeNP
AuNP (mg Au/L) (mg Se/L) (mg Se/L)
(mg Au/L)
MTS 100,0 100,0 64,0 64,0
50,0 50,0 32,0 32,0
25,0 25,0 16,0 16,0
12,5 12,5 8,0 8,0
6,3 6,3 4,0 4,0
3,1 3,1 2,0 2,0
1,6 1,6 1,0 1,0
proto¢na citometrija, 50,0 50,0 11,0 5,0
ostecenje DNA, 25,0 25,0 6,0 3,0
oksidativni stres, 10,0 10,0 3,0 1,0
MMP 1.0
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U svim tretmanima konacna koncentracija organskih otapala u jazicama (etanol, DMSO,
metanol i dr.) nije prelazila koncentraciju od 0,1 %. Kontrolne, netretirane stanice u svim su
eksperimentima sadrzavale jednaku koli¢inu sterilne destilirane vode kao i odgovarajuci

tretmani, kako bi se isklju¢io moguci utjecaj otapala na rezultate.

3.2.  Nanocestice

3.2.1. Sinteza nanocestica

AuNP i SeNP koriStene u ovom istrazivanju sintetizirane su na Institutu za medicinska

istrazivanja i medicinu rada te je njihova sinteza detaljnije opisana drugdje (64,113).

Ukratko, PGM-AuNP i Ad-AuNP sintetizirane su redukcijom tetraklorozlatne kiseline
(HAuCls x 3H20, Sigma Aldrich, Njemacka) primjenom natrijevog borohidrida (NaBHa, Alfa
Aesar, Njemacka) kao redukcijskog sredstva. U 6,5 mL ultraciste vode dodana je 10 mM
otopina HAuCls x 3H20 te 0,67 mM otopina 1-adamantilamin hidroklorida (Ad, Sigma-
Aldrich, Njemacka) ili 0,12 mM otopina peptidoglikanskog monomera (PGM, Pliva, Hrvatska).
Potom je, uz snazno mijesanje, dodano 0,5 mL 15 mM NaBH.. Promjena boje otopine iz
blijedozute u tamnocrvenu oznacila je nastanak nanocestica. MijeSanje je zatim nastavljeno na
sobnoj temperaturi tijekom 90 minuta za Ad-AuNP ili 20 minuta za PGM-AuNP. Nakon
zavrSetka reakcije, nanocestice su procis¢ene centrifugiranjem pri 8.000 x g tijekom 10 minuta
(Megafuge ST4R Plus, Thermo Scientific, Waltham, SAD). Supernatant je uklonjen, a talog
ponovno suspendiran u ultracistoj vodi. Postupak procis¢avanja ukupno je ponovljen dvaput, a

konacna suspenzija pohranjena je u hladnjaku pri 4 °C.

SeNP oblozene polivinilpirolidonom (PVP-SeNP) sintetizirane su redukcijom natrijevog
selenita (Sigma-Aldrich, Njemacka) pomocu L-askorbinske kiseline (Alfa Aesar, Njemacka).
U 23,37 mL ultraciste vode dodana su 3 mL 1 %-tne (m/m) vodene otopine polivinilpirolidona
(PVP, Merck, Njemacka). Dobivena otopina mijeSana je pri 500 rpm-a tijekom 15 minuta,
nakon ¢ega je uz stalno mijesanje kap po kap dodano 3,3 mL 100 mM L-askorbinske kiseline 1
0,33 mL 0,1 M natrijevog selenita. Tijekom dodavanja natrijevog selenita boja otopine
postupno se promijenila iz prozirne u crvenu, §to je ukazivalo na nastanak nanocestica. Otopina
je dodatno mijeSana 20 minuta, a zatim centrifugirana pri 13.700 % g tijekom 15 minuta na
Megafuge ST4R Plus centrifugi. Supernatant je uklonjen, a talog ponovno suspendiran u
ultracistoj vodi. Postupak proc¢iS¢avanja ponovljen je dvaput, a kona¢na suspenzija pohranjena

u hladnjaku pri 4 °C.
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SeNP oblozene polisrobatom 20 (Tween-SeNP) pripremljene su na sli¢an nacin: 1,74 mL
otopine natrijevog selenita 0,1 M koncentracije dodano je u 90 mL ultraciste vode, a zatim je,
uz stalno mijesanje, kap po kap, dodano ukupno 10 mL 56,7 mM otopine L-askorbinske
kiseline. Nakon svakog dodatka 2 mL otopine L-askorbinske kiseline, u smjesu je dodano po
10 uL. Tweena (Sigma Aldrich, Njemacka). Reakcija je trajala 20 minuta, tijekom ¢ega se boja
otopine promijenila iz prozirne u crvenkastu, $to je ukazivalo na nastanak nanocestica. Nakon
zavrsetka reakcije, Tween-SeNP su centrifugirane na 19 800 x g tijekom 10 minuta minuta na
Megafuge ST4R Plus centrifugi. Supernatant je uklonjen, a talog ponovno suspendiran u
ultracistoj vodi. Postupak procis¢avanja ponovljen je dvaput, a konacna suspenzija pohranjena

u hladnjaku pri 4 °C.

3.2.2. Karakterizacija nanocestica

Koncentracija zlata u suspenziji odredena je metodom atomske apsorpcijske spektroskopije
(engl. Atomic absorption spectrometry, AAS) na uredaju Perkin Elmer Analyst 600 (Perkin
Elmer, Shelton, USA). Kalibracijska krivulja izradena je primjenom standardne otopine zlata
(1000 mg/L, Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) u 5 % (v/v) duSi¢noj kiselini. Koncentracija
zlata u uzorku izraCunata je prema jednadZzbi kalibracijske krivulje te je primjenom faktor

razrjedenja odredena ukupna koncentracija zlata u AuNP suspenziji.

Koncentracija selena u SeNP suspenziji odredena je metodom induktivno-spregnute plazme
s tandemskom spektrometrijom masa (engl. inductively coupled plasma — tandem mass
spectrometry, ICP-MS/MS) na uredaju Agilent 8900 ICP-QQQ (Agilent Technologies, Santa
Clara, USD). SeNP suspenzija je najprije razrijedena 10° puta u ultradistoj vodi, a zatim dodatno
razrijedena 10 puta u vodenoj otopini koja je sadrzavala 1 % (v/v) dusSi¢ne kiseline (HNO3,
Merck, Darmstadt, Njemacka) 1 3 pg/L germanija (Ge) kao unutarnjeg standarda (PlasmaCal
SCP Science, Kanada). Za izradu kalibracijske krivulje koristen je Certipur® ICP standard
selena (1 g/L, Merck, Darmstadt, Germany). Koncentracija selena u uzorku izraCunata je prema
jednadzbi kalibracijske krivulje te je primjenom faktora razrjedenja odredena ukupna
koncentracija selena u SeNP suspenziji. To¢nost analize potvrdena je primjenom referentnog
materijala za odredivanje elemenata u tragovima u vodi (SRM 1643f, National Institute of
Standards & Technology, Gaithersburg, USA). Za pripremu 1 razrjedivanje uzoraka koristene
su ultraCista voda i duSicna kiselina prociS¢ena destilacijom 65 % (m/m) duSicne kiseline

pomoc¢u SubPUR destilacijskog sustava (Milestone, Sorisole, Italija).
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Primarni promjer (drem) i oblik AuNP i SeNP odredeni su pomocu transmisijske elektronske
mikroskopije (engl. transmission electron microscopy, TEM) kako je opisano drugdje (64,113).
Ukratko, suspenzije nanocestica razrijedene su u ultracistoj vodi do konacne koncentracija
metala od 10 mg/L, te je 5 pL takve suspenzije naneseno na bakrene mrezice oblozene
Formvar® polimerom (SPI Supplies, West Chester, USA). Nakon suSenja na zraku, uzorci su
snimljeni TEM-om (Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Germany) pri naponu od 80 kV. Za svaku
vrstu nanocestica, analizirano je najmanje 100 pojedinacnih nanocestica u programu Imagel
(National Institute of Health, Bethesda, Maryland, SAD), a rezultat je izrazen kao srednja

vrijednost.

Hidrodinamicki promjer (du) i raspodjela veli¢ina nanocestica odredeni su metodom
dinamickog rasprSenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS), dok je zeta ({) potencijal
odreden metodom elektroforetskog rasprSenja svjetlosti (od engl. electrophoretic light
scattering, ELS). Oba mjerenja provedena su na uredaju, Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Malvern, UK), pri sobnoj temperaturi, primjenom laserskog snopa zelene
svjetlosti (532 nm). Nanocestice su najprije su dobro promijesane radi postizanja homogene
suspenzije, razrijedene u ultracistoj vodi do konacne koncentracije metala od 10 mg/L te je 1
mL razrijedene suspenzije prenesen automatskom pipetom u jednokratnu plasticnu kivetu
(Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka). Hidrodinamicki promjer odreden je iz raspodjele po
intenzitetu 1 izrazen kao srednja vrijednost Sest uzastopnih mjerenja. Po zavrSetku DLS analize,
uzorak je prenesen u kivete za ELS mjerenja (Malvern Instruments, Malvern, UK) te je
izraCunat prema Henryjevoj jednadZzbi uz Smoluchowski aproksimaciju i prikazan kao srednja

vrijednost Sest uzastopnih mjerenja.

3.2.3. Ucinkovitost vezanja levodope za povrsinu nanocestica

Kapacitet vezanja levodope ispitan je inkubacijom nanocestica sa svjeze pripremljenom
otopinom levodope (500 uM) u ultracistoj vodi. Inkubacija je provedena na sobnoj temperaturi,
u mraku i uz stalno mijeSanje kako bi se omogucilo vezanje levodope za povrSinu nanocestica.
Takav postupak pripreme nanonosaca Cest je za male hidrofilne molekule poput levodope jer je
jednostavan, brz, odvija se pri normalnim uvjetima i omogucava jednostavno oslobadanje
vezanog lijeka (114). Kona¢ne koncentracije nanocestica u uzorcima bile su: 500, 250 1 100 mg
Au/L za AuNP, 110, 60, 30, 10 mg Se/L za PVP-SeNP te 50, 30 1 10 mg Se/L za Tween-SeNP.

Vezanje je ispitano nakon 10, 30 1 120 minuta.
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Po zavrsetku inkubacije, nevezana levodopa odvojena je ultrafiltracijom pomo¢u Amicon®
Ultra-2 filtera s grani¢nom veli¢inom od 2 kDa (Merck, Darmstadt, Njemacka). Uzorci su
centrifugirani pri 3500 x g tijekom 15 minuta na MegaFuge SRT4 Plus centrifugi, nakon ¢ega
je sakupljen ultrafiltrat koji je sadrzavao nevezanu levodopu. Koncentracija levodope u
ultrafiltratu odredena je UV-Vis spektrofotometrijom na uredaju Cary 3500 UV-Vis (Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD) pri valnoj duljini od 280 nm, u kvarcnoj kiveti duljine
optickog puta 10 mm. Za svaki eksperiment izradena je zasebna kalibracijska krivulja levodope

u ultracistoj vodi.

Koli¢ina vezane levodope izrazena je kao u¢inkovitost uklapanja lijeka i izracunata je prema
sljedecoj jednadzbi:
ukupna kolic¢ina levodope - koli¢ina slobodne levodope

04H)= 8
UUL (%) ukupna koli¢ina levodope 0

3.2.4. Stabilnost smjesa nanocestica i levodope u bioloSki relevantnim medijima

Stabilnost nanocestica u bioloski relevantnim medijima ispitana je DLS-om na uredaju
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK), kako je ranije ve¢ opisano. Kao
eksperimentalno relevantni sustavi odabrani su: fizioloska otopina puferirana fosfatnim
puferom (engl. phosphate-buffered saline, PBS), umjetna lizosomalna tekuc¢ina (engl. artificial
lysosomal fluid, ALF), umjetna zeluCana tekucina (engl. artificial gastric fluid, AGF) i umjetna
intestinalna tekucina (engl. artificial intestinal fluid, AIF). Sastav pojedinih medija i njihove
pH vrijednosti prikazani su u Tablica 3. PBS je kupljen od tvrtke Sigma-Aldrich (Darmstadt,
Njemacka), recept za ALF preuzet je iz rada Midander et al. (115), dok su AGF 1 AIF
napravljene prema uputama Farmakopeje. Svi mediji sterilno su filtrirani kako bi se uklonile

sitne Cestice koje bi mogle utjecati na DLS analizu.

Navedeni mediji su odabrani kako bi simulirali fizioloske uvjete kojima su nanocestice
potencijalno izlozene u tijelu: AGF 1 AIF predstavljaju uvjete prolaska kroz gastrointestinalni
trakt nakon oralne primjene, ALF lizosomalne uvjete nakon unosa nanocestica u stanice, dok
PBS sluzi kao model izvanstani¢nog okruZenja. Ispitivanje stabilnosti u ovim medijima
omogucuje bolju interpretaciju rezultata otpusStanja levodope s povrSine nanocestica, buduci da

stabilnost nanocestica utjece na kinetiku otpustanja 1 dostupnost lijeka. U navedenim sustavima
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nisu kori$teni proteini jer je cilj bio procijeniti iskljucivo utjecaj ionske jakosti i pH na stabilnost

nanocestica te osigurati nesmetanu kvantifikaciju levodope spektroskopskim metodama.

Tablica 3. Sastav i pH bioloski relevantnih medija koriStenih u ispitivanju stabilnosti

nanocestica 1 odredivanju profila oslobadanja levodope.

Medij pH Sastav (koncentracija)

AGF 2,0 NaCl (34,2 mM)
NaCl (3,210 g/L)
NaOH (6,000 g/L)
citratna kiselina (20,800 g/L)
CaCl; (0,097 g/L)
NaH2PO4 x 7H20 (0,179 g/L)
Na2S04 (0,039 g/L)

ALF 4,5 MgCl, x H20 (0,106 g/L)
glicin (0,059 g/L)
natrijev citrat dihidrat (0,077 g/L)
natrijev tartarat dihidrat (0,090 g/L)
natrijev laktat (0,085 g/L)
natrijev piruvat (0,086 g/L)
formaldehid (1,000 mL/L)

AIF 6,8 KH>PO4 (6,800 g)

PBS 7,4 NacCl (8,000 g)
KCl (0,200 g)

Na;HPO4 (1,440 g)
KH2PO4 (0, 240 g)

Ispitivanja su provedena pri 37 °C 1 konaénim koncentracijama nanocestica od 500 mg Au/L

za AuNP, 110 mg Se/L za PVP-SeNP i 50 mg Se/L za Tween-SeNP. Ove su koncentracije

odabrane jer je za njih utvrden najve¢i postotak vezanja levodope (Slika 2). Konacna

koncentracija levodope u svim je uzorcima bila 500 pM. Sve su suspenzije pripremljene u

obliku 10 puta koncentriranih radnih otopina, inkubirane 30 minuta na sobnoj temperaturi uz

mijeSanje kako bi se omogucilo vezanje levodope te razrijedene do konac¢nih koncentracija u 2

mL odgovaraju¢eg medija. Tako pripremljene suspenzije inkubirane su na 37 °C u mraku, uz
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neprekidno mijesanje. Za svaku vremensku tocku pripremljen je poseban uzorak, a vremenske
tocke odredivanja stabilnosti bile su sljedece: 0 i 3 sata za AGF, 0 i 6 sati za AIF, 0, 3, 6 1 24h
za PBS 1 AIF. Rezultati su prikazani graficki pri cemu svaka tocka predstavlja srednju vrijednost

6 uzastopnih mjerenja hidrodinamickog promjera.

3.2.5. Invitro ispitivanja oslobadanje levodope s povrsine nanocestica

Oslobadanje levodope s povrSine nanocCestica ispitano je metodom dijalize, Cesto
upotrebljavanom metodom za odredivanje in vitro kinetike oslobadanja lijeka iz
nanoformulacija (116—-120). Ova metoda omogucuje odvajanje slobodne frakcije lijeka od one
vezane za nanoCestice kroz polupropusnu membranu. Studija je provedena u bioloski
relevantnim medijima prikazanim u Tablica 3. Navedeni su mediji odabrani kako bi oponasali
prolazak nanocCestica kroz gastrointestinalni sustav (SGF, SIF), unutarstani¢no (SLF) i

izvanstani¢no okruzenje (PBS).

U ovoj studiji koriStene su dijalizacijske membrane veli¢ine pora 12 — 14 kDA (Medicell
Membranes, London, UK). Membrane su prethodno inkubirane u ultracistoj vodi tijekom 60
minuta radi uklanjanja glicerola, a potom su temeljito isprane i kratko inkubirane u

odgovaraju¢em mediju prije upotrebe.

Suspenzije nanocestica homogenizirane su vrtloZnim mijeSanjem, a potom su pripremljene
smjese nanocestica i levodope u obliku 10x koncentriranih suspenzija: 500 mg Au/L za AuNP,
110 mg Se/L za PVP-SeNP i1 50 mg Se/L za Tween-SeNP, uz dodatak 500 pM levodope. Smjese
su inkubirane 30 minuta na sobnoj temperaturi, u mraku i1 uz stalno mijeSanje, kako bi se
omogucilo vezanje levodope. Odabrane koncentracije 1 vrijeme inkubacije temeljeni su na
eksperimentima vezanja levodope za povrSinu nanocestica (Slika 2), pri ¢emu su navedeni

uvjeti rezultirali najve¢im stupnjem vezanja levodope za nanocestice.

Nakon inkubacije, 2 mL smjese preneseno je u dijalizacijske membrane koje su zatvorene
magnetskim kvacicama i uronjene u 40 mL prethodno zagrijanog medija (37 °C), uz mijesanje
magnetskom mijeSalicom brzinom od 100 rpm-a. Primjenom 20x ve¢eg volumena receptorskog
medija postignuti su uvjeti osigurane topljivosti. To je nuzno kako bi dobiveni profil
oslobadanja lijeka bio iskljucivo posljedica otpustanja lijeka s povrSine nanocestica te difuzije

kroz pore membranu.
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U unaprijed odredenim vremenskim tockama (Tablica 4) uzimano je po 5 mL medija izvan
membrane te je isti volumen nadomjesten svjezim medijem zagrijanim na 37 °C kako bi se
odrzali uvjeti osigurane topljivosti (engl. sink conditions). Budu¢i da intenzitet fluorescencije
levodope u AGF-u nije bio dovoljan za njezinu kvantifikaciju, koncentracija levodope u
alikvotima AGF-a odredena je UV-Vis spektrofotometrijom (A = 280 nm), dok je u ostalim

medijima koriStena fluorescencijska spektroskopija (Ex/Em = 278/318 nm).

Tablica 4. Vremena uzorkovanja medija u eksperimentima oslobadanja levodope s povrsine

nanocestica.
Medij Vremena uzorkovanja (min)
AGF 0, 5, 15, 30, 60, 120, 180
AIF 0, 5, 15, 30, 60, 120, 240, 360
SLF 0, 5, 15, 30, 60, 120, 240, 480
ALF 0, 5, 15, 30, 60, 120, 240, 480

Sva mjerenja su provedena na uredaju SpectraMax ID3 (Molecular Devices, California,
SAD). Koli¢ina levodope izraCunata je iz jednadzbi kalibracijskih krivulja (Error! Reference
source not found.), pri cemu je nova kalibracijska krivulja pripremljena za svaki medij 1 za
svaki eksperiment. Kao kontrola koriStena je otopina levodope u istoj koncentraciji 1 identi¢énim
uvjetima, ali bez nanocCestica. Rezultati su prikazani kao kumulativno oslobadanje levodope
(%) u odnosu na ukupnu koli¢inu levodope u sustavu. Eksperimenti su provedeni u dva

neovisna ponavljanja.

3.3.  Staniéna kultura

3.3.1. Uzgoj, odrZavanje i diferencijacija stanicne linije SH-SY5Y

SH-SYS5Y stanice (ECACC, Salisbury, UK) uzgajane su u kompletnom stani¢nom mediju,
koji se sastojao od bazalnog DMEM/F12 medija uz dodatak 10 % (v/v) fetalnog govedeg
seruma (FBS, engl. fetal bovine serum), 1 % (v/v) penicilina 1 streptomicina, 1 % (v/v) L-
glutamina 1 % (v/v) neesencijalnih aminokiselina. Svi sastojci kompletnog medija kupljeni su
od tvrtke Sigma Aldrich (Darmstadt, Njemacka). Stanice su uzgajane u T-75 flasku za kulturu
stanica (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka) u inkubatoru Heracell™ VIOS 160i (Thermo
Scientific, Waltham, SAD), pri 37 °C, u vlaznoj atmosferi s 5 % CO.. Medij je obnavljan svakih
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3 — 4 dana, a stanice su uzgajane do postizanja konfluentnosti od 70 — 80 %, nakon cega su

presadene u novi flask ili nasadene u plo€ice za eksperimente.

Tijekom postupka presadivanja ili nasadivanja stanica, suspenzijske stanice su
centrifugirane i sjedinjene s adherentnim stanicama koje su prethodno odvojene pomocu 0,25
% otopine tripsina s EDTA (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka), a brojanje stanica
provedeno je na TC20 brojacu stanica (Bio-Rad, Hercules, SAD) . U svim eksperimentima

korisStene su stanice izmedu 5. 1 15. pasaze.

3.3.2. Uspostava i karakterizacija in vitro modela dopaminergickih neurona

Diferencijacija SH-SYSY stanica u dopaminergicki fenotip provedena je prema prethodno
opisanom protokolu (97). Stanice su nasadene u plocice i ostavljene preko noc¢i kako bi se
zalijepile na podlogu. Sljede¢i je dan u jaZice dodan stani¢ni medij s 10 pM retinoi¢nom
kiselinom te su stanice inkubirane u navedenom mediju tijekom 72 sata. Retinoi¢na kiselina
skladistena je na -80 °C, a svi postupci s istom provedeni su uz minimalno izlaganje svjetlu i
sobnoj temperaturi kako bi se sprijecila njezina razgradnja (121). Nakon tri dana, medij je
uklonjen, stanice su isprane PBS-om te inkubirane 72 sata u mediju s 80 nM forbol 12-miristat-
13-acetatom (engl. phorbol-12-myristate-13-acetate, PMA) (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Njemacka). Po zavrSetku diferencijacije, stanice su isprane PBS-om, a zatim im je dodan svjezi
stani¢ni medij, nakon ¢ega su bile spremne za provedbu eksperimenta. U svim eksperimentima
koristene su diferencirane stanice, dok su i diferencirane i nediferencirane stanice koriStene u

eksperimentima validacije modela dopaminergickih neurona.

3.3.2.1.  Imunofluorescencija

Imunofluorescencija je koriStena za procjenu razlika u ekspresiji biljega dopaminergickih
neurona izmedu diferenciranih i1 nediferenciranih SH-SYSY stanica. Stanice su nasadene na
sterilna pokrovna stakalca, u dvije plocice s 12 jazica (Eppendorf, Njemacka), u 900 pL
kompletnog stani¢nog medija, pri gustoéi od 12.500 stanica/cm? i potom su ostavljene preko
no¢i u inkubatoru kako bi se stanice zalijepile za podlogu. Sljede¢i je dan, u jednoj plocici,
pokrenuta diferencijacija prema gore opisanom protokolu, dok je druga plocica sluzila kao
kontrola — stanice su tretirane su na isti nac¢in, ali je umjesto diferencijacijskog medija koristen

kompletni stani¢ni medij.

Po zavrsetku diferencijacije, stanice su fiksirane u 4 % (m/m) otopini paraformaldehida (Sigma
Aldrich, Darmstadt, Njemacka) tijekom 15 minuta. Potom je fiksativ uklonjen, stanice su

isprane dvaput PBS-om 1 inkubirane u puferu za permeabilizaciju (Tablica 5) tijekom 10
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minuta. Stanice su zatim isprane dvaput PBS-om i inkubirane 90 minuta u puferu za blokiranje

(Tablica 5) pri 37 °C i 5 % CO-, nakon ¢ega su u jazice dodane otopine primarnih protutijela

(Tablica 6) pripremljenih u puferu za bojanje (Tablica 5). Uzorci s primarnim protutijelom

inkubirani su preko no¢i na 4 °C.

Tablica 5. Sastav i specifikacije pufera koriStenih u postupku za imunofluorescenciju

Reagens Koncentracija (%, v/v)

Namjena

pufer za permeabilizaciju 0,25 % Triton X-100 u PBS-u

permeabilizacija stanica

N 10% FBS + 0,1 % Tween-20 u
pufer za blokiranje

blokiranje nespecificnog

PBS-u vezanja
pufer za ispiranje 0,1% Tween-20+2 % FBSu ispiranje nakon inkubacije
protutijela PBS-u protutijelom
. 9 + 9 - . 4 . ..
pufer za bojanje IEI;)S-iBS 0,1% Tween-20 u razrjedivanje protutijela

Sljede¢i dan, primarno protutijelo je uklonjeno, a stanice su triput isprane puferom za ispiranje

te su inkubirane 2 sata na 37 °C, u mraku, s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima (Tablica

6):

e zaTH, VMAT2 i D2R uzorke kori$teno je magarece protutijelo za zecji IgG obiljezeno

fluorescentnom bojom Alexa Fluor® 647

e za [-tubulin uzorak koriSteno je kozje protutijelo za mi§ji IgG obiljeZeno

fluorescentnom bojom

e za DAT wuzorak koriSteno je kozje protutijelo za Stakorski IgG obiljezeno

fluorescentnom bojom Alexa Fluor® 555

Tablica 6. Popis protutijela koriStenih u postupku za imunofluorescenciju

Ciljni protein  Razr./Konc.

Kat. broj

Proizvodac Fluorofor

Primarna protutijela

anti-TH tirozin hidroksilaza  1:1000 AB152 Chemicon, SAD -

anti-DAT dopaminski 1:5000 MAB369 Chemicon, SAD -
transporter

anti-D2R dopaminski Spg/mL  ABS5084P  Abcam, SAD -

receptor tipa 2
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vezikularni Sioma Aldrich
anti-VMAT?2 monoaminski 1:100 V9104 gma-Aldrich, 3

transporter 2 Njemacka
anti-B-tubulin ~ B-tubulin 1:200  Taop6  Sigma-Aldrich,
Njemacka
Sekundarna protutijela
s
e IgG 2 ug/mL ab150075 Abcam, UK Fluor®
uzgojeno u 647
magarcu
e
SIS IgG 2pug/mL abl50158 Abcam, UK Fluor®
uzgojeno u
. 555
kozi
J1 78 IgG 2pug/mL  abl50113 Abcam, UK Fluor®
uzgojeno u 488
kozi

Nakon inkubacije sa sekundarnim protutijelima, stakalca su isprana triput puferom za ispiranje,
a jezgre stanica su obojane Hoechst 33258 bojom (10 pg/mL, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Njemacka) tijekom 10 minuta. Konacno, stakalca su isprana PBS-om, uklopljena u
Fluoroshield® mediju (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka) na predmetnim stakalcima, te
zabrtvljena prozirnim lakom kako bi se pokrovna stakalca ucvrstila te sprijecilo isuSivanje

uzoraka, koji su pohranjeni na -20 °C do snimanja.

Kontrole bez primarnih protutijela (NPC, engl. no primary control) 1 kontrole
autofluorescencije (AFC, engl. autofluorescence control) pripremljene su istim postupkom, uz
izostavljanje primarnog, odnosno oba protutijela. Mikroskopske slike snimljene su na

konfokalnom mikroskopu Leica TCS SP8 X (Leica Microsystems, Njemacka).

3.3.2.2.  Kvantitativna lancana reakcija polimeraze (qPCR)

Analiza ekspresije dopaminergi¢kih i1 neuronskih biljega izmedu diferenciranih i
nediferenciranih stanica provedena je pomocu kvantitativne lanc¢ane reakcije (engl. quantitative
polymerase chain reaction, qPCR). Ukupna ribonukleinska kiselina (engl. fotal ribonucleic
acid, RNA) izolirana je iz 500.000 diferenciranih i 500.000 nediferenciranih stanica pomoc¢u

kompleta reagensa Aurum™ Total RNA (kat. Broj: 7326820, Bio-Rad, Hercules, SAD), u
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skladu s uputama proizvodaca. Ukratko, iz jazica je uklonjen medij, stanice su isprane PBS-om
te inkubirane u otopini tripsin-EDTA tijekom 5 minuta. Nakon §to su se stanice odlijepile, dodan
je kompletni medij i izmjerena je koncentracija stanica. Potom je u epruvetu od 2 mL prenesena
koli¢ina suspenzije koja sadrzava 500.000 stanica. Suspenzija je potom razrijedena do 2 mL sa
stani¢énim medijem i podvrgnuta centrifugiranju na 500 g tijekom 10 min na Megafuge ST4R
Plus centrifugi. Po zavrSetku centrifugiranja, medij je uklonjen, stanice isprane PBS-om te je u
svaku epruvetu dodano 350 uL pufera za liziranje stanica (engl. lysis buffer). Nakon §to su
stanice lizirane, dodano je 350 puL 70 % (v/v) etanola pripremljenog iz apsolutnog etanola
visoke Cistoce (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka) i ultraciste vode tretirane 0,1 % (v/v)
dietilpirokarbonatom (u svrhu inaktivacije nukleaza). Sadrzaj svake epruvete temeljito je
izmijeSan kako bi se dobili homogeni uzorci koji su potom automatskom pipetom preneseni u
kolone za izolaciju RNA (engl. spin-columns). Kolone su centrifugirane u Megafuge ST4R Plus
centrifugi na 12.000g tijekom 60 sekundi. Filtrat je uklonjen, a u kolonu je dodano 700 pL
otopine za ispiranje niske ionske jakosti (engl. low stringency wash solution), nakon cega je
kolona ponovo centrifugirana pri istim uvjetima. Filtrat je ponovno uklonjen, a na membranu
je dodano 80 pL svjeze pripremljene otopine DNaze I. Nakon inkubacije u trajanju od 15
minuta, u kolonu je dodano 700 pL otopine za ispiranje visoke ionske jakosti (engl. high
stringency wash solution) te je kolona ponovno centrifugirana pri gore navedenim uvjetima.
Kolona je zatim isprana otopinom niske ionske jakosti i prenesena u PCR epruvetu s ¢epom
(Eppendorf, Njemacka). U kolonu je dodano 40 pL otopine za eluaciju RNA (engl. elution
solution) 1 nakon inkubacije od 2 minute, ukupna RNA je eluirana s kolone na 12.000g tijekom
2 minute. Konacno, uzet je alikvot ukupne RNA od 5 pL za analizu kvalitete, a ostatak je
pohranjen na -80 °C te preveden u komplementarnu DNA (cDNA engl. complementary DNA)

unutar 2 tjedna. Eksperiment je proveden u tri neovisna ponavljanja.

Koncentracija 1 Cistoca izolirane RNA procijenjene su pomocu spektrofotometra NanoDrop
8000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD). Vrijednosti apsorbancija, omjeri 260/280 i
260/230 te koncentracije RNA prikazani su Tablica P1, a apsorpcijski spektar na Slika P2.

