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1. Wstep
1.1. Odkrycie miRNA

Historia odkrycia mikroRNA (miRNA) siega roku 1990, kiedy to Carolyn Napoli
wraz z zespotem skupili sie na badaniu genu CHS, ktéry koduje syntaze chalkonu, enzymu
kluczowego w syntezie flawonoidow odpowiedzialnych za m. in. barwe rosliny.
Naukowcy wprowadzili chimeryczny gen CHS do Petunia hybryda chcac wywotaé
nadekspresje tego genu. Nieoczekiwanie, zamiast ciemniejszych kwiatdéw, potomne
rosliny charakteryzowaty sie catkowicie biatymi kwiatami o zréznicowanej wielkosci.
Obserwacja ta sktonita badaczy do sprawdzenia poziomu mRNA genu CHS. Rosliny
potomne z wprowadzonym genem, wykazywaty 50-krotny spadek ilosci mRNA CHS
w porownaniu do mRNA CHS roslin kontrolnych. Zauwazono zahamowanie ekspresji
genu CHS odpowiedzialnego za synteze fioletowego barwnika. Wyciszenia genu
wprowadzong kopig nie potrafiono na tamten czas wyttumaczy¢ a zjawisko nazwano
kosupresijg [1].

Trzy lata pdzniej w 1993 roku, natamach Cell, zespét Victora Ambrosa przedstawit
hipoteze na temat interakcji RNA-RNA w regulacji powstawania produktu biatkowego.
V. Ambros i B. Wightman pracowali réwnolegle nad znaczeniem genu lin-4
w Caenorhabditis elegans. Potwierdzili oni, ze w stadium rozwoju larwalnego nicienia,
mutacja genu lin-4 hamuje powstawanie struktur charakterystycznych dla dorostego
osobnika. Na podstawie informacji, ze do wyciszania biatka lin-14, dochodzi
potranskrypcyjnie, a sekwencja RNA lin-4 jest komplementarna do powtarzalnej
sekwencji w rejonie 3’UTR genu lin-14 wykazali, ze wyciszenie genu lin-4 przektadato sie
na wysoka ekspresje produktow genu lin-14. Prowadzito to do zaburzenia rozwoju
C. elegans, przez hamowanie powstawania biatka lin-14. Badania wykazaty, ze gen lin-4
nie koduje zadnego produktu biatkowego, ale posiada zdolnos¢ do inhibicji translacji lin-
14 na poziomie RNA-mRNA, co okazato sie by¢ kluczowe dla prawidtowego rozwoju
nicienia [2].

Kilka lat pdéiniej, Andrew Fire i John Mello razem z zespotem wyjasnili
mechanizm, ktory zaobserwowano w pracy Victora Ambrosa. Naukowcy pierwszy raz
wyjasnili zjawisko interferencji RNA (RNAi). Badano jak komplementarne RNA wptywa

na powstawanie produktu biatkowego genu unc-22. Gen ten koduje u C. elegans biatko



znajdujgce sie w miesniach poprzecznie prazkowanych. Wstrzykniecie nici sensownej
badZ antysensownej RNA nie dawato oczekiwanych wynikéw, jednak wstrzykniecie obu
nici nawet w matych dawkach spowodowato, ze u nicieni potomnych zaobserwowano
fenotyp zwigzany z utracong funkcjg genu unc-22. Przypuszczajgc, ze w trakcie transfekcji
obiema ni¢mi RNA, pojawity sie dwuniciowe transkrypty, naukowcy postanowili celowo
wprowadzi¢ dwuniciowe czgsteczki. Wykazano, ze nasilenie interferencji odbywato sie
tylko wtedy, gdy sekwencje sensowne i antysensowne tworzyty wspdlnie dsRNA, i byty
odcinkami homologicznymi do genu docelowego. Osobno, szybko ulegaty degradacji
i byly niezdolne do potgczenia z docelowym mRNA. Dwuniciowe RNA interferowato
w regionach homologicznych do docelowego mMmRNA powodujgc zahamowanie
mobilnosci nicieni a nawet fenotyp charakterystyczny dla braku genu unc-22 w kolejnym
pokoleniu [3]. Wyjasnienie oddziatywania komplementarnych odcinkéw dsRNA na
mRNA i rola interferencji w powstawanie docelowego biatka zaowocowato Nagrodg
Nobla w 2006 roku. Odkrycie mechanizmu interferencji RNA rzucito nowe Swiatfo na
odcinki genomu, ktére nie kodujg biatek a mozliwosci regulacyjne mikroRNA daty
nadzieje na innowacyjne zastosowania kliniczne, przez co w kolejnych latach rosto
zainteresowanie niekodujgcymi RNA.

W 2002 roku, dziewie¢ lat od odkrycia pierwszego miRNA (lin-4) pojawita sie
jedna z najbardziej popularnych do dnia dzisiejszego baz danych na temat miRNA:
miRBASE, ktéra gromadzi znane sekwencje miRNA dla wielu gatunkéw. W momencie
powstania, baza miRBASE liczyta sobie zaledwie 218 loci miRNA wykrytych u pieciu
gatunkdéw. Obecnie, najnowsza wersja miRBASE-v22 zawiera 38589 prekursoréw miRNA
zawierajacg strukture spinki do wtosow i 48860 dojrzatych miRNA z 217 organizmdw,
przy czym jest stale aktualizowana. Naukowcy wcigz opisujg i przesytaja do bazy
informacje o mikroRNA, rdwniez takich, ktdore ulegajg ekspresji na bardzo niskim
poziomie lub w specyficznych typach komérek tkanek a nawet w odpowiednich stadiach
rozwojowych organizméw. Baza do dzisiaj jest uaktualniana i wykorzystywana przez
wielu badaczy [4-6]. Rownolegle rozwijajg sie kolejne bazy danych np. niezwykle
przydatna przy poszukiwaniu przewidywanych celéw dla danego miRNA baza danych
miRDB, baza Rfam skupiajgca informacje o rodzinach i funkcjach miRNA czy baza

RNAstructure skupiona na budowie miRNA [7].



Niekodujgce RNA czyli ncRNA (ang. non-coding RNA) to RNA, ktdére nie podlegaja
procesowi translacji. Wsréd ncRNA mozna wyrdznic¢ te odpowiedzialne za utrzymanie
prawidtowego pod wzgledem fizjologicznym stanu komérki (ang. housekeeping RNAs),
w sktad ktérych wchodzg rybosomalne RNA (rRNA), transferowe RNA (tRNA), mate
jadrowe RNA (snRNA), mate jagderkowe RNA (snoRNA), komponenty RNA telomerazy
(TERC), fragmenty RNA pochodzace z tRNA (tRF) i krétkie RNA indukowane stresem
(tiRNA) oraz druga grupe ncRNA, czyli RNA regulatorowe, wsréd ktérych znajdujg sie
mikroRNA (miRNA, z ang. microRNA), mate interferujgce RNA (siRNA), RNA
oddziatywujgce z PIWI (piRNA), RNA wzmacniajgce ekspresje (eRNA), dtugie niekodujace
RNA (IncRNA), koliste RNA (circRNA) i Y RNA [8]. NcRNA regulatorowe dzielg sie
dodatkowo na krétkie niekodujgce RNA (sncRNA), ktérych rozmiar nie przekracza 200
nukleotyddéw oraz dfugie niekodujgce RNA (IncRNA), ktérych rozmiar przekracza 200
nukleotyddw, natomiast krotkie miRNA i siRNA nalezg do regulatorowych miRNA [9].

Regulacja ekspresji genéw przez mate RNA wystepuje u bakterii, archeondéw
i eukariontéw i ewoluowata w celu obrony przed egozgennymi kwasami nukleinowymi
[10]. Systemy regulacji ekspresji oparte na interferencji RNA sktadajg sie z kwasu
nukleinowego umozliwiajgcego rozpoznanie celu specyficznego dla sekwencji oraz
z biatka efektorowego, ktdre posredniczy na dalszych etapach interferencji [11].

MikroRNA nalezy do klasy krétkich niekodujgcych RNA dtugosci od 19 do 24
nukleotydéw. Nie podlega ono translacji, a wiec nie bierze udziatu w powstawaniu
biatek. Odpowiada natomiast za regulacje ich ilosci w komodrkach na poziomie
potranskrypcyjnym a regulacja syntezy biatek odbywa sie na zasadzie tgczenia sie miRNA
z komplementarng nicig mRNA [12]. MiRNA sg niezbedne do utrzymania homeostazy
w komdrkach. Jak juz wspomniano, wedtug jednej z najwiekszych baz danych
dotyczacych miRNA — miRBASE, stwierdzono obecnos¢ dziesigtek tysiecy miRNA
w organizmach zwierzecych i roslinnych. Zgodnie z danymi z roku 2018
w przypadku samego genomu cztowieka rozpoznano 1917 prekursoréw miRNA i 2654

dojrzatych miRNA [4].

1.2. Powstawanie i dojrzewanie miRNA

Synteza miRNA rozpoczyna sie na drodze transkrypcji gendw miRNA przez

polimeraze RNA Il (Pol Il), w ktérej powstaje dwuniciowe pri-miRNA o wielkosci ponad
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1000 nt. Posiadajg strukture spinki do wloséw w ktdrej zapisany jest transkrypt
dojrzatego miRNA [13]. Na dalszych etapach dojrzewania, pri-miRNA wchodzi na szlak
biogenezy kanonicznej lub niekanonicznej [14]. Kanoniczna sciezka dojrzewania jest
czestszg formg powstawania miRNA. W obrebie jgdra komodrkowego, kompleks
mikroprocesora (ang. Microprocessor complex) przeprowadza dojrzewajgce miRNA
przez kolejne etapy. Kompleks mikroprocesora tworzg biatko Drosha wraz z biatkiem
z domeng wigzgcg RNA (DGCR8) (ang. DiGeorge Syndrome Critical Region 8). DGCRS8
rozpoznaje m. in. N-6-metyloadenylowany motyw GGAC na dwuniciowym pri-miRNA
oraz stabilizuje i wzmacnia wigzanie miedzy pri-miRNA a kompleksem, natomiast
endonukleaza Il Drosha posiada domene wigzacg dsRNA (dsRBD, z ang, Double
stranded RNA-binding domain), oraz tandemowo utozone domeny RIID. W
przetwarzanie niedojrzatego miRNA angazowana jest domena wigzgca dsRNA (dsRBD),
ktora wspomaga przytaczenie do pri-miRNA u podstawy spinki do wtoséw oraz domeny
katalityczne: RIlIDa i RIIIDb, ktorych dziatanie polega na przecinaniu nici kolejno 3' i 5
i w rezultacie stworzeniu pre-miRNA posiadajgcego dwa niesparowane nukleotydy na
konicu 3' [9, 15, 16]. W ten sposdb powstaje pre-miRNA o strukturze spinki do wtosow
i dtugosci ok. 65 pz, [17], ktory jest eksportowany do cytoplazmy. Za transport pre-
miRNA odpowiedzialny jest kompleks XPO5-RanGTP, ktéry tworzg eksportyna 5 (XPO5)
przytgczona do RanGTP (ang. RAs-related Nuclear protein). XPO5 przytacza sie do rdzenia
oraz dwdch niesparowanych nukleotydéw korica 3' pre-miRNA tworzgcych unikalne
motywy dla rozpoznania odpowiedniej czasteczki. Budowa kompleksu pozwala na
ochrone pre-miRNA przed atakiem nukleaz w obrebie jadra komédrkowego. Po
przemieszczeniu do cytoplazmy, RanGTP jest hydrolizowane do RanGDP, co powoduje
rozpad kompleksu i uwolnienie pre-miRNA [18, 19]. W kolejnym kroku bierze udziat Dicer
—enzym grupy endonukleaz Ill, ktdrego domena N-koricowa utatwia rozpoznawanie pre-
miRNA. Dicer ma dwa miejsca na taczenie z pre-miRNA, zaréwno dla konca 3’ jak i 5.
Przytacza sie on do pre-miRNA trawigc nici najczesciej w obszarze okoto 22 nt od dwdch
wolnych nukleotydéw 3'. W komérkach ludzkich, Dicer moze tgczy¢ zaréwno
fosforylowany koniec 5' pre-miRNA nacinajgc ni¢ 22 nukleotydy od korica 5' jak i koniec
3’, cho¢ badania wskazujg na wiekszg preferencje ufosforylowanego korica 5' [20].
Odcieta zostaje koricowa (terminalna) petla pre-miRNA tworzac dojrzaty dupleks miRNA

ok 22 nt [21]. Tak przygotowany dojrzaty miRNA jest zdolny do wyciszania mRNA. Sama
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interferencja mRNA jest przeprowadzana z udziatem RISC (ang. RNA-induced silencing
complex), ktory sktada sie z biatka AGO (ang. Argonaute) i przytaczonego do niego
dupleksu RNA. Wsrdd klasy ludzkich biatek AGO o zdolnosci regulacyjnej tylko AGO2 ma
charakter katalityczny i jest zdolne do catkowitego wyciszenia komplementarnych celéw
mRNA. Mimo, ze wszystkie te biatka sg zdolne do inkorporacji miRNA jak i siRNA, biatko
AGO2 spetnia kluczowa role w tworzeniu kompleksu RISC a usuniecie jego genu jest
letalne. Przez katalityczne wtasciwosci AGO2 jest zdolne do przeprowadzenia degradacji
przytaczonego mRNA, co ma miejsce przy wysokim stopniu komplementarnosci miRNA
do mRNA [22-24]. W kompleksie RISC, biatko AGO degraduje jedng z nici. Wybér nici
degradowanej nie jest oczywisty. W zaleznosci od zapotrzebowania komoérki za nié
wiodgcg moze by¢ wybrana ni¢ 5' lub 3. Ni¢ o relatywnie niestabilnym koricu 5' zwykle
zostaje wybrana na ni¢ wiodgacg jednak nie jest to regutg, zdarza sie, ze w zaleznosci od
typu komérki preferowang izoforma bedzie 3' i tak moze powsta¢ miR-3p lub miR-5p.
Termodynamiczna stabilnos¢ nici moze by¢ zalezna od dziatania Drosha [25].
Niekanoniczna droga dojrzewania miRNA dzieli sie na niezalezng od kompleksu
mikroprocesora i niezalezng od Dicer. Pre-miRNA wytwarzane przez Sciezke niezalezng
od Drosha/DGCR8 przypominajg substraty Dicer, np. mirtrony to pre-miRNA, ktére
powstajg z introndw mRNA w procesie sktadania (ang. splicing) i nie sg przetwarzane
przez nukleaze Drosha i biatko AGO. Tak powstajgce RNA sg bezposrednio eksportowane
do cytoplazmy poprzez eksportyne 1 bez potrzeby ciecia przeprowadzanego przez
Drosha. Krétkie transkrypty RNA o strukturze spinki do wtoséw (shRNA) sg przetwarzane
przez Drosha niezalezne od endonukleazy Dicer. Te pre-miRNA do zakonhczenia ich
biosyntezy, z uwagi na swojg dtugos¢, wymagajg interakcji z biatkiem AGO [16]. Chociaz
wiekszos¢ alternatywnych szlakéw dojrzewania miRNA zalezy od dziatania Dicer
biogeneza miR-451 nie wymaga Dicer a zamiast tego obejmuje katalityczng aktywnosé
AGO2. Ciecie za posrednictwem Drosha pri-miR-451 generuje krétka strukture spinki do
wloséw z gatezig 18 nt, zbyt krétkg aby byta przetwarzana przez Dicer, dlatego jest
bezposrednio inkorporowany do AGO2 i ciety w Srodku pasma 3’, co prowadzi do
powstania 30-nukleotydowych form posrednich z ac-pre-mir-451. Rybonukleaza swoista
dla poli(A) PARN przycina koniec 3' ac-pre-mir-451 i powoduje powstanie miR-451. Brak
aktywnosci tej rybonukleazy rdwniez powoduje powstanie funkcjonalnego miRNA ale

dtuzszego o 7 nt. [26].
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1.3. Rola miRNA w regulacji procesow fizjologicznych na poziomie komdérkowym

Po odkryciu ludzkich miRNA rozpoczeto intensywne badania nad ich regulacyjng
rolg, w szczegdlnosci w kontekscie wystepowania chordb. Zaktada sie, ze mikroRNA
stanowi 3-4 % ludzkiego genomu i odpowiadajg za regulacje 30 do 60 % ludzkich gendw.
Powigzanie miedzy patogenezg chordb a miRNA stato sie oczywiste z uwagi na specyfike
tkankowag ekspresji miRNA i ich role w réznicowaniu komérek [27-29]. Nieprawidtowosci
w biogenezie miRNA zmieniajg poziom efektorowych biatek i powodujg zaburzenia
embriogenezy u kazdego badanego organizmu modelowego [11]. Dziatanie mikroRNA
opiera sie na regulacji ekspresji gendw poprzez komplementarne faczenie par zasad
z docelowg czasteczkg mMRNA, jednak dopasowanie nici dla prawidiowego
funkcjonowania mechanizmu regulacyjnego nie musi by¢ stuprocentowe [30].

MiIRNA sg niezbedne dla funkcjonowania organizméw, jednak odkrycie funkcji
poszczegdlnych z nich stanowi wyzwanie miedzy innymi dlatego, ze ekspresja
odpowiednich miRNA ma charakter tkankowo specyficzny i bierze udziat w okresleniu
specyficzne] roli danej komodrki a wiec roli wielu mRNA w $cisle wyspecjalizowanych
komérkach (takich jak neurony albo hepatocyty). Do tej pory, pomimo badan i baz
danych, ktére utatwiajg prowadzenie eksperymentdéw przez przewidywanie dopasowan
miRNA — mRNA, nie potrafimy okresli¢ petnych paneli miRNA charakterystycznych dla
danych typow komorek [31]. Przez swdj mechanizm wyciszania, miRNA sg trudnymi do
badania czgsteczkami. Jest to miedzy innymi spowodowane zaangazowaniem miRNA
w wielos¢ Sciezek sygnalizacyjnych i mozliwos¢ modulacji poziomu ekspresji ich samych
na wielu etapach. Dotychczasowe badania dowiodty, ze regulacja przez niektére miRNA
ma miejsce dopiero przy silnie zmienionych warunkach srodowiskowych czyli
przyktadowo w odpowiedzi na ekstremalne temperatury czy ekspozycje na patogeny, co
utrudnia obserwacje i wnioskowanie na temat konsekwencji ekspresji miRNA [11, 32].

Przyktadem miRNA ulegajgcych zmianom ekspresji w odpowiedzi na czynniki
zewnetrzne moga by¢ miRNA zaangazowane w Sciezki naprawy DNA. Wptyw czynnikdw
zewnetrznych moze by¢ posredni (na drodze uszkodzen, zmian stanu redoks oraz
modyfikacji szlakéw) i prowadzi¢ do zmian w poziomie miRNA [33]. Egzogenne czynniki,
jak promieniowanie UV, prowadzg do powstawania reaktywnych form tlenu oraz

peroksydacji lipidéw, co niesie ze sobg ryzyko pojawienia sie uszkodzen DNA [34].
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W takich przypadkach w komdrkach witgczany jest szlak naprawy NER (ang. Nucleotide
excision repair), w wyniku czego usuwane s wieksze odcinki nukleotydowe. Brak
sprawnego NER, prowadzi do zatrzymania replikacji i inicjacji apoptozy. Celem wielu
chemioterapeutykdw jest niszczenie DNA komdrek nowotworowych. Niestety,
niejednokrotnie mechanizmy naprawy DNA wzmagajg swoje dziatanie w komdérkach
nowotworowych i w trakcie stosowania leczenia wywotujg lekoopornosc. Lekoopornosé
w komérkach nowotworowych wywotana jest miedzy innymi zwiekszeniem wydajnosci
naprawy NER [35]. Jednym z gtdwnych biatek tego systemu naprawy jest biatko ERCC1
(ang. Excision repair cross-complementing 1), ktérego wzrost poziomu jest
charakterystyczny dla komérek nowotworowych poddanych dziataniu cis-platyny, czy
doksorubicyny [36]. Opornos$¢ na cis-platyne w komodrkach niedrobnokomérkowego
raka pftuc o podwyiszonej ekspresji ERCC1 moze byé znoszona przez inhibitory
deacetylazy histonéw (HDAC) i uwrazliwia¢ komérki na dziatanie chemioterapeutyku.
Role w tym procesie odgrywa rowniez miRNA. Zauwazono, ze wzmozone dziafanie
inhibitoréw HDAC skutkuje podwyzszeniem ekspresji miR-149. Wzrost ekspresji miR-149
nie jest bezposredni. Wynika on z aktywacji przez inhibitory HDAC czynnika E2F1 (z ang.
Transcription factor E2F1) biatka dziatajgcego supresorowo m. in. przez promowanie
apaptozy. Wykazano, ze acetylacja przez inhibitory HDAC czynnika E2F1 skutkuje
przytaczaniem sie E2F1 do promotora miR-149 a zarazem promowania wzrostu ekspresji
tego miRNA. Wzrost poziomu miR-149 powodowat spadek biatka ERCC1, ktdre okazato
sie by¢ biologicznym celem dla tego miRNA [37]. W ten sposdb hamowana jest
posrednio ekspresja ERCC1 przez inhibitory ERCC1. MiRNA jest wiec kluczowe przy
odpowiedzi komérek na czynniki stresowe. Czasteczki te sg zdolne do hamowania
systemow naprawczych DNA takich jak NER przez inhibicje powstawania kluczowych dla
tego systemu biatek.

MiIRNA mogg brad istotny udziat w zwalczaniu lekoopornosci komérek. Wykryto,
ze zmiana w poziomach miRNA jest ScisSle powigzana ze zjawiskiem lekoopornosci
w komorkach. Przyktadem moze byé miR-182, bedacy znanym onkogennym miRNA,
ktérego podwyiszony poziom zauwazono u pacjentéw cierpigcych na raka
watrobowokomadrkowego i poddanych chemoterapii opartej na cis-platynie. Negatywny
wptyw miR-182 wynika z inhibowania powstawania biatka TP53INP1 (ang. tumor protein

53-induced nuclear protein 1), wykazujgcego dziatanie supresorowe w stosunku do
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komérek nowotworowych. Biatko to bierze udziat w regulacji i aktywacji apoptozy. Jego
niedobory w komodrkach nowotworowych skutkujg zwiekszeniem ich przezywalnosci
[38].

Odkryto, ze regulacja powstawania biatek przez miRNA zachodzi na bardzo wielu
poziomach. Moze wptywac na podziaty komdrkowe [39], szlaki Smierci komdrkowej [40],
odpowiadac za procesy metaboliczne [41], przekazywanie sygnatow miedzy komdrkami
[42], odpornos¢ komdrkowa [43], odpowiedZ na stres oksydacyjny [44] czy zdolno$é
motoryczng komérek [45].

Ze wzgledu na taki potencjat pojawity sie pomysty modulacji poziomu miRNA
komérek nieprawidtowych, ktdre miaty prowadzi¢ do korekcji fenotypu w kierunku
komorek prawidtowych dla danej tkanki. Ta obiecujgca idea doprowadzita do wielu préb
stworzenia strategii terapeutycznych. Spadek Iub wzrost poziomu miRNA
regulatorowych moze by¢ zwigzany z typowymi mutacjami w DNA w komoérce. Delecje,
insercje czy inwersje mogg prowadzi¢ do spadku poziomu ekspresji miRNA natomiast
duplikacje powodowac¢ jego wzrost [11]. Regulacja ekspresji miRNA moze odbywac sie
na wielu etapach. Przyktadem moze by¢ zmiana pojedynczego nukleotydu w petli
wierzchotkowej pri-mir-30c-1 obecna u chorych z rakiem piersi i zotadka, ktéra skutkuje
wiekszym powinowactwem do mikroprocesora, a tym samym wyzszym poziomem
miR-30c-1 [46].

Skoro poziom miRNA rdzni sie w zaleznosci od czynnikdéw srodowiskowych i ich
wptywu na komadrke, musi istnieé¢ sposdb jego komdrkowej regulacji. W trakcie obrébki
miRNA, jego poziom moze by¢ regulowany na dwdch etapach. W jadrze, w momencie
taczenia sie z mikroprocesorem Drosha/DGCR, oraz w cytoplazmie podczas
rozpoznawania przez Dicer. Od budowy niedojrzatego miRNA przed obrébka zalezy, czy
bedzie ono wigczane w kolejne fazy przetwarzania, a wiec réznice w budowie pri- oraz
pre-miRNA mogg stanowié czynnik ograniczajgcy poziom miRNA na kolejnych etapach
jego biogenezy [47]. 70 % gendw kodujacych miRNA jest w genomie zwigzanych z genami
kodujgcymi biatka i podlega jednoczesnej transkrypcji, natomiast 30 % miRNA jest
transkrybowanych z ich wtasnych otwartych ramek odczytu zlokalizowanych
w obszarach miedzygenowych [9, 48]. Wykazano, Zze za inicjacje powstawania
konkretnych miRNA s3 odpowiedzialne biatka wigzace RNA (RBP, ang. RNA-binding

protein). Kontrola powstawiania miRNA odbywa sie na réznych etapach. RBP rozpoznajg
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unikalne miejsca w czasteczkach takie jak petle prekursorowych miRNA. RBP
przetwarzajg prekursory miRNA a swoistos¢ ich wigzania moze by¢ determinowana przez
petle koncowg pre- i pri-miRNA, w ktdrej odcinek RNA jest jednoniciowy i zazwyczaj
wystawiony na kontakt z innymi biatkami. Przyktadowo MSI1/2 (ang. RNA-binding
protein Musashi homolog 1/2) wykazuje silne wigzanie z pre-miR18a i pre-miR-20a.
Réwniez modyfikacje potranskrypcyjne wptywaja na dojrzewanie miRNA w zaleznosci
od jego specyfiki tkankowej. RBP sg zdolne do kontrolowania aktywnosci dojrzatych
miRNA przez co posrednio regulujg poziom mRNA biatek bedacych bezposrednim celem
tych miRNA a spadek poziomu odpowiednich RBP moze pozytywnie lub negatywne
wptywac¢ na ekspresje miRNA [49]. Mutacje w genach biatek odpowiedzialnych za
biogeneze miRNA mogg réwniez prowadzi¢ do wielu chordéb i nieprawidtowosci
w organizmie cztowieka. Przyktadem moze by¢ delecja regionu w ktérym znajduje sie
gen kodujgcy DGCRS. Zanik ekspresji DGCR8 prowadzi do autosomalnego recesywnego
zaburzenia genetycznego zwanego zespotem DiGeorge’a. Chorobie tej czesto towarzysza
wady serca, staba odpornos¢, rozszczep podniebienia i zaburzenia zachowania [50]. Na
podstawie analizy bazy danych The Cancer Genome Atlas (TCGA) przewidywanych jest
7110 mutacji miRNA w 33 nowotworach [51], jednak zmiany w ekspresji miRNA mozna
zauwazy¢ nie tylko w przypadku nowotworéw ale w catym spektrum choréb
psychicznych, immunologicznych czy sercowo-naczyniowych [29].

Czynnosci uktadu naczyniowego zalezg od funkcjonalnosci komérek srédbtonka
i ich skoordynowanej regulacji. Czasteczki RNA petnig waing funkcje w regulacji
czynnosci serca i uktadu sercowo-naczyniowego a takze angiogenezy i waskulogenezy
ssakow [52, 53]. W prébkach pobranych z lewej komory serca oséb u ktérych wystgpity
przypadki kardiomiopatii niedokrwiennej, kardiomiopatii rozstrzeniowej i zwezenia
aorty sprawdzono poziom ekspresji 428 miRNA. Stwierdzono obecnos¢ 87 miRNA
z czego 43 miRNA wykazywaty zmiany ekspresji miedzy grupami badanymi. Wzér
zmienionej ekspresji miRNA byt charakterystyczny dla poszczegdlnych grup badanych co
pokazato, ze profile ekspresji miRNA znaczgco réznig sie miedzy jednostkami chordb
nawet w obrebie jednej klasy choréb [52].

Zaburzenia w ekspresji miRNA mogg nies¢ ryzyko pojawienia sie chordb
w kolejnych pokoleniach. Réwniez choroby o podtozu psychicznym sg powigzane

z zaburzeniem regulacji kluczowych miRNA. Przyktadem jest choroba dwubiegunowa,
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ktdra jest zaburzeniem psychicznym i czesto dziedzicznym. Ekspresja miR-15b, miR-132
i miR-652 w krwi nieleczonych krewnych oséb z chorobg dwubiegunowa byfa
podwyzszona w porownaniu do poziomu miRNA we krwi pacjentéw z grupy kontrolnej,
co moze swiadczy¢ o roli tych miRNA w podatnosci na chorobe dwubiegunowg [54].

Odpowiedz immunologiczna jest takze Scisle kontrolowana przez cate rodziny
miRNA, ktdre towarzyszg procesom eliminacji infekcji bakteryjnych i ochrony organizmu.
Geny kodujgce miR-146 i miR-155 okreslono mianem gendéw odpowiedzi na
endotoksyny (ang. endotoxin-responsive genes), poniewaz dziatajg przeciwzapalnie
w odpowiedzi na infekcje wywotang przez patogeny. Wzrost poziomu miR-146 i miR-155
jest obserwowany przy ekspozycji komérek na lipopolisacharyd (LPS). Zauwazono, ze
poziom miR-146a wzrasta juz po o$miu godzinach od wystawienia komdrek na dziatanie
LPS. Ponadto, poziom miR-164a jest zalezny od szlaku NFKB (z ang. Nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) podczas stanu zapalnego i moze by¢
zaangazowany w regulacje TLR (z ang. Toll-like receptors) i przekaznictwo receptoréw
cytokin przez przytaczanie sie do mRNA IRAK1 (z ang. Interleukin-1 receptor-associated
kinase 1) i TRAF6 (z ang. TNF receptor-associated factor 6), biatek kluczowych dla
aktywacji NFKB [55, 56].

1.4. Funkcja miRNA w procesie nowotworzenia i rozwoju guzow

Szacuje sie, ze jeden na osiem zgonow jest spowodowany chorobg nowotworowa
co plasuje nowotwory na drugim miejscu najczestszych przyczyn $mierci na Swiecie.
Proces nowotworzenia jest ztozony, jednak we wszystkich przypadkach sprowadza sie do
zmian w strukturze DNA i mutacji, ktére mogg by¢ zaréwno dziedziczone jak i nabyte.
Nowotwory charakteryzujg sie relatywnie wysokg szybkoscig proliferacji, co prowadzi do
nabywania kolejnych mutacji a w konsekwencji zdolnosci do migracji i kolonizacji
kolejnych tkanek, czyli uztosliwiania nowotworu [57]. Ponadto, dojrzate nowotwory
charakteryzujg sie brakiem zréznicowania, szybszym wzrostem i zmianami w systemach
odpowiedzialnych za smieré¢ komédrkowg [58]. Komérki pozostajgce w masie guza
wykazujg brak zdolnosci do metastazy i zasiedlania kolejnych niszy komorkowych, tworza
nowotwodr tagodny. Zdolnos¢ do kolonizacji kolejnych siedlisk komérek prawidtowych
i inicjowania nastepnych guzéw nadaje nowotworowi miano ztosliwego. Guzy mozna

podzieli¢ ze wzgledu na typy komodrek z jakich sie wywodza, dlatego wyrézniamy
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nowotwory epitelialne, mezenchymalne, hematopoetyczne i neuroektodermalne.
Szybkos¢ wzrostu guza zalezy od jego unaczynienia. Dodatkowo, guzy muszg byé oporne
na dziatanie komdrek uktadu odpornosciowego. Ze wzgledu na efekt Warburga,
i zwigzang z nim kwasice, wraz ze wzrostem guzéw stajg sie one bardziej niejednorodne,
co utrudnia ich eliminacje [59, 60].

Przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT, z ang. Epithelial Mesenchymal
Transition) polega na zmianie fenotypu komorki z epitelialnego na mezenchymalny
i odgrywa kluczowag role w embriogenezie i morfogenezie narzadéw, regeneracji
tkanek, oraz metastazie. Metastaza, czyli nieprawidtowa aktywacja EMT, jest ztozonym
procesem polegajgcym na utracie typowych cech nabtonka (Scistego potgczenia
komodrka-komoérka, potaczen komodrka- macierz pozakomdrkowa, polarnosci komoérek
wierzchotkowo-podstawnych i prawidtowo przeprowadzanej apoptozy) co prowadzi do
pozyskania zdolnosci migracji, inwazyjnosci i zwiekszonej produkcji sktadnikéw macierzy
zewnatrzkomérkowej (ECM) [61-63]. Mechanizm metastazy polega na przedostawaniu
sie komodrek do naczyn limfatycznych lub bezposrednio do krwioobiegu, gdzie
przemieszczajgc sie wraz z krwig przedostajg sie do odlegtych miejsc w organizmie.
Pojedyncze komoérki mogg tworzyé mikroprzerzuty i stopniowo rosngce przerzuty
angiogeniczne dzieki plastycznosci fenotypu nabtonka, ktéra umozliwia odwrotne
przejscie  mezenchymalno-epitelialne  (MET) [61]. Zmiana komodrek guza
z nowotworowych na rakowe moze sie wigza¢ z utratg funkcji gendw, ktdre utrzymuja
prawidtowy zréznicowany stan komodrek. Zidentyfikowano geny supresorowe dla
metastazy tworzace KAI1 ( z ang. Metastasis Suppressor Kangai-1), NM23 (z ang.
Metastasis Inhibition Factor Nm23), biatka rodziny kinaz aktywowanych mitogenami [61]
i zauwazono, ze miRNA mogg odgrywaé role réwniez w nowotworowym przejsciu

epitelialno-mezenchymalnym [64].

1.5. Epigenetyczne mechanizmy zaangazowane w progresje nhowotworu

Z uwagi na zmiany w DNA zwigzane z nowotworzeniem i progresjg nowotworu
etiologia nowotworu ma podstawy zaréwno w genetyce jak i epigenetyce. Procesy
epigenetyczne nie wprowadzajg zmian w sekwencji genomu. Dziedziczne zmiany
w strukturze DNA zalezg réwniez od nadekspresji lub zmniejszonej ekspresji czgsteczek

niezbednych do zachowania homeostazy. Istnieje wiele epigenetycznych mechanizmow,
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jednak najlepiej poznane i zrozumiane, silnie zwigzane z rdwnowagg komorki i regulacja
powstawania nowotwordw to: metylacja cytozyny, potranslacyjne modyfikacje histonéw
oraz wyciszanie genéw zwigzane z interferencjg RNA. Wszystkie wspomniane procesy
ulegaja zaburzeniu w komérkach nowotworowych [65].

Metylacja DNA polega na przytgczaniu grup metylowych do DNA w obszarach
wysp CpG. Wyspy CpG to odcinki DNA bogate w cytozyne i guanine, ktore zlokalizowane
sg czesto w sekwencjach promotorowych gendow tkankowo specyficznych, czyli
decydujacych o fenotypie komorki. Metylacja jest podstawowym mechanizmem
podtrzymujacym homeostaze komérki. Pozwala na regulacje procesow, ktére decydujg
czy gen ma podlegad transkrypcji, czy nie, poniewaz proces ten prowadzi do zmniejszenia
ekspresji genu na drodze blokowania miejsca promotorowego. Prawidtowe komorki
utrzymujg statg réwnowage w procesach metylacji i demetylacji. W przypadku
wystgpienia nowotworu, nastepuje spadek metylacji czyli hipometylacja z jednoczesnym
wzrostem metylacji (hipermetylacja) w réznych regionach DNA. Hipometylacja prowadzi
do zwiekszenia liczby oraz dostepnosci aktywnych onkogendw, natomiast
hipermetylacja ma zwykle miejsce w genach supresorowych nowotwordéw, to prowadzi
do nadmiernej zdolnosci do proliferacji komdrek, zmniejszenia mozliwosci
przeprowadzenia procesu apoptozy czy wzrostu potencjatu migracyjnego [66].

Nadekspresja metylotransferaz DNA: DNMT1, DNMT3A i DNMT3B (z ang. kolejno
DNA methyltransferase 1; 3 alpha; 3 beta) jest obserwowana m. in. w nowotworach
jajnika. Powyzsze enzymy przeprowadzajg metylacje i ich podwyzszona ilo$¢ prowadzi
do hipermetylacji w genach supresorowych [67]. Spadek ekspresji niektorych genéw
w tym demetylaz takich jak TET1 (z ang. Tet Methylcytosine Dioxygenase 1) czy TET3
(z ang. Tet Methylcytosine Dioxygenase 3) jest skorelowany z powstawaniem
nowotwordow piersi, jelita grubego oraz watroby, natomiast mutacje TET2 (z ang. Tet
Methylcytosine Dioxygenase 2) sg wykrywane w przypadku wystgpienia biataczki.
Hipermetylacja moze skutkowa¢ wyciszaniem supresoréw nowotwordw, natomiast
hipometylacja, nadekspresja onkogendéw [68]. Hipermetylacja w komdrkach
nowotworowych czesto wptywa na zmiany w regulacji cyklu komérkowego
(hipermetylacja CDKN2a-p16INK4a, CDKN2b-p15INK4b RB1) lub na systemy naprawy
DNA (hipermetylacja hMLH1, MGMT, BRCA1). Skutkiem zaburzonej w ten sposdb

homeostazy moze by¢ niekontrolowana proliferacja. Jednoczesnie hipometylacja takich
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genow jak IGF2 (ang. Insulin-like growth factor II) moze prowadzi¢ do metastazy
i przerzutowania nowotwordow piersi a hipometylacja w elementach ruchomych DNA
takich jak LINE-1 (ang. long interspersed nuclear element) wptywa na zmniejszenie
stabilnosci genomowej [69-72].

DNA jest upakowany w strukture chromatyny, ktérej podstawowymi jednostkami
sg nukleosomy. Nukleosom jest zbudowany z DNA, oktameru histonu (histony H2A, H2B,
H3 i H4) oraz histonu H1. DNA moze by¢ upakowane silnie w strukture
heterochromatyny, Ilub Iluzno jako euchromatyna. Histony rdzeniowe s3
konserwatywnymi biatkami, ktére majg wspdlny motyw strukturalny zwany
fatdowaniem histonowym, sktadajacym sie z trzech helis a potgczonych dwiema petlami
i N-konca, ktory moze by¢ obiektem modyfikacji. Jedng z modyfikacji N-korca jest
acetylacja lizyny. Acetylacja lizyny prowadzi do usuniecia dodatnich tadunkéw i redukciji
powinowactwa miedzy histonami a DNA co sprawia, ze polimeraza i czynniki
transkrypcyjne majg fatwiejszy dostep do nukleotydéw i tym samym utatwia to
przeprowadzenie transkrypcji [73].

Acetylacja histonow zwieksza szybko$¢ transkrypcji i prowadzi do zmiany
konformacji heterochromatyny do euchromatyny, podczas gdy deacetylacja histonow
hamuje transkrypcje i promuje powstawanie heterochromatyny. Acetylazy histonowe
(rodzina HAT, ang. histone acetyltransferase) to enzymy, ktdre acetylujg konserwatywne
aminokwasy lizyny na histonach, natomiast deacetylazy histonowe (HDAC, ang. histone
deacetylase) to enzymy, ktére usuwajg grupy acetylowe z lizyn histonowych.
W prawidtowych warunkach $rodowiskowych, komorki posiadajg réwnowage w
procesach acetylacja/deacetylacja, jednak w przypadku komoérek nowotworowych,
nadekspresja HDAC czesto skutkuje obnizong ekspresjg gendw supresorowych jak p21
albo p27. Deacetylacja histondow prowadzona przez deacetylazy HDAC wptywa na
ekspresje gendw i prowadzi do inicjacji i progresji nowotworéw przez zniesienie ekspresji
inhibitoréw cyklu komodrkowego inicjacji apoptozy. Zwiekszenie ekspresji HDAC jest
skorelowane z rozwojem nowotwordw przez aktywacje czynnikdw promujgcych spadek
adhezyjnosci komédrek a wiec i zdolnos¢ komérek do inwazyjnosci i migracji [74].

Regulacja transkrypcji jest kontrolowana rowniez przez metylacje lizyny i argininy
na N-koncach. Metylacja lizyn moze powodowac aktywacje lub represje transkrypcji.

Zmiany w metylacji lizyn histonowych sg obserwowane w réznych typach nowotwordw.
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Zmiany poziomu metylacji sg czesto powodowane przez mutacje w genach
zaangazowanych w przeprowadzanie proceséw metylacji/demetylacji, przyktadowo
mutacje punktowe w genie metylotransferazy - EZH2 (ang. Enhancer Of Zeste 2 Polycomb
Repressive Complex 2 Subunit) sg zwigzane z powstawaniem chfoniakéw rozlanych
z duzych komoérek B [75, 76].

Kompleksy polycomb to biatka, ktére przeprowadzajg zmiane struktury
chromatyny tak, aby w trakcie rozwoju embrionalnego mogto dochodzi¢ do
epigenetycznego wyciszania gendéw. Jednymi z najlepiej scharakteryzowanych biatek
kompleksu polycomb sg PRC1 (ang. polycomb repressive complex 1) i PRC2 (ang.
polycomb repressive complex 2). Mogg one wyciszaé geny samodzielnie lub
synergistycznie. Najwazniejszymi genami wyciszanymi przez te biatka sg geny HOX (ang.
homeobox genes). Geny HOX s3 konserwatywnymi sekwencjami DNA, ktdére
odpowiadajg za kodowanie czynnikéw transkrypcyjnych determinujgcych kierunek
rozwoju embrionalnego zwierzat. S3 one zaangazowane w kontrole budowy osi
przednio-tylnej (gtowa-ogon) embrionu [77]. Jednym z komponentéw drugiego
represyjnego kompleksu, Polycomb 2 (PRC2) jest metylotransferaza EZH2, ktéra bierze
udziat w metylacji histondow a tym samym jej ekspresja prowadzi do represji transkrypcji.
Zwiekszenie poziomu EZH2 jest czesto skorelowane z inicjacjg nowotworzenia i stanowi
zty prognostyk dla terapii. Nadprodukcja EZH2 wykrywana jest w nowotworach piersi,
prostaty, pecherza, okreznicy, ptuc, trzustki, réznego rodzaju miesniakach i chtoniakach.
W nowotworach prostaty wzrost poziomu EZH2 prowadzi do wyciszania genu CDH1
(ang. Cadherin 1), ktérego biatkowy produkt jest zaangazowany w regulacje przejscia
epitelialno-mezynchymalnego (EMT) [78] co promuje nabywanie przez komorki
nowotworowe fenotypu mezenchymalnego i daje im mozliwos¢ migrowania do innych
organdw poprzez naczynia krwionosne. Biatka kompleksu Polycomb sg zaangazowane
w powstawanie komérek prawidtowych macierzystych oraz komérek macierzystych
nowotworowych. Komérki macierzyste nowotwordéw sg rzadkimi komérkami w obrebie
wszystkich komoérek guza. Posiadajg zdolno$s¢ samoodnowy i dajg poczatek
zréznicowanym fenotypowo komdérkom nowotworowym wsrdd populacji komérek guza.
Brak sprawnych systeméw Polycomb PRC1/PRC2 (ang. Polycomb repressive complex %)
prowadzi do powstawania macierzystych komérek nowotworowych z prawidtowych

komadrek macierzystych. Réznicowanie prawidtowych komdrek macierzystych jest Scisle
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kontrolowane przez poziomy biatek Polycomb, ktére w zaleznosci od potrzeby blokuja
lub wtaczajg $ciezki rozwojowe. Zmiana w aktywnosci tych biatek moze prowadzi¢ do
wzmozonej proliferacji w konsekwencji do powstawania komérek macierzystych
nowotworowych [77].

