mgr Patrycja Anna Talarska-Markiewicz

Wplyw nanoczastek na reaktywnos$¢ ludzkich leukocytow

krwi obwodowej

Rozprawa na stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk medycznych

I nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki o zdrowiu

Promotor: dr hab. n. o zdr. Jakub Zurawski

Miejsce prowadzenia badan: Zaktad Immunobiologii

Kolegium Nauk o Zdrowiu

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Poznan, 2021



Spis tresci

WYKaz stOSOWANYCH SKIOTOW .....uueiiiiiiiii s 10
LT =T o OO USTRPPPPTR PPNt 15
1. Charakterystyka nanoczastek .....................ccc 15
1.1. Zastosowanie nanoczgstek srebra...............cccooiiiiiiiiiiiiiii s 15
1.2.  Zastosowanie nanoczgstek ztota.............cccooiiiiiii s 16
1.3.  Wochianianie nanoczastek srebra...............cccoooiiiiiiiiiin 16
1.4. Wochianianie nanoczastek ztota...............cccoooiiiii 17
2. Wybuch oddechowy ... 19
2.1. Reaktywneformytlenu................... 19
2.1.1. Drogi powstawania reaktywnych formtlenu ................cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 20

3. K@SPAZA-1.......eiiiiiiii ittt e e e e et e e ea b e e e e e e e aaaeaes 21
3.1. Pyroptozaiinflamasom ................. 21
3.2, INterleukina-1 .....ccoooiiiiiiiei e s e e 25
Materiat badaWezy ... 28
(1] =T oY 2 29
Materialy imetody ... 30
1. 1Y 1T T 30
1.1, Badania WSEEPINE .......uuuuiiiiiiiiiiii s 30
1.1.1. Opis wykorzystanych nanoczastek ztota ...........................L 30
1.1.2. Otrzymywanie nanoczastek ztota........................ 31
1.1.2.1. Kuliste nanoczastkiztota ... 31
1.1.2.2. Pretopodobne nanoczastkiztota...................... 32
1.1.3. Otrzymanie nanoczgstek srebra (AgNP) ... 34

2 IVIEEOMY .....oveiiiiiiiiiiiii e ann 37
2.1. Techniki uzyte w pomiarach...............cccuuuiii 37
2.1.1. Cytometria PrzePlyWOWa ............uuuuuumuuu s 37
2.1.2. ELISA (test immunoenzymatyCzny) ..........cccccccieiiiiiiiiiiiiiiieeeeceeeeee e 38

2.2. llosciowa ocena aktywnosci wybuchu oddechowego monocytéw i granulocytow
w heparynizowanej petnej krwi ludzKie] ................oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeevereeeeeeeevevevveeee s 39
2.2.1. Zasadametody..........coooiiiiiiiiiiii e e e aaaae 39
2.2.2. Przygotowanie materiatudo badan ...............ccccooiiiiiiiiiiin 40
2.2.2.1. Inkubacja z nanoczastkami ztota ................ccooooi i, 40
2.2.2.2. Inkubacja z nanoczastkami srebra................ccooooiiiii e, 44



2.3. Ocena wptywu nanoczastek srebra i ztota we krwi na indukcje pyroptozy............. 46

2.3.1. Zasada Metody...........uuuuuuiiiii s 46
2.3.2. Przygotowanie materiatudobadan ................ccccoee i, 47
23.2.1. Inkubacja z nanoczastkami ztota ..................... 47
2.3.2.2. Inkubacja z nanoczastkamisrebra..................... 50
2.4. Okreslenie stezenia interleukiny-1B.............cccooiiiiii 52
2.4.1. Zasady MetodY...........uuuuuuuiuii s 52
2.4.2. Przygotowanie materiatudo badan ..............ccccoiiiiiiiiin 52
2.5, ANAliza statyStyCZNa.........ouciiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e ee s 54

2.5.1. Ocena aktywnosci wybuchu oddechowego monocytow i granulocytéw
w heparynizowanej petnej krwi ludzkiej...........................co 54

2.5.2. Ocena indukcji pyroptozy wywotanej inkubacja krwi z nanoczgstkami srebra

(14 (] - T PP PPPP P SPPPTN 54
2.5.3. Ocena wartosci interleukiny-1f ..o 55
VYK ©vvtttttttiitii s 56
1. Whyniki badan wstepnych................ 56
1.1. Pordwnanie probki zawierajacej rodamine i bufor z prébkami zawierajacymi
rodamine i nanoczgstki ztota (AUL-AUB).............oooooiiiiiiiiiiiiie et 56
1.2. Pordwnanie prébki zawierajacej rodamine, PMA i bufor z préobkami zawierajgcy mi
rodaming, PMA T AUL-AUB.............coooiiiiiiiii 57

I.  Ocena aktywnosci wybuchu oddechowego granulocytdow i monocytéw w heparynizowane;j
pPetnej Krwi IUdzZKI€] ......ccoe i 59
A. Komorki inkubowane z nanoczastkami ztota .............ccooooiiiiiiiiiiiiiiiiii, 61

1. GranUIOCYLY ..o 61

1.1. Wartosc sredniej intensywnosci fluorescencji prébek inkubowanych z rodaming
i buforem wzgledem prébek inkubowanych z rodaming i nanoczgstkami ztota ................ 61

1.1.1. Pordéwnanie prébek zawierajacych rodamine i bufor wzgledem prébek z rodaming

FAUB TUD AUB ...t e et e e e e e s e st ae e e e e e e e e sssasateaeeaeesesnnnnes 62
1.1.1.1. Prébka zawierajaca rodamine i bufor vs. rodamineiAu3 ........................... 62
1.1.1.2. Prébka zawierajaca rodamine i bufor vs. rodaminei Au6 .......................... 63

1.1.2. Pordéwnanie probek zawierajgcych rodamine oraz Au3 lub Aué w réznych stezeniach
przy tym samym czasie inkubacji....................... 64

1.1.2.1. Prébki zawierajace rodamine oraz inkubowane przez 30 minut z Au3 lub Au6
wroznych stezeniach...................... 64

1.1.2.2. Prébki zawierajace rodamine oraz inkubowane przez 60 minut z Au3 lub Au6
wroznych stezeniach..................... 65



1.1.3. Poréwnanie prébek zawierajacych rodamine oraz Au3 lub Au6é w tym samym

stezeniu 20, 100 lub 200 pg/ml i réznym czasie inkubacji..............cocceevvveeeiiiiiiiiiiiiieeeeee, 65
1.1.3.1. Prébka zawierajgca rodamine oraz Au3 .............cccceeeeeiiiiiiiieee e 65
1.1.3.2. Prébka zawierajaca rodamine oraz Aub .................cccceeeiiiii 65

1.1.1. Pordwnanie préb zawierajacych rodamine ze wzgledu na typ nanoczastek ztota przy
tym samym czasie inkubacji i rdZnym st@ZeniU..................cevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii. 66

1.2. Srednia intensywno$é¢ fluorescencji probek inkubowanych z rodaming, PMA

i buforem wzgledem probek inkubowanych z rodaming, PMA T AuNP...............ccccceeennnnn. 68
1.2.1. Poréwnanie probek zawierajacych rodamine, PMA i bufor wzgledem probek
zrodaming, PMATAUSIUD AUB..........ooooiiiii 68
1.2.1.1. Prébka zawierajgca rodamine PMA i bufor vs. rodaming, PMA i Au3 ......... 68
1.2.1.2. Prébka zawierajgca rodamine PMA i bufor vs. rodamine, PMA i Au6 ......... 69

1.2.2. Poréwnanie prébek zawierajacych rodamine i PMA z zastosowaniem rdéznych
zmiennych - typu nanoczastek ztota Au3 lub Au6 w réinych stezeniach i czasach inkubacji .

................................................................................................................................ 70
B. Komorki inkubowane z nanoczastkami srebra...........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiic, 72
1. GranUIOCYLY .....ooooeeeeeeeeeeee 72

1.1. Wartosc sredniej intensywnosci fluorescencji probek inkubowanych z rodaming
i buforem wzgledem prébek inkubowanych z rodaming i nanoczgstkamisrebra.............. 72

1.1.1. Pordwnanie prébek zawierajacych rodamine i bufor wzgledem prébek z rodaming
1 Y- SRR 72

1.1.2. Poréwnanie prébek zawierajacych rodamine oraz Ag z wykorzystaniem réinych
stezen przy tym samym czasie inkubacji......................... 73

1.1.3. Pordéwnanie prébek zawierajacych rodamine oraz Ag w tym samym stezeniu 20, 100
lub 200 pg/ml i r6znym czasie iINKUBACi .............ccueeieeiiiiiiiiieie e 73

1.2. Wartosc sredniej intensywnosci fluorescencji prébek inkubowanych z rodaming,
PMA i buforem wzgledem prébek inkubowanych z rodaming, PMA i nanoczastki srebra..74

1.2.1. Poréwnanie probek zawierajacych rodamine, PMA i bufor wzgledem prébek

2rodaming, PMA T AG ... 74
1.2.3.1. Prébka zawierajgca rodamine, PMA oraz Ag w stezeniu 20 pg/ml .............. 75
1.2.3.2. Prébka zawierajgca rodamine, PMA oraz Ag w stezeniu 100 pg/mi ............ 76
1.2.3.3. Prébka zawierajgca rodamine, PMA oraz Ag w stezeniu 200 pg/mi ............ 76

C. Komoérki inkubowane z nanoczastkami ztota .............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 77

1. 1Y, To T o Toy Vi SRR 77

1.1. Wartosc sredniej intensywnosci fluorescencji probek inkubowanych z rodaming
i buforem wzgledem prébek inkubowanych z rodaming i nanoczastkami ztota ................ 77

1.1.1. Poréwnanie prébek zawierajacych rodamine i bufor wzgledem prébek z rodaming
FAUSBTUD AUB ..., 77



1.1.1.1. Prébka zawierajgca rodamine i bufor vs. rodaminei Au3 .......................... 77
1.1.1.2. Prébka zawierajgca rodamine i bufor vs. rodamine i Aub ........................... 78

1.1.2. Poréwnanie w obrebie préb zawierajacych rodamine z zastosowaniem zmiennych -
typu nanoczastek ztota Au3 lub Au6 w roznych stezeniach i czasie inkubagji.................... 79

1.2. Wartos$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji prébek inkubowanych z rodaming,
PMA i buforem wzgledem prébek inkubowanych z rodaming, PMA i nanoczastkami zfota..

................................................................................................................................ 80

1.2.1. Poréwnanie probek zawierajacych rodamine, PMA i bufor wzgledem prébek
zrodaming, PMATAUSIUD AUB...........oooiiiii 80
1.2.1.1. Prébka zawierajgca rodamine PMA i bufor vs. rodaming, PMA i Au3 ......... 80
1.2.1.2. Prébka zawierajgca rodamine PMA i bufor vs. rodaming, PMA i Au6b ......... 81

1.2.2. Poréwnanie w obrebie komorek wykazujacych stan zapalny z zastosowaniem
réznych zmiennych tj. typu nanoczastek ztota Au3 lub Au6 w réinych stezeniach i czasie

INKUDAC]i ..o 82
D. Komorki inkubowane z nanoczastkami srebra...........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccc, 84
1. 1Y/ To Yo ooy V] VPO UTPPRPPPPRRPPRE 84

1.1. Wartosc sredniej intensywnosci fluorescencji probek inkubowanych z rodaming
i buforem wzgledem prébek inkubowanych zrodaming i Ag........................l 84

1.1.1. Pordéwnanie prébek zawierajacych rodamine i bufor wzgledem prébek z rodaming
1 Y- PP 84

1.1.2. Pordwnanie prébek zawierajacych rodamine oraz inkubowanych z nanoczastkami
srebra W rédZnym steZeniu..................oooiii 85

1.1.2.1. Poréwnanie prébek zawierajgcych rodamine i PMA oraz inkubowanych przez
30 minut z nanoczastkami srebra w r0Znym steZeniu............cccceeeieiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeann 85

1.1.2.2. Poréwnanie prébek zawierajgcych rodamine i PMA oraz inkubowanych przez
60 minut z nanoczastkami srebra w r0zZnym steZeniu............ccccceeieiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeann 85

1.1.3. Poréwnanie prébek zawierajagcych rodamine oraz Ag w stezeniu 20, 100 lub 200
pg/ml przy réznym czasie iNKUDAC]i............cccooiiiieiiiiiiie e 86

1.2. Wartosc sredniej intensywnosci fluorescencji prébek inkubowanych z rodaming,
PMA i buforem wzgledem prébek inkubowanych z rodaming, PMAiAg.......................... 87

1.2.1. Poréwnanie probek zawierajacych rodamine, PMA i bufor wzgledem prébek
Z1rodaming, PIMIA T A ....een ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e et e e e e e e reaaa s 87

1.2.2. Poréwnanie probek zawierajgcych rodamine i PMA oraz inkubowanych
z nanoczastkami srebra w roznym stezeniu......................ccco 88

1.2.3. Pordwnanie préobek zawierajacych rodamine, PMA oraz Ag w stezeniu 20, 100 lub

200 pg/ml przy r6znym czasie iNKUBACi .............oovvuveiiiiiiiie i 89
Ocena wptywu nanoczastek srebra i ztota we krwi na indukcje pyroptozy ......ccccceeeeees 90
A. Komoérki inkubowane z nanoczastkami ztota ...............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 91



1. GraNUIOCYLY ..., 91

1.1. Pordéwnanie komoérek prawidtowych wzgledem komérek wykazujacych pyroptoze

............................................................................................................................ 91

1.2. Poréwnanie w obrebie komoérek wykazujgcych pyroptoze zawierajacych bufor
z komdérkami zawierajgcymi nanoczastki ztota Au3 lub Aub.......................... 93
1.2.1. Prébka zawierajaca bufor vs. prébka zawierajgca Au3 ............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 93
1.2.2. Prébka zawierajaca bufor vs. prébka zawierajgca Aub......................... 94

1.2.3. Poréwnanie w obrebie komdrek wykazujacych pyroptoze inkubowanych przez 30
lub 60 minut z Au3 lub Aub w réznym stezeniu.................cccceeeeeeeiii 95

1.2.4. Poréwnanie w obrebie komodrek pyroptotycznych inkubowanych w réznym czasie

z Au3 lub Au6 w stezeniu 20, 100 lub 200 g/ M ..........ccvviiiiiiiiiiiiieee e 95
1.2.4.1. Prébka zawierajgca Au3 w stezeniu 20 ug/ml ..........coooevveeeiiiiee e, 95
1.2.4.2. Prébka zawierajgca Au3 w stezeniu 100 pg/ml ..........cccovvvieiinieeiiiinieeeenee, 96
1.2.4.3. Prébka zawierajgca Au3 w stezeniu 200 pg/ml ..........cccoovvvieviiiieiiiiinieeeenee, 96
1.2.4.4. Prébka zawierajgca Au6 w stezeniu 20, 100 lub 200 pg/mil ......................... 96

1.2.5. Pordwnanie prob inkubowanych z nanoczastkami ztota Au3 vs. Au6 przez 30 lub 60

MINUE W rOZNymM StEZENIU ..........cooeeiiiiiiiie e 97

B. Komorki inkubowane z nanoczastkami srebra...........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicc, 98

1. GranUIOCYLY ... 98

1.1. Pordéwnanie komoérek prawidtowych wzgledem komérek wykazujgcych pyroptoze

1.2. Poréwnanie w obrebie komoérek wykazujacych pyroptoze zawierajacych bufor
z komdérkami zawierajgcymi nanoczastkisrebra.................... 99

1.2.1. Poréwnanie w obrebie komoérek wykazujacych pyroptoze inkubowanych
z nanoczastkami srebra przez30 lub 60 minut ... 100

1.2.2. Poréwnanie w obrebie komdrek pyroptotycznych z wykorzystaniem tego samego

stezenia nanoczastek srebra................. 100
C. Komorki inkubowane z nanoczastkami ztota .............cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 102
2. 1Y, To T o Xo1 Vi 2 USSP 102
2.1. Poréwnanie komdrek prawidtowych wzgledem komérek wykazujacych pyroptoze
.......................................................................................................................... 102

2.2. Poréwnanie w obrebie komédrek wykazujacych pyroptoze zawierajacych bufor
z komdérkami zawierajgcymi nanoczastki ztota...................... 103
2.2.1. Poréwnanie probek zawierajacych bufor wzgledem prébek z Au3 lub Au6 .......... 103
2.2.1.1. Prébka zawierajgcabuforvs. Au3...................... 103
2.2.1.2. Prébka zawierajgca buforvs. Au6........................ 104



2.2.2. Poréwnanie w obrebie komdrek wykazujacych pyroptoze zzastosowaniem réinych
zmiennych, tj. typu nanoczastek ztota Au3 lub Aub w réznych stezeniach i czasie inkubacji.

.............................................................................................................................. 105
D. Komorki inkubowane z nanoczastkami srebra...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 106
1. IIONOCYRY ...ttt e et e e e et s e e et seeesa s e esaaan s eeeanaeesennnns 106

1.1. Poréwnanie komdrek prawidtowych wzgledem komérek wykazujacych pyroptoze

1.2. Poréwnanie w obrebie komoérek wykazujacych pyroptoze zawierajacych bufor
z komdérkami zawierajgcymi nanoczastkisrebra..................... 107

1.3. Poréwnanie w obrebie komoérek wykazujagcych pyroptoze inkubowanych
z nanoczastkami srebra z zastosowaniem réznych zmiennych, tj. stezenia i czasu inkubacji.

.............................................................................................................................. 108

[Il.  Okreslenie stezenia interleukiny-1B.......ccccooiiiiiiii 109
A. Komorki inkubowane z nanoczastkami ztota................oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 109
1. Poréwnanie w obrebie komdrek zawierajgcych bufor z komérkami zawierajacymi
nanoczastki ztota.............coooeeiei 109

1.1. Pordwnanie stezenia IL-1B w prébkach krwi inkubowanych przez 24 godziny z Au3
vs.prébakontrolna.................... 109

1.2. Pordéwnanie stezenia IL-1B w prébkach krwi inkubowanych przez 24 godziny z Au6

vs.prébakontrolna .................... 110
2. Poréwnanie w obrebie komorek z zastosowaniem réznych stezen nanoczastek ztota
i inkubacji 24-80dzinNNej.............cooooeiii i 110
3. Poréwnanie préb ze wzgledu na typ nanoczastek ztota w réinym stezeniu i 24-
80dZINNEJ INKUDAC]I.........coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiieieeeeeeeeeeeee e eeereereeeessararessseeeereranes 111
B. Komorki inkubowane z nanoczastkami srebra............cccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicccce, 113
1. Poréwnanie prébek zawierajgcych bufor z zawierajgcymi nanoczastki srebra ..... 113
2. Poréwnanie probek inkubowanych przez 24 godziny z nanoczgstkami srebra
W rOZNYCh StEZENIACK .......oooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e reeeeeaeereaseesaaaeasaseaseraraee 113

DYSKUSJA coeeeeeeeeeee e 114
1. Funkcjonalizacja powierzchni nanoczgstek.............cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiccccccc, 114
2. ProdukCja ROS...........uuuiiiiiiii s 114

D P \F-Y o Vo or 2= 1 4 Y €= o Y- TP PPPPPPPPPPPRt 115

D A \F-Y o Vo Tor 2= 1) 4 (T4 (o) - F PP PPPPPPPPPPPRt 118
3. Wybuch oddechowy stymulowany PMA...................... 119

20 P \F= Yo o Tor 2= 1 4 Y €= o T TSP PPPPPPPPPPRt 120

3.2, NanoCzastKi Ztota....ccoeuiiuiiii i 121



4, Ocena indukcji pyroptozy wywotanej inkubacja krwi z nanoczgstkami srebra i ztota

.............................................................................................................................. 122

4.1, Nanoczgstki srebra......ccccceiiiii 123

4.2,  Nanoczgstkiztota......ocooooriii 126

5. POASUMOWANIE ...ttt e e s et e e e e e s e abreeees 128
WWNOSKI. .ttt e e e e ettt e e e e e s et b b et e e e e e e s s abbbeeeeeeeeeeanaanrraeeas 130
TS ZEZENIE ..t 131
SUIMIMIAIY ittt ettt e ettt s e ettt e s e eeaa e e eeeaaa s e aeaaa s esasasseesasanseaessansesesnnseensnnnseeesnnnsesennnns 132
SPIS TYCIN T LADE ..eeeiiiiiiie s 133
Lista zatgCznikOW oo 138
Zatacznik 1. Zgoda Komisji BiO@tYCZNGJ...........c.eevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeseeeeereereeeeeseeeerernnnees 138
Zatacznik 2 Opis syntezy kulistych nanoczastek ztota ................oovvviiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieianns 138
Zatacznik 3. Opis syntezy pretopodobnych nanoczgstek ztota.................oovvvviiiiiiiiiiiiiinnn, 139
Zatacznik 4. Opis syntezy nanoczastek srebra.................ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 141
1 00 1= oo ot AV R PP PP PPPPUPPPPPPN 142



Sktadam najszczersze podzickowania
Promotorowi dr hab. Jakubowi Zurawskiemu,
Dr Arturowi Kostrzewie,

Dr Tomaszowi Kubackiemu,

za nieskonczong cierpliwos$¢, okazane wsparcie,

cenne uwagi i przekazang wiedze.

Profesorowi Krzysztofowi Wiktorowiczowi

za mobilizowanie do pracy badawczej.

Dzigkuje takze Mgzowi
za motywowanie do ukonczenia rozprawy doktorskiej

i mozliwos$¢ merytorycznych konsultacji.

Dzigkuje rowniez Rodzicom,

za caloksztatt wsparcia.



Wykaz stosowanych skrotow

143B
143B
A431
A498
A549
AgNP
AIM2
ALT
ASC
AST
ATP
AUNP
BREC
CARD
CHO
CRL-1469
CRL-4023
DAMP
DCF-DA
DHR
DLS

DNA
EDS

linia komodrkowa ludzkiego kostniakomigsaka (ang. human bone
osteosarcoma)

ludzka linia komorkowa kostniakomigsaka (ang. human osteosarcoma cell
lines)

ludzka linia komorkowa nowotworu skory (ang. human skin carcinoma)
ludzka linia komoérkowa raka nerki (ang. human renal cell carcinoma cells)
ludzka linia komérkowa niedrobnokomoérkowego raka phuca (ang. human
lung carcinoma epithelial cells)

nanoczastki srebra (ang. silver nanoparticles)

biatko indukowane interferonem (ang. interferon-inducible protein)
aminotransferaza alaninowa (ang. alanine aminotransferase)

domena rekrutacji kaspazy/ biatko adaptorowe (ang. caspase-recruitment
domain)

aminotransferaza asparaginianowa (ang. aspartate aminotransferase)
adenozynotrifosforan (ang. adenosine triphosphate)

nanoczgstki ztota (ang. gold nanoparticles)

pierwotne komorki srodblonka siatkdwki bydta (ang. primary bovine retinal
endothelial cells)

domena aktywacji i rekrutacji kaspaz (ang. caspase activation and
recruitment domain)

linia komdrkowa unie§miertelnionych komorek jajnika chomika chinskiego
(ang. Chinese hamster ovary cells)

linia komorek ludzkiego nowotworu trzustki (ang. human pancreatic ductal
carcinoma PANC-1)

unie$miertelniona ludzka linia komodrek nabtonka przewodu trzustkowego
(ang. immortalized human pancreas duct epithelial cell line nTERT-HPNE)
wzorce molekularne wskazujace na uszkodzenie komodrki (ang. damage
associated molecular patterns)

dioctan 2°,7’- dichlorodihydrofluoresceiny (ang. 2’°,7’-dichlorofluorescein
diacetate)

dihydrorodamina 123 (ang. dihydrorhodamine 123)

dynamiczne rozpraszanie $wiatla (ang. dynamic light scattering)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
promieniowanie rentgenowskie z dyspersja energii (ang. energy dispersive

X-ray)
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ELISA

ER

FAM
FAM-VAD-
FMK
FLICA

FMK
FSC

GPx
GSH
GSSG
GST
H>0>
HepG2

hFOB 1.19

HRTEM

HT-1080
HT29

HUVEC

IFI116

IFN
IL
IL-1R1
IL-1R2
IL-1B
IMR-90

IRF

test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
retikulum endoplazmatyczne

karboksyfluoresceina (ang. carboxyfluorescein)

karboksyfluoresceina sprzgzona z syntetycznym inhibitorem kaspaz
fluorometyloketonowa pochodna kwasu walinoalanoasparginowego
znakowane fluorescencyjnie inhibitory kaspaz (ang. fluorescent labeled
inhibitor of caspase)

keton fluorometylowy (ang. fluoromethyl ketone)

detektor przedni $wiatla rozproszonego (ang. forward scatter channel);
parametr wzglednej wielkos$ci komorki

peroksydaza lipidowa (ang. glutathione peroxidase)

zredukowana forma glutationu (ang. reduced glutathione)

utleniony glutation (ang. oxidized glutathione)

S-transferaza glutationu (ang. glutathione-S-transferase)

nadtlenek wodoru

komorki ludzkiego nowotworu watroby (ang. human hepatocellular
carcinoma cells)

linia komoérkowa ludzkich ptodowych osteoblastow (ang. human fetal
osteoblast)

wysokorozdzielczy mikroskop transmisyjny (ang. high resolution
transmission electron microscopy)

ludzka linia komorkowa wiokniakomigsaka (ang. human fibrosarcoma)
ludzka linia komorek raka okreznicy (ang. human colonic epithelial cell
line)

ludzkie komorki $rédbtonka zyly pepowinowej (ang. human umbilical vein
endothelial cells)

biatko indukowane interferonem gamma 16 (ang. interferon gamma
inducible protein 16)

interferon typu I (ang. type | interferon)

interleukina

receptor interleukiny-1 typu |

receptor interleukiny-1 typu Il

interleukina-1p (ang. interleukin 1, interleukin-1 beta)

linia komorkowa ludzkich fibroblastow ptucnych (ang. normal human lung
fibroblast cells)

czynnik regulatorowy interferonu (ang. interferon regulatory factor)

11



J774.1
L929
LDH
LMP
LPS
LRR
MAPK

MCF-7

MDA
MG63

MPO
MTT

NACHT

NADPH

NE
NET

Neuro-2A
NF- B

NLR
NLR1b

NLRC4

NLRP3

linia komoérkowa mysich makrofagéow (ang. mouse macrophage cell line)
mysia linia komorkowa fibroblastow (ang. mouse fibroblast cells)
dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)

permeabilizacja  btony lizosomalnej (ang. lysosomal membrane
permeabilization)

lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

bialko zawierajace powtorzenia bogate w leucyne (ang. leucine-rich repeat)
kinaza biatkowa aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein
kinase)

linia komérkowa ludzkiego raka piersi (ang. human breast adenocarcinoma
cells lines)

dialdehyd malonowy (ang. malondialdehyde)

ludzka linia komdrkowa kostniakomigsaka (ang. human osteosarcoma cell
lines)

mieloperoksydaza (ang. myeloperoxidase)

bromek 3- (4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy (ang. 3-[4,5-
dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

domena sktadajgca si¢ z (NAIP, ang. NLP family apoptosis inhibitor
protein), CIITA (ang. MHC class Il transcription activator), HET-E (ang.
incompatibility locus protein from Podospora anserina, TEP1 (ang.
telomerase-associated protein)

zespot oksydazy fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang.
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

elastaza neutrofili (ang. neutrophil elastase)

zewnatrzkomorkowe pulapki neutrofilowe (ang. neutrophil extracellular
traps)

komorki mysiej linii neuroblastoma (ang. mouse neuroblastoma cell line)
jadrowy czynnik transkrypcyjny, NF kappa B (ang. nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells)

receptory NOD-podobne (ang. nod-like receptor)

biatko NOD-podobne (ang. NLR family, domains-containing protein 1b
allele 2)

biatko NOD-podobne, zawierajace domeng 4 (ang. NLR family CARD
domain-containing protein 4)

biatko NOD-podobne, zawierajace domeng 3 (ang. NACHT, LRR and PYD

domains-containing protein 3)
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NO’
NO;’
NOD1

NOD2

NOX

ONOO
OH’
PAMP

PBMC

PEG

PKC

PMA
pro-1L
pro-1L-1pB
PRR

PVP
RAW264.7

RCKiK
RIG-I
RLR
RNA
RNS
RO’
RO’
ROS
SEM

tlenek azotu

dwutlenek azotu

biatko zawierajace domeng oligomeryzacyjng wigzaca nukleotyd 1 (ang.-
nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 1)

biatko zawierajace domeng oligomeryzacyjna wiazaca nukleotyd 2 (ang.
nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2)

rodzina oksydaz NADPH (ang. family of NADPH oxidases)

test wychwytu czerwieni oboj¢tnej (ang. neutral red uptake viability assay)
tlen czasteczkowy

anionorodnik ponadtlenkowy

ozon

anion nadtlenoazotynowy

rodnik hydroksylowy

wzorce molekularne zwigzane z patogenem (ang. pathogen associated
molecular patterns)

jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (ang. peripheral blood
mononuclear cells)

tiomonometylowy glikol polietylenowy (ang. O-[2-(3-
Mercaptopropionylamino)ethyl]-O'-methylpolyethylene glycol)

kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

12-mirystynian 13-octanu forbolu (ang. phorbol 12-myristate 13-acetate)
prekursorowa posta¢ interleukiny

prekursorowa postac interleukiny-1 (ang. pro-interleukin-1p)

receptor rozpoznajacy wzorce (ang. pattern recognition receptor)
poliwinylopirolidon (ang. polyvinylpyrrolidone)

linia komoérkowa mysich makrofagbw monocytowych (ang. mouse
macrophage cell line)

Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa

gen | indukowany kwasem retinowym (ang. retinoic acid-inducible gene I)
receptory RIG-I — podobne (ang. RIG-I-like receptor)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species)

rodnik alkoksylowy

rodnik peroksyalkoksylowy

reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

skaningowy mikroskop elektronowy (ang. scanning electron microscope)
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SGC-7901
SH-SY5Y
SSC

TEM

THP-1

TLR

TNF

TNFa

U251

UV-Vis

WBC

ludzka linia komorkowa raka zotadka (ang. human stomach cancer cells)
komorki ludzkiej linii neuroblastoma (ang. human neuroblastoma)
detektor boczny $wiatla rozproszonego (ang. side scatter channel); parametr
wzglednej ziarnisto$ci komorki

transmisyjny mikroskop elektronowy (ang. transmission electron
microscope)

ludzka linia komoérkowa biataczki monocytowej (ang. human monocytic
leukemia cell line)

receptory Toll-podobne (ang. toll-like receptors)

czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)

czynnik martwicy nowotworow alfa (ang. tumor necrosis factor o)

ludzka linia komorkowa glejaka (ang. human glioblastoma cells)
spektroskopia w ultrafiolecie i §wietle widzialnym (ang. ultraviolet—visible
spectroscopy)

biate krwinki (ang. white blood cells)
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Wstep
1. Charakterystyka nanoczastek

Nanoczastki to struktury, ktorych co najmniej jeden z wymiardw zawiera si¢
w przedziale od 1 do 100 nm [1]. Nanoczastki przedostaja si¢ do wngtrza komorki
gléwnie na drodze endocytozy, poprzez tworzenie si¢ pecherzykow endocytarnych
i uwalnianie jonéw czastek z pgcherzykow do komorki [2,3].

Szybki postep nanotechnologii przyczynit si¢ do sposobu, w jaki ludzie diagnozuja,
zwalczajg 1 pokonujg rozne choroby. Umozliwito to odmienne podejscie terapeutyczne
niz przy tradycyjnych metodach leczniczych. Nanoczastki stosowane sg m.in. jako srodki
przeciwbakteryjne, a takze, jako sktadowe systemow dostarczania lekow i narzedzi
diagnostycznych. Uzywane sg rowniez jako sktadniki produktéw do pielegnacji ciata oraz
kosmetykow [4,5].

Z klinicznego punktu widzenia zastosowanie nanoczgstek wynika z tego, ze mate
rozmiarowo nanoczastki posiadajg wysoki stosunek powierzchni do objetosci | wykazuja
wysokg aktywno$¢ biologiczng nawet przy niskim stezeniu W poréwnaniu z wigkSzymi
czastkami. Czeste wykorzystywanie nanoczgstek w medycynie, jest zwigzane z ich
wilasciwosciami fizykochemicznymi, miedzy innymi zdolnosciami Katalitycznymi oraz
stosunkowo niskg temperaturg topnienia (w korelacji do wiasciwo$ci makroskopowych
metalu, z ktorego powstaty) [6-9].

Dodatkowo cechg charakterystyczng nanoczastek sa ich roézne ksztatty. Przyktadowo,
dla nanoczastek ztota wyr6zni¢ mozna ksztatt sferyczny, sze$ciokatny, trojkatny oraz
bardziej skomplikowane przestrzennie struktury jak o$mio$ciany lub heksagony [10,11].
Nanoczastki sg coraz czesciej] wykorzystywane w roéznych galeziach przemystu. Ich
formy, takie jak nanorurki, nanoprzewody, pochodne fulerenéw i kropki kwantowe
uzywane s3 do tworzenia nowych rodzajow narzedzi analitycznych w dziedzinie nauk
przyrodniczych i biotechnologii [12].

1.1. Zastosowanie nanoczgstek srebra

Nanoczastki srebra (AgNP, ang. silver nanoparticles) to jedne z najczesciej
uzywanych substancji w produktach konsumenckich [13-16]. Stosowane sg czgsto
w powtlokach tkanin lub innych tekstyliach, np. odziezy sportowej, urzadzeniach do
przechowywania zywnosci, kosmetykach. Znajdujg si¢ takze w produktach z sektora
opieki zdrowotnej i wyrobach medycznych, takich jak srodki dezynfekcyjne, opatrunki
na rany, centralne cewniki Zylne czy siatki chirurgiczne. Wyniki badan wskazuja takze,

ze AgNP moga w organizmie wWykazywa¢ wlasciwosci cytotoksyczne, wywotujac m.in.
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zwigkszanie przepuszczalno$ci bton komorkowych, wytwarzanie reaktywnych form
tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), a takze zatrzymanie replikacji kwasu
deoksyrybonukleinowego (DNA) [12,17-20]. AgNP wykazaly réwniez wlasciwosci
przeciwbakteryjne wobec Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Xanthomonas axonopodis pv. citri, grzybobojcze Candida albicans, Candida
parapsilosis, a takze przeciwwirusowe, w tym rowniez dla wirusa SARS-CoV-2 [21-23].

Nanoczastki  srebra  wykazuja takze znaczng biozgodno$¢  wynikajaca
z dwukierunkowych interakcji miedzy nanoczgstkami a komorkami lub tkankami
gospodarza. Posiadaja rowniez wiasciwosci optyczne i elektroniczne, zaleznie od
wielkosci i ksztattu [17,24-29].

1.2. Zastosowanie nanoczastek zlota

Nanoczastki ztota (AuNP, ang. gold nanoparticles) charakteryzuja si¢ latwoscia
asymilowania przez komorki. W zwiazku z tym gldwne swoje zastosowanie znalazly
w branzy biomedycznej, ze wzgledu na ich wlasciwosci powierzchniowe, elektroniczne
i optyczne. Wykorzystuje si¢ je jako innowacyjne narzedzia w badaniach
diagnostycznych, np. przy wykrywaniu biomarkeréw chorob serca czy nowotworow,
a takze w systemach dostarczania lekéw [17,30-35]. Opublikowano liczne doniesienia
dotyczace cytotoksycznosci nanoczastek ztota w zaleznosci od ich ksztattu lub struktury
powtoki oraz spektrum mierzonych eksperymentalnie parametréw. Opisano toksycznosé¢
zalezng od rozmiaru nanoczastek zlota w stosunku do roéznych typow komorek,
wykazujac, ze mniejsze czasteczki sg bardziej toksyczne [36,37]. W przeciwienstwie do
tego inne zespoly naukowcow stwierdzity brak efektow cytotoksycznych
w nowotworowych liniach komérkowych, poddanych dziataniu AuNP [38—40].

1.3. Wchlanianie nanoczastek srebra

Nanoczastki srebra moga przedosta¢ si¢ do wnetrza organizmu przez uklad
oddechowy, pokarmowy lub skore [19,41].

U szczurdw podlegajacych narazeniu inhalacyjnemu, nanoczastki srebra wykryto we
krwi 1 plucach. W mniejszych iloSciach wystgpowaty takze w innych narzadach
wewnetrznych, takich jak watroba, nerki, $ledziona, serce i mozg. Nie stwierdzono
zaleznych od st¢Zenia zmian w przyroscie masy ciata, masie narzadow wewnetrznych czy
zmian we wskaznikach biochemicznych. Wystapily natomiast réznice w parametrach
oddechowych u szczur6w np. zmniejszenie objetosci oddechowej oraz wentylacji
minutowej, a takze zmiany histopatologiczne w ptucach przy 90-dniowej ekspozycji na

nanoczastki srebra o wielkosci 20 nm [41]. U szczurow Sprague Dawley poddawanych
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28-dniowej ekspozycji na aerozol AgNP obserwowano w plucach pojawienie si¢
wielojadrowych makrofagdéw (ang. multinucleated macrophages), ktore wskazuja na stan
zapalny i aktywne wchtanianie nanoczastek [42].

Poprzez droge pokarmowa AgNP moga by¢ wchianiane z jelit do krwi,
a nastgpnie do innych narzadow, takich jak dwunastnica, watroba, nerki i $ledziona.
Zostalo to potwierdzone u szczurow karmionych przez zglgbnik. Nie zaobserwowano
u nich jednak zmian patologicznych [43]. U myszy, ktorym podawano AgNP przez 14
dni réwniez nie wykazano zmian histopatologicznych w watrobie, nerkach, jadrach,
plucach. Po 28 dniach zaobserwowano jedynie w korze nerek niewielki naciek
komoérkowy. Na podstawie zwigkszenia st¢zenia cytokin prozapalnych, potwierdzono
indukcje stanu zapalnego w surowicy inkubowanej z AgNP. Zaobserwowano réwniez
zwigkszenie poziomu enzymow watrobowych [44].

Z kolei u $winki morskiej stwierdzono nagromadzenie zagregowanych AgNP
w warstwach naskorka, po 24-godzinnej ekspozycji przy najwyzszej zastosowanej dawce
(100 000 ppm). Ocena mikroskopowa nie wykazata zadnych nieprawidtowosci
w warstwach naskorka i skory traktowanych koloidalnym AgNP w porownaniu
z kontrolami [45].

Zbadano  takze  przenikalno$¢  nanoczastek  srebra @z tekstyliow.
W badaniach Bianco i wsp. ochotnicy nosili na przedramieniu r¢kaw zawierajacy
nanoczastki srebra przez 8 godzin przez pi¢¢ kolejnych nocy. Badania potwierdzity
obecno$¢ agregatow AgNP w skorze rogowej, natomiast w glebszych warstwach byto ich
zdecydowanie mniej niz w najwyzszych [46]. George i wsp. wykazali obecno$¢ skupisk
srebra w warstwie rogowej i glebszych warstwach naskoérka zdrowych o0sob,
eksponowanych przez 5 dni, na dzialanie srebra nanokrystalicznego o0becnego
w opatrunku. Potwierdzili tym samym mozliwo$¢ przenikania AgNP przez
nieuszkodzong skérg. Pomimo osadzania si¢ srebra w skorze wilasciwej, nanoczastki
srebra nie przenikngty do krazenia ogdlnoustrojowego, a zatem nie powinny miec
konsekwencji narzadowych [47].