Izolirana RNA prevedena je u cDNA prema uputama iz kompleta reagensa iScript™
Reverse Transcription Supermix (kat. broj 1708841, Bio-Rad, Hercules, SAD). Ukratko, u
0,5 mL epruvetama pripremljena je 20 pL reakcijska smjesa koja se sastojala od 14 pL vode
bez nukleaza, 4 pL 5x koncentrirane iScript reakcijske smjese 1 2 pL ukupne RNA. Kontrola
bez reverzne tranksriptaze (NRT kontrola, engl. no reverse transcriptase control) pripremljena

je na isti naCin samo je iScript reakcijska smjesa zamijenjena NRT-Control reakcijskom
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smjesom (sadrZi sve sastojke reakcijske smjese osim reverzne transkriptaze). Reakcija reverzne
transkrpicije provedena je na uredaju Eppendorf ThermoMixer C (Eppendorf, Njemacka) pri
sljede¢im uvjetima: 5 minuta na 20 °C, 25 minuta na 46 °C, 1 minuta na 95 °C. Epruvete s
cDNA ohladene su do 4 °C, kratko centrifugirane i pohranjene na —20 °C te iskoriStene unutar

mjesec dana.

Reakcije amplifikacije cDNA provedene su pomoc¢u kompleta reagensa iTaq™ Universal
SYBR® Green Supermix (kat. broj 1725120, Bio-Rad, Hercules, SAD) na uredaju Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, SAD). Reakcijske smjese
pripremljene su u PCR ploc¢icama s 96 jazica (Eppendorf, Njemacka). Izvorna cDNA je
razrijedena 20 puta vodom bez nukleaza i na dno svake jazice dodano je 5 puL tako razrijedene
cDNA uz 15 pL reakcijske smjese koja je sadrzavala SYBR Green Supermix reakcijsku smjesu,
pripadaju¢e pocetnice (Metabion, Njemacka) i vodu bez nukleaza. PloCice su zabrtvljene
ljepljivom folijom i kratko centrifugirane kako bi se uklonili mjehuri¢i zraka i reakcijska smjesa

spustila na dno jazice. Program temperaturnog ciklusa postavljen je kako slijedi:
o faza 1 — denaturacija pri 95 °C tijekom 10 minuta

e faza 2 1 3 — 40 ciklusa: denaturacija pri 95°C tijekom 15 sekundi pracena

amplifikacijom na 60 °C tijekom 60 sekundi

o faza 4 — disocijacijska faza (krivulja taljenja), 95 °C tijekom 15 sekundi, 60 °C tijekom
60 sekundi, 95 °C tijekom 15 sekundi

Ciklus kvantifikacije (engl. quantification cycle, Cq) odreden je automatski pomocu softvera
7500 System SDS Software (Applied Biosystems, Massachusetts, SAD). Prije analize genske
ekspresije, provedena je optimizacija koncentracije svih pocetnica. Standardna krivulja
napravljena je za svaki par pocetnica u nekoliko koncentracija te je iz nagiba pravca izraCunata

ucinkovitost umnazanja (E) prema jednadzbi:

1
E (%) = (10_nagib pravca — 1) x 100

Za potrebe izrade standardne krivulje, izvorne cDNA razrijedene su 5 puta (proizvoljna
koncentracija - 10%), alikvoti iz svih uzoraka su pomijesani 1:1, a zatim su iz navedene smjese
napravljena desetorostruka serijska razrijedena cDNA (od 10° do 10'). Za analizu genske
ekspresije koriStene su koncentracije pocetnica ¢ija je uc¢inkovitost umnaZzanja bila u rasponu

od 90 do 110 % uz R* > 0,98. Sljedovi pocetnica dostupni su u Tablica P2, standardne krivulje
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pocetnica prikazane su na Slika P3, a koncentracije uzvodnih (engl. forward) i nizvodnih (engl.

reverse) pocetnica te uc¢inkovitosti umnazanja u Tablica P3.

Relativna ekspresija gena izracunata je u odnosu na referentne gen GAPDH 1 ACTB, metodom
geometrijskog uprosjecivanja (122). Eksperiment je proveden u tri neovisna ponavljanja, svako

u tehnickim triplikatima.

3.4.  Ispitivanje preZivljenja stanica i pokretanja apoptoze

Utjecaj nanocestica, levodope, njihovih smjesa te testnih kemikalija na diferencirane SH-
SYSY stanice procijenjen je dvjema komplementarnim metodama. MTS test koriSten je za
odredivanje prezivljenja stanica u Sirokom rasponu koncentracija te za izracun ICso 1 ICz
vrijednosti. Aneksin V/propidij jodid (P1, engl. propidium iodide) test proveden je protonom
citometrijom kako bi odredili utjecaj koncentracija < 2o na prezivljenje stanica i pokretanje

apoptoze na in vitro modelu dopaminergickih neurona.

3.4.1. Ispitivanje utjecaja na prezivljenje stanica MTS testom
MTS test jedan je od najcesce koriStenih metoda za ispitivanje prezivljenja stanica i temelji
se na pretvorbi tetrazolijeve soli u smede obojani formazan pri ¢emu je apsorbanacija nastalog

produkta na 490 nm izravno proporcionalna broju metabolicki aktivnih stanica (123).

SH-SYSY stanice nasadene su u prozirne plocice s 96 jaZica (Eppendorf, Njemacka) u 100
uL stani¢nog medija pri gustoéi od 12.500 stanica/cm? te su preko noéi pohranjene u inkubator
kako bi se zalijepile za podlogu. Sljede¢i je dan pokrenuta diferencijacija prema ranije
opisanom protokolu. Nakon diferencijacije, stanice su isprane PBS-om, a u jazice je dodan
svjezi stani¢ni medij (180 puL u jaZice namijenjene tretmanu najve¢om koncentracijom i 100 pL

u ostale jaZice).

Radne otopine (10x koncentrirane vodene otopine najvece ispitivane koncentracije)
pripremljene su iz ishodnih otopina, neposredno prije tretmana. U jaZice s 180 pL medija
dodano je 20 pL radne otopine, a zatim su napravljena dvostruka serijska razrjedenja
prijenosom 100 pL iz jaZice u jaZicu viSekanalnom automatskom pipetom. Ispitivani raspon
koncentracija iznosio je 1,6 — 100,0 mg Au/L za AuNP, 1,0 — 64,0 mg Se/L za SeNP, 31,0 —
1000,0 uM za levodopu, 3,1-100,0 uM za tBHP te 25,0 — 100,0 uM za 6-OHDA. U smjesama
levodope 1 nanocestica, koncentracija levodopa uvijek je bila 50 uM. Kao pozitivna kontrola
koristena je 10 % (v/v) otopina DMSO-a, dok su netretirane stanice sluZile kao negativna

kontrola. Jazice bez stanica, uz dodatak medija 1 reagensa, koristene su kao slijepa proba.
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Nakon 24-satne inkubacije uklonjen je medij i stanice su dvaaput isprane PBS-om te je u
svaku jazicu dodano 100 pL svjezeg stani¢nog medija. MTS test proveden je pomoc¢u kompleta
reagensa CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (kat. Broj: G5440,
Promega, Madison, SAD) prema uputama proizvodaca. Ukratko, MTS reagens (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolija) i fenazin-
metosulfat (PMS, engl. phenazine methosulfate) pomijesani su u omjeru 20:1 i 20 pL te otopine
dodano je u svaku jazicu (ukljucujuéi i sljijepu probu). PloCice su inkubirane 2 sata na 37 °C i
5 % CO2 nakon ¢ega je izmjerena apsorbancija na 490 nm pomocu ¢itata mikroploca Victor 3

(Perkin Elmer, Waltham, SAD).

3.4.2. Ispitivanje pokretanje apoptoze metodom protocne citometrije

Utjecaj tretmana na preZzivljenje 1 pokretanje apoptoze ispitan je protocnom citometrijom
uz primjenu aneksina V obiljezenog fluorescein-izotiocijanatom (FITC) i propidij jodida (PI).
Aneksin V se veze za fosfatidilserin, koji se u zdravim stanicama nalazi na unutarnjoj strani
plazmatske membrane, dok se tijekom apoptoze translocira na njezinu vanjsku povrsinu.
Propidij jodid ulazi u stanice s oSte¢enom membranom 1 veze se za DNA, $to omogucuje
razlikovanje zivih, apoptoti¢nih i mrtvih stanica. Na temelju kombinacije fluorescentnih signala
razlikuju se Cetiri populacije: zive (aneksin V/PI"), rano apoptoticne (aneksin V*/PI"), kasno

apoptoti¢ne (aneksin V*/PI*) i nekroti¢ne stanice (aneksin V7/PI*) (124).

Za potrebe ovog eksperimenta, SH-SYSY stanice nasadene su u prozirne plocice s 12 jaZica
(Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka) u 900 uL stani¢nog medija pri gustoéi od 20.000 stanica/cm?
1 ostavljene preko no¢i u inkubatoru kako bi se zalijepile za podlogu. Sljedeci je dan pokrenuta
diferencijacija, prema ve¢ opisanom protokolu, a po zavrSetku iste, stanice su isprane PBS-om
te je u jazice dodano 900 pL stani¢nog medija. Neposredno prije tretmana napravljene su radne
otopine (10x koncentrirane vodene otopine) te je po 100 pL takve otopine dodanu u
odgovarajuce jaZice. Stanice su tretirane suspenzijama nanocestica kao i smjesama nanocestica
1 levodope. Kona¢ne koncentracije tretmana prikazane su u Tablica 2. Netretirane stanice
posluZile su kao negativna kontrola, 1 pM staurosporin (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka)
za pokretanje apoptoze u eksperimentu kompenzacije, a stanice inkubirane 10 min na 70 °C za

izazivanje stanicne smrti.

Ispitivanje prezivljenja stanica i pokretanja apoptoze provedena je kompletom reagensa
Annexin V-FITC Kit (kat. broj 130-092-052, Milteny, Bergisch Gladbach, Njemacka), prema

uputama proizvodaca. Ukratko, nakon 24-satne inkubacije, supernatanti su prikupljeni u
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odgovarajuc¢e epruvete, jazice su isprane s 200 pL PBS-a, koji je potom spojen s veé
prikupljenim supernatantima. Zatim je u svaku jazicu dodano 200 pL otopine tripsin-EDTA te
su stanice inkubirane 5 minuta na 37 °C 1 5 % CO.. Nakon §to su se stanice odlijepile, u svaku
je jazicu dodano 400 uL kompletnog kompletnog stani¢nog medija, sadrzaj je promijesan
automatskom pipetom i prenesen u odgovarajuée epruvete koje su potom centrifugirane 6
minuta na 800 g na centrifugi MegaFuge SRT Plus. Supernatant je potom uklonjen, a stanice
su ponovno suspendirane u 1 mL pufera za vezanje (engl. binding buffer) i centrifugirane na pri
istim uvjetima. Supernatant je uklonjen, a stanice ponovno suspendirane u 100 uL pufera za
vezanje uz dodatak 10 puL aneksin V-FITC reagensa te inkubirane 15 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku. Nakon inkubacije, dodano je 800 pL pufera za vezanje i uzorci su ponovno
centrifugirani, a supernatant uklonjen. Stanice su ponovno suspendirane u 100 puL pufera za
vezanje te obojene s 5 uL propidij jodida tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku.
Nakon bojenja, dodano je 800 uL pufera za vezanje, uzorci su centrifugirani, supernatant
uklonjen, a stanice ponovno suspendirane u 400 pL pufera za vezanje. Analiza je provedena na
uredaju Cytoflex SRT (Beckman Coulter, Brea, SAD). Fluorescencija boje FITC pobudena je
laserom valne duljine 488 nm 1 detektirana na detektoru s emisijskim filtrom 525/40, dok je
fluorescencija propidij jodida pobudena zuto-zelenim laserom valne duljine 561 nm te
zabiljezena na detektoru sa emisijskim filtrom 585/42. Dobiveni rezultati analizirani su u

racunalnom programu CytExpert.

3.5.  Ispitivanje stanicnog unosa i lokalizacije nanocestica

Unos nanocestica u diferencirane SH-SYSY stanice procijenjen je na temelju podataka
dobivenih proto¢nom citometrijom tijekom eksperimenta apoptoze i stani¢nog preZivljenja.
Buduci da se u tim analizama istodobno mjeri i1 postranic¢no rasprsenje svjetlosti laserske zrake
(side scatter light, SSC), SSC intenzitet koriSten je kao pokazatelj unosa nanocestica. Kako je
SSC proporcionalan unutarstani¢noj zrnatosti, a metalne nanocestice povecavaju zrnatost
stanica, usporedbom medijana SSC intenziteta tretiranih i1 netretiranih (kontrolnih) stanica

odreden je njithov relativni unos u stanice (125-127).

Budu¢i da ovom metodom nije moguce razlikovati unos nanocestica od adsorpcije na
staniénu membranu (128,129), provedena je i1 konfokalna mikroskopija. Zahvaljujuci
reflektiraju¢im svojstvima SeNP 1 AuNP, analiza na konfokalnom mikroskopu omogucila je

kvalitativnu potvrdu njihova unosa u stanice (130).
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Kao sto je ve¢ spmenuto, lokalizacija AuNP i SeNP u diferenciranim SH-SYS5Y stanicama
provedena je konfokalnom mikroskopijom. Stanice su nasadene na sterilna pokrovna stakalca
u plogicu s 12 jazica (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka) pri gustoéi od 10.000 stanica/cm? i
diferencirane prema prethodno opisanom postupku. Nakon diferencijacije stanice su tretirane
suspenzijama Ad-AuNP-ai PGM-AuNP-a (10 mg Au/L) te Tween-SeNP-a i PVP-SeNP-a (1
mg Se/L). Kao S§to je ve¢ opisano, tretmani su pripremljeni kao 10 puta koncentrirane
suspenzije u sterilnoj vodi i do konacne koncentracije razrijedene izravno u jazicama u
kompletnom stanicnom mediju. Nakon 24 sata, tretmani su uklonjeni, a stanice isprane dvaput
PBS-om kako bi se uklonile nanocestice koje su ostale slobodne u mediju. Stanice su potom
fiksirane u 4 % (m/m) otopini paraformaldeihda tijekom 10 minuta, isprane dva puta PBS-om
1 inkubirane u puferu za permeabilizaciju (Tablica 5) tijekom 15 minuta. Stanice su isprane
dvaput PBS-om 1 inkubirane u puferu za blokiranje (Tablica 5) tijekom 90 minuta na 25 °C.
Nakon toga stanice su ponovno isprane PBS-om i inkubirane preko no¢i na 4 °C s misjim
monoklonskim primarnim protutijelom protiv B-tubulina (Tablica 6). Sljede¢i su dan stanice
triput isprane PBS-om i inkubirane sa sekundarnim protutijelom AlexaFluor® 488 protiv
miSjeg IgG-a (Tablica 6) tijekom 2 sata na 37 °C. Potom su obojene faloidinom (Phalloidin-
FITC, 1 pg/mL; Sigma-Aldrich, Njemacka) tijekom 20 minuta, isprane PBS-om i inkubirane
u boji Hoechst 33258 bojom (10 pg/mL) tijekom 10 minuta. Nakon ispiranja PBS-om,
pokrovna stakalca su uklopljena u Fluoroshieldu® mediju na predmetnim stakalcima,
zabrtvljena prozirnim lakom i1 pohranjena na —20 °C. Snimanje je provedeno na konfokalnom
mikroskopu Leica TCS SP8 X (Leica Microsystems, Njemacka). Napravljene su serije
fotografija duz z-osi (engl. Z-stack) kako bi se potvrdila lokalizacija nanocCestica unutar stanica,
a ne na povrsini pokrovnog stakalca ili membrane stanica. Fotografije snimljene na odvojenim

kanalima spojene su u programu ImageJ (University of Wisconsin, Wisconsin, SAD).

3.6.  Ispitivanje utjecaja na indukciju oksidativnog stresa i mitohondrijski membranski

potencija i

Za procjenu utjecaja nanocestica, levodope te njihovih kombinacija na indukciju
oksidativnog stresa i mitohondrijski membranski potencijal (MMP), koriStene su Cetiri
fluorescentne probe: 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (DCFH>-DA) za kvantifikaciju
vodikovog peroksida (H202) (131) , dihidroetidij (DHE) za kvantifikaciju superoksidnog
aniona (O2¢") (132), monoklorobiman (mBCL) za odredivanje unutarstanicnog reduciranog

glutationa (GSH) (133) te rodamin 123 (Rh123) za procjenu mitohondrijskog membranskog
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potencijala (134). Za sve eksperimente stanice su nasadene u plocice s 96 jazica (Thermo
Scientific, Waltham, SAD) pri gusto¢i od 12.500 stanica/cm?. Za mBCL, DCFH2-DA i DHE
koriStene su potpuno crne plocice, a za Rh123 crne ploCice s optickim dnom. Nakon
nasadivanja, plo€ice su inkubirane preko no¢i (37 °C, 5 % CO-) radi prianjanja stanica za
podlogu, a potom je provedena diferencijacija kako je prethodno opisano. Nakon
diferencijacije, stanice su isprane PBS-om te je u svaku jazicu dodano 90 uL kompletnog

stani¢nog medija.

Nanocestice, kombinacije nanocestica s levodopom i sama levodopa pripremljene su 30
minuta prije tretiranja stanica (kako bi omogucili vezanje levodope za nanocestice) kao 10x
koncentrirane vodene otopine i potom dodali 10 puL radne otopine u odgovarajuce jaZice,
nakon Cega su stanice inkubirane tijekom 4 i 24 sata. Konac¢ne koncentracije u jaZicama
prikazane su u Tablica 2. Kao pozitivna kontrola u svim eksperimentima koristen je 20 uM
tBHP, a netretirane stanice sluzile su kao negativna kontrola. U eksperimentu Rh123 dodatno
je koristen 1 CCCP kao pokazatelj depolariazacije mitohondrija. Slijepa proba (jaZice bez
stanica uz dodatak fluorescentne probe) koriStena je u svim eksperimentima, izuzev Rh123 i

oduzeta od izmjerenih vrijednosti prije normalizacije.

Nakon 4, odnosno 24 sata inkubacije, stanice su triput isprane PBS-om te je u svaku jazicu
dodano 100 pL odgovarajuée fluorescentne probe razrijedene u PBS-u (koji je sadrzavao Ca®"
i Mg?"). Kona¢ne koncentracije iznosile su: Rh123 0,05 uM, mBCL 70 uM, DCFH2-DA 20
uM 1 DHE 30 uM. U svrhu smanjenja razgradnje 1 oksidacije fluorescentnih proba, ishodne
otopine pripremljene su neposredno prije dodavanja u jazice te je cjelokupni postupak
proveden u mraku. Nakon dodavanja proba, plo€ice su inkubirane 40 minuta (37 °C, 5 % CO.,
u mraku), a zatim je izmjerena fluorescencija na ¢itacu mikrotitarskih plocica Victor3 (Perkin
Elmer, Waltham, SAD). U eksperimentu Rh123 mjerenje je provedeno odozdo (engl. bottom
read), a u ostalim eksperimentima odozgo (engl. top read). Svaki test proveden je u tri neovisna

eksperimenta, svaki u tehni¢kim triplikatima.
3.7.  Ostecenje DNA

Ostec¢enje DNA nakon tretmana ispitano je primjenom protutijela specifi¢nog za YH2AX,
fosforilirani oblik histona H2AX, koji nastaje unutar nekoliko sekundi od dvolancanog loma
DNA. Fosforilirani H2AX sudjeluje u regrutiranju i vezanju proteina odgovornih za detekciju

1 popravak ovakvih oStecenja. Akumulacija YH2AX na mjestu loma S$iri se i do nekoliko
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desetaka tisu¢a baza s obje strane oSteenja, stvarajuci jasno vidljiva ZariSta koja se mogu
detektirati imunofluorescencijom ili protocnom citometrijom. Takva se zariSta smatraju

specificnim biljezima dvolan¢anih lomova DNA (135,136).

SH-SYS5Y stanice su nasadene u prozirne plocice s 12 jazica (Sarstedt, Niimbrecht,
Njemacka) pri gustoéi od 12.500 stanica/cm? te su plocice ostavljene preko noéi u inkubatoru
kako bi se stanice zalijepile za podlogu. Sljede¢i je dan pokrenuta diferencijacija prema veé
opisanom protokolu. Po zavrSetku diferencijacije, stanice su tretirane nanocesticama,
levodopom, te smjesom nanocestica i levodope. Konac¢ne koncentracije u stanicama prikazane
su u Tablica 2. 0,5 uM doksorubicin (Pliva, Zagreb, Hrvatska) koriSten je kao pozitivna

kontrola, dok su netretirane stanice bile negativna kontrola.

Nakon 24-satne inkubacije, supernatanti su prikupljeni u odgovarajuée epruvete, jazice su
isprane s 200 pL PBS-a, koji je potom spojen s ve¢ prikupljenim supernatantima. Zatim je u
svaku jazicu dodano 200 pL otopine tripsin-EDTA te su stanice inkubirane 5 minuta na 37 °C
15 % CO.. Nakon §to su se stanice odlijepile s podloge, u svaku je jaZicu dodano 400 pL
kompletnog kompletnog stanicnog medija, sadrzaj promijeSan automatskom pipetom i
prenesen u odgovarajuce epruvete koje su potom centrifugirane 6 minuta na 800 g na
MegaFuge STR4 centrifugi. Supernatant je uklonjen, a stanice su suspendirane u 300 pL pufera
za bojenje, koji je sadrzavao 1 % (m/m) govedeg albumina (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Njemacka) i 2mM EDTA (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka) u PBS-u. Stanice su ponovno
centrifugirane 6 minuta na 800 g, supernatant je uklonjen i stanice su fiksirane dodatkom 400
uL 4 % (m/m) PFA uz inkubaciju 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon ponovnog
centrifugiranja pri ve¢ opisanim uvjetima, supernatant je odbacen i svaki je uzorak inkubiran u
500 pL pufera za permeabilizaciju (Tablica 5) tijekom 10 minuta na 25 °C. Nakon
centrifugiranja, supernatant je uklonjen, stanice su ponovno suspendirane u 100 pL pufera za
bojanje, nakon ¢ega je u svaki uzorak dodano 5 pL  Alexa Fluor 647 anti-yH2AX protutijela
(BD Biosciences, Franklin Lakes, SAD). Uzorci su inkubirani 60 minuta u mraku na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije, u svaki uzorak dodano je 800 uL pufera za bojenje, uzorci su
centrifugirani 6 minuta na 800 g i supernatant je uklonjen. Konacno, stanice su suspendirane u

300 uL pufera za bojanje, a uzorci su pohranjeni preko no¢i na 4 °C.

Tako pripremljene stanice analizirane su na proto¢nom citometru Attune NxT (Thermo
Scientific, Waltham, SAD). Za pobudivanje boje Alexa Fluor 647 koriSten je crveni laser valne

duljine 638nm, a emitirana fluorescencija zabiljeZena je na detektoru s emisijskim filterom
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670/14. Sirovi podaci analizirani su u programu FlowJo (FlowJo LLC, SAD). Eksperiment je

proveden u dva bioloska ponavljanja, svaki u tehnickim duplikatima.

3.8.  Ispitivanje protektivnih ucinaka nanocestica primjenom 6-hidroksidopamina

Ispitivanje potencijalnih protektivnih u¢inaka nanocestica provedeno je na istom stanicnom
modelu kao 1 eksperimenti toksi¢nosti uz primjenu 6-OHDA kao neurotoksina za modeliranje
Parkinsonove bolesti. Ovaj je toksin koriSten jer, kao Sto je ve¢ opisano, reproducira neke od

kljucnih patoloskih procesa Parkinsonove bolesti.

3.8.1. Protocna citometrija

SH-SYS5Y stanice nasadene su u prozirne ploCice s 12 jazica (Sarstedt, Niimbrecht,
Njemacka) pri gusto¢i od 12.500 stanica/cm?. Nakon inkubacije preko no¢ina 37 °C1i5 % CO-
provedena je diferencijacija prema prethodno opisanom protokolu. Po zavrsetku diferencijacije,
stanice su isprane PBS-om, a u svaku jaZicu dodano je 900 pL kompletnog stani¢énog medija.
Tretmani nanocestica, levodope i njihovih kombinacija pripremljeni su 30 minuta prije
dodavanja u jaZice, kao 10x koncentrirane vodene otopine. U svaku jaZicu dodano je 100 pL
pripremljenog tretmana. Tretmani su izvedeni u duplikatu, pri ¢emu je ploca podijeljena na dva
simetri¢na dijela (lijevi i desni), s identi¢nim tretmanima. Kona¢ne koncentracije koriStene u

eksperimentu prikazane su u Tablica 2. Plo¢ice su inkubirane 16 sati na 37 °C 15 % CO:..

Nakon inkubacije, stanice su triput isprane PBS-om te je u jaZice dodano 900 pL
kompletnog stani¢nog medija. Otopina 6-OHDA pripremljena je neposredno prije uporabe kao
10x koncentrirana vodena otopina. U lijevi dio plocice dodano je 100 pL ultraciste vode, a u
desni dio 100 pL radne otopine 6-OHDA, ¢ime je u jazicama postignuta konac¢na koncentracija
od 56,3 umol/L, §to odgovara ICso vrijednosti izraCunatoj na temelju MTS testa. Negativnu
kontrolu ¢inile su netretirane stanice (uz dodatak ve¢ spomenute vode). Nakon 24-satne
inkubacije proveden je Annexin V-FITC/PI test (Miltenyi Biotec, Njemacka) prema ranije

opisanom postupku. Provedena su tri neovisna eksperimenta, svaki u tehni¢kim duplikatima.

3.8.2. Oksidativni stres i mitohondrijski membranski potencijal

SH-SYSY stanice nasadene su u crne plocice s 96 jazica pri gusto¢i od 12.500
stanica/cm?. Nakon inkubacije preko no¢i (37 °C, 5 % CO-) radi prianjanja stanica na podlogu,
provedena je diferencijacija prema ranije opisanom protokolu. Stanice su potom isprane PBS-

om, a u svaku jazicu dodano je 90 uL kompletnog stani¢nog medija. Tretmani su pripremljeni
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1 dodani na isti nacin kao u eksperimentu protoc¢ne citometrije — ploca je podijeljena na dva
simetri¢na dijela s identi¢nim tretmanima, a priprema radnih otopina provedena je na isti nacin.

Nakon dodavanja tretmana, ploce su inkubirane 16 sati na 37 °C 15 % COe..

Po zavrsetku inkubacije, tretmani su uklonjeni, stanice su triput isprane PBS-om, a u jazice
je dodano 90 pL svjezeg kompletnog medija. Otopina 6-OHDA pripremljena je prema gore
opisanom postupku kao 10x koncentrirana otopina u ultra¢istoj vodi. U lijevu stranu ploce
dodano je 10 pL ultraciste vode, a u desnu 10 pL radne otopine 6-OHDA, ¢ime je postignuta
40 umol/L koncentracija 6-OHDA u jazicama, §to je ispod ICzo vrijednosti odredene na temelju
MTS testa. Nakon Cetverosatne inkubacije tretman je uklonjen, a provedeni su DHE, Rh123 i
mBCL testovi prema ranije opisanom protokolu. Eksperiment je proveden u dva neovisna

ponavljanja, svaki u tehni¢kim triplikatima.

3.9. Statisticka obrada rezultata

Rezultati dobiveni TEM-om, DLS-om i ELS-om te rezultati vezanja i otpustanja levodope,

izrazeni su kao srednje vrijednosti uz standardna devijaciju, a prikazani su graficki i tabelarno.

U analizi rezultata Rh123, mBCL, DHE, DCFH>-DA i MTS testova prvo je izracunata
relativna promjena sirovih vrijednosti fluorescencije ili apsorbancije prema kontrolnim

stanicama, za svaki pojedini uzorak i ponovljeni eksperiment, prema sljedecoj jednadzbi:

. Xu — Xsp
rel.promjena (%) = Xk —xsp X 100

gdje su:

Xu — aritmeticka sredina apsorbancije/fluorescencije tehnickih replikata u uzorku

Xsp — aritmeticka sredina apsorbancije/fluorescencije tehnickih replikata u slijepoj probi

Xk — aritmeticka sredina apsorbancije/fluorescencije tehnickih replikata u kontrolnim stanicama
pri cemu za Rh 123 eksperiment vrijedi:

Xsp = 0.

Potom je izracunata aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija relativnih promjena iz triju

neovisnih pokusa provedenih u triplikatima.

Rezultati eksperimenta aneksin V/PI, provedenog na protocnom citometru, prikazani su kao
postoci zivih, mrtvih, rano i kasno apoptoti¢nih stanica, od ukupnog broja analiziranih stanica
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u uzorku, pri ¢emu su iz analize isklju¢ene nakupine stanica (dubleti, tripleti itd.) te nanocestice
i dijelovi rapadnutih stanica (Slika P5). Iz tri neovisno ponovljena eksperimenta u tehnickim
duplikatima, izraCunata je aritmeticka sredina i standardna devijacija udjela zivih, mrtvih i
apoptoti¢nih stanica za svaki pojedini tretman. Za analizu oSte¢enja DNA izmjeren je postotak
YH2AX pozitivnih stanica (Slika P6) 1 izracunata je aritmeticka sredina i standardna devijacija

za svaki pojedini tretman, iz dva neovisna eksperimenta u tehnickim duplikatima.

Rezultati unosa nanocestica u stanice izraCunati su na temelju aneksin V/PI pokusa iz medijana
intenziteta postrani¢no rasprSenog svijetla zivih stanica. Vrijednosti tehnickih triplikata prvo su
normalizirane na vrijednosti kontrolnih stanica, za svaki pojedini uzorak, a potom je izraCunata
aritmeticka sredina i standardna devijacija relativnih promjena iz dvaju neovisnih pokusa

provedenih u duplikatima.

Promjene ekspresiji gena izmedu diferenciranih i nediferenciranih SH-SYSY stanica
izracunate su metodom prema Vandesompeleu (122) koriste¢i dva referentna gena i
ucinkovitosti umnazanja dobivenih iz standardnih krivulja (Error! Reference source not

found.). Racun je proveden na sljedeci nacin:

Izracunata je ACq vrijednost za svaki gen 1 uzorak:

ACq = CQuzorak - CQkalibrator

Pri ¢emu je Cquzorak ciklus kvantifikacije za pojedini gen u uzorku diferenciranih stanica, a

Cqxalibrator ciklus kvantifikacije za pojedini gen u uzorku nediferenciranih stanica (kalibrator).

Nakon toga je izraCunata relativna kvantifikacija (engl. relative quantification, RQ) za svaki

gen 1 za svaki uzorak:
RQ = E~4¢a

pri cemu je u€inkovitost umnazanja za svaki par pocetnica (engl. amplification efficiency, E)

dobivena iz standardne krivulje (vidi Error! Reference source not found.).

Nakon toga je izraCunat normalizacijski faktor (NF), odnosno geometrijski srednja vrijednost

RQ vrijednosti referentnih gena:

NF = V(RQacrs X RQcappn)

Konacno, relativna ekspresija gena izracunata je za svaki pojedini gen prema jednadzbi:
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RQgen
NF

rel.ekspresija gena =

Rezultati analize ekspresije gena pretvoreni su u log: vrijednosti kako bi se postigla
normalna distribucija, a potom je provedena statistiCka analiza kako je opisano ispod. Rezultati
su prikazani kao geometrijska sredina uz geometrijsku standardnu devijaciju relativnih
promjena ekspresije gena, iz triju neovisno ponovljenih pokusa, u triplikatima. Os ordinata

prikazana je u log: skali.