Zmiany w ekspresji protoonkogenu BMI1 (ang. B lymphoma Mo-MLV insertion
region 1 homolog), bedacego rowniez biatkiem kompleksu Polycomb, sprzyjajg inicjacji
i progresji nowotworowej zwigzanej z powstawaniem macierzystych komodrek
nowotworowych. Badania wskazujg na zwiekszajacg sie ekspresje BMI1 w nowotworach
ptuc, jajnikéw, piersi, ostrej biataczce szpikowej i nerwiakach. BMI1 reguluje na poziomie
organizmalnym wiele proceséw fizjologicznych w tym rozwdj embrionalny, stabilizacje
i réznicowanie komérek macierzystych jednak wzrost ekspresji tego biatka pozwala na
zapobieganie wstepowaniu nieprawidtowych komoérek na droge apoptozy co czyni je
onkogenem [79].

Istotnym mechanizmem epigenetycznej regulacji jest interferencja miRNA.
Podczas powstawania, progresji i metastazy nowotworéw, profil miRNA ulega zmianom
przez kumulujgce sie mutacje. Z uwagi na swoje dziatanie regulacyjne wiele miRNA przy
zwiekszonym poziomie odgrywa role onkogenng lub przy zmniejszonym poziomie
supresorowg [80]. Jednym z najlepiej poznanych i czesto wystepujacych w tkankach
mMiRNA jest miR-21 (hsa-miR-21). Podczas progresji nowotworu to miRNA odgrywa role
onkogenng przez wzrost ekspresji w komérkach nowotworowych. Prowadzi to do
promowania wzrostu komodrek i zdolnosci inwazyjnej na inne tkanki przez represje przez
to miRNA mRNA supresora nowotworowego PTEN (ang. Phosphatase And Tensin
Homolog) [81]. Z drugiej strony jest miR-101, ktorego niedobory w komodrkach powoduja
zwiekszong zdolnos¢ komérek do EMT. E-kadheryna jest biatkiem odpowiedzialnym za
potaczenia miedzykomadrkowe a jego spadek jest uznawany za markerowy w komérkach
metastazujgcych.  Spadek  E-kadheryny  zauwazono w  komédrkach raka
watrobowokomodrkowego z niedoborami miR-101, a wraz z niedoborami miR-101,
podwyzszony poziom biatka ZEB1, ktdre reguluje poziom E-kadheryny w komorce.
Mechanizm ten pokazuje, ze spadek supresorowego miR-101 pozwala na powstawanie
wysokiego poziomu biatka ZEB1 co skutkuje zmniejszeniem ilosci E-kadheryny
i wilgczaniem systeméw zaangazowanych w zmiane fenotypu komoérki na

mezenchymalny [82].
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MiIRNA regulujg okoto 30 % genomu ludzkiego co sprawia, ze regulacja miRNA
moze mie¢ w przysztosci ogromny potencjat do wytwarzania terapeutycznych celdw,
markerow i narzedzi diagnostycznych na bazie mechanizmu interferencji RNA. Pierwsze
powigzania miedzy miRNA a nowotworami stwierdzono w 2002 roku. Wykryto spadek
miR-15 i miR-16 w komdrkach przewlektej biataczki limfatycznej [83]. Terminem
»onkomir” okreslane sg te miRNA, ktére biorg udziat w nowotworzeniu podobnie jak
mutacje w samych genach supresorowych i onkogenach [84]. Nieprawidtowy poziom
tych  miRNA wywotuje podobne skutki w kluczowych genach zaangazowanych
w nowotworzenie, co same mutacje tych gendéw. Jednym z najstarszych przyktadéw
onkomiru jest miRNA- let-7 [85].

Wiele badan wykazato role let-7 jako supresora nowotwordéw tkanki ptuc ssakow.
Wykryto, ze ekspresja let-7 jest dwukrotnie mniejsza w guzach ptuc niz w prawidtowych
tkankach sgsiadujgcych. Zmniejszona ekspresja let-7 korelowata ze zwiekszonym
ryzykiem zgonu pacjenta w poréwnaniu z pacjentami o wysokim poziomie let-7 [85, 86].
Dodatkowo, niska ekspresja let-7 prowadzi do podwyzszonego poziomu onkoproteiny
RAS — wskaznika niedrobnokomaérkowego raka ptuc [87].

Zaburzenia w ekspresji miRNA pojawiajg sie powszechnie w przypadku rozwoju
wielu nowotworow a panel miRNA ulegajgcy zmianom moze znacznie sie réznic
w przypadku odmiennych typédw nowotwordw oraz innych jednostek chorobowych.
Z uwagi na umiejscowienie gendw miRNA w miejscach DNA szczegdlnie wrazliwych na
uszkodzenia, w przypadku zmian w homeostazie wywotanych czynnikami zewnetrznymi

lub wewnetrznymi organizmu, miRNA mogg ulegaé czestszej amplifikacji lub delecji [88].

1.6. Sposoby modulacji poziomu miRNA

Badacze powigzali zmiane poziomu miRNA z wystepowaniem wielu chordb.
Rozsgdnym posunieciem wydawata sie proba przywrdcenia pierwotnej gospodarki
miRNA w komodrkach nieprawidtowych. Stwierdzono, ze modulacja poziomu miRNA
w komadrkach nowotworowych zsyntetyzowanymi miRNA lub inhibitorami miRNA moze
przyczyni¢ sie do przywrdcenia prawidtowej aktywnosci miRNA i naprawi¢ Sciezki
regulatorowe gendéw oraz szlaki sygnatowe. Taka taktyka mogtaby teoretycznie
prowadzi¢ do odwrdcenia fenotypu komodrek nowotworowych i przyczyni¢ sie do

przywrdcenia homeostazy w zmienionej tkance [89]. Dodatkowo, w wielu chorobach
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dochodzi do nadekspresji lub niedoboru czynnikéw transkrypcyjnych, ktére regulujg nie
tylko geny kodujgce biatka ale takze geny miRNA.

Warunki hipoksji (obnizonego stezenia tlenu) sg charakterystyczne dla guzéw
litych, co wynika ze stabego unaczynienia, zwiekszonego metabolizmu i szybkiej
proliferacji komoérek. Adaptacja do takich warunkow jest silnie zwigzana z syntezg biatek
indukowanych przez hipoksje: HIF1-alpha (ang. Hypoxia-inducible factor 1-alpha) i HIF2-
alpha (ang. Hypoxia-inducible factor 2-alpha) [90]. MiRNA, ktére regulujg powstawanie
produktow HIF oraz biatek bezposrednio zwigzanych z hipoksjg majg ogromny wptyw na
caty fenotyp komodrek znajdujgcych sie w hipoksji. Przyktadowo miR-199a charakteryzuje
sie zmniejszong ekspresjg w komadrkach w obszarze hipoksji, a jego funkcjg jest regulacja
powstawania HIF1-alpha i HIF2-alpha oraz HER2 (ang. receptor protein-tyrosine kinase)
- ktdrego wysoka ekspresja jest skorelowana z wysoka ekspresjg HIF2-alpha [91, 92].
Niedobdér miR-15 i miR-16, réwniez wptywa na powstawanie fenotypu zwigzanego
z wystgpieniem hipoksji poniewaz te miRNA powinny kontrolowa¢ powstawanie biatka
HIF1-alpha i VEGF (ang. Vascular endothelial growth factor A) [93]. MiR-210 jest
regulowany przez stan hipoksji za posrednictwem transkrypcji przez HIF1-alpha.
Indukowana hipoksja moze modulowaé poziom tego miRNA, ktéry zwieksza sie wraz ze
zwiekszeniem poziomu HIF1-alpha [94]. Zaburzona gospodarka miRNA wptywa wiec na
odpowiedz komdrki na warunki niedotlenienia.

MiIRNA, ktore kontrolujg powstawanie biatek przez przytgczanie sie do mRNA na
zasadzie komplementarnosci tancucha, same mogg by¢é w podobny sposéb
kontrolowane przez IncRNA. LncRNA mogg posiada¢ na dtugosci swojego tanicucha
nawet kilka miejsc wigzgcych poszczegdlne miRNA i w ten sposdb oddziatywacé na nie jak
»,chtonna gabka”. Zauwazono juz, ze w wielu chorobach, w tym nowotworowych,
ekspresja IncRNA réwniez moze ulega¢ zmianom. Zatrzymujac na sobie poszczegdlne
miRNA, IncRNA mogg zmniejszaé poziom aktywnych miRNA, podczas gdy sama ekspresja
miRNA jest prawidtowa. Dobrym przyktadem mechanizmu jest dziatanie IncRNA H19 na
miR-106a z uwagi na kilka miejsc wigzgcych dla tego miRNA [95, 96]. Zmiany
w aktywnosci IncRNA mogg powodowac problemy w regulacji miRNA, a wiec posrednio
wptywac na aktywnos¢ biatek a tym samym na zmiany w homeostazie. Ich dziatanie
moze byC z jednej strony pozytywne, wychwytujgc miRNA o dziataniu promujacym

powstawanie i proliferacje guzow, a z drugiej negatywne, prowadzgce do nowotworzenia
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i przerzutowania guza przez przytaczanie miRNA o dziataniu supresorowym. Przyktadem
dziatania IncRNA jest wzrost poziomu miR-21 miRNA przez zmniejszony poziom ekspresji
InNcRNA MEG3 w tkankach pacjentéw cierpigcych na raka zotgdka. MEG3 jest
odpowiedzialny za wychwyt miR-21 a tym samym przyczynia sie do zmniejszenia
proliferacji i metastazy [97]. Odkrycie roli IncRNA w regulacji miRNA wzmacnia
przekonanie dotyczace ztozonos¢ proceséw zwigzanych z interferencja RNA, a state
poszerzanie wiedzy zwigzanej z t3 tematyka przybliza do nowatorskich rozwigzan
farmaceutycznych i terapeutycznych.

Celem terapii miRNA jest przywrdcenie prawidtowej gospodarki miRNA w celu
odwrdcenia patologicznych zmian. Mozliwe jest uzupetnienie brakéw w miRNA
dziatajgcych jako supresory nowotworowe na zasadzie wzmocnienia dziatania miRNA
o stabej ekspres;ji lub przywrdcenie poziomu endogennych miRNA, ktdrych ekspresja jest
catkowicie wyciszona. Inng drogg przewracania rownowagi miRNA jest redukcja ekspresji
lub blokowanie tych miRNA, ktére odgrywaja role onkogendw. W celu zwiekszenia
poziomu mMiRNA mozna zastosowac¢ kwasy nukleinowe, w tym syntetyczne miRNA,
rekombinowane lub wektory ekspresyjne niosgce sekwencje kodujgce miRNA. Takimi
syntetycznymi taricuchami oligonukleotydowymi o strukturze wybranego miRNA mogg
by¢ syntetyczne analogi miRNA (ang. miRNA mimics) - mate dwuniciowe czgsteczki RNA,
ktorych budowa przypomina dane miRNA i jest komplementarna do sekwencji
odpowiedniego mRNA [98].

Odwrotng strategia przywracania prawidtowej rownowagi miRNA - biatko jest
zastosowanie chemicznie modyfikowanych jednoniciowych taficuchow
oligonukleotydowych bedgcych inhibitorami miRNA tzw. anty-miRNA inaczej
antagomiRdw. Strategia taka, stosowana jest w celu obnizenia poziomu odpowiedniego
miRNA. Wyciszanie miRNA polega na ukierunkowanym, komplementarnym przytgczaniu
sie do miRNA przez antysensowny szkielet oligonukleotydowy (ASO, ang. antisense
oligonucleotide) albo przez modyfikacje taricucha miRNA zablokowanymi kwasami
nukleinowymi (LNA, ang. locked nucleic acid). Takie konstrukty zaopatrzone sg w rdzne
modyfikacje strukturalne w celu zapewnienia stabilnos$ci faricucha i ochrony przed
nukleazami [96]. Wsréd takich modyfikacji, czesto spotykane sg modyfikacje
zwiekszajgce temperature topnienia, przyktadowo, modyfikacje reszty cukrowej. Do

modyfikacji grupy cukrowej mogg by¢ zaliczane te w jego pozycji 2’ czyli 2’-O-metylowe
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(2'-0-Me), 2'-O-metoksyetylowe (2'-MOE) i 2'-fluorowe (2'-F). Zwiekszenie odpornosci
na nukleazy zapewnia natomiast wprowadzenie mostka metylenowego i usztywnienie
pierscienia rybozy w konformacji C3’-endo. Modyfikacje tancucha gwarantujg silne
wigzanie sie z miRNA na zasadzie komplementarnosci i hamowanie jego aktywnosci [99-
101].

Istnieje wiele zewnatrzkomdrkowych modyfikatoréw matych czgsteczek,
zdolnych do modulacji biogenezy i funkcji miRNA. Pierwszym z nich byfa enoksacyna.
Enoksacyna nalezy do grupy fluorochinondw, i poza dziataniem bakteriobdjczym, jest
jednym z matoczasteczkowych wzmacniaczy dojrzewania mikroRNA (SMER, ang. small-
molecule enhancer of microRNA). Wykazano to poprzez eksperyment w ktdrym uzyto
ludzkich embrionalnych komodrek nerki (HEK293). Komodrki te, byty zakazone
lentiwirusem zdolnym do ekspresji shRNA (ang. short hairpin RNA) oraz wykazywaty
ekspresje genu kodujgcego 293-EGFP (biatko zielonej fluorescencji). ShRNA jest
przetwarzany w siRNA, ktory podobnie jak miRNA, przytgcza mRNA, w tej sytuacji mRNA
293-EGFP. Poddanie komodrek dziataniu enoksacyny powodowato zmniejszenie
fluorescencji, natomiast w przypadku préby w ktérej nie powstawato shRNA,
enoksacyna nie wptywata na intensywnoé¢ fluorescencji. Zeby potwierdzi¢
wszechstronng nature enoksacyny na wzmacnianie interferencji RNA, uzyto konstruktéw
z obecnoscig réznych shRNA, w ktérych dziatanie tego SMER dawato podobne rezultaty.
Stwierdzono wiec, ze enoksacyna wzmacnia mechanizm interferencji RNA.
Zaangazowanie w promowanie biogenezy miRNA tej niezwyktej czgsteczki wynika z jej
unikalnej budowy, ktéra wptywa na wzrost poziomu miRNA na etapie wczesnej
biogenezy. Zauwazono, ze aktywnos$¢ enoksacyny zalezy od TRBP (ang. transactivation
response element RNA-binding protein) i wigze sie z poprawg powinowactwa TRBP do
pre-miRNA [102, 103]. Eksperymenty przeprowadzone na komodrkach nowotworu
prostaty pokazaty, ze SMER mogg mieé¢ zastosowanie terapeutyczne, poniewaz
w przypadku komérek nowotworu prostaty enoksacyna wykazata hamujgce dziatanie na
progresje i potencjat inwazyjny komaorek [104].

W opozycji do SMER stojg matoczgsteczkowe inhibitory specyficznych miRNA
(SMIR, ang. small molecule inhibitor). Pierwszym opisanym SMIR byfta pochodna
diaminoheksahydropirymidyny, ktéra mimo poktadanych nadziei obnizata synteze

wytgcznie miR-21 [105].
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Kolejnym przyktadem jest trypaflawina, ktéra hamuje poziom ekspresji miRNA na
poziome przytaczania jej do AGO2. Zastosowanie tego modyfikatora na modelach
nowotworowych zaleznych od miRNA prowadzito do zmniejszenia wzrostu nowotworu.
Obok trypaflawiny warto wspomnieé¢ o poli-L-lizynie dziatajgcej na szlak biogenezy
matych ncRNA na poziomie obrébki przez Dicer pre-miRNA/shRNA do miRNA/siRNA.
Dziatanie obu zwigzkéw moze miec zastosowanie terapeutyczne z uwagi na hamowanie
dziatajgcych onkogennie wielu miRNA w tym miR-21, miR-93 oraz miR-130b [106].
Wsréd matych modyfikatorow miRNA sg tez zwigzki tgczgce sie z niedojrzatymi ni¢mi
miRNA w ten sposéb zapobiegajace ich obrébce przez Drosha lub Dicer. W taki sposdb

dziata streptomycyna, ktdra blokuje powstawanie miR-21 na poziomie pre-miR-21 [107].

1.7. MiRNA markerami prognostycznymi, diagnostycznymi i celem terapeutycznym

Badania na zwierzetach dajg nadzieje na zastosowanie miRNA jako alternatywe
w klasycznym leczeniu nowotwordw. Opracowanie matych molekut modulujacych
miRNA w odpowiedni sposdb, moze sta¢ sie odpowiednig strategig terapeutyczna.
MiRNA s3 zdolne do przeprogramowania komérek rakowych w stan pluripotencjalny
przypominajgcy embrionalne komérki macierzyste. Taki stan mozna indukowaéd
w dojrzatych typach komdrek tkankowo specyficznych [89].

Poniewaz miRNA w komérkach kontrolujg poziomy onkogendéw i gendow
supresorowych oraz modulujg kluczowe procesy komdrkowe definiujgce fenotyp
komaérki, zmieniony poziom ekspresji miRNA odgrywa wazng role w nowotworzeniu.
Niezwykty mechanizm regulacyjny tych czgsteczek sprawia, ze sg badane na szeroka
skale i dopatruje sie w nich ztotego srodka zaréwno w postaci lekéw jak i metod
diagnostycznych dla wielu choréb. Strategie terapeutyczne oparte na miRNA zostaty
z powodzeniem zastosowane w modelach przedklinicznych, co dowodzi potencjatu
ukierunkowanych modyfikacji profili miRNA do leczenia choréb nowotworowych.
Z drugiej strony wystepujg liczne problemy zwigzane z modulacjg funkcji miRNA.

Pierwszy z nich, to identyfikacja czgsteczek, ktére mogtyby skutecznie hamowacd,
lub nasladowac¢ dojrzate miRNA. Drugim problemem jest skuteczne dostarczenie tych
czasteczek do docelowych miejsc w organizmie. Skuteczne dostarczanie miRNA
wielokrotnie okazywato sie by¢ nieefektywne ze wzgledu na mozliwos¢ degradacji

tancuchow miRNA po wprowadzeniu do organizmu. Ten problem zostat z czasem
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rozwigzany dzieki zastosowaniu modyfikacji chemicznych przy koricach miRNA.
Wyzwaniem nadal pozostaje dostarczanie miRNA tak, aby w odpowiednich komérkach
znalazto sie odpowiednie stezenie miRNA. Precyzyjne dostarczanie kazdego leku do
odpowiednich komérek danego narzadu jest czesto czynnikiem limitujgcym podczas
badan klinicznych, gdzie na kolejnych zmudnych etapach mozna natrafi¢ na przeszkode
w postaci barier w obrebie organizmu ograniczajgcych na wielu poziomach skutecznos¢
terapii [108].

Zwiekszone zainteresowanie tematyka ncRNA dostarcza coraz wiekszej wiedzy na
temat miRnomu i jego znaczenia w komodrce. Odkrywanie zaleznos$ci miRNA-inne
czasteczki uswiadomita, ze regulacja przez miRNA poza tym, ze charakteryzuje sie
ogromnym potencjatem jest niezwykle ztozonym i delikatnym procesem, ktéry raz
zmodyfikowany moze wptywajgc na szereg mechanizmow. Jedna czgsteczka miRNA
moze kierowaé catymi szlakami komodrkowymi i przytacza¢ sie do wielu mRNA i
odwrotnie, jeden gen lub jeden szlak moze by¢ regulowany przez wiecej niz jeden miRNA
[99, 109, 110].

Organizmy wykazujg rowniez odpowiedz immunologiczng na ncRNA, regulowang
m. in. przez receptor TRL (ang. Toll-like receptor). Nie tylko indukcja odpowiedniego
stezenia mIiRNA czasteczkami dostarczanymi zewnetrznie prowadzi do witgczenia
mechanizmoéw obronnych organizmu, ale nawet endogenna RNAI. Poniewaz egzosomy
sg zwigzane z komunikacjg miedzykomdrkowg, egzosomalne miRNA mogg przedostawac
sie parakrynowo miedzy komérkami nerwiaka zarodkowego (NBL) i sgsiednimi
monocytami. Wzrost poziomu egzosomalnego miR-21 komdrek NBL prowadzit do
wzrostu stezenia miR-155 wynikajgcego, nie ze wzrostu jego ekspresji w komodrkach
nowotworowych, a z transferu egzosomalnego pobliskich makrofagéw. MiR-155 jest
inhibitorem TERF1 (ang. telomeric repeat binding factor 1), ktéry wptywajac na
aktywnos¢ telomerazy, prowadzi do wzrostu lekoopornosci. Mechanizm wykryty
w komodrkach NBL nie jest odosobniony, poniewaz wzrost stezen miR-21/miR-155
wykryto réwniez w innych komérkach nowotworowych [111, 112].

Koncerny farmaceutyczne od lat przeznaczajg olbrzymie srodki na badania metod
ingerujgcych w RNAi wierzgc w jego potencjat i opracowujgc farmaceutyki na bazie
miRNA lub siRNA w fazach przedklinicznych lub klinicznych. W 2020 roku zakoriczono

faze 1l badan klinicznych potencjalnego leku Remlarsen (MRG-201) nasladujgcego
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aktywnos¢ miR-29, ktéry jest zaangazowany w ekspresje kolagenu i biatek biorgcych
udziat w tworzeniu bliznowcdédw a potencjalnym zastosowaniem leku jest ograniczenie
powstawania wtdknistej tkanki bliznowatej [99, 108, 113]. Trzy farmaceutyki
przeznaczone do leczenia schorzen watroby sg na etapie fazy Il badan klinicznych. Na
akceptacje fazy Ill czeka Nedosiran (DCR-PHXC) zaprojektowany gtdwnie do leczenia
choroby genetycznej - hiperoksalurii pierwotnej. Nedosiran hamuje wytwarzanie
watrobowego enzymu dehydrogenazy mleczanowej (LDH) zapobiegajgc kamicy
nerkowej i przewlektym chorobom nerek. W roku w 2019 w trzecig faze badan wszedt
Pelacarsen (TQJ230), ktéry ma hamowac powstawanie lipoproteiny(a) w rozwoju choréb
sercowo naczyniowych i hiperlipoproteinemii. W 2020 Eplontersen (IONIS-TTR-LRx)
rozpoczat faze Il badan klinicznych. Jest to farmaceutyk o przeznaczeniu zwalczania
wszystkich rodzajow amyloidozy ogdlnoustrojowej. W badaniach brali udziat pacjenci z
dziedziczng polineuropatia amyloidowg, w ktérej posredniczy transtyretyna (biatko
przenoszgce tyroksyne) [108].

Nalezy pamietaé¢, ze stworzenie leku drobnoczgsteczkowego jest wyzwaniem.
Zwykle opracowanie kandydata na lek, ktéry jest gotowy do badan klinicznych, zajmuje
od 5 do 7 lat a mniej niz 10 % z testowanych zwigzkdéw kiedykolwiek trafi na rynek [114].
Dodatkowo nalezy mie¢ na uwadze sam mechanizm dziatania miRNA, ktéry moze by¢
najwiekszg wadgq jak i zaletg opracowywanych lekéw. Jedno miRNA moze regulowad
powstawanie nawet setek biatek. Zmiany powstajgce w ekspresji miRNA podczas
nowotworzenia wptywajg wiec na szereg czynnikdw. Egzogenna modulacja miRNA
mogtaby wiec prowadzi¢ do przywrécenia réwnowagi szeregu czynnikéw, ktére ulegty
zmianie. Z drugiej strony, mnogos¢ zjawisk kontrolowanych przez interferencje RNA
ulega wptywom z wielu stron. Nie tylko za posrednictwem miRNA ale i innych ncRNA
oraz licznych modulatorow epigenetycznych i systemdédw naprawczych. Nalezy tez
zaznaczyé, ze sporadycznie bazy danych sugerujg potencjalne cele miRNA, ktére nie byty
sprawdzone in vitro, co przektada sie na braki w usystematyzowanej wiedzy na temat
odpowiedniego modulowania profili miRNA i zastosowania oligonukleotydowych
terapeutykéw w pozadany sposéb [115].

Jedno miRNA moze kontrolowa¢ powstawanie wielu produktow biatkowych ale
w drugg strone sytuacja ma sie podobnie, gdyz jedno mRNA moze by¢ kontrolowane

przez wiele miRNA. Daje to mozliwos¢ zastosowania réznych miRNA w celowanej terapii
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dla przywracania poziomu odpowiednich biatek, jednak taka operacja czesto niesie za
sobg modyfikacje wielu innych czynnikéw, nie zawsze nawet bezposrednio zwigzanych
z obszarem badan [116, 117].

Mimo krétkiego czasu rozwoju wiedzy o RNAi oraz zaangazowanych w nig RNA
powstaty juz leki dostepne na rynku i zatwierdzone przez EMA (ang. European Medicines
Agency) i/lub (w zaleznosci od terapeutyku) FDA (ang. Food and Drug Administration)
celujgce w regulacje mRNA. Przyktadami takich lekdw sg zatwierdzony w 2012 przez EMA
i 2013 przez FDA Mipomersen leczacy homozygotyczng hipercholesterolemie rodzinng,
lub zatwierdzony w 2020 przez EMA Inclisiran, ktdrego zastosowaniem jest zalecane przy
leczeniu miazdzycowej choroby sercowo-naczyniowej, hipercholesterolemii rodzinnej
lub podwyzszonego poziomu cholesterolu [108].

Naukowcy nie tylko doszukujg sie w miRNA $rodka w zwalczaniu wielu chordb.
Z uwagi na specyficznosé profili miRNA zalezng od choroby, tkanki i typu komérki,
zauwazono, ze miRNA moga odgrywac istotng role w diagnostyce oraz okreslaniu
obcigzenia genetycznego wieloma jednostkami chorobowymi. Przewagg miRNA nad
wieloma dotychczasowo stosowanymi $rodkami diagnostycznymi jest mozliwosc
rozréznienia na ich podstawie stadium rozwoju choréb w tym guzéw tagodnych od
ztosliwych [118]. Izolacji miRNA mozna dokonac z prébek krwi, moczu czy sliny. Metody
takie s3 bezpieczniejsze i znacznie mniej inwazyjne niz biopsja czy badania
endoskopowe. Przyktadowo po zbadaniu ponad 500 probek moczu okazato sie, ze
mozna z czutoscig >90 % rozrdznic¢ raka pecherza moczowego od tagodnej hematurii
[119, 120]. Podczas jednego badania zidentyfikowano az pie¢ potencjalnych paneli
sktadajgcych sie z 27 miRNA do zastosowania w diagnozie raka trzustki [121]
opracowywanie paneli biorgcych pod uwage zmiany w wielu miRNA moze w przysztosci

zaowocowac powstaniem zaawansowanych narzedzi diagnostycznych.

1.8. Nanomateriaty: ksenobiotyki moggce wptywa¢ na homeostaze komdrkowa
i organizmalng

Nanomateriaty to struktury, ktérych dtugo$é nie przekracza 100 nm przynajmniej
w jednym wymiarze. WSréd nanomateriatdw wyrdzniamy nanomateriaty metaliczne
i niemetaliczne. Nanomaterialy pochodzenia naturalnego istniejg od poczatkow

formowania sie Ziemi i sg nieodtgczng czescig Srodowiska zycia organizmow. Nanoczgstki
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biorg udziat w naturalnym obiegu materii w przyrodzie, bedac produktem erupcji
wulkanéw, burz piaskowych, pozaréw laséw, rozktadu biomaterii czy reakcji
fotochemicznych. Wiele nanoczastek wchodzi w sktad aerozoli i niezaleznie od
pochodzenia, jest problemem ekologicznym i wptywa nie tylko na organizmy ozywione
ale i na skfad i strukture atmosfery ziemskiej [122]. Z uwagi na naturalne wystepowanie
nanoczgsteczek i ich wykorzystanie przez organizmy w komdrkach wyksztatcity sie
systemy pobierania nanoczgstek uwzgledniajgce ich cechy fizyczne i chemiczne.
Nanoczgstki mogg wnikaé do organizmu drogg pokarmowa, przez inhalacje, naskorek
a po dostaniu sie do krwioobiegu sg transportowane wraz z krwig [123].

Oprdcz nanomateriatdw pochodzenia naturalnego mamy w srodowisku réwniez
nanomateriaty pochodzenia antropogenicznego. Mimo swoich matych rozmiaréw ich
uwalnianie do srodowiska jest rzedu tysiecy megaton, przez co konieczne sg prace nad
ich wptywem na $rodowisko i zyjagce w nim organizmy [124, 125]. Za najczesciej
produkowane nanomateriaty uwazane sg TiO,, SiO,, Fe, ZnO, Al,O3, Ce0O,, Cu, Ag,
nanorurki weglowe, grafeny, i kompozyty nanoglinki [125].

Nanoczastki srebra (AgNP) s3 to indywidua chemiczne intensywnie
wykorzystywane w nauce i technologii ze wzgledu na charakterystyczne wtasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne, takie jak duzy stosunek powierzchni do objetosci, tatwosé
sprzegania z ligandami, toksyczno$¢ wobec patogendw, oraz cytotoksyczno$é wobec
komérek nowotworowych [126, 127]. Ich potencjat terapeutyczny zaowocowat
wykorzystaniem nanosrebra w produktach i urzgdzeniach medycznych, ale réwniez w
przemysle np. w tkaninach oraz opakowaniach na zywnosc¢ [128, 129].

Niebezpieczenstwo zwigzane z nanoczgstkami srebra wigze sie z ich mozliwoscig
whnikania do organizmu. Wnikajg one do komdrek na drodze pinocytozy lub endocytozy
i mogg powodowac zaburzenia w syntezie biatek, upos$ledzenie w réznicowaniu komarek
oraz uszkodzenia mitochondriow [130]. Badania przeprowadzone na komérkach
osrodkowego uktadu nerwowego wskazujg na destrukcyjne dziatanie nanoczgstek
srebra na komérki wynikajgce ze zdolnosci do wptywania na biatka btony komdrkowe;j
i aktywacji szlakéw sygnatowych, co ostatecznie moze prowadzi¢ do powstawania
reaktywnych form tlenu (RFT). Nanoczastki srebra powodujg powstawanie w komérkach
reaktywnych form tlenu, prowadza do indukcji oksygenazy hemowej-1 i karbonylacji

biatek. Ponadto dziatanie nanoczgstek srebra powigzano z zaburzeniem homeostazy
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wapnia i tworzeniem reaktywnych form tlenu w pierwotnych komdrkach nerwowych
[131].

Nanoczgstki srebra sg jednymi z najpowszechniej wystepujgcych nanoczastek.
Ich pozytywne aspekty takie jak wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i dezynfekujgce
sprawity, ze zaczeto opracowywac coraz wiecej materiatéw i substancji, zawierajgcych
AgNP. Nawet w obecnych czasach, kiedy Swiadomos¢ dotyczaca negatywnego wptywu
nanoczastek srebra wzrasta, opracowywane s3 coraz nowsze sposoby ich
wykorzystywania na duzg skale. Zgromadzona wiedza dotyczgca niepozadanych skutkdw
stosowania nanomateriatdw zainicjowata zmiany w systemach kontroli produkcji
i wprowadzania ich do $rodowiska. Obecnie toksyczne dziatanie nanoczgstek srebra jest
powszechng wiedzg. Badania dowodzg, ze nanoczgastki srebra majg nawet 50 % silniejsze
dziatanie toksyczne niz czastki azbestu biatego [132] wptywajgc, nawet w niewielkich
stezeniach, na sygnalizacie wewnatrz komoérek. Przyktadowo, w spermatogennych
komérkach macierzystych przez interakcje z kinazg Fyn prowadzac do modulacji cyklu
komodrkowego i zmniejszajgc zdolnos¢ komérek do proliferacji [133]. Mimo takich
doniesien i prob tagodzenia niepozadanych skutkéw wprowadzania nanoczastek do
Srodowiska, nowe produkty bazujgce na nanoczgstach srebra caty czas powstajg
i pojawiajg sie w sklepach np. w postaci skarpetek czy dezodorantéw z dodatkiem
nanoczastek srebra [134].

Jak wczesniej wspomniano, zagrozeniem jak i zaletg wynikajgcymi ze stosowania
nanoczgstek jest ich wnikanie do wnetrza komdrek eukariotycznych
i wewnatrzkomorkowe dziatanie. Gtéwnymi drogami wnikania nanoczgstek sg rézne
rodzaje endocytozy w tym fagocytoza i pinocytoza zalezna od klatryny lub kaweoliny.
Wyrdzniany jest rowniez transport parakomodrkowy, przez przestrzenie
miedzykomodrkowe nabtonka oraz transport za posrednictwem receptoréw.
W uproszczeniu, najdrobniejsze nanoczgstki mogg dostawaé sie do wnetrza komorki za
pomocg dyfuzji a wieksze na drodze endocytozy. Nie da sie w prosty i jednoznaczny
sposdb odpowiedzie¢ na pytanie “jak” poniewaz sposéb wnikania jest zalezny zaréwno
od wiasciwosci fizycznych nanoczastki jak i od typu narazonej komérki, a nawet od
srodowiska zewnetrznego, przyktadowo uzytego medium [135]. Przyktadem sg badania
wskazujgce na znaczenie potencjatu zeta, rozmiaru nanoczgstek oraz rozmiaru ich

powierzchni w sposobie transportowania nanoczgstek. Rozwianie wszelkich niejasnosci
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i brakow w wiedzy zwigzanych ze skomplikowanym charakterem wnikania nanoczastek
jest niezwykle istotne, poniewaz nanoczastki mimo swoich wad majg olbrzymie
znaczenie w medycynie a ich celowane dostarczenie do odpowiednich komdérek jest
kluczowe dla farmacji i medycyny [136].

Nanoczastki wykorzystywane w leczeniu muszg przekraczac bariery biologiczne.
Wiele badan obecnie skupia sie na uproszczeniu ich wnikania do komérek [137]. Wybor
nos$nika jest podyktowany wieloma czynnikami ograniczajgcymi takimi jak np. fadunek
nanoczastki. Z uwagi na ujemne natadowanie btony komodrkowej, czasteczki
niezaopatrzone w fadunek lub natadowane dodatnio majg duzo wiekszg przenikalnosé
od czasteczek anionowych [138]. Przyktadem moga by¢ dodatnio natadowane
nanoczgstki srebra mogace stuzy¢ do dostarczania lekéw przeciwnowotworowych dzieki
mozliwosci pozostawania w krwioobiegu przez diuziszy czas niz ujemnie natadowane
czastki [139]. Innymi czynnikami limitujgcymi sg ksztatt czasteczek, ich witasciwosci
powierzchniowe ale réwniez wielko$¢ obszaréw dostarczania czy wielkos¢ samej
komorki. Najmniejsze naczynia krwionosne majg Srednice zaledwie 4 um, a czasteczka
wielkosci 1 pm moze juz doprowadzi¢ do zatoru. Ponadto, komodrka musi byc
wystarczajgco duza aby pomiesci¢ nosnik z wprowadzang czgsteczka. Badania w zakresie
poprawy witasciwosci nanoczastek jako wektoréow transportujgcych substancje
W organizmie przyczyniajq sie do opracowania lekdw o specyficznym i ukierunkowanym
uwalnianiu. Dzieki temu mozna zminimalizowa¢ skutki uboczne farmaceutyku a zarazem
zwiekszy¢ selektywnos¢ jego dziatania. W idealnej sytuacji nie tylko istotnym wydaje sie
uwalnianie leku od nanoczgsteczki wektorowej ale réwniez eliminacja samego
nanonosnika z organizmu [135].

Aby nakredli¢ droge detoksykacji nanoczgstek ze szczegélnym uwzglednieniem
nanoczastek srebra, nalezy zrozumie¢ przemiany jakim podlegajg te nanoczastki
w organizmie. W zalezno$ci od sposobu dostawania sie nanoczastek srebra do
organizmu, mogg one ulega¢ réoznym drogom detoksykacji. Na podstawie modelu
zwierzecego stwierdzono, ze docelowymi miejscami biodystrybucji nanoczgstek srebra
jest uktad jelitowy, watroba i nerki, jednak srebro znaleziono réwniez w ptucach i mézgu
[140]. Detoksykacja nanoczgstek srebra silnie zalezy od metody jaka wniknety do
organizmu. Jednoczesnie, niezaleznie od drogi podania w warunkach in vivo, nanoczastki

srebra majg tendencje do odktadania sie w sledzionie i watrobie. W laboratoryjnych
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modelach przewodu pokarmowego nanoczastki podczas przemieszczania sie ulegaja
rozpuszczeniu w zofadku. [141] W soku jelitowym wykrywa sie agregaty srebra, ale
w badaniach soku jelitowego nie wykrywa sie charakterystycznego dla nanoczgstek
srebra sygnatu powierzchniowego rezonansu plazmonowego, wobec czego w soku
jelitowym prawdopodobnie znajdujg sie wytrgcone sole srebra, gtdéwnie chlorek srebra.
Wysoka zawartosé biatek hamuje rozpuszczanie nanoczgstek srebra w zotadku [142].
Forma w jakiej nanoczastki srebra przedostajg sie przez bariere jelito-krew nie jest
doktadnie znana. W warunkach in vivo przy podaniu nanoczgstek i soli srebra szczurom
per os wieksza czesc¢ srebra jest wykrywana w kale i mniejsza w narzadach [143]. Szacuje
sie, ze od 1 do 5 % srebra przyjetego per os w postaci nanoczastek srebra dostaje sie do
krwioobiegu [144], a lokalizacja nanoczgstek wielkosci 20 - 30 nm zostata potwierdzona
w watrobie, $ledzionie, zotagdku, ptucach i jelicie. Jednoczesnie brak jest informacji na
temat doktadnego sktadu i formy tych czgstek. W odrdznieniu do szybkiego wydalania
wiekszosci nanoczgstek srebra podanych per os, bezposrednie iniekcje z nanoczgstkami
srebra pozostawiajg je w uktadzie krwionosnym do 5 dni, dopiero po tym czasie ich

stezenie powoli spada [145].

1.9. Stres oksydacyjny jako czynnik sygnatowy

Stres oksydacyjny to zaburzenie w homeostazie redoks powodowane
dysproporcjg miedzy produkcjg i dostarczaniem do komorki, lub w szerszym ujeciu, do
tkanki/organizmu reaktywnych form tlenu, a ich usuwaniem z uzyciem mechanizmoéw
ochrony antyoksydacyjnej. Same RFT sg czgsteczkami o stosunkowo krétkim czasie
pottrwanie, T1/2 dla RFT wynosi od nanosekund do maksymalnie kilku godzin.

Tlen czasteczkowy jest nisko reaktywny mimo dwdch niesparowanych
elektrondw w swojej strukturze - kazdy z nich jest na innym orbitalu, a ich spiny sg
rownolegte. Kolejne, jednoelektronowe redukcje tlenu czgsteczkowego powodujg
powstawanie reaktywnych form tlenu, czyli zwigzkéw tlenu o wyzszej reaktywnosci od
tlenu czasteczkowego. Trzema pierwotnymi RFT sg anionorodnik ponadtlenkowy (027),
nadtlenek wodoru (H203) i rodnik hydroksylowy (HO’). Rodniki tlenowe takie jak O3~
i HO" moga reagowaé ze zwigzkami organicznymi z wytworzeniem form posrednich,
ktore mogg powodowac powstawanie innych rodnikéw tlenowych. W reakcji oderwania

atomu wodoru przez rodnik hydroksylowy w wigzaniu wegiel-woddér prowadzi do
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powstania rodnika weglowego, ktdéry bedzie gwattownie reagowat z tlenem
czasteczkowym skutkujagc powstaniem rodnika peroksylowego [146]. Sam rodnik
peroksylowy moze reagowaé z kolejnym substratem dajac kolejny rodnik weglowy
i wodoronadtlenek. Wodoronadtlenki mogg ulec roztozeniu do rodnikéw alkoksylowych
w reakcji katalizowanej przez kationy metali takich jak zelazo lub miedz, bedace
sktadnikiem grup hemowych biatek [147]. Powyzsze reaktywne formy tlenu mozna
nazwa¢ wtdrnymi poniewaz nie pochodzg z bezposredniej redukcji tlenu
czasteczkowego. Jednoczesnie ich reaktywnosé i wtasciwosci sg zblizone do pierwotnych
reaktywnych form tlenu. RFT takie jak nadtlenek wodoru i wodoronadtlenki
charakteryzujg sie dtuzszym czasem poftrwania i mniejszg reaktywnoscig niz RFT
rodnikowe. Jednoczesnie mogg generowacd rodniki tlenowe na drodze reakcji Fentona
i reakcji Habera Weissa [148].

W zwigzku z opisanym powyzej fancuchowym charakterem reakcji
wolnorodnikowych wywotanych reaktywnymi formami tlenu, ich nagromadzenie
i powstanie stresu oksydacyjnego prowadzi to uszkodzen oksydacyjnych czgsteczek
w komérkach, co na poziomie organizmalnym prowadzi do szeregu zmian
patologicznych, miedzy innymi do miazdzycy, nowotworéw i choréb
neurodegeneracyjnych [149].

RFT powstajg gtdwnie w biochemicznych reakcjach  zachodzgcych
w mitochondriach, peroksysomach i chloroplastach. W komérkach ssakdw w najwiekszej
ilosci powstajg wskutek reakcji enzymatycznych btonowej NADPH oksydazy (oksydaza
fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego), enzymoéw zaangazowanych
w oddychanie tlenowe w szlaku mitochondrialnego tancucha oddechowego
i w mniejszym stopniu w innych organellach, w reakcjach katalizowanych przez oksydaze
ksantynowsg, lipooksygenaze, cyklooksygenaze, cytochrom P450 i inne [150].

Oksydaza NADPH katalizuje jednoelektronowg redukcje tlenu czgsteczkowego,
w wyniku ktérej powstaje anionorodnik ponadtlenkowy [150], ktéry jest uwalniany do
przestrzeni miedzykomadrkowej w przypadku komodrek fagocytujgcych, lub do wewnatrz
dla komodrek niefagocytujgcych. W mitochondriach RFT sg wytwarzane jako produkt
uboczny syntezy ATP (adenozynotrifosforan). W optymalnych warunkach ostatecznym
akceptorem elektronéw przekazywanych w tancuchu oddechowym jest tlen

czgsteczkowy. Jednak niewielka czes¢ elektronow w sposdb mniej specyficzny wydostaje
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sie poza skfadniki taricucha oddechowego w kompleksie | i lll tworzgc anionorodnik
ponadtlenkowy. Z uwagi na wysoka aktywnosc tego szlaku metabolicznego w komadrkach
pozyskujgcych energie na drodze oddychania tlenowego wyciek elektronéw w taricuchu
oddechowym jest gtéwnym Zrédtem reaktywnych form tlenu w komdrkach ssakéw, nie
liczac fizjologicznej roli oksydazy NADPH w komdrkach fagocytujgcych [151].

Oprécz endogennych Zrédet reaktywnych form tlenu, formowanie RFT jest
réwniez wywotane zjawiskami zewnetrznymi. Promieniowanie jonizujgce powoduje
powstawanie RFT gtéwnie na drodze radiolizy wody i reakcji nastepczych [152].
Chemioterapia bardzo czesto opiera sie na wytwarzaniu RFT jako gtdwnego czynnika
indukujgcego toksycznosé, co uwidacznia sie podczas terapii zwiekszong peroksydacjg
lipidow oraz spadkiem poziomu komdrkowych antyoksydantdw, takich jak zredukowany
glutation.

Organizmy wielokomérkowe polegajg na sieci przekaznictwa sygnatéw wewnatrz
i zewnatrz komodrkowych, aby przeprowadzaé procesy fizjologiczne na poziomie
organizmalnym. Sygnaty zewnatrzkomérkowe sg przekazywane przez czynniki wzrostu,
cytokiny, neurotransmitery i hormony, ktére sg wigzane przez specyficzne receptory
powierzchniowego na btonach komdrkowych. Te interakcje indukujg z kolei sygnaty
wewnatrzkomorkowe, ktérych nosnikami sg wtdrne czgsteczki sygnatowe takie jak jony
wapnia i cAMP (cykliczny adenozyno-3’,5-monofosforan). Koricowym etapem
wewnatrzkomorkowego  przekazywania  sygnatéw  jest aktywacja  czynnikdéw
transkrypcyjnych prowadzgca to zmiany w ekspresji gendw.

Reaktywne formy tlenu oprécz tego, ze sg czynnikiem bezposrednio toksycznym,
jako uboczny produkt metabolizmu komdrkowego, sg réwniez czgstkami sygnatowymi
biorgcymi udziat w wielu szlakach przekaznictwa sygnatowego zaréwno w komaérkach
prokariotycznych jak i eukariotycznych [153]. Pochodzenie i lokalizacja oraz stezenie
reaktywnej formy tlenu jest determinujgce w odniesieniu do jej funkcji. Bezpo$rednim
wptywem na szlaki sygnatowe aktywowane przez RFT jest ich zdolno$é do
modyfikowania reszt aminokwasowych biatek oraz do wchodzenia w interakcje
z metalami w biatkach. Przyktadem tego rodzaju oddziatywania jest utlenianie grup
sulfhydrylowych  do  grup  sulfenowych, sulfinowych, sulfonowych lub
S-glutationylowych. Taka modyfikacja biatka w krytycznych resztach cysteinowych

bedzie wptywata na aktywnos¢ enzymatyczng lub moznos$é¢ czynnika transkrypcyjnego
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do wigzania z DNA [154]. Proces odwracalnej S-glutationylacji reguluje, dla przyktadu,
biatkowg fosfataze tyrozynowa 1B [155], i jest podstawg w regulacji redoks wigzania
c-Jun do DNA [156].

Oproécz przekazywania sygnatéw w formie modyfikacji biatek reaktywne formy
tlenu spetniaja funkcje przekaznicze i regulatorowe przez wplyw na
wewnatrzkomérkowy status redoks. W warunkach fizjologicznych cytozol jest
srodowiskiem silnie redukujgcym, gtéwnie dzieki tiolom, takim jak glutation
i tioredoksyna. Relatywnie wysokie stezenia w cytozolu tych zwigzkéw w formie
zredukowanej sg utrzymywane enzymatycznie z udziatem reduktaz, glutationowe;j
i tioredoksynowej. Oprocz aktywnosci antyoksydacyjnej te zwigzki sg czescig siatki
przekaznictwa wewngtrzkomdrkowego. Zaréwno poziom catkowity glutationu [157] jak
i stosunek formy utlenionej do zredukowanej sg stanami propagujgcymi sygnat [158].
W jadrze komdérkowym stosunek glutationu utlenionego do zredukowanego reguluje
wigzanie czynnika transkrypcyjnego Sp-1 do DNA. W cytozolu, glutation promuje
proliferacje fibroblastéw [159] i ogranicza proliferacje komérek srédbtonka [160].
Sygnatowa funkcja tioredoksyny wynika z mozliwosci wigzania bezposrednio z innymi
biatkami, dzieki dwdm redoks-aktywnym cysteinom. Sama tioredoksyna moze
przemieszcza¢ sie z cytozolu do jadra komérkowego, gdzie wigze sie z Ref-1 co promuje
wigzanie kompleksu Jun-Fos do DNA [161]. Tioredoksyna wykazuje podobny efekt
w stosunku do innych czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak NFKB i p54, PEBP2/CBF
[162].
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2. Cel pracy

Doswiadczenia zostaty przeprowadzone na komodrkach drobnokomdrkowego raka
watroby o dwodch odmiennych profilach metabolicznych. Sprawdzono wptyw
nanoczastek srebra na komorki linii Hep G2, oraz ich wptyw na profil miRNA.

Zaplanowane doswiadczenia pozwolity na okreslenie nastepujacych celéw pracy:

1. Ocena wplywu nanoczastek srebra na komodrki o réinym fenotypie

metabolicznym.

2. Ocena wptywu nanoczgstek srebra na profil miRNA istotnych w powstawaniu

i progresji nowotworéw.

3. Ocena wptywu modulacji miRNA na fenotyp komoérek poddanych toksycznemu

dziataniu nanoczastek srebra.
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3. Materiaty wykorzystywane w pracy

3.1. Linie komdrkowe

Linia komdrkowa Hep G2: ludzkie komérki raka watrobowokomaérkowego (ATCC,
Manassas, VA, Stany Zjednoczone). Sg to komérki adherentne, wykazujgce morfologie
nabtonka. Jest to linia komdrkowa odpowiednia do transfekcji i badan toksykologicznych.
Hep G2 posiada 1 poziom bezpieczenstwa biologicznego zgodnie z aktualnymi

wskazaniami BMBL (ang. Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories).

3.2. Materialy laboratoryjne, odczynniki chemiczne, zestawy komercyjne oraz
samodzielnie przygotowywane roztwory

Wszystkie  eksperymenty z  wykorzystaniem  roztworéw  wodnych,
przeprowadzano przy uzyciu wody filtrowanej Milli-Q wytwarzanej w uktadzie
odwrdconej osmozy (Merc Millipore, Massachusetts, Stany Zjednoczone). Odczynniki
(sole, kwasy, alkohole) zakupiono w firmie POCH (Gliwice, Polska). Inne odczynniki,
barwniki i sondy takie jak czerwien obojetna, fiolet krystaliczny, btekit trypanu,
dihydrorodamina 123, CCCP, oligomycyna, CMXRos zakupiono w Thermo Fisher
Scientific (Massachusetts, Stany Zjednoczone) oraz Sigma Aldrich (Missouri, Stany
Zjednoczone). Do oceny ilosci fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
uzyto zestawu NADP/NADPH-Glo™ (Promega Madison, WI, Stany Zjednoczone). Pomiaru
stezenia ATP dokonano przy pomocy zestawu ATP Determination Kit (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, Stany Zjednoczone). Hydrofilowe nanoczgstki srebra
o S$rednicy nominalnej 20 nm, zostaty przygotowane na indywidualne zamdwienie
(PlasmaChem, Berlin, Niemcy).

W przypadku pracy z komdrkami korzystano z naczyn i przyboréw jednorazowych
oraz sterylnych lub, w przypadku naczyn szklanych, sterylizowanych. Sterylizacje
przeprowadzono w autoklawie (Prestige Medical Classic 2100 Automatic Autoclave).
W pracy uzyto: sterylnych, polistyrenowych butelek o zmodyfikowanej powierzchni
wspomagajacej adhezje komdrek EasY Nunclon 75 cm? i 25 cm? z korkami z filtrem
(Thermo Fisher Scientific Massachusetts, Stany Zjednoczone), sterylnych,
przezroczystych naczyn hodowlanych: 6-dotkowych, 96-dotkowych, 12-dotkowych oraz
sterylnych, czarnych naczyn hodowlanych 96-dotkowych, réwniez o zmodyfikowanej
powierzchni adhezyjnej (Nunclon, Thermo Fisher Scientific Massachusetts, Stany
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Zjednoczone), sterylnych pipet jednorazowych o pojemnosci 10 cm3, 25 cm? i 50 cm?
Greiner Bio-One (Frickenhausen, Niemcy), probdéwek typu Falcon sterylnych,
zakrecanych, o pojemnosci 15 cm? i 50 cm? (Corning, Nowy Jork, Stany Zjednoczone),
sterylnych probéwek jednorazowych o pojemnosci 1,5 cm3i 2 cm3 (Eppendorf, Hamburg,
Niemcy), sterylnych koncéwek do pipet z filtrem (i bez filtra do doswiadczen, w ktérych
praca sterylna nie byta konieczna) o pojemnosciach 0,01 cm3, 0,02 cm3, 0,05 cm3,
0,2 cm?, 1 cm? oraz 5 cm?® (Gilson, Ohio, Stany Zjednoczone). Do pomiaréw
z wykorzystaniem cytofluorymetru przeptywowego uzyto probdowek cytometrycznych
(Becton Dickinson, New Jersey, Stany Zjednoczone). W celu identyfikacji i pétilo$ciowe;j
analizy biatek uzyto zeli poliakrylamidowych Mini Protean GTX o gradiencie stezen
4-20 % (Bio-Rad, Kalifornia, Stany Zjednoczone), membran do transferu Western Blot
Trans-Turbo mini PVDF (Bio-Rad, Kalifornia Stany Zjednoczone). W celu wizualizacji
biatek na membranie PVDF uzyto SuperSignal™ Western Blot Substrate Bundle
(ThermoFisher Scientific Massachusetts, Stany Zjednoczone). W celu oceny potencjatu
migracyjnego komérek uzyto naczyn hodowlanych 24-dotkowych Cellstar
przeznaczonych do wktadéw membranowych Greiner Bio-One (Frickenhausen, Niemcy),
wktadow membranowych ThinCert™ na 24-dotkowe ptytki Greiner Bio-One
(Frickenhausen, Niemcy) oraz odczynnika Matrigel Recon Basement Membrane
(Corning, Nowy Jork, Stany Zjednoczone).

Odczynniki przygotowywane samodzielnie ktére byty wykorzystywane w pracy
to: zbuforowany roztwdr soli fizjologicznej (PBS) o nastepujgcym skfadzie:
0,137 mol/dm?3 NaCl, 2,7 mmol/dm3 KCl, 10 mmol/dm?3 Na;HPO4, 2 mmol/dm3 KH2POg4;
TBS: 20 mmol/dm3 Tris, pH=7,5; 150 mmol/dm3, NaCl pH= 8,3; TBST: 99,9 % TBS [0/0];
0,1 % [0o/o] Tween20; bufor blokujgcy do membran PVDF o nastepujgcym sktadzie: 5 %
BSA [w/o] w TBST; bufor do przeprowadzenia elektroforezy: 25-103 mol/dm? Tris;
192-103 mol/dm3® glicyna; 0,1 % [w/o] SDS, pH=8,3; roztwdr solubilizujgcy
wykorzystywany w testach przezywalnosci z czerwienig obojetna: 50 % [o/0] etanol, 1 %

[o/0] kwas octowy i 49 % [0/0] woda destylowana.
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3.3. Odczynniki i materiaty wykorzystywane do przygotowanie lizatow biatkowych do
metody Western Blot

Komorki byty hodowane w pozywkach firmy Gibco. Pozywki z niskg zawartoscia
glukozy (5,5-10°3 mol/dm3) i z wysoka zawartoscig glukozy (25-103 mol/dm3) (Dulbecco’s
modified eagle media Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Stany Zjednoczone
kolejno nr. kat. 21885025 i 32430027), wzbogaconym 10 % surowicg bydleca (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) w inkubatorze Forma™ Steri-Cult™ CO; Incubator,
323L (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Stany Zjednoczone) w temperaturze
37°C, stezeniu CO2: 5 % przy wilgotnosci wzglednej: 95 %.

W celu uwolnienia komérek od podtoza uzywano 0,25 % (o/0) roztworu trypsyny
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) z dodatkiem
1 mmol/dm?3 EDTA (Warchem, Warszawa, Polska) w PBS. Do izolacji biatek wykorzystano
roztwor ekstrakcyjny M-PER (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Stany
Zjednoczone). W celu zabezpieczenia biatek przed proteolizg wykorzystano zestaw
inhibitoréw proteaz Halt Protease Inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Stany Zjednoczone). Do oceny stezenia biatka uzyto Pierce 660 nm
Protein Assay Reagent (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Stany Zjednoczone).
Jako odniesienia dla mas czgsteczkowych w metodzie Western Blot wykorzystano
Precision Protein Dual Color (Bio-Rad, Kalifornia, Stany Zjednoczone). Do wykrycia biatek
wykorzystano przeciwciata dla CDKN1B, mTOR, NF1, CCNE1 (Biorbyt, Wielka Brytania)
i jako kontroli gamma-tubuliny (Sigma Aldrich, Missouri, Stany Zjednoczone). Do detekgji
biatek zwigzanych z przejsSciem epitelialno-mezenchymalnym uzyto Epitelial-
Mesenchymal Transition (EMT) Antibody Sampler Kit (Cell Signaling Technology,

Massachusetts, Stany Zjednoczone).

3.4. Materiaty z wykorzystaniem ktérych przeprowadzano izolacje i analize iloSciowa
kwasdéw nukleinowych oraz modulowano poziom wybranych miRNA

W celu izolacji miRNA wykorzystano zestaw miRNEASY mini kit (Qiagen, Hilden,
Niemcy). W celu uzyskania informacji dotyczgcej ekspresji miRNA wykorzystano panel
opracowany dla miRNA charakterystycznych przy nowotworach i chorobach watroby
(miScript miRNA PCR Arrays 331221/MIHS-116ZD-12, Qiagen, Hilden, Niemcy). Jako

modulatory miRNA wykorzystano syntetyczne analogi miRNA (dla hsa-miR-29c¢-3p,
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hsa-miR-100-5p, hsa-miR-107, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-221-3p) oraz dedykowang dla

nich kontrole (Negative Control miRNA Mimic, Qiagen, Hilden, Niemcy).

3.5. Urzadzenia za pomoca ktérych przeprowadzono pozostate eksperymenty

Wszystkie  testy  oparte na pomiarach spektrofotometrycznych,
luminometrycznych i fluorymetrycznych wykonano przy pomocy czytnika mikroptytek
EnVision 2104 Multilabel Reader (PerkinElmer, Stany Zjednoczone). Do pomiarow
z wykorzystaniem technik cytometrii przeptywowej uzyto cytofluorymetru
przeptywowego FACS LSRII™ BD (Franklin Lakes, New Jersey, Stany Zjednoczone). Do
ilosciowych i jakoSciowych oznaczen kwaséw nukleinowych uzyto spektrofotometru UV-
Vis NanoDrop 2000c/2000 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Stany
Zjednoczone). Do ilosciowych oznaczen kwaséw nukleinowych technikg PCR w czasie
rzeczywistym uzyto Termocykler C1000 Touch Thermal Cycler (Biorad, Kalifornia, Stany
Zjednoczone). Biatka technikg Western Blot identyfikowano z uzyciem systemu do
elektroforezy i transferu biatek Mini Protean Il oraz TransBlot Turbo Transfer System
(Biorad, Kalifornia, Stany Zjednoczone). Biatka wykrywano w oparciu o metode
chemiluminescencyjng z wykorzystaniem Transiluminatora UV mini HD (Cambridge,
Wielka Brytania). Obserwacje komdrek w Swietle biatym przechodzagcym oraz
obserwacje i pomiary fluorymetryczne prowadzono za pomocy mikroskopu Nikon

Eclipse Ti z odwrdcong optyka.

Ponadto do rutynowych prac wykorzystywano: autoklaw Classic (Prestige
Medical, Ptock, Polska) w celu sterylizacji aparatury oraz roztwordw; automatyczny
licznik komdrek Countess Automated Cell Counter firmy Thermo Fisher Scientific (Life
Technologies™, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone); urzgdzenie do zliczania
kolonii komorek — GELCOUNT Oxford Optronix (Oxford, Wielska Brytania); wage
laboratoryjng Mettler Toledo (Warszawa, Polska) o skali wazenia 0,5g- 820g oraz
wyposazong w ostone przeciwwiatrowg i bramke o skali wazenia 10- 220 mg; wirowki —
Centrifuge 5810 R Eppendorf (Hamburg, Niemcy) oraz 3-30K Sigma (Osterode am Harz,
Niemcy), obie z wymiennymi rotorami; homogenizator Omni-Ruptor 4000 (Omni
International Inc. Georgia, Stany Zjednoczone) do sonikacji nanoczastek srebra.

Inkubacje w kontrolowanej temperaturze przeprowadzano w tazni wodnej Julabo TW20
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(Seelbach, Niemcy) oraz w suchym bloku grzejnym z mozliwoscig mieszania zawartosci
probowki Thermomikser Comfort z wymiennymi blokami grzejnymi (Eppendorf,

Hamburg, Niemcy).

4. Metody

4.1. Hodowla linii komérkowych

Hodowle komorek linii Hep G2 (ATCC, Manassas, VA, Stany Zjedoczone)
prowadzono w pozywkach o réznej zawartosci glukozy: wyzszej - 25-10°2 mol/dm? oraz
nizszej - 5,5-103 mol/dm3, z suplementacjag 10 % FBS w sterylnych, jednorazowych,
naczyniach hodowlanych. Hodowla komérek byta utrzymywana w inkubatorze w statych

warunkach 5 % zawartosci CO; przy 37°Ci 95 % wilgotnosci.

4.2. Przygotowanie nanoczastek srebra

Zawiesine nanoczastek srebra przygotowywano w taki sam sposdb
w doswiadczeniach przeprowadzonych z wykorzystaniem zwierzat oraz na liniach
komérkowych. Zawiesine nanoczastek przygotowywano kazdorazowo tuz przed
eksperymentem w celu zapewnienia jej homogennosci.

W celu utworzenia zawiesiny, nanoczastki przed odwazeniem ucierano
w mozdzierzu agatowym i odwazano 4 mg. Nastepnie, do probdwki z nanoczgstkami
dodawano 1,6 cm? wody MilliQ i zawartos$¢ probowki poddawano sonikacji (4.2 kJ/cm?3)
w ultradZzwiekowym homogenizatorze. Po procesie sonikacji, do probéwki dodano
20 mm?3 stezonego dziesieciokrotnie PBS (Sigma, Darmstadt, Niemcy) oraz 20 mm3
albuminy, z wczeéniej przygotowanego roztworu o stezeniu 2 mg/cm?3 (Sigma,
Darmstadt, Germany) aby koricowo otrzymac zawiesine nanoczgstek srebra o stezeniu
2 mg/cm® w PBS zawierajagcg 0,1 mg/cm3 albuminy. W celu unikniecia agregacji

nanoczastek w zawiesinie, wykorzystano jg niezwtocznie po przygotowaniu.

4.3. Transfekcja syntetycznymi analogami miRNA

Do transfekcji komodrek syntetycznymi analogami miRNA zastosowano produkt
o nazwie HiPerfect Transfection Reagent. W zaleznosci od eksperymentu w celu

transfekcji wykorzystywano odpowiednig ilos¢ pozywki bez FBS. Do pozywki dodawano
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HiPerfect Transfection Reagent tak aby jego zawartos¢ byta réwna 3 % (o/o) oraz
syntetyczne analogi miRNA tak, aby stezenie kazdego z nich wynosito 30-nmol/dm3.
Otrzymany roztwodr inkubowano 10 minut, po czym dodawano do komdrek po kropli
przygotowanego roztworu. Korcowo, roztwoér stanowit 16,7 % catkowitego medium
w ktorym inkubowano komodrki. We wszystkich eksperymentach z udziatem
transfekowanych komorek, roztwér dodawano do komoérek 12 godzin przed dodaniem
nanoczgstek srebra. W przypadku kontrolnych syntetycznych oligonukleotydéw miRNA,
uzywano korespondujgcego stezenia odczynnika transfekujgcego jak w prébach
badanych. Stezenie syntetycznych analogéw miRNA, po dodaniu do docelowe]j pozywki
hodowlanej z komérkami wynosito 5 nmol/dm?3 dla kazdego z uzytych analogéw miRNA.

Stezenie oligonukleotydéw kontrolnych wynosito koricowo 25 nmol/dm3.

Wyjatek, stanowit pomiar przezywalnosci transfekowanych syntetycznymi
analogami miRNA komérek Hep G2 poddanych dziataniu nanoczgstek srebra, w ktérych
pomiaru dokonano z uzyciem komdrek transfekowanych syntetycznymi analogami
miRNA uzytymi osobno. We wspomnianym przypadku, uzyto 180 nmol/dm3
syntetycznych analogdw miRNA, otrzymujac koricowo w hodowli komdédrkowej

30 nmol/dm3.

W przypadku pomiarédw w ktérych wykorzystywano komérki transfekowane
syntetycznymi analogami miRNA, wszystkie proby badane byty poddane transfekgji, co
oznacza, ze w przypadku komoérek w ktérych nie wykorzystywano syntetycznych
analogdéw wybranych miRNA, komérki transfekowano syntetycznymi oligonukleotydami

kontrolnymi.

4.4, Ocena toksycznego dziatania nanoczgstek srebra

4.4.1. Metoda z wykorzystaniem czerwieni obojetne;j

Przezywalno$é¢ komoérek Hep G2 oceniono na podstawie testu akumulacji
czerwieni obojetnej. Zasada dziatania tej metody oceny toksycznosci polega na tym, ze
czerwien wnika do cytoplazmy komérek zywych, gromadzac sie w lizosomach a po

ekstrakcji barwi roztwor ekstrakcyjny na czerwony kolor [163].
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Czerwien obojetng rozpuszczono w PBS uzyskujac roztwdr o stezeniu 5 mg/cm3.
Nastepnie mieszano roztwér z medium hodowlanym, ktére koricowo zawierato czerwien

obojetng o stezeniu 50 pg/cm3.

4.4.1.1. Ocena toksycznego dziatania nanoczastek srebra na komérki Hep G2
hodowane w pozywkach o réznym stezeniu glukozy

Oznaczenie przezywalnosci komorek Hep G2 pod wptywem nanoczgstek srebra
przeprowadzono z wykorzystaniem  przezroczystych, 96-dotkowych naczyn
hodowlanych. Komdrki hodowane w pozywce o zawartosci glukozy 5,5 mmol/dm?3 oraz
25 mmol/dm?3 wysiano w ilosci 10* komdrek na dotek. Po 24 godzinach, dodano do nich
zawiesine nanoczgstek srebra w szeregu rozcieficzern od 0,4 do 100 pg/cm?3
i pozostawiono komoérki na kolejng dobe. Po inkubacji usuwano medium
kondycjonowane i przeptukiwano monowarstwe komodrek roztworem PBS. PBS
usuwano, a na jego miejsce dodano medium hodowlane z roztworem czerwieni
obojetnej w objetosci 0,2 cm? na cztery godziny, po ktérych ponownie przeptukiwano
komorki. Inkubacje z barwnikiem prowadzono w standardowych warunkach hodowli.
W celu uwolnienia wchtonietej przez lizosomy czerwieni, do dotkéw dodano po 0,15 cm?
roztworu solubilizujgcego (1 % [o/o] kwas octowy, 50 % [o/o] etanol). Po dodaniu
roztworu ptytke wytrzgsano przez 15 minut w temperaturze pokojowej a nastepnie

wykonywano pomiar absorbancji czerwieni obojetnej przy dtugosci fali 540 nm.

4.4.1.2. Ocena modulacji toksycznego dziatania nanoczgstek srebra na komérki
Hep G2 transfekowane syntetycznymi analogami miRNA

Doswiadczenie przeprowadzono jak w rodziale 4.4.1.1 z tym, ze komorki
poddawano transfekcji syntetycznymi ananlogami miRNA miR-29c¢-3p, miR-100-5p,
miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p, Wptyw kazdego z wybranych syntetycznych
analogéow miRNA zbadano osobno. Transfekcje syntetycznymi analogami miRNA opisano
w rozdziale 4.3. Jedyng modyfikacjg opisanej transfekcji byto stezenie korncowe
wybranych analogéw miRNA, ktdre kazdorazowo wynosito 30 nmol/dm3. Transfekcje
przeprowadzono dwanascie godzin, po wysianiu komérek na naczynia hodowlane. Po
kolejnych dwunastu godzinach, do naczynia dodawano nanoczgsetek srebra i komorki

poddawano wszystkim zabiegom wymienionym w rozdziale 4.4.1.1.
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4.4.1.3. Ocena modulacji toksycznego dziatania nanoczgstek srebra na komérki
Hep G2 transfekowane wieloma syntetycznymi analogami miRNA

Doswiadczenie przeprowadzono jak w rozdziale 4.4.1.1 z tym, ze komorki
poddawano transfekcji syntetycznymi analogami miRNA, jak opisano w rozdziale 4.3.,
dwanascie godzin po wysianiu komdrek na naczynia hodowlane. Po kolejnych dwunastu
godzinach, do naczynia dodawano nanoczgsetek srebra i komorki poddawano wszystkim

zabiegom wymienionym w rozdziale 4.4.1.1.

4.4.2. Ocena zywotnosci komérek z wykorzystaniem btekitu trypanu

Zasada metody oceny przezywalnosci z wykorzystaniem btekitu trypanu polega
na wnikaniu btekitu do cytoplazmy komdérek martwych, pozbawionych ujemnego

potencjatu btonowego, barwigc je na niebieski kolor [164].

Btekit trypanu w stezeniu 0,4 % (w/o) dodano do sterylnej probdwki
jednorazowej o pojemnosci 1,5 cm® w objetosci 0,02 cm3. Nastepnie, dodawano
zawiesine komorek kazdorazowo przed wysianiem komodrek do eksperymentu,
w objetosci w stosunku 1:1. Zawiesine komdrek wraz z btekitem trypanu mieszano
pipetg automatyczng a nastepnie przenoszono do komory do zliczania komdrek
w automatycznym liczniku komorek. Pomiary przeprowadzono w celu oznaczenia ilosci
i zywotnosci komoérek, jako rutynowa metode oceny zywotnosci komodrek

wykorzystanych do eksperymentéw.

4.5. Ocena potencjatu proliferacyjnego komoérek Hep G2 poddanych dziataniu
nanoczgstek srebra

Potencjat proliferacyjny oceniono za pomocg metody absorpcjometrycznej
z wychwytem czerwieni obojetnej. Komdrki wysiano na naczynia hodowlane
96-dotkowe przezroczyste. Komérki wysiano w ilosci od 3,125-10% do 50-10° komérek na
dotek. Po 24 godzinach od wysiania komérek dodano nanoczastki srebra w stezeniach:
3,125 pg/cm?3, 6,25 pg/cm3 oraz 12,5 pg/cm3, z uwzglednieniem wtasciwej kontroli.
Pomiar przygotowanych w ten sposdb komdrek przeprowadzano na czytniku
mikroptytek niezwtocznie po dodaniu srebra oraz po 24, 48 i 72 godzinach od

zainicjowania eksperymentu. Warunki, w ktorych uzyskano rozwér koricowy, gotowy do
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odczytu w czytniku mikroptytek opisano w rozdziale 3.3.1.1. Komérki barwione metoda

wychwytu czerwieni obojetnej analizowano przy dtugosci fali 540 nm.

4.6. Ocena potencjatu komoérek Hep G2 do tworzenia kolonii

4.6.1. Ocena potencjatu transfekowanych analogami miRNA komérek Hep G2
hodowanych w pozywce rdznigcej sie stezeniem glukozy, do tworzenia kolonii

Komoérki hodowane w pozywkach o réznigcym sie stezeniu glukozy
(5,5 mmol/dm?3 oraz 25 mmol/dm?3) wysiano na ptytki 24-dotkowe w gestosci 2-10°
komérek na dotek w objetosci 0,5 cm® medium hodowlanego. Po 72 h od wysiania, do
komodrek dodano nanoczastki srebra w stezeniach: 12,5 i 25 pg/cm3. Transfekcje
syntetycznymi oligonukleotydami miRNA, wykonano dwanascie godzin przed dodaniem
nanoczgstek srebra. Komorki inkubowano z nanoczgstkami srebra przez kolejng dobe,
po czym usuwano medium kondycjonowane, a komérki uwalniano od podtoza za
pomoca 0,1 cm?3roztworu 0,25 % trypsyny. Inkubacje z trypsyng prowadzono pie¢ minut,
po czym naczynia dopetniono medium hodowlanym do 0,5 cm3. Zawiesine komérek
wymieszano i policzono metodg wykorzystujgcg btekit trypanu w automatycznym
liczniku komérek. Nastepnie komérki przenoszono do probéwek i wirowano 3-10% g przez
10 minut, po czym usuwano supernatant, a do komdrek ponownie dodano medium.
Zawiesine komdrek mieszano i inicjowano hodowle komérek w ilosci 12,5-10% na dotek

w 6-dotkowych przezroczystych naczyniach hodowlanych w medium o objetosci 3 cm?3.

Hodowle kontynuowano przez kolejne cztery doby. Przez caty czas trwania
eksperymentu medium kondycjonowane wymieniano na $wieze co 24 godziny. Po
okresie obserwacji wzrostu kolonii, przeptukiwano je dwukrotnie 1 cm? PBS po czym
dodawano po 1 cm® mieszaniny kwas octowy- metanol przygotowanej w stosunku
1:7 (o/o). Proces utrwalania prowadzono przez pie¢ minut. Po tym czasie roztwor
usuwano z dotkéw a na jego miejsce dodano 1 cm? przesgczonego 0,2 % (w/o) fioletu
krystalicznego. Barwienie kolonii prowadzono przez 30 minut, a nastepnie przeptukano
dwukrotnie 1 cm?3 PBS. Ptytke pozostawiono do wyschniecia a nastepnie kolonie zliczono

z uzyciem urzadzenia do zliczania kolonii.
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4.6.2. Absorbcjometryczna ocena wptywu nanoczastek srebra na potencjat komérek
Hep G2 hodowanych w pozywkach o réznym stezeniu glukozy do tworzenia kolonii

Komoérki hodowane w pozywkach o rdéznigcym sie stezeniu glukozy
(5,5 mmol/dm3 oraz 25 mmol/dm3) wysiano na ptytki 24- dotkowe w ilosci 2-10°
komdrek na dotek, w objetosci 0,5 cm? medium hodowlanego. Po 72 h od wysiania, do
komérek dodano nanoczgstek srebra w stezeniach: 12,5 i 25 pg/cm3. Komérki
inkubowano z nanoczgstkami srebra przez kolejng dobe, po czym usuwano medium
kondycjonowane, a komérki uwalniano od podtoza za pomocg 0,1 cm?® 0,25 % trypsyny.
Inkubacje z trypsyng prowadzono pie¢ minut, po czym naczynia dopetniono medium
hodowlanym do 0,5 cm3. Zawiesine komdrek wymieszano i policzono metoda
wykorzystujgca bfekit trypanu w automatycznym liczniku komorek. Nastepnie komérki
przenoszono do probdéwek i wirowano 3:10%> g przez 10 minut, po czym usuwano
supernatant, a do komdrek ponownie dodano medium. Zawiesine komérek mieszano
i inicjowano hodowle komdrek w ilosci 12,5-103 na dotek w 6-dotkowych przezroczystych

naczyniach hodowlanych w medium o objetosci 3 cm?.

Hodowle kontynuowano przez kolejne cztery doby. Przez caty czas trwania
eksperymentu medium kondycjonowane wymieniano na Swieze co 24 godziny. Po
okresie obserwacji wzrostu kolonii, przeptukiwano je dwukrotnie 1 cm? PBS po czym
dodawano po 1 cm?® mieszaniny kwas octowy- metanol przygotowanej w stosunku
1:7. Proces utrwalania prowadzono przez pie¢ minut. Po tym czasie roztwdr usuwano z
dotkdbw a na jego miejsce dodano 1 cm?® przesgczonego 0,2 % (w/o) fioletu
krystalicznego. Barwienie kolonii prowadzono przez 30 minut czym przeptukano
dwukrotnie 1 cm3 PBS. Ptytke pozostawiono do wyschniecia a nastepnie kolonie

rozpuszczono w 0,2 cm? 33 % (o/0) kwasu octowego.

Do przezroczystej ptytki 96-dotkowe] przeniesiono po 0,15 cm? rozpuszczonych
w kwasie octowym komdrek a nastepnie dokonano pomiaru absorbcji na czytniku

mikroptytek przy dtugosci fali 590 nm.
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4.7. Badanie potencjatu inwazyjnego komérek Hep G2

4.7.1. Ocena wptywu nanoczastek srebra na potencjat inwazyjny komorek Hep G2
hodowanych w pozywkach o réznym stezeniu glukozy

Eksperyment prowadzono wedtug procedury rekomendowanej przez firme, od
ktorej pozyskano model macierzy btony podstawnej Matrigel (Corning), z drobnymi
modyfikacjami wprowadzonymi w zwigzku z rekomendacjami firmy od ktérej pozyskano
wktady membranowe (Greiner). Doswiadczenie rozpoczeto od wysiania komorek
Hep G2, hodowanych w pozywce o réznym stezeniu glukozy (5,5 mmol/dm3 oraz
25 mmol/dm3), na 6-dotkowe ptytki w ilosci 0,5:10° komérek w 3 cm?® pozywki
i inkubowano przez 24 godziny. Nastepnie do komérek dodano nanoczastki srebra
w stezeniach: 6,25, 12,5 i 25 pg/cm3. Transfekcje syntetycznymi analogami miRNA,
wykonano dwanascie godzin przed dodaniem nanoczastek srebra.

Po 16 godzinach od dodania nanoczastek przygotowano przezroczystg ptytke
hodowlang 24-dotkowg i umieszczono w jej dotkach wktady membranowe. Zgodnie
z zaleceniami producenta, do wktadéw membranowych dodano po 0,06 cm? $wiezo
przygotowanego odczynnika Matrigel o stezeniu 0,5 mg/cm® w buforze Tris-HCI
z dodatkiem NaCl pH=8,0 (gdzie Tris 0,1mol/dm3 i 0,7 % (w/o) NaCl). Pod wktady
membranowe dodano 0,6 cm® medium hodowlanego z 20 % (0/0) zawartoscig surowicy.
W tym samym czasie usuwano medium kondycjonowane z ptytek 6-dotkowych
z komdrkami, a komérki umieszczono w Swiezym medium pozbawionym surowicy.

Po o$smiu godzinach od przygotowania ptytek 24-dotkowych, czyli 24 godzinach
od dodania nanoczgstek srebra do komérek, usuwano medium kondycjonowane
z naczyri hodowlanych, a komérki uwalniano od podtoza za pomocg 0,2 cm3 0,25 %
trypsyny. Inkubacje z trypsyng prowadzono pie¢ minut, po czym naczynia dopetniono
medium hodowlanym bez dodatku surowicy do 1 ¢cm3, komdrki mieszano i liczono
metoda wykorzystujgca bfekit trypanu za pomocg automatycznego licznika komorek.

Komérki przenoszono do probdwek a nastepnie wirowano 3-102 g przez 10 minut
w temperaturze pokojowej i usuwano supernatant. Do osadu komérek dodawano
medium bez surowicy a zawiesine komodrek mieszano. Nastepnie z wktadow

membranowych usuwano nadmiar Matrigelu i dodano do nich zawiesine komdrek tak,

48



aby uzyska¢ ilo$é koricowa 10° komdrek w 0,2 cm?® medium hodowlanego bez dodatku
surowicy.

Przygotowang w ten sposob ptytke inkubowano w warunkach standardowej
hodowli przez 24 godziny. Po tym czasie z wktadéw membranowych usunieto medium,
przeptukano je dwukrotnie PBS i przeniesiono do czystej ptytki 24-dotkowej. Zaréwno do
wktadédw membranowych jak i do dotkéw ptytki dodano formaldehydu 4 % (w/o)
doprowadzonego do pH=7,1. Ptytke pozostawiono na 24 godziny, po ktérych ponownie
przeptukano wktady membranowe dwukrotnie w PBS i przeniesiono je do kolejnej
czystej ptytki 24-dotkowej. Zaréwno do wktadéw membranowych jak i do dotkéw ptytki
dodano wczesdniej przygotowany i przesgczony przez bibute filtracyjng fiolet krystaliczny
o stezeniu 0,2 % (w/0). Barwigce sie komorki we wktadach membranowych inkubowano
30 minut w temperaturze pokojowej, po czym przeptukano je dwukrotnie PBS. Wkiady
membranowe oczyszczono delikatnie jednorazowymi patyczkami higienicznymi
i pozostawiono do wyschniecia przez 24 godziny. Po tym czasie wybarwione, suche
wkfady przeniesiono na szkietko podstawowe i fotografowano pod mikroskopem. Wyniki

w formie zdje¢ zostaty opracowano w programie ImageJ (https://imagej.net/).

4.7.2. Ocena wplywu syntetycznych analogéw miRNA na potencjat inwazyjny
komaérek Hep G2 poddanych dziataniu nanoczgastek srebra

Do eksperymentu wybrano komérki hodowane w pozywce o stezeniu glukozy
réwnym 25 mmol/dm3. Komorki przygotowano w sposdb identyczny jak opisany
w rozdziale 4.7., z tym ze do komédrek dodano syntetyczne analogi wybranych miRNA na

dwanascie godzin przed dodaniem do komdrek nanoczastek srebra.

4.8. Badanie potencjatu migracyjnego komédrek Hep G2

4.8.1. Test zarastania rysy przez komoérki Hep G2 hodowanych w dwéch wariantach
dostepnosci glukozy i poddanych dziataniu nanoczgastek srebra

Test zarastania rysy wykonano zgodnie z rekomendowang w literaturze metodg
[165]. Komérki Hep G2 hodowane w pozywce o réznym stezeniu glukozy wysiano na
6-dotkowych, przezroczystych naczyniach hodowlanych wilo$ci 0,5-10° komérek w 3 cm?
odpowiedniej pozywki hodowlanej. Po dwdch dobach od wysiania komorek, do medium

dodano zawiesine nanoczastek srebra w stezeniach: 6,25, 12,5 i 25 pg/cm?,
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uwzgledniajgc wtasciwg kontrole. Ryse wykonano po trzech dobach od inicjacji hodowli
komorek za pomocy sterylnej koricdwki pipety automatycznej, o pojemnosci 2-20 cm3.
W trakcie trwania doswiadczenia, co 24 godziny medium kondycjonowane wymieniano
na Swieze. Proces zarastania rysy dokumentowano za pomoca zdje¢ wykonanych pod
mikroskopem niezwtocznie po wykonaniu rysy oraz po 24, 48 i 72 godzinach. Zdjecia
wykonano w powiekszeniu 20-krotnym. Pola powierzchni rys oceniano za pomoca

programu ImagelJ.

4.8.2. Test zarastania rysy przez komérki Hep G2 transfekowane syntetycznymi
analogami miRNA i poddane dziataniu nanoczastek srebra

Do eksperymentu wybrano komérki hodowane w pozywce o stezeniu glukozy
réownym 25 mmol/dm3. Komorki przygotowano w sposéb identyczny jak opisany
w rodziale 4.8b z tym, ze do komdrek dodano syntetyczne analogi wybranych miRNA na

dwanascie godzin przed dodaniem do komdrek nanoczastek srebra.

4.9. Analiza cyklu komérkowego

4.9.1. Analiza cyklu komoérkowego komoérek Hep G2 hodowanych w pozywkach
o réznym stezeniu glukozy i poddanych dziataniu nanoczastek srebra

W celu przeanalizowania rozktadu faz cyklu komodrkowego zmodyfikowano
metode wykorzystujgca jodek propidyny [166].

Komérki wysiano na 6-dotkowe naczynia hodowlane w ilo$ci 0,5-10% komérek na
dotek. Do doswiadczen uzyto komodrek hodowanych w pozywkach rdéznigcych sie
stezeniem glukozy (5,5 mmol/dm3 i 25 mmol/dm3). W kazdym dotku umieszczono
komorki w 3 cm? odpowiedniej pozywki hodowlanej. Po 24 godzinach do komérek
dodano zawiesine nanoczastek srebra w stezeniach: 6,25 pg/cm3, 12,5 pg/cm?3
i 25 pg/cm? uwzgledniajac wiasciwa kontrole. Inkubacja z nanoczastkami trwata kolejna
dobe, po ktérej usunieto medium kondycjonowane i przeptukano monowarstwe
komorek PBS.

Komorki uwolniono od podtoza z uzyciem 0,15 cm3 0,25 % trypsyny. Uzyskang
zawiesine komodrkowg uzupetniono PBS do objetosci 0,5 cm3. Nastepnie komorki
przeniesiono do probéwki i wirowano przy 3-102 g przez 10 minut. Po zwirowaniu

komarek usunieto supernatant a komarki zawieszano w 0,1 cm3 PBS. Zawiesine komdrek
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dodano do 0,9 cm? schtodzonego do -20°C alkoholu etylowego 70 % (o/0), szybko
wstrzykujac jg pod powierzchnie alkoholu na wytrzgsarce typu vortex.

Przygotowane w ten sposéb komdrki przechowywano w -20°C przez jedng dobe.
Nastepnego dnia probéwki wirowano 10* g w temperaturze -4°C przez 10 minut. Po
zwirowaniu komorek supernatant usunieto, a do osadu komdrek dodano roztwér RNAzy
o aktywnosci 50 ku/cm?® w PBS, w objetosci 0,5 cm3. Trawienie enzymem prowadzono
przez pot godziny. Na kolejne p6t godziny do zawiesiny komérek dodano 0,5 cm? jodku

propidyny o stezeniu 150-10"® mol/dm?3 osiggajgc koficowo stezenie 75-10°® mol/dm3.

Pomiar cyklu komérkowego wykonano z wykorzystaniem cytofluorymetru

przeptywowego LSRII BD. Uzyskane dane analizowano za pomoca programu FlowlJo.

4.9.2. Analiza cyklu komdrkowego komorek Hep G2 transfekowanych syntetycznymi
analogami miRNA i poddanym dziataniu nanoczgstek srebra

Doswiadczenie wykonano analogicznie jak w rozdziale 4.9a. Jedyng modyfikacje
stanowita transfekcja komorek syntetycznymi analogami miRNA na dwanascie godzin
przed dodaniem nanaoczgstek srebra. Wybranym wariantem komérek do
doswiadczenia byly komoérki hodowane w pozywce o stezeniu glukozy réwnym

25 mmol/dm3.

4.10. Apoptoza

Komérki wysiano na 6-dotkowe naczynia hodowlane w gestosci 0,5-10° komdrek
w pozywce o objetosci 3 cm?3. Po 24 godzinach, do komdrek dodano nanoczgstki srebra
i prowadzono inkubacje przez kolejng dobe. Nastepnie usunieto z ptytki medium

kondycjonowane, a komérki przeptukano 3 cm?3 PBS.

Komérki uwolniono od podtoza z uzyciem 0,15 cm3 0,25 % trypsyny. Uzyskang
zawiesine komodrkowg uzupetniono PBS do objetosci 0,5 cm3. Nastepnie komorki
przeniesiono do probéwki i wirowano przy 3-102 g przez 10 minut. Po zwirowaniu
komorek usunieto supernatant a komorki zawieszano w 1 cm3 pozywki hodowlanej. Do
uzyskanej zawiesiny dodawano 10 pg/cm3 Hoechst 33342 oraz 50 pg/cm? Pl po czym
prowadzono inkubacje przez 30 minut w temperaturze 37°C w ciemnosci. llos¢ komdrek

w odpowiednich fazach zliczano pod mikroskopem fluorescencyjnym.
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4.11. Metody wykorzystane w celu analizy poétilosciowej biatek z wykorzystaniem
techniki Western Blot

4.11.1. Przygotowanie lizatow biatkowych z hodowli komérkowych

Komorki hodowano na przezroczystych 6-dotkowych naczyniach hodowlanych
w iloéci 0,5:10° komodrek na dotek. Po 24 godzinach, do komérek dodano zawiesine
nanoczastek srebra w stezeniach: 6,25, 12,5 oraz 25 ug/cm3z uwzglednieniem stosowne;j
kontroli. W nastepnej dobie, usunieto medium kondycjonowane i przeptukano komarki
PBS w objetosci 2 cm3. Do komérek dodano roztworu M-PER w objetosci 0,2 cm?
wzbogaconego inhibitorami proteaz zgodnie z zaleceniami producenta. Zawiesine biatek
mieszano przez pie¢ minut na wytrzgsarce termicznej. Przygotowang zawiesine
przeniesiono do probdéwek jednorazowych i wirowano przy 14-10% g przez 10 minut.

Nastepnie, przeniesiono supernatant do nowych sterylnych probéwek jednorazowych.

Zabezpieczone w ten sposob lizaty przechowywano w temperaturze -20°C przez

maksymalnie miesiac.

