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Streszczenie rozprawy w jezyku polskim: Pomimo znaczgcego postepu w terapii
nowotwordw, wcigz pozostajg one drugg przyczyng umieralnosci na $wiecie. Zwigzane
jest to przede wszystkim z brakiem istotnych réznic pomiedzy komdrkami nowotworowymi
a prawidtowymi, co przektada sie na problemy z terapig. Ponadto, chemioterapia czesto
zwigzana jest z dystrybucjg silnie toksycznych zwigzkéw, w dawkach ktére mogg
powodowaé niespecyficzne dziatanie leku. W celu podniesienia specyficznosci oraz
selektywnosci chemioterapeutykéw wzgledem komaorek nowotworowych poszukiwane sg
nowe metody ich dostarczania do komérek guza.

W niniejszej pracy doktorskiej zbadatam wplyw skoniugowania pochodnych
niesymetrycznych bisakrydyn (UAs) z nanoczastkami (m. in. kropkami kwantowymi, QDs)
na ich cytotoksyczno$¢ oraz odpowiedz biologiczng, jakg indukujg w komodrkach
nowotworu ptuc oraz jelita grubego. Wykazatam, ze skoniugowanie UAs z QDs
(QDs-UAs) zwieksza aktywnos¢ cytotoksyczng tych zwigzkéw wobec komorek
nowotworu ptuc, jednoczesnie chronigc komoérki prawidtowe przed toksycznym
dziataniem zwigzku. Zastosowanie QDs jako platform transportujgcych leki pozwolito na
dostarczenie wiekszej ilosci zwigzku do komérek. Ponadto, skoniugowanie UAs z QDs
nie zmienito znaczgco rodzaju indukowanej odpowiedzi biologicznej, jednakze wptyneto
na jej poziom. Nieskoniugowane QDs nie byty cytotoksyczne oraz nie indukowaty
istotnych zmian w komérkach badanych linii.

Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim: Although significant advances have been
made in cancer treatment, it remains the second leading cause of death globally. This is
mainly due to the lack of significant differences between cancer and normal cells.
Moreover, classical chemotherapy is often associated with the distribution of highly toxic
effects, at dosages that may cause non-specific drug effects. To reduce the side effects
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and increase the specificity and the selectivity of chemotherapeutics to cancer cells, new
methods of their delivery to tumors are being sought.

In the present thesis, | have investigated the influence of unsymmetrical
bisacridines (UAs) conjugation with nanoparticles (e.g. quantum dots, QDs) on their
cytotoxicity and cellular response against lung and colon cancer cells. | have
demonstrated that the conjugation of UAs with QDs (QDs-UAs conjugates) has improved
the cytotoxic activity of these drugs, especially in lung cancer cells, having a protective
effect on normal cells at the same time. The application of QDs as drug delivery platforms
has increased the drug amount in the cells. Furthermore, the conjugation of UAs with QDs
has not changed the mechanism of action of UAs significantly, however, it can affect the
level of this response. Non-conjugated QDs were non-toxic and did not induce
a significant cellular response in the investigated cells.
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STRESZCZENIE

Choroby nowotworowe sg druga, po chorobach uktadu krgzenia, przyczyng umieralnosci
na $wiecie. Pomimo znaczacego postepu zaréwno naukowego, jak i technologicznego,
skuteczne metody leczenia nowotwordw sg wcigz ograniczone. Zwigzane jest to gtdwnie
Z brakiem istotnych réznic pomiedzy komérkami nowotworowymi a prawidtowymi. Chemioterapia
czesto wywoluje wiele efektéw ubocznych, kiére mogg powodowac niespecyficzne dziatanie leku.
W celu obnizenia dziatah niepozadanych oraz podniesienia specyficznosci chemioterapeutykéw
wzgledem komdrek nowotworowych poszukiwane sg nowe metody ich dostarczania do komoérek
guza. Jedng z nich jest zastosowanie nanoczgstek (ang. Nanoparticles, NPs) m. in. kropek
kwantowych (ang. Quantum Dots, QDs) jako platform transportujgcych.

Najnowszg grupg zwigzkéw otrzymanych w Zespole Chemii i Biochemii Zwigzkéw
Przeciwnowotworowych na Politechnice Gdanskiej sg pochodne niesymetrycznych bisakrydyn
(ang. unsymmetrical bisacridines, UAs). Charakteryzuja sie one wysokg aktywnoscig
cytotoksyczng in vitro i przeciwnowotworowg in vivo, gtéwnie wobec ludzkiego raka trzustki,
okreznicy i ptuc. Badane pochodne UAs (C-2028 oraz C-2045) zostaty skoniugowane z dwoma
rodzajami QDs: QDzietonymi i QDczerwonymi.

Celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej, byto okreslenie wptywu
skoniugowania UAs z nanoczastkami na cytotoksycznos¢ oraz odpowiedz biologiczng, jakg
indukujg w komorkach nowotworowych (linii H460 | HCT116) oraz prawidtowych (linii MRC-5
i CCD 841 CoN) ptuc i jelita grubego.

Wykazatam, ze skoniugowanie UAs z QDs (QDs-UAs) zwiekszylo aktywnos¢
cytotoksyczng badanych zwigzkéw, gtdwnie wobec komérek nowotworu ptuc (linii H460),
jednoczesnie wykazujgc dziatanie ochronne wobec komorek prawidtowych (linii MRC-5 oraz
CCD 841 CoN). W kolejnym etapie zbadatam kinetyke oraz mechanizm wnikania koniugatéw
QDs-UAs do badanych komérek. QDs-UAs (w szczegdlnosci QDs-C-2028) wnikaty do komorek
znacznie efektywniej niz UAs w ich wolnej postaci, gtéwnie w przypadku linii H460, gdzie wraz
z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji wzrastata ich akumulacja w komérkach. QDzielone-C-2028
wnikaty do komdrek badanych linii poprzez rézne szlaki endocytozy. Proces ten, byt
najefektywniejszy w przypadku komorek linii H460 i obejmowat trzy rézne szlaki:
makropinocytoze (1), endocytoze zalezng od klatryn (2) oraz kaweolin (3). Badane koniugaty, jak
i nieskoniugowane UAs, po ich wniknigciu do komorki, lokalizowaty sie wewnatrz lizosomow, we
wszystkich badanych liniach komérkowych. W lizosomach za$, panuje odpowiednio niskie pH do
uwalniania UAs z koniugatow QDs-UAs. QDs-UAs, szczeg6lnie w komdrkach nowotworowej linii
H460, indukowaty wyrazny przyrost wielkosci i ilosci kwasnych organelli, ktéry byt niezalezny od
procesu autofagii. Stwarzato to optymalne warunki do uwalniania sie UAs z koniugatéw QDs-UAs.
W przypadku prawidtowych komérek linii MRC-5 oraz CCD 841 CoN, w ktérych pH jest wyzsze,
UAs uwalniaty sie w mniejszym stopniu z QDs-UAs, co zwigzane byto z obnizeniem toksycznosci
zwigzku, wzgledem UAs w ich wolnej postaci.

Ostatnim obszarem moich badan byto okreslenie wptywu skoniugowania UAs z QDs na

dystrybucje komoérek w cyklu zyciowym oraz odpowiedz biologiczng indukowang w komérkach
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rakéw pluc i jelita grubego. UAs oraz ich koniugaty z QDs indukowaty wyrazne zmiany w progresji
komorek nowotworowych (linii H460 oraz HCT116) w cyklu zyciowym (przej$ciowa akumulacja w
fazie G1 i G2/M, obecnos¢ frakcji sub-G1). W komodrkach prawidtowych (linii MRC-5 oraz
CCD 841 CoN) zmiany te przebiegaly z mniejszg intensywnoscia, przyblizajgc je w ,strone”
rozktadu poszczegdlnych faz komodrek kontrolnych (nietraktowanych badanym zwigzkiem).
Przeprowadzone badania cytometryczne (test Aneksyna V/Pl oraz oznaczanie zmian
mitochondrialnego potencjatu btonowego AWm) wykazaty, ze nieskoniugowane UAs (szczegodlnie
C-2028) indukujg apoptoze w wyzszym stopniu niz ich koniugaty z QDs. Obnizenie ilosci komoérek
linii H460, ulegajacych smierci komoérkowej na drodze apoptozy, mogto by¢ zwigzane z indukcjg
przyspieszonego starzenia komérkowego. Ponadto, wykazatam, ze zaréwno UAs, jak ich
koniugaty z QDs nie indukowaty wyraznego wzrostu reaktywnych form tlenu (ang. reactive
oxygen species, ROS) w komérkach linii H460 oraz HCT116.

Podsumowujac, wyniki przedstawionych przeze mnie badahn wskazujg na wysoki
potencjat zastosowania kropek kwantowych (QDs) jako platform transportujgcych leki. Sg one
nietoksyczne, co potwierdzity badania in vitro jak i in vivo. Skoniugowanie niesymetrycznych
bisakrydyn z QDs z kolei, zwieksza ich aktywnos¢ cytotoksyczng w komorkach nowotworowych,
natomiast ostabia w komérkach prawidtowych. Ponadto, wykorzystanie QDs jako platform
transportujgcych UAs, pozwala na dostarczenie wiekszej ilosci zwigzkéw do komérek. QDs sg
réwniez podatne na modyfikacje fizykochemiczne, dzieki ktdrym mozna regulowac proces ich

wnikania do komorek czy transport wewnatrzkomorkowy.
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ABSTRACT

Cancer is the second cause of mortality in the world, after cardiovascular diseases.
Despite the notable scientific and technological progress, effective methods of cancer therapy are
still limited. This is mainly due to the lack of significant differences between cancer and normal
cells. Chemotherapy often causes many side effects that may cause non-specific drug action.
New methods of drug-delivering to tumor cells are sought to reduce side effects and increase the
specificity of chemotherapeutic agents for cancer cells. One of these methods is the application
of nanoparticles (NPs), e.g. Quantum Dots (QDs) as transport platforms.

Unsymmetrical bisacridines (UAs), synthesized in the Group of Chemistry and
Biochemistry of Anticancer Compounds at Gdansk University of Technology, are a new class of
compounds that exhibited high cytotoxic and antitumor activity, preferentially against human
pancreatic, colon, and lung cancer. The studied derivatives of UAs (C-2028 and C-2045) were
conjugated with two types of QDs: QDgreen and QDred. The research presented in this dissertation
aimed to investigate whether the application of hanoparticles as delivering UAs to cancer cells
influences cytotoxicity and the biological response of lung H460 and colon HCT116 cancer cells,
as well as normal MRC-5 and CCD 841 CoN cells.

The presented results showed that the conjugation of UAs with QDs (QDs-UAs
conjugates) improved the cytotoxic activity of these drugs, especially in cancer H460 cells, and
led to a protective effect on normal MRC-5 and CCD 841 CoN cells. Furthermore, | have
examined the cellular uptake kinetics and the mechanism of internalization of QDs—UAs
conjugates into cells. The results of the presented research indicate that QDs-UAs, enhancing
the amount of drug in the cells (compared to UAs alone), especially in the case of QDs—C-2028
in human lung H460 cells. In these cells, more QDs—-UAs conjugates were accumulated following
prolonged incubation time. The study of cellular internalization mechanism indicated that
QDgreen-C-2028 conjugate was the most effective for H460 cells and included three endocytosis
pathways: macropinocytosis (1), clathrin- (2), and caveolin-mediated endocytosis (3). After the
cellular internalization, QDs-UAs conjugates and UAs alone, were localized in lysosomes in all of
the tested cell lines. The pH value in the lysosomes promotes the greater release of UAs from the
QDs-UAs conjugates. QDs-UAs conjugates, especially in H460 cells, increased the number and
size of acid organelles (that was independent of the autophagy process), which can affect the
release of the UAs from the conjugates. In the case of normal cells (MRC-5 and CCD 841 CoN
cell lines), where the pH value is higher, the release of UAs from QDs-UAs was weaker, which
was associated with lower toxicity of the compound, compared to UAs alone. Finally, the last goal
of my research was to determine the effect of conjugate UAs with QDs on the cell cycle distribution
and biological response induced in lung and colon cancer cells. UAs and their conjugates with
QDs induced significant changes in the cell cycle progression of cancer cells (H460 and HCT116
lines; accumulation of the cells in G1 and G2/M phases, presence of the sub-G1 fraction). These
changes were less intense in normal cells (MRC-5 and CCD 841 CoN lines), compared to UAs
alone, bring them closer to the cell cycle distribution of control cells (untreated cells). The flow

cytometric studies (Annexin V/PI staining and changes in mitochondrial membrane potential
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(AWm)) showed that UAs alone (especially C-2028) induced apoptosis to a greater extent than
their conjugates with QDs. The reduction in the number of H460 cells undergoing cell death by
apoptosis could be related to the induction of cellular senescence. Moreover, the results of the
remaining studies indicated that both UAs and their conjugates did not induce a significant
increase in the generated reactive oxygen species (ROS) in H460 and HCT116 cells.

Overall, the results of my research present high potential for the use of Quantum Dots
(QDs) as drug delivery carriers. They are non-toxic, which was confirmed by in vitro and in vivo
tests. In turn, the conjugation of unsymmetrical bisacridines with QDs increases their cytotoxic
activity in cancer cells and decreases them in normal cells. In addition, the use of QDs as UAs
delivery carriers allows more compounds to be delivered to cells. Modifications of physiochemical
properties of QDs allow regulating the process of their penetration into cells or intracellular

transport.
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WYKAZ SKROTOW | OZNACZEN

5-FU
ATCC

AuNPs
AuNRs
CavME

CME
CM-H.DCFDA

DIC

DOX
DTX
ECM
EPR

FA
FDA

Fes04-RCOOH Np
GQDs
ICs0

1Cs0/90

IONPs
MP
MRI

MTX
NPs
NSCLC
PEG
PMs
PTX
QDs
ROS
Tf
UAs
WHO
X-Gal
AWn

5-fluorouracyl

ang. The American Type Culture Collection, Amerykanska Kolekcja
Hodowli Komérkowych

ang. gold nanoparticles, ztote nanoczastki

ztote nanoprety

ang. caveolin-mediated endocytosis, endocytoza zalezna od kaweolin
ang. clathrin-mediated endocytosis, endocytoza zaleznej od klatryn

ester acetylowy dioctanu 5-(i-6)-chlorometylo-2',7'-
dichlorodihydrofluoresceiny

ang. differential  interference  contrast, rézniczkowy  kontrast
interferencyjny

doksorubicyna
docetaksel
ang. extracellular matrix, macierz zewnatrzkomorkowa

ang. enhanced permeability and retention, zwiekszenie efektu
przepuszczalnosci i retencji

ang. folic acid, kwas foliowy

ang. US Food and Drug Administration, Amerykanska Agencja ds.
Zywnosci i Lekéw

magnetyczne nanoczgstki

grafenowe kropki kwantowe

ang. half maximal inhibitory concentration, stezenie zwigzku, przy
ktorym proliferacja komoérek w hodowli in vitro zostaje zahamowana
w 50% w stosunku do komorek kontrolnych

ang. 80/90% maximal inhibitory concentration, stezenie zwigzku, przy
ktorym proliferacja komoérek w hodowli in vitro zostaje zahamowana
w 80/90% w stosunku do komdrek kontrolnych

ang. iron oxide NPs, nanoczastki tlenku zelaza
ang. macropinocytosis, makropinocytoza

ang. magnetic resonance imaging, obrazowanie metodg rezonansu
magnetycznego

metotreksat

ang. nanoparticles, nanoczgstki

ang. non-small-cell lung cancer, niedrobnokomorkowy rak ptuca
ang. polyethylene glycol, glikol polietylenowy

ang. polymeric micelles, micele polimerowe

paklitaksel

ang. quantum dots, kropki kwantowe

ang. reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu
transferyna

ang. unsymmetrical bisacridines, niesymetryczne bisakrydyny
ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia
5-bromo-4-chloro-3-indolylo-3-D-galaktopiranozyd

spadek potencjatu btonowego
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1. WSTEP | CEL BADAN

Pomimo postepu w terapii konwencjonalnej oraz wprowadzaniu nowych metod leczenia,
choroby nowotworowe pozostajg drugg, zaraz po chorobach ukladu krgzenia, przyczyng
umieralno$ci na $wiecie. Wedtug szacunkéw Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health
Organization, WHO) co roku na $wiecie z tego powodu umiera okoto 10 min ludzi. Szacuje sie,
ze jeden na szes¢ zgondw spowodowany jest przez nowotwdr. Ta sama Organizacja szacuje, ze
do 2030 r. na raka bedzie chorowa¢ okoto 22,2 min ludzi na Swiecie, a najwiekszy wzrost
zachorowalnoséci bedzie dotyczy¢ krajéw rozwijajgcych sie. Nowotwory ptuc, prostaty, jelita
grubego oraz zofgdka sg najczestszymi rodzajami nowotworéw ztosliwych u mezczyzn. Wsrod
kobiet natomiast, najwyzszy wskaznik zachorowalnosci dotyczy nowotworéw piersi, jelita
grubego, ptuc oraz szyjki macicy.

Pomimo znaczgcego postepu zaréwno naukowego jak i technologicznego skuteczne
metody leczenia nowotwordw sg wcigz ograniczone. Zwigzane jest to przede wszystkim
Z brakiem istotnych réznic pomiedzy nowotworowymi a prawidtowymi komdrkami, jak réwniez
zjawiskiem lekoopornosci (Senapati S., 2018). Chemioterapia czesto zwigzana jest z dystrybucja
silnie toksycznych zwigzkéw, w dawkach ktére mogg powodowac niespecyficzne dziatanie leku
(Rafiei P., 2017). Ponadto, zwigzki takie czesto charakteryzujg sie stabg rozpuszczalnoscig
w wodzie, niskg dostepnoscig biologiczng czy tez wysokag objetoscig biodystrybucji. W celu
obnizenia dziatan niepozadanych oraz podniesienia specyficznosci chemioterapeutykow
wzgledem komorek nowotworowych poszukiwane sg nowe metody ich dostarczania do komoérek
guza (Muhamad N., 2018).

Nanotechnologia jest preznie rozwijajgcy sie dziedzing nauki. Nanomateriaty definiowane
$g zazwyczaj jako materiaty, ktérych wielkos$¢ ziarna, w jednym lub kilku wymiarach, miesci sie
w granicy 1-100 nm (Maynard A. D., 2011). Dzigki zastosowaniu coraz doskonalszych metod
badawczych powstajg nowe rodzaje nanoczgstek oraz metody aplikacyjne, w ktérych mogg
zosta¢ wykorzystane. Coraz cze$ciej wykorzystuje sie je w medycynie m. in. jako sondy do
obrazowania fluorescencyjnego czy platformy transportujgce leki (Chan J. M., 2010; Saadat M.,
2019). Dostarczenie chemioterapeutykédw 2z wykorzystaniem nanoczastek (np. kropek
kwantowych (Matysiak-Brynda E., 2018)), jako platform transportujgcych pozwala na uzyskanie
wysokiego stezenia leku w tkankach objetych nowotworem, zwigkszajac jego dziatanie w miejscu
docelowym, jednoczesnie ograniczajgc dziatania niepozadane na niezmieniong, prawidtowag
tkanke (Vandana M., 2010).

1.1. Badane zwigzki przeciwnowotworowe

W Zespole Chemii i Biochemii Zwigzkéw Przeciwnowotworowych na Politechnice
Gdanskiej od wielu lat prowadzone sg badania majgce na celu znalezienie potencjalnego leku
przeciwnowotworowego wsrod pochodnych akrydyny. Do tej pory, zsyntezowano wiele zwigzkéw

o wysokiej aktywnosci cytotoksycznej. Jednym z nich jest Ledakrin® — pierwszy polski lek
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przeciwnowotworowy, wprowadzony w 1974 r. do lecznictwa pod nazwg Nitracrine®. Znalazt on
zastosowanie w terapii nowotworu ptuc, piersi, okreznicy oraz jajnika (Gniazdowski M., 1979).
Niestety, ze wzgledu na dziatania niepozgdane oraz wtasciwosci mutagenne zostat wycofany
z lecznictwa (Piotrowska-Sowinska J., 1976). Kolejnym przedstawicielem jest pochodna
imidazoakrydonu — Symadex®, o symbolu roboczym C-1311. Wykazywata ona wysokg
aktywnos¢ cytotoksyczng in vitro oraz przeciwnowotworowg in vivo wobec nowotwordéw piersi
oraz jelita grubego (Chotody W. M., 1996). Symadex®, dotart do Il fazy badan klinicznych w$rdd
chorych z przerzutowym rakiem piersi, opornym na terapie taksanem (Isambert N., 2010). Z kolei,
pochodna 1-nitroakrydyny, ktérej przedstawicielem jest zwigzek C-1748, byta kandydatem do
| fazy badan klinicznych w leczeniu raka okreznicy (Ashok B. T., 2006; Paluszkiewicz E., 2020).

Najnowszg klasg zwigzkéw otrzymanych w Zespole sg zas pochodne niesymetrycznych
bisakrydyn (UAs) (Rysunek 1.), ktére charakteryzujg sie wysoka aktywnoscig cytotoksyczng
in vitro i przeciwnowotworowg in vivo wobec wielu ludzkich nowotworéw, w tym okreznicy, ptuc,

piersi i trzustki (Paluszkiewicz E., 2020).

C-2028: R: (CH2)s-N(CHz)-(CHz)s
Ri: H; R2: H

C-2045: R: (CH2)3-N(CH3)-(CHa)s
Ri: OH; Rz CH3

Rysunek 1. Struktura chemiczna badanych niesymetrycznych bisakrydyn

Zwigzki te zostaty opatentowane w Europie i USA (Konopa J., 2017; Konopa J., 2019).
Na podstawie szeroko zakrojonych badan dotyczgcych ich aktywnosci cytotoksycznej
i przeciwnowotworowej, w ramach niniejszej pracy doktorskiej wyselekcjonowano dwa zwigzki:
C-2028 i C-2045 oraz dwie, wrazliwe na ich dziatanie, nowotworowe linie komoérkowe: ptuc (H460)
oraz okreznicy (HCT116), a takze odpowiadajgce im prawidtowe linie komoérkowe, odpowiednio:
MRC-5 oraz CCD 841 CoN.

1.2. Nowotwdr ptuc i jelita grubego — ogdélna charakterystyka

1.2.1. Nowotwor ptuc

Rak ptuc jest najczestszym rodzajem nowotworu ztosliwego w Polsce i na swiecie. Pod
wzgledem umieralnosci zajmuje on pierwsze miejsce wsréd mezczyzn i drugie, po howotworze
piersi, wsrdd kobiet (Oser M. G., 2015). Gtéwnymi przyczynami nowotworu ptuc sg: palenie
tytoniu (zaréwno czynne jak i bierne), a takze nadmierna ekspozycja na dziatanie czynnikdw,

takich jak: aromatyczne weglowodory, azbest czy zanieczyszczenia powietrza
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(World Health Organization, 2014). Szacuje sig, ze palenie papieroséw jest przyczyng okoto 90%
zgondéw na nowotwor ptuc (Wang G. Z., 2015).

WHO klasyfikuje pod wzgledem histologicznym dwa gtéwne typy nowotworu pluc:
drobnokomérkowy rak ptuca (ang. small-cell lung cancer, SCLC), ktéry stanowi okoto 15%
wszystkich przypadkéw zachorowan oraz niedrobnokomoérkowy rak ptuca (ang. non-small-cell
lung cancer, NSCLC)—okoto 85%. Z kolei, posrod NSCLS wyr6zni¢ dalej mozna: rak
ptaskonabtonkowy, gruczolakorak i rak wielkokomérkowy. U oséb palgcych z nowotworem ptuc
obserwuje sie okoto 10-krotnie wiecej mutacji niz u oséb niepalgcych. Najczestszymi mutacjami,
u pacjentéw z rakiem ptaskonabtonkowym, sg mutacje w genach: SOX2, TP63, DDR2 i FGFR1
(Erdem J. S., 2016). Mutacje genéw EGFR i KRAS zas, sg typowe u 0s6b z gruczolakorakiem
(Sholl L. M., 2015). Z kolei, wiekszos¢ drobnokomérkowych rakéw ptuca zwigzanych jest
z mutacjg w genach TP53 i RB1 (Meuwissen R., 2003).

1.2.2. Nowotwor jelita grubego

Nowotwor jelita grubego jest trzecim, pod wzgledem zachorowalnosci (zaraz po raku ptuc
i piersi) i czwartym pod wzgledem umieralnosci (po raku ptuc, watroby i zotgdka) nowotworem na
Swiecie (World Health Organization, 2014). Do gtéwnych przyczyn zachorowalnosci na nowotwor
jelita zaliczy¢ mozna: zig diete, otytlo$¢ oraz brak aktywnosci fizyczne;.

Pod wzgledem histopatologicznym WHO klasyfikuje nowotwor jelita grubego na:
gruczolakorak (ang. adenocarcinoma), rak gruczotowo-ptaskonabtonkowy (ang. adenosquamous
carcinoma), rak wrzecionowatokomoérkowy (ang. spindle cell carcinoma), rak ptaskonabtonkowy
(ang. squamous cell carcinoma) oraz rak niezroznicowany (ang. undifferentiated carcinoma).
Wiekszos¢ nowo zdiagnozowanych pacjentow (70-80%) z nowotworem jelita grubego
poddanych jest resekcji jelita — wycieciu guza z marginesem zdrowych tkanek (pozostate 20—
30% przypadkow stanowig guzy nieresekcyjne). Po resekcji, pacjenci w trzecim stadium raka
jelita grubego, w ramach standardowej praktyki klinicznej, poddawani sg nastepnie chemioterapii
(Gustavsson B., 2015).

1.3. Celizakres badan

Biorgc pod uwage powyzsze aspekty, celem moich badan byto okreslenie wptywu
skoniugowania wybranych niesymetrycznych bisakrydyn (C-2028 oraz C-2045) z nanoczgstkami
na cytotoksycznos¢ oraz odpowiedz biologiczng w komérkach rakéw ptuc i jelita grubego (1) oraz
weryfikacja hipotezy (Il), ze dostarczenie skoniugowanych zwigzkéw z zastosowaniem
nanoczgstek jako platform transportujacych, moze zwiekszy¢ stezenie chemioterapeutykéw
w komoérkach nowotworowych, jednoczesnie ograniczajgc dziatania niepozadane wobec
komorek prawidtowych.

Dla realizacji powyzszych celow, zakres moich badan obejmowat:

l. okreslenie aktywnosci cytotoksycznej niesymetrycznych bisakrydyn (C-2028

oraz C-2045) w ich wolnej jak i skoniugowanej z nanoczastkami postaci
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w komoérkach ludzkich rakéw piluc (H460) i okreznicy (HCT116) oraz
w odpowiadajgcych im komaérkach prawidtowych: MRC-5i CCD 841 CoN.
zbadanie procesu wnikania do komdrek wszystkich badanych linii
niesymetrycznych bisakrydyn (C-2028 oraz C-2045) w ich wolnej jak
i skoniugowanej z nanoczgstkami postaci.

okreslenie typu odpowiedzi komodrkowej (apoptoza, nekroza, starzenie
komoérkowe) indukowanej przez wymienione powyzej niesymetryczne

bisakrydyny w postaci wolnej i skoniugowanej z nanoczgstkami.

Podczas realizacji badan zastosowatam nastepujgce metody badawcze:

1.

Okreslenie aktywnosci cytotoksycznej, w oparciu o pomiar aktywnos$ci

oksydoredukcyjnej mitochondriéw z wykorzystaniem barwnika MTT.

Zbadanie mechanizmu i szybkosci wnikania badanych zwigzkéw do komorek

nowotworowych i prawidtowych, dostarczanych z wykorzystaniem nanoczgstek

jako platform transportujgcych — mikroskopia konfokalna.

Zbadanie indukcji kwasnych organelli z jednoczesng kolokalizacjg badanych

zwigzkow w komorce — mikroskopia konfokalna.

Zbadanie zmian w przebiegu cyklu zyciowego w oparciu o okreslenie zawartosci

DNA w poszczegdlnych komdrkach metodg cytometrii przeptywowe;.

Zbadanie koncowej odpowiedzi biologicznej indukowanej przez badane UAs i ich

koniugaty z kropkami kwantowymi (QDs):

e apoptozy (obecnos¢ frakcji sub-G1, test Aneksyna V/PIl, spadek
potencjatu mitochondrialnego — cytometria przeptywowa),
e procesu przyspieszonego starzenia komodrkowego (badanie zmian

w ekspresji SA-B-galaktozydazy bedacej markerem procesu starzenia
komorkowego — mikroskopia Swietlna),

Zbadanie metodg Western blotting poziomu wybranych biatek (beklina-1, LC3

oraz p21) w komdérkach badanych linii.

Okreslenie zdolnosci UAs skoniugowanych z QDs do nieodwracalnego

zahamowania proliferacji komérek nowotworowych — test colony forming.

Zbadanie zdolnosci do generowania reaktywnych form tlenu (ROS) przez UAs

i ich koniugaty z QDs — cytometria przeptywowa.
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Nanoczgstki

Nanoczastki (NPs) dzieki swoim unikalnym wiasciwosciom takim jak: wielko$¢, rozmiar
czy zdolno$¢ do modyfikacji ich powierzchni np. poprzez skoniugowanie z réznymi ligandami,
stanowig swoiste rusztowanie do projektowania i zastosowania ich w wielu dziedzinach nauki.
Wiasciwosci te sg coraz czesciej wykorzystywane w poszukiwaniu efektywnej terapii celowanej,
w ktérej dazy sie do uzyskania wysokiego stezenia leku w tkankach nowotworowych, przy
jednoczesnym ograniczeniu dziatan niepozadanych na niezmieniong, prawidtowg tkanke
(Vandana M., 2010).

A B C
°8
vewe" . ° .. v - 4
- . . e ot o -
D E ®  Prawidlowa komérka $rédblonka
N o Komérka nowotworowa
3 . 2 - . - v v
. . WY e @ Nanoczastka
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Rysunek 2. Rézne bariery in vivo, jakie musi pokona¢ nanoczastka w drodze do swojego celu
molekularnego, na podstawie (Pearson R. M., 2014)

Pozadanym jest, aby nanoczgstki jako platformy transportujgce po ich wniknieciu do
komorek, dostarczaty chemioterapeutyki do swoich celéw molekularnych np. jgdra komérkowego.
Whikanie NPs i ich koniugatéw z chemioterapeutykami, moze jednak wywotywaé niepozgdane
efekty takie jak cytotoksyczno§¢ czy zmiana odpowiedzi biologicznej, wzgledem
nieskoniugowanego chemioterapeutyku (Mao Z., 2013; Verdera H. C., 2017). Przy projektowaniu
efektywnego systemu wykorzystujacego NPs, niezbedne jest zatem zrozumienie interakcji
pomiedzy NPs a mikrosrodowiskiem na kazdym z etapéw dostarczania chemioterapeutykdw.
Nanoczastki, poczagwszy od ich iniekcji konczac na dotarciu do celu molekularnego w ludzkim
organizmie, muszg pokonac szereg barier in vivo (Rysunek 2.). W celu ,0siggniecia sukcesu”
terapeutycznego NPs w pierwszym etapie muszg ,przetrwa¢” w krwioobiegu (A), a nastepnie
dotrze¢ do zmienionej chorobotwérczo tkanki i przedyfundowaé przez macierz
zewnatrzkomoérkowg (B) (ang. extracellular matrix, ECM). W kolejnym etapie nanoczgstki muszg
wejs¢ w interakcje z btong komdrkowg i wnikngé do komorki docelowej (C-D), po czym dotrzeé

do swojego celu molekularnego (E) wewnatrz komoérki (Pearson R. M., 2014).
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2.1.1. Wybrane typy nanoczgstek posiadajgcych zastosowanie w biomedycynie

Ze wzgledu na budowe nanoczastek mozna je ogodlnie podzieli¢ na dwie grupy:
nieorganiczne i organiczne (Rysunek 3.). Do nieorganicznych NPs mozna zaliczy¢é kropki
kwantowe, magnetyczne NPs, a takze te zbudowane z metali i tlenkéw metali (Dayem A. A,
2017). Wsréd organicznych NPs wyrdzni¢ dalej mozna: dendrymery, liposomy oraz micele.
Ponizej scharakteryzowatam najpopularniejsze typy nanoczgstek, posiadajgcych duzy potencjat
aplikacyjny w biomedycynie: kropki kwantowe, ziote i magnetyczne NPs, a takze dendrymery,
micele i liposomy. Nanoczgstki te mogg przenosi¢ zwigzki terapeutyczne m.in.
chemioterapeutyki, geny, przeciwciata czy biatka, ktére moga byé potgczone z NPs na rézne
sposoby np. poprzez ich zaadsorbowanie, rozpuszczenie, kapsutkowanie czy tez kowalencyjne
przytaczenie lub wigzanie elektrostatyczne (Mccarthy D. J., 2014).

Nieorganiczne
NPs

Kropki kwantowe Ztote NPs Magnetyczne
(QDs) NPs

[IVE»
\\‘\ N 2
N [ f7
¥ s

Organiczne NPs

Dendrymery Micele Liposomy

Rysunek 3. Typy najpopularniejszych organicznych i nieorganicznych nanoczastek (NPs) posiadajgcych
zastosowanie w biomedycynie

2.1.1.1. Kropki kwantowe

Kropki kwantowe (QDs), nalezg do grupy nanoczgstek nieorganicznych, sg
potprzewodnikowymi krysztatami o rozmiarach w skali nanometrowej (2—10 nm). Zbudowane sg
zazwyczaj z pierwiastkow takich jak: srebro, kadm, rte¢, selen, tellur, otéw czy cynk.
Charakteryzujg sie unikalnymi wtasciwo$ciami optycznymi oraz elektronicznymi, odpornoscig na
fotowybielanie, jak réwniez szerokim widmem absorpcji do rownoczesnego wzbudzania wielu
koloréw fluorescencyjnych (Matea C. T., 2017; Smith A. M., 2008; Dey N. S., 2011). Ze wzgledu
na sktad i strukture QDs mozna wyréznic¢ ich kilka typow: rdzen, rdzen — powtoka oraz ,stopowy”
(bimetaliczny) (Munasinghe E., 2019). Nanoczastki te, w zaleznosci od wymagan aplikacyjnych,
mogg by¢ dalej modyfikowane np. poprzez pokrycie rdzenia organiczng powtokg, celem nadania
jej np. hydrofobowej powierzchni. Podstawowym ograniczeniem zastosowan ,tradycyjnych” QDs
(zawierajgcych jony metali ciezkich np.: CdSe QDs czy CdS QDs), w medycynie jest jednak ich
potencjalna dlugoterminowa toksycznosé. Mimo, iz stosowane metody pasywacji badz tez
modyfikacji powierzchni takich QDs, obnizajg ich toksycznos¢, projektowane sg nowe rodzaje

QDs (Ding C., 2016). QDs dzieki swoim unikalnym wtasciwosciom znalazly szereg zastosowan,
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w tym biomedycznych. Stanowig one bowiem swoiste rusztowanie do projektowania
wielofunkcyjnych nanoczgstek m.in. z funkcjg obrazowania czy tez transportowania
chemioterapeutykoéw (Weissleder R., 2005).

Woczesniejsze badania naszego Zespotu koncentrowaty sie na poréwnaniu aktywnosci
cytotoksycznej doksorubicyny (DOX) w jej wolnej jak i skoniugowanej z QDs (Ag—In—-Zn-S)
postaci (w ré6znych wariantach: QD, Tf-QD oraz apo—Tf-QD) wobec komérek nowotworu ptuc
(linii H460). Skoniugowanie DOX z QD—-apo-Tf (QDs skoniugowanych z transferyng (Tf), ktérej
geny ulegajg nadekspresji w wielu nowotworach, bez obecnych jonéw zelaza (l11)) pozwolito na
podwyzszenie jej aktywnosci cytotoksycznej wzgledem komoérek badanej linii. Co wiecej, sam
nosnik nie wptywat na zahamowanie proliferacji komérek (Matysiak-Brynda E., 2018).

Badania prowadzone w zespole Bwatanglang’a miaty na celu zwigkszenie efektywnosci
dostarczania 5-FU (5-Fluorouracylu) z wykorzystaniem nanoczgstek (Mn:ZnS QDs) jako platform
transportujgcych (Bwatanglang I. B., 2016). 5-FU zostat przytagczony do powierzchni kropek
kwantowych (Mn:ZnS QDs), a nastepnie zakapsutkowany w polimerze chitozanu, ktory
w kolejnym etapie skoniugowano z kwasem foliowym (FA). Wyniki badan in vivo wskazaty, ze
zastosowanie badanego koniugatu (5—-FU@FACS—-Mn:ZnS) spowodowato zmniejszenie sie
guzow i liczby przerzutéw w ptucach mysz, w poréwnaniu do grupy tych zwierzat leczonych 5-FU
w jego wolnej postaci. Co wiecej, w badaniach in vitro wykazano, ze koniugaty 5-FU@FACS-
Mn:ZnS indukujg apoptoze w komérkach nowotworu piersi MDA-MB231 w wyzszym stopniu niz
nieskoniugowany 5-FU.

Zespot X. Wang’a w swoich badaniach z kolei, zastosowat grafenowe kropki kwantowe
(GQDs) ze zmodyfikowanym ligandem (Wang X., 2014). W przeciwienstwie do
potprzewodnikowych QDs, GQDs charakteryzuja sie niska toksycznoscig, dobrg
biokompatybilnoscig oraz szerokim widmem wzbudzenia (Matea C. T., 2017). Nanoczagstki
optaszczone kwasem foliowym (FA) skoniugowano z odpowiednim receptorem oraz DOX. GQDs,
transportowaly doksorubicyne do komérek nowotworowej linii HeLa. Ponadto, skoniugowanie
DOX z GQD-FA miato wptyw na wydtuzenie czasu jej uwalniania oraz akumulacji w komérkach.
Badany koniugat DOX-GQD-FA charakteryzowat sie wyzszg aktywnoscig cytotoksyczna,
wzgledem DOX w jej wolnej postaci, wobec komorek linii HeLa i jednoczesnie stabszg — wobec

komorek, nie bedgcych jego celami molekularnymi.

2.1.1.2. Ztote nanoczgstki

Ziote nanoczastki (ang. gold nanoparticles, AuNPs) nalezg do grupy nanoczgstek
nieorganicznych. Dzieki swoim unikalnym wifasciwosciom optycznym, znalazlty szereg
zastosowan w biomedycynie takich jak: transportowanie lekéw i genéw, w terapii nowotworow
oraz w obrazowaniu biologicznym (Soenen S. J., 2011). Ziote nanoczastki, w zaleznosci od ich
docelowego zastosowania, mogg roézni¢ sie wielkoscig, ksztattem i strukturg. AUNPs w ksztalcie
sfer o $rednicy od kilku do 100 nm, znalazly zastosowanie w obrazowaniu oraz w zwiekszeniu
dawki promieniowania, jak rowniez w transportowaniu chemioterapeutykéw (Kong F.-Y., 2017).

Ztote nanopowtoki, z kolei sg sferycznymi strukturami o srednicy 50-150 nm, ktére zbudowane
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sg z krzemionkowego rdzenia i otaczajgcej go metalicznej nanopowtoki ze ziota. Ich wiasciwosci
optyczne mogg by¢ modyfikowane poprzez zmiane $rednicy rdzenia i grubosci otaczajgcej go
powioki (Lee J., 2014). Ztote nanoprety, kolejny rodzaj AuNPs, w swoim najdtuzszym wymiarze
posiadajg Srednice wynoszgcg 25-45 nm. Poprzez zmiane tadunku powierzchniowego oraz
obecnosci réznych grup funkcyjnych na powierzchni tych nanoczgstek, mozna manipulowac
efektywno$cig ich wnikania do komérki. Nanoczgstki ztota mozna modyfikowac nie tylko poprzez
modulowanie ich wielkosci, ksztattu i struktury, ale takze poprzez powlekanie ich powierzchni
np.: srodkami powierzchniowo czynnymi lub polimerami (Soenen S. J., 2011). AuNPs sg
biokompatybilne i nietoksyczne (Kong F.-Y., 2017). Jednakze istniejg doniesienia, wskazujgce,
ze bardzo mate nanoczgstki ztota, o Srednicy ponizej 4-5 nm, mogg by¢ potencjalnie toksyczne,
ze wzgledu na fakt, iz docierajg do jadra komdrkowego i wigzg sie z DNA (Rivera G. P., 2010).

Zespdét F. Wang'a w swoich badaniach przytaczyt DOX do nanoczastek ztota pokrytych
glikolem polietylenowym poprzez linker wrazliwy na zmiany pH (Wang F., 2011). Ten typ
potgczenia doksorubicyny do AuNPs pozwolit na wewnatrzkomoérkowe uwolnienie DOX
Z koniugatu DOX-Hyd@AuNPs w kwasnych organellach. Spowodowato to szybki wzrost jej
wewnatrzkomoérkowego stezenia, wzmacniajgc jednoczesnie efekt terapeutyczny zwigzku
w lekoopornych komoérkach nowotworowych MCF-7/ADR, w poréwnaniu do DOX w jej wolnej
postaci.

AUNPs znalazly takze zastosowanie w jako nosniki genoéw (Kong F.-Y., 2017). Koniugaty
oligonukleotyddw (i matym interferujgcym RNA) z AuNPs posiadajg unikalne wtasciwosci, ktore
czynig je potencjalnymi wewnatrzkomorkowymi czynnikami regulujgcymi geny. AuNPs silnie
funkcjonalizowane oligonukleotydami (potgczone wigzaniami kowalencyjnymi), zdolne sg do
aktywacji gendéw i szlakdw zwigzanych z odpornoscig w jednojadrzastych komodrkach krwi
obwodowej, ale nie w przypadku linii komdérkowej z ograniczong liczbg podziatéw komdrkowych
(KimE. Y., 2012). Odkrycia te stanowig istotng warto§¢ dla zastosowania AuNPs

modyfikowanych oligonukleotydami w rozwoju terapii i technologii dostarczania genow.

2.1.1.3. Nanoczgstki magnetyczne

Nanoczgstki magnetyczne (ang. magnetic nanoparticles) stanowig kolejng grupe
nieorganicznych nanoczastek, ktére znalazty zastosowanie w biomedycynie, zwiaszcza
w leczeniu i diagnozowaniu nowotwordow, w obrazowaniu rezonansem magnetycznym
(ang. magnetic resonance imaging, MRI) jak réwniez jako platformy transportujgce
chemioterapeutyki (Hervault A., 2016). Najpopularniejszym przedstawicielem nanoczastek
magnetycznych sg nanoczgstki tlenku zelaza (ang. iron oxide NPs, IONPs) w tym magnetyt
(Fes0a4), maghemit (y-Fe203) oraz nanoczgstki ferrytow (Fe2CoOs) (Wu M., 2017). IONPs
zazwyczaj sg kulistymi czgstkami o srednicy 10—-100 nm, charakteryzujg sie niskag toksycznoscig
oraz biokompatybilnoscig (Assa F., 2016). Jednakze wykazano, ze zastosowanie bardzo matych
nanoczgstek tlenku zelaza moze powodowac lokalnie wysokie stezenie zelaza w komoérkach

(Soenen S. J., 2011), przez co jego usuwanie z organizmu moze by¢ utrudnione.
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Ze wzgledu na sftabe uwalnianie lekéw z ich koniugatéw z magnetytem (FesOa), jak
réwniez niskg pojemnosé¢ zatadunku samego magnetytu lekiem, stosuje sie wstepne powlekanie
tych nanoczgstek substancjami zapewniajgcymi ich stabilno$é, biodegradowalnosé
i nietoksyczno$¢é m. in.: naturalnymi oraz syntetycznymi polimerami badz lipidami. Polimerowe
powloki pozwalajg na stworzenie wigkszej ilosci hydrofilowych nanostruktur, zapewniajg
réznorodnos¢ powierzchniowych grup funkcyjnych do wigzania sie czgstek leku, hamujg
agregacje nanoczgstek jak rowniez zwiekszajg ich stabilnos¢ (Assa F., 2016). Nanoczastki tienku
zelaza optaszczone dekstranem, zostaty zatwierdzone przez Amerykanskg Agencje ds. Zywnosci
i Lekdw (ang. US Food and Drug Administration, FDA) jako czynniki kontrastujgce do
obrazowania metodg rezonansu magnetycznego (MRI) np. w detekcji nowotworéw watroby
(Soenen S. J., 2011).

W badaniach przeprowadzonych w zespole Akiko Sato (Sato A., 2013) wykazano, ze
nieskoniugowane nanoczagstki magnetyczne (MgNPs-Fes30a) znacznie zwiekszaty produkcje
reaktywnych form tlenu w komérkach raka prostaty: Du-145, PC-3 oraz LNCaP, powodujac
oksydacyjne uszkodzenia DNA. Jednoczes$nie nie wplywaly one znaczaco na proliferacje
badanych komoérek. Skoniugowanie badanego leku — docetakselu (DTX) z magnetycznymi
nanoczagstkami zas, zwiekszyto jego aktywnos¢ cytotoksyczng in vitro oraz powodowato ttumienie
ekspresji genu NF«B, odpowiedzialnego m.in. za odpowiedz komorki na bodzce takie jak stres

czy wolne rodniki.

2.1.1.4. Dendrymery

Dendrymery, nalezg do grupy nanoczgstek organicznych, posiadajg tréjwymiarowa,
wysoce rozgateziong strukture o charakterze kulistym. Zbudowane sg z wielofunkcyjnego,
centralnego rdzenia, od ktérego odchodzg powtarzalne, rozgateziajgce jednostki, na konhcu
ktérych znajdujg sie grupy funkcyjne (Zhu J., 2013). Unikalne wtasciwosci dendrymeréw m. in.:
rozmiar w skali nanometrowej, ,waski’ wspoétczynnik polidyspersyjnosci czy tez wysoka
dostepnos¢ grup funkcyjnych sprawity, ze znalazty one szereg zastosowan, w tym jako platformy
transportujgce chemioterapeutyki (Kesharwani P., 2014) i $rodki kontrastujagce do MRI
(Sharma A. K., 2017).

Czasteczki lekdw moga by¢ (1) fizycznie uwiezione w dendrymerach, (2) skoniugowane
poprzez wigzanie kowalencyjne badz tez (3) zwigzane poprzez oddziatywania elektrostatyczne,
wigzanie van der Waalsa lub wigzanie wodorowe na powierzchni tych NPs (Zhu J., 2013).
Dendrymery jako nosniki lekow, poprawiajg ich rozpuszczalno$¢ i czas krgzenia w krwioobiegu.
Utatwiajg rowniez bierne dostarczanie lekow do komérek guza poprzez zwiekszenie efektu
przepuszczalnosci i retencji (ang. enhanced permeability and retention, EPR) (Sharma A. K.,
2017). Wszystkie te cechy dendrymeréw sprawiajg, iz sg idealnymi kandydatami do
opracowywania systemow transportujgcych leki. Zespdt J. F. Kukowskiej-Latallo (Kukowska-
Latallo J. F., 2005) zsyntezowat no$niki lekéw — dendrymery typu PAMAM (poliamidoaminowe)
o $rednicy <5 nm, skoniugowane z kwasem foliowym (FA) i metotreksatem (MTX) do celowanej

terapii komérek nowotworowych. Na podstawie zdje¢ z mikroskopu konfokalnego wykazali, ze
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nosniki lekdw <50 nm byty w stanie przedosta¢ sie z ukladu naczyniowego poprzez efekt EPR
i oddziatywa¢ z komérkami nowotworowymi. Tym samym skoniugowanie MTX z badanymi
nanoczgstkami  (nosnikami  lekow) pozwolito na  zwigkszenie jego aktywnosci

przeciwnowotworowej w docelowych komérkach, wzgledem MTX w jego wolnej postaci.

2.1.1.5. Micele

Kolejnym typem organicznych nanoczgstek wykorzystywanych jako platformy
transportujgce chemioterapeutyki sg micele. Micele sg amfifilowymi, kulistymi czgstkami,
zbudowanymi z hydrofobowego rdzenia i otaczajgcej go hydrofilowej otoczki (Husseini G. A.,
2008). Najpopularniejszymi przedstawicielami miceli, wykorzystywanych jako nosniki lekéow sg
micele polimerowe (ang. polymeric micelles, PMs), ze wzgledu na ich unikalne wiasciwosci
fizykochemiczne, ,zdolno$ci” do wigzania i uwalniania lekow, tatwg metode syntezy,
biokompatybilnos¢ oraz selektywnos¢ wzgledem komoérek nowotworowych (Zhou Q., 2018).
Nanoczastki te, mozna tatwo modyfikowa¢ za pomocg grup funkcyjnych, wzmacniajgc tym
samym ich biodostepnos$é¢, czas cyrkulacji, specyficzno$¢ wzgledem komoérek nowotworowych
oraz aktywnos¢ przeciwnowotworowg. Hydrofobowe leki, transportowane przez PMs, sg
zazwyczaj ,zwigzane” w ich rdzeniu, jednak mozliwe jest takze ich przytgczenie do hydrofilowych
polimeréw korony PMs (Husseini G. A., 2008).

Obecnie trwajg badania kliniczne, znajdujgce sie w roznych fazach, w ktérych bada sie
wptyw skoniugowania najpopularniejszych lekéw przeciwnowotworowych (m. in.: doksorubicyny,
docetakselu, paklitakselu i cisplatyny) z micelami polimerowymi. Genexol®-PM (paklitaksel (PTX)
zatadowany w PM) znajduje sie w IV fazie badan klinicznych (Zhou Q., 2018). Paklitaksel jest
lekiem przeciwnowotworowym, stosowanym w terapii howotworu piersi, jajnikdw, ptuc, glowy
i szyi. Jest on jednak stabo rozpuszczalny w wodzie, a stosowanie go w wysokich dawkach
powoduje neuropatie (chorobe nerwéw obwodowych o podtozu neurologicznym) oraz
neutropenie (obnizenie ponizej normy liczby neutrofilow we krwi obwodowej) (Tae-You K., 2004).
W badaniach przedklinicznych wykazano, ze Genexol®-PM pozwala na 3—krotne zwiekszenie
maksymalnej dawki tolerowanej oraz odpowiada za istotne podwyzszenie aktywnosci

przeciwnowotworowej, w stosunku do PTX w jego wolnej postaci (Zhou Q., 2018).

2.1.1.6. Liposomy

Liposomy stanowig kolejng grupe nanoczgstek organicznych. Sg matymi (od 30 nm do
kilku pm), kulistymi pecherzykami, zbudowanymi zazwyczaj z wodnego rdzenia oddzielonego
dwuwarstwg lipidow naturalnych i/lub syntetycznych (Zabielska-Koczywas K., 2017). Dzieki
swojej unikalnej budowie mogg transportowac zaréwno hydrofilowe (poprzez wodny rdzen) jak
i hydrofobowe (poprzez hydrofobowg dwuwarstwa lipidowg) zwigzki. Ponadto, nanoczgstki te sg
biokompatybilne i biodegradowalne. Zwiekszajg ilos¢ dostarczanego leku do komoérek guza,
jednoczesnie obnizajgc jego toksycznos¢ wzgledem komodrek prawidtowych. Liposomy sg

jednymi z najczesciej badanych NPs jako nosnikow chemioterapeutykéw w medycynie, gtéwnie
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ze wzgledu na tatwos$¢ ich produkcji i modyfikacji struktury. Oprécz transportowania lekéw NPs
te wykorzystywane sg réwniez do przenoszenia peptydéw, gendéw oraz sond obrazujgcych
(Mukherjee A., 2019).

Potowe lekoéw, dostarczanych do terapii nowotworéw dzieki szeroko pojetej
nanotechnologii i zatwierdzonych do tej pory przez FDA, stanowig liposomalne preparaty
zwigzkéw cytotoksycznych. W postaci liposomalnej dostepne sga m. in. daunorubicyna
(Daunoxome) w terapii miesaka Kaposiego (zwigzanego z Iludzkim wirusem niedoboru
odpornosci HIV), doksorubicyna (Doxil oraz Myocet) w monoterapii miesaka Kaposiego
(zwigzanego z HIV) oraz raka jajnika, jak rowniez winkrystyna (Margibo) w terapii ostrej biataczki
limfoblastycznej oraz irynotekan (Onivyde) — w leczeniu raka trzustki z przerzutami (Szwed M.,
2010; Zabielska-Koczywas K., 2017)

2.1.2. Strategie projektowania i optymalizacji syntezy nietoksycznych nanoczgstek

Istnieje wiele konfiguracji badan dotyczacych okreslenia cytotoksycznosci nanoczgstek
w komoérkach (Soenen S. J., 2011). Rysunek 4. przedstawia kluczowe aspekty, dotyczace
obnizenia toksycznosci NPs i efektow jakie wywotujg w komérkach (np. zdolno$¢ do generowania
reaktywnych form tlenu; ROS), rozpatrywane przy projektowaniu i optymalizacji ich syntezy.
Przed przystgpieniem do badan biologicznych, w pierwszym etapie nalezy okresli¢ wtasciwosci
fizykochemiczne NPs w ich ,suchej” formie oraz w roztworach fizjologicznych. Nastepnie nalezy
wybra¢ komérki (najlepiej o roznej fizjologii, celem uzyskania reprezentatywnego wyniku), jakie
zostang wykorzystane do dalszych badan. W przypadku, gdy NPs wnikajg efektywnie do komorek
mozna okresli¢ ich aktywnos¢ cytotoksyczng. Jesli nanoczastki okazg sie toksyczne to mozna
zmniejszac ich stezenie badz tez je modyfikowaé np. ich skfad czy powierzchnie.

Toksycznos$é nanoczastek zwigzana jest gtéwnie z ich skladem chemicznym, zwlaszcza
w przypadku kropek kwantowych (QDs) zawierajgcych jony metali ciezkich takich jak kadm czy
rte¢ (Matea C. T., 2017). Pozadane jest, aby NPs, ktére majg mie¢ potencjalne zastosowanie
kliniczne, nie byly cytotoksyczne. Nie jest to zawsze mozliwe, dlatego tez w celu obnizenia
aktywnosci cytotoksycznej nanoczgstek mozna modyfikowaé ich powierzchnie np. poprzez
funkcjonalizacje powierzchni QDs biokompatybilnymi molekutami takimi jak glikol polietylenowy
(ang. polyethylene glycol, PEG). Ponadto, toksyczno$¢ samych NPs moze by¢ zwigzana
z wlasciwo$ciami fizykochemicznymi ich powierzchni, ktére mogg wywotywaé rézng odpowiedz
biologiczng w komérkach np. zdolno$¢é do generowania ROS (Raja G., 2020). Jak wykazano,
nanoczgstki SiOz2 NPs i ZnO NPs o tym samym rozmiarze i ksztatcie wykazywaty rézny stopnien
toksycznosci (Dayem A. A., 2017). ZnO NPs charakteryzowaly sie wyzszg aktywnoscig
chemiczng niz SiO2 NPs, czego konsekwencjg bylo generowanie przez nie silniejszego stresu
oksydacyjnego w komaérce (poprzez produkcje anionorodnika ponadtlenkowego O2™).

Po okresleniu nietoksycznego stezenia NPs, w kolejnym etapie nalezy zbadac¢ czy i jaka
odpowiedz biologiczng indukujg w komdrkach. Do podstawowych badan nalezg: okre$lenie
zdolnosci NPs do generowania ROS oraz zmiany morfologii i funkcji pracy komarki. Wazne jest

réwniez okreslenie zdolnosci NPs do ich potencjalnej degradacji w komoérkach. Niektére mate
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nanoczgstki np. AuNPs (4-5 nm), mogg by¢ potencjalnie toksyczne, ze wzgledu na fakt, iz
docierajg do jadra komdrkowego i wigzg sie z DNA. Ztoto jako elektroujemny metal, jest tatwo
przyciggane do rowkéw DNA, w ktérych panuje ujemnie natadowane $rodowisko. Ponadto,
nanoczgstki w rozmiarze okoto 1,4 nm mogg niemal doktadnie ,wpasowaé sie¢” do wigkszych
rowkéw DNA, co prowadzi do ich silnej, potencjalnej toksycznosci w komérkach (Rivera G. P.,
2010).
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Rysunek 4. Schemat pracy przy projektowaniu i optymalizacji badan dotyczacych toksycznosci
nanoczgstek w komadrkach, na podstawie (Soenen S. J., 2011)

Nanoczastki, ktére bedg wnikaty efektywnie do komoérek, a przy tym jednoczesnie nie
beda wobec nich toksyczne oraz nie bedg wptywaé na zmiane ich morfologii i odpowiedzi

biologicznej, posiadajg potencjat aplikacyjny do dalszych badann np. jako platform

transportujgcych leki.

30


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Czesc teoretyczna

2.1.3. Whikanie nanoczgstek do komoérek

Jedng z podstawowych funkcji btony komodrkowej jest odizolowanie komérki od
otaczajgcego jg Srodowiska. Catkowita izolacja komorki od otoczenia nie jest jednak mozliwa, co
pocigga za sobg koniecznos¢ Scistej regulacji wymiany materii miedzy komorka a jej otoczeniem.
Proces wnikania jest jednym z najwazniejszych proceséw regulujgcych aktywnos¢ biologiczng
molekut, determinujgcych interakcje pomiedzy molekutami a bfong cytoplazmatyczng
(Mosquera J., 2018).

Ogolnie, proces wymiany substancji w btonie komérkowej mozna podzieli¢ na bierny
i aktywny. Gazy (takie jak tlen czy dwutlenek wegla), hydrofobowe molekuly (np. benzen) czy
molekuty nie posiadajgce tadunku (np. woda, etanol) dyfundujg do komaérki zgodnie z gradientem
stezen w sposéb bierny (bez wykorzystania energii). Z kolei, aktywny transport zachodzi wbrew
gradientowi stezen (z wykorzystaniem energii) (Foroozandeh P., 2018).

Kiedy czgstki np. nanoczastki, kiére nie moga wnikngé przez hydrofobowg btone
komérkowg na zasadzie transportu biernego, docierajg do zewnetrznej strony btony komérkowej,
mogg oddziatywa¢ z komponentami btony bgadz z macierzg zewnatrzkomoérkowg, po czym
wnikajg do komoérki, gidwnie na drodze endocytozy (Behzadi S., 2017). Endocytoza prowadzi do
pochtaniania NPs, prowadzacych do powstawania pecherzykéw endocytarnych. Pecherzyki te sg
nastepnie transportowane do wewngtrzkomoérkowych przedziatéw sortowania. W zaleznosci od
typu komorki, jak i biatek, lipidow oraz innych molekut zaangazowanych w ten proces, endocytoza
moze by¢ podzielona na kilka rodzajow: fagocytoze, makropinocytoze, endocytoze zalezng od
kaweolin, endocytoze zalezng od klatryn oraz endocytoze niezalezng od klatryn/kaweolin (Oh N.,
2014) (Rysunek 5.).

A B

Fagocytoza Caastii stale Makropinocytoza (> 0,5 ym)

$ = ° - °
ot « o o_=% o
Ptyn ° 0
[+] zewnatrzkomérkowy [+]

/ Cytoplazma
Q Fagosom [#] Pecherzyk

Cc D E
Endocytoza zalezna od Endocytoza zalezna od Endocytoza niezalezna od
kaweolin (~ 60 nm) klatryn (~ 120 nm) klatryn/kaweolin (~ 90 nm)
[+]
i ~ 2 ° % o
°°-f: °,,°° ® & °°° - ° ’oo )
Receptor
-t g 3=t Lk g =t
2 X - Y | 4
= Kaweole SR Xt
¥ 4" Kaweolina \
. o~
\ ' AT % i
g & Pecherzyk & T
v g oy pe
powlekany {1 % =3 ?
Klatryng 2 B A
R

S ns

Rysunek 5. Mechanizmy wnikania NPs: (A) fagocytoza, (B) makropinocytoza, (C) endocytoza zalezna od
kaweolin, (D) endocytoza zalezna od klatryn oraz (E) endocytoza niezalezna od klatryn/kaweolin; na
podstawie (Pearson R. M., 2014)
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2.1.3.1. Fagocytoza

Proces wnikania czgstek na drodze fagocytozy (ang. phagocytosis) odbywa sie gtéwnie
w komorkach do tego wyspecjalizowanych tj.: w makrofagach, monocytach czy neutrofilach, ktére
odpowiedzialne sg m. in. za obrone gospodarza oraz wchtanianie martwych komorek i ich
szczatkow. Czastki wieksze niz 500-1000 nm wnikajg do komérek gtdwnie na drodze fagocytozy
(Zhao J., 2018).

Fagocytoza NPs inicjowana jest zazwyczaj przez opsonizacje —na powierzchni
nanoczgstek adsorbowane sg opsoniny takie jak immunoglobuliny (np. przeciwciata) czy biatka
dopetniacza (Gustafson H. H., 2015). Opsonizacja NPs pozwala na ich rozpoznawanie przez
fagocyty, poprzez specyficzne interakcje ligand—receptor. To z kolei, inicjuje kaskade
sygnalizacyjna, ktéra moze powodowacé tworzenie sie na powierzchni komérki przedtuzen, po
czym nastepuje pochtaniane i internalizacja czastek, prowadzgca do powstania fagosomu
(Hillaireau H., 2009). W pézniejszych fazach tego procesu dochodzi do fuzji fagosomu
Z lizosomem, a materiat w nich zawarty zostaje strawiony w kwasnym pH (Foroozandeh P., 2018)

przez enzymy hydrolityczne.

2.1.3.2. Makropinocytoza

Makropinocytoza (ang. macropinocytosis, MP) jest innym rodzajem szlaku endocytozy
niezaleznej od klatryn, ktéra wystepuje w wielu komérkach, w tym w makrofagach (Hillaireau H.,
2009). Ten niespecyficzny proces zachodzi spontanicznie badz tez moze by¢ indukowany przez
czynniki wzrostu lub inne sygnaty (Li Z., 2017), ktére po zwigzaniu z receptorami, znajdujgcymi
sie w btonie komodrkowej, inicjujg kaskade sygnalizacyjng, prowadzaca do polimeryzacji aktyny
oraz silnego fatdowania btony (Zhao J., 2018). Komérka moze pobiera¢ do swojego wnetrza
zewnatrzkomoérkowy ptyn wraz z jego zawartoscig, poprzez tworzgce sie podczas tego procesu
wypustki btonowe, formujgc duze pecherzyki tzw. makropinosomy (Lim J. P., 2011). Wielko$é
makropinosoméw (0,5-10 uym) z kolei, czyni makropinocytoze dobrym portalem do wnikania
wszystkich makromolekut, znajdujacych sie w zewngtrzkomérkowym ptynie, w tym czgstek takich
jak: duze NPs (w pm, ktére nie mogg wnikngé do komorki poprzez inne szlaki), jak rowniez
niespecyficznych chorobotwdérczych drobnoustrojéw, ciatek apoptotycznych czy wiruséw
(Foroozandeh P., 2018).

2.1.3.3. Endocytoza zalezna od kaweolin

W endocytozie zaleznej od kaweolin (ang. caveolin-mediated endocytosis, CavME)
proces wnikania molekut zachodzi poprzez formowanie sie kaweoli — 50-80 nm, wgtebieh btony
komorkowej w ksztatcie kolby po stronie cytozolowej (Kiss A. L., 2009). Ten rodzaj endocytozy
jest powszechny w réznych typach komoérek (np. w komodrkach miesniowych, srodbtonka,
w fibroblastach czy tez adipocytach), bierze udziat w sygnalizacji komoérkowej, a takze regulacji

biatek btonowych, lipidow oraz kwaséw ttuszczowych (Doherty G.J., 2009). Integralnym
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elementem wchodzgcym w sktad kaweoli jest biatko blonowe — kaweolina, ktéra odpowiedzialna
jest m.in.za ich charakterystyczny ksztatt (Zhao J., 2018). Wzbogacone sg one takze
w cholesterol i sfingolipidy. Kaweole, po odpgczkowaniu od btony komdrkowej, mogg tgczy¢ sie
nastepnie z kaweosomami o neutralnym pH (Sahay G., 2010), ktére pozwalajg ,na ominiecie”
lizosomow, przez co chronig swojg zawartos¢ przed enzymami hydrolitycznymi i ich degradacjg
w lizosomach (Benmerah A., 2007). Istniejg réwniez dane wskazujgce, na alternatywny
wewnatrzkomorkowy los kaweoli — po ich odpgczkowaniu od btony komérkowej mogg sie tgczy¢
z endosomami, a w konsekwencji dostarcza¢ swéj fadunek do lizosomoéw (Li Z., 2017).

W poréwnaniu do endocytozy zaleznej od klatryn, wnikanie molekut na drodze
endocytozy zaleznej od kaweolin trwa diuzej, a powstajgce transportujgce pecherzyki majg
mniejszy rozmiar (Pelkmans L., 2001). Dostarczanie m. in. NPs tym szlakiem jednak, pozwala
unikng¢ ich potencjalnej, niepozadanej (w danym przypadku) degradacji w kwasnych
organellach, zwiekszajgc tym samym ilo§¢ molekut dostarczanych do ich celéw molekularnych
np. retikulum endoplazmatycznego czy aparatu Golgiego, co moze mie¢ kluczowe znaczenie dla

zwiekszenia efektu terapeutycznego (Kou L., 2013).

2.1.3.4. Endocytoza zalezna od klatryn

Whnikanie molekut do wnetrza komérek na drodze endocytozy zaleznej od klatryn
(ang. clathrin-mediated endocytosis, CME) jest procesem powszechnie wystepujgcym,
a zarazem wysoce selektywnym, w ktérym wymagana jest obecnosé¢ wyspecjalizowanych
receptorow na powierzchni btony komérkowej. Komorki, za posrednictwem tego szlaku
wchfaniania dostarczajg m. in. hormony biatkowe oraz sktadniki odzywcze, w tym cholesterol
(przez receptor lipoproteinowy o niskiej gestosci) czy tez zelazo (przez receptor transferyny)
(Hassinger J. E., 2017). Do tego typu endocytozy niezbedna jest obecno$¢ biatka
opfaszczajgcego, uczestniczgcego w tworzeniu pecherzykéw — klatryny (Cocucci E., 2012).

W pierwszym etapie endocytozy zaleznej od klatryn, poszczegdlne makromolekuty
(ligandy) lub np. NPs optaszczone ligandem, znajdujgce sie w zewnatrzkomdrkowym plynie,
wigzg sie do odpowiednich receptoréw, znajdujgcych sie na powierzchni bfony, formujgc
kompleks ligand—receptor (Li Z., 2017). Wigzanie sie ligandu z receptorem wywoluje ,inwazje
osocza”, tworzgc wpuklenia w miejscach, gdzie stezenie receptora jest wyzsze niz w innych
miejscach btony komadrkowej (Zhao J., 2018). Kompleks ten nastepnie przegrupowuje sie do
miejsca btony komérkowej, bogatego w klatryne (znajdujgcej sie od strony cytoplazmy), w wyniku
czego dochodzi do pochtoniecia molekut przez pecherzyki powlekane klatryng (powstaje kosz
klatrynowy). Gdy pecherzyk (ok. 120 nm) znajdzie sie w cytoplazmie, dochodzi do rozpadu kosza
klatrynowego i uwolnienia klatryny, po czym dochodzi do fuzji pecherzyka z wczesnymi
endosomami. Makromolekuty znajdujgce sie wewngtrz wczesnych endosoméw, mogg nastepnie
dotrze¢ do lizosomow (Foroozandeh P., 2018) poprzez szlak endo-lizosomalny.

Internalizowane materiaty po wniknieciu do komérek na drodze endocytozy zaleznej od
klatryn, sg zazwyczaj dostarczane do lizosomoéw, a nastepnie degradowane. Zjawisko to jest

wykorzystywane jako jedna ze strategii dostarczania lekéw skoniugowanych z NPs, ktére wnikajg
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do komorek za posrednictwem tego szlaku i mogg byé degradowane w kwasnych organellach
(Karimi M., 2016), a nastepnie po uwolnieniu z lizosoméw docieraé do swoich celéw

molekularnych.

2.1.3.5. Endocytoza niezalezna od klatryn/kaweolin

Endocytoza niezalezna od klatryn oraz kaweolin (ang. clathrin- and caveolae-
independent endocytosis) wystepuje w komodrkach pozbawionych tych biatek. Komérki za
posrednictwem tego szlaku wchtaniania dostarczajg m. in. hormony wzrostu czy interleukine-2
(Ferreira A. P. A., 2018). Jedng z metod pozwalajagcych wykorzystaé ten szlak, jest
skoniugowanie NPs oraz polimerow z kwasem foliowym, ktéry wnika do komérek na zasadzie
endocytozy niezaleznej od klatryn/kaweolin (Foroozandeh P., 2018). W ten sposdb wykorzystuje

sie NPs m. in. jako sondy do obrazowania fluorescencyjnego czy platformy transportujgce leki.

2.1.4. Wptyw wtasciwosci fizykochemicznych nanoczgstek na proces wnikania do komoérek

Poprzez optymalizacje wtasciwosci fizykochemicznych nanoczgstek takich jak: rozmiar,
ksztalt, tadunek powierzchniowy czy modyfikacja powierzchni, mozna regulowac proces ich
wnikania do komorek, transport wewnatrzkomoérkowy jak réowniez cytotoksycznos¢ (Nel A. E.,
2009; Zhao J., 2018) (Rysunek 6.). Badanie i zrozumienie interakcji pomiedzy nanoczastkami
a ich wnikaniem na drodze endocytozy moze pozwoli¢ zatem na zwiekszenie efektywnosci terapii

przeciwnowotworowe;.

Ligand na powierzchni NP, rozpoznajacy
receptorna powierzchni komérki np.:
kwas foliowy, transferyna

Funkcjonalizacja powierzchni

NPs:
4. P -COOH, -NH,, -CH
— s tadunek powierzchniowy

€0

kropki kwantowe — micele Zote NPs | A
(QDs) z \
) .
e Optaszczenie NPs np. PEG
magnetyczne liposomy dendrymery

" 0”@ ¢
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Rysunek 6. Przyktady modyfikacji witasciwosci fizykochemicznych NPs wykorzystywanych przy
projektowaniu nanoczgstek transportujgcych leki

2.1.4.1. Rozmiar

Rozmiar NPs jest kluczowym czynnikiem wptywajgcym na efektywnos¢ ich wnikania
komoérkowego, jak réwniez na ich toksyczno$¢ w komodrkach (Albanese A., 2012). Ponadto,

wielko$¢ nanoczgstek jest jednym z najwazniejszych czynnikéw determinujagcych rodzaj szlaku,
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jakim dostang sie do komoérek. Mate NPs o $rednicy od kilku do kilkuset nanometréw, mogg
wnika¢ do komoérek na drodze pino- lub makropinocytozy. Nanoczastki w rozmiarze 250 nm do
3 um wnikajg na drodze fagocytozy, natomiast 120-150 nm NPs —na drodze endocytozy
zaleznej od klatryn badz kaweolin (Foroozandeh P., 2018). Rozmiar powstajgcych kaweoli,
w endocytozie zaleznej od kaweolin, ogranicza wnikanie wigkszych nanoczgstek tym szlakiem
(Nishikawa T., 2009). Niektére typy NPs moga wnikaé za$ do komérek réznymi szlakami
endocytozy, w zaleznosci od ich rozmiaru.

Przeprowadzono szereg badan, na podstawie ktérych okreslono optymalng wielko$¢
NPs, majacych potencjat w ich zastosowaniu w celach diagnostycznych oraz terapeutycznych,
pozwalajgcg na jak najefektywniejsze wnikanie do komorki. W endocytozie zaleznej od
receptoréw petne ,owinigecie” nanoczgstki zalezy od sity adhezji i gestosci ligandéw potrzebnych
do przekroczenia bariery energetycznej (Deserno M., 2004). Wyznaczono, w sposob teoretyczny
oraz eksperymentalny, ze optymalna wielkos¢ nanoczastek pozwalajgca na ich efektywne
dostarczanie do komérek, wynosi okoto 50 nm. Wiele danych wskazuje, ze kuliste NPs ze ziota,
krzemionki, jak réwniez nanorurki weglowe czy kropki kwantowe w tym rozmiarze pozwalajg na
osiggniecie ich maksymalnego wskaznika wychwytu przez komérki (Zhao J., 2018). Efektywnos¢
procesu wnikania spada zas dla mniejszych (okoto 15-30 nm) badz wiekszych (70-250 nm)
nanoczgstek (Wang S-H., 2010).

Nalezy jednak zwréci¢ uwage, ze w warunkach fizjologicznych nanoczastki wykazujg
silng tendencje do aglomeracji i tworzenia polidyspersyjnych aglomeratéw o nieregularnych
ksztaltach. To z kolei wptywa na losowy szlak endocytozy, na ktérej drodze NPs wnikajg do
komoérki (Albanese A., 2011). Dlatego tez, do ilosciowego badania endocytozy nanoczgstek,
potrzebne sg komplementarne techniki, ktére pozwalajg na unikniecie btednej interpretacii

danych eksperymentalnych.

2.1.4.2. Ksztaft

Obok rozmiaru nanoczastek, rownie waznym aspektem decydujgcym o efektywnosci
whnikania komérkowego, jak réwniez ich wewnatrzkomadrkowej dystrybuciji jest ich ksztatt (Zhao J.,
2018). Do komérek moga wnika¢ nanoczastki o roznych ksztattach takich jak: kule, prety, rurki
czy cylindry (Mao Z., 2013). W badaniach przeprowadzonych w zespole Chithrani okreslano
m. in. wptyw ksztattu koloidalnych ztotych nanoczgstek (AuNPs) na efektywno$é wnikania do
komoérek nowotworowej linii HeLa. Wyniki ich badan wskazaty, ze kuliste AuNPs wnikaly do
komorek okoto 5—krotnie efektywniej niz te same nanoczastki w ksztatcie pretéw (Chithrani B. D.,
2006). Cztonkowie tego zespotu w swoich kolejnych badaniach sprawdzali poziom wnikania
AuNPs: kulistych i w ksztatcie preta, optaszczonych dodatkowo transferyng, do komoérek linii:
STO, HelLa oraz SNB19. Zaobserwowali, ze kuliste ziote nanoczgstki wnikajg do komédrek
badanych linii efektywniej niz te w ksztalcie pretéw (Chithrani B. D., 2007). Z kolei, Qiu
i wspotpracownicy badali wptyw wspétczynnika ksztattu (stosunek dtugosci do $rednicy) ztotych
nanopretow (AuNRs) na wnikanie do komérek nowotworowej linii MCF-7. Wykazali, ze AuNRs

0 wyzszym wspotczynniku ksztattu byty internalizowane wolniej niz te 0 nizszym wspdtczynniku
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(Qiu Y., 2010). Zwigzane jest to z tym, ze na ,owiniecie” dtuzszej nanoczgstki potrzeba wiecej
czasu. Istniejg takze doniesienia, ze niektére ,niesferyczne” ksztalty NPs takie jak cylindry,
wykazujg duzy potencjat w zastosowaniach biomedycznych. Niektére cylindryczne nanoczastki
wykonane z np. nanorurek weglowych, tlenkéw zelaza czy polimeréw mogg zwiekszaé cyrkulacje
i czas retencji w poréwnaniu do ich sferycznego odpowiednika. Jednakze wcigz nie okreslono czy
niesferyczne NPs moga efektywniej wnika¢ do komérek nowotworowych na zasadzie endocytozy
(Zhao J., 2018).

Ponadto rézne typy komoérek mogg wykazywac rézng odpowiedz na dany ksztatt
nanoczastek. Zespot Hutter badat proces wnikania komdérkowego ztotych nanoczastek w réznych
ksztaltach: sferycznym, pretu oraz ,jezowca” (np. kolczastych NPs) do dwoch typow komorek:
komoérek fagocytarnych (mikrogleju) N9 oraz niefagocytarych neuronéw. Do fagocytarnych
komérek mikrogleju wnikaty gtéwnie kolczaste NPs, natomiast do neuronéw wnikaty tylko te
w ksztaicie pretow (Hutter E., 2010).

2.1.4.3. tadunek powierzchniowy

Kolejnym istotnym czynnikiem wptywajgcym na efektywnos$é wnikania NPs do komoérek
jest ich tadunek powierzchniowy (DengJ., 2016). Moze on by¢ anionowy, neutralny badz
kationowy. Ze wzgledu na fakt, ze powierzchnia btony komérkowej ma lekko ujemny fadunek,
dodatnio natadowane nanoczagstki sg internalizowane w wigkszym stopniu (poprzez
oddziatywania elektrostatyczne) niz te o neutralnym badz ujemnym tadunku (Panariti A., 2012;
Zhao J., 2018). Wnikanie dodatnio natadowanych NPs moze jednak zaktécaé integralnos¢ btony
komorkowej, a w konsekwencji prowadzi¢ do wzrostu ich toksycznosci (Goodman C. M., 2004)
i indukcji 8mierci komodrkowej (Dawson K. A., 2009). Nanoczastki o neutralnym fadunku
powierzchniowym za$ wnikajg do komérek wolniej niz te o ujemnym tadunku.

tadunek powierzchniowy nanoczgstek, wptywa nie tylko na proces wnikania do komoérek,
ale réwniez na jego mechanizm. Dodatnio natadowane NPs wnikajg do komérek gtéwnie na
drodze makropinocytozy, podczas gdy ujemnie natadowane NPs — endocytozy niezaleznej od
klatryn/kaweolin (Dausend J., 2008). Sciezki wnikania komérkowego mogg sie zmienié, kiedy
powierzchnia nanoczastek zostanie optaszczona np. organicznymi molekutami. Ziote
nanoczastki, posiadajgce dodatni fadunek powierzchniowy, wnikaja do komérek na drodze
makropinocytozy lub endocytozy zaleznej od kaweolin (Foroozandeh P., 2018). Po ich
optaszczeniu glikolem polietylenowym za$, nadajgcym im ujemny fadunek, wnikajg do komdérek

gtéwnie na drodze endocytozy zaleznej od klatryn i/lub endocytozy zaleznej od kaweolin.

2.1.4.4. Modyfikacja powierzchni

W zastosowaniach biomedycznych, dzieki modyfikacji powierzchni nanoczastek mozna
obnizy¢ ich toksycznos¢, podniesc¢ stabilnosc, jak rowniez kontrolowaé i modulowac ich proces
wnikania oraz los wewngtrz komorki (Barrera G., 2016). Najczesciej powierzchnie NPs

funkcjonalizuje sie: PEG, ujemnie natadowang grupg karboksylowg (-COOH), obojetng grupa
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hydroksylowg (-OH), badz dodatnio natadowang grupg aminowg (-NHz2). Wzrost ilosci grup
aminowych powoduje zwiekszenie dodatniego tadunku powierzchniowego nanoczgstek, co
w konsekwencji prowadzi do zwigkszenia ich wnikania komdrkowego. Podobng zalezno$¢é mozna
zaobserwowac w przypadku funkcjonalizacji NPs grupami karboksylowymi — zwigksza sie ich
ujemny fadunek powierzchniowy, prowadzacy do zwiekszonego wnikania komérkowego
(Foroozandeh P., 2018).

Poprzez przytagczenie molekut ,rozpoznajgcych” wybrane komoérki do powierzchni NPs,
mozna zwiekszy¢ selektywnos$¢ dostarczanych przez nie chemioterapeutykéow (Panariti A.,
2012). Specyficzny ligand zwigzany na powierzchni NP, rozpoznawany jest przez receptor
(unikalny dla pewnych komérek badz chordb), zlokalizowany na powierzchni btony komorkowe;.
Dzieki specyficznej interakcji ligand—receptor, koniugat taki wnika do komérek na zasadzie
endocytozy zaleznej od receptoréw. Jednymi z najcze$ciej wykorzystywanych receptorow jako
narzedzi do zwiekszania stezenia lekéw w komdérkach sg m. in. receptory kwasu foliowego oraz
transferyny, ze wzgledu na fakt, iz w wiekszosci komoérek nowotworowych ich geny ulegajg
nadekspresji (Mao Z., 2013).

2.1.5. Wewnatrzkomérkowa degradacja NPs i ich wptyw na toksycznos$¢ w komorkach

W wiekszosci przypadkdéw NPs wnikajg do komérki na zasadzie endocytozy, wéwczas
zmienia sie pH mikrosrodowiska z okoto 7,4, panujgcego w srodowisku zewngtrzkomorkowym,

do 6,0 — we wczesnych endosomach, a nastepnie do okoto 4,5—-4,0 — w lizosomach.

NP
Endocytoza 0
o ©
©
N e ° © o 0o © o °
® ¢ o o ° S
] Lizosomy
Lizosomy (PH 4,5-4,0)

Kwasne Srodowisko oraz
aktywnos¢ enzymow
degradujg NPs

ROS Jadro ’\
J

Ucieczka komorkowe
Apoptoza

Uszkodzenia DNA Aktywacja sciezek
sygnalizacyjnych i wptyw
na ekspresje genéw

NPs oraz jony metali
moga wigzac sie 7
bezposrednio do mRNA {48

Uszkodzenia
mitochondrium

Rysunek 7. Schemat przedstawiajgcy interakcje NPs — komérka, na podstawie (Deng J., 2016)

Ponadto, NPs mogg by¢ narazone takze na dziatanie réznych enzymoéw takich jak

katepsyna L, ktéra zdolna jest do degradacji wiekszosci ,bio-skoniugowanych” NPs. Po
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degradacji powierzchni NPs, kwasne srodowisko panujace w endosomach (pH 6) lub lizosomach
(pH 4,5-4,0), moze prowadzi¢ do ich dalszego rozktadu, powodujgc uwalnianie sie wolnych
jonéw metali bgdz makromolekut z nanoczgstek. To z kolei, moze doprowadzi¢ do stopniowego
spadku srednicy ich rdzenia oraz zmiany morfologii. Uwalniajgce sie¢ makromolekuty oraz wolne
jony metali z NPs mogg potencjalnie wptywa¢ na homeostaze komorki np. poprzez zmiane
ekspresji genow, czy zwiekszenie poziomu reaktywnych form tlenu (ROS), co moze bezposrednio
przektadac sie m. in. na uszkodzenia DNA, aktywacje $ciezek sygnalizacyjnych czy tez apoptoze
(Rysunek 7.) (DengJ., 2016). Dlatego tez, przy projektowaniu efektywnego systemu
wykorzystujgcego NPs, niezbedne jest poznanie wewngtrzkomérkowej interakcji pomiedzy NPs

a komérka na kazdym z etapow dostarczania chemioterapeutykéw (Pearson R. M., 2014).

2.1.6. Zdolnos$¢ NPs do generowania reaktywnych form tlenu

Reaktywne formy tlenu (ROS) sg indywiduami chemicznymi niestabilnych, cze$ciowo
zredukowanych pochodnych tlenu, powstajgcych jako produkt uboczny, w wyniku aktywnosci
metabolicznej komorki. Ws$réd nich wyrdézni€ mozna m. in.: nadtlenek wodoru (H202),
anionorodnik ponadtlenkowy (O2"), rodnik hydroksylowy (*OH) czy tlen singletowy (*O2) (Yang H.,
2018). ROS odgrywajg wazng role w modulowaniu zaréwno przezycia jak i smierci komorki,
réznicowania, a takze sygnalizacji wewnagtrzkomorkowej oraz produkcji czynnikow zwigzanych
z zapaleniem (Mueller C. F., 2005). Zdolno$¢ do generowania ROS przez NPs wynika
m. in. z chemicznych jak i fizycznych wiasciwo$ci samych nanoczastek (takich jak rozmiar, ksztatt
czy powierzchnia) jak rowniez ich interakcji z poszczegdélnymi komponentami komorki

np. podczas ich internalizacji do komdrek (Dayem A. A., 2017).

2.1.6.1. Wptyw wtasciwo$ci NPs na generowanie ROS

Stres oksydacyjny indukowany przez NPs moze mie¢ kilka zrédet: (1) ROS mogg byé
generowane bezposrednio na powierzchni nanoczastek, kiedy to zaréwno utleniacz jak i wolne
rodniki obecne sg na powierzchni NPs. (2) NPs metali przejsciowych (takich jak: Zzelazo, miedz,
chrom czy wanad) moga generowaé¢ ROS, dziatajgc jako katalizatory w reakcjach Fentonal. (3)
Mate NPs, posiadajgce zdolnos¢ do wnikania do mitochondrium, powodujg uszkodzenia fizyczne
prowadzgce do stresu oksydacyjnego, a w konsekwencji do zmieniania ich funkcji. (4) Aktywacja
komoérek zapalnych (makrofagdéw i neutrofili), ktéra moze by¢ réwniez indukowana poprzez
fagocytoze NPs, moze prowadzi¢ do generowania reaktywnych form tlenu i azotu (Buzea C.,
2007).

Duza powierzchnia wiasciwa NPs oraz reaktywne grupy na ich powierzchni
odpowiedzialne sg za ich wysoki potencjat oksydacyjny (Soenen S.J., 2011). Reakcje
chemiczne, na powierzchni NPs z duzg powierzchnig wlasciwg sg znacznie przyspieszone

(Dayem A. A., 2017). Modyfikacje strukturalne i zmiany wifasciwosci elektronowych na

1 Reakcja Fentona — metoda wytwarzania rodnika hydroksylowego (*OH), w wyniku reakcji nadtlenku
wodoru (H202) z jonem zelaza (Il) (Fe?*).
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powierzchni mniejszych NPs zachodzg w wyzszym stopniu niz na powierzchni wiekszych NPs,
czego konsekwencja jest formowanie sie reaktywnych grup na powierzchni tych czgstek. Wysokg
reaktywnos¢ chemiczng nanoczgstek przypisuje sie ,zwisajgcym wigzaniom” (unieruchomionym
wolnym rodnikom) atomow znajdujgcych sie na powierzchni NPs, ktdére promujg katalize

indukowang przez NPs (Fan J., 2011).

2.1.6.2. Wplyw interakcji NPs z komponentami komérki na generowanie ROS

Nanoczgstki np. AgQNPs po wniknieciu do komérki na drodze dyfuzji bgdz endocytozy,
mogg dociera¢ m. in.: do mitochondrium, jgdra komérkowego czy do lizosomoéw. Ich translokacja
do tych organelli w mikrosrodowisku komérkowym uwazana jest za przyczyne powstawania ROS
(Raja G., 2020), na skutek katalizy reakcji chemicznych z udziatem wolnych rodnikéw, interakcji
z komponentami mitochondrium czy tez aktywacji czynnikow wzrostu (Dayem A. A., 2017). ROS,
zarébwno w nowotworowych jak i prawidtowych komoérkach, powodujg uszkodzenia btony
komorkowej i mitochondrium, jak rowniez mRNA i DNA (w wyniku stresu oksydacyjnego). Mogg
takze odpowiadac za indukcje apoptozy (Piao M. J., 2011).

Najwieksza role w generowaniu ROS w komérce, na skutek jej interakcji z NPs odgrywajg
mitochondria. NPs majg wptyw na depolaryzacje btony mitochondrialnej, a takze tancuch
transportu elektronéw poprzez aktywacje NADPH-zaleznych enzymoéw. Mitochondrialny tancuch
transportu elektrondw w komérkach poddanych ekspozycji NPs, moze zostaé zablokowany,
skutkiem czego jest zwiekszenie komdérkowego poziomu anionorodnika ponadtlenkowego (O2™)
poprzez transport elektronéw do O:2 (Soenen S.J., 2011). Nanoczgstki mogg by¢ takze
odpowiedzialne za powstawanie wolnych rodnikéw prowadzacych do redukgcji glutationu do jego
utlenionej formy — disiarczku glutationu, co wigze sie ze stresem oksydacyjnym i jego dalszymi
konsekwencjami (Dayem A. A., 2017).

llos¢ generowanych ROS i wynikajacy z tego stres oksydacyjny, jest skorelowany ze
stezeniem NPs, jakiemu zostaty poddane komorki. System antyoksydacyjny komérek poddanych
dziataniu niskiego stezenia NPs jest zdolny do przezwyciezenia stresu komoérkowego i pozwala
na odzyskanie rownowagi redoks. Natomiast wysokie stezenie NPs w komérkach, ,przyttacza”
ich system antyoksydacyjny, w wyniku czego nanoczgstki te ,stajg sie” cytotoksyczne i indukujg

stany zapalne (Dayem A. A., 2017).

39


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Oméwienie przeprowadzonych badan

3. OMOWIENIE PRZEPROWADZONYCH BADAN

3.1. Okreslenie aktywnosci cytotoksycznej wolnych i skoniugowanych z nanoczastkami

niesymetrycznych bisakrydyn metodg z wykorzystaniem barwnika MTT

Jednym z pierwszych etapéw, pozwalajgcym na oznaczenie wrazliwosci danej linii
komoérkowej na badany chemioterapeutyk, jest okreslenie jego aktywnosci cytotoksyczne;.
W pierwszym etapie zbadatam aktywno$¢ cytotoksyczng niesymetrycznych bisakrydyn (C-2028
oraz C-2045) w ich wolnej (nieskoniugowanej) postaci, celem wyznaczenia ich efektywnych
stezen, stosowanych w dalszych badaniach. Nastepnie, zbadatam wptyw nieobsadzonych
nanoczgstek oraz ich koniugatéw z UAs na proliferacje komérek badanych linii komérkowych.

Metoda z wykorzystaniem barwnika MTT opiera sie na pomiarze aktywnosci
oksydoredukcyjnej mitochondridéw. Przy zatozeniu, ze tylko zywe komorki sg zdolne do redukciji
barwnika MTT do barwnego, fioletowego produktu mozna wyznaczy¢ jego ilos¢
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali emisji 540 nm. Na podstawie przeprowadzonego
doswiadczenia wyznaczytam trzy podstawowe parametry tj.: ICso (ang. half maximal inhibitory
concentration - stezenie zwigzku, przy ktérym proliferacja komérek w hodowli in vitro zostaje
zahamowana w 50% w stosunku do komérek kontrolnych), ICso oraz ICeo - stezenie zwigzku, przy
ktérym proliferacja komoérek w hodowli in vitro zostaje zahamowana odpowiednio w 80% lub 90%
w stosunku do komoérek kontrolnych, nietraktowanych badanym chemioterapeutykiem, wobec

badanych linii komoérkowych.

3.1.1. Cytotoksyczno$¢ badanych niesymetrycznych bisakrydyn (UAs) w ich wolnej postaci

Dane okreslajgce aktywnos¢ biologiczng UAs wobec komoérek badanych linii

przedstawione w Tabeli 1., stanowig $rednig z czterech niezaleznych eksperymentéw.

Tabela 1. Wptyw wodnych roztwordow zwigzkéw: C-2028 i C-2045 na pomiar zahamowania wzrostu komérek
nowotworowych linii: H460 i HCT116 oraz prawidtowych komérek linii: MRC-5 i CCD 841 CoN w oparciu
0 pomiar aktywnosci oksydoredukcyjnej mitochondriow z wykorzystaniem barwnika MTT

Linia komérkowa Zwiazek ICso [uM] ICso [UM] 1Co0 [UM]
C-2028 0,01600+0,00070 0,0353+0,0025 0,0460+0,0036
H460

C-2045 0,095+0,038 0,273%0,064 0,399+0,052
C-2028 0,0104040,00066 0,0328+0,0047 0,0438+0,0024

HCT116
C-2045 0,0590+0,0083 0,254+0,070 0,455+0,026
C-2028 0,0180+0,0023 0,45+0,25 8,66

MRC-5
C-2045 0,172+0,011 0,449+0,024 5,62
C-2028 0,0190+0,0014 0,076+0,042 3,6+1,9

CCD 841 CoN
C-2045 0,338+0,027 1,50£0,52 9,543,1
40


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Oméwienie przeprowadzonych badan

Zwigzki C-2028 oraz C-2045 charakteryzujg sie wysokg cytotoksycznoscig wobec
badanych komoérek. Zwigzek C-2028, niezaleznie od badanej linii komoérkowej, wykazuje wyzszg
cytotoksycznosé¢ niz zwigzek C-2045. Badane linie komoérkowe sg wrazliwe na dziatanie UAs
w poréwnywalnym stopniu. Zwigzek C-2045 jest okoto 6-8-krotnie mniej cytotoksyczny niz
C-2028 wobec komorek linii nowotworowych: H460 i HCT116 dla wszystkich trzech parametréw
tj.: ICs0, ICs0 0Oraz 1Coo, okreslajgcych aktywnos¢ biologiczng chemioterapeutykéw.

Zwigzek C-2028 jest okoto 10—krotnie bardziej cytotoksyczny od zwigzku C-2045 (w ICso)
wobec komorek linii MRC-5, natomiast wobec linii CCD 841 CoN — okoto 15-krotnie. Najwieksze
réznice aktywnosci pomiedzy zwigzkami C-2028 oraz C-2045 zaobserwowatam dla stezen
odpowiadajgcych wartosciom ICso. W przypadku komarek linii MRC-5, badane zwigzki hamowaty
proliferacje 80% komoérek w bardzo podobnych zakresach stezen. W celu zahamowania tej samej
ilosci komaorek linii CCD 841 CoN réznica pomiedzy efektywnymi stezeniami badanych zwigzkéw
jest o wiele wieksza. Zwigzek C-2028 jest okoto 20—krotnie bardziej cytotoksyczny od zwigzku
C-2045. Linie komérek nowotworowych (H460 i HCT116) sg wrazliwsze na badane zwigzKi
(C-2028 oraz C-2045) niz ich analogiczne prawidtowe linie komérkowe (MRC-5i CCD 841 CoN).

Réznica ta jest tym wieksza im wiekszy jest procent zahamowania wzrostu komorek.

3.1.2. Wpfyw luminescencyjnych kropek kwantowych: QDgieonych i QDczerwonych na proliferacje
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Rysunek 8. Procentowe zahamowanie wzrostu komérek nowotworowych: (A) H460, (B) HCT116 oraz
prawidtowych: (C) MRC-5, (D) CCD 841 CoN w zaleznosci od stezenia QDzietonych i QDczerwonych PO 72 h
inkubacji. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi (+) sg $rednig z czterech niezaleznych
eksperymentow
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Przebieg krzywych zaleznosci procentowego zahamowania wzrostu komorek od stezenia
kropek kwantowych wobec wszystkich badanych linii komérkowych (Rysunek 8.) wskazuje, ze
zaréwno zielone jak i czerwone kropki kwantowe (QDs) nie wptywajg znaczgco na proliferacje
tych komoérek. Mogg one by¢ zatem wykorzystane jako potencjalne platformy transportujgce
badane chemioterapeutyki do komérek nowotworowych.

W kolejnym etapie badarn okreslitam wptyw skoniugowania UAs z NPs (kropkami

kwantowymi i magnetycznymi NPs), na ich cytotoksyczno$¢ wobec badanych linii komérkowych.

3.1.3. Cytotoksycznos$¢ niesymetrycznych bisakrydyn zaadsorbowanych na powierzchni kropek

kwantowych

Ponizej przedstawitam krzywe zaleznosci procentowego zahamowania wzrostu komorek,
jak réwniez parametry okreslajgce aktywnosc¢ biologiczng badanych zwigzkéw (ICso, 1Cso i 1Co0)
w zaleznosci od stezenia, w ich wolnej i skoniugowanej z QDs postaci, wobec wszystkich
badanych linii komdrkowych. Linig przerywang zaznaczytam krzywe procentowego zahamowania

komoérek przez zwigzki w ich wolnej postaci, linig ciggtg — przez koniugaty UAs z QDs.
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Stezenie zwigzku C-2028 [uM] Stezenie zwigzku C-2045 [uM]
C
Zwiazek ICso [UM] ICso [uM] ICs0 [M]
C-2028 ¢ 0,01600%0,00070 0,0353+0,0025 0,0460%0,0036
QDzielone- C-2028 0,0062+0,0013 *** 0,0280+0,0023 * 0,042
QDczerwone - C-2028 0,00130+£0,00020 *** 0,0238+0,0024 ** 0,057+0,013
C-2045 ¢ 0,095%0,038 0,273%0,064 0,399+0,052
QDrzielone - C-2045 0,046+0,027 0,201+0,056 0,480
QDczerwone - C-2045 0,020+0,020 * 0,1453+0,0060 * 0,244

Rysunek 9. Krzywe zaleznos$ci procentowego zahamowania wzrostu komérek nowotworowej linii H460 od
stezenia (A) C-2028, (B) C-2045 oraz ich koniugatéw, zaadsorbowanych na powierzchni QDzielonych
i QDczerwonych PO 72 h inkubaciji. (C) Wartosci aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkéw i ich koniugatow
z QDs wobec komorek linii H460. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi (+) sg $rednig
z czterech niezaleznych eksperymentéw. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 — statystycznie istotne réznice
miedzy zwigzkiem w jego wolnej i skoniugowanej postaci (test t-Studenta). ¢ Dane przedstawione
w Tabeli 1.
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Zahamowanie proliferacji komorek linii H460 zalezne jest od stezenia badanego zwigzku
(Rysunek 9.). Poréwnujgc przebieg krzywych zaleznosci zahamowania wzrostu komoérek od
stezenia zwigzkéw w ich wolnej, jak i skoniugowanej postaci mozna zaobserwowac, ze
skoniugowanie badanych UAs z QDs, gtéwnie z czerwonymi, pozwolito na znaczne obnizenie
dawki hamujgcej wzrost komérek H460 w poréwnaniu do zwigzkéw w ich wolnej postaci.
Najwieksze réznice w cytotoksycznosci, istotne statystycznie, zaobserwowatam gtéwnie dla
dawek hamujgcych 50% komoérek wzgledem komérek kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem).
Tendencja ta dotyczy przede wszystkim koniugatow QDs z C-2028. Stezenia zwigzkow
w koniugatach, odpowiadajgce wartosci ICso, spadly istotnie statystycznie, odpowiednio dla:
QDzielonych-C-2028 okoto 2,6—krotnie, QDczerwonych-C-2028 — 12,3—krotnie, QDczerwonych-C-2045
okoto 4,7-krotnie. Wartosci 1Cso, W stosunku do zwigzkéw w ich wolnej postaci, spadly
odpowiednio dla koniugatu: QDzielone-C-2028 — 1,2—krotnie, QDczerwone-C-2028 — 1,5—krotnie,
QDczerwone-C-2045 — 1,9—krotnie.

HCT116
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Stezenie zwigzku C-2028 [uM] Stezenie zwigzku C-2045 [uM]
C
Zwiazek ICs0 [UM] ICso [UM] ICg0 [UM]
C-2028 ¢ 0,01040+0,00066 0,0328+0,0047 0,0438+0,0024
QDzielone - C-2028 0,0131+0,0028 0,107+0,027 *** 0,169+0,034 **
QDczerwone - C-2028 0,033+0,015 * 0,112+0,044 * 1,58
C-2045 ¢ 0,0590+0,0083 0,254+0,070 0,455%0,026
QDzielone - C-2045 0,41+0,14 * 1,02+0,21 ** 1,54+0,37 **
QDczerwone - C-2045 0,258+0,045 ** 1,0040,15 *** 1,45+0,14 ***

Rysunek 10. Krzywe zaleznosci procentowego zahamowania wzrostu komérek nowotworowej linii HCT116
od stezenia (A) C-2028, (B) C-2045 oraz ich koniugatéw, zaadsorbowanych na powierzchni QDzielonych
i QDczerwonych PO 72 h inkubacji. (C) Wartosci aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkéw i ich koniugatow
z QDs wobec komoérek linii HCT116. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi (+) sg
$rednig z czterech niezaleznych eksperymentéw. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 — statystycznie istotne
réznice miedzy zwigzkiem w jego wolnej i skoniugowanej postaci (test t-Studenta). ¢ Dane przedstawione
w Tabeli 1.

Zahamowanie proliferacji komoérek linii HCT116 zalezne jest od stezenia zwigzku
C-2028/C-2045. Na podstawie przebiegu krzywych zalezno$ci zahamowania wzrostu komérek

od stezenia zwigzkéw w ich wolnej jak i skoniugowanej postaci mozna zaobserwowac, ze

43


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Oméwienie przeprowadzonych badan

skoniugowanie UAs z QDs nie spowodowato wzrostu ich cytotoksycznosci (Rysunek 10.). UAs
zaadsorbowane na powierzchni kropek kwantowych stajg sie mniej cytotoksyczne i potrzebne
jest wyzsze ich stezenie, w stosunku do ich wolnej postaci, aby uzyska¢ dang odpowiedz
biologiczng. Stezenia zwigzkéw w koniugatach, odpowiadajgce wartosci I1Cso wzrosty, istotnie
statystycznie, odpowiednio dla: QDzielonych-C-2045 — 6,9—krotnie, QDczerwonych-C-2028 — 3,2—
krotnie, QDczerwonych-C-2045 okoto 4,4—krotnie. Wartosci ICgo, W stosunku do zwigzkéw w ich
wolnej postaci, wzrosty odpowiednio dla koniugatu: QDzieone-C-2028 — 3,3—krotnie,
QDzielone-C-2045 — 4,1—krotnie, QDczerwone-C-2028 3,4—krotnie, QDczerwone-C-2045 — 3,9—krotnie.
Dla stezen odpowiadajacych wartosciom ICgo wzrosty odpowiednio: QDzielone-C-2028 — 4—krotnie,
QDzielone-C-2045 — 3,4—krotnie, QDczerwonych- C-2045 — 3,2—krotnie.
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o QDigione-C-2045
~+ QDeyerone-C-2045
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— QDigione-C-2028
QD erwone-C-2028
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Stezenie zwigzku C-2028 [uM] Stezenie zwigzku C-2045 [uM]
C
Zwiazek ICso [uM] ICs0 [uM] ICo0 [uM]
C-2028 ¢ 0,0180£0,0023 0,45%0,25 8,66
QDzielone - C-2028 0,183+0,039 *** 1,09 -
QDczerwone - C-2028 0,082+0,041 * 10,4%3,3 -
C-2045 ¢ 0,17210,011 0,449+0,024 5,62
QDzielone - C-2045 0,314+0,099 4,96 -
QDczerwone - C-2045 0,86+0,17 ** 10,3x1,0 ** -

Rysunek 11. Krzywe zaleznos$ci procentowego zahamowania wzrostu komdrek prawidtowej linii MRC-5 od
stezenia (A) C-2028, (B) C-2045 oraz ich koniugatéw, zaadsorbowanych na powierzchni QDzielonych
i QDczerwonych PO 72 h inkubacji. (C) Wartosci aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkéw i ich koniugatow
z QDs wobec komorek linii MRC-5. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi () sg $rednig
z czterech niezaleznych eksperymentow. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 — statystycznie istotne réznice
miedzy zwigzkiem w jego wolnej i skoniugowanej postaci (test t-Studenta). ¢ Dane przedstawione
w Tabeli 1.

Zahamowanie proliferacji komoérek prawidtowych linii MRC-5 zalezne jest od stezenia
UAs w ich wolnej, jak i zaadsorbowanej na powierzchni QDs postaci (Rysunek 11.).
Skoniugowanie badanych zwigzkéw z QDs (czerwonymi i zielonymi) pozwolito na obnizenie,
w sposob istotny statystycznie, ich cytotoksycznosci. Wartos¢ I1Cso wzrosta, wzgledem zwigzkow
w ich wolnej postaci, dla QDzielonych-C-2028 okoto 10,2—krotnie, QDczerwonych-C-2028 — 4,5—krotnie,

QDzielonych-C-2045 — 1,8-krotnie, QDczerwonych-C-2045 okoto 5,0—krotnie. Stezenia zwigzkéw
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w koniugatach, potrzebnych do uzyskania odpowiedzi biologicznej, odpowiadajgcej wartosci ICso
wzrosty dla QDczerwonych-C-2045 - 22,9—krotnie. Skoniugowanie UAs z QDs pozwolito zatem na
ochrone prawidtowych komoérek przed dziataniem badanych zwigzkéw, ,czynigc je” mniej

wrazliwymi.

CCD 841 CoN

A B
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Stezenie zwigzku C-2028 [uM] Stezenie zwigzku C-2045 [uM]
C
Zwiazek ICs0 [UM] ICso [UM] I1Cg0 [UM]
C-2028 ¢ 0,0190+0,0014 0,076+0,042 3,6%1,9
QDzielone - C-2028 3,29+0,81 * - -
QDczerwone - C-2028 2,87+0,64 * - -
C-2045 ¢ 0,33810,027 1,50%0,52 9,5%3,1
QDrzielone - C-2045 1,67+0,63 * - -
QDczerwone - C-2045 1,16+0,09 ** - -

Rysunek 12. Krzywe zaleznosci procentowego zahamowania wzrostu komoérek prawidtowej linii
CCD 841 CoN od stezenia (A) C-2028, (B) C-2045 oraz ich koniugatéw, zaadsorbowanych na powierzchni
QDzielonych | QDczerwonych PO 72 h inkubacji. (C) Wartosci aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkéw i ich
koniugatéw z QDs wobec komorek linii CCD 841 CoN. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami
standardowymi (+) sg $rednig z czterech niezaleznych eksperymentow. * p < 0,05, ** p < 0,01 — statystycznie
istotne réznice miedzy zwigzkiem w jego wolnej iskoniugowanej postaci (test t-Studenta). ¢ Dane
przedstawione w Tabeli 1.

Uzyskane wyniki badan pokazuja, ze zahamowanie proliferacji komoérek prawidtowej linii
CCD 841 CoN zalezne jest od stezenia badanego zwigzku (C-2028/C-2045), zaadsorbowanego
na powierzchni QDs (Rysunek 12.). Skoniugowanie badanych zwigzkéw z czerwonymi
i zielonymi kropkami kwantowymi pozwolito na obnizenie ich cytotoksycznosci. Stezenia
zwigzkéw w koniugatach, wzgledem UAs w ich wolnej postaci, odpowiadajgcej wartosci 1Cso
wzrosty, istotnie statystycznie, odpowiednio dla: QDzielonych-C-2028 okoto 173,2—krotnie,
QDzielonych-C-2045 — 4,9—krotnie, QDczerwonych-C-2028 — 151,1-krotnie, QDczerwonych-C-2045 — 3,3~

krotnie.
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3.1.4. Cytotoksyczno$¢ niesymetrycznych bisakrydyn zaadsorbowanych na powierzchni

magnetycznych nanoczgstek

Drugim rodzajem nanoczastek, z jakimi zostaty skoniugowane UAs byly magnetyczne
nanoczgstki (Fes04-RCOOH Np). W celu sprawdzenia wptywu obecnosci pola magnetycznego
na aktywno$¢ cytotoksyczng badanych koniugatéw (Fe2O3Np-C-2028/C-2045) umieszczatam
magnes neodymowy pod ptytkg titracyjna. Ponizej przedstawitam krzywe zalezno$ci
procentowego zahamowania wzrostu komorek, jak rowniez parametry okreslajgce aktywnosc¢
biologiczng badanych zwigzkéw (ICso, ICso i ICo0) W zaleznosci od stezenia, w ich wolnej jak

i skoniugowanej z Fes04-RCOOH Np postaci, wobec nowotworowych linii komérkowych.

H460
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Stezenie zwigzku C-2028 [uM] Stezenie zwigzku C-2045 [uM]

Zwiazek ICs0 [MM] ICso0 [MM] ICo0 [uUM]

0,0460+0,0036

C-2028 ¢ 0,0160010,00070 0,0353%0,0025

z magnesem  0,025+0,017 0,091+0,017 ** 0,135+0,013 **=*

Fe203-Np-C-2028

bez magnesu  0,043+0,023 0,101+0,023 ** 0,137+0,016 ***
C-2045 ¢ 0,095+0,038 0,273%0,064 0,399+0,052
z magnesem  0,143+0,045 0,75+0,11 ** 1,372+0,027 ***
Fe203-Np-C-2045
bez magnesu  0,099+0,065 0,51+0,33 1,0510,32

Rysunek 13. Krzywe zaleznos$ci procentowego zahamowania wzrostu komorek nowotworowej linii H460 od
stezenia (A) C-2028, (B) C-2045 oraz ich koniugatéw z magnetycznymi nanoczastkami (z magnesem i bez).
po 72 h inkubacji. (C) Wartosci aktywnos$ci cytotoksycznej badanych zwigzkéw iich koniugatow
z magnetycznymi nanoczgstkami wobec komorek linii H460. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami
standardowymi (t) sg $rednig z czterech niezaleznych eksperymentéw. **p <0,01, **p <0,001 —
statystycznie istotne réznice miedzy zwigzkiem w jego wolnej i skoniugowanej postaci (test t-Studenta).
+ Dane przedstawione w Tabeli 1.

Na podstawie przebiegu krzywych zaleznosci zahamowania wzrostu komaérek linii H460
od stezenia zwigzkéw w ich wolnej, jak i skoniugowanej z magnetycznymi NPs postaci mozna
zaobserwowac, ze skoniugowanie badanych UAs z FesO4-RCOOH Np, spowodowato znaczgco

statystycznie obnizenie ich aktywno$ci cytotoksycznej w poréwnaniu do zwigzkéw w ich wolne;j
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postaci (Rysunek 13.). Co wiecej, umieszczenie komérek w polu magnetycznym wptyneto
w niewielkim stopniu na wzrost aktywnosci badanych koniugatéw, ale tylko w przypadku
koniugatu Fe203-Np-C-2028. Niemniej jednak, wartosci odpowiadajgce 1Cso, ICgo i ICo0 byty za
kazdym razem wyzsze (a tym samym ich aktywnos¢ cytotoksyczna byta stabsza), w przypadku

koniugatéow badanych zwigzkéw, w poréwnaniu do UAs w ich wolnej postaci.
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Stezenie zwiazku C-2028 [uM] Stezenie zwiazku C-2045 [uM]
C
Zwiazek ICs0 [UM] ICso [UM] 1Co0 [UM]
C-2028 ¢ 0,0104%0,0007 0,033%0,005 0,044%0,002
zmagnesem  0,045+0,008 *** 0,128+0,021 *** 0,151
Fe203-Np-C-2028
bez magnesu  0,043+0,009 *** 0,106+0,006 *** 0,14440,002 ***
C-2045 ¢ 0,059+0,008 0,254+0,070 0,455%0,026
zmagnesem  0,278+0,098 * 1,096+0,195 * -
Fe203-Np-C-2045
bez magnesu  0,133+0,073 0,880+0,154 ** 1,416

Rysunek 14. Krzywe zaleznosci procentowego zahamowania wzrostu komérek nowotworowej linii HCT116
od stezenia (A) C-2028, (B) C-2045 oraz ich koniugatow z magnetycznymi nanoczgstkami (z magnesem
i bez) po 72 h inkubacji. (C) Wartosci aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkoéw i ich koniugatow
z magnetycznymi nanoczastkami wobec komarek linii HCT116. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami
standardowymi () sg srednig z czterech niezaleznych eksperymentéw. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
— statystycznie istotne réznice miedzy zwigzkiem w jego wolnej i skoniugowanej postaci (test t-Studenta).
+ Dane przedstawione w Tabeli 1.

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze skoniugowanie UAs 2z magnetycznymi
nanoczgstkami znaczgco obnizyto ich aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komérek linii HCT116
(Rysunek 14.). Umieszczenie komérek w polu magnetycznym spowodowato natomiast
dodatkowe ostabienie aktywnosci cytotoksycznej badanych koniugatéw (Fe2OsNp-
C-2028/C-2045), w poréwnaniu do komorek inkubowanych z tymi samymi koniugatami

(inkubowanymi bez obecnosci pola magnetycznego).

Podsumowanie

Podsumowujac, badane pochodne niesymetrycznych bisakrydyn (UAs) charakteryzujg
sie wysoka cytotoksycznoscig. Wrazliwsze na ich dziatanie sg nowotworowe linie komérkowe

(H460 i HCT116), w poréwnaniu z ich prawidtowymi odpowiednikami (MRC-5 oraz
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CCD 841 CoN) (Rysunek 15.). Skoniugowanie badanych UAs z kropkami kwantowymi, gtéwnie
Zz czerwonymi, pozwolifto na znaczne obnizenie dawki hamujgcej wzrost komérek H460,
w poréwnaniu do zwigzkéw w ich wolnej postaci (ICso). Ponadto, skoniugowanie UAs z QDs
obnizyto aktywnos$é cytotoksyczng tych zwigzkéw wobec komérek prawidtowych linii (MRC-5
i CCD 841 CoN), ochraniajgc je tym samym przed niepozgdanym dziataniem. Nieobsadzone
QDczerwone | QDxzielone, Niezaleznie od badanej linii komérkowej, nie wplywaty w sposéb znaczgcy
na zahamowanie proliferacji komoérek. Sg one zatem potencjalnie dobrymi platformami
transportujgcymi badane chemioterapeutyki.
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Rysunek 15. Zestawienie efektywnych stezen biologicznych badanych zwigzkéw (A) C-2028 i (B) C-2045
oraz ich koniugatéw z zielonymi i czerwonymi QD, odpowiadajacych wartosci ICso wobec komorek linii H460,
HCT116, MRC-5 oraz CCD 841 CoN po 72 h inkubacji. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami
standardowymi (+) sg $rednig z czterech niezaleznych eksperymentéw. *p <0,05, **p <0,01,
*** n < 0,001 — statystycznie istotne réznice miedzy zwigzkiem w jego wolnej i skoniugowanej postaci (test
t-Studenta)

Skoniugowanie UAs z magnetycznymi nanoczgstkami (FesOs-RCOOH Np)
spowodowato obnizenie ich aktywnosci cytotoksycznej wobec nowotworowych linii komérkowych
(H460 i HCT116). Co wiecej, aktywnos¢ cytotoksyczna badanych koniugatéw poddanych
dziataniu pola magnetycznego (magnes neodymowy) stabta, niezaleznie od czasu jego dziatania
(nie obserwowatam zmiany pomiedzy aktywnos$cig cytotoksyczng koniugatéw poddanych 3 h
i 72 h inkubacji w polu magnetycznym). Z uwagi na fakt, ze skoniugowanie UAs z magnetycznymi
nanoczgstkami obnizato ich aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komoérek nowotworowych, nie
wyznaczatam jej wobec komorek prawidtowych. Ponadto, nie wykonywatam réwniez dalszych
eksperymentow dla tych koniugatéw. Wszystkie ponizsze eksperymenty przeprowadzitam dla
koniugatow niesymetrycznych bisakrydyn z kropkami kwantowymi (QDs-UAs), ze wzgledu na
wzrost potencjatu terapeutycznego UAs po ich skoniugowaniu z tymi nanoczgstkami.

Z terapeutycznego punktu widzenia najbardziej korzystne byloby wyznaczenie dawki
odpowiadajacej wartosci IC100, co W warunkach eksperymentalnych jest praktycznie niemozliwe.
Majac na uwadze fakt, Zze najwyzszg dawkg (wyznaczong wraz z odchyleniami standardowymi),
jaka udato mi sie wyznaczy¢ dla wszystkich wariantéw badanych zwigzkéw jest dawka
odpowiadajgca wartosci 1Cso, wszystkie dalsze eksperymenty prowadzitam przy tym stezeniu.
Aby moc poréwnywaC wplyw skoniugowania badanych zwigzkéw (C-2028 oraz C-2045)

z nanoczgstkami na odpowiedz biologiczng, stosowatam dawki odpowiadajgce wartosci |Cso,
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wyznaczone dla zwigzkéw w ich wolnej, nieobsadzonej postaci, wyznaczonych wzgledem linii

nowotworowych.

3.2. Badanie procesu wnikania UAs, QDs i ich koniugatéw do komérek nowotworowych

i prawidtowych

3.2.1. Badanie procesu wnikania kropek kwantowych, niesymetrycznych bisakrydyn w ich wolnej

i skoniugowanej z nanoczgstkami postaci do komoérek nowotworowych i prawidtowych

Liczne dane literaturowe wskazuja, ze dostarczenie skoniugowanych zwigzkéw
z zastosowaniem nanoczgstek jako platform transportujgcych, moze zwiekszy¢ stezenie
chemioterapeutykow w komoérkach nowotworowych, jednoczesnie ograniczajgc dziatania
niepozgdane w komérkach prawidtowych (Rafiei P., 2017). W zwigzku z tym, celem kolejnego
eksperymentu byto sprawdzenie czy badane niesymetryczne bisakrydyny wnikajg do komorek
efektywniej w ich skoniugowanej (z QDs) czy tez wolnej postaci.

Doswiadczenie wykonatam dla nowotworowej linii H460 dla: komérek poddanych
ekspozycji C-2028 i jego koniugatem z QDzielonymi (QDzielone-C-2028) przez 24 h, w stezeniu ICso
oraz komorek kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem). Preparaty oglgdatam z wykorzystaniem
mikroskopu konfokalnego (ZEISS LSM T-PMT) w Swietle przechodzacym oraz w trybie
fluorescencyjnym. W celu wykazania, ze sygnat fluorescencyjny pochodzi wytgcznie od danego
zwigzku, przedstawitam zdjecia preparatéw komoérek dla poszczegdlinych filtrow: QDzieione (filtr
QD545), UAs (C-2028/C-2045 — Alexa Fluor 532), a takze potgczonych filtréw dla QDzielonych | UAS
oraz natozonych wszystkich sygnatdw z rdézniczkowym kontrastem interferencyjnym

(ang. differential interference contrast, DIC) (Rysunek 16.).

QD,icione UAs QD,icione ¥ UAS Merge

Kontrola

C-2028

QD,jc1one-C-2028

Rysunek 16. Wnikanie C-2028 oraz jego koniugatu z QDzelonymi (QDzielone-C-2028) do komodrek
nowotworowej linii H460 po 24 h inkubacji, w stezeniu odpowiadajgcym wartosci ICso. Kolor zielony jest
reprezentatywny dla QDzielonych, kolor pomaranczowy — C-2028, skala 10 ym
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Zwigzek C-2028, dostarczany w postaci koniugatu z QDzielonymi, Wnika do komoérek
nowotworowe;j linii H460 znacznie efektywniej, w poréwnaniu do jego nieskoniugowanej postaci.
Dla komorek inkubowanych przez 24 h z C-2028 zaobserwowatam o wiele stabsze sygnaty
fluorescencyjne (kolor pomarahnczowy, zaznaczony strzatkami) niz dla komérek traktowanych tg
samg dawka chemioterapeutyku (w ICso) ale dostarczanego w postaci koniugatu z QDzielonymi.

Ze wzgledu na fakt, iz zwigzek C-2028 dostarczany jest efektywniej w postaci koniugatu
Z QDzielonymi do komorek linii H460, postanowitam sprawdzi¢ w jakich przedziatach komérkowych
lokalizujg sie poszczegdlne komponenty koniugatu. W tym celu wykonatam serie zdje¢
reprezentujgcych przekroje optyczne przez komodrki nowotworowej linii H460, traktowanej
QDzielonymi-C-2028, w stezeniu 1Cso przez 24 h, w krokach (1-12) co 0,3 ym (Rysunek 17.). Na

Rysunku 18. przedstawitam ten sam preparat w przekrojach optycznych w osi Z (Z-stack).

DIC QDzieIone
AF 532 QD 545

C-2028

Merge
DIC, AF 532, QD 545

DIC QDzieIone
QD 545

C-2028
AF 532

Merge
DIC, AF 532, QD 545

| : it | S e | - | : s

Rysunek 17. Przekroje optyczne przez komorki nowotworowej linii komérkowej H460, traktowane
QDzielonymi-C-2028 przez 24 h, w stezeniu ICso. Kolor zielony reprezentuje QDzielone (QD 545: wzbudzenie —
300 nm, emisja 543 nm) kolor pomaranczowy — C-2028 (AF 532: wzbudzenie — 528 nm, emisja 553 nm).
Sekcje optyczne (1-12) zebrane w krokach co 0,3 um, skala 10 ym
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Analiza mikroskopowa przekrojow optycznych przez komorki linii H460 wykazata, ze
badany koniugat QDzielone-C-2028, po wniknieciu do komorki, pozostaje w jej wnetrzu
w cytoplazmie w wiekszosci w postaci skoniugowanej oraz nie wnika do jadra komoérkowego.
Zaobserwowatam takze poszczegoélne sygnaty fluorescencyjne, pochodzace od nieobsadzonych
kropek kwantowych (widoczne na zdjeciu z natozonymi wszystkimi filtrami — kolor zielony), co

moze $wiadczy¢ o czesciowym uwolnieniu zwigzku z koniugatu.

Rysunek 18. (A) przekroje optyczne w Swietle przechodzgcym (DIC) i w trybie fluorescencyjnym (Alexa
Fluor 532, QD 545), (B) i(C) — (powiekszone) przekroje optyczne w osi Z (Z-stack) przez komorki
nowotworowe;j linii komoérkowej H460, traktowane QDzielonymi-C-2028 przez 24 h w stezeniu 1Cso. Kolor
zielony reprezentuje QDzelone (QD 545: wzbudzenie - 300nm, emisja 543 nm), Kkolor
pomaranczowy — C-2028 (Alexa Fluor 532: wzbudzenie — 528 nm, emisja 553 nm). Sekcje optyczne
zebrane w krokach co 0,3 uym; skala 10 um

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie czy i jak szybko badane zwigzki (w ich wolne;j
jak i skoniugowanej postaci) wnikajg do komorek, a takze sprawdzenie czy skoniugowanie UAs
z QDs ma wptyw na szybkosc¢ ich wnikania i akumulacje wewnatrz badanych komoérek. W tym
celu wykonatam zdjecia preparatéw po 1, 6, 24, 48 oraz 72 h, w stezeniu ICso (wyznaczonego dla

nieskoniugowanych UAs dla komérek linii nowotworowych) dla komoérek linii H460, HCT116,
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MRC-5 oraz CCD 841 CoN. Przedstawione zdjecia wykonatam w trybie fluorescencyjnym: kolor
zielony jest reprezentatywny dla QDs (zielonych i czerwonych), natomiast pomaranczowy — dla
UAs (C-2028/C-2045 w ich wolnej bgdz skoniugowanej z QDs postaci).

H460

Analiza zdje¢ mikroskopowych wykazata, ze zaréwno zielone jak i czerwone kropki
kwantowe (QDs) wnikajg do komdrek nowotworowe;j linii H460 poczawszy od 1 h inkubaciji
(Rysunek 19.). Pojedyncze sygnaly pochodzgce od QDs (zaznaczone strzatkami) byly jednak
stabe i utrzymywaly sie na stosunkowo statym poziomie, niezaleznie od dtugosci czasu inkubacji,
jakim poddane byly komorki. Diugos¢ czasu ekspozycji komoérek linii H460 na dziatanie
nieobsadzonych QDzielonychiczerwonych, i€ wplywata zatem na ich akumulacje. W przypadku

pozostatych badanych linii komodrkowych, dosztam do podobnych wnioskéw. Zdjecia po

traktowaniu tych komoérek z QDs umiescitam w Suplemencie niniejszej pracy (Rysunek S65-

S67.).

Kontrola

QDzielnne

Rysunek 19. Wnikanie QDzielonych i QDczerwonych do komdrek nowotworowej linii H460 po 1, 6, 24, 48 oraz
72 h, w stezeniu ICso (stezenie QDs w koniugacie, odpowiadajgce ICso UAs w wolnej postaci). Kolor zielony
reprezentuje QDs (sygnaly zaznaczone strzatkami), skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg
reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczenh

QDCZE rwone

llos¢ sygnatow, pochodzgca od C-2028 i C-2045, w komoérkach linii H460 wzrastata
stopniowo wraz z wydtuzajgcym sie czasem ich inkubaciji ze zwigzkami i byta intensywniejsza dla
zwigzku C-2028 (Rysunek 20.). Pojedyncze sygnaty fluorescencyjne (zaznaczone strzatkami)
obserwowatam juz w komdrkach inkubowanych przez 1 h. Wzrost ilosci i intensywnosci sygnatow

fluorescencyjnych pochodzgcych od UAs byt jednak stosunkowo niewielki.
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Rysunek 20. Wnikanie UAs oraz ich koniugatéw z QDs do komérek nowotworowej linii H460 po 1, 6, 24,
48 oraz 72 h inkubaciji, w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICso (C-2028/C-2045 w jego wolnej postaci).
Kolor zielony reprezentuje QDs, kolor pomaranczowy — UAs; skala 10 um. Przedstawione fotografie sg
reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen
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Skoniugowanie badanych zwigzkéw (szczegdlnie C-2028) z QDs pozwolito na ich
znacznie efektywniejsze dostarczanie do komorek linii H460. Poczgwszy od 1 h inkubacji
komérek z QDs-UAs, w stosunku do UAs w ich wolnej postaci, zaobserwowatam znaczny przyrost
ilosci i intensywnosci sygnatéw fluorescencyjnych, pochodzgcych od QDs (kolor zielony) i UAs
(kolor pomaranczowy). Co wiecej, wraz z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji komoérek
z koniugatami QDs-UAs (gtéwnie dla QDzielonych-C-2028) ilos¢ i intensywnosé tych sygnatéw
wzrastata. Moze to sSwiadczyé o tym, ze skoniugowanie badanych zwigzkéw z kropkami
kwantowymi jako potencjalnymi nosnikami lekéw, pozwala nie tylko na efektywniejsze
dostarczanie badanych chemioterapeutykdw do komérek, ale takze na ich akumulacje wewnatrz
komoérek. W komodrkach traktowanych QDczerwonymi-C-2028 obserwowatam wzrost iloSci
i intensywnosci sygnatéw fluorescencyjnych do 48 h inkubaciji, po 72 h — nastepowat ich spadek.

Skoniugowanie QDs z C-2045, pozwolito na jego efektywniejsze dostarczenie do
komorek, wzgledem C-2045, w jego wolnej postaci. Ponadto, wraz z wydtuzajgcym sie czasem
inkubacji komoérek z badanymi koniugatami (QDs-C-2045) ilos¢ i intensywnos¢ sygnatow
fluorescencyjnych, rosta (z wyjgtkiem komorek traktowanych QDczerwonymi-C-2045, gdzie
najwyzszg intensywnos¢ sygnatdbw od nich pochodzgcych zaobserwowatam po 48 h
inkubacji - po dtuzszym czasie (72 h) nastepowat nieznaczny spadek ich intensywnosci). Sygnaty
fluorescencyjne, pochodzace od koniugatéw QDs-C-2045, byly znacznie stabsze, w poréwnaniu
do komorek inkubowanych z QDs-C-2028. Intensywnos¢ fluorescencji, pochodzaca od
QDzielonych-UAs jest wyzsza niz dla koniugatdw z QDczerwonymi. MOZe by¢ to zwigzane z tym, ze
w skfad QDzielonych Wchodzi wiecej siarki (posiadajgcej wtasciwosci luminescencyjne) oraz z tym,
ze na swojej powierzchni posiadajg one mniej dostepnych miejsc do skoniugowania UAs

(w poréwnaniu z QDczerwonymi).

HCT116

Intensywnos¢ fluorescencji, pochodzgca od C-2028, w komdrkach linii HCT116 byta
staba i utrzymywata sie na stosunkowo statym poziomie, niezaleznie od dtugosci czasu inkubacii.
Sygnaty pochodzgce od C-2045 z kolei, byty mniej intensywne od tych, pochodzgcych od C-2028.
Skoniugowanie C-2028 z QDzielonymi zwiekszyto ilos¢ zwigzku dostarczanego do komorek,
w poréwnaniu do C-2028 w jego wolnej postaci, ale tylko dla komdrek inkubowanych przez 24 h.
Dla pozostatych czaséw inkubacji intensywnos$é ta utrzymywata sie nha podobnym poziomie co
dla komoérek traktowanych C-2028. Dla koniugatéw C-2028 z QDczerwonymi hie zaobserwowatam
natomiast zmian w ilosci iintensywnosci fluorescencji, w poréwnaniu do C-2028, a nawet
niewielki spadek dla komorek traktowanych przez 1 h.

Skoniugowanie C-2045 z QDs nie wplywato na zmiane ilosci zwigzku dostarczanego do
komorek, niezaleznie od czasu inkubacji. W przypadku komorek HCT116 traktowanych
koniugatem QDczerwone-C-2045 zaobserwowatam niewielki spadek intensywnosci fluorescenciji,

w poréwnaniu do C-2045 w jego wolnej postaci.
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Rysunek 21. Wnikanie UAs oraz ich koniugatow z QDs do komoérek nowotworowej linii HCT116 po 1, 24,
48 oraz 72 h inkubaciji, w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICso (C-2028/C-2045 w jego wolnej postaci).
Kolor zielony reprezentuje QDs, kolor pomaranczowy — UAs; skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg
reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczeh
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Rysunek 22. Wnikanie UAs oraz ich koniugatéw z QDs do komorek prawidtowej linii MRC-5 po 1, 24, 48
oraz 72 h inkubacji, w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci 1Cso. Kolor zielony reprezentuje QDs, kolor
pomaranczowy — UAs; skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych
doswiadczen
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Intensywnos¢ sygnatéw fluorescencyjnych w komédrkach prawidtowej linii MRC-5,
pochodzgca od C-2028 i C-2045, byta staba i utrzymywata sie na stalym poziomie, niezaleznie
od dtugosci czasu inkubacji komorek z badanymi zwigzkami (Rysunek 22.). Skoniugowanie
C-2028 z QDs, szczegdlnie z QDzielonymi, Zwiekszylo ilos¢ zwigzku dostarczanego do komérek. Co
ciekawe, najwyzszg intensywnos¢ fluorescencji pochodzacg od  QDuzieionych-C-2028
zaobserwowatam po 24 h inkubacji komérek z koniugatem. Dla dtuzszych czaséw ekspozycji
(=48 h) zas, obserwowatam jej stopniowy spadek. Po 72 h inkubacji ilo$¢ iintensywnos¢
sygnatéw fluorescencyjnych, pochodzgcych od QDzieionych i C-2028, znacznie spadata, co moze
Swiadczy¢ o ich usuwaniu z komoérki. Podobng tendencje zaobserwowatam dla komérek
traktowanych QDczerwonymi-C-2028, jednak sygnaty od nich pochodzgce byty znacznie stabsze niz
0d  QDzielonych-C-2028. Najwyzszg intensywnos¢ sygnatow fluorescencyjnych od nich
pochodzacych zaobserwowatam po 24 h inkubacji - dla diuzszych czaséw inkubacji nastepowat
ich stopniowy spadek.

Skoniugowanie QDs z C-2045 nie zmienito znaczaco ilosci zwigzku dostarczanego do
komoérek, wzgledem C-2045 w jego wolnej postaci, niezaleznie od czasu inkubacji (z wyjgtkiem
QDczerwonyen-C-2045, gdzie obserwowatam nieznaczny spadek fluorescencji wraz z wydtuzajgcym

sie czasem inkubacji).

CCD 841 CoN

llos¢ i intensywnos¢ sygnatdw fluorescencyjnych w komodrkach prawidtowej linii
CCD 841 CoN pochodzgcych od zwigzkéw, zaréwno w ich wolnej jak i skoniugowanej postaci,
byla staba i utrzymywata sie, niezaleznie od czasu inkubacji, na stosunkowo statym poziomie
(Rysunek 23.). Ponadto, intensywnos¢ obserwowanych sygnatéw utrzymywata sie na granicy
wykrywalnosci, co moze swiadczy¢ o tym, ze zaréwno UAs jak i QDs-UAs dostarczane sg do

komorek linii CCD 841 CoN w niewielkich ilosciach.
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Rysunek 23. Wnikanie UAs oraz ich koniugatéw z QDs do komérek prawidtowej linii CCD 841 CoN po 1,
24, 48 oraz 72 h inkubacji, w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICgso. Kolor zielony reprezentuje QDs,
kolor pomaranczowy — UAs; skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech
niezaleznych doswiadczen
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Podsumowanie

Zarowno QDyzieione jak i QDczerwone Wnikaty do komérek badanych linii: H460, HCT116,
MRC-5 i CCD 841 CoN, jednak intensywno$¢ ich fluorescenciji byta bardzo staba (Rysunek 24.).
Badane UAs, w ich wolnej postaci, wnikaty efektywniej do nowotworowych komérek (H460
i HCT116) niz do ich prawidtowych odpowiednikow (MRC-5 i CCD 841 CoN). Wraz
z wydiuzajgcym sie czasem inkubacji iloS¢ i intensywno$¢ sygnatéw fluorescencyjnych
rosta — zwlaszcza dla zwigzku C-2028 w komdérkach nowotworu ptuc (H460) i jelit (HCT116).
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Rysunek 24. Srednia intensywno$é fluorescencji pochodzaca od UAs w wolnej oraz skoniugowanej z QDs
postaci (QDs-UAs) po ich wniknieciu do komérek linii: (A) H460, (B) HCT116, (C) MRC-5i (D) CCD 841 CoN.
Komérki traktowane byly badanymi zwigzkami w stezeniu odpowiadajgcemu 1Cso UAs w ich wolnej postaci
przez 1, 6, 24, 48 i 72 h. Intensywnos¢ fluorescencji wyznaczona na podstawie zdjeé mikroskopowych
z wykorzystaniem oprogramowania ImageJ. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi (+)
sg $rednig z trzech niezaleznych eksperymentow. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 oznacza statystycznie
istotne réznice wzgledem zwigzkow C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci (test t-Studenta)

Skoniugowanie UAs z QDs pozwolito na znaczne zwigkszenie ilosci zwigzku
dostarczanego do komorek (w szczegodlnosci dla komoérek nowotworu ptuc). W przypadku linii
H460 zaobserwowatam wzrost ilosci i intensywnosci sygnatdw pochodzgcych od wszystkich
koniugatéow (zaréwno QDrzielonych | QDczerwonych Z2 C-2028 i C-2045). Dla komorek linii HCT116
i MRC-5 tendencje te zaobserwowatam jedynie dla koniugatu QDzielonych-C-2028. Ponadto,
w komodrkach nowotworu jelita grubego najwiekszg réznice w ilosci i intensywnosci sygnatéw,
pomiedzy QDzieonymi-C-2028 a C-2028 zaobserwowatam po 24 h inkubacji, dla pozostatych
czasOw wartos¢ ta byla poréwnywalna. Moze to swiadczy¢ o tym, ze skoniugowanie kropek

kwantowych z UAs (zwlaszcza C-2028) pozwala na efektywniejsze dostarczanie zwigzku do
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komorek, natomiast po diuzszym czasie (>24 h) komoérka usuwa zwigzek na zewnagtrz bgdz tez
go metabolizuje. Skoniugowanie UAs z QDs z kolei, nie wplywato w sposéb znaczacy, na
zwiekszenie ilosci dostarczanego zwigzku do komérek linii CCD 841 CoN (z wyjatkiem komorek
inkubowanych przez 48 h z QDzielonymi-C-2045).

Badane zwigzki w ich wolnej jak i skoniugowanej z nanoczgstkami postaci wnikaty
efektywniej do komérek nowotworowej linii H460, w poréwnaniu do jej prawidtowego
odpowiednika — linii MRC-5. llos¢ i intensywnos¢ sygnatéw, pochodzgcych od badanych
zwigzkéw (gtéwnie C-2028) skoniugowanych z  QDzielonymi, W komorkach H460 wraz
z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji wzrastata — pozwalajgc na jego akumulacje w komérkach
(dla koniugatéw UAs z QDczerwonymi maksymalng intensywnosé¢ fluorescencji pochodzacg od
koniugatow obserwowatam po 48 h inkubacji, po 72 h—malata). Znaczacg réznice
w intensywnos$ci fluorescencji po skoniugowaniu UAs z QDs w komoérkach MRC-5
zaobserwowatam jednie dla QDzielonych-C-2028 (w porédwnaniu do C-2028), byta ona jednak
znaczaco nizsza niz w komodrkach linii H460. Ponadto, najintensywniejsze sygnaty
obserwowatam po 24 h — dla dtuzszych czaséw inkubacji byty one stabsze. Moze to swiadczyc¢
to o tym, ze komorki prawidtowej linii MRC-5 usuwajg zwigzek na zewnagtrz komorki, bgdz tez go
metabolizujg — w przeciwienstwie do komérek nowotworowej linii H460.

Dane te, korelujg sie z wynikami cytotoksycznosci (Rysunek 15.), gdzie skoniugowanie
UAs z QDs, w porownaniu do UAs w ich wolnej postaci, pozwolito z jednej strony na zwiekszenie
ich cytotoksycznosci wzgledem nowotworowej linii H460, a z drugiej na jej obnizenie wobec

prawidtowych linii MRC-5 i CCD 841 CoN, wykazujgc tym samym efekt ochronny.

3.2.2. Okreslenie mechanizmu wnikania QDs-UAs do komérek nowotworowych i prawidtowych

Ze wzgledu na fakt, Zze koniugaty QDs-UAs dostarczane sg do badanych komoérek z r6zng
efektywnos$cig (szczegdlnie w przypadku komorek linii H460), celem kolejnego eksperymentu
byto zbadanie mechanizmu ich wnikania. W tym celu zastosowatam inhibitory réznych rodzajow
endocytozy. Komorki linii nowotworowych (H460 i HCT116) oraz linii prawidtowej (MRC-5)
poddatam 30 minutowej preinkubacji z: Cytochalazyng D (hamujaca makropinocytoze/fagocytoze
— inhibitor polimeryzacji aktyny), Amilorydem (inhibitujgcym makropinocytoze (MP) — inhibitor
wymiany Na*/H*), Dynasorem (inhibitujgcym endocytoze zalezng od klatryn (CME) — inhibitor
aktywnosci GTPazy dynaminy), Pitstop 2 (inhibitujgcym CME - blokuje dostep ligandéw do
terminalnych domen klatryny), Filiping Il (inhibitujgcg endocytoze zalezng od kaweolin (CavME)
— inhibitor czynnika wigzgcego sterole, powodujgcego ,demontaz” kaweoli) oraz temperaturg
(4 °C, inhibitor proceséw zaleznych od energii), a nastepnie dodawatam QDzieione-C-2028,
w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICso | inkubowatam przez kolejne 4 h. Stezenia badanych
inhibitoréw byly nietoksyczne (wyznaczone na podstawie danych literaturowych (Engelberg S.,
2018) oraz potwierdzone w tescie MTT). Preparaty oglgdatam z wykorzystaniem mikroskopu
konfokalnego (ZEISS LSM T-PMT) w trybie fluorescencyjnym, a $rednig intensywnosc¢
fluorescencji pochodzgcej od badanych koniugatéw wyznaczatam przy zastosowaniu

oprogramowania ImageJ.
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QDzielonych-C-2028 po ich internalizacji do komoérek
linii H460, HCT116 i MRC-5 traktowanych réznymi
inhibitorami endocytozy. Komorki byty
preinkubowane z (a) pozywkg (bez inhibitora),
(b) w4 °C, (c) Cytochalazyng D, (d) Amilorydem,
(e) Dynasorem, (f) Pitstop 2 oraz (g) Filiping Ill przez
30 min, a nastepnie poddane dalszej inkubac;ji
Z QDzielonymi-C-2028 przez 4 h. Internalizacja
QDzielonych-C-2028 byta mierzona z wykorzystaniem
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Rysunek 25. przedstawia sSrednig intensywno$¢ fluorescencji pochodzgcg od
QDyzietonych-C-2028, po ich internalizacji do komérek linii H460, HCT116 oraz MRC-5 traktowanych
réznymi inhibitorami endocytozy. W przypadku komorek linii CCD 841 CoN nie wykonywatam
eksperymentu z uwagi na fakt, ze sygnaty pochodzgce od UAs jak i QDs-UAs w komorkach tej
linii wykazywaly niskg intensywnos$¢ (na granicy wykrywalnosci), a co za tym idzie uzyskane
wyniki mogtyby by¢ obarczone duzym btedem.

We wszystkich badanych liniach komérkowych proces wnikania QDzielonych-C-2028 do
komorek jest silnie zalezny od energii oraz nie zalezy od polimeryzacji aktyny (z wyjgtkiem
MRC-5). W komérkach linii H460 poddanych dziataniu Amilorydu, Dynasoru, Pitstop 2 oraz

Filipiny Il zaobserwowatam znaczacy spadek (istotny statystycznie) w internalizaciji
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QDzielonych-C-2028. Oznacza to, ze badany koniugat wnika do komoérek linii H460 trzema
Sciezkami endocytozy: makropinocytozy, endocytozy zaleznej od kaweolin oraz klatryn. Co
wigcej, zaréwno Dynasor jak i Pitstop 2, bedace inhibitorami CME na r6znych jej etapach, hamuja
internalizacje QDzielonych-C-2028. Moze to $wiadczy¢é o tym, ze krytycznymi momentami
internalizacji badanych koniugatéw na drodze CME, do komorek linii H460, jest zaréwno
tworzenie sie pecherzyka endocytarnego (ktérego inhibitorem jest Dynasor) jak i kosza
klatrynowego (inhibitor — Pitstop 2).

Internalizacja QDzielonych-C-2028 do komorek linii HCT116 natomiast zalezna jest, istotnie
statystycznie, od CME. Komoérki poddane dziataniu inhibitorow: Dynasoru oraz Pitstop 2
zahamowujg ten rodzaj endocytozy, jednak w nizszym stopniu niz w przypadku komorek linii
H460. W przypadku zastosowania Amilorydu oraz Filipiny Ill, nie zaobserwowatam znaczgcego
zahamowania internalizacji badanego koniugatu do komoérek badane;j linii.

Internalizacja QDzielonych-C-2028 do komoérek linii MRC-5 zahamowywana byta, istotnie
statystycznie, w przypadku zastosowania Cytochalazyny D, Dynasoru, Pitstop 2 oraz Filipiny IlI.
Swiadczy to o tym, ze badany koniugat wnika do komérek na drodze MP, CME oraz CavME.
Posrod wszystkich badanych linii  komérkowych Dynasor hamowat internalizacje
QDzielonych-C-2028 w najnizszym stopniu.

Ponadto, zaréwno w przypadku komérek linii HCT116 jak i MRC-5, w przeciwienstwie do
komorek linii H460, wraz z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji komérek z badanym koniugatem
(QDzielone-C-2028), spada jego ilos¢ (Rysunek 24.). Moze to swiadczy¢é o tym, ze komorki te
,Wyrzucajg” go na zewnatrz badz tez go metabolizujg. W komédrkach tych takze, zaobserwowatam
spadek cytotoksycznosci QDs-UAs, w poréwnaniu do UAs w ich wolnej postaci. Zwiekszona
internalizacja, zachodzgca na drodze réznych rodzajow endocytozy, koniugatow QDs-UAs
w komorkach H460 moze byé zatem odpowiedzialna za zwiekszenie aktywnos$ci cytotoksycznej

badanych zwigzkéw po skoniugowaniu ich z QDs.

3.3. Wewnatrzkomdrkowa lokalizacja QDs-UAs i ich uwalnianie w zaleznosci od pH

W wiekszosci przypadkdw NPs i koniugaty chemioterapeutykéw z NPs wnikajg do
komorki na zasadzie endocytozy, zmienia sie woéwczas pH mikrosrodowiska z okoto 7,4,
panujgcego w srodowisku zewnatrzkomdrkowym, do 6,0-5,0 — we wczesnych endosomach, a po
przytgczeniu pecherzykdéw hydrolazowych, zawierajgcych enzymy trawienne, wartos¢ pH spada
do okoto 4,5-4,0 (w lizosomach) (Deng J., 2016; Li Z., 2017). Uwalnianie badanych
niesymetrycznych bisakrydyn z ich koniugatéw z kropkami kwantowymi, zalezne jest od pH
Srodowiska. Zmiana pH w komdrkach moze przyczynic sie zas do uwalniania chemioterapeutyku
z koniugatu, zwtaszcza gdy zwigzek pozostaje w komorce przez diuzszy czas (Peng F., 2017).

W ramach wspétpracy, czionkowie Zespotu prof. Anny Nowickiej wykonali badania,
majgce na celu sprawdzenie wptywu pH srodowiska na uwalnianie in vitro UAs z koniugatéw
z QDs (QDs-UAs), w zaleznosci od czasu (w systemie bezkomérkowym) (Rysunek 26.).
W warunkach fizjologicznych (pH 7,4) wszystkie koniugaty byly stabilne. W pH wynoszgcym za$

5,5 oraz 4,0, ktére odpowiadajg pH odpowiednio w endosomach i lizosomach, zwigzki uwalniaty
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sie z koniugatow. Uwalnianie sie C-2045 z koniugatu z QDczerwonymi byto wyzsze, zaréwno
w roztworze o pH 4,0 jak i 5,5, niz koniugatu z QDzielonymi. Dla koniugatow C-2028 z QDs zas,
uwalnianie byto intensywniejsze w roztworze o pH 5,5 dla QDczerwonych, @ W przypadku QDzielonych
w roztworze o pH 4,0 (Pilch J., 2020).
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Rysunek 26. Profil uwalniania invitro UAs z koniugatow QDs-UAs w systemie bezkomodrkowym:
(A) QDczerwone-C-2028, (B) QDczerwone-C-2045, (C) QDzielone-C-2028, (D) QDzielone-C-2045 w roztworach o pH:
4,0 i 5,5 [doswiadczenie wykonane w Zespole prof. Anny M. Nowickiej z Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego] (Pilch J., 2020)

We wstepnych badaniach lokalizacji badanych zwigzkéw i ich koniugatéw (Rysunek 18.)
stwierdzitam, ze nie ,wchodzg” one do jgdra komdrkowego, lokalizujgc sie w ,strukturach
pecherzykowych” w cytoplazmie komérki. W celu sprawdzenia, gdzie w komérce lokalizujg sie
UAs, QDs i QDs-UAs oraz czy indukujg zmiany w ilosci lizosomow i morfologii mitochondriéw,
zarowno w nowotworowych jak i w prawidtowych komoérkach, wykonatam przyzyciowe barwienie
organelli komérkowych. LysoTracker Red DND-99 jest barwnikiem, ktory pozwala na znakowanie
i Sledzenie kwasnych organelli w komoérkach. MitoTracker Green FM zas$, przenika przez btony
plazmatyczne i akumuluje sie w mitochondriach niezaleznie od ich potencjatu bfonowego,
pozwalajgc tym samym na okreslenie ich morfologii.

Barwienie organelli komérkowych wykonatam dla komodrek wszystkich badanych linii,
traktowanych odpowiednim wariantem zwigzku, w stezeniu [Cso (wyznaczonym dla
nieskoniugowanych UAs dla komoérek linii nowotworowych) przez 72 h. Przedstawione zdjecia
zostaty wykonane w swietle przechodzgcym (DIC) oraz trybie fluorescencyjnym. Kolor zielony
jest reprezentatywny dla mitochondriéw, czerwony — dla lizosomoéw, pomaranczowy — dla UAs

(pochodzacy od zwigzkdéw C-2028/C-2045 w ich wolnej bgdz skoniugowanej z QDs postaci).
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Rysunek 27. Komoérki nowotworowej linii H460 - kontrolne oraz traktowane QDzielonymi i QDczerwonymi
(w stezeniu odpowiadajgcemu ICso badanych UAs w koniugacie) przez 72 h. Obraz z mikroskopu
konfokalnego: lizosomy wybarwione na czerwono (LysoTracker Red DND-99), mitochondria — na zielono
(MitoTracker Green FM), UAs — na pomaranczowo (wlasna fluorescencja), skala 10 um. Przedstawione
fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych eksperymentow

Kontrola

QDZlelone

QDCIG(WOI‘IC

Zdjecia mikroskopowe wskazujg (Rysunek 27.), ze zaréwno zielone jak i czerwone kropki
kwantowe (QDs), w poréwnaniu do komorek kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem)
nowotworowej linii H460, nie indukowaty znaczgcych zmian w liczbie i intensywnosci sygnatéw,
pochodzacych od kwasnych organelli oraz w morfologii komoérek (DIC). Zaobserwowatam
natomiast niewielkg zmiane w morfologii mitochondriow w przypadku komérek poddanych
ekspozycji na QDzelone, W poréwnaniu do komoérek kontrolnych. Staly sie one ,bardziej
rozciggniete” i miejscami ,tworzyty skupiska”. Zmian tych natomiast nie zaobserwowatam dla
komorek traktowanych QDczerworymi. W przypadku pozostatych badanych linii komoérkowych
(HCT116, MRC-5 oraz CCD 841 CoN), analiza zdje¢ mikroskopowych wskazuje, ze zaréwno
zielone jak i czerwone QDs nie wptywaty znaczgco na zmiane ilosci i intensywno$ci sygnatéw
pochodzacych od barwnika LysoTracker Red DND 99, jak réwniez zmian w morfologii komérek
(DIC) i mitochondriéw (Mitotracker Green FM), wzgledem komdrek kontrolnych (Rysunek S68-
S70.).

W komorkach linii H460, traktowanych nieskoniugowanym zwigzkiem C-2028/C-2045,
zaobserwowatam wzrost ilosci i intensywnosci sygnatéw pochodzgcych od kwasnych organelli
(LysoTracker Red DND-99), wzgledem komodrek kontrolnych (Rysunek 28.). Widoczne byty

réwniez niewielkie zmiany w morfologii mitochondriéw (gtéwnie dla C-2045).
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Rysunek 28. Obraz z mikroskopu konfokalnego, w $wietle przechodzgcym oraz trybie fluorescencyjnym,
komodrek nowotworowej linii H460, traktowanych C-2028/C-2045 oraz ich koniugatami z QDzielonymi
i QDczerwonymi przez 72 h, w stezeniu ICso. Lizosomy wybarwione na czerwono (LysoTracker Red DND-99),
mitochondria — na zielono (MitoTracker Green FM), UAs —na pomaranczowo (zaznaczone strzatkami,
wilasna fluorescencja), skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych
eksperymentow
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Skoniugowanie UAs z QDs spowodowato istotny wzrost ilosci i intensywnosci sygnatow
pochodzacych od kwasnych organelli w komoérkach linii H460, ktéorym towarzyszyty réwniez
zmiany w morfologii mitochondriéw. Stracity one jednorodny charakter (czes¢ z nich ,przyjeta”
ksztatt sferoidéw), a ich granice staty sie ,mniej wyrazne”.

Na podstawie zdje¢ mikroskopowych mozna zaobserwowac, ze sygnaty pochodzgce od
UAs (zaznaczone strzatkami), pochodzace zaréwno od zwigzkéw w ich skoniugowanej jak
i wolnej postaci, naktadajg sie z sygnatami pochodzacymi od lizosoméw. Swiadczy to o tym, ze
zwigzki te, po wniknieciu do komoérek, lokalizujg sie w lizosomach. Ponadto, wzrostowi ilosci
sygnatow fluorescencyjnych, pochodzacych od UAs w komodrkach, towarzyszyt wzrost ilosci

i intensywnosci sygnatéw, pochodzacych od LysoTracker Red DND-99.

A C

UAs

QD

UAs, QD,
LysoTracker Red
DND-99

UAs, QD,
LysoTracker Red
DND-99, Mitotracker
Green FM

10 pm .

Rysunek 29. Komoérki nowotworowej linii komérkowej H460, traktowane QDzielonymi-C-2028 przez 72 h,
w stezeniu [ICso. Obraz z mikroskopu konfokalnego (A) w Swietle przechodzgcym oraz trybie
fluorescencyjnym, powiekszone - (B) i (C) w trybie fluorescencyjnym: lizosomy wybarwione na czerwono
(LysoTracker Red DND-99), mitochondria — na zielono (MitoTracker Green FM), C-2028 (UAS) i QDzielone
(QD) — odpowiednio na pomaranczowo i niebiesko (wtasna fluorescencja; zaznaczone strzatkami). Skala
10 uym. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych eksperymentow

Rysunek 29. przedstawia zdjecia mikroskopowe, wykonane przy pomocy mikroskopu
konfokalnego, na przyktadzie komorek nowotworowe;j linii H460, traktowanych QDzieonymi-C-2028,
w stezeniu ICso przez 72 h. Strzatki wskazujg sygnaty fluorescencyjne, pochodzgce od C-2028
oraz QDzielonych. Sygnaty te nakltadaly sie z sygnatami pochodzgcymi od lizosomoéw (takg sama
tendencje obserwowatam dla komoérek wszystkich badanych linii poddanych ekspozycji UAs,
w ich wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci). Swiadczy to o tym, Zze badane koniugaty wnikaty
do komorek linii H460 i lokalizowaty sie w lizosomach. W lizosomach za$, panuje odpowiednie

pH, do potencjalnego uwolnienia sie¢ badanego zwigzku z koniugatu QDzielonych-C-2028.
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Rysunek 30. Obraz z mikroskopu konfokalnego, w $wietle przechodzgcym oraz trybie fluorescencyjnym,
komodrek nowotworowej linii HCT116 traktowanych C-2028/C-2045 oraz ich koniugatami z QDzielonymi
i QDczerwonymi przez 72 h, w stezeniu ICso. Lizosomy wybarwione na czerwono (LysoTracker Red DND-99),
mitochondria — na zielono (MitoTracker Green FM), UAs —na pomaranczowo (wiasna fluorescencja;
zaznaczone strzatkami), skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych
eksperymentow
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UAs zaréwno w ich wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci, nie indukowaty wyraznych
zmian w intensywnosci czerwonej fluorescencji (LysoTracker Red DND-99), oprécz
QDzielonych-C-2028, gdzie obserwowatam jej nieznaczny spadek, wzgledem komoérek
inkubowanych z C-2028 w jego wolnej postaci (Rysunek 30). Zaobserwowatam natomiast zmiany
w morfologii mitochondriéw, gtéwnie dla komérek traktowanych QDczerwonymi-C-2028, gdzie
wzgledem komorek kontrolnych, zmienity one swdj ksztatt przypominajgc sferoidy (szczegdlinie
w komorkach, w ktérych widoczne sg sygnaty pochodzgce od UAs).

Podobnie jak dla komérek linii H460, sygnaty pochodzgce od badanych UAs w ich wolnej
oraz skoniugowanej postaci w komérkach raka okreznicy (HCT116), pokrywaly sie z sygnatami
pochodzgcymi od kwasnych organelli. Swiadczy to o tym, ze badane zwigzki lokalizowaly sie

w lizosomach.

MRC-5

W komodrkach traktowanych nieskoniugowanymi UAs zaobserwowatam wzrost
intensywnosci czerwone;j fluorescencji, pochodzacej od kwasnych organelli (gtéwnie dla zwigzku
C-2028), w stosunku do komorek kontrolnych. Skoniugowanie UAs z QDs, w poréwnaniu do
komoérek traktowanych UAs w ich wolnej postaci, nie zmieniato znaczaco ilosci i intensywnosci
sygnatéw pochodzacych od LysoTracker Red DND-99, z wyjgtkiem QDzielonych-C-2028.
Zaobserwowatam w nhich znaczacy spadek intensywnosci czerwonej fluorescencji do poziomu
odpowiadajgcego komoérkom kontrolnym. Morfologia mitochondriéw, w komoérkach traktowanych
UAs i ich koniugatami z QDs, w stosunku do komérek kontrolnych, nie zmieniata sie z wyjgtkiem
komérek poddanych eskpozycji QDczerwonymi-C-2028. Mitochondria te zmienity swdj ksztatt,
z ,rozgatezionych i dtugich” na te przypominajgce sferoidy.

Podobnie jak dla komdrek nowotworowych (linii H460 i HCT116) sygnaty pochodzgce od
UAs (w ich wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci), w komérkach MRC-5, nakfadaly sie

z sygnatami pochodzgcymi od kwasnych organelli. Co swiadczy o ich lokalizacji w lizosomach.
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QD,je10ne-C-2045

QDczevwone'c'zcm‘-r’

komorek prawidtowej linii MRC-5, traktowanych C-2028/C-2045 oraz ich koniugatami z QDzielonymi
i QDczerwonymi przez 72 h, w stezeniu ICso. Lizosomy wybarwione na czerwono (LysoTracker Red DND-99),
mitochondria — na zielono (MitoTracker Green FM), UAs —na pomaranczowo (wilasna fluorescencja;
zaznaczone strzatkami), skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych
eksperymentow
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Rysunek 32. Obraz z mikroskopu konfokalnego, w $wietle przechodzgcym oraz trybie fluorescencyjnym,
komorek prawidtowej linii CCD 841 CoN, traktowanych C-2028/C-2045 oraz ich koniugatami z QDzielonymi
i QDczerwonymi przez 72 h, w stezeniu ICso. Lizosomy wybarwione na czerwono (LysoTracker Red DND-99),
mitochondria — na zielono (MitoTracker Green FM), UAs —na pomaranczowo (wiasna fluorescencja;
zaznaczone strzatkami), skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych
eksperymentow
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W koméorkach linii CCD 841 CoN, traktowanych UAs w ich wolnej postaci, wzgledem
komérek kontrolnych, zaobserwowatam niewielki wzrost ilosci kwasnych organelli. llo$¢
i intensywnos$¢ sygnatéw, pochodzgcych od kwasnych organelli w komoérkach traktowanych
QDs-UAs, wzgledem UAs w ich wolnej postaci, utrzymywata sie albo na statym poziomie, badz
spadata. Spadek fluorescencji, pochodzacy od kwasnych organelli, zaobserwowatam dla
komorek inkubowanych z QDczerwonymi-C-2028 i QDzielonymi-C-2045, ktéry odpowiadat poziomowi
komoérek kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem). Morfologia mitochondriow komoérek
traktowanych UAs i ich koniugatami z QDs, nie roznita sie znaczgco od komoérek kontrolnych
(nietraktowanych zwigzkiem). Niewielkie zmiany, w postaci pojedynczych skupisk w ksztatcie
sferoidéw, obserwowatam dla komérek poddanych ekspozycji C-2028 i QDzielonymi-C-2028.

Sygnaty pochodzgce od UAs, w ich wolnej lub skoniugowanej postaci (zaznaczone
strzatkami), naktadaty sie z sygnatami pochodzgcymi od LysoTracker Red 99-DND, co $wiadczy

o tym, ze zlokalizowane byly w lizosomach.

Podsumowanie

QDs-UAs po ich wniknieciu do komaérki, lokalizujg sie wewnatrz lizosomoéw (Rysunek 29.).
Tendencje te zaobserwowatam zaréwno dla QDs, UAs jak i QDs-UAs dla wszystkich badanych
linii komorkowych. W lizosomach z kolei, panuje odpowiednie pH, do uwalniania UAs
Z koniugatéw QDs-UAs (Rysunek 26.). Najwiekszy przyrost w ilosci i intensywnosci sygnatéw
pochodzacych od kwasnych organelli po traktowaniu komérek UAs, wzgledem komoérek
kontrolnych, zaobserwowatam dla linii H460 (Rysunek 33.). Skoniugowanie UAs z QDs
wzmochito ten efekt, w sposob istotny statystycznie w komérkach nowotworu ptuc. W przypadku
jego prawidtowego odpowiednika — linii MRC-5, skoniugowanie UAs z QDs nie wptywato
znaczgco na ilo$¢ kwasnych organelli w komérkach, z wyjgtkiem QDzielonych-C-2028, gdzie
obserwowatam ich znaczgcy, istotny statystycznie, spadek.

W komérkach nowotworu okreznicy HCT116, traktowanych UAs, poziom S$redniej
fluorescencji pochodzacej od kwasnych organelli pozostawat na podobnym poziomie co
w komérkach kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem) lub nieznacznie spadat (C-2045).
Generalnie, skoniugowanie UAs z QDs nie zmieniato znaczgco intensywnosci fluorescencji,
z wyjgtkiem QDzielonych-C-2028 — gdzie zaobserwowatam jej spadek (wzgledem C-2028) oraz
QDczerwonych-C-2045 — niewielki wzrost (wzgledem C-2045). Dla prawidtowego odpowiednika
nowotworu okreznicy — linii CCD 841 CoN zaobserwowatam podobng tendencje — poziom
Sredniej fluorescencji pochodzacej od kwasnych organelli dla komérek traktowanych UAs
pozostawat na podobnym poziomie co w komérkach kontrolnych. Skoniugowanie zas UAs z QDs
nie miato znaczacego wplywu na jej poziom, z wyjgtkiem QDczerwonych-C-2028 i QDzietonych-C-2045,
gdzie zaobserwowatam jej spadek. Zardwno QDzielone jak i QDczerwone Nie wptywaly znaczaco na
zmiane $redniej fluorescencji, pochodzgcej od kwasnych organelli, w komodrkach wszystkich
badanych linii.
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Rysunek 33. Srednia intensywnosé fluorescencji pochodzgca od kwasnych organelli wybarwionych
LysoTracker Red DND-99 w komodrkach linii: (A) H460, (B) HCT116, (C) MRC-5 i (D) CCD 841 CoN:
komorek poddanych ekspozycji: C-2028, C-2045 oraz ich koniugatami z QDzielonymi | QDczerwonymi, @ takze
nieskoniugowanymi QDzielonymi i QDczerwonymi W stezeniu 1Cgo oraz komorek kontrolnych przez 72 h.
Intensywnos$¢ fluorescencji wyznaczona na podstawie zdje¢ mikroskopowych 2z wykorzystaniem
oprogramowania Imaged. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi sg Srednig z trzech
niezaleznych eksperymentow. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 — statystycznie istotne réznice miedzy
zwigzkiem w jego wolnej i skoniugowanej postaci (test t-Studenta)

W celu okreslenia czy wzrost kwasnych organelli w komodrkach badanych linii zwigzany
byt z procesem autofagii okres$litam poziom biatek, bedacych znacznikami biochemicznymi tego
procesu - bekliny-1 oraz LC3-Il metodg Western blotting. Beklina-1 jest biatkiem, ktére oddziatuje
z BCL-2 lub PI3K klasy lll, odgrywa kluczowg role zaréwno w regulacji autofagii, jak i Smierci
komoérek. Indukcja autofagii zwigzana jest z obecnosciag wakuoli, znakowanych
charakterystycznie biatkiem LC3 (Valente G., 2014). Biatko LC3 jest podstawowym znacznikiem
biochemicznym procesu autofagii. Wyrézniamy jego dwie podstawowe postacie: LC3-l oraz
LC3-Il. LC3-I zlokalizowany jest w cytoplazmie, natomiast LC3-Il zwigzany jest z powierzchnig
autofagosomu, korelujgc tym samym z ich liczbg. Proces konwersji LC3-l do LC3-1l ulega

wzmochieniu, na skutek indukcji autofagii (Mizushima N., 2007).
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Rysunek 34. (A) Poziom biatek bekliny-1 oraz LC3-Il w komorkach linii H460, HCT116, MRC-5 oraz

CCD 841 CoN traktowanych UAs, QDs oraz QDs-UAs w stezeniu odpowiadajgcym wartosci ICso (UAs w ich
wolnej postaci) przez podang liczbe godzin (komorki linii MRC-5 oraz CCD 841 CoN - przez 72 h).
Doswiadczenie wykonano metoda Western blotting, gdzie -aktyna stanowi kontrole do réwnomiernego
napefnienia studzienek. (B-C) llosciowa analiza poziomu badanych biatek wyrazonych wzgledem {3-aktyny.
Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi sg $rednig z trzech niezaleznych
eksperymentow. * p < 0,05, *** p < 0,001 oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem UAs w ich wolnej
postaci (test t-Studenta)

Wyniki analizy Western blotting wskazaty, ze poziom bekliny-1 w komdrkach badanych
linii komérkowych traktowanych UAs, oscyluje na poziomie odpowiadajgcym komdrkom
kontrolnym (nietraktowanym zwigzkiem), bgdz tez jest nieznacznie nizszy (Rysunek 34.).
W przypadku komorek linii H460 spada on, wraz ze wzrastajgcym czasem inkubacji komorek ze
zwigzkiem, w przypadku komérek linii HCT116 — ro$nie. Skoniugowanie UAs z QDs wptyneto
istotnie statystycznie na poziom bekliny-1 jedynie w przypadku QDczerwonych-C-2045
(inkubowanych przez 24-72 h dla komérek linii H460), QDzielonych-C-2045 (24 h dla komérek linii
HCT116) oraz QDczerwonych-C-2028 (24 h dla komérek linii MRC-5). Analizujgc poziom biatka
LC3-Il z kolei, mozna zauwazy¢, ze w komoérkach wszystkich badanych linii komérkowych nie
przekracza on poziomu odpowiadajgcego komoérkom kontrolnym. Istotng statystycznie zmiane
poziomu tego biatka w komodrkach, traktowanych koniugatami QDs-UAs, zaobserwowatam
w przypadku komorek linii HCT116 inkubowanych z QDczerwonymi-C-2028 przez 72 h. Zaréwno
QDzielone jak i QDczewone Nie wptywaly znaczgco na poziom oznaczanych biatek (bekliny-1 jak
i LC-3-11) w komérkach wszystkich badanych linii (wzgledem komérek kontrolnych). Biorgc pod
uwage wyniki analizy poziomu oznaczanych biatek, wzrost kwasnych organelli w komérkach
badanych linii (szczegdlnie linii H460), traktowanych QDs-UAs, nie byt zwigzany z indukcja

autofagii.
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3.4. Zmiany w dystrybucji komoérek nowotworowych oraz prawidlowych w cyklu
zyciowym pod wplywem niesymetrycznych bisakrydyn skoniugowanych

Z nanoczastkami

Kolejnym etapem moich badan byto okreslenie wplywu badanych zwigzkéw (C-2028
i C-2045) w ich wolnej oraz skoniugowanej z QDs postaci na dystrybucje komoérek
nowotworowych i prawidlowych w cyklu zyciowym. Obserwacje zmian w dystrybucji komérek
w cyklu zyciowym poddanych ekspozycji badanego wariantu zwigzku zbadatam w oparciu
0 analize zawartosci DNA w komarkach wybarwionych jodkiem propidyny (ang. propidium iodide,
PI). Stechiometryczne wigzanie sie tego barwnika do DNA pozwala na okreslenie jego zawartosci
w komorce, a tym samym na oznaczenie wielkosci populacji komérek w danej fazie cyklu
zyciowego (Rysunek 35.). Zawartos¢ DNA mierzona z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej
pozwala takze na oszacowanie frakcji komoérek sub-G1 oraz ploidalnosci badanej populacji
komoérek (Darzynkiewicz Z., 2017).

sub-G1
s o
S5 <> S
£ oM Rysunek 35. Przyktadowy histogram  obrazujacy
- == poliploidia dystrybucje komorek danej linii w cyklu zyciowym. Fazy
8 -~ cyklu komérkowego: G1, S, G2/M i Poliploidia (Poli) oraz
- frakcja komorek sub-G1l. OSY — ilos¢ komorek, o$ X —
intensywnos¢ fluorescenciji jodku propidyny, okreslajacego
9 zawartos¢ DNA
n 4an
Zawartosc DNA

Zawartos¢ jgdrowego DNA dla tzw. frakcji sub-G1, charakterystycznej dla komoérek
apoptotycznych wynosi <2n, komérek w fazie G1 -2n, komérek w fazie G2, mitozie lub
post-mitotycznej tetraploidalnej fazie G1-4n oraz dla komoérek poliploidainych - >4n
(Passegué E., 2005). Frakcja sub-G1 moze zawiera¢ komorki apoptotyczne, jak rowniez
reprezentowa¢ komérki uszkodzone mechanicznie, czy tez te o odmiennej strukturze
chromatyny, wykazujgcej zmniejszong dostepnosé DNA dla fluorochroméw.

Ponizej, przedstawitam histogramy obrazujgce procentowe zmiany w dystrybuciji
komoérek wszystkich badanych linii komérkowych w cyklu zyciowym. Doswiadczenie wykonatam
dla komoérek poddanych ekspozycji: QDzielonych, QDczerwonych, Z€ zwigzkami: C-2028 i C-2045,
a takze koniugatami tych zwigzkéw z QDs, inkubowanych przez 24, 48, 72 oraz 144 h (dla
komérek nowotworowych) oraz przez 72h (dla komoérek prawidtowych), w stezeniach
odpowiadajgcych wartosciom 1Cs0 zwigzkéw w ich wolnej, nieskoniugowanej postaci,
wyznaczonych dla komérek linii nowotworowych oraz dla komérek kontrolnych (nietraktowanych

zwigzkiem).

H460

Analiza dystrybucji komodrek linii H460, poddanych dziataniu zwigzkéw C-2028 oraz
C-2045 wykazata, ze zwigzki te wywotujg istotne zmiany w rozktadzie komérek w poszczegoélnych

fazach cyklu komérkowego (Tabela S5, znajdujgca sie w suplemencie do niniejszej pracy),
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Rysunek 36.). Wraz z wydluzajgcym sie czasem inkubacji komérek ze zwigzkiem
(C-2028/C-2045) wzrastata procentowa zawartos¢ komérek w fazie sub-G1, malata w fazie S,
a dla frakcji komérek poliploidalnych (Poli) pozostawata na stosunkowo statym, niskim poziomie
(okoto 2-5%). Procentowy udziat komorek, inkubowanych ze zwigzkiem C-2028 w fazie G1 byt
nizszy niz dla komérek kontrolnych. Dla krétszych czaséw inkubacji (24—72 h) oscylowat na
poziomie 35-49%, natomiast dla dtuzszych (144 h) — okoto 67%. Jednoczesnie spadkowi temu,
towarzyszyta przejsciowa akumulacja w fazie G2/M, aby po najdtuzszym okresie inkubacji
z badanym zwigzkiem (144 h) osiggng¢ podobng warto$¢ co dla komorek kontrolnych (okoto 5%).
Procentowy udziat komoérek, poddanych ekspozycji C-2045, w fazie G1 byt nizszy wzgledem
kontroli, przy czym dla komodrek inkubowanych przez 24—72 h utrzymywat sie na poziomie okoto
40-45%, a po 144 h spadt do ok. 25%. Z kolei, frakcja komérek w fazie G2/M wzrosta wzgledem
kontroli i pozostawata na statym poziomie okoto 30%, niezaleznie od czasu inkubaciji.
W komorkach inkubowanych z nieskoniugowanymi QDs nie obserwowatam istotnych zmian
w cyklu komérkowym wzgledem komérek kontrolnych.

Skoniugowanie badanych zwigzkéw z kropkami kwantowymi spowodowato zmiany
w rozktadzie komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu zyciowego, w poréwnaniu do rozktadu
komoérek dla zwigzkéw w ich wolnej postaci. Dla koniugatow C-2028 z QDs nastepowata
przejsciowa akumulacja w fazie G1 (48-72 h inkubacji), natomiast po 144 h - nastepowat
znaczny spadek ilosci komorek w tej fazie (ok. 35%), wzgledem zwigzku w jego wolnej postaci.
Zmianie ilosci komérek w fazie G1 towarzyszyt poczgtkowy spadek (48—72 h) i pdzniejszy wzrost
(144 h) ilosci komoérek w fazach sub-G1 oraz G2/M. Procentowy udziat komoérek w fazie G2/M,
dla komorek inkubowanych z QDs-C-2028 poczatkowo (24-72 h) nieznacznie spadat
(z wyjatkiem QDzietonycn-C-2028, inkubowanych przez 72 h), natomiast po 144 h inkubaciji
znaczgco wzrastat z ok. 4% dla zwigzku C-2028 do okoto 30% dla koniugatu tego zwigzku z QDs.
Liczba komérek poliploidalnych pozostawata na stosunkowo statym poziomie.

W przeciwienstwie do komoérek inkubowanych z nieskoniugowanym C-2045, gdzie ilos¢
komorek we frakcji sub-G1 wzrastata wraz z czasem inkubacji, dla komérek inkubowanych
z koniugatami tego zwigzku z QDs tendencja byta inna. Po 72 h inkubacji komérek z QDs-C-2045
(gtéwnie z QDzielonymi) Nastepowat znaczny spadek procentowej ilosci komoérek w fazie sub-G1, po
czym po 144 h inkubacji ponownie wzrastat. Wartosci te sg jednak nizsze niz odpowiadajgce
ilosci komérek w fazie sub-G1 dla komdrek inkubowanych z C-2045 (30,1%, 15,1% oraz 23,8%,
odpowiednio dla komoérek traktowanych C-2045, QDzielonymi-C-2045 oraz QDczerwonymi-C-2045).

Z kolei, ilos¢ komoérek w fazie G2/M dla koniugatu QDczerwonych-C-2045 pozostawata na
stosunkowo statym poziomie (wzgledem C-2045), w przeciwienstwie do komérek traktowanych
QDzielonymi-C-2045. Po 144 h inkubacji komérek nastepowat znaczny spadek ich udziatu w fazie
G2/M (do ok. 5 %), kosztem wzrostu w fazie G1 (ok. 72%). Dla komdrek poddanych ekspozyciji
QDczerwonych-C-2045 udziat komoérek w fazie G1 pozostawat na stosunkowo statym poziomie,
wzgledem komadrek inkubowanych z C-2045. llos¢ komdrek, inkubowanych z QDs-C-2045, dla

frakcji S oraz komarek poliploidalnych za$ pozostawat na statym poziomie (wzgledem C-2045).
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Rysunek 36. Histogramy obrazujace zmiany w dystrybucji komérek kontrolnych linii H460 oraz inkubowanych
z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICso
badanych zwigzkéw w ich wolnej postaci przez 72 i 144 h. Os$ X — intensywnos¢ fluorescencji jodku propidyny
okreslajgcego zawartosé DNA. OS$ Y - ilos¢ komérek. Uzyskane histogramy sg reprezentatywne dla trzech
niezaleznych doswiadczen
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Analizujgc liczbe komoérek, znajdujgcych sie we frakcjach sub-G1, G1 oraz G2/M
w zaleznosci od czasu inkubacji (Rysunek 37.) mozna zaobserwowac, ze skoniugowanie UAs
z QDs wplyneto, istotnie statystycznie, na zmiane dystrybucji komoérek nowotworowej linii
komoérkowej H460 w cyklu zyciowym. Najwieksze réznice w ilosci komoérek, w poszczegdinych
fazach cyklu komoérkowego, zaobserwowatam po 144 h inkubacji komérek z danym wariantem
zwigzku (C-2028/C-2045) pomiedzy jego wolng a skoniugowang postacig (gtéwnie dla zwigzku
C-2028). Po 144 h inkubacji z QDs-C-2028 nastepowal, istotny statystycznie, wzrost procentowej
ilosci komorek w fazie G2/M oraz spadek w fazie G1, wzgledem komérek kontrolnych jak i tych
inkubowanych z nieskoniugowanym C-2028. Udziat komoérek, inkubowanych z C-2045 w jego
wolnej oraz skoniugowanej z QDczerwonymi postaci, w poszczegolnych fazach cyklu komérkowego
pozostawat na stosunkowo poziomie. W przypadku komodrek poddanych ekspozycji
QDxzielonych-C-2045 przez 144 h, nastepowat spadek ilosci komoérek w fazach: sub-G1 i G2/M oraz
wzrost w fazie G1, wzgledem komorek traktowanych C-2045.
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Rysunek 37. Procentowy udziat komorek linii H460,
znajdujgcych sie we frakcjach: (A) sub-G1, (B) G1
oraz (C) G2/M cyklu komérkowego po 24, 48, 72 oraz
601 144 h inkubaciji komorek kontrolnych
(nietraktowanych zwigzkiem), a takze poddanych
ekspozycji: C-2028, C-2045 oraz koniugatami tych
zwigzkéw z QDs, w stezeniu odpowiadajgcemu
wartosci 1Cso (C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci).
Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami
standardowymi (t) sg $rednig z trzech niezaleznych
eksperymentoéw. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

Czas inkubaciji [h] oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem
W C2028 SN QDuuw-C2028  EE QDiypp-C-2045 zwigzkéw C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci (test

= Kontrola mm C-2045 3 QDgenene-C-2028 £ QDerprwene-C-2045 t_StUdenta)
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Frakcja G2/M [%]

HCT116

Podobnie jak w przypadku komorek linii nowotworowej H460, zwigzki C-2028 oraz
C-2045 wywotywaty istotne zmiany w rozktadzie komodrek nowotworowej linii HCT116
w poszczegolnych fazach cyklu komérkowego (Tabela S6, Rysunek 38.). Wraz z wydtuzajgcym

sie czasem ekspozycji na badany zwigzek, wzrastata procentowa zawartos¢ komoérek w fazie
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sub-G1 oraz malata w fazie G1, wzgledem komoérek kontrolnych. W komérkach inkubowanych
zaréwno ze zwigzkiem C-2028 i C-2045 najwyzszy udziat komoérek w fazie G1 zaobserwowatam
po 48 h inkubacji (odpowiednio ok. 51 i 44%). W poréwnaniu do komoérek nietraktowanych
chemioterapeutykiem, procentowa zawarto$¢ komoérek w fazie S malata wraz z wydtuzajgcym sie
czasem inkubacji z badanym zwigzkiem (C-2028/C-2045) — z wyjgtkiem komorek traktowanych
C-2028 przez 24 h, gdzie nastepowat nieznaczny wzrost komoérek w tej fazie. Udziat komorek,
poddanych ekspozycji C-2028/C-2045, w fazie G2/M malat wraz z wydtuzajgcym sie czasem
inkubacji i byt wyzszy niz dla komérek kontrolnych (z wyjatkiem najdtuzszego czasu
inkubacji - 144 h, w przypadku obu zwigzkéw). Najwyzszy udzial komoérek w fazie G2/M
nastepowat po 24 h inkubacji (ok. 42% dla C-2028 i 54% dla C-2045). Wraz z wydtuzajgcym sie
czasem inkubacji wzrastat takze udziat komodrek poliploidalinych (do okoto 17%). Nalezy
podkresli¢, iz w przypadku komarek linii H460 nie zaobserwowatam takiej tendenciji.

Skoniugowanie badanych zwigzkéw z kropkami kwantowymi spowodowato zmiany
w rozktadzie komérek poszczegdlnych fazach cyklu, wzgledem zwigzkéw w ich wolnej postaci.
Dla koniugatéw C-2028 z QDs, podobnie jak dla komérek linii H460, nastepowata przejsciowa
akumulacja w fazie G1 (48-72 h inkubacji), natomiast po 144 h - nastepowat znaczny spadek
ilosci komorek w tej fazie (ok. 29% dla koniugatu z QDzielonymi | OK. 22% - Z QDczerwonymi), wzgledem
zwigzku w jego wolnej postaci. Utrzymywaniu sie przejsciowej akumulacji komérek w fazie G1
(gtéwnie po 72 h inkubaciji) towarzyszyt spadek ilosci komoérek w fazie sub-G1 (udziat komérek
wfazie sub-G1 po 72h inkubacji z:C-2028 — okoto 29%, QDzielonymi-C-2028 — ok. 8%,
QDczerwonymi-C-2028 — ok. 16%). Po 144 h inkubaciji, udziat komorek w fazie sub-G1, traktowanych
QDs-UAs, utrzymywat sie na statym poziomie, badz nieznacznie wzrastat (C-2028 — ok. 31%,
QDzielone-C-2028 — ok. 32%, QDczerwone-C-2028 — ok. 38%). Udziat komérek w fazie G2/M oraz
komorek poliploidalnych, inkubowanych zaréwno z C-2028 w jego wolnej jak i skoniugowane;j
z QDs postaci pozostawat na stosunkowo statym poziomie.

Dla komorek linii HCT116, poddanych ekspozycji QDs-C-2045 (podobnie jak dla
QDs-C-2028), zaobserwowatam przejsciowg akumulacje w fazie G1 (48-72 h), po 144 h ilos¢
komoérek w tej fazie spadta i utrzymywata sie na poziomie okoto 27% i 31% - odpowiednio dla
koniugatéw C-2045 z QDzielonymi | QDczerwonymi), wzgledem zwigzku C-2045 w jego wolnej postaci.
Jednoczesnie z wraz z przejsciowg akumulacjg komérek w fazie G1, nastepowat spadek ilosci
komoérek w fazie sub-G1 (gtéwnie po 72 h inkubacji). Po 144 h inkubacji procentowa zawartos¢
komérek w fazie sub-G1 dla koniugatow C-2045 z QDzielonymi Nie zmieniata sie (ok. 43%)
wzgledem komorek inkubowanych z nieskoniugowanym zwigzkiem (ok. 46%), a dla koniugatéw
Z QDczerwonymi spadta do ok. 32%. Udziat komoérek w fazie G2/M, dla komérek inkubowanych
Z QDs-C-2045 przez 24 — 48 h, byt nizszy niz dla komérek poddanych ekspozycji C-2045, dla
pozostatych czaséw pozostawat na stosunkowo stalym poziomie (z wyjgtkiem komodrek
inkubowanych z QDczewonymi-C-2045 przez 144 h, gdzie nastepowat nieznaczny wzrost iloSci
komérek w tej fazie). Procentowa zawarto$¢ komoérek w fazie S, w przypadku inkubacji
z QDs-C-2045 przez 24 h byta nieznacznie wyzsza wzgledem komorek traktowanych zwigzkiem

w jego wolnej postaci — odpowiednio dla koniugatu C-2045 2z QDzielonymi- Ok. 13%
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i QDczerwonymi — OK. 17%, dla pozostatych czasow inkubacji wartosci te pozostawaty na stosunkowo
statym poziomie. Podobnie jak dla fazy S, ilos¢ komoérek poliploidalnych dla komoérek
traktowanych QDs-C-2045 (wzgledem C-2045) pozostawata na stosunkowo statym poziomie.

Na podstawie procentowego udziatu komoérek, znajdujgcych sie we frakcjach sub-G1, G1
oraz G2/M w zaleznosci od czasu inkubacji (Rysunek 39.) mozna zaobserwowac, ze
skoniugowanie zwigzkéw C-2028 i C-2045 z kropkami kwantowymi wplyneto, istotnie
statystycznie, na zmiane dystrybucji komérek nowotworowe;j linii komoérkowej HCT116 w cyklu
zyciowym. Najwieksze réznice w ilosci komoérek, w poszczegoélnych fazach cyklu komérkowego,
zaobserwowatam dla faz sub-G1 oraz G1 po 72 i 144 h inkubacji komérek z danym wariantem
zwigzku (C-2028/C-2045) pomiedzy jego wolng a skoniugowang postacia.

Wraz z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji komérek poddanych ekspozycji UAs, wzrastat
udziat komérek w fazie sub-G1. Skoniugowanie UAs z QDs poczatkowo (24—72 h inkubacji)
wptywato na zmniejszenie udziatu komorek w tej fazie, natomiast po 144 h inkubacji — jego wzrost
(QDs-C-2028). Jednoczesnemu spadkowi komorek w fazie sub-G1, inkubowanym przez 72 h
z koniugatami QDs-UAs, wzgledem UAs w ich wolnej postaci, towarzyszyt ich wzrost w fazie G1.
Po 144 h inkubacji komérek z QDs-C-2028, populacja komoérek w fazie sub-G1 wzrastata,
kosztem spadku populacji w fazie G1. Dla koniugatéw QDs-C-2045 — nastepowat spadek ilosci
komoérek w fazie sub-G1 (wzgledem C-2045), przy jednoczesnym wzroscie w fazie G1. Nie
zaobserwowatam, istotnych statystycznie, roznic procentowej zawartosci komérek linii HCT116
w fazie G2/M pomiedzy komdrkami traktowanymi zwigzkami z C-2028/C-2045 w ich wolnej jak

i skoniugowanej postaci, niezaleznie od czasu inkubaciji.
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Rysunek 38. Histogramy obrazujace zmiany w dystrybucji komérek kontrolnych linii HCT116 oraz
inkubowanych z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu
odpowiadajgcemu wartosci 1Cso badanych zwigzkéw w ich wolnej postaci przez 72 i 144 h.
0Os$ X — intensywnos$¢ fluorescencji jodku propidyny okreslajgcego zawartosé DNA. O$ Y - ilos¢ komorek.
Uzyskane histogramy sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen
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Rysunek 39. Procentowy udziat komorek linii
HCT116, znajdujgcych sie we frakcjach: (A)
sub-G1, (B) G1 oraz (C) G2/M cyklu komorkowego
po 24, 48, 72 oraz 144 h inkubacji komorek
kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem), a takze
poddanych ekspozycji: C-2028, C-2045 oraz
koniugatami tych zwigzkéw z QDs, w stezeniu
odpowiadajacemu wartosci 1Cgo (C-2028/C-2045
w ich wolnej postaci). Przedstawione wyniki wraz
z odchyleniami standardowymi () sg $rednig
48 72 z trzech niezaleznych eksperymentéw. * p < 0,05,

Czas inkubacji [h] **p <0,01, *p <0,001 oznacza statystycznie

istotne réznice wzgledem zwigzkow

EE 2028 BN QDuuuwC-2028 B QDjuy-C-2045 C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci (test

D3 Konlrola 0 7045 3 QDuwere-C-2028 [ QDuemennrC2045  -StUAENEA)

80

Frakcja G2/M [%]

MRC-5

Analiza dystrybucji komérek prawidtowej linii MRC-5, poddanych dziataniu zwigzkow
C-2028 oraz C-2045 w stezeniu ICgo (wyznaczonym wzgledem nowotworowej linii H460) przez
72 h wykazata, ze zwigzki te wywotujg réwniez niewielkie zmiany w procentowym rozktadzie
komérek w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego (Tabela S7., Rysunek 40.). UAs
powodowaty spadek procentowej ilodci komoérek w fazie G1 kosztem wzrostu w fazie G2/M oraz
w niewielkim stopniu we frakcji sub-G1 i Poli (komdrek poliploidalnych), wzgledem komoérek
kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem). Podobnie jak w przypadku obu linii nowotworowych
(H460 oraz HCT116), QDzielone i QDczerwone nie powodowaty zmian w cyklu komérkowym linii
MRC-5, wzgledem komorek kontrolnych.

Skoniugowanie UAs z QDs, wzgledem zwigzkéw w ich wolnej postaci, spowodowato
spadek procentowego udziatu komérek w fazie G2/M oraz S, przy jednoczesnym wzroscie ich
udziatu w fazie G1. Liczba komérek w fazie sub-G1 nieznacznie spadfa (z wyjgtkiem koniugatu
QDczerwone-C-2045). Procentowy udziat komérek poliploidalnych (Poli) pozostawat na stosunkowo

statym poziomie — dla koniugatéw UAs z QDzielonymi Nieznacznie spadat, dla QDczerwonych - rést.
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Rysunek 41. Procentowy udziat komorek linii MRC-5, znajdujgcych sie we frakcjach: (A) sub-G1, (B) G1
oraz (C) G2/M cyklu komérkowego po 72 h inkubacji z C-2028 i C-2045 oraz koniugatami tych zwigzkéw
z QDs, w stezeniu odpowiadajgcym wartosci 1Cso (C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci, wyznaczonej
wzgledem nowotworowe;j linii komdrkowej H460). Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi
() sg srednig z trzech niezaleznych eksperymentéw. * p < 0,05 oznacza statystycznie istotne réznice
wzgledem zwigzkéw C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci (test t-Studenta)

Analizujgc procentowy udziat komérek, znajdujgcych sie we frakcjach: sub-G1, G1 oraz
G2/M po 72 h inkubacji z UAs oraz QDs-UAs (Rysunek 41.) mozna zauwazy¢, ze indukujg one
niewielkie zmiany w progresji komérek prawidtowych linii MRC-5. Nie zaobserwowatam istotnej
statystycznie réznicy w procentowej ilosci komoérek w fazie sub-G1, pomiedzy komoérkami
traktowanymi UAs a QDs-UAs. Traktowanie zwigzkiem C-2028/C-2045 w jego wolnej postaci,

powodowato zwiekszenie udziatu komoérek MRC-5 we frakcji G2/M, kosztem spadku w fazie G1,
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wzgledem komérek kontrolnych. Co wiecej, skoniugowanie UAs z QDs pozwolito na zmniejszenie
réznicy w ilosci komérek w fazach G1 oraz G2/M, pomiedzy komérkami kontrolnymi a poddanymi
ekspozycji nieskoniugowanego zwigzku (C-2028/C-2045). Zjawisko to miato miejsce (istotne

statystycznie) gtéwnie dla koniugatéw C-2028 z QDs (gtéwnie z QDczerwonymi).

CCD 841 CoN

Badane zwigzki C-2028 oraz C-2045 w stezeniu [Cso, wywolywaly zmiany
w procentowym rozkfadzie komoérek linii CCD 841 CoN w poszczegdlnych fazach cyklu
komoérkowego (Tabela S8., Rysunek 42.). UAs, podobnie jak dla linii komérkowej MRC-5,
powodowaly spadek procentowej ilosci komorek w fazie G1 kosztem wzrostu w fazie G2/M oraz
w niewielkim stopniu we frakcji sub-G1, wzgledem komodrek kontrolnych (nietraktowanych
zwigzkiem) po 72 h inkubacji. W poréwnaniu do komérek kontrolnych wzrosta réwniez
procentowa zawartos¢ komoérek poliploidalnych, w szczegodlnosci dla komoérek poddanych
ekspozycji na dziatanie zwigzku C-2028. Inkubacja komérek z QDzielonymi Oraz QDczerwonymi hie
powodowata zmian w cyklu komoérkowym wzgledem komorek kontrolnych. Skoniugowanie UAs
z QDs, wzgledem zwigzkéw w ich wolnej postaci, spowodowato spadek populacji w fazie G2/M
oraz S, przy jednoczesnym wzroscie ich udzialu w fazie G1. Liczba komoérek w fazie sub-G1
nieznacznie spadta. Obserwowatam znaczny spadek procentowego udziatu komorek
poliploidalnych (Poli), wzgledem komdrek poddanych ekspozycji na zwigzki w ich wolnej postaci,

do wartosci na poziomie komérek kontrolnych (nietraktowanych badanymi zwigzkami).

Kontrola C-2028 C-2045

QDzieIone QDzieIone'C'zozg QDzieIone'C'2045
. : Rysunek 42. Histogramy obrazujgce zmiany
) i ) w dystrybucji komoérek  kontrolnych  linii
¢ B e e 8 w0 CCD 841 CoN oraz inkubowanych z QDs,
C-2028, C-2045 oraz koniugatami QDs
czerwcme czerwone'c'zozg DCZEMWE-C_2045 ) . H
Q z C-2028/C-2045 w stezeniu
L ] odpowiadajgcemu wartosci ICso badanych

zwigzkéw w ich wolnej postaci przez 72 h.

0s$ X — intensywnos¢  fluorescencji  jodku
propidyny okreslajgcego zawartos¢ DNA. O$
Y - ilos¢ komorek. Uzyskane histogramy sg
reprezentacyjne dla trzech niezaleznych

doswiadczen
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Poréwnujgc procentowy udziat komoérek linii CCD 841 CoN we frakcjach: sub-G1, G1
oraz G2/M cyklu komérkowego po 72 h inkubacji z UAs mozna zaobserwowac, ze indukowaty
one zmiany w progresji komoérek w cyklu zyciowym (Rysunek 43.). Najwieksze zmiany
zaobserwowatam w fazie G1 oraz G2/M. Udziat komérek w fazie G1 zmniejszat sig, kosztem
wzrostu w fazie G2/M, wzgledem komodrek kontrolnych. Z kolei, skoniugowanie UAs z QDs
spowodowato istotnie statystycznie, zwiekszenie procentowej zawartosci komoérek w fazie G1,
przy jednoczesnym spadku w fazie G2/M, wzgledem zwigzkow C-2028/C-2045 w ich wolnej
postaci (gtéwnie dla koniugatéw C-2028 z QD). Udziat komorek w fazie sub-G1 za$ pozostawat
na stosunkowo statym poziomie, niezaleznie od postaci zwigzku, jakim traktowane byly komoérki

(zwigzek w wolnej i skoniugowanej postaci).
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Rysunek 43. Procentowy udziat komoérek linii CCD 841 CoN, znajdujgcych sie we frakcjach: (A) sub-G1,
(B) G1 oraz (C) G2/M cyklu komérkowego po 72 h inkubacji z C-2028 i C-2045 oraz koniugatami tych
zwigzkéw z QDs, w stezeniu odpowiadajgcym wartosci 1Cso (C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci,
wyznaczonej wzgledem nowotworowej linii komoérkowej HCT116). Przedstawione wyniki wraz
z odchyleniami standardowymi (+) sg Srednig z trzech niezaleznych eksperymentéw. * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** n < 0,001 oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem zwigzkéw C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci
(test t-Studenta)

Podsumowanie

Badane zwigzki oraz ich koniugaty z QDs wptynety znaczgco na przebieg cyklu
zyciowego komorek nowotworowych, natomiast w komaérkach prawidtowych zmiany te byly mniej
intensywne (Rysunek 44.). Skoniugowanie UAs z QDs spowodowato istotne zmiany (wzgledem
komorek traktowanych C-2028/C-2045) w procentowym udziale komérek nowotworowych linii
H460 oraz HCT116 w fazie sub-G1, zaréwno po 72 jak i 144 h inkubacji. Zmian tych nie
zaobserwowatam w przypadku prawidtowych linii komérkowych: MRC-5 oraz CCD 841 CoN. We
wszystkich liniach komérkowych zaobserwowatam natomiast zmiany w procentowej zawartosci
komodrek w fazie G1 — gtdwnie dla koniugatow C-2028 z QDs. Zmiana procentowego udziatu
komorek, poddanych ekspozyciji QDs-UAs, w fazie G2/M natomiast, byta istotna statystycznie dla
wszystkich badanych linii komérkowych, z wyjatkiem linii HCT116.

Analizujgc przebieg cyklu zyciowego komoérek prawidtowych mozna zauwazyé, ze

skoniugowanie badanych zwigzkéw wptywato na zmiane procentowej zawartosci komoérek
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w poszczegolnych fazach cyklu komoérkowego, przyblizajagc je w ,strone” rozktadu

poszczegolnych faz komoérek kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem).
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Rysunek 44. Procentowy udziat komorek linii: H460, HCT116, MRC-5 oraz CCD 841 CoN, znajdujgcych
sie we frakcji: (A) sub-G1 (B) G1 i (C) G2/M cyklu komérkowego po 72 i 144 h inkubacji z komdrkami
kontrolnymi (nietraktowanymi badanymi zwigzkami), C-2028 i C-2045 oraz koniugatami tych zwigzkéw
z QDs, w stezeniu odpowiadajgcym wartosci I1Cso (C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci). Przedstawione
wyniki wraz z odchyleniami standardowymi () sg srednig z trzech niezaleznych eksperymentéw. * p < 0,05,
**pn < 0,01, ** p < 0,001 oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem zwigzkéw C-2028/C-2045 w ich
wolnej postaci (test t-Studenta)

Ze wzgledu na znaczgcy udziat komdrek nowotworowych linii H460 oraz HCT116 w fazie
sub-G1 (DNA <2n), charakterystycznej dla komérek apoptotycznych, kolejnym celem moich

badan byto zbadanie tego procesu.
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3.5. Badanie zmian w budowie biony cytoplazmatycznej komérek ludzkich rakéw ptuc

i okreznicy poddanych dziataniu UAs, QDs oraz QDs-UAs

Celem kolejnego eksperymentu byto sprawdzenie czy badane zwigzki, zaréwno w ich
wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci powodujg zmiany w budowie btony cytoplazmatycznej,
wskazujgcej na indukcje okreslonego rodzaju $mierci komdérkowej. W komérkach prawidtowych,
ujemnie natadowana fosfatydyloseryna znajduje sie po wewnetrznej stronie btony
cytoplazmatycznej. W komérkach ulegajgcych apoptozie, dochodzi zas do jej translokacji do
warstwy zewnetrznej. Biatko — aneksyna V (A), w obecnosci jondw wapnia (Ca2*) wykazuje silne
powinowactwo do fosfatydyloseryny. Dzieki skoniugowaniu go 2z fluorochromem
np. z tioizocyjanianem fluoresceiny (FITC) mozliwa jest cytometryczna detekcja komérek
apoptotycznych. Jodek propidyny (Pl) z kolei, wnika do jgdra komérek umierajgcych i martwych,
ktére posiadajg uszkodzong btone cytoplazmatyczng. Podwodjne barwienie Aneksyng V/PI
pozwala wiec na okreslenie rozktadu komaérek zywych (A-/PI-), wczesnoapoptotycznych (A+/Pl-),
poznoapoptotycznych lub nekroptotycznych (A+/Pl+) oraz nekrotycznych (A-/Pl+) (Kowalski S.,
2017).

Rysunek 45. Przyktadowy cytogram obrazujgcy rozktad
komorek w tescie aneksyna V/PI:

X

1 AP+ A+/Pl+

A-/PI- komorki zywe
% o A+/Pl-  komorki wczesnoapoptotyczne
g . ' A-PI- “" A+/PI- . A+/PI+  komorki péznoapoptotyczne lub nekroptotyczne

*{ A-/PI+  komorki nekrotyczne

FL1-A - Intensywnos¢ fluorescencji FITC (skoniugowanej
‘ z aneksyng V); FL3-A - intensywnos¢ fluorescencji PI
FL1-A
Ponizej, przedstawitam cytogramy oraz wykresy obrazujgce rozktad komorek
nowotworowych (H460 oraz HCT116) w teScie aneksyna V/Pl. Doswiadczenie wykonatam dla
komorek poddanych ekspozycji: QDs, ze zwigzkami: C-2028 i C-2045, a takze koniugatami tych
zwigzkéw z QDs, inkubowanych przez 24, 72 oraz 144 h, w stezeniach odpowiadajgcych
wartosciom 1Cso zwigzkéw w ich wolnej, nieskoniugowanej postaci oraz dla komorek kontrolnych

(nietraktowanych zwigzkiem).
H460

W komdrkach linii H460, pierwsze zmiany w budowie bfony komérkowej, poddanych
dziataniu zwigzkéw C-2028 oraz C-2045 obserwowatam juz po 24 h inkubacji (Tabela S5.,
Rysunek 46.). Wraz ze wydtuzajgcym sie czasem ich inkubacji z badanymi zwigzkami rosta ilos¢
komorek pédznoapoptotycznych (A+/Pl+) oraz nekrotycznych (A-/Pl+). Najwieksza zas populacje
komorek wczesnoapototycznych (A+/Pl-), obserwowatam po 24 h inkubacji z UAs. Dla dtuzszych
czasow jej wielkos¢ malata, gtéwnie kosztem wzrostu populacji komoérek péznoapoptotycznych

(A+/Pl1+) oraz nekrotycznych. Dla najdiuzszego czasu inkubacji (144 h) obserwowatam niewielki
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spadek ilosci komoérek péznoapoptotycznych (o okoto 3-5%), kosztem wzrostu populacji komorek
Z niezmieniong btong komodrkowg. Nieskoniugowane QDs (zielone i czerwone) nie wptywaty
znaczgco na zmiane w budowie btony cytoplazmatycznej komaérek linii H460, wzgledem komoérek

kontrolnych.
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Rysunek 46. Zmiany w budowie btony cytoplazmatycznej komoérek kontrolnych linii H460 oraz traktowanych
QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICgo
badanych zwigzkéw w ich wolnej postaci przez 24, 72 i 144 h. O$ X (FL1-A - intensywnos¢ fluorescencji
FITC skoniugowanej z aneksyng V), os Y (FL3-A - intensywnos¢ fluorescencji Pl). Uzyskane cytogramy sg
reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen

Skoniugowanie UAs z QDs w przypadku zwigzku C-2045 nie zmienito znaczgco
odpowiedzi komodrkowej. Niewielkg zmiane (okoto 5%) w wielkosci poszczegdinych populacii
(gtéwnie komérek pdznoapoptotycznych) obserwowatam pomiedzy koniugatami QDs-C-2045
a C-2045, w jego wolnej postaci. Populacja komérek pdéznoapoptotycznych (inkubowanych
272 h) byta wieksza (QDzielone-C-2045) bgdz mniejsza (QDczerwone-C-2045) niz w przypadku
komorek traktowanych nieskoniugowanym C-2045. Co ciekawe, skoniugowanie C-2028 z QDs
wplyneto na znaczacy spadek ilosci komérek péznoapoptotycznych, jak réwniez — w mniejszym
stopniu, na ilos¢ komoérek wczesnoapoptotycznych oraz nekrotycznych kosztem wzrostu ilosci

komoérek z niezmieniong btong komérkowa (A-/Pl-; Tabela S5.).
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HCT116

Pierwsze zmiany w budowie btony komorkowej, w komérkach nowotworowej linii HCT116
poddanych dziataniu niesymetrycznych bisakrydyn (C-2028 i C-2045) obserwowatam juz po 24 h
inkubacji (Tabela S10., Rysunek 47.). Wraz ze wzrastajgcym czasem ich inkubacji rosta ilo$¢
komérek wczesno- (A+/Pl-) i pdznoapoptotycznych (A+/Pl+) oraz nekrotycznych (A-/Pl+).
Nieskoniugowane kropki kwantowe (QDzieione i QDczerwone) Nie wptywaty zas, na zmiane asymetrii

i przepuszczalnosci btony komérkowej, wzgledem komoérek kontrolnych (nietraktowanych

zwigzkiem).
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Rysunek 47. Zmiany w budowie btony cytoplazmatycznej komérek kontrolnych linii HCT116 oraz
traktowanych QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu odpowiadajacemu
wartosci 1Cso badanych zwigzkéw w ich wolnej postaci przez 24, 72 i 144 h. O$ X (FL1-A - intensywnos$c¢
fluorescencji FITC skoniugowanej z aneksyng V), 0§ Y (FL3-A - intensywnos¢ fluorescencji Pl). Uzyskane
cytogramy sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen

Skoniugowanie UAs z kropkami kwantowymi (QDs) spowodowato spadek ilosci komorek
apoptotycznych (gtéwnie podznoapoptotycznych), kosztem wzrostu populacji komorek
Z niezmieniong btong komérkowg (A-/Pl-). Tendencja ta wzrastata, wraz z wydtuzajgcym sie

czasem inkubacji komdrek z QDs-UAs (Tabela S10.).
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Podsumowanie
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Rysunek 48. Wplyw czasu inkubacji komérek linii (A) H460 oraz (B) HCT116 z QDs, C-2028, C-2045 oraz

koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci 1Cso zwigzkéw w ich wolnej
postaci na ilos¢ komérek péznoapoptotycznych (A+/Pl+). Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami
standardowymi () sg $rednig z trzech niezaleznych eksperymentéw. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
oznacza statystycznie istotne roznice wzgledem zwigzkéw C-2028/C-2045 wich wolnej postaci (test
t-Studenta)

Badane zwigzki indukowaty wyrazne zmiany w ilosci komérek péznoapoptotycznych
(A+/Pl+), szczegdlnie w przypadku komorek linii H460 (Rysunek 48.). Wraz z wydiuzajgcym sie
czasem inkubacji komoérek badanych linii rosta procentowa ilos¢ komoérek péznoapoptotycznych
(z wyjatkiem komorek linii H460, gdzie po 144 h inkubacji z UAs ich ilo$¢ spadata o okoto 5%).
Nieobsadzone QDs nie wptywaty natomiast na wzrost ilosci komérek A+/Pl+, niezaleznie od
badanej linii komodrkowej.

Skoniugowanie UAs z QDs spowodowato spadek ilosci komdrek péznoapoptotycznych
w komorkach linii H460 i HCT116. W przypadku komdrek H460 istotny statystycznie spadek ilosci
komoérek A+/Pl+ obserwowatam juz po 24 h inkubacji z QDs-UAs. Dla dtuzszych czaséw
obserwowatam go jedynie dla komérek inkubowanych z QDs-C-2028, przy czym tendencja ta
byta wyzsza dla koniugatéw QDczerwonych-C-2028. Nie obserwowatam natomiast znaczgcej roznicy
w zmianie ilosci komérek A+/Pl+ traktowanych C-2045 w jego wolnej jak i skoniugowanej postaci
(QDs-C-2045). W przypadku komodrek linii HCT116 istotne zmiany wilosci komérek
pdznoapoptotycznych obserwowatam zaréwno dla komoérek inkubowanych z QDs-C-2028
(=272 h) jak i QDs-C-2045 (144 h). Interesujgcym jest fakt, iz mimo znacznego spadku populacji
komoérek péznoapoptotycznych (linii H460) traktowanych QDs-C-2028, koniugaty te wykazujg

wyzszg aktywnosé cytotoksyczng niz zwigzek C-2028 w jego wolnej postaci (Rysunek 9.).
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3.6. Oznaczanie zmian mitochondrialnego potencjatu bfonowego A¥. w komdrkach

ludzkich rakow pluc i okreznicy traktowanych QDs, UAs oraz QDs-UAs

Jednym z gtéwnych parametréw okreslajacych zaburzenie funkcji mitochondridw
podczas apoptozy jest spadek potencjalu btonowego (AWm) na wewnetrznej bionie
mitochondrialnej (Adrie C., 2000; Sivandzade F., 2019). Oznaczanie zmian AWn pod wptywem
UAs, ich koniugatoéw z QDs, a takze nieobsadzonych zwigzkami QDs, inkubowanych przez 24,
72 oraz 144 h, w stezeniach odpowiadajgcych wartosciom [Cso zwigzkéw w ich wolnej,
nieskoniugowane] postaci przeprowadzitam dla nowotworowych linii komérkowych H460 oraz
HCT116 z wykorzystaniem barwnika JC-1. Ten lipofilowy barwnik, wnika do mitochondriéw
akumulujgc sie w nich i o ile potencjat btonowy jest wysoki (btona mitochondrialna jest
spolaryzowana) tworzy agregaty. W przypadku gdy wartos¢ mitochondrialnego potencjatu
blonowego spada, ze wzgledu na zwiekszong przepuszczalnosé btony, np. w komoérkach
apoptotycznych, spada rowniez ilos¢ agregatéw barwnika, ktéry zaczyna wystepowa¢ w formie
monomeru (Sivandzade F., 2019).

s Rysunek 49. Przyktadowy cytogram obrazujgcy zmiany
w mitochondrialnym potencjale btonowym komodrek

danej linii.

1

1

1

! Os X: FL1-A - intensywnos¢ fluorescenciji pochodzacej
! od monomeréw JC-1, osY: FL2-A -intensywnosc
1

1

1

ofi
I N1 T WA

FLZ-A

fluorescencji pochodzaca od agregatow JC-1.
Zaznaczony obszar przedstawia komoérki, w ktorych
- E doszlo do spadku mitochondrialnego potencjatu

=,
5 T T TTITHT T TTTIThT T TTTTmT

A2 5 oF .2 blonowego
FL1-A

JC-1 w swojej monomerycznej postaci emituje zielong fluorescencje, natomiast tworzgc
agregaty — emituje fluorescencje czerwong. W komoérkach, w ktérych dochodzi do spadku
mitochondrialnego potencjatu blonowego, obserwuje sie zatem spadek intensywnosci czerwonej
fluorescencji, pochodzacej od agregatow JC-1, przy jednoczesnym wzroscie intensywnosci

zielonej fluorescencji pochodzacej od monomeréw tego barwnika.

H460

Niesymetryczne bisakrydyny (UAs) indukujg spadek mitochondrialnego potencjatu
btonowego (AWm) w komdrkach linii H460. Odsetek komérek z niskim AWnm rosnie wraz
z wydiuzajgcym sie czasem inkubacji (z wyjatkiem C-2045, gdzie najwyzszy odsetek komorek
z niskim AWn (okoto 61%) obserwowatam po 72 h inkubacji) (Tabela S11., Rysunek 50.).
Zarowno zielone jak i czerwone kropki kwantowe, niezaleznie od czasu inkubacji nie wptywaja,
w sposob istotny statystycznie, na spadek potencjatu blonowego, wzgledem komérek kontrolnych
(nietraktowanych zwigzkiem).

Skoniugowanie C-2028 z QDs wplyneto, istotnie statystycznie, na spadek odsetka
komoérek z obnizonym mitochondrialnym potencjatem btonowym. Tendencja ta byta silniejsza
w przypadku komérek inkubowanych z koniugatami badanego zwigzku z QDczerwonymi, Niezaleznie

od czasu inkubacji. Dla komdrek traktowanych QDzielonymi-C-2028 najwyzszy spadek AWn
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zaobserwowatam po 72 h inkubacji, ktérego warto§¢ po 144 h pozostawata na podobnym
poziomie (spadek o okoto 1%). W przypadku komorek traktowanych koniugatami QDs-C-2045,
w poréwnaniu do nieskoniugowanego C-2045, poczatkowo (do 72 h inkubacji) obserwowatam
spadek odsetka komoérek z obnizonym mitochondrialnym potencjatem btonowym. Po 144 h
natomiast wzrastat on o okoto 11% (wzgledem C-2045), szczegodlnie dla koniugatu
QDzielonych-C-2045. Réznice ilo$ci komdrek z niskim potencjatem btonowym pomiedzy komdrkami
linii H460, traktowanymi UAs i QDs-UAs byty znaczgco wyzsze dla C-2028 anizeli dla C-2045.

24 h 72h 144 h
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Rysunek 50. Cytometryczna analiza zmian mitochondrialnego potencjatu btonowego komérek linii H460 po
24, 72 i 144 h inkubacji z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu
odpowiadajgcemu wartosci ICso zwigzkéw w ich wolnej postaci. O$ X (FL1-A - intensywnos¢ fluorescenc;ji
pochodzgcej od monomerow JC-1), 08 Y (FL2-A - intensywnos¢ fluorescenciji pochodzgca od agregatow
JC-1). Uzyskane cytogramy sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen

HCT116

Badane zwigzki indukujg spadek mitochondrialnego potencjatu btonowego w komérkach
linii HCT116. Odsetek komorek z niskim AW ro$nie wraz z wydtuzajgcym sie czasem inkubac;ji
(Tabela S12., Rysunek 51.). Tendencja ta jest silniejsza w przypadku komorek traktowanych
zwigzkiem C-2028, w poréwnaniu do C-2045. Nieskoniugowane kropki kwantowe (QDzielone
i QDczerwone) Nie wptywajg znaczgco na wzrost odsetka komoérek z obnizonym mitochondrialnym

potencjatem btonowym.
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Rysunek 51. Cytometryczna analiza zmian mitochondrialnego potencjatu btonowego komorek linii HCT116
po 24, 72 i 144 h inkubacji z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu
odpowiadajgcemu wartosci ICso zwigzkéw w ich wolnej postaci. O$ X (FL1-A - intensywnos¢ fluorescenciji
pochodzgcej od monomeréw JC-1), 0§ Y (FL2-A - intensywnos¢ fluorescencji pochodzgca od agregatow
JC-1). Uzyskane cytogramy sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen

Skoniugowanie C-2028 z QDs wplyneto na spadek odsetka komoérek z niskim
potencjatem btonowym, niezaleznie od czasu inkubacji. QDs-C-2028 obnizaty odsetek komoérek
z niskim AWm do stosunkowo podobnych wartosci (réoznice 3—-6%). Porownujgc odsetek komorek
linii HCT116 z niskim AWn, traktowanych C-2045 w jego wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci
mozna zauwazyc¢, ze do 72 h inkubacji pozostawat on na podobnym poziomie (z wyjgtkiem
QDczerwonych-C-2045 dla 72 h). Po 144 h inkubaciji z QDs-C-2045 natomiast, wzrastat, szczegodinie
w przypadku QDzielonych-C-2045 (do okoto 53%). Réznice w ilosci komorek z niskim potencjatem
btonowym pomiedzy komoérkami linii HCT116, traktowanymi UAs i QDs-UAs byly wyzsze dla

C-2028 niz dla C-2045 i zalezaty od czasu inkubacji.

Podsumowanie

UAs indukujg spadek mitochondrialnego potencjatlu btonowego (AWm) w obydwu
badanych liniach komérkowych (Rysunek 52.). Wraz z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji z UAs
rosnie odsetek komorek z obnizonym AWn (z wyjatkiem komorek linii H460 traktowanych C-2045,
gdzie ich najwyzszy odsetek obserwowatam po 72 h inkubaciji). Nieobsadzone QDs nie wptywaty
natomiast znaczgco, na zmiane ilosci komoérek z AWm, wzgledem komorek kontrolnych

(nietraktowanych zwigzkiem), niezaleznie od badane;j linii komorkowe;j.
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Rysunek 52. Odsetek komorek linii (A) H460 oraz (B) HCT116 z niskim mitochondrialnym potencjatem
btonowym (AWm) po 24, 72 i 144 h inkubacji z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs
w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci 1Cso zwigzkéw w ich wolnej postaci Przedstawione wyniki wraz
z odchyleniami standardowymi (+) sg srednig z trzech niezaleznych eksperymentéw. * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** n < 0,001 oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem zwigzkéw C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci
(test t-Studenta)

Skoniugowanie C-2028 z QDs wptyneto, w sposob istotny statystycznie, na spadek
odsetka komérek z AWm w komdrkach obydwu badanych linii, niezaleznie od czasu inkubaciji.
Tendencja ta byta wyzsza dla koniugatéw badanego zwigzku z QDczerwonymi (z Wyjatkiem komorek
linii HCT116 inkubowanych przez 72 h). Zmiany w wielko$ci odsetka komoérek z AWm po
skoniugowaniu C-2045 z QDs, zalezne byly od czasu inkubacji. Dla krétszych czaséw (do 72 h
inkubaciji), skoniugowanie badanego zwigzku z kropkami kwantowymi albo nie wplywato, albo
powodowato niewielkie obnizenie odsetka komérek z AWn. Po 144 h natomiast, obserwowatam
wzrost odsetka komorek z niskim mitochondrialnym potencjatem btonowym. Réznice te byty
jednak o wiele nizsze niz dla komérek inkubowanych z koniugatami QDs-C-2028 (wzgledem
C-2028 w jego wolnej postaci).

Kinetyka zmian w ilosci komorek z obnizonym AWm obydwu badanych linii komérkowych,
traktowanych UAs po ich skoniugowaniu z QDs, koreluje sie z kinetykg zmian w ilosci komorek
poznoapoptotycznych (test aneksyna V/PI; Rysunek 48.) (z wyjatkiem HCT116 traktowanych
QDs-C-2045 przez 144 h). Co ciekawe, mimo znacznego spadku ilosci komoérek z niskim AWn
oraz komoérek pdznoapoptotycznych, traktowanych koniugatami QDs-C-2028, obydwu badanych
linii, koniugaty te wykazujg wyzszg aktywnos$¢ cytotoksyczng niz zwigzek C-2028 w jego wolnej
postaci, ale tylko w przypadku komorek linii H460 (Rysunek 9.). Moze to swiadczy¢ o tym, ze
wzrost aktywnosci cytotoksycznej badanych koniugatéw wobec komorek linii H460, nie jest
bezposrednio zwigzany ze spadkiem ilosci komorek z obnizonym AWm czy ze zmieniong budowa
btony cytoplazmatycznej, a odpowiedzialne sg za to dodatkowo inne procesy zachodzace

w komorce.
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3.7. Okreslenie zdolnosci niesymetrycznych bisakrydyn skoniugowanych z kropkami
kwantowymi do indukowania procesu przyspieszonego starzenia w komorkach

ludzkich rakéw okreznicy i ptuc

Ze wzgledu na fakt, ze dos¢ znaczna frakcja komorek, traktowanych zwigzkami C-2028
oraz C-2045, zaréwno w ich wolnej jak iskoniugowanej z QDs postaci (w stezeniu
odpowiadajgcemu wartosci [Cgo zwigzkéw w ich wolnej postaci, wyznaczonych wzgledem danej
linii nowotworowej) pozostawata zywa, celem kolejnego eksperymentu byto sprawdzenie czy
ulegajg one przyspieszonemu starzeniu komérkowemu.

Badanie indukcji przyspieszonego procesu starzenia komoérkowego pod wptywem UAs,
ich koniugatéw z QDs, a takze nieobsadzonych zwigzkami QDs, inkubowanych przez 72, 120
oraz 144 h, w stezeniach odpowiadajgcych wartosciom ICs0 zwigzkéw w ich wolnej,
nieskoniugowanej postaci przeprowadzitam dla nowotworowych linii komérkowych (H460,
HCT116) z wykorzystaniem X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolylo-B-D-galaktopiranozyd). Jest on
substratem enzymu SA-B-galaktozydazy (ang. Senescence-Associated B-galactosidase), ktory
w komorkach podlegajgcych starzeniu komoérkowemu ulega nadekspresji. Enzym ten hydrolizuje
X-Gal w pH réwnym 6,0, do widocznego pod mikroskopem swietlnym niebieskiego produktu.
Obok zmian na poziomie biochemicznym (rozktad X-Gal do widocznego niebieskiego produktu),
komérki ulegajgce procesowi starzenia cechujg sie zmianami morfologicznymi — sg powigkszone
i sptaszczone, a w ich wnetrzu mozna dostrzec liczne ziarnistosci (Dimri G. P., 1995).

W celu wykazania, ze starzenie komérek jest wynikiem dziatania zwigzku, a nie zbyt
dlugim czasem inkubac;ji, przegeszczeniem komoérek badz tez brakiem sktadnikéw odzywczych,
do kazdego z czaséw inkubacji komorek z danym wariantem zwigzku przedstawitam zdjecia

preparatéw komorek nietraktowanych zwigzkiem (komaérek kontrolnych).

144 h

Kontrola QD,jcione QD erwone

H460

HCT116

Rysunek 53. Indukcja procesu przyspieszonego starzenia w komérkach poddanych ekspozyciji QDzielonych
i QDczerwonych Oraz w komorkach kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem) nowotworowych linii H460
i HCT116, w stezeniu ICgo (stezenie QDs w koniugacie, odpowiadajgce ICs0 UAs w wolnej postaci) przez
144 h; skala 50 pym. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen
Zarowno zielone jak i czerwone kropki kwantowe inkubowane przez 144 h z komorkami
linii H460 i HCT116, nie indukowaty przyspieszonego starzenia komérkowego (Rysunek 53.). Nie
zaobserwowatam zmian zaréwno w powstawaniu niebieskiego produktu (na skutek hydrolizy

X-Gal), jak rowniez w wielkosci i ksztatcie komérek, wzgledem komérek kontrolnych.
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H460

72 h 120 h 144 h

Kontrola

C-2028

QD¢ erwone—C-2028  QDyi¢ione — C-2028

C-2045

QD¢ erwone—C-2045 QD¢ 0ne — C-2045

w komérkach kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem) oraz poddanych ekspozycji: C-2028 i C-2045
i koniugatami tych zwigzkéw z QDs po 72, 120 i 144 h inkubacji, w stezeniu odpowiadajgcym wartosci ICso
(C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci). Charakterystyczne niebieskie zabarwienie cechuje komorki
starzejgce sig; skala 50 um. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych
doswiadczen
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Analiza zdje¢ mikroskopowych wykazata, ze zwigzki C-2028 i C-2045, w ich wolnej jak
i skoniugowanej z QDs postaci, w stezeniu ICgo (wyznaczonymi dla nieskoniugowanych
zwigzkdéw) indukowaly przyspieszone starzenie w komorkach nowotworowej linii H460, (Rysunek
54.). Poczgwszy od 72 h inkubacji, obserwowatam komérki o niebieskim zabarwieniu, powstatym
na skutek rozktadu X-Gal przez SA-B-galaktozydaze. Wraz z wydiuzajgcym sie czasem inkubaciji
ze zwigzkiem (C-2028/C-2045) ilos¢ komdrek o niebieskim zabarwieniu wzrastata, a komoérki,
wzgledem komorek kontrolnych, byty powiekszone oraz lekko sptaszczone i wydtuzone. Zwigzki
C-2028 oraz C-2045 indukowalty proces przyspieszonego starzenia komoérkowego nowotworowej
linii H460 w podobnym stopniu. Po 72 h inkubacji procentowy udziat komoérek starzejgcych sie
w populacji wynosit dla zwigzku C-2028 okoto 1,2%, dla C-2045 —okoto 2,3%, po 120 h
odpowiednio: 19,7% i 18,8% oraz po 144 h — 65,4% i 59,7%.

Skoniugowanie UAs z QDs prowadzito do zwiekszonej indukcji procesu przyspieszonego
starzenia komérkowego. W poréwnaniu do komérek traktowanych zwigzkiem (C-2028/C-2045)
w jego wolnej postaci, ilos¢ powstajgcego niebieskiego produktu na skutek rozktadu X-Gal'u byta
wyzsza, istotnie statystycznie, dla komodrek poddanych ekspozycji tych zwigzkéw
skoniugowanych z kropkami kwantowymi. Wielkos¢ i ksztatt komodrek inkubowanych
Z koniugatami UAs z QDs byta podobna do komorek traktowanych nieskoniugowanymi UAs.

Najwieksze zmiany, istotne statystycznie, w procentowej zawartosci komorek
starzejacych sie nowotworowej linii H460, po traktowaniu ich koniugatami UAs z QDs, niezaleznie
od czasu inkubacji, zaobserwowatam dla koniugatéw: QDzieionych-C-2028 i QDczerwonych-C-2045.
Ponadto, ilos¢ komorek starzejgcych sie, po najdtuzszym czasie inkubacji (144 h) z wszystkimi
koniugatami QDs-UAs, wzrosta istotnie statystycznie, w poréwnaniu do komérek inkubowanych
ze zwigzkami (C-2028/C-2045) w ich wolnej postaci. Po 144 h inkubacji procentowa zawartos¢
komérek starzejgcych sie linii H460 wynosita dla:  QDzielonyen-C-2028 — 80,2%,
QDczerwonych-C-2028 — 77,4%, QDzielonych-C-2045 — 67,1% oraz QDczerwonych-C-2045 — 67,6%.

HCT116

Badane niesymetryczne bisakrydyny (C-2028/C-2045) nie indukowaty przyspieszonego
starzenia komoérkowego nowotworowej linii HCT116 (Rysunek 55.). Niezaleznie od czasu
inkubacji komérek z UAs (72, 120 i144 h) w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci |Cso,
procentowa zawarto§¢ komorek starzejgcych sie w populacji oscylowata na poziomie 1%.
Komérki poddane ekspozycji UAs dla diuzszych czaséw inkubacji (=120 h), byty nieznacznie
powiekszone i lekko wydtuzone, wzgledem komérek kontrolnych.

Skoniugowanie UAs z kropkami kwantowymi nie przetozyto sie na wzmozenie procesu
indukcji przyspieszonego starzenia komérkowego. Pojedyncze komorki z niebieskim produktem,
o lekko zmienionym ksztatcie (powiekszone, wydtuzone) zaobserwowatam jedynie dla komorek
inkubowanych z koniugatami QDs-C-2045 (gtéwnie QDzielonymi-C-2045 do okoto 3%) dla

dtuzszych czaséw inkubacji (2120 h).
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Kontrola

C-2028

QD¢ erwone—C-2028 QD¢ 0ne — C-2028

C-2045

QD¢ erwone—C-2045 QD¢ 0ne — C-2045

1

Rysunek 55. Indukcja procesu przyspieszonego starzenia komoérkowego nowotworowej linii HCT116
w komérkach kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem) oraz poddanych ekspozycji: C-2028 i C-2045
i koniugatami tych zwigzkéw z QDs po 72, 120 i 144 h inkubacji, w stezeniu odpowiadajgcym wartosci ICso
(C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci). Charakterystyczne niebieskie zabarwienie powinno cechowac
komorki starzejace sie; skala 50 pym. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych
doswiadczen
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Podsumowanie

Badane zwigzki (C-2028/C-2045) w ich wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci
indukowaly proces przyspieszonego starzenia komorkowego nowotworowej linii H460,
w przeciwienstwie do linii HCT116. Zaréwno zielone jak i czerwone kropki kwantowe po 144 h

inkubacji, nie indukowaty przyspieszonego procesu starzenia w komoérkach H460 i HCT116.

1007 kakg e M Rysunek 56. Zmiany w procentowej
'_\ :*—‘ ilosci  starzejgcych  sie  komodrek
nowotworowej linii H460 z aktywna

SA-B-galaktozydaza: w komorkach
kontrolnych (nietraktowanych
- zwigzkiem) oraz poddanych ekspozycji:

i C-2028 iC-2045 i koniugatami tych
zwigzkéow z QDs po 72, 120 i 144 h
inkubacji, w stezeniu odpowiadajgcym
wartosci 1Cso (C-2028/C-2045 w ich
wolnej postaci). Przedstawione wyniki
wraz z odchyleniami standardowymi ()
Czas inkubacji [h] sg $rednig dla trzech niezaleznych
eksperymentéw. * p < 0,05, **p < 0,01,
***n<0,00l oznacza statystycznie
istotne réznice wzgledem zwigzkow
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Wraz z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji komérek linii H460 z UAs ilo$¢ powstajgcego
niebieskiego produktu, powstatego na skutek hydrolizy X-Gal, wzrastata. Skoniugowanie zas UAs
z QDs wzmacniato ten proces, w sposoéb istotnie statystyczny, w poréwnaniu do komoérek
inkubowanych z UAs w ich wolnej postaci (Tabela S13., Rysunek 56.). UAs w ich wolnegj, jak
i skoniugowanej z QDs postaci, nie indukowaty przyspieszonego procesu starzenia w komérkach
linii HCT116. Wzrost procentowej ilosci komorek starzejgcych sie, istotny statystycznie,
zaobserwowatam jedynie dla komorek, poddanych ekspozycji (=120 h) z QDs-C-2045. Wartosci
te jednak nie przekraczaty 3% komorek starzejgcych sie w catkowitej populacii.

Wyniki mikroskopowej analizy zdje¢ komorek linii H460 popartam dodatkowo analizg
Western blotting poziomu ekspresji biatka p21. Biatko to jest inhibitorem kinaz zaleznych od cyklin
regulujgcym cykl komoérkowy w fazie G1, jak rowniez posredniczy w procesie starzenia
komérkowego (Shamloo B., 2019). Rysunek 57. ilustruje poziom biatka p21 w komérkach linii
H460 traktowanych QDs, UAs oraz QDs-UAs. Badane zwigzki (UAs) indukujg wzrost poziomu
biatka p21 w komérkach badanej linii, przy czym w znacznie wyzszym stopniu w przypadku
zwigzku C-2045. Skoniugowanie C-2028 z QDs zwiekszyto poziom biatka p21 niezaleznie od
czasu inkubacji komérek z danym wariantem koniugatu (ktory byt wyzszy w przypadku
QDczerwonych-C-2028). Z kolei, skoniugowanie C-2045 z QDs nie zmienito, istotnie statystycznie

poziomu tego biatka w komaérkach linii H460, niezaleznie od czasu inkubacii.
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Rysunek 57. (A) Poziom biatka p21
w komoérkach linii H460 traktowanych UAs,
QDs oraz QDs-UAs w stezeniu
odpowiadajgcym wartosci 1Cs0 (UAs w ich
wolnej postaci) przez podang liczbe godzin.
Doswiadczenie wykonano metodg Western
blotting, gdzie B-aktyna stanowi kontrole do
rbwnomiernego  napefnienia  studzienek.
(B) llosciowa analiza poziomu biatka p21
wyrazonego wzgledem B-aktyny.
Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami

TFFF T FAOF PO FAF FAF SR standardowymi (+) sg $rednig z trzech

Czas inkubacji [h] niezaleznych eksperymentéw. *p < 0,05,

**p < 0,01, *** n < 0,001 ozhacza

B ol WSRO i statystycznie istotne réznice wzgledem UAs
Bl QDjigione m QD,jgione-C-2028 B QDjigione-C-2045

= Q Dczerwone

B3 QDgrenone-C-2028

= QDg¢zerwone-C-2045

w ich wolnej postaci (test t-Studenta)

3.8. Badanie zdolnosci niesymetrycznych bisakrydyn skoniugowanych z kropkami

kwantowymi do nieodwracalnego zahamowania proliferacji w komérkach ludzkich

rakéw i ptuc

Zatrzymanie proliferacji komoérek, poddanych dziataniu chemioterapeutyku moze by¢
odwracalne lub nieodwracalne. Testy kolorymetryczne oraz fluorescencyjne np.
z wykorzystaniem btekitu trypanu czy jodku propidyny pozwalajg na oznaczenie wielkoSci
populacji komérek, ktére umarty na skutek poddania ich dziataniu chemioterapeutyku w danym
czasie. Nie pozwalajg one jednak na okreslenie ilosci komérek, ktdére umierajg bgdz tez dopiero
umrg (Crowley L. C., 2016). Zdolno$¢ do trwatego zahamowania wzrostu komoérek po
zakonczeniu chemioterapii jest niezwykle istotne z punktu widzenia terapii przeciwnowotworowej,
ze wzgledu na mozliwe wznowy choroby jak i proces przerzutowania.

Z poprzednich badah wynikato, ze pewna frakcja komdrek nowotworowych
inkubowanych zaréwno z badanymi zwigzkami, jaki ich koniugatami z QDs pozostawata zywa,
badz tez sie powiekszata — zwlaszcza w przypadku komarek linii H460 traktowanych koniugatami
QDs-C-2028. Dlatego tez, prawdopodobnym wydawato sie, ze po usunieciu badanych zwigzkéw
jak i ich koniugatéw z QDs z podtoza, badane komodrki mogg wznowié proliferacje. W celu
weryfikacji tej hipotezy sprawdzitam czy zahamowanie proliferacji komérek nowotworowych
poddanych dziataniu UAs, QDs oraz QDs-UAs jest odwracalne. W tym celu przeprowadzitam

badanie polegajace na okresleniu zdolnosci do tworzenia kolonii (test przezywalnosci) komorek
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nowotworowych linii H460 oraz HCT116 poddanych dziataniu UAs, QDs oraz QDs-UAs przez 24,
72 oraz 144 h w stezeniu ICso, a nastepnie poddanych 14-dniowej postinkubacji w pozywce
niezawierajgcej badanych zwigzkow.

H460
Kontrola QDicl0ne
24h
72h =)
/4
144 h / 0
C-2028  QD,icione-C-2028 QD yorponeC-2028  C-2045  QD,icione"C-2045 QD¢ erwone-C-2045
24h i 1
72h
144 h

Rysunek 58. Zdolnos¢ do tworzenia kolonii przez komérki nowotworowej linii H460 inkubowane z QDs, UAs
oraz ich koniugatami z QDs (QDs-UAs) w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICso UAs w ich wolnej postaci
przez 24, 72 oraz 144 h, a nastepnie poddane 14-dniowej postinkubacji. Przedstawione fotografie sg
reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen

Zdolnos¢ do trwatego zahamowania wzrostu komaérek nowotworu ptuc H460 zalezna jest
od rodzaju zwigzku (C-2028/C-2045) z jakimi byly inkubowane (Rysunek 58., Tabela S14.).
Komorki inkubowane ze zwigzkiem C-2028 byty zdolne do odtworzenia kolonii po jego usunieciu
z medium hodowlanego, a wiec posiadaty zdolnos¢ do powrotu do proliferacji. 1los¢ kolonii
utrzymywata sie na podobnym poziomie (okoto 100 kolonii), niezaleznie od czasu inkubacji
komoérek. W przypadku komérek traktowanych zwigzkiem C-2045 nie obserwowatam

powstajgcych kolonii (z wyjatkiem komérek traktowanych C-2045 przez 24 h, gdzie
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zaobserwowatam pojedynczg kolonie). Swiadczy to o tym, ze zwigzek ten posiada zdolno$¢ do
trwatego zahamowania proliferacji komoérek. Nieskoniugowane QDs (zielone i czerwone) nie
hamowaty wzrostu komorek, a ilos¢ powstajgcych kolonii odpowiadata kontroli (komdrkom
nietraktowanym zwigzkiem).

Skoniugowanie C-2028 z QDs wpltyneto przede wszystkim na wzrost ilosci ,matych”
kolonii, szczegdlnie w przypadku koniugatu z QDzeionymi (QDzielone-C-2028). W przypadku
koniugatu C-2028 z QDczerwonymi (QDczerwone-C-2028), wzgledem C-2028 w jego wolnej postaci,
zaobserwowatam wyrazny spadek ilosci kolonii. Po 144 h inkubaciji zas, ich liczba wzrastata,
jednak wcigz byta znaczgco nizsza niz w przypadku komorek traktowanych nieskoniugowanym
C-2028. Koniugaty QDs-C-2045 za$, niezaleznie od czasu inkubacji, trwale zahamowywaty
proliferacje komorek linii H460.

W przypadku komérek linii H460 inkubowanych ze zwigzkiem C-2028 obserwowatam
obecnos¢ matych kolonii, powstatych na skutek odtgczania sie komoérek od wiekszych kolonii
tzw. ,kolonii satelitarnych® w wiekszej ilosci niz w przypadku komodrek kontrolnych
(nietraktowanych zwigzkiem). Ich ilos¢ rosta, w przypadku komérek traktowanych koniugatem
tego zwiazku z QDs, szczegdlnie dla QDzielonych. 110SC ,kolonii satelitarnych” zalezata od czasu
inkubacji komoérek z danym wariantem zwigzku, a ich najwiekszg ilo$¢ zaobserwowatam po 72 h.
llos¢ jak i obecnos¢ kolonii satelitarnych” moze Swiadczy¢ o zwigkszonej zdolnosci do migracji
komérek (Page A., 2019), co jest niekorzystne z punktu widzenia terapii nowotworowej, ze
wzgledu na mozliwy proces przerzutowania. Rysunek 59. przedstawia zdjecia mikroskopowe
kolonii komérek H460, inkubowanych ze zwigzkiem C-2028 w jego wolnej i skoniugowanej z QDs

postaci przez 72 h.

Kontrola C-2028 QD,icione-C-2028 QD perone-C-2028

H460

Rysunek 59. Zdolno$¢ do tworzenia kolonii przez komérki nowotworowej linii H460 inkubowane z C-2028
oraz jego koniugatami z QDs (QDzielone/czerwone-C-2028) w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci 1Cso C-2028
w jego wolnej postaci przez 72 h. Mate kolonie tzw. ,kolonie satelitarne” powstajg na skutek oderwania sie
komoérek od wiekszych kolonii. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych
doswiadczen. Skala 100 ym
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HCT116

24 h

72 h

144 h

C-2028  QD,icineC-2028 QD yorwone-C-2028  C-2045  QD,icione-C-2045 QD¢ ormonc-C-2045

24 h

72h

144 h

Rysunek 60. Zdolnos$¢ do tworzenia kolonii przez komérki nowotworowej linii HCT116 inkubowane z QDs,
UAs oraz ich koniugatami z QDs (QDs-UAs) w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICso UAs w ich wolnej
postaci przez 24, 72 oraz 144 h, a nastegpnie poddane 14-dniowej postinkubacji. Przedstawione fotografie
sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen

Zdolnos$¢ do trwatego zahamowania wzrostu komoérek nowotworu okreznicy HCT116
zalezna jest rodzaju zwigzku (C-2028/C-2045) z jakimi byty inkubowane (Tabela S14., Rysunek
60.). W przypadku komoérek inkubowanych ze zwigzkiem C-2028 obserwowatam pojedyncze
kolonie, ktorych ilos¢ nieznacznie wzrastata wraz z wydtuzajgcym sie czasem inkubaciji (okoto 5
kolonii dla 144 h). Zwigzek C-2045 zas, posiadat zdolnos$¢ do trwatego zahamowania proliferaciji
komorek, poczgwszy od najkrétszego czasu inkubacji (24 h). Nieskoniugowane QDs (zielone
i czerwone) nie hamowaty proliferacji komoérek, a ilos¢ powstajgcych kolonii odpowiadata kontroli
(komérkom nietraktowanym zwigzkiem). Skoniugowanie UAs z QDs nie wptyneto znaczaco na
ich zdolno$¢ do trwatego zahamowania proliferacji komoérek (z wyjatkiem QDzieionych-C-2028
inkubowanych przez 144 h).
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Podsumowanie

H460 HCT116

3001 300+
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Czas inkubagcji [h]
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Czas inkubagji [h]

3 Kontrola mm C-2028 mm C-2045
| QI:)zielone = QDzielone‘c‘2028 =] QI:)zieIone‘CQo""5
B QDgerwone 3 QDcrerwone-C-2028 3 QDczerwone-C-2045
Rysunek 61. Zmiany w zdolnosci do tworzenia kolonii przez komérki nowotworowych linii H460 oraz

HCT116, inkubowanych z QDs, UAs oraz ich koniugatami z QDs (QDs-UAs) w stezeniu odpowiadajgcemu
wartosci 1Cso UAs w ich wolnej postaci przez 24, 72 oraz 144 h, a nastepnie poddanych 14-dniowej
postinkubacji. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi (x) sg $rednig z trzech
niezaleznych eksperymentéw i nie uwzgledniajg tzw. ,kolonii satelitarnych”. *p < 0,05, *p < 0,01,
*** n < 0,001 oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem zwigzkéw C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci
(test t-Studenta)

Zdolnosc¢ do trwatego zahamowania proliferacji komérek przez UAs zalezna jest od linii
komoérkowej. Badane zwigzki (UAs) wykazujg silniejszg tendencje do nieodwracalnego
zahamowania proliferacji komoérek w przypadku linii HCT116, niz H460 (Rysunek 61.).
Nieskoniugowane kropki kwantowe zas, niezaleznie od badanej linii komérkowej, nie hamowaty
proliferacji komorek, a ilos¢ powstatych kolonii utrzymywata sie na tym poziomie, co w przypadku
komérek kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem). Skoniugowanie badanych zwigzkéw z QDs
obnizato ilos¢ powstajacych kolonii w obu liniach komérkowych (bez uwzgledniania ,kolonii
satelitarnych”). W przypadku komdrek linii H460 traktowanych koniugatami QDs-C-2028
obserwowatam ,kolonie satelitarne”, powstate na skutek odtgczania sie pojedynczych komdrek
od kolonii. Tendencja ta byta silniejsza dla koniugatéw z QDzielonymi. W przypadku komorek linii
HCT116 zas, nie obserwowatam takiej tendencji. Komorki (linii HCT116), traktowane zaréwno
UAs w ich wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci, nie posiadaty zdolnosci do powrotu do

proliferacji.

3.9. Okreslenie zdolnosci niesymetrycznych bisakrydyn skoniugowanych z kropkami
kwantowymi do generowania reaktywnych form tlenu (ROS) w komdrkach ludzkich

rakow pfuc i okreznicy

Liczne dane literaturowe wskazujg, ze wiekszo$¢ chemioterapeutykéw indukuje
powstawanie ROS. Reaktywne formy tlenu, z kolei odgrywajg wazng role w modulowaniu
zaréwno przezycia jak i $mierci komorki (Yang H., 2018). W celu okreslenia zdolnosci UAs, QDs
oraz koniugatéw QDs-UAs do generowania reaktywnych form tlenu w komérkach wykorzystatam
ester acetylowy dioctanu 5-(i-6)-chlorometylo-2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (CM-H2DCFDA).
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Niefluoryzujacy CM-H2DCFDA biernie dyfunduje do komorek, gdzie w obecnosci ROS rozkfadany
jest do pochodnej fluoresceiny o zielonej fluorescencji.

Doswiadczenie wykonatam dla komérek poddanych ekspozycji: QDzielonych, QDczerwonych,
ze zwigzkami: C-2028 i C-2045, a takze koniugatami tych zwigzkéw z QDs oraz komorek
kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem), inkubowanych przez 1, 3, 6 oraz 24 h, w stezeniach
odpowiadajgcych wartosciom ICso zwigzkéw w ich wolnej, nieskoniugowanej postaci. Stezenie
i czas inkubaciji dla komdrek kontrolnych (kontrola pozytywna) traktowanych nadtlenkiem wodoru
(H202) wyznaczytam eksperymentalnie. Maksymalng intensywnos¢ fluorescencji pochodzgcg od
fluoryzujgcej pochodnej CM-H2DCFDA obserwowatam w komorkach kontrolnych (linii H460 oraz
HCT116) inkubowanych z 50 uM H20:2 przez 3 h. W przypadku komérek HCT116 wzrost ten byt
nizszy — okoto 2-krotny (wzgledem komorek nietraktowanych zwigzkiem), za$ zwiekszenie

stezenia lub czasu inkubacji powodowato smier¢ tych komorek.

H460

Badane zwiagzki (gtownie C-2028) generujg w niewielkim stopniu ROS — najwyzszg
intensywnos¢ fluorescencji w komorkach linii H460, pochodzacej od fluoryzujacej pochodnej
CM-H2DCFDA, obserwowatam po ich 1 h inkubacji z UAs (Rysunek 62.). llo§¢ generowanych
ROS, dla dtuzszych czaséw inkubaciji, utrzymywata sie na poziomie odpowiadajacym komoérkom
kontrolnym (nietraktowanym zwigzkiem). Wraz z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji komorek
Zz QDs ilos¢ generowanych ROS malata. Skoniugowanie UAs z QDs spowodowato obnizenie
ilosci powstajgcych ROS, zaréwno wzgledem samych UAs jak i QDs (szczegdlnie w przypadku
1 h inkubacji). W komodrkach inkubowanych z QDczerwonymi-C-2028 zaobserwowatam istotny
statystycznie spadek ilosci generowanego ROS, w poréwnaniu do C-2028 w wolnej postaci.
Wydtuzenie czasu inkubacji komérek zaréwno z QDs, UAs jak i QDs-UAs (do 72 h) nie wptywato

zas na wzrost iloéci generowanych ROS.

H460 Rysunek 62. Srednia intensywnosé
e | fluorescencji pochodzgca od fluoryzujacej
pochodnej CM-H2DCFDA, odpowiadajgca
ilosci generowanych ROS, w komoérkach
nowotworowej linii  H460 poddanych
ekspozycji: QDs, UAs oraz koniugatéw
QDs-UAs przez 1, 3, 6 i24 h w stezeniu
odpowiadajgcemu wartosci ICso (UAS w ich
* wolnej postaci). Kontrola pozytywna -
I‘I’Il komérki inkubowane z 50 yM H202 przez

Srednia intensywnos¢ fluorescencji
(krotnosé kontroli)
w

3h (wyznaczona  eksperymentalnie).
Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami

NOm ONmOR NMoR NHoE ANHOR NHOX NHON NHoN NHow

v v v b v ~ v v d d . + . d . h
Czas inkubacji [h] stan araowymi (¥) sa srednig z trzec
. niezaleznych eksperymentéw * p < 0,05,
3 Kontrola ~ = QDyjigione mm C-2028 mm C-2045 *p <00l oznacza statystycznie istotne
= H0; B QDcsewone EE QDjigi0ne-C-2028 ml QDjiq0e-C-2045

roznice wzgledem UAs w ich wolnej postaci
=3 QDczenyone-C-2028 =3 QDgenwone-C-2045 (test t-Studenta)
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HCT116

Niesymetryczne bisakrydyny (UAs) nie wptywajg znaczgco na ilo§¢ generowanych ROS
w komodrkach nowotworowej linii HCT116 (Rysunek 63.). Niezaleznie od czasu inkubacji komorek
z badanymi zwigzkami nie obserwowatam znacznego przyrostu reaktywnych form tlenu,
wzgledem komérek kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem). Co wigcej, ich ilos¢ malata wraz
z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji komérek (z wyjatkiem C-2028 po 3 h, gdzie obserwowatam
nieznaczny wzrost ROS). Poziom ROS dla komérek inkubowanych z nieskoniugowanymi QDs,
niezaleznie od czasu inkubacji, oscylowat na poziomie odpowiadajgcym komérkom kontrolnym.
Skoniugowanie C-2028 z QDs zwiekszylo istotnie statystycznie ilos¢ generowanego ROS,
szczegolnie dla komorek inkubowanych przez 24 h. Wartosci te jednak nie przekraczaty poziomu
ROS odpowiadajgcych komdrkom kontrolnym. W przypadku komérek traktowanych koniugatami
QDs-C-2045, dla 1 h inkubacji obserwowatam wzrost generowanych ROS, wzgledem C-2045

w jego wolnej postaci. Wraz z jej wydiuzeniem, ilo§¢ generowanych ROS malata.

Rysunek 63. Srednia intensywno$é

101 HCT116 fluorescencji pochodzgca od fluoryzujacej
o pochodnej CM-H2DCFDA, odpowiadajgca
o ilosci generowanych ROS, w komdrkach
: nowotworowej linii HCT116 poddanych

ekspozycji: QDs, UAs oraz koniugatéw

QDs-UAs przez 1, 3, 6 i24 h w stezeniu
* odpowiadajgcemu wartosci ICso (UAS w ich
wolnej postaci). Kontrola pozytywna -
komorki inkubowane z 50 yM H202 przez
T | — Y FIOO e I T 3h  (wyznaczona  eksperymentalnie).
Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami

Srednia intensywnos¢ fluorescenciji
(krotnosé kontroli)
©

nh DERy ooy Shoy Rbby hety roby huey noey standardowymi (+) sa $rednig z trzech

Czas inkubacji [h] niezaleznych eksperymentow *p < 0,05,

3 Kontola  EE QDygge  EE C-2028 = C-2045 *** n < 0,001 oznacza statystycznie istotne
= Hy0, BB QDeevone B QDjeione-C-2028 B QD ne-C-2045 réznice wzgledem UAs w ich wolnej postaci

B3 QDuonons'C2028 3 QDaene-C-2045 (tES t-Studenta)

3.10. Okreslenie aktywnosci przeciwnowotworowej UAS, QDczerwonych 0raz QDczerwonych-UAS

in vivo

Ze wzgledu na obiecujgce wyniki badan aktywnos$ci cytotoksycznej in vitro badanych
koniugatow wobec komérek nowotworowych i prawidtowych (Rysunek 15.), kolejnym etapem
oceny wptywu skoniugowania UAs z QDs (QDs-UAs) bylo okreslenie ich aktywnoSci
przeciwnowotworowej in vivo. Badania te zostaty przeprowadzone w Trojmiejskiej Akademickiej
Zwierzetarni Doswiadczalnej pod kierunkiem dr Grazyny Peszynskiej-Sularz zgodnie
z protokotem, zatwierdzonym przez Lokalng Komisje Etyczna.

Wczesniejsze badania naszego Zespotu wykazaty szybki wzrost guza H460 in vivo oraz
stosunkowo pézne dziatanie UAs wobec tego nowotworu (Paluszkiewicz E., 2020). Dlatego tez,

do badan aktywnosci przeciwnowotworowej badanych koniugatéw wybrano komarki linii HCT116.
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Rysunek 64. Przebieg wzrostu guzow in vivo u nagich myszy Crl:Nu-Foxnlnu z ksenoprzeszczepem guza
HCT116 leczonych QDczerwonymi, UAS, QDczerwonymi-UAs oraz irynotekanem (kontrola pozytywna) w 5%
roztworze glukozy. Dane przedstawione jako $rednie objetosci guza wraz z odchyleniami standardowymi
dla kazdej grupy zwierzat (wielko$¢ grupy dla zwierzat leczonych wynosita 11, dla grupy kontrolnej — 16).
+p <0,1, *p<0,05 *p<0,01, ** p<0,001 oznacza statystycznie istotne rdéznice w objetosci guza
migdzy grupg kontrolng (glukoza) a danym zwigzkiem w danym dniu eksperymentu (test t-Studenta)
(Pilch J., 2020)

Rysunek 64. przedstawia przebieg wzrostu guzéw in vivo u nagich myszy
Crl:Nu-Foxnlnu z ksenoprzeszczepem guza HCT116 Ileczonych UAs, QDczerwonymi,
QDczerwonymi-UAS oraz irynotekanem, jako kontroli pozytywnej. Nieobsadzone kropki kwantowe
(QDczerwone) nie wpltywaty na inhibicje guzdéw, co jest zgodne z badaniami in vitro (Rysunek 8.).
Zarowno QDczerwone-C-2028 jak i C-2028, w poréwnaniu do kontroli (5% roztwor glukozy),
hamowaty wzrost guza, przy czym tendencja ta byta silniejsza dla C-2028. Badany zwigzek jak
réwniez jego koniugat, hamowaty wzrost guza wolniej niz zwigzek referencyjny — irynotekan, co
moze wynika¢ z innej dawki stosowanego leku (2 mg/kg masy ciata dla C-2028 w jego wolnej jak
i skoniugowanej z QDczerwonymi postaci, 10 mg/kg masy ciata — dla irynotekanu). W poréwnaniu do
kontroli (5% roztwor glukozy), zarébwno QDczerwone-C-2045 jak i sam zwigzek C-2045 nie
hamowaty wzrostu guza HCT116, szczegdlnie dla dtuzszych czasoéw inkubaciji.

Uzyskane wyniki badan wskazujg, ze skoniugowanie UAs z QDs nie poprawito ich
aktywnosci przeciwnowotworowej. Moze by¢ to spowodowane nieodpowiednim dobraniem
modelu guza, na co wskazywaly wczesniejsze badania (Paluszkiewicz E., 2020), w ktérych
komorki linii HCT116 charakteryzowaty sie szybkim tempem wzrostu (lecz wcigz wolniejszym od
komoérek linii H460). Uzyskane wyniki badan invivo sg jednak kompatybilne z badaniami
aktywnosci cytotoksycznej in vitro wobec komorek linii HCT116 (Rysunek 10.) — skoniugowanie
UAs z QDs obnizyto ich aktywnos¢ cytotoksyczng. Stad tez, wydaje sie by¢ prawdopodobnym,
ze wyniki aktywnos$ci cytotoksycznej in vitro koniugatéw QDs-UAs wobec komarek linii H460,
mogg odpowiadac tym in vivo. W celu zweryfikowania tej hipotezy, w przysztosci nalezy wiec
rozwazy¢ nowe eksperymenty na myszach z ksenoprzeszczepem guza komodrek wolniej

dzielgcych sie.
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4. DYSKUSJA

W Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej w Zespole Chemii
i Biochemii Zwigzkéw Przeciwnowotworowych od wielu lat prowadzone sg badania dotyczgce
poszukiwania potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych, ze szczegdélnym uwzglednieniem
pochodnych akrydyny. Najnowszg grupg otrzymanych pochodnych sg niesymetryczne
bisakrydyny, ktére wykazujg wysokg aktywnosé cytotoksyczng in vitro i przeciwnowotworowg
in vivo, gldwnie wobec ludzkiego raka trzustki, okreznicy i ptuc (Paluszkiewicz E., 2020). Zwigzki
te sg chronione patentem w Europie i USA (Konopa J., 2017; Konopa J., 2019).

Liczne dane literaturowe wskazujg, ze dostarczenie chemioterapeutykdow
z wykorzystaniem nanoczgstek jako platform transportujgcych pozwala na uzyskanie wysokiego
stezenia leku w tkankach nowotworowych zwiekszajgc jego dziatanie w miejscu docelowym,
jednoczesnie ograniczajac dziatania niepozgdane wobec niezmienionej, prawidtowej tkanki
(Vandana M., 2010). Ponadto, wczes$niejsze badania cztonkéw naszego Zespotu wskazaty, ze
koniugaty doksorubicyny z magnetycznymi nanoczgstkami fatwiej penetrujg do komorek
nowotworowych niz wolna doksorubicyna (Augustin E., 2016). Wyniki te wskazujg, ze
nanoczgstki mogg by¢ wykorzystane jako potencjalne platformy transportujgce badane

chemioterapeutyki do komorek nowotworowych.

W zwigzku z powyzszym, celem moich badan bylo sprawdzenie czy skoniugowanie
niesymetrycznych bisakrydyn (UAs) z nanoczastkami poprawia efekt terapeutyczny
badanych zwigzkéw wobec komérek nowotworu ptuc i jelita grubego. Pierwszym obszarem
moich badan bylo zbadanie aktywnosci cytotoksycznej koniugatow wybranych
niesymetrycznych bisakrydyn (C-2028 oraz C-2045) z nanoczastkami wobec komoérek

badanych linii.

Badania rozpoczetam od okreslenia aktywnosci cytotoksycznej UAs wobec komorek
dwdch linii nowotworowych: ptuc i okreznicy (H460 i HCT116) oraz odpowiadajgcym im
prawidtowym liniom (MRC-5 i CCD 841 CoN). Linie nowotworowe zostaty wybrane na podstawie
szeroko zakrojonego screeningu. Ponadto, nowotwory te wcigz stanowig jedng z najczestszych
przyczyn $mierci w Polsce i na $wiecie. W kolejnym etapie zbadatam aktywnos$¢ cytotoksyczng
nieobsadzonych kropek kwantowych (QDs: zielonych i czerwonych) oraz ich koniugatéw z UAs
wobec wszystkich badanych linii komérkowych. Badane zwigzki, C-2028 oraz C-2045,
charakteryzujg sie wysokg cytotoksycznoscig wobec komoérek badanych linii nowotworowych,
jednoczesnie wywierajgc ograniczony wplyw na komorki linii prawidtowych. Nieobsadzone
zwigzkami czerwone i zielone kropki kwantowe (QDzielone | QDczerwone), Niezaleznie od badanej linii
komoérkowej, nie wptywalty w sposéb znaczgcy na zahamowanie proliferacji komérek
(Rysunek 8.). Mogag one by¢ zatem zastosowane jako potencjalne platformy transportujgce
badane chemioterapeutyki do komérek nowotworowych.

Skoniugowanie UAs poprzez zaadsorbowanie ich na powierzchni QDs, gtéwnie

czerwonych, pozwolito na znaczne podwyzszenie ich aktywnosci cytotoksycznej wobec komorek
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raka ptuc (linii H460), w poréwnaniu do zwigzkéw w ich wolnej postaci, jednoczesnie wykazujac
dziatanie ochronne wobec ich prawidlowego odpowiednika — linii MRC-5 (Rysunek 15.). UAs
zaadsorbowane za$ na powierzchni kropek kwantowych, stajg sie mniej aktywne wobec komodrek
linii HCT116 i potrzebne jest wyzsze stezenie, w stosunku do ich wolnej postaci, aby uzyskac¢
dang odpowiedz biologiczng. Moze to by¢ zwigzane z np. ograniczonym uwalnianiem UAs
z powierzchni koniugatéw QDs-UAs, ktére zalezne jest od pH (Wang F., 2011; Pilch J., 2020).
Dla komorek CCD 841 CoN, bedgcych prawidtowym odpowiednikiem linii HCT116
zaobserwowatam podobng prawidiowos¢ co dla linii MRC-5. Zaadsorbowanie badanych
zwigzkow na powierzchni kropek kwantowych pozwolito na znaczne obnizenie aktywnosci
cytotoksycznej badanych zwigzkéw. Mimo, iz skoniugowanie UAs na powierzchni QDs obnizyto
aktywnos¢ zwigzku, wzgledem UAs w ich wolnej postaci (wobec linii HCT116), to efekt ochronny
(ostabienie toksycznosci zwigzku) wobec jej prawidtowego odpowiednika (linii CCD 841 CoN)
wzrést w znacznym stopniu, gtéwnie w koniugatach QDs-C-2028.

Skoniugowanie UAs z magnetycznymi nanoczastkami (FesOs-RCOOH Np) obnizyto ich
aktywnos¢ cytotoksyczng wobec nowotworowych linii komérkowych (H460 i HCT116). Co wiecej,
aktywnos¢ cytotoksyczna badanych koniugatow poddanych dziataniu pola magnetycznego
(magnes neodymowy) dodatkowo stabta, niezaleznie od jego czasu dziatania. Z uwagi na fakt,
ze skoniugowanie UAs z magnetycznymi nanoczastkami pogarszato ich aktywnosé
cytotoksyczng wobec komérek nowotworowych, nie okreslatam jej wobec komdrek prawidtowych
oraz nie wykonywatam rowniez dalszych eksperymentéw dla tych koniugatéw. Wszystkie dalsze
eksperymenty przeprowadzitam dla koniugatow QDs-UAs, ze wzgledu na wzrost potencjatu
terapeutycznego UAs po ich skoniugowaniu z kropkami kwantowymi (QDs).

Kolejnym obszarem moich badan byta weryfikacja hipotezy, ze dostarczenie
skoniugowanych zwigzkéw z zastosowaniem nanoczastek jako platform transportujacych,
moze zwiekszy¢ stezenie chemioterapeutykow w komoérkach nowotworowych,

jednoczesnie ograniczajac dziatania niepozadane w komérkach prawidtowych.

Badania dotyczgce wnikania badanych bisakrydyn do komodrek wskazujg, ze
skoniugowanie UAs z QDs (w szczegdlnosci C-2028) znaczgco zwigkszato ilo$¢ zwigzku,
dostarczanego do komoérek nowotworowej linii H460, w stosunku do komérek traktowanych
zwigzkiem w jego wolnej postaci. Co wiecej, UAs w ich wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci,
wnikaty efektywniej do komdrek nowotworowe;j linii H460, w poréwnaniu do jej prawidtowego
odpowiednika — linii MRC-5 (Rysunek 24.). llos¢ i intensywnos¢ sygnatéw, pochodzacych od
badanych zwigzkéw (gtéwnie C-2028) skoniugowanych z QDzielonymi, W komdrkach H460 wraz
z wydiuzajgcym sie czasem inkubacji wzrastata — powodujgc akumulacje zwigzku w komdrkach
(dla koniugatéw UAs z QDczerwonymi maksymalng intensywnosé¢ fluorescencji pochodzgcg od
koniugatow obserwowatam po 48 h inkubacji, po 72 h-—malata). Znaczacg rdznice
w intensywnosci fluorescencji po skoniugowaniu UAs z QDs w komoérkach MRC-5
zaobserwowatam jednie dla QDzielonycn-C-2028 (w poréwnaniu do C-2028), byta ona jednak

znaczgco nizsza niz w komoérkach linii H460. Ponadto, najintensywniejsze sygnaty
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obserwowatam po 24 h - dla dtuzszych czaséw stopniowo malaty. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze
komorki linii MRC-5 usuwajg zwigzek na zewnatrz, badz tez go metabolizujg — w przeciwienstwie
do nowotworowej linii H460, gdzie nastepuje jego akumulacja. Dane te korelujg z wynikami
cytotoksycznosci, gdzie skoniugowanie UAs z QDs, w poréwnaniu do UAs w ich wolnej postaci,
pozwolito z jednej strony na zwiekszenie ich cytotoksycznosci wzgledem nowotworowe;j linii
H460, a z drugiej na jej obnizenie wobec prawidtowej linii MRC-5, wykazujgc tym samym efekt
ochronny. W przypadku komoérek linii HCT116 skoniugowanie UAs z QDs pozwolito na
podniesienie ilosci zwigzku dostarczanego do komérek, wzgledem zwigzku w jego wolnej postaci,
jedynie dla koniugatu QDzieonycn-C-2028 (tylko dla komorek traktowanych przez 24 h, dla
pozostatych czaséw warto$¢ ta byta poréwnywalna z nieskoniugowanym C-2028). Moze to
Swiadczy¢ o tym, ze skoniugowanie kropek kwantowych z UAs (szczegdlnie C-2028) pozwala
poczgtkowo na efektywniejsze dostarczanie zwigzku do komodrek, natomiast po diuzszych
czasach (>24 h) komérka usuwa go na zewnatrz, bgdz tez go metabolizuje. W przypadku
komorek prawidtowych linii CCD 841 CoN ilo$¢ sygnatéw pochodzacych od zwigzkéw w wolnej
postaci byfa staba i utrzymywata sie na podobnym poziomie, niezaleznie od czasu inkubaciji. Nie
zaobserwowatam réwniez znaczacych zmian w ilosci dostarczanego zwigzku do komoérek po
skoniugowaniu go z QDs.

Ze wzgledu na fakt, ze koniugaty QDs-UAs dostarczane sg do badanych komoérek z ré6zng
efektywnoscia, szczegolnie w przypadku komérek linii H460, celem kolejnego eksperymentu byto
okreslenie mechanizmu ich wnikania. W tym celu zastosowatam inhibitory réznych rodzajéw
endocytozy. Uzyskane dane wskazujg (Rysunek 25.), ze proces wnikania QDzielonych-C-2028 do
komérek linii; H460, HCT116 oraz MRC-5 jest silnie zalezny od energii oraz nie zalezy od
polimeryzacji aktyny (z wyjatkiem MRC-5). Badany koniugat wnikat do komérek linii H460 trzema
Sciezkami endocytozy: makropinocytozy (MP), endocytozy zaleznej od kaweolin (CavME) oraz
klatryn (CME). Co wiecej, krytycznymi momentami internalizacji QDzielonych-C-2028 do komédrek
linii H460 na drodze CME, byto zaréwno tworzenie sie pecherzyka endocytarnego (ktérego
inhibitorem jest Dynasor) jak i kosza klatrynowego (inhibitor — Pitstop 2). Podobny mechanizm
internalizacji NPs na drodze endocytozy zostat zaobserwowany w Zespole N. Nagai (Nagai N.,
2018). Naukowcy ci, wykazali, Zze nanoczastki ketoprofenu (KET—NPS) penetrujg przez szczurzg
skore trzema Sciezkami endocytozy: MP, CavME oraz CME. Internalizacja QDzielonych-C-2028 do
komorek linit HCT116 byta zalezna od CME, natomiast do komorek linii MRC-5 od MP, CME oraz
CavME (jednak w o wiele nizszym stopniu niz w komdrkach H460). Posrod wszystkich badanych
linii komodrkowych Dynasor, ktéry jest inhibitorem CME, zahamowywat internalizacje
QDzielonych-C-2028 w najnizszym stopniu. Whnikanie molekut do wnetrza komérek na drodze CME
jest procesem powszechnie wystepujagcym, a zarazem wysoce selektywnym, w ktérym
wymagana jest obecnosé wyspecjalizowanych receptoréw na powierzchni btony komérkowej
(Foroozandeh P., 2018). Internalizowane materiaty po wniknieciu do komdrek na tej drodze, sg
zazwyczaj dostarczane do lizosoméw (oraz ewentualnie w nich degradowane) (Karimi M., 2016).
W przypadku komorek linii HCT116 jak i MRC-5, w przeciwienstwie do komoérek linii H460, wraz

z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji komérek z badanym koniugatem (QDzieione-C-2028), spada
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jego ilos¢. Moze to wskazywac, ze komorki te ,wyrzucajg” koniugat na zewnatrz, badz tez go
metabolizujg. W komodrkach tych takze, zaobserwowatam spadek cytotoksycznosci QDs-UAs,
w poréwnaniu do UAs w ich wolnej postaci. Tak wiec zwiekszona internalizacja, zachodzgca na
drodze réznych rodzajow endocytozy, koniugatow QDs-UAs w komérkach H460 moze by¢
odpowiedzialna za zwigkszenie aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkéw po
skoniugowaniu ich z QDs.

W celu sprawdzenia, gdzie w komorce lokalizujg sie UAs i ich koniugaty z QDs oraz czy
indukujg zmiany w ilosci lizosomoéw, zarowno w komérkach nowotworowych jak i w prawidtowych,
wykonatam przyzyciowe barwienie organelli komérkowych. Wykazatam, ze QDs-UAs po ich
wniknieciu do komorki, lokalizujg sie wewnagtrz lizosoméw (Rysunek 29.). Tendencje te
zaobserwowatam zaréwno dla UAs w ich wolnej jak skoniugowanej z QDs postaci dla wszystkich
badanych linii komérkowych. Wyniki te potwierdzajg, ze zaréwno UAs jak i QDs-UAs, po ich
wniknieciu — gtéwnie na drodze CME, dostarczane sg do lizosoméw. Podobne obserwacje,
dotyczgce akumulacji nanoczastek w lizosomach zaobserwowano rowniez dla koniugatéw
doksorubicyny z chitozanowo-alginianowymi nanoczgstkami w komérkach nowotworowej linii
A549 (Zhang D. D., 2017). W lizosomach z kolei, panuje odpowiednie pH, do uwalniania UAs
Z koniugatow QDs-UAs (Rysunek 26.). Najwiekszy przyrost ilosci i intensywnosci sygnatéw
pochodzagcych od kwasnych organelli po traktowaniu komérek UAs, wzgledem komoérek
kontrolnych, zaobserwowatam dla linii H460. Skoniugowanie UAs z QDs wzmocnito ten efekt,
W sposob istotny statystycznie, w komoérkach nowotworu ptuc. W przypadku jego prawidiowego
odpowiednika — linii MRC-5, skoniugowanie UAs z QDs nie wplywato znaczaco na ilos¢
kwasnych organelli w komodrkach, z wyjatkiem QDzielonycn-C-2028, gdzie przeciwnie
obserwowatam ich znaczacy, istotny statystycznie, spadek. Skoniugowanie UAs z QDs,
w poréwnaniu do UAs w ich wolnej postaci, generalnie nie wplywato istotnie na zmiany
w intensywnosci fluorescencji w komaérkach linii HCT116, z wyjatkiem QDzietonych-C-2028 — gdzie
zaobserwowatam jej spadek oraz QDczerwonych-C-2045 — niewielki wzrost. Dla prawidtowego
odpowiednika nowotworu okreznicy — linii CCD 841 CoN zaobserwowatam podobng
tendencje — skoniugowanie UAs z QDs nie miato znaczgcego wptywu na poziom intensywnosci
fluorescencji, z wyjagtkiem QDczerwonych-C-2028 i QDzielonycn-C-2045, gdzie obserwowatam jej
spadek. Zarowno QDzieiore jak i QDczerwone Nie wptywaty znaczaco na zmiane fluorescenciji,
pochodzacej od kwasnych organelli, w komaérkach wszystkich badanych linii.

Zwiekszajgca sie ilos¢ kwasnych organelli powoduje spadek pH w komdrkach, co moze
by¢ zwigzane z efektywniejszym uwalnianiem sie UAs z ich koniugatow z QDs. Dane te sag
zgodne z badaniami dotyczgcymi profilu uwalniania in vitro UAs z ich koniugatéow z QDs-UAs
w systemie bezkomérkowym (Rysunek 26.) (Pilch J., 2020). A mianowicie, badane koniugaty byty
stabilne w pH 7,4, natomiast w nizszym pH (5,5 — endosomy; 4,0 — lizosomy) UAs uwalnialy sie
z QDs-UAs. Lepsze uwalnianie sie niesymetrycznych bisakrydyn z ich koniugatéw z QDs
w kwasnym pH, moze byé odpowiedzialne za ich wyzszg cytotoksycznos¢ w komorkach

nowotworowych niz w prawidtowych. W komdrkach prawidtowych bowiem pH jest wyzsze niz
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w komoérkach nowotworowych (Gerweck L. E., 1996; White K. A., 2017), dlatego tez, uwalnianie
UAs z ich koniugatéw z QDs-UAs jest stabsze, co obniza ich efekt cytotoksyczny.

W celu weryfikacji czy wzrost kwasnych organelli po traktowaniu komérek QDs-UAs,
szczegolnie w przypadku linii H460, zwigzany byt z indukcjg autofagii, oznaczytam poziom biatek
bedacych markerami tego procesu — bekliny-1 oraz LC3-Il metodg Western blotting. Poziom obu
oznaczanych biatek w komdrkach, traktowanych UAs oraz QDs-UAs, oscylowat na poziomie
odpowiadajgcym komoérkom kontrolnym (nietraktowanym zwigzkiem), bgdz tez nieznacznie
spadat (Rysunek 34.). Skoniugowanie UAs z QDs w sposoéb istotny statystycznie zmieniato
poziom bekliny-1 jedynie w przypadku QDczerwonych-C-2045 (inkubowanych przez 24-72 h dla
komorek linii H460), QDzielonych-C-2045 (24 h dla komérek linii HCT116) oraz QDczerwonych-C-2028
(24 h dla komorek linii MRC-5). Poziom biatka LC3-II z kolei, w komdrkach wszystkich badanych
linii komoérkowych nie przekraczat poziomu odpowiadajacego komoérkom kontrolnym. QDs w ich
wolnej postaci nie wptywaty na poziom bekliny-1 oraz LC3-Il. W zwigzku z powyzszym, wzrost
ilosci kwasnych organelli w komérkach badanych linii (szczegdlnie linii H460) traktowanych

koniugatami QDs-UAs nie byt zwigzany z indukcjag autofagii.

Ostatnim obszarem moich badan bylo okreslenie wplywu skoniugowania
niesymetrycznych bisakrydyn (C-2028 oraz C-2045) z nanoczastkami na dystrybucje
komoérek w cyklu zyciowym oraz odpowiedz biologiczng indukowang w komérkach rakow

ptuc i jelita grubego oraz w odpowiadajacych im komérkach prawidtowych.

Wiele chemioterapeutykéw oddziatuje na komarki indukujgc zmiany w ich cyklu zyciowym
(Pfeffer C. M., 2018; Evan G., 2001). UAs oraz ich koniugaty z QDs indukowaty wyrazne zmiany
w progresji komorek nowotworowych w cyklu zyciowym, ktdére to w komdrkach prawidtowych
przebiegaty z mniejszg intensywnoscig. Nie zaobserwowatam natomiast zmian w cyklu
komérkowym, wzgledem komodrek kontrolnych, w komérkach wszystkich badanych linii,
inkubowanych z nieobsadzonymi zwigzkami QDs. Najwieksze zmiany po skoniugowaniu UAs
z QDs, wzgledem UAs w ich wolnej postaci, zaobserwowatam dla dtuzszych czaséw inkubacji
komérek z danym wariantem zwigzku (po 72 i144 h) (Rysunek 44.). Skoniugowanie
niesymetrycznych bisakrydyn z QDs spowodowato istotne zmiany (wzgledem komérek
traktowanych C-2028/C-2045) w ilosci komérek nowotworowych linii H460 oraz HCT116 w fazie
sub-G1. Zmian tych nie zaobserwowatam w przypadku prawidtowych linii komérkowych: MRC-5
oraz CCD 841 CoN. We wszystkich liniach komérkowych obserwowatam natomiast zmiany
w procentowej zawartosci komdérek w fazie G1 — gtéwnie dla koniugatéow C-2028 z QDs. Zmiana
procentowego udziatu komérek, poddanych ekspozyciji QDs-UAs, w fazie G2/M natomiast, byta
istotna statystycznie dla wszystkich badanych linii komoérkowych, z wyjatkiem linii HCT116.
Skoniugowanie badanych zwigzkéw pozwolito na zmiane procentowej zawartosci prawidtowych
komérek w poszczegodlnych fazach cyklu komoérkowego przyblizajgc je w ,strone” rozktadu
poszczegolnych faz komarek kontrolnych (nietraktowanych badanym zwigzkiem). Ze wzgledu na

znaczacy udziat komérek nowotworowych linii H460 oraz HCT116 w fazie sub-G1 (DNA <2n),
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charakterystycznej dla komérek apoptotycznych, celem moich kolejnych eksperymentéw byto
zbadanie zdolnosci badanych zwigzkéw do indukcji tego procesu.

W pierwszej kolejnosci zbadatam czy pod wptywem badanych zwigzkéw nastepujg
zmiany w budowie bfony cytoplazmatycznej komdrek nowotworowych linii H460 i HCT116,
wskazujgce na indukcje okreslonego rodzaju smierci komorkowej. Analizujgc zmiany w budowie
btony cytoplazmatycznej mozna zauwazyé¢, ze UAs indukowaly wyrazne zmiany w ilosci komérek
poznoapoptotycznych (A+/Pl+), szczegdlnie w przypadku komoérek linii H460 (Rysunek 48.).
Nieobsadzone zwigzkami kropki kwantowe (QDs) nie wptywaty na wzrost ilosci komérek
poznoapoptotycznych (A+/Pl+), niezaleznie od badanej linii komérkowej. Skoniugowanie UAs
z QDs spowodowato spadek ilosci komoérek péznoapoptotycznych w liniach H460 i HCT116.
W przypadku linii komodrkowej H460, istotny statystycznie spadek ilosci komorek
poznoapoptotycznych (A+/Pl+) obserwowatam juz po 24 h inkubacji z QDs-UAs. Dla dtuzszych
czasOw obserwowatam go natomiast, jedynie dla komoérek traktowanych z QDs-C-2028, przy
czym tendencja ta byta wyzsza dla koniugatow z QDczerwonymi. Nie obserwowatam natomiast
znaczgcej roznicy w zmianie ilosci komoérek A+/Pl+ pomiedzy komérkami inkubowanymi przez
=72 h z C-2045 w jego wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci (QDs-C-2045). W przypadku
komorek linii HCT116 istotne zmiany w ilosci komérek pdznoapoptotycznych obserwowatam
zarowno dla komoérek inkubowanych z QDs-C-2028 (272 h) jak i QDs-C-2045 (144 h).

Liczne dane literaturowe wskazuja, na istotny udziat mitochondriéw w procesie apoptozy
(Sivandzade F., 2019). Jednym z giéwnych parametrow okreslajgcych zaburzenie funkgciji
mitochondriow podczas apoptozy jest spadek potencjatu btonowego (AWm) na wewnetrznej
btonie mitochondrialnej. UAs indukowaty wyrazne zmiany w ilosci komérek z obnizonym
mitochondrialnym potencjalem btonowym w obydwu badanych nowotworowych liniach
komérkowych (H460 i HCT116) (Rysunek 52.). Nieobsadzone zwigzkami QDs nie wptywaty
natomiast, na zmiane odsetka komérek z AWm, wzgledem komérek kontrolnych (nietraktowanych
zwigzkiem), niezaleznie od badane;j linii komoérkowej. Skoniugowanie C-2028 z QDs wptyneto,
w sposoéb istotny statystycznie, na spadek odsetka komoérek z obnizonym AWm w komodrkach
obydwu badanych linii, niezaleznie od czasu inkubacji. Tendencja ta byta wyzsza dla koniugatow
badanego zwigzku z QDczerwonymi (z Wyjgtkiem komorek linii HCT116 inkubowanych przez 72 h).
Zmiany w wielko$ci populacji komérek z AWm, po skoniugowaniu C-2045 z QDs, zalezne byty od
czasu inkubacji. Dla krétszych czaséw (do 72 h inkubaciji), skoniugowanie badanego zwigzku
z QDs albo nie wptywato, albo powodowato niewielkie obnizenie odsetka komérek z obnizonym
AWn. Po 144 h natomiast, obserwowatam jego wzrost. Réznice te byty jednak o wiele nizsze niz
dla komorek inkubowanych z koniugatami QDs-C-2028 (wzgledem C-2028 w jego wolnej
postaci). Zmiany w wielkosci populacji komérek z obnizonym potencjatem btonowym obydwu
badanych linii komdrkowych, traktowanych UAs po ich skoniugowaniu z QDs, korelujg sie ze
zmiang w ilosci komoérek pdznoapoptotycznych (Rysunek 48.) (z wyjgtkiem HCT116
traktowanych QDs-C-2045 przez 144 h). Co ciekawe, mimo znacznego spadku ilosci komorek
z niskim AWn oraz komdrek pdznoapoptotycznych, traktowanych koniugatami QDs-C-2028,

obydwu badanych linii, koniugaty te wykazujg wyzszg aktywnosé cytotoksyczng niz zwigzek
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C-2028 w jego wolnej postaci, ale tylko w przypadku komorek linii H460 (Rysunek 9.). Moze to
Swiadczy¢ o tym, ze wzrost aktywnosci cytotoksycznej badanych koniugatéw wobec komarek linii
H460, nie jest $ciSle zwigzany ze spadkiem ilosci komérek z AWm oraz komoérek
pbéznoapoptotycznych i moze by¢ zwigzany rowniez z innymi mechanizmami $mierci komorkowej.

Ze wzgledu na fakt, ze dos¢ znaczna frakcja komorek, traktowanych zwigzkami C-2028
oraz C-2045, zaréwno w ich wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci pozostawata zywa, celem
kolejnego eksperymentu bylo sprawdzenie czy ulegajg one przyspieszonemu starzeniu
komoérkowemu. Badane zwigzki (C-2028/C-2045) w ich wolnej jak i skoniugowanej z QDs postaci
indukowaly proces przyspieszonego starzenia komorkowego nowotworowej linii H460,
w przeciwienstwie do linii HCT116. Wraz z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji komérek linii H460
z UAs ilos¢ powstajgcego niebieskiego produktu, powstatego na skutek hydrolizy X-Gal,
wzrastata. Skoniugowanie UAs z QDs za$ wzmachniato ten proces, w sposéb istotnie statystyczny,
w poréwnaniu do komdérek inkubowanych z UAs w ich wolnej postaci (Rysunek 56.). Istnieje
niewiele badan dotyczacych wplywu skoniugowania NPs z lekami przeciwnowotworowymi na
proces przyspieszonego starzenia komorkowego. W przypadku QDs, zgodnie z mojg wiedza,
badania opublikowane przez nasz Zespét sg jednymi z pierwszych (Pilch J., 2021). Zaréwno
zielone jak i czerwone kropki kwantowe (QDs), nie indukowaly przyspieszonego procesu
starzenia w komorkach linii H460 i HCT116. Podobne wyniki badan uzyskano w Zespole
A. Lazaro-Carrillo, gdzie wykazano, ze magnetyczne NPs (MF66) w wolnej postaci nie indukujg
przyspieszonego starzenia komérkowego w nowotworowych komérkach MDA-MB-231 (Lazaro-
Carrillo A., 2020). Koniugaty tych nanoczastek z doksorubicyng (MF66-DOX) zas$ indukowaty
apoptoze, katastrofe mitotyczng oraz proces przyspieszonego starzenia komérkowego. Wyniki
mikroskopowej analizy zdje¢ komoérek linii H460 popartam dodatkowo analizg Western blotting
poziomu ekspresji biatka p21 (Rysunek 57.). Badane zwigzki (UAs) indukujg wzrost poziomu
biatka p21 w komérkach badanej linii, przy czym w znacznie wyzszym stopniu w przypadku
zwigzku C-2045. Skoniugowanie C-2028 z QDs, w przeciwienstwie do C-2045, zwiekszyto
poziom biatka p21 niezaleznie od czasu inkubacji komérek z danym wariantem koniugatu (ktéry
byt wyzszy w przypadku QDczerwonych-C-2028).

Kolejnym krokiem moich badan byto sprawdzenie, czy badane zwigzki majg zdolno$¢ do
trwatego zahamowania proliferacji komdrek obu badanych linii. Wykazatam, ze UAs
nieodwracalnie hamujg proliferacje komérek w przypadku linii HCT116. Nieskoniugowane kropki
kwantowe zas, niezaleznie od badanej linii komdrkowej, nie hamowaty proliferacji komorek,
a ilos¢ powstatych kolonii utrzymywata sie na tym samym poziomie, co w przypadku komoérek
kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem). Skoniugowanie badanych zwigzkéw z QDs obnizato
ilos¢ powstajgcych kolonii w obu liniach komdrkowych (bez uwzgledniania ,kolonii satelitarnych”).
W przypadku komorek linii H460 traktowanych koniugatami QDs-C-2028 obserwowatam zas
.kolonie satelitarne”, powstate na skutek migracji pojedynczych komaérek odtgczonych od kolonii.
Tendencja ta byta silniejsza dla koniugatéw z QDzielonymi. Obecnos¢ ,kolonii satelitarnych” moze
Swiadczyé o zwiekszonej zdolnosci do migracji komoérek, co jest niekorzystne pod katem

mozliwego procesu przerzutowania (Page A., 2019).
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Dane literaturowe wskazujg, ze wiekszos¢ chemioterapeutykéw indukuje powstawanie
ROS. Reaktywne formy tlenu, z kolei odgrywajg wazng role w modulowaniu zaréwno przezycia
jak i smierci komorki (Yang H., 2018). Stad tez, kolejnym etapem moich badan byto sprawdzenie
czy badane UAs, QDs oraz QDs-UAs indukujg generowanie ROS w komérkach nowotworu ptuc
i okreznicy. Zaréwno badane zwigzki, QDs jak i QDs-UAs nie indukowaly wyraznego wzrostu
generowanych ROS. Najwyzszy wzrost intensywnosci fluorescencji, pochodzacej od barwnika
CM-H2DCFDA, obserwowatam dla obydwu linii komoérkowych (H460 oraz HCT116) zazwyczaj
dla najkrétszych czasow inkubacji (1-3 h) komoérek z danym wariantem zwigzku. Wydtuzenie
czasu inkubacji nie zmieniato znaczgco ilosci generowanych ROS, ktéry oscylowat na poziomie
kontroli ujemnej (komorek nietraktowanych zwigzkiem).

Obiecujgce wyniki badan aktywno$ci cytotoksycznej in vitro badanych koniugatéw wobec
komoérek nowotworowych i prawidtowych (Rysunek 15.) skionity mnie do podjecia badan
dotyczacych aktywnosci przeciwnowotworowej in vivo badanych koniugatow QDs-UAs. Pomimo
iz w badaniach in vitro skoniugowanie UAs z QDs zwiekszylo aktywnos¢ cytotoksyczng tych
zwigzkéw w komorkach linii H460, badania in vivo przeprowadzitam dla komérek linii HCT116.
Wybor tego nowotworu podyktowany byt wczesniejszymi wynikami badan naszego Zespotu, ktére
wskazaly na zbyt szybki wzrost guza H460 in vivo oraz stosunkowo pdzne dziatanie UAs wobec
tego nowotworu (Paluszkiewicz E., 2020). Uzyskane wyniki badah wskazaty, ze QDczerwone W ich
wolnej postaci nie sg toksyczne, a skoniugowanie UAs z QDs nie poprawito ich aktywnosci
przeciwnowotworowej. UAs w ich wolnej postaci hamowaty wzrost guza silniej niz ich koniugaty
Z QDczerwonymi. Wyniki badan in vivo sg kompatybilne z badaniami aktywnosci cytotoksycznej
in vitro wobec komorek linii HCT116 (Rysunek 10.) — skoniugowanie UAs z QDs obnizyfo ich
aktywnos¢ cytotoksyczna.

Wyniki przedstawionych przeze mnie badan wskazujg na wysoki potencjat zastosowania
QDs jako platform transportujgcych leki. Sg one nietoksyczne, co potwierdzity badania in vitro jak
i in vivo. Skoniugowanie UAs z QDs pozwala na dostarczenie wiekszej ilosci zwigzku do komérek
badanych linii oraz moze wplywac¢ na rodzaj $mierci komérkowej. Ponadto, chroni komorki
prawidtowe przed niepozgdanym dziataniem UAs. Co wazne, QDs sg podatne na modyfikacje
fizykochemiczne, dzieki ktérym mozna regulowac proces ich wnikania do komérek czy transport
wewnatrzkomérkowy. Jedng ze strategii zwiekszenia selektywnosci i aktywnos$ci cytotoksycznej
koniugatow QDs-UAs jest dotgczanie ligandéw m. in. kwasu foliowego czy transferyny. Badania

te realizowac bede w ramach grantu Preludium, przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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5. MATERIALY | METODY

5.1. Materiaty doswiadczalne

5.1.1. Badane zwigzki przeciwnowotworowe

Na podstawie szeroko zakrojonych badan in vitro i in vivo, przeprowadzonych wczesniej
przez cztonkéw naszego Zespotu, do dalszych eksperymentéw wyselekcjonowano dwie
pochodne niesymetrycznych bisakrydyn (UAs): C-2028 i C-2045 (Paluszkiewicz E., 2020).
Zwigzki te zostaly zsyntezowane w postaci metanosulfonianéw przez dr inz. Ewe Paluszkiewicz
z Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej. W przeprowadzonych doswiadczeniach
wykorzystywatam roztwory zwigzkow: C-2028 oraz C-2045, przygotowane w sterylnej wodzie,
o stezeniu wyjsciowym 5 mM. Stezenia efektywne badanych zwigzkéw przygotowywatam
bezposrednio przed ich podaniem. Masa molowa zwigzku C-2028 wynosi 777,869 g-mol,
C-2045 za$ — 904,001 g-mol-.

5.1.2. Nanoczgstki

Roztwory nanoczgstek, w ich nieobsadzonej oraz skoniugowanej postaci, powstaty we
wspotpracy z Zespotem prof. Anny Nowickiej z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.
Stezenia efektywne badanych roztworéw przygotowywatam w sterylnej wodzie, bezposrednio

przed ich zastosowaniem.

5.1.2.1. Luminescencyjne kropki kwantowe

Wszystkie wykonane przeze mnie eksperymenty przeprowadzitam dla dwéch rodzajéw
roztworéw luminescencyjnych nanoczastek (Ag-In-Zn-S-MUA) typu kropek kwantowych (QDs):
czerwonych (QDczewone) 1 zielonych (QDzieione). Stezenie wodnego roztworu wyjsciowego
nieskoniugowanych z chemioterapeutykiem nanoczastek wynosito dla obydwu roztworow
1 mg-mL1. W badaniach wykorzystywatam koniugaty UAs z QDs (wodne roztwory) — powstate
poprzez zaadsorbowanie UAs na powierzchni QDs. Wyjsciowe stezenia zwigzkéw
C-2028/C-2045 w koniugatach wynosity 300 uM, a stezenie QDs — 1 mg-mL™.

5.1.2.2. Nanoczgstki magnetyczne

Eksperymenty przeprowadzatam dla nanoczgstek magnetycznych w ich wolnej
(Fe304-RCOOH Np) jak i skoniugowanej z UAs postaci (Fe20O3Np-C-2028/C-2045). Koniugaty
Fe203Np-C-2028/C-2045 powstaly poprzez zaadsorbowanie UAs na powierzchni nanoczgstek
(Fes04-RCOOH Np). Stezenie wyjsciowe nieskoniugowanych nanoczgstek (FesOs-RCOOH Np)
wynosito 1 mg-mL. Stezenie zwigzkéw C-2028/C-2045 w koniugatach (roztwory wodne)

wynosito 310 pM, a stezenie nanoczastek — 1 mg-mL-2.
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5.1.3. Odczynniki chemiczne

e  Chempur, Polska: alkohol etylowy (CHsCH20H), alkohol metylowy (CH3OH),

e POCH, Polska: bezwodny wodorofosforan disodu (Na2HPOQO4), dimetylosulfotlenek
(DMSO0), diwodorofosforan potasu (KH2PO4), lodowaty kwas octowy (CH3COOH),

e Sigma-Aldrich, USA: 5-bromo-4-chloro-3-indolylo-3-D-galaktopiranozyd (X-Gal),
aldehyd glutarowy 25% (OHCCH2CH2CH2CHO), amiloryd, azydek sodu (NaNs),
2-merkaptoetanol, chlorek potasu (KCI), chlorek sodu (NacCl), chlorowodorek
tris(hydroksylometylo)aminometanu (Tris-base), chlorowodorek  2-amino-
2-(hydroksymetylo)-propano-1,3-diolu (Tris-HCI), cytochalazyna D,
dodecylosiarczan sodu (SDS), Dynasor, Filipina lll, fluorek fenylometylosulfonowy
(PMSF), fluorek sodu (NaF), formaldehyd 36-38% (CH20), heksacyjanozelazian(ll)
potasu (KsFe(CN)s), heksacyjanozelazian(lll) potasu (KsFe(CN)s), irynotekan,
monoluarynian polioksyetylenosorbitanu (Tween 20), Pitstop 2, surowicza albumina
wotowa (BSA), wersenian disodu (EDTA-2 Na).

5.1.4. Bufory

e  bufor fosforanowy PBS 5xstezony: 7 mM KH2PO4 (1 g-L1), 40 mM Na2HPO4 bezw.
(5,73 g-LY), 685mM NaCl (40g-L?1), 13 mM KCI (1 g-L?) - przygotowywany
samodzielnie,

e  bufor lizujgcy RIPA 10x (Abcam, USA),

o izoton (Beckman Coulter™ ISOTON™ || Diluent, USA).

5.1.5. Barwniki

e  7-AAD (7-aminoaktynomycyna; Invitrogen™, USA),

e CM-H2DCFDA (ester acetylowy dioctanu 5-(i-6)-chlorometylo-2',7'-
dichlorodihydrofluoresceiny; Invitrogen™, USA),

e Giemsa — Sigma (Sigma-Aldrich, USA),

e LysoTracker Red DND-99 (Invitrogen™, USA),

e  MitoTracker Green FM (Invitrogen™, USA),

e MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy; Sigma-Aldrich,
USA),

e Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA).

5.1.6. Enzymy

¢ Inhibitory proteaz — cOmplete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Niemcy),
e Inhibitory fosfataz — PhosSTOP™ (Roche, Niemcy).
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5.1.7. Zestawy analityczne

e FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, (BD Pharmingen, USA) — zestaw do
badania zmian w budowie btony plazmatycznej,

e Mitochondrial Membrane Potential Detection JC-1 Kit (BD Pharmingen,
USA) — zestaw do badania zmian potencjatu mitochondrialnego (A%Wm),

e PI/RNase Staining Kit (BD Pharmingen, USA) — zestaw do analizy zmian w cyklu

zyciowym.

5.1.8. Roztwory i bufory do elektroforezy poliakrylamidowej w warunkach denaturujgcych

e barwnik do nanoszenia probek na zel: 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, USA)
oraz 2-merkaptoetanol (Sigma, Niemcy), przygotowany weditug proporcji: 95 uL
Laemmli i 5 yL 2-metkaptoetanolu,

e  bufor blokujgcy EveryBlot Blocking Buffer (Bio-Rad, USA),

e bufor do elektroforezy poliakrylamidowej - bufor Tris-glicyna: 25 mM Tris-Base;
192 mM glicyna, 0,1% SDS, pH = 8,3,

e wzorzec wielkosci biatek PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo
Scintific, USA). Mieszanina wybarwionych biatek o masach: 10, 15, 25, 35, 55, 70,
130 oraz 250 kDa,

o el poliakrylamidowy do rozdziatu biatek w warukach denaturujgcych (SDS-PAGE)
8-16% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 15-well (Bio-Rad, USA).

5.1.9. Przeciwciata, bufory i inne materiaty stosowane do techniki Western blotting

Przeciwciata pierwszorzedowe:
e  krolicze poliklonalne przeciwciato anty-LC3 (Sigma-Aldrich, