STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Zanieczyszczenie tworzywami sztucznymi uznawane jest obecnie za globalny
problem. Co roku do $rodowiska dostaja sie olbrzymie ilosci odpadow plastikowych
w wyniku niewlasciwej gospodarki odpadami i niewystarczajacy recykling, a takze z uwagi
na dhugi okres rozktadu tych tworzyw. W 2021 roku na $wiecie wytworzono 390,7 min ton
plastiku w tym 57,2 mln ton w Europie. Powazne zagrozenie ekotoksykologiczne dla
organizmoéw stanowig czastki powstale z rozpadu duzych fragmentéw plastiku tzw.
mikroczastki o $rednicy < 5000 nm oraz nanoczastki o $rednicy < 100 nm, ktérych obecnosé
stwierdzono w powietrzu, wodzie, glebie i Zzywnosci. Mikro i nanoczastki sg szeroko
stosowane w roznych galeziach przemystu m.in. farmaceutycznym, laboratoryjnym oraz
kosmetycznym.

Jednym z najczesciej badanych tworzyw syntetycznych o strukturze nanometrycznej
jest polistyren powstajacy w procesie polimeryzacji monomerdw styrenu. Tworzywo to
wykorzystywane jest do produkcji opakowan, sprzetu elektronicznego i AGD oraz stosowane
do ocieplania budynkow (styropian). Czastki polistyrenu ze wzgledu na mate rozmiary, moga
tatwo przedostawaé sie do organizmow zywych poprzez uktad oddechowy, pokarmowy czy
przez skoére i w konsekwencji przechodzi¢ przez bariery biologiczne i kumulowaé sie
w tkankach.

Celem badan niniejszej pracy doktorskiej byla ocena dzialania prooksydacyjnego,
proapoptotycznego i genotoksycznego nanoczastek polistyrenu (PS-NP) o réznych srednicach
(29 nm, 44 nm i 72 nm) w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej cztowieka.

Na wstepie przeprowadzono badania wlasciwoscei fizyko-chemicznych nanoczastek
polistyrenu w celu potwierdzenia zadeklarowanej przez producentdéw ich srednicy. Uzyskane
zdjecia oraz wyniki z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych (AFM) i skaningowe;j
mikroskopii atomowej (SEM) byly zgodne z parametrami podanymi przez producenta
czastek. Badania wykonane za pomoca techniki pomiaru wielkos$ci czastek (DLS) polistyrenu
inkubowanych w wodzie takze potwierdzity $rednice czastek, ktérg deklarowali producenci,
podczas gdy inkubacja badanych czastek w pozywce RPMI znaczaco zwiekszata ich srednice,
nawet trzykrotnie w przypadku najmniejszych nanoczastek. Ponadto, dokonano oceny
potencjatu zeta, ktéry zmienial si¢ wraz ze wzrostem srednicy czastek.

Rozpoczynajac badania biologiczne oceniono cytotoksyczno$¢ nanoczastek
polistyrenu o roznych $rednicach. Czastki te spowodowaty spadek zywotnosci i zmiany
w aktywnosci metabolicznej jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej czlowieka, ale
w bardzo wysokich stezeniach powyzej 300 pg/ml.

Nastepnie dokonano oceny ich wiasciwosci prooksydacyjnych. Dowiedziono, ze
nanoczgstki polistyrenu indukujg powstawanie reaktywnych form tlenu oraz wysoce

reaktywnych form tlenu, w tym rodnika hydroksylowego. Z kolei analiza poziomu



peroksydacji lipidéw 1 bialek wykazata, ze powoduja one spadek fluorescencji tryptofanu
w biatkach oraz znaczny spadek fluorescencji kwasu cis-parynarowego.

W kolejnym etapie okreslono dzialanie genotoksyczne nanoczastek polistyrenu.
Udowodniono, Zze badane nanoczastki o wszystkich analizowanych $rednicach powoduja
powstawanie pegknie¢ jedno- i dwuniciowych w badanych komorkach krwi, oraz indukuja
peknigcia dwuniciowe, ale tylko po narazeniu badanych komodrek na mniejsze nanoczastki
o srednicy 29 nm i 44 nm. Ponadto wykazano powstawanie zmodyfikowanych oksydacyjnie
zasad purynowych i pirymidynowych po traktowaniu jednojadrzastych komorek krwi
obwodowej nanoczastkami polistyrenu. Wigkszy poziom uszkodzen oksydacyjnych
zaobserwowano po zastosowaniu w tescie genotoksycznosci glikozylazy formamido-
pirymidyny (Fpg). Dowiedziono takze, ze wzrost utleniania pirymidyny (zastosowanie
w analizie endonukleazy III) nastepowal przy wyzszych stezeniach nanoczastek
w porownaniu z probkami do ktérych dodawano Fpg. Wzrost poziomu 8-hydroksy-2-
deoksyguanozyny zaobserwowano tylko po ekspozycji jednojadrzastych komoérek krwi na
najmniejsze nanoczastki (29 nm). Powstale uszkodzenia DNA spowodowane przez wieksze
nanoczastki (44 nm i 72 nm) zostaly catlkowicie naprawione po 120 minutach, natomiast
w przypadku mniejszych czastek (29 nm) naprawa nie byta w petni skuteczna.

Trzeci etap badan dotyczyl oceny wilasciwosci proapoptotycznych badanych czastek.
Nanoczastki polistyrenu zwiekszaly liczbe komorek apoptotycznych, podwyzszaly poziom
jonow wapnia w cytozolu komorek, zmniejszaly warto$¢ transblonowego potencjatu
mitochondrialego oraz zwigkszaly aktywnos¢ kaspazy 9 i 3. Ponadto najmniejsze nanoczastki
o $rednicy 29 nm spowodowaty aktywacje kaspazy 8.