1.4. Wchlanianie nanoczastek zlota

Z publikacji, w ktorych przeprowadzano badania na szczurach wynika, Zze nanoczastki
ztota moga by¢ wchianiane droga oddechowg i pokarmowa [19,48].

U szczurow Sprague Dawley poddanych inhalacyjnemu dziataniu AuNP przez 90 dni
zaobserwowano pogorszenie parametrow oddechowych tj. czynnosci pluc, objetosci

oddechowej i objetosci minutowej w poréwnaniu z proba kontrolng. Badanie

17



histopatologiczne wykazato, naciek zapalny z mieszanym typem komorek
(limfocyty/neutrofile/makrofagi) i zwigkszong liczb¢ makrofagéw u szczuréw
otrzymujacych duze dawki AuNP (20 pg/m®) [49]. Badania Kreyling i wsp. rowniez
potwierdzity wchtanianie nanoczastek zlota drogg inhalacyjng u szczuréw. Okoto 30%
AuNP gromadzito si¢ w nabtonku droég oddechowych, powodujac ich szybkie usuwanie
sluzowo-rzgskowe 1 polykanie do przewodu pokarmowego. W dlugotrwatlym
eliminowaniu AuNP dominowal transport za posrednictwem makrofagow z tkanki
srodmigzszowe] do krtani 1 przewodu pokarmowego. Zaobserwowano takze
kumulowanie si¢ AuNP w watrobie, $ledzionie, nerkach, macicy i mozgu [50].

U mezczyzn poddanych inhalacjom przez 2 godziny podczas przerywanego wysitku
takze potwierdzono przenikanie AuNP do ptuc. Ztoto bylo wykrywane w moczu po
ekspozycji na czastki o wielkosci 4 nm. W moczu ochotnikéw wystawionych na dziatanie
wigkszych czastek (34 nm), nie zaobserwowano AuNP. Takze u myszy nanoczastki ztota
wykrywane byly w moczu, tylko po ekspozycji na czastki o dtugosci <5 nm. Po inhalacji
AUNP wystepowaly w ludzkiej krwi na niskim poziomie, chociaz ich stezenie dla
mniejszych czastek bylo znacznie wyzsze. Efekt ten zostal roéwniez potwierdzony
U myszy, u ktorych czegsto$¢ wystepowania wykrywanego ztota i jego stezenie we krwi
byly znacznie wigksze po ekspozycji na mniejsze czastki [51].

U szczurow Wistar po 10 dniach od dozylnego podania AuNP o wielko$ci 25 nm,
ponad 50% z nich gromadzito si¢ w watrobie, a mniejsze ilosci w plucach i §ledzionie.
Bylo to zwigzane z pochlanianiem AuNP przez uktad fagocytow jednojadrzastych
z uktadu krazenia. Catkowita zawarto§¢ AuNP we wszystkich narzadach stanowita 60%
dawki poczatkowej. Natomiast po podaniu doustnym zaobserwowano prawie 50-krotnie
mniejsze stezenie nanoczastek zlota przy zastosowaniu tej samej dawki. Catkowita
zawarto$¢ AuNP wynosita 1,4% dawki poczatkowej. Wiekszos¢ z nich zostata wydalona
z kalem w ciggu 4 dni po podaniu. Po 72 godzinach od podania dozylnego AuNP
zaobserwowano zmiany w parametrach biochemicznych. Wraz ze wzrostem aktywnosci
aminotransferazy asparaginianowej (AST, ang. aspartate aminotransferase), wystepowat
spadek aminotransferazy alaninowej (ALT, ang. alanine aminotransferase), co jest
wskaznikiem nieprawidtowej pracy watroby. Zaobserwowano takze wzrost stgzenia
glukozy we krwi, dlatego nie mozna wykluczy¢ wptywu AuNP na funkcje trzustki [52].
U myszy nerki byly gléwnym miejscem gromadzenia si¢ AuNP podawanych droga

pokarmowa przez 8 dni. Nanoczastki zlota moga wywola¢ dzialanie przeciwzapalne
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w makrofagach, poprzez redukcje receptora lipopolisacharydu na powierzchni komorki,
a takze katalityczng detoksykacj¢ nadtlenku azotynu i nadtlenku wodoru [53].

Badanie mozliwo$ci przechodzenia nanoczastek ztota przez ludzka skorg zostato
wykonane in vitro przy wykorzystaniu skory poddanej resekeji chirurgicznej. Fragment
skory poddano 24-godzinnej inkubacji z AuNP. Przenikalno$¢ nanoczastek zostata
potwierdzona przez wykonanie zdje¢ z uzyciem transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (TEM, ang. transmission electron microscope). Zaobserwowano
nanoczastki znajdujace si¢ w glebsze] warstwie rogowej, naskorku 1 skorze wlasciwe;j
[54]. Przenikanie nanoczastek ztota przez skore tylnej tapy i przedniej $Sciany brzucha
szczuré6w Sprague Dawley potwierdzili takze Raju i wsp. Mniejsze AuNP (22 nm)
wykazaly wyzszg penetracje w porownaniu z wigkszymi nanoczastkami (105 i 186 nm).
Zbadano takze wplyw 3-godzinnej inkubacji z AuNP na mysig lini¢ komorkowa
fibroblastow (1.929, ang. mouse fibroblast cells). W trakcie analizy nie stwierdzono
wptywu AuNP na zywotnos¢ fibroblastow [55].

2. Wybuch oddechowy

Wybuch oddechowy to szybkie uwalnianie reaktywnych form tlenu (m.in. anionu
nadtlenkowego 1 nadtlenku wodoru) z roznych typow komoérek, np. z komorek
odpornosciowych, takich jak neutrofile 1 makrofagi. Jest kluczowa reakcja zachodzaca
w fagocytach w celu degradacji pochtonigtych czastek i bakterii. Oksydaza zredukowanej
formy fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH, ang. nicotinamide
adenine  dinucleotide  phosphate), bedaca rodzing enzymoéw  wyst¢pujaca
w wielu typach komorek, wytwarza anion ponadtlenkowy (O2") na drodze
jednoelektrodowej redukcji tlenu. Rodnik ten spontanicznie reaguje z innymi
czasteczkami, tworzac kolejne wolne rodniki [49]. Oz produkowany przez oksydazg
NADPH jest przeksztatcany w H202 z udziatem dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) [56].
Neutrofile i monocyty wykorzystuja mieloperoksydaze do dalszego taczenia H20. z CI™
w celu wytworzenia podchlorynu, ktory odgrywa role w niszczeniu bakterii [49]. Oprocz
reaktywnych form tlenu granulocyty moga generowac takze reaktywne formy azotu
(RNS) poprzez aktywacje indukowalnej syntazy tlenku azotu (NOS-2, ang. nitric oxide
synthase-2), enzymu, ktory przeksztatca O> w tlenek azotu (NO°) [56].

2.1. Reaktywne formy tlenu
Reaktywne formy tlenu (ROS) majace udziat w wybuchu oddechowym odnoszg si¢
do reaktywnych metabolitow pochodzacych z tlenu czasteczkowego (O2). Naleza do nich
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anionorodnik ponadtlenkowy O™, nadtlenek wodoru H20», rodnik hydroksylowy OH",
rodnik peroksyalkoksylowy RO, rodnik alkoksylowy RO", tlen singletowy 1O,
I ozon Os. Do reaktywnych utleniaczy naleza takze reaktywne formy azotu (RNS, ang.
reactive nitrogen species) tj. tlenek azotu NO°, dwutlenek azotu NO." i anion
nadtlenoazotynowy ONOO'. Stezenia ROS i RNS sa rownowazone przez ztozone uktady
antyoksydacyjne, ktére pozwalajag zachowaé¢ homeostaze redoksowa w komorce.
W  wyniku stresu oksydacyjnego reakcje utleniania przekraczaja zdolnosci
antyoksydacyjne komorki i rOwnowaga zostaje utracona. Skutkuje to niekorzystnymi
konsekwencjami biologicznymi np. peroksydacja lipidow, uszkodzeniami biatek
I kwasow nukleinowych, a ostatecznie moze zahamowaé proliferacj¢ komorek
i doprowadzi¢ do jej $mierci [1,12,20,57-65]. Gtéwnymi zrodtami ROS sa:
mitochondrialny system transportu elektronéw, a takze retikulum endoplazmatyczne
(ER). Swiatlo ER posiada odpowiednie $rodowisko utleniajace (o wysokim stosunku
utlenionych do zredukowanych form glutationu (GSH)), potrzebne do zwijania bialek
1 tworzenia wigzan dwusiarczkowych. Kolejnymi zréodtami ROS w komoérce sa
peroksysomy, mikrosomy i kompleksy NOX (oksydaza NADPH) w blonach
komorkowych [2].
2.1.1. Drogi powstawania reaktywnych form tlenu

Anionorodnik ponadtlenkowy O™ moze by¢ wytwarzany poprzez dwa gldwne szlaki:
1. transfer elektronéw z fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH)
do O katalizowanego przez oksydaze NADPH (NOX);
2. wyciek elektronéw z mitochondrialnego tancucha transportu elektronéw kompleksu |
(oksydoreduktazyna ubichinonowa NADH) z macierzy mitochondrialnej i kompleksu 111
(koenzym Q, kompleks cytochroméw bcl oraz reduktaza ubichinonu / cytochrom c)
z przestrzeni mi¢dzybtonowej do O (ubichinon/ oksydaza cytochromu c).

Powstaly na drodze obu szlakow O2™ moze zosta¢ przeksztatcony w H202 w reakcji
katalizowanej przez dysmutazg¢ ponadtlenkows [2,58].
Nadtlenek wodoru wytwarzany przez aktywowane fagocyty wptywa na proces zapalny
np. kontrolujgc proliferacje komorek lub ich apoptoze [66].

Podczas wybuchu oddechowego makrofagow nadtlenek wodoru jest generowany bez
jednoczesnego wytwarzania tlenku azotu. Proces ten jest stymulowany przez bodzce inne
niz lipopolisacharyd (LPS, ang. lipopolysaccharide), np. przez 12-mirystynian 13-octanu

forbolu (PMA, ang. phorbol 12-myristate 13-acetate) [67]. AuNP moga katalizowac
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dysproporcjonowanie nadtlenku wodoru w warunkach fizjologicznych [68], co nadaje im
wlasciwosci przeciwutleniajace [53].
3. Kaspaza-1

Kaspaza-1 jest proteaza cysteinowa, ktora przeksztalca prekursorowa postaé
interleukiny-1p (pro-1L-1pB, ang. pro-interleukin-1p) w aktywna interleuking-1f (IL-1p,
ang. interleukin-1B). Jest ona nastgpnic uwalniana pozakomérkowo w celu
programowania sygnatow zapalnych [69,70].

3.1. Pyroptoza i inflamasom

Zaktywowane kaspazy rozszczepiajg substraty biatkowe, prowadzac do ewentualne;j
dezaktywacji komorki. Kaspazy ssakow odgrywaja odrebng role zarowno w apoptozie,
jak i zapaleniu. Aktywacja kaspazy-1 prowadzi m.in. do pyroptozy i aktywnosci
prozapalnej. Wraz z dojrzewaniem prekursora kaspazy-1 do aktywnego heterotetrameru,
rozszczepia ona prekursor IL-1B, powodujac aktywacje cytokiny, a nastepnie prowadzac
do pyroptotycznej $mierci komorki. Wykazano, ze makrofagi i monocyty szybko
wydzielaja kaspaze-1 [71-73].

Pyroptoza jest mechanizmem odpornosci wrodzonej, morfologicznie i mechanicznie
odrebna od innych programowanych $mierci komorki. Jest zwigzana z procesem
zapalnym 1 sygnatami z wzorcéw molekularnych wskazujacych na uszkodzenie komorki
(DAMP, ang. damage associated molecular patterns) i wzorcami molekularnymi
zwigzanymi z patogenem (PAMP, ang. pathogen associated molecular patterns), ktore
docierajg do receptorow rozpoznajagcych bodzce. Kaspaza-1 jest enzymem
posredniczacym w tym procesie Smierci komorki. Proces ten charakteryzuje si¢ szybkim
peknieciem  btony  plazmatycznej 1 uwalnianiem  prozapalnej  zawartosci
wewnagtrzkomorkowej. Obserwuje si¢ rowniez kondensacje jadrowa w komorce, ale
zachowana jest integralno$¢ jadrowa, w przeciwienstwie do fragmentacji jadrowej
obserwowanej podczas apoptozy [71,74].

Receptory Toll-podobne (TLR, ang. toll-like receptors) inicjuja kaskade
sygnalizacyjna, ktora prowadzi do aktywacji komérkowej 1 produkcji cytokin zapalnych,
takich jak czynnik martwicy nowotworu (TNF ang. tumor necrosis factor), interleukina-
6 (IL-6, interleukin-6), interleukina-8 (IL-8, ang. interleukin-8) i interferony typu I (IFN,
ang. type I interferon), w odpowiedzi na zewnatrzkomorkowe sygnaty [71].

Receptory NOD-podobne (NLR, ang. nod-like receptors) biorag udziat
W rozpoznawaniu sygnatow zagrozenia wprowadzonych do cytozolu komorki

gospodarza. NLR wyzwala aktywacje kaspazy-1, co prowadzi do pyroptozy oraz
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przetwarzania i uwalniania zapalnych cytokin IL-18 i IL-1f. Receptory TLR, biatko
zawierajace domeng¢ oligomeryzacyjng wigzaca nukleotyd 1 (NODI1, ang. nucleotide-
binding oligomerization domain-containing protein 1) i biatko zawierajace domeng
oligomeryzacyjna wigzaca nukleotyd 2 (NOD2, ang. nucleotide-binding oligomerization
domain-containing protein 2) stymuluja wytwarzanie i akumulacje pro-IL-1p.
Przygotowuja komoérke do aktywacji  kaspazy-1 i  wytwarzania IL-1f
w odpowiedzi na pozniejsze sygnaly zagrozenia. Receptory TLR wykrywaja sygnaty
zagrozenia zlokalizowane w $rodowisku pozakomoérkowym i wewnatrz endosomow.
Inicjuja kaskade sygnalizacyjna, ktéra prowadzi do aktywacji komdrkowej poprzez szlaki
zalezne od jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF kappa B (NF- kB, ang. nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), kinazy bialkowej aktywowane;j
mitogenami (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase), interferonu i produkcji
cytokin zapalnych (ryc. 1) [71].

o Bfona komédrkowa

U Cytozol

@Cf) oo Ci>:f D

& NOD1 i NOD2 NLRP3, NLRC4, NLRP1b

}

Aktywacja kaspazy-1

NF-xB, MAPKs, IRFs |~ >/ \
proiL-1
\

/ . komérek na _

Produkcja cytokin prozapalnych Produkeja cytokin prozapalnych 7 drodze \j‘/
IFNa, IFNB, TNF, IL-12, IL-6, IL-8 IL-1B, IL-18 I il )
/ '/// .\_\ \

g

Ryc. 1. Sygnaly odbierane przez komorke prowadzace do aktywacji komorki lub jej

$mierci, zmodyfikowany za: Bergsbaken i wsp. (2009) [71].

NLRP3- biatko NOD-podobne, zawierajagce domeng 3, (ang. NACHT, LRR and PYD domains-containing
protein 3); NLRC4 — biatko NOD-podobne, zawierajgce domeng 4 (ang. NLR family CARD domain-
containing protein 4); NLR1b — biatko NOD-podobne (ang. NLR family, domains-containing protein 1b
allele 2); interleukina (IL) IL-1B, IL-18, pro-IL-1pB, IL-1B, IL-18, pro-IL-1B); jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF kappa B (NF- kB, ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells);
kinaza biatkowa aktywowana mitogenami (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase), interferon (IFN,
ang. type | interferon); czynnik regulatorowy interferonu (IRF, ang. interferon regulatory factor); biatko

zawierajace domene¢ oligomeryzacyjna wiazaca nukleotyd 1 (NODI, ang. nucleotide-binding
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oligomerization domain-containing protein 1); biatko zawierajagce domen¢ oligomeryzacyjng wigzaca
nukleotyd 2 (NOD2, ang. nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2).

Wigkszo$¢ receptorow NOD moze wchodzi¢ w interakcje z biatkiem zawierajagcym
domeng rekrutacji kaspazy (ASC, ang. caspase-recruitment domain) i kaspaze-1.
Powstaly kompleks inflamasomu jest wskaznikiem uszkodzenia komorek
I sygnatem do dojrzewania i wydzielania IL-1p z komoérek [71,73].

Inflamasom jest kompleksem biatkowym, zlokalizowanym w cytozolu. Sktada si¢ z
receptorow rozpoznajacych wzorce bialek sensorowych (PRR, ang. pattern recognition
receptors), takich jak: NLR, biatka indukowane interferonem (AIM2, ang. interferon-
inducible protein; IFI16 ang. interferon gamma inducible protein 16), receptory RIG-I-
podobne (RLR, ang. RIG-I-like receptor); biatka adaptorowego (ASC) i kaspazy-1 (ryc.
2). Wsérod nich inflamasom NLRP3 jest prototypowym inflamasomem, ktory jest
odpowiedziany za wykrywanie wzorcow molekularnych wskazujacych na uszkodzenie
komorki (DAMP), tj. jonow potasu, reaktywnych form tlenu, adenozynotrifosforanu
(ATP, ang. adenosine triphosphate). Wykrywa takze obecno$¢ wzorcow molekularnych
zwigzanych z patogenami powodujacymi infekcje (PAMP), np. bakteryjne kwasy
rybonukleinowe (RNA, ang. ribonucleic acid), lipopolisacharyd (LPS). W odpowiedzi na
sygnat z DAMP i PAMP produkuje cytokiny prozapalne (ryc. 2) [73,74].
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Inflamasom

Biatko Biatko Enzym
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tworzenie potgczenia  ATPazy, Funkcja
miedzy biatkami oligomeryzacja SENSOrE
kompleksu

Ryc. 2. Schemat budowy inflamasomu, na podstawie: Swierczynski i wsp. (2021) [74].

AIM2 - biatko indukowane interferonem, ang. interferon-inducible protein), IFI16 (biatko indukowane interferonem gamma 16, ang. interferon gamma inducible
protein 16), gen indukowany kwasem retinowym (RIG-I, ang. retinoic acid-inducible gen I); interleukina 1p (IL-1p), IL-18; precursory interleukin (pro-1L-1p, pro-IL-18),
adaptorowe biatko apoptotyczne (ASC ang. adaptor-apoptosis-associated-speck-like protein), domena aktywacji i rekrutacji kaspaz (CARD, ang. caspase activation and
recruitment domain), bialka zawierajace powtdrzenia bogate w leucyne (LRR ang. leucine-rich repeat), NACHT— domena sktadajaca si¢ z neuronalnego biatka hamujacego
apoptoze (NAIP, ang. NLP family apoptosis inhibitor protein), CHTA (ang. MHC class Il transcription activator), HET-E (ang. incompatibility locus protein from Podospora

anserina, TEP1 (ang. telomerase-associated protein) za: Swierczynski i wsp. (2021) [73].



Inflamasom NLRP3 to wiclobiatkowy kompleks, posredniczacy w aktywacji
kaspazy-1. Zalezna od inflamasomu kaspaza-1 jest odpowiedzialna za aktywacje¢ silnie
zapalnych cytokin IL-1 i IL-18 oraz indukcj¢ pyroptozy [69,75,76].

Pierwszym sygnalem do aktywacji inflamasomu jest jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF kappa B (NF- kB), prowadzacy do wytwarzania pro-IL-1B [77].
Aktywacja inflamasomu NLRP3 moze przebiega¢ w sposoéb dwuetapowy:

1. pierwszy etap posredniczy w transkrypcyjnym i posttranslacyjnym pobudzeniu
NLRP3, a nastepnie dochodzi do aktywacji inflamasomu. Etap 1 to synteza biologicznie
nieaktywnego prekursora IL-1pB. Receptory TLR odbieraja sygnat od DAMP i PAMP,
nastepnie wysylaja go prowadzac do indukcji czynnika transkrypcyjnego NF-«B, a takze
cytokin TNF i IL-1p.

2. drugi etap to przetwarzanie w dojrzata, biologicznie aktywna IL-1p przez kaspazg-1
aktywowang inflamasomem. W odpowiedzi na sygnatl aktywujacy, np. przyptyw jonow
potasowych (K*) i wapniowych (Ca?"), powstanie ROS, pojawienie si¢ stresu retikulum
endoplazmatycznego (spowodowanego gromadzeniem si¢ nieprawidtowo sfaldowanych
biatek) czy dziatanie enzymow lizosomalnych, powoduje aktywacje sensora [73,74].
Wykazano, ze nanoczgstki wywotuja stan zapalny poprzez aktywacje kompleksu
biatkowego inflamasomu NLRP3 [78-80].

W tworzenie si¢ inflamasomu NLRP3 zaangazowane sg 2 mechanizmy:

1. internalizacja AgNP w lizosomach, przerywajaca btony lizosomalne, a nastgpnie
wywotujgca uwalnianie katepsyn z lizosomoéw do cytoplazmy,

2. wnikanie nanoczagstek do cytoplazmy bezposrednio przez blong komodrkowa
I powodujgce naruszenie integralno$ci btony komoérkowej, a nastepnie wywolany przez
nanoczastki srebra wyptyw K* przez pory btony komérkowej [81].

3.2. Interleukina-1

W rodzinie interleukiny-1 (IL-1) zidentyfikowano i scharakteryzowano 11 molekut:
IL-1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-18, IL-33, IL-360, IL-36p, IL-36y, IL-36Ra IL-37, 1L-38 [73].

Interleukina-1 beta jest wytwarzana, jako prekursor (pro-IL-1p) i jest przetwarzana
przez kaspazg-1 oraz proteazy serynowe. Jest glownym regulatorem stanu zapalnego,
poprzez kontrolowanie réznych procesoéw odpornosciowych [73].

Nalezaca do rodziny IL-1, interleukina-1p jest silng cytoking prozapalna, ktéra ma
kluczowe znaczenie dla odpowiedzi obronnych gospodarza na zakazenie i uszkodzenie
komorek [78,82]. Dziatajac przez receptor IL-1 zwigzany z blong komorkowa typu 1, IL-

1B indukuje aktywacj¢ komodrek prezentujacych antygen, co prowadzi do wytworzenia
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adaptacyjnych mechanizmow obronnych gospodarza [83,84]. IL-1p wywiera wptyw na
komorki odpornosciowe np. aktywuje makrofagi i komorki srodbtonka do produkcji
cytokin. Ma réwniez dziatanie ogoélnoustrojowe np. wywotuje goraczke czy pobudza
hepatocyty do wydzielania biatek ostrej fazy [81].

W zwigzku z kontrolowaniem dojrzewania IL-1f przez inflamasom NLRP3, nawet
jesli biatko pro-IL-1p jest obecne w komorce, nie moze zosta¢ uwolnione, dopdki nie
zostanie uformowany inflamasom NLRP3. Nastepnie kaspaza-1 jest aktywowana
I rozszczepia pro-1L-1p, aby wytworzy¢ dojrzatg IL-1p, ktora nastepnie jest uwalniana do
wytwarzania funkcjonalnej IL-1f [81].

Wyptyw K*, rozpad lizosomalny i ROS sg uwazane za aktywatory PAMP, ktore
nastepnic wywotujg stymulacje komorek do wytwarzania IL-13. Aby prokaspaza-1
mogla sta¢ si¢ formg aktywna, biatko cytozolowe ulega rozszczepieniu proteolitycznemu
z wytworzeniem podjednostek p20 1 p10, ktore nastepnie tworzg heterodimer stanowiacy
aktywna kaspaze-1 (enzym konwertujacy 1L-1p) [81,85].

IL-1B ulega ekspresji w wielu tkankach 1 komorkach, gtownie w makrofagach
1 narzadach limfatycznych takich jak grasica, §ledziona, wezly chtonne, szpik kostny,
a takze monocytach. Receptor interleukiny-1 typu | (IL-1R1) znajdujacy si¢ na
powierzchni interleukiny-1 inicjuje odpowiedz zapalng, gdy zwiaze si¢ z ligandami IL-
1B. A nastgpnie ulega ekspresji na limfocytach T, fibroblastach, komoérkach nabtonka
i komorkach érodbtonka. Receptor interleukiny-1 typu Il (IL-1R2) nie inicjuje transdukcji
sygnatu, ale ulega ekspresji w réznych komorkach krwiotwoérczych, zwlaszcza
w limfocytach B, fagocytach jednojadrzastych, leukocytach wielojadrzastych
i komorkach szpiku kostnego [73].

Poziomy ekspresji IL-1R1 i IL-1R2 r6znig si¢ miedzy typami komorek; na przyktad
w neutrofilach ulegaja ekspresji gtownie IL-1R2. W konsekwencji do aktywacji neutrofili
wymagane sa znacznie wyzsze stezenia IL-1B, podczas gdy niskie stezenia IL-1p s3
wystarczajace do aktywacji komorek $rodbtonka [73].

Nanoczastki srebra powoduja aktywacje inflamasomu skutkujaca uwolnieniem
interleukiny-1p. Inkubacja komorek z AgNP moze wywotywaé powstawanie
reaktywnych form tlenu, prowadzacych do uszkodzenia komorki i inicjacji stanu
zapalnego. Stres oksydacyjny powoduje wzrost ekspresji cytokin, w tym IL-1, IL-6
I czynnika martwicy nowotworow (TNFa, ang. tumor necrosis factor a), ktore z kolei

przyczyniaja si¢ do wytwarzania ROS. Wystepuje, zatem zwigzek miedzy stresem
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oksydacyjnym a stanem zapalnym zainicjowanym przez ekspozycj¢ na AgNP. Wyniki
uzyskane z badan na monocytach wskazuja na mozliwa role kaspazy-1 w aktywacji
inflamasomu za posrednictwem AgNP [77].

Aktywnos$¢ przeciwzapalna AuNP jest zwigzana ze zdolnoscig do oddziatywania
z zewnatrzkomorkowa IL-1pB, a tym samym do neutralizowania wtasciwos$ci zapalnych

tej cytokiny [84].
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Material badawczy

W zwigzku z licznymi publikacjami opisujacymi badania przeprowadzane na liniach
komorkowych, jako model badawczy wykorzystano ludzka krew obwodowsa.

Nanoczastki metali szlachetnych sg coraz czgséciej wykorzystywane w urzadzeniach
i implantach majacych kontakt z krwig. Moze to si¢ wigza¢ z wprowadzaniem
nanoczastek do krazenia ogolnoustrojowego [75,86]. Badania na szczurach i myszach
potwierdzaja mozliwos$¢ migracji nanoczastek do krwi i odleglych narzadéw z gtéwnymi
miejscami wchtaniania W watrobie i Sledzionie, ale takze ptucach, nerkach i sercu [75,87—
90].
Dane literaturowe potwierdzaja mozliwo$¢ uwalniania si¢ nanoczastek w st¢zeniach 0,1-
100 pg/ml z urzadzen medycznych 1 opatrunkow na rany, a takze ich mozliwos$¢ wnikania
do wnetrza organizmu [91-93].

Nanoczastki metali szlachetnych, a ws$réd nich zwlaszcza nanoczastki srebra
i ztota osiggnety w ostatnich latach dominujgca pozycje w przemysle technologicznym
oraz biomedycznym, w srodkach codziennego uzytku, testach diagnostycznych czy jako
nosniki lekow. Zwigzane jest z tym tez czeste narazenie na ich dziatanie [94]. Dlatego
zdecydowano si¢ na przeprowadzenie badan w  rozprawie doktorskiej

Z wykorzystaniem tych nanoczastek.
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Cele pracy

Celem podjetych badan w rozprawie doktorskiej bylo okreslenie wplywu
nanoczastek srebra i ztota na reaktywnos¢ ludzkich leukocytéw krwi obwodowe;.
Gltowne zalozenie badawcze zostalo zrealizowane poprzez cele posrednie. Naleza do
nich:
1. Ocena aktywnosci wybuchu oddechowego monocytéw 1 granulocytéw
heparynizowanej pelnej krwi ludzkiej, na podstawie analizy intensywnosci fluorescencji
w zakresie zielonego widma S$wiatla, probek inkubowanych z nanoczastkami srebra
i ztota z uzyciem pochodnej rodaminy 123 technikg cytometryczna.
2. Ocena indukcji pyroptozy monocytoéw i granulocytow heparynizowanej petnej krwi
ludzkiej, za pomoca analizy aktywowanej kaspazy-1 probek inkubowanych
z nanoczastkami srebra 1 zlota, w zakresie zielonego widma $wiatla technikg
cytometryczna.
3. Ocena stgzenia interleukiny-1B we krwi pod wptywem 24-godzinnej inkubacji krwi

z nanoczastkami srebra 1 ztota, za pomocg testu immunoenzymatycznego.
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Materialy i metody
1. Materialy

Do badan wykorzystano ludzka heparynizowang pelng krew obwodowa, pozyskana
od potencjalnic zdrowych dawcow z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa (RCKIiK) w Poznaniu. Badania byly przeprowadzane na terenie
Zakladu Immunobiologii UMP w przeciggu 2 godzin od pobrania probek krwi.
W zwigzku z komercyjnym pozyskiwaniem krwi z RCKiK w Poznaniu nie byla
wymagana zgoda Komisji Bioetycznej (zatacznik 1).

Grupe badang stanowita krew inkubowana z nanoczgstkami srebra i ztota, natomiast
grupg kontrolng byta krew z buforem, w ktorym zawieszone byty nanoczastki.

Material badawczy pozyskano od 120 potencjalnie zdrowych dawcow. Przed
pobraniem materiatu, dawca zostat poinformowany o celu wykorzystania probki krwi.
Kazda z os6b wyrazila pisemna zgode na pobranie 1 wykorzystanie materialu
biologicznego.

1.1. Badania wstepne

Badania wstepne zostaly wykonane w celu oceny wybuchu oddechowego
granulocytow krwi obwodowej inkubowanej przez 60 minut z rdéznego typu
nanoczgstkami zlota. Zastosowano nanoczastki w stezeniu 100 pg/ml. W badaniach uzyto
dwa typy nanoczastek ztota: kuliste i pretopodobne. Oba analizowano jako:

A. roztwory koloidalne nanoczgstek w wodzie (Aul, Au4),
B. roztwory koloidalne nanoczgstek w wodzie, sfunkcjonalizowane PEG (Au2, Au5),
C. roztwory koloidalne nanoczastek w soli fizjologicznej (0,9% roztwér NaCl),
sfunkcjonalizowane PEG (Au3, Au6)

1.1.1. Opis wykorzystanych nanoczastek zlota
1. kuliste nanoczastki zlota, wszystkie o st¢zeniu 100 pg/ml
Aul zawiera zawieszone w wodzie kuliste nanoczastki ztota o rozmiarze ok. 13,24 nm,
wykazujace maksimum absorpcji przy dlugosci fali A=525 nm.
Au2 zawiera zawieszone w wodzie kuliste nanoczastki ztota o rozmiarze ok. 13,24 nm,
wykazujace maksimum absorpcji przy dhugosci fali A=525 nm, sfunkcjonalizowane
tiomonometylowym glikolem polietylenowym (PEG, ang. O-[2-(3-
mercaptopropionylamino)ethyl]-O’-methylpolyethylene glycol) sktadajacym si¢ z 2000
merow (PEG 2000).
Au3 zawiera zawieszone w 0,9% NaCl kuliste nanoczastki ztota 0 rozmiarze ok. 13,24

nm, wykazujace maksimum absorpcji przy dtugosci fali A=526 nm, sfunkcjonalizowane
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tiomonometylowym glikolem polietylenowym sktadajacym si¢ z 2000 merow (PEG
2000).
2. pretopodobne nanoczastki ztota, wszystkie o stgzeniu 100 pg/ml
Au4 zawiera zawieszone w wodzie pretopodobne nanoczastki ztota o rozmiarze ok. 31,92
x 11,85 nm, wykazujace maksimum absorpcji przy dtugosci fali A=683 nm.
AuU5 zawiera zawieszone w wodzie pretopodobne nanoczastki ztota o rozmiarze ok. 31,92
x 11,85 nm, wykazujace maksimum absorpcji przy dhlugosci fali A=685 nm,
sfunkcjonalizowane tiomonometylowym glikolem polietylenowym sktadajacym sig
z 2000 merow (PEG 2000).
Au6 zawiera zawieszone w 0,9% NaCl pretopodobne nanoczastki ztota 0 rozmiarze ok.
31,92 x 11,85 nm, wykazujace maksimum absorpcji przy dlugosci fali A=685 nm,
sfunkcjonalizowane tiomonometylowym glikolem polietylenowym sktadajacym sig
z 2000 merow (PEG 2000).
1.1.2. Otrzymywanie nanoczastek zlota
1.1.2.1. Kauliste nanoczastki zlota

Kuliste nanoczastki zlota zostaty otrzymane zmodyfikowang metodg Turkevicha
[95,96].

Opis syntezy kulistych nanoczastek zlota przygotowanych w Zaktadzie Fizyki
Molekularnej Politechniki Poznanskiej, zostat przedstawiony w zatgczniku 2.

Przeprowadzona charakterystyka otrzymanych nanostruktur metoda spektroskopowa
(w obszarze UV-Vis) i1 mikroskopowg (wysokorozdzielczego mikroskopu
transmisyjnego, HRTEM, ang. High Resolution Transmission Electron Microscopy)

potwierdzita, ksztatt i rozmiar kulistych nanoczastek ztota (ryc. 3 i 4).
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Ryc. 3. Widmo UV-Vis kulistych nanoczgstek ztota (Au3), max absorpcji przy dtugosci

fali A= 526 nm, zrédto: Wielkopolskie Centrum Zaawansowanych Technologii.
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Ryc. 4. Zdjgcie kulistych nanoczastek ztota wykonane za pomoca wysokorozdzielczego
mikroskopu transmisyjnego (HRTEM ang. High Resolution Transmission Electron
Microscopy) Jeol ARM 200F, wielkos¢ 13,24 + 1,80 nm. zrédlo: Centrum
NanoBiomedyczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

1.1.2.2. Pretopodobne nanoczastki zlota

Synteza pretopodobnych nanoczastek ztota wykazujacych rezonans w zakresie
spektralnym ok. 660 nm, zostata przeprowadzona metoda in situ bottom-up [96-99].
Opis syntezy kulistych nanoczastek zlota przygotowanych w Zaktadzie Fizyki
Molekularnej Politechniki Poznanskiej, zostat przedstawiony w zataczniku 3.

Przeprowadzona charakterystyka otrzymanych nanostruktur metoda spektroskopows
(w obszarze UV-Vis) i mikroskopowsa (wysokorozdzielczego mikroskopu
transmisyjnego, HRTEM) potwierdzita, ksztalt i rozmiar prgtopodobnych nanoczastek
ztota (ryc. 51 6).
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Ryc. 5. Widmo UV-Vis pretopodobnych nanoczastek ztota (Au6), max absorpcji przy

dhugosci fali A=685 nm, Zrédlo: Wielkopolskie Centrum Zaawansowanych Technologii.
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Ryc. 6. Zdjecie pretopodobnych nanoczastek zlota wykonane za pomoca
wysokorozdzielczego mikroskopu transmisyjnego (HRTEM ang. High Resolution
Transmission Electron Microscopy) Jeol ARM 200F, wielkos$¢ 31,92 + 4,47 x 11,85 +
3,13 nm. Zrédto: Centrum NanoBiomedyczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Ze wzgledu na wydajno$¢ syntezy nanoczastek ztota oraz mozliwo$¢ tworzenia si¢
aglomeratow przy wyzszych stezeniach, a takze dostepnosci odniesien literaturowych, do
dalszych badan wykorzystano stezenia: 20, 100 1 200 pg/ml. Wszystkie stezenia
zawieszonych nanoczastek przygotowano w izotonicznym roztworze chlorku sodu
(0,9%, Polpharma). Do przygotowania odpowiednich stezen uzyto buforu, w ktoérym sa

one zawieszone.
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1.1.3. Otrzymanie nanoczgstek srebra (AgNP)

Nanoczastki srebra przygotowano zgodnie z artykutem: Bigall, N., Reitzig, M.,
Naumann, W., Simon, P., van Pée, K.-H. and Eychmiiller, A. (2008), Fungal Templates
for Noble-Metal Nanoparticles and Their Application in Catalysis [100].

Opis syntezy kulistych nanoczastek srebra przygotowanych w Wielkopolskim
Centrum Zaawansowanych Technologii w Poznaniu, zostat przedstawiony w zataczniku
4.

Przeprowadzona charakterystyka otrzymanych nanostruktur metoda spektroskopowa
(w obszarze UV-Vis) 1 mikroskopowa (wysokorozdzielczego mikroskopu
transmisyjnego, HRTEM) potwierdzita, ksztatt i rozmiar kulistych nanoczastek srebra
(ryc. 718).

Wizualnie zaobserwowano powstawanie nanoczastek srebra z przebarwieniami.
Powstawanie zoltawego zabarwienia probki swiadczy o tym, ze w wytwarzanych

koloidalnych nanoczastkach w procesie syntezy dominujg ziarna nanoczastek srebra
[101].
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Ryc. 7. Widmo UV-Vis nanoczastek srebra (AgNP), max absorbcji przy dtugosci fali

A=397 nm, zrodto: Wielkopolskie Centrum Zaawansowanych Technologii.
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Ryc. 8. Zdjecie kulistych nanoczastek srebra wykonane za pomocg wysokorozdzielczego
mikroskopu transmisyjnego (HRTEM ang. High Resolution Transmission Electron
Microscopy) Jeol ARM 200F, wielkos¢ 8,50 + 2,50 nm. zrodto: Centrum
NanoBiomedyczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Aby zachowac jednolitos¢ stezen z nanoczgstkami ztota, do badan z nanoczgstkami
srebra réwniez wykorzystano 3 stezenia: 20, 100 i 200 pug/ml. Do przygotowania

odpowiednich stezen uzyto buforu, w ktérym sg one zawieszone.

Synteze, funkcjonalizacje oraz badania fizykochemiczne uzytych w pracy
nanoczastek - w tym widma UV-Vis - dotgczone w opisie zastosowanych nanoczastek
przeprowadzono w Zaktadzie Fizyki Molekularnej na Wydziale Inzynierii Materialowe;j
i Fizyki Technicznej Politechniki Poznanskiej oraz Wielkopolskim Centrum
Zaawansowanych Technologii w Poznaniu. Pomiary mikroskopowe — morfologi¢ oraz
wymiary nanoczastek uzyskano przy pomocy wysokorozdzielczego mikroskopu
transmisyjnego  (HRTEM) (JEOL ARM-200F) w Centrum NanoBiomedycznym
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Celem zbadania stabilno$ci nanoczastek w czasie, przed rozpoczeciem badan i po
skonczonych pomiarach wykonano ponownie widma UV-Vis nanoczastek oraz
zmierzono rozktad ich wielko$ci z wykorzystaniem dynamicznego rozpraszania $wiatta
(DLS, ang. dynamic light scattering). Porownanie uzyskanych danych z poczatkowymi
nie wykazalo rdznic.