Svi ostali rezultati u radu prikazani su kao aritmetic¢ka sredina uz standardnu devijaciju, a
statistiCka analiza provedena je u programu GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, SAD). Statisticka znacajnost procijenjena je jednosmjernom analizom varijance
(ANOVA), uz usporedbu parova Tukeyjevim post-hoc test, a za usporedbu s negativhom

kontrolom Dunnettovim testom. Razlike su smatrane statisti¢ki znacajnima pri p < 0,05.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1.  Fizikalno-kemijska karakterizacija nanocestica

Primarna veli¢ina (drem) 1 oblik nanocCestica odredeni su transmisijskom elektronskom
mikroskopijom na temelju mjerenja najmanje 100 pojedinacnih nanocestica. Sve ispitivane
nanocestice imale su relativno homogen, sferi¢ni oblik (Slika 1). Ad-AuNP i PGM-AuNP bile
su usporedive veliine, s prosjecnim promjerom od priblizno 24 nm, dok su PVP-SeNP i Tween-
SeNP pokazale vece razlike: prosjecna veli¢ina PVP-SeNP iznosila je oko 84 nm, a Tween-
SeNP oko 53 nm (Tablica 7). Ove razlike medu nanocesticama selena vjerojatno proizlaze iz

sitnih varijacija u postupku sinteze, koje utjecu na kinetiku nukleacije i rasta Cestica.

a) b)

)

Slika 1. Slike a) Ad-AuNP, b) PGM-AuNP, c¢) PVP-SeNP, d) Tween-SeNP, dobivene

transmisijskom elektronskom mikroskopijom (TEM) u ultradistoj vodi.

Tablica 7. Fizikalno-kemijske karakteristike PGM-AuNP, Ad-AuNP, PVP-SeNP i1 Tween-
SeNP. Primarna veli¢ina nanocestica odredena je na temelju fotografija nanocestica dobivenih
TEM-om. Hidrodinamic¢ki promjer (du) i indeks polidisperznosti (PDI) odredeni su metodom
dinamickog rasprSenja svjetlosti, dok je  potencijal izmjeren ELS-om. Mjerenja su provedena

u ultracistoj vodi te u kompletnom stanicnom mediju neposredno nakon inkubacije (0 h), nakon
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4 sata 1 nakon 24 sata. Koncentracije nanocestica iznosile su 10 mg metala/L. Rezultati su

izrazeni kao srednja vrijednost uz standradnu devijaciju.

¢ potencijal
drem (nm) du (nm) PDI
(mV)
Ultracista voda 85,6 £3,3 -29,3 +3,8 0,22
Oh 111,4+0,2 -11,2+3,9 0,24
Ad-AuNP 242 +29
Stani¢ni medij  4h 124,6 + 0,4 -15,1+2,7 0,25
24h  125,1+0,5 -13,3+2,2 0,26
Ultracista voda 79,3 +£3,7 312+1,4 0,24
Oh 74,1 +0,9 -95+1,6 0,32
PGM-AuNP 249+34
Stani¢ni medij  4h 81,9+ 84 -11,6 £4,5 0,34
24h  97,1+9,5 -13,6 £ 3,0 0,34
Ultracista voda 86,6 +0,7 -47,4+0,6 0,02
Oh 132,8+1,3 -7,7+£1,5 0,15
4
PVP-SeNPs 83,9+ 8,0 133,8 £ 3,2 -8,1+24 0,13
Stani¢ni medij  sata
24
136,7+ 3,3 -8,5+0,6 0,16
sata
Ultracista voda 63,1+04 -46,1 +1,7 0,02
Oh 1229+24 -11,7+ 1,1 0,12
4
Tween-SeNPs 52,9 £2,7 138,4+52 -13,8 +- 2,1 0,14
Stani¢ni medij  sata
24
1443+ 1,1 -141+1,4 0,14
sata

U ultradistoj vodi, hidrodinamicki promjer svih nanocestica bio je veci od primarnog
promjera odredenog TEM-om. Takav nesrazmjer je ocekivan jer vrijednosti dobivene DLS-om
¢esto nije mogucée izravno usporedivati s onima odredenima drugim tehnikama, osim u
iznimnim slu¢ajevima savrseno sfericnih nanocestica s vrlo uskom raspodjelom velicina (137).
Nadalje, hidrodinamicki promjer izmjeren DLS-om temelji se na analizi rasprSene svjetlosti,
pri ¢emu vece Cestice neproporcionalno vise doprinose ukupnom signalu od manjih nanocestica
pa 1 vrlo mali udio aglomerata mozZe rezultirati pomakom izmjerenog hidrodinamic¢kog

promjera prema znatno veéim vrijednostima (138,139). Kona¢no, DLS mjerenja izuzev
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anorganske jezgre obuhvacaju i dodatne slojeve koji okruzuju nanocesticu, poput stabilizatora

1 hidratacijskog omotaca, §to takoder moze veli¢inu dispergiranih nanocestica (140—-142).

PDI vrijednosti za SeNP iznosile su 0,02 $to upucuje na monodisperzni sustav, dok su
AuNP imale Siru raspodjelu veli¢ina uz vrijednosti oko 0,2. PDI je pokazatelj raspodjele
veli¢ine Cestica unutar uzorka, pri ¢emu je vrijednosti 0,0 oznacava uniforman uzorak, a
vrijednost 1,0 visoko polidisperzan sustav (143). Ipak, u literaturi stoji kako su vrijednosti PDI-

a < 0,3 prihvatljive za farmaceutsku i biomedicinsku primjenu nanocestica (144).

{-potencijal u ultracistoj vodi iznosio je oko - 30 mV za AuNP, odnosno — 47mV za
SeNP. Vrijednosti {-potencijala u rasponu od + 30 do + 40 mV obi¢no se smatraju granicom
umjerene stabilnost nanocestica, dok vece apsolutne vrijednosti ukazuju na snazne odbojne sile

1 smanjenu sklonost aglomeraciji (145).

Neposredno nakon dispergiranja nanocestica u kompletnom stanicnom mediju (Oh),
doslo je do porasta hidrodinami¢kog promjera kod Ad-AuNP-a (111,4 nm), PVP-SeNP-a (132,8
nm) i Tween-SeNP-a (122,9 nm), dok je vrijednost bila nesto manja, u odnosu na ultracistu
vodu, za PGM-AuNP (74,1 nm vs 79,3 nm; Tablica 7). Nadalje, doslo je i do porasta PDI
vrijednosti, ali su one bile ispod ranije spomenute vrijednosti od 0,3 (Tablica 7). Nakon 4 1 24
sata u stanicnom mediju, uocen je rast hidrodinami¢kog promjera za PGM-AuNP (81,9 = 97,1
nm) i Tween-SeNP (138, 4 > 144,3 nm). Kod Ad-AuNP, promjer je porastao nakon 4 sata na
124,6 nm te se nije zna¢ajno mijenjao nakon toga, dok su vrijednosti za PVP-SeNP bile stabilne
u ispitivanom vremenu 1 iznosile oko 133 nm (Tablica 7). Nakon pocetnog porasta, PDI

vrijednosti nanoc¢estica nisu znac¢ajno mijenjale.

Povecanje hidrodinami¢kog promjera u kompletnom stanicnom mediju vjerojatno je
posljedica stvaranja proteinske korone (146), a u mnogo manjoj mjeri 1 aglomeracije
nanocestica. Na to upucuje blagi porast hidrodinamickog promjera tijekom inkubacije, uz
relativno niske PDI vrijednosti i monomodalnu raspodjelu veli¢ina. Nadalje, izmjereni (-
potencijal bio je usporediv s vrijednostima izmjerenima za kompletni stani¢ni medij (-9,9 £ 2,1
mV) §to je u skladu s prethodnim opazanjima da stvaranje proteinske korone mijenja povrSinska

svojstva nanocestica u smjeru dominantnih proteina u mediju (147,148).

Kompletnom stani¢nom mediju dodan je FBS kao suplement i glavni izvor proteina, pri
¢emu je albumin njegov najzastupljeniji sastojak (149). IstraZivanja pokazuju da upravo

albumin ¢ini velik udio u proteinskoj koroni nastaloj u mediju koji sadrzi FBS (150), a poznato
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je 1 da se koristi u protokolima za dispergiranje nanocestica zbog svoje uloge u stabilizaciji
suspenzija. Stoga je razumno pretpostaviti da je u ovom slucaju proteinska korona, bogata
albuminom, osigurala stericku stabilizaciju nanocestica unato¢ padu (-potencijala ispod

vrijednosti koje se inace smatraju dostatnima za elektrostatsku stabilizaciju (151,152).

Stabilnost disperzije nanocestica nuzna je za to¢nost bioloskih rezultata jer koriStenje
agregiranih ili aglomeriranih nanocestica mijenja prirodu njihove interakcije s bioloskim
sustavima i dovodi do pogresnih zakljucaka (140,153). Upravo zbog toga, vremena inkubacije
u kompletnom stani¢nom mediju (0 h, 4 sata i 24 sata), odabrana su kako bi oponaSala uvjete u
kojima se nanocestice nalaze tijekom stani¢nih eksperimenta, ¢ime se osigurava da podaci o
stabilnosti odgovaraju stvarnim uvjetima ispitivanja. Ovakav pristup omogucuje pouzdano

povezivanje fizikalno-kemijskih svojstava nanocestica s njihovim bioloskim uc¢incima.

4.2.  Ucinkovitost vezanja levodope na povrSinu nanocestica

Kapacitet vezanja levodope ispitan je inkubacijom s nanocesticama, nakon ¢ega je nevezani
lijek odvojen ultrafiltracijom. Koli¢ina nevezane levodope odredena je wu filtratu
spektrofotometrijski, a u¢inkovitost uklapanja lijeka (UUL, %) izracunata je iz razlike ukupne

i nevezane koli¢ine lijeka.

Rezultati su pokazali kako sve ispitane nanocestice vezu odredenu koli¢inu levodope, ali uz
izrazene razlike medu njima (Slika 2). Kapacitet vezanja bio je najveéi pri najvisSim
koncentracijama nanocestica, Sto je ocekivano jer veca koncentracija znaci vecu ukupnu
povrsinu na koju se levodope moZze vezati. Vezanje levodope odvilo se vrlo brzo, ve¢ nakon 10
minuta inkubacije. Udio vezane levodope zatim je nastavio rasti pri ¢emu su najvece vrijednosti
UUL-a zabiljezene ve¢ nakon 30 minuta i nisu se znacajno mijenjalo nakon 120 minuta, $to
ukazuje da je uspostavljena termodinamicka ravnoteza. Takvi su rezultati u skladu s prirodom
vezanja levodope koja se temelji na nekovalentnim, elektrostatskim interakcijama i vodikovim

vezama (64,113).

AuNP su pokazale ve¢i kapacitet vezanja nego SeNP, ali izravne usporedbe nemaju previse
smisla jer UUL nije u linearnom odnosu s koncentracijom nanocestica. Nadalje, razlicite
koncentracije, uz razli¢itu primarnu veli¢inu podrazumijevaju 1 drugacije specificne povrsine,
Sto znacajno utjece na izracunate UUL vrijednosti. Medu nanocesticama zlata, PGM-AuNP su
bile ucinkovitije u vezanju levodope od Ad-AuNP, dok su kod nanocestica selena PVP-SeNP
bile u€inkovitije od Tween-SeNP-a, §to je u skladu s prethodno odredenim konstantama vezanja

levodope (64,113).
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Najvece izmjerene UUL vrijednosti pri najvec¢im koncentracijama nanocestica iznosile su
3,8 % za Tween-SeNP, 11,0 % za PVP-SeNP, 18,3 % za Ad-AuNP te 26,8 % za PGM-AuNP.
Budu¢i da je najvece vezanje postignuto nakon 30 minuta, to je vrijeme inkubacije koriSteno u

svim daljnjim pokusima za pripremu smjesa nanocestica i levodope.

a) b)
Tween-SeNP -
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Slika 2. Ucinkovitost uklapanja levodope (UUL, engl. drug loading efficiency) u razli¢ite vrste
nanoCestica: a) Tween-SeNP, b) PVP-SeNP, ¢c) PGM-AuNP i d) Ad-AuNP. Koncentracija
levodope u svakom uzorku bila je konstantna (500 uM). Svaka tocka na krivulji predstavlja

aritmeticku sredinu dvaju neovisno ponovljenih eksperimenata uz standardnu devijaciju.

4.3.  Stabilnost smjesa nanocestica i levodope u bioloSki relevantnim medijima

Stabilnost smjesa nanocestica i levodope ispitana je DLS-om u uvjetima koji simuliraju
razli¢ita fizioloska okruzenja: zelucano (AGF), intestinalno (AIF), lizosomalno (ALF) i
izvanstanicno (PBS). U ispitivanju su koriStene smjese kod kojih je uklapanje levodope bilo
najvece. Cilj ovog ispitivanja bio je procijeniti utjecaj pH i ionske jakosti na hidrodinamicki

promjer nanocestica te time ste¢i uvid u njihovu stabilnost u navedenim medijima. Ovi su
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podaci vazni s aspekta oralne primjene nanocestica kao nosaca lijekova te za interpretaciju

rezultata otpustanja levodope, koji su provedeni u istim uvjetima.

Hidrodinamicki promjer AuNP neposredno nakon dispergiranja u SGF-u iznosio je 322,7
nm za PGM-AuNP i 193,7 za Ad-AuNP, uz relativno niske PDI vrijednosti od 0,30 odnosno
0,21 (Slika 3a). Nakon 3h, promjer nanocestica zna¢ajno je narastao i dosegao vrijednosti u
mikrometarskom rasponu uz istodobni porast PDI-a na 0,54 i 0,82. Nasuprot tome, promjer
Tween-SeNP-a nije se znacajno mijenjao u ispitivanom vremenu i iznosio je ~70 nm, dok su
PVP-SeNP pokazale umjeren porast hidrodinami¢kog promjera nakon trosatne inkubacije, s
~87,4 na 129,7 nm. U oba slucaja PDI vrijednosti bile su niske i kretale su se izmedu 0,06 i

0,21.

Stabilnost u SLF-u ispitana je neposredno nakon dispergiranja nanocestica te nakon
inkubacije u trajanju od 3, 6 1 24 sata (Slika 3b). Po dispergiranju, hidrodinamicki promjer
Tween-SeNP iznosio je 71,0 nm uz PDI vrijednost od 0,12 te je porastao na 227,9 nm nakon 3
sata 1 premasio vrijednosti od 1 um ve¢ nakon 6 h inkubacije, uz maksimalnu PDI vrijednost.
Nakon 24 sata, hidrodinamicki promjer nije bilo moguée odrediti. U slu¢aju PVP-SeNP
vrijednosti hidrodinamickog promjera blago su porasle unutar razdoblja od 24 sata, s pocetnih
103,3 na 139,6 nm nakon 24 sata, uz niske PDI vrijednosti od 0,05. Kod PGM-AuNP-a
zabiljeZen je kontinuiran porast hidrodinami¢kog promjera s pocetnih 167,6 nm, koji je vec
nakon 3 h premaSio 1 pm, uz gotovo maksimalne vrijednosti PDI-a. Nakon 24 sata promjer se
smanjio na 531,1 nm, dok je PDI iznosio 0,46. Sli¢an trend uocen je 1 kod Ad-AuNP-a: pocetni
promjer od 173,4 nm povecao se na 2037 nm nakon 6 h (PDI = 1,0), a nakon 24 sata smanjio
se na 1218 nm uz PDI vrijednost 0,87. Uofen pad hidrodinamickog promjera moze biti

posljedica talozenja vecih agregata nanocestica.
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Slika 3. Stabilnost smjesa nanocestica i levodope u bioloski relevantnim medijima. Prikazana
je promjena hidrodinamickog promjera (dn) za Ad-AuNP, PGM-AuNP, PVP-SeNPs 1 Tween-
SeNP tijekom inkubacije u: umjetnoj Zelu¢anoj tekucini (SIF), umjetnoj lizosomalnoj tekucini
(SLF), umjetnoj intestinalnoj tekucini (SIF) i fizioloSkoj otopini puferiranoj fosfatnim puferom
(PBS). Svaka tocka na krivulji predstavlja srednju vrijednost dvaju neovisno ponovljenih

eksperimenata uz standardnu devijaciju.

Stabilnost u SIF-u procijenjena je neposredno nakon dispergiranja nanocestica 1 nakon
6 sati inkubacije (Slika 3c). Kod Tween-SeNP-a i PVP-SeNP vrijednosti hidrodinamickog
promjera bile su relativno stabilne (67,5 — 68,6 nm 1 84,8 — 88,9 nm) uz PDI vrijednosti
izmedu 0,10 1 0,22 za Tween-SeNP, odnosno oko 0,05 za PVP-SeNP. Suprotno tome, AuNP su
pokazale izrazitu nestabilnost: hidrodinamicki promjer PGM-AuNP-a porastao je s 110,2 na

572,1 nm, a Ad-AuNP s 148,1 na 561,2 nm, uz porast PDI vrijednosti na priblizno 0,55.

U PBS-u je stabilnost ispitana odmah po dispergiranju nanocestica te nakon 3, 6 i 24
sata (Slika 3d). Tween-SeNP pokazale su nagli porast hidrodinamickog promjera ve¢ nakon 3

sata, s pocetnih 67,7 nm na 592,0. Nakon 6 sati vrijednosti su premasile 1 um, uz daljnji porast
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PDI-a do maksimalne vrijednosti. Kod PVP-SeNP-a pocetne vrijednosti hidrodinamickog
promjera i PDI-a bile su stabilne (85 nm i 0,05), ali su porasle do 285,9 nm (0,31) nakon 6 h i
2308 nm (1,0) nakon 24 sata. AuNP su bile izrazito nestabilne: pocetne vrijednosti
hidrodinamickog promjera dosegle su mirkometarske vrijednosti ve¢ nakon 3 sata inkubacije

te su kontinuirano rasle tijekom 24-satne inkubacije uz maksimalne PDI vrijednosti.

Kod visokih PDI vrijednosti (> 0,3), kao Sto je zabiljezeno u nekim analiziranim uzorcima,
izmjereni hidrodinamicki promjeri ne predstavljaju pouzdane ili realne vrijednosti veliCine
nanoCestica, zbog izrazite heterogenosti sustava (139). Ipak, pracenje promjena
hidrodinamic¢kog promjera i PDI vrijednosti tijekom vremena, pod nepromijenjenim uvjetima,
moze posluziti kao pouzdan pokazatelj stabilnosti nanosuspenzija (154,155). Dobiveni DLS
rezultati jasno ukazuju na razlike u ponaSanju ispitanih smjesa nanocestica i levodope u bioloski
relevantnim medijima. Obje vrste AuNP bile su nestabilne u svim ispitanim medijima, $to je
potkrepljeno kontinuiranim rastom hidrodinamickog promjera i vrlo visokim PDI
vrijednostima. Nasuprot tome, SeNP su pokazale su znatno bolja svojstva: PVP-SeNP bile su

stabilne u SGF-u, SLF-u i1 SIF-u, a Tween-SeNP u SGF-u i SIF-u.

Razlike u stabilnosti mogu se objasniti vrstom stabilizatora koriStenog u sintezi. AuNP
su oblozene su relativno malim molekulama 1 njihova se stabilnost primarno temelji na
elektrostatskim odbojnim silama, dok su SeNP oblozene velikim polimerima koji pruzaju i
steriCku stabilizaciju (156). Nakon dispergiranja u vodenim otopinama oko nanocestica se
stvara elektri¢ni dvosloj, a potencijal na razini plohe smicanja (engl. slipping plane) predstavlja
C-potencijal (157). Debljina elektriénog dvosloja i vrijednost (-potencijala odreduju jacinu
odbojnih sila izmedu nanocestica — porastom bilo kojeg parametra raste i jakost odbojnih sila 1
time stabilnost suspenzije (158,159). U uvjetima povecane ionske jakosti dolazi do kompresije
elektricnog dvosloja 1 smanjenja {-potencijala, Sto smanjuje jakost odbojnih sila, omogucéava
priblizavanje nanocestica i njihovu aglomeraciju (140). Sve navedeno upucuje na nedostatak
stericke stabilizacije AuNP kao glavnog uzroka nestabilnosti u usporedbi s nanocesticama
selena. Vazno je istaknuti da su u kompletnom stani¢nom mediju sve ispitane nanocestice
pokazale dobru stabilnost unato¢ velikoj ionskoj jakosti (Tablica 7), §to se moze objasniti

prisutnoscu proteinske korone, kao §to je vec ranije opisano.
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4.4.  Profil oslobadanja levodope s povr§ine nanocestica

Kako bi se procijenila primjenjivost AuNP i SeNP kao nosaca levodope, provedena su in
vitro ispitivanja oslobadanja lijeka. Budu¢i da brzina i opseg oslobadanja izravno utje¢u na
terapijsku ucinkovitost i sigurnost, cilj ovih eksperimenata bio je ispitati kinetiku oslobadanja
levodope s povrSine nanocestica u razliCitim fizioloski relevantnim uvjetima. Odabrani mediji
oponasali su okruzenja kojima bi nanocestice bile izloZzene nakon oralne primjene, odnosno
gastrointestinalni (SGF i SIF), lizosomalni (SLF) i izvanstani¢ni prostor (PBS). Ispitane su
kombinacije nanocestica 1 levodope kod kojih je uklapanje lijeka bilo najbolje (Slika 2).

Rezultati su prikazani kao kumulativno oslobadanje lijeka tijekom vremena.
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Slika 4. Profili oslobadanja levodope s povrSine nanocestica u umjetnoj Zelucanoj tekucini
(SGF), lizosomalnoj tekuéini (SLF), crijevnoj teku¢ini (SIF) 1 fizioloskoj otopini puferiranoj
fosfatnim puferom (PBS). Rezultati su dobiveni iz dva neovisno provedena eksperimenta i

prikazani kao postotak oslobodene levodope u odnosu na ukupnu koli¢inu levodope u sustavu.
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Profili oslobadanja levodope u svim ispitivanim medijima pokazali su obrazac vrlo sli¢an
onome ¢iste otopine levodope: naglo pocetno oslobadanje (engl. burst release) tijekom prvog
sata, nakon c¢ega je oslobadanje usporilo 1 postupno dostiglo plato s vise od 90% oslobodenog
lijeka (Slika 3). Takvo oslobadanje lijeka karakteristi¢no je za nanoformulacije u kojima je lijek

nekovalentnim interakcijama adsorbiran na povrsinu nanocestice (160-162).

Razlike u profilima oslobadanja izmedu formulacija bile su minimalne. U SGF-u
oslobadanje levodope bilo je nesto sporije u SeNP uzorcima , dok je u SLF-u otpustanje bilo
nesto sporije u AuNP uzorcima. Oslobadanje je bilo najbrze u SGF-u, gdje je ve¢ nakon

priblizno 100 minuta oslobodeno gotovo 90 % levodope.

Sveukupno, rezultati su pokazali kako nanocestice nisu utjecale na kinetiku oslobadanja
levodope, §to znaci da u vjerojatno ne bi imale utjecaja na njezina farmakokineti¢ka svojstva.
Jedno od mogucih objasnjenja za izostanak produljenog oslobadanja je relativno nizak kapacitet
vezanja levodope na povrSinu nanocestica selena (Slika 2). Nadalje, vezanje levodope na
povrSinu nanocestice temeljeno je na fizickoj adsorpciji i nekovalentnim interakcijama pa
promjene pH i poveéana ionska jakost u koristenim medijima mogu doprinijeti brzoj desorpciji
levodope (163). Poseban problem uocen je kod AuNP, koje su bile nestabilne u svim ispitivanim
medijima (Slika 3). Unato¢ tome S$to su pokazale visok UUL, izostanak produljenog
oslobadanja sugerira kako uz ve¢ navedena objasnjenja, nestabilnost nanocestice ima vaznu
ulogu. Sve opisano ograni¢ava primjenu ovih nanocestica kao nosaca levodope te naglasava
potrebu za daljnjom optimizacijom formulacija, osobito u smjeru povecanja stabilnosti i

uc¢inkovitijeg uklapanja lijeka.

4.5.  Uspostava i karakterizacija in vitro modela dopaminergickih neurona

Rezultati analize genske 1 proteinske ekspresije ukazuju na uspjesnu diferencijaciju SH-
SYSY stanica prema dopaminergickom neuronskom fenotipu, §to je u skladu s literaturnim
podacima o moguénosti diferencijacije ovih stanica u in vitro model stanica sli¢nih

dopaminergickim neuronima (96,97,164).

StatistiCki znacajno povecanje ekspresije gena SLC6A3 za 2,7 puta (Slika 5), vazan je
pokazatelj dopaminergicke diferencijacije. SLC6A43 kodira dopaminski transporter (DAT),
kljuéni protein za uklanjanje dopamina iz sinapticke pukotine i njegovu ponovnu pohranu u
presinapticke zavrSetke, ¢ime sudjeluje u regulaciju dopaminergi¢ku neurotransmisiju (165—
167). Povecana ekspresija DAT-a vazna je 1 1z perspektive primjene 6-OHDA, Cesto koriStenog

toksina u modelima Parkinsonove bolesti. Ovaj toksin za ulazak u dopaminergicke neurone

45



koristi DAT, §to bi moglo objasniti njegovu selektivnu toksi¢nost prema dopaminergickim
neuronima (109,168-170). Porast ekspresije DAT-a nakon diferencijacije potvrden je i
imunocitokemijski, iako je ukupna razina proteina ostala relativno niska diferencijacije (Slika

6, A3-B3).

Ekspresija DRD?2 se povecala 3,4 puta nakon diferencijacije (Slika 5), Sto je popraéeno i
povecanom ekspresijom dopaminskog receptora D2 (D2R, Slika 6, A2-B2). Takav rezultat
dodatno ukazuje na uspostavu doapminergiCkog fenotipa jer D2R kao autoreceptor na
dopaminerigckim neuronima crne tvari (engl. substantia nigra) regulira sintezu i otpustanje
dopamina. (171,172), dok s klinickog aspekta, D2 receptor predstavlja vaznu farmakolosku

metu u zbrinjavanju motoric¢kih simptoma Parkinsonove bolesti (173).
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Slika 5. Rezultati analize ekspresije gena u SH-SYS5Y stanicama nakon diferencijacije.
Promjene u ekspresiji gena izraZzene su u odnosu na nediferencirane stanice, a kvantificirane su
metodom prema Vandesompeleu, na temelju dva referentna gena. Prikazane su geometrijske
srednje vrijednost i standardna devijacija iz tri neovisno ponovljena eksperimenta. Statisticki
znacajne razlike u odnosu na nediferencirane stanice oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05). Os

ordinata prikazana je u log, skali.

Povecanje ekspresije TUBB3 1 MAP-2 gena za 2,3 1 2,3 puta, predstavlja vazan biljeg
diferencijacije (Slika 5). TUBB3 se aktivira u ranim fazama diferencijacije progenitorskih
stanica, a njegov produkt, B-I1I tubulin, klju¢an je za elongaciju aksona i1 gotovo je iskljucivo

eksprimiran u neuronima, zbog ¢ega se cesto koristi kao rani biljeg neuronskog fenotipa (174—
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176). MAP-2 kodira citoplazmatski protein pridruzen mikrotubulima 2 (MAP2,engl.
microtubule associated protein 2) koji igra kljuénu ulogu u dendritima neurona stabilizirajuci
mikrotubule 1 omogucavaju¢i njihov rast (177). Povisene vrijednosti ekspresije oba biljega
ukazuju na transkripcijsku aktivaciju gena karakteristi¢nih za neurone, $to je u skladu s ranijim
istrazivanjima koja su pokazala da porast ekspresije TUBB3 i MAP2 gena oznacava uspjesnu

transformaciju mati¢nih stanica prema neuronskom fenotipu (178).

Ekspresija TH nije se znacCajno promijenila (Slika 5), a imunocitokemijska analiza
pokazala je slicne razine tirozin hidroksilaze prije i nakon diferencijacije stanica (Slika 6, A4-
B4). Tirozin hidroksilaza katalizira pretvorbu tirozina u levodopu, $to je ogranicavajuci korak
(engl. rate limiting step) u sintezi kateholamina (179). Iako ovaj protein nije specifican za
dopaminergicke neurone jer sudjeluje i u sintezi adrenalina i noradrenalina, uz povecanu
ekspresiju drugih biljega poput D2R i DAT-a, upucuje na diferencijaciju prema
dopaminergickim fenotipu (180).

Znacajno smanjene ekspresije SLC18A2 gena za 2,6 puta, (Slika 5) koji kodira
vezikularni monoaminski transporter tipa 2 (VMAT2), nije u skladu diferencijacijom prema
dopaminergickom fenotipu jer je spomenuti protein klju¢an u pohrani dopamina u sinapticke
vezikule te zbog toga ima vaznu ulogu u fiziologiji dopaminergi¢kih neurona. Smanjena
ekspresija ovog proteina rezultira smanjenom pohranom dopamina u vezikule i smanjenim
otpustanjem u sinapticku pukotinu (181). Osim toga, povecane koncentracije unutarstani¢nog
dopamina mogu dovesti do nastanka slobodnih radikala 1 toksi¢nih spojeva uslijed
autooksidacije dopamina 1 doprinijeti oksidativnom stresu (182,183). Unato¢ tome,
imunocitokemijska analiza pokazala je sli¢nu razinu ekspresiju VMAT2 proteina u obje
populacije stanica (Slika 6, A5-BS), Sto mozda upucuje na mogucu post-transkripcijski

prilagodbu u ekspresiji (184,185).

Minimalno povecanje ekspresije NES gena 1,8 puta (Slika 5) odrazava slozenu
dinamiku proteina nestina tijekom diferencijacije neurona. Nestin je intermedijarni filament,
citoplazmatski protein ukljucen u radijalni rast aksona i1 snazno eksprimiran u mitotickim
stanicama tijekom ranog razvoja srediSnjeg 1 perifernog Ziv€anog sustava. Nakon
diferencijacije, ekspresija nestina se obi¢no smanjuje te se on zamjenjuje drugim tipovima

intermedijarnih filamenata (186).
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Slika 6. Imunocitokemijska usporedba ekspresije dopaminergickih biljega i B-tubulina u SH-

SYS5SY stanicama. Jezgre stanica obojane su plavom bojom (Hoechst 33412). Panel A prikazuje
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diferencirane, a panel B nediferencirane stanice. Slike A1-B1 prikazuju stanice obiljezene
protutijelom za B-tubulin, A2-B2 protutijelom za dopaminski receptor tipa 2 (D2R), A3-B3
protutijelom za dopaminski transporter (DAT), A4-B4 protutijelom za tirozin hidroksilazu
(TH), a A5-BS protutijelom za vezikularni monoaminski transporter 2 (VMAT?2).