W przypadku doswiadczen w ktérych wykorzystywano komorki transfekowane
syntetycznymi analogami miRNA, przygotowanie lizatéw biatkowych odbywato sie
w identyczny sposoéb jak opisany powyzej, z tym ze transfekcje syntetycznymi analogami

miRNA wykonano dwanascie godzin przed dodaniem nanoczastek srebra.

4.11.2. Oznaczenie biatka w lizatach komoérkowych

Przygotowane préby wzorcowe, wraz z prébkami badanymi opisanymi powyzej,
przenoszono na 96-dotkowe naczynie reakcyjne w objetosci 10 pg/cm? w trzech
powtdrzeniach technicznych. Do prébek oraz szeregu rozciericzern dodano 150 c¢cm3
odczynnika Pierce 660. Ptytke wytrzgsano przez pie¢ minut na wytrzgsarce termicznej
w temperaturze pokojowej a nastepnie wykonywano pomiar. Pomiar absorbancji

wykonano za pomocg czytnika mikroptytek przy dtugosci fali 660 nm.

Stezenie biatka w lizatach byto okreslane na podstawie krzywej kalibracyjnej
przygotowanej réwnolegle z ocenianymi probkami. Krzywa dla biatek zostatfa
przygotowana przez szereg rozcieczen roztworu albuminy bydlecej (BSA)

przygotowanej w roztworze M-PER z inhibitorami proteaz, a maksymalne stezenie
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oznaczane z zachowaniem liniowego charakteru zaleznosci stezenia do absorbancji

wynosito 5 mg/cm3.

4.11.3. Wykrywanie biatek zaangazowanych w EMT oraz biatek kontrolowanych przez
wybrane miRNA metoda Western Blot

Poziom biatek odpowiadajgcych za EMT oraz biatek kontrolowanych przez
wybrane miRNA oznaczono za pomocg metody Western Blot. Transfer przeprowadzono
na membranach PVDF z uzyciem zestawu do szybkiego transferu firmy Biorad.
Chemiluminescencyjnej detekcji biatek dokonano z wykorzystaniem transiluminatora

przy pomocy komercyjnego zestawu SuperSignal™ Western Blot Substrate Bundle.

W przypadku biatek regulujgcych EMT uzyto zestawu przeciwciat Epitelial-
Mesenchymal Transition (EMT) Antibody Sampler Kit, natomiast w przypadku biatek
kontrolowanych przez odpowiednie miRNA uzyto przeciwciat przeciwko: mTOR
(kontrolowane przez miR-100-5p), CCNE1 (kontrolowane przez (miR-195-5p), CDKN1B
(kontrolowane przez miR-221-3p, NF1 (kontrolowane przez miR-107) oraz CLDN1
(kontrolowane przez miR-21c-3p). Jako biatko odniesienia, do eksperymentéw wybrano

gamma-tubuline.

Przygotowane wczesnie] lizaty biatkowe umieszczono w temperaturze 0°C na
30 min. W czasie inkubacji, przygotowane zostaty roztwory konieczne do

przeprowadzenia oznaczenia Western Blot (TBST i SDS PAGE).

Probki wirowano 14-10% g przez pie¢ minut i przenoszono do suchego bloku
grzejnego rozgrzanego do temperatury 95°C, rowniez na pie¢ minut celem denaturacji
biatek. Prébki przygotowano tak, aby koicowo w studzienkach zelu, po dodaniu 102 cm3
buforu obcigzajgcego, znajdowato sie po 10° g biatka catkowitego. Pozostawiono
réwniez studzienke dla markera mas, ktérego dodano 3:10% cm3. Elektroforeze
prowadzono przez pierwsze pie¢ minut przy napieciu 50 V, a przez reszte rozdziatu
elektroforetycznego przy 100 V. Po zakoriczonej elektroforezie, zele przeniesiono na

membrany i przystgpiono do transferu, prowadzonego przez 7 min (2,5 A).

W nastepnym kroku, membrany PVDF przenoszono do pojemnikéw
zawierajacych 10 cm? TBST i umieszczano na mieszadle. Membrany ptukano trzykrotnie

10 cm? TBST, kazdorazowo po pie¢ minut. Nastepnie membrany blokowane byty przez
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godzine roztworem TBST z dodatkiem 5 % BSA [w/0]. Po tym czasie, membrany nacinano
sterylnym skalpelem, w zgodnosci z miejscami widocznymi dzieki markerom mas, tak
aby zachowaé fragmenty zawierajgce pojedyncze biatka. Fragmenty ponownie ptukano

trzykrotnie 10 cm3 TBST i rozdystrybuowano w osobne pojemniki.

W celu detekcji odpowiednich biatek, membrany inkubowano z5 cm®TBST z 5 %
zawartoscig BSA [w/o] oraz dodatkiem odpowiednich, dla kazdego z biatek, przeciwciat
I-rzedowych dodanych w stosunku 1:1000 (o/o) do roztworu BSA. Inkubacje
z przeciwciatami I-rzedowymi prowadzono przez noc (dwanascie godzin). Membrane
ptukano trzykrotnie 10 cm3 TBST a nastepnie umieszczono na godzine w 5 cm3 TBST
2 5 % zawartoscig BSA [w/o] oraz dodatkiem przeciwciat ll-rzedowych w stosunku 1:2000
(o/0). Nadmiar przeciwciat usunieto przez trzykrotne ptukanie w TBST w ktérym

pozostawiono membrany do wizualizacji.

W celu detekcji biatek, membrany umieszczono w  roztworze
chemiluminescencyjnym na minute, po czym przystgpiono do detekcji sygnatu przy

pomocy transiluminatora.

W celu detekcji biatek, membrany umieszczono w roztworze do detekcji
chemiluminescencyjnej na minute. Sygnat wykrywano za pomocg transiluminatora

z uzyciem oprogramowania dedykowanego dla urzadzenia.

Wybrane biatko Pochodzenie przeciwciata Dystrybutor
| rzedowe przeciwciata

N-kadheryna Krolicze IgG Cell Signaling

E-kadheryna Krolicze IgG Cell Signaling

Beta-katenina Krolicze IgG Cell Signaling

Klaudyna Krolicze IgG Cell Signaling

Z70-1 Krolicze IgG Cell Signaling

Snail Krolicze IgG Cell Signaling

TCF8/Zeb1 Krélicze 1gG Cell Signaling
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Gamma-tubulina Krélicze 1gG Sigma Aldrich
mTOR Krolicze IgG Biorbyt
CCNE1 Krélicze 1gG Biorbyt

CDKN1B Krélicze 1gG Biorbyt
NF1 Krélicze 1gG Biorbyt

Il rzedowe przeciwciato

Przeciwciato przeciwko

kréliczemu IgG z HRP Kozie Cell Signaling

4.12. Ocena generacji reaktywnych form tlenu w komaérkach Hep G2

4.12.1. Ocena ilosci generowanych reaktywnych form tlenu z wykorzystaniem
H.DCFDA w komérkach Hep G2 hodowanych w pozywkach o réznym stezeniu glukozy,
poddanych dziataniu nanoczgstek srebra

Doswiadczenie wykonano na podstawie dostepnej w literaturze metodologii
[167]. Komodrki Hep G2 hodowane w dwdch wariantach dostepnosci glukozy
(5,5 mmol/dm3 i 25 mmol/dm3) wysiano w butelkach hodowlanych o powierzchni
25 cm? w ilosci 1,3-10° komorek i inkubowano przez 24 godziny. Nastepnie do komérek
dodano nanoczastki srebra w stezeniach: 6,25, 12,5 i 25 pg/cm3, z uwzglednieniem
wtasciwej kontroli. Przygotowane w ten sposdb komaérki inkubowano dwanascie godzin.
Medium kondycjonowane usuwano, a komarki uwolniono od podtoza z uzyciem 0,5 cm3
0,25 % trypsyny. Inkubacje prowadzono przez pie¢ minut po czym do naczyn
hodowlanych dodano 0,5 cm? PBS i zawiesine komdrkowg wymieszano. Nastepnie,
komoérki przenoszono do jatowych probdowek jednorazowych. Zawiesine wirowano przy
3-10% g przez 10 minut. Po wirowaniu usunieto supernatant i do komérek dodano 1 cm?3
odpowiedniej pozywki hodowlanej. Komérki delikatnie wymieszano i dodano do nich
sonde H,DCFDA przygotowang w DMSO. Stezenie koricowe sondy wynosito
10° mol/dm3.

Pomiaru dokonano za pomocg cytofluorymetru przeptywowego w kanale FITC.
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4.12.2. Ocena ilosci generowanych reaktywnych form tlenu z wykorzystaniem
H.DCFDA w komérkach Hep G2 transfekowanych syntetycznymi analogami miRNA
i poddanych dziataniu nanoczastek srebra

Do eksperymentu wykorzystano komoérki Hep G2 hodowane w pozywce
zawierajgcej 25 mmol/dm3 glukozy Doswiadczenie przeprowadzono analogicznie do
opisanego w rozdziale 4.12.1a. Zmiane, stanowita transfekcja komérek przeprowadzona

dwanascie godzin przed dodaniem do ptytki nanoczgstek srebra.

4.12.3. Pomiar reaktywnych form tlenu z uzyciem sondy DHR123 w komdrkach
Hep G2 poddanych dziataniu syntetycznych analogéw miRNA i nanoczastek srebra

Komérki hodowane w pozywce o stezeniu glukozy réwnym 25 mmol/dm3
wysiano na 6-dotkowe naczynia hodowlane w ilosci 0,5-10° komdérek w medium
o objetosci 3 cm3. Po dwunastu godzinach hodowli, przeprowadzano transfekcje
syntetycznymi analogami miRNA, a po kolejnych dwunastu godzinach dodano
nanoczastki srebra. Komorki inkubowano w obecnosci nanoczagstek srebra przez
24 godziny, po czym medium kondycjonowane usuwano a komérki uwolniono od
podtoza inkubujgc monowarstwe z 0,15 cm?3 0,25 % trypsyny. Do powstatej zawiesiny
dodano medium hodowlane tak, aby uzyska¢ koricowo objeto$¢ 0,5 cm3. Nastepnie do
komodrek dodano sonde DHR123, tak aby zawiesina komdrek koncowo zawierata
5 umol/dm? barwnika. Zawiesine wymieszano, przeniesiono do probdéwek
cytometrycznych i przeprowadzono 45-minutowg inkubacje w 37°C. Po tym czasie
zmierzono poziom utlenienia sondy za pomocg cytometru przeptywowego w kanale

FITC.

4.12.4. Oznaczenie rodnikowych produktéw peroksydacji lipidéw za pomoca sondy
BODIPY Cl11 w komdrkach transfekowanych syntetycznymi analogami miRNA
i poddanych dziataniu nanoczastek srebra

Komérki wysiano na 6-dotkowe naczynia hodowlane w gestosci 0,5-10° komdrek
w medium o objetoéci 3 cm3 pozywki hodowlanej o 25 mmol/dm3 zawartosci glukozy.
Po dwunastu godzinach hodowli, komérki transfekowano syntetycznymi analogami
miRNA, a po kolejnych dwunastu godzinach dodano nanoczgstki srebra. Komorki
inkubowano w obecnosci nanoczgstek srebra przez 24 godziny po czym usuwano

medium kondycjonowane, a komorki uwolniono od podtoza inkubujgc monowarstwe
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20,15 cm3 0,25 % trypsyna. Do powstatej zawiesiny dodano medium hodowlane tak, aby
uzyskaé koncowo objeto$¢ 0,5 cm3. Nastepnie, powstatg zawiesine komérek
przenoszono do probdéwek cytometrycznych i dodawano sonde BODIPY 581/591 C11
uzyskujagc stezenie koricowe 1 pmol/dm3. Zawarto$é probdwki wymieszano

i inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C.

Pomiaru produktéw peroksydacji lipidéw dokonano za pomoca cytofluorymetru

przeptywowego w kanatach FITC i PE.

4.13. Ocena zawartosci NADP i NADPH w komoérkach Hep G2

4.13.1. Ocena zawartosci NADP i NADPH w komdrkach hodowanych w dwéch
wariantach stezenia glukozy i poddanych dziataniu nanoczastek srebra

Doswiadczenie przeprowadzono zgodnie ze wskazaniami producenta zestawu
NADP/NADPH-Glo™. Test oparty jest na zjawisku bioluminescencji i wykrywa utlenione
i zredukowane formy fosforandw dinukleotydéw nikotynoamidoadeninowych
(odpowiednio NADP* i NADPH). Reakcja polega na redukcji substratu reduktazy
prolucyferyny w celu wytworzenia lucyferyny, ktdra jest oznaczana iloSciowo przy uzyciu
rekombinowanej lucyferazy Ultra-Glo™. W reakcji wytwarzany jest sygnaf,
proporcjonalny do ilosci NADP* i NADPH.

Komérki hodowane w dwdch stezeniach dostepnosci glukozy (5,5 mmol/dm3
oraz 25 mmol/dm3) wysiano na naczynie hodowlane 96-dotkowe dedykowane do
pomiardéw bioluminescencyjnych, w ilosci 10* w 0,1 cm?® medium. Po 24 godzinach do
komérek dodano nanoczastki srebra zmieszane z pozywka hodowlang tak aby koricowe
stezenie w ptytce z komdrkami wynosito: 6,25, 12,5 oraz 25 pg/cm? a objeto$¢ w dotku
wynosita 0,15 cm?3. Inkubacje z nanoczgstkami prowadzono przez jedng dobe. Nastepnie
medium kondycjonowane wymieniono na $wieze w objetosci 0,1 cm? i pozostawiono
hodowle na pieé¢ minut w temperaturze pokojowej. Do dotkdw dodano swiezo
przygotowanego NADP/NADPH-Glo™ Detection Reagent w stosunku 1:1 i wytrzgsano na
wytrzgsarce termicznej przez pieé minut.

Pomiaru luminescencji NADP i NADPH dokonano za pomoca czytnika mikroptytek

po 30 minutach od dodania odczynnika.
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4.13.2. Ocena zawartosci NADP i NADPH w komdrkach transfekowanych
syntetycznymi analogamami miRNA i poddanych dziataniu nanaoczastek srebra

Do doswiadczenia wybrano komdrki hodowane w pozywce hodowlanej
o stezeniu 25 mmol/dm?3. Eksperyment przeprowadzono w sposdb wskazany w rozdziale
4.13a. Jedynga roznice stanowi transfekcja komorek, ktéra zostata przeprowadzona

dwanascie godzin przed dodaniem do komdérek nanoczastek srebra.

4.14. Metody wykorzystane w celu analizy pozioméw ekspresji paneli miRNA
zwigzanymi z procesem nowotworzenia w watrobie

4.14.1. Izolacja miRNA

Do izolacji miRNA z komdrek Hep G2 uzyto zestawu komercyjnego miRNEASY
mini kit (Qiagen), procedure izolacji prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta.

Komérki hodowane w medium o réznym stezeniu glukozy (5,5 mmol/dm?3 oraz
25 mmol/dm3) wysiano w butelkach hodowlanych o powierzchni 25 cm? w ilosci 1,2-10°
komdrek w 5 cm® medium. Po 24 godzinach dodawano nanoczgstek w stezeniu
25 pg/cm3 w obecnosci ktérych inkubowano komorki przez kolejng dobe. Po tym czasie
komérki uwalniano od podtfoza przez dodanie 1 cm3 0,25 % trypsyny na 5 minut. Aby
zatrzymaé proces trypsynizacji do komdrek dodano 4 cm? PBS po czym komorki
wirowano 3-10?> g przez 10 minut. Nastepnie supernatant usuwano a komorki
zawieszano w 5 cm? PBS. Wirowanie powtérzono w powyzszych warunkach, i nastepnie
usuwano supernatant i zawieszano komodrki w 0,7 cm® QIAzol Lysis Reagent.
Przygotowany lizat przenoszono do nowej probdéwki jednorazowej i przechowywano
w temperaturze -80°C przez tydzien.

Przygotowany wedtug powyzszej procedury materiat biologiczny inkubowano
przez pie¢ minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 0,14 cm?
chloroformu i intensywnie mieszano, po czym inkubowano pie¢ minut w celu
rozdzielenia faz. Nastepnie probki wirowano przez 15 minut w temperaturze 4°C
z predkoscig 14-103 g. Po wirowaniu, przenoszono gorna faze wodng do nowej probdwki
jednorazowej, do ktdrej dodawano réwniez 0,5 cm3 etanolu 100 % (o/o), zawarto$é
probowki intensywnie mieszano i niezwtocznie przenoszono do kolumn (zatgczonych
w zestawie) umieszczonych w probdéwkach jednorazowych. Prébki wirowano 8:10% g

w temperaturze 21°C przez 15 sekund. Przelany do probéwki jednorazowej supernatant
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usuwano. Czynnos¢ powtarzano do wykorzystania catosci probek w etanolu. Kolumny
z zamknietym RNA catkowitym wyptukano roztworem RWT w objetosci 0,7 cm? wirujac
kolumne z roztworem w takich samych warunkach jak w kroku poprzednim. Nastepnie
kolumne ptukano zatgczonym roztworem RWE w objetosci 0,5 cm? i postepowano jak
w przypadku roztworu RWT. Do kolumny dodano jeszcze raz 0,5 cm3? buforu RWE
i przeprowadzono wirowanie 8-103 g w temperaturze 21°C, jednak tym razem przez dwie
minuty aby osuszy¢ kolumne z pozostatosci etanolu.

Elucje RNA przeprowadzono po przeniesieniu kolumny do nowej probdwki
jednorazowej. Na kolumne dodano 0,03 cm® wody wolnej od RNaz po czym wirowano
kolumne 8:10% g w temperaturze 21°C przez 60 sekund. Jako$¢ wyizolowanego RNA byta

oceniana za pomoca spektrofotometru NanoDrop.

4.14.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Synteza DNA zostata przeprowadzona z uzyciem komercyjnie dostepnego
zestawu miScript Il RT Kit (Qiagen) zgodnie z instrukcjami dotgczonymi do produktu. Jako
matrycy uzyto 20 ng RNA wyizolowanego z komérek linii Hep G2. Reakcje prowadzono
w objetosci 20 mm?3 z uzyciem Termocyklera C1000 Touch Thermal Cycler (Biorad).
Reakcje przeprowadzano w dwéch etapach: 60 minut w 37 °C a nastepnie 5 minut w 95
°C. Reakcja syntezy cDNA byfa przeprowadzono niezwtocznie po izolacji RNA celem

unikniecia degradacji matrycy. cDNA przechowywano w -80 °C.

4.14.3. Oznaczanie ilosci miRNA w materiale biologicznym metoda real-time PCR

Reakcja RT-PCR zostata przeprowadzona z uzyciem paneli ze starterami przednimi
miScript miRNA PCR Array MIHS-116ZD-12, miScript SYBR Green PCR Kit (zawierajgcego
starter wsteczny) oraz QuantiTect SYBR Greem PCR Master Mix(Qiagen). Wstepne prace
przeprowadzono zgodnie z instrukcjami do zestawdw. Reakcje przeprowadzono z
uzyciem Termocyklera C1000 Touch Thermal Cycler (Biorad). Reakcje RT-PCR
przeprowadzono w nastepujgcych krokach: 19 minut w 95 °C. Nastepnie 40 cykli w tym
kazdy: faza denaturacji 15 s w 94 °C, faza hybrydyzacji starteréw 30 s w 55 °C, faza

elongacji nici 30 s w 70 °C.

Wyniki opracowano za pomocg oprogramowania bedgacego czescig zestawu firmy

Qiagen do przeprowadzenia g-PCR.
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4.15. Pomiar potencjatu btony mitochondrialnej w komérkach Hep G2 po transfekcji
wybranymi syntetycznymi analogami miRNA oraz po inkubacji z nanoczastkami srebra

Komérki Hep G2 wysiano na ptytkach 6-dotkowych w gestosci 0,5-10% komdrek w
3 cm3 pozywki hodowlanej. Po dwunastu godzinach komorki transfekowano wybranymi
syntetycznymi analogami miRNA, po nastepnych 12 godzinach dodawano nanoczgstki
srebra na kolejne 24 godziny inkubacji. Komérki uwalniano od podtoza za pomocg 0,2
cm?® 0,25 % trypsyny podczas pieciominutowej inkubacji. Nastepnie trypsyne
inaktywowano przez dodanie 0,8 cm3 pozywki hodowlanej i powstatg zawiesine
komodrek wymieszano. Pobrano z niej 0,5 cm® i przeniesiono do probdwki
cytometrycznej. Roztwér sondy fluorescencyjnej (CMXRos) o stezeniu 30 pmol/dm3
przygotowano w pozywce hodowlanej i dodano do zawiesiny komdrek 0,1 cm3 w celu
uzyskania stezenia koricowego 5 umol/dm3. Odczyty wykonano w kanale PE-Texas Red

z uzyciem cytometru przeptywowego LSR II.

Do walidacji testu potencjatu mitochondrialnego zastosowano CCCP

w koricowym stezeniu 5 umol/dm?3 oraz oligomycyne w koicowym stezeniu 5 pg/cm?3.

4.16. Pomiar poziomu ATP w komdrkach linii Hep G2 po transfekcji wybranymi
syntetycznymi analogami miRNA oraz po inkubacji z nanoczgstkami srebra

Komorki linii Hep G2 wysiewano na ptytki 12-dotkowe ilosci 5 -10°. Po dwunastu
godzinach przeprowadzono transfekcje wybranymi syntetycznymi analogami miRNA. Po
kolejnych 12 godzinach dodano nanoczgstki srebra na 24 godziny inkubacji. Po tym
czasie komérki uwolniono z powierzchni mechanicznie z uzyciem skrobaczek w 0,15 cm3
wody. Nastepnie prébki podgrzano do 99 °C przez 10 minut oraz zwirowano w 4 °C,

10 minut, 10* g. Oznaczenie wykonywano z uzciem supernatantu.

Poziom ATP zmierzono za pomocg komercyjnego zestawu ATP Determination Kit
(Thermo Fisher Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta. Odczyty luminescencji

przeprowadzono za pomocg czytnika mikroptytek EnVision.

4.17. Ocena modulacji miRNA zwigzanych z procesem nowotworzenia in vivo

Eksperyment zostat zatwierdzony przez Il Lokalng Komisje Etyczng w Warszawie
i przeprowadzony zgodnie z obowigzujgcymi przepisami prawa krajowego;

nr. zgody:35/2014.
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Doswiadczenia przeprowadzono na samcach szczuréw w czternastym tygodniu
zycia Fischer 344 (szczep: Fischer 344/DuCrl: otrzymany od Charles River, Sulzfeld,
Niemcy) po dziesieciodniowej aklimatyzacji zwierzat. Podczas doswiadczenia zwierzeta
przebywaty w indywidualnych klatkach z poliuretanu z zapewnieniem statej temperatury
23°C, wilgotnosci wzglednej 60 % i 12-godzinnego cyklu swiatto - ciemnosé. Zwierzeta
miaty swobodny dostep do swiezej wody i paszy (Sniff® Spezialititen GmbH R/M-H
Niemcy).

Po aklimatyzacji szczury (n=56) podzielono na 4 grupy Ag Iv (n=14), Ag Pos (n=14),
kontrolng Iv (n=14) i kontrolng Pos (n=14). Poczatkowa masa ciata zwierzat wynosita
205,7 £ 9,2 g. Zwierzeta z grupy doswiadczalnej otrzymywaty 20 nm AgNPs w dawce
5 mg/kg masy ciata dozylnie jako pojedynczg dawke do zyty ogonowej (grupa Ag Iv) oraz
30 mg/kg masy ciata doustnie po codziennym podaniu dozotgdkowym (grupa Ag Pos).
Szczury z grupy kontrolnej poddano dziataniu 0,9 % roztworu NaCl, stosujgc te samg
droge ekspozycji, co w przypadku odpowiedniej grupy poddane] dziataniu nanoczgstek
srebra.

W trakcie doswiadczenia monitorowano parametry takie jak objawy chorobowe,
stan wzrostu, spozycie paszy oraz aktywnos¢ zwierzgt. W pierwszym i 28 dniu (Ag lv,
kontrola Iv) oraz siodmym i 28 dniu (Ag Pos, kontrola Pos) doswiadczenia zwierzeta
usmiercono (po siedem egzemplarzy z kazdej grupy) przez inhalacje izofluranem (Baxter
Healthcare, Warszawa, Polska). Probki z tkanek poddanych perfuzji przeptukano
buforem PBS i wyizolowano z nich miRNA. MiRNA przepisano na cDNA i zamrozano
w ciektlym azocie do momentu przeprowadzenia analiz z uzyciem zestawow

analogicznych jak w podrozdziale 4.13.3 (Qiagen).

Pobranie materiatu i przygotowanie tkanek zrealizowano przez Szkote Gtéwng

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie w Katedrze Dietetyki.

61



5. Wyniki
5.1. Badanie toksycznosci nanoczastek srebra

5.1.1. Analiza cytotoksycznosci nanoczastek srebra wobec komorek linii Hep G2
hodowanych w pozywkach o réznym stezeniu glukozy

W literaturze wykazano toksyczne dziatanie nanoczgstek srebra na wiele linii
komérkowych o réznym pochodzeniu tkankowym i organizmalnym. Do weryfikacji
postawionych hipotez badawczych wybrano linie komdérkowa Hep G2 ze wzgledu na
wczesniej udokumentowang aktywno$é wzgledem niej nanoczgstek srebra. Do
doswiadczen zostaty uzyte komorki linii Hep G2 utrzymywane w pozywkach DMEM
o rdinych stezeniach glukozy: stezenie 5,5 mmol/dm3, ktére jest stezeniem
fizjologicznym w krwi cztowieka; stezenie, 25 mmol/dm?3, jest stezeniem wystepujgcym
przy ostrym stanie cukrzycowym. Wiekszos¢ danych literaturowych powstato w oparciu
o uzywanie medidéw o wyzszym stezeniu glukozy w hodowli komdrek linii Hep G2, mimo
zalecen ATCC odnosnie hodowli tych komérek. Wynika to prawdopodobnie z wiekszej
szybkosci podziatéw komédrek Hep G2 utrzymywanych w medium o wyzszym stezeniu
glukozy. Jednoczesnie czesto pomijany jest fakt istnienia znaczacych rdéznic
w metabolizmie tych komérek w zaleznosci od stezenia glukozy w pozywce, wraz
z ktérym zmienia sie profil odpowiedzi na dziatanie ksenobiotykdéw, w tym nanoczastek

srebra.
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Rysunek 1. Przebieg krzywych przezywalnosci komérek linii Hep G2, hodowanych w pozywkach
zawierajgcych réine stezenia glukozy (5,5 mmol/dm?® i 25 mmol/dm3), w funkcji stezenia
nanoczastek srebra (0,4-100 pg/cm3). Punkty reprezentujg $rednie wraz ze standardowym

btedem $redniej, n=6.

Tabela 1. W tabeli zestawiono IC50 dla komoérek hodowanych w réznych pozywkach poddanych

dziataniu nanoczgstek srebra, razem z przedziatami ufnosci ich wyznaczenia, n=6, a=0,05, test

T-Studenta.
Cg=25 mmol/dm?3 Cg=5,5 mmol/dm3
IC50 [ug/cm?] 12,54 19,09
PU 95 % [ug/cm3] 10,95-14,48 16,4-22,87

W wyniku analizy krzywych przezywalnosci komoérek linii Hep G2 (Rys. 1)
wyznaczono parametry IC50 wobec szeregu stezen nanoczgstek srebra dla komérek
hodowanych przy dostepnosci glukozy 25 mmol/dm? (1C50=12,6 pg/cm?3) oraz dla
komodrek hodowanych przy dostepnosci glukozy 5,5 mmol/dm?3 (1IC50=19,09 pg/cm3).
Zgodnie z wczes$niejszymi obserwacjami i z danymi literaturowymi, badanie wykazato
statystycznie istotng rdznice (Tab. 1) miedzy odpowiedzig na nanoczgstki srebra komérek

hodowanych w pozywkach hodowlanych o réznym stezeniu glukozy. Komérki hodowane

63



w medium o nizszym stezeniu glukozy s odporniejsze na toksyczne dziatanie

nanoczgstek srebra.

5.1.2. Szybkos¢ proliferacji komérek Hep G2 hodowanych w pozywkach o réznym
stezeniu glukozy, poddanych dziataniu nanoczastek srebra

Na proliferacje komodrek nowotworowych wptywa wiele czynnikéw. Do
mechanizméw komodrkowych zwiekszajgcych proliferacje komérek mozna zaliczy¢ te
dziatajgce bezposrednio na ekspresje gendw np. mutacje takie jak delecje, wytaczajace
geny supresorowe lub duplikacje w onkogenach. Posrednie mechanizmy polegajg na
zmianach w ekspresji gendw, zaangazowanych w kontrole innych genéw np. kontrola
przez miRNA, gendw na poziomie mRNA. Na szybkos¢ proliferacji wptywajg rowniez
warunki $Srodowiskowe, ktdorych zmiany mogg powodowac¢ do powstawania stresu
oksydacyjnego w komdrkach a w rezultacie do modyfikacji DNA, biatek i wielu innych

sktadnikéw komorkowych, co wigze sie ze zmianami w metabolizmie komarki.

Zaproponowano doswiadczenie oparte na klasycznym tescie przezywalnosci
z akumulacja czerwieni obojetnej, sprawdzajace szybkos$é proliferacji komérek Hep G2,
poddanych dziataniu nanoczgstek srebra, przy rdozinej dostepnosci glukozy. W celu
weryfikacji hipotezy na temat zdolnosci komdrek do proliferacji w warunkach
toksycznego dziatania srebra, komérki wysiano w rdéinych gestosciach, po czym
dodawano do komédrek nanoczgstek srebra o roznym stezeniu. Przez nastepne trzy doby

od dodania nanoczastek srebra sprawdzano szybkos¢ podziatéw komorkowych.
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Tabela 2. Szybko$¢ proliferacji komdrek linii Hep G2 hodowanych w medium suplementowanym réznymi stezeniami glukozy: 5,5 mol/dm3 i 25 mmol/dm3.
W tabeli zestawiono srednie wartosci absorbancji dla odczytéw ilosci zakumulowanej czerwieni obojetnej po 24, 48 i 72 godzinach. Komodrki poddano dziataniu
nanoczastek srebra w stezeniach 3,125, 6,25 i 12,5 pg/cm?. Kolor zielony oznacza, ze za zaobserwowane réznice w wynikach odpowiedzialna jest interakcja
pomiedzy stezeniem nanoczastek srebra i stezeniem glukozy w danym punkcie czasowym i w danej wyjsciowej ilosci komdrek w hodowli. Kolor fioletowy
oznacza, ze ignorujgc czynnik w postaci stezenia glukozy, za réznice w wynikach odpowiedzialne jest dziatanie nanoczastek srebra. Kolor z6tty oznacza, ze
ignorujac wptyw nanoczgstek srebra, za obserwowany efekt odpowiedzialny jest czynnik w postaci stezenia glukozy w pozywce. Kolor niebieski wskazuje na
synergistyczne dziatanie obu czynnikéw. Kolory zielony i czerwony stanowigce tta dla wartosci absorbancji oznaczajg réznice miedzy odczytami dla obu stezen

glukozy, w danym stezeniu nanoczastek srebra, wyjsciowej gestosci hodowli oraz czasie inkubacji, dwuczynnikowa ANOVA, n=9, a=0,05.

Poczatkowa Czas Stezenie AgNP [pg/cm?]
o . N 0 3,125 | 6,25 12,5
ilos¢ inkubacji - 3
omobrek [h] Stezenie glukozy [mmol/dm?]
55 25 5,5 25 5,5 25 5,5 25
0,069 0,038 0,05 0,029 0,046 0,025 0,01 0,024
3,125-10° 0,084 0,101 0,062 0,079 0,041 0,039 0,015 0,028
0,278 0,283 0,235 0,254 0,141 0,24 0,022 0,079
0,19 0,174 0,166 0,129 0,161 0,129 0,067 0,092
6,25:10° 0,229 0,291 0,205 0,299 0,173 0,247 0,071 0,178
0,336 0,361 0,346 0,346 0,318 0,356 0,139 0,287
0,26 0,248 0,232 0,258 0,252 0,27 0,208 0,212
12,510 0,318 0,394 0,33 0,418 0,315 0,398 0,251 0,339
0,461 0,444 0,439 0,416 0,426 0,436 0,37 0,405
0,334 0,355 0,317 0,36 0,317 0,333 0,313 0,317
25-10° 0,443 0,52 0,447 0,49 0,432 0,536 0,431 0,454
0,481 0,448 0,49 0,423 0,454 0,438 0,475 0,416
0,416 0,446 0,426 0,471 0,414 0,449 0,425 0,416
50-103 0,457 0,516 0,469 0,484 0,462 0,528 0,482 0,403
72 0,492 0,309 0,473 0,278 0,468 0,407 0,486 0,362




Roéznice w odpowiedzi komérek linii Hep G2 na nanoczastki srebra miedzy dwoma
wariantami hodowlanymi, sg najbardziej widoczne w hodowlach inokulowanych
komérkami w ilosci 3,125-10° i 6,25-10%. Poczatkowa szybkos$¢ proliferacji, po 24
godzinach jest wyzsza dla komoérek hodowanych w pozywce o nizszym stezeniu glukozy,
przy czym rdznica ta jest pogtebiana przez nanoczastki srebra. Wynik ten, jest zbiezny
z obserwacjami przeprowadzonymi podczas badania przezywalnosci (Rys. 1). Po 48
godzinach wystepuje punkt przetamania, gdzie obserwowane wyniki sg efektem
dziatania zardwno nanoczgstek srebra i réznic w zawartosci glukozy w pozywce,
jednoczesnie brak jest statystycznie istotnej rdznicy w sposobie reagowania na
nanoczgstki srebra komoérek hodowanych w medium o réznym stezeniu glukozy. Po 72
godzinach obserwowany jest wyziszy potencjat proliferacyjny komérek hodowanych
w pozywce o wyzszym stezeniu glukozy, przy wiekszej tolerancji tych komodrek na
dziatanie nanoczastek srebra, co stanowi odwrotno$¢ obserwacji po 24 godzinach.
W hodowlach inokulowanych komdérkami w iloéci 25-10% i 50-10° nie zaobserwowano
wptywu nanoczgstek srebra na potencjat proliferacyjny po 24 hi 72 h od inicjacji hodowli,
a powstajace réznice sg efektem prowadzenia hodowli w mediach suplementowanymi
réoznymi stezeniami glukozy. Jednoczesnie, po 48 godzinach widoczny jest wptyw
nanoczgstek srebra na szybkos¢ proliferacji komorek w zaleznosci od stezenia glukozy

w medium hodowlanym (Tabela 2).

5.2. Badanie poziomu miRNA ulegajacych ekspresji w komdrkach linii Hep G2
hodowanych w pozywkach o réznym stezeniu glukozy

Profil mikroRNA jest specyficzny tkankowo i moze ulegaé¢ zmianom zaréwno pod
wptywem czynnikiem endo- jak i egzogennych. W celu selekcji miRNA do dalszych badan
zbadano poziom ekspresji w panelu miRNA, ktérych wystepowanie zostato
potwierdzone w watrobie i ktdrych ekspresja moze by¢ zaangazowana w kontrolowanie

proceséw w komérkach tego narzadu.

Komérki Hep G2 hodowane w dwéch wariantach hodowlanych:
suplementowanych glukozg w stezeniu fizjologicznie prawidtowym (5,5 mmol/dm3)
i glukozg w stezeniu (25 mmol/dm3) poddano dziataniu nanoczgstek srebra w stezeniu

korespondujgcym z wyznaczonym wczesniej stezeniem IC50. Na tej podstawie
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wyselekcjonowano miRNA do dalszych badani. Kryterium wyboru miRNA do analiz
stanowita zmiana w ich ekspresji pod wptywem inkubacji komérek z nanoczgstkami

srebra.

1 01 02 02 04 05 06 07 08 09 10 11 12 01 02 03 04 05 06 07 05 09 10 11 12

O 1o P om e M

krotnos¢ zmiany wzgledem kontroli krotnos¢ zmiany wzgledem kontroli

10.312 o 10.313 -21.002 L] 21.002

Rysunek 2. Zmiana ekspresji miRNA w komédrkach Hep G2 hodowanych w medium DMEM
suplementowanym glukozg w stezeniu 5,5 nmol/dm3 [1] i 25 mmol/dm3 [2] pod wptywem
dziatania nanoczastek srebra. Na rycinie odtozono usrednione wyniki z trzech powtdrzen. Wyniki
opracowano za pomocg oprogramowania bedgcego czescig zestawu miRNA miScript miRNA PCR

assay, Qiagen.

Tabela 3. Zestawienie miRNA, ktdorych ekspresja zostata zbadana w komdrkach linii Hep G2
hodowanych w pozywkach suplementowanych réznymi stezeniami glukozy (5,5 mmol/dm3

i 25 mmol/dm3).

Pozycja miRNA Pozycja miRNA Pozycja miRNA
A01 let-7a-5p C05 miR-17-5p E09 miR-29b-3p
A02 let-7b-5p C06 miR-192-3p E10 miR-29c¢-3p
AO03 let-7c-5p co7 miR-192-5p E11 miR-30a-5p
A04 let-7f-5p cos8 miR-194-5p E12 miR-30b-5p
A05 let-7g-5p Cco9 miR-195-5p FO1 miR-30c-5p
AO6 miR-1-3p ci10 miR-199b-3p FO2 miR-30d-5p
AQ7 miR-100-5p Cl1 miR-199a-5p FO3 miR-30e-5p
A08 miR-101-3p C12 miR-19a-3p FO4 miR-3183
A09 miR-106b-5p Do1 miR-19b-3p FO5 miR-34a-3p
Al0 miR-107 D02 miR-200b-3p FO6 miR-34a-5p
Al1 miR-122-3p D03 miR-20a-5p FO7 miR-3607-5p
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A12 miR-122-5p D04 miR-214-3p FOS miR-3653-3p
BO1 miR-125a-5p D05 miR-21-5p FO9 miR-3663-3p
B02 miR-125b-5p D06 miR-221-3p F10 miR-375
BO3 miR-1260a D07 miR-222-3p F11 miR-3907
BO4 miR-126-3p D08 miR-223-3p F12 miR-4286
BO5 miR-126-5p D09 miR-22-3p G01 miR-4291
BO6 miR-142-3p D10 miR-224-5p G02 miR-4301
BO7 miR-142-5p D11 miR-22-5p GO3 miR-4454
BO8 miR-143-3p D12 miR-23a-3p GO4 miR-4516
BO9 miR-145-3p E01 miR-23b-3p GO5 miR-451a
B10 miR-145-5p E02 miR-24-3p GO6 miR-5100
B11 miR-146a-5p EO3 miR-26a-5p G07 miR-5701
B12 miR-148a-3p E04 miR-26b-5p GO8 miR-664b-3p
co1 miR-148b-3p EO5 miR-27a-3p G09 miR-92a-3p
co2 miR-155-5p E06 miR-27b-3p G10 miR-93-5p
o3 miR-15a-5p E07 miR-29a-3p G11 miR-940
Co4 miR-16-5p EO8 miR-29a-5p G12 miR-99a-5p

Poniewaz w przypadku komérek Hep G2 hodowanych w poiywce o niskiej
zawartosci glukozy, po potraktowaniu nanoczgstkami srebra, profile miRNA nie ulegaty
tak znaczacej zmianie, jak w przypadku tych samych komérek hodowanych w medium
o wysokiej zawartosci glukozy, wytypowano miRNA, ktdrych ekspresja ulegta
zmniejszeniu w komdrkach hodowanych na medium o wysokiej zawartosci glukozy, pod

wptywem dziatania nanoczastek srebra (Rys. 2).

5.3. Transfekcja i ocena efektywnosci transfekcji

W celu modyfikacji poziomu wybranych miRNA w komodrkach hodowanych
w pozywce o stezeniu glukozy 25 mmol/dm? poddanych dziataniu nanoczgstek srebra,

uzyto wybranych syntetycznych analogédw miRNA o zachowanym transkrypcie.

W publikowanych pracach stezenie uzytych syntetycznych miRNA waha sie
w przedziale piko molarnych do nawet mikro molarnych [168, 169]. Niekiedy, aby

uzyskaé efekt biologiczny, w eksperymentach prowadzonych na tych samych liniach
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komorkowych wykorzystywane sg rézne ilosci syntetycznych nukleotydéw (nawet przy
uzyciu tych samych metod transfekcji). Obserwacje te wynikajg ze zrdznicowania
dziatania poszczegdlnych miRNA, ktére petnig wiele funkcji w komérce, przez
jednoczesne wptywanie na rézne rodziny biatek, przy jednoczesnej kontroli systemoéw

regulujgcych poziom miRNA takich jak IncRNA,

W celu oceny odpowiedzi komodrki na transfekcje syntetycznymi analogami
miRNA sprawdzono jakie ich stezenia, bedg wptywaty na przezywalnos¢ komorek

Hep G2, poddanych dziataniu nanoczastek srebra.

5.3.1. Analiza wptywu wybranych syntetycznych analogéw miRNA na toksycznos¢
wywotang nanoczastkami srebra

Syntetyczne analogi miRNA (z ang. miRNA mimics) to chemicznie zsyntetyzowane
dsRNA, z zachowang sekwencjg miRNA kopiowanego. Po transfekcji do komorki badanej,
syntetyczny miRNA, ma funkcjonowac w taki sam sposéb, jak miRNA, ktérego strukture
kopiuje. Do dalszych doswiadczen wybrano miRNA, ktérych ekspresja spadata
w komérkach hodowanych na 25 mmol/dm?® glukozie pod wptywem dziatania
nanoczastek srebra. Na podstawie danych z analizy paneli miRNA oraz kwerendy
literaturowej do badan postanowiono wykorzystaé syntetyczne analogi miR-29c-3p,

miR-100-5p, miR-107, miR-195-5p i miR-221-3p.

W celu oceny odpowiedzi komdrki na transfekcje syntetycznymi analogami
miRNA sprawdzono ich wptyw na przezywalno$é komdrek Hep G2 poddanych dziataniu
nanoczgstek srebra. Znaczace zmiany w przezywalnosci komérek poddanych dziataniu
nanoczastek srebra zaczeto zauwazaé dopiero przy 30 nmol/dm?3 stezeniu niektérych

z syntetycznych analogéw miRNA.

Kontrola IC50 [pug/cm?3] PU 95 % [ug/cm?3]
miR-29¢-3p 15,022b 13,86-16,25
miR-100-5p 24,51 *acd 21,53-28,08

miR-107 20,86*P 18,79-23,28
miR-195-5p 17,65¢ 15,09-21,18
miR-221-3p 17,774 15,21-20,97
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Rysunek 3. Przezywalnos$¢ komorek linii Hep G2 hodowanych w medium suplementowanych
glukoza w stezeniu 25 mmol/dm3. Komérki zostaty poddane dziataniu syntetycznych analogdw:
miR-29¢-3p [A], miR-100-5p [B], miR-107 [C], miR-195-5p [D], miR-221-3p [E] w stezeniu
20 nmol/dm3 oraz nanoczastek srebra w zakresie stezeri od 0,390625 do 100 ug/cm3. Punkty
reprezentujg Srednie wraz ze standardowym btedem sredniej, n=6. Przebiegi funkcji oznaczone
kolorem czerwonym i czarnym obrazujg odpowiednio przezywalnos¢ komoérek kontrolnych
i poddanych dziataniu syntetycznych nukleotydéw. W tabeli zestawiono IC50 dla nanoczastek
srebra dla komérek kontrolnych oraz poddanych dziataniu syntetycznych miRNA razem
z przedziatami ufnosci ich wyznaczenia. ,*” oznacza statystyczng réznice wzgledem komdérek
kontrolnych. Réznice miedzy pozostatymi parami wynikéw oznaczono literami, n=6, a=0,05,

ANOVA, test post hoc Tukeya.
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W wyniku analizy krzywych przezywalnosci komérek poddanych transfekgji
analogami miRNA o nastepnie poddanych dziataniu nanoczgstek srebra wyznaczono
parametry IC50. Statystycznie istotng zmiane w przezywalnosci wzgledem kontroli
spowodowaty: miR-100-5p oraz miR-107. Najwyisze zwiekszenie przezywalnosci
zaobserwowano dla miR-100-5p, w tym przypadku parametr IC50 byt wyzszy o 1,54 raza
w stosunku do kontroli. Ze wszystkich przetestowanych nukleotydéw najmniejszg zmiane

wywotat miR-29c¢-3p, powodujac 0,94 krotny spadek przezywalnosci (Rys. 3).