Zastosowano spektroskopie UV-Vis, jako skuteczne narzedzie do charakteryzowania
kinetyki struktury i koncowej stabilnosci koloidalnej nanoczastek. Dynamiczne

rozpraszanie $wiatta (DLS) uzyto jako szybkiego i tatwego narzedzia do
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charakteryzowania wielkos$ci nanoczastek [102]. Rozmiar i morfologia nanoczastek
zostata okreslona za pomoca wysokorozdzielczego mikroskopu transmisyjnego
(HRTEM).
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2. Metody
2.1. Techniki uzyte w pomiarach
2.1.1. Cytometria przeplywowa

Badania wykonano z wykorzystaniem cytometru przeptywowego (CyFlow Space,
Partec GmbH, Niemcy). Zrédtem $wiatta w cytometrze przeptywowym jest niebieski
laser argonowy, emitujacy podczas pomiaréw $wiatlo wzbudzajace o dlugosci fali 488
nm.

Cytometr jest wyposazony W odpowiednie detektory s$wiatla — umozliwiajgce
obserwacj¢ rozproszenia przedniego (FSC, ang. forward scatter channel) i rozproszenia
bocznego (SSC, ang. side scatter channel). Dzigki temu na podstawie wielkoSci
i ziarnistosci komorek mozna wyodrebni¢ subpopulacje limfocytow, monocytow
i granulocytow [103,104].

Inne detektory cytometryczne umozliwiajg analize w zielonym i czerwonym zakresie
widma $wiatla, poprzez fluorescencje barwnikoéw wzbudzonych laserem [103,104].

W niniejszej pracy w badaniach cytometrycznych wykorzystano: do oceny produkcji
reaktywnych form tlenu - dihydrorodaming 123 (DHR 123, ang. dihydrorhodamine 123),
do stymulacji wybuchu oddechowego - PMA (ang. phorbol 12-myristate 13-acetate), do
oceny aktywnosci kaspazy-1 — znakowane karboksyfluoresceing (FAM, ang.
carboxyfluorescein) inhibitory kaspaz (FLICA, ang. fluorescent-labeled inhibitor of
caspase). Uzyto takze ptyn barwigcy DNA, ktory stuzyt do eliminowania uszkodzonych
komorek i ich fragmentéw w dalszej analizie.

Emisja zielonego widma $wiatla przez wzbudzong rodaming 123, byta analizowana
za pomoca detektora FL1 [103].

Emisja zielonego widma $wiatla emitowanego przez karboksyfluoresceing, byta
analizowana za pomocg detektora FL1 [72].

Pomiar emisji $wiatta w zakresie czerwonej fluorescencji z uzyciem pltynu
barwigcego DNA komorkowe wykonano korzystajac z detektora FL3 [103].

Do badan wykorzystano 10 000 komorek leukocytarnych na probke.

Analiz¢ danych przeprowadzono z zastosowaniem oprogramowania FloMax

Software, wersja 3.0 firmy Sysmec, Partec, GmbH, Niemcy.
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2.1.2. ELISA (test immunoenzymatyczny)

ELISA jest testem immunoenzymatycznym shuzacym do wykrywania i ilo§ciowego
oznaczania przeciwcial lub antygendéw w badanej probce [105-107].

Metoda ta opiera si¢ na specyficznych interakcjach miedzy antygenami
i przeciwciatami w celu wykrycia docelowych bialek w probce. Wizualizowane jest to
poprzez reakcje barwng, zachodzaca pomigdzy enzymami ze skoniugowanymi
immunoglobulinami a odpowiednimi substratami. Intensywnos¢ barwy zalezy od ilosci
powstatych wigzan antygen-przeciwciato. Najczesciej jest mierzona kolorymetrycznie
przy uzyciu spektrofotometru. Technika ta jest uniwersalng metodg wykorzystywanag przy
wielu badaniach biomedycznych [105,106].

W przedstawionych badaniach wtasnych wykorzystano kanapkowa odmiane testu
ELISA w wariancie testu bezposredniego. Metoda ta polega na optaszczeniu ptytki
antygenem specyficznym do wykrywanego przeciwciata. Po dodaniu odpowiedniego
substratu enzymatycznego, katalizujgcego reakcje, produkt reakcji wykrywa si¢
spektrofotometrycznie na podstawie intensywnosci barwy. Zabarwienie daje wynik
pozytywny, natomiast brak zabarwienia wskazuje na brak enzymoéw lub wynik
negatywny [105,107].

Wysoka czutos$¢ bezposredniego testu kanapkowego powoduje, Ze jest On najczesciej
stosowang odmiang W badaniach diagnostycznych i naukowych [105].

Pomiary wykonano z wykorzystaniem spektrofotometru - EPOCH, firmy BioTek
Instruments Inc, USA.

Analize danych przeprowadzono z zastosowaniem oprogramowania BioTek Gen5
wersja 2.01.14.
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2.2. llosciowa ocena aktywno$ci wybuchu oddechowego monocytow
i granulocytow w heparynizowanej pelnej krwi ludzkiej
2.2.1. Zasada metody

Aktywnos¢ wybuchu oddechowego zostata zmierzona przy pomocy cytometru
przeptywowego (CyFlow Space, Partec GmbH, Niemcy).

Analiza aktywnosci wybuchu oddechowego leukocytow zostala wykonana
z wykorzystaniem komercyjnego testu Phagoburst firmy Celonic Deutschland GmbH &
Co. KG nr kat. 341058. Zestaw ten pozwolil na iloSciowg ocen¢ zmian aktywnoSci
wybuchu oddechowego leukocytow w heparynizowanej petnej krwi ludzkie;.

Phagoburst zawiera 12-mirystynian 13-octanu forbolu (PMA) bedacy silnym
srodkiem stymulujacym wybuch oddechowy, a takze dihydrorodamineg 123 (DHR) uzyta,
jako fluorogeniczny substrat. Granulocyty i monocyty stymulowane PMA wytwarzaja
reaktywne formy tlenu (ROS) [103]. Do wykrywania OH’, ONOO’", NO;" oraz HOCI
wykorzystano dihydrorodaming 123 (DHR). Przy obecnosci wolnych rodnikéw jest
utleniana do rodaminy 123 (rodamina), ktora jest lipofilowa, fluorescencyjng czasteczka.
Ze wzgledu na tadunek dodatni, tatwo dyfunduje przez btony komoérkowe 1 akumuluje si¢
w mitochondriach. Natomiast DHR z Oz i H20: reaguje tylko w wyniku
wewnatrzkomorkowych przemian enzymatycznych [61,108].

Podanie ptynu lizujgcego spowodowato usunigcie erytrocytow. Proces ten byt
niezbedny do wlasciwego analizowana badan na leukocytach.

Po jednokrotnym przemyciu roztworem do plukania, dodano roztwor barwigcy
DNA, uzyty w celu wykluczenia z analizy martwych komoérek w dalszych badaniach
[103,109].

Analizowano warto$¢ procentowa komorek, ktore wytworzyly ROS, oraz $redniag
intensywno$¢ fluorescencji (MFI, ang. Mean Fluorescent Intensity) rodaminy 123.

Wirowanie przeprowadzono w wir6wce Hermle model Z400K.
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Inkubacja z nanoczastkami zlota

2.2.2.1.

2.2.2. Przygotowanie materialu do badan

Tabela 1. Charakterystyka oznaczanych prob inkubowanych z DHR i z nanoczastkami
ztota z uwzglednieniem kolejnosci wykonywanych czynnosci laboratoryjnych.
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Procedura wykonania eksperymentu:

1. Do probek 1-28 dodano 20 pl krwi oraz 20 ul roztworu soli fizjologicznej (0,9%).

2. Do wszystkich prob dodano 8 pl roztworu DHR i inkubowano w tazni wodnej
w temperaturze 37°C przez 10 minut.

3. Do prob 1-2 dodano 4 pl roztworu buforu uzytego do zawieszenia kulistych
nanoczastek ztota,

Do préb 3-4 dodano 4 pl roztworu buforu uzytego do zawieszenia pretopodobnych
nanoczastek ztota.

Natomiast do préb 5-10 dodano 4 pl roztworu kulistych nanoczastek ztota w stezeniach
20, 100, 200 pg/ml:

- 20 pg/ml do probek 5-6,
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- 100 pg/ml do prébek 7-8,

- 200 pg/ml do probek 9-10.

Z kolei do préb 11-16 dodano 4 pl roztworu pretopodobnych nanoczastek ztota
w stezeniach 20, 100, 200 pg/ml:

- 20 pg/ml do probek 11-12,

- 100 pg/ml do probek 13-14,

- 200 pg/ml do probek 15-16.

Probowki 1-16 inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez 60 minut.

4. Nastepnie do prob 17-28 dodano 8 pl roztworu DHR i inkubowano w tazni wodnej
w temperaturze 37°C przez 10 minut,

Do prob 17-22 dodano 4 ul roztworu kulistych nanoczastek ztota w stezeniach 20, 100,
200 pg/ml:

- 20 pg/ml do probek 17-18,

- 100 pg/ml do probek 19-20,

- 200 pg/ml do probek 21-22.

Do prob 23-28 dodano 4 pl roztworu pretopodobnych nanoczgstek ztota w stezeniach 20,
100, 200 pg/ml:

- 20 pg/ml do prébek 23-24,

- 100 pg/ml do probek 25-26,

- 200 pg/ml do probek 27-28.

Probéwki 17-28 inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez 30 minut.

5. Do prob 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28 dodano 8 pul roztworu PMA
i inkubowano w tazni wodnej temperaturze 37°C przez 10 minut.

6. Nastepnie do wszystkich prob dodano 400 pl roztworu lizujacego w celu usunigcia
erytrocytow I inkubowano w ciemnosci W temperaturze pokojowej przez 20 minut.

7. Nastepnie proby z roztworem lizujacym zostaly odwirowane przez 5 min
w temperaturze 7°C, przy predkosci obrotéw 250g.

8. Ze wszystkich prébek usunieto nadsacz.

9. Do probéwek 1-28 dodano 700 pl roztworu pluczacego, nastgpnie odwirowane przez
5 min. w temperaturze 7°C przy predkosci obrotéw 250g.

10. Ze wszystkich probek wyrzucono nadsacz.

11. Do wszystkich probek dodano 40 pl roztworu barwigcego DNA. Po wymieszaniu
inkubowano przez 10 minut w tazni lodowe;j, 0 temperaturze 4°C.

12. Dodano 700 pl roztworu ptuczacego w celu wykonania pomiaru cytometrycznego
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13. Zmierzono zawiesing komorkowa

Pomiar zostat wykonany w cytometrze przeptywowym wyposazonym w niebieski
laser wzburzajacy (dtugosé fali 488 nm). Niezbgdnego do wywotania fluorescencji DHR
uzytego w oznaczeniach. Analiz¢ kazdej probki dokonano na podstawie zmierzonych
10 000 komorek leukocytarnych. Rozdziatu subpopulacji limfocytéw, granulocytow
1 monocytow sposrod krwinek biatych, wyznaczono dzigki detektorom rozproszenia
$wiatta w uktadzie parametrow FSC i SSC.

Analize odsetka granulocytow 1 monocytéw zawierajacych DHR oraz wykazujacych
pozytywng odpowiedZ na stymulacje PMA (komorek, w ktorych wykazano wybuch
oddechowy) dokonano za pomocg dwuparametrycznego wykresu (histogramu)

obrazujacego liczbe komorek 1 intensywnos$¢ fluorescencji.
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2.2.2.2. Inkubacja z nanoczastkami srebra
Tabela 2. Charakterystyka oznaczanych prob inkubowanych z DHR i z nanoczastkami

srebra z uwzglednieniem kolejnosci wykonywanych czynnosci laboratoryjnych.
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Procedura wykonania eksperymentu:

1. Do probek 1-14 dodano 20 ul krwi oraz 20 pl roztworu soli fizjologicznej (0,9%).

2. Do wszystkich prob dodano 8 pl roztworu DHR i inkubowano w tazni wodnej
w temperaturze 37°C przez 10 minut,

3. Do prob 1-2 dodano 4 pl buforu uzytego do zawieszenia nanoczastek srebra.

Do prob 3-8 dodano 4 pl roztworu nanoczastek srebra w stezeniach 20, 100, 200 pg/ml:
- 20 pg/ml do probek 3-4,
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- 100 pg/ml do probek 5-6,
- 200 pg/ml do probek 7-8.
Probowki 1-8 inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez 60 minut.
4. Nastepnie do prob 9-14 dodano 8 pul roztworu DHR i inkubowano w tazni wodnej
w temperaturze 37°C przez 10 minut.
Do prob 9-14 dodano 4 ul roztworu nanoczastek srebra w stezeniach 20, 100, 200 pg/ml:
- 20 pg/ml do probek 9-10,
- 100 pg/ml do probek 11-12,
- 200 pg/ml do probek 13-14.
Probowki 9-14 inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez 30 minut.
5.Doprob 2,4, 6,8, 10, 12, 14 dodano 8 ul roztworu PMA i inkubowano w temperaturze
37°C przez 10 minut.
6. Nastepnie do wszystkich prob dodano 400 pl roztworu lizujacego w celu usuniecia
erytrocytow I inkubowano w ciemnosci w temperaturze pokojowej przez 20 minut.
7. Proby z roztworem lizujagcym zostaty odwirowane przez 5 min w temperaturze 7°C,
przy predkosci obrotow 250g.
8. Ze wszystkich probek usunigto nadsacz
9. Do probowek 1-14 dodano 700 ul roztworu pluczgcego, nastepnie odwirowane przez
5 min. w temperaturze 7°C przy predkosci obrotow 250g.
10. Ze wszystkich probek usuni¢to nadsacz
11. Do kazdej z probek dodano 40 pl roztworu barwigcego DNA. Po wymieszaniu
inkubowano przez 10 minut w tazni lodowej, 0 temperaturze 4°C.
12. Dodano 700 pl roztworu ptuczacego w celu wykonania pomiaru cytometrycznego
13. Zmierzono zawiesing koméorkowa

Pomiar zostal wykonany w cytometrze przeplywowym wyposazonym W niebieski
laser wzburzajacy (dtugos¢ fali 488 nm). Niezbednego do wywotania fluorescencji DHR
uzytego w oznaczeniach. Analiz¢ kazdej probki dokonano na podstawie zmierzonych
10 000 komorek leukocytarnych. Rozdziatu subpopulacji limfocytow, granulocytéw
i monocytow sposrod krwinek biatych, wyznaczono dzigki detektorom rozproszenia
$wiatta w uktadzie parametrow FSC i SSC.

Analiz¢ odsetka granulocytow 1 monocytdw zawierajacych DHR oraz

wykazujacych pozytywna odpowiedz na stymulacje PMA (komoérek, w ktérych
wykazano wybuch oddechowy) dokonano za pomoca dwuparametrycznego wykresu

(histogramu) obrazujacego liczbe komorek 1 intensywnos¢ fluorescenc;i.
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2.3. Ocena wplywu nanoczgstek srebra i zlota we krwi na indukcje pyroptozy
2.3.1. Zasada metody

Ocena pyroptozy zostala wykonana przy pomocy cytometru przeptywowego
(CyFlow Space, Partec GmbH, Niemcy).

Uzyto testu FAM-FLICA caspace assay (FAM FLICA™ CASPASE-1 KIT, nr kat.
ICTQ97), stuzacego do ilosciowej oceny pyroptozy na podstawie aktywnosci kaspazy-1
w  warunkach in vitro. Wykorzystanie sondy FAM-VAD-FMK FLICA
(karboksyfluoresceina sprzezona z syntetycznym inhibitorem kaspaz
fluorometyloketonowa pochodng kwasu walinoalanoasparginowego), bedacej
fluorescencyjnym inhibitorem kaspaz umozliwialo kowalencyjne potaczenie sig
z aktywnym centrum kaspazy wewnatrz komorki. Obserwowany zielony sygnat
fluorescencji byt miarg aktywnosci aktywnej kaspazy-1. Niezwigzane w komorce sondy
FAM-VAD-FMK FLICA byly usuwane w trakcie przemywania buforem ptuczacym.

Kaspazy nie moga przecia¢ sondy bedacej inhibitorem FAM-VAD-FMK FLICA;
zamiast tego tworza nicodwracalne wigzanie kowalencyjne z FMK (keton
fluorometylowy) majacej na celu zahamowanie dalszej aktywnosci enzymatycznej. Ptyn
barwigcy DNA uzyty w dalszej analizie postuzyt do eliminowania uszkodzonych
komorek i ich fragmentow [72].

W procedurze oznaczen zastosowano wirowanie, ktore przeprowadzono w wirdwce
Hermle model Z400K.

Technika cytometrii przeptywowej i uzycie lasera zielonego o dlugosci fali 488 nm,
jako $wiatta wzbudzajgcego, pozwolito na obserwacje widma fluorescencji probek, a tym
samym ocen¢ pyroptozy komorek.

Do badan wykorzystano 10 000 komorek leukocytarnych na probke.

Analize danych przeprowadzono z zastosowaniem oprogramowania FloMax

Software, wersja 3.0 firmy Sysmec, Partec, GmbH, Niemcy.
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Inkubacja z nanoczastkami zlota

2.3.2.1.

2.3.2. Przygotowanie materialu do badan

Tabela 3. Charakterystyka oznaczanych prob inkubowanych z FAM i z nanoczastkami
ztota z uwzglednieniem kolejnosci wykonywanych czynnosci laboratoryjnych.
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Procedura wykonania eksperymentu:

1. Do probek 1-14 20 ul krwi i 20 ul roztworu NaCl (0,9%)

2. Do proby 1 dodano 4 pl buforu uzytego do zawieszenia kulistych nanoczastek ztota,
do préby 2 dodano 4 pl buforu uzytego do zawieszenia pregtopodobnych nanoczastek
zlota.

Do prob 3-5 dodano 4 pl roztworu kulistych nanoczastek ztota w stezeniach 20, 100, 200
pg/ml:

- 20 pg/ml do probki 3,

- 100 pg/ml do prébki 4,

- 200 pg/ml do probki 5.

Do prob 6-8 dodano 4 ul roztworu pretopodobnych nanoczastek ztota w stezeniach 20,
100, 200 pg/ml:

- 20 pg/ml do probki 6,

- 100 pg/ml do probki 7,

- 200 pg/ml do probki 8.

Probéwki 1-8 inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez 60 minut.

3. Do préb 9-11 dodano 4 ul roztworu kulistych nanoczastek ztota w stezeniach 20, 100,
200 pg/ml:

- 20 pg/ml do prébki 9,

- 100 pg/ml do probki 10,

- 200 pg/ml do probki 11.

Do préb 12-14 dodano 4 pl roztworu pretopodobnych nanoczgstek ztota w stezeniach
w stezeniach 20, 100, 200 pg/ml:

- 20 pg/ml do probki 22,

- 100 pg/ml do probki 13,

- 200 pg/ml do probki 14.

Probowki 8-14 inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez 30 minut.

4. Do prob 1-14 dodano 5 pl roztworu FAM. Probki inkubowano W faZzni wodnej
w temperaturze 37°C przez 60 minut.

5. Do wszystkich préb dodano 200 pl roztworu pluczacego

6. Proby z roztworem pluczacym zostaty odwirowane przez 7 min w temperaturze 7°C
przy obrotach 200x g.

7. Z kazdej probki usunigto supernatant

8. Wszystkie proby zawieszono w 100 pl roztworu ptuczacego
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7. Proby 1-14 odwirowano przez 7 min w temperaturze 7°C przy obrotach 200x g.

8. Ze wszystkich probek usunigto supernatant.

9. Do prob 1-14 dodano 2 ul ptynu barwigcego DNA i inkubowano przez 10 minut
w tazni lodowej, w temperaturze 4°C.

10. Nastepnie do kazdej z probowek dodano 400 pl ptynu lizujacego w celu usunigcia
erytrocytow i inkubowano w ciemnosci w temperaturze pokojowej przez 20 minut.

11. Wszystkie proby zostaly odwirowane przez 7 min w temperaturze 7°C przy obrotach
200x g.

12. Usunieto supernatant

13. Dodano 700 pl roztworu ptuczacego, w celu wykonania pomiaru cytometrycznego

14. Zmierzono zawiesing komdrkowa
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2.3.2.2. Inkubacja z nanoczastkami srebra
Tabela 4. Charakterystyka oznaczanych prob inkubowanych z FAM i z nanoczastkami

srebra z uwzglednieniem kolejnosci wykonywanych czynnosci laboratoryjnych.
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Procedura wykonania eksperymentu:

1. Do probek 1-7 20 pl krwi i 20 pl roztwor NaCl (0,9%)

2. Do préby 1 dodano 4 pl buforu uzytego do zawieszenia nanoczastek srebra.
Natomiast do prob 2-4 dodano 4 pl roztworu nanoczastek srebra w st¢zeniach 20, 100,
200 pg/ml:

- 20 pg/ml do probki 2,

- 100 pg/ml do probki 3,

- 200 pg/ml do probki 4.

Probowki 1-4 inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez 60 minut.

3. Do préb 5-7 dodano 4 pl roztworu nanoczastek srebra w stezeniach 20, 100, 200 pg/ml:
- 20 pg/ml do probki 5,

- 100 pg/ml do probki 6,

- 200 pg/ml do probki 7.
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Probowki 5-7 inkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez 30 minut.

4. Do prob 1-7 dodano 5 pl roztworu FAM. Prébki inkubowano w tazni wodnej
w temperaturze 37°C przez 60 minut.

5. Do wszystkich prob dodano 200 ul roztworu ptuczacego

6. Proby z roztworem pluczacym zostaty odwirowane przez 7 min w temperaturze 7°C
przy obrotach 200x g.

7. Z kazdej probki usunigto supernatant

8. Wszystkie proby zawieszono w 100 ul roztworu pluczacego

7. Proby 1-7 odwirowano przez 7 min w temperaturze 7°C przy obrotach 200x g.

8. Ze wszystkich probek usunigto supernatant.

9. Do prob 1-7 dodano 2 pl ptynu barwigcego DNA i inkubowano przez 10 minut w fazni
lodowej, w temperaturze 4°C.

10. Nastepnie do kazdej z probowek dodano 400 ul ptynu lizujacego w celu usunigcia
erytrocytow i inkubowano w ciemnosci W temperaturze pokojowej przez 20 minut.

11. Wszystkie proby zostaly odwirowane przez 7 min w temperaturze 7°C przy obrotach
200x g.

12. Usuni¢to supernatant

13. Dodano 700 pl roztworu ptuczacego, w celu wykonania pomiaru cytometrycznego

14. Zmierzono zawiesing komdrkowa
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2.4. Okreslenie stezenia interleukiny-1p
2.4.1. Zasady metody

Stezenie interleukiny-1p (IL-1B) oznaczono za pomoca komercyjnych zestawow
testow immunoenzymatycznych (ELISA, ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
(Human Interleukin-1 beta, IL-1 beta ELISA Kit, EIAab, nr kat. E0563h). Zestaw do
testow immunologicznych pozwala na iloSciowe oznaczenie in Vitro stezenia przeciwciat
docelowych w osoczu.

Plytka dostarczona w tym zestawie zostala wstepnie pokryta antygenem
specyficznym dla przeciwciata docelowego. Test ELISA jest oparty na reakcjach
swoistych dla przeciwcial poliklonalnych sprzezonych =z preparatem antygenu
sprz¢zonego z biotyng. A nastepnie na reakcji w obecnosci awidyny, sprzg¢zonej
z peroksydaza chrzanowa. Tylko te dotki, ktore zawierajg antygen sprzezony z biotyng
oznaczanego przeciwciata 1 awidyn¢ sprz¢zong z enzymem bedg wykazywa¢ zmiane
koloru. Reakcja enzym-substrat zostala zakonczona przez dodanie roztworu kwasu
siarkowego [110].

Wirowanie przeprowadzono w wiréwce Hermle model Z400K. Probki zmierzono
przy uzyciu spektrofotometru - EPOCH, firmy BioTek Instruments Inc, USA, przy
dhugosci fali 450 nm.

St¢zenie w probkach okreslono poréwnujac warto$¢ absorbancji badanej probki
z krzywa wzorcows.

Analize danych przeprowadzono z zastosowaniem oprogramowania BioTek Gen5
wersja 2.01.14.

2.4.2. Przygotowanie materialu do badan

Do poszczegdlnych dotkow dodano 500 pl krwi. Nastepnie zgodnie ze schematem

(ryc. 9) dodano po 100 ul nanoczastek lub buforu. Catos¢ wymieszano. Krew z dodanymi

substancjami inkubowano w inkubatorze CO: przez 24 godziny w temperaturze 37°C.
Ag Ag Ag Ag
bufor /. 20 100 200

Au3 Vv Au3 Vv Au3 / Au3
bufor 20 100 200

RS-

Aub V Aub 'V Aub '/ Aub
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Ryc. 9. Schemat roztozenia préb na ptytce wielodotkowej, zrédlo grafiki:
https://www.bionovo.pl/p/plytki-wielodolkowe-neoculture/

Procedure przygotowania odczynnikéw wykonano zgodnie z instrukcja dotaczong
do testu ELISA [110]. Po 24-godzinnej inkubacji nanoczastek srebra i zlota z krwig
probki wirowano w wirowce Hermle model Z400K przy obrotach 1000 g przez 15 min
w temperaturze 6°C. Z osocza pobrano supernatant stuzacy do wykrywania IL-1[3 [78].

Probki zostaly naniesione na ptytke wg schematu (ryc. 10).
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Ryc. 10. Schemat rozktadu prob na plytce 96-dotkowej, zrédlo grafiki:
http://www.izibb.binoz.uj.edu.pl/documents/4416519/ae289514-3b71-4052-bcfb-
be4715e97ddb
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2.5. Analiza statystyczna
2.5.1. Ocena aktywnos$ci wybuchu oddechowego monocytéw i granulocytéw
w heparynizowanej pelnej krwi ludzkiej

Analiza aktywnos$ci wybuchu oddechowego opierata si¢ na dwdch zmiennych
numerycznych: $redniej intensywno$ci fluorescencji rodaminy 123 (rodamina) oraz
odsetka granulocytow i monocytow we krwi obwodowej. Zmienne te scharakteryzowano
za pomocag podstawowych statystyk opisowych ($redniej arytmetycznej, odchylenia
standardowego, mediany, wartosci minimalnej 1 maksymalnej). Zbiezno$¢ badanych
zmiennych z rozkladem normalnym byla weryfikowana przy pomocy testu Shapiro-
Wilka. Z kolei ich sferycznos¢ weryfikowano przy uzyciu testu Mauchleya.

Whioskowanie statystyczne w przypadku porownan 3 grup powigzanych opierato si¢
na: jednowymiarowej analizie ANOVA powtarzanych pomiaréw (gdy zachowane byty
warunki  dotyczace  sferycznosci 1 normalnosci  rozktadéw  zmiennych),
wielowymiarowym te$cie Wilksa dla ANOVA powtarzanych pomiarow (gdy warunkKi
dotyczace sferycznosci nie byly spelnione, ale analizowano zmienne o rozktadzie
normalnym) oraz tescie ANOVA Friedmana (gdy warunki o normalnosci rozktadéw nie
byty spehlione). Jako testow post-hoc, ktéorych celem byla identyfikacja par
odpowiadajacych za stwierdzong istotno$¢ roznic, uzyto testu HSD Tukeya (przy
jednowymiarowym tescie ANOVA powtarzanych pomiarow 1 wielowymiarowym tescie
Wilksa) oraz testu Dunna (przy ANOVA Friedmana).

Natomiast, jesli porownywano dwie grupy powigzane, jako narzedzie statystyczne
zastosowano test t dla prob zaleznych (przy zachowanej normalnosci rozktadow
analizowanych zmiennych) oraz test kolejnosci par Wilcoxona (gdy analizowane
zmienne odbiegaty od rozktadu normalnego).

Za istotng statystycznie przyjeto wartos¢ p < 0,05. Obliczenia statystyczne

przeprowadzono przy uzyciu pakietu statystycznego STATISTICA 13.3 PL.

2.5.2. Ocena indukcji  pyroptozy  wywolanej inkubacjg  krwi

z nanoczastkami srebra i zlota
Analiza indukcji pyroptozy bazowata na zmiennych numerycznych opisujacych
odsetek komorek wykazujacych pyroptozg, jak réwniez odsetek komorek prawidlowych
w badanych probkach (w %). Zostaly scharakteryzowane za pomocg podstawowych
statystyk opisowych (Sredniej arytmetycznej, odchylenia standardowego, mediany,

warto$ci minimalnej] 1 maksymalnej). Zbiezno$¢ rozkladéw tych zmiennych
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z rozktadem normalnym zostata zweryfikowana przy pomocy testu Shapiro-Wilka. Z
kolei ich sferyczno$¢ weryfikowano przy uzyciu testu Mauchleya.

Do poréwnan dwoch grup powigzanych uzyto testu t dla prob zaleznych (przy
zachowaniu warunku o normalno$ci rozktadow). Jednak, gdy rozklady zmiennych
odbiegaly od rozkladu normalnego narzedziem wykorzystanym przy wnioskowaniu
statystycznym byt test kolejnosci par Wilcoxona.

W zwigzku z zachowaniem warunkow dotyczacych sferycznosci i normalnosci
rozkladow zmiennych, poréwnania trzech grup bazowaly na analizie ANOVA dla
powtarzanych pomiarow. Jako testu post-hoc uzyto testu HSD Tukeya.

Za istotng statystycznie przyjeto wartos¢ p < 0,05. Obliczenia statystyczne
przeprowadzono przy uzyciu pakietu statystycznego STATISTICA 13.3 PL.

2.5.3. Ocena wartoSci interleukiny-1p

W trzeciej czesci analizy statystycznej wnioskowano na temat stg¢zenia interleukiny-
1B w badanych probkach krwi. Analizowana zmienna miata typ numeryczny, wiec jej
opis bazowal na podstawowych statystykach: s$redniej arytmetycznej, odchyleniu
standardowym, medianie, wartosci minimalnej 1 maksymalnej. Normalno$¢ jej
rozktadéw byta zbadana za pomocg testu Shapiro-Wilka. Z kolei ich sferycznos¢
weryfikowano przy uzyciu testu Mauchleya.

Do analizy statystycznej dwoch grup wykorzystano test kolejnosci par Wilcoxona
(niespetniony byl warunek normalnosci rozktadéw) oraz analiz¢ ANOVA Friedmana
w przypadku analiz poréwnawczych trzech grup (niespetniony byt warunek normalnosci
rozktadow).

Za istotng statystycznie przyjeto wartos¢ p < 0,05. Obliczenia statystyczne

przeprowadzono przy uzyciu pakietu statystycznego STATISTICA 13.3 PL.
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Wyniki
1. Wyniki badan wstepnych

Celem badan wstgpnych bylo przeprowadzenie oceny aktywnosci wybuchu
oddechowego granulocytéw krwi obwodowej inkubowanej przez 60 min z r6znego typu
nanoczastkami ztota. Wykorzystano nanoczastki o stezeniu 100 pg/ml. Wykonano 20
powtdrzen badan, przy uzyciu 20 krwi. Badania wstgpne byly podstawa wyboru
nanoczastek do dalszej analizy.

1.1. Poréownanie probki zawierajacej rodamin¢ i bufor z prébkami

zawierajacymi rodamine i nanoczastki zlota (Aul-Aub6)

W kazdej z prob byta uzyta rodamina 123 (rodamina), elementem réznicujagcym byty
dodane nanoczastki ztota.

Analizowano probki krwi z rodaming po inkubacji z sze§cioma typami nanoczgstek
ztota (Aul-Aub6). Warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji (MFI) wahata si¢ od
1,95+¢1,15 w przypadku Au6 do 3,03+1,72 dla Au4. Poroéwnano wartosci Sredniej
intensywnosci fluorescencji rodaminy z analogicznymi typami nanoczgstek zlota
zestawionymi do analizy statystycznej w pary o roznych ksztattach. Kazda
z porownywanych par byla probka zawierajaca rodaming i nanoczastki ztota. Elementem
roéznicujagcym byt typ nanoczastek (kuliste lub pretopodobne), ktore posiadaty te same
substancje dodatkowe i ten sam rozpuszczalnik.

W probkach, do ktérych dodano nanoczastki zlota bez dodatkowych substancji,
arozpuszczalnikiem byta woda (Aul vs. Au4), réznica w wartosci $redniej intensywnosci
fluorescencji nie byta istotna statystycznie. W probkach, do ktérych dodano nanoczastki
ztota z PEG, a rozpuszczalnikiem byta woda (Au2 vs. Au5), rowniez nhie wykazano
istotnej statystycznie roznicy w warto$ci $redniej intensywnosci fluorescencji.
Natomiast probki, ktére byly inkubowane z nanoczastkami ztota zawieszonymi w soli
fizjologicznej i z dodanym PEG, réznica w $redniej intensywnosci fluorescencji
pomiedzy kulistym a pretopodobnym typem nanoczastek (Au3 vs. Aub) okazata si¢ by¢
statystycznie istotna. Wartos$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji w przypadku probek
z kulistymi nanoczastkami zlota byla istotnie wyzsza niz w przypadku probek
z pretopodobnymi nanoczastkami ztota (Au3 vs. Au6: 2,54+1,06 vs. 1,95+1,15), tabela
5.

Tabela 5. Statystyki opisowe oraz ocena réznic w wartosci $redniej intensywnosci
fluorescencji w probkach zawierajacych rodaming, inkubowanych przez 60 min

z kulistymi i pretopodobnymi nanoczastkami ztota Aul-Au6 o stezeniu 100 pg/ml.

56



Prébka (typ nanoczastki) | n |Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. | Maks. Z p

Aul 20 | 2,92 1,60 2,41 0,44 | 6,20

0,90 0,370
Aud 20 | 3,02 1,72 1,86 0,56 | 6,96
Au? 20 | 2,63 1,35 1,73 0,40 | 544

0,21 0,837
Aub 20 | 2,68 1,40 2,56 0,53 | 6,29
Au3 20 | 2,54 1,06 2,63 0,54 | 4,37

2,09 0,036
Aub 20 | 1,9 1,15 1,79 0,55 | 4,55

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p — poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2. Por6wnanie probki zawierajacej rodaming, PMA i bufor z prébkami

zawierajacymi rodamine¢, PMA i Aul-Au6

W kazdej z prob byla uzyta rodamina oraz PMA, elementem rdznicujagcym byt typ
dodanych AuNP.

Analizowano probki krwi z rodaming 1 PMA po inkubacji z szeScioma typami
nanoczastek ztota (Aul-Au6). Wartos¢ Sredniej intensywnosci fluorescencji wahata sie¢
od 19,23+7,02 w przypadku Au6 do 24,18+6,92 dla Au4. Parami poréwnano warto$¢
sredniej intensywnosci fluorescencji probek zawierajgcych rodaming i PMA
z analogicznymi typami nanoczastek zlota, tzn. zawierajacymi te same substancje
dodatkowe 1 ten sam rozpuszczalnik w kazdej z porownywanych par.

W probkach, do ktéorych dodano nanoczastki zlota bez dodatkowych substanciji,
arozpuszczalnikiem byta woda (Aul vs. Au4), réznica w wartos$ci $redniej intensywnos$ci
fluorescencji nie byta istotna statystycznie. Roéwniez w probkach zawierajacych
nanoczastki ztota z PEG, w ktorych rozpuszczalnikiem byta woda (Au2 vs. Aub), nie
wykazano istotnej statystycznie roznicy.

Natomiast w probkach, ktére byly inkubowane z nanoczastkami zlota zawierajacymi
NaCl+PEG, réznica pomig¢dzy wartosécia sredniej intensywnosci fluorescencji pomigdzy
Kulistym a pretopodobnym typem nanoczastek (Au3 vs. Au6) okazala si¢ by¢
statystycznie istotna. Warto$¢ S$redniej intensywnosci fluorescencji w przypadku
kulistych nanoczastek zlota byla istotnie wyzsza niz w przypadku pretopodobnych
nanoczastek ztota (Au3 vs. Au6: 24,16+6,90 vs. 19,23+7,02), tabela 6.

Tabela 6. Statystyki opisowe oraz ocena roznic w wartosci $redniej intensywnosci
fluorescencji w probkach z rodaming oraz PMA inkubowanych przez 60 min z kulistymi

1 pretopodobnymi nanoczastkami ztota Aul-Aue6.
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Prébka (typ nanoczastki)| n | Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. | Maks. | t df p
Aul 20 | 27,32 9,34 26,43 | 14,25]| 48,70
1,60 | 19 |0,127
Au4 20 | 24,18 6,92 22,23 |10,72| 40,48
Au2 20 | 22,64 8,40 22,26 | 8,41 | 42,23
-1,36| 19 | 0,189
Aub 20 | 20,97 9,01 20,97 |13,95] 43,65
Au3 20 | 24,16 6,90 24,16 | 14,01 41,60
3,62 | 19 |0,002
Aub 20 | 19,23 7,02 19,23 |11,29| 39,85

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df - liczba stopni swobody, p — poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

Ze wzgledu na wystapienie roznic istotnych statystycznie miedzy probkami

zawierajacymi nanoczastki ztota z NaCI+PEG (Au3 i Au6), zarowno W przypadku probek

krwi z rodaming, jak i z rodaming i PMA, dalszej analizie poddano te dwa rodzaje

nanoczastek.
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l. Ocena aktywno$ci wybuchu oddechowego granulocytéw i monocytow

w heparynizowanej pelnej krwi ludzkiej

Rozdziatu subpopulacji granulocytow i monocytéw sposrod krwinek biatych,
dokonano dzigki detektorom rozproszenia w uktadzie parametrow wzglednej wielkoSci
komorki (FSC) i wzglednej ziarnistosci komorki (SSC) (ryc. 11, 14).

Srednia intensywno$é fluorescencji rodaminy 123 (rodaminy) przedstawiono za
pomoca histogramu, wyznaczajacego stopien aktywnosci wybuchu oddechowego po

stymulacji PMA (ryc. 15, 16), w porownaniu z probami niestymulowanymi (ryc. 12, 13).
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Ryc. 11. Przyktadowy cytogram przedstawiajgcy wyodrebnione bramkami populacje
leukocytow w obrazie cytometrycznym, bez stymulacji PMA. Gran — granulocyty, Mono

— monocyty, Limf — limfocyty, zrodto wlasne.
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Ryc. 12. Przyktadowy histogram przedstawiajacy warto$¢ intensywnosci fluorescencji
granulocytow wykazujacych fluorescencje rodaminy 123, bez stymulacji PMA, Zrodio

wlasne.
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Ryc. 13. Przyktadowy histogram przedstawiajacy warto$¢ intensywnosci fluorescencji
monocytow wykazujacych fluorescencj¢ rodaminy 123, bez stymulacji PMA, Zrédio

wlasne.