Kona¢no, morfoloske promjene uocene tijekom diferencijacije, ukljucuju¢i razvoj duljih
neurita, smanjenu stopu proliferacije uz izoliran rast stanica (Slika 6, A1-B1), karakteristi¢ne
su za neuronalnu diferencijaciju stanica jer odrazavaju promjenu iz proliferativnog u
postmitotiCko stanje, karakteristicno za zrele neurone. PrijaSnje su studije u skladu s ovim
rezultatima jer su pokazale da SH-SYSY stanice uslijed diferencijacije poprimaju morfologiju
sli¢énu neuronima uz povecanu duljinu i broj neurita te smanjenu stopu proliferacije (187-190).
Nasuprot tome, nediferencirane stanice zadrzavaju epitelni oblik tijela s vrlo kratkim

izdancima, brzo se dijele i rastu u nakupinama.

Dobiveni rezultati pokazuju da diferencijacija SH-SYSY stanica retinoi¢nom kiselinom i
forbolnim esterima dovodi do razvoja klju¢nih obiljezja zrelih dopaminergickih neurona.
Najvazniji pokazatelji te diferencijacije bili su povecana ekspresija gena SLC6A3, DRD?2,
TUBB3 i MAP2, uz morfoloske promjene i smanjenu proliferaciju. Medutim, ogranicenja
poput smanjenja ekspresije SLC18A2 i1 nepotpunog smanjenja ekspresije NES-a naglasavaju
da ovaj model ne reproducira u potpunosti funkcionalne dopaminergicke neurone, vec

predstavlja aproksimaciju pogodnu za in vitro istraZivanja.
4.6.  PreZiviljenje stanica i pokretanje apoptoze

Utjecaj nanocestica, njihovih smjesa s levodopom 1 testnih kemikalija na prezZivljenje
diferenciranih SH-SYSY stanica ispitan je MTS testom (Slika 7). Temeljem tih podataka,
izradene su krivulje prezivljenja (Slika 8) metodom nelinearne regresije i izracunate ICso 1 ICzo

koncentracije (Tablica 8).

Rezultati su ukazali na znacajne razlike u toksi¢nosti izmedu SeNP i AuNP. SeNP su
pokazale izrazenu, koncentracijski ovisnu toksicnost (Slika 7a i 6b), pri ¢emu su Tween-SeNP
(ICso = 11,7 mg Se/L) bile toksicnije od PVP-SeNP-a (ICso = 31,8 mg Se/L). Prisutnost
levodope blago je povecala toksi¢nost vecih koncentracija nanocestica, dok je pri nizim

koncentracijama imala suprotan uc¢inak (Slika 8a 1 7b, Tablica 8).

Nasuprot tome, AuNP nisu pokazale toksi¢nost u ispitanom rasponu koncentracija (Slika

7c 1 6d), stoga nije bilo moguce izracunati ICso 1 IC20 vrijednosti. Zanimljivo, pri najvisim
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koncentracijama (100 mg Au/L), vrijednosti preZivljenja bile su viSe od kontrolnih stanica.
Medutim, ovaj rezultat vjerojatno ne odrazava stvarno povecanje prezivljenja, ve¢ je posljedica
spektrofotometrijske interferencije koju uzrokuju AuNP (191). One snazno apsorbiraju
svjetlost u podrucju oko 500 nm (192), Sto se preklapa s apsorpcijom formazana u MTS testu
(490 nm). Nadalje, mikroskopski nisu opazene znacajne razlike u broju stanica, dok su ostaci

nanocestica bili jasno vidljivi na dnu jazica, unato¢ temeljitom ispiranju PBS-om.
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Slika 7. Rezultati M TS testa na diferenciranim SH-SY5Y stanicama nakon 24-satnog tretmana
nanocesticama ili njihovim smjesama s levodopom (LD, 50 uM). Netretirane stanice koriStene
su kao negativna, a stanice tretirane s 10 % DMSO-om (v/v) kao pozitivna kontrola. Rezultati
su dobiveni iz tri neovisna eksperimenta provedena u tehni¢kim triplikatima 1 izrazeni kao
postoci u odnosu na negativnu kontrolu. Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolu

oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05).
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Slika 8. Krivulje odnosa koncentracije 1 prezivljenja stanica prema rezultatima MTS testa na
diferenciranim SH-SY5Y stanicama nakon 24-satnog tretmana s a) PVP-SeNP, b) Tween-SeNP,
¢) 6-OHDA, d) levodopom i e) tBHP-om. Krivulje su nacrtane u programu Graph Pad Prism 8

te su na temelju istih, primjenom nelinearne regresije, izracunate 1Cso 1 ICzo vrijednosti.

Porast signala u MTS testu, u odnosu na kontrolne, vidljiv je i u svim smjesama

nanocestica zlata 1 levodope, a sli¢an fenomen uocen je i pri ispitivanju manjih koncentracija
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(< 150 uM) ciste levodope (Slika 8d). Medutim, i u ovom slucaju, mikroskopska opazanja, kao
1 rezultati protoc¢ne citometrije (Slika 9) nisu ukazali na razliku u broju Zivih stanica u odnosu
kontrolu. Osim toga, do povecanja signala doslo je i kod malih koncentracija 6-OHDA (Slika
8c). Obzirom na strukturalnu sli¢nost s levodopom, moguce je da uoceni ucinci ovih spojeva
pri netoksi¢nim koncentracijama proizlaze iz interferencije, primjerice njihove sposobnosti
izravne redukcije tetrazolijeve soli u formazan, a ne iz stvarnog povecanja broja zivih stanica.
Takva izravna redukcija u formazan ve¢ je zabiljezena za niz spojeva te predstavljaju lazno

pozitivan signal (193,194).

Tablica 8. IC50 i IC20 koncentracije testnih kemikalija i nanocestica. Vrijednosti su izraCunate

na temelju rezultata MTS testa.

Tretman (koncentracija) ICso IC20
Tween-SeNP (mg Se/L) 11,7 5,7
Tween-SeNP/L-Dopa (mg Se/L) 11,1 7,5
PVP-SeNP (mg Se/L) 31,8 11,5
PVP-SeNP/L-Dopa (mg Se/L) 24,1 13,2
L-Dopa (uM) 241,6 2242
6-OHDA (uM) 55,3 48,2
tBHP (uM) 35,1 28,6

Rezultati MTS testa posluzili su za odredivanje koncentracija koji ¢e se koristiti u
daljnjim eksperimentima. Prije svega odabrane su koncentracije koje ne ubijaju znacajan broj
stanica, odnosno koncentracije koje su ispod ICzo vrijednosti. Za AuNP, buduéi da nisu
pokazale toksi¢nost, odabrane su koncentracije koje nisu interferirale s MTS testom. Za 6-
OHDA, odabrane su dvije koncentracije: ICso za ispitivanje protektivnih u¢inaka nanocestica
metodom protocne citometrije 1 [Cz za ispitivanje protektivnih ucinaka primjenom

fluorescentnih proba.
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Slika 9. Rezultati analize prezivljenja stanica i pokretanja apoptoze na diferenciranim SH-
SYS5Y stanicama nakon 24-satnog tretmana nanocesticama ili njihovim smjesama s levodopom
(LD, 50 uM ). Netretirane stanice koriStene su kao negativna, dok su stanice inkubirane 10
minuta na 70 °C neposredno prije provodenja analize, koriStene kao pozitivna kontrola .
Rezultati su dobiveni iz tri neovisna eksperimenta u tehnickim duplikatima. Statisticki znacajne

razlike u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05).

Kako bi potvrdili rezultate MTS-a obzirom na gore spomenute interferencije te
provjerili jesu li odabrane koncentracije tretmana doista sigurne, toksi¢nost je dodatno ispitana
aneksin V/PI testom pomocu protocne citometrije. Ovaj je test puno bolji pokazatelj toksic¢nosti
jer se ne temelji na metabolickoj aktivnosti stanicama ve¢ na specificnim biljezima nekroze i

apoptoze.

Nakon 24-satnog tretmana, rezultati su bili u skladu s onima MTS testa te su potvrdili
kako odabrane koncentracije nisu imale izrazen uinak na prezivljenje stanica i pokretanje
apoptoze (Slika 9.) Ipak, pri najvi§im koncentracijama nanocestica selena (5 mg/L za Tween-
SeNP te 11 1 6 mg/L za PVP-SeNP) zabiljeZeno je blago, statisti¢ki neznacajno, smanjenje
udjela Zivih stanica (77,2 % za Tween-SeNP, 79,0 % 1 80,7 % za PVP-SeNP) u usporedbi s
kontrolnim stanicama (88,0 %). Ovo smanjenje popraceno je porastom udjela mrtvih i1 kasno

apoptoti¢nih stanica. Pri nizim koncentracijama (< 3 ug Se/mL za Tween-SeNP 1 < 6 pg Se/mL
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za PVP-SeNP) udio zivih stanica bio je vrlo slican kontroli, uz minimalne promjene u udjelima
apoptoti¢nih i mrtvih stanica (Slika 9a i1 8b). Prisutnost levodope u smjesama nije znacajno

utjecala na raspodjelu stani¢nih populacija.

AuNP i njihove smjese s levodopom nisu uzrokovale velike promjene u udjelu Zivih,
apoptoti¢nih ili mrtvih stanica u odnosu na kontrolu (Slika 9c¢ i 8d), $to je u skladu s rezultatima
MTS testa. Tretman levodopom doveo je do umjerenog porasta kasne apoptoze, dok se ukupan

udio zivih stanica nije mnogo razlikovao od kontrole.

Sveukupno, rezultati za AuNP ukazuju na njithovu sigurnost u primjeni kao potencijalnih
nosaca lijekova, buduéi da pri svim ispitanim koncentracijama nisu pokazale citotoksi¢ne
ucinke. Ovakvi nalazi u skladu su s literaturom, koja u vecini slucajeva potvrduje dobru
biokompatibilnost AuNP (195,196). Ipak, to ne isklju¢uje moguénost toksi¢nih ucinaka izvan
koncentracijskog raspona ispitanog u ovom radu, kao ni uslijed opetovanog doziranja, dulje

inkubacije ili nakupljanja nanocestica u stanicama i tkivima (197-199).

S druge strane, SeNP su u MTS testu pokazale su koncentracijski ovisnu toksi¢nost
prema diferenciranim SH-SYS5Y stanicama, §to je u skladu s nedavno objavljenim radovima
(200,201). Pritom je uocena znatno veca toksicnost Tween-SeNP (ICso = 11,7 mg Se/L) u
odnosu na PVP-SeNP (ICso = 31,8 mg Se/L). Ove razlike vjerojatno proizlaze iz kombinacije
nekoliko ¢imbenika, iako nije moguce jednoznacno odrediti njihov relativni doprinos. Prije
svega, Tween-SeNP imaju manju primarnu veli¢inu (Tablica 7), S§to podrazumijeva vecu
specificnu povrSinu, ve¢u kemijsku reaktivnost, vjerojatno brze oslobadanje iona selena, a time
1 izrazeniju toksicnost (202,203). Takoder, ve¢i unos Tween-SeNP u stanice (Slika 10), mogao
bi objasniti vecu toksi¢nost, dok se kao vaZzan Cimbenik ne smije iskljuciti niti priroda
stabilizatora koriStenih u sintezi. Selmani i suradnici jasno su pokazali kako SeNP sintetizirane
gotovo identi¢nim postupkom, sli¢nih primarnih veli¢ina, ali razli€itih stabilizatora, imaju

znatno drugacije profile citotoksi¢nosti (204).

4.7.  Stanicni unos i lokalizacija nanocestica

Unos nanocestica u diferencirane SH-SYSY stanice procijenjen je mjerenjem jakosti SSC-
a signala Zivih stanica, metodom proto¢ne citometrije. Rezultati pokazuju kako su sve vrste
nanocestica izazvale porast SSC-a, $to upucuje na njihov unos u stanice (Slika 10). Medu
nanoCesticama selena, Tween-SeNP izazvale su izrazeniji porast jakosti SSC-a pri manjoj

koncentraciji (1,24 pri 5 pg/mL) u usporedbi s PVP-SeNP (1,17 pri 11 pg/mL). Povecanje je
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bilo koncentracijski ovisno, a smjese s levodopom pokazale su sli¢an obrazac kao i same

nanocestice, Sto sugerira da interakcija s levodopom ne utjece znatno na njihov unos.
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Slika 10. Unos nanocestica u diferencirane SH-SYSY stanice utvrden metodom proto¢ne
citometrije. Vrijednosti intenziteta postranicno rasprSenog svjetla (engl. side scatter light, SSC)
dobiveni su iz tri neovisna eksperimenta provedenih u triplikatima te su izraZeni kao omjer u
odnosu na kontrolu. Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu oznacene su zvjezdicom

(*, p <0,05).

AuNP su takoder izazvale porast SSC signala u odnosu na kontrolne stanice, ali su promjene
bile izraZenije (Slika 10c i 9d). Primjerice, pri najvisSim koncentracijama PGM-AuNP i1 Ad-
AuNP od 50 mg Au/mL, SSC signal je bio 1,71 1 1,43 puta vec¢i u odnosu na kontrolu. Dodatak
levodope u smjesu rezultirao je manjim vrijednostima SSC signala u odnosu na same

nanocestice, iako je 1 dalje bio znacajno veci od signala kontrolnih stanica.

Vazno je naglasiti da nije moguce izravno usporedivati intenzitet SSC signala izmedu
SeNP i AuNP kako bi se procijenio relativni stupanj internalizacije. Naime, AuNP zbog
povrsinske plazmonske rezonancije (engl. surface plasmon resonance) pokazuju snaznije
rasprSenje svjetlosti u vidljivom podrucju, Sto rezultira ve¢im SSC signalom neovisno o
stvarnom broju nanocestica (205). Stoga se SSC signal moze koristiti za pra¢enje unosa unutar

iste vrste nanocestica, ali ne 1 za medusobnu usporedbu razli¢itih materijala.
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Iako je jakost SSC signala €esto u pozitivnoj korelaciji s unosom nanocestica, ona sama
po sebi ne daje jasnu informaciju o tome jesu li nanocestice doista unutar stanice ili su vezane
za stani¢nu membranu. Kao §to je ve¢ ranije spomenuto, vezanje nanocestica za membranu ne
podrazumijeva nuzno i njihov unos u stanicu (206) pa samo iz rezultata protocne citometrije
nije moguce pouzdano zakljuciti o stanicnom unosu. Stoga je za potvrdu potrebna
komplementarna metoda i u tu je svrhu primijenjena konfokalna mikroskopija u refleksijskom
nacinu rada. Ova metoda temelji se na ¢injenici da razlika u indeksu loma izmedu nanocestica
1 stanice predstavlja primarni izvor kontrasta, pri cemu SeNP i AuNP imaju dovoljno visoki
indeks loma da budu vidljive u refleksijskom kanalu (207). Kako bi se razlikovalo nalaze li se
nanocestice unutar stanice ili na njenoj povrsini, za svaki je uzorak snimljeno vise slika u
razli¢itim optickim ravninama (engl. z-stack), a odabrane su one iz srediSnjeg dijela koje
prikazuju presjek kroz stanice. Ipak, treba naglasiti da signal zabiljezen konfokalnom
mikroskopijom potjece od nakupina, a ne od pojedinacnih nanocestica, buduci da lateralna

rezolucija metode iznosi > 200 nm (208).

Fotografije s konfokalnog mikroskopa potvrdile su prisutnost AuNP i SeNP u
stanicama, pri ¢emu je broj unesenih AuNP bio veéi (Slika 11), Sto je prvenstveno posljedica
vece primijenjene koncentracije. Veéina nanocestica nalazila se u citosolu, ali na temelju
konfokalne mikroskopije nije bilo moguce razlikovati citosomalnu od lizosomalne lokalizacije.
Mali broj AuNP primijecen je i u podrucju stani¢ne jezgre, dok za SeNP takvi signali nisu
uoceni (Slika 11a i1 10b), Sto je u skladu s literaturnim spoznajama da samo vrlo male

nanocestice (<10 nm), ucinkovito ulaze u jezgru (209).
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Slika 11. Konfokalne mikroskopske slike diferenciranih SH-SY5Y stanica: a) stanice tretirane
s Ad-AuNP, b) stanice tretirane s PGM-AuNP, d) stanice tretirane s Tween-SeNP, e) stanice
tretirane s PVP-SeNP i kontrolne stanice (e, f). Primijenjena koncentracija AuNP bila je 10 mg
Au/L, a SeNP 1 mg Se/L. Jezgre stanica obojane su plave, aktin crveno i -tubulin zeleno. Bijele

strelice oznacavaju nanocestice unutar stanica.

4.8.  Oksidativni stres i mitohondrijski membranski potencijal

U¢inak tretmana na stvaranje ROS-ova procijenjen dvjema fluorescentnim probama, DHE
1 DCFH2-DA. Kao §to je opisano u poglavlju Materijali i metode, one se koriste za odredivanje
superoksidnog aniona (O2") 1 vodikovog peroksida (H20-). Medutim, obzirom da u manjoj mjeri
reagiraju 1 s drugim reaktivnim kisikovim 1 duSikovim vrstama (210-212), koriste se i kao
pokazatelj ukupnih razina ROS-ova u stanici (212). Uz navedeno, ispitan je i u¢inak tretmana
na razine reduciranog glutationa (GSH) primjenom mBCL testa te na MMP primjenom Rh123

testa.
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Slika 12. Rezultati DHE testa na diferenciranim SH-SYS5Y stanicama nakon 4-satnog tretmana
nanocesticama ili njthovim smjesama s levodopom (LD, 50 uM). Netretirane stanice korisStene
su kao negativna, a stanice tretirane s 20 uM tBHP-om kao pozitivna kontrola. Rezultati su
dobiveni iz tri neovisna eksperimenta provedena u triplikatima i izrazeni kao postoci u odnosu
na negativnu kontrolu. Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativnu kontrolu ozna¢ene su

zvjezdicom (*, p <0,05), a u odnosu na LD ljestvama (#, p < 0,05).

Nakon izloZenosti u trajanju od 4 sata, DHE test jasno je pokazao kako levodopa potice
stvaranje ROS-ova na razini usporedivoj s pozitivnom kontrolom, pri ¢emu je intenzitet
fluorescencije iznosio 134,8 % vrijednosti kontrolnih stanica (Slika 12). Samostalno, SeNP 1
AuNP nisu pokazale takve ucine uz vrijednosti fluorescencije usporedive s kontrolom.
Medutim, uspjele su smanjiti levodopom potaknuto stvaranje ROS-ova jer su vrijednosti
signala bile nize u smjesama u odnosu na tretman ¢istom levodopom. Ovaj u¢inak podudara se
s rezultatima mBCL testa, gdje je nakon Cetverosatnog tretmana levodopa smanjila
unutarstani¢ne zalihe GSH (85,8 % vrijednosti kontrole), dok su one u smjesama s
nanocesticama ostale o¢uvane (Slika 14). Takav ucinak levodope, na razine GSH, posredovan
stvaranjem superoksidnog aniona vec¢ je opisan u literaturi (213). Dodatno, PVP-SeNP su pri

koncentraciji od 11 1 6 mg Se/L blago povisile vrijednosti GSH u odnosu na negativnu kontrolu.
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Slika 13. Rezultati DCFH>-DA testa na diferenciranim SH-SYS5Y stanicama nakon 4-satnog
tretmana nanocesticama ili njihovim smjesama s levodopom (LD, 50 pM). Netretirane stanice
koriStene su kao negativna, a stanice tretirane s 20 pM tBHP-om kao pozitivna kontrola.
Rezultati su dobiveni iz tri neovisna eksperimenta provedena u triplikatima i izrazeni kao
postoci u odnosu na negativnu kontrolu. Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativnu

kontrolu oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05), a u odnosu na LD ljestvama (#, p < 0,05).

Sli¢ni obrasci primijeceni su 1 u Rh123 testu, kojim je ispitan utjecaj tretmana na MMP.
Nakon inkubacije u trajanju od cetiri sata, levodopa je uzrokovala depolarizaciju
mitohondrijske membrane (91,7 % vrijednosti kontrole), dok su SeNP te PGM-AuNP taj u¢inak
ublazili, iako on nije bio statisticki znacajan (Slika 15). Ad-AuNP su uzrokovale depolarizaciju
mitohondrija pri koncentracijama od 50 1 25 mg Au/L, uz vrijednosti intenziteta fluorescencije
od 96,1 1 96,6 % kontrolnih stanica. Depolarizacija je bila izraZenija uz dodatak levodope, a
izmjerene vrijednosti iznosile su 94,7 % 1 92,4 % (Slika 15d). tBHP je kao pozitivna kontrola
smanjio intenzitet signala, Sto je ocekivan ucinak povecanih razina oksidativnog stresa (214), a
da je takva promjena u signalu doista povezana s depolarizacijom mitohondrija, potvrdio je

rezultat CCCP-a (134).
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Slika 14. Rezultati mBCL testa na diferenciranim SH-SYS5Y stanicama nakon 4-satnog
tretmana nanoc¢esticama ili njihovim smjesama s levodopom (LD, 50 pM). Netretirane stanice
koriStene su kao negativna, a stanice tretirane s 20 pM tBHP-om kao pozitivna kontrola.
Rezultati su dobiveni iz tri neovisna eksperimenta provedena u triplikatima i izrazeni kao
postoci u odnosu na negativnu kontrolu. Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativnu

kontrolu oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05), a u odnosu na LD ljestvama (#, p < 0,05).

Iznenadujuce, DCFH>-DA test nije ukazao na porast razina ROS-ova nakon 4-satnog
tretmana levodopom, pri ¢emu su vrijednosti intenziteta fluorescencije bile jednake kontrolnim
stanicama (Slika 13). AuNP 1 SeNP takoder nisu izazvale promjene, a jedino je pozitivna
kontrola dovela do oc¢ekivanog povecanja intenziteta fluorescencije, koje je iznosilo 150,0 %
vrijednosti kontrole. Smjese nanocestica 1 levodope rezultirale su ¢ak i manjim vrijednostima

fluorescencije u usporedbi sa samostalno primijenjenim nanoc¢esticama.

Promatraju¢i rezultate u cjelini, niti jedna vrsta nanocestica nije uzrokovala povecano
stvaranje ROS-ova, uz tek blagu 1 statisticki neznacajnu depolarizaciju mitohondrija,
zabiljezenu pri odredenim koncentracijama PVP-SeNP-a i Ad-AuNP-a. Stovise, nanogestice su
smanyjile levodopom inducirano stvaranje ROS-ova, $to je potvrdeno mBCL i DHE testovima.
U slucaju AuNP-a i PVP-SeNP-a ovaj se u¢inak moze objasniti smanjenjem kolicine slobodne

levodope uslijed njezina vezanja na povrSinu nanocestica, pod uvjetom da ne dolazi do naglog
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otpustanja u stanicnom mediju. Za Tween-SeNP takav je mehanizam malo vjerojatan zbog

niske razine vezane levodope.

Dodatno, protektivni se u¢inak moze pripisati tzv. nanozimima (engl. nanozymes) (215).
Poznato je kako AuNP mogu izravno reagirati s ROS-ovima putem povrsinskih redoks reakcija,
pri ¢emu pokazuju katalaznu i superoksid dismutaznu aktivnost (216-219). Sli¢na svojstva
opisana su i za SeNP, koji iskazuju aktivnost sli¢nu glutation peroksidazi (220,221). Ipak, takva
aktivnost nanocestica mnogo ovisi o veliini, povrSinskoj funkcionalizaciji 1 bioloSkom

kontekstu te ju na temelju koriStenih testova nije moguce potvrditi.

Kona¢no, SeNP mogu potaknuti i sintezu selenoproteina, poput glutation peroksidaza i
tioredoksin reduktaza te selenopeptida GSH, koji imaju klju¢nu ulogu u obrani stanica od
oksidativnog stresa (222,223). Medutim, s obzirom na kratko vrijeme inkubacije u opisanim

pokusima, ovaj je mehanizam malo vjerojatan.
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Slika 15. Rezultati Rh 123 testa na diferenciranim SH-SYSY stanicama nakon 4-satnog
tretmana nanocesticama ili njthovim smjesama s levodopom (LD, 50 uM). Netretirane stanice
koriStene su kao negativna, a stanice tretirane s 20 pM tBHP-om kao pozitivna kontrola. CCCP
je koriSten kao kontrola depolarizacije mitohondrija. Rezultati su dobiveni iz tri neovisna

eksperimenta provedena u triplikatima i izraZeni kao postoci u odnosu na negativnu kontrolu.
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Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su zvjezdicom (*, p <

0,05), au odnosu na LD ljestvama (#, p < 0,05).

Nakon 24-satnog tretmana, rezultati su bili znatno drugaciji. DCFH.-DA i DHE testovi
pokazali su snazan, koncentracijski ovisan porast ROS-ova u stanicama sa SeNP. [zmjerene
vrijednosti za Tween-SeNP, pri koncentracijama od 5, 3 1 1 mg Se/L iznosile 138,4 %, 125,6 %
1120,0 % u DHE (Slika 16a) , odnosno 171,4 %, 176, 7 % i 146,3 % u DCFH»-DA testu (Slika
17a). PVP-SeNP su pokazale neSto manji prooksidativni potencijal, pa su pri koncentracijama
od 11, 6 1 3 mg Se/L izmjerene vrijednosti iznosile 109,6 %, 113,5 % 1 113,3 % u DHE (Slika
16b), odnosno 161,8 %, 155,1 %1 134,0 % u DCFH2-DA testu (Slika 17b). Dodatkom levodope
u sustav, u DHE testu je doslo do porasta fluorescencije u odnosu na same nanocestice, dok je

u DCFH2-DA testu doslo da smanjenja.
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Slika 16. Rezultati DHE testa na diferenciranim SH-SY5Y stanicama nakon 24-satnog tretmana
nanocesticama ili njihovim smjesama s levodopom (LD, 50 uM). Netretirane stanice koriStene
su kao negativna, a stanice tretirane s 20 uM tBHP-om kao pozitivna kontrola. Rezultati su
dobiveni iz tri neovisna eksperimenta provedena u triplikatima i izrazeni kao postoci u odnosu
na negativnu kontrolu. Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su

zvjezdicom (*, p < 0,05), a u odnosu na LD ljestvama (#, p < 0,05).

Samostalno primijenjena levodopa zadrzala je umjereni prooksidativni uc¢inak nakon

24-satnog tretmana te je u oba testa uzrokovala porast intenziteta fluorescencije na priblizno
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120 % vrijednosti kontrolnih stanica. Rezultati za AuNP nisu ukazali na povecano stvaranje
ROS-ova u diferenciranim SH-SYS5Y stanicama, a izmjerene vrijednosti bile su usporedive s

kontrolom (Slika 16¢ i 15d; Slika 17c 1 16d).
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Slika 17. Rezultati DCFH»>-DA testa na diferenciranim SH-SYS5Y stanicama nakon 24-satnog
tretmana nanocesticama ili njihovim smjesama s levodopom (LD, 50 uM). Netretirane stanice
koriStene su kao negativna, a stanice tretirane s 20 uM tBHP-om kao pozitivna kontrola.
Rezultati su dobiveni iz tri neovisna eksperimenta provedena u triplikatima 1 izraZeni kao
postoci u odnosu na negativnu kontrolu. Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativnu

kontrolu oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05), a u odnosu na LD ljestvama (#, p < 0,05).

Unato¢ pove¢anom stvaranju ROS-ova, stanice tretirane sa SeNP nisu smanjile, ve¢ su
znatajno povecale unutarstanicne razine GSH (Slika 18).Uc¢inak PVP-SeNP-a bio je
koncentracijski ovisan: intenzitet fluorescentnog signala pri koncentracijama od 11, 6,31 1 mg
Se/L iznosio je redom 239,4 %, 222,3 %, 212,1 % i 145,7 % kontrole (Slika 18b). Kod Tween-
SeNP sve su koncentracije dale usporedive rezultate, s vrijednostima oko 230 % (Slika 18a).
Dodatak levodope nanocesticama blago je smanjio intenzitet fluorescentnog signala, dok su

sama levodopa i tBHP povisili razine GSH na priblizno 130 % vrijednosti kontrolnih stanica.
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Za AuNP nije zabiljeZzena znaCajna promjena, iako su PGM-AuNP u kombinaciji s
levodopom pokazale umjereno povecanje razina GSH, uz porast intenziteta fluorescencije na
176,1 %, 150,0 % 1 142,4 % za koncentracije od 50, 251 10 mg Au/L (Slika 18c i 17d).
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Slika 18. Rezultati mBCL testa na diferenciranim SH-SYS5Y stanicama nakon 24-satnog
tretmana nanocesticama ili njthovim smjesama s levodopom (LD, 50 uM). Netretirane stanice
koriStene su kao negativna, a stanice tretirane s 20 uM tBHP-om kao pozitivna kontrola.
Rezultati su dobiveni iz tri neovisna eksperimenta provedena u triplikatima 1 izraZeni kao
postoci u odnosu na negativnu kontrolu. Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na negativnu

kontrolu oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05), a u odnosu na LD ljestvama (#, p < 0,05).

Tween-SeNP su dovele do blage depolarizacije mitohondrija pri koncentraciji od 5 mg
Se/L, pri ¢emu je intenzitet fluorescencije iznosio 94,7 % kontrole (Slika 19a). Sli¢an u¢inak
uocen je 1 kod PVP-SeNP pri koncentracijama od 11, 6 1 3 mg Se/L, uz izmjerene vrijednosti
0d 96,9 %, 95,2 % 194,7 % (Slika 19b). Sama levodopa minimalno je smanjila intenzitet signala
(98,4 %), dok PGM-AuNP nisu dovele znacajnije depolarizacije mitohondrija (Slika 19). Ad-
AuNP su pri koncentraciji 50 mg Au/L, smanjile intenzitet signala na vrijednost od 96,3 %
kontrole (Slika 19d). CCCP je jedini uzrokovao statisti¢ki znacajnu promjenu, pri cemu je
intenzitet fluorescencije pao na 92,0 % kontrole, ¢ime je potvrdeno da smanjenje signala i u

ovom sluc¢aju odrazava depolarizaciju mitohondrija.
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Slika 19. Rezultati Rh 123 testa na diferenciranim SH-SYSY stanicama nakon 24-satnog
tretmana nanocesticama ili njihovim smjesama s levodopom (LD, 50 uM). Netretirane stanice
koriStene su kao negativna, a stanice tretirane s 20 uM tBHP-om kao pozitivna kontrola. CCCP
je koristen kao kontrola depolarizacije mitohondrija. Rezultati su dobiveni iz tri neovisna
eksperimenta provedena u triplikatima i izraZeni kao postoci u odnosu na negativnu kontrolu.
Statisticki znacajne razlike u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su zvjezdicom (*, p <

0,05), au odnosu na LD ljestvama (#, p < 0,05).

Sveukupno, rezultati ukazuju na dvojako djelovanje SeNP: nakon 4-satnog tretmana, one
su kratkotrajno ublazile prooksidativne ucinke levodope, dok je 24-satna izloZenost dovela do
akumulacije ROS-ova. Ovakva razlika u ucincima mogla bi biti posljedica oslobadanja 1
nakupljanja iona selena unutar stanica, koji su ¢esto toksi¢niji od samih nanocestica (86,224).
U¢inci Tween-SeNP ponovno su bili izraZeniji u odnosu na PVP-SeNP, kako je ve¢ zabiljezeno
u testovima prezivljenja stanica. Medutim, stvaranje ROS-ova dovelo je do neocekivanog
porasta unutarstani¢nih razina GSH. Obzirom da su pri navedenim koncentracijama ucinci na
MMP bili minimalni, moguce je kako se radi o hormetickom odgovoru na SeNP, prema kojem
subcitotoksi¢ne razine oksidativnog stresa mogu aktivirati adaptivne mehanizme 1 pojacati

antioksidativnu obranu stanica (225,226).

Nasuprot tome, AuNP su u vecini testova bile inertne, bez izraZzenih prooksidativnih ili

protektivnih ucinaka, a razlike izmedu pojedinih tipova AuNP bile su minimalne. To sugerira
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visoku biokompatibilnost AuNP, u skladu s prethodnim rezultatima te upucuje na to da vrsta

stabilizatora u ovom slu¢aju nema presudnu ulogu u njihovim bioloskim uc¢incima.

4.9.  Osteéenje DNA

Ostecenje DNA nakon tretmana ispitano je primjenom protocne citometrije. Za detekciju
dvolancanih lomova koirsteno je protutijelo usmjereno na yYH2AX, konjugirano fluorescentnom
bojom Alexa Fluor 647. Nakon 24-satnog tretmana diferenciranih SH-SYSY stanica, SeNP
uzrokovale su znacajno povecanje broja YH2AX pozitivnih stanica, pri ¢emu je ucinak bio

ovisan o koncentraciji (Slika 20a i 19b).
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Slika 20. Rezultati analize dvolan¢anih lomova DNA nakon 24-satnog tretmana diferenciranih
SH-SYSY stanica nanocesticama 1 njihovim smjesama s levodopom (LD, 50 uM). Netretirane
stanice koriStene su kao negativna, a stanice tretirane 0,5 uM doksorubicinom kao pozitivna
kontrola. Rezultati su dobiveni iz dva neovisna eksperimenta provedena u duplikatima 1
prikazani kao postotak stanica pozitivnih na anti-yH2 AX protutijelo. Statisticki znacajne razlike

u odnosu na negativnu kontrolu oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05), a u odnosu na LD,

ljestvama (#, p < 0,05).
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Kod Tween-SeNP broj YH2AX pozitivnih stanica iznosio je oko 10 %, Sto je viSe od
vrijednosti u pozitivnoj kontroli (5,4 %). PVP-SeNP pokazale su znatno manju genotoksicnost,
s 6,0 % 1 5,8 % pozitivnih stanica pri koncentracijama od 11 i m5 mg Se/L. Pri manjim
koncentracijama obje vrste nanocestica, udio stanica s dvolanCanim lomovima bio je
neznacajno vec¢i od kontrolnih stanica, gdje je uoceno 1,2 % pozitivnih stanica. Smjese s
levodopom u ve€ini su sluCajeva rezultirale neSto veéim vrijednostima u usporedbi sa
samostalno primijenjenim SeNP. Ovdje, kao i u eksperimentima prezivljenja i oksidativnog

stresa, Tween-SeNP su pokazale izraZenije ucinke.

AuNP , kao 1 njihove smjese s levodopom, nisu dovele do porasta broja YH2AX pozitivnih
stanica, $to je 1 u skladu s dosad prikazanim rezultatima te literaturnim navodima o
biokompatibilnosti AuNP. Vrijednosti su bile usporedive ili manje od kontrole, a najvece
zabiljezene iznosile su 1,1 % za Ad-AuNP i 1,0 % za PGM-AuNP (Slika 20c 1 19d). Takoder,

sama levodopa nije znacajno povecala broj pozitivnih stanica u odnosu na kontrolu.

Dvolancani lomovi DNA predstavljaju najtezi oblik genomskog oStec¢enja, koji moze
rezultirati kromosomskim aberacijama, gubitkom genetskog materijala i stanicnom smréu
(227,228). Njihova je prisutnost nakon tretmana stoga vazan pokazatelj potencijalne toksicnosti
primijenjenih nanocestica. Uobicajeno, dvolancani lomovi nastaju djelovanjem ionizirajuéeg
zraCenja, genotoksi¢nih kemikalija ili radiomimetika, ali dostupna literatura jasno pokazuje
kako 1 nanoCestice mogu uzrokovati oSteCenja DNA, pri ¢emu se mehanizmi njihove
genotoksi¢nosti mogu svrstati u primarne 1 sekundarne (229-231). Primarni ukljucuju izravne
interakcije s DNA 1 pridruZenim proteinima te neizravne interakcije posredovane stvaranjem
ROS-ova 1 oksidativnim stresom. Izravna interakcija podrazumijeva ulazak nanocestica u
jezgru te vezanje na DNA ili pridruzene proteinske komplekse. Obzirom kako analiza
konfokalnih slika nije ukazala na prisutnost SeNP u jezgri stanica (Slika 11), mozemo zakljuciti
kako ovaj mehanizam vjerojatno nema vodecu ulogu u opaZenim ucincima. Taj zakljucak
dodatno podupiru rezultati za AuNP, koje, unato¢ sporadi¢noj prisutnosti u jezgri stanica, nisu
izazvale oSte¢enja DNA, cak ni pri najveéim ispitivanim koncentracijama. To upucuje na
povecano stvaranje ROS-ova 1 nastanak oksidativnog stresa kao uzroka dvolan¢anih lomova.
Stovise, rezultati prikazani u ovome radu jasno pokazuju kako SeNP uzrokuju koncentracijski
ovisno povecanje razina ROS-ova, dok AuNP ostaju potpuno inertne nakon 24-satnog tretmana
(Slika 16 1 Slika 17). Vidljivo je 1 kako su Tween-SeNP uzrokovale ve¢i porast ROS-ova u
odnosu na PVP-SeNP, §to se podudara s razinom nastalih DNA oSte¢enja. Budu¢i da je

poticanje oksidativnog stresa jedan od glavnih mehanizama toksi¢nosti nanocestica (232,233),

67



a SeNP mogu posjedovati prooksidativna svojstva ovisno o koncentraciji i bioloSkom
kontekstu (234), ovaj mehanizam ¢ini se najvjerojatnijim. Iako su rezultati istrazivanja o
genotoksi¢nim ucincima SeNP Cesto kontradiktorni, u prilog spomenutoj hipotezi idu i studije
koje pokazuju kako spojevi selena i SeNP, te druge vrste nanocestica poput kobalta i titanij
dioksida, mogu uzrokovati ostecenja genoma posredovana povecanim stvaranjem ROS-ova, pri

¢emu je ucinak opazen i u subtoksi¢nim koncentracijama (235-240).

Sveukupno, dobiveni rezultati sugeriraju da oSte¢enje DNA moze prethoditi aktivaciji
apoptoze ili nekroze, pri ¢emu je moguce da bi dulja izlozenost “netoksi¢nim” koncentracijama
naposljetku dovela do stani¢ne smrti. Pored toga, moguce je kako su oste¢enja DNA nastala
prije nego su stanice uspjele aktivirati zaStitne mehanizme potaknute stresom, u skladu s
opisanom hormeti¢kom hipotezom. U tom slucaju, razina nastalih oSte¢enja mogla bi biti
nedovoljna da samostalno izazove smrt stanica, budu¢i da ih mehanizmi popravka DNA
uspijevaju ucinkovito popraviti (241). Ipak, pojavnost dvolan¢anih lomova predstavlja ozbiljan
1 nepozeljan ucinak koji dovodi u pitanje dugorocnu sigurnost i potencijalnu primjenjivost

ispitivanih SeNP, kao sustava za dostavu lijekova.

4.10. Protektivni ucinci nanocestica

Kako bi se ispitao moguci protektivni uc¢inak na 6-OHDA-inducirano stvaranje ROS-ova,
diferencirane SH-SYSY stanice su najprije bile predtretirane levodopom, nanocesticama ili
njihovim smjesama s levodopom tijekom 16 sati, nakon ¢ega je tretman uklonjen, a stanice su
dodatno izlozene 40 uM 6-OHDA tijekom 4 sata, nakon Cega je stvaranje ROS-ova procijenjeno

DHE testom, vrijednosti unutarstani¢nog glutationa mBCL testom, a MMP Rh 123 testom.

U DHE testu, predtretman levodopom djelomi¢no je ublazio 6-OHDA-om potaknuto
stvaranje ROS-ova pri ¢emu se intenzitet signala smanjio sa 155 % na 127,2 % (Slika 21). SeNP
su pokazale slian obrazac, osobito u kombinaciji s levodopom. Tween-SeNP primijenjene
samostalno smanjile su intenzitet fluorescencije na 135 — 138 % negativne kontrole, a u
kombinaciji s levodopom vrijednosti su se kretale u rasponu od 119 — 129 % (Slika 21a.) PVP-
SeNP su pokazale sli¢an, koncentracijski ovisan trend (Slika 21b). Medutim, u oba slucaja,

rezultati nisu bili statisti¢ki znacajni.

AuNP samostalno nisu pruzile zastitu od 6-OHDA - intenzitet fluorescencije nije se
promijenio u odnosu na tretman 6-OHDA, dok je kombinacija nanocestica i levodope skromno

smanyjila oksidativni stres potaknut primjenom 6-OHDA (Slika 21c 1 20d).
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Slika 21. Protektivni uc¢inci nanocestica ili njihovih smjesa s levodopom (LD, 50 uM), ispitani
mjerenjem razina ROS-ova DHE testom, u diferenciranim SH-SYSY stanicama. Stanice su
predtretirane nanocesticama ili njihovim smjesama s levodopom tijekom 16 sati, nakon cega je
tretman uklonjen, a dio je stanica dodatno izlozen 40 pM 6-OHDA tijekom 4 sata. Netretirane
stanice koriStene su kao negativna kontrola. Rezultati su dobiveni iz tri neovisna eksperimenta
provedena u duplikatima, a statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na 6-OHDA oznacene su

zvjezdicom (*, p < 0,05).

U mBCL testu, izlaganje 6-OHDA-u rezultiralo je smanjenjem unutarstani¢nih razina
GSH, pri ¢emu je intenzitet fluorescencije pao na 85,3 % vrijednosti kontrolnih stanica (Slika
22). Predtretman sa SeNP ili levodopom povecao je unutarstani¢ne razine GSH, §to je u skladu
s prethodno opisanim rezultatima (Slika 18). Nakon dodatnog tretmana sa 6-OHDA zabiljeZen
je pad razina GSH, no vrijednosti su i dalje ostale zna¢ajno vise u usporedbi s tretmanom cCistim
6-OHDA. AuNP samostalno nisu povisile razine GSH, dok je u kombinaciji s levodopom
zabiljeZen izraZeniji porast. Nakon tretmana 6-OHDA-om, smjese su pruzile odredenu razinu

zaStite, dok same nanocestice nisu imale zapaZen ucinak
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Slika 22. Protektivni ucinci nanocestica ili njihovih smjesa s levodopom (LD, 50 pM), ispitani
mjerenjem razina reduciranog glutationa (GSH) mBCL testom, u diferenciranim SH-SYS5Y
stanicama, izlozenima 6-OHDA-u. Stanice su predtretirane nanocesticama ili njihovim
smjesama s levodopom tijekom 16 sati, nakon ¢ega je tretman uklonjen, a dio je stanica dodatno
izloZzen 40 uM 6-OHDA tijekom 4 sata. Netretirane stanice koriStene su kao negativna kontrola.
Rezultati su dobiveni iz tri neovisna eksperimenta provedena u duplikatima, a statisticki

znacajne razlike u odnosu na 6-OHDA oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05).

Konacéno, u Rh123 testu pokazano je da 4-satni tretman sa 6-OHDA uzrokuje znac¢ajnu
depolarizaciju mitohondrija, sli¢no kao i kontrole CCCP i tBHP (Slika 23). Samostalni tretmani
nanocesticama ili levodopom nisu znacajno utjecali na mitohondrijski membranski potencijal.
Dodatkom 6-OHDA u stanice predtretretirane nanocesticama ili levodopom, doslo je do
depolarizacije mitohondrija pri ¢emu su vrijednosti bile nesto viSe nego za stanice tretirane sa
6-OHDA. Medutim, statisti¢ki znacajna razlika uocena je samo za smjesu levodope i PVP-

SeNP pri koncentraciji od 11 mg Se/L.
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Slika 23. Protektivni ucinci nanocestica ili njihovih smjesa s levodopom (LD, 50 pM), ispitani
mjerenjem mitohondrijskog membranskog potencijala Rh 123 testom, u diferenciranim SH-
SYSY stanicama, izlozenima 6-OHDA-u. Stanice su predtretirane nanocesticama ili njthovim
smjesama s levodopom tijekom 16 sati, nakon ¢ega je tretman uklonjen, a dio je stanica dodatno
izloZzen 40 uM 6-OHDA tijekom 4 sata. Netretirane stanice koriStene su kao negativna kontrola.
Rezultati su dobiveni iz tri neovisna eksperimenta provedena u duplikatima, a statisticki

znacajne razlike u odnosu na 6-OHDA oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05).

Kako bi se ispitalo prenose li se uo€eni ucinci i na najvazniji ishod — prezivljenje stanica,
protektivni potencijal nanocestica i njihovih smjesa s levodopom dodatno je procijenjen
analizom apoptoze 1 stani¢ne smrti tehnikom protocne citometrije (Slika 24). Diferencirane
SH-SYSY stanice predtretirane su levodopom, nanocesticama ili njihovim smjesama tijekom
16 sati, nakon Cega je tretman uklonjen, a stanice su isprane PBS-om i potom izloZene LDso

koncentraciji 6-OHDA tijekom 24 sata.

Ocekivano, 6-OHDA je pri ICso koncentraciji znacajno smanjio preZivljenje stanica: udio
zivih stanica iznosio je 51,3 %, a rano i1 kasno apoptoti¢nih 41,5 % odnosno 6,9 % (Slika 24).
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U kontroli, udio zivih stanica bio je 95,9 %, uz svega 2,8 % rane i 0,9 % kasne apoptoze. Sama
levodopa (50 uM) nije pokazala toksi¢ne ufinke uz udio zivih stanica od 94,1 %, dok je
predtretman levodopom ublazio toksi¢nost 6-OHDA-a, povecavsi udio zivih stanica za otprilike

12 % te smanjivsi udio rano apoptoti¢nih stanica za 10 % u odnosu na 6-OHDA.
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Slika 24. Protektivni u¢inci nanocestica i njihovih smjesa s levodopom (LD, 50 uM) na stani¢nu
smrt 1 apoptozu diferenciranih SH-SYSY stanica tretiranih s 6-OHDA-om. Diferencirane SH-
SYS5Y stanice predtretirane su nanocesticama i smjesama s levodopom tijekom 16 sati, nakon
cega je tretman ispran, a dio stanica dodatno je izloZzen 55 uM 6-OHDA tijekom 24 sata.
Netretirane stanice koriStene su kao negativna kontrola. Rezultati su dobiveni iz tri neovisna
eksperimenta provedena u duplikatima, a statisticki znacajne razlike u odnosu na 6-OHDA

oznacene su zvjezdicom (*, p < 0,05).

Zastitu od 6-OHDA pruzio je i predtretman sa SeNP, pri ¢emu je ucinak bio izrazeniji nego

kod levodope. Tween-SeNP povecale su udio zivih stanica za 15-18 % i smanjile udio stanica
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u ranoj apoptozi za 13-19 %, a statisticki znacajan ucinak zabiljeZen je pri najviSoj
koncentraciji od 5 mg Se/L (Slika 24a). PVP-SeNP pokazale su slican obrazac — povecale su
udio Zivih stanica za 17-19 % i smanjile udio rano apoptoti¢nih stanica za 12—-15 %, ali bez
statisticke znacajnosti (Slika 24b). Predtretman smjesama nanocestica i levodopom rezultirao
je jos izrazenijim protektivnim u¢incima u odnosu na pojedinacne tretmane. Tween-SeNP su u
kombinaciji s levodopom povecale udio zivih stanica za 27-29 %, uz smanjenje rane apoptoze
za 20-24 %, dok je smjesa PVP-SeNP i levodope pokazala najsnazniji u€inak — povecanje

prezivljavanja za 30-32 % 1 smanjenje rane apoptoze za 25-28 % u usporedbi s 6-OHDA.

PGM-AuNP samostalno nisu pokazale protektivne ucinke, dok je smjesa s levodopom, pri
koncentraciji of 50 mg Au/L, povecéala udio zivih stanica za 10 — 12 % i smanjila udio
apoptoti¢nih za 8 — 10 %, u odnosu na 6-OHDA (Slika 24c). Ad-AuNP takoder nisu bile
ucinkovite kada su primijenjene samostalno, no u kombinaciji s levodopom povecale su udio
zivih stanica za oko 15 % i smanjile udio apoptoticnih za 13 % u usporedbi s 6-OHDA (Slika
24d). Medutim, ovi u€inci bili su varijabilni, statisticki neznacajni i usporedivi s onima
postignutima samom levodopom pa mozemo zakljuciti da AuNP nisu uspjele zastiti

diferencirane SH-SY5Y stanice od 6-OHDA.

S druge strane, rezultati jasno ukazuju na potencijal SeNP da zastite diferencirane SH-
SYSY stanice od toksi¢nih u¢inaka 6-OHDA. Protektivni ucinci bili su vidljivi u testovima
oksidativnog stresa, a dodatno potvrdeni analizom preZivljenja stanica. Kao S§to je veé
prethodno obrazlozeno, oni bi mogli biti posljedica hormetickog odgovora stanica na SeNP,
budu¢i da je 1 u eksperimentima sa 6-OHDA zabiljeZen porast razina ROS-ova pracen
povec¢anim razinama GSH. Mogucée je kako su SeNP ,pripremile SH-SYS5Y stanice,
aktivacijom antioksidativnih mehanizama, ¢ime su stanice postale otpornije na Stetna uc¢inke 6-
OHDA. Zanimljivo, 1 sama levodopa je pokazala odredene protektivne ucinke, dok je njihova
kombinacija s nanoCesticama rezultirala najizraZzenijim ucinkom, $to upucuje na moguce
sinergistiCke ili aditivne ucinke. Takav ucinak levodope moga bi takoder biti posljedica
adaptivnog odgovora stanica na nisku razinu oste¢enja uzrokovanu levodopom, obzirom da je

imala sli¢ne ucinke kao 1 SeNP u pokusima oksdiativnog stresa (242).
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5. ZAKLJUCCI

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

diferencijacija SH-SYSY stanica primjenom retinoi¢ne kiseline 1 forbolnih estera
rezultirala je fenotipom nalik dopaminergickim neuronima;

sve ispitivane nanocestice bile su sfericnog oblika, imale negativan { potencijal 1 bile
stabilne u kompletnom stanicnom mediju;

sve ispitivane nanocestice pokazale su sposobnost vezanja levodope, pri ¢emu je
kapacitet vezanja slijedio redoslijed: PGM-AuNP > Ad-AuNP > PVP-SeNP > Tween-
SeNP;

smjese AuNP i levodope bile su nestabilne u ispitanim bioloski relevantnim medijima,
dok su smjese s SeNP pokazale znatno bolju stabilnost, Sto je posljedica steriCke
stabilizacije;

AuNP i SeNP nisu utjecale na brzinu oslobadanja levodope, odnosno profili oslobadanja
bili su jednaki onome ¢iste otopine levodope;

AuNP nisu utjecale na prezivljenje diferenciranih SH-SYSY stanica, dok su SeNP
pokazale su koncentracijski ovisnu citotoksi¢nost, pri ¢emu su Tween-SeNP bile
toksi¢nije od PVP-SeNP;

pri koncentracijama manjima od ICzo vrijednosti, AuNP 1 SeNP, kao 1 njihove smjese s
levodopom, nisu uzrokovale zna¢ajan porast broja apoptoti¢nih ili nekroti¢nih stanica;
sve vrste nanocestica detektirane su u stanicama, pri ¢emu je ucinkovitost unosa bila
veca za PGM-AuNP u odnosu na Ad-AuNP te za Tween-SeNP u odnosu na PVP-SeNP;
SeNP i njihove smjese s levodopom uzrokovale su koncentracijski ovisan porast ROS-
ova uz istodobno povecanje razina GSH, dok su AuNP kao i njihove smjese s
levodopom bile inertne;

AuNP nisu imale genotoksi¢ne ucinke, dok su SeNP izazvale koncentracijski ovisan
porast broja YH2AX pozitivnih stanica;

u 6-OHDA modelu Parkinsonove bolesti, SeNP su pokazale protektivni ucinak,
vjerojatno putem hormeti¢kog odgovora stanica, dok AuNP nisu imale sli¢ne ucinke;
kombinacija nanoCestica 1 levodope rezultirala je izraZenijim protektivnim ucinkom

nego pojedinacni tretmani.
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Slika P1. Standardne krivulje levodope u umjetnoj intestinalnoj tekucini (SIF), umjetnoj
zelucanoj teku¢ini (SGF), umjetnoj lizosomalnoj teku¢ini (SLF) 1 fizioloSkoj otopini
puferiranoj fosfatnim puferom (PBS) koriStene. Iznad svakog grafickog prikaza naznacen je

medij, dok su iznad regresijskih pravaca navedene njihove jednadZbe.
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Slika P2. Apsorpcijski spektar ukupne RNA izolirane iz diferenciranih (uzorak) i
nediferenciranih (kalibrator) SH-SYSY stanica, snimljen na uredaju NanoDrop 8000.

Tablica P1. Koncentracija i Cisto¢a ukupne RNA izolirane iz diferenciranih (uzorak) i

nediferenciranih (kalibrator) stanica, odredena NanoDrop 8000 spektrofotometrom.

Naziv uzorka Koncentracija (ng/pL) A260 A280 A230 260/280 260/230

Uzorak 1 44,5 LI 0542 058 2,05 1,92
Kalibrator1 48,6 1216 0,587 0,749 2,07 1,62
Uzorak 2 31,4 0,784 0386 0,541 2,03 1,45
Kalibrator 2 36,6 0,914 0449 0,503 2,04 1,82
Uzorak 3 38,7 0,967 0,47 0,689 2,06 1,40
Kalibrator 3 51,5 1287 0,624 0664 2,06 1,94

Tablica P2. Sljedovi pocetnica koristeni u qPCR analizi.

Gen Slijed pocetnice (5" - 37)

GAPDH Uzvodna ACCCACTCCTCCACCTTTGAC
Nizvodna CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA

ACTB Uzvodna CACTCTTCCAGCCTTCCTTCC
Nizvodna AGGTCTTTGCGGATGTCCAC

SLCI842 Uzvodna CGGAAGCTCATCCTGTTCATC
Nizvodna ACGACAGTGAGCAGCATGTTG

SLC6A3 Uzvodna GCCTGCTTGCTGATATTGCAGT
Nizvodna TGGCCAACATCCTTCACTCA

DRD?2 Uzvodna GGAAATTCAGCAGGATTCACTG
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Nizvodna

ATGCTGATGGCACACAAGTTC

TH Uzvodna GTGAGGTTGTGCTGCCTGT
Nizvodna CTTTTATTGTGACGGTGATTGG
MAP-2 Uzvodna AGGCTGTAGCAGTCCTGAAAGG
Nizvodna CTTCCTCCACTGTGACAGTCTG
TUBB3  Uzvodna CCCAGCGGCAACTACGTGGG
Nizvodna GTTGTTGCCGGCCCCACTCT
NES Uzvodna CTCAGGTCCTGGAAGGTCG
Nizvodna AAAGCTGAGGGAAGTCTTGGAG

Tablica P3. Koncentracije pocetnica, nagib standardne krivulje i u¢inkovitost umnazanja za sve

ispitane gene. E — u€inkovitost umnazanja (engl. amplification efficiency).

E
Gen U/N (nM)  Nagib R? %
DRD?2 500/500 -3,383 0,990 1,98 97,5
SLCI842  500/500 -3,379 0,990 1,98 97,7
SLC6A3 100/100 -3,259 0,993 2,03 102,7
TH 100/100 -3,265 0,999 2,02 102,5
NES 100/100 -3,417 0,997 1,96 96,2
TUBB3 100/100 -3,273 0,999 2,02 102,1
MAP-2 300/300 -3,227 0,999 2,04 104,1
GAPDH 100/100 -3,363 0,999 1,98 98,3
ACTB 200/200 -3,400 0,999 1,97 96,8
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Slika P3. Standardne krivulje za parove pocetnica koriStene u qPCR eksperimentu. Na Y-osi

prikazane su Cq vrijednosti, a na X-osi logio transformirane koncentracije cDNA. Ispod

pravaca prikazane su pripadajuce jednadzbe i koeficijent korelacije.

Tablica P4. Vrijednosti temperature taljenja (engl. melting temperature, Tm) za qPCR produkte

dobivene analizom krivulje taljenja (engl. melting curve). Prikazane su prosje¢ne Tm

vrijednosti uzorka i kalibratora u tri neovisna eksperimenta.

Gen Eksperiment 1 Eksperiment 2 Eksperiment 3
)_(uzorak )_(kontrola )_(uzorak )_(kontrola )_(uzorak )_Kkontrola
DRD?2 78,8 78,8 79,3 78,9 79,1 78,8
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Slika P4. Krivulje taljenja qPCR produkata: a) ACTB, b) GAPDH, ¢) DRD2,d) MAP-2, ) NES,
f) SLC6A43, g) SLC18A2, h) TH te 1) TUBB3. Prikazane su NTC (engl. no template control) te

NRT (engl. no reverse transcriptase control) krivulje.
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Slika PS. Primjer strategije odabira populacija stanica (engl. gating) u eksperimentu
kvantifikacije apoptoze 1 nekroze protonom citometrijom na uzorku pozitivne kontrole.
Analiza je zapocela iskljuCivanjem stani¢nih nakupina (dubleta, tripleta itd.) na temelju
svojstava rasprsenja svjetlosti (P1). U sljede¢em je koraku tako odabrana populacija stanica
odvojena od raspadnutih stanica 1 nanocCestica (P2), nakon Cega su definirane sljedece
populacije: Zive stanice (Annexin V/PI", Q1-LL), rana apoptoza (Annexin V*/PI", Q1-LR),
kasna apoptoza (Annexin V*/PI*, Q1-UR) i mrtve stanice/nekroza (Annexin V/PI*, Q1-UL).
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Slika P6. Primjer strategije odabira populacija stanica (engl. gating) u eksperimentu proto¢ne
citometrije za odredivanje udjela YH2AX pozitivnih stanica na uzorku kontrolnih stanica.
Analiza je zapocela isklju¢ivanjem stani¢nih nakupina (dubleta, tripleta itd.) na temelju
svojstava rasprSenja svjetlosti. U sljedeCem je koraku tako odabrana populacija stanica
odvojena od raspadnutih stanica i nanocestica. Kona¢no, na uzorku negativne kontrole

postavljen je prozor koji definira populaciju stanica pozitivnih na YH2AX.
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Abstract: Parkinson's disease (PD) is progressive neurodegenerative disorder marked by a loss of dopaminergic neurons, inflammation and
oxidative stress and most commonly treated with L-Dopa. Long-term use of L-Dopa is associated with motor complications and side effects,
highlighting the need for improved formulations. Gold nanoparticles (AuNPs) represent promising nanocarriers for improving drug delivery and
reducing drug-induced toxicity. Building upon our previous work, where we demonstrated reversible binding of L-Dopa by AuNPs functionalized
with peptidoglycan monomer (PGM-AuNPs) or 1-adamantylamine (Ad-AuNPs), we present here the intracellular uptake, biocompatibility, and
antioxidative potential of such nanoformulations in vitro, using SH-SY5Y cells differentiated in dopaminergic neurons. Both AuNPs showed good
biocompatibility, and no cytotoxicity at the tested concentrations. Intracellular uptake of AuNPs was confirmed using flow cytometry and
confocal microscopy, with greater internalization seen for PGM-AuNPs compared to Ad-AuNPs. Finally, both AuNPs demonstrated the
antioxidative effect under L-Dopa induced stress. These findings suggest that PGM- and Ad-AuNPs hold potential as effective nanocarriers while

reducing L-Dopa induced oxidative stress.

Keywords: Parkinson's disease, gold nanoparticles, nanocarriers, L-Dopa, SH-SY5Y.

INTRODUCTION

P ARKINSON'’S disease (PD) is the world’s second most
common neurodegenerative disorder, affecting
roughly 1 % of people over the age of 60.1 Despite signifi-
cant scientific efforts, current pharmacological treatment is
exclusively symptomatic. Despite being the most effective
treatment for PD, chronic L-Dopa therapy is associated with
debilitating motor complications leaving patient without
effective treatment options.[2l Mechanism behind L-Dopa
induced dyskinesias are poorly understood, but involve
dopaminergic cell loss and consequential dopamine deple-
tion, which remodels synapses in a way that pulsatile
L-Dopa stimulation produces abnormal ganglia output.Bl In
addition, some studies suggest that L-Dopa can contribute

to oxidative stress,[4-6] excitotoxicity,”) impairment of mito-
chondrial function, 8] thereby contributing to dopaminergic
neuron degeneration. This emphasises the need for novel
formulations that may minimize drug fluctuations and
toxicity.

Nano-enabled drug delivery systems hold promises
to address the limitations of conventional L-Dopa ther-
apy.l”! Nanocarriers can be engineered to improve the
pharmacokinetic profiles of the drugs, increase transport
across biological barriers, protect the drug from peripheral
metabolism and to enable targeted delivery. Among many
nanomaterials, gold nanoparticles (AuNPs) are interesting
due to their chemical inertness, biocompatibility, and sim-
ple synthesis.['?] They can be easily functionalized with
targeting or transport-enhancing ligands, or loaded with

This work is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License.
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drugs.['Y) AuNPs also exhibit intrinsic “nanozyme” activity
that can either generate or scavenge reactive oxygen
species (ROS): by carefully optimising their size, shape, and
surface coating, these properties can be engineered to pro-
mote ROS formation for cancer therapy or to scavenge ROS
and alleviate oxidative stress.[!2] Aligned to their nanozyme
properties, some studies even suggest AuNPs can restore
impaired NAD+/NADH ratio in the brain of PD patients.[!3]
Finally, several clinical trials are currently evaluating AuNPs
for therapeutic and diagnostic applications.[*4] All of this
makes AuNPs a promissing platform for the treatment of
Parkinson’s disease.

In this study, we build upon our previous findings
demonstrating that gold nanoparticles (AuNPs) functional-
ized with peptidoglycan monomer (PGM-AuNPs) or
1-adamantylamine (Ad-AuNPs) reversibly bind L-Dopa.[**!
Here, we further investigate these AuNP-based formula-
tions by assessing their intracellular uptake, effects on cell
viability and oxidative stress, as well as evaluating their
potential protective properties against L-Dopa-induced
cytotoxicity under in vitro settings.

EXPERIMENTAL

AuNP Synthesis

PGM-AuNPs and Ad-AuNPs were synthesized using a reduc-
tion method as previously described.!%] Briefly, to obtain
Ad-AuNP and PGM-AuUNP, 10 mM HAuCls3H,0 (Sigma-
Aldrich, Chemie, GmbH) and 0.67 mM 1-adamantylamine
hydrochloride (Sigma-Alrdich Chemie GmbH) or 0.12 mM
PGM (Pliva, Chemical and Pharmaceutical Works, Zagreb,
Croatia) were added to 6.5 mL of ultrapure water (UPW),
followed by the addition of 15 mM NaBH, (Alfa Aesar,
Kandel, Germany) under rigorous stirring. When the colour
of the mixture turned from pale yellow to wine red it was
stirred at room temperature for an additional 1.5 hours in
the case of Ad-AuNPs and 20 minutes in the case of
PGM-AuNPs. AuNPs were then purified by centrifugation at
8 000 x g 2 times for 10 min, respectively. The supernatant
was removed, the pellet was resuspended in UPW and
stored in the dark at 4 °C.

AuNPs Characterization

Detailed characterization of prepared AuNPs has been
described in our previously published paper(**l and includes
various spectroscopic, light scattering and microscopic
techniques. Briefly, the elemental gold (Au) concentration
of AuNP in stock suspension was determined using a graph-
ite furnace atomic absorption spectrometer (GFAAS)
(Perkin Elmer AAnalyst 600, Perkin Elmer, Shelton, USA)
calibrated with a standard Au solution (1000 mg L2 in 5 %
HNOs;; Darmstadt, Germany) Method details along with

calibration curves are available as supporting information
(Figure S5, Table S1). Working concentrations for all biological
experiments were prepared by diluting characterized stock
suspension to desired final concentrations. The hydrody-
namic diameter (du) and zeta ({) potential of AuNPs were
determined from by dynamic (DLS) and electrophoretic
light scattering (ELS) methods, respectively, using a
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK)
equipped with a “green” laser (532 nm). DLS results were
reported from the size-intensity distribution function as a
mean value of six measurements with standard deviation,
while ¢ potential was calculated using Henry's equation
with the Smoluchowski approximation and was expressed
as the average value of six consecutive measurements with
SD. Further characterization was performed using transmis-
sion electron microscopy (TEM, 902A; Carl Zeiss Meditec
AG, Jena, Germany) in a bright-field mode with an acceler-
ation voltage of 80 kV to determine the primary size (drem)
and shape of AuNPs. Additionally, AuNPs colloidal stability
was assessed in UPW and complete cell culture medium
using DLS and ELS techniques.

Calculation of Effective AUNP Exposure
Concentrations

Besides reporting the nominal AuNPs concentrations (e.g.,
pg Au mL-1) used in our experiments, we also estimated the
actual dose delivered to the cell surface using the freely
available “in vitro dosimetry” web application, which imple-
ments the distorted-grid model, as described by Cheimarios
et al.l!¢l nanoparticles tend to agglomerate and sediment
under standard cell culture conditions, the true concentra-
tion reaching cells can be substantially different than the
nominal dose, which makes it difficult to accurately
compare effects of two or more nanoparticle types, even
when they have similar physicochemical properties. To
calculate effective concentrations, we entered the nominal
dose, DLS-derived volume-weighted size distributions,
solvent properties, liquid height, effective density, and ran
simulations for 4 h (related to oxidative stress assays) or
24 h (related to viability and uptake assays). We extracted
the predicted particle concentration in the bottom
0.005 mm compartment — which accounts for sedimenta-
tion and diffusion — and used these effective doses along-
side nominal concentrations when presenting our results.
Effective concentrations are expressed as number of AUNPs
per volume in the bottom compartment [N cm~3].

Drug Loading Efficiency
To determine drug loading efficiency (DLE), AuNPs were
incubated with L-Dopa in UPW for 10, 30, and 120 minutes.
After incubation, free L-Dopa was separated from AuNPs on
Amicon Ultra-2 Centrifugal Filter Unit (cut-off size 2 kDA,
Merck, Darmstadt, Germany) at 3500 x g for 15 minutes.
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The concentration of free L-Dopa in the ultrafiltrate was
measured using a CARY 3500 UV-Vis spectrophotometer
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) at a wavelength of
280 nm in a quartz cuvette with a 10 mm optical path length.
A fresh standard calibration curve of L-Dopa (Figure S4) in
UPW was prepared for each experiment and used to
calculate the concentration of L-Dopa in the ultrafiltrate.
DLE was calculated with the following equation:

total amount of L-Dopa

total amount of drug

DLE/%=(

amount of free L-Dopa 100
total amount of drug

Cell Culture

SH-SY5Y cells (ECACC, Salisbury, UK) were grown in
complete cell culture medium (CCM) composed of
Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F12), with 10 % fetal bovine serum (FBS), 1 %
Penicillin/Streptomycin, 1 % non-essential-amino-acids,
and 1 % L-glutamine (all purchased from Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Germany). Cells were kept in T-75 culture
flasks (Sarstedt, Nimbrecht, Germany) under humified
conditions at 37 °C and 5 % CO,. The medium was changed
every four days and cells were subcultured when 70-80 %
confluent. During subculturing, non-adherent cells were
spun down and combined with adherent cells that were
detached using 0.25 % Trypsin-EDTA solution (Sigma-
Aldrich, Chemie GmbH). Cells were counted on TC20 Cell
Counter (Bio-Rad, Hercules, USA). In all experiments cells
between 5th and 15t passage were used. SH-SY5Y cells
were differentiated towards dopaminergic-like phenotype
according to protocol described elsewhere.[7.18] After
seeding in the complete culture medium, cells were
allowed to attach overnight. Next day, culture medium was
removed, cells were washed with phosphate-buffered
saline (PBS) and incubated in culture medium with 10 uM
retinoic acid (RA; Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Germany )
for 3 days. Retinoic acid was handled in the dark and kept
minimum time at the room temperature to prevent degra-
dation.!9) After 3 days the medium was removed, cells
were rinsed with PBS, and incubated in cell culture medium
with 80 nM 12-O-tetradecanoyl-13-acetate (TPA; Sigma-
Aldrich, Chemie GmbH, Germany) for 3 additional days.

MTS Assay

Effect of PGM-AuNPs and Ad-AuNPs on cell viability in dif-
ferentiated SH-SY5Y cells was assessed using CellTiter 96°
Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
(Promega, Madison, WI, USA) following manufacturer
instructions. SH-SY5Y cells were seeded clear in 96-well

plate (Eppendorf, Hamburg, Germany) at a density of
12.5 x 10* cells cm=2, differentiated according to the
protocol described above, and exposed to 2-fold serial
dilution of Ad-AuNPs and PGM-AuNPs suspensions at 37 °C
and 5 % CO,. Treatments were prepared as 10x working
concentration in UPW and diluted directly in the well to 1x
final concentration. AuNPs were vortexed for 30 seconds
before preparing solutions and before cell treatment. For
negative control, cells were incubated in complete cell
culture medium with the addition of sterile UPW. 10 %
dimethyl sulfoxide (DMSO) was used as positive control.
After 24 h cells were washed three times with PBS and
100 pL of phenol red-free complete cell culture medium
was added to each well followed by 20 pL of MTS / PMS
solution (20 : 1). Plate was incubated for 2 h at 37 °C and
5 % CO,. Following incubation, absorbance was measured
at 490 nm using Victor 3 microplate reader (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA). Results are expressed as the mean
+ standard error of the mean (SEM) relative to the negative
control. At least three independent experiments were
performed in triplicate, and blank values were subtracted
from all absorbance measurements.

Flow Cytometry Experiments

Since AuNPs can interfere with conventional spectrophoto-
metric assays such as MTS,[29 cell viability results were con-
firmed using an Annexin V-FITC/propidium iodide (PI) kit
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) on a CytoFLEX
SRT Benchtop Cell Sorter (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).
This method also allowed us to investigate the AuNPs tox-
icity mechanism and their relative uptake into differenti-
ated SH-SY5Y cells. Cells were seeded in 24-well plates
(Eppendorf, Hamburg, Germany) at a density of 15 x 10*
cells cm=2 and left to attach overnight at 37 °C and 5 % CO,.
Cells were differentiated according to the protocol
described above. All treatments were prepared as 10x
working solutions in sterile UPW and diluted to 1x final con-
centration directly in the well. For negative control cells
were incubated in CCM with addition of sterile UPW. AuNPs
were vortexed for 30 seconds before preparing solutions
and before cell treatment. 10 % DMSO was used as positive
control. Treatments were added to CCM, and plates were
incubated for 24 h at 37 °C and 5 % CO,. After incubation
supernatants were collected in designated tubes, cells were
rinsed with sterile PBS, and detached from plate with
0.25 % Trypsin-EDTA solution. CCM was added to inhibit
trypsin activity and cell suspension was mixed with
corresponding supernatants and PBS washes. Finally, cells
were stained according to instructions in Annexin V Assay
Kit (Biorad, Hercules, California, USA) to determine relative
ammounts of live, late apoptotic/dead and early apoptotic
cells. Additionally, side scattered light intensity (SSC) of live
cells, measured by flow cytometry, was used as an indicator
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of AuNPs uptake because it correlates with cellular
granularity, which increases when metallic NPs are inter-
nalized. By comparing the median SSC intensity between
treated and untreated cells, we quantified relative uptake
of AuNPs.[21.221 Samples were analysed on a CytoFLEX SRT
Benchtop Cell Sorter device (Beckman Coulter, Crea, CA,
USA). Results are expressed as the mean + standard error
of the mean (SEM) relative to the negative control. Three
independent experiments were performed in triplicate,
and blank values were subtracted from all absorbance
measurements.

Visualization of AuNPs in cells

Differentiated SH-SY5Y cells (12.5 x 10* cells cm~2) seeded
onto coverslips in 24-well plates (Eppendorf, Hamburg,
Germany) were treated for 24 h with freshly prepared
suspensions of Ad-AuNP or PGM-AuNP (final concentration:
10 pg Au mL-1). After three PBS washes, cells were fixed (4
% paraformaldehyde, 10 min), permeabilized (0.25 % Triton
X-100, 15 min), blocked (10 % FBS with 0.1 % Tween-20,
90 min at 37 °C), and incubated with mouse monoclonal
anti-B-tubulin antibody (1 : 200, Sigma-Aldrich) overnight at
4 °C. Next, cells were incubated with AlexaFluor®488 second-
ary antibody (2 pg mL™, Abcam, 2 h), and stained with phal-
loidin-FITC (1 pg mL™L, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Germany). Finally, nuclei were labeled with
Hoechst 33258 (10 pg mL™, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Germany). Coverslips were mounted with
Fluoroshield (Sigma-Aldrich) and stored at —20 °C until imag-
ing. Confocal microscopy (Leica TCS SP8 X) with reflectance
contrast mode was used to confirm nanoparticle internaliza-
tion through Z-stack images (4—7 per sample), processed
with ImageJ software (University of Wisconsin, USA).

Oxidative Stress and Mitochondrial
Membrane Potential Measurements

SH-SY5Y cells were seeded in black 96-well plates (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at a density of
12.5 x 10* cells/well and incubated overnight at 37 °Cin a
5 % CO, atmosphere to allow attachment. Following differ-
entiation as previously described, cells were washed with
PBS and treated with AuNPs and/or L-Dopa. All treatments
were freshly prepared in UPW at 10x working concentra-
tions, 30 min prior to cell exposure. Nanoparticle solutions
were vortexed for 30 s before dilution and application to
cells. Final well concentrations were: AuNPs, 10 pg Au mL™;
L-Dopa, 50 uM; and AuNPs loaded with L-Dopa, 50 uM
L-Dopa / 10 pug Au mL~* AuNPs. These concentrations were
selected based on preliminary oxidative stress and flow
cytometry experiments, aiming to induce oxidative stress
without significant cytotoxicity and to maintain
physiologically relevant L-Dopa concentrations.[3] Negative
control cells were incubated in CCM supplemented with

sterile UPW, while positive control cells were exposed to
20 uM tert-butyl hydroperoxide (t-BHP).

To measure oxidative stress parameters, AuNPs
were removed, cells washed three times with PBS and
incubated (40 min, room temperature) with fluorescent
probes diluted in PBS (containing Ca?* and Mg?* to prevent
cell dettachment): 20 uM 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein
diacetate (DCFH-DA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Germany) for general ROS detection; 20 uM dihy-
droethidium (DHE, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) for
superoxide radicals; 50 UM monochlorobimane (mBCl,
Fluka) for reduced glutathione; and 0.1 uM rhodamine 123
(Rh123, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) for mitochondrial
membrane potential measurement. After incubation, the
culture medium was carefully aspirated, cells rinsed twice
with PBS, and fluorescence was immediately measured on
a Victor3 microplate reader (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA). Excitation/emission wavelengths were set at 485/535
nm for DCFH-DA, 380/460 nm for mBCl, 507/529 nm for
Rh123, and 480/567 nm for DHE. Background fluorescence
(blank) values were subtracted from all measurements.
Results are expressed as mean + SEM relative to negative
controls from at three independent experiments per-
formed in triplicate.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Data were ana-
lyzed for statistical significance by one-way ANOVA fol-
lowed by Dunnett's multiple comparisons test, comparing
all groups to the control. Tukey’s test was applied for com-
parisons between multiple groups. A p-value < 0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION

AuNP Characterization

The primary size and shape of AuNPs were determined
using TEM. Both Ad-AuNPs and PGM-AuNPs present
homogeneous spherical structures with similar primary
diameters of aproximately 24 nm. (Figure 1). The dy and ¢
potential values were measured using DLS and ELS,
respectively, in both UPW and CCM (Table 1). The dy for
both AuNPs were larger than their primary sizes
determined by TEM (drem), Which can be attributed to the
formation of hydration shell.[2425] The polidispersity
indexes (PDI) in UPW were above 0.1, a treshold for
monodisperse systems.[26] ¢ potential values in UPW were
similar for both AuNPs, around to —30 mV, indicating good
colloidal stability.27) In the CCM, dy of Ad-AuNPs increased
significantly at 0 h, with further increase at 4 h, and
remained stable up to 24 h. The initial dyy of PGM-AuUNPs in
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Figure 1. Transmission electron micrographs of gold
nanoparticles (AuNPs) coated with A) 1-adamantylamine
(Ad-AuNPs) and B) peptidoglycan monomer (PGM-AuNPs).
Scale bars are 100 nm.

CCM was slghtly smaller compared to UPW, but increased
substantially at 4 h and 24 h. The observed increase in dy is
likely due to the protein corona formation, rather than
agglomeration, evidenced by stable PDI, monomodal
intensity-weighted size distribution, and { potential values
similar to those of serum proteins.[26:28.29 Protein corona
likely stabilized the AuNPs in the CCM, despite T potential
values not sufficient for electrostatic stabilization of
nanoparticles.[27,30]

Drug Loading Efficiency

DLE analysis showed differences between Ad-AuNPS and
PGM-AuUNPS formulations (Table 2). PGM-AuNPS demon-
stated higher DLE than Ad-AuNPS at both tested
concentrations (10 and 100 mg Au L™1). At 100 mg Au L
and 500 pumol L1 of L-Dopa, DLE for PGM-AuNPs was
10.3 + 3.6 % after 10 min, increased to 11.1 + 2.0 % after
30 min, and dropped slightly at 10.0 + 2.0 % after 120 min.
Under the same conditions, Ad-AuNPs performed poorer
with 5.6 + 3.1 % after 10 min, 5.9 + 1.7 % after 30 min, and
3.9 £+ 1.3 % after 120 min. At lower AuNPs and L-Dopa
concentrations (10 mg Au L and 50 umol L™1), results were
similar, with PGM-AuNPs demonstrating better DLE. Since

Table 1. Primary size (dvem, n = 100), hydrodynamic
diameter (du), polydispersity index (PDI), and zeta potential
(0 of gold nanoparticles (AuNPs) coated with 1-
adamantylamine (Ad-AuNPs) and peptidoglycan monomer
(PGM-AuUNPs) in ultrapure water (UPW) and cell culture
medium (CCM). Results are reported as mean values +
standard deviation.

AUNps M/ du/nm 7/ mv PDI
nm
uPw 85.6+33 -293+38 022
wv (=)}
% N Oh 111.4+02 -112%39 024
<
> d oM 4h 1246+04 -151427 025
< S\
24h 1251405 -133%22 026
. uPw 793+3.7 -312+14 024
< <
5 o Oh 741+09 -95+16 032
< +H
= 3 oM 4h 819:84 -116+45 034
o
a

24h  97.1+£95 -13.6+3.0 0.34

both of AuNPs have similar size, shape, surface charge, and
total surface area, higher DLE exhibited by PGM-AuNPs is
likely due to the more favorable surface chemistry.1] DLE
results were similar to our previously published work, 5]
and aligned with usually reported DLE for nanoparticulate
systems.[32] Since the highest DLE was observed after
30 min of incubation, this incubation time was selected for
subsequent experiments involving L-Dopa-loaded AuNPs.

Cytotoxicity of AuNPs

MTS results showing cytotoxicity of PGM-AuNPs and Ad-
AuNPs towards differentiated SH-SY5Y cells are given in
Figure 2 After 24 h, none of the tested AuNPs concen-
trations showed significant cytotoxicity. Interestingly, at
the highest AuNPs concentrations (100 and 200 pg Au mL™1),
viability values were significantly higher than negative

Table 2. Drug loading efficiency (DLE) of L-Dopa onto gold nanoparticles (AuNPs) functionalized with 1-adamantylamine
(Ad-AuNPs) and peptidoglycan monomer (PGM-AuNsP). The AuNPs suspensions (10 and 100 mg Au/L) were incubated with
L-Dopa (50 and 500 pmol L1, respectively), and samples were analyzed after 10, 30, and 120 min. DLE (%) is presented as mean
+ standard deviation (SD) (n = 3). The table also includes AuNPs concentration given as number of nanoparticles per liter
(Naunp/L), total nanoparticle surface area (SA, nm? L™1), mass concentration (ca, in mg Au L), and L-Dopa molar concentration

(CL-popa in pmol L1).

CAu/ CAu / CL—Dopa/ total SA/ 10 min 30 min 120 min
NP mg Lt mol L mol L Naune /L nm2L?
J " H DLIE/% SD DLE/% SD DLE/% SD
100 507.7 500 6.98 x 10% 1.28 x 1018 5.6 3.1 5.9 1.7 3.9 13
Ad-AuNP

10 50.8 50 6.98 x 103 1.28 x 1077 5.5 2.2 8.6 1.9 7.5 18
PGM- 100 507.7 500 6.4 % 10% 1.24 x 1018 10.3 3.6 111 2.0 100 2.0
AuNP 10 50.8 50 6.4 x 1013 1.24 x 10V 14.9 1.6 19.9 6.1 15.5 49
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Figure 2. MTS assay results for peptidoglycan monomer (PGM-AuNPs, A) and 1-adamantylamine functionalized gold
nanoparticles (Ad-AuNPs, B) after 24 h of treatment at 37 °C and 5 % CO,. Untreated cells served as the negative control (Ctrl),
while cells treated with 10 % dimethyl sulfoxide (10% DMSO) were used as the positive control. Data are presented as the mean
percentage of control + SEM (n = 4). Effective nanoparticle concentrations are indicated in the brackets.

control  (Ctrl), which probably caused by
spectrophotometric interference induced by AuNPs,[33]
since microscopic observations did not indicate toxicity,
and AuNPs residues were clearly visible on the bottom of
the wells even after extensive washing with PBS. Also, these
AuNPs strongly absorb light around 500 nm,[5] which
overlaps with detection wavelength of formazan. PGM-
AuNPs seem to interfere more strongly, which may be due
to 30-fold higher effective concentrations of PGM-AuNPs.
Additionally, flow cytometry results did not demonstrate
such artifact.

To confirm biocompatibility of AuNPs and evaluate
their effect on induction of apoptosis, we employed
Annexin V-FITC/PI assay using flow cytometry (Figure 3).
Annexin V is protein that binds phosphatidyl serin,34 which
is translocated from inner to outer membrane in early
apoptosis.[*s Pl is membrane-impermeable dye that binds
DNA, which happens upon membrane damage in late apop-
totic cells or cells that undergo necrosis.[*% Based on this, it
is possible to distinguish four different population of the
cells: live (Annexin V-/Pl-), dead (Annexin V-/Pl+), early
apoptotic (Annexin V+/Pl-), and late apoptotic (Annexin
V+/Pl+).

At doses from 1 to 200 pg Au mL™1, none of the
AuNPs significantly affected number of live cells with all val-
ues above 80 % and comparable with the negative control
(Figure 3A). Percentege of early apoptotic (Figure 3B), late
apoptotic (Figure 3D), and dead cells (Figure 3C) also did
not differ from negative control, while 10 % DMSO decreas-
ed the number of live cells to about 30 %. The same assays
were used to evaluate L-Dopa toxicity (results presented in
Figures S2 and S3 of Supporting Information).

was

Together, the MTS and flow cytometry results indi-
cate no cytotoxicity at the tested AuNPs concentrations,
confirming their biocompatibility.

The toxicity of AuNPs remains a subject of ongoing
debate. While numerous studies report minimal or no tox-
icity at low-to-moderate concentrations, others found evi-
dences of significant adverse effects.3”] For example, study
by Valdiglesias et al.}8] demonstrated that negatively
charged AuNPs (~5 nm) did not induce cell death in SH-SY5Y
cells at concentrations up to 50 ug mL! after 24 hours. Sim-
ilarly, a study on gold nanostars functionalized with poly-
ethylene glycol (PEG) found no toxicity in SH-SY5Y cells at
concentrations as high as 100 ug Au mL™1. In contrast, gold
nanostars functionalized with polyallylamine hydrochloride
and PEG exhibited higher cellular uptake and clear dose-
dependent cytotoxicity. Such findings highlight that AuNPs
toxicity does not depend solely on nanoparticle composi-
tion but is strongly influenced by factors such as particle
size, shape, and surface functionalization.3%-41 Therfore, it
is wrong to just presume biocompatibility of AuNPs, but
extensive toxicity screening is required to confirm it.

Although we tested a wide range of AuNPs concen-
trations and found no evidence of cytotoxcity, which is in
line with most in vitro studies, possible adverse effects on
human health outside this concentration range should be
also considered. As mentioned above, the toxicological pro-
file depends not only on dose but also on size, shape, sur-
face modifications, route of administration, etc. This makes
cross-study comparisons based solely on dose mislead-
ing.[“2l Recent data suggest that concentrations below
1 pug mL? are generally well tolerated.[*3-%5] However,
depending on the shape, size or surface charge AuNPs can
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Figure 3. Effects of gold nanoparticles (AuNsP) functionalized with peptidoglycan monomer (PGM-AuNPs) and
1- adamantylamine (Ad-AuNPs) on differentiated SH-SY5Ycells. Cells were treated for 24 h at 37 °C and 5 % CO,. Live cells;
FITC-/PI-, early apoptotic: FITC+/PI-, late apoptotic FITC+/Pl+, dead FITC-/Pl+. Untreated cells served as the negative (Ctrl), while
cells treated with 10 % DMSO were used as the positive control. Data were analyzed using one-way ANOVA, followed by
Dunnett’s multiple comparisons test against the control group. Results are expressed as mean £ SEM (n = 3). Asterisks (*)
indicate statistically significant differences (p < 0.05). Effective AUNPs concentrations (Naunes/ ML) are given in the brackets.

exert toxicity even at doses below 1 pg mL™.1384647] With
increasing AuNP concentration, the classical “higher-dose
- higher-risk” trend often holds, but even at doses above
100 pg mL™, outcomes remain formulation-specific: some
NPs remain non-toxic.[*84% and others induce nearly com-
plete cell death.5% Based on observed results, we may
assume that toxicity with doses below tested is unlikely,
while exposure to higher doses is also unlikely.

Besides short-term in vitro toxicity, a critical aspect
of AuNPs’ biocompatibility is the ability of AuUNPs to accu-
mulate inside the cells and organs. Such accumulation
may lead to delayed or cumulative toxicity of non-toxic
AuNPs doses and must be considered when developing
Au-based nanodelivery systems. For example, the study
by Liu Y et al.[5¥l demonstrated AuNPs accumulattion and
cytotoxicity in TM3 cells in time- and concentration-
dependent manner, with the most pronounced toxicity
after 96 h incubation. The same study authors reported

time-dependent accumulation of AuNPs inside the Leydig
cells of BALB/c mice following 14-day intravenous
injections. A study on BSA-coated AuNPs in mice revealed
that AuNPs were still detectable in liver and spleen 120
days after a single intravenous injection accompanied by
tissue inflammation and fibrosis.[521 Another in vivo study
on AuNPs of various sizes clearly demonstrated that
AuNPs between 8 and 37 nm in diameter induced toxicity
with significant reduction in mice lifespan and sings of
damage in the liver, lungs, and spleen.[33 These and
similar studies underscore the limitations of short-term in
vitro biocompatibility testing of AUNPs and confirm that
in vitro results can not be translated to in vivo. Future
work should focus on long-term, repeated dosing of
AuNPs animal models to determine AuNPs
accumulation, biodistribution, and long-term safety
profile of PGM- and Ad-AuNPs as potential L-Dopa
delivery system.

in
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Figure 4. Uptake of Ad-AuNPs and PGM-AuNPs in
dopaminergic neurons obtained from, differentiated SH-
SYSY cells as determined by side scatter light (SSC) intensity
on flow cytometer. Cells were treated for 24 h at 37 °C and
5% CO,. Untreated cells served as the control. For the
combination group, L-Dopa (50 um) was incubated with
nanoparticles (10 pg Au mL™1) for 30 min, followed by cell
exposure. Data were analyzed by one-way ANOVA followed
by Dunnett’s multiple comparisons test versus control.
Results are presented as mean + SEM. Asterisks (*) indicate
statistically significant difference (p < 0.05). Effective AuNPs
concentrations are indicated in the brackets.

Our results clearly show that Ad-AuNPs and PGM-
AuNPs are not toxic to in vitro model of the dopaminergic
neurons at any tested concentration, indicating their good
biocompatibility.

Nanoparticle Uptake by Dopaminergic
Neurons
SSC intensity of the live cell population (PI-/Annexin V-FITC-)
revealed a dose dependant uptake of AuNPs (Figure 4). At

dose of 10 mg Au L™, uptake was poor for both AuNPs, and
only slightly higher for Ad-AuNPs compared to PGM-AuNPs
(1.15 vs 1.11). At doses above 10 pg Au mL~* PGM-AuNPs
were internalized more readily compared with Ad-AuNPs.
This higher internalization could be due to the an order of
magnitude higher effective concentration of PGM-AuNPs
compared with Ad-AuNPs. Loading AuNPs with L-Dopa did
not alter their uptake significantly.

Since flow cytometry cannot distinguish between
internalized nanoparticles and those adsorbed on the cell
surface,® confocal microscopy in reflectance mode was
used to accurately determine AuNPs internalization.[5>!
Confocal images (Figures 5 and S1 in Supporting Infor-
mation) and Z-stack videos (see Supporting Information)
confirmed that AuNPs are present inside the dopaminergic
neurons, with only rare instances of nuclear localization.
This findings is expected since only very small AuNPs, with
size usually bellow 10 nm, demonstrate efficient nuclear
uptake.[>6]

Oxidative Stress Response

One of the main mechanism behind AuNPs toxicity include
oxidative stress, and inflammation, although pathways
involved are usually complex.[37.571 Many studies link AUNPs
to elevated ROS levels in cells. For example, a study by
Zhang et al.b8] found that 4.5 nm PEG-coated AuNPs
induced 6-fold increase in ROS levels in SH-SY5Y cells. This
was accompanied by doubling of MDA, lipid peroxidation
and mitochondrial damage. In PC12 cells, AuNPs induced
high levels of ROS along with the cell death. The same study
demonstrated coated AuNPs were more toxic compared to
uncoated ones. However, comprehensive review on AuNP

toxicity clearly stated that these response are dependent
on physicochemical characteristics of AuNPs and that

Figure 5. Confocal microscopy images of differentiated SH-SY5Y cells treated with Ad-AuNPs (A) and PGM-AuNPs (B) and non-
treated control cells (C). All AuNPs were applied at a dose of 10 pg Au mL™! and were visualized as yellow dots in the contrast
reflectance channel of confocal microscope. Cell nuclei are stained blue, actin fibres red, and B-tubulin green (as shown in the
composites of individual channels). White arrows indicate AuNPs inside the cell.
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responses range from minimal to significant toxicity,?”]
emphasiszing once again the need for thoroguh safety
assesment of AuNPs, despite existing body of literature
supports their biocompatibility.

We evaluated oxidative stress response in dopamin-
ergic neurons by means of mitochondrial membrane
potential, ROS and GSH levels. ROS levels in differentiated
SH-SY5Y cells were quantified with 2,7-dichlorofluorescin
diacetate (DCFH-DA) and dihydroethidium (DHE) assays
(Figures 6A and B). After 4 h of treatment, t-BHP and L-Dopa
increased DHE fluorescence intensity relative to control by
1.12 and 1.29, respectively, indicating production of ROS.
AuNPs alone did not induce ROS production and more
importantly attenuated effects of L-Dopa as evidenced by

1.5
g
=
Q
[$]
5 1.0-
g
[=]
@
2
©
=
=3
T 0.5
£
>
[T
[+
0.0 T T T T T T
N
o & ooqb vg‘g 0"& v\s‘« ooq’b
. 5 3 5 5 §
VY ‘\Q\V & ‘\Q\V
Q S S
Q:?’ b.?'
C QO hd
1.59
g
€
8
g 1.04 *
(=]
Q
L=
f=4
© *
2
5]
T 0.5
£
>
[y
[

decrease in fluorescence intensity from 1.29 to 0.91 for L-
Dopa loaded to PGM-AuNPs and 0.96 for L-Dopa loaded to
Ad-AuNPs.

GSH levels were assessed using mBCL assay
(Figure 6C). L-Dopa reduced GSH levels to 0.79 relative to
control, while none of the AuNPs alone had significant
effect on GSH levels at a dose of 10 pug Au mL™. When
combined with L-Dopa, PGM-AuUNP and Ad-AuNP were able
to maintain higher levels of GSH compared with L-Dopa
treatment alone (0.86 and 0.97), but none of the results are
statistically significant.

Mitochondrial membrane potential was evaluated
using Rh123 staining (Figure 6D). L-Dopa reduced mitoc-
hondrial membrane potential as evidenced by decrease in
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Figure 6. Effects of gold nanoparticles (AuNPs) on the generation of reactive oxygen species (A; DCFH2-DA assay), superoxide
radicals (B; DHE assay), intracellular reduced glutathione levels (C; mBCL assay), and mitochondrial membrane potential
(D; Rh123 assay) in differentiated SH-SY5Y cells after a 4-hour treatment at 37 °C and 5 % CO,. Cells were treated with either
peptidoglycan monomer-functionalized AuNPs (PGM-AuNPs) or 1-adamantylamine-functionalized AuNPs (Ad-AuNPs) at
10 ug Au mL™L, or with AuNPs pre-loaded with L-Dopa (50 uM L-Dopa / 10 pug Au mL1). Corresponding AuNPs effective
concentrations were 1.27 x 10 and 2.98 x 1012, Untreated cells served as the negative control (Ctrl), whereas cells exposed
to 20 uM tert-butyl hydroperoxide (tBHP) were used as the positive control. Results are presented as mean fold-change relative
to control + SEM (n = 3). Statistical analysis was conducted using one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons
test. Significant differences (p < 0.05) are indicated with an asterisk (*) versus the vehicle control (VC) and a hash (#) versus the
L-Dopa-treated group (LD).
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Rh123 dye fluorescence. PGM-AuNP and Ad-AuNP had neg-
ligible effects on mitochondrial membrane potential with
relative fluorescence values of 1.02 and 1.00, respectively.
When combined with L-Dopa, AuNPs increased Rh123 fluo-
rescence compared to L-Dopa alone, suggesting protective
effects, but the results were not statistically significant.