W rozprawie postugiwano sie licznymi metodami opartymi o cytofluorymetrie,
fluorymetrie, spektrofotometrie, mikroskopi¢ fluorescencyjng, mikroskopie sit atomowych,
mikroskopie elektronowa, elektroforeze i dwuwymiarowg chromatografie cieczowa.

Wykazano, ze badane nanoczastki polistyrenu charakteryzowaly si¢ wlasciwosciami
cytotoksycznymi, prooksydacyjnymi, genotoksycznymi i proapoptotycznymi. Poréwnujac
dzialanie nanoczastek o roznych srednicach mozna stwierdzié, ze najmniejsze nanoczastki
(29 nm) wykazywaly najwicksza toksycznos$¢ wzgledem badanych komorek. Powodowaty
one zmiany ww. parametréw juz przy bardzo niskich stezeniach w pordwnaniu z czastkami
o wiegkszej Srednicy, co moze by¢ zwigzane z ich latwiejszym wnikaniem do komorek ze

wzgledu na male rozmiary i mniejszg warto$¢ ujemnego potencjatu zeta.



STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Summary

Plastic pollution of the environment is now considered to be a global problem. Huge
amounts of plastics waste enter the environment every year due to poor waste management
and insufficient recycling as well as due to the long decomposition period of these plastics.
In 2021, 390.7 milion tons of plastic were produced worldwide, including 57.2 million tons in
Europe. A serious ecotoxicological threat to organisms are particles formed from the
breakdown of large pieces plastics so-called microparticles with diameters < 5000 nm and
nanoparticles with diameters <100 nm, which have been found in air, water, soil and food.
Micro and nanoparticles are widely used in branchers of industry, among others
pharmaceutical, laboratory and cosmetics.

One of the most studied nanometer-structured synthetic plastics is polystyrene, which
is formed by polymerization of styrene monomers. This plastic is used for packaging,
production of electronics devices, household appliances, as well as to insulate buildings
(styrofoam). Polystyrene particles, due to their small size, can easily enter living organisms
through the respiratory, digestive or skin systems, and consequently pass through biological
barriers and accumulate in tissues.

The aim of the research of this dissertation was to evaluate the pro-oxidant, pro-
apoptotic and genotoxic effects of polystyrene nanoparticles (PS-NP) with different diameters
(29 nm, 44 nm and 72 nm) in human peripheral blood mononuclear cells.

In this dissertation, the physico-chemical properties of polystyrene nanoparticles were
tested to confirm the parameters of these particles declared by the manufacturers. The AFM
and SEM images were consistent with the parameters stated in the labels of the purchased
particles. Tests performed using the DLS technique of polystyrene nanoparticles incubated in
water confirmed the particle diameter provided by the manufacturers, while incubation of the
tested particles in RPMI medium significantly increased their diameter by up to three times
for the smallest nanoparticles. In addition, the zeta potential was evaluated, which showed
a significant change in the studied parameter depending on the particle size.

Starting with biological studies, the cytotoxicity of polystyrene nanoparticles of
various diameters was evaluated. These particles caused a decrease in viability and changes in
metabolic activity of human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), but only at very
high concentrations of above 300 pg/mL.

Then, pro-oxidant properties of tested PS-NPs were evaluated. Polystyrene
nanoparticles have been shown to induce the formation of reactive oxygen species (ROS) and
highly reactive oxygen species, including hydroxyl radical. In turn, analysis of lipid and
protein peroxidation showed, that PS-NPs caused a decrease in tryptophan fluorescence of

proteins and induced a significant decrease in the fluorescence of cis-parinaric acid.



In the next phase, genotoxic effects of polystyrene nanoparticles were determined. PS-
NPs of all analyzed diameters have been shown to induce single and double strand-breaks
in studied cells, as well as caused double strand-breaks formation, but only after the exposure
to smaller nanoparticles with diameters of 29 nm and 44 nm. In addition, it has been
demonstrated the formation of oxidized purine and pyrimidine bases after treatment of
peripheral blood mononuclear cells with tested polystyrene nanoparticles. Higher oxidative
damage was observed when formamidopyrimidine glycosylase (Fpg) was used in the
genotoxicity test. It was also proven that an increase in pyrimidine oxidation (the use of
endonuclease III in the analysis) occurred at higher concentrations when compared to fpg-
treated samples. An increase in 8-hydroxy-2-deoxyguanosine level was observed only after
the exposure of tested cells to the smallest nanoparticles of 29 nm. The resulting DNA
damage caused by larger nanoparticles of 44 nm and 72 nm was completely repaired after 120
min., while the repair of DNA lesions was not fully effective in the cells treated with the
smallest particles of 29 nm.

The third step of this study was to assess proapoptotic properties of tested particles.
Polystyrene nanoparticles increased the number of apoptotic cells, increased the level of
cytosolic calcium ions, decreased transmembrane mitochondrial potential, and increased the
activity of caspase-9 and caspase-3. In addition, the smallest nanoparticles of 29 nm
in diameter, induced caspase-8 activation.

In this dissertation, number of methods was used based on cytofluorimetry,
fluorimetry, spectrophotometry, fluorescence microscopy, atomic force microscopy, electron
microscopy and two-dimensional liquid chromatography.

The tested NP-PSs are characterized by cytotoxic, pro-oxidative, genotoxic and pro-
apoptotic properties. Comparing the effects of nanoparticles of different diameters, it can be
concluded that the smallest nanoparticles of 29 nm are the most toxic to the tested cells. They
caused changes in the above-mentioned parameters at lower concentrations compared to
larger particles, which may be related to their easier penetration into cells due to their smaller

size and lower value of negative zeta potential.



