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0z

Nanoteknolojideki gelismelere paralel olarak biyomedikal uygulamalarda kullanilan nanopartikiillerin sayisinda hizli bir artis
yasanmistir. Glimis nanopartikiiller, farkli metalik nanopartikiil gruplari arasinda basta antibakteriyel etkinlik olmak tizere tibbi
uygulamalarin gereksinimleriyle ortiisen ¢esitli avantajlara sahip olmalari dolayisiyla 6ne ¢ikmakta ve yaygin olarak kullanilmaktadir.
Giimis nanopartikiilleri avantajli kilan yapi ve yiizey 6zellikleri biyolojik ortam etkilesimleri sonucunda degisiklik gosterebilmekte
ve bu degisimler dolayisiyla biyolojik aktivite ve foksiyonellik gibi nanopartikiil 6zellikleri de dogrudan etkilenmektedir.
Nanopartikiillerin biyolojik ortamlarda degisen ylizey 6zelliklerinin en biyilik nedeninin yiizeylerine tutunan proteinler oldugu
bilinmektedir. Ancak nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerinin etraflarinda olusan bu protein halkasinin bilesimine ve miktarina
olan etkisi tam olarak aydinlatilmamistir. Bu ¢alismada, partikiil morfolojisinin nanopartikiil-protein etkilesimleri tizerine etkisi
incelenmistir. Bu amagla kiiresel ve prizma-benzeri yapiya sahip glimiis nanopartikiilleri detayli olarak karakterize edilmis ve
ylizeylerine tutunan proteinler sodyum dodesil stilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle analitik olarak tayin
edilmistir. Spesifik olarak, kiiresel ve prizmatik morfolojiye sahip giimiis nanopartikiilleri protein eklentili hiicre kiiltiiri ortami
icerisinde farkl siire (15 dk, 2 sa ve 24 sa) ve sicakliklarda (22 °C ve 37 ©C) inkiibe edilmis ve ylizeylerine tutunan proteinler tiir ve
miktar agisindan karsilastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, Nanogiimiis, Protein Korona, Jel Elektroforezi

Abstract

In parallel with the developments in nanotechnology, there has been a rapid increase in the number of nanoparticles used in
biomedical applications. Silver nanoparticles stand out among different metallic nanoparticle groups because the advantages they
offer (e.g., antibacterial activity) mostly overlap with the needs of medical applications. However, the structural features and surface
properties that make silver nanoparticles advantageous in biomedical applications can be altered as a result of interactions with the
biological environment, which, in turn, is reflected in the biological activity and functionality of nanoparticles. It is well-reported in
the literature that the main factor responsible for the changing surface properties of nanoparticles in biological environments is the
proteins attached to their surfaces, forming a so-called protein-corona layer around nanoparticles. However, the effect of the
morphological properties of nanoparticles on the composition and amount of this protein corona layer formed has not been fully
elucidated. In this study, the effect of silver nanoparticles’ morphology on nanoparticle-protein interactions was investigated. To that
end, silver nanoparticles of spherical and prismatic shape were characterized in detail and the proteins attached to their surfaces
were determined qualitatively by the sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) method. More
specifically, silver nanoparticles with spherical and prismatic morphology were incubated in protein-suplemented cell culture
medium at different durations (15 min, 2 h and 24 h) and temperatures (22 °C and 37 °C), and the proteins attached to their surfaces
were compared in terms of type and amount.
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EXTENDED ABSTRACT

Introduction materials with at least one dimension in the range of 1-100 nm
are considered nanomaterials. Some nanoparticles tend to
aggregate and form larger clusters in colloidal solutions and it
affects their cellular behavior. Another nanomaterial feature that
changes in physiological environments is their surface
characteristics. Specifically, proteins in the cellular environments
attach to the surfaces of nanoparticles, forming a dense protein
layer around them, and this greatly changes the biological

Nanotechnology is an umbrella term that covers advanced work
and concepts related to engineering and manuplating materials
at the atomic scale [1]. Today, there are more than 10 thousand
commercial products containing nanoparticles, the majority of
which are in the medical and cosmetic industry. Despite the
ongoing controversies concerning nanomaterial definition,
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identity of nanoparticles [2]. This dynamic structure, called
protein corona, varies depending on the intrinsic characteristics
of nanoparticles and the surrounding medium.

Among all different nanoparticle classes, silver nanoparticles are
widely used in biomedical applications due to their antibacterial,
antioxidant, antiviral and antifungal capabilities [3, 4]. The
effective and safe use of silver nanoparticles in industrial
applications depends highly on the understanding and control of
nanoparticle-protein interactions and the subsequent changes in
their biological behaviour/fate. In this study, the proteins that
bind to the surface of silver nanoparticles in serum-containing
cell culture medium was analyzed in detail and the results of
spherical nanoparticles were compared with those of prismatic
shape. The ultimate aim here is to understand the effect of the
morphological properties of silver nanoparticles on the
composition and amount of protein corona layer formed around
their surfaces in biological environments.

Materials and Methods

Nanoparticles and reagents. Silver nanoparticles with spherical
(Catalog no. 796131) and prism-like morphology (Catalog no.
796484) were obtained from Sigma-Aldrich. Trizma base,
brilliant G blue, glycerol, sodium dodecyl sulfate, acrylamide, n,
n'- methylenebisacryla-mid, glycine, aluminum sulfate hydrate,
bromophenol blue, 2-mercaptoethanol, ammonium persulfate, n,
n, n', n'- tetramethylethylenediamine, trichloroacetic acid and
cell culture medium (DMEM, Dulbecco's modified eagle medium)
were obtained from Sigma-Aldrich. Fetal bovine serum (FBS) was
purchased from Hyclone, and phosphate saline buffer (PBS) was
purchased from PAN Biotech. Hydrochloric acid, acetic acid, and
ethanol were purchased from ISOLAB. Ortho-phosphoric acid
(85%) and tert-amyl alcohol were purchased from Merck. The
sheet ruler and prestained protein ladder (Catalog no. 26616)
were purchased from Thermo Fisher Scientific.

Physicochemical characterization. Detailed characterization of
silver nanoparticles was performed by Scanning Electron
Microscopy (SEM), Transmission Electron Microscopy (TEM),
Ultraviolet-Visible Light Spectrophotometry (UV-Vis-NIR) and
Dynamic Light Scattering (DLS).

Sample preparation. Centrifugation was applied at 12500 rpm for
15 minutes to remove excess surfactants on silver nanoparticles.
The precipitated part after centrifugation was redissolved in
deionized water or PBS, depending on the type of analysis.