These results indicate that PGM-AuNPs and Ad-
AuNPs did not impair mitochondrial function or increased
ROS levels at selected concentrations. Furthermore, they
effectively attenuated L-Dopa-induced ROS production,
GSH depletion, and mitochondrial membrane potential
reduction in differentiated SH-SY5Y cells, although not all
results were statistically significant.

The protective effects observed in this study could
be due to reduction in free L-Dopa concentration, AuNPs
“nanozyme” activity, or free radical scavenging ability of
AuNPs.[59.60] Other mechanisms may also play a role; but
the assays used in this study do not allow for their
identification. Further research should therefore focus
more on elucidating underlying antioxidative pathways as
this is essential for the design of more effective nano-
enabled drug carriers.

Finally, when interpreting the results, the potential
for AuNP interferences with conventional assays should be
considered as they represent a great challenge in nanotox-
icology research and often lead to data misinterpreta-
tion.[6162] The AuNPs used in this study have absorption
peak around 500 nm, which may overlap with the emission
wavelengths of fluorescent probes and cause signal atten-
uation. AuNPs can also scatter visible light and due to their
surface plasmon resonance properties they can either
enhance or quench fluorescent signals from assays like
mBCL, Rh123, and DHE. In our study, we used relatively low
AuNPs concentrations along with multiple washing steps to
remove unbound particles prior to dye incubation and flu-
orescence measurement. Furthermore, consistency across
different assays suggests that obtained results reflect true
biological response rather than artifacts arising from nano-
particle-induced interferences.

Taken together, the results presented in this study
demonstrate the potential of PGM- and Ad-AuNPs as L-
Dopa carriers, but validation in in vivo models is necessary
not only to confirm these findings, but also to expand on
important aspects like pharmacokinetics, which cannnot be
tested in vitro. Such next studies require careful planning
and execution, since in vivo testing is complex, costly and
time consuming, requires trained personnel, long-term
dosing regimens, and must comply with high ethical
standards. In vivo testing of nanomaterials comes with
some specific challenges like lack of standardised assays
and protocols, difficulties in scaling up nanoparticle
production, and batch to batch variability.l63! On the end
note, results obtained on animal models can be difficult to

translate to humans due to the species-related differences
in physiology.

CONCLUSION

This study provides evidence that PGM-AuNPs or Ad-AuNP
are biocompatible carriers of L-Dopa and reduce L-Dopa-
induced oxidative damage in an a in vitro model of
dopaminergic neurons. None of AUNPs showed cytotoxicity
at the tested concentrations, assessed by MTS and flow
cytometry assays. Cellular uptake studies suggest higher
internalization of PGM-AuNPs compared to Ad-AuNPs,
which may be due to their greater effective concentrations.
Interestingly, both AuNP formulations were able to
alleviate L-Dopa-induced oxidative stress. The results
suggest that functionalized AuNPs can serve as carriers of
L-Dopa and simultaneously exert protective effects against
drug-induced toxicity in the model of dopaminergic
neurons. Future studies should focus on more advanced
models to validate these results.
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ABSTRACT: The development of efficient drug formulations for L-DOPA/

Parkinson’s disease (PD) treatment is challenged by achieving dopamine

pharmacokinetic profiles, reduced side effects, and better permeability

through the blood—brain barrier (BBB). As nanoparticles may facilitate §

the delivery of drugs in the brain due to their high-loading capacity and

ability to cross biological barriers, we designed two different types of Binding —
selenium nanoparticles (SeNPs) that may increase the transport of (H-bonds/

drugs across the BBB and may act as antioxidants at the site of action. electrostatic) blood brain
The SeNPs were functionalized with polyvinylpyrrolidone (PVP) and barrier
polysorbate 20 (Tween) and characterized in terms of their size, size EPVP/Tween 20 permesbiity
distribution, shape, surface charge, and colloidal stability in relevant

biological media. Their drug-loading capacity was tested using dopamine and L-DOPA as therapeutically active agents for PD.
Thermodynamic analysis revealed that binding processes occurred spontaneously through hydrogen bond/van der Waals
interactions or electrostatic interactions. The strongest interaction was observed between PVP-SeNPs and L-DOPA or dopamine,
which was characterized by a binding constant several orders of magnitude higher than for Tween-SeNPs. However, the addition of
human transferrin as a model plasma protein significantly reduced this difference, which indicates the crucial role of protein corona
formation in the design of drug nanodelivery systems. In vitro evaluation by cell-free and cellular transwell models showed efficient
internalization of SeNP-loaded L-DOPA/dopamine by human endothelial brain cells, while facilitated BBB permeability for L-DOPA,
and dopamine was achieved using PVP-SeNPs. Overall, the high potential of SeNPs as drug-delivery vehicles in PD treatment was
demonstrated.

KEYWORDS: selenium nanoparticles, drug delivery, drug binding, BBB permeability, PAMPA, membrane permeability, transwell

1. INTRODUCTION used as the gold standard for PD treatment. However,

Neurologi . ino olobal public health prolonged therapy with L-DOPA can result in severe side
eurological disorders represent a growing global public healt effects including motor fluctuations and dyskinesia due to

challenge, the leading cause of disability and the second most burdeni f taboli di d oxidati
prevalent cause of death as reported by the World Health over %r ening of hurman metabolism and increasec oxidative

Organization (WHO) ! Based on the Global Burden of Disease stress.”” Hence, the formation of alternative therapeutic
Injuries, and Risk Factors Study from 2015, Parkinson’s disease options remains a challen.gg .c01?51der1ng ‘that tradltlo.nal
(PD) is the fastest-growing neurological disease in terms of the methods for treating PD exhibit limited effectiveness alongside

. A numerous side effects.
number of patients, extent of their disability, and cause of d o .
2 ; . AR Recently, the utilization of nanotechnology in the context of
death.” Main PD symptoms include bradykinesia, rigidity, . . .
. o neurodegenerative disorders has captivated remarkable atten-
tremor, and other motor disturbances, as well as cognitive

manifestations. On the cellular level, PD is distinguished by the tion. Due to limited therapeutic choices and inadequate

. S R diagnostic tools, the primary goal is to develop novel
degeneration of dopaminergic neurons resulting in diminished . .
formulations that can precisely transport drugs to targeted

dopamine levels and abnormal accumulation and aggregation . . . .
p 88¢8 sites and generate biocompatible materials. These advance-

of a-synuclein in the shape of Lewy bodies and Lewy neurites.
Therefore, the main PD treatment is based on increasing
dopamine levels in the brain. However, the direct use of Received: June 17, 2023
dopamine for PD treatment is unfeasible due to its nature as a Accepted:  September 1, 2023
small hydrophilic molecule incapable of crossing the blood— Published: September 20, 2023
brain barrier (BBB)," while its direct precursor L-DOPA can

penetrate the BBB through recognition by the large neutral

amino acid transporter 1 (LAT-1).” L-DOPA is, therefore, still
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Scheme 1. Schematic Representation of Synthetic Procedures for SeNPs Functionalized with (a) PVP and (b) Tween 20

> 4

”
(S
ey
%n

4
PVP + ’
L-ascorbic acid
o T

'S

clustering
>

L-ascorbic
acid

-
o

6“"‘*'\
&

Tween 20 +
Na,SeO;

nucleation
>

N
coalescence growth
—_— >

ments aim to facilitate early diagnosis and effective treatment.
Nanoparticles (NPs) exhibited remarkable properties that hold
promise for their use in nanomedicine. Currently, many NPs
have been investigated for the potential therapy of neuro-
degenerative diseases.” Among organic NPs, polymeric NPs,”
liposornes,10 liquid crystalline NPs,'"'* and solid-lipid NPs'?
have attracted the most attention due to their biocompatibility,
biodegradability, and minimal toxicity.'"* However, their
effectiveness is hindered by challenges related to specificity
and stability. Conversely, inorganic NPs are interesting due to
their distinctive physicochemical properties, small size, and
surface plasmon characteristics. These characteristics not only
render them suitable for therapeutic and diagnostic purposes
but also give them potential in sensor and optical device
development.®

This study is focused on selenium NPs (SeNPs) owing to
their photoreactive, anticancer, and biocidal properties that
provide them great potential in biomedicine.'> Moreover, their
small size, biocompatibility, low toxicity, simple preparation,
and in vivo degradability constitute SeNPs as a remarkable tool
in targeted drug delivery.'® When used as a carrier for
conventional chemotherapeutic drugs, SeNPs can diminish
their systemic toxicities while working synergistically to
improve their efficiency.'” In the context of neurodegenerative
disorders, the transportation of drugs into the brain is impeded
by the existence of the BBB. To overcome poor penetration
through the BBB, SeNPs can serve as a promising carrier
platform ensuring enhanced drug delivery or selectivity when
targeting specific cells and even facilitating crossing the BBB.'®
Additionally, oxidative stress can be inhibited by the
administration of SeNPs due to their exceptional antioxidant
and consequently neuroprotective properties.19

The majority of published studies on SeNP-based drug-
delivery systems are focused on anticancer therapy,””*" while
in the context of neurodegenerative disorders, Alzheimer’s
disease has gained the most attention.””*®> Hence, the main
goal of this study was to synthesize differently functionalized
SeNPs in order to design multifunctional nanoplatforms that
can potentially transport L-DOPA, dopamine, or human serum
transferrin (hTF) and deliver them to target sites to improve
conventional therapy for PD. Moreover, this study employed
the BBB permeability assessment, a crucial parameter used to
unveil the efficacy of these systems in advancing potential drug
candidates targeting the central nervous system (CNS).

The evaluation of interactions between SeNPs and catechols
(L-DOPA and dopamine) and the impact of hTF on these
interactions were performed using fluorescence spectroscopy
and thermodynamic analysis, while the efficacy of SeNPs to
transport L-DOPA and dopamine across the BBB was assessed
by in vitro tools, ie, the parallel artificial membrane
permeability assay (PAMPA) and transwell assay.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Chemicals and Reagents. Sodium selenite (Na,SeO;), L-
3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), dopamine hydrochloride, and
polysorbate 20 (Tween 20) were purchased from Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Munich, Germany). Poly(vinylpyrrolidone) (PVP,
40000) was purchased from Merck KGaA (Darmstadt, Germany),
while 1-(+)-ascorbic acid (LAA) was obtained from Alfa Aesar
(Kandel, Germany). The hTF isolated from human serum (product
number pro-315-b) was purchased from ProSpec Bio (Rehovot,
Israel). All chemicals were utilized without additional purification,
while all glassware were subjected to cleaning with 10% (v/v) HNO,
(Merck Suprapur, Darmstadt, Germany), followed by rinsing with
ultrapure water (UPW) prior to usage.

2.2. Synthesis of SeNPs. PVP-functionalized SeNPs were
synthesized using a previously published procedure™ with some
adjustments, as illustrated in Scheme la. The first step was the
addition of a solution containing 10 mL of 1 wt % PVP to 77.9 mL of
UPW followed by stirring at 500 rpm for 15 min. Subsequently, a
mixture comprising 11 mL of 0.1 M LAA and 1.1 mL of 0.1 M sodium
selenite was introduced with constant stirring. As sodium selenite was
added dropwise, the mixture’s color transitioned gradually from
transparent to clear orange. After a 20 min stirring period,
centrifugation of the mixture was performed twice at 10,000 rpm
for 15 min each time. The resulting pellet was resuspended in UPW
and stored at 4 °C.

The synthesis of Tween-functionalized SeNPs was carried out
according to an already established procedure,™ as presented in
Scheme 1b. First, 1.74 mL of a 0.1 M sodium selenite solution was
introduced into 90 mL of UPW. Then, 10 mL of 56.7 mM LAA was
added dropwise to the selenite solution under continuous stirring.
The addition of each 2 mL of the LAA solution was followed by the
addition of 10 uL of the Tween 20 solution. The reaction mixture’s
color turned from transparent to a clear orange within 20 min.
Subsequently, the synthesized SeNPs were purified by centrifugation
at 12,000¢g for 10 min twice. The resulting pellet was then
resuspended in UPW and stored at 4 °C.

2.3. Characterization of SeNPs. Determination of the total Se
concentration in SeNPs dispersions was done using a graphite furnace
atomic absorption spectrometer (GFAAS) (PerkinElmer AAnalyst
600, PerkinElmer, Shelton, USA) after acidification to 1—2% (v/v)
HNO;. The Se standard solution [1000 mg/L in 5% (v/v) HNO;]
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purchased from Merck (Darmstadt, Germany) was used to prepare
the calibration standards.

The primary size and morphology of SeNPs were examined using
transmission electron microscopy (TEM, Carl Zeiss Meditec AG
902A, Jena, Germany) equipped with a Canon PowerShot SSO
camera. Prior to TEM analysis, 5 uL of each SeNP dispersion was
carefully deposited onto a copper grid coated with carbon, allowing it
to naturally dry. Subsequent image processing was performed using
Image] software (National Institutes of Health). The differentiation
between primary particles and aggregates was carried out manually. A
minimum of 100 particles was included in the analysis.

The hydrodynamic diameter (dy) and polydispersity index (PDI)
were obtained by dynamic light scattering (DLS) measurements from
an average of six measurements. The size-intensity distribution
function was used to present the outcomes of the DLS analysis. The
electrophoretic light scattering (ELS) method was used to determine
the zeta ({) potential values as an average of three measurements. To
determine the { potential, the Henry equation was employed using
the Smoluchowski approximation. Data analysis was performed using
ZS Xplorer Zetasizer software (Malvern Instruments, Malvern, UK).
The DLS and ELS experiments were conducted using a Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) incorporating a 532
nm laser, with the measurement of scattered light intensity taking
place at an angle of 173°.

Additionally, UV—vis absorption measurements were conducted on
a CARY 300 spectrophotometer (Varian Inc., Australia) with a 10
mm cell path length. UV—vis spectra of SeNPs were recorded within
the wavelength range of 200—800 nm at 298 K.

2.4. Calculation of SeNP Concentrations. The molar
concentration of SeNPs was determined using the equation as
described previously™

[Se](mol L") x My, (g mol™")

SeNPs](mol L") =
[SeNPs(mol L") /)Se(g nm ) X V(nm®) x NA(molfl) (1)

where [SeNPs] represents the molar concentration of SeNPs given in
mol SeNPs/L, [Se] stands for the molar concentration of Se as
determined by GFAAS, and M, denotes the molecular weight of Se
(78.96 g mol™"). The variable pg, corresponds to the density of Se
(4.82 X 107! g nm™*), N,, represents the Avogadro constant (6.02 X
10* mol™"), and V signifies the volume of a single SeNP.

As both SeNPs types were spherical, their volume was calculated
based on the formula for the sphere
_4xrxza _ dom) Xz

3 6 (2)

where d is the diameter of the SeNPs obtained from TEM images.

2.5. Steady-State Fluorescence Measurements and Ther-
modynamic Analysis. An Agilent Cary Eclipse fluorescence
spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) was
used for steady-state fluorescence measurements. Measurements were
done at three distinct temperatures (288, 298, and 308 K) using a
quartz cuvette (Hellma Optik GmbH, Jena, Germany) with a path
length of 10 mm. For the excitation and emission, the slit bandwidths
were configured at 5.0 and 10.0 nm, respectively. The excitation
wavelength of 280 nm was used, and emission was monitored in the
range of 300—450 nm. Preliminary experiments were performed to
determine the optimal concentrations of SeNPs and fluorophores for
further investigation to avoid the inner-filter effect (IFE). Thus, the
IFE correction was not necessary for our study as appropriate dilution
of samples was used.*

Intrinsic fluorescence of the fluorophores, which were maintained
at constant concentrations throughout the measurements (25 yM
dopamine, 15 M L-DOPA, and 2.5 uM hTF), was quenched by the
addition of different concentrations of PVP-SeNPs (0.21—2.60 pM)
and Tween-SeNPs (0.72—9.04 pM) at three different temperature
(288, 298, and 308 K). The effect of hTF on the interactions between
dopamine/L-DOPA and differently functionalized SeNPs was tested
by adding 0.5 #uM hTF. Reaction mixtures were incubated for 10 min
before recording, and all measurements were performed in triplicate.

V(nms)

The obtained results were evaluated using the Stern—Volmer
equation

K

?0 =1 + k,7[SeNPs] = 1 + K, [SeNPs] 3)
where F, represents the steady-state fluorescence intensity of
fluorophores in the absence of SeNPs and F stands for the
corresponding intensity in their presence. The quenching constant,
denoted as k, signifies the extent of quenching efficiency, while 7,
indicates the fluorescence lifetime of the fluorophore when SeNPs are
not present. The Stern—Volmer constant is K.

Moreover, the Hill equation

1 (F"_F) log K + nlog[SeNPs]
o =lo nlog[SeNPs
8 T g g (4)
was used to determine the value of the binding constant (K) and the
number of binding sites (1) for the interactions between SeNPs and
fluorophores (L.-DOPA, dopamine, and/or hTF).

The binding constants (K) acquired at temperature T (K) were
subsequently applied in the calculation of the enthalpy change (AH®),
entropy change (AS°), and free energy change (AG®) using the van’t
HofF’s expression (eq S) and the Gibbs—Helmholtz eq (eq 6)

AH®  AS°
hK=—
" RT R (3)
AH® = AG® — TAS® (6)

where R denotes the universal gas constant with a value of 8.31 J K™
mol™".

2.6. Time-Resolved Fluorescence Measurements. A conven-
tional time-correlated single-photon counting (TCSPC) system
incorporating an imaging spectrometer (Andor Kymera 193i spectro-
graph) and a single-photon hybrid detector (Becker and Hickl HPM-
100-07-C) was used for time-resolved fluorescence measurements. In
addition to the monochromator to select the emission wavelength, a
‘WG305 high-pass optical filter was used prior to the monochromator
to further reject any possible scattered excitation light. Temporally
precise photon events were captured through standard timing
electronics comprising an Ortec model 457 time-to-amplitude
converter, an Ortec 9307 Picotiming constant fraction discriminator,
and a FAST Comtec MCA-3 multichannel analyzer.

The excitation source was derived from the frequency tripled
output (280 nm) of a cavity-dumped, modelocked Ti:sapphire laser
oscillator. This excitation source produced ca. 100 fs duration pulses
at a 5.4 MHz repetition rate (Coherent Mira 900 with an APE
PulseSwitch cavity dumper). The fluorescence decay of the
fluorophores was recorded at an emission wavelength of 310 nm
and a temperature of 298 K, with and without the addition of SeNPs.
Fluorophore concentration (25 M dopamine; 15 M L-DOPA, and
2.5 uM hTF) was kept constant, while the concentrations of PVP-
SeNPs and Tween-SeNPs were modulated in the ranges of 0.21—2.60
and 0.72—9.04 pM, respectively. Analysis of spectroscopic data was
performed through iterative reconvolution software (FAST, Edin-
burgh Instruments Ltd.) utilizing a nonlinear least squares method.

2.7. Acellular BBB-Specific PAMPA Assay. The BBB-PAMPA
assay used a 96-well plate system in which a polycarbonate membrane
(PCTE) of a pore size of 0.4 ym (MultiScreen Permeability Filter
Plate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Germany) separated the donor
and acceptor plates. BBB was modeled by coating the membrane with
Porcine Polar Brain Lipid Extract (PBLE, Avanti Polar Lipids Inc.,
USA).

Two SeNP concentrations (20 and 200 mg of Se/L) were tested
without or with the addition of L-DOPA and dopamine (200 uM).
For positive control, carbamazepine was used at a concentration of
500 uM. Test compound solutions were added to the donor plate in
triplicate in a volume of 150 uL and covered with a lid to avoid
evaporation during the 4 h incubation period at room temperature.
The acceptor plate was filled with 270 uL of UPW. After incubation,
the samples were collected from both donor and acceptor wells and
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analyzed for the total Se concentration by GFAAS or the
concentrations of carbamazepine, L-DOPA, and dopamine by UV—
vis spectroscopy using the SpectraMax iD3 plate (Molecular Devices,
LLC, San Jose, USA). The apparent permeability (P,,) of test
compounds capable of passive diffusion was calculated using eqs 7

and 8
—ln[l - [—E" D
Ceq

app = L
(e )

1
b Va

7)

. cp(t) X Vp + c,(t) X V,
“ Vi, + Vv,

(8)

where V}, and V, represent the volumes of the donor and acceptor
chambers, respectively, A denotes the membrane’s surface area
multiplied by its porosity, t denotes the incubation duration, ¢, (¢) and
c(t) stand for the concentration (in mol cm™) of the compound in
donor compartment and acceptor compartment, respectively, at time
t.

2.8. Cell Culture. The cerebral microvascular endothelial cell line
hBEC-Si was used for cellular experiments and cultivated at 37 °C in a
5% CO, atmosphere using T7S5 flasks (Eppendorf, Hamburg,
Germany) coated with a 0.1% (w/v) Gelatin solution (Merck
Millipore, Burlington, USA). DMEM/F-12 supplemented with 10%
(v/v) fetal bovine serum, 1% (v/v) Pen-Strep, and 40 g L™ of
endothelial cell growth supplement (ECGS) was used as cell culture
media. When cells reached 80—90% confluence, they were detached
using a 0.25% Trypsin—EDTA solution (Sigma-Aldrich, USA),
incubated for 3 min at 37 °C with 5% CO,, transferred into a sterile
50 mL tube (Eppendorf, Germany), and finally seeded into 12-well
plates or 96-well plates (Eppendorf, Hamburg, Germany) at a density
of 100,000 cells/mL or 20,000 cells/well, respectively. Plates were
coated with a 0.1% (w/v) Gelatin solution. Cells were ready for use
after overnight incubation at 37 °C with 5% CO, to facilitate cell
attachment.

2.9. Visualization of SeNP Cellular Uptake. The uptake and
localization of SeNPs inside the hBEC-Si cells were evaluated by
treating the cells with SeNPs at the concentration of 1 mg of Se/L.
Negative control was cells treated with UPW to account for the
solvent volume in the NP stock dispersions. Sterile microscopy
coverslips were used for these experiments by placing them on a 12-
well plate. Prior to cell seeding, they were coated with a 0.1% (w/v)
Gelatin solution (Merck Millipore, USA). The cell seeding density
was set at 10* cells/well. Cells were treated during a 2 h incubation at
37 °C and 5% CO,. Then, cells were washed with PBS (1 mL/well)
and fixed by the addition of cold methanol (—20 °C) for S min,
followed by another PBS wash. Membrane denaturation was achieved
by the treatment with a 0.1% (v/v) solution of Triton X-100 in PBS
during 15 min incubation at room temperature and another PBS
wash. The cells were then incubated overnight at 4 °C in a diluted
solution (1:200) of mouse monoclonal antivimentin primary antibody
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), then washed with PBS, incubated
with a secondary antimouse antibody solution labeled with
AlexaFluor488 dye (Abcam, UK) at a concentration of 2 ug/mL
for 2 h at 37 °C, and washed again. Phalloidin—tetramethyl
rhodamine B isothiocyanate (TRITC, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) solution (prepared at 1 pg/mL in PBS with the addition of
0.1% v/v Triton X-100) was used to stain filamentous actin in the
cells, and the Hoechst dye (10 pug/mL in PBS, Thermo Fisher
Scientific, USA) was used to visualize nuclei. Coverslips with stained
cells were covered with Fluoroshield (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
and placed onto microscopy slides, which were stored at —20 °C until
image acquisition. Visualization was performed using a Leica TCS
SP8 X microscope (Leica Microsystems, Germany) by employing the
excitation wavelength and detection bands of 405 and 430—550 nm,
respectively, for Hoechst, 543 and 570—700 nm, respectively, for
TRITC, and 495 and 525 nm, respectively, for Phalloidin-TRITC.
Unlabeled SeNPs were seen in the reflectance mode channel, and

acquired images were superimposed upon images obtained from
fluorescence channels. Z-stack images were captured to differentiate
particles localized within cells from those attached to the cell or glass
surface. The separate channels were combined using the Image]J editor
(University of Wisconsin, USA).

2.10. In Vitro Cellular BBB Permeability Assay. Cellular BBB
permeability measurements were performed only for nontoxic SeNPs
as tested by cell viability experiments. For this purpose, a transwell
assay consisting of Corning transwell inserts in a transparent 24-well
acceptor plate (acquired from Merck Millipore, USA) was used, in
which hBEC-5i cells were seeded at a density of 20,000 cells/well,
following incubation for 3 days at 37 °C and 5% CO,. Upon achieving
full cell confluence, checked daily with an Epithelial Volt/Ohm Meter
3 (EVOM3, World Precision Instruments, Sarasota, USA), the cell
culture media in both donor and acceptor compartments were
replaced with PB solution, and cells were treated with SeNPs at a
concentration of 1 mg Se/L without or with the addition of L-DOPA
or dopamine (10 M) for 3 h at 37 °C and 5% CO,. After treatment,
the amount of SeNPs, L-DOPA, or dopamine remaining in the cells
was determined by lysis cells with UPW and removing them.
Trypsin—EDTA solution (Sigma-Aldrich, USA) was used to dissolve
the gelatin coating on inserts to collect SeNPs that had traversed the
cell layer but not entered the acceptor compartment. Determination
of total Se concentrations in four compartments (donor, acceptor,
cell, and gelatin fraction) was conducted using GFAAS, while
concentrations of 1L-DOPA and dopamine were determined by
commercial ELISA assays (MyBioSource, Inc., San Diego, USA).

2.11. Statistical Analysis. GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, San Diego, USA) was used for all statistical analyses.
One-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test
was used to obtain statistical significance between treated cells and
negative controls, which was set at the significance threshold of p <
0.0S.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Synthesis and Physicochemical Characterization
of SeNPs. PVP- and Tween-SeNPs were prepared by a
reduction method using LAA as a reducing agent and PVP and
Tween 20 for surface stabilization. All reaction parameters
including temperature, duration and speed of mixing, and
reactant concentration were optimized within this study for the
preparation of PVP-SeNPs, whereas Tween-SeNPs were
prepared according to Vahdati and Tohidi Moghadam®
without further optimization. DLS and ELS measurements of
SeNPs in UPW provided dy and { potential values,
respectively (Table 1). The dy of all SeNPs, ranging from

Table 1. Hydrodynamic Diameter (dy;) and Polydispersity
Index (PDI) Derived from the Size Intensity-Weighted
Distribution (n = 6) Utilizing the Dynamic Light Scattering
(DLS) Technique”

dy/nm (% mean

NPs type volume) PDI {/mV drgy/nm
PVP-SeNPs 829 + 0.5 (100) 004 —280+19 794 + 69
Tween-SeNPs ~ 71.5 + 0.4 (100) 0.05 —284 + 1.0 524 + 6.7

“The ¢ potential (n = 3) is acquired by electrophoretic light scattering
(ELS), and the primary diameter is determined from TEM images
(drgay 7 = 100) of SeNPs in UPW.

71.5 to 82.9 nm, was larger than their primary size obtained by
TEM. This discrepancy may result from the inability of TEM
analysis to observe the functionalizing agents on the nanosur-
face, while DLS reflects the behavior of NPs in the medium
and includes not only the size of NPs but also the hydration
shell on the surface of NPs.”” Observed PDI values were near
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zero for both SeNPs, indicating the formation of monodisperse
SeNPs.”® According to the ELS evaluation, both SeNPs types
were characterized by a negative { potential value (Table 1)
indicating good colloidal stability.”® The morphology of SeNPs
characterized by TEM (Figure 1) was in agreement with DLS
measurements and evidence of monodisperse and homoge-
neous spherical PVP-SeNPs and Tween-SeNPs with primary
diameters of 79.4 and 52.4 nm, respectively.

a)
’o

P 0 00 ..
=

Figure 1. Transmission electron micrographs of (a) PVP-SeNPs and
(b) Tween-SeNPs.

200 nm «

An additional analysis of the SeNPs along with UV—vis
spectroscopy revealed distinctive maximum absorbance peaks
at 260 nm for both Tween-SeNPs and PVP-SeNPs (Figure S1
in the Supporting Information) as already reported in earlier
studies which also used LAA-based synthesis of SeNPs.**>’
The peak at 260 nm was ascribed to the activation of localized
surface plasmons, inducing intense light scattering through the
electric field (resonance).”® The observed red color of the
reaction mixture is another evidence of the stimulation of

surface plasmon oscillations within the SeNPs, offering a
beneficial spectroscopic indicator of their creation.”’

Previous studies®"*” reported that the chemical reduction
mostly yields amorphous nanospheres. When LAA was used as
a reducing agent, SeNPs were a mixture of amorphous and
monoclinic Se with the prevalence of the amorphous one.’!
SeNPs can also adopt a trigonal crystalline structure using
different synthesis protocols in which amorphous SeNPs are
generated and trigonal SeNPs seed in the second phase driven
by processes such as ultrasonication, rapid cooling, or aging.
Ultimately, these seeds act as templates for directing
anisotropic crystal growth, enabling the creation of diverse
SeNP shapes.”® Se nanowires may be prepared by the
reduction of selenium selenite with hydrazine at 100 °C
followed by growth along the [001] direction, while Se
nanobelts have a [101] preferred growth direction.’** Se
nanotubes may be obtained by crystal growth along the c-axis
without any templates or surfactants due to the exceptional
anisotropy feature of Se,*® while bacterial synthesis usually
leads to Se trigonal nanorods.”” Besides bacteria, plants (olive
leaves, ...) and other microorganisms such as fungi and algae
have been used as reducing and stabilizing agents in
environment-friendly synthesis methods.””*”*® Such methods
usually yield SeNPs with antibacterial, antifungal, anticancer,
antioxidant, antidiabetic, and antiparasitic activities®® but also
SeNPs for biosensing applications.”” Physical methods for
SeNPs preparation include microwave irradiation, pulsed laser
ablation (PLA), hydrothermal methods, physical evaporation,
and ultrasonication. Although these methods are not widely
popular for the preparation of SeNPs with biological
properties, the PLA method generated SeNPs with anti-
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Figure 2. Stern—Volmer plots for fluorescence quenching of (a) L-DOPA, (b) dopamine, and (c) hTF by PVP-SeNPs, as well as of (d) L-DOPA,
(e) dopamine, and (f) hTF by Tween-SeNPs, at different temperatures (288, 298, and 308 K).
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Table 2. Stern—Volmer Quenching Constants (Kgy) for the Interactions of L-DOPA, Dopamine, or hTF with PVP-SeNPs and
Tween-SeNPs at 308, 298, and 288 K”

K, x 10" (M™)

T (K) L-DOPA dopamine hTF
PVP-SeNPs Tween-SeNPs PVP-SeNPs Tween-SeNPs PVP-SeNPs Tween-SeNPs
288 13.3 £ 0.3 34 +£02 17.5 £ 04 4.5 + 03 12.5 + 0.4 4.1+ 0.1
298 16.4 + 0.2 33+ 0.1 17.1 £ 0.5 3.7+ 0.1 11.1 £ 0.2 39+ 0.0
308 203 + 04 32+ 0.1 16.2 + 0.1 29+ 0.0 104 + 0.1 3.6+ 0.1
“The results are presented as average values of three independent measurements.
a) b) c)
0-0- ............................................. 00- ...........................................
-0.6
€ € s Iy
E: n:: [:C -0.84
L -1.01 Iy Iy
= = = .04
2 ) g0 g
-1.2-
-2.0 T 1 -1.5 T 1 T T T
-12.5 -12.0 -11.5 -12.5 -12.0 -11.5 -12.0 -11.8 -11.6
log [PVP-SeNPs] log [PVP-SeNPs] log [PVP-SeNPs]
-~ 288K -# 298K -+ 308K
d) e) f)
0.04 -0.5+
-0.54
[ ]
< g T 1.0
g 10 £ T g
& W 1.0 7 lig
S 154 g < g 151
-2.0 T T T -2.0 T T T 1 -2.0 T T T 1
-12.5 -12.0 -11.5 -11.0 -12.5 -12.0 -11.5 -11.0 -10.5 -12.5 -12.0 -11.5 -11.0 -10.5
log [Tween-SeNPs] log [Tween-SeNPs] log [Tween-SeNPs]
-~ 288 K - 298K -+ 308K

Figure 3. Hill plots for the temperature-dependent fluorescence quenching induced by PVP-SeNPs for (a) L-DOPA, (b) dopamine, and (c) hTF

and by Tween-SeNPs for (d) L.-DOPA, (e) dopamine, and (f) hTF.

bacterial activity."' Anyhow, chemical reduction is still a
method of choice due to its simplicity, cost-effectiveness,
efficiency, and capacity to regulate structural properties by fine-
tuning synthesis conditions.”” According to previous stud-
ies,’”” we may consider PVP- and Tween-functionalized
SeNPs prepared here as a mixture of amorphous and
monoclinic crystal structures.