5.3.2. Badanie poziomu biatek kontrolowanych na poziomie mRNA przez wybrane
miRNA

Biatka markerowe dla miRNA sg to biatka, ktorych poziom jest bezposrednio
regulowany przez dane miRNA. Jasnym jest, ze jedno biatko moze by¢ kontrolowane
przez wiele miRNA, jak rowniez to, ze wiele miRNA moze kontrolowa¢ jedno biatko. Do
tej pory powstato mndstwo prac, w ktorych podejmowane sg starania powigzania
docelowego mRNA dla konkretnego biatka do danego miRNA. Czesto korzysta sie
z programow, stworzonych w celu przyporzgdkowania biatek docelowych do miRNA,
jednak istotng pracg badacza, jest weryfikacja in vitro zaproponowanych przez program
danych. Dodatkowg trudnoscig jest swiadomosé specyfiki tkankowej i komédrkowej
zarédwno dla ekspresji biatek jak i miRNA, oraz fakt, ze na ekspresje miRNA oraz poziom
biatka moze wptywaé badany zwigzek, rezim czasowy czy nawet w drobny sposdb
zmienione warunki Srodowiska takie jak cisnienie, wilgotnos¢ czy pH i sktad pozywki
w ktdrej hodowane sg badane komérki. Przez wspomniane trudnosci, niezwykle waznym
jest sprawdzenie, czy w badanym uktadzie doswiadczalnym, transfekcja syntetycznymi

analogami przebiegta w odpowiedni sposdb i potwierdzi¢ to na poziomie regulacji biatek.
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W celu weryfikacji dziatania miRNA na synteze produktéw biatkowych, wybrano
pie¢ biatek markerowych, po jednym dla kazdego z badanych miRNA. Wybér kierowany
byt kwerendg literaturowg, oraz informacjami dostarczonymi przez baze danych
zbierajgcej informacje na temat poziomu komplementarnosci miRNA z mRNA
interferowanymi (TargetScanHuman 7.0) (https://www.targetscan.org/vert_70/) oraz
miRDB (https://mirdb.org/mirdb/index.html). Spadek poziomu wybranych biatek po
transfekcji syntetycznymi analogami miRNA swiadczy wiec o dziataniu wybranych do

doswiadczern miRNA na biatka na poziomie mRNA.

Tabela 4. Zestawienie wybranych miRNA oraz biatek, ktére postuzyty jako markerowe dla
interferencji  badanych miRNA. Informacje dotyczace zgodnosci na  poziomie
komplementarnosci, oraz sekwecji wybranych miRNA przedstawiono przy uzyciu baz danych

miRBase (https://www.mirbase.org/) oraz miRDB (https://mirdb.org/mirdb/index.html).

. . . Przewidywanie
Nazwa | identyfikator L, , biatko y .
. . sekwencja5' - 3 regulacji biatka
miRNA miRBase regulowane .
(miRDB)
miR-29¢-3p | MIMAT0000681 uagcaccauuugaaaucgguua CLDN1 95
miR-100-5p | MIMATO0000098 aacccguagauccgaacuugug mTOR 93
miR-107 MIMATO0000104 | agcagcauuguacagggcuauca NF1 96
miR-195-5p | MIMATO0000461 uagcagcacagaaauauuggc CCNE1 99
miR-221-3p | MIMATO0000278 | agcuacauugucugcuggguuuc CDKN1B 99
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Rysunek 4. Poziom biatek markerowych dla wybranych miRNA, ktére ulegajg ekspresji
w komérkach linii Hep G2 hodowanych w pozywce DMEM suplementowanym glukozg w stezeniu
25 mmol/dm3. Jako biatka markerowe wytypowano CCNE1, CDKN1B, CLDN1, NF1 i mTOR,
odpowiednio dla miR-100-5p, miR-221-3p, miR-29¢-3p, miR-107 i miR-195-5p. Komdrki poddano
dziataniu nanoczastek srebra w stezeniu 25 pg/cm? oraz transfekcji syntetycznymi nukleotydami
w stezeniu 5 nmol/dm3. Na wykresach zestawiono $rednie z pomiaréw densytometrycznych
w stosunku do ekspresji gamma tubuliny. ,,*” oznacza statystyczng réznice wzgledem komérek
kontrolnych, oznaczenia literowe oznaczajg rdinice miedzy danymi parami wynikéw, n=3,

a=0,05, ANOVA, test post hoc Tukeya.
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K miRNA  AgNP AgNP

mTOR [N 289 kDa
COKN1B [T . . -22 kDa
CLDN1 [ DN 20 kDa

NF1 A e . -319 kDa
ccneEl I 47 kDa
gamma-tubulina -50 kDa

Rysunek 5. Przyktadowy obraz immunodetekcji biatek zaangazowanych w EMT w komérkach
Hep G2 transfekowanych syntetycznymi analogami miRNA. Gamma-tubulina zostata wybrana

jako kontrola odnos$nikowa dla doswiadczenia.

Sposrod  wybranych biatek markerowych dla CDKN1B (inhibitor kinazy
cyklinozaleznej 1B) i CLDN1 (klaudyna 1) zaobserwowano zmiane w ich poziomie po
dodaniu odpowiednich syntetycznych analogdw miRNA, miR-221-3p i miR-29c¢c-3p.
Zarowno w przypadku miR-221-3p i miR-29¢c-3p ilos¢ biatek CDKN1B i CLDN1 zmalata.
Dla biatek CCNE1 (cyklina E1), NF1 (neurofibromina 1) i mTOR (ssaczy cel rapamycyny),
nie zauwazono bezposrednich zmian w ekspresji wzgledem kontroli po transfekcji
z uzyciem miR-100-5p, miR-107 i miR-195-5p, jednoczesnie transfekcja wywoftata efekt
modulujacy w stosunku do ekspresji tych biatek po inkubacji z nanoczgstkami srebra.
Inkubacja z nanoczgstkami srebra spowodowata wzrost ekspresji wszystkich badanych
biatek. Transfekcja komoérek poddanych dziataniu nanoczgstek srebra we wszystkich
przypadkach, poskutkowata zmniejszeniem ekspresji w stosunku do komérek poddanych

dziataniu tylko nanoczastek srebra, z wyjgtkiem CLDN1.

W odniesieniu do komadrek transfekowanych zaobserwowano wzrost poziomu dla
wszystkich biatek w komdrkach poddanych dziataniu nanoczastek srebra. Zwiekszony
poziom biatka po transfekcji i inkubacji z nanoczgstkami srebra w stosunku do komaérek

transfekowanych zaobserwowano w przypadku CDKN1B i CLDN1(Rys 4 i 5).

5.3.3. Ocena ztozonosci/granularnosci komodrek na podstawie parametru SSC

W cytometrii przeptywowej rozproszenie wigzki Swiatta jest mierzone przez dwa
detektory - przez detektor boczny (SSC, ang. side scatter channel) i przedni (FSC, ang.

forward scatter channel). Promieniowanie odbierane przez detektor boczny jest efektem
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Swiatta zatamanego lub odbitego przez struktury wewnatrzkomdrkowe, takie jak jgdro
komorkowe, organelle i inne ziarnistosci. Z tego wzgledu, moze stuzy¢ do opisu
ztozonosci  struktur wewnatrzkomdrkowych oraz ilosci drobin zawieszonych
w cytoplazmie, w tym, do opisu ilosci nanoczastek metalicznych wnikajgcych do wnetrza

komorek.

SSC-A [j.u.]

K  miRNA AgNP  AgNP
+miRNA

Rysunek 6. Wartosci parametru SSC-A dla komdrek linii Hep G2 hodowanych w medium
suplementowanym glukozag w stezeniu 25 mmol/dm?3, transfekowanych syntetycznymi
analogami (miR-29¢-3p, miR-100-5p, miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p, w stezeniu 5 nmol/dm3
kazdy) oraz poddanymi dziataniu nanoczastek srebra w stezeniu 25 pg/cm3. Na wykresie
zestawiono $rednie wraz z odchyleniami standardowymi. Litery a oraz b oznaczajg istotna
statystycznie réznice miedzy dang parg wynikow, ANOVA, a=0,05, n=3, test post hoc Tukeya,

[j.u] — jednostka umowna.

Zgodnie z danymi literaturowymi, nanoczastki srebra spowodowaty
podwyzszenie parametru SSC-A w komorkach linii Hep G2. Transfekcja wybranymi

syntetycznymi analogami miRNA pozostata bez wptywu na odczyty tego parametru.
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5.4. Modulacja toksycznosci nanoczastek srebra poprzez zmiane poziomu
wybrancyh miRNA w komérkach Hep G2

5.4.1. Przezywalnosci komérek Hep G2 transfekowanych syntetycznymi analogami
miRNA poddanych dziataniu nanoczastek srebra

Analiza danych uzyskanych w wyniku doswiadczenn przeprowadzonych na
komdrkach Hep G2, wykazata zwiekszong cytotoksycznosé nanoczgstek srebra wzgledem
komoérek hodowanych w medium o wyzszej zawartosci glukozy. Po przeprowadzeniu
badania ekspresji wybranych miRNA wytypowano miRNA, ktérych analogi miaty

postuzy¢ do dalszych badan.

Wybrane miRNA, zgodnie z kwerendg literaturowg uczestniczg w mechanizmach
proliferacji i lekoopornosci komodrek, oraz wykazujg zmniejszong ekspresje
w komodrkach hodowanych w pozywce o wyzszej zawartosci glukozy pod wptywem
nanoczastek srebra. Dato to podstawe do hipotezy, ze mogg one braé udziat
w mechanizmach, ktére powodujg wiekszg wrazliwo$é tych komérek na nanoczastki

srebra w zaleznosci od glikemii, uwrazliwiajgc komérki na dziatanie nanoczastek srebra.

Na podstawie wczesniejszych badan komodrek transfekowanych syntetycznymi
analogami miRNA wykazano, ze pierwsze zmiany w przezywalnosci byty obserwowane
po transfekcji 30 nmol/dm3 analogami miRNA. Poniewaz miRNA dziatajg na mechanizmy
komorkowe synergistycznie, postanowiono sprawdzi¢, czy wybrane syntetyczne analogi
miRNA, w nizszych stezeniach, ale wspdlnie, bedg wptywaty na przezywalno$é komaérek

poddanych dziataniu nanoczastek srebra.
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Rysunek 7. Przezywalnos¢ komérek linii Hep G2 hodowanych w pozywce suplementowanej
glukoza w stezeniu 5,5 mmol/dm3 i 25 mmol/dm3® wzgledem nanoczastek srebra stosowanych
w zakresie stezeri od 0,4 do 100 pg/cm?3. Komdrki hodowane w medium o zawartosci glukozy
25 mmol/dm? transfekowano syntetycznymi analogami: miR-29¢-3p, miR-100-5p, miR-107,
miR-195-5p, miR-221-3p w stezeniach 5 nmol/dm? kazdy. Punkty reprezentujg wartosci $rednich
wraz ze standardowym btedem sredniej, n=6. Przebiegi funkcji oznaczone kolorem zielonym,
czerwonym i czarnym obrazujg odpowiednio przezywalno$é komérek hodowanych w medium
o zawartosci glukozy 5,5 mmol/dm3i 25 mmol/dm? poddanych dziataniu nanoczastek srebra oraz
komdrek hodowanych medium o zawartoéci glukozy 25 mmol/dm?® transfekowanych

syntetycznymi analogami miRNA i poddanych dziataniu nanoczastek srebra.

Tabela 5. W tabeli zestawiono IC50 dla wszystkich wariantéw badanych razem z przedziatami

ufnosci ich wyznaczenia, n=6, a=0,05, ANOVA, test post hoc Tukeya.

Cg 25 mmol/dm?3

3 3 g

Cg 5,5 mmol/dm Cg 25 mmol/dm + MIRNA
IC50 [ug/cm?3] 20,69 12,77 22,32

PU 95 % [ug/cm?] 18,58-23,16 11,54-14,13 20,47-24,4

Zaobserwowano statystycznie istotng rdoznice miedzy komadrkami kontrolnymi
i komorkami poddanymi dziataniu syntetycznych analogéw miRNA poddanymi dziataniu
nanoczastek srebra. Parametry 1C50 to odpowiednio 12,77 pg/cm3 i 22,32 pg/cm?.
Zastosowanie wszystkich wybranych analogdw miRNA razem, w indywidualnych

stezeniach 5 nmol/dm3 spowodowato 1,75 krotny wzrost odpornosci komérek linii
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Hep G2 na nanoczastki srebra. Jest to wiekszy wzrost w stosunku do najsilniej
dziatajgcych syntetycznych analogdw miRNA, zastosowanych w stezeniu 30 nnmol/dm3;
miR-100-5p, ktéry spowodowat 1,54 krotny wzrost parametru IC50 w stosunku do

komorek kontrolnych (Rys 7 i tab. 5).

5.4.2. Badanie zdolnosci do tworzenia kolonii transfekowanych analogami miRNA
komoérek Hep G2, hodowanych na medium o réznym stezeniu glukozy i poddanych
dziataniu nanoczgstek srebra

Jako kolonie definiuje sie skupisko sktadajgce sie z co najmniej 50 komoérek. Test
tworzenia kolonii po raz pierwszy zostat wykorzystany w 1956 roku w celu wyznaczenia
zdolnosci pojedynczej komérki do stworzenia kolonii w warunkach promieniowania
rentgenowskiego [170]. Obecnie test tworzenia kolonii jest czesto modyfikowany

pozwalajgc sprawdzi¢ skutecznos¢ innych czynnikow cytotoksycznych.

5.4.2.1.Zdolnos¢ komoérek Hep G2 do tworzenia kolonii po inkubacji z nanoczastkami
srebra

Test tworzenia kolonii wykonano w celu zbadania jak transfekcja komodrek
Hep G2 wptynie na zdolno$¢ do tworzenia kolonii w komérkach hodowanych

w pozywkach o réznej zawartosci glukozy, poddanych dziataniu nanoczastek srebra.
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Rysunek 8. Licznos¢ kolonii komérek linii Hep G2 hodowanych w dwdch wariantach pozywki
- o stezeniach glukozy 5,5 i 25 mmol/dm3. Komérki poddano dziataniu nanoczastek srebra oraz
syntetycznych analogdéw (miR-29¢-3p, miR-100-5p, miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p) na czas
24 godzin. Po inkubacji liczono kolonie na podstawie zdje¢ mikroskopowych. Na wykresie
zestawiono srednie wraz z btedem standardowym Sredniej. ,,*” oznacza statystycznie istotng

réznice wzgledem kontroli n=16, a=0,05, ANOVA, test post hoc Bonferroniego.

Nanoczgstki srebra ograniczaty potencjat do tworzenia kolonii w komérkach linii
Hep G2 utrzymywanych w pozywce zawierajgcej 5,5 mmol/dm3. Nanoczastki srebra
w stezeniu 12,5 pg/cm3 spowodowaty spadek $redniej liczby kolonii 0 9,31 dla komdrek
kontrolnych i o 10,31 dla komérek pod wptywem syntetycznych analogéw miRNA,
natomiast w stezeniu 25 pg/cm3, nanoczgstki spowodowaty spadek $redniej liczby
kolonii o odpowiednio o 19,5 i o 20,44. Nanoczastki srebra, w przypadku komodrek
hodowanych na medium o nizszym stezeniu glukozy, powodowaty spadek ilosci

powstajacych kolonii. Efekt ten, jest silniejszy przy wyzszym stezeniu nanoczastek srebra.

79



Wzrost komodrek linii Hep G2 w medium o wyzszym stezeniu glukozy
(25 mmol/dm3) byt nieregularny z wiekszym stopniem migracji pojedynczych komdrek
tworzgcych kolonie. Z tego wzgledu licznos¢ kolonii szacowana z uzyciem technik
mikroskopowych jest trudna do jednoznacznego okreslenia. Niemniej, kolonie
obserwowane w medium o wyzszej zawartosci glukozy sg mniej liczne oraz znacznie
wieksze w stosunku do komérek utrzymywanych w pozywce o nizszym stezeniu glukozy.
Mozna tez zaobserwowaé wzrost ilosci kolonii, przy jednoczesnym ograniczeniu ich
wielkosci po zastosowaniu nanoczgstek srebra. Ten efekt nasila sie wraz ze zwiekszeniem

stezenia nanoczastek srebra.

W obu wariantach medium hodowlanego uzycie syntetycznych analogéw miRNA,

nie wptyneto na ilo$¢ kolonii tworzonych przez komarki linii Hep G2.

5.4.2.2. Badanie ilosci komoérek tworzacych kolonie w hodowlach komérek Hep G2
utrzymywanych w medium o réznym stezeniu glukozy

Z uwagi na trudnos¢ w jednoznacznym okresleniu ilosci kolonii w przypadku
komodrek hodowanych w medium suplementowanym glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3
przeprowadzono dodatkowe eksperymenty polegajgce na barwieniu komodrek
tworzacych kolonie fioletem krystalicznym i okresleniu ich ilosci metoda

absorpcjometryczna.
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Rysunek 9. Absorbancja uwolnionego z komérek fioletu krystalicznego w 33 % kwasie octowym,
przeliczona na procent kontroli, ktérg stanowig komorki nie traktowanych AgNP. Komorki
inokulowano na ptytke 6 dotkowg w ilosci 10 -10° (A, D), 5 -10% (B, E) i 2,5 -103 (C, F). Hodowle
prowadzone w medium suplementowanym réznymi stezeniami glukozy; 5,5 mmol/dm? (A, B, C)
lub 25 mmol/dm?3 (B, E, F). * oznacza statystycznie istotng réznice wzgledem kontroli w danym

medium hodowlanym, ANOVA, a=0,05, n=3, test post hoc Dunetta.

W komdrkach hodowanych w pozywce o 5,5 mmol/dm? stezeniu glukozy nie
zaobserwowano rdznic w ilosci komaérek, wynikajgcych z aktywnosci nanoczastek srebra,
niezaleznie od gestosci hodowli. Jednoczesnie, nanoczgstki srebra powodowaty
zmniejszenie ilosci tworzonych kolonii (Rys. 8), w sposéb odwrotnie proporcjonalny do

zastosowanego stezenia. Nanoczgstki spowodowaty zmiany w dyspersji komédrek
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podczas wzrostu hodowli, jednoczesnie nie spowodowaty istotnych statystycznie zmian
w same;j ilosci komorek. W przypadku pozywki o zawartosci glukozy (25 mmol/dm3) ilo$¢
komodrek spada wraz z wzrostem stezenia nanoczastek srebra (Rys. 9). Jest to efekt
odwrotny w stosunku do pomiaréw liczby kolonii (Rys. 8), gdzie wraz ze wzrostem
stezenia nanoczgstek srebra rosta liczba formowanych kolonii. Kolonie, w przypadku tego
medium hodowlanego sktadaty sie z mniejszej ilosci komdrek w obecnosci nanoczgstek

srebra (Rys. 10).

’CQ:ZS mmol/dm? Cy=5,5 mmol/dm?

Rysunek 10. Przyktadowy obraz morfologii komdrek Hep G2 hodowanych w pozywkach o rdznej

zawartosci glukozy.

5.4.3. Badanie zdolnosci migracyjnych komérek Hep G2 poddanych dziataniu
nanoczastek srebra

Zdolnos¢ do migracji komorek nowotworowych jest charakterystyczna dla
przerzutowania. Zdolnos¢ do migracji, podobnie jak zwiekszona proliferacja wynikajg ze
zmienione] ruchliwosci i metabolizmu komérek [171]. W metastazujgcych komodrkach
nastepuje przebudowanie cytoszkieletu oraz zachodzg zmiany w macierzy
zewnatrzkomérkowej, wywotane przez mechanizmy sygnalizacji wewnatrzkomadrkowej,

ktdra jest czesciowo wrazliwa na stan redoks komérek [172, 173].

W celu okreslenia zmian w zdolnosci komérek Hep G2, hodowanych w pozywkach
o dwdch wariantach stezeniowych i glukozy, poddanych dziataniu nanoczgstek srebra, do
badania metastazy i migracji, uzyto wktadéw membranowych z warstwg Matrigelu.

Komorki preinkubowano z nanoczgstkami srebra, po czym przenoszono do wktadow
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membranowych, w celu zminimalizowania oddziatywania nanoczastek srebra

pozostajagcych w medium kondycjonowanym na pory wktadéw membranowych.
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Rysunek 11. Powierzchnia wktadu membranowego zajetego przez komoérki wzgledem komadrek
kontrolnych po przejsciu przez Matrigel po inkubacji z nanoczgstkami srebra. We wszystkich
probach zastosowano 10* komérek. Powierzchnia zajeta przez komdrki po przejsciu przez

”

Matrigel zostata wyznaczone z uzyciem oprogramowania Imagel. ,*” oznacza statystycznie
istotng rdinice w zajetej powierzchni miedzy hodowlami prowadzonymi w medium
suplementowanym odmiennym stezeniem glukozy przy danym stezeniu nanoczastek srebra. ,#”
oznacza statystycznie istotng réznice miedzy komoérkami poddanymi dziataniu nanoczastek
srebra a prébami kontrolnymi w danym stezeniu glukozy. ANOVA, a=0,05, n=3 test post hoc

Bonferroniego.
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Rysunek 12. Reprezentatywny obraz utrwalonych komérek Hep G2 poddanych dziataniu
nanoczastek srebra po przejsciu przez membrane we wktadach membranowych. Na zdjeciach
przedstawiono obrazy wybranych par komérek hodowanych w pozywkach o réznej zawartosci
glukozy. Na ilustracjach przedstawiono zmiane w ilosci komdrek migrujacych przez Matrigel pod
wptywem nanoczastek srebra (w najwyzszym uzytym stezeniu) 25 pg/cm? w poréwnaniu do

komarek kontrolnych.

Komérki linii Hep G2 hodowane w pozywce z zawartoscig 5,5 mmol/dm?3 glukozy
wykazujg wyzszy potencjat inwazyjny, niz komorki hodowane w pozywce z zawartoscia
25 mmol/dm3 glukozy. W przypadku komdrek poddanych dziataniu nanoczastek srebra
w stezeniu 6,25 pg/cm? zaobserwowano podobng réznice. Natomiast, przy stezeniach
nanoczgstek srebra 12,5 i 25 pg/cm?3 nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic
miedzy komorkami utrzymywanymi w pozywce o réznym stezeniu glukozy. W przypadku
komérek hodowanych w pozywce o stezeniu glukozy 5,5 mmol/dm?3 zaobserwowano
spadek potencjatu migracyjnego po dziataniu nanoczgstek srebra w stezeniach 12,5
i 25 pg/cm? w stosunku do préb kontrolnych. W przypadku komérek hodowanych

w medium o stezeniu glukozy 25 mmol/dm?3 tendencja byta odwrotna - nanoczastki

84



srebra spowodowaty wzrost potencjatu inwazyjnego przy stezeniu nanoczgstek srebra na

poziomie 25 pg/cm3 (Rys. 11 12).

K mRNA AgNP AgNP +
miRNA

2
b
60 - *

2 # "3
N T
N

G 40-

Iy

3

o

[}

= 20 4

=

[&]

N

o

s 0

[=

X

Rysunek 13. Powierzchnia wktadu membranowego zajetego przez komoérki transfekowane
syntetycznymi analogami (miR-29c-3p, miR-100-5p, miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p) po
inkubacji z nanoczastkami srebra w stezeniu 25 pg/cm?3. We wszystkich prébach zostato uzyte 10*
komodrek. Powierzchnia zajeta przez komorki po przejsciu przez Matrigel zostata wyznaczone
Z uzyciem oprogramowania Imagel. Znaki ,*” oraz ,#” oznaczajg odpowiednio statystycznie
istotng réznice miedzy danym wynikiem a prébami kontrolnymi i prébami po transfekcji

wybranymi syntetycznymi analogami miRNA. ANOVA, a=0,05, n=3, test post hoc Tukeya.
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Rysunek 14. Reprezentatywny obraz utrwalonych transfekowanych syntetycznymi analogami
mMiRNA komérek Hep G2 poddanych dziataniu nanoczgstek srebra po przejsciu przez membrane
we wkfadach membranowych. Na zdjeciach przedstawiono obraz wybranej pary hodowli
poddanych dziataniu nanoczastek srebra (25 pg/cm?3). Zobrazowano zmiane iloéci komérek

migrujacych przez Matrigel pod wptywem nanoczgstek srebra.

Zarowno w przypadku inkubacji komdrek linii Hep G2 z samymi nanoczgstkami
srebra jak i w przypadku potaczenia inkubacji z nanoczgstkami srebra i transfekgcji
syntetycznymi analogami miRNA zaobserwowano wzrost potencjatu komérek do
przejScia przez macierz btony podstawnej. Nie zaobserwowano rdznic miedzy
komodrkami transfekowanymi a prébami kontrolnymi. Podobnie, nie zaobserwowano
zmian miedzy komoérkami inkubowanymi z nanoczgstkami srebra a komdrkami
jednoczesnie pod dziataniem nanoczgstek srebra i transfekowanymi wybranymi

syntetycznymi miRNA (Rys. 13 i 14).

5.4.4. Analiza potencjatu migracyjnego wykonana na podstawie zdolnosci komoérek
Hep G2 poddanych dziataniu nanoczgstek srebra do zarastania rysy

Test zarastania rysy (ang. scratch test) pozwala na ilosciowe okreslenie zdolnosci
komédrek do migracji, pod wptywem dziatania wybranych czynnikéw, na powierzchni

ptytki [174].

Test przeprowadzono zgodnie z wytycznymi protokofu [175]. Komorki Hep G2
traktowano nanoczastkami srebra w stezeniu 25 pg/cm?® w celu weryfikacji hipotezy, czy
hodowla na mediach o zréznicowanej dostepnosci glukozy wptynie na potencjat

migracyjny komdrek modulowany nanoczgstkami srebra.
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Rysunek 15. Intensywnos$¢ przejscia epitelialno-mezenchymalnego komodrek linii Hep G2
hodowanych w medium suplementowanym glukoza o stezeniu 5,5 mmol/dm?® (C, D)
i 25 mmol/dm?® (A, B) poddanych dziataniu nanoczgstek srebra w stezeniach 6,25, 12,5,
25 pg/cm3. Wyniki zostaty przedstawione jako logarytm z krotnosci zmiany pola powierzchni rysy
po czasie t1: 24 godziny i t2: 48 godzin od wykonania rysy. ,*” oznacza statystycznie istotng

zmiane wzgledem kontroli, ANOVA, a=0,05, n=16, test post hoc Dunetta.
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Rysunek 16. Pogladowy obraz zmiany pola powierzchni rysy, wykonanej na monowarstwie,
komérek Hep G2 poddanych dziataniu nanoczastek srebra. Komdrki hodowane w pozywce

o zawartoéci 5,5 mmol/dm?3i 25 mmol/dm3).
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Z analizy danych wynika, ze nanoczastki srebra intensyfikowaty proces przejscia
epitelialno-mezenchymalnego w hodowli komérek Hep G2, w przypadku medium
suplementowanego glukozg o stezeniu 25 mmol/dm3. Statystycznie istotne rdznice
zaobserwowano dla nanoczastek srebra w stezeniu 25 pg/cm? dla 24 godzin od
wykonania rysy oraz dla stezen 12,5 i 25 pug/cm? po 48 godzinach od wykonania rysy.
Nanoczastki srebra nie wptywy na przejscie epitelialno-mezenchymalne komoérek linii
Hep G2 hodowanych w pozywce suplementowanej glukozg w stezeniu

5,5 mmol/dm3 (Rys. 15 i 16).
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Rysunek 17. Intensywno$¢ przejscia epitelialno-mezenchymalnego komodrek Hep G2
transfekowanych syntetycznymi analogami (miR-29c-3p, miR-100-5, miR-107, miR-195-5p,
miR-221-3p) w stezeniu 5 nmol/dm? (kazdy), hodowanych w medium suplementowanym glukozg
w stezeniu 25 mmol/dm3i poddanych dziataniu nanoczgstek srebra w stezeniu 25 pg/cm3. Wyniki
zostaty przedstawione jako logarytm z krotnosci zmiany pola powierzchni rysy po czasie t1-24(A),
12-48(B) oraz t3-72(C) godziny od wykonania rysy. Litery ,a”, ,b”, “c” i ,d” oznaczajq istotng

statystycznie réznice miedzy dang parg wynikéw, ANOVA, a=0,05, n=16, test post hoc Tukeya.
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Rysunek 18. Pogladowy obraz zmiany pola powierzchni rysy w czasie, wykonanej na
monowarstwie, transfekowanych syntetycznymi analogami wybranych miRNA, komdrek Hep G2
poddanych dziataniu nanoczgstek srebra. Komodrki hodowane w pozywce o zawartosci

25 mmol/dm3.
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Dodanie syntetycznych analogédw (miR-29c-3p, miR-100-5p, miR-107,
miR-195-5p, miR-221-3p) nie spowodowato zmian w stosunku do kontroli w zadnym
badanym czasie inkubacji. Dodanie nanoczastek srebra zwiekszyto szybkos¢ zarastania
rysy w stosunku do komérek kontrolnych i komdrek poddanych dziataniu analogéw
miRNA we wszystkich zbadanych czasach inkubacji. Dodanie zaréwno nanoczgstek
srebra i syntetycznych analogéw miRNA spowodowato taki sam profil zmian dla 24 i 48
godzin inkubacji, jak w przypadku samych nanoczgstek srebra. Po 72 godzinach od
wykonania rysy, zaobserwowano, ze potgczony wptyw nanoczastek srebra i miRNA nie
przyspieszyt zarastania rysy w stosunku do komoérek kontrolnych, w odréznieniu do
zastosowania samych nanoczgstek srebra. Transfekcja syntetycznymi analogami miRNA
zahamowata zwiekszenie szybkosci zarastania rysy przez komaérki linii Hep G2 wywotane
przez nanoczgstki srebra, ale efekt byt widoczny dopiero po 72 godzinach inkubacji

(Rys 171 18).

5.4.5. Pomiar poziomu wybranych biatek, kluczowych dla procesu EMT w komérkach
Hep G2 poddanych dziataniu nanoczastek srebra

Proces EMT jest uzalezniony na kazdym etapie od ekspresji i umiejscowienia
biatek sygnalizacyjnych i strukturalnych, kierujgcych zmianami zachodzgcymi w komaérce.
Najlepiej zbadanymi i udokumentowanymi zmianami biatkowymi w komdrkach
dokonujgcych przejscia epitelialno-mezenchymalnego jest spadek poziomu E-kadheryny
na rzecz wzrostu poziomu N-kadheryny. Taka zmiana ekspresji kadheryn nosi
w literaturze angielskg nazwe “cadherin switch”. Poza biatkami z rodziny kadheryn,
w uzyskanie przez komodrke zdolnosci do migracji sg rowniez kadeniny, okludyny,

klaudyny czy biatka z rodziny snail.

W celu gtebszego zrozumienia mechanizmoéw stojgcych za zmianami w zdolnosci
do migracji komérek Hep G2 poddanych dziataniu nanoczgstek srebra, przeprowadzono
ocene poziomu biatek uczestniczacych w przejsciu nabtonkowo-mezenchymalnym, za
pomocg metody Western blot. Zmiany w ilosci badanych biatek majg wzorzec zmian
w komorkach przeprowadzajacych EMT i sg zbiezne z danymi literaturowymi na ten

temat.
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Rysunek 19. Poziom biatek zwigzanych z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym w komérkach
linii Hep G2 hodowanych w mediach suplementowanych glukozg w dwdch wariantach stezenia:
5,5 mmol/dm? oraz 25 mmol/dm?3. Komérki poddano dziataniu nanoczastek srebra na 24 godziny.
»¥” oznacza statystycznie istotng rdznice w ekspresji danego biatka w komdrkach hodowanych
w medium o réznym stezeniu glukozy poddanych dziataniu tego samego stezenia nanoczgstek
srebra. Oznaczenia literowe oznaczajg statystycznie istotne rdznice w ekspresji miedzy dang parg
wynikéw. Wzgledna ekspresja zostata okreslona densytometrycznie wzgledem ekspresji

gamma-tubuliny, n=3, ANOVA, a=0,05, test post hoc Bonferroniego.
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Rysunek 20. Reprezentatywny obraz immunodetekcji biatek zaangazowanych w EMT w
komorkach Hep G2 hodowanych w dwdéch wariantach dostepnosci glukozy i poddanych dziataniu
nanoczastek srebra. Gamma-tubulina zostata wybrana jako kontrola referencyjna dla

doswiadczenia.

Nanoczastki srebra modulowaty poziom badanych biatek. W komdrkach
hodowanych w medium o wyzszym stezeniu glukozy (25 mmol/dm3) zwiekszeniu ulegty
poziomy klaudyny-1 i E-kadheryny a obnizeniu ulegt poziom biatka ZO1l. Natomiast,
w komdrkach hodowanych w medium o nizszym stezeniu glukozy, po ekspozycji na
nanoczastki srebra, zwiekszeniu ulegat poziom klaudyny-1 a obnizeniu biatko ZO1.
W przypadku beta-kateniny, klaudyny-1 i N-kadheryny wyzszy poziom zaobserwowano
w komodrkach hodowanych w medium o wyzszym stezeniu glukozy, niezaleznie od
zastosowanego stezenia nanoczgstek srebra. Poziom E-kadheryny byt wiekszy
w komédrkach hodowanych w medium o nizszym stezeniu glukozy dla komédrek
kontrolnych i dla komodrek poddanych dziataniu nanoczastek srebra w stezeniu
25 pg/cm3. W przypadku biatka ZO1 zaobserwowano wzrost poziomu biatka w medium
suplementowanym glukoza w stezeniu 25 mmol/dm3 w komdrkach kontrolnych oraz
poddanych dziataniu nanoczastek srebra w stezeniu 25 pg/cm3. W przypadku komérek
inkubowanych z nanoczgstkami srebra w stezeniu 12,5 pg/cm3 wiekszy poziom

zaobserwowano w przypadku medium z glukozg o stezeniu 5,5 mmol/dm3 (Rys. 19 i 20).
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Rysunek 21. Poziom biatek zwigzanych z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym w komérkach
linii Hep G2 hodowanych w pozywce suplementowanej glukozg w stezeniu 25 mmol/dm?3.
Komérki poddano dziataniu nanoczastek srebra w stezeniu 25 pg/cm® oraz transfekcji
syntetycznymi analogami (miR-29c-3p, miR-100-5, miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p)
w stezeniu 5 nmol/dm3. Zbadane biatka to beta-katenina, klaudyna-1, N-kadheryna,
E-kadheryna, ZO-1, TCF8/ZEB1, snail. Na wykresach zestawiono S$rednie z pomiaréw
densytometrycznych wraz z odchyleniem standardowym. Oznaczenia literowe okreslajg istotne
statystycznie zmiany miedzy danymi parami wynikéw. ,#” oznacza pare wynikdw w danym
zestawieniu w miedzy ktdrg nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy, n=3, ANOVA,

a=0,05, test post hoc Tukeya.
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Rysunek 22. Przyktadowy obraz immunodetekcji biatek zaangazowanych w EMT w komdrkach
Hep G2 transfekowanych syntetycznymi analogami miRNA i poddanych dziataniu nanoczastek

srebra. Ganna-tubulina zostata wybrana jako kontrola referencyjna dla doswiadczenia.

Transfekcja syntetycznymi analogami miRNA w potgczeniu z zastosowaniem
nanoczgstek srebra spowodowata wzrost ilosci klaudyny-1 i E-kadheryny w poréwnaniu
do préb kontrolnych i préb w ktérych komoérki byty poddane dziataniu nanoczgstek
srebra. Sama transfekcja syntetycznymi analogami miRNA i sama inkubacja
z nanoczgstkami srebra nie wywotaty zmian w poziomie tych biatek w poréwnaniu do
prob kontrolnych. W przypadku N-kadheryny inkubacja z nanoczgstkami srebra nie
wykazata efektu modulujgcego ekspresji, w stosunku do préb kontrolnych. Jednoczesnie,
sama transfekcja syntetycznymi analogami miRNA jak i transfekcja potgczona z inkubacjg
z nanoczgstkami srebra wywotaty spadek ilosci biatka zaréwno w stosunku do préb
kontrolnych jak i w stosunku do komédrek poddanych dziataniu nanoczgstek srebra, przy
czym spadek zaobserwowany dla potgczonego efektu nanoczgstek srebra i transfekcji
syntetycznymi analogami miRNA byt znaczgco wiekszy. Dla biatka ZO-1 zaobserwowano
znaczacy wzrost ekspresji w stosunku do komarek kontrolnych dla préb transfekowanych
syntetycznymi analogami miRNA i dla prob transfekowanych syntetycznymi analogami

miRNA i inkubowanych z nanoczgstkami srebra, przy czym wzrost byt wiekszy w drugim
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przypadku. Same nanoczastki srebra nie wywotaty zmian w ekspresji tego biatka
w stosunku do préb kontrolnych, jednoczesnie ilos¢ biatka byta nizsza niz w komérkach
poddanych zaréwno transfekcji syntetycznymi oligonukleotydami i inkubacji
z nanoczgstkami srebra. Poziom biatka TCF8/ZEB1 w komarkach linii Hep G2 po inkubacji
z nanoczastkami srebra byt nizszy niz w prébach kontrolnych, transfekowanych
syntetycznymi analogami miRNA i w komodrkach poddanych zaréwno inkubacji
z nanoczastkami srebra jak i transfekcji miRNA. Biatko snail ulegto zwiekszonej ekspresji
w komodrkach poddanych dziataniu nanoczastek srebra, a transfekcja syntetycznymi

oligonukleotydami pozostata bez wptywu na jego ilos¢ (Rys. 21 i 22).

5.4.6. Analiza cyklu komérkowego w komarkach Hep G2

Cykl komérkowy jest procesem umozliwiajgcym powielanie materiatu
genetycznego i w rezultacie podziat komdrek. Na drodze podziatu komodrka
przeprowadza cykl komdrkowy, ktory jest obostrzony punktami kontrolnymi. Dzieki nim,
w razie nieprawidtowosci w materiale genetycznym, mozliwa jest jego naprawa lub

kierowanie komorki na droge apoptozy.

W przypadku komérek nowotworowych, dochodzi do uszkodzen i mutacji
materiatu genetycznego, co prowadzi do zaburzen w dziataniu punktéw kontrolnych
i tym samym prowadzeniu cyklu komdérkowego pomimo uszkodzen materiatu. Na cykl
komérkowy moga wptywaé warunki srodowiskowe, wywotujgc stres oksydacyjny
i przyczyniajgc sie do uszkodzen DNA, mogg wptywaé na biatka takie jak kinazy

cyklinozalezne, co moduluje sygnalizacje komorki i prowadzenie cyklu komérkowego.

Jodek propidyny jest barwnikiem fluorescencyjnym, ktory wigze sie do wiekszego
rowka dsDNA. Cytometryczny pomiar utrwalonych komérek barwionych jodkiem
propidyny jest najpowszechniejszg metodg wykorzystywang w badaniu cyklu

komérkowego [176].

W celu weryfikacji wptywu nanoczastek srebra na cykl komérkowy komédrek
Hep G2 wykonano pomiar cytometryczny z wykorzystaniem jodku propidyny. Pomiary
wykonano z uzyciem cytometru przeptywowego, intensywnos$¢ fluorescencji

odczytywano w kanale PE.
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Rysunek 23. Odsetek komdrek w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego (A - faza G1, B - faza
G2, C - faza S). Komorki byty hodowane w medium DMEM o réznych stezeniach glukozy,
5,5 mmol/dm? i 25 mmol/dm3. Komérki poddano dziataniu nanoczagstek srebra w stezeniach
6,25, 12,5 i 25 pg/cm3. Punkty reprezentujg $rednie wraz ze standardowym btedem $redniej,

n=3, ANOVA, a=0,05, test post hoc Bonferroniego.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna postawi¢ teze, ze stezenie glukozy
w medium hodowlanym rdznicuje hodowle komdrek Hep G2 pod wzgledem licznosci
komérek w réznych fazach cyklu komdérkowego (Rys. 23). Istotnie statystycznie rdznice

zaobserwowano miedzy licznoscig komérek znajdujgcych sie w fazach G1 i G2 cyklu
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komérkowego. Odpowiednio, w medium o nizszej zawartosci glukozy zaobserwowano
7,46 % komorek wiecej w fazie G1 i 3,35 % mniej w fazie G2 niz w medium o wyziszej
zawartosci glukozy. Dodanie nanoczastek srebra spowodowato obnizenie odsetka
komorek w fazie G1 oraz jego podwyzszenie w fazie G2 w obydwu wariantach medium
hodowlanego. Jednoczesnie dynamika zmian byta rézna, w zaleznosci od zastosowanego
stezenia glukozy w medium hodowlanym. Zmian byty mniejsze w hodowli utrzymywanej
na pozywce o wyzszym stezeniu glukozy, co spowodowato odwrdcenie stosunku
liczebnosci komérek w fazie G2 cyklu komérkowego w badanych wariantach.
W warunkach kontrolnych, w hodowli utrzymywanej w medium o wyiszym stezeniu
glukozy, obecnych byto wiecej komdrek w fazie G2, niz w medium o nizszym stezeniu
glukozy. Dodanie nanoczgstek srebra w stezeniu 12,5 pg/cm?® spowodowato wzrost
odsetka komodrek w fazie G2 w obu wariantach medium hodowlanego i jednoczesnie
zniwelowato réinice obecne w prébach kontrolnych. Dodanie wyzszego stezenia
nanoczastek srebra (25 pg/cm3) spowodowato w obu wariantach hodowli dalszy wzrost
odsetka komorek w fazie G2 cyklu i powstanie odwrotnych réznic miedzy mediami
hodowlanymi, w stosunku do rdznic, zaobserwowanych w przypadku komodrek
kontrolnych. W tym wypadku zaobserwowano wiekszg ilos¢ komérek w fazie G2

w medium o nizszym stezeniu glukozy (réznica na poziomie 4,03 %).
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Rysunek 24. Odsetek komdrek w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego (A - faza G1, B - faza
G2, C - faza S), przedstawiona jako procent komorek. Komorki byty hodowane w medium DMEM
suplementowanym glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3. Komdérki poddano dziataniu nanoczastek
srebra oraz syntetycznych oligonukleotydéw (miR-29c-3p, miR-100-5p, miR-107, miR-195-5p,

miR-221-3p), w stezeniach, odpowiednio 25 pg/cm? i 5 nmol/dm? (dla kazdego syntetycznego

”

miRNA). Na wykresie zestawiono S$rednie z odchyleniem standardowym, ,*” oznacza
statystycznie istotng rdznice w stosunku do kontroli, a oznacza statystycznie istotng rdznice

miedzy dang parg wynikow, ANOVA, a=0,05, n=16, test post hoc Tukeya.

W przypadku komérek linii Hep G2 hodowanych w pozywce suplementowanej
glukozg w stezeniu 25 mmol/dm?3 zaréwno transfekcja syntetycznymi analogami miRNA,
wplyw nanoczgstek srebra i oba czynniki zastosowane jednoczesnie spowodowaty
podobny spadek odsetka komdrek w fazie G1 cyklu komoérkowego, odpowiednio 0 6,77,
5,17 i 7,50 %. Jednoczesnie frakcja komdrek w fazie G2 cyklu komdrkowego zwiekszyta
sie po zastosowaniu wymienionych czynnikdw o odpowiednio 6,63, 6,5 i 5,5 %. Nie
zaobserwowano addytywnego efektu dla nanoczastek srebra i nanoczastek srebra

w potaczeniu z transfekcjg syntetycznymi analogami miRNA. W fazie S zaobserwowano
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spadek odsetka komodrek po transfekcji syntetycznymi analogami miRNA inkubowanych
z nanoczgstkami srebra w stosunku do komorek transfekowanych oligonukleotydami

kontrolnymi i inkubowanych z nanoczgstkami srebra (Rys. 24).

5.4.7. Badanie apoptozy w komdrkach linii Hep G2 poddanych dziataniu nanoczastek
srebra

Apoptoza jest autonomicznym procesem zachodzagcym w  komérce
umozliwiajgcym jej usuniecie bez wywotywania procesu zapalnego w tkance. Bodziec
prowadzacy do apoptozy moze byé wynikiem miedzykomérkowego przekaznictwa
sygnatéw lub efektem uszkodzen funkcjonalnych komarki. Nekroza z kolei jest procesem
nagtym, wynikajgcym z niekontrolowanych zmian $rodowiska komarki, prowadzacym do
uwolnienia czynnikdw prozapalnych z wnetrza komorki. W obliczu toksycznosci
nanoczgstek srebra, zasadnym bylo zbadanie w jaki sposdb ograniczajg one

przezywalno$¢ komarek linii Hep G2.
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Rysunek 25. Odsetek komodrek zywych, apoptotycznych i nekrotycznych. Licznos¢ frakcji
okreslono na podstawie obserwacji mikroskopowych po barwieniu z uzyciem jodku propidyny
i Hoechst 33342. ,*” oznacza istotng statystycznie réznice w ilosci komdrek danej frakcji, miedzy
prébami po inkubacji z nanoczgstkami srebra a komérkami kontrolnymi, ANOVA, a=0,05, n=16,

test post hoc Bonferroniego.
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W hodowli komérek Hep G2, w medium o zawartosci glukozy 25 mmol/dm3,
nanoczgstki srebra spowodowaty znaczny spadek komdrek okreslanych jako komérki
zywe o0 36,43 %. Jednoczesnie zaobserwowano wzrost odsetka komadrek nekrotycznych
0 28,94 % w stosunku do komérek z préb kontrolnych. Suma komérek apoptotycznych
w prébach kontrolnych wyniosta 8,32 %. Natomiast w komdrkach poddanych dziataniu

nanoczastek srebra 25,8 %.

5.4.8. llosciowe badanie reaktywnych form tlenu powstajacych w komérkach wobec
nanoczgstek srebra i transfekcji wybranymi, syntetycznymi analogami miRNA

Zwazywszy na znaczgce roznice w aktywnosci parametrow obrony
antyoksydacyjnej w komorkach linii Hep G2 w zaleznosci od stanu metabolicznego
wynikajgcego z zawartosci glukozy w medium hodowlanym przeprowadzono
eksperymenty pozwalajgce ocenié¢ ilos¢ powstajgcych reaktywnych form tlenu
w komorkach kontrolnych oraz komdrkach transfekowanych syntetycznymi analogami
miRNA i poddanych dziataniu nanoczastek srebra. W literaturze produkcja reaktywnych

form tlenu jest wymieniania jako gtéwny efekt toksyczny w dziataniu nanoczastek srebra.

5.4.8.1. llosciowa analiza produkowanych przez komoérke reaktywnych form tlenu

Dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H.DCFDA) jest zredukowang forma
fluoresceiny. W  komdrkach zostaje  przeksztatcony przez esterazy do
2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF) a nastepnie utleniony przez reaktywne formy
tlenu do 2',7'-dichlorodrofluoresceiny (DCF). DCF wykazuje silng fluorescencje
o maksimum emisji przy dtugosci fali 530 nm. W ponizszych doswiadczeniach
prowadzonych z uzyciem metod cytometrii przeptywowej fluorescencja sondy byta

obserwowana w kanale FITC.
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Rysunek 26. Intensywnos¢ fluorescencji utlenionej sondy mierzonej wewnatrz komorek w kanale
FITC. Komorki linii Hep G2 hodowane w mediach o réznym stezeniu glukozy (5,5 i 25 mmol/dm3)
poddano dziataniu nanoczastek srebra przez 12 godzin. Inkubacja ze znacznikiem
fluorescencyjnym H,DCFDA trwata 10 min (A) i 60 min (B). Na wykresie zestawiono srednie wraz
z odchyleniem standardowym. ,,*” oznacza istotne statystycznie rdznice miedzy parami préb
poddanych dziataniu tego samego stezenia nanoczgstek srebra, ale hodowanych w mediach
o réznym stezeniu glukozy. ,,a” oznacza istotne statystycznie réznice miedzy danym wynikiem
a komérkami kontrolnymi hodowanymi z uzyciem tego samego stezenia glukozy, ANOVA, a=0,05,

n=3, test post hoc Bonferroniego.
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Nanoczgstki srebra spowodowaty wzrost intensywnosci fluorescencji
pochodzacej z komérek hodowanych w medium suplementowanym glukozg o stezeniu
25 mmol/dm3. w kazdym z testowanych stezen (6,25, 12,5, 25 ug/cm3). W przypadku
komérek hodowanych w medium o nizszym stezeniu glukozy (5,5 mmol/dm?3) nie
zaobserwowano wplywu nanoczgstek srebra na intensywno$é fluorescencji.
Jednoczesnie, poziom intensywnosci fluorescencji byt znaczgco wyzszy w komérkach
kontrolnych hodowanych w medium o wyzszym stezeniu glukozy. Inkubacja
z nanoczgstkami srebra zwieksza réznice w intensywnosci fluorescencji obserwowane;j

w komadrkach obu hodowli (Rys. 26).
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Rysunek 27. Intensywnos¢ fluorescencji utlenionej sondy mierzonej wewnatrz komérek w kanale
FITC. Komorki linii Hep G2 hodowane w medium suplementowanym glukoza w stezeniu 25
mmol/dm?3 poddano dziataniu nanoczastek srebra o stezeniu 25 pg/cm? oraz syntetycznych
analogdéw (miR-29¢-3p, miR-100-5p, miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p) w stezeniu 5 nmol/dm3
(kazdy). Na wykresie zestawiono $rednie wraz z odchyleniem standardowym. ,*” oznacza
statystycznie istotng réznice w stosunku do kazdego innego wyniku. ANOVA, a=0,05, n=3, test

post hoc Tukeya.

Nanoczgstki srebra spowodowaty zwiekszenie fluorescencji DCF zaréwno
w komérkach linii Hep G2 w stosunku do komdrek kontrolnych, komérek poddanych
dziataniu syntetycznych analogdw miRNA jak i komdrek poddanych dziataniu

nanoczastek srebra w potaczeniu z syntetycznymi analogami miRNA. Nie
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zaobserwowano statystycznie istotnego wptywu nanoczastek srebra i analogdw miRNA

na poziom intensywnosci fluorescenc;ji (Rys. 27).

5.4.8.2. llosciowa analiza reaktywnych form tlenu z uzyciem DHR 123

Dihydrorodamina 123 (DHR 123) uzywana jest do badania poziomu reaktywnych
form tlenu w komérce. Przez wtasciwosci lipofilowe, dyfunduje przez btony komérkowe.
Wewnatrz komoérki jest utleniana do fluorescencyjnego kationu rodaminy i pozostaje
wewnatrz mitochondrium [177]. Dihydrorodamina 123 po utlenieniu cechuje sie emisjg
fluorescencji przy dtugosci fali 528 nm. W ponizszych doswiadczeniach prowadzonych

z uzyciem cytometru przeptywowego fluorescencja bytfa rejestrowana w kanale FITC.
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Rysunek 28. Intensywnos¢ fluorescencji sondy wewnatrz komérek rejestrowana w kanale FITC,
zastosowana sonda to dihydrorodamina 123 w docelowym stezeniu 5 umol/dm3. Komarki linii
Hep G2 hodowane w medium suplementowanym glukoza w stezeniu 25 mmol/dm3 poddano
dziataniu nanoczastek srebra o stezeniu 25 pg/cm? oraz syntetycznych analogéw (miR-29c¢c-3p,
miR-100-5, miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p) w stezeniu 5 nmol/dm? (kazdy). Na wykresie
zestawiono Srednie wraz z odchyleniem standardowym. ,*” Oznacza statystycznie istotng
réznice w stosunku do kontroli, a litery a oraz b oznaczajg réznice miedzy dang parg wynikéw.

ANOVA, a=0,05, n=3, test post hoc Tukeya.

Zaobserwowano spadek intensywnosci fluorescencji w komérkach, w stosunku
do kontroli, dla modelu komérek transfekowanych syntetycznymi analogami miRNA oraz

w przypadku potgczenia transfekcji z inkubacjg z nanoczgstkami srebra. Inkubacja
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z nanoczgstkami srebra wywotata wzrost intensywnosci fluorescencji witasciwe] dla
rodaminy 123 w stosunku do komdrek kontrolnych. Jednoczesnie zaobserwowano ze
intensywno$¢ fluorescencji byta wyzsza niz w komoérkach transfekowanych
syntetycznymi nukleotydami oraz komoédrkach poddanych zaréwno transfekcji jak

i inkubacji z nanoczgstkami srebra (Rys. 28).

5.4.8.3. Ocena rodnikowych produktow peroksydacji lipidow w komadrkach Hep G2
poddanych dziataniu nanoczgstek srebra

BODIPY (581/591) C11 jest sondg fluorescencyjng, wykorzystywang do oceny

peroksydacji lipidéw i skutecznosci potencjatu antyoksydacyjnego komoérek [178].
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Rysunek 29. Poziom nadtlenkéw lipidéw oznaczonych z uzyciem sondy BODIPY (581/591) C11.
Na wykresie zestawiono logarytm naturalny ze stosunku intensywnosci fluorescencji
zaobserwowanej w kanale FITC do tej zaobserwowanej w kanale PE. Komédrki poddano
transfekeji syntetycznymi analogami miRNA w stezeniu 5 nmol/dm?3 (miR-29¢-3p, miR-100-5p,
miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p) oraz dziataniu nanoczastek srebra w stezeniu 25 pg/cm3. Na
wykresie zobrazowano zakres od 25 do 75 percentyla razem z obserwowanymi wielko$ciami
minimalnymi i maksymalnymi. Litery ,a” i ,b” oznaczajg istotng statystycznie réznice miedzy

danymi parami wynikéw, ANOVA, a=0,05, n=4, test post hoc Tukeya.

Nanoczgstki srebra powodujg generacje nadtlenkéw lipidéw w komadrkach linii
Hep G2 hodowanych w pozywce suplementowanej glukozg w stezeniu 25 mmol/dm?3

w stosunku do komorek kontrolnych. Podobne rdinice zaobserwowano miedzy
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komoérkami pod dziataniem nanoczastek srebra a komdrkami po transfekcji
syntetycznymi  oligonukleotydami oraz komérkami zaréwno po transfekcji
i po inkubacji z nanoczgstkami srebra. Sama transfekcja nie spowodowata zmian

w wykrywanej ilosci nadtlenkéw lipidow w stosunku do kontroli (Rys. 29).

5.4.9. Badanie catkowitego poziomu NADP i NADPH w komoérkach Hep G2 poddanych
dziataniu nanoczgstek srebra

Przekierowanie metabolizmu glukozy na szlak pentozowy umozliwia redukcje
i detoksykacje reaktywnych form tlenu przez wytwarzanie NADPH. NADPH jest czescia
systemu antyoksydacyjnego komorek i zwiekszenie jego ilosci w komérce zabezpiecza jg

przed konsekwencjami stresu oksydacyjnego [179].

W celu okreslenia, czy zwiekszona opornos¢ komdrek Hep G2 hodowanych
w medium o stezeniu 5,5 mmol/dm3 glukozy wzgledem komodrek tej samej linii
w pozywce o podwyzszonym stezeniu glukozy (25 mmol/dm3) zalezy od szlaku
metabolicznego komoérki, sprawdzono catkowity ilos¢ NADPH i jego utlenionej formy

NADP.
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Rysunek 30. Poziom NADP i NADPH zbadano komercyjnie dostepnym zestawem. Komorki linii
Hep G2 suplementowane glukozg w stezeniu 5,5 i 25 mmol/dm? poddano dziataniu nanoczastek
srebra w stezeniach: 6,25, 12,5, 25 pg/cm?3. Na wykresie zestawiono érednie wraz z odchyleniem
standardowym. ,,*” oznacza rdéznice miedzy wynikami uzyskanymi dla komdrek inkubowanych
z danym stezeniem nanoczastek srebra, w rdznych stezeniach glukozy. Litery ,a” oraz ,b”
oznaczaja statystycznie istotne réznice miedzy danym wynikiem a kontrolg dla danego stezenia

glukozy. ANOVA, a=0,05, n=3, test post hoc Bonferroniego, [j.u] — jednostka umowna.

W komérkach linii Hep G2 poziom NADP/NADPH réznicowat media hodowlane
w stezeniu nanoczastek srebra na poziomie 25 pg/cm3. Przy stezeniu
6,25 ug/cm? zaobserwowano wyzsze stezenie NADP/NADPH w komérkach hodowanych
w medium suplementowanym glukozg w stezeniu 25 mmol/dm?3. Natomiast przy
stezeniu 25 pg/cm? zaobserwowano odwrotne zjawisko, stezenie NADP/NADPH byto
wyzsze w medium o stezeniu glukozy na poziomie 5,5 mmol/dm3. Jednoczes$nie,
nanoczastki srebra w stezeniach 12,5 i 25 pg/cm3 spowodowaty spadek stezenia

NADP/NADPH w stosunku do komadrek kontrolnych, w obu pozywkach (Rys. 30).
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Rysunek 31. Poziom NADP/NADPH w komarkach linii Hep G2. Hodowle prowadzono w medium
DMEM suplementowanym glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3. Komdrki transfekowano
syntetycznymi analogami miRNA w stezeniu 5 nmol/dm3® (miR-29¢-3p, miR-100-5p, miR-107,
miR-195-5p, miR-221-3p) oraz poddano dziataniu nanoczastek srebra w stezeniu 25 ug/cm3.
Litery a, b oraz c oznaczajg statystycznie istotne réznice miedzy danymi parami wynikéw, ANOVA,

a=0,05, n=3, test post hoc Tukeya.

Nanoczastki srebra spowodowaty spadek poziomu NADP/NADPH w komadrkach
linii Hep G2 hodowanych w medium suplementowanym glukozg w stezeniu
25 mmol/dm3. Transfekcja komérek wybranymi syntetycznymi miRNA przywrécita
stezenie NADP/NADPH w komdrkach poddanych dziataniu nanoczastek srebra do
poziomu kontrolnego. Sama transfekcja miRNA nie wptyneta w sposéb znaczacy na

stezenie NADP/NADPH (Rys. 31).

5.4.10. Pomiar potencjatu btony mitochondrialnej w komodrkach Hep G2 po
wprowadzeniu inhibitorow tancucha oddechowego

Do pomiaréw potencjatu btony mitochondrialnej uzyto CMXRos. Walidacje
metody  przeprowadzono z  uzyciem CCCP  (ang. carbonyl cyanide
m-chlorophenylhydrazone, = m-chlorofebylohydrazon  cyjanku  karbonylu) oraz

oligomycyny.
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Rysunek 32. Potencjat mitochondrialny komérek Hep G2, hodowanych w medium
suplementowanym glukoza w stezeniu 25 mmol/dm3, mierzy za pomocg CMXRos. Komdrki

poddano dziataniu oligomycyny i CCCP. ,,*” oznacza réznice istotng statystycznie ANOVA, a=0,05,
n=3, test post hoc Dunnetta.
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Rysunek 33. Potencjat mitochondrialny komoérek Hep G2 hodowanych w medium

suplementowanym glukozg w stezeniu 25 mmol/dm?3, mierzony za pomocg CMXRos. Komdrki
poddano transfekcji syntetycznymi analogami miRNA (miR-29c-3p, miR-100-5, miR-107,
miR-195-5p, miR-221-3p) oraz inkubowano z nanoczastkami srebra w stezeniu 25 pg/cm3.

,»¥” 0znacza réznice istotng statystycznie, ANOVA, a=0,05, n=3, test post hoc Tukeya.

Pomiary potencjatu mitochondrialnego komérek poddanych dziataniu

nanoczastek srebra roznity sie w stosunku do prob kontrolnych. Oligomycyna
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spowodowata wzrost potencjatu mitochondrialnego o 15,5 %, natomiast CCCP
spowodowat spadek o 40,29 % (Rys. 32). Nanoczastki srebra prowadzity do
hiperpolaryzacji btony mitochondrialnej, co jest zbiezne z efektem obserwowanym dla
oligomycny, natomiast zastosowane syntetyczne analogi miRNA pozostaty bez wptywu

na potencjat btony mitochondrialnej (Rys. 33).

5.4.11. Pomiar ATP w komdrkach Hep G2 transfekowanych syntetycznymi analogami
miRNA i poddanych dziataniu nanoczastek srebra
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Rysunek 34. Stezenie ATP w komdrkach Hep G2 hodowanych w medium suplementowanym
glukozag w stezeniu 25 mmol/dm?3. Komorki zostaty poddane dziataniu nanoczagstek srebra
w stezeniu 25 pg/cm® oraz transfekcji syntetycznymi analogami miRNA (miR-29¢c-3p,
miR-100-5p, miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p). Inkubacja komdrek z nanoczgstkami srebra,
jak i transfekcja wybranymi analogami miRNA pozostaty bez wptywu na poziom ATP

w komorkach Hep G2 (Rys. 34).

Zastosowanie nanoczgstek srebra oraz transfekcja syntetycznymi analogami

miRNA pozostaty bez wptywu na stezenie ATP w komérkach Hep G2.

5.5. Ocena modulacji profilu miRNA w tkankach in vivo

W celu weryfikacji hipotezy na temat zmian w profilu miRNA u zwierzat
narazonych intencjonalnie na nanomaterialy zbadano zmiany w profilu miRNA
w watrobach szczurow ktérym podawano nanoczgstki srebra dwoma drogami: poprzez

podanie jednorazowej iniekcji do zyly doogonowej oraz w dawce podzielonej per os.
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Rysunek 35. Ekspresja wybranych miRNA w watrobach szczuréw szczepu Fischer 344/DuCrl.
Zwierzeta otrzymaty nanoczastki srebra dozylnie, do zyty ogonowej w dawce 5 mg/kg masy ciata.

Na wykresie zestawiono ekspresje préb badanych w stosunku do ekspresji préb kontrolnych, n=7.
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Rysunek 36. Ekspresja wybranych miRNA w watrobach szczuréw szczepu Fischer 344/DuCrl.
Zwierzeta otrzymaty nanoczastki srebra doustnie, w dawce 30 mg/kg masy ciata. Na wykresie

zestawiono ekspresje préb badanych w stosunku do ekspresji préb kontrolnych, n=7.

Zaréwno w przypadku zwierzat, ktdrym nanoczastki byty podawane z pokarmem
jak i w przypadku tych, ktorym nanoczastki byty podawane dozylnie nie zaobserwowano
istotnych roznic w ekspresji badanych miRNA w stosunku do zwierzat kontrolnych

(Rys. 35 36).
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6. Dyskusja

Wielkos¢ globalnego rynku miRNA w 2020 roku oceniono na 854,6 milionéw
dolaréw amerykanskich i zgodnie z prognozami rozwdj osiggnie skumulowang roczng
stope wzrostu na poziomie 19,8 % rocznie do 2028 roku [180]. Na szybkie tempo wzrostu
wykorzystania miRNA nakfada sie kilka czynnikdw, sposrdd ktérych najistotniejszym
wydaje sie szybka identyfikacja celéw ekspresyjnych dla kolejnych miRNA, co przyczynia
sie do ich dalszych zastosowan diagnostycznych i terapeutycznych. Dzieki temu miRNA
nalezg obecnie do najwazniejszych potencjalnych kandydatéw na biofarmaceutyki. Ze
wzgledu na potencjalnie wiele zastosowan konieczne jest badanie interakcji

z czgsteczkami obecnymi w srodowisku.

Aby okresli¢ role miRNA w odpowiedzi komérek Hep G2 na toksyczne dziatanie

nanoczgastek srebra, zaplanowano realizacje badan na trzech ptaszczyznach:

- definiujac réznice w odpowiedzi komoérek tej samej linii, o zmienionym profilu

metabolicznym przez dostepnosé glukozy w pozywce, na dziatanie nanoczastek srebra.

- okreslajgc zmiany w ekspresji miRNA w modelu in vitro i in vivo pod wptywem dziatania

nanoczgstek srebra.

- sprawdzajac jak modulacja poziomu miRNA bedzie wptywata na parametry komérek

poddanych dziataniu nanoczastek srebra.

Ekspresja miRNA jest nie tylko specyficzna tkankowo, ale moze ulegaé¢ zmianom
przy zmienionych warunkach srodowiska [181] W przypadku komérek Hep G2, hodowla
w réznych wariantach pozywki DMEM , powodowata réznice w profilu miRNA. Wyniki
analizy przeprowadzonych doswiadczern qPCR (ang. quantitative Polymerase Chain
Reaction) (Rys. 2) nasunety pytania, jak czesciowe przywrdcenie zmienionego profilu
miRNA w hodowli w medium o zwiekszonej dostepnosci glukozy, wptynie na fenotyp

komoérek poddanych toksycznemu dziataniu nanoczgstek srebra.

Toksykologiczne efekty kofcowe dziatania nanoczastek srebra sg stosunkowo
dobrze poznane, a badania byly prowadzone na szeregu linii komdrkowych oraz na

zwierzetach laboratoryjnych. W przypadku linii Hep G2, istnieja doniesienia
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o toksycznosci nanoczgstek w szerokim zakresie rozmiardw, zarowno dla wielkos$ci 10 nm

[182] jak i 100 nm [183].

Mimo badan nad toksycznos$cig nanoczastek srebra, w dalszym ciggu brak jest
zgodnosci co do mechanizmoéw jej powstawania. Pewien problem w analizie dostepnych
danych powodujg rozbieznosci w warunkach prowadzenia hodowli komadrkowej in vitro.
Nawet w przypadku tej samej linii komdérkowej, hodowle sg prowadzone w pozywkach
czesto drastycznie réznigcych sie sktadem. Wobec tego, trudno jest poréwnywac dane
z prac sugerujgcych odmienne mechanizmy toksycznosci na podstawie pomiaréw
dotyczacych réznych szlakéw metabolicznych i réznych szlakéw wewnatrzkomdrkowego
przekaznictwa sygnatéw. Dla komodrek linii Hep G2 czesta jest rozbiezno$é¢ miedzy
metodykg badan opisang w literaturze tematu, a zaleceniami ATCC (American Type
Culture Collection). W materiatach udostepnionych przez ATCC, pozywka EMEM (ang.
Eagle’s Minimum Essential Medium) jest zalecana do hodowli komdrek Hep G2.
Jednoczesnie duza cze$¢ doswiadczen wykonywanych na komérkach linii Hep G2
prowadzona jest na hodowlach z uzyciem pozywki DMEM (ang. Dulbecco's Modified
Eagle Medium), z czestym pominieciem informacji, ktéry wariant zostat zastosowany
[184-186] lub pozywki RPMI (ang. Roswell Park Memorial Institute) [187-189]. Nie liczac
nawet innych réznic w sktadzie tych pozywek w stosunku do pozywki EMEM, samo

stezenie glukozy jest odpowiednio 4,5 raza i 2 razy wieksze.

Glukoza jest istotnym czynnikiem decydujgcym o profilu metabolicznym komorki.
W linii Hep G2 potwierdzono, ze ograniczenie dostepnosci glukozy prowadzi do
biogenezy mitochondriow i intensyfikacji fosforylacji oksydacyjnej [190]. Przy analizie
przezywalnosci komorek wobec ksenobiotykéw istotnym czynnikiem jest profil
metaboliczny komdrek. Stezenie glukozy bedzie miato szczegdlne znaczenie w przypadku
zwigzkow o biologicznej aktywnosci kierowanej w szlaki glikolizy i cyklu kwasu
cytrynowego oraz strukture i inne funkcje mitochondriéw. Jak wykazano, substytucja
glukozy galaktozg uwrazliwia komorki Hep G2 na czynniki zaburzajgce prace
mitochondriéw [191]. Zbadana przezywalno$é komadrek linii Hep G2 w odpowiedzi na
nanoczastki srebra (Rys. 1) jest zbiezna z wczesniejszymi doniesieniami [192].
Nanoczastki srebra silniej ograniczaty przezywalno$¢ w przypadku medium

suplementowanym glukoza w wyzszym stezeniu (25 mmol/dm?3) w stosunku do medium
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0 nizszej zawartosci glukozy (5,5 mmol/dm3). Jako przyczyne takiego stanu rzeczy
wskazywano nature toksycznos$ci nanoczastek srebra, czesto definiowang przez
zaburzenia réwnowagi redoks komorek i silniejsze stymulowanie mechanizméw obrony
antyoksydacyjnej w przypadku komodrek hodowanych w warunkach obnizonej
dostepnosci glukozy. Co wiecej, komérki utrzymywane przez krétki czas w pozywce
0 nizszym poziomie glukozy przedstawiaty profil przezywalnosci zblizony do tego
uzyskanego dla komorek hodowanych na medium o wyzszym stezeniu glukozy. Dopiero
dtugotrwata hodowla w warunkach obnizonej dostepnosci glukozy skutkowata
znaczacymi zmianami w profilu przezywalnosci i w rdéznicach parametréw obrony

antyoksydacyjnej [192].

Z uwagi na znaczace réznice w przezywalnosci komorek Hep G2 poddanych
dziataniu nanoczastek srebra w mediach hodowlanych o réznej dostepnosci glukozy,
poréwnano efekt AgNP na licznos¢ zywych komodrek w réznych czasach inkubacji
i w réinej gestosci hodowli komodrkowej. Dostepnosé glukozy jako czynnika
przyspieszajgcego proliferacje komodrek réznorodnych linii jest zjawiskiem szeroko
opisanym w literaturze, miedzy innymi dla komdrek raka piersi (MDAMB231, SKBR3,
MCF-7) [193], endometrium (ECC-1, Ishikawa) [194], komdrek nabtonkowych przewodu
trzustkowego [195] i wielu innych. Na kazdym etapie badania przeprowadzonego
w mojej pracy doktorskiej (Tab. 2) komdrki hodowane w medium o stezeniu glukozy
25 mmol/dm? wykazywaty wiekszg liczebno$¢ w stosunku do komdrek hodowanych
w medium o stezeniu glukozy 5,5 mmol/dm?3. Wyjatkiem byt pomiar po 24 godzinach, dla
hodowli o wyjsciowej ilosci 3,125-10% komérek, gdzie zaobserwowano wiecej komdrek
w przypadku medium o nizszej zawartosci glukozy. Wyniki dwuczynnikowe] analizy
wariancji sugerujg, ze dla nizszych wartosci wyjsciowego zageszczenia komaorek rdznice
w odczytach byty skutkiem zarédwno réznic w warunkach hodowli komorek, jak
i zastosowanego stezenia nanoczgstek srebra. Przy wyzszych gestosciach wyjsciowej
hodowli i przy dtuiszych czasach hodowli, efekt nanoczgstek srebra stawat sie
zaniedbywalny, a role kluczowg miato stezenie glukozy w medium hodowlanym. Przy
wyjsciowych licznosciach 25-10% i 50-10% komdrek zauwazono spadek liczby komorek
hodowanych w pozywce z wyzszym stezeniu glukozy w stosunku do komodrek

hodowanych w medium o nizszym stezeniu glukozy. Jest to najprawdopodobniej efektem
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przegeszczenia hodowli komérkowej. W warunkach doswiadczalnych, hodowle sg
umieszczane w niewielkich naczyniach hodowlanych, takich jak mikroptytki, w znacznej
ilosci komédrek na jednostke powierzchni. Medium hodowlane, w tym stezenie glukozy,
bedzie odgrywato znaczgcy role w odczytach wielu doswiadczenn biochemicznych
prowadzonych w takich warunkach. Zaobserwowane réznice w liczebnosci zywych
komorek sg efektem koricowym réznic w aktywnosci szlakéw metabolicznych i szlakéw
przekaznictwa wewnatrz- i zewngtrzkomérkowych sygnatéw. Zmiany w ilosci zywych
komédrek obserwowane po 24 godzinach inkubacji majg swoje zrédto w przemianach
zapoczatkowanych wiele godzin wczes$niej. Sam proces apoptozy trwa od 12 do 24 godzin
[196]. Prawdopodobnie wybdr medidw o wyiszym stezeniu glukozy w stosunku do
zalecanego w wielu pracach badawczych jest zwigzany wtasnie z wyzszym potencjatem
proliferacyjnym komdrek hodowanych w takich mediach (Tab. 2), co przyspiesza i utatwia

prace laboratoryjne, aczkolwiek utrudnia interpretacje danych.

Z uwagi na narzgdowe pochodzenie komérek linii Hep G2, po zweryfikowaniu ich
profilu przezywalnosci wzgledem nanoczgstek srebra sprawdzono profil miRNA
o potwierdzonej ekspresji w komadrkach watrobowych (Rys. 2). Badanie przeprowadzono
z udziatem komodrek hodowanych na pozywkach o niskiej i wysokiej zawartosci glukozy.
Znaczgco silniejszym zmianom ekspres;ji po inkubacji z nanoczgstkami srebra ulegt profil
miRNA w komérkach hodowanych w pozywce suplementowanej glukozg w stezeniu
25 mmol/dm?3. Na podstawie profilu zmian miRNA i kwerendy literaturowej wytypowano
pie¢ miRNA do dalszej czesci badan: miR-29¢-3p, miR-100-5p, miR-107, miR-195-5p,
miR-221-3p.

Dziatanie toksyczne nanoczagstek srebra opiera sie, wedfug paradygmatu
w literaturze, na generowaniu przez te indywidua stresu oksydacyjnego. Wybrane miRNA
miaty potencjat do modulowania odpowiedzi komérek na stres oksydacyjny oraz na
przejscie epitelialno-mezenchymalne. W komorkach raka jelita grubego wykazano, ze
miR-29¢c-3p moze by¢ bezposrednim regulatorem SPARC (ang. secreted protein acidic,
rich in cysteine). Ekspresja tego genu jest powigzana z adhezjg, proliferacja
i réznicowaniem komorek, a jego podwyzszony poziom koreluje z powstawaniem stresu
oksydacyjnego. Z uwagi na spadek poziomu miR-29c-3p w tych komérkach mozna

przypuszcza¢ o0 zaangazowaniu regulacji miR-29¢c-3p w niwelowanie stresu
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oksydacyjnego przez kontrole poziomu SPARC [197]. Regulacja SPARC przez miR-29c¢-3p
wigze sie réwniez ze zmniejszaniem zdolnosci do uzto$liwiania komérek przez
hamowanie inwazyjnosci i metastazy w komadrkach raka szyjki macicy [198]. MiR-100-5p
jest zaangazowany w obnizanie poziomu stresu oksydacyjnego przez bezposrednig
regulacje poziomu NOX4 [199] lub posrednig regulacje czynnikéw posredniczacych
w regulacji stresu oksydacyjnego w tym HIF1-a, P53, VEGF, NRF2 co moze by¢ zwigzane
z rolg miR-100-5p w indukowaniu opornosci na terapie stosowang w leczeniu raku
prostaty. Ponadto miR-100-5p bierze udziat w regulacji szlaku WNT/beta-katenina [200]
oraz regulacji poziomu biatka mTOR powodujgc spadek potencjatu migracyjnego
i inwazyjnego komoédrek [201]. MiR-107 réwniez bierze udziat w regulacji szlaku
WNT/beta-katenina [202] a ponadto wptywa na poziom klaudyny-1 [203], co moze
skutkowa¢ zmniejszeniem  potencjatu  komdrek do przejscia  epitelialno-
mezenchymalnego. W przypadku regulacji stresu oksydacyjnego wykazano obronne
dziatanie miR-107 w stosunku do neurotoksycznych wtasciwosci 6-hydroksydopaminy in
vivo oraz in vitro (MiR-107 overexpression attenuates neurotoxicity induced by
6-hydroxydopamine both in vitro and in vivo). Rdwniez miR-195-5p obniza poziom stresu
oksydacyjnego. Doniesienia sugeruja, ze dzieje sie tak przez bezposrednia regulacje ATF6
(ang. activating transcription factor 6) [204] i VEGFA (ang. endothelial growth factor A)
[205]. MiR-195-5p hamuje rowniez inwazyjno$¢ komdrek przez inhibicje czynnika E2F3
[206] oraz regulacje poziomu klaudyny 2 [207]. MiR-221-3p ogranicza powstawanie
stresu oksydacyjnego poprzez inhibicje szlaku TLR4/NF-kB [208] oraz bierze udziat
w regulacji szlaku WNT/beta-katenina [209].

Do badain obejmujgcych transfekcje wybranymi syntetycznymi miRNA
wytypowano hodowle komadrek linii Hep G2 w medium o podwyzszonym, wzgledem
fizjologicznego stezeniu glukozy (25 mmol/dm?3). Taki wybdr byt spowodowany znaczgco
wiekszg wrazliwoscig komorek linii Hep G2 hodowanych w medium o wyzszym stezeniu
glukozy, co wykazaty wstepne badania przezywalnos$ci wobec nanoczgstek srebra oraz

badanie zmian w profilu miRNA pod dziataniem nanoczastek srebra.

Nastepnie zbadano zmiany w przezywalnosci komérek linii Hep G2 hodowanych
w medium suplementowanym glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3, po transfekc;ji

wybranymi syntetycznymi analogami miRNA, wobec szeregu stezen nanoczgstek srebra
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uzytego do wstepnej oceny toksycznosci. Wsrdd sprawdzonych syntetycznych
nukleotyddéw, miR-100-5p i miR-107 najskuteczniej zwiekszyty przezywalnos¢ komorek
wzgledem nanoczgstek srebra (Rys. 3). Stwierdzono role miR-107 w kontroli
powstawania produktu biatkowego genu supresorowego: PTEN (ang. Phosphatase and
tensin homolog deleted on chromosome ten). Wzrost poziomu miR-107 koreluje ze
spadkiem potencjatu apoptotycznego komodrek, stymulacjg proliferacji oraz spadkiem
poziomu biatka PTEN [210]. Podwyzszony poziom miR-100-5p, podobnie jak miR-107
moze ograniczaé potencjat apoptotyczny oraz promowaé przezywalnos$é komérek raka

nerkowokomodrkowego [211].

Rolg miRNA w komérkach eukariotycznych jest kontrola ekspresji genéw na
poziomie potranskrypcyjnym. MiRNA charakteryzuje sie krotka, bo ok. 24 nt. sekwencjg,
w wysokim stopniu komplementarng z mRNA docelowych biatek. Celem weryfikacji
transfekcji komoérek Hep G2 syntetycznymi miRNA oraz upewnienia sie, ze wybrane
miRNA wykazujg interferencje, postuzono sie badaniem poziomu powstawania w tych
komodrkach biatek, wybranych jako markerowe regulowane przez wybrane miRNA.
W celu wybrania takich biatek, ktérych mRNA wykazywaty zbiezno$¢ sekwencyjna
z badanymi miRNA postuzono sie danymi wygenerowanymi przez baze danych miRDB
(Tab. 4) oraz kwerenda literaturowg. W literaturze tematu mozna znalezé prace
dokumentujgce interferencje miedzy wybranymi parami biatko-miRNA in vitro.
Wykazano, ze mTOR moze by¢ bezposrednio regulowane przez miR-100-5p [201], CCNE1
przez miR-195-5p [212, 213], CDKN1B przez miR-221-3p [214], oraz NF1 przez miR-107
[215]. Do tej pory nie wykonano badan, ktore bezposrednio wskazywataby na korelacje
miedzy ekspresja miR-29c-3p a klaudyna-1, jednak wskazano na taka zaleznos¢
w przypadku cztonka tej samej rodziny (miR-29) o podobnej sekwencji: miR-29a-3p

[216].

W zwigzku z powyzszym sprawdzono w jaki sposdb nanoczastki srebra beda
modulowaty ekspresje regulowanych biatek w komérkach linii Hep G2 przed i po
transfekcji wybranymi syntetycznymi analogami miRNA. Wykonany na panelach miRNA
gPCR (Rys. 2) wykazat, ze poziom wybranych miRNA ulegt obnizeniu w komdrkach Hep
G2 pod wptywem dziatania nanoczgstek srebra. Pozwolito to na przyjecie tezy, ze poziom

biatek, wybranych jako markerowe, jesli sg kontrolowane przez wybrane miRNA, bedzie
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wzrastat pod wptywem dziatania nanoczastek srebra, gdyz na poziomie mRNA nie bedzie
dochodzito do interferencji miRNA tak intensywnie, jak w przypadku komodrek
kontrolnych. Na weryfikacje postawionej tezy pozwolito badanie Western blot (Rys. 4),
ktére wykazato znaczgcy wzrost ekspresji wszystkich wybranych biatek w komadrkach
Hep G2 poddanych dziataniu nanoczastek srebra w porédwnaniu do komodrek
kontrolnych. Istniejg wczesniejsze doniesienia literaturowe pokazujgce spadek ilosci
CDKN1 w komdrkach linii Hep G2 pod wptywem nanoczastek srebra [217]. Jednak
badania byty wykonane na komdrkach hodowanych w pozywce Wiliamsa, ktora nie
zawiera glukozy w sktadzie, a ktdrej dostepnos¢ warunkuje odpowiedz komaérki na stres
oksydacyjny, w tym ten indukowany przez nanoczgastki srebra [192]. Jednoczesnie, stres
oksydacyjny wywotany przez leki przeciwcukrzycowe powoduje zwiekszenie ekspresji
CDKN1B [218]. W tym doniesieniu zastosowano do hodowli DMEM o nieznanym
stezeniu glukozy. Gtéwng rozpoznang funkcja CDKN1B jest zatrzymanie cyklu
komérkowego w fazie G1 [219] jednak w prezentowanym ukfadzie badanym zwiekszenie
poziomu tego biatka byto czynnikiem niewystarczajgcym do wywofania podobnych
zmian. W badaniu cyklu komérkowego zaobserwowano odwrotny efekt dziatania
nanoczgstek srebra, polegajacy na zwiekszeniu ilosci komérek w fazie G2 (Rys. 23).
Zastosowanie miR-221-3p skutecznie ograniczyto poziom biatka CDKN1B zaréwno
w stosunku do komérek kontrolnych i w stosunku do komérek poddanych dziataniu
nanoczgstek srebra. CLDN1 jest jednym z biatek wchodzgcych w sktad potaczen scistych
i determinuje wfasciwosci barierowe bfon miedzy sasiadujgcymi komédrkami [220].
Ekspresja CLDN1 na poziomie miRNA ulega zwiekszeniu u szczuréw poddanych dziataniu
nanoczastek srebra [221]. Transfekcja komédrek linii Hep G2 syntetycznym
miR-29c-3p spowodowata spadek ekspresji CLDN1. CCNE1l jest jednym z biatek
warunkujgcych przejscie G1/S. Nadekspresja tego biatka zostata zaobserwowana w wielu
nowotworach [222], réwniez w komérkach Hep G2, pod dziataniem nanoczastek srebra
zaobserwowano jego nadekspresje. MiR-195-5p nie spowodowat zmiany w poziomie
CCNE1 w stosunku do kontroli, ale zredukowat obserwowany wzrost poziomu biatka
wywotany nanoczgstkami srebra do poziomu kontrolnego. Podobnie w przypadku biatka
NF1, ktdrego poziom jest regulowany potranskrypcyjnie przez miR-107, transfekcja nie
spowodowata zmian w poziomie biatka w stosunku do préb kontrolnych, jednak

ograniczyta jego poziom indukowany przez nanoczgstki srebra.
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Symultaniczna transfekcja wybranymi syntetycznymi analogami miRNA
spowodowata znaczgco zwiekszong przezywalnos¢ komoérek wobec dziatania
nanoczgstek srebra (Rys. 7), mimo uzycia nizszych stezen poszczegdlnych
oligonukleotyddéw (5 nmol/dm3) niz w przypadku badania kazdego z nich osobno
(30 nmol/dm3). Parametr IC50 wzrdst 1,75 krotnie w stosunku do préb kontrolnych,
osiggajgc  warto$¢ 22,32 pg/cm® dla  komédrek hodowanych w medium
suplementowanym glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3. Jest to warto$é wyzsza niz ta
wynikajgca z analizy krzywej przezywalnosci dla komérek utrzymywanych w pozywce
zawierajgcej nizsze stezenie glukozy (5,5 mmol/dm3). Zastosowane syntetyczne analogi
miRNA skutecznie zniwelowaty réznice w przezywalnosci wobec nanoczgstek srebra,
indukowang réznicami w stezeniu glukozy w medium hodowlanym i wykazaty charakter

protekcyjny wobec toksycznego dziatania nanoczastek srebra.

Parametr SSC-A, zgodnie z dostepnymi danymi [223] i wtasnymi obserwacjami
moze z stuzy¢ identyfikacji wnikania nanoczastek srebra do komérek. Wielkos¢ tego
parametru jest proporcjonalna do stezenia zastosowanych nanoczastek srebra.
Transfekcja wybranymi syntetycznymi analogami miRNA nie powodowata zmian
w odczytach parametru SSC-A w stosunku do nietransfekowanych préb kontrolnych
(Rys. 6), co swiadczy o tym, ze transfekcja pozostata bez wptywu na intensywnos¢
akumulacji nanoczastek srebra. Posrednio mozna wiec wnioskowaé, ze wybrane miRNA

nie regulujg proceséw zwigzanych z wnikaniem nanaoczastek srebra.

Wptyw nanoczastek srebra zostat zbadany na wielu liniach komérkowych, miedzy
innymi, powodowat ograniczenie klonogennosci w HCT116 [224], CHO-K1 i CHO-XRS5
[225], Hela i HaCaT [226]. C.A. Ottoni (i wsp.) [227] zbadali wptyw nanoczgstek srebra
o rozmiarze 35 +/- 10 nm na klonogennos$¢ komorek linii Hep G2. Nie zaobserwowano
znaczacych réznic w klonogennosci komérek hodowanych w medium DMEM
0 nieznanym stezeniu glukozy. Przy zastosowaniu nanoczgstek srebra o nominalnym
rozmiarze 20 nm zaobserwowano odpowiedz komorek linii Hep G2 w testach
klonogennosci. Stezenie glukozy w pozywce hodowlanej jest kluczowe dla formowania
kolonii pod dziataniem nanoczgstek srebra przez komarki linii Hep G2. W przypadku
pozywki o zawartosci glukozy (5,5 mmol/dm3), nanoczgstki srebra spowodowaty zalezny

do stezenia spadek liczby obserwowanych kolonii (Rys. 8). Jednoczesnie sumaryczna
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liczba komdérek sktadajgca sie na te kolonie pozostata bez zmian (Rys. 9). Jak wczesniej
wykazano, spadek liczby kolonii formowanych pod wptywem nanoczastek srebra jest
zwigzany z biatkiem p53 oraz kaskadg JNK (ang. c-Jun N-terminal kinases) aktywowang
reaktywnymi formami tlenu produkowanymi w wyniku aktywnosci nanoczgstek srebra
[224]. Badania przeprowadzono z uzyciem komorek HCT116, jednak geny JNK1 i JINK2
ulegajg ekspresji we wszystkich rodzajach tkanek i komérek [228]. Pewien problem
interpretacyjny w odniesieniu do wynikdéw w niniejszej pracy stanowi brak petnego opisu
medium hodowlanego; autorzy uzyli pozywki DMEM, bez wskazania stezenia glukozy.
Zgodnie z zaleceniami ATCC do hodowli tych komdrek przewiduje sie medium McCoy's
5A o stezeniu glukozy 16,67 mmol/dm3, co stanowi stezenie posrednie miedzy
popularnymi stezeniami glukozy w DMEM (5,5 mmol/dm?3i 25 mmol/dm3). W przypadku
komorek linii Hep G2 hodowanych w pozywce suplementowanej wyzszym stezeniem
glukozy zauwazono wzrost liczby formowanych kolonii w sposdb proporcjonalny do
zastosowanego stezenia nanoczastek srebra (Rys. 8). Jednoczesnie sumaryczna liczba
komoérek stanowita od 20 do 30 % liczby komdrek kontrolnych (Rys. 9). Spadek liczby
komodrek w potaczeniu ze wzrostem liczby kolonii w odpowiedzi na dziatanie nanoczastek
srebra moze by¢ zwigzany z promowaniem przez nanoczgstki srebra przejscia epitelialno-
mezenchymalnego w komérkach linii Hep G2 hodowanych w pozywce o stezeniu glukozy
na poziomie 25 mmol/dm3 (Rys. 15). llo$¢ zywych komédrek oceniona podczas testow
klonogennosci prezentuje odmienny obraz niz wczesniejsze testy przezywalnosci
z czerwienig obojetng (Rys. 1). Hodowla komorek linii Hep G2 przy wzroscie klonalnym
wykazuje inng morfologie niz po rownomiernym posiewie w naczyniu hodowlanym.
Réwniez czas wzrostu hodowli jest inny. Pomiar licznosci kolonii wykonywano po
5 dniach wzrostu, natomiast odczyt przezywalnosci wykonywany byt po 48 godzinach od

inicjacji hodowli.

Zawiesina nanoczgstek srebra nie jest roztworem rzeczywistym, wobec czego
istotny jest fizyczny kontakt nanoczastki z komérka. W przypadku testéw przezywalnosci,
dbatos¢ o poprawny i rownomierny posiew i doktadne mieszanie zawiesiny nanoczgstek
srebra w medium nad komérkami zapewnia rdwnomierng dystrybucje nanoczgstek
w hodowli. Przy testach klonogennosci kontakt nanoczastek srebra z komdrkami byt

nierdbwnomierny, a kolejne komorki potomne pozostawaty pod coraz mniejszym
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wptywem nanoczastek srebra, ze wzgledu na agregacje nanoczagstek (dane nie
prezentowane). W przypadku komdérek hodowanych w pozywce o nizszej zawartosci
glukozy spowodowato to brak zauwazalnego spadku liczby komdrek, niezaleznie od
stezenia nanoczgstek srebra. Natomiast w przypadku komérek hodowanych w pozywce
o podwyzszonym poziomie glukozy zaobserwowano jeszcze drastyczniejsze ograniczenie

ilosci komorek zywych niz w przypadku testéw przezywalnosci (Rys. 9).

Nanoczastki srebra wykazywaty rézny efekt w modulacji inwazyjnosci komadrek
Hep G2 w zaleznosci od zastosowanego stezenia glukozy w medium hodowlanym.
W przypadku nizszego stezenia glukozy wykazywaty wiasciwosci ograniczajgce
inwazyjnos¢. Natomiast w przypadku medium suplementowanego wyzszym stezeniem
glukozy promowaty inwazyjnos¢ (Rys. 11). Sam termin inwazyjno$¢ oznacza utrate
wtasnosci adhezyjnych w interakcjach miedzykomérkowych, co umozliwia komoérce
nowotworowej oddysocjowanie od gtdwnej struktury guza. Natomiast zmiany w profilu
biochemicznym komoérki umozliwiajg sekrecje substancji degradujgcych btone
podstawng i macierz zewngtrzkomoérkows. Badania na linii komérkowej MCF 7 [229]
facza reaktywne formy tlenu z promowaniem inwazyjnosci tych komérek. Gtéwnym
postulowanym mechanizmem dziatania nanoczastek srebra jest indukcja stresu
oksydacyjnego na poziomie komérkowym. Efekt zwiekszonego potencjatu do przejscia
przez model macierzy btony podstawnej komdrek Hep G2 utrzymywanych w medium
suplementowanym glukozg w stezeniu 25 mmol/dm?3 moze by¢ powigzany ze stresem
oksydacyjnym indukowanym w tych komodrkach przez nanoczastki srebra (Rys. 26).
Dodatkowo, komarki linii Hep G2 utrzymywane w warunkach podwyzszonej dostepnosci
glukozy charakteryzujg sie nizszym poziomem obrony antyoksydacyjnej w stosunku do
hodowli o nizszej dostepnosci glukozy [192]. W pracy Gupta S.C (i wsp.) [229] wtasnie
mechanizmy antyoksydacyjne niwelowaty inwazyjnos¢ komérek MCF 7. Prace
prowadzone na komadrkach linii A549, stanowigcych model drobnokomérkowego raka
ptuc, sugerujg ochronny charakter biologicznej aktywnos$ci nanoczastek srebra
w aspekcie inwazyjnosci komorek [230]. Jednoczesnie komérki linii A549 wykazujg
znaczgco wyzszg aktywno$é katalazy niz komérki linii Hep G2 [231], ktdra, bedac jednym
z najwazniejszych czynnikdw obrony antyoksydacyjnej, moze skutecznie ograniczyc

modulacje inwazyjnosci w komadrkach tej linii. Rowniez w komérkach linii Hep G2,

121



utrzymywanych w medium o nizszym poziomie glukozy zaobserwowano ograniczenie
intensywnosci przejscia przez model bfony podstawnej w odpowiedzi na dziatanie
nanoczastek srebra (Rys. 11). Mechanizm moze by¢ zbiezny ze wspomnianymi
obserwacjami w linii A549. W tym wariancie hodowli komdrek linii Hep G2 obserwuje
sie znaczacg stymulacje mechanizmdw obrony antyoksydacyjnej, w tym aktywnosci
katalazy, ale réwniez transferazy S-glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej i reduktazy
glutationowej [192]. Wydaje sie prawdopodobnym, ze nanoczastki srebra moga
indukowac przejscie epitelialno-mezenchymalne i w nastepstwie intensyfikowaé
migracje komorek przez model btony podstawnej na drodze mechanizméw zwigzanych
z reaktywnymi formami tlenu. Jednoczesnie poziom obrony antyoksydacyjnej moze

niwelowac ten skutek.

Obnizenie intensywnosci migracji komorek przez model btony podstawnej moze
by¢ réwniez zwigzany z procesem endocytozy. Nanoczgstki srebra o wielkosci
20 nm wnikajg do komoédrek na drodze endocytozy fazy ptynnej i endocytozy
klatrynozaleznej [232]. Sam proces endocytozy angazuje podobne struktury biatkowe jak
te biorgce udziat w migracji komodrek nowotworowych, przy zaangazowaniu
przeplatajgcych sie mechanizmédw regulacyjnych. Do supresoréw metastazy
powigzanych z procesem endocytozy mozna zaliczy¢ NME1 (ang. NM23/NM23-H1, non-
metastatic clone 23, isoform H1), CD82 (ang. cluster of differentiation 82), MTSS1 (ang.
metastasis suppressor protein 1) i KISS (ang. kisspeptin-1) [233]. Intensyfikacja
endocytozy podczas ekspozycji komérek na nanoczastki srebra moze by¢ zwigzana
z zaleznym od stezenia nanoczgstek spadkiem odsetka komdrek migrujgcych
w przypadku komérek Hep G2 hodowanych w medium o nizszej zawartosci glukozy.
W odrdéznieniu do komérek hodowanych w medium o wyzszej zawartosci glukozy,
wydajniejsze mechanizmy obrony antyoksydacyjnej ograniczajg efekt generowanych
przez nanoczgstki srebra reaktywnych form tlenu. Efekt ptyngcy z intensyfikacji
endocytozy wraz ze zwiekszaniem stezenia nanoczgstek srebra moze byé silniejszy niz

dziatanie reaktywnych form tlenu (Rys. 11).

Wyniki zaprezentowane dla testu migracji komdrek przez model macierzy btony
podstawnej obrazujg zdolnos¢ chemotaktyczng komérek wobec chemoatraktantu oraz

inwazje komorek przez macierz zewnatrzkomaérkowg w procesach spotykanych podczas
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przerzutowania nowotworu. W odrdznieniu do powyzszego testu, test zarastania rysy
bada migracje komdrek na powierzchni, bez dodatkowych czynnikdéw stymulujgcych i bez
fizykochemicznych barier. Podobnie jak w przypadku wynikéw uzyskanych z uzyciem
Matrigel, nanoczastki srebra wywotaty istotny statystycznie efekt w przypadku hodowli
suplementowane] glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3. Szybko$¢ ubytku niezajetej
powierzchni byta znaczaco wyisza w prébach gdzie uzyto nanoczastki srebra

w stezeniach 12,5 i 25 pg/cm?3 niz w przypadku préb kontrolnych (Rys. 15 i Rys. 16).

Zastosowane syntetyczne analogi miRNA wykazujg dziatanie inhibitujgce
migracje i inwazyjnos¢ komérek [234-238]. W wynikach opisywanych w niniejszej pracy
zaobserwowano ograniczenie szybkosci zarastania rysy przez komérki poddane
transfekcji wybranymi syntetycznymi oligonukleotydami (miR-29¢c-3p, miR-100-5p,
miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p). Jednoczesnie nie zaobserwowano podobnego
efektu w przypadku przejscia przez model macierzy btony podstawnej. To sugeruje, ze
przyczyna zwiekszonej migracji komadrek po dziataniu nanoczastek srebra jest odmienna
od przyczyny intensywniejszego przechodzenia przez model macierzy btony podstawnej

w kierunku czynnika chemotaktycznego.

Badania zmian fenotypu komoérek Hep G2 pod wptywem dziatania nanoczgstek
srebra objety réwniez zdolnos¢ komdrek do EMT. W celu jej okreslenia, przeprowadzono
eksperymenty okreslajgce potencjat inwazyjny (Rys. 15) i migracyjny (Rys. 17). Zaréwno
w przypadku testu zarastania rysy, jak i testu inwazyjnosci z Matrigelem, dochodzi do
wzrostu potencjatu migracyjnego komorek poddanych dziataniu nanoczastekek srebra
w przypadku komérek hodowanych w medium suplementowanym wyzszym stezeniem
glukozy. W zwigzku z powyzszym w nastepnym kroku dokonano analizy ekspresji biatek,
ktdre sg zwigzane ze zdolnoscig komérki do EMT. Pomiaréw poziomu biatek dokonano
za pomocg metody Western Blot (Rys. 19). Zbadano poziom E-kadheryny, N-kadheryny,
beta-kateniny, ZO-1 oraz klaudyny-1 w komérkach linii Hep G2 hodowanych w pozywce
DMEM w dwdch wariantach stezenia glukozy: 5,5 mmol/dm?3 i 25 mmol/dm3, komdrki
inkubowano z nanoczgstkami srebra. Poziom klaudyny-1 sprawdzano réwniez jako
marker walidacji transfekcji analogicznymi miRNA, gdyz na poziomie mRNA okazato sie,

ze biatko to moze by¢ kontrolowane przez miR-93c-5p (Rys. 4).

123



Wsrdéd danych literaturowych dotyczacych mechanizméw towarzyszgcych EMT
mozna spotkac sie z okre$leniem “cadherin switch”, co w ttumaczeniu na jezyk polski,
mozna nazwac przefgczeniem ekspresji kadheryn. Jest to jedno z najlepiej zbadanych
zjawisk, kojarzonych z komérkami przeprowadzajgcymi proces tranzycji nabtonkowo-
mezenchymalnej i polega na spadku poziomu E-kadheryny przy jednoczesnym wzroscie
N-kadheryny [239]. Spadek poziomu E-kadheryny w komodrkach nowotworowych
prowadzi do rozprzestrzeniania sie przerzutow i aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych
EMT [240], natomiast wzrost poziomu N-kadheryny jest jednoznacznie skorelowany
z nowotworzeniem i Swiadczy o tym, ze zainicjowany zostat proces EMT [239, 241, 242].
W przypadku badan komérek Hep G2 hodowanych w mediach o réznej zawartosci
glukozy, poziom N-kadheryny jest wyzszy w przypadku komérek Hep G2 hodowanych
w medium o wyzszym stezeniu glukozy, natomiast w komérkach hodowanych w medium
0 nizszym stezeniu glukozy mozna zauwazyé zwiekszony poziom biatka E-kadheryny.
Moze to Swiadczy¢ o zwiekszonej gotowosci komdrek Hep G2 hodowanych w medium

o wyzszej zawartosci glukozy do przejscia epitelialno- mezenchymalnego (Rys. 19).

Podobne obserwacje mozna wyciggna¢ z poziomow ekspresji beta-kateniny. Jest
obecna w komodrkach endotelialnych, przylegajgc do E-kadheryny, jednak w EMT
dochodzi do rozszczepienia tych silnie zwigzanych biatek i wolna beta-katenina zaczyna
dziata¢ jako aktywator transkrypcji promujgc proliferacje komaérki [243]. Poziom wolnej
beta-kateniny jest wyzszy w komdrkach hodowanych na wysokiej zawartosci glukozy niz

w przypadku komdérek hodowanych w medium o nizszej zawartosci glukozy.

Do biatek ZO (ang. Zona occludens) mozna zaliczyé biatka ZO-1, ZO-2 i ZO-3. Sg
one przytgczone do biatek transmembranowych takich jak np. klaudyny. Biatka ZO-1
uczestniczg w regulacji Scistych potaczen (ang. tight junctions) miedzy komérkami. Na te
potaczenia sktadajg sie rdoine typy biatek btonowych, ktére posredniczg w adhezji
komdrka-komorka, tworzg bariery dyfuzyjne i utrzymujg cytoszkielet aktynowy [244].
W komorkach epitelialnych, ZO-1 towarzyszy innym biatkom w utrzymaniu Scistych
potaczen w cytoplazmie, jednak w komdrkach proliferujgcych ZO-1 wystepuje w jadrze
komdrkowym, co sugeruje ze poziom ZO-1 jest zwigzany z proliferacjg komadrek [245].
Ponadto zmiana lokalizacji ZO-1 z cytoplazmatycznej na jagdrowa moze dziatac

sygnalizacyjnie podczas EMT [246]. Zauwazono, réwniez, ze wzrost Z0O-1 moze
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powodowaé zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie GO/G1/S. Poziom ZO-1
w proliferujgcych komédrkach jest niski i ro$nie wraz z gestoscig hodowli komdrkowej.
Wzrost ekspresji ZO-1 hamuje akumulacje ZONAB (ang. zonula occludens 1 (ZO-1)-
associated nucleic acid binding protein) w jadrze, regulujgc w ten sposdéb proliferacje
[247]. Spadek poziomu ZO-1 i E-kadheryny moze by¢ zwigzany z przerzutami nowotworu
do watroby [248]. Ponadto, ubytek ZO-1 jest zwigzany ze ztymi prognozami przezycia
pacjentéw z rakiem watrobowokomérkowym po operacji [249]. W przypadku komédrek
Hep G2, stezenie glukozy w pozywce hodowlanej wptywato znaczgco na poziom biatka
Z0-1. Co wiecej, pomimo wiekszego poziomu N-kadheryny oraz zmniejszonego poziomu
E-kadheryny w komdrkach hodowanych w medium o wyiszej zawartosci glukozy,

zaobserwowano wyzszg ekspresje ZO-1.

Klaudyny, podobnie jak biatka ZO, uczestnicza w S$cistych potaczeniach
miedzykomdrkowych oraz uczestniczag we wzroscie i rdéznicowaniu komorek. Poziom
klaudyn ulega zmianom w wielu typach nowotworéw, réwniez w raku
watrobowokomdérkowym. W komodrkach raka watrobowokomadrkowego, poziom
klaudyny-1 jest kluczowy dla EMT, ze wzgledu na zaangazowanie tego biatka w regulacje
$ciezki c-Abl-Ras-Raf-1-ERK1/2. Nadekspresja CLDN1 indukuje powstawanie biatek
znaczacych dla inicjacji EMT - Slug i Zebl oraz prowadzi do zmniejszenia poziomu
E-kadheryny i zwiekszonego poziomu N-kadheryny, wimentyny i beta-kateniny.
Konsekwencjg zwiekszonego poziomu klaudyny-1 jest utrata adhezji oraz zwiekszona
migracja komodrek [250]. W przypadku komdrek hodowanych w medium o wiekszej
dostepnosci glukozy, poziom klaudyny-1 byt wyzszy niz w komdrkach hodowanych

w medium o mniejszej dostepnosci glukozy.

Jednoczesna ocena poziomu biatek takich jak N-kadheryna, E-kadheryna, beta-
katenina oraz klaudyna-1 wskazuje na zwiekszong predyspozycje do EMT komoérek
hodowanych w pozywce o wyzszym stezeniu glukozy. Jedynym biatkiem, ktérego poziom,

nie wskazywatby jednoznacznie na taki stan jest biatko ZO-1.

W komodrkach Hep G2 poddanych dziataniu nanoczgstek srebra réznice miedzy
komdérkami hodowanymi w pozywce o zwiekszonej zawartosci glukozy, a komdrkami
hodowanymi w pozywce o zmniejszonej zawartosci glukozy pozostawaty statystycznie

istotne. W przypadku klaudyny-1, N-kadheryny i beta-kateniny nanoczastki srebra
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spowodowaty wzrost poziomu tych biatek w komdrkach hodowanych w medium
o zwiekszonej dostepnosci glukozy. Natomiast w medium o zmniejszonej dostepnosci
glukozy ich poziom biatek spadat. Odwrotng zaleznos¢ mozna byto zaobserwowac
w przypadku E-kadheryny, jednak nie byta ona tak intensywna w przypadku komodrek
hodowanych na medium o zwiekszonej dostepnosci glukozy. W przypadku biatka ZO-1
nanoczgstki srebra w obu wariantach medium hodowlanego spowodowaty obnizenie

poziomu w stosunku do préb kontrolnych.

W przypadku raka szyjki macicy dochodzi do spadku ekspresji miR-29c-3p.
Zwiekszenie ekspresji miR-29¢c-3p w tych komdrkach powodowato inhibicje proliferacji,
inwazyjnosci i migracyjnosci, zatrzymanie cyklu komérkowego oraz kierowanie komérki
na droge apoptozy. Powodowato inhibicje EMT przez podniesienie poziomu
E-kadheryny i spadek pozioméw N-kadheryny, wimentyny i snail [198]. Spadek
miR-29c-3p jest skorelowany ze spadkiem poziomu E-kadheryny i promowaniem EMT
[251]. Na procesy EMT zwigzane z poziomem beta-kateniny majg bezposredni wptyw
miR-29-3p [252], miR-100-5p [200], miR-107 [202], miR-195-5p [253], miR-221-3p [209].
Wszystkie wymienione miRNA petnig funkcje regulatorowe w szlaku WNT/beta-katenina.
Ekspresja tego biatka w komdrkach Hep G2 hodowanych w medium suplementowanym
glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3 ulegta obnizeniu po transfekcji wybranymi
syntetycznymi analogami miRNA, sugerujgc dziatanie ograniczajgce EMT zwigzane ze

szlakiem WNT/beta-katenina.

Klaudyny sg kolejnymi biatkami, ktdrych poziom jest silnie zwigzany z przejsciem
epitelialno-mezenchymalnym. Wraz z okludyng stanowig zragb potaczen Scistych
i warunkujg wytrzymatos¢ mechaniczng grup komoérek [254]. Obnizenie poziomu
klaudyn w komérkach epitelialnych skutkuje dysfunkcjami potgczen Scistych i utratg
integralnosci nabtonka [255]. Obnizenie poziomu klaudyn jest rowniez charakterystyczne
dla wielu inwazyjnych nowotwordw, takich jak rak piersi, przetyku i prostaty [256-258],
jednak rola klaudyn jest niejednoznaczna i w przypadku nowotwordw jajnika
zaobserwowano wzrost ich poziomu [259]. W literaturze nie ma bezposrednich
doniesien o wptywie miR-29¢c-3p na ekspresje klaudyny 1, jednak podobne miRNA,
miR-29a-3p, pochodzace z tej samej rodziny, jest regulatorem klaudyny 1 i wykazuje

inhibicje w stosunku do procesu przejscia epitelialno-mezenchymalnego [216]. Zgodnie
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z informacjami w dostepnych bazach danych, miR-29¢c-3p powinno mie¢ podobne
dziatanie, co potwierdzito badanie Western Blot, gdzie wykazano blokade translacji
klaudyny przez zastosowanie miR-29c-3p (Rys. 4). Podobnie, miR-107 wykazuje dziatanie
ograniczajgce poziom klaudyny 1 i ogranicza migracje oraz przejScie epitelialno
mezenchymalne w komoérkach raka watroby [203]. miR-195-5p dziata w sposéb
posredni, obnizajac poziom klaudyny 2, co w konsekwencji prowadzi do spadku poziomu
klaudyny 1 [207]. Mimo powyzszych doniesien transfekcja wybranymi analogami miRNA
nie wptyneta na poziom CLDN1 (Rys. 20). Natomiast inkubacja z nanoczgstkami srebra
wptyneta w sposdb znaczacy na poziom tego biatka w przypadku komdérek hodowanych
w medium o podwyzszonym poziomie glukozy. Rédwniez sam poziom glukozy okazat sie
znaczacy dla poziomu CLDN1 (Rys. 19). Niezaleznie od zastosowanego stezenia
nanoczastek srebra poziom biatka byt wyzszy w komdrkach hodowanych w pozywce o
wyzszym stezeniu glukozy. Te réznice mogg by¢ powodem réznic obserwowanych w ilosci
tworzonych kolonii w zaleznosci od pozywki hodowlanej (Rys. 8 i 10), gdzie
zaobserwowano mniejszg ilos¢ kolonii w przypadku pozywki suplementowanej glukozg
w stezeniu 25 mmol/dm?3 i same kolonie sktadaty sie ze znaczgco wiekszej iloéci komdrek.

Za ten efekt mogg by¢ odpowiedzialne potgczenia sciste.

Zastosowane syntetyczne analogi miRNA spowodowaty zmiany w profilu biatek
zwigzanych z EMT sugerujace ich wptyw na obnizenie potencjatu komérek Hep G2 do
przejscia epitelialno mezenchymalnego. Szczegdlng uwage zwracajg zmiany
w poziomach N-kadheryny i E-kadheryny. Wzrost poziomu N-kadheryny potgczony
z jednoczesnym spadkiem E-kadheryny sg wyznacznikami wczesniej opisanego procesu
o nazwie ,cadherin switch”, ktdry jest opisywany jako jeden z gtéwnych wyznacznikéw
potencjatu do EMT. Transfekcja komadrek linii Hep G2 syntetycznymi analogami miRNA
przed inkubacja z nanoczgstkami srebra spowodowata znaczacy spadek poziomu
N-kadheryny i zwiekszenie poziomu E-kadheryny w stosunku do komadrek nie poddanych
transfekcji i inkubowanych z AgNP (Rys. 21). Efekt zmian w poziomie tych biatek przez
syntetyczne analogi wybranych miRNA jest widoczny w ograniczeniu potencjatu
migracyjnego komdrek linii Hep G2 hodowanych w medium o wyzszym stezeniu glukozy

w testach zarastania rysy (Rys. 17).
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Nanoczgstki srebra spowodowaty zmiany w proporcji komorek w poszczegélnych
fazach cyklu komoérkowego w obu wariantach stezenia glukozy w uzytych pozywkach.
Zaobserwowano zalezny od stezenia nanoczgstek srebra spadek ilosci komérek w fazie
G1 cyklu komorkowego, czemu towarzyszyt wzrost ilosci komorek w fazie G2. Podobnych
obserwacji w doswiadczeniach na linii komérkowej Hep G2 dokonano juz wczesniej
[260], dla hodowli prowadzonej w medium RPMI1640, ktére pod wzgledem zawartosci

glukozy jest zbiezne z uzytym w niniejszej pracy wyzszym stezeniem (25 mmol/dm3).

Zaobserwowany wiekszy odsetek komdrek w fazie G2 w medium o stezeniu
glukozy 25 mmol/dm?3 jest zbiezny z wczesniejszg obserwacjg réznic w potencjale
proliferacyjnym komorek (Tab. 2) gdzie uwidacznia sie proproliferacyjny wptyw wyzszego
stezenia glukozy w stosunku do komarek linii Hep G2. Wieksza ilos¢ komorek linii Hep G2
w fazie G2 cyklu komdrkowego koreluje z rozktadem populacji komérek w podobnych
doswiadczeniach, prowadzonych z uzyciem linii ECC-1 oraz Ishikawa, gdzie odsetek
komodrek w pozywce o stezeniu glukozy na poziomie 1 mmol/dm?3 réwniez byt nizszy niz

w przypadku komérek hodowanych w pozywce o wyzszym stezeniu glukozy [194].

Spowolnienie proliferacji komdérek w odpowiedzi na nanoczastki srebra (Tab. 2)
w pofaczeniu ze zwiekszonym odsetkiem komoédrek w fazie G2 cyklu komdrkowego
sugeruje zatrzymanie podziatu w tej fazie. Podobne obserwacje przeprowadzono dla
komdrek A549 i Calu-1. Jednoczesnie, wydaje sie, ze ten efekt jest specyficzny wzgledem
okreslonych linii komérkowych, poniewaz w przypadku linii BEAS-2B zaobserwowano
zatrzymanie cyklu w fazie S, a w przypadku linii NCI-H358 nanoczastki srebra nie miaty
zadnego wptywu na cykl komodrkowy [261]. W przypadku komoérek linii Hep G2
hodowanych w pozywce RPMI1640 o stezeniu glukozy wynoszagcym 25 mmol/dm3
nanoczatki srebra o nominalnej wielkosci 15 nm réwniez spowodowaty wzrost ilosci
komdrek w fazie G2 cyklu komérkowego, pozostajac bez wptywu na faze S [260]. Efekt
dziatania nanoczastek srebra w kontekscie wptywu na cykl komérkowy nie jest wiec
uniwersalny dla réznych linii komérkowych. Co wiecej, nie wydaje sie tez zalezny od
tkankowego pochodzenia komdrek. Zastosowane syntetyczne analogi miRNA pozostaty
bez wptywu na proporcje ilosci komdrek obserwowanych w poszczegdlnych fazach cyklu
komérkowego (Rys. 24), co Swiadczy o braku wptywu badanych miRNA na punkty

kontrolne cyklu komadrkowego.
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Stres oksydacyjny wywotany przez nadtlenek wodoru powoduje zatrzymanie
cyklu komérkowego w fazie G2 [262], co jest zbiezne z efektem dziatania nanoczastek
srebra i sugeruje, ze wifasciwosci nanoczgstek srebra wywotujgce stres oksydacyjny
w komorkach, powodujg zatrzymanie komérek w fazie G2 cyklu komodrkowego.
Wykazano réwniez, ze nanoczastki srebra powodujg wzrost obserwowanych nadtlenkéw
w komérkach linii Hep G2 hodowanych w medium o podwyzszonym stezeniu glukozy
(25 mmol/dm3) (Rys. 28), co wykazano réwniez wczeéniej [263]. Rdznice w dynamice
zmian liczno$ci komérek linii Hep G2 w rdézinych fazach cyklu w odpowiedzi na
nanoczgstki srebra, w mediach o réznej zawartosci glukozy, mogg wynika¢ z innego

profilu odpowiedzi na stres oksydacyjny.

Apoptoza wywotywana przez stres oksydacyjny, jest zjawiskiem
udokumentowanym i opisanym w literaturze przedmiotu. Sam proces moze by¢
wywotany przez wiele czynnikdw, w tym chemoterapeutyki, szlaki przekaznictwa
sygnatowego, niedobory czynnikbw wzrostu czy tez uszkodzenia DNA. Przez
réznorodnos¢ inicjatoréw apoptozy, wszechobecne w metabolizmie komdrkowym
reaktywne formy tlenu spetniajg réznorodne funkcje w jej przebiegu. W mitochondriach,
zbiegajg sie rézne drogi inicjacji apoptozy [264]. Jednoczes$nie, mitochondria sg gtéwnym
zrédtem reaktywnych form tlenu w komorce, takich jak tlen singletowy, anionorodnik
ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy i nadtlenek wodoru, [265]. Nawet niewielkie
zaburzenie w homeostazie redoks moze prowadzi¢ do zmian w regulacji czynnikéw
transkrypcyjnych, takich jak NF-kB, p53 czy AP-1 [266] skutkujgcych zmianami
w poziomie biatek prowadzgc do apoptozy. Gdy mechanizmy obrony antyoksydacyjnej
komorki sg niewystarczajgce, zeby kompensowac rosngcg ilos¢ reaktywnych form tlenu,
uszkodzeniom oksydacyjnym ulegajg sktadniki komaérki. Praktycznie kazda cze$¢ komaorki
jest podatna na takie uszkodzenia ze wzgledu na fafcuchowy charakter reakcji
rodnikowej. Mechanizmy indukujgce apoptoze, zalezne od reaktywnych form tlenu, s3
wykorzystywane w dziataniu wielu lekdw przeciwnowotworowych, przyktadem ktérych

jest adriamycyna [267].

Stres oksydacyjny wywotywany przez nanoczgstki srebra czesto przedstawiany
jest jako gtowny efekt ich dziatania na poziomie komdérkowym. Mimo to, sg doniesienia

o efektach biologicznych wywotanych samg struktura nanoczastki niezwigzang z jonowg
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warstwg na jej powierzchni. AgNP o wielkosci 20 nm i 100 nm zlokalizowano
w mitochondriach za pomocg metody SLI (ang. Scattered Light Imaging) oraz za pomocg
transmisyjnej mikroskopii elektronowej, co sugeruje indukcje apoptozy na drodze
efektéw specyficznych dla nanoczgstek w mitochondriach [183]. Dla komérek Hep G2
hodowanych w pozywce o podwyzszonym stezeniu glukozy (Rys. 25) zaobserwowano
istotny wzrost ilo$ci komorek nekrotycznych. Podobne obserwacje przeprowadzono dla
komorek iIMEC oraz SUM159. Jednoczesnie, komorki iMEC wykazywaty pding faze
apoptozy/wtdrng nekroze w odrdznieniu do komdrek SUM159 gdzie nie odnotowano
zwiekszenia odsetka komdrek we wczesnej nekrozie co sugeruje, ze mechanizm smierci
komérki opierat sie o szlak apoptozy a nie o oksydacyjne uszkodzenia skutkujgce
bezposrednio nekrozg [268]. To moze $wiadczy¢ o odmiennych mechanizmach $mierci
komérki wywotanej nanoczgstkami srebra w zaleznosci od linii komérkowe;.
W przypadku komdrek linii SUM159 mechanizm byt zbiezny z mechanizmem
indukowanym przez Ag*, natomiast w przypadku komérek iMEC decydujgce mogty by¢
mechanizmy zalezne od bezposredniej interakcji nanoczgstek z mitochondriami,
podobnie jak w obserwacjach odnosnie otrzymanych wynikow (Rys. 25), gdzie
odnotowano stosunkowo niewielkie zmiany w odsetku komdrek na szlaku apoptozy

i jednoczesnie wzrost ilosci komorek nekrotycznych.

Podobnie do danych opisanych w literaturze, nanoczgstki srebra spowodowaty
wzrost  fluorescencji  2',7'-dichlorofluoresceiny  (DCF) (Rys. 26). Dioctan
dichlorodihydrofluoresceiny (HDCFDA) wnika do komoérek, gdzie jest deacetylowany
przez esterazy do 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H.DCF), ktéra z kolei jest utleniana
do DCF. Historycznie pierwszg zmierzong reaktywng formg tlenu za pomoca tej sondy byt
nadtlenek wodoru [269]. Jednak od tego czasu zaobserwowano réwniez inne drogi
utleniania H,DCF do DCF. Zauwazono, ze chelatory zelaza inhibujg utlenianie H.DCF przez
nadtlenek wodoru. Sam mechanizm utleniania przez zelazo/H.0, moze by¢ mediowany
przez rodnik hydroksylowy lub/i przez kompleksy zelaza z tlenem, co sprawia, ze
wewngatrzkomorkowe hemoproteiny mogg odgrywac role w utlenianiu H,DCF [270].
Niemniej, dichlorodihydrofluoresceina uznawana jest za skuteczne narzedzie do
ilosSciowej, poréwnawczej oceny ilosci reaktywnych form tlenu, giéwnie nadtlenku

wodoru. Zaobserwowane rdinice w odpowiedzi na nanoczagstki srebra komorek
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z hodowli o réznych warunkach dostepnosci glukozy, sg zbiezne z wczes$niejszymi
obserwacjami, gdzie nanoczastki srebra pozostawaty bez efektu w przypadku komédrek
hodowanych w medium suplementowanym glukozg o stezeniu 5,5 mmol/dm3 [263].
Podobne wyniki uzyskano dla dihydroetydyny, dihydrorodaminy i MitoSOX. Kazda z tych
sond, wtgczajac dichlorodihydrofluoresceine charakteryzuje sie innym powinowactwem
w stosunku do réznych reaktywnych form tlenu, co sugeruje, ze efekt opornosci komaérek
na szkodliwe dziatanie reaktywnych form tlenu pochodzacych z oddziatywania

nanoczgstek jest uniwersalny w aspekcie catego spektrum powstajgcych RFT.

W pomiarach z uzyciem dihydrorodaminy 123 (Rys. 28) inkubacja
z nanoczastkami srebra spowodowata wzrost obserwowanej intensywnosci fluorescencji
w komérkach linii Hep G2 hodowanych w medium suplementowanym glukozg w stezeniu
25 mmol/dm3. Dihydrorhodamina 123 jest sondg uzywang, miedzy innymi, do
oznaczania poziomu nadtlenku wodoru i innych nadtlenkéw w komdrkach. Sam sposéb
detekcji jest posredni. Szybkosé reakcji utleniania dihydrorhodaminy 123 przez nadtlenek
wodoru jest stosunkowo niska, jednoczesnie przy obecnosci jondw zelaza (IV)
i peroksydaz dihydrorodamina 123 jest efektywnie utleniana [271]. Zgodnie
z wczesniejszymi doniesieniami, nanoczgstki srebra w istotny sposdb zwiekszajg poziom
nadtlenkédw mierzonych tg metodg w komérkach linii Hep G2. Transfekcja wybranymi
syntetycznymi miRNA nie wptyneta w sposdb znaczgcy na poziom utleniania sond,
jednak w komodrkach transfekowanych, nanoczastki srebra nie wywotaty znacznego
wzrostu fluorescencji jak w przypadku komdrek nietransfekowanych. Podobny efekt
zaobserwowano w przypadku pomiaréw z uzyciem H;DCFDA. Jednym z celéw
modulacyjnych miR-100-5p jest oksydaza NADPH (NOX4). Funkcja NOX4 jest generacja
reaktywnych form tlenu [199], a wzrost poziomu biatek z rodziny NOX prowadzi do stresu
oksydacyjnego i jest silnie zwigzana z niewydolnos$cig serca [272]. Wykazano, ze
miR-100-5p skutecznie ogranicza powstawanie miazdzycy na drodze regulacji szlaku
zwigzanego z NRF2 i stresem oksydacyjnym [273]. MiR-221-3p ogranicza procesy zapalne
oraz powstawanie stresu oksydacyjnego poprzez inhibicje szlaku TLR4/NF-kB
w komodrkach HUVEC [208]. MiR-29¢c-3p hamuje autofagie wywotang przez
neurotoksyny, na drodze indukcji stresu oksydacyjnego, MPP* (jon 1-metylo-4-

fenylopirydyniowy) poprzez ograniczenie ekspresji TET2 [274]. MiR-195-5p jest kolejnym
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miRNA, ktéry ogranicza stres oksydacyjny, dziatajgc poprzez hamowanie ekspresji ATF6
[204] oraz VEGFA [205]. Rola miR-107 w powstawaniu stresu oksydacyjnego jest
niejednoznaczna. Obecnos¢ reaktywnych form tlenu obniza ekspresje miR-107 zaréwno
w skutek bezposredniego dziatania nadtlenku wodoru jak i reaktywnych form tlenu
powstajgcych w skutek dziatania B-amyloidu, przy czym antyoksydanty byty w stanie
odwrdci¢ ten efekt [275]. Glukoza wptywa dodatnio na ekspresje miR-107 [276],
a inhibicja tego miRNA powoduje wzrost ekspresji CAB39, co aktywuje szlak AMPK-NRF2
indukujgcy mechanizmy antyoksydacyjne w osteoblastach [277]. Jednoczesnie,
syntetyczne analogi miR-107 spowodowaty odwrdcenie organizmalnych efektéw
toksycznego dziatania ztogéw B-amyloidu w zwierzetach laboratoryjnych takich jak
uposledzenie pamieci przestrzennej, zahamowanie dtugotrwatego wzmocnienia
synaptycznego, utrata neurondw piramidowych, zmniejszenie poziomu czynnika
neurotroficznego oraz zmniejszenie poziomu fosforylacji kinaz receptora tyrozynowego

B i kinazy biatkowej B. [278].

Do oceny stopnia peroksydacji lipidow uzyto sondy BODIPY C11, ktérej
maksimum emisji fluorescencji przesuwa sie po utlenieniu z A=590 nm do A=510 nm.
Sama sonda lokalizuje sie preferencyjnie w dwuwarstwie lipidowej. Zgodnie
z wczesniejszymi badaniami [279] peroksydacja lipiddw w odpowiedzi na nanoczastki
srebra jest intensywniejsza w komodrkach z hodowli suplementowanej wyzszym
stezeniem glukozy. Transfekcja syntetycznymi analogami miRNA obniza poziom

oksydacyjnych uszkodzen lipidéw wywotanych dziataniem nanoczastek srebra (Rys. 29).

Pomiary wykonane przy uzyciu dioctanu dichlorodihydrofluoresceiny,
dihydrorodaminy oraz BODIPY C11 wykazaty prooksydacyjny charakter nanoczgstek
srebra zaréowno w cytoplazmie, mitochondriach oraz w obszarze btony komérkowej.
Badania wykazujg, ze jony srebra i ich sole sg toksyczne i czesto stuzg jako punkt
odniesienia w stosunku do cytotoksycznosci nanoczastek srebra [280]. Jony srebra,
podobnie jak nanoczgstki srebra wykazujg silne dziatanie przeciwbakteryjne, zwtaszcza
w $rodowisku tlenowym. Jest to spowodowane generacjg anionorodnika
ponadtlenkowego w komdrkach, wynikajgcg z ograniczenia aktywnosci enzymoéw
tancucha oddechowego [281]. Gtéwna rdznica miedzy jonami srebra a nanoczgstkami

srebra jest zwigzana z biodostepnoscig. Jony srebra, z uwagi na duzg dostepnosé
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reagentow w przestrzeni miedzykomoérkowej, rowniez w hodowli in vitro [282], beda
obecne w komérce w stosunkowo niskim stezeniu i w konsekwencji mozliwosé ich reakcji
ze sktadnikami wewnatrzkomérkowymi bedzie ograniczona. W przypadku nanoczgstek
srebra, uwolnienie jonéw z powierzchni w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej ma podobny
efekt toksyczny do jondw srebra. W obu przypadkach ten efekt zanika w funkcji czasu,
w wyniku tworzenia ligandéw srebra. Stopien rozpuszczalnosci nanoczastek srebra
w $rodowisku wewnatrzkomérkowym jest sporny, jednoczesnie hipoteza ,Konia
Trojanskiego”, jako jedna z gtéwnych funkcjonujgcych hipotez toksycznosci nanoczastek
srebra zaktada stopniowe ich rozpuszczanie we wnetrzu komérki, pofaczone ze

stopniowym uwalnianiem jondéw srebra [283].

Btona mitochondrialna komdrek Hep G2 hodowanych w medium o podwyzszone;j
zawartosci glukozy ulega hiperpolaryzacji w obecnosci nanoczgstek srebra (Rys. 33),
podobny efekt uzyskano dla oligomycyny (Rys. 32). Mechanizm dziatania oligomycyny
polega na inhibicji syntazy ATP, w skutek czego przestajg funkcjonowaé pompy
protonowe tanicucha oddechowego [284], co powinno powodowac blokade syntezy ATP
na drodze fosforylacji oksydacyjnej. Wykazano, ze oligomycyna powoduje ograniczenie
syntezy ATP w komdrkach Hep G2. Jednoczesnie, efekt jest nieporéwnywalnie wiekszy
w przypadku komdrek hodowanych na pozywce z galaktozg niz w przypadku pozywki
z glukozg. Dla komdrek hodowanych z uzyciem galaktozy, oligomycyna powodowata
spadek stezenia ATP do pozioméw bliskich zera. Natomiast komoérki, do hodowli ktérych
uzyto glukozy, okazaty sie mniej wrazliwe na deplecje ATP przez oligomycyne i ich poziom
ATP ulegt ograniczeniu do 40 — 80 % w zaleznosci od stezenia oligomycny i czasu inkubacji
[284]. Stezenie glukozy jest kluczowe dla wtérnych efektéw uszkodzer mitochondriow
w komorkach wykazujgcych elastycznos¢ metaboliczng, takich jak Hep G2. Stres
oksydacyjny moze powodowaé potranslacyjne modyfikacje syntazy ATP na drodze
karbonylacji, nitracji, lipoksydacji i modyfikacje poprzez kowalencyjne wigzanie
z reaktywnymi aldehydami, takimi jak HNE (4-hydroxy-2-nonenal) [285]. Mimo
podobnego efektu koncowego dziatania nanoczgstek srebra i oligomycny wydaje sie, ze
dziatanie AgNP nie jest bezposrednio zwigzane z inhibicjg syntazy ATP na drodze
bezposrednich interakcji jak ma to miejsce w przypadku oligomycyny, o czym Swiadczy

brak zmian w poziomie ATP po inkubacji z nanoczgstkami srebra w zastosowanym

133



stezeniu (Rys. 34). Stres oksydacyjny w komorkach linii Hep G2 powoduje spadek
potencjatu btony mitochondrialnej [286]. Mimo zaobserwowanego wzrostu poziomu
reaktywnych form tlenu (Rys. 26 i 27), wykazano, ze dziatanie nanoczastek srebra moze
zaréwno podwyzsza¢ [287] jak i obniza¢ potencjat btony mitochondrialnej [286].

Niestety, doktadny sktad medium hodowlanego nie jest w tych wypadkach znany.

NADPH/NADP* jest jednym z wyznacznikdw komédrkowego potencjatu
antyoksydacyjnego. Jest kofaktorem reduktazy glutationowej oraz reduktazy
tioredoksyny. Jednoczesnie nadmiar NADP(H) moze wywotywac stres oksydacyjny,
poniewaz aktywnosé oksydaz NADPH skutkuje powstawaniem reaktywnych form tlenu
[288]. Obnizenie puli NADP(H) w komodrce po niedokrwieniu serca jest zwigzana
z indukcjg aktywnosci NAD(P)azowej CD38 [289]. Samo biatko CD38 kojarzone gtédwnie
z biatymi krwinkami jest silnie zwigzane z syntezg NADP, ale petni réwniez istotng role
w komodrkach watroby, gdzie jest markerem standéw zapalnych [290]. Réwniez
w komorkach linii Hep G2 ekspresja CD38 zostata potwierdzona [291]. Jak wcze$niej
wykazano, nanoczgstki srebra mogg powodowac obnizenie stosunku NADPH do NADP*.
Nanoczastki srebra wywotaty spadek dostepnej puli NADPH i NADP* (Rys. 30), co
sugeruje, ze nie tylko pula dostepnego NADPH zostaje ograniczona w wyniku aktywnosci
obrony antyoksydacyjnej zaleznej od GSH, ale réwniez wystepuje kolejny efekt,
prawdopodobnie zwigzany z CD38, ktéry skutkuje ogdlng deplecja NADPH i NADP*.
Podwyzszenie poziomu glukozy powoduje podwyzszenie produkcji NADPH bez wptywu
na poziom puli NAD, co zostato udokumentowane na przykfadzie wielu rodzajow
komédrek [292]. Podobnie w przypadku cukrzycy, podwyiszone stezenie glukozo-6-
fosforanu powoduje zwiekszenie poziomu dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, co
z kolei powoduje zwiekszenie produkcji NADPH [293]. Sumaryczne stezenie NADP(H)
pozostaje niezalezne od samego stezenia glukozy (Rys. 30), czynnikiem rdznicujgcym sg
nanoczastki srebra, ktdre powodujg, ze poziom NADP(H) jest obnizony przy wyzszych
stezeniach AgNP. Sama transfekcja syntetycznymi analogami miRNA nie spowodowata
istotnych zmian w poziomie NADP(H). Natomiast transfekcja w potgczeniu z inkubacjg
z nanoczgstkami srebra zniwelowata efekt dziatania samych AgNP. Prawdopodobnie jest
to zwigzane z analogicznymi obserwacjami dotyczgcymi generacji reaktywnych form

tlenu (Rys. 26 i 27). Gtéwng funkcja NADPH w aspekcie obrony antyoksydacyjnej jest

134



regeneracja puli zredukowanego glutationu [294]. Przywrdcenie puli NADP(H) przez
transfekcje wybranymi syntetycznymi analogami miRNA (Rys. 31) moze by¢ przyczyng ich
wptywu na spadek wykrywanych reaktywnych form tlenu w komérkach linii Hep G2
(Rys. 27 i 28) oraz spadek potencjatu utleniajgcego wzgledem sktadnikéw btony
komérkowej (Rys. 29).

Analiza ekspresji wybranych miRNA w watrobach szczuréw szczepu Fischer
344/DuCrl nie wykazata znaczacych réinic miedzy zwierzetami, ktérym podawano
nanoczastki srebra a zwierzetami kontrolnymi, bez wzgledu na droge podania
nanoczgstek srebra (Rys. 35 i 36). Jest to zbiezne z wynikami otrzymanymi dla zmian
w ekspresji tych samych miRNA w komadrkach linii Hep G2 hodowanych w medium
o fizjologicznym stezeniu glukozy na poziomie 5,5 mmol/dm?3 (Rys. 2). Zwierzeta byty
hodowane w optymalnych warunkach z prawidtowg dietg. Mozna zatozy¢, ze parametry
biochemiczne krwi byty zblizone do warunkéw naturalnych w sensie fizjologicznym.
Prawidtowe stezenie glukozy w krwi szczuréw jest podobne do tego u ludzi i wynosi od

3,95 do 5,65 mmol/dm3 [295].

7. Podsumowanie

Glukoza jest istotnym czynnikiem metabolicznym w ssaczych liniach
komérkowych. Juz wczesniej badania prowadzone w Katedrze wykazaty rdznice
w odpowiedzi komdrek na stres oksydacyjny wywofany nanoczgstkami srebra
w zaleznosci od uzytego stezenia glukozy w medium hodowlanym. W niniejszej pracy
kontynuowano te mysl, przeprowadzajgc dodatkowe doswiadczenia poréwnawcze.
Doswiadczenia z zakresu potencjatu proliferacyjnego, klonogennosci, migracji
i inwazyjnosci komorek, cyklu komdrkowego, poziomu biatek zwigzanych z przejsciem
epitelialno-mezenchymalnym oraz doswiadczenia obrazujgce poziom stresu
oksydacyjnego pokazaty gtebokie réznice metaboliczne miedzy komdrkami tej samej linii,
w hodowlach réznigcych sie jedynie dostepnoscig glukozy w pozywce. Poziom badanych
parametréw réznit sie znaczgco bez udziatu ksenobiotykdéw. Co wiecej, w niektdrych
doswiadczeniach rdéznica w stezeniu glukozy powodowata nie tylko zmiane poziomu
obserwowanej cechy, ale skutkowata obserwacjg réinych zjawisk lub zupetnym

odwrdceniem zaleznosci cechy od stezenia nanoczgstek srebra, co miato miejsce przy
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pomiarach klonogennosci (Rys. 8), przejscia przez model macierzy btony podstawnej
(Rys. 11), migracji komorek (Rys. 15) i w pomiarach reaktywnych form tlenu z H,DCFDA
(Rys. 26). Znajdujgce sie w literaturze opisy wielu komodrkowych procesow
biochemicznych dotyczg konkretnego stanu metabolicznego, a przy czestym braku
informacji na temat warunkéw hodowlanych, s trudne w interpretacji
i moga byc¢ przyczyng pozornych sprzecznosci. W niniejszej pracy zobrazowano réwniez
jak bardzo odpowiedz komérki na czynnik toksyczny rézni sie w zaleznosci od jej profilu
metabolicznego. Zwtaszcza, gdy czynnik ma charakter modulujacy status redoks komérki,
jak ma to miejsce w przypadku nanoczastek srebra, gdzie wyjsciowy potencjat
antyoksydacyjny komérek odgrywa kluczowa role. W komérkach linii Hep G2 znaczne
zwiekszenie stezenia glukozy ponad fizjologiczne normy zaowocowato spadkiem
opornosci komdrek na dziatanie nanoczastek srebra. Jest to istotny czynnik przy
rozwazaniu cywilizacyjnych nastepstw stosowania nanomateriatéw, zwitaszcza przy
statym wzroscie problemoéw zdrowotnych na tle cukrzycowym. Przy odsetku ludzi
cierpigcych na cukrzyce w populacji na poziomie 4,1 % w 2020 roku, zasadnym staje sie
pytanie jak stosowane materiaty wptywajg na juz istniejgce choroby cywilizacyjne.
Wysokie stezenie glukozy we krwi jest identyfikowane jako istotny czynnik
w powstawaniu nowotwordw [296]. Cukrzyca, gtdwnie typu drugiego, jest zwigzana
z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na niektére typy nowotwordw, gtéwnie
watroby, pecherza moczowego, trzustki, endometrium i jelita grubego. Ryzyko powstania
nowotworu watroby w przypadku cukrzycy jest ponad dwukrotnie wieksze [297]. Na
podstawie zaprezentowanych wynikdw i przytoczonych danych literaturowych mozna
wysnu¢ wniosek, ze wysoki poziom glukozy jest induktorem stresu oksydacyjnego. Sam
stres oksydacyjny i jego implikacje sg gtéwnym zidentyfikowanym efektem biologicznym
oddziatywania nanoczgstek srebra na organizmy, zaréwno w modelach in vitro jak i in
vivo. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pokazujg istotny wzrost parametrow
stresu oksydacyjnego w nastepstwie dziatania nanoczagstek srebra. Jednoczesnie
transfekcja wybranymi syntetycznymi analogami miRNA w sposdb skuteczny ograniczyta
powstawanie stresu oksydacyjnego mierzonego za pomocg szeregu metod: testow
z uzyciem sond fluorescencyjnych H,DCFDA i DHR123 oraz doswiadczen okreslajgcych
potencjat oksydacyjny wzgledem elementéw btony komérkowej z uzyciem BODPIY C11.

Nanoczgstki srebra spowodowaty réwniez ograniczenie dostepnej puli NADP(H)
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w komdrce. Wybrane syntetyczne analogi miRNA spowodowaty odwrdcenie tych
efektéw i wydajg sie niwelowaé wptyw nanoczastek srebra w aspekcie produkcji
reaktywnych form tlenu i powstawania stresu oksydacyjnego. Transfekcja przywrdcita

réwniez poziom NADP(H) do poziomu préb kontrolnych.

Nanoczgstki srebra wywotaty silny spadek ekspresji wybranych miRNA
w komorkach linii Hep G2 hodowanych w medium o wyzszym stezeniu glukozy, gdzie na
podstawie poréwnania parametrow IC50, zauwazono wyzszg wrazliwosé na toksyczne
dziatanie AgNP niz w komdrkach hodowanych w medium o nizszym stezeniu glukozy.
Transfekcja z uzyciem miR-29c¢-3p, miR-100-5p, miR-107, miR-195-5p oraz miR-221-3p
skutecznie ochronita komérki z hodowli 0 wyzszym poziomie glukozy przed toksycznym
dziataniem nanoczastek srebra. Co wiecej, komoérki te staty sie po transfekcji mniej
wrazliwe niz komorki hodowane z uzyciem nizszych stezen glukozy. Sposréd wybranych
miRNA, na poziomie organizmalnym, miR-29¢c-3p [298], miR-100-5p [299],
miR-107 [300] oraz miR-195-5p [301] s zwigzane z fenotypem cukrzycowym. Na te
chwile brak jest jasno sprecyzowanych powigzan miedzy iloscig wolnego miRNA
w osoczu a wewnatrzkomérkowymi procesami regulowanymi przez te miRNA. Same
miRNA, wydzielane w egzosomach i mikropecherzykach stanowig istotng czes$é
miedzykomdrkowych szlakdw sygnalizacyjnych [302] i umozliwiajg miedzykomdrkowa
regulacje epigenetyczng. Wiekszos¢ komédrek eukariotycznych posiada funkcje
wydzielnicza miRNA, jednak najwieksza cze$¢ obecnych w osoczu miRNA jest wydzielana
przez ptytki krwi [303]. Wptyw na metabolizm komdrki bedzie wiec wypadkowa
wewnatrzkomorkowej  ekspresji  miRNA  oraz  miedzykomodrkowej  regulacji

epigenetycznej.

Mozna postawié teze, ze to wtasnie stymulacja obrony antyoksydacyjnej za
pomocg wybranych miRNA zmienita profil odpowiedzi na ten zblizony do komoérek
o obronie antyoksydacyjnej wcze$niej wyindukowanej przez dtugotrwatg hodowle

w medium o fizjologicznym poziomie glukozy.

Na szczegélng uwage zastuguja wyniki uzyskane z testdw potencjatu
migracyjnego komorek linii Hep G2 (Rys. 15), gdzie komérki hodowane w medium
0 nizszej zawartosci nie wykazywaty potencjatu do przejscia epitelialno-
mezenchymalnego, niezaleznie od zastosowanego stezenia nanoczastek srebra.
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Jednoczesnie, komérki w medium suplementowanym glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3
wykazywaty tendencje do przejscia epitelialno-mezenchymalnego nawet bez wptywu
dodatkowych czynnikdw. Co wiecej, inkubacja z nanoczgstkami srebra zadziatata
stymulujgco na intensywnos¢ przejscia w tych komorkach. Zwazywszy na przytoczony
wczesdniej zwigzek miedzy chorobg cukrzycowg a nowotworzeniem wydaje sie to
szczegdlnie istotne w kontekscie badania potencjalnych zwigzkéw i metod
terapeutycznych. Te wyniki sugerujg réwniez koniecznos¢ blizszego przyjrzenia sie,
w kontekscie metabolizmu glukozy, dostepnym terapeutykom, ktdrych mechanizm
dziatania lub efekty uboczne opierajg sie o modulacje statusu redoks komorki.
Zastosowane miRNA w sposéb skuteczny ograniczyty potencjat do przejscia epitelialno-
mezenchymalnego komoérek linii Hep G2 hodowanych w medium o podwyzszonym
poziomie glukozy (Rys. 17). Jest to szczegdlnie istotne ze wzgledu na istniejgce kliniczne
powigzania miedzy podwyziszonym stezeniem glukozy we krwi i $miertelnoscig
wywotang wieloma rodzajami nowotwordéw, w tym nowotworami watroby, co zostato

potwierdzone w badaniach epidemiologicznych [304].

To obrazuje, ze manipulacje epigenetyczne za pomocg miRNA nie tylko mogg
znalezé zastosowanie w bezposredniej terapii, ale sg tez istotnym narzedziem

badawczym moggcym modyfikowac tto danego zespotu chorobowego.
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8. Whioski

1. Profil metaboliczny komérek linii Hep G2 jest kluczowy w odpowiedzi na
toksyczne dziatanie nanoczgstek srebra.

2. Stezenie glukozy w pozywce hodowlanej jest czynnikiem wptywajgcym na profil
miRNA w komérkach.

3. Wybrane miRNA (miR-29c-3p, miR-100-5p, miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p)
majg znaczenie w modulacji toksycznosci nanoczgstek srebra w komarkach linii
Hep G2.

4. Zrbéznicowanie odpowiedzi komdrek na stres oksydacyjny wywotany
nanoczgstkami srebra mozna zniwelowac¢ przez zastosowanie regulacji
epigenetycznej z uzyciem syntetycznych analogéw miRNA.

5. Zmiana poziomu pojedynczych miRNA wptywata w mniejszym stopniu na
toksycznos¢ nanoczgstek srebra niz jednoczesna transfekcja wszystkimi
wytypowanymi miRNA. Jednoczesna zmiana poziomu: miR-29c¢-3p, miR-100-5p,
miR-107, miR-195-5p, miR-221-3p zmniejsza wrazliwos¢ komdrek Hep G2 na
toksyczne dziatanie nanoczgstek srebra.

6. Modulacja potencjatu do przejscia epitelialno-mezenchymalnego za pomoca
mechanizmdéw epigenetycznych okazata sie skuteczna. Jednoczesnie uzyta
manipulacja dotyczgca poziomu miRNA (miR-29c-3p, miR-100-5p, miR-107
miR-195-5p, miR-221-3p) zwiekszyta odpornos¢ komdrek nowotworowych na
stres oksydacyjny, bedacy jednym z gtéwnych mechanizméw dziatania
chemoterapeutykéw, i przezywalno$é, wobec toksycznego ksenobiotyku
w postaci nanoczgstek srebra.

7. W materiale izolowanym od zwierzat doswiadczalnych profil badanych miRNA
nie ulegt znaczacej zmianie po ekspozycji zwierzat na dziatanie nanomateriatow,
co oznacza brak wptywu nanomateriatdw na badane miRNA w warunkach in vivo

w wybranym uktadzie badawczym.
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9. Streszczenie

Toksyczne dziatanie nanoczgstek srebra zostato potwierdzone na wielu liniach
komodrkowych w tym na linii komérek Hep G2. Niemniej jednak, wptyw nanoczgstek
srebra na komérki, moze rézni¢ sie w zaleznosci od stosowanej do hodowli pozywki.
W badaniach prowadzonych na komdrkach linii Hep G2 stata jest rozbieznos¢ miedzy
metodykg hodowli uzywang w literaturze a zaleceniami ATCC dlatego trudno jest

poréwnywac dane literaturowe, dotyczgce tego zagadnienia.

Na réznice w odpowiedzi komodrki na dziatanie nanoczgstek srebra w réznych
mediach hodowlanych moze skfada¢ sie wiele czynnikéw. Jednym z nich jest
interferencja mikroRNA (miRNA). MiRNA to mate czasteczki RNA o budowie ok. 22 nt,
ktére potranskrypcyjnie kontrolujg ekspresje gendw na zasadzie interferencji, czyli
przyfaczania sie do komplementarnych mRNA. W proces ten zaangazowana jest cata
maszyneria biatkowa, ktéra pozwala na dojrzewanie miRNA, jego transport a w rezultacie

blokowanie docelowej nici mRNA.

Regulacja ekspresji genow jest jednym z proceséw epigenetycznych, ktére stuzg
komérkom prawidtowym do przeprowadzania proceséw fizjologicznych niezbednych do
utrzymania zdrowej kondycji tkanki i catego organizmu. Nowotworzenie powodowane
jest przez mutacje w DNA. Komdrki nowotworowe charakteryzujg sie zmieniong
ekspresjg genow, réwniez tych odpowiedzialnych za powstawanie miRNA. Zaréwno
wzrost jak i spadek odpowiednich miRNA niesie za sobg konsekwencje. Zmniejszenie
poziomu biatek bedacych produktem gendw supresorowych, spowodowany
zwiekszeniem poziomu kontrolujgcych je miRNA oraz zwiekszenie poziomu biatek
bedacych produktem onkogendw spowodowany spadkiem eskpresji kontrolujgcych je
miRNA. Prowadzi to do zaburzen cyklu komodrkowego, blokowania szlakéw
przekaznictwa sygnatéw prowadzacych do apoptozy jak rowniez zwiekszenia potencjatu

do przejscia epitelialno-mezenchymalnego.

Nalezy nadmieni¢ ze zmiany w poziomach miRNA zweryfikowano w wielu
chorobach nie tylko nowotworowych. Z uwagi na prostg budowe oraz istotne funkcje
w metabolizmie na poziomie komdrkowym, tkankowym oraz organizmalnym, miRNA sg

materiatem licznych badan. Regulacja miRNA przez wykorzystanie syntetycznych
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analogéw lub inhibitoréw moze by¢ wykorzystywana zaréwno do celéw badawczych,

diagnostycznych jak i terapeutycznych.
Niniejsza praca zaktada nastepujgce cele:
1. Ocene wptywu nanoczastek srebra na komorki o réznym fenotypie metabolicznym,

2. Ocene wptywu nanoczgstek srebra na profil miRNA istotnych w powstawaniu i

progresji nowotworu,

3. Ocene wptywu modulacji miRNA na fenotyp komorek poddanych toksycznemu

dziataniu nanoczastek srebra.

Na model badawczy wybrano komoérki raka watrobowokomadrkowego linii
Hep G2, hodowane w pozywce zawierajgcej glukoze w stezeniu odzwierciedlajgcym
stezenie prawidtowe u cztowieka (5,5 mmol/dm?3) oraz w pozywce o podwyzszonym

stezeniu glukozy (25 mmol/dm3) wystepujacym przy ostrym stanie cukrzycowym.

W pierwszej kolejnosci zbadano odpowiedz komérek linii Hep G2 na dziatanie
nanoczastek srebra i sprawdzono réznice w charakterze tej odpowiedzi w zaleznosci od
stanu metabolicznego komérek, warunkowanego zmienng zawartoscig glukozy
w pozywce. W drugiej czesci badan podjeto probe modulacji odpowiedzi komdrek na

AgNP za pomoca syntetycznych analogéw miRNA.

Zbadano toksycznos¢ nanoczastek srebra wzgledem komérek Hep G2. Komorki
do hodowli, ktérych uzyto pozywki o wyzszym stezeniu glukozy okazaty sie mnie oporne
na dziatanie AgNP. Co zostato powigzane z wczesniejszymi doniesieniami o wyzszym
poziomie mechanizmow obrony antyoksydacyjnej w komérkach hodowanych w nizszym,
prawidtowym fizjologicznie stezeniu glukozy. Zastosowane wybrane syntetyczne analogi
miRNA spowodowaty nie tylko przywrdcenie opornosci komérek hodowanych z uzyciem
pozywki o wyzszej zawartosci glukozy, a nawet zwiekszenie ich opornosci w poréwnaniu

do komodrek hodowanych w pozywce o nizszej zawartosci glukozy.

MiIiRNA majace spetnia¢ funkcje modulacyjne w stosunku do biologicznej
aktywnosci nanoczgstek srebra wybrano na podstawie kwerendy literaturowej oraz
analizy ekspresji miRNA biorgcych udziat w nowotworzeniu komérek nowotwordw

watroby pod dziataniem nanoczgstek srebra w réznych mediach hodowlanych. Dziatanie
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wyranych miRNA zweryfikowano przez analize poziomu biatek bedacych celami
regulacyjnymi danych miRNA oraz przez analize przezywalnosci kazdego miRNA
z osbobna. W nastepnym kroku zbadano potencjat proliferacyjny komorek linii Hep G2
hodowanych charakteryzowanych przez rézng dostepnos¢ glukozy. Komérki hodowane
w wyzszej dostepnosci glukozy wykazywaty wyzszy potencjat proliferacyjny niz komorki
hodowane z uzyciem nizszego stezenia glukozy. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano
przy pierwszych odczytach, po 24 godzinach, gdzie liczno$s¢ komérek w medium
hodowlanym zawierajgcym glukoze w stezeniu 5,5 mmol/dm3 byta wyzsza. Celem
sprawdzenia czy wybrane syntetyczne analogi miRNA wptynety na akumulacje
nanoczastek srebra w komérkach linii Hep G2 przeprowadzono pomiary parametru
SSC-A z uzyciem technik cytometrii przeptywowej. Transfekcja pozostata bez wptywu na
zwiekszenie granulranosci komadrek po inkubacji z nanoczgstkami srebra. W przypadku
klonogennosci AgNP spowodowaty spadek ilosci tworzonych kolonii w medium
hodowlnaym o nizszym stezeniu glukozy i odwrotny efekt dla wyziszego stezenia.
Jednoczesnie ilos¢ komoérek w hodowlach pod dziataniem nanoczastek srebra ulegta
ograniczeniu tylko w przypadku eksperymentu prowadzonego w pozywce o wyziszej
zawartosci glukozy. Transfekcja wybranymi syntetycznymi analogami miRNA pozostata

bez wptywu na klonogennos¢ komarek linii Hep G2.

W celu doktadniejszego zbadania zmian zaobserwowanych w doswiadczeniach
zwigzanych z cytotoksycznoscig nanoczgstek srebra i modulacyjnego wptywu wybranych
syntetycznych analogdw miRNA zbadano poziom apoptozy oraz rozktad komoérek
w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego. AgNP spowodowaty znaczacy wzrost
komdrek nekrotycznych w hodowli prowadzonej przy uzyciu pozywki suplementowanej
glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3. Pomiary cyklu komdrkowego rdéznicowaty hodowle
w pozywkach o réznej zawartosci glukozy. W prébach kontrolnych zauwazono przewage
licznosci komorek w fazie G1 cyklu w hodowli o nizszym stezeniu glukozy i mniejszg ich
ilos¢ w fazie G2. Dziatanie nanoczagstek srebra obnizyto ilos¢ komérek w fazie G1
i podwyzszyto w fazie G2 w obu rodzajach hodowli. Jednak dynamika zmian bytfa inna;
po dziataniu nanoczastek srebra zaobserwowano wiecej komérek w fazie G2
w przypadku medium hodowlanego o nizszym stezeniu glukozy. Transfekcja wybranymi

syntetycznymi analogami miRNA nie wptyneta w sposéb znaczacy na rozktad ilosci
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komorek linii Hep G2 w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego w stosunku do

komodrek poddanych dziataniu nanoczastek srebra.

Sprawdzono potencjat komdérek do przejscia epitelialno mezenchymalnego za
pomocg testéw zarastania rysy, intensywnosci przejscia przez model macierzy btony
podstawnej oraz zbadano poziom biatek o znaczacej roli w EMT. W przypadku przejscia
przez model macierzy btony podstawnej nanoczastki srebra wywotaty podobny efekt jak
w przypadku oznaczen klonogennosci. Nizsza dostepnosc glukozy promowata spadek
intensywnosci inwazji przez model macierzy w obecnos$ci AgNP, natomiast wyzsza
dostepnos¢ wywotata efekt odwrotny. Jednoczesnie, nanoczastki srebra nie
spowodowaty zmian w szybkosci zarastania rysy przez komérki linii Hep G2 hodowane
w medium hodowlanym suplementowanym glukozg w stezeniu 5,5 mmol/dm 3.
Suplementacja glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3 spowodowata zwiekszenie szybkosci
migracji komdrek. Réwniez sam poziom glukozy rdéznicowat préby badane, wyisze
stezenie promowato szybsze zarastanie rysy. Transfekcja wybranymi syntetycznymi
analogami miRNA ograniczyfa intensyfikacje migracji wywotang nanoczgstkami srebra,
ale jednoczesnie nie wptyneta na przejscie komérek przez model macierzy bfony
podstawnej w kierunku chemoatraktanta. Poziom biatek zwigzanych z przejsciem
epitelialno mezenchymalnym, beta kateniny, klaudyny 1, oraz N-kadheryny byt wyzszy
w komodrkach hodowanych w medium o wyzszym stezeniu glukozy. Natomiast poziom
E-kadheryny byt nizszy, co sSwiadczy o procesie ,cadherin switch” zachodzgcym
w komérkach Hep-G2 z hodowli o wyzszym stezeniu glukozy w stosunku do komérek
z hodowli o nizszym stezeniu glukozy. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw
okreslajgcych potencjat do przejscia EMT komorek linii Hep G2 mozna postawic teze, ze
zwiekszenie dostepnosci glukozy jest czynnikiem promujgcym przejscie epitelialno
mezenchymalne, a zastosowane syntetyczne analogi miRNA mogga ograniczyé zmiany
wynikajgce z dostepnosci glukozy w aspekcie potencjatu migracyjnego komorek, ale nie

w przypadku intensywnosci przejscia przez model macierzy btony podstawnej.

W celu okreslenia wptywu nanoczgstek srebra, poziomu glukozy i ewentualnej
mozliwosci modulacji odpowiedzi komdrek na stres oksydacyjny przeprowadzono
pomiary poziomu reaktywnych form tlenu za pomocg sond fluorescencyjnych; Ho.DCFDA

i DHR123, pomiary poziomu utleniania sktadnikdw btony komdrkowej z sondg BODIPY
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C11, pomiary potencjatu btony mitochondrialnej, pomiary puli dostepnego NADP(H)
oraz pomiary stezenia ATP. Zgodnie z przewidywaniami nanoczgstki srebra pozostaty bez
wptywu na detekcje reaktywnych form tlenu w komdrkach hodowanych w pozywce
0 nizszej zawartosci glukozy, natomiast w medium hodowlanym o wyzszym stezeniu
glukozy spowodowaty znaczacy wzrost ilosci reaktywnych form tlenu zaréwno
w cytoplazmie jak i w btonie komdrkowej. Wywotaty rowniez spadek puli dostepnego
NADP(H). Transfekcja syntetycznymi analogami miRNA spowodowata ograniczenie
stresu oksydacyjnego wywotanego nanoczgstkami przywracajgc kontrolny poziom
reaktywnych form tlenu i NADP(H). Jednoczesnie, transfekcja nie zniwelowata
hiperpolaryzacji btony mitochondrialnej wywotanej przez nanoczastki srebra. AgNP
i transfekcja analogami miRNA nie wywofata znaczgcych zmian w poziomie ATP

w komarkach linii Hep G2.

Powyzsze eksperymenty wykazaty, ze w zaleznosci od warunkéw hodowli,
komodrek Hep G2 ich odpowiedz na toksyczne dziatanie wywotane nanoczgstkami srebra
jest rézna. Stwierdzono ze, naoczastki srebra wywotujg zmiany w profilach miRNA w
komdrkach Hep G2. Transfekcja komdrek wykazujgcych zmieniony profil pod wptywem
czynnika badanego, syntetycznymi analogami miRNA nawet w niewielkich dawkach,

moze cofaé zmiany wywotfane tym czynnikiem.
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10. Abstract

The toxic effect of silver nanoparticles has been confirmed on many cell lines,
including the Hep G2 cell line. Nevertheless, the effect of silver nanoparticles on cells

may vary depending on the culture medium used.

In studies conducted on Hep G2 cells, there is a constant discrepancy between
the culture methodology used in the literature and the ATCC recommendations,

therefore it is difficult to compare literature data on this issue.

Differences in cell response to silver nanoparticles in different culture media may
be due to many factors. One of them is microRNA (miRNA) interference. MiRNAs are
small RNA molecules with a structure of approx. 22 nt, which post-transcriptionally
control gene expression by interference, i.e. by attaching to complementary mRNAs.
This process involves the entire protein machinery that allows for miRNA maturation, its

transport and, as a result, blocking the target mRNA strand.

Regulation of gene expression is one of the epigenetic processes that normal
cells use to carry out the physiological processes necessary to maintain a healthy
condition of the tissue and the whole organism. Cancer is caused by mutations in DNA.
Cancer cells are characterized by altered expression of genes, including those
responsible for the formation of miRNAs. Both the increase and decrease of the
respective miRNAs have consequences. A decrease in the level of proteins that are the
product of tumor suppressor genes, due to an increase in the level of miRNAs that
control them, and an increase in the level of proteins that are the product of oncogenes,
due to a decrease in the expression of miRNAs that control them. This leads to
disturbances in the cell cycle, blocking the signaling pathways leading to apoptosis, as

well as increasing the potential for epithelial-mesenchymal transition.

It should be noted that changes in miRNA levels have been verified in many
diseases, not only cancer. Due to the simple structure and important functions in
metabolism at the cellular, tissue and organismal level, miRNAs are the material of
numerous studies. Regulation of miRNAs by the use of synthetic analogs or inhibitors

can be used for research, diagnostic and therapeutic purposes.
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This work has the following goals:

- Evaluation of the effect of silver nanoparticles on cells with different metabolic

phenotypes,

- Evaluation of the impact of silver nanoparticles on the profile of miRNAs

important in the formation and progression of cancer,

- Evaluation of the impact of miRNA modulation on the phenotype of cells

exposed to the toxic effects of silver nanoparticles.

Hepatocellular carcinoma cells (Hep G2) were selected as the research model
grown in a medium containing glucose at the physiological concentration
(5.5 mmol/dm?3) and in medium with increased concentration of glucose (25 mmol/dm3)

occurring in acute diabetic state.

The research was conducted in two modules. First, the response of Hep G2 cells
to the action of silver nanoparticles was examined and the differences in the nature of
this response depending on the metabolic state of the cells, conditioned by the variable
content of glucose in the medium, were examined. In the second part of the study, an
attempt was made to modulate the cell response to AgNPs using synthetic miRNA

analogs.

First, the toxicity of silver nanoparticles to Hep G2 cells was examined. Cells
cultured with a medium with a higher concentration of glucose turned out to be more
resistant to AgNP. Which has been linked to previous reports of higher levels of
antioxidant defense mechanisms in cells cultured at a lower, physiologically normal
concentration of glucose. The selected synthetic miRNA analogues used not only

restored the resistance of cells cultured with a medium with a higher glucose content,

but even increased their resistance compared to cells grown in a medium with a lower

glucose content.

MiRNAs intended to perform modulation functions in relation to the biological
activity of silver nanoparticles were selected on the basis of a literature search and
analysis of the expression of miRNAs involved in the formation of liver cancer cells under

the action of silver nanoparticles in varying culture media. The performance of the
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expressed miRNAs was verified by analyzing the level of proteins that are regulatory
targets of selected miRNAs and by analyzing the survival of Hep G2 cells treated with
AgNPs and each miRNA separately. In the next step, the proliferative potential of
Hep G2 cells cultured with different glucose availability was examined. Cells cultured
with higher glucose availability showed a higher proliferative potential than cells
cultured with lower glucose concentration. An inverse relationship was observed at the
first readings, after 24 hours, where the number of cells in the culture medium
containing glucose at a concentration of 5.5 mmol/dm3 was higher. In order to check
whether the selected synthetic miRNA analogues influenced the accumulation of silver
nanoparticles in the cells of the Hep G2 line, measurements of the SSC-A parameter
using flow cytometry techniques were conducted. The transfection had no effect on the
level of cell granularity after incubation with silver nanoparticles. In the case of
clonogenicity, AgNPs caused a decrease in the number of colonies formed in the culture
medium with a lower concentration of glucose and the opposite effect at a higher
concentration. At the same time, the number of cells in colonies under the influence of
silver nanoparticles was limited only in the case of the experiment carried out in
a medium with a higher glucose content. Transfection with selected synthetic miRNA

analogues had no effect on the clonogenicity of Hep G2 cells.

In order to investigate in more detail the changes observed in experiments
related to the cytotoxicity of silver nanoparticles and the modulatory effect of selected
synthetic miRNA analogues, the level of apoptosis and cell distribution were examined
in particular phases of the cell cycle. AgNPs caused a significant increase in necrotic cells
in a culture carried out using a medium supplemented with glucose at a concentration
of 25 mmol/dm3. Cell cycle measurements differentiated the culturesin media with
different glucose content. In the control trials, a higher of the number of cells in the G1
phase of the cycle in the culture with a lower glucose concentration and a lower number
of cells in the G2 phase were noted. The action of silver nanoparticles reduced the
number of cells in the G1 phase and increased in the G2 phase in both cultures. However,
the dynamics of change were different; after treatment with silver nanoparticles, more
cells in the G2 phase were observed in culture medium with a lower concentration of

glucose. Transfection with selected synthetic miRNA analogues did not significantly
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affect the distribution of Hep G2 cells in particular phases of the cell cycle in relation to

cells treated with silver nanoparticles alone.

The potential of cells for epithelial-mesenchymal transition was checked by
means of wound healing assays, the intensity of the transition through the basement
membrane matrix model, and examination of the level of proteins with a significant role
in EMT. In the case of passage through the model of the basement membrane matrix,
the silver nanoparticles produced a similar effect as in the clonogenic experiments.
Lower glucose availability promoted a decrease in invasion intensity through the matrix
model in the presence of AgNPs, while higher availability caused the opposite effect.
At the same time, silver nanoparticles did not cause changes in the rate of scratch
overgrowth by cultured Hep G2 in a culture medium supplemented with glucose at a
concentration of 5.5 mmol/dm3. On the other hand, supplementation with glucose at a
concentration of 25 mmol/dm3 increased the rate of cell migration. Also, the level of
glucose itself differentiated the tested samples, higher concentration promoted faster
overgrowth of the scratch. Transfection with selected synthetic miRNA analogs reduced
the intensification of migration induced by silver nanoparticles, but at the same time did
not affect the passage of cells through the model of the basement membrane matrix
towards the chemoattractant. Level of proteins linked to epithelial-mesenchymal
transition, beta-catenin, claudin 1, and E-cadherin was higher in cells cultured in
a medium with a higher concentration of glucose. On the other hand, the level of
N-cadherin was lower, which indicates the "cadherin switch" process taking place in
Hep-G2 cells from cultures with a higher concentration of glucose in relation to cells
from low-glucose cultures. On the basis of the conducted experiments determining the
EMT potential of Hep G2 cells, it can be argued that the increase in glucose availability
is a factor promoting the epithelial-mesenchymal transition, and the synthetic miRNA
analogs used may limit changes resulting from glucose availability in terms of cell
migration potential, but not in the case of the intensity of the transition through the

model of the basement membrane matrix.

In order to determine the effect of silver nanoparticles, glucose levels and the
possible modulation of cell responses to oxidative stress, measurements of the level of

reactive oxygen species were carried out using fluorescent probes; H2DCFDA and
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DHR123, measurements of the level of oxidation of cell membrane components with
the BODIPY C11 probe, measurements of the mitochondrial membrane potential,
measurements of the pool of available NADP(H) and measurements of ATP
concentration were conducted. As expected, silver nanoparticles had no effect on the
detection of reactive oxygen species in cells grown in medium with a lower glucose
content, while in the culture medium with a higher concentration of glucose caused
a significant increase in the amount of reactive oxygen species both, in the cytoplasm
and in the cell membrane. They also caused a decrease in the pool of available NADP(H).
Transfection with synthetic miRNA analogues reduced nanoparticle-induced oxidative
stress, restoring control levels of reactive oxygen species and NADP(H) levels. At the
same time, the transfection did not eliminate the hyperpolarization of the mitochondrial
membrane caused by the silver nanoparticles. AgNP and transfection with miRNA

analogues did not induce significant changes in ATP levels in Hep G2 cells.

The above experiments showed that depending on the culture conditions,
Hep G2 cells react with different sensitivity to the toxic effects caused by silver
nanoparticles. In addition, silver nanoparticles induce changes in miRNA profiles in Hep
G2 cells. Transfection of cells showing a changed profile under the influence of the test
factor with synthetic miRNA analogues, even in small doses, can reverse the changes

caused by studied factor.
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11. Suplement

Wykaz miRNA badanych w tkankach pobranych od zwierzat ktéorym AgNP byty

podawane Per os.

miRNA Kzr;tl';ﬁic P miRNA K;;tl';zic P miRNA K;gﬁ:ﬁic P
rno-let-7a-5p 1,01 0,875 rno-miR-16-5p 1,02 0,705 rno-miR-26a-5p 1,03 0,835
rno-let-7b-5p 1,00 0,998 rno-miR-17-5p -1,04 0,947 rno-miR-26b-5p 1,04 0,784
rno-let-7c-5p 1,00 0,922 rno-miR-181a-5p -1,01 0,999 rno-miR-27a-3p 1,03 0,880
rno-let-7e-5p 0,96 0,934 rno-miR-181b-5p 1,01 1,000 rno-miR-27b-3p 1,00 0,978
rno-let-7f-5p 1,05 0,207 rno-miR-186-5p 1,02 0,992 rno-miR-28-5p 1,02 0,995
rno-let-7i-5p 1,04 0,970 rno-miR-191a-5p 1,03 0,929 rno-miR-29a-3p 1,02 0,854

rno-miR-100-5p 1,01 0,991 rno-miR-192-5p 1,02 0,866 rno-miR-29a-5p 1,01 0,999
rno-miR-101a-3p 1,00 0,996 rno-miR-194-5p 1,01 0,931 rno-miR-29b-3p -1,03 0,918
rno-miR-103-3p 1,00 1,000 rno-miR-195-5p 1,03 0,610 | rno-miR-29¢-3p 1,02 0,885
rno-miR-106b-5p 0,97 0,976 rno-miR-199a-3p 1,02 0,992 | rno-miR-30a-5p 1,01 0,914
rno-miR-107-3p 0,98 0,995 rno-miR-199a-5p -1,02 0,994 rno-miR-30b-5p 1,04 0,684
rno-miR-122-5p 1,02 0,943 rno-miR-19a-3p -1,02 0,695 rno-miR-30c-5p 1,04 0,660
rno-miR-125a-5p 1,07 0,901 rno-miR-19b-3p -1,03 0,565 rno-miR-30d-5p 1,04 0,384
rno-miR-125b-5p 1,02 0,846 rno-miR-200c-3p 1,15 0,988 | rno-miR-30e-3p 1,04 0,988
rno-miR-126a-3p 1,06 0,713 rno-miR-20a-5p -1,02 0,944 rno-miR-30e-5p 1,02 0,815
rno-miR-126a-5p 1,05 0,205 rno-miR-20b-5p -1,03 0,982 rno-miR-322-5p 1,03 0,979
rno-miR-130a-3p -1,04 0,959 rno-miR-214-3p 1,02 0,999 rno-miR-342-3p 1,05 0,997
rno-miR-139-5p 1,05 0,985 rno-miR-21-5p 1,06 0,781 rno-miR-34a-5p 1,06 0,994
rno-miR-142-3p 1,03 0,873 rno-miR-221-3p 1,13 0,994 rno-miR-365-3p 1,02 0,842
rno-miR-142-5p -1,03 0,992 rno-miR-222-3p 1,02 0,999 rno-miR-370-3p -1,02 1,000
rno-miR-143-3p 1,04 0846 rno-miR-223-3p 1,06 0,981 rno-miR-374-5p 1,05 0,988
rno-miR-145-5p 1,03 0,639 rno-miR-22-3p 1,02 0,930 rno-miR-375-3p 1,02 0,999
rno-miR-146a-5p 1,01 0,996 rno-miR-224-5p -1,02 1,000 rno-miR-378a-3p 1,02 0,846
rno-miR-148b-3p 1,02 0,991 rno-miR-22-5p 1,02 0,983 | rno-miR-451-5p -1,11 0,410
rno-miR-150-5p 1,08 0,955 rno-miR-23a-3p 1,04 0,592 rno-miR-497-5p -1,00 1,000
rno-miR-151-5p 1,03 0,989 rno-miR-23b-3p 1,01 0,528 rno-miR-92a-3p -1,02 0,961
rno-miR-152-3p -1,01 0,993 rno-miR-24-3p 1,02 0,500 rno-miR-93-5p -1,02 0,996
rno-miR-15b-5p -1,03 0,98 rno-miR-25-3p 1,01 0,997 rno-miR-99a-5p 1,02 0,931
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Wykaz miRNA badanych w tkankach pobranych od zwierzat ktérym AgNP byty podawane

iniekcyjnie.
miRNA Krotnosc | miRNA Krotnos¢ | miRNA Krotnos¢ | =
zmiany zmiany zmiany

rno-let-7a-5p 1,01 0,875 rno-miR-16-5p 1,02 0,705 rno-miR-26a-5p 1,03 0,835

rno-let-7b-5p 1,00 0,998 rno-miR-17-5p -1,04 0,947 rno-miR-26b-5p 1,04 0,784

rno-let-7c-5p 1,00 0,922 rno-miR-181a-5p -1,01 0,999 rno-miR-27a-3p 1,03 0,880

rno-let-7e-5p 0,96 0,934 rno-miR-181b-5p 1,01 1,000 rno-miR-27b-3p 1,00 0,978

rno-let-7f-5p 1,05 0,207 rno-miR-186-5p 1,02 0,992 rno-miR-28-5p 1,02 0,995

rno-let-7i-5p 1,04 0,970 rno-miR-191a-5p 1,03 0,929 rno-miR-29a-3p 1,02 0,854
rno-miR-100-5p 1,01 0,991 rno-miR-192-5p 1,02 0,866 rno-miR-29a-5p 1,01 0,999
rno-miR-101a-3p 1,00 0,996 rno-miR-194-5p 1,01 0,931 rno-miR-29b-3p -1,03 0,918
rno-miR-103-3p 1,00 1,000 rno-miR-195-5p 1,03 0,610 | rno-miR-29¢-3p 1,02 0,885
rno-miR-106b-5p 0,97 0,976 rno-miR-199a-3p 1,02 0,992 rno-miR-30a-5p 1,01 0,914
rno-miR-107-3p 0,98 0,995 rno-miR-199a-5p -1,02 0,994 rno-miR-30b-5p 1,04 0,684
rno-miR-122-5p 1,02 0,943 rno-miR-19a-3p -1,02 0,695 rno-miR-30c-5p 1,04 0,660
rno-miR-125a-5p 1,07 0,901 rno-miR-19b-3p -1,03 0,565 rno-miR-30d-5p 1,04 0,384
rno-miR-125b-5p 1,02 0,846 rno-miR-200c-3p 1,15 0,988 rno-miR-30e-3p 1,04 0,988
rno-miR-126a-3p 1,06 0,713 rno-miR-20a-5p -1,02 0,944 rno-miR-30e-5p 1,02 0,815
rno-miR-126a-5p 1,05 0,205 rno-miR-20b-5p -1,03 0,982 rno-miR-322-5p 1,03 0,979
rno-miR-130a-3p -1,04 0,959 rno-miR-214-3p 1,02 0,999 rno-miR-342-3p 1,05 0,997
rno-miR-139-5p 1,05 0,985 rno-miR-21-5p 1,06 0,781 rno-miR-34a-5p 1,06 0,994
rno-miR-142-3p 1,03 0,873 rno-miR-221-3p 1,13 0,994 rno-miR-365-3p 1,02 0,842
rno-miR-142-5p -1,03 0,992 rno-miR-222-3p 1,02 0,999 rno-miR-370-3p -1,02 1,000
rno-miR-143-3p 1,04 0846 rno-miR-223-3p 1,06 0,981 rno-miR-374-5p 1,05 0,988
rno-miR-145-5p 1,03 0,639 rno-miR-22-3p 1,02 0,930 | rno-miR-375-3p 1,02 0,999
rno-miR-146a-5p 1,01 0,996 rno-miR-224-5p -1,02 1,000 | rno-miR-378a-3p 1,02 0,846
rno-miR-148b-3p 1,02 0,991 rno-miR-22-5p 1,02 0,983 rno-miR-451-5p -1,11 0,410
rno-miR-150-5p 1,08 0,955 rno-miR-23a-3p 1,04 0,592 rno-miR-497-5p -1,00 1,000
rno-miR-151-5p 1,03 0,989 rno-miR-23b-3p 1,01 0,528 | rno-miR-92a-3p -1,02 0,961
rno-miR-152-3p -1,01 0,993 rno-miR-24-3p 1,02 0,500 rno-miR-93-5p -1,02 0,996
rno-miR-15b-5p -1,03 0,98 rno-miR-25-3p 1,01 0,997 rno-miR-99a-5p 1,02 0,931
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