SDS-PAGE analysis. SDS-PAGE was used to separate and detect
proteins attached to silver nanoparticles according to their
molecular weight. Silver nanoparticles were incubated with 10%
FBS-containing DMEM at room temperature for 15 minutes, 2 or
24 hours and centrifuged for 15 minutes. To remove unbound
proteins from the medium, 3 cycles of washing were performed
with PBS, heat treatment was applied with 1% sodium dodecyl
sulfate solution at 95 °C for 5 minutes, and centrifugation was
performed again to separate loosely and tightly bound proteins.

Results and Discussion

Silver nanoparticles were characterized by UV-Vis-NIR,
SEM/STEM, TEM and DLS before and after protein corona
formation. The obtained UV-Vis-NIR spectra was found
consistent with the characteristic peaks of nanosilver present in
the literature [5-7]. TEM images confirmed the presence of the
protein corona layer around nanoparticles following incubation
in a serum-containing cell culture medium. It was also apparent
in TEM images that prismatic nanoparticles gained a spherical
morphology after protein corona formation. Following

incubation, the aggregation tendency was increased for both
morphologies, as evidenced by the increase in mean particle size.
The resulting protein corona structure was found to be consistent
with the literature [8, 9].

The proteins attached to the surface of silver nanoparticles
caused a significant increase in the hydrodynamic diameter of
nanoparticles that was calculated based on the movement of
particles suspended in a liquid (assuming spherical geometry).
The results indicated that the hydrodynamic diameter tripled
after 2 hours of incubation and further increased 4-fold at the end
of 24 hours. Similarly, the zeta potential of nanoparticles shifted
to more negative values with increasing incubation time. In line
with the literature, this change confirmed the significant effect of
nanoparticle-protein interactions on changing surface properties
and electrostatic balances of nano-systems [10-12]. DLS analysis
was not performed with prismatic nanosilver, as it contradicted
the spherical particle morphology assumption forming the basis
of the DLS technique.

The proteins attached to the surface of the nanoparticles with
weak and strong bonds were separated by the SDS-PAGE
technique and estimated depending on their molecular weights.
The main protein groups attached to the particle surface were
albumin,  o-2-HS-glycoprotein,  a-1-antiproteinase  and
serotransferrin, mostly consistent with the published literature.
In line with our findings, Shannahan and co-workers listed
albumin, a-2-HS-glycoprotein and a-1-antiproteinase among the
most common protein groups attached to the surfaces of silver
nanoparticles [12]. Interestingly, Lai and co-workers reported
that the most abundant protein groups in plasma, such as serum
albumin, apolipoproteins and serrotransferin, were found in
relatively low concentrations in the formed corona compared to
fibrinogen and kininogen [13].

The number of attached proteins was estimated based on the
band resolution and thickness. The protein density on the surface
of the spherical nanoparticles was found to be higher when
compared to the silver nanoparticles of prismatic shape
incubated at 37 °C, but this difference decreased when incubation
took place at room temperature. All these findings highlight the
importance of both sample preparation conditions and
nanoparticle morphology in determining protein interactions.
Literature findings confirm that both material-specific
physicochemical properties and methodological parameters
have a significant impact on the detection of protein targets of
nanoparticles [14-16].

Conclusion

In this study, the influence of nanoparticle morphology (i.e.
particle shape) on nanoparticle-protein interactions was
investigated by combining physicochemical characterization
techniques with the SDS-PAGE protein separation analysis. Being
based on the separation of proteins according to their migration
distance and the corresponding molecular weight on the gel, the
identity of unknown proteins can only be determined in a
probabilistic manner with SDS-PAGE by comparing the size of the
proteins present in the medium to those of identified by the
technique. For more definite (and quantitative) protein
identification, follow-up  techniques such as liquid
chromatography tandem mass / mass spectrometer are needed.
While the scope of this study is limited to understanding the role
of intrinsic material properties in driving corona formation,
future studies will focus on the subsequent effects of the attached
proteins on the biological activities of silver nanoparticles.
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1. Giris

Nanoteknoloji malzemelerin atomik boyutta islenmesini ve
modifikasyonu iceren miihendislik ve teknoloji ¢alismalarinin
tliimiine verilen addir [1]. Nanoteknoloji {iriini malzemeler
yaklasik 50 y1l 6nce hayatimiza girmis ve tip alani basta olmak
tizere ¢ok cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilmak {izere
ozellestirilmistir [17, 18]. Glinlimizde, biiyiik ¢ogunlugu tip ve
kozmetik sektoriinde olmak iizere 10 binden fazla nanopartikiil
iceren ticari iiriin oldugu diisiintilmektedir.

En az bir boyutu 1-100 nanometre araliginda olan tiim
malzemeler nanomalzeme olarak kabul edilmekle birlikte
kolloidal ¢ozeltiler icerisinde nanopartikiiller topaklanarak daha
biyilik kiimeler olusturma egilimi gostermektedir [19].
Agregasyon olarak adlandirilan bu durumun sonucunda
nanopartikiiller islevselligini genel hatlariyla korumakla birlikte
hiicresel davraniglart gesitlilik gostermektedir. Fizyolojik
ortamlarda degisen bir diger nanomalzeme 6zelligi yiizey
karakteristigidir. Spesifik olarak, hiicre ortaminda bulunan
proteinler nanopartikiillerin yiizeylerine gevsek veya siki
baglarla tutunarak etraflarinda yogun bir protein halkasi
olusturmakta ve bu durum nanopartikiillerin biyolojik kimligini
biliyiik oranda degistirmektedir [2]. Protein tag veya protein
korona olarak adlandirilan bu dinamik yap1 gerek
nanopartikiillerin yapisal 06zelliklerine gerekse bulunduklari
ortamin c¢evresel Ozelliklerine bagh olarak degisiklik
gosterebilmektedir.

Nanopartikiller, olusum sekillerine (dogal veya sentetik),
boyutlarina (0, 1, 2, veya 3 boyutlu), morfolojilerine (kiiresel,
kiibik, prizmatik, ¢ubuk veya plaka seklinde) veya yapisal
bilesimlerine (organik, metalik veya karbon-yapil]) gore
siniflandirilabilmektedir [20]. Tim bu farklh nanopartikiil
siniflar1  igerisinde gilimiis nanopartikiiller antibakteriyel,
antioksidan, antiviral ve antifungal etkinlikleri dolayisiyla 6ne
cikmakta ve biyomedikal wuygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir [3, 4]. Glmiis nanopartikiilleri biyomedikal
uygulamalar agisindan avantajli kilan yapisal dzellikleri biyolojik
ortamlarda  yiizeylerine = makromolekiillerin  tutunmasi
sonrasinda degisiklik gosterebilmektedir. Bu nedenle giimiis
nanopartikiillerin endiistriyel uygulamalardaki etkin ve giivenli
kullanimi1 ancak fizyolojik ortamda degisen fizikokimyasal
ozelliklerinin tespiti ve hassas kontrolii ile miimkiin olmaktadir.

Literatiirde glimiis nanopartikiillerin makromolekiiller ile
iliskilerini ve bu etkilesimlerin toksisite iizerindeki etkisini
inceleyen pek cok sayida arastirma bulunmaktadir. Ornegin
Podila ve ¢alisma ark. giimiis nanopartikiillerin kan plazmasinda
en yaygin olarak bulunan protein grubu albumin ile
etkilesimlerini incelemis ve nanopartikiil yiizeyindeki farkl
fonksiyonel gruplarin protein korona olusumu {izerindeki
etkisini farkli spektroskopik teknikler yardimiyla analiz etmistir
[21]. Devam niteligindeki ¢alismalarinda iki farkli boyuta (20 ve
110 nm) ve iki farklhi ylizey modifikasyonuna (sitrat ve
polivinilpirolidon) sahip giimiis nanopartikiillerini hiicre kiiltiiri
besiyeri icerisinde 1 saat inkiibe etmis ve ylizeylerinde tutunan
protein gruplarimi karsilastirmigtir [12]. Tutunan proteinlerin
miktarlarinda ve tilrlerinde partikill boyutuna ve ylizey
ozelliklerine bagh farklar gozlemlemis olsalar da dért temel
protein grubunun (serum albiimini, alfa-1 antiproteinaz, alfa-2-
HS-glikoprotein ve apolipoprotein A-I) tiim nanopartikiil
orneklerinin yiizeyinde en fazla miktarda bulundugunu tespit
etmislerdir. Benzer bir ¢alismada Lai ve ark. ii¢ farklh yiizey
modifikasyonuna (sitrat, polietilenimin ve polivinilpirolidon)
sahip 20 nm Odlgiistindeki glimiis nanopartikiillerin plazma
proteinleri ile etkilesimlerini incelemis ve yiizey yiikiiniin olusan

84

protein tag¢ yapisi lizerinde dnemli bir etkisi oldugu sonucuna
varmistir [13]. Bir baska ¢alismada Barbalinardo ve ark. sitrat ve
tiyol kapli nano-giimiisii hiicre kiiltiirii ortaminda inkiibe etmis
ve partikiillerin yiizeylerinde tutunan farkl protein gruplarinin
hiicre etkilesimleri ve sitotoksisite iizerindeki énemli etkisini

fare embriyonik fibroblast hiicreleri yardimiyla ortaya
koymustur [22].
Literatiirdeki yayimnlara bakildiginda nanogilimiis-protein

etkilesimlerinin incelendigi ¢alismalarda ¢ogunlukla kiiresel
morfolojiye sahip nanopartikiillerin kullanildig1 gértilmektedir
[23-25]. Alanda nispeten nadir bulunan ve morfolojik farklarin
arastirlldign ¢alismalardan birinde doért farklh geometride
(ktiresel, prizmatik, kiip ve tel formunda) sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin serum proteinleri ile iliskisi incelenmis ve
piiriizsiiz yiizeylere kiyasla keskin uclarda daha fazla proteinin
tuttundugu gosterilmistir [26]. Ayni calisma kapsaminda piriizli
nanopartikiil ytlizeylerine tutunan protein gruplarinin molekiil
agirliglt bakimindan daha heterojen bir profile sahip oldugu
ortaya koyulmustur. Bu bulgular farkli nanopartikiil gruplarini
iceren calismalarin sonuglari ile olduk¢a uyumludur [27, 28].

Bir 6nceki ¢alismamizda giimiis nanopartikiillerin etraflarinda
olusan protein yapisinin ¢evresel kosullara bagh degisimi detayl
olarak incelenmistir [15]. Bu ¢alisma kapsaminda ise giimiis
nanopartikiillerin morfolojik yapilarinin protein etkilesimleri

lizerine etkisi incelenmistir. Bulgular 1s1ginda giimis
nanopartikiillerin sekillerinin nanopartikil-protein
etkilesimlerini belirlemedeki roliiniin aydinlatilmasi
hedeflenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Kiiresel glimiis nanopartikiilleri (K-AgNP, Katalog no. 796131),
ve prizma-benzeri morfolojiye sahip glimiis nanopartikiilleri (P-
AgNP, Katalog no. 796484) Sigma-Aldrich (Amerika) firmasindan
temin edilmistir. Tim malzemeler yiiksek saflikta oldugu i¢in ek
saflastirma tekniklerine ihtiya¢ duyulmamistir.

2.2. Reaktifler

Trizma bazi, brilliant G mavisi, gliserol, sodyum dodesil siilfat,
akrilamid, n, n'- metilenbisakrila-mid, glisin, aliiminyum stilfat
hidrat, bromofenol mavisi, 2-merkaptoetanol, amonyum
persiilfat, n, n, n', n'-tetrametiletilendiamin, trikloroasetik asit ve
hiicre kltirii besiyeri (DMEM, Dulbecco's modified eagle
medium) Sigma-Aldrich (Amerika) firmasindan temin edilmistir.
Fetal sigir serum (FBS) Hyclone firmasindan, fosfat salin
tamponu (PBS) ise PAN Biotech'ten (Almanya) satin alinmistir.
Hidroklorik asit, asetik asit ve etanol ISOLAB'dan satin alinmistir.
Orto-fosforik asit (%85) ve tert-amil alkol Merck firmasindan
satin alinmistir. Sayfa cetveli ve dnceden boyanmis protein
merdiveni (katalog no. 26616) Thermo Fisher Scientific'ten satin
alinmustir.

2.3. Karakterizasyon

iki farkli morfolojiye sahip giimiis nanopartikiillerin detayl
yapisal ve morfolojik karakterizasyonu Taramali Elektron
Mikroskopi (SEM), Gegirimli Elektron Mikroskopi (TEM) ve
Mordtesi-Goriiniir Isik Spektrofotometre (UV-VIS-NIR) teknikleri
kullanilarak yapilmistir. SEM goériintiileri, geri sacilmis elektron
(BSE), ikincil elektron (SE) ve taramali gecirimli elektron
mikroskobu (STEM) dedektorleri ile 5-10 keV c¢alisma voltaji
araliginda FEI QUANTA 250 FEG cihazi kullanilarak elde
edilmistir. Toplam 20 pL numune dispersiyonu Silisyum (Si)

alttas lizerine damlatilarak agik atmosferde kurumaya
birakilmistir. Yeni hazirlanmis numuneler, iletken karbon
yapiskan bant ile numune tutucuya yapistirilmistir.
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Nanopartikiil-lerin hidrodinamik ¢ap o6l¢limleri dinamik 1s1k
sagilim1  (DLS) teknigiyle (MALVERN Zetasizer Nano ZS)
gerceklestirilmistir. TEM hari¢ tiim karakterizasyon testleri
Tiimlesik Arastirma Merkezi biinyesinde yapilmistir. TEM
goriintiileri ise FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin cihazi ile Orta Dogu
Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari'nda elde edilmistir.
350-750 nm dalga boyu araliginda giimiis nanopartikiillerin
absorbans Olgtimleri icin UV-Vis-NIR mikroplaka
spektrofotometresi  (Thermo  Scientific =~ Multiskan  Sky
Microplate) kullanilmistir. Zeta potansiyel degerleri 25 °C'de tek
kapiler hiicrelerde pH 7.3'te dl¢tilmiistir.

2.4. Ornek hazirlama

Giimiis nanopartikiillerin tizerindeki fazla yiizey aktif maddeleri
uzaklastirmak icin 15 dakika boyunca 12500 rpm hizinda
santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij sonrasi ¢dken kisim
analiz tiirtine goére deiyonize su veya PBS icersinde tekrar
¢ozdirilmiistiir. Ornek hazirlamaya bagh farklari minimuma
indirebilmek i¢in tiim 6l¢timler en az ii¢ kez tekrarlanmistir.

2.5. SDS-PAGE Analizi

Gimis nanopartikiillerin {izerindeki proteinleri molekiil
agirligina gore ayristirmak ve tespit etmek icin SDS-PAGE
kullanilmigtir.  Literatiirde SDS-PAGE ile nanopartikiillerin
ylzeylerinde tutunan proteinlerin analiz edildigi calismalara
bakildiginda izlenilen methodolojinin (1) nanopartikiillerin
protein iceren sivilar ile artan inkiibasyonu, (2) ii¢ boyutlu yapiya
sahip proteinlerin sodyum dodesil siilfat ile denatiire edilerek
dogrusal hale getirilmesi, (3) 95 oCye kadar 1sil islem
uygulanmasi, (4) denatiire proteinlerin molekiil agirligina gore
ayristirilmasi, (5) elektroforez islemi sonucu elde edilen jelin
Coomassie Brilliant Blue ile boyanmasi ve gériintiileme sistemi
ile analizi adimlarindan olustugu goriilmektedir [29-34]. Giincel
calismalarda SDS-PAGE ile elde edilen 6n data, sivi kromatografi-
kiitle spektrometresi gibi analitik kimya tekniklerinin
bulgulariyla desteklenmekte ve bu sayede daha Kkantitatif
sonuglar elde edilmektedir [35-37].

Literatiirdeki 6rnek calismalardan yola c¢ikarak %10 FBS ile
desteklenmis DMEM ile oda sicakliginda 15 dakika, 2 saat veya 24
saat boyunca inkiibe edilen giimiis nanopartikiillere 15 dakika
boyunca santrifiij islemi uygulanmistir. Baglanmayan proteinleri
ortamdan uzaklastirmak i¢in PBS ile 3 tur yikama yapilmis, %1
sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi ile 95 °C sicaklikta 5 dakika
boyunca 1s1l islem uygulanmis, gevsek ve siki bagh proteinleri
ayirmak icin tekrar santrifiij islemine tabi tutulmustur. Herhangi
bir biyolojik sivi ile inkiibe edilmemis glimiis nanopartikiilleri ve
inkiibasyon ortami sirasiyla negatif ve pozitif kontroller olarak
kullanilmistir. Ylizeyden kolayca uzaklastirilabilen proteinler
“gevsek bagh” olarak isimlendirilirken ylizeye daha siki
tutundugu diisiiniilen ve bu nedenle zor ayristirilan proteinler
“stki bagh” olarak kabul edilmistir. Ardindan Bio-Rad Mini-
PROTEAN jel sistemi kullanilarak %12 SDS-poliakrilamid jel
icerisinde 100 V sabit voltajda yaklasik 100 dakika boyunca 1
boyutlu elektrofez uygulamasi gergeklestirilmistir. Elektrofez
islemi sonrasi jel trikloroasetik asit (TCA) icerisinde ve
calkalayici lizerinde 1 gece birakilmis, ertesi giin 3 kez deiyonize
su ile yikanmis, Colloidal Coomassie Blue G-250 boyas: ile
boyanmis ve 1 saat 30 rpm'de c¢alkalanmistir. Fazla boya,
destaining soliisyonu ile jelden uzaklastirilmistir ve jel Versadoc
(Bio-Rad) goriintilleme  sistemi ile gorsellestirilmistir.
Goriintilleme sonrasi jel uzun siireli kullanim i¢in 4 °C'de %1
asetik asit ¢ozeltisi icinde saklanmistir. Tiim adimlar en az iki kez
tekrar edilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma

Ik adimda giimiis nanopartikiillerin fizikokimyasal ézellikleri,
UV-Vis-NIR spektroskopisi, SEM ve DLS ile detayll olarak
karakterize edilmistir. Kiiresel giimiis nanopartikiillerinin UV-
Vis-NIR absorbans spektrumu 435 nm civarinda bir bant
sergilerken prizma-seklindeki nanogiimiis 420 nm ve 680 nm
civarinda iki plazmon bandina sahiptir (Sekil 1).

0,5 5
K-AgNP

Absorbans (a.u.)

=

e
=

550 650 750 850

Dalgaboyu (nm)

350 450

Sekil 1. Kiiresel (K-AgNP, mavi) ve prizmatik (P-AgNP, turuncu)
nanoglimiise ait UV-Vis-NIR spektrumlari

Figure 1. UV-Vis-NIR spectra of spherical (K-AgNP, blue) and
prismatic (P-AgNP, orange) nanosilver

Kiiresel nanogiimiise ait SEM gorintileri (Sekil 2a),
nanopartikiillerin ~ 49 nm c¢apinda, kiiresel formda ve tek
dagilmli oldugunu ortaya koymustur. Sekil 2b’deki STEM
goriintiisli, prizma formundaki giimiis nanopartikiillerin daha
genis bir boyut dagilimina (30-55 nm) ve iicgen-benzeri bir
yaplya sahip oldugunu goéstermektedir. Kiiresel nanogiimiise
kiyasla prizmatik partikiiller daha heterojen bir morfolojiye
sahiptir.

— 500 ym —
TTERM

Sekil 2. (a) Kiiresel ve (b) Prizmatik nanogiimiise ait SEM
goriintiisti. Gériintii dlgegi cubugu: (a) 500 nm ve (b) 200 nm.

Figure 2. SEM image of (a) Spherical and (b) Prismatic
nanosilver. Image scale bar: (a) 500 nm and (b) 200 nm.
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Sekil 3. Kiiresel (a) ve prizmatik (b) nanogiimiise ait TEM goriintiileri; Serum katkili hiicre kiiltiirii ortaminda 24 saat inkiibe
edilmis kiiresel (c) ve prizmatik (d) nanoglimiise ait TEM goriintiileri.

Figure 3. TEM images of spherical (a) and prismatic (b) nanosilver; TEM images of spherical (c) and prismatic (d) nanosilver
incubated in serum-supplemented cell culture medium for 24 hours.

Ultra saf su ve PBS icerisinde gergeklestirilen DLS &lgimlerinde
parcacik boyutu sirasiyla 68.7 + 1.2 nm ve 234.2 + 3.1 nm olarak
bulunmustur. PBSile seyreltilme durumunda hidrodinamik capta
goriilen bu artis (69 nm'den 234 nm'ye) aggregasyon olusumunu
isaret etmektedir.

Serum igeren hiicre kiiltiirii ortaminda giimiis nanopartikiillerin
etraflarinda olusan protein yapisi TEM ile analiz edilmis ve elde
edilen TEM goriintiileri Sekil 3’te sunulmustur. Bu kisimda
herhangi bir hiicre hatti kullanilmamis olup nanopartikiiller
hiicre kiiltiirii calismalarinin gerceklestirildigi kosullarda (37 °C,
24 sa vb.) serum eklentili DMEM ile inkiibe edilmis ve boylece in

Benzer sekilde hiicre kiiltiirii ortaminda inkiibasyon sonrasi  vitro ¢alismalar sirasinda degisen yiizey 6zelliklerin ve biyolojik
hidrodinamik ¢apta siireye paralel bir artig gézlenmis ve 2 saat  kimligin mimiklenmesi hedeflenmistir. TEM ile 6l¢iilen parcacik
sonunda 196.8 £ 13.0 nm’ye ¢ikan boyut 24 saat sonunda 287.1+  boyutu hiicre kiiltiirii ortaminda 24 saatlik inkiibasyon sonucu
10.3 nm’ye ulasmistir. Benzer sekilde inkiibasyon siiresi ve zeta ~ ~50 nm'den ~75 nm'ye yiikselmistir. Parcacik boyutunda
potansiyel arasinda pozitif bir korelasyon saptanmis ve  gozlenen bu artis protein korona yapisinin olusumunu

inkiibasyon o6ncesi -2.3 £ 0.7 mV olarak élgiilen zeta potansiyel  dogrulamaktadir.
degeri 24 saatlik inkiibasyon sonrasi -22.3 * 2.0 mV'ye
ulasmistir. Negativitede gozlenenen bu degisim serum ortaminda
nanopartikil  yiizeyindeki  biiyilk  degisimleri  dogrular

niteliktedir ylizeye tutunan proteinlerin tayin edilmesi hedeflenmistir.

15 dkinkiibasyon 2 saatinkiibasyon 24 saatinkiibasyon

K GPSN1SN2SN3 SP K GP SN3 SN2 SN1 SP M GP SN3 SN2SN1 SP M

K GP+SP SN3 SN2 SN1 . GP SN3SN2SN1 SP M GP SN3 SN2 SN1 SP M

Kiiresel
nanogﬁmﬁs

Prizmatik
nanogumiis

Sekil 4. Kiiresel ve prizmatik nanogiimiisiin 37 °C’de inkiibasyon siiresinin (15 dk, 2 saat ve 24 saat) bir fonksiyonu olarak SDS-
PAGE protein baglanma modelleri (M: protein molekiiler agirlik belirteci, K: kontrol, GP: Gevsek bagl protein, SN:Siipernatant, SP:
Siki bagh protein)

Figure 4. SDS-PAGE protein binding patterns of spherical and prismatic nanosilver at 37 °C as a function of incubation time (15
min, 2 h, and 24 h) (M: protein molecular weight marker, K: control, GP: Loosely bound protein, SN:Supernatant, SP: Tightly bound
protein)
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Nanopartikiillerin yiizeyinde olusan protein-korona kompleksi
UV-Vis-NIR, TEM ve DLS ile dogrulandiktan sonra ikinci adimda
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15 dk inkiibasyon

M

K GP+SP SN3 SN2 SN1

Kiiresel
nanogumiis

SN3 SN2 SN1 GP+SP K

Prizmatik
nanoguimiis

2 saatinkiibasyon
K GP SN3 SN2 SN1 SP

24 saat inkiibasyon
K GP SN3 SN2 SN1 SP

M
——

Sekil 5. Kiiresel ve prizmatik nanogiimiisiin oda sicakliginda inkiibasyon siiresinin (15 dk, 2 ve 24 saat) bir fonksiyonu olarak
SDS-PAGE protein baglanma modelleri (M: protein molekiiler agirlik belirteci, K: kontrol, GP: Gevsek bagl protein,

SN:Siipernatant, SP: Siki bagh protein)

Figure 5. SDS-PAGE protein binding patterns of spherical and prismatic nanosilver at room temperature as a function of
incubation time (15 min, 2 h, and 24 h) (M: protein molecular weight marker, K: control, GP: Loosely bound protein,

SN:Supernatant, SP: Tightly bound protein)

Bu amagla anyonik bir deterjan olan SDS kullanilarak proteinlere
negatif yiik kazandirilmis, olusturulan elektrik alanda
proteinlerin anottan katoda hareket etmesi saglanmis ve bu
hareketin hizina bagll olarak proteinlerin kimligi tahmin
edilmistir.

SDS-PAGE ile protein tayini oncesinde numune hazirlama
kosullarinin (6rn. yikama sayisi, 1sitma stiresi, hiicre kiiltiiri
ortamyi, inkiibasyon stiresi ve sicakligl) giimiis nanopartikiillerin
protein etkilesimleri tizerindeki etkisi detayli olarak incelenmis
ve Ornek hazirlama adimlar1 optimize edilmistir. Siirecin
optimizasyonuna iligkin sonuglar yayinlanmis olup [38] optimize
kosullar 95 °C'de 5 dakikalik 1sitma ve PBS tamponu ile li¢ dongii
yikama adimlarini igermektedir. Bu ¢alisma kapsaminda
inkiibasyon siiresinin (15 dk, 2 saat ve 24 saat) ve sicakliginin (37
°C ve oda sicakligl) protein korona yapisinin olusumuna etkisi
parc¢acik morfolojisini de goz dniinde bulundurarak sinerjik bir
bigimde incelenmistir.

ilk adimda iki farkli morfolojiye sahip giimiis nanopartikiiller
%10 FBS katkili hiicre kiltiirii ortaminda 37 °C'de degisen
stirelerde (15 dakika, 2 saat ve 24 saat) inkiibe edilmis ve ylizeye
tutunan proteinler karsilastirlmistir (Sekil 4). Yiizeye tutunan
proteinler baglama kuvvetlerine bagh olarak gevsek (GP) ve siki
baglh (SP) olarak iki ayr1 grupta incelenmistir. Yetersiz
inkiibasyon siiresi dolayisiyla 15 dakikalik inkiibasyon sonrasi
gevsek ve siki bagh proteinlerin ayristirilmast miimkin
olamamis ve sonuglar birlikte (GP ve SP) sunulmustur. Genel
olarak gevsek baglanma egilimi gosteren proteinler albiimin, a-
2-HS-glikoprotein, a-1-antiproteinaz, serotransferrin (MW: 40-
80 kDa) olarak tahminlenirken prizmatik nanogiimiise bagh
temel protein grubunun ise albiimin (MW: 60-70 kDa) oldugu
diistiniilmektedir. Her iki morfoloji i¢in de yiizeye tutunan
proteinlerin  tipleri biiyilkk benzerlik gosterirken bant
kalinhigindaki  azalmadan anlasildigt  lizere  prizmatik
nanopartikiillerin yiizeyindeki protein yogunlugu kiiresel
morfolojiye kiyasla daha azdir.

ikinci adimda ayni analiz oda sicakhginda tekrar edilmis ve
sicakligin protein etkilesimleri tizerine etkisi arastirilmistir
(Sekil 5). Inkiibasyon sicakh@indaki degisim sonrasi tutunan
protein profillerinde 6nemli bir degisim gézlenmezken, protein
miktarlar1 her iki morfolojiye sahip nanogiimiis i¢in de hafif bir
azalma gostermistir. Literatlirdeki protein korona yapisinin
aydinlatilmasina iliskin c¢alismalar genel olarak 20-40°C
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araliginda  karsilastirmali  olarak  gercgeklestirilmis  ve
nanopartikiillerin protein adsorpsiyon kapasitesi ile inkiibasyon
sicaklig1 arasinda dogrusal bir iliski oldugu rapor edilmistir [16].
Bu ¢alismada protein profillerinde inkiibasyon sicakligina bagh
yogunluk degisimi gbzlenmistir.

4. Sonuclar

Bu ¢alisma kapsaminda serum katkili hiicre kiiltiirii ortaminda
kiiresel giimiis nanopartikiillerin yiizeyinde tutunan ve biyolojik
kimliklerini degistiren protein yapisi detayli olarak analiz edilmis
ve sonuglar prizma-benzeri morfolojiye sahip nanoglimiis ile
kiyaslanmustir. ik asamada giimiis nanopartikiilleri protein tag
olusumu 6ncesi ve sonrasi UV-Vis-NIR, SEM/STEM, TEM ve DLS
ile karakterize edilmistir. Elde edilen UV-Vis-NIR spektrumlari,
literatiirdeki nanogiimiise ait karakteristik pikler ile
ortiismektedir [5-7]. TEM goriintiileri inkiibasyon sonrasi
nanopartikiil ¢evresinde olusan protein tagin varligini
dogrulamaktadir. Prizmatik nanopartikiiller protein ta¢ olusumu
sonrasi kiiresel bir morfoloji kazanmis ve her iki morfoloji i¢in de
boyut artisina baghh topaklanma (aggregasyon) egilimi
gozlenmistir. Olusan protein ta¢ yapisi literatiir ile uyumlu
bulunmustur [8, 9].

Nanopartikiil ylizeyine tutunan proteinler partikilin sivi
icerisindeki hareketinden ve kiiresel morfoloji varsayimindan
yola cikarak hesaplanan hidrodinamik ¢ap degerinde ciddi bir
artis meydana getirmistir. Spesifik olarak, 2 saatlik inkiibasyon
sonrasi 3 katina ¢ikan hidrodinamik cap degeri 24 saatin sonunda
4 kattan fazla artis géstermistir. Benzer sekilde nanopartikiillerin
zeta potansiyeli de inkiibasyon siiresine bagli olarak daha negatif
degerlere kaymistir. Literatiirdeki ¢ok sayida benzer bulgular ile
desteklenebilen bu degisim nanopartikiil-protein
etkilesimlerinin yiizey ozellikleri ve elektrostatik dengeler
tizerindeki biiyiik etkisini dogrulamaktadir [10-12]. Teknigin
temelini olusturan kiiresel parcacik morfolojisi varsayimi ile
celismesi dolayisiyla prizmatik nanogiimiis ile DLS analizi
gerceklestirilmemistir.

Karakterizasyon sonrasi nanopartikiillerin yiizeyinde zayif ve
glicli baglarla tutunan proteinler SDS-PAGE teknigiyle
ayristirlmis  ve molekiiller agirhkliklarina baglh olarak
belirlenmistir. Her iki morfolojiye sahip glimiis nanopartikiiller
icin de ytlizeyde tutunan temel protein gruplar1 albiimin, a-2-HS-
glikoprotein,  a-l-antiproteinaz,  serotransferrin  olarak
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belirlenmistir. Glimiis nanopartikiillerin yiizeylerinde tutunan bu
temel protein gruplar1 literatiirdeki ¢alismalar ile oldukca
uyumludur. Ornegin Shannahan ve ark. giimiis nanopartikiillerin
ylzeylerinde tututanan 11 temel protein grubu icerisinde
alblimin, a-2-HS-glikoprotein ve a-1-antiproteinazin yer aldigini
ortaya koymustur [12]. Buna karsilik Lai ve ¢alisma ark. serum
albumini, apolipoproteinler ve serrotransferin gibi plazmada en
bol bulunan protein gruplarinin korona icerisinde fibrinojen ve
kininojene kiyasla nispeten diisiik konsantrasyonlarda
bulunduklarini rapor etmistir [13].

Bant rezoliisyonu ve kalinligina bagh olarak tutunan proteinlerin
miktar1 tahminlenmis ve 37 °C inkiibasyon durumunda kiiresel
nanopartikillerin ytizeyindeki protein yogunlugunun prizmatik
partikiillere gore daha fazla oldugu disiiniilmistiir. Ancak
inklibasyonun oda sicakliginda gergeklestigi durumda aradaki bu
fark azalmistir. Tim bu bulgular gerek numune hazirlama
kosullarinin  gerekse nanopartikiil morfolojisinin protein
etkilesimleri  lizerindeki etkisini ortaya koymaktadir.
Literatiirdeki ¢alismalar gerek malzemelere 6zgii fizikokimyasal
ozelliklerin gerekse methodolojik parametrelerin
nanopartikiillerin protein hedeflerinin tespitinde 6nemli bir
etkisi oldugunu dogrulamaktadir [14-16].

Bu ¢alismada, fizikokimyasal karakterizasyon teknikleri ve SDS-
PAGE analizi yardimiyla partikiil morfolojisinin nanopartikil-
protein  etkilesimleri lizerindeki etkisi arastirilmistir.
Proteinlerin jel lizerindeki migrasyon mesafelerine ve buna
karsilik gelen molekiiler agirliklarina gore ayrilmasina dayali
olarak, bilinmeyen proteinlerin kimligi SDS-PAGE ile tahmini
olarak belirlenebilirken, daha kesin protein tanimlamasi i¢in siv1
kromatografi kiitle / kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) gibi
analitik tekniklere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu calismanin kapsami
nanopartikil morfolojisinin protein etkilesimleri tizerindeki
etkisinin arastirilmasi ile sinirl olup gelecek calismalarda glimiis
nanopartikiillerin yiizeyinde tutunan proteinlerin biyolojik
aktivitelerine olan olasi etkisi incelenecektir.

Etik kurul onay1 ve ¢ikar ¢catismasi beyani

Hazirlanan makalede etik kurul izni alinmasina gerek yoktur.
Hazirlanan makalede herhangi bir kisi/kurum ile ¢ikar ¢atismasi
bulunmamaktadir.

Yazar katkilarinin beyani

Aysel TOMAK deney tasarimina ve analizlerin
gerceklestirilmesine katkida bulunmustur. Ceyda OKSEL
KARAKUS fikir olusturmaya, literatiir taramasina, yazima ve
elestirel incelemeye katkida bulunmustur.

Kaynaklar

(1]
(2]

Poole, C.P., Owens, F.J. 2003. Introduction to Nanotechnology.

Hulla, J., Sahu, S., Hayes, A. 2015. Nanotechnology: History and future.
Human & experimental toxicology, Cilt. 34(12), s. 1318-1321. DOI:
10.1177/0960327115603588

Tran, L, M.A. Bafiares, and R. Rallo, Modelling the toxicity of
nanoparticles. 2017: Springer. DOI: 10.1007/978-3-319-47754-1
Tantra, R, et al.,, A method for assessing nanomaterial dispersion quality
based on principal component analysis of particle size distribution data.
Particuology, 2015. 22: p. 30-38. DOI: 10.1016/j.partic.2014.10.004
Akhter, M.H,, et al., Impact of protein corona on the biological identity of
nanomedicine: understanding the fate of nanomaterials in the biological
milieu. Biomedicines, 2021. 9(10): p. 1496. DOI:
10.3390/biomedicines9101496

Joudeh, N., Linke, D. 2022. Nanoparticle classification, physicochemical
properties, characterization, and applications: a comprehensive review
for biologists. Journal of Nanobiotechnology, Cilt. 20(1), s. 262. DOIL:
10.1186/s12951-022-01477-8

Ravindran, A, Chandran, P., Khan, S.S. 2013. Biofunctionalized silver
nanoparticles: advances and prospects. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, Cilt. 105, s. 342-352. DOI: 10.1016/j.colsurfb.2012.07.036

(3]
[4]

[5]

(6]

(7]

88

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

Rai, M,, Yadav, A, Gade, A. 20009. Silver nanoparticles as a new generation
of antimicrobials. Biotechnology advances, Cilt. 27(1), s. 76-83. DOI:
10.1016/j.biotechadv.2008.09.002

Podila, R, et al,, Effects of surface functional groups on the formation of
nanoparticle-protein corona. Applied physics letters, 2012. 101(26): p.
263701.DOI: 10.1063/1.4772509

Shannahan, ].H,, et al, Silver nanoparticle protein corona composition in
cell culture media. PloS one, 2013. 8(9): p. e74001. DOI:
10.1371/journal.pone.0074001

Lai, W,, et al, Interaction of gold and silver nanoparticles with human
plasma: Analysis of protein corona reveals specific binding patterns.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2017. 152: p. 317-325. DOL:
10.1016/j.colsurfb.2017.01.037

Barbalinardo, M., et al., Protein corona mediated uptake and cytotoxicity
of silver nanoparticles in mouse embryonic fibroblast. Small, 2018.
14(34): p. 1801219. DOI: 10.1002/smll.201801219

Ban, D.K. and S. Paul, Protein corona over silver nanoparticles triggers
conformational change of proteins and drop in bactericidal potential of
nanoparticles: Polyethylene glycol capping as preventive strategy.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2016. 146: p. 577-584. DOIL:
10.1016/j.colsurfb.2016.06.050

Spagnoletti, F.N,, et al,, Protein corona on biogenic silver nanoparticles
provides higher stability and protects cells from toxicity in comparison
to chemical nanoparticles. Journal of Environmental Management, 2021.
297:p.113434.DOI: 10.1016/j.jenvman.2021.113434

Walkey, C.D., et al,, Protein corona fingerprinting predicts the cellular
interaction of gold and silver nanoparticles. ACS nano, 2014. 8(3): p.
2439-2455.DOI: 10.1021/nn406018q

Ashkarran, A.A,, et al,, Bacterial effects and protein corona evaluations:
crucial ignored factors in the prediction of bio-efficacy of various forms
of silver nanoparticles. Chemical research in toxicology, 2012. 25(6): p.
1231-1242.DOI: 10.1021/tx300083s

Fertsch-Gapp, S. et al, Binding of polystyrene and carbon black
nanoparticles to blood serum proteins. Inhalation Toxicology, 2011.
23(8): p. 468-475. DOI: 10.3109/08958378.2011.583944

Podila, R. and J.M. Brown, Toxicity of engineered nanomaterials: a
physicochemical perspective. Journal of biochemical and molecular
toxicology, 2013. 27(1): p. 50-55. DOI: 10.1002/jbt.21442

Tomak, A., Cesmeli, S., Hanoglu, B. D., Winkler, D., Oksel Karakus, C. 2021.
Nanoparticle-protein  corona complex: understanding multiple
interactions between environmental factors, corona formation, and
biological activity. Nanotoxicology, Cilt. 15(10), s. 1331-1357. DOI:
10.1080/17435390.2022.2025467

Lundqvist, M., et al, The evolution of the protein corona around
nanoparticles: a test study. ACS nano, 2011. 5(9): p. 7503-7509. DOI:
10.1021/nn202458g

Lundqvist, M., et al.,, Nanoparticle size and surface properties determine
the protein corona with possible implications for biological impacts.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2008. 105(38): p.
14265-14270.DOI: 10.1073/pnas.0805135105

Kharazian, B, N. Hadipour, and M. Ejtehadi, Understanding the
nanoparticle-protein corona complexes using computational and
experimental methods. The international journal of biochemistry & cell
biology, 2016. 75: p. 162-174. DOI: 10.1016/j.biocel.2016.02.008

Griafe, C, et al, Intentional formation of a protein corona on
nanoparticles: Serum concentration affects protein corona mass, surface
charge, and nanoparticle-cell interaction. The international journal of
biochemistry & cell biology, 2016. 75: p. 196-202. DOI:
10.1016/j.biocel.2015.11.005

Cedervall, T, etal,, Understanding the nanoparticle-protein corona using
methods to quantify exchange rates and affinities of proteins for
nanoparticles. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2007.
104(7): p. 2050-2055. DOI: 10.1073 /pnas.0608582104

Monopoli, M.P, et al, Formation and characterization of the
nanoparticle-protein corona. Nanomaterial Interfaces in Biology:
Methods and Protocols, 2013: p. 137-155. DOI: 10.1007/978-1-62703-
462-3_11

Gossmann, R, et al., Comparative examination of adsorption of serum
proteins on HSA-and PLGA-based nanoparticles using SDS-PAGE and
LC-MS. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 2015.
93: p. 80-87.DOI: 10.1016/j.ejpb.2015.03.021

Di Silvio, D. et al, Technical tip: high-resolution isolation of
nanoparticle-protein corona complexes from physiological fluids.
Nanoscale, 2015. 7(28): p. 11980-11990. DOI: 10.1039/C5NR02618K
Madathiparambil Visalakshan, R, et al., The influence of nanoparticle
shape on protein corona formation. Small, 2020. 16(25): p. 2000285.
DOI: 10.1002/smll.202000285

Tomak, A, Yilanciogly, B., Winkler, D., Karakus, C. 0. 2022. Protein corona
formation on silver nanoparticles under different conditions. Colloids



DEUFMD 26(76) (2024) 82-89

and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, Cilt. 651, DOI:
10.1016/j.colsurfa.2022.129666

[30] Kopac, T.2021. Protein corona, understanding the nanoparticle-protein
interactions and future perspectives: A critical review. International
Journal of Biological Macromolecules, Cilt. 169, s. 290-301. DOI:
10.1016/j.ijbiomac.2020.12.108

[31] Tuan Anh, M. N,, Nguyen, D. T. D, Ke Thanh, N. V., Phuong Phong, N. T,
Nguyen, D. H., Nguyen-Le, M. T. 2020. Photochemical synthesis of silver
nanodecahedrons under blue LED irradiation and their SERS activity.
Processes, Cilt. 8(3), s. 292. DOI: 10.3390/pr8030292

[32] Sharifi-Rad, M., Pohl, P. 2020. Synthesis of biogenic silver nanoparticles
(Agcl-NPs) using a pulicaria vulgaris gaertn. aerial part extract and their
application as antibacterial, antifungal and antioxidant agents.
Nanomaterials, Cilt. 10(4), s. 638. DOI: 10.3390/nano10040638

[33] Yu, P, Huang, ], & Tang, J. 2011. Observation of coalescence process of
silver nanospheres during shape transformation to nanoprisms.
Nanoscale Res Lett, Cilt. 6, s. 1-7. DOI: 10.1007 /s11671-010-9808-6

[34] Micldus, T, Beer, C,, Chevallier, J., Scavenius, C., Bochenkov, V. E., Enghild,
J. J., Sutherland, D. S. 2016. Dynamic protein coronas revealed as a
modulator of silver nanoparticle sulphidation in vitro. Nature
Communications, Cilt. 7(1), s. 11770. DOI: 10.1038/ncomms11770

[35] Akhtar, M. ]., Kumar, S., Alhadlaqg, H. A,, Alrokayan, S. A., Abu-Salah, K. M.,
Ahamed, M. 2016. Dose-dependent genotoxicity of copper oxide
nanoparticles stimulated by reactive oxygen species in human lung
epithelial cells. Toxicology and industrial health, Cilt. 32(5), s. 809-821.
DOI: 10.1177/0748233713511512

[36] Mohammad-Beigi, H. Hayashi, Y., Zeuthen, C. M., Eskandari, H.,
Scavenius, C. Juul-Madsen, K., Sutherland, D. S. 2020. Mapping and
identification of soft corona proteins at nanoparticles and their impact
on cellular association. Nature Communications, Cilt. 11(1), s. 4535. DOI:
10.1038/s41467-020-18237-7

[37] Juras$in, D. D,, Curlin, M., Capjak, I, Crnkovi¢, T., Lovri¢, M., Babi¢, M.,
Gajovi¢, S. 2016. Surface coating affects behavior of metallic
nanoparticles in a biological environment. Beilstein Journal of
Nanotechnology, Cilt. 7(1), s. 246-262. DOI: :10.3762 /bjnano.7.23

[38] Braun, N.J, et al, Modification of the protein corona-nanoparticle
complex by physiological factors. Materials Science and Engineering: C,
2016. 64: p. 34-42.DOI: 10.1016/j.msec.2016.03.0

89



	1. Giriş
	2. Materyal ve Metot
	2.1. Materyal
	2.2. Reaktifler
	2.3. Karakterizasyon
	2.4. Örnek hazırlama
	2.5. SDS–PAGE Analizi
	3. Bulgular ve Tartışma
	Yazar katkılarının beyanı
	Kaynaklar