250

Gran

200+

1504

SSC

1004

504

0 .--V ‘ \.I ..‘;V\V T T T T
0 50 100 150 200 250

Ryc. 14. Przyktadowy cytogram przedstawiajacy wyodrebnione bramkami populacje
leukocytow w obrazie cytometrycznym, stymulowanych PMA. Gran — granulocyty,

Mono — monocyty, Limf — limfocyty, zrodto whasne.
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Ryc. 15. Przyktadowy histogram przedstawiajacy warto$¢ intensywnosci fluorescencji
granulocytow wykazujacych fluorescencj¢ rodaminy 123 i stymulowanych PMA, zrodto

wlasne.
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Ryc. 16. Przyktadowy histogram przedstawiajacy warto$¢ intensywnosci fluorescencji
monocytow wykazujacych fluorescencje rodaminy 123 i stymulowanych PMA, Zrédio

wlasne.

A. Komorki inkubowane z nanoczastkami zlota
1. Granulocyty
1.1. Warto$¢ S$redniej intensywnosci fluorescencji probek inkubowanych
Z rodaming i buforem wzgledem probek inkubowanych z rodaming
i nanoczastkami zlota

W kazdej z prob byla uzyta rodamina. Elementem roznicujagcym byto dodanie
kulistych (Au3) lub pretopodobnych (Au6) nanoczastek ztota (proby badane) lub samego
buforu, w ktérym zawieszone sg nanoczastki (proba kontrolna).

Wartosci odsetkowe uczestniczacych w wybuchu oddechowym granulocytow
przedstawione na cytogramie, odpowiadaty wielkosciom opisanym przez producenta
testu Phagoburst 1 utrzymywaly si¢ na $rednim poziomie 94,13+4,25%. Analiza
statystyczna warto$ci odsetkowych nie wykazata r6znic istotnych statystycznie pomiedzy
zadnymi probami.

Wykonano 22 powtorzenia badan, przy uzyciu 22 probek Krwi.
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1.1.1. Porownanie probek zawierajacych rodaming¢ i bufor wzgledem
prébek z rodaming i Au3 lub Au6
1.1.1.1. Prébka zawierajaca rodamine i bufor vs. rodamineg i Au3
Porownano wartos¢ $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach kontrolnych
(bufor bez AuNP) z probami zawierajagcymi nanoczastki ztota, z rozrdznieniem na czas
inkubacji (30 min lub 60 min) oraz zastosowane st¢zenie (20, 100, 200 pg/ml)
dodawanych kulistych nanoczgstek zlota (Au3). Wartos¢ $redniej intensywnosSci
fluorescencji dla proby kontrolnej wyniosta 2,59+1,62. Natomiast po inkubacji
z kulistymi nanoczastkami ztota (Au3), srednia intensywnosci fluorescencji wahata si¢
miedzy 2,16+1,31 przy stezeniu nanoczastek 100 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min do
2,81£2,60 przy stezeniu nanoczastek 200 pg/ml oraz czasie inkubacji 60 min. Réznica
pomiedzy krwig inkubowang z kulistymi nanoczastkami zlota a proba kontrolng okazata
si¢ by¢ istotna statystycznie w przypadku st¢zenia 20 ug/ml i czasie inkubacji 30 min
oraz stezenia 100 ug/ml i czasie inkubacji 30 min. W obu przypadkach s$rednia
intensywnosci fluorescencji byla istotnie wyzsza w probkach z nanoczgstkami. Wartosci
$redniej intensywnosci fluorescencji rodaminy z kulistymi Au3 przy st¢zeniu i czasie
inkubacji, ktore okazaly si¢ statystycznie roznicowac ten parametr, zostaty przedstawione
w tabeli 7. Wszystkie pozostale pary wykazaly brak istotnej statystycznie rdznicy
pomiedzy wartoscig Sredniej intensywnosci fluorescencji probek zawierajacych tylko
bufor vs. probek z uzyciem AuNP (tabela 7).
Tabela 7. Statystyki opisowe dla $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach
z rodaming inkubowanych z kulistymi nanoczgstkami ztota Au3 o réznym stezeniu VS.

proba kontrolna.

Proébka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. A p
czas inkubacji, min)
Bufor do Au3 22| 2,59 1,62 2,06 1,36 8,33
2,84 0,005
Au3/20/30 22| 2,18 1,42 1,66 1,14 7,38
Bufor do Au3 22| 2,59 1,62 2,06 1,36 8,33
2,42 0,016
Au3/100/30 22| 2,16 1,31 1,63 1,33 6,74
Bufor do Au3 22| 2,59 1,62 2,06 1,36 8,33
1,87 0,062
Au3/200/30 22| 2,36 1,44 1,69 1,37 7,46
Bufor do Au3 22| 2,59 1,62 2,06 1,36 8,33
0,80 0,426
Au3/20/60 22| 2,58 1,91 1,94 1,22 9,55
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Bufor do Au3 22| 2,59 1,62 2,06 1,36 8,33

0,99 0,322
Au3/100/60 22| 2,59 2,10 1,86 1,15 11,09
Bufor do Au3 22| 2,59 1,62 2,06 1,36 8,33

0,23 0,821
Au3/200/60 22| 281 2,60 2,08 1,21 13,56

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p — poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.1.1.2. Prébka zawierajaca rodamine i bufor vs. rodamineg i Au6

Porownanie wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach kontrolnych
z zawierajgcymi nanoczastki, przy zastosowaniu 2 czasow inkubacji (30 min lub 60 min)
oraz stezenia (20, 100, 200 pg/ml) pretopodobnych nanoczastek ztota (Au6). Roznica
w wartos$ci $redniej intensywnosci fluorescencji pomigdzy krwig inkubowang
z pretopodobnymi nanoczastkami zlota a probg kontrolng okazala si¢ by¢ nieistotna
statystycznie w przypadku wszystkich zastosowanych stezen i obu czaséw inkubacji
(tabela 8).
Tabela 8. Statystyki opisowe dla $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach
z rodaming inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami ztota o r6znym stezeniu Vvs.

proba kontrolna.

Prébka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. z p
czas inkubacji, min)
Bufor do Au6 22 2,80 2,46 1,87 1,30 12,48
1,75| 0,0796
Au6 30 min 20 22 2,42 1,95 1,66 1,27 9,32
Bufor do Au6 22 2,80 2,46 1,87 1,30 12,48
0,45| 0,6495
Au6 30 min 100 22 2,46 1,75 1,89 1,33 9,55
Bufor do Au6 22 2,80 2,46 1,87 1,30 12,48
1,66| 0,0978
Au6 30 min 200 22 2,21 1,00 1,80 1,21 5,51
Bufor do Au6 22 2,80 2,46 1,87 1,30 12,48
0,96| 0,3392
Au6 60 min 20 22 2,68 2,09 1,90 1,23 10,80
Bufor do Au6 22 2,80 2,46 1,87 1,30 12,48
0,93| 0,3548
Au6 60 min 100 22 2,67 2,07 2,05 1,33 10,79
Bufor do Au6 22 2,80 2,46 1,87 1,30 12,48
0,80| 0,4264
Au6 60 min 200 22 2,56 1,68 1,97 1,28 8,65

Z — wartos¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p — poziom prawdopodobienstwa.
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1.1.2. Poréwnanie prébek zawierajacych rodamine oraz Au3 lub Au6
w réznych stezeniach przy tym samym czasie inkubacji
1.1.2.1. Probki zawierajace rodamine oraz inkubowane przez 30 minut
z Au3 lub Au6 w roznych stezeniach

Warto§¢ S$redniej intensywnosci fluorescencji probek zawierajacych rodaming
i inkubowanych przez 30 minut z kulistymi nanoczastkami zlota (Au3) wyniosta
2,16£1,31 przy stezeniu 100 pg/ml, 2,18+1,42 przy stezeniu 20 pg/ml. Najwyzsza
warto$¢ 2,36+1,44 zanotowano przy stezeniu 200 pg/ml. Przeprowadzono oceng
istotnosci statystycznej zalezno$ci $redniej intensywnosci fluorescencji omawianych
probek od stezenia nanoczastek, przy tym samym czasie inkubacji 30 min. Wnioskowanie
potwierdzito istotno$¢ statystyczng badanej rdznicy na poziomie p < 0,001. Kolejno,
zbadano, ktore pary wsrod trzech probek odpowiadajg za istotno$¢ statystyczng
analizowane] zalezno$ci. Wynikiem tego kroku bylto potwierdzenie, ze zalezno$¢ od
stezenia nanoczastek jest determinowana przez roznice w S$redniej intensywnosci
fluorescencji miedzy stgzeniem 20 pg/ml a 200 ug/ml oraz 100 pg/ml a 200 pg/ml (p <
0,05 dla kazdej z par). W obu przypadkach wyzszg wartos¢ osiggano przy stezeniu 200

ug/ml. Opisane zaleznosci zostaty przedstawione w tabeli 9.
Tabela 9. Statystyki opisowe oraz rdéznice w wartoSci $redniej intensywnosci
fluorescencji w probkach z rodaming inkubowanych z kulistymi nanoczgstkami ztota Au3

o réznym stezeniu i czasie inkubacji 30 min.

Proébka (nanoczastka /
stezenie, ng/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. | x*> |df| p

czas inkubacji, min)

Au3/20/ 30 22| 2,18 1,42 1,66 1,14 7,38
Au3/100/30° 22| 2,16 1,31 1,63 1,33 6,74 |17,95| 2 |<0,001
Au3/200/30% 22| 2,36 1,44 1,69 1,37 7,46

x? — warto$¢ statystyki testowej testu ANOVA Friedmana, df — liczba stopni swobody, p — poziom
prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik testu ANOVA Friedmana (p

< 0,05). 4, b - réznice istotne statystycznie zbadane za pomocg testu post-hoc Dunna p < 0,05.

Pomigdzy probami inkubowanymi przez 30 minut z réznymi st¢zeniami
pretopodobnych nanoczastek ztota nie wykazano roznic istotnych statystycznie (20, 100,
200 pg/ml).
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1.1.2.2. Probki zawierajace rodamine oraz inkubowane przez 60 minut

z Au3 lub Au6 w réznych stezeniach
Nie wykazano istotnej statystycznie rdéznicy pomiedzy S$rednig intensywnoscig
fluorescencji w probach z rodaming inkubowanych z kulistymi lub prgtopodobnymi
nanoczastkami zlota w czasie inkubacji 60 min oraz réznym st¢zeniu nanoczastek (20,

100, 200 pg/ml).

1.1.3. Por6éwnanie probek zawierajacych rodamineg oraz Au3 lub Aué w tym
samym stezeniu 20, 100 lub 200 pg/ml i réznym czasie inkubacji
1.1.3.1. Prébka zawierajaca rodaming oraz Au3

Poréwnano warto$¢ S$redniej intensywnos$ci fluorescencji probek z rodaming
inkubowang z kulistymi nanoczastkami zlota (Au3) w stezeniu 20 pug/ml wzgledem
czasOw inkubacji 30 min 1 60 min. Wynik wskazal na istotng réznice pomiedzy tymi
probkami. Srednia intensywno$é¢ fluorescencji byla wyzsza dla czasu inkubacji 60 min

(2,58+1,91) vs. czas inkubacji 30 min (2,18+1,42) (tabela 10).
Tabela 10. Statystyki opisowe oraz roznice w wartosci S$redniej intensywnoS$ci
fluorescencji w probkach z rodaming inkubowanych z kulistymi nanoczgstkami ztota Au3

o stezeniu 20 pg/ml i réznym czasie inkubacji (30 1 60 minut).

Prébka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. Zz p
czas inkubacji, min)
Au3/20/30 22| 2,18 1,42 1,66 1,14 7,38
2,81 0,005
Au3/20/60 22| 2,58 1,91 1,94 1,22 9,55

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p — poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).
Nie wykazano istotnej statystycznie rdznicy pomig¢dzy S$rednig intensywnoscia
fluorescencji probek z rodaming inkubowanych z kulistymi nanoczgstkami ztota (Au3)

o stezeniu 100 lub 200 pg/ml i r6Zznym czasie inkubacji (30 1 60 minut).

1.1.3.2. Prébka zawierajaca rodamin¢ oraz Au6
Zmierzono $rednig intensywnosci fluorescencji prob z rodaming inkubowanych
z pretopodobnymi nanoczgstkami ztota (Au6) przy stezeniu nanoczastek 200 ug/ml
1 r6znym czasie inkubacji (30 i 60 minut). Wykazano istotng statystycznie rdznice

pomiedzy analizowanymi probkami. Wyzsza warto$¢ $redniej intensywnosci
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fluorescencji zanotowano w przypadku czasu inkubacji 60 min (2,56+1,68) vs. 30 min
(2,21+1,00), tabela 11.

Tabela 11. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming inkubowanych z pretopodobnymi nanoczgstkami ztota Au6

o stezeniu 200 pg/ml i ich analiza wzgledem czasu inkubacji (30 i 60 minut).

Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. | Maks. | Z p
czas inkubacji, min)
Au6/200/30 22 2,21 1,00 1,80 1,21 | 551
2,09 | 0,037
Au6/200/ 60 22 2,56 1,68 1,97 1,28 | 8,65

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p — poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

Dla préb inkubowanych z Au6 w stezeniu 20 lub 100 pg/ml i r6znym czasie inkubacji
(30 i 60 minut) takze nie wykazano istotnej statystycznie roznicy pomigdzy
analizowanymi probkami.

1.1.1. Poréwnanie prob zawierajacych rodamine ze wzgledu na typ
nanoczastek zlota przy tym samym czasie inkubacji i r6znym stezeniu

Porownano warto$ci $redniej intensywno$ci fluorescencji parami pomigdzy
probkami krwi zawierajagcymi rodaming inkubowanymi przez 30 min z kulistymi oraz
pretopodobnymi nanoczgstkami ztota o réznym stezeniu. Otrzymano w ten sposob
w sumie 3 pary: dla stezen 20 pg/ml, 100 pg/ml oraz 200 pg/ml. Przy st¢zeniu 100 pg/ml,
roznica w $redniej intensywnosci fluorescencji pomiedzy probkami z nanoczastkami
kulistymi vs. pretopodobnymi (Au3 vs. Au6) okazala si¢ by¢ istotna statystycznie.
Wyzszg warto$¢ zanotowang dla prgtopodobnych nanoczastek (Au6), dla ktérych
wyniosta ona 2,46+1,75 vs. 2,16+1,31 dla kulistych nanoczastek ztota (Au3).
Z kolei dla analogicznych par probek o stg¢zeniach 20 1 200 pg/ml, omawiane rdznice nie
byly istotne ze statystycznego punktu widzenia (p = 0,194 i p = 0,178 odpowiednio),
tabela 12.
Tabela 12. Statystyki opisowe oraz réznice w wartosci $redniej intensywnosci
fluorescencji w probkach z rodaming inkubowanych przez 30 min z kulistymi

i pretopodobnymi nanoczastkami ztota o réznym stezeniu (20, 100, 200 pg/ml).

66



Nanoczastka /

stezenie, ug/ml / n Srednia Odch. std. | Mediana | Min. |Maks.| Z p
czas inkubacji, min

Au3/20/30 22 2,18 1,42 1,66 1,14 7,38

1,30(0,194
Au6/20/30 22 2,42 1,95 1,66 1,27 9,32
Au3/100/30 22 2,16 1,31 1,63 1,33 6,74

2,870,004
Au6/100/ 30 22 2,46 1,75 1,89 1,33 9,55
Au3/200/30 22 2,36 1,44 1,69 1,37 7,46

1,35(0,178
Au6/200/30 22 2,21 1,00 1,80 1,21 5,51

Z — wartos$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p — poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

Dla probek krwi z rodaming inkubowanych z kulistymi lub pretopodobnymi

nanoczastkami ztota (Au3 lub Au6) przez 60 min, w réznych stgzeniach (20, 100, 200

pg/ml), nie wykazano istotnej réznicy miedzy typami nanoczastek dla zadnego z uzytych

stezen.
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1.2. Srednia intensywno$¢ fluorescencji probek inkubowanych z rodamina,
PMA i buforem wzgledem probek inkubowanych z rodaming, PMA i AuNP
W kazdej z prob byta uzyta rodamina i PMA. Elementem réznicujagcym byto dodanie
kulistych (Au3) lub pretopodobnych (Au6) nanoczgstek ztota (proby badane) lub samego

buforu, w ktorym zawieszone sg nanoczastki (proba kontrolna).
1.2.1. Por6éwnanie préobek zawierajacych rodamine¢, PMA i bufor wzgledem

probek z rodaming, PMA i Au3 lub Au6
1.2.1.1. Prébka zawierajagca rodaming PMA i bufor vs. rodamine,
PMA i Au3
Poréwnano wartos$ci sredniej intensywnosci fluorescencji w probkach granulocytow
zawierajacych rodaming, PMA oraz bufor (proba kontrolna), z prébami zawierajacymi
zamiast buforu kuliste nanoczagstki zlota (proby badane). Zastosowano dwa czasy
inkubacji (30 min lub 60 min) oraz trzy stezenia (20, 100, 200 pg/ml) kulistych
nanoczastek zlota (Au3). Warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji dla proby
kontrolnej wyniosta 35,82+15,78. Po inkubacji z kulistymi nanoczgstkami zlota,
intensywnos$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji wahata si¢ migdzy 39,58+17,92 przy
stezeniu nanoczastek 20 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min do 42,55+£19,61 przy stezeniu
nanoczgstek 100 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min. Réznica pomigdzy krwig
z rodaming i PMA po inkubacji z kulistymi nanoczgstkami ztota a probg kontrolng
okazata si¢ by¢ istotna statystycznie w przypadku wszystkich kombinacji stezen i czaséw
inkubacji z wyjatkiem stezenia 20 pug/ml i czasu inkubacji 30 min oraz 60 min.
W przypadku pozostatych poréwnan, proba kontrolna wykazata nizszg wartos¢ Sredniej
intensywnosci fluorescencji w kazdym z przypadkéw. Dla st¢zenia 100 ug/ml i czasu
inkubacji 30 min analizowana wartos¢ wyniosta 42,55+19,61, w stezeniu 200 pg/ml
i czasie inkubacji 30 min wyniosta 42,47+19,29. W stezeniu 100 pg/ml i czasie inkubacji
60 min byto to 41,75+18,32, natomiast dla stezenia 200 pug/ml i czasie inkubacji 60 min
analizowana warto$¢ byta rowna 42,38+17,02, tabela 13.

Tabela 13. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z kulistymi nanoczastkami zlota Au3 oraz

ocena roznicy VS. proba kontrolna.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, ug/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. | Maks. t df p
czas inkubacji, min)

Bufor do Au3 22| 35,82 15,78 37,54 7,23 | 64,58

-1,59 |21 | 0,126
Au3/20/30 22| 39,58 17,92 36,73 8,27 | 76,09
Bufor do Au3 22| 35,82 15,78 37,54 7,23 | 64,58

-2,12 |21 | 0,046
Au3/100/30 22| 42,55 19,61 38,82 9,28 | 78,03
Bufor do Au3 22| 35,82 15,78 37,54 7,23 | 64,58

-2,37 |21 | 0,027
Au3/200/30 22| 42,47 19,29 37,71 7,79 | 82,02
Bufor do Au3 22| 35,82 15,78 37,54 7,23 | 64,58

-1,95 | 21 | 0,065
Au3/20/60 22| 41,32 16,82 42,39 | 13,49 | 80,25
Bufor do Au3 22| 35,82 15,78 37,54 7,23 | 64,58

-2,97 | 21 | 0,007
Au3/100/60 22| 4175 18,32 41,31 | 11,63 81,72
Bufor do Au3 22| 35,82 15,78 37,54 7,23 | 64,58

-3,43 |21 | 0,003
Au3/200/60 22| 42,38 17,02 45,09 | 13,27 | 71,09

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df - liczba stopni swobody, p — poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2.1.2. Proébka zawierajaca rodaming PMA i bufor vs. rodamine,
PMA i Au6

Porownano warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach granulocytow
zawierajacych rodaming, PMA i bufor (proba kontrolna), z probami badanymi
zawierajacymi pretopodobnych nanoczastek ztota (Au6). Zastosowano czas inkubacji -
30 min lub 60 min oraz st¢zenie (20, 100, 200 pg/ml) dodawanych pr¢topodobnych
nanoczgstek zlota. Warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji dla proby kontrolnej
wyniosta 37,98+17,04. Natomiast po inkubacji z prgtopodobnymi nanoczastkami ztota,
srednia intensywno$¢ fluorescencji wahata si¢ migdzy 39,53+£17,47 przy stezeniu
nanoczastek 100 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min do 42,43+17,80 przy stezeniu
nanoczastek 100 pg/ml oraz czasie inkubacji 60 min. Roéznica pomiedzy krwig
z rodaming i PMA po inkubacji z pretopodobnymi nanoczastkami ztota a proba kontrolng
okazata si¢ by¢ istotna statystycznie w przypadku st¢zenia 100 pg/ml i czasu inkubacji
60 min. Srednia intensywnos¢ fluorescencji byta istotnie wyzsza w probee
z nanoczgstkami i wyniosta 42,43+17,80 (vs. 37,98+17,04 w probie kontrolnej).
Natomiast wszystkie pozostate pary wykazaly brak istotnej statystycznie roznicy
pomiedzy warto$ciag Sredniej intensywnosci fluorescencji probek z rodaming i PMA po

inkubacji z nanoczastkami vs. proba kontrolna, tabela 14.
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Tabela 14. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywno$ci fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami ztota

Aub o réznym stezeniu oraz analiza probek Vvs. proba kontrolna.

Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. | t | df | p
czas inkubacji, min)
Bufor do Au6 22| 37,98 17,04 38,64 8,99 73,27
Au6/20/30 22| 40,96 16,28 40,80 8,55 81,22
Bufor do Au6 22| 37,98 17,04 38,64 8,99 73,27
Au6 /100/ 30 22| 39,53 17,47 35,24 8,51 81,34
Bufor do Au6 22| 37,98 17,04 38,64 8,99 73,27
Au6 /200/30 22| 40,94 18,21 37,15 9,60 80,11
Bufor do Au6 22| 37,98 17,04 38,64 8,99 73,27
Au6/20/60 22| 41,54 16,99 42,90 11,59 | 71,06
Bufor do Au6 22| 37,98 17,04 38,64 8,99 73,27
Au6/100/60 22| 42,43 17,80 42,57 15,87 78,34
Bufor do Au6 22| 37,98 17,04 38,64 8,99 73,27
Au6 / 200/ 60 22| 40,53 19,32 40,51 12,05 | 78,67

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p — poziom

-1,18| 21 |0,251

-0,59| 21 |0,565

-1,10| 21 |0,284

-1,62| 21 |0,120

-2,13| 21 |0,045

-0,96| 21 {0,347

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono wynik istotny statystycznie (p < 0,05).

1.2.2. Porownanie prébek zawierajacych rodamine i PMA z zastosowaniem
roznych zmiennych - typu nanoczgstek zlota Au3 lub Au6 w réznych
stezeniach i czasach inkubacji

Warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji probek zawierajacych rodaming i PMA
inkubowanych przez 30 minut z kulistymi nanoczgstkami zlota (Au3) wyniosta
39,58+17,92 przy stezeniu 20 pg/ml, 42,47+19,29 przy stezeniu 200 pg/ml. Najwyzsza
warto§¢ 42,55+19,61 zanotowano przy st¢zeniu 100 pg/ml. Przeprowadzono ocene
istotno$ci statystycznej zalezno$ci $redniej intensywnosci fluorescencji omawianych
probek od stezenia nanoczastek, przy tym samym czasie inkubacji 30 min. Wnioskowanie
potwierdzito istotno$¢ statystyczng badanej roznicy, tabela 15. Kolejno, zbadano, ktoére
pary wsrdd trzech probek odpowiadaja za istotno$¢ statystyczng analizowanej zaleznosci.
Wynikiem testu statystycznego post-hoc, byt brak wskazania na parg, mi¢dzy ktorg
réznica byla statystycznie istotna. Jednak w przypadku probek o stezeniach 20 pg/ml
a 100 pg/ml poziom istotnosci statystycznej byt bliski granicy istotnosci (p = 0,054), co

bylo wskazaniem, Ze ta para przyczynia si¢ w najwyzszym stopniu do istotnego

70



statystycznie wyniku przy ogoélnym pordwnaniu zalezno$ci

intensywnosci fluorescencji od st¢zenia nanoczgstek.

wartosci

$redniej

Tabela 15. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji

w probkach z rodaming i PMA inkubowanych przez 30 min z kulistymi nanoczastkami

ztota Au3 oraz ich analiza wzgledem stezenia (20, 100, 200 pg/ml).

Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. | F | df p
czas inkubacji, min)
Au3/20/30 22| 39,58 17,92 36,73 8,27 76,09
Au3/100/30 22| 42,55 19,61 38,82 9,28 78,03 | 3,71 | 2/42 | 0,033
Au3/200/30 22| 42,47 19,29 37,71 7,79 82,02

F — warto$¢ statystyki testowej testu ANOVA powtarzalnych pomiardéw, df — liczba stopni swobody dla

efektu/btedu, p - poziom prawdopodobiefistwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik testu

ANOVA (p < 0,05).

Dla pozostatych porownywanych miedzy sobg prob zawierajacych granulocyty, nie

wykazano roznicy istotnej statystycznie pomigdzy wykorzystanym typem nanoczgstek

ztota (Au3 lub Aub), stezeniem (20, 100, 200 ug/ml), czasem inkubacji (30 lub 60 minut).
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B. Komodrki inkubowane z nanoczgstkami srebra
1. Granulocyty
1.1. Warto$¢ Sredniej intensywnos$ci fluorescencji probek inkubowanych
z rodaming i buforem wzgledem probek inkubowanych z rodaming
I nanoczastkami srebra

W kazdej z prob byta uzyta rodamina, elementem réznicujacym byto dodanie buforu,
w ktorym zawieszone sg nanoczastki do proby kontrolnej lub nanoczastek srebra do prob
badanych.

Wartosci odsetkowe uczestniczacych w wybuchu oddechowym granulocytow
przedstawione na cytogramie, odpowiadaly wielkosciom opisanym przez producenta
testu Phagoburst i utrzymywaly si¢ na $rednim poziomie 93,27+1,66%. Analiza
statystyczna wartosci odsetkowych nie wykazata réznic istotnych statystycznie pomiedzy
zadnymi probami.

Wykonano 22 powtorzenia badan, przy uzyciu 22 probek krwi.

1.1.1. Porownanie probek zawierajacych rodamine i bufor wzgledem
probek z rodaming i Ag

Porownano warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji w probkach granulocytow
zawierajacych rodamine i bufor (préba kontrolna), z probami zawierajgcymi nanoczastki
srebra. Zastosowano czas inkubacji 30 min lub 60 min oraz stezenie 20, 100 lub 200
pg/ml dodawanych nanoczastek srebra (Ag). W przypadku zadnej z badanych probek
warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji nie okazata si¢ by¢ statystycznie rdézna od
proby kontrolnej (tabela 16).

Tabela 16. Statystyki opisowe dla $redniej intensywnos$ci fluorescencji w probkach

z rodaming inkubowanych z nanoczastkami srebra o rdznym stezeniu VS. proba kontrolna.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. | Maks. | Z P
czas inkubacji, min)
Bufor do Ag 22 3,27 1,95 2,83| 0,88 6,85
- 0,16 | 0,8721
Ag 30 min 20 22 3,56 1,18 3,68| 1,81 5,32
Bufor do Ag 22 3,27 1,95 2,83| 0,88 6,85
: 1,03 | 0,3046
Ag 30 min 100 22 3,40 1,01 3,78| 1,68 4,98
Bufor do Ag 22 3,27 1,95 2,83| 0,88 6,85
: 0,34| 0,7369
Ag 30 min 200 22 3,54 1,21 3,51| 1,83 5,35
Bufor do Ag 22 3,27 1,95 2,83| 0,88 6,85
1,46| 0,1454
Ag 60 min 20 22 2,68 1,36 2,21 1,03 5,42
Bufor do Ag 22 3,27 1,95 2,83| 0,88 6,85
0,49| 0,6274
Ag 60 min 100 22 2,84 1,46 2,30 1,02 5,75
Bufor do Ag 22 3,27 1,95 2,83| 0,88 6,85
0,52| 0,6012
Ag 60 min 200 22 3,17 1,67 2,66 1,20 8,31

Z — wartos¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa.

1.1.2. Poréwnanie probek zawierajacych rodamine oraz Ag

z wykorzystaniem réznych stezen przy tym samym czasie inkubacji
Zmierzono warto$ci $redniej intensywno$ci fluorescencji dla krwi z rodaming
inkubowanej przez 30 oraz 60 min z nanoczgstkami srebra oraz W réznych stezeniach
(20, 100 lub 200 pg/ml) nanoczastek. Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy

pomigdzy analizowanymi probkami.

1.1.3. Porownanie probek zawierajacych rodamine oraz Ag w tym samym
stezeniu 20, 100 lub 200 pg/ml i réznym czasie inkubacji
Poréwnano warto$¢ S$redniej intensywno$ci fluorescencji probek z rodaming
inkubowana z nanoczgstkami srebra W stezeniu 20 pg/ml wzgledem czaséw inkubacji 30
min 1 60 min. Wynik wskazat na istotng réznice pomigdzy tymi probkami. Wartosé
Sredniej intensywnosci fluorescencji byla wyzsza dla czasu inkubacji 30 min (3,56+1,18)
vs. czas inkubacji 60 min (2,68+1,36), tabela 17.
Tabela 17. Statystyki opisowe oraz réznice w wartosci $redniej intensywnosci
fluorescencji w probkach z rodaming inkubowanych z nanoczgstkami srebra o stezeniu

20 pg/ml i roznym czasie inkubacji (30 i 60 minut).
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Probka (nanoczastka /

stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. z p
czas inkubacji, min)
Ag/20/30 22| 3,56 1,18 3,68 1,81 5,32
2,73 0,006
Ag/20/60 22| 2,68 1,36 2,21 1,03 5,42

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

Dla préb inkubowanych z nanoczastkami srebra w st¢zeniu 100 lub 200 pg/ml nie

wykazano réznic istotnych statystycznie pomiedzy czasem inkubacji 30 i 60 minut.

1.2. Warto$¢ S$redniej intensywnosci fluorescencji probek inkubowanych
z rodamina, PMA i buforem wzgledem probek inkubowanych z rodamina,
PMA i nanoczastki srebra
W kazdej z prob byta uzyta rodamina i PMA, elementem ro6znicujgcym byto dodanie
buforu, w ktorym zawieszone sg nanoczastki do proby kontrolnej lub nanoczgstek srebra
do préb badanych.
1.2.1. Porownanie probek zawierajacych rodamine, PMA i bufor wzgledem
probek z rodamina, PMA i Ag
Porownano warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach granulocytow
zawierajacych rodamine, PMA oraz bufor (proba kontrolna), z prébami posiadajgcymi
nanoczastki srebra. Zastosowano dwa czasy inkubacji - 30 min lub 60 min oraz st¢zenia
20, 100, 200 pg/ml nanoczastek srebra (Ag). Wartos¢ s$redniej intensywnosci
fluorescencji dla proby kontrolnej wyniosta 36,10+16,23. Natomiast po inkubacji
z nanoczastkami srebra, $rednia intensywno$¢ fluorescencji wahata si¢ miedzy
31,26+14,00 przy stezeniu nanoczastek 20 pg/ml oraz czasie inkubacji 60 min do
35,62+14,30 w stgzeniu nanoczastek 200 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min. Réznica
pomiedzy krwig z rodaming i PMA po inkubacji z nanoczastkami srebra a probg kontrolng
okazata si¢ by¢ istotna statystycznie w przypadku stezenia 20 pg/ml i czasu inkubacji 60
min (p = 0,003). Dla st¢zenia 20 pg/ml i czasu inkubacji 60 min analizowana warto$¢
byta istotnie nizsza niz w probie kontrolnej 1 wyniosta 31,26+14,00 (vs. 36,10+16,23
w probie kontrolnej). Wsrdd pozostatych probek inkubowanych z nanoczastkami srebra,
zadna nie byta istotnie r6zna od proby kontrolnej, tabela 18.
Tabela 18. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywno$ci fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z nanoczastkami srebra oraz pordwnanie

vs. proba kontrolna.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. z P
czas inkubacji, min)

Bufor do Ag 22 | 36,10 16,23 27,65 19,97 | 77,56

1,21 0,227
Ag/20/30 22 | 33,65 14,24 28,94 20,54 | 77,56
Bufor do Ag 22 | 36,10 16,23 27,65 19,97 | 77,56

1,08 0,279
Ag/100/30 22 | 33,71 13,68 28,87 21,06 | 72,26
Bufor do Ag 22 | 36,10 16,23 27,65 19,97 | 77,56

0,11 0,911
Ag/200/30 22 | 35,62 14,30 32,24 19,29 74,77
Bufor do Ag 22 | 36,10 16,23 27,65 19,97 | 77,56

3,02 0,003
Ag/20/60 22 | 31,26 14,00 26,11 18,75 | 70,35
Bufor do Ag 22 | 36,10 16,23 27,65 19,97 | 77,56

1,87 0,062
Ag/100/60 22 | 33,25 15,81 27,07 18,70 | 82,85
Bufor do Ag 22 | 36,10 16,23 27,65 19,97 | 77,56

1,61 0,108
Ag/200/60 22 | 33,23 14,95 28,65 13,55 | 69,40

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienistwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2.2. Poréwnanie probek zawierajacych rodamine, PMA oraz Ag
W roznym stezeniu przy tym samym czasie inkubacji
Zmierzono $érednig intensywno$¢ fluorescencji dla krwi z rodaming i PMA
inkubowanej z nanoczgstkami srebra przez 30 lub 60 min oraz rdéznych st¢zeniach
nanoczastek (20, 100, 200 ug/ml). Nie wykazano istotnej statystycznie roznicy pomiedzy
analizowanymi probkami.
1.2.3. Porownanie prébek zawierajacych rodamine, PMA oraz Ag w tym
samym stezeniu 20, 100 lub 200 pg/ml i r6znym czasie inkubacji
1.2.3.1. Prébka zawierajaca rodamine, PMA oraz Ag w stezeniu 20
pg/ml
Poréwnano warto$¢ sredniej intensywnos$ci fluorescencji prob z rodaming i PMA
inkubowana z nanoczastkami srebra (Ag) 0 stezeniu 20 pg/ml wzgledem czaséw
inkubacji 30 min i 60 min. Wynik wskazatl na istotng réznic¢ pomie¢dzy tymi probkami (p
= 0,006). Srednia intensywno$¢ fluorescencji byta wyzsza dla czasu inkubacji 30 min
(33,65+14,24) vs. czas inkubacji 60 min (31,26+14,00), tabela 19.
Tabela 19. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z nanoczastkami srebra o stezeniu 20

ug/ml oraz ich analiza wzgledem czasu inkubacji.
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Probka (nanoczastka /

stezenie, pg/ml / n |Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. z P
czas inkubacji, min)
Ag/20/30 22 | 33,65 14,24 28,94 20,54 77,56
2,73 0,006
Ag/20/60 22 | 31,26 14,00 26,11 18,75 70,35

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2.3.2. Prébka zawierajaca rodamine, PMA oraz Ag w stezeniu 100
pg/ml
Nastepnie badana byla $rednia intensywnos¢ fluorescencji prob z rodaming i PMA
inkubowanych z nanoczastkami srebra 0 stezeniu nanoczgstek 100 pug/ml i réznym czasie
inkubacji (30 i 60 minut). Nie wykazano istotnej statystycznie rdznicy pomiedzy
analizowanymi probkami.
1.2.3.3. Prébka zawierajaca rodamine, PMA oraz Ag w stezeniu 200
pg/ml
Porownano warto$¢ $redniej intensywnos$ci fluorescencji prob z rodaming i PMA
inkubowang z nanoczgstkami srebra przy stezeniu 200 ng/ml wzgledem czaséw inkubacji
30 min 1 60 min. Wynik wskazal na istotng roznicg pomig¢dzy tymi prébkami (p = 0,010).
Warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji byta wyzsza dla czasu inkubacji 30 min
(35,62+14,30) vs. czas inkubacji 60 min (33,23+14,95), tabela 20.
Tabela 20. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z nanoczastkami srebra o stezeniu 200

pg/ml 1 ich analiza wzgledem czasu inkubacji.

Probka (nanoczastka /

stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. A p
czas inkubacji, min)
Ag/200/30 22| 35,62 14,30 32,24 19,29 | 74,77
2,58 0,010
Ag/200/60 22| 33,23 14,95 28,65 13,55 | 69,40

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).
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C. Komorki inkubowane z nanoczastkami zlota
1. Monocyty

Wartosci odsetkowe uczestniczacych w  wybuchu oddechowym monocytow
przedstawione na cytogramie, odpowiadaty wielkosciom opisanym przez producenta
testu Phagoburst i utrzymywaly si¢ na $rednim poziomie 80,75+5,44%. Analiza
statystyczna warto$ci odsetkowych nie wykazata r6znic istotnych statystycznie pomig¢dzy
zadnymi prébami.

Wykonano 22 powtdrzenia badan, przy uzyciu 22 probek Krwi.

1.1. Warto$¢ Sredniej intensywnos$ci fluorescencji proébek inkubowanych
z rodaming i buforem wzgledem probek inkubowanych z rodaming
i nanoczastkami zlota
W kazdej z prob byta uzyta rodamina. Elementem roznicujacym byly dodanie AUNP
(proby badane) lub samego buforu, w ktérym zawieszone sg nanoczgstki (proba
kontrolna).
1.1.1. Poréwnanie proébek zawierajacych rodamine i bufor wzgledem
probek z rodaming i Au3 lub Au6
1.1.1.1. Prébka zawierajaca rodamine i bufor vs. rodamine i Au3
Porownano warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji monocytow W probkach
zawierajacych rodaming i bufor (proba kontrolna), z proébami zawierajagcymi kuliste
nanoczastki ztota (Au3). Zastosowano rozroznienie na czas inkubacji (30 min lub 60 min)
oraz stezenie 20, 100, 200 pg/ml nanoczastek. W przypadku zadnej
z badanych probek warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji nie okazata si¢ by¢
statystycznie r6zna od proby kontrolnej (tabela 21).
Tabela 21. Statystyki opisowe dla sredniej intensywnosci fluorescencji w probkach
z rodaming inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 o ré6znym stezeniu Vs.

proba kontrolna.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. z P
czas inkubacji, min)
Bufor do Au3 22 2,82 2,53 2,20 1,10 12,10
0,33| 0,7439
Au3 20 30 min 22 2,02 0,51 191 1,34 3,10
Bufor do Au3 22 2,82 2,53 2,20 1,10 12,10
0,11| 0,9133
Au3 100 30 min 22 2,65 1,82 2,26 1,22 8,85
Bufor do Au3 22 2,82 2,53 2,20 1,10 12,10
0,61| 0,5421
Au3 200 30 min 22 2,27 0,71 2,30 1,43 3,84
Bufor do Au3 22 2,82 2,53 2,20 1,10 12,10
0,41| 0,6791
Au3 20 60 min 22 2,39 1,54 2,16 1,17 8,26
Bufor do Au3 22 2,82 2,53 2,20 1,10 12,10
0,30| 0,7605
Au3 100 60 min 22 2,29 0,79 2,21 1,15 3,73
Bufor do Au3 22 2,82 2,53 2,20 1,10 12,10
0,37 0,7113
Au3 200 60 min 22 2,98 2,49 2,26 1,20 9,75

Z — wartos¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa

1.1.1.2.

Przeanalizowano wartos¢

zawierajacych rodaming

i bufor,

sredniej

intensywnosci

fluorescencji

Probka zawierajaca rodamine i bufor vs. rodamine i Au6
W probkach

Z probami inkubowanymi z pretopodobnymi

nanoczastkami ztota (Au6). Zastosowano dwa czasy inkubacji (30 min lub 60 min) oraz

trzy stezenia 20, 100, 200 pg/ml nanoczgstek. W przypadku zadnej z badanych probek

wartos¢ sredniej intensywnosci fluorescencji nie okazata si¢ by¢ statystycznie r6zna od

proby kontrolnej (tabela 22).

Tabela 22. Statystyki opisowe dla $redniej intensywnos$ci fluorescencji w probkach

z rodaming inkubowanych z pretopodobnymi nanoczgstkami zlota (Au6) o réznym

stezeniu VS. proba kontrolna.
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Probka (nanoczastka /

stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. z P
czas inkubacji, min)
Bufor do Au6 22 2,14 0,58 1,98 1,26 3,02
1,11| 0,2668
Au6 20 30 min 22 2,04 0,66 1,93 1,08 3,81
Bufor do Au6 22 2,14 0,58 1,98 1,26 3,02
0,02| 0,9826
Au6 100 30 min 22 2,27 1,14 2,17 0,61 514
Bufor do Au6 22 2,14 0,58 1,98 1,26 3,02
0,24| 0,8107
Au6 200 30 min 22 2,25 0,99 1,89 1,34 4,49
Bufor do Au6 22 2,14 0,58 1,98 1,26 3,02
0,20| 0,8446
Au6 20 60 min 22 2,30 0,91 1,94 1,22 4,28
Bufor do Au6 22 2,14 0,58 1,98 1,26 3,02
0,81 0,4204
Au6 100 60 min 22 2,34 0,81 2,22 1,06 4,20
Bufor do Au6 22 2,14 0,58 1,98 1,26 3,02
0,52| 0,6013
Au6 200 60 min 22 2,34 0,80 2,14 1,32 3,94

Z — wartos¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa

1.1.2. Porownanie w obrebie prob zawierajacych rodamine z zastosowaniem

zmiennych - typu nanoczastek zlota Au3 lub Au6 w roznych stezeniach

i czasie inkubacji

Dla pozostatych porownywanych migdzy sobg prob zawierajagcych monocyty, nie

wykazano roznicy istotnej statystycznie pomiedzy wykorzystanym typem nanoczastek

ztota (Au3 lub Aub), stezeniem (20, 100, 200 pg/ml), czasem inkubacji (30 lub 60 minut).
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1.2. Warto$¢ S$redniej intensywnos$ci fluorescencji probek inkubowanych
z rodamina, PMA i buforem wzgledem probek inkubowanych z rodamina,
PMA i nanoczastkami zlota

W kazdej z prob uzyta byta rodamina i PMA. Elementem réznicujagcym byto dodanie
AUNP (w probach badanych) lub buforu, w ktorym zawieszone sg nanoczastki w probie

kontrolnej.
1.2.1. Por6wnanie prébek zawierajacych rodamine¢, PMA i bufor wzgledem

probek z rodaming, PMA i Au3 lub Au6
1.2.1.1. Prébka zawierajagca rodaming PMA i bufor vs. rodamine,
PMA i Au3

Poré6wnano warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach monocytow
zawierajacych rodaming, PMA oraz bufor (proba kontrolna), z prébami zawierajagcymi
rodaming, PMA i kuliste nanoczgstki ztota (Au3) (proba badana). Zastosowano
réznicowanie ze wzgledu na zastosowany czas inkubacji (30 min lub 60 min) oraz
stezenie (20, 100, 200 pg/ml) dodanych AUNP. Warto$¢ s$redniej intensywnosSci
fluorescencji dla proby kontrolnej wyniosta 16,97+2.82. Roéznica pomig¢dzy krwig
z rodaming i PMA po inkubacji z kulistymi nanoczgstkami ztota (Au3) a probg kontrolng
okazata si¢ by¢ istotna statystycznie w przypadku stezenia 20 pug/ml i czasu inkubacji 60
min. Wyzszg warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji zanotowano w przypadku
probki po inkubacji z nanoczastkami (18,55£3,16 vs. 16,97+£2,82 w probie kontrolne;j).
W przypadku pozostatych poréwnan, proba kontrolna nie okazata si¢ by¢ istotnie rozna
od probek po inkubacji pod wzgledem wartosci $redniej intensywnosci fluorescencii,

tabela 23.
Tabela 23. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming 1 PMA inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 i ich

analiza vs. proba kontrolna.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. z P
czas inkubacji, min)

Bufor do Au3 22| 16,97 2,82 17,02 11,80 22,52

0,33 0,744
Au3/20/30 22| 17,52 4,61 16,54 11,73 29,98
Bufor do Au3 22| 16,97 2,82 17,02 11,80 22,52

0,15 0,879
Au3/100/30 22| 17,33 4,43 16,96 11,04 | 28,34
Bufor do Au3 22| 16,97 2,82 17,02 11,80 22,52

0,81 0,420
Au3/200/30 22| 17,77 4,27 17,89 11,22 26,17
Bufor do Au3 22| 16,97 2,82 17,02 11,80 22,52

2,63 0,008
Au3/20/60 22| 18,55 3,16 18,74 11,39 | 25,63
Bufor do Au3 22| 16,97 2,82 17,02 11,80 22,52

1,81 0,071
Au3/100/60 22| 19,54 5,86 17,16 11,39 | 34,14
Bufor do Au3 22| 16,97 2,82 17,02 11,80 22,52

0,28 0,777
Au3/200/60 22| 17,64 5,79 16,74 11,24 33,47

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnoéci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienistwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2.1.2. Proébka zawierajaca rodaming PMA i bufor vs. rodamine,
PMA i Au6

Porownano warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach zawierajacych
rodamine i PMA i bufor (proba kontrolna), z probami badanymi, do ktérych dodano
rodaming, PMA i pretopodobne nanoczastki ziota (Au6). Zastosowano dwa czasy
inkubacji (30 min lub 60 min) oraz trzy stezenia (20, 100, 200 pg/ml) AuNP.
W przypadku zadnej z badanych probek wartos$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji nie

okazata si¢ by¢ statystycznie rézna od proby kontrolnej (tabela 24).
Tabela 24. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami zlota

(Aub) i ich analiza vs. proba kontrolna.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. z P
czas inkubacji, min)
Bufor do Au6 22 17,80 4,40 17,09 11,10 28,52
1,02| 0,3061
Au6 20 30 min 22 19,29 3,63 18,76 | 12,43 26,68
Bufor do Au6 22 17,80 4,40 17,09 11,10 28,52
0,11| 10,9133
Au6 100 30 min 22 18,05 3,40 18,52 11,37 24,78
Bufor do Au6 22 17,80 4,40 17,09 11,10 28,52
0,11| 10,9133
Au6 200 30 min 22 18,58 5,28 17,14 12,57 31,26
Bufor do Au6 22 17,80 4,40 17,09 11,10 28,52
0,63| 05277
Au6 20 60 min 22 17,39 4,76 17,29 10,08 28,15
Bufor do Au6 22 17,80 4,40 17,09 11,10 28,52
0,37| 0,7113
Au6 100 60 min 22 17,06 5,54 16,97| 10,20 29,39
Bufor do Au6 22 17,80 4,40 17,09 11,10 28,52
0,54| 0,5862
Au6 200 60 min 22 18,88 4,32 18,37 11,99 29,11

Z — wartos¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa.

1.2.2. Porownanie w obrebie komorek wykazujacych stan zapalny
z zastosowaniem réznych zmiennych tj. typu nanoczastek zlota Au3 lub
Aub6 w roznych stezeniach i czasie inkubacji

Analiza s$redniej intensywnosci fluorescencji monocytow z rodaming i PMA
inkubowanych z pretopodobnymi nanoczgstkami ztota (Au6) w stezeniu nanoczgstek 20
pg/ml przez 30 i 60 minut. Wynik wskazat na istotng réznice pomigdzy tymi probkami.
Warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji byta wyzsza dla czasu inkubacji 30 min

(19,29+3,63) vs. czas inkubacji 60 min (17,39+4,76), tabela 25.
Tabela 25. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami zlota

AUG o stezeniu 20 pg/ml oraz ich analiza wzgledem czasu inkubacji.

Proébka (nanoczastka /

stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. A p
czas inkubacji, min)
Au6/20/30 22| 19,29 3,63 18,76 12,43 | 26,68
2,46 0,014
Au6/20/60 22| 17,39 4,76 17,29 10,08 | 28,15

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).
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Dla pozostatych porownywanych migdzy soba prob zawierajacych monocyty, nie
wykazano roznicy istotnej statystycznie pomigdzy wykorzystanym typem nanoczastek

ztota (Au3 lub Aub), stezeniem (20, 100, 200 pg/ml), czasem inkubacji (30 lub 60 minut).
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D. Komodrki inkubowane z nanoczgstkami srebra
1. Monocyty

Wartosci odsetkowe uczestniczacych w  wybuchu oddechowym monocytéw
przedstawione na cytogramie, odpowiadaty wielkosciom opisanym przez producenta
testu Phagoburst i utrzymywaly si¢ na S$rednim poziomie 75,76+£3,96%. Analiza
statystyczna warto$ci odsetkowych nie wykazata réznic istotnych statystycznie pomig¢dzy
zadnymi prébami.

Wykonano 22 powtdrzenia badan, przy uzyciu 22 probek Krwi.

1.1. Warto$¢ Sredniej intensywnos$ci fluorescencji proébek inkubowanych

z rodaming i buforem wzgledem prébek inkubowanych z rodaming i Ag

W kazdej z prob byta uzyta rodamina, elementem réznicujagcym byto dodanie buforu,
w ktorym zawieszone sg nanoczastki do proby kontrolnej lub nanoczastek srebra do prob
badanych.

1.1.1. Poréwnanie proébek zawierajacych rodamine i bufor wzgledem
probek z rodaming i Ag

Porownano warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach monocytow
zawierajacych rodamine bedacych proba kontrolng, z probami zawierajacymi
nanoczastki srebra (Ag). Elementem roznicujgcym byt zastosowany czas inkubacji (30
min lub 60 min) oraz stezenie (20, 100, 200 pg/ml) dodawanych nanoczastek. Warto$¢
sredniej intensywnosci fluorescencji dla proby kontrolnej wyniosta 1,61+0,34. Natomiast
po inkubacji z nanoczastkami srebra, warto$¢ S$redniej intensywnosci fluorescencji
wahata si¢ miedzy 1,54+0,26 przy stezeniu nanoczastek 20 pg/ml oraz czasie inkubacji
60 min do 1,92+0,48 przy st¢zeniu nanoczastek 200 pg/ml oraz czasie inkubacji 60 min.
W przypadku Zzadnej z badanych probek warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji nie
okazata si¢ by¢ statystycznie rozna od proby kontrolnej. W dwoch poréwnaniach, tj. dla
stezenia 100 pg/ml i czasu inkubacji 30 min oraz st¢zenia 200 pg/ml i czasu inkubacji 60
min, poziomy istotnosci byly bliskie przyjetej granicy istotnosci, a wigc bliskie uznania
za istotne statystycznie (p = 0,069 i p = 0,051 odpowiednio). W tych przypadkach
warto$ci $redniej intensywnosci fluorescencji byly wyzsze dla prob inkubowanych
z nanoczastkami srebra Ag (1,88+0,48 vs. 1,61+£0,34 w probie kontrolnej oraz 1,92+0,48
vs. 1,61+0,34 w probie kontrolnej, odpowiednio), tabela 26.
Tabela 26. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywno$ci fluorescencji
w probkach z rodaming inkubowanych z nanoczastkami srebra i ich analiza vs. proba

kontrolna.

84



Probka (nanoczastka /
stezenie, ug/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. t df p
czas inkubacji, min)

Bufor do Ag 22| 161 0,34 1,49 1,20 2,42

-0,52| 18 |0,609
Ag/20/30 22| 1,67 0,41 1,65 1,10 2,77
Bufor do Ag 22| 161 0,34 1,49 1,20 2,42

-1,93| 18 |0,069
Ag/100/30 22| 1,88 0,48 1,69 1,21 3,03
Bufor do Ag 22| 161 0,34 1,49 1,20 2,42

-1,82| 18 |0,085
Ag/200/30 22| 181 0,37 1,92 1,19 2,45
Bufor do Ag 22| 161 0,34 1,49 1,20 2,42

0,65| 18 [0,526
Ag/20/60 22| 154 0,26 1,46 1,11 2,05
Bufor do Ag 22| 161 0,34 1,49 1,20 2,42

-0,20| 18 |0,841
Ag/100/60 22| 1,63 0,36 1,62 1,02 2,45
Bufor do Ag 22| 161 0,34 1,49 1,20 2,42

-2,09| 18 |0,051
Ag/200/60 221 1,92 0,48 1,84 1,23 3,08

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa.

1.1.2. Porownanie probek zawierajacych rodamine oraz inkubowanych
z nanoczastkami srebra w réznym stezeniu

1.1.2.1. Pordéwnanie probek zawierajacych rodamine i PMA oraz
inkubowanych przez 30 minut z nanoczastkami srebra w réznym

stezeniu
Zmierzono warto$¢ Sredniej intensywno$ci fluorescencji dla krwi z rodaming
inkubowanej z nanoczgstkami srebra przez 30 min w réznych stezeniach (20, 100, 200
pg/ml). Nie wykazano istotnej statystycznie roznicy pomi¢dzy analizowanymi probkami.
1.1.2.2. Porownanie prébek zawierajacych rodamine i PMA oraz
inkubowanych przez 60 minut z nanoczastkami srebra w réznym

stezeniu
Analiza $redniej intensywnosci fluorescencji dla krwi z rodaming inkubowane;j
z nanoczastkami srebra przez 60 min w r6znych stezeniach (20, 100, 200 pg/ml). Wartos¢
$redniej intensywnosci fluorescencji prob zawierajacych rodaming i inkubowanych przez
60 minut z nanoczastkami srebra wyniosta 1,54+0,26 przy stezeniu 20 pg/ml oraz
1,63+0,36 przy stezeniu 100 pg/ml. Natomiast najwyzsza wartos¢ 1,92+0,48 zanotowano
przy stezeniu 200 pg/ml. Wynik testu wskazal na zalezno$¢ wartosci $redniej

intensywnosci fluorescencji od stezenia nanoczastek. Kolejno, zbadano, ktore pary wsrdd
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trzech probek odpowiadajg za istotno$¢ statystyczng analizowanej zaleznosci. Wynikiem
tego kroku bylo potwierdzenie, ze zalezno$¢ od st¢zenia nanoczastek jest determinowana
przez rdznice w $redniej intensywnosci fluorescencji migdzy stezeniem 20 pg/ml a 200
pug/ml oraz 100 ug/ml a 200 pg/ml, przy czym w obu przypadkach wyzsza warto$¢
osiggano przy stezeniu 200 pg/ml, tabela 27. Nie wykazano roznicy istotnej statystycznie
pomiegdzy zmierzong warto$cig $redniej intensywnosci fluorescencji dla krwi z rodaming
inkubowanej z nanoczastkami srebra przez 30 min w réznych stezeniach (20, 100, 200
pg/ml).

Tabela 27. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming inkubowanych przez 60 min z nanoczastkami srebra oraz ich

analiza wzgledem st¢zenia nanoczastek.

Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. Maks. F df p

czas inkubacji, min)

Ag/20/ 30 22| 1,54 0,26 1,46 1,11 2,05
Ag/100/30° 22| 1,63 0,36 1,62 1,02 2,45 | 4,46 | 2/17 | 0,028
Ag/200/30%® 22| 1,92 0,48 1,84 1,23 3,08

F — warto$¢ statystyki testowej testu Wilksa, df — liczba stopni swobody dla efektu/btedu, p - poziom
prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05). a, b - réznice
istotne statystycznie zbadane za pomocg testu post-hoc HDS Tukeya. a: p = 0,008, b: p = 0,050.

1.1.3. Porownanie probek zawierajacych rodamine oraz Ag w stezeniu 20,
100 lub 200 pg/ml przy réznym czasie inkubacji
Porownanie $redniej intensywnosci fluorescencji prob z rodaming inkubowanych
z nanoczastkami srebra w stezeniu nanoczastek 20, 100 lub 200 pg/ml w réznym czasie
inkubacji (30 i 60 minut), nie wykazato istotnej statystycznie rdznicy pomigdzy

analizowanymi probkami.
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1.2. Warto$¢ S$redniej intensywnos$ci fluorescencji probek inkubowanych
z rodamina, PMA i buforem wzgledem probek inkubowanych z rodamina,
PMA i Ag
W kazdej z prob byta uzyta rodamina i PMA, elementem roznicujacym byto dodanie
buforu, w ktorym zawieszone sg nanoczastki do proby kontrolnej lub nanoczastek srebra
do prob badanych.
1.2.1. Por6wnanie prébek zawierajacych rodamine¢, PMA i bufor wzgledem
probek z rodaming, PMA i Ag
Poréwnano wartos$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach monocytow
zawierajacych rodaming oraz PMA oraz bufor (proba kontrolna), z probami badanymi
inkubowanymi z nanoczgstkami srebra. Zastosowano czas inkubacji (30 min lub 60 min)
oraz stezenie (20, 100, 200 pg/ml) nanoczastek srebra. Wartos$¢ sredniej intensywnosci
fluorescencji dla proby kontrolnej wyniosta 23,69+2,80. Natomiast po inkubacji
z nanoczastkami srebra (Ag), warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji wahata sig
miedzy 21,3243,21 przy stezeniu nanoczastek 200 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min do
24,07+2,81 przy stezeniu nanoczastek 20 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min. Réznica
pomiedzy krwig z rodaming i PMA po inkubacji z nanoczastkami srebra a probg kontrolng
okazata si¢ by¢ istotna statystycznie w przypadku stezenia 200 pg/ml i czasu inkubacji
30 min. Dla stezenia 200 pg/ml i czasu inkubacji 30 min analizowana warto$¢ byta
istotnie nizsza niz w probie kontrolnej 1 wyniosta 21,32+3,21 (vs. 23,69+2,80
w probie kontrolnej). Ponadto, przy stezeniu 200 pg/ml i1 czasie inkubacji 60 min roznica
w warto$ciach $redniej intensywnosci fluorescencji byta réwniez statystycznie istotna
a warto$¢ $redniej intensywnos$ci fluorescencji wyniosta 21,52+3,63 (vs. 23,69+2,80
w probie kontrolnej). Wérdd pozostatych probek inkubowanych z nanoczastkami srebra,
zadna nie byta istotnie r6zna od proby kontrolnej, tabela 28.
Tabela 28. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z nanoczastkami srebra oraz ich analiza

Vs. proba kontrolna.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, ug/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. t df p
czas inkubacji, min)

Bufor do Ag 22| 23,69 2,80 23,44 19,13 28,71

-0,37| 18 |0,713
Ag/20/30 22| 24,07 2,81 24,59 17,68 27,56
Bufor do Ag 22| 23,69 2,80 23,44 19,13 28,71

0,48 | 18 |0,640
Ag/100/30 22| 23,20 3,59 23,44 16,50 28,96
Bufor do Ag 22| 23,69 2,80 23,44 19,13 28,71

2,13 | 18 |0,048
Ag/200/30 22| 21,32 3,21 21,70 12,79 25,23
Bufor do Ag 22| 23,69 2,80 23,44 19,13 28,71

-0,19| 18 |0,851
Ag/20/60 22| 23,87 3,35 24,64 17,86 28,24
Bufor do Ag 22| 23,69 2,80 23,44 19,13 28,71

1,02 | 18 |0,322
Ag/100/60 22| 22,59 3,29 22,77 14,13 28,51
Bufor do Ag 22| 23,69 2,80 23,44 19,13 28,71

2,24 | 18 |0,038
Ag/200/60 22| 21,52 3,63 21,54 15,54 28,35

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom
prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2.2. Poréwnanie probek zawierajacych rodaming i PMA oraz
inkubowanych z nanoczastkami srebra w roznym stezeniu
Warto$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji monocytow zawierajacych rodamine
1 PMA inkubowanych z nanoczastkami srebra (Ag) wyniosta 21,32+3,21 przy stezeniu
200 pg/ml, 23,2043,59, przy stezeniu 100 pug/ml, a najwyzsza wartos¢ 24,07+2,81
zanotowano przy stezeniu 20 ug/ml. Przeprowadzono oceng istotnosci statystycznej
zaleznosci $redniej intensywnosci fluorescencji omawianych probek od stezenia
nanoczastek, przy tym samym czasie inkubacji 30 min. Wnioskowanie potwierdzito
istotno$¢ statystyczng badanej réznicy. Kolejno, przeanalizowano, ktore pary wsrod
trzech probek odpowiadaja za wykazang istotnos¢ statystyczng. Testem post-hoc,
potwierdzono, ze odpowiedzialng za istotno$¢ zaleznoS$ci byta para probek o stezeniach
20 pg/ml i 200 pg/ml, tabela 29.
Tabela 29. Statystyki opisowe dla wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych przez 30 min z nanoczastkami srebra oraz

ich analiza wzglgdem réznych poziomow stgzenia.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, ug/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. F df p
czas inkubacji, min)
Ag/20/30? 22| 24,07 2,81 24,59 17,68 27,56
Ag/100/30 22| 23,20 3,59 23,44 16,50 28,96 | 5,75 | 2/36 | 0,007
Ag/200/ 30 22| 21,32 3,21 21,70 12,79 25,23

F — warto$¢ statystyki testowej testu ANOV A powtarzanych pomiarow, df — liczba stopni swobody dla

efektu/btedu, p - poziom prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p

< 0,05). a - roznica istotna statystycznie zbadana za pomocg testu post-hoc HDS Tukeya, p = 0,006.

Nie wykazano roznicy istotnej statystycznie dla krwi z rodaming i PMA inkubowanej

z nanoczastkami srebra (Ag) przez 60 min pomiedzy réoznymi stezeniami (20, 100, 200

ug/ml).

1.2.3. Poréwnanie prébek zawierajacych rodaming, PMA oraz Ag

w stezeniu 20, 100 lub 200 pg/ml przy réznym czasie inkubacji
Przeanalizowano wartosci $redniej intensywno$ci fluorescencji  monocytow
z rodaming 1 PMA inkubowanych z nanoczastkami srebra (Ag) w stezeniu nanoczastek
20, 100 lub 200 pg/ml i r6znym czasie inkubacji (30 i 60 minut). Nie wykazano istotnej

statystycznie roznicy pomiedzy analizowanymi probkami.
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1. Ocena wplywu nanoczastek srebra i zlota we krwi na indukcje¢ pyroptozy

Rozdziatu subpopulacji granulocytow i monocytéw sposrod krwinek biatych,
dokonano dzigki detektorom FSC i SSC (ryc. 17).

Do analizy wykorzystano cytogram (ryc. 18 i 19) z logarytmicznym detektorem FL1
na osi Y oraz detektorem FL3 na osi X. Komorki kaspazo-ujemne (FLICA-) znajdowaty
si¢ w dolnej ¢wiartce utworzonej przez obie wspotrzedne (QA3). Komorki kaspazo-
dodatnie (FLICA+) umiejscowiono w ¢wiartce QA1 1 QA2. Komorki uszkodzone lub ich
fragmenty zobrazowano w ¢wiartce QA4.

Wykonano 22 powtdrzenia badan, przy uzyciu 22 probek Krwi.

Wszystkie proby zawieraly FAM-VAD-FMK FLICA 1 pltyn barwiacy DNA,

elementem roznicujagcym byto dodanie nanoczastek zlota 1 srebra lub buforu.

250

200+

Gran

150+

SsC

100+
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Ryc. 17. Przyktadowy cytogram przedstawiajagcy wyodrebnione bramkami populacje
leukocytow w obrazie cytometrycznym. Gran — granulocyty, Mono — monocyty, Limf —

limfocyty, zrodto wiasne.
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Ryc. 18. Przyktadowy cytogram przedstawiajacy rozklad odsetkowy granulocytow.
Wykorzystano fluorescencje¢ sondy FAM-VAD-FMK FLICA wywotang aktywacja
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prozapalnej kaspazy-1. QAL i QA2 - komoérki wykazujace pyroptoze; QA3 - komorki
prawidlowe; QA4 — komorki uszkodzone lub ich fragmenty, zrédto wlasne.
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FL3
Ryc. 19. Przyktadowy cytogram przedstawiajacy rozktad odsetkowy monocytow.
Wykorzystano fluorescencje sondy FAM-VAD-FMK FLICA wywotang aktywacja
prozapalnej kaspazy-1. QAL i QA2 - komoérki wykazujace pyroptoze; QA3 - komorki

prawidtowe; QA4 — komorki uszkodzone lub ich fragmenty, zrédto wlasne.

A. Komorki inkubowane z nanoczastkami zlota
1. Granulocyty

1.1. Poré6wnanie komorek prawidlowych wzgledem komorek wykazujacych

pyroptoze

Analizowano probki granulocytow inkubowane przez 30 i 60 minut z réznymi typami
nanoczastek ztota (Au3 1 Au6) w roznych stezeniach (20, 100, 200 pg/ml) lub buforem.
Dla wszystkich prob zastosowano podzial na komorki prawidlowe oraz wykazujgce
pyroptoze. Komorki inkubowane z kulistymi nanoczastkami ztota (Au3) wykazaty sredni
odsetek komorek pyroptotycznych pomigdzy 4,48+2,04 dla stezenia 20 pg/ml i inkubacji
przez 60 minut do 3,10+1,29 w stezeniu 100 pg/ml i inkubacji przez 30 minut. Wérod
komoérek inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami ztota (Au6) sredni odsetek
komorek pyroptotycznych wahat sie od 3,09+1,09 w przypadku prob inkubowanych
przez 30 min w stezeniu 200 pg/ml do 6,62+13,12 prob inkubowanych przez 30 min
w stezeniu 20 pg/ml. W probkach z buforem dla kulistych nanoczastek zlota $redni
odsetek komorek pyroptotycznych wyniost 3,00+1,41. Natomiast w przypadku buforu
dla pretopodobnych nanoczastek zlota 4,32+4,57. Dokonano poroéwnywan parami,
w kazdej z par obecne byly komorki prawidlowe oraz wykazujace pyroptozg. We

wszystkich analizowanych parach, réznica migdzy odsetkiem komorek prawidlowych
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a wykazujacych pyroptoze byla statystycznie istotna. Rowniez dla kazdej z par istotnie
wyzszy poziom wskaznika byt osiggany dla komorek prawidtowych, tabela 30. Na
podstawie poziomu istotnosci p odpowiedniego testu post-hoc dla wszystkich prob (testu
Tukeya) mozna wyrdézni¢ dwie jednorodne grupy: jedna obejmujaca komorki
prawidlowe, druga zawierajaca komorki wykazujace pyroptoze.

Wykonano 22 powtdrzenia badan, przy uzyciu 22 probek Krwi.

Do dalszej analizy wybrano komorki wykazujace pyroptozg.
Tabela 30. Probki inkubowane z kulistymi i pretopodobnymi nanoczgstkami ztota (Au3
1 Aub) oraz proby z buforem, w podziale na komorki prawidlowe (P) oraz wykazujace
pyroptoze (PYR) - statystyki opisowe dla odsetka komorek prawidtowych (P) /
wykazujacych pyroptoze (PYR).

Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. | Maks. t df p
czas inkubacji, min)
Au3/20/60/P 22 | 95,52 2,04 96,28 | 90,49 | 98,62
94,72 |17 |<0,001
Au3/20/60/PYR 22 4,48 2,04 3,72 1,39 | 9,51
Au3/100/60/P 22 | 96,39 1,20 96,42 | 92,82 | 98,20
165,06 | 17 | <0,001
Au3/100/60/PYR 22 3,62 1,19 3,59 1,79 | 7,17
Au3/200/60/P 22 | 95,86 1,42 95,94 | 93,48 | 97,74
136,69 | 17 | <0,001
Au3/200/60/PYR 22 4,19 1,44 4,08 2,25 | 6,51
Au6/20/60/P 22 | 96,31 1,03 96,19 | 94,05 | 97,97
197,23 |17 | <0,001
Au6/20/60/PYR 22 3,74 0,97 3,82 2,34 | 5,96
Au6/100/60/P 22 | 95,97 1,48 96,54 | 92,71 | 98,20
132,09 |17 | <0,001
Au6/100/60/PYR 22 4,03 1,48 3,46 1,80 | 7,29
Au6/200/60/P 22 | 95,24 2,44 95,49 | 87,80 | 98,54
112,43 |17 | <0,001
Au6/200/60/PYR 22 4,21 1,66 4,30 1,46 | 8,84
Au3/20/30P 22 | 96,80 1,01 96,94 | 95,14 | 98,50
188,97 |17 | <0,001
Au3/20/30/PYR 22 3,26 1,10 3,07 1,50 | 5,46
Au3/100/30/P 22 | 96,90 1,29 97,25 | 94,19 | 98,52
154,08 | 17 | <0,001
Au3/100/30/PYR 22 3,10 1,29 2,76 1,42 | 5,81
Au3/200/30/P 22 | 96,80 1,01 96,83 | 95,46 | 98,47
196,58 | 17 | <0,001
Au3/200/30/PYR 22 3,20 1,01 3,17 1,53 | 4,55
Au6/20/30/P 22 | 96,56 1,42 96,31 | 93,82 | 98,91
29,68 |17 |<0,001
Au6/20/30/PYR 22 6,62 13,12 4,00 1,09 | 58,93
Au6/100/30/P 22 | 96,61 1,22 96,65 | 94,55 | 99,31
162,21 |17 | <0,001
Au6/100/30/PYR 22 3,40 1,22 3,35 0,69 | 545
Au6/200/30/P 22 | 96,91 1,09 96,89 | 95,39 | 98,63 | 182,43 |17 |<0,001
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Au6/200/30/PYR 22 3,09 1,09 3,11 1,37 | 4,61

Au3 bufor P 22 | 97,05 1,41 97,33 | 94,36 | 99,84
141,96 |17 | <0,001

Au3 bufor PYR 22 3,00 1,41 2,77 0,17 | 5,64

Au6 bufor P 22 | 96,58 1,56 96,80 | 93,08 | 99,87
68,39 |17 |<0,001

Au6 bufor PYR 22 4,32 4,57 3,20 0,23 | 21,70

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2. Porownanie w obrebie komérek wykazujacych pyroptoze zawierajacych
bufor z komérkami zawierajacymi nanoczastki zlota Au3 lub Au6
1.2.1. Probka zawierajgca bufor vs. probka zawierajaca Au3

Porownano odsetki komoérek wykazujacych pyroptoze w prébkach granulocytow
inkubowanych przez 30 i 60 minut z kulistymi nanoczastkami ztota (Au3) w stezeniu 20,
100, 200 pg/ml z proba kontrolng. Sredni udzial komérek pyroptotycznych w probie
kontrolnej wyniost 3,0041,41. Natomiast po inkubacji z kulistymi nanoczgstkami ztota,
odsetek ten wahat si¢ miedzy 3,10+1,29 przy stezeniu 100 pg/ml oraz czasie inkubacji 30
min do 4,48+2,04 przy stezeniu 20 pg/ml oraz czasie inkubacji 60 min. R6znica pomigdzy
krwig po inkubacji z kulistymi nanoczgstkami ztota a proéba kontrolng okazata si¢ by¢
istotna statystycznie w przypadku stezenia 20 pg/ml i czasu inkubacji 60 min oraz
stezenia 200 pg/ml i czasu inkubacji 60 min. W obu przypadkach wyzszg warto$é
odsetkowg komorek wykazujacych pyroptoze zanotowano w przypadku probek po
inkubacji z nanoczastkami (4,48+2,04 vs. 3,00+£1,41 w probie kontrolnej dla st¢zenia 20
pg/ml i czasu inkubacji 60 min oraz 4,19+1,44 vs. 3,00+1,41 w probie kontrolnej dla
stezenia 200 pg/ml i czasu inkubacji 60 min). W przypadku pozostatych poréwnan, proba
kontrolna nie okazatla si¢ by¢ istotnie rozna od probek po inkubacji z nanoczastkami,
tabela 31.
Tabela 31. Statystyki opisowe dla odsetkow komorek wykazujacych pyroptoze
w probkach inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 oraz ich porownanie Vs.

proba kontrolna.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, ug/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. t df p
czas inkubacji, min)

Au3/20/30 22| 3,26 1,10 3,07 1,50 5,46

0,72 | 17 | 0,479
Bufor do Au3 22| 3,00 1,41 2,77 0,17 5,64
Au3/100/30 221 3,10 1,29 2,76 1,42 5,81

0,23 | 17 | 0,819
Bufor do Au3 22| 3,00 1,41 2,77 0,17 5,64
Au3/200/30 22| 3,20 1,01 3,17 1,53 4,55

0,60 | 17 | 0,556
Bufor do Au3 22| 3,00 1,41 2,77 0,17 5,64
Au3/20/60 22| 4,48 2,04 3,72 1,39 9,51

3,06 | 17 | 0,007
Bufor do Au3 22| 3,00 1,41 2,77 0,17 5,64
Au3/100/60 22| 3,62 1,19 3,59 1,79 7,17

1,78 | 17 | 0,093
Bufor do Au3 22| 3,00 1,41 2,77 0,17 5,64
Au3/200/60 221 4,19 1,44 4,08 2,25 6,51

3,51 | 17 | 0,003
Bufor do Au3 22| 3,00 1,41 2,77 0,17 5,64

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2.2. Probka zawierajaca bufor vs. probka zawierajaca Au6

Porownano odsetki komorek wykazujacych pyroptoze w probkach granulocytow

inkubowanych przez 30 i 60 minut z pretopodobnymi nanoczastkami ztota (Au6)

w stezeniu 20, 100, 200 pg/ml z proba kontrolna. Sredni udziat komérek pyroptotycznych

w probie kontrolnej wyniost 4,324+4,57. Natomiast po inkubacji z pr¢topodobnymi

nanoczgstkami ztota, odsetek ten wahat si¢ miedzy 3,09+1,09 przy stezeniu nanoczgstek

200 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min do 6,62+13,12 przy stezeniu nanoczastek 20

pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min. Roéznica pomigdzy krwig po inkubacji

z pretopodobnymi nanoczastkami zlota a probg kontrolng okazala si¢ by¢ nieistotna

statystycznie we wszystkich przypadkach, tabela 32.

Tabela 32. Statystyki opisowe dla odsetkow komorek pyroptotycznych w probkach

inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami ztota Au6 oraz ich poréwnanie Vs.

proba kontrolna.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, ug/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. t df p
czas inkubacji, min)

Au6/20/30 22| 6,62 13,12 4,00 1,09 58,93

0,68 | 17 | 0,503
Bufor do Au6 22| 4,32 4,57 3,20 0,23 21,70
Au6/100/ 30 22| 3,40 1,22 3,35 0,69 5,45

-0,84| 17 | 0,415
Bufor do Au6 22| 4,32 4,57 3,20 0,23 21,70
Au6/200/30 22| 3,09 1,09 3,11 1,37 4,61

-1,19| 17 | 0,249
Bufor do Au6 22| 4,32 4,57 3,20 0,23 21,70
Au6/20/60 22| 3,74 0,97 3,82 2,34 5,96

-0,58| 17 | 0,568
Bufor do Au6 22| 4,32 4,57 3,20 0,23 21,70
Au6/100/ 60 22| 4,03 1,48 3,46 1,80 7,29

-0,27| 17 | 0,787
Bufor do Au6 22| 4,32 4,57 3,20 0,23 21,70
Au6/200/60 22| 4,21 1,66 4,30 1,46 8,84

-0,10| 17 | 0,923
Bufor do Au6 22| 4,32 4,57 3,20 0,23 21,70

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa.

1.2.3. Porownanie w obrebie komorek wykazujacych pyroptoze
inkubowanych przez 30 lub 60 minut z Au3 lub Au6 w réznym stezeniu

Zmierzono odsetek komorek wykazujacych pyroptoze dla krwi inkubowanej

Z kulistymi nanoczgstkami ztota (Au3) lub pretopodobnymi nanoczgstkami ztota (Au6)
przez 30 lub 60 min w stezeniach 20, 100, 200 pg/ml. Nie wykazano istotnej statystycznie

roznicy pomiedzy analizowanymi probkami.

1.2.4. Porownanie w obrebie komorek pyroptotycznych inkubowanych
w réznym czasie z Au3 lub Au6 w stezeniu 20, 100 lub 200 pg/ml
1.2.41. Probka zawierajaca Au3 w stezeniu 20 pg/ml

Udziat procentowy komorek wykazujacych pyroptoze w probkach z kulistymi

nanoczgstkami ztota (Au3) w stezeniu 20 pg/ml i réznym czasie inkubacji (30 i 60 minut).

Wynik wskazatl na istotng réznice pomig¢dzy tymi probkami. Analizowany wskaznik byt

wyzszy dla czasu inkubacji 30 min (4,4842,04) vs. czas inkubacji 60 min (3,26+1,10),
tabela 33.

Tabela 33. Statystyki opisowe dla odsetkéw komodrek wykazujacych pyroptoze

w probkach inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 o st¢zeniu 20 pg/ml

1ich analiza wzgledem czasu inkubacji.
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Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. | t df P
czas inkubacji, min)
Au3/20/30 22| 4,48 2,04 3,72 1,39 9,51
Au3/20/60 22| 3,26 1,10 3,07 1,50 5,46

2,29 | 17 |0,035

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).
1.2.4.2. Prébka zawierajaca Au3 w stezeniu 100 pg/ml
Zmierzony odsetek komorek pyroptotycznych inkubowanych przez 30 i 60 minut
z kulistymi nanoczgstkami ztota (Au3) w stezeniu 100 pug/ml. Nie wykazano istotnej
statystycznie roznicy pomiedzy czasem inkubacji 30 min a 60 min.
1.2.43. Prébka zawierajaca Au3 w stezeniu 200 pg/ml
Przeanalizowano udziat procentowy komorek wykazujacych pyroptoze po inkubacji
z kulistymi nanoczastkami ztota (Au3) w stezeniu 200 pg/ml, w czasie 30 i 60 minut.
Wynik wskazat na istotng roznice pomiedzy tymi probkami. Analizowany wskaznik byt
wyzszy dla czasu inkubacji 30 min (4,19+1,44) vs. czas inkubacji 60 min (3,20+1,01),
tabela 34.
Tabela 34. Statystyki opisowe dla odsetkow komorek wykazujacych pyroptoze
w probkach inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 o stezeniu 200 pg/ml

i ich analiza wzgledem czasu inkubacji.

Proébka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. Maks. t df p
czas inkubacji, min)
Au3/200/30 22| 4,19 1,44 4,08 2,25 6,51
Au3/200/60 22| 3,20 1,01 3,17 1,53 4,55

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

3,68 | 17 (0,002

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).
1.2.44. Probka zawierajaca Au6 w stezeniu 20, 100 lub 200 pg/ml

Udziat  procentowy komorek  wykazujacych  pyroptoze  inkubowanych
z pretopodobnymi nanoczastkami ztota z (Au6) W stezeniu nanoczastek 200 ug/ml, przez
30 i 60 minut. Wynik wskazat na istotng réznicg pomigdzy tymi probkami. Analizowany
wskaznik byt wyzszy dla czasu inkubacji 30 min (4,21+1,66) vs. czas inkubacji 60 min
(3,09+1,09), tabela 35.
Tabela 35. Statystyki opisowe dla odsetkow komorek pyroptotycznych w probkach
inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami zlota Au6 o stezeniu 200 pg/ml i ich

analiza wzgledem czasu inkubacji.
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Probka (nanoczastka /

stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. | t df P
czas inkubacji, min)
Au6/200/30 22| 4,21 1,66 4,30 1,46 8,84
3,46 | 17 |0,030
Au6/200/60 22| 3,09 1,09 3,11 1,37 4,61

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, p - poziom prawdopodobienstwa. Na zielono

zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

Dla prob ze stezeniem Au6 20 i 100 pug/ml nie wykazano rdznic istotnych

statystycznie pomigdzy czasami inkubacji 30 i 60 minut.

1.2.5. Por6éwnanie prob inkubowanych z nanoczastkami zlota Au3 vs. Au6

przez 30 lub 60 minut w r6znym stezeniu

Analiza porownawcza probek krwi inkubowanych z kulistymi i pretopodobnymi

nanoczgstkami ztota (Au3 i Au6) przez 30 lub 60 min w réznych stezeniach (20, 100, 200

pg/ml) nie wykazata istotne] réznicy miedzy typami nanoczastek dla zadnego

z zastosowanych stezen.
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B. Komodrki inkubowane z nanoczgstkami srebra
1. Granulocyty

1.1. Poréwnanie komorek prawidlowych wzgledem komorek wykazujacych

pyroptoze

Analizowano probki granulocytéw inkubowane z nanoczastkami srebra (Ag) przez
30 min i 60 min w réznych stezeniach 20, 100, 200 pg/ml lub buforem. Do wszystkich
préb zastosowano podziat na komorki prawidtowe oraz wykazujace pyroptoze. Wsrod
komorek inkubowanych z nanoczastkami srebra Sredni  odsetek komorek
pyroptotycznych wahat si¢ od 2,95+1,36 w przypadku granulocytow inkubowanych
przez 30 min z Ag o stezeniu 20 pug/ml do 8,854+20,53 inkubowanych przez 60 min
znanoczastkami srebra o stezeniu 20 pg/ml. Z kolei w probkach z buforem $redni odsetek
komorek pyroptotycznych wyniost 4,3141,68. Dokonano porownywan parami, w kazdej
z par obecne byly komorki prawidtowe oraz wykazujace pyroptozg tego samego typu.
We wszystkich analizowanych parach r6znica miedzy odsetkiem komorek prawidlowych
a wykazujacych pyroptoze byta statystycznie istotna (p < 0,001 w kazdym przypadku).
Przy czym rowniez dla kazdej z par istotnie wyzszy poziom wskaznika byt osiggany dla
komorek prawidtowych, tabela 36.

Wykonano 22 powtorzenia badan, przy uzyciu 22 probek Krwi.

Do dalszej analizy wybrano komorki wykazujace pyroptoze.
Tabela 36. Probki inkubowane z nanoczgstkami srebra oraz proby z buforem,

w podziale na komorki prawidlowe (P) oraz wykazujace pyroptoze (PYR) - statystyki
opisowe oraz odsetek komoérek prawidlowych (P) / wykazujacych pyroptoze (PYR).
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Probka (nanoczastka /
stezenie, ug/ml / n |Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. | Maks. t df p
czas inkubacji, min)
Ag/20/60/P 22 | 96,04 1,71 96,26 |91,69| 98,40
18,24 |17 |<0,001
Ag/20/60/PYR 22| 8,85 20,53 3,80 1,60 | 90,84
Ag/100/60/P 22 | 96,54 1,29 96,63 |93,61| 98,48
140,79 |17 | <0,001
Ag/100/60/PYR 22| 3,99 1,79 3,44 1,52 | 7,72
Ag/200/60/P 22 | 96,56 1,25 97,17 94,22 98,17
157,76 |17 | <0,001
Ag/200/60/PYR 22| 3,44 1,25 2,84 1,83 | 5,78
Ag/20/30P 22 | 97,06 1,37 97,21 |93,66| 98,95
146,32 |17 | <0,001
Ag/20/30/PYR 22| 2,95 1,36 2,79 1,15 | 6,34
Ag/100/30/P 22 | 96,93 1,15 97,08 |94,24| 98,44
172,95 |17 | <0,001
Ag/100/30/PYR 22| 3,08 1,15 2,92 1,57 | 5,76
Ag/200/30/P 22| 9591 3,20 96,31 |83,86| 98,48
92,34 |17|<0,001
Ag/200/30/PYR 22| 3,53 1,25 3,69 1,52 | 6,14
Ag bufor P 22 | 99,95 0,07 99,97 |99,78 | 100,00
3242,86 | 17 | <0,001
Ag bufor PYR 22| 431 1,68 3,96 0,10 | 7,34

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom
prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2. Poréwnanie w obrebie komorek wykazujacych pyroptoze zawierajacych
bufor z komdérkami zawierajacymi nanoczgstki srebra

Porownano odsetki komorek pyroptotycznych w probkach granulocytow
inkubowanych z nanoczgstkami srebra (Ag) z probg kontrolng zawierajacg bufor.
Wykorzystano dwa czasy inkubacji (30 min lub 60 min) oraz st¢zenie nanoczastek: 20,
100, 200 pg/ml. Sredni udzial komoérek pyroptotycznych w probie kontrolnej wyniost
4,31+1,68. Natomiast po inkubacji z nanoczastkami srebra, odsetek probek wahat si¢
migdzy 2,95+1,36 w stezeniu nanoczastek 20 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min do
8,854+20,53 o stgzeniu nanoczastek 20 pg/ml oraz czasie inkubacji 60 min. Rdznica
pomiedzy krwia po inkubacji z nanoczastkami srebra a probg kontrolng okazata si¢ by¢
istotna statystycznie w przypadku st¢zenia 20 pg/ml 1 czasu inkubacji 30 min oraz
stezenia 100 pg/ml 1 czasu inkubacji 30 min. W obu przypadkach nizszag warto$¢
odsetkowa komoérek wykazujacych pyroptoze zanotowano w przypadku probek po
inkubacji z nanoczastkami (2,95+1,36 vs. 4,31+1,68 w probie kontrolnej vs. w st¢zeniu
20 pg/ml i czasie inkubacji 30 min oraz 3,08+1,15 vs. 4,31+1,68 w probie kontrolnej vs.
o stezenia 100 pg/ml i czasie inkubacji 30 min). W przypadku pozostaltych poréwnan,

proba kontrolna nie okazata si¢ by¢ istotnie rézna od probek po inkubacji, tabela 37.
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Tabela 37. Statystyki opisowe dla odsetka komorek wykazujacych pyroptoze w probkach

inkubowanych z nanoczastkami srebra oraz ich pordwnanie Vvs. proba kontrolna.

Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. | t | df | p
czas inkubacji, min)

Ag/20/30 22| 2,95 1,36 2,79 1,15 6,34

-2,82| 17 | 0,012
Bufor do Ag 22| 431 1,68 3,96 0,10 7,34
Ag/100/30 22| 3,08 1,15 2,92 1,57 5,76

-2,31| 17 | 0,034
Bufor do Ag 22| 431 1,68 3,96 0,10 7,34
Ag/200/30 22| 3,53 1,25 3,69 1,52 6,14

-1,62| 17 | 0,124
Bufor do Ag 22| 431 1,68 3,96 0,10 7,34
Ag/20/60 22| 8,85 20,53 3,80 1,60 90,84

0,97 | 17 | 0,344
Bufor do Ag 22| 431 1,68 3,96 0,10 7,34
Ag/100/60 22| 3,99 1,79 3,44 1,52 7,72

-0,54| 17 | 0,597
Bufor do Ag 22| 431 1,68 3,96 0,10 7,34
Ag/200/60 22| 3,44 1,25 2,84 1,83 5,78

-1,87| 17 | 0,079
Bufor do Ag 22| 431 1,68 3,96 0,10 7,34

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2.1. Porownanie w obrebie komorek wykazujacych pyroptoze
inkubowanych z nanoczastkami srebra przez 30 lub 60 minut

Zmierzono odsetek komorek  pyroptotycznych dla  krwi  inkubowanej

z nanoczastkami srebra (Ag) w czasie inkubacji 30 lub 60 min oraz rdéznych st¢zeniach

20, 100, 200 pg/ml. Nie wykazano istotnej statystycznie roéznicy pomig¢dzy

analizowanymi probkami.

1.2.2. Porownanie w obrebie komérek pyroptotycznych z wykorzystaniem
tego samego stezenia nanoczastek srebra
Udziat  procentowy  komoérek  wykazujacych  pyroptoze  inkubowanych
z nanoczgstkami srebra (Ag) o stgzeniu nanoczastek 100 pg/ml przez 30 i 60 minut.
Wynik wskazatl na istotng réznic¢ pomig¢dzy tymi probkami. Analizowany wskaznik byt
wyzszy dla czasu inkubacji 60 min (3,99+1,79) vs. czas inkubacji 30 min (3,08£1,15),
tabela 38.
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Tabela 38. Statystyki opisowe dla odsetka komorek wykazujacych pyroptoze w probkach

inkubowanych z nanoczastkami srebra o stezeniu 100 pg/ml i ich analiza wzgledem czasu

inkubacji.
Probka (nanoczastka /
stezenie, ug/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. Maks. t df p
czas inkubacji, min)
Ag/100/60 22| 3,99 1,79 3,44 1,52 7,72
2,19 | 17 |0,043
Ag/100/30 22| 3,08 1,15 2,92 1,57 5,76

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

Dla nanoczastek w stezeniu 20 i 200 ug/ml nie wykazano roznic istotnych statystycznie

pomiedzy czasem inkubacji 30 1 60 minut.

101



C. Komorki inkubowane z nanoczastkami zlota
2. Monocyty

2.1. Porownanie komorek prawidlowych wzgledem komorek wykazujacych

pyroptoze

Analizowano probki granulocytow inkubowane przez 30 i 60 minut z r6znymi typami
nanoczastek ztota (Au3 i Au6) w roznych stezeniach (20, 100, 200 pg/ml) lub buforem.
Wsréd  komoérek inkubowanych z  nanoczastkami $redni  odsetek  komorek
pyroptotycznych wahat si¢ od 5,58+2,40 w przypadku monocytéw inkubowanych przez
30 min z kulistymi nanoczgstkami ztota (Au3) o stezeniu 200 pg/ml do 7,38+3,00
0 stezeniu 20 pg/ml i inkubacji przez 60 minut. W przypadku monocytéw inkubowanych
przez 30 minut z pr¢topodobnymi nanoczgstkami ztota (Au6) w stezeniu 30 pg/ml Sredni
odsetek komorek pyroptotycznych wynosit od 5,904+2,54 do 9,41+11,25 w przypadku
monocytow inkubowanych przez 60 min W stezeniu 100 pg/ml. Z kolei w probkach
Z buforem $redni odsetek komorek pyroptotycznych wynidst 4,314+3,03 w przypadku
komorek z buforem do kulistych nanoczgstek zlota oraz 6,44+2,72 dla buforu do
pretopodobnych nanoczastek ztota. Dokonano porownywan parami, w kazdej z par
obecne byly komorki prawidtowe oraz wykazujace pyroptoze. We wszystkich
analizowanych parach roznica migdzy S$rednim odsetkiem komoérek prawidtowych
a wykazujacych pyroptoze byta statystycznie istotna. Rowniez dla kazdej z par istotnie
wyzszy poziom wskaznika byt osiggany komorek prawidtowych, tabela 39.

Wykonano 22 powtorzenia badan, przy uzyciu 22 probek krwi.

Do dalszej analizy wybrano komorki wykazujace pyroptoze.
Tabela 39. Probki inkubowane z kulistymi i pretopodobnymi nanoczgstkami ztota (Au3
1 Au6) oraz proby z buforem, w podziale na komoérki prawidtowe (P) oraz wykazujace
pyroptoze (PYR) - statystyki opisowe dla odsetka komorek prawidtowych (P) /
wykazujacych pyroptoze (PYR).

Proébka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. | Maks. | t df p
czas inkubacji, min)
Au3/20/60/P 22| 92,68 3,02 93,36 | 82,42 | 96,03
60,2 | 17 | <0,001
Au3/20/60/PYR |22| 7,38 3,00 6,92 3,96 | 17,58
Au3/100/60/P 22| 92,91 3,89 92,62 | 83,99 [100,00
46,8 | 17 | <0,001
Au3/100/60/PYR |22 | 7,09 3,89 7,38 0,00 | 16,01
Au3/200/60/P 22| 92,81 2,57 92,94 | 86,83 | 98,09
70,6 | 17 | <0,001
Au3/200/60/PYR |22 | 7,19 2,57 7,07 191 | 13,17
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Au6/20/60/P 22| 92,98 2,05 92,86 | 89,32 | 96,64
91,0 | 17 | <0,001

Au6/20/60/PYR |22| 7,02 1,97 7,07 4,36 | 10,67

Au6/100/60/P 22| 93,34 2,25 93,14 | 89,66 | 98,17
32,3 | 17 | <0,001

Au6/100/60/PYR |22 | 941 11,25 7,02 1,83 | 53,69

Au6 /200/60/P 22| 93,54 2,84 94,01 | 86,21 | 97,99
65,1 | 17 | <0,001

Au6/200/60/PYR |22 | 6,48 2,84 6,20 2,01 | 13,79

Au3/20/30P 22| 93,42 2,53 93,58 | 88,15 | 97,00
72,7| 17 | <0,001

Au3/20/30/PYR |22| 6,61 2,54 6,42 2,99 | 11,84

Au3/100/30/P 22| 94,31 2,51 95,31 | 87,58 | 97,00
74,9 | 17 | <0,001

Au3/100/30/PYR |22 | 5,69 2,51 4,70 3,01 | 12,42

Au3/200/30/P 22| 94,37 2,36 94,54 | 87,95 | 98,02
79,1| 17 | <0,001

Au3/200/30/PYR |22 | 5,558 2,40 5,51 1,98 | 12,04

Au6/20/30/P 22| 93,09 2,62 93,23 | 88,17 | 97,09
69,3 | 17 | <0,001

Au6/20/30/PYR |22| 6,79 2,69 6,39 2,92 | 11,84

Au6/100/30/P 22| 93,28 3,11 93,86 | 88,36 | 98,60
57,4 | 17 | <0,001

Au6/100/30/PYR |22 | 6,72 3,11 6,13 1,40 | 11,64

Au6/200/30/P 22| 94,10 2,54 93,65 | 88,19 |100,00
73,5| 17 | <0,001

Au6/200/30/PYR |22| 5,90 2,54 6,35 0,00 | 11,81

Au3 bufor P 22| 95,81 3,00 95,16 | 90,36 | 100,00
64,5| 17 | <0,001

Au3 bufor PYR 22| 431 3,03 5,15 0,00 | 9,63

Au6 bufor P 22| 93,63 2,73 93,65 | 87,70 | 100,00
67,9| 17 | <0,001

Au6 bufor PYR 22| 6,44 2,72 6,38 0,00 | 12,29

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

2.2. Porownanie w obrebie komorek wykazujacych pyroptoze zawierajacych

bufor z komoérkami zawierajacymi nanoczastki zlota
2.2.1. Poréwnanie probek zawierajacych bufor wzgledem probek z Au3 lub

Aub
2.2.1.1. Probka zawierajaca bufor vs. Au3

Poréwnano odsetki komorek wykazujacych pyroptoze¢ w probkach monocytow
inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota (Au3) z proba kontrolng. Zastosowano
dwa czasy inkubacji (30 min lub 60 min) oraz trzy stezenia (20, 100, 200 pg/ml)
dodawanych kulistych nanoczastek zlota. Sredni udziat komorek pyroptotycznych
w probie kontrolnej wyniost 4,314£3,03. Natomiast po inkubacji z Kkulistymi
nanoczastkami ztota, odsetek ten wahat si¢ migdzy 5,58+2,40 w stezeniu nanoczastek 200

pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min do 7,38+3,00 w stezeniu nanoczastek 20 pg/ml oraz
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czasie inkubacji 60 min. Réznica pomigdzy krwig po inkubacji z kulistymi nanoczastkami
zlota a proba kontrolng okazata si¢ by¢ istotna statystycznie w przypadku st¢zenia 20
pg/ml i czasu inkubacji 30 min, stezenia 20 pg/ml i czasu inkubacji 60 min, stezenia 100
pg/ml i czasu inkubacji 60 min oraz stezenia 200 pg/ml i czasu inkubacji 60 min. We
wszystkich tych przypadkach wyzsza warto$¢ odsetkowa komodrek pyroptotycznych
zanotowano w probkach po inkubacji z nanoczastkami (6,61+2,54 vs. 4,31+3,03 w probie
kontrolnej vs. w st¢zeniu 20 pg/ml i czasie inkubacji 30 min, 7,38+3,00 vs. 4,3143,03
w probie kontrolnej vs. o stezeniu 20 pg/ml 1 czasie inkubacji 60 min, 7,09+3,89 vs.
4,3143,03 w probie kontrolnej vs. w stezeniu 100 ug/ml i czasie inkubacji 60 min oraz
7,194£2,57 vs. 4,31+£3,03 w probie kontrolnej vs. o stezeniu 200 ug/ml i czasie inkubacji
60 min). W przypadku pozostatych poréwnan, proba kontrolna nie okazala si¢ by¢
istotnie r6zna od probek po inkubacji, tabela 40.

Tabela 40. Statystyki opisowe dla odsetka komorek wykazujacych pyroptoze w probkach

inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 vs. proba kontrolna.

Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. t df p
czas inkubacji, min)

Au3/20/30 22| 6,61 2,54 6,42 2,99 11,84

2,70 | 17 | 0,015
Bufor do Au3 22| 431 3,03 5,15 0,00 9,63
Au3/100/30 22| 5,69 2,51 4,70 3,01 12,42

1,35 | 17 | 0,194
Bufor do Au3 22| 431 3,03 5,15 0,00 9,63
Au3/200/30 22| 5,58 2,40 5,51 1,98 12,04

151 | 17 | 0,151
Bufor do Au3 22| 431 3,03 5,15 0,00 9,63
Au3/20/60 22| 17,38 3,00 6,92 3,96 17,58

3,13 | 17 | 0,006
Bufor do Au3 22| 431 3,03 5,15 0,00 9,63
Au3/100/60 22| 7,09 3,89 7,38 0,00 16,01

2,66 | 17 | 0,017
Bufor do Au3 22| 431 3,03 5,15 0,00 9,63
Au3/200/60 22| 7,19 2,57 7,07 1,91 13,17

3,18 | 17 | 0,006
Bufor do Au3 22| 431 3,03 5,15 0,00 9,63

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

2.2.1.2. Probka zawierajaca bufor vs. Au6
Porownano odsetki komorek wykazujacych pyroptoze w probkach monocytow
inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami ztota (Au6) z proba kontrolna.

Zastosowano dwa czasy inkubacji (30 min lub 60 min) oraz trzy stezenia (20, 100, 200
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ng/ml) dodawanych pretopodobnych nanoczastek ztota. Sredni udzial komorek
pyroptotycznych w prébie kontrolnej wyniost 6,44+2,72. Natomiast po inkubacji
z pretopodobnymi nanoczastkami ztota, odsetek ten wahal si¢ miedzy 5,90+2,54 przy
stezeniu nanoczastek 200 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min do 7,02+1,97 przy stezeniu
nanoczastek 20 pg/ml oraz czasie inkubacji 60 min. Rdéznica pomiedzy krwig po
inkubacji z kulistymi nanoczastkami ztota a proba kontrolng okazata si¢ by¢ nieistotna
statystycznie we wszystkich analizowanych przypadkach, tabela 41.

Tabela 41. Statystyki opisowe dla odsetka komorek wykazujacych pyroptoze w probkach

inkubowanych z pretopodobnymi nanoczgstkami ztota Au6 1 ich porownanie Vs. proba

kontrolna.
Prébka (nanoczgstka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. t df p
czas inkubacji, min)
Au6/20/30 22| 6,79 2,69 6,39 2,92 11,84
0,36 | 17 | 0,720
Bufor do Au6 22| 6,44 2,72 6,38 0,00 12,29
Au6/100/ 30 22| 6,62 3,05 5,94 1,40 11,64
0,17 | 17 | 0,867
Bufor do Au6 22| 6,44 2,72 6,38 0,00 12,29
Au6 / 200/ 30 22| 5,90 2,54 6,35 0,00 11,81
-0,63| 17 | 0,535
Bufor do Au6 22| 6,44 2,72 6,38 0,00 12,29
Au6/20/60 22| 17,02 1,97 7,07 4,36 10,67
0,77 | 17 | 0,450
Bufor do Au6 22| 6,44 2,72 6,38 0,00 12,29
Au6 / 100/ 60 22| 941 11,25 7,02 1,83 53,69
1,12 | 17 | 0,278
Bufor do Au6 22| 6,44 2,72 6,38 0,00 12,29
Au6 / 200/ 60 22| 6,48 2,84 6,20 2,01 13,79
0,05 | 17 | 0,961
Bufor do Au6 22| 6,44 2,72 6,38 0,00 12,29

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa.

2.2.2. Poré6wnanie w obrebie komérek wykazujgacych pyroptoze
z zastosowaniem réznych zmiennych, tj. typu nanoczastek zlota Au3 lub
Aub w roznych stezeniach i czasie inkubacji
Nie wykazano roznicy istotnej statystycznie pomig¢dzy komorkami wykazujacymi
pyroptoze z uwzglednieniem wykorzystanego typu nanoczastek ztota (Au3 lub Au6),
stezenia (20, 100, 200 pg/ml), czasu inkubacji (30 lub 60 minut).
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D. Komorki inkubowane z nanoczastkami srebra
1. Monocyty

1.1. Porownanie komorek prawidlowych wzgledem komorek wykazujacych

pyroptoze

Analizowano probki monocytéw inkubowane z nanoczastkami srebra (Ag), przez 30
min i 60 min w réznych stezeniach 20, 100, 200 pg/ml oraz ich buforem. Wszystkie proby
zostaty podzielone na komorki prawidlowe oraz wykazujace pyroptoze. Wsrdéd komorek
inkubowanych z nanoczgstkami srebra sredni odsetek komorek pyroptotycznych wahat
si¢ od 4,64+1,47 w przypadku monocytow inkubowanych przez 30 min w st¢zeniu 20
pg/ml do 6,37+2,99 inkubowanych przez 60 min w stezeniu 100 pg/ml. Z kolei w prébee
z buforem s$redni odsetek komorek pyroptotycznych wyniost 7,15+4,00. Dokonano
poréwnywan parami, w kazdej z par obecne byty komodrki prawidlowe oraz wykazujace
pyroptoze tego samego typu. We wszystkich analizowanych parach, réznica miedzy
odsetkiem komoérek prawidlowych a wykazujacych pyroptoze byta statystycznie istotna.
Rowniez dla kazdej z par istotnie wyzszy poziom wskaznika byt osiggany komorek
prawidtowych, tabela 42.

Wykonano 22 powtorzenia badan, przy uzyciu 22 probek krwi.

Do dalszej analizy wybrano komorki wykazujace pyroptoze.
Tabela 42. Probki inkubowane z nanoczgstkami srebra oraz proba z buforem,
w podziale na komorki prawidtowe (P) oraz wykazujgce pyroptoze (PYR) - odsetek
komorek prawidtowych (P) / wykazujgcych pyroptoze (PYR).
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Probka (nanoczastka /
stezenie, ug/ml / n |Srednia | Odch. std. | Mediana | Min. | Maks. | t df p
czas inkubacji, min)
Ag/20/60/P 22| 94,63 2,48 94,58 | 89,65 | 99,67

76,5 17 | <0,001

Ag/20/60/PYR |22| 5,37 2,48 5,42 0,33 | 10,35
Ag/100/60/P 22| 93,63 2,99 94,07 | 87,34 | 99,36
61,9 17 |<0,001
Ag/100/60/PYR [22| 6,37 2,99 5,94 0,64 | 12,66
Ag/200/60/P 22| 95,01 1,34 95,38 |91,86 | 96,70
142,01 17 |<0,001
Ag/200/60/PYR [22| 4,98 1,35 4,62 3,30 | 8,14
Ag/20/30P 22| 95,36 1,47 95,28 |91,27 | 98,18
131,2| 17 |<0,001
Ag/20/30/PYR |22| 4,64 1,47 4,72 1,82 | 8,73
Ag/100/30/P 22| 94,39 2,38 94,77 90,27 | 97,87
79,0 17 |<0,001
Ag/100/30/PYR [22| 5,61 2,38 5,24 2,13 | 9,73
Ag/200/30/P 22| 94,35 2,57 95,44 | 87,90 | 97,77
73,2 17 | <0,001
Ag/200/30/PYR [22| 5,65 2,57 4,56 2,23 | 12,09
Ag bufor P 22| 92,85 4,00 91,18 | 87,88 | 100,00
45,4 17 |<0,001
Ag bufor PYR 22| 7,15 4,00 8,82 0,00 | 12,13

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.2. Poréwnanie w obrebie komorek wykazujacych pyroptoze zawierajacych
bufor z komérkami zawierajacymi nanoczastki srebra

Porownano odsetki komoérek wykazujacych pyroptoze w probkach granulocytow
inkubowanych z nanoczgstkami srebra z probg kontrolng zawierajaca bufor.
Wykorzystano dwa czasy inkubacji (30 min lub 60 min) oraz st¢zenie nanoczastek: 20,
100, 200 pg/ml. Sredni udziat komoérek pyroptotycznych w probie kontrolnej wynidst
7,15+4,00. Natomiast po inkubacji z nanoczastkami srebra, odsetek ten wahat si¢ migdzy
4,64+1,47 w stezeniu 20 pg/ml oraz czasie inkubacji 30 min do 6,3742,99 w stgzeniu 100
pg/ml oraz czasie inkubacji 60 min. Roéznica pomiedzy krwiag po inkubacji
z nanoczastkami srebra a proba kontrolng okazata si¢ by¢ istotna statystycznie
w przypadku st¢zenia 20 pg/ml i czasu inkubacji 30 min oraz stezenia 200 pg/ml i czasu
inkubacji 60 min. W obu przypadkach nizszg warto$¢ odsetkowa komorek wykazujacych
pyroptoze zanotowano w przypadku probek po inkubacji z nanoczastkami (4,64+1,47 vs.
7,1544,00 w probie kontrolnej vs. w stezeniu 20 pg/ml i czasie inkubacji 30 min oraz
4,98+1,35 vs. 7,15+4,00 w probie kontrolnej Vs. o stezeniu 200 pg/ml i czasie inkubacji
60 min). W przypadku pozostatych poréwnan, proba kontrolna nie okazala si¢ by¢

istotnie rézna od probek po inkubacji, tabela 43.
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Tabela 43. Statystyki opisowe dla odsetka komorek wykazujacych pyroptoze w probkach

inkubowanych z nanoczastkami srebra i ich analiza wzgledem proby kontrolne;.

Probka (nanoczastka /
stezenie, pg/ml / n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. | Maks. | t | df | p
czas inkubacji, min)

Ag/20/30 22| 4,64 1,47 4,72 1,82 8,73

-2,93| 17 | 0,009
Bufor do Ag 22| 7,15 4,00 8,82 0,00 12,13
Ag/100/30 22| 561 2,38 5,24 2,13 9,73

-1,49| 17 | 0,154
Bufor do Ag 22| 7,15 4,00 8,82 0,00 12,13
Ag/200/30 22| 5,65 2,57 4,56 2,23 12,09

-1,63| 17 | 0,123
Bufor do Ag 22| 7,15 4,00 8,82 0,00 12,13
Ag/20/60 22| 537 2,48 5,42 0,33 10,35

-1,70| 17 | 0,106
Bufor do Ag 22| 7,15 4,00 8,82 0,00 12,13
Ag/100/60 22| 6,37 2,99 5,94 0,64 12,66

-0,78| 17 | 0,444
Bufor do Ag 22| 7,15 4,00 8,82 0,00 12,13
Ag/200/60 22| 4,98 1,35 4,62 3,30 8,14

-2,76 | 17 | 0,013
Bufor do Ag 22| 7,15 4,00 8,82 0,00 12,13

t — warto$¢ statystyki testowej testu t dla prob zaleznych, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

1.3. Poréwnanie w obrebie komorek  wykazujacych pyroptoze
inkubowanych z nanoczastkami srebra 2z zastosowaniem réznych
zmiennych, tj. stezenia i czasu inkubacji

Nie wykazano roznicy istotnej statystycznie pomiedzy komorkami wykazujgcymi

pyroptoze z uwzglednieniem wykorzystanego typu nanoczastek srebra, st¢zenia (20, 100,

200 pg/ml), czasu inkubacji (30 lub 60 minut).
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I1l.  OkKkreslenie stezenia interleukiny-1p

Celem kolejnej czgsci analizy byla weryfikacja zroéznicowania stezenia
interleukiny-1 beta (IL-1B) w probkach krwi inkubowanych przez 24 godziny pomi¢dzy
zastosowanymi stezeniami nanoczastek dodanych do krwi przy inkubacji, jak rowniez
pomigdzy typami nanoczastek oraz migdzy badanymi prébkami a ich buforami. St¢zenie
interleukiny-1 beta byto mierzone w pikogramach/mililitr (pg/ml).

Wykonano 12 powtdrzen badan, przy uzyciu 12 probek krwi.

A. Komorki inkubowane z nanoczgstkami zlota
1. Porownanie w obre¢bie komdrek zawierajacych bufor z komorkami

zawierajacymi nanoczgstki zlota

1.1. Poréwnanie stezenia IL-1f w probkach krwi inkubowanych przez 24

godziny z Au3 vs. proba kontrolna

Poréwnano stezenie interleukiny-1f w probkach krwi inkubowanych przez 24
godziny z kulistymi nanoczastkami ztota (Au3) z proba kontrolng zawierajaca bufor.
Uzyto trzy stezenia dodawanych kulistych nanoczastek ztota 20, 100, 200 pg/ml. Srednie
stezenie interleukiny-1 beta w probie kontrolnej wyniosto 22,55+1,73 pg/ml. Natomiast
po inkubacji z nanoczgstkami warto$¢ ta wyniosta 21,79+1,57 pg/ml w st¢zeniu 100
pg/ml, 22,90+1,24 pg/ml w stezeniu 20 pg/ml oraz 23,38+1,05 pg/ml w stezeniu 200
ug/ml. Roznica pomiedzy krwig po inkubacji z nanoczastkami a probg kontrolng okazata
si¢ by¢ nieistotna statystycznie w kazdym z trzech badanych przypadkow, tabela 44.
Tabela 44. Statystyki opisowe dla stezenia interleukiny-1 beta (pg/ml) w probkach

inkubowanych z kulistymi nanoczgstkami ztota Au3 i ich porownanie do proby

kontrolnej.
Proébka (nanoczastka / . . .
n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. Z p
stezenie, pg/ml)
Au3 /20 12| 22,90 1,24 22,80 21,40 24,90
0,59 0,556
Bufor do Au3 12| 22,55 1,73 22,20 20,10 25,00
Au3 /100 12| 21,79 1,57 21,30 18,80 24,40
0,90 0,367
Bufor do Au3 12| 22,55 1,73 22,20 20,10 25,00
Au3 /200 12| 23,38 1,05 23,65 21,10 24,50
1,41 0,158
Bufor do Au3 12| 22,55 1,73 22,20 20,10 25,00

Z — wartos¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa.
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1.2. Por6wnanie stezenia IL-1p w probkach krwi inkubowanych przez 24
godziny z Au6 vs. proba kontrolna

Poroéwnano stezenie interleukiny-1f w probkach krwi inkubowanych przez 24
godziny z pre¢topodobnymi nanoczastkami ztota (Au6) z probg kontrolng zawierajaca
bufor. Uzyto trzy st¢zenia dodawanych pretopodobnych nanoczastek ztota (Au6) 20, 100,
200 pg/ml. Srednie stezenie interleukiny-1 beta w probie kontrolnej wyniosto 22,43+1,21
pg/ml. Natomiast po inkubacji z nanoczastkami warto$¢ ta wyniosta 23,17+1,16 pg/ml
w stezeniu 200 pg/ml, 23,36£1,57 pg/ml w stezeniu 100 pg/ml oraz 22,58+1,84 pg/ml
w stezeniu 20 pg/ml. Roznica pomiedzy krwig po inkubacji z nanoczastkami a proba
kontrolng okazata si¢ by¢ istotna statystycznie dla probki o st¢zeniu nanoczastek 100
pg/ml, w tym przypadku poziom stezenia interleukiny byt wyzszy w probce inkubowane;
z nanoczgstkami zlota. W pozostatych dwodch przypadkach badane probki nie byty
statystycznie rozne od buforu, tabela 45.
Tabela 45. Statystyki opisowe dla stezenia interleukiny-1B (pg/ml) w probkach

inkubowanych z pretopodobnymi nanoczgstkami zlota Au6 i ich poréwnanie do proby

kontrolnej.
Prébka (nanoczastka / . . .
n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. Z p
stezenie, pg/ml)
Au6 /20 12| 22,58 1,84 22,75 20,10 25,80
0,55 0,583
Bufor do Au6 12| 22,43 1,21 22,65 20,70 24,10
Au6 / 100 12| 23,36 1,57 23,05 20,80 25,70
2,00 0,045
Bufor do Au6 12| 22,43 1,21 22,65 20,70 24,10
Au6 / 200 12| 23,17 1,16 23,15 21,30 25,10
1,73 0,084
Bufor do Au6 12| 22,43 1,21 22,65 20,70 24,10

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05)

2. Porownanie w obrebie komorek z zastosowaniem roznych stezen nanoczastek

zlota i inkubacji 24-godzinnej

Poréwnano st¢zenie interleukiny-1B w probkach krwi inkubowanych z kulistymi
nanoczastkami ztota (Au3) w zaleznosci od stezenia 20, 100, 200 pg/ml. Srednie stgzenie
interleukiny-1 beta wyniosto 21,79+1,57 pg/ml w stgzeniu 100 pg/ml, 22,90+1,24 pg/ml
w stezeniu 20 pg/ml oraz 23,38+1,05 pg/ml w stezeniu 200 pg/ml. Réznica pomigdzy
krwig po inkubacji z nanoczastkami wzgledem stezenia nanoczastek okazata si¢ by¢
istotna statystycznie, przy czym najwyzszy poziom stezenia interleukiny-1 beta mial

miejsce W probce ze stezeniem 200 ug/ml, tabela 46.
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Tabela 46. Statystyki opisowe dla stgzenia interleukiny-1f (pg/ml) w probkach
inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 i ich analiza wzgledem st¢zenia

nanoczastek.

Probka (nanoczastka / , ] ] ,
n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. | df p
stezenie, ug/ml)

Au3 /20 12| 22,90 1,24 22,80 21,40 24,90
Au3 /100 12| 21,79 1,57 21,30 18,80 24,40 |817| 2 0,017
Au3 /200 12| 23,38 1,05 23,65 21,10 24,50

¥? — warto$¢ statystyki testowej testu ANOVA Friedmana, df — liczba stopni swobody, p - poziom

prawdopodobienstwa. Na zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).
Réznica pomiedzy stezeniami (20, 100, 200 pg/ml) pretopodobnych nanoczastek ztota

inkubowanych z krwig przez 24 godziny okazala si¢ by¢ nieistotna statystycznie.

3. Porownanie prob ze wzgledu na typ nanoczastek zlota w roznym stezeniu i 24-

godzinnej inkubacji

3.1. Probka Au3 vs. Au6 w stezeniu 20 lub 200 pg/ml i 24-godzinnej inkubacji

Porownano stezenie interleukiny-1p w probkach krwi inkubowanych z kulistymi
i pretopodobnymi nanoczastkami ztota (Au3 i Au6) w stezeniu 20 lub 200 pg/ml. Srednie
stezenie interleukiny-1 beta wyniosto 22,58+1,84 pg/ml dla pretopodobnych nanoczastek
ztota (Aub) oraz 22,90+1,24 pg/ml dla kulistych nanoczastek ztota (Au3). Roéznica
pomi¢dzy analizowanymi probkami okazala si¢ by¢ nieistotna statystycznie.

3.2. Probka Au3 vs. Au6 w stezeniu 100 ng/ml i 24-godzinnej inkubacji

Porownano stgzenie interleukiny-1p w probkach krwi inkubowanych z kulistymi
i pretopodobnymi nanoczastkami ztota (Au3 i Au6) w stezeniu 100 pg/ml. Srednie
stezenie interleukiny-1 beta wyniosto 21,79+1,57 pg/ml dla kulistych nanoczastek ztota
(Au3) oraz 23,36+1,57 pg/ml dla pretopodobnych nanoczastek ziota (Au6). Réznica
pomiedzy analizowanymi probkami okazata si¢ by¢ istotna statystycznie a wyzsze
stezenie interleukiny-1f zanotowano w przypadku probki z dodatkiem pretopodobnych
nanoczastek ztota (Au6), tabela 47.
Tabela 47. Statystyki opisowe dla stezenia interleukiny-1B (pg/ml) w probkach
inkubowanych z kulistymi i prgtopodobnymi nanoczastkami ztota Au3 i Au6, przy

stezeniu nanoczastek 100 pg/ml.
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Probka (nanoczastka / , Odch. . .
n | Srednia Mediana Min. Maks. Zz p
stezenie, pg/ml) std.
Au3 /100 12| 21,79 1,57 21,30 18,80 24,40
2,75 (0,006
Au6 / 100 12| 23,36 1,57 23,05 20,80 25,70

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).
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B. Komdrki inkubowane z nanoczastkami srebra
1. Porownanie prébek zawierajacych bufor z zawierajacymi nanoczastki srebra

Poroéwnano stezenie interleukiny-1f w probkach krwi inkubowanych przez 24
godziny z nanoczgstkami srebra (Ag) z proba kontrolng zawierajacg bufor. Uzyto trzy
stezenia dodawanych nanoczastek srebra 20, 100, 200 pg/ml. Srednie stezenie
interleukiny-1 beta w probie kontrolnej wyniosto 24,41+2,86 pg/ml. Natomiast po
inkubacji z nanoczastkami srebra warto§¢ wyniosta 20,54+3,56 pg/ml w stezeniu 100
pg/ml, 21,18+4,05 pg/ml w stezeniu 200 pg/ml oraz 21,774+2,89 pg/ml W stezeniu
nanoczgstek 20 pg/ml. Réznica pomigdzy krwig po inkubacji z nanoczastkami a proba
kontrolng okazata si¢ by¢ istotna statystycznie w kazdym z trzech badanych przypadkow
w stezeniu 20 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml). Rowniez we wszystkich przypadkach préba
kontrolna wykazala wyzsze stezenie interleukiny-1f niz probka inkubowana
z nanoczastkami srebra, tabela 48.
Tabela 48. Statystyki opisowe dla st¢zenia interleukiny-1p (pg/ml) w probkach

inkubowanych z nanoczastkami srebra Ag i ich analiza vs. proba kontrolna.

Prébka (nanoczastka / . . .
n | Srednia | Odch. std. | Mediana| Min. Maks. Z p
stezenie, pg/ml)

Ag/20 12| 21,77 2,89 22,65 16,20 24,80
2,35 0,019

Bufor do Ag 12| 24,41 2,86 24,80 19,00 31,00

Ag /100 12| 20,54 3,56 21,70 15,30 24,20
2,27 0,023

Bufor do Ag 12| 24,41 2,86 24,80 19,00 31,00

Ag /200 12| 21,18 4,05 22,95 15,70 25,40
2,16 0,031

Bufor do Ag 12| 24,41 2,86 24,80 19,00 31,00

Z — warto$¢ statystyki testowej testu kolejnosci par Wilcoxona, p - poziom prawdopodobienstwa. Na

zielono zaznaczono istotny statystycznie wynik (p < 0,05).

2. Poréwnanie probek inkubowanych przez 24 godziny z nanoczgstkami srebra
w roznych stezeniach
Poréwnano stezenie interleukiny-1 w probkach krwi inkubowanych przez 24
godziny z nanoczastkami srebra (Ag) w zalezno$ci od stezenia 20, 100, 200 pg/ml.
Srednie stezenie interleukiny-1 beta w probkach po inkubacji z nanoczastkami srebra
wyniosto 20,54+3,56 pg/ml w stezeniu 100 pg/ml, 21,18+4,05 pg/ml w stezeniu 200
pg/ml oraz 21,77+2,89 pg/ml w stezeniu 20 pg/ml. Roznica pomiedzy krwig po inkubacji

z nanoczastkami wzgledem stezenia nanoczastek okazata si¢ by¢ nieistotna statystycznie.
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Dyskusja
1. Funkcjonalizacja powierzchni nanoczastek

Powlekanie nanoczastek materiatami polimerowymi spowalnia rozpuszczanie jonéw
z powierzchni nanoczastek, a takze wptywa na ich wlasciwosci interakcji z komorka
[75,111-113].

PEG (tiomonometylowy glikol polietylenowy) jest substancja bardzo stabo
immunogenng, dzigki czemu nadaje si¢ do opracowywania koniugatow PEG-biatko jako
lekow. Nanoczastki mozna pokry¢ warstwg samego PEG lub PEG w polaczeniu z innymi
czasteczkami, takimi jak biotyna, peptydy lub oligonukleotydy, aby pomoc we
wniknieciu AuNP do komorek docelowych. Ze wzgledu na ich zdolnos¢ do wigzania bton
komorkowych sfunkcjonalizowane AuNP moga stuzy¢, jako dobre nosniki lekow [111].

Tego typu AuNP uzywane s3, jako nos$niki nanolekéw, ze wzgledu na ich
biozgodno$¢ uzyskang poprzez stabilizacje nanoczastek 1 bezpieczenstwo biologiczne
[114].

W badaniach wtasnych zastosowano kuliste i pretopodobne nanoczastki ztota
stabilizowane przez PEG.

W kilku badaniach stwierdzono, ze funkcjonalizacja powierzchni AuNP glikolem
polietylenowym zmniejsza stres oksydacyjny. Nastepuje to dzigki unikalnym
wlasciwosciom, np. wyzszej biozgodnosci 1 dhuzszemu czasowi krazenia we krwi,
wplywajgcemu na poprawe Okresu pottrwania nanobiomateriatow we krwi

[78,112,113,115,116].

2. Produkcja ROS

Utleniacze 1 wolne rodniki znajdujace si¢ na powierzchni czastek moga bezposrednio
wytwarza¢ reaktywne formy tlenu. Dodatkowo adsorpcja otaczajacych czastek statych,
takich jak ozon i tlenek azotu, na powierzchni nanoczastek wptywa na indukcje stresu
oksydacyjnego [2,117]. Przy niskim stezeniu nanoczastek, komorki przez dziatanie
przeciwutleniaczy sa zdolne do obrony przed stresem oksydacyjnym i przywrocenia
rownowagi redoks. Natomiast przy wyzszym stezeniu nie jest to mozliwe, co prowadzi
do cytotoksycznosci komoérek oraz wywolania stanu zapalnego [2,12,57,118-125].

Zaobserwowano takze wzrost cytotoksycznosci nanoczastek zwigzany z wytwarzaniem

reaktywnych form tlenu [57,59,118,122,126,127].
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2.1. Nanoczastki srebra
Po wniknigciu do wnetrza komorki AgNP ulegaja wewnatrzkomorkowej degradacii,

uwalniajgc jony Ag", ktore uposledzajg funkcje mitochondridow. ROS gromadzac si¢ jako
produkty uboczne tancucha transportu elektrondw powoduja jego uszkodzenie,
a w dalszej kolejnosci upos$ledzenie funkcji mitochondriow, depolaryzacje btony
mitochondrialnej, uszkodzenie mtDNA (DNA mitochondrialny), peroksydacje lipidow
i elementow biatek, co prowadzi do $mierci komorki (ryc. 20) [57,59,118,120,122—
126,128].
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Ryc. 20. Mozliwy mechanizm $mierci komorki indukowany przez nanoczastki srebra,
zrédlo wiasne.

Nagromadzenie AgNP na btonie komorkowej powoduje naruszenie integralnosci
dwuwarstwy 1 pojawienie si¢ peknigé. Penetracja AgNP bezposrednio do komorki
1 interakcja ze sktadnikami komorki ostatecznie prowadzi do $mierci komorki.
W licznych publikacjach opisano wplyw nanoczastek srebra na tworzenie wigzan

dwusiarczkowych w reakcji pomiedzy tlenem w komorkach i atomami wodoru grup
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tiolowych. Wigzania dwusiarczkowe s3 odpowiedzialne za zmian¢ ksztattu i struktury
enzymow komorkowych, wplywajac na ich funkcje. Prowadzi to dezaktywacji enzymow
oddechowych, generowania reaktywnych form tlenu i wywotania komoérkowego stresu
oksydacyjnego u drobnoustrojéw. ROS utleniaja podwoéjne wigzania kwasoéw
thuszczowych w Dblonie, co pozwala na generowanie innych wolnych rodnikow
uszkadzajacych btong komorkowa [129].

Metodami uzywanymi do oceny indukcji ROS sg m.in. metody fluorescencyjne,
chemiluminescencyjne i chromatograficzne. Najczesciej stosowane sg techniki z uzyciem
barwnikow  fluorescencyjnych, potwierdza to  wykorzystanie —m.in. 2°7’-
dichlorofluoresceiny w badaniach nad wieloma rodzajami komorek, m.in. fibroblastow
ptucnych, trzustki, makrofagdw, watroby, jajnika, raka skory czy glejaka [57,59,64,118—
121,126,127,130-134]. Przy uzyciu dihydrorodaminy 123 w tescie Phagoburst oceniano
produkcje H2O> przez fagocyty [66,135,136]. Stosuje si¢ takze dihydroetydyne (DHE,
ang. dihydroethidium) w badaniach fibroblastow ptucnych, komorek $rodbtonka czy
komorek nerwowych [57,60,137].

W badaniach wtasnych zaobserwowano bardzo mate roznice w wartosciach sredniej
intensywnosci fluorescencji rodaminy, zarowno granulocytow, jak i monocytéw, mi¢dzy
wszystkimi probami inkubowanymi z nanoczastkami srebra, w poréwnaniu do préby
kontrolnej. Wsrdd analizowanych prob wyniki badan wtasnych nie wykazaly rdéznic
istotnych statystycznie w poréwnaniu z probg kontrolna.

Wyniki badan wiasnych nie potwierdzity wzrostu produkcji reaktywnych form tlenu po
inkubacji z nanoczgstkami srebra, jaki opisano w literaturze.

W licznych badaniach obserwowano wptyw wzrostu stezenia AgNP na rdznego
rodzaju komorki (tabela 49).

Tabela 49 Zestawienie oddzialywania nanoczastek srebra na rdznego typu linie

komoérkowe.
Badany Typ komorek Efekt
parametr Ludzkie Ludzkie komorki Zwierzgce
nanoczastek komorki nowotworowe
prawidlowe
Wzrost IMR-90 [57]; | U251 [57]; Hep G2 CHO [118]; Spadek
stezenia human Chang [122,126]; J774.1 [122]; zywotnos$ci
AgNP liver cells HT-1080, A431 RAW264.7 komorek
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[120]; [123]; [122,124]; I wzrost
CRL-4023 [59] A549 [119]; BREC [125]; | apoptozy,
CRL-1469 [59]; Neuro-2A zwickszona
A498 [122] [122] produkcja
reaktywnych
form tlenu

linia komorkowa ludzkich fibroblastow ptucnych (IMR-90, ang. normal human lung fibroblast cells; ludzka
linia komérkowa niedrobnokomodrkowego raka ptuca (A549, ang. human lung carcinoma epithelial cells);
ludzka linia komorkowa raka nerki (A498, ang. human renal cell carcinoma cells); komérki mysiej linii
neuroblastoma (Neuro-2A, ang. mouse neuroblastoma cell line); ludzka linia komorek watroby Chang (ang.
human Chang liver cells); ludzka linia komorkowa glejaka (U251, ang. human glioblastoma cells);
komorki ludzkiego nowotworu watroby (HepG2,ang. human hepatocellular carcinoma cells); ludzka linia
komorkowa wiokniakomigsaka (HT-1080, ang. human fibrosarcoma); ludzka linia komoérkowa nowotworu
skory (A431, ang. human skin carcinoma); ludzka linia komorkowa niedrobnokomoérkowego raka ptuca
(A549, ang. human lung carcinoma epithelial cells); linia komérkowa unie$miertelnionych komoérek jajnika
chomika chinskiego (CHO, ang. Chinese hamster ovary cells); linia komoérkowa mysich makrofagow
monocytowych (RAW264.7, ang. mouse macrophage cell line); linia komorkowa mysich makrofagéw
(J774.1, ang. mouse macrophage cell line); pierwotne komorki $srodbtonka siatkowki bydta (BREC, ang.
primary bovine retinal endothelial cells); uniesmiertelniona ludzka linia komorek nabtonka przewodu
trzustkowego (CRL-4023, ang. immortalized human pancreas duct epithelial cell line hnTERT-HPNE); linia

komorek ludzkiego nowotworu trzustki (CRL-1469, ang. human pancreatic ductal carcinoma PANC-1).

W badaniach na monocytach krwi obwodowej potwierdzono wzrost produkcji
nadtlenku wodoru pod wplywem 40-minutowej inkubacji z 5 1 28 nm nanoczastkami
srebra, w stezeniach 0.9 1 1.15 pg/ml [81].

Réwniez w badaniach na ludzkiej linii embrionalnych komoérek nabtonkowych
wykazano wzrost produkcji ROS po inkubacji z AgNP o $rednicy 20 nm, w stezeniu 1, 5
i 25 pg/ml przez 30 minut [138].

W badaniach na ludzkich neutrofilach wykazano wzrost $redniej intensywnosci
fluorescencji rodaminy 123 dla probek inkubowanych przez 2 godziny z nanoczgstkami
srebra powleczonych cytrynianem, o wielkosci 5 i 10 nm, w sposob zalezny od stezenia
(12.5, 25 i 50 pg/ml). Wyzsza reaktywnos¢ wykazaty najmniejsze nanoczastki srebra.
Z kolei 50 nm AgNP nie spowodowaty wzrostu produkcji ROS [135].

Po inkubacji z niepowleczonymi AgNP o wielkosci 20 i 40 nm w stgzeniu 1 pg/ml,
z linia komorkowa mysich makrofagow (J774.1, ang. mouse macrophage cell line)

obserwowano niewielkie zwigkszenie intensywnosci fluorescencji wynikajacej
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z utlenienia DHE w poréwnaniu z kontrolami. Wskazuje to na niewielkie wytwarzanie
ROS pod wptywem inkubacji komorek z AgNP [137].

Zespot Shrivastava 1 wsp. do eksperymentu wykorzystat krew oraz tkanki
pochodzace z moézgu, watroby, nerek 1 S$ledziony samcow myszy albinosow
szwajcarskich (ang. Swiss albino mice), inkubowane z nanoczgstkami srebra i zlota,
o wielko$ci 20 nm, w stezeniu 1 i 2 uM/kg. AgNP i AuNP byly podawane myszom
dozotadkowo przez 14 dni. lo$¢ reaktywnych form tlenu zostata zbadana poprzez analiz¢
poziomu fluorescencji dioctanu 2°,7’- dichlorodihydrofluoresceiny (DCF-DA, ang. 2°,7’-
dichlorofluorescein diacetate), we krwi i tkankach mysich. Warto$¢ S$redniej
intensywnosci  fluorescencji wzrosta po inkubacji krwi oraz tkanek migkkich
z nanoczastkami w obu dawkach w poréwnaniu z kontrola. Najwieksza rdznice
odnotowano po zastosowaniu AgNP w dawce 2uM, co wskazuje na zwigkszong
generacje ROS. Zastosowanie nanoczgstek wptyngto toksycznie na komorki, poprzez
indukcj¢ stanu zapalnego i zwigkszone uwalnianie ROS wynikajace ze stresu
oksydacyjnego. Wykazano takze bardziej wyrazne negatywne skutki przy zastosowaniu

nanoczastek srebra, zwlaszcza w wigkszej dawce [121].

2.2. Nanoczastki ztota
W badania wiasnych stwierdzono bardzo mate réznice w wartosciach S$redniej

intensywnosci fluorescencji rodaminy zaréwno granulocytow, jak i monocytow, mi¢edzy
wszystkimi probami inkubowanymi z nanoczastkami zlota, w porownaniu do proby
kontrolnej. Dla kulistych nanoczgstek ztota obserwowano wprost proporcjonalng
zaleznos$¢ wyniku od stezenia tj. najwyzsze wartosci sredniej intensywnosci fluorescencji
wystepowaly dla najwyzszego stezenia. Przy pre¢topodobnych nanoczgstkach ziota nie
obserwowano takiej zaleznosci.

Wsréd analizowanych prob, wyniki badan wilasnych wykazaty réznice istotne
statystycznie dla prob inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota przez 30 minut
w stezeniu 20 i 200 pg/ml w poréwnaniu z probg kontrolng. Wsrod analizowanych prob
z pretopodobnymi nanoczastkami zlota wyniki badan wilasnych nie wykazaty roznic
istotnych statystycznie w pordéwnaniu z proba kontrolng. W badaniach wlasnych,
w przeciwienstwie do doniesien literaturowych nie wykazano znaczacego wzrostu
fluorescencji rodaminy i zwigzanego z tym zwickszonej produkcji ROS w probach
inkubowanych z nanoczastkami zlota.

Zespot Zhang i wsp. w badaniach wykorzystat nanoczastki sfunkcjonalizowane przy

uzyciu PEG. Badania byly prowadzone na komorkach ludzkiej linii neuroblastoma SH-
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SY5Y (ang. human neuroblastoma), poddawanej inkubacji z nanoczastkami ztota
o wielkosci: 4.5, 13, 30 nm i stezeniu 25 pg/ml przez 24 godziny. Wykazano, ze
nanoczastki ztota o wielkosci 4.5 nm uzyskaly wigksza toksyczno$¢ niz nanoczastki
o innych rozmiarach. Obserwowano takze u nich 6-krotnie wigkszy poziom generowania
ROS w porownaniu do kontroli. Poprzez zwigkszony sygnat zielonej fluorescencji
DCFH-DA, potwierdzono uszkodzenie mitochondriow w komorkach inkubowanych
Z nanoczastkami ztota [114].

24 godzinna inkubacja makrofagow z linii komorek RAW264.7 z AuNP
powleczonych cytrynianem o wielkosci 5 1 50 nm nie wykazata zwigkszonej produkcji

ROS [139].

3. Wybuch oddechowy stymulowany PMA

Wybuch oddechowy zostal zbadany poprzez zmierzenie fluorescencji rodaminy po
dodaniu do komorek 12-myristynian, 13-octan forbolu (PMA) [103,140].

Do aktywacji granulocytéw i1 monocytéw wykorzystano PMA, ktory stymuluje
wytwarzanie ROS poprzez bezposrednig aktywacje¢ kinazy biatkowej C (PKC, ang.
protein kinase C) i systemu zespotu oksydazy fosforanu dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADPH, ang. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate) odpowiedzialnego za wybuch oksydacyjny w neutrofilach [141,142]. PMA
jest takze wyzwalaczem powstawania zewngtrzkomorkowych putapek neutrofilowych
(NET, ang. neutrophil extracellular traps), ktorych powstanie mozna zmierzy¢ przez
wykrywanie zewngtrzkomorkowego DNA za pomocg ptynu barwigcego DNA [141].

Po aktywacji neutrofili integralno$¢ blon ziarnistych zostaje utracona.
W konsekwencji elastaza neutrofili (NE, ang. neutrophil elastase) i mieloperoksydaza
(MPO, ang. myeloperoxidase) przemieszczaja si¢ do jadra, gdzie przyczyniajg si¢
odpowiednio do degradacji histonéw i dekondensacji chromatyny. Reaktywne formy
tlenu przyczyniajg si¢ do uwalniania NE i MPO z ziarnisto$ci i ich przemieszczania si¢
do jadra, a nastgpnie prawdopodobnie do rozerwania btony komodrkowej. Uwolnione
DNA jest nastgpnie otaczane przez NE i MPO. Potwierdzono, ze poza patogenami, inne
bodzce m.in. cytokiny oraz PMA moga wywolywa¢  powstawanie
zewnatrzkomorkowych putapek neutrofilowych [143].

Zespot oksydazy NADPH, bedacy wielobiatkowym kompleksem oksydazy
pozostaje w komoérkach w stanie spoczynku, gdzie jego sktadniki sg segregowane do

cytozolu. W odpowiedzi na stymulacje sktadniki te szybko gromadza si¢ w blonach
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komorkowych, a enzym zostaje aktywowany. Dzigki temu moze katalizowa¢ zalezng od
NADPH redukcje Oz z wytworzeniem reaktywnych form tlenu np. anionéw
ponadtlenkowych (O2), nadtlenku wodoru (H202), rodnika hydroksylowego (OH"),
a takze kwasu podchlorawego (HCIO). Proces ten zwany wybuchem oddechowym
(oksydacyjnym) odgrywa wazng role W odpornosci na atakujace drobnoustroje [144,145].

Stymulacja komoérek z wykorzystaniem PMA powodowata zwigkszone wytwarzanie
reaktywnych form tlenu przez granulocyty i monocyty i wyzsza fluorescencje barwnika
fluorescencyjnego. Efekt ten uzyskany podczas badan wiasnych zostal potwierdzony
rowniez w licznych publikacjach 1 jest zgodny z instrukcja producenta testu Phagoburst
[103,109,140,145,146].

3.1. Nanoczastki srebra
W  badaniach wlasnych wystapily duze wzrosty w wartosSciach $redniej

intensywnosci fluorescencji rodaminy po dodaniu PMA, gtownie w granulocytach. Jest
to zgodne z danymi literaturowymi. Obserwowano takze réznice migedzy wszystkimi
probami granulocytow, w porownaniu do proby kontrolnej. Wszystkie proby
granulocytow inkubowanych z nanoczgstkami srebra wykazaly niewielkg tendencje
spadkowa. Najwiekszy spadek $redniej intensywnosci fluorescencji granulocytow
w poréwnaniu z probg kontrolng wystgpowal w probach inkubowanych przez 60 minut
z nanoczastkami srebra w stezeniu 20 ug/ml.

Wsrod analizowanych prob granulocytow wyniki badan wiasnych wykazaty réznice
istotne statystycznie jedynie dla prob inkubowanych przez 60 min z nanoczastkami srebra
0 stezeniu 20 pg/ml w poréwnaniu z probg kontrolng. W monocytach wystapity
niewielkie r6znice w poréwnaniu z proébg kontrolng. Wsréd monocytow inkubowanych
przez 30 i 60 minut z AgNP obserwowano niewielki spadek $redniej intensywnosci
fluorescencji dla prob w stezeniu 100 1 200 pg/ml w poréwnaniu z proba kontrolng. Nie
wykazano jednak roznic istotnych statystycznie.

Wystagpienie niewielkich réznic w warto$ciach $redniej intensywnosci fluorescencji
prob inkubowanych z nanoczastkami srebra jest zgodne z wynikami dostgpnymi
w przegladzie literatury.

W badaniach Poirier i wsp. na ludzkich neutrofilach inkubowanych przez 60 minut
z nanoczastkami srebra o $rednicy 20 i 70 nm W stezeniu 10 i 100 pg/ml nie wykazali
zwigkszenia wytwarzania ROS pod wplywem AgNP. Ponadto potwierdzono, ze PMA
szybko indukuje wytwarzanie ROS przez komorki [147].
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Zespot Soares 1 wsp. inkubowat neutrofile z AgNP w stezeniu 50, 75, 100 pg/ml,
o wielkosci 10 1 50 nm przez 4 godziny wraz z PMA. Wigksze nanoczastki nie
indukowaty wytwarzania ROS. Natomiast inkubacja komoérek z AgNP w rozmiarze 10
nm skutkowata utlenieniem DHR w sposob zalezny od stgzenia. Obserwowane
wytwarzanie reaktywnych form byto zalezne od oksydazy NADPH [136].

Zespot Haase 1 wsp. badal granulocyty i monocyty wyizolowane z heparynizowanej
krwi pelnej zdrowych dawcoéw poddane 15 minutowej inkubacji AgNP w stezeniu 10
uM, o wielkosci 2.0, 3.4, 5.7, 15.4, 34.7 nm z dodaniem PMA. Nie zaobserwowano
wptywu AgNP na wybuch oddechowy. Potwierdzono natomiast skutecznosé
w indukowaniu tworzenia zewnatrzkomorkowych putapek neutrofilowych przez AgNP
[141].

3.2. Nanoczastki ztota

W  badaniach wtasnych obserwowano duzy wzrost $redniej intensywnosci

fluorescencji rodaminy po dodaniu PMA, gtéwnie w granulocytach. Wystgpity takze
tendencje wzrostowe wybuchu oddechowego miedzy wszystkimi probami
inkubowanymi z Au3, w poréwnaniu do proby kontrolne;.
Najwigkszy wzrost $redniej intensywnosci fluorescencji granulocytéw w poréwnaniu
z proba kontrolng wystgpowal w prébach inkubowanych przez 30 minut z kulistymi
nanoczgstkami ztota w stezeniu 100 1 200 ug/ml, a takze przy stezeniu 200 pg/ml 1 czasie
inkubacji 60 min.

Wsrod analizowanych prob wyniki badan wilasnych wykazaty rdéznice istotne
statystycznie dla prob inkubowanych z Au3 przez 30 minut w stezeniu 100 i 200 pg/ml,
a takze 100 i 200 pg/ml, przy inkubacji 60-minutowej w poréwnaniu z probg kontrolng.
Wsréd monocytow rowniez obserwowanO mniejszy wzrost $redniej intensywnosci
fluorescencji w probach inkubowanych z Au3, w porownaniu z probami kontrolnymi.
Najwyzsza réznica wystgpita dla stezenia 100 pg/ml i czasu inkubacji 60 min. Nie
wykazano jednak roznic istotnych statystycznie.

Obserwowano takze wzrost $redniej intensywnosci fluorescencji granulocytow
w probach inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami zlota. Najwigkszy wzrost
w poréwnaniu z proba kontrolng wystepowat przy stezeniu 100 pg/ml i czasie inkubacji
60 min.

Sposréd analizowanych prob wyniki badan wtasnych wykazaty réznice istotne
statystycznie w porownaniu z proba kontrolng tylko dla stezenia 100 pg/ml i czasu

inkubacji 60 min. W monocytach obserwowano niewielki wpltyw inkubacji
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z pretopodobnymi nanoczastkami ziota. Nie wykazano réwniez roznic istotnych
statystycznie.

W przeciwienstwie do danych literaturowych, nie zaobserwowano hamowania
wybuchu oddechowego przez nanoczastki ztota.

Ludzkie komorki $rodblonka zyly pepowinowej (ang. human umbilical vein
endothelial cells, HUVEC) i linia komérkowa mysich makrofagow monocytowych
(RAW?264.7) byta inkubowana przez 6 godzin z AuNP powleczonymi PEG w stgzeniach
20, 50, 100 ug/ml, o wielkosci 8.9 nm. Wytwarzanie ROS obserwowano dopiero po
traktowaniu HUVEC przez PMA we wszystkich st¢zeniach AuNP. Traktowanie AuNP
linii makrofagbw RAW264.7 nie wywotato wzrostu produkcji ROS [112].

Podczas badan na ludzkich granulocytach oboj¢tnochtonnych inkubowanych przez
2 godziny z AuNP o wielkosci 20 nm, ustalono, ze wytwarzanie ROS indukowane przez
PMA bylo hamowane przez AuNP [113].

Komorki linii komérkowej RAW264.7 inkubowane przez 5 godzin z AuNP
powleczonymi cytrynianem, w stezeniu 1 mg/ml, o wielkosci 5 nm, wykazaty mniejsza
fluorescencje DCF w poréwnaniu z probg bez nanoczastek. Po stymulacji PMA nastgpito
znaczgce wzmocnienie fluorescencji przy obu typach AuNP. Wywotane byto to przez
powstanie nadtlenku wodoru w wyniku wybuchu oddechowego. Nanoczastki ztota mogg
katalizowa¢ powstawanie nadtlenku wodoru w warunkach fizjologicznych, dzigki czemu
wykazuja wihasciwosci przeciwutleniajgce. Badania na linii komoérkowej RAW264.7
potwierdzity mozliwo$¢ zapobiegania powstawaniu fluorescencji DCF przez inkubacje
komorek z AuNP. Wskazuje to na mozliwos¢ thumienia przez nanoczastki wybuchu

oddechowego stymulowanego przez PMA [53].

4. Ocena indukcji pyroptozy wywolanej inkubacja krwi z nanoczgastkami srebra

i zlota

Stres oksydacyjny moze powodowac rozerwanie lizosomdw i uwolnienie proteaz do
cytozolu, prowadzac do proteolizy biatek cytozolowych, ktora indukuje $mieré
[148,149].

Zapalenie jest reakcja tkankowa, w ktorej mediatory sa uwalniane w krotkim czasie
do miejsca uszkodzenia tkanek. Mediatory prozapalne, takie jak cytokiny
i chemokiny, sa wytwarzane przez komoérki uktadu immunologicznego w odpowiedzi na

rozwijajacy si¢ proces zapalny [102].
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Kaspaza-1 jest najlepiej opisang kaspaza zapalng. Indukuje dojrzewanie IL-1f i IL-
18 oraz pyroptotyczna $mier¢ komorek [148]. Pyroptoza prowadzi do uwolnienia
zawarto$ci cytozolowej poprzez tworzenie poréw w btonie komorkowej, tym samym
nasilajagc proces zapalny. Aktywacja kompleksu inflamasomu NLRP3 posredniczy
w aktywacji zapalnej kaspazy-1, ktora ma kluczowe znaczenie dla wydzielania dojrzatej
IL-1p i tworzenia poréw w btonie komérkowej [70]. Reaktywne formy tlenu wytwarzane

przez mitochondria réwniez aktywujg inflamasom NLRP3 [150].

4.1. Nanoczastki srebra
Nanoczgstki srebra wywoluja stres oksydacyjny poprzez hamowanie réznych

procesow metabolicznych w komorce, zmiang ekspresji genow, wplywaja takze na
produkcje ATP i blokowanie tancucha oddechowego drobnoustrojow na poziomie
oksydazy cytochromowej i dehydrogenazy NADH-bursztynianowej [129].

Nanoczastki srebra moga wywota¢ stan aktywny immunologicznie. Indukujg

powstawanie inflamasomu i nast¢pnie aktywuja kaspaze-1 (ryc. 21) [81].

a) Aktywacja  b) Uszkodzenie c) Permeabilizacja d) Aktywacja e) Smierc komorki
autofagii lizosomow btony lizosomainej inflamasomu NLRP3
[}
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Ryc. 21. Schemat potencjalnego mechanizmu $mierci komérkowej indukowanej AgNP,

zmodyfikowany za: Mishra i wsp. (2016) [75].

a, b) AgNP s3 sekwestrowane w pecherzykach dwubtonowych znanych jako autofagosomy, ktore
przenosza swojg zawarto$¢ do lizosomow. ¢) Niskie pH w pecherzykach lizosomalnych ulatwia dysocjacje
i uwalnianie jonow Ag, co skutkuje permeabilizacja btony lizosomalnej. d) Uwalnianie enzymow
lizosomalnych powoduje aktywacj¢ inflamasomu NLRP3, uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej (LDH,

ang. lactate dehydrogenase) i Smier¢ komorki. za: Mishra i wsp. (2016) [75].
Permeabilizacja btony lizosomalnej (LMP, ang. lysosomal membrane

permeabilization) i aktywacja kaspazy-1 zalezna od inflamasomu NLRP3 zostaty
zidentyfikowane jako mechanizm toksycznosci indukowanej przez AgNP [74]. W miarg
zmniejszania si¢ wielkosci czastek, stosunek powierzchni do objetosci 1 reaktywno$¢
powierzchni znacznie wzrastajg [151].

Wiekszo$¢  pochlonigtych przez komorki nanoczastek  srebra  zostala

zinternalizowana w pecherzykach cytozolowych i1 przetransportowana do lizosomow.
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Utatwia to uwolnienie jonéw Ag" z AgNP [75]. Permeabilizacja blony lizosomalnej
spowodowata zakwaszenie i uwalnianie enzymow litycznych do cytozolu, ktére jak
wykazano indukujg $mieré komodrek poprzez aktywacje kaspazy i sygnalizacje
prozapalng [152]. Wyniki te wskazuja, ze AgNP zwigkszaja aktywnos¢ lizosomow, stajac
si¢ bardziej kwasne po ekspozycji na nanoczastki srebra i sugeruja, ze AgNP sg aktywnie
transportowane do lizosomow przez autofagosomy [75].

W badaniach wlasnych we wszystkich prébach granulocytéw oprocz stgzenia 20
pg/ml 1 czasie inkubacji 60 minut wystepowat niewielki spadek odsetka komorek
pyroptotycznych. Wskazuje to na hamowanie produkcji kaspazy-1 w poréwnaniu z proba
kontrolng. Obserwowano rdznice istotne statystycznie dla prob inkubowanych przez 30
minut z Ag w stezeniu 20 1 100 pug/ml w pordwnaniu z proba kontrolng. W monocytach
takze obserwowano spadek odsetka komorek pyroptotycznych, w poréwnaniu z probg
kontrolng. Wykazano roznice istotne statystycznie w probach inkubowanych przez 30
minut z Ag w st¢zeniu 20 ug/ml oraz 200 pg/ml przez 60 min w poréwnaniu z proba
kontrolna.

Potwierdzono korelacje pomiedzy spadkami aktywnosci kaspazy-1 i IL-1p.
Obserwowano spadek stezenia interleukiny-1 beta w porownaniu z probg kontrolng przy
24-godzinnej inkubacji z nanoczastkami srebra. Najwigkszy spadek stezenia IL-1B
wystepowat w probkach, do ktorych dodano AgNP w stezeniu 100 i 200 pg/ml.
Wykazano roznice istotne statystycznie dla wszystkich uzytych st¢zen w poréwnaniu z
proba kontrolng.

Obserwowany w badaniach brak wzrostu w aktywno$ci kaspazy-1 i stezenia
interleukiny-1p  odbiegaja od danych literaturowych. Brak wuzycia LPS
(lipopolisacharydu) bedacego bodZzcem prozapalnym i prowadzacym do wytwarzania IL-
1B, moze tlumaczy¢, dlaczego w badaniach wilasnych nie zaobserwowano wzrostu
stezenia IL-1[.

Z uwagi na poréwnywanie wynikow badan we krwi z badaniami na liniach
komorkowych, otrzymane réznice moga wynikaé takze z charakteru eksperymentu.

Komorki HepG2 traktowane przez 24 godziny 10 nm AgNP maja znaczaco wyzsze
poziomy aktywowanej kaspazy-1 w porownaniu z probami kontrolnymi. Sugeruje to, ze
AgNP indukuja aktywacj¢ kaspazy-1. Zalezna od inflamasomu kaspaza-1 jest
odpowiedzialna za dojrzewanie zapalnych IL-1f i IL-18. AgNP indukuja wydzielanie IL-
1B. Mniejsze nanoczastki o wielkosci 10 nm AgNP, w stezeniach 1, 10, 25 pg/ml

inkubowane przez 24 godziny z komorkami HepG2 wykazywaty wyzsza toksyczno$¢

124



1 silniejsza aktywacje szlakoéw sygnatowych zwigzanych ze stresem, stanem zapalnym
i $miercig komoérkowa w porownaniu z wigkszymi nanoczastkami srebra — 50 i 100 nm.
AgNP sa transportowane do lizosomdéw przez autofagosomy, nastepnie zwickszaja
aktywno$¢ lizosomoéw, ktore staja si¢ bardziej kwasne. Wigzanie si¢ AgNP
z pecherzykiem w cytoplazmie sugeruje indukcje cytotoksycznosci poprzez przerwanie
cigglosci btony lizosomalnej. AgNP indukuja autofagie, permeabilizacj¢ btony
lizosomalnej, powodujac aktywacje kaspazy-1 zalezng od inflamasomu NLRP3. A tym
samym powodujac stan zapalny, stres oksydacyjny i cytotoksycznos¢ [75].

W badaniach na ludzkich monocytach pochodzacych z linii komérkowej biataczki
monocytowej (THP-1) potwierdzono aktywacje inflamasomu spowodowang ekspozycja
na AgNP z LPS o stezeniach 50 i 100 pg/ml. Nastapil wzrost stezenia IL-1J przy obu
dawkach nanoczastek w poréwnaniu z prébg kontrolng. Szczyt wzrostu nastepowat po 8
godzinach ekspozycji [77].

W badaniach na liniach komorkowych mysich makrofagow (J774.1, ang. mouse
macrophage cell line) i ludzkiej linii komorek raka okreznicy (HT29, ang. human colonic
epithelial cell line) wykazano, ze 24-godzinna inkubacja z niepowlekanymi AgNP
o wielkosci 20 i 40 nm w stezeniu 1 ug/ml zmniejszata produkcje cytokiny zapalnej IL-
1B. Natomiast komorki inkubowane z powlekanymi AgNP cytrynianem i PVP
wykazywaly podwyzszone poziomy tych cytokin [137].

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej przy 6-godzinnej inkubacji z 5 nm AgNP
wykazalty wzrost IL-1p. Monocyty, jako glowna populacja komoérek odpowiedzialnych
za wytwarzanie IL-1B, produkowaly wieksze ilosci IL-1B, w poréwnaniu
z jednojadrzastymi komoérkami krwi obwodowej (PBMC, ang. peripheral blood
mononuclear cells), gtownie przy stezeniu AgNP 0.6 i 0.9 pg/ml i wielkosci 5 nm.
Rowniez przy tych stezeniach nastgpit niewielki wzrost produkcji IL-1 przy inkubacji
z 28 nm AgNP. 100 nm AgNP nie indukowaty wytwarzania IL-1f. Chociaz poziomy
wytwarzanej IL-1B byly niskie, ma to znaczenie na funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego. Po ekspozycji na 5 nm i 28 nm AgNP nastgpito rozszczepienie pro-
kaspazy-1. Dojrzata kaspaza-1 jest wydzielana do komoérek, co umozliwia jej zmierzenie
w supernatantach z hodowli komorkowych. Aby aktywowaé kaspaze-1 najpierw musi
nastgpi¢ tworzenie inflamasomu. Podczas powstawania inflamasomu oligomeryzacja
NLRP3 zachodzi jednocze$nie z oligomeryzacja kaspazy-1. Wyniki wskazuja, ze

oligomeryzacje te zachodza juz po 15 minutach od ekspozycji na AgNP. Zwigkszone
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wydzielanie dojrzatej IL-1p wymagato dodania LPS, poniewaz niestymulowane komorki
nie wydzielaly cytokin w sposob znaczacy [81].

Niskie stezenia (1, 5, 10 pg/ml) nanoczastek srebra o dlugosci 15 nm po godzinnej
inkubacji indukowatly w monocytach pochodzacych z linii komoérkowej biataczki
monocytowej (THP-1 ang. human monocytic leukemia cell line) stres oksydacyjny, ale
nie prowadzity do $mierci komorki. Wyzsze stezenie (25 ug/ml) skutkowato nietypowa
odpowiedzig na stres zwigzany z pyroptotyczng $miercig komorek poprzez aktywacje
inflamasomu NLRP3. Obserwowano wowczas cechy pyroptotycznej $mierci komorki,
takie jak: zwigkszenie aktywno$ci kaspazy-1, tworzenie piroptosomow, utrate
integralnosci btony i wydzielanie IL-1p. Warto zauwazy¢, ze wydzielanie dojrzatej IL-
1B wymagato dodania LPS, poniewaz niestymulowane komorki nie wydzielaty tej
cytokiny [70].

Wykazano, ze AgNP majg zardwno stymulujacy, jak i hamujacy wptyw na produkcje
cytokin, zalezny od stezenia nanoczastek i typu komorek [137].

4.2. Nanoczastki ztota
W badaniach wtasnych we wszystkich probach granulocytow inkubowanych

z kulistymi nanoczgstkami ztota wystgpowal niewielki wzrost odsetka komorek
wykazujacych pyroptoze, w porownaniu z probg kontrolng. Obserwowano rdznice istotne
statystycznie dla prob inkubowanych przez 60 minut z Au3 w stezeniu 20 i 200 ug/ml
w poréwnaniu z probg kontrolng. W monocytach takze obserwowano wzrost komorek
wykazujacych pyroptozg, wskazujacych na zwigkszong produkcje kaspazy-1
w poroOwnaniu z probg kontrolng. Najwigkszy wzrost wystepowat dla prob inkubowanych
z Au3 przez 60 minut. Wykazano réznice istotne statystycznie prob zawierajacych Au3
o stezeniu 20 pg/ml i czasie inkubacji 30 min, a takze dla stezen 20, 100 i 200 pg/ml
inkubowanych przez 60 minut w poré6wnaniu z prébami kontrolnymi.

Dla prob granulocytow inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami ztota
wykazano niewielkie réznice w odsetku komorek wykazujacych pyroptoze, za wyjatkiem
tendencji wzrostowej dla stezenia 20 pg/ml i czasie inkubacji 30 minut. Nie obserwowano
zmian istotnych statystycznie w probach granulocytow w porownaniu z proba kontrolna.
W przypadku monocytow obserwowano niewielki wzrost odsetka komorek
wykazujacych pyroptoze, zwlaszcza dla stgzenia 100 pg/ml i czasu inkubacji 60 minut.

Z kolei dla uzytego najwyzszego stezenia obserwowano niewielki spadek odsetka
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komoérek wykazujacych pyroptoze. Nie wykazano réznic istotnych statystycznie
w poréwnaniu prob monocytdw z proba kontrolng.

Analogicznie do wystgpowania matych réznic w produkcji kaspazy-1, wykazano
réwniez niewielkie zmiany w stezeniu interleukiny-13 w porownaniu z probg kontrolng
przy 24-godzinnej inkubacji z nanoczastkami ztota. Nie wykazano takze roznic istotnych
statystycznie pomigdzy probami inkubowanymi z kulistymi i1 pretopodobnymi
nanoczastkami ztota w poroéwnaniu z proba kontrolna.

Wyniki przegladu literaturowego sa zgodne z wynikami pracy wlasne;.

Zespot Sumbayev i wsp. inkubowat ludzkg lini¢ komoérkowa biataczki monocytowe;j

(THP-1) przez 4 godziny z nanoczastkami zlota w stezeniu 20 pM o rozmiarach 5, 15
i 35 nm. Wykazano wzrost ilosci interleukiny na powierzchni komoérki w obecnosci
AuNP, w polaczeniu z ostabieniem odpowiedzi zapalnych indukowanych przez IL-1p.
Sugeruje to, ze czastki IL-1B agreguja wokot AuNP. Zmniejszajac przez to liczbe
dostepnych czasteczek IL-1B, ktore moga oddziatywa¢ z komorkowym receptorem
interleukiny.
W wyniku, czego znaczgco hamujg aktywnos¢ biologiczng IL-1p. AuNP nie aktywuja
szlaku inflamasomu w komorkach THP-1 1 zmniejszaja proces zapalny przez selektywne
ukierunkowanie na szlak zalezny od IL-1B. Rowniez w badaniach na myszach w wyniku
4-tygodniowych wstrzykni¢¢ nanoczgstek ztota potwierdzono, ze AuNP zmniejszajg
odpowiedz indukowang przez IL-1f in vivo [84].

Badania na ludzkiej krwi obwodowej inkubowanej przez 16 godzin z AuNP
o $rednicy 13 nm nie wykazaty wzrostu ilosci IL-1p w biatych krwinkach (WBC, ang.
white blood cells), przy zadnym z uzytych stezen: 25, 50, 75, 100 pg/ml [78].
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5. Podsumowanie

Cytotoksyczne efekty nanoczastek zalezg od ich wielkoSci, stezenia, rozmieszczenia
w tkankach, zdolnosci do infiltracji i absorpcji komérkowej [102].

Gltownym mechanizmem odpowiedzialnym za cytotoksyczno$¢ zwigzang
Z nanoczastkami jest stres oksydacyjny wywolany nadmierng produkcja ROS, ktéry moze
powodowac strukturalne i funkcjonalne zaburzenia bialek, lipidow i DNA, powodujac
zmiany komorkowe, a nawet Smier¢ komorki [29].

W badaniach wlasnych nie wykazano znaczacego wplywu nanoczastek srebra i1 ztota
na zwigkszenie produkcji reaktywnych form tlenu, bez stymulacji PMA. Po dodaniu
stymulatora wybuchu oddechowego obserwowano wzrost produkcji reaktywnych form
tlenu we wszystkich probach. Wykazano ponadto spadek wybuchu oddechowego
w komorkach inkubowanych z nanoczastkami srebra 1 wzrost przy inkubacji
z nanoczgstkami ztota w porownaniu z probami kontrolnymi, po dodaniu PMA.

Wystapita korelacja zwigzana z produkcjg reaktywnych form tlenu i wptywem na
aktywno$¢ kaspazy-1 oraz stezenie interleukiny-1B. Nanoczastki srebra zmniejszaly
produkcje ROS po stymulacji PMA i wptywaly hamujaco na aktywno$¢ kaspazy-1
1 stezenie interleukiny-1p.

Natomiast nanoczastki ztota po dodaniu PMA powodowaty stymulacje w produkc;ji
reaktywnych form tlenu i aktywno$ci kaspazy-1 oraz stezenia interleukiny-1p. Uzyskane
wyniki badan w tym aspekcie wykazujg mate zrdznicowanie.

Ze wzgledu na ograniczone odniesienia literaturowe badajagce wplyw nanoczastek
srebra 1 ztota na reaktywno$¢ leukocytow we krwi, praca doktorska bedzie znaczgcym
punktem odniesienia. Zastosowanie trzech st¢zen nanoczastek i dwoch czasow inkubacji
jest rowniez mocng strong wykonanych badan.

Badania toksykologiczne nanoczasteczek wykazaty, ze wlasciwosci fizykochemiczne
nanoczasteczek takie jak rozmiar, ksztalt, powloka powierzchni, tadunek
powierzchniowy, rozpuszczalno$¢ i sktad chemiczny, moga wptywaé na zachowanie
nanoczasteczek w ukladach biologicznych, a tym samym wplywaja na toksyczno$¢
nanoczasteczek [137,153]. Wptyw na wywotang toksycznos¢ majg takze typ komorek
wykorzystanych w badaniach oraz czas inkubacji z nanoczgstkami [153].

Krew pela lepiej odzwierciedla fizjologiczny sklad komorek wystepujacy
w ludzkim organizmie, w poréwnaniu z preparatami izolowanych i oczyszczonych
subpopulacji  komorek. Stwarza rowniez sSrodowisko najbardziej zblizone do

fizjologicznego. Nalezy jednak uwzgledni¢ wystgpowanie cech osobniczych zwigzanych
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z liczbg komorek uktadu immunologicznego u poszczegolnych osob [154,155]. Dlatego
nalezy sie¢ spodziewa¢ nieco innych wynikéw modulacji dziatania komorek
w porownaniu z badaniami in vivo.

Uzasadnia to czgSciowg niezgodno$¢ wynikow badan z danymi literaturowymi,
a wynika gtownie z roznic w zastosowanym modelu badawczym, gdyz wigkszos$¢ prac
badawczych byta prowadzona na liniach komoérkowych. Wystepuja réwniez bardzo duze
rozbiezno$ci w metodzie syntezy, ale takze wielkosci i stezenia nanoczastek uzytych
przez naukowcow, co dodatkowo ogranicza mozliwos$¢ odniesienia wlasnych wynikow

badan do innych.

129



Whnioski

1.

Uzyte w badaniach wlasnych nanoczastki ztota i srebra nie wplynely znaczaco na
produkcje reaktywnych form tlenu przez granulocyty i monocyty niestymulowane
PMA.

Inkubacja z nanoczastkami srebra moze hamowa¢ wybuch oddechowy stymulowany
przez PMA.

Uzyte w badaniach nanoczastki zlota wzmagaty stymulacje wybuchu oddechowego
po dodaniu PMA.

Nanoczastki srebra powodowaty spadek odsetka komoérek wykazujacych pyroptoze.
Inkubacja z kulistymi nanoczgstkami ztota spowodowata wzmozong indukcje
wystegpowania komorek pyroptotycznych.

Inkubacja z pretopodobnymi nanoczgstkami ztota spowodowala niewielki wzrost

indukcji pyroptozy.
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Streszczenie

Powszechne wykorzystanie nanoczastek srebra i ztota w przemysle technologicznym
i biomedycznym, a takze Srodkach codziennego uzytku, istotnie przyczynito si¢ do
podjecia badan w rozprawie doktorskiej, z wykorzystaniem tych nanoczastek.

Gléwnym zatozeniem podjetych badan w rozprawie doktorskiej byto okreslenie
wplywu nanoczastek srebra i1 zlota na reaktywno$¢ ludzkich leukocytow krwi
obwodowe;j.

W przeprowadzonych doswiadczeniach przy uzyciu cytometru przeplywowego,
analizowano aktywno$¢ wybuchu oddechowego oraz pyroptozy monocytow
1 granulocytow, inkubowanych przez 30 1 60 minut z nanoczgstkami srebra 1 zlota
w stezeniach 20, 100, 200 pg/ml. Oceniono takze z wykorzystaniem testu ELISA st¢zenie
interleukiny-1p we krwi inkubowanej przez 24 godziny probek z nanoczastkami srebra
1 ztota w stezeniach 20, 100, 200 pg/ml.

Uzyte w badaniach nanoczastki ztota i srebra nie wptyngty znaczaco na produkcje
reaktywnych form tlenu w granulocytach i monocytach, bez stymulacji PMA. Po dodaniu
do prob stymulatora wybuchu oddechowego — PMA wykazano, ze nanoczgstki srebra
mogg hamowa¢ wybuch oddechowy w poréwnaniu z probag kontrolng. Natomiast
nanoczastki zlota wzmagatly stymulacje wybuchu oddechowego po dodaniu PMA
Ww poroéwnaniu z probg kontrolng.

Wykazano, ze nanoczgstki srebra powodowaly spadek odsetka komorek
pyroptotycznych mierzony zmniejszeniem aktywnosci kaspazy-1. Z kolei inkubacja
z kulistymi nanoczastkami ztota spowodowala wzmozong indukcje wystepowania
komorek pyroptotycznych. Inkubacja z pretopodobnymi nanoczastkami ztota
spowodowata niewielki wzrost indukcji pyroptozy.

W nawigzaniu do analizy aktywnos$ci kaspazy-1 oceniono rolg interleukiny-1p
w indukcji pyroptozy. Nanoczastki srebra powodowaly spadek stezenia interleukiny-13
we krwi. Inkubacja z kulistymi nanoczgstkami ztota wykazata wzrost stezenia
interleukiny-1B w poréwnaniu z proba kontrolng. W krwi inkubowanej z pretopodobnymi
nanoczastkami ztota nie wykazano znaczacych zmian w stezeniu interleukiny-1p.
Uzyskane wyniki badan w tym aspekcie wykazuja mate zroznicowanie.

Wyniki badan przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej stanowig znaczace
poszerzenie wiedzy na temat wptywu nanoczastek srebra i zlota na reaktywnos$¢ ludzkich

leukocytow krwi obwodowe;.
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Summary

The widespread use of silver and gold nanoparticles in the technological and
biomedical industries and everyday use products significantly contributed to the
undertaking of research in this doctoral dissertation.

The study's primary objective was to determine the influence of silver and gold
nanoparticles on the reactivity of the human peripheral blood leukocytes.

In the experiments performed on a flow cytometer, the respiratory burst activity and
the pyroptosis of the monocytes and granulocytes were analyzed by incubating them for
30 and 60 minutes with silver and gold nanoparticles at the concentrations of 20, 100, 200
ug/ml. The concentration of interleukin-1p in the blood samples, incubated for 24-hours
with silver and gold nanoparticles at concentrations of 20, 100, and 200 pg/ml, was
assessed using an ELISA test.

The gold and silver nanoparticles used in this research have not significantly
increased the production of reactive oxygen species in granulocytes and monocytes
without PMA stimulation. When the respiratory burst stimulator PMA was added to the
samples, the experiments showed that silver nanoparticles inhibit the respiratory burst.
On the other hand, gold nanoparticles increased the stimulation of the respiratory burst
after the addition of PMA.

It has been shown that the silver nanoparticles caused a decrease in the percentage of
pyroptotic cells as measured by a reduction in caspase-1 activity. In contrast, spherical
gold nanoparticles increased the induction of pyroptotic cells. Incubation with rod-like
gold nanoparticles caused a slight increase in the induction of pyroptosis.

As for the analysis of caspase-1 activity, the role of interleukin-1p in the induction
of pyroptosis has been assessed. While the silver nanoparticles decreased the
concentration of interleukin-1p in the blood, the incubation with spherical gold
nanoparticles yielded an increase in the interleukin-1 beta concentration compared to the
control sample. It found no significant changes in the concentration of interleukin-1p in
blood incubated with rod-like gold nanoparticles. In this aspect, the results showed no
significant differences between the activity of the nanoparticles analyzed.

This doctoral dissertation provides a significant expansion of the knowledge about
the influence of silver and gold nanoparticles on the reactivity of human peripheral blood

leukocytes.
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Spis rycin i tabel

Ryc. 1. Sygnaly odbierane przez komorke prowadzace do aktywacji komodrki lub jej $mierci,
zmodyfikowany za: Bergsbaken i wsp. (2009) [71].

Ryc. 2. Schemat budowy inflamasomu, na podstawie: Swierczynski i wsp. (2021) [74].

Ryc. 3. Widmo UV-Vis kulistych nanoczastek ztota (Au3), max absorpcji przy dtugosci fali A= 526 nm,
zrodto: Wielkopolskie Centrum Zaawansowanych Technologii.

Ryc. 4. Zdjgcie kulistych nanoczastek ztota wykonane za pomocg wysokorozdzielczego mikroskopu
transmisyjnego (HRTEM ang. High Resolution Transmission Electron Microscopy) Jeol ARM 200F,
wielkos¢ 13,24 £ 1,80 nm. zrodto: Centrum NanoBiomedyczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Ryc. 5. Widmo UV-Vis pretopodobnych nanoczgstek ztota (Au6), max absorpcji przy dtugosci fali A=685
nm, zrédto: Wielkopolskie Centrum Zaawansowanych Technologii.

Ryc. 6. Zdjecie pretopodobnych nanoczgstek ztota wykonane za pomocg wysokorozdzielczego mikroskopu
transmisyjnego (HRTEM ang. High Resolution Transmission Electron Microscopy) Jeol ARM 200F,
wielkos¢ 31,92 + 4,47 x 11,85 + 3,13 nm. zrodto: Centrum NanoBiomedyczne Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu.

Ryc. 7. Widmo UV-Vis nanoczastek srebra, max absorbcji przy diugosci fali A=397 nm, zrddto:
Wielkopolskie Centrum Zaawansowanych Technologii.

Ryc. 8. Zdjecie kulistych nanoczastek srebra wykonane za pomoca wysokorozdzielczego mikroskopu
transmisyjnego (HRTEM ang. High Resolution Transmission Electron Microscopy) Jeol ARM 200F,
wielkos¢ 8,50 + 2,50 nm. Zrédto: Centrum NanoBiomedyczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Ryc. 9. Schemat roztozenia prob na plytce wielodotkowej, zrodto grafiki: https://www.bionovo.pl/p/plytki-
wielodolkowe-neoculture/

Ryc. 10. Schemat  rozkladu  prob  na  plytce 96-dotkowe;j, zrodto grafiki:
http://www.izibb.binoz.uj.edu.pl/documents/4416519/ae289514-3b71-4052-bcfh-be4715e97ddb

Ryc. 11. Przykladowy cytogram przedstawiajacy wyodrgbnione bramkami populacje leukocytow
w obrazie cytometrycznym, bez stymulacji PMA. Gran — granulocyty, Mono — monocyty, Limf —
limfocyty, Zrodto whasne.

Ryc. 12. Przyktadowy histogram przedstawiajacy warto$¢ intensywnosci fluorescencji granulocytow
wykazujacych fluorescencje rodaminy 123, bez stymulacji PMA, Zrodto wiasne.

Ryc. 13. Przyktadowy histogram przedstawiajacy warto$¢ intensywnosci fluorescencji monocytow
wykazujacych fluorescencje rodaminy 123, bez stymulacji PMA, zrodto wlasne.

Ryc. 14. Przykladowy cytogram przedstawiajacy wyodrebnione bramkami populacje leukocytow
w obrazie cytometrycznym, stymulowanych PMA. Gran — granulocyty, Mono — monocyty, Limf —
limfocyty, zrodto wtasne.

Ryc. 15. Przykladowy histogram przedstawiajacy warto$¢ intensywnos$ci fluorescencji granulocytow
wykazujacych fluorescencj¢ rodaminy 123 i stymulowanych PMA, zrodto wiasne.

Ryc. 16. Przykladowy histogram przedstawiajacy warto$¢ intensywnosci fluorescencji monocytéw

wykazujacych fluorescencj¢ rodaminy 123 i stymulowanych PMA, zrodto wiasne.
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Ryc. 17. Przykltadowy cytogram przedstawiajacy wyodrgbnione bramkami populacje leukocytow
w obrazie cytometrycznym. Gran — granulocyty, Mono — monocyty, Limf — limfocyty, Zrodto wiasne.
Ryc. 18. Przykladowy cytogram przedstawiajacy rozktad odsetkowy granulocytow. Wykorzystano
fluorescencj¢ sondy FAM-VAD-FMK FLICA wywotang aktywacja prozapalnej kaspazy-1. QAL i QA2 -
komorki wykazujace pyroptozg; QA3 - komorki prawidtowe; QA4 — komoérki uszkodzone lub ich
fragmenty, zrodto wilasne.

Ryc. 19. Przyktadowy cytogram przedstawiajacy rozklad odsetkowy monocytow. Wykorzystano
fluorescencj¢ sondy FAM-VAD-FMK FLICA wywotang aktywacja prozapalnej kaspazy-1. QAL i QA2 -
komorki wykazujace pyroptozg; QA3 - komorki prawidtowe; QA4 — komoérki uszkodzone lub ich
fragmenty, zrodto wilasne.

Ryc. 20. Mozliwy mechanizm $§mierci komorki indukowany przez nanoczastki srebra, zrodto wiasne.
Ryc. 21. Schemat potencjalnego mechanizmu $mierci komorkowej indukowanej AgNP, zmodyfikowany:

Mishra i wsp. (2016) [75].

Tabela 1. Charakterystyka oznaczanych prob inkubowanych z DHR i z nanoczastkami zlota
z uwzglednieniem kolejnosci wykonywanych czynnosci laboratoryjnych.

Tabela 2. Charakterystyka oznaczanych préb inkubowanych z DHR i z nanoczastkami srebra
z uwzglednieniem kolejnosci wykonywanych czynnosci laboratoryjnych.

Tabela 3. Charakterystyka oznaczanych prob inkubowanych z FAM i z nanoczastkami zlota
z uwzglednieniem kolejnosci wykonywanych czynnosci laboratoryjnych.

Tabela 4. Charakterystyka oznaczanych prob inkubowanych z FAM i z nanoczastkami srebra
z uwzglednieniem kolejnosci wykonywanych czynnosci laboratoryjnych.

Tabela 5. Statystyki opisowe oraz ocena réznic w wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach zawierajacych rodaming, inkubowanych przez 60 min z kulistymi i pretopodobnymi
nanoczastkami ztota Aul-Aub6 o stezeniu 100 pg/ml.

Tabela 6. Statystyki opisowe oraz ocena réznic w wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji
w probkach z rodaming oraz PMA inkubowanych przez 60 min z kulistymi i pretopodobnymi
nanoczgstkami ztota Aul-Aue6.

Tabela 7. Statystyki opisowe dla $redniej intensywnos$ci fluorescencji w  probkach
z rodaming inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 o r6znym stgzeniu vs. proba kontrolna.
Tabela 8. Statystyki opisowe dla $redniej intensywnosci fluorescencji w  probkach
z rodaming inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami ztota o réznym stezeniu vs. proba kontrolna.
Tabela 9. Statystyki opisowe oraz rdznice w wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach
z rodaming inkubowanych z kulistymi nanoczastkami zlota Au3 o réznym stezeniu i czasie inkubacji 30
min.

Tabela 10. Statystyki opisowe oraz réznice w warto$ci $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach
z rodaming inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 o stezeniu 20 pg/ml i réznym czasie

inkubacji (30 i 60 minut).
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Tabela 11.  Statystyki opisowe dla  wartoSci  $redniej  intensywnosci  fluorescencji
w probkach z rodaming inkubowanych =z prgtopodobnymi nanoczastkami zlota Au6
o stgzeniu 200 pg/ml i ich analiza wzgledem czasu inkubacji (30 i 60 minut).

Tabela 12. Statystyki opisowe oraz roznice w warto$ci $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach z
rodaming inkubowanych przez 30 min z kulistymi i pretopodobnymi nanoczgstkami zlota o réznym
stezeniu (20, 100, 200 pg/ml).

Tabela 13.  Statystyki opisowe dla  wartoSci  $redniej  intensywno$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 oraz ocena réznicy vs.
proba kontrolna.

Tabela 14.  Statystyki  opisowe dla  wartoSci  $redniej  intensywno$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami ztota Au6 o réznym
stezeniu oraz analiza probek vs. proba kontrolna.

Tabela 15.  Statystyki  opisowe dla  wartoSci  $redniej  intensywno$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych przez 30 min z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 oraz ich
analiza wzgledem stezenia (20, 100, 200 pg/ml).

Tabela 16. Statystyki opisowe dla $redniej intensywnos$ci fluorescencji w  probkach
z rodaming inkubowanych z nanoczastkami srebra o r6znym stgzeniu vs. proba kontrolna.

Tabela 17. Statystyki opisowe oraz réznice w wartoséci $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach
z rodaming inkubowanych z nanoczastkami srebra o stezeniu 20 pg/ml i r6znym czasie inkubacji (30 i 60
minut).

Tabela 18.  Statystyki opisowe dla  wartosci  $redniej  intensywnos$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z nanoczastkami srebra oraz poréwnanie vs. proba kontrolna.
Tabela 19.  Statystyki opisowe dla  wartosci  $redniej  intensywnos$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z nanoczastkami srebra o stezeniu 20 pg/ml oraz ich analiza
wzgledem czasu inkubacji.

Tabela  20. Statystyki opisowe dla  wartosci  $redniej  intensywnos$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z nanoczastkami srebra o stezeniu 200 pg/ml i ich analiza
wzgledem czasu inkubacji.

Tabela 21. Statystyki opisowe dla $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach
z rodaming inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 o r6znym stezeniu vs. proba kontrolna.
Tabela 22. Statystyki opisowe dla $redniej intensywnosci fluorescencji w  probkach
z rodaming inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami zlota (Au6) o réoznym stezeniu vs. proba
kontrolna.

Tabela 23.  Statystyki opisowe dla  wartoSci  $redniej  intensywno$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z kulistymi nanoczastkami zlota Au3 i ich analiza vs. préba
kontrolna.

Tabela 24.  Statystyki opisowe dla  wartoSci  $redniej  intensywnos$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami zlota (Au6) i ich analiza

vs. proba kontrolna.
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Tabela 25.  Statystyki  opisowe dla  wartoSci  $redniej  intensywnosci  fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z pretopodobnymi nanoczastkami ztota Au6 o stgzeniu 20
pg/ml oraz ich analiza wzgledem czasu inkubacji.

Tabela 26.  Statystyki  opisowe dla  wartoSci  $redniej  intensywno$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming inkubowanych z nanoczastkami srebra i ich analiza vs. proba kontrolna.

Tabela 27.  Statystyki  opisowe dla  wartoSci  $redniej  intensywno$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming inkubowanych przez 60 min z nanoczastkami srebra oraz ich analiza wzgledem
stezenia nanoczastek.

Tabela 28.  Statystyki  opisowe dla  wartoSci  $redniej  intensywno$ci  fluorescencji
w probkach z rodaming i PMA inkubowanych z nanoczastkami srebra oraz ich analiza vs. proba kontrolna.
Tabela 29. Statystyki opisowe dla warto$ci $redniej intensywnosci fluorescencji w probkach z rodaming i
PMA inkubowanych przez 30 min z nanoczastkami srebra oraz ich analiza wzglgdem réznych poziomoéw
stezenia.

Tabela 30. Probki inkubowane z kulistymi i prgtopodobnymi nanoczgstkami ziota (Au3
i Aub6) oraz proby z buforem, w podziale na komorki prawidtowe (P) oraz wykazujace pyroptoze (PYR) -
statystyki opisowe dla odsetka komorek prawidtowych (P) / wykazujacych pyroptozg (PYR).

Tabela 31.  Statystyki opisowe dla  odsetkow  komoérek  wykazujacych  pyroptoze
w probkach inkubowanych z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 oraz ich poréwnanie vs. proba kontrolna.
Tabela 32. Statystyki opisowe dla odsetkow komoérek pyroptotycznych w probkach inkubowanych
z pretopodobnymi nanoczastkami ztota Au6 oraz ich poréwnanie vs. proba kontrolna.

Tabela  33.  Statystyki  opisowe dla  odsetkbw  komoérek  wykazujacych  pyroptoze
w probkach inkubowanych z kulistymi nanoczastkami zlota Au3 o stezeniu 20 pg/ml
i ich analiza wzgledem czasu inkubacji.

Tabela  34.  Statystyki  opisowe dla  odsetkéw  komoérek  wykazujacych  pyroptoze
w probkach inkubowanych z kulistymi nanoczastkami zlota Au3 o stezeniu 200 pg/ml
i ich analiza wzgledem czasu inkubacji.

Tabela 35. Statystyki opisowe dla odsetkow komoérek pyroptotycznych w probkach inkubowanych
z pretopodobnymi nanoczastkami ztota Au6 o stezeniu 200 pg/ml i ich analiza wzgledem czasu inkubacji.
Tabela 36. Probki inkubowane =z nanoczastkami srebra oraz proby z  buforem,
w podziale na komorki prawidtowe (P) oraz wykazujace pyroptoze (PYR) - statystyki opisowe oraz odsetek
komorek prawidtowych (P) / wykazujacych pyroptoze (PYR).

Tabela 37. Statystyki opisowe dla odsetka komorek wykazujacych pyroptoze w probkach inkubowanych
z nanoczastkami srebra oraz ich poré6wnanie vs. proba kontrolna.

Tabela 38. Statystyki opisowe dla odsetka komorek wykazujacych pyroptoze w probkach inkubowanych
z nanoczastkami srebra o st¢zeniu 100 pg/ml i ich analiza wzglgdem czasu inkubacji.

Tabela 39. Probki inkubowane z kulistymi i pretopodobnymi nanoczgstkami zlota (Au3
i Aub) oraz proby z buforem, w podziale na komorki prawidtowe (P) oraz wykazujace pyroptoze (PYR) -
statystyki opisowe dla odsetka komorek prawidtowych (P) / wykazujacych pyroptoze (PYR).

Tabela 40. Statystyki opisowe dla odsetka komérek wykazujacych pyroptoze w probkach inkubowanych

z kulistymi nanoczgstkami ztota Au3 vs. proba kontrolna
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Tabela 41. Statystyki opisowe dla odsetka komorek wykazujacych pyroptozg w probkach inkubowanych
z pretopodobnymi nanoczastkami ztota Au6 i ich porownanie vs. proba kontrolna.

Tabela 42. Probki inkubowane =z nanoczastkami srebra oraz proba z  buforem,
w podziale na komorki prawidlowe (P) oraz wykazujace pyroptoze (PYR) - odsetek komorek
prawidtowych (P) / wykazujacych pyroptoze (PYR).

Tabela 43. Statystyki opisowe dla odsetka komorek wykazujacych pyroptoze w probkach inkubowanych
z nanoczastkami srebra i ich analiza wzgledem proby kontrolne;j.

Tabela 44. Statystyki opisowe dla stgzenia interleukiny-1 beta (pg/ml) w probkach inkubowanych
z kulistymi nanoczastkami ztota Au3 i ich poréwnanie do proby kontrolne;j.

Tabela 45. Statystyki opisowe dla stezenia interleukiny-1B (pg/ml) w probkach inkubowanych
z prgtopodobnymi nanoczgstkami ztota Au6 i ich poréwnanie do proby kontrolne;.

Tabela 46. Statystyki opisowe dla stezenia interleukiny-1p (pg/ml) w probkach inkubowanych z kulistymi
nanoczgstkami ztota Au3 i ich analiza wzgledem stezenia nanoczastek.

Tabela 47. Statystyki opisowe dla stezenia interleukiny-1 (pg/ml) w probkach inkubowanych z kulistymi
i pretopodobnymi nanoczastkami ztota Au3 i Au6, przy stezeniu nanoczastek 100 pg/ml.

Tabela 48. Statystyki opisowe dla stezenia interleukiny-1B (pg/ml) w probkach inkubowanych
z nanoczastkami srebra Ag i ich analiza vs. proba kontrolna.

Tabela 49 Zestawienie oddziatywania nanoczastek srebra na roznego typu linie komérkowe.
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Zalacznik 1. Zgoda Komisji Bioetycznej

Poznan, 19.03.2018r,
Patrycja Talarska

Imiq i nazwisko

Katedra Blologil i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

miejsce realizowania pracy naukowe]

Sz. Pan

Prof. dr hab. Pawet Checiriski
Przewodniczacy Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medy

w Poznaniu

Szanowny Panie Profesorze,

Przygotowule sig do realizacji pracy doktorskiej, pt.: «~Wplyw nanoczastek na reaktywnos¢
ludzkich leukocytéw krwi obwodowej’, ktdra bedzie przeprowadzana w oparciu o badania
t wykorzystaniem krwi zakupionej w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
w Poznaniu.

Prosze o potwierdzenle, ie prowadzone przeze mnie badanie nie jest eksperymentem

medycznym i nie wymaga opinii Komisji Bioetyczne;.

PRZEWODNICZACY —
" KOMISIBIOETYCZNE

\ ool fedopocelieomm_

Zalacznik 2 Opis syntezy kulistych nanoczastek zlota
Kuliste nanoczastki zlota przygotowano w laboratorium Zaktadu Fizyki

Molekularnej na Wydziale Inzynierii Materiatowej 1 Fizyki Technicznej Politechniki
Poznanskiej na podstawie artykutow: Btaszkiewicz i wsp. [95] oraz Rahme i wsp. [96].
Kuliste nanoczastki ztota zostaty otrzymane w jednoetapowej reakcji in situ bottom-
up, gdzie prekursorem byt kwas tetrachloroztotowy (HAUCls, Sigma-Aldrich, nr kat.
520918), a reduktorem cytrynian sodu (Sigma-Aldrich, nr kat. S4641) [96]. 100 ml
wodnego roztworu HAUCI; o stezeniu 1 mmol/l ogrzano do 95°C. Nast¢pnie dodano
intensywnie mieszajac 2,82 ml roztworu cytrynianu sodu o st¢zeniu 170 mmol/l.
Mieszaning ogrzewano przez 35 minut w temperaturze 95°C. W tym czasie kolor

roztworu zmienil si¢ z jasnozottego do ciemno-czerwonego. Nastgpnie roztwor
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pozostawiono do osiggni¢cia temperatury pokojowej [95,96]. W ten sposob otrzymano
roztwor Aul.

Po ostygnigciu roztwor zostat przefiltrowany przez filtr strzykawkowy (0,22 pm).
Tak przygotowane nanoczastki zostaty poddane procesowi funkcjonalizacji przy uzyciu
tiomonometylowego glikolu polietylenowego o masie molowej okoto 2000 (PEG 2000,
Sigma-Aldrich, nr kat. 743127). Zabieg ten uniemozliwia tworzenie si¢ agregatow
i poprawia stabilno$¢ nanoczastek [95]. Zgodnie z procedurg Rahme 1 wsp. uzyto 1/3
cze$¢ molowa glikolu w stosunku do wykorzystanej ilosci kwasu tetrachloroziotowego.
Do roztworu PEG, ktory wczesniej zostal poddany sonikacji przez 30 minut
w temperaturze 40°C, dodano poreakcyjny roztwor nanoczgstek ztota. Catos¢ mieszano
przez 24 godziny, pozwalajagc na wymian¢ ligandow cytrynianowych obecnych
w nanoczastkach ztota z PEG. Nadmiar PEG usunigto wirujac przy obrotach 6 000 rpm,
przez 30 minut (MPW model 260R). Otrzymany osad przemyto wodg lub roztworem soli
fizjologicznej. Powtorzono wirowanie. Osad zawieszono ponownie w wodzie lub 0,9%

chlorku sodu [96]. Otrzymujac nanoczastki ztota Au2 i Au3.

Zalacznik 3. Opis syntezy pretopodobnych nanoczgstek zlota
Pretopodobne nanoczagstki zlota przygotowano w laboratorium Zaktadu Fizyki

Molekularnej na Wydziale Inzynierii Materiatowej i Fizyki Technicznej Politechniki
Poznanskiej zgodnie z artykutami: Btaszkiewicz i wsp. (2020) [97], Btaszkiewicz i wsp.
(2019) [98], Nikoobakht i wsp. [99], Rahme i wsp. [96].

Otrzymywanie pretopodobnych nanoczgstek wykonano syntezg dwuetapows.
Nanoczgstki byty syntezowane przy pomocy metody hodowania na zarodkach (ang. seed-
mediated growth), gdzie ziarna ztota koloidalnego byly przylaczane do wczesniej
otrzymanych kulistych rdzeni ztota. Nastepnie dookota rdzeni tworzyla si¢ z ziaren ztota
powloka powodujaca wzrost pretopodobnych nanoczastek ztota. Metoda ta polega na
redukcji chemicznej prekursora - kwasu tetrachloroztotowego (HAUCI4, Sigma-Aldrich,
nr kat. 520918) przez uzycie reduktoréw - borowodorku sodu (Sigma-Aldrich, nr kat.
452882) i kwasu askorbinowego (Sigma-Aldrich, nr kat. 255564) [98-100]. Zgodnie
z metoda opisang przez Blaszkiewicz 1 wsp. w celu przygotowania zarodkow zlota 5 ml
0,5 mmol/l roztworu kwasu tetrachloroztotowego dodano do 5 ml 200 mmol/l bromku
heksadecyloamoniowego (CTAB, Sigma-Aldrich, nr kat. H6269). Nastepnie dodano 0,6
ml 10 mmol/l $wiezo przygotowanego i schtodzonego $rodka redukujacego borowodorku

sodu. Energicznie mieszano w stalej temperaturze i wilgotnos$ci przez 2 minuty. Roztwor
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zmienit barwe na brazowo-z6lta. Otrzymany roztwor zarodkow ztota do dalszych syntez
przechowywano w temperaturze 25-28°C.

Nastepnie przygotowano roztwdér wzrostowy i w tym celu w kolbie stozkowej
zmieszano 5 ml 200 mmol/l roztworu bromku heksadecyloamoniowego (CTAB, Sigma-
Aldrich, nr kat. H6269) z 5 ml 1 mmol/l kwasu tetrachloroztotowego oraz 0,1 ml 4 mmol/I
azotanu(V) srebra(l) (Sigma-Aldrich, nr kat. 204390). Mieszaning ogrzano do
temperatury 30°C. Nastgpnie wolno mieszajagc dodano 70 pl 79 mmol/l wodnego
roztworu kwasu askorbinowego (Sigma Aldrich, nr kat. 255564). Na koniec dodano 12
ul zarodkow ztota, przygotowanych w pierwszym etapie. Po wymieszaniu roztwor
wzrostowy zmienit kolor, co wskazywato na powstawanie prgtopodobnych nanoczastek
ztota. Roztwor mieszano w temperaturze 30°C przez 30 minut. Mieszaning poreakcyjng
odwirowano przez 30 min (6000 rpm, MPW model 260R). Osad przemyto woda
I ponownie odwirowano. Otrzymano pretopodobne nanoczgstki ztota o srednicy okoto 21
nm i dlugosci okoto 48 nm (ryc. 6) [98,99]. W ten sposdb otrzymano roztwor Aué.

Ostatnim etapem jest dodanie wczesniej przygotowanego roztworu zarodkow ztota
(ang. seed solution), aby zakonczy¢ proces wzrostu. Roztwor pozostawiono na mieszadle
na ok. 2 h. Nastgpnie nanoczastki byly dwukrotnie odwirowane z nadmiaru $rodka
stabilizujgcego 1 przemywane wodg MiliQ. Tak przygotowane nanoczgstki zostaty
poddane procesowi funkcjonalizacji przy uzyciu tiomonometylowego glikolu
polietylenowego o masie molowej okoto 2000 (PEG 2000, Sigma-Aldrich, nr Kkat.
743127). Zgodnie z opisang procedurg Rahme i wsp. uzyto 1/4 cz¢$¢ molowa glikolu
w stosunku do wykorzystanej ilosci kwasu tetrachloroztotowego. Ilos¢ PEG jest
obliczona w oparciu o powierzchni¢ wtasciwg nanoczastek, w taki sposob, aby pokry¢
calg powierzchni¢ nanoczastek. Roztwor PEG poddany sonikacji przez 30 minut w temp.
40°C dodano do roztworu pr¢topodobnych nanoczgstek ztota. Roztwor pozostawiono na
mieszadle przez 24 godziny, pozwalajac na wymiang ligandow z PEG. Nastepnie cato$é
zostata oczyszczona z nadmiaru nieprzereagowanych reagentow w dwukrotnym procesie
wirowania (6000 rpm, MPW model 260R) przez 30 minut i przemywania woda lub 0,9%
chlorkiem sodu. [97-99]. Z otrzymanych roztworéw utworzono w wodzie Au5 i soli

fizjologicznej Au6.
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Zalacznik 4. Opis syntezy nanoczastek srebra
Nanoczastki srebra przygotowano w Wielkopolskim Centrum Zaawansowanych

Technologii zgodnie z artykutem: Bigall i wsp. [100].

Do kolby stozkowej o pojemnosci 1 I, wlano 500 ml wody Milli-Q. Umieszczono ja
na mieszadle magnetycznym i doprowadzono do wrzenia. Nastgpnie we wrzacej wodzie
rozpuszczono 46 mg azotanu(V) srebra(l) (Sigma-Aldrich, nr. kat. 204390).
Niezwlocznie po rozpuszczeniu si¢ soli (okoto 1 minuty) intensywnie mieszajac dodano
11 ml roztworu zawierajacego: 1% cytrynian trisodu (Sigma-Aldrich, nr kat. 71402),
0,05% kwasu cytrynowego (Sigma-Aldrich, nr kat. 27487). Roztwoér ten przygotowano
w wieksze] objetosci (50 ml) — biorgc odpowiednio 500 mg cytrynianu trisodu oraz 25
mg kwasu cytrynowego, uzupetniajac calos¢ woda do objetosci 50 ml. Nastepnie dodano
Swiezo przygotowanego 5,5 ml roztworu zawierajacego 0,08% borowodorku sodu
(Sigma-Aldrich, nr kat. 213462), we wczesniej otrzymanym roztworze tj. zawierajacym
1% cytrynian trisodu i 0,05% kwas cytrynowy. Caly czas intensywnie mieszajgc
ogrzewano mieszaning do wrzenia przez 10 minut. Nast¢pnie pozostawiono, do
osiggniecia temperatury pokojowej. Mieszaning odwirowano (20 min, 3000 rpm, Hermle
model Z400K). Po usuni¢ciu supernatantu osad wymieszano z wodg Milli-Q. Mieszaning

poreakcyjng przefiltrowano przez hydrofilowy filtr strzykawkowy (0,22 pwm) [100].
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