3.2. Steady-State and Time-Resolved Fluorescence
Measurements. Steady-state fluorescence spectroscopy is
widely employed to study the interactions of biomolecules and
NPs, providing information on fluorescence quenching
mechanisms.”® Hence, we used it to evaluate binding affinities
of L-DOPA, dopamine, and hTF to differently coated SeNPs.
To date, data on the molecular interactions of L-DOPA and
dopamine with SeNPs are not available. Here, we present
insights into these interactions to improve current knowledge
about SeNPs as potential delivery systems of L-DOPA and
dopamine. Additionally, interactions between SeNPs and hTF
were investigated to estimate the impact of serum proteins
(hTF) on the interaction mechanisms between dopamine or 1-

DOPA and functionalized SeNPs. Limited research has been
conducted on the interaction between SeNPs and serum
albumin,***> while their interactions with hTF remain
unexplored.

The fluorescence spectral properties of L-DOPA and
dopamine were based on the contribution from phenyl-
alanine,”* while tryptophan (Trp) and tyrosine (Tyr)
predominantly contributed to the intrinsic fluorescence of
hTFE.***” When excited at 280 nm, .-DOPA and dopamine
exhibited fluorescence emissions at 317 nm and hTF displayed
emission at 350 nm. Increasing concentrations of PVP-SeNPs
and Tween-SeNPs reduced the intrinsic fluorescence of the
fluorophores at each tested temperature (288, 298, or 308 K).
These fluorescence quenching results (as presented in Figure
S2 of the Supporting Information) evidenced the binding
interaction of L-DOPA, dopamine, and hTF with the
nanosurface.

The Stern—Volmer plots were used to study the quenching
mechanism (Figure 2). A single quenching mechanism, either
dynamic or static, was evidenced by the successful fitting of
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Table 3. Binding Constants (K) for the Interaction of L-DOPA, Dopamine, or hTF with PVP- and Tween-SeNPs at Three
Different Temperatures, Obtained from Three Independent Measurements

K x 10" (M)
T (K) L-DOPA dopamine hTF
PVP-SeNPs Tween-SeNPs PVP-SeNPs Tween-SeNPs PVP-SeNPs Tween-SeNPs
288 1110.0 + 79.4 82 + 4.0 515.0 + 86.4 7.0 £ 09 732 £ 114 294.0 + 47.6
298 480.0 + 102.0 3.8 +02 250.0 + 51.6 12 + 0.1 232 +23 16.5 £ 0.5
308 178.0 + 16.2 2.0 + 0.1 144.0 + 3.7 04 + 00 103 £ 0.7 0.9 £ 0.0

Table 4. Enthalpy Change (AH®), Entropy Change (AS°), and Gibbs Free Energy Change (AG®) for the Interaction of L-

DOPA, Dopamine, or hTF with PVP- and Tween-SeNPs

SeNPs type fluorophore AH® x 10* (k] mol-") AS° (J mol-! K-') AG® x 10* (k] mol-")

288 K 298 K 308 K
PVP-SeNPs L-DOPA —6.8 158.5 =7.20 =722 —=7.23
Tween-SeNPs =52 29.5 —6.88 —6.38 —5.88
PVP-SeNPs dopamine —4.7 80.0 —7.00 —7.08 —7.16
Tween-SeNPs —11.1 —177.0 —5.96 =5.79 —5.61
PVP-SeNPs hTF =72 —24.5 —6.53 —6.51 —6.48
Tween-SeNPs -21.3 —500.0 —6.88 —6.38 —5.88

Stern—Volmer plots with a linear Stern—Volmer equation
across three distinct temperatures (308, 298, and 288 K).

Stern—Volmer quenching constants (K,,) were determined
according to linear regression of eq 3, as presented in Table 2.
For each tested combination, a decline in K, values with the
increase in temperature was observed, except for the L-DOPA/
PVP—SeNP combination. Such a result shows a static
quenching mechanism, wherein the fluorophore and quencher
create a complex in their ground state. Therefore, higher
temperatures could disturb this groundstate complex formation
due to the destabilization of a weak bond between them."®

Time-resolved fluorescence measurements at 298 K enabled
the determination of bimolecular quenching constants (kq) , as
listed in Table S1 of the Supporting Information. Notably, the
calculated k, values exceeded the upper limit anticipated for
collision-controlled quenching constants (1.0 X 10" M~" s7"),
which implies that the primary fluorescence quenching of the
fluorophores interacting with SeNPs was not initiated by
dynamic collisions but rather originated from a static
quenching mechanism.*’

Time-resolved measurements were also employed to
investigate the intrinsic nature of the quenching mechanism
by evaluating the fluorescence decay of L-DOPA, dopamine,
and hTF in the presence and absence of differently
functionalized SeNPs.*’

It was observed that L-DOPA and dopamine fluorescence
decay curves were single-exponential, while biexponential
decay was observed in the case of hTF. The amplitude-
averaged lifetimes of thevbiexponential decay of hTF
fluorescence (with or without the addition of SeNPs) were
obtained using eq 9

(o7 + ay7,)

(o + @) 9)
where 7, and 7, are lifetimes and &, and @, are pre-exponential
factors.

The amplitude average fluorescence lifetimes of each
fluorophore did not significantly decrease with the addition
of PVP- and Tween-SeNPs, demonstrating that fluorescence
quenching occurred by a static mechanism. The Stern—Volmer

plots using time-resolved (7,/7) and steady-state emission data
(Fo/F) are shown in Figure S3. The Stern—Volmer plots
derived from time-resolved emission for all SeNP—fluorophore
complexes are flat lines (7, = 7) unlike those obtained using
the steady-state emission data. These observations support
previously reported results and are clear evidence of a static
quenching mechanism.”"

3.3. Mechanism of Binding and Characteristics of
Binding Forces. Binding affinities (K) of PVP- and Tween-
SeNPs with L-DOPA, dopamine, or hTF, as well as the number
of binding sites (1), were obtained from the double logarithmic
regression curves (Figure 3) based on the modified Stern—
Volmer eq (eq 4).

The K (Table 3) and n values (Table S2 in the Supporting
Information) were determined at three distinct temperatures
(288, 298, and 308 K) by analyzing the intercept and the slope
(the antilog of the y-intercept) of the Hill plots (log(F, — F)/F
vs log[SeNPs]). These results showed the highest affinity for L-
DOPA and the lowest for dopamine. Considering the influence
of surface coatings of SeNPs on binding constants, PVP-SeNPs
showed stronger binding affinities to L-DOPA and dopamine.
However, the lower K values observed for the interaction of L-
DOPA and dopamine with Tween-SeNPs compared to that for
PVP-SeNPs may be explained by the differences in the size of
these to SeNPs as reported for the interaction of AuNPs with
different biomolecules, although AgNPs exhibited opposite
behavior.*>** Thus, the scientific literature does not provide
unambiguous evidence of the correlation between binding
affinities and NP size. Furthermore, even if a tendency of
increase in binding constant with NPs size were to exist, it
becomes negli&ible when NPs have a diameter larger than
about 60 nm.’” Contrarily, Tween-SeNPs showed greater
binding strength to hTF than SeNPs coated with PVP.

Protein cooperativity in binding processes was estimated
from the Hill coefficients (Table S2 in the Supporting
Information). These results show that the protein’s affinity
for the nanosurface was independent of the presence of other
protein molecules already bound to the surface as n values for
all tested interactions are near 1.>*

As can be seen in Table 3, the temperature increase led to
lower K values suggesting noncovalent interactions as the main
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driver of bonding of fluorophores to the SeNP surface. Unlike
covalent interactions, weak noncovalent interactions tend to
weaken at higher temperatures leading to the destabilization of
SeNP—fluorophore complexes.” Thermodynamic parameters
(AH AS’, and AG® given in Table 4) divulged the forces
operating between SeNPs and fluorophores during their
interaction.

Values of AS” > 0 and AH® < 0 for the interaction of L-
DOPA with both types of SeNPs evidence the electrostatic
interactions as dominant forces that could also explain the
highest binding constants. As reactions occurred in samples
with pH close to §, L- DOPA had both positive and negative
charges akin to zwitterions.”® Such molecules show a high
tendency to blnd on metal surfaces through electrostatic
interactions.”” Binding of dopamine to PVP-SeNPs may be
explained by a similar mechanism as this interaction is
characterized by attractive forces between the positively
charged amino group of dopamine (which becomes N-
protonated in an ac1d1c environment) and the negatively
charged SeNP surface.”® Hydrogen bonds and van der Waals
interactions were observed for the binding of hTF with both
types of SeNPs and dopamine with Tween-SeNPs as AS° and
AH° showed negative values. Tween- and PVP-functionalized
SeNPs present carbonyl oxygen at the surface and, thus,
allowed hydrogen bonding with hTF and dopamine.” Such
bonding between biomolecules and other types of NPs is
reported in the literature.*”*” Hydrophobic interactions were
not a factor in the binding of L-DOPA and dopamine with
SeNPs, which is in accordance with previously published
results for AuNPs.”” AG? values, obtained according to eq 6,
showed negative values (Table 4) Wthh 1nd1cate that the
binding processes occurred spontaneously.®'

Additionally, it was crucial to assess the impact of proteins
existing within biological media on the binding process. As
interactions of NPs with serum proteins might cause a protein
corona on the nanosurface and considerably affect the drug-
binding efliciency, the effect of protein corona formation on
the binding process was assessed using hTF as a representative
model of serum proteins characterlzed by its prolonged
presence in the bloodstream.®> Polymers used for functional-
ization, PVP and Tween 20, were selected to improve stability,
biocompatibility, selective uptake, biodistribution, and increase
in circulation time of SeNPs in the biological system, which are
critical farameters for acquiring a suitable nanodrug-delivery
system.

To evaluate the influence of transferrin on binding of 1L-
DOPA and dopamine to SeNPs, fluorescence titration
measurements were repeated but with the addition of hTF.
Results obtained here were compared with binding affinities
obtained in the absence of hTF (Figure SSa,b) with the aim of
calculating the reduction in binding constants (Figure SSc). A
reduction in binding constant occurred for both surface
coatings. However, there were differences in the percentage of
reduction depending on the functionalizing agents. In our
previous paper on AuNPs, the impact of bovine serum protein
(BSA) was investigated, and the lowest reduction in K values
was observed for the NPs that had the strongest binding
affinity to L-DOPA and dopamine.”’ Interestingly, the results
obtained here showed the opposite effect. Despite significantly
weaker binding of L-DOPA and dopamine to Tween-SeNPs
compared to PVP-SeNPs in the absence of hTF, the addition
of hTF decreased K values to a higher extent for PVP-SeNPs
than for Tween-SeNPs, causing similar K values for both

SeNPs (Figure SS in the Supporting Information). On the
other hand, hTF had a slightly greater affinity for PVP-SeNPs
in comparison with Tween-SeNPs under the conditions where
the effect of hTF was investigated (T = 298 K). This may
disrupt the binding of L-DOPA/dopamine and consequently
cause a reduction in binding constants. Hence, Tween-SeNPs
might offer a more favorable choice as a drug-delivery system
owing to their enhanced resilience against proteins in
biological media. It is known that the protein corona formation
relies on the interactions between NPs and proteins, as well as
the interactions among proteins themselves. This process can
lead to an enlargement of the NPs’ core dimensions and also
cause alterations in thelr inherent surface charge, resulting in
shifts in ¢ potent1al Therefore, DLS and ELS measurements
were performed after the interactions of SeNPs with hTF, and
the results are presented in Figure S6 (in the Supporting
Information). hTF adsorption on PVP- and Tween-SeNPs
increased the dy values in both cases, but the increase in {
potential was more obvious for the binding of hTF on PVP-
SeNPs, which indicated the formation of a protein corona.’*
On the other hand, the { potential value of Tween-SeNPs
showed minimal changes upon exposure to hTF. This result
additionally confirmed that hTF did not affect Tween-SeNP
greatly. Thus, Tween stabilization may improve L-DOPA- and
dopamine-specific delivery to the brain by increasing their
blood circulation lifetime. This finding indicates that the
systems with greater binding affinity are not always the best
options for drug delivery and the importance of providing a
comprehensive analysis.

3.4. BBB Permeability. BBB permeability of PVP- and
Tween-SeNPs alone and their efficacy in the transfer of L-
DOPA and dopamine across the BBB were evaluated by
acellular and cellular models.

PAMPA-BBB acellular assay has been considered a suitable
model for the prediction of passive BBB permeability.®® In this
assay, the donor wells were filled with PVP- or Tween-SeNPs
alone and in combination with L-DOPA or dopamine, while
the acceptor wells were separated by PCTE coated with polar
brain lipid extract to mimic BBB. As a benchmark, a widely
accepted FDA standard, carbamazepine, was employed to
ensure the reliability of the results, given its established
capability to permeate cell membranes and passively diffuse
into the acceptor wells.”° Loaded donor compartments were
incubated for 4 h, and the content of each compartment was
explored by UV—vis spectroscopy for carbamazepine, L-DOPA,
and dopamine recording spectra at 280 nm (the wavelength
where catechols and carbamazepine exhibit their highest
absorbance), while GFAAS measurements were carried out
for PVP- and Tween-SeNPs. After 4 h incubation, a very low
amount of SeNPs was discerned in the acceptor compartment
(Table S3). This observation was in accordance with the
published results of AuNPs,”” which allows us to conclude that
the passive diffusion is not the BBB transport route for SeNPs.
Additionally, no catechols were found in the acceptor plate.
Even when bound to SeNPs, they could not pass the BBB
passively. In contrast, carbamazepine was the only compound
that successfully permeated the artificial membrane. According
to eq 7, the log(P,,,) for carbamazepine was calculated, and
the value of —4.46 was in accordance with the previously
reported value of —4.54.%

The transwell assay with HBEC-5i cells exhibiting cell-
specific protein expressions69 was used as an in vitro BBB
model as it may better predict BBB permeability compared to
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the PAMPA assay. It accounts not only for passive diffusion
but also for active transport mechanisms, thereby yielding
more reliable results.””

Before cellular BBB permeability experiments, the effects of
different doses of SeNPs with or without L-DOPA or
dopamine on cellular viability and oxidative stress response
in hBEC-5i cells were investigated to determine a safe SeNP
dose. Results and methodology are presented in Supporting
Information. Following this initial assessment, cellular BBB
permeability experiments were carried out with nontoxic doses
of SeNPs (1 mg Se/L) and in combination with L-DOPA or
dopamine using hBEC-5i cells cultured on a permeable
membrane pretreated with a 0.1% w/v gelatin solution. This
monoculture configuration separates two donor and acceptor
plates that were analyzed for the total SeNPs content of
GFAAS (Figure 4). After an incubation period of 3 h, the
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Figure 4. Percentages of Se in four different compartments (acceptor,
cells, gelatin, donor, and membrane) calculated from GFAAS
measurements after transwell assay.

highest amount of SeNPs remained within the donor
compartment or SeNPs adsorbed to the membrane, while
less than 10% of Se was detected within the acceptor plate,
gelatin layer, and cellular fraction altogether.

In the case of treatment of cells only with SeNPs, only 1% of
Se was found in the acceptor compartment. Interestingly, an
increase in Se concentration emerged in all the three
compartments—acceptor, gelatin, and cells—when cells were
treated with a combination of PVP-SeNPs with L-DOPA or
dopamine, while the same combinations with Tween-SeNPs
yielded an inverse trend (Figure 4). Moreover, the presence of
L-DOPA enhanced the adherence of both PVP-SeNPs and
Tween-SeNPs to the membrane. Comparable results were
observed when dopamine was combined with Tween-SeNPs,
but it reduced the attachment of PVP-SeNPs to the membrane
by 20%, compared to PVP-SeNPs alone. The presence of Se
was also found in the gelatin compartment, and this could be
evidence that all tested compounds penetrated the cells to
certain degrees. Indeed, the presence of both SeNPs inside the
treated hBEC-5i cells was confirmed using confocal micros-
copy (Figure S and Movies S1 and S2). As both PVP- and
Tween-SeNPs were found in hBEC-Si cells, they hold great
potential to become delivery systems for dopamine and enable
its transport through the BBB (Figure S). For the SeNP-based
delivery system, additional features can be expected. They

Figure S. Confocal images displaying hBEC-Si cells subjected to
treatment with (a) Tween-SeNPs and (b) PVP-SeNPs at a
concentration of 1 mg Se/L for 2 h. Visualization of the SeNPs
utilized the contrast reflection mode. Vimentin fibers are depicted in
green, actin fibers in magenta, SeNPs as red points within the
reflectance channel, and cell nuclei in blue. Red arrows indicate
internalized SeNPs. The provided images are compilations of distinct
channels. The scale bar is established at 50 um.

could potentially protect L-DOPA from degradation in
peripheral tissues and enhance its amount in the brain. As
PD is primarily manifested in decreased levels of dopamine
caused by the degeneration and loss of dopaminergic neurons,
dopamine concentrations might be substituted in this way
more efficiently.

Although the BBB transwell model is often employed as a
rapid screening technique for drug permeability, our results
revealed its limitations for evaluating the BBB permeability of
NPs. We observed several technical difficulties in gaining
reliable results including NP self-agglomeration and adherence
to the transwell membrane.”” The results obtained from DLS
experiments showed that PVP- and Tween-SeNPs agglom-
erated in PBS (used during cellular BBB experiments) with dy
values of 132.2 + 11.5 and 101.9 + 7.1 nm, respectively, in
comparison with UPW (see Table 1). These agglomerates
could exceed the membrane’s size limits, compromising the
reliability of such an assay compared to in vivo conditions.

On the other hand, the possible adsorption of SeNPs to the
membrane of transwell inserts was further investigated using
the cell-free system whereby the impact of a gelatin coating was
tested. Results are presented in Table S4 (in the Supporting
Information). Se concentrations in donor and acceptor wells or
in the gelatin layer were monitored using GFAAS. We found
that 50% of PVP-SeNPs adsorbed to the membrane when no
gelatin coating was used, while no attachment to and no
permeation across the membrane were observed for Tween-
SeNPs. When the membrane was coated with gelatin,
significant adsorption of both SeNPs types to the membrane
was observed (approximately 80% of the total amount). These
findings are similar to those acquired from the cellular
transwell assay, where a similar SeNP quantity was entrapped
within the gelatin compartment. Thus, the applicability of such
an in vitro model is questionable for SeNPs and similar NPs.

The ability of SeNPs to transport dopamine or L-DOPA
across the BBB was evaluated by measuring the concentrations
of these catechols in each compartment using commercial
ELISA kits and strictly following instructions given by the
manufacturer (MyBioSource, Inc., San Diego, USA). However,
despite the values given for the sensitivity and specificity of the
kit, it was not possible to precisely determine the concentration
of either dopamine or L-DOPA. We observed severe
interference with both the cellular matrix and SeNPs. Due to
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the previously described problems of SeNP agglomeration in
media used for transwell experiments as well as adsorption of
SeNPs to the membranes of transwell inserts, no further efforts
were made to validate the analytical approach for quantifica-
tion of L-DOPA and dopamine. Instead, further development
of cellular in vitro models for BBB permeability of drugs loaded
on SeNPs and similar NPs is needed.

4. CONCLUSIONS

Two different SeNPs, coated with PVP or Tween 20, were
investigated as potential delivery systems for L-DOPA and
dopamine, aiming to facilitate BBB passage. First, steady-state
and time-resolved fluorescence measurements revealed that the
binding of L-DOPA and dopamine to SeNPs quenched their
fluorescence via a static quenching mechanism. Binding affinity
was larger for the interaction between L.-DOPA/dopamine and
PVP-SeNPs compared with the Tween-SeNPs. By contrast, the
reduction in binding constants of L-DOPA/dopamine-SeNPs
systems was much lower for Tween-SeNPs. Thermodynamic
analysis revealed that the interactions occurred spontaneously
and primarily due to hydrogen bonding, van der Waals, or
electrostatic interactions. The permeability of these potential
drug-delivery systems was further investigated using acellular
and cellular in vitro models of the BBB using nontoxic doses of
SeNPs or their nontoxic complexes with L-DOPA or
dopamine. Despite observed internalization of SeNPs by the
endothelial brain cells and an increase in the translocation of L-
DOPA and dopamine across the BBB when bound to SeNPs,
these in vitro models lack the complexity to mimic
appropriately the human BBB. Moreover, SeNPs interfere
with these models due to their agglomeration and adsorption
behavior, which significantly hamper the applicability and
reliability of such models for use with SeNPs and similar NPs.
Therefore, future studies should employ in vivo investigation
and cutting-edge technologies based on stem cells in order to
obtain physiologically relevant results, which will enable a
better test as to whether these systems have the potential to
deliver therapeutics into the brain.
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8. POPIS KRATICA

6-OHDA 6-hidroksidopamin

AAS atomska apsorpcijska spektroskopija

Ad l-adamantilamin hidroklorid

AFC kontrola autofluorescencije (engl. autofluorescence control)

AGF umjetna Zelucana tekuéina (engl. artificial gastric fluid)

AIF umjetna intestinalna tekucina (engl. artificial intestinal fluid)

ALF umjetna lizosomalna tekuéina (engl. artificial lyzosomal fluid)

AuNP nanocestice zlata

CCCP karbonil cijanid m-klorofenil hidrazon (od engl. carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone)

cDNA komplementarna DNA (engl. complementary DNA)

Cq ciklus kvantifikacije (od engl. quantification cycle)

D2R dopaminski receptor tipa 2

DAT dopaminski transporter

DCFH2-DA 2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat

DHE dihidroetidij

DLS dinamicko rasprsenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering)

DNA deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

EDTA etilendiamintetraoctena kiselina

ELS elektroforetsko rasprSenje svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering)

ICio koncentracija tretmana koja smanjuje broj Zivih stanica za 10 %

ICso koncentracija tretmana koja smanjuje broj Zivih stanica za 50 %

mBCL monoklorobiman

mRNA glasnicka RNA (engl. messenger RNA)

MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-5-(3-karboksimetoksifenil )-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolij

NPC kontrola bez primarnog protutijela (od engl, no primary antibody control)

PBS fizioloSka otopina puferirana fosfatnim puferom (engl. phosphate buffered
saline)

PGM peptidoglikanski monomer
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PMA
PVP
Rh 123
ROS

SeNP
SSC
tBHP
TEM
TH
Tween

VMAT2

forbol 12-miristat 13-acetat (od engl. phorbol 12-myristate 13-acetat)
polivinilpirolidon

rodamin 123

reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)
okretaja u minuti (engl. rounds per minute)

nanocestice selena

postranicno rasprsena svjetlost (engl. side-scatter light)
tert-butil hidroperoksid

transmisijska elektronska mikroskopija

tirozin hidroksilaza

polisorbat 20

vezikularni monoaminski transporter tipa 2
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9. ZIVOTOPIS

Ivan Mami¢ roden je 9. rujna 1994. godine u Zagrebu, gdje je zavrsio osnovnu i srednju skolu.
Farmaceutsko-biokemijski fakultet SveuciliSta u Zagrebu upisao je 2013., a titulu magistra
farmacije stekao je 2019. godine. Tijekom studija bio je uklju¢en u nekoliko znanstvenih
istrazivanja te je aktivno sudjelovao u radu Sportske udruge Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta. Nagraden je Rektorovom nagradom za drusStveno koristan rad u akademskoj i §iroj

zajednici.

Nakon zavrSetka studija farmacije, zaposlio se u ljekarnama Prima Pharme, gdje je radio od
studenog 2019. do veljace 2020. godine. Od veljace 2020. godine zaposlen je na Farmaceutsko-
biokemijskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, na Zavodu za farmakologiju, gdje radi i danas
kao asistent te sudjeluje u izvodenju nastave iz kolegija Farmakologija. Od lipnja 2020. godine
pridruzio se istrazivackoj grupi nasl. izv. prof. dr. sc. Ivane Vinkovi¢ Vréek, znanstvene
savjetnice u trajnom izboru, kao suradnik na projektu Hrvatske zaklade za znanost ,, Safe-by-
Design Approach for Development of Nano-Enabled Delivery Systems* (SENDER, HRZZ-
PZS-2019-02-4323). U sklopu navedenog projekta izraduje i svoju doktorsku disertaciju,
usmjerenu na sintezu, karakterizaciju i bioloSku evaluaciju nanocestica zlata i selena kao
potencijalnih nosaca levodope u lijecenju Parkinsonove bolesti. Tijekom rada na fakultetu
objavio je pet (5) znanstvenih radova te je sudjelovao na viSe domacih i medunarodnih

konferencija. Clan je Hrvatske ljekarni¢ke komore (HLJK) i Hrvatskog drustva farmakologa.
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SAZETAK

Nanotehnologija ima vaznu ulogu u razvoju suvremenih terapijskih sustava jer nanocestice, zbog svojih jedinstvenih
svojstava, mogu olaksati ciljanu dostavu, poboljsati farmakokinetiku, povecati topljivost i bioraspolozivost te ublaziti
toksi¢nost lijekova. U kontekstu farmaceutske primjene, isticu se nanocestice zlata (AuNP) zbog svoje
biokompatibilnosti, jednostavne sinteze i ucinkovitog vezanja lijekova te nanoCestice selena (SeNP) zbog
protuupalnih i antioksidativnih svojstava. Obje vrste nanoCestica takoder su pokazale i neuroprotektivne ucinke u
modelima neurodegenerativnih poremecaja. Levodopa je u danasnje vrijeme zlatni standard u lijeenju Parkinsonove
bolesti, ali je njezina u¢inkovitost ogranic¢ena nepovoljnom farmakokinetikom te razvojem motorickih komplikacija
tijekom kroni¢ne terapije i rizikom od izazivanja oksidativnog stresa. To upucuje kako bi isporuka levodope pomocu
nanonosa¢a mogla ponuditi ucinkovitiju terapijsku opciju od konvencionalnih formulacija, uz moguce
neuroprotektivne uc¢inke. U ovom radu ispitana je prikladnost Cetiri vrste nanocestica (PGM-AuNP, Ad-AuNP, PVP-
SeNP i Tween-SeNP) kao nosaca levodope. Njihova karakterizacija i priroda interakcija s levodopom detaljno su
opisane u prijasnjim studijama, a u ovom je radu naglasak stavljen na njihovu toksi¢nost, stabilnost, kapacitet vezanja
i profil oslobadanja levodope te moguce neuroprotektivne ucinke. Izabrane nanocestice su sintetizirane kemijskom
redukcijom 1 karakterizirane metodama transmisijske elektronske mikroskopije (TEM), te dinamickog i
elektroforetskog rasprsenja svjetlosti (DLS 1 ELS). Njihova stabilnost testirana je u kompletnom mediju za stani¢nu
kulturu 1 bioloski relevantnim tekuc¢inama. Bioloski ucinci procijenjeni su u in vitro modelu dopaminergi¢nih
neurona, dok je zastitni potencijal ispitan primjenom 6-hidroksidopamina (6-OHDA). U provedenim ispitivanjima
AuNP su pokazale izvrsnu biokompatibilnost i u¢inkovito vezanje levodope, ali njihovu primjenu ograni¢ava loSa
stabilnost te nedostatak protektivnih u¢inaka. Nasuprot tome, SeNP su pokazale znatno bolju stabilnost uz sloZzene
bioloske ucinke: koncentracijski ovisnu citotoksi¢nost i genotoksi¢nost uz moguce neuroprotektivne uéinke.
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SUMMARY

Nanotechnology plays an important role in the development of modern therapeutic systems because nanoparticles,
due to their unique properties, can facilitate targeted delivery, improve pharmacokinetics, increase solubility and
bioavailability, and mitigate the toxicity of many drugs. In the context of pharmaceutical applications, gold
nanoparticles (AuNPs) stand out due to their biocompatibility, simple synthesis, and efficient drug binding, and
selenium nanoparticles (SeNPs) due to their anti-inflammatory and antioxidant properties. Both types of
nanoparticles have also shown neuroprotective effects in models of neurodegenerative disorders. Levodopa is
currently the gold standard in the treatment of Parkinson's disease, but its effectiveness is limited by unfavorable
pharmacokinetics, the development of motor complications during chronic therapy, and the risk of inducing
oxidative stress. This suggests that the delivery of levodopa using nanocarriers could offer a more effective
therapeutic option than conventional formulations, with possible neuroprotective effects. In this work, the
suitability of four types of nanoparticles (PGM-AuNP, Ad-AuNP, PVP-SeNP, and Tween-SeNP) as levodopa
carriers was examined. Their characterization and the nature of their interactions with levodopa have been described
in detail in previous studies, and in this work, emphasis is placed on their toxicity, stability, binding capacity and
levodopa release profile, and possible neuroprotective effects. Selected nanoparticles were synthesized by chemical
reduction and characterized by transmission electron microscopy (TEM), dynamic and electrophoretic light
scattering methods (DLS and ELS). Their stability was tested in complete cell culture medium and biologically
relevant fluids. Biological effects were assessed in an in vitro model of dopaminergic neurons, while the protective
potential was tested using 6-hydroxydopamine (6-OHDA). In the conducted studies, AuNPs showed excellent
biocompatibility and efficient levodopa binding, but their application is limited by poor stability and lack of
protective effects. In contrast, SeNPs showed significantly better stability with complex biological effects:
concentration-dependent cytotoxicity and genotoxicity with possible neuroprotective effects.
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