9. Streszczenie

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

poréwnywac dane literaturowe, dotyczgce tego zagadnienia.

Na réznice w odpowiedzi komoérki na dziatanie nanoczgstek srebra w réznych
mediach hodowlanych moze skfada¢ sie wiele czynnikow. Jednym 2z 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 gendéw jest jednym z procesdw epigenetycznych, ktore stuzg
komorkom prawidtowym do przeprowadzania proceséw fizjologicznych niezbednych do
utrzymania zdrowej kondycji tkanki i catego organizmu. Nowotworzenie powodowane
jest przez mutacje w DNA. Komorki nowotworowe charakteryzujg sie zmieniong
ekspresja gendw, réwniez tych odpowiedzialnych za powstawanie miRNA. Zaréwno
wzrost jak i spadek odpowiednich miRNA niesie za sobg konsekwencje. Zmniejszenie
poziomu biatek bedacych produktem gendéw 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 komdérkowym, 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 komérki 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 komodrek poddanych toksycznemu

dziataniu nanoczastek srebra.

Na model badawczy wybrano komorki raka watrobowokomdrkowego 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
nanoczgstek srebra i sprawdzono réznice w charakterze tej odpowiedzi w zaleznosci od
stanu metabolicznego komodrek, warunkowanego zmienng zawartoscig glukozy
w pozywce. W drugiej czesci badan podjeto prébe modulacji odpowiedzi komérek na

AgNP za pomoca syntetycznych analogéw miRNA.

Zbadano toksycznos¢ nanoczastek srebra wzgledem komorek 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 mechanizmdéw obrony antyoksydacyjnej w komérkach hodowanych w nizszym,
prawidtowym fizjologicznie stezeniu glukozy. Zastosowane wybrane syntetyczne analogi
miRNA spowodowaty nie tylko przywrdcenie opornosci komorek hodowanych z uzyciem
pozywki o wyzszej zawartosci glukozy, a nawet zwiekszenie ich opornosci w poréwnaniu

do komorek hodowanych w pozywece o nizszej zawartosci glukozy.

MiRNA majgce spetnia¢ funkcje modulacyjne w stosunku do biologicznej
aktywnosci nanoczastek srebra wybrano na podstawie kwerendy literaturowej oraz
analizy ekspresji miRNA biorgcych udziat w nowotworzeniu komérek nowotwordéw

watroby pod dziataniem nanoczastek 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 komérek linii Hep G2
hodowanych charakteryzowanych przez rézng dostepnos¢ glukozy. Komérki hodowane
w wyzszej dostepnosci glukozy wykazywaty wyzszy potencjat proliferacyjny niz komaérki
hodowane z uzyciem nizszego stezenia glukozy. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano
przy pierwszych odczytach, po 24 godzinach, gdzie licznos¢ komérek w medium
hodowlanym zawierajgcym glukoze w stezeniu 5,5 mmol/dm3 byta wyisza. 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 komérek po inkubacji z nanoczastkami srebra. W przypadku
klonogennosci AgNP spowodowaty spadek ilosci tworzonych kolonii w medium
hodowlnaym o nizszym stezeniu glukozy i odwrotny efekt dla wyzszego stezenia.
Jednoczesnie ilos¢ komérek w hodowlach pod dziataniem nanoczgstek srebra ulegta
ograniczeniu tylko w przypadku eksperymentu prowadzonego w pozywce o wyzszej
zawartosci glukozy. Transfekcja wybranymi syntetycznymi analogami miRNA pozostata

bez wptywu na klonogennosc¢ komorek linii Hep G2.

W celu doktadniejszego zbadania zmian zaobserwowanych w doswiadczeniach
zwigzanych z cytotoksycznoscig nanoczastek srebra i modulacyjnego wptywu wybranych
syntetycznych analogdw miRNA zbadano poziom apoptozy oraz rozktad komodrek
w poszczegolnych fazach cyklu komérkowego. AgNP spowodowaty znaczacy wzrost
komérek nekrotycznych w hodowli prowadzonej przy uzyciu pozywki suplementowanej
glukozg w stezeniu 25 mmol/dm3. Pomiary cyklu komdrkowego réznicowaty 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 nanoczastek srebra obnizyto ilos¢ komdrek w fazie G1
i podwyzszyto w fazie G2 w obu rodzajach hodowli. Jednak dynamika zmian byta inna;
po dziataniu nanoczgstek srebra zaobserwowano wiecej komoérek w fazie G2
w przypadku medium hodowlanego o nizszym stezeniu glukozy. Transfekcja wybranymi

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

komoérek poddanych dziataniu nanoczastek srebra.

Sprawdzono potencjat komoérek 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 nanoczgstki srebra wywotaty podobny efekt jak
w przypadku oznaczen klonogennosci. Nizsza dostepnosc glukozy promowata spadek
intensywnosci inwazji przez model macierzy w obecnosci AgNP, natomiast wyzsza
dostepnos¢ wywotata efekt odwrotny. Jednoczesnie, nanoczagstki srebra nie
spowodowaty zmian w szybkosci zarastania rysy przez komorki 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 komoérek. Réwniez sam poziom glukozy rdéinicowat préby badane, wyisze
stezenie promowato szybsze zarastanie rysy. Transfekcja wybranymi syntetycznymi
analogami miRNA ograniczyta intensyfikacje migracji wywotang nanoczgstkami srebra,
ale jednoczesnie nie wptyneta na przejscie komorek 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 swiadczy o procesie ,cadherin switch” zachodzacym
w komoérkach Hep-G2 z hodowli o wyzszym stezeniu glukozy w stosunku do komodrek
z hodowli o nizszym stezeniu glukozy. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw
okreslajgcych potencjat do przejscia EMT komarek linii Hep G2 mozna postawicé teze, ze
zwiekszenie dostepnosci glukozy jest czynnikiem promujacym przejscie epitelialno
mezenchymalne, a zastosowane syntetyczne analogi miRNA moga ograniczy¢ zmiany
wynikajgce z dostepnosci glukozy w aspekcie potencjatu migracyjnego komarek, 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; H.DCFDA

i DHR123, pomiary poziomu utleniania sktadnikéw 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 réwniez spadek puli dostepnego
NADP(H). Transfekcja syntetycznymi analogami miRNA spowodowata ograniczenie
stresu oksydacyjnego wywotanego nanoczastkami przywracajac 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 wywotata znaczacych zmian w poziomie ATP

w komarkach linii Hep G2.

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

moze cofa¢ zmiany wywotane 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/dm?3)

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

147



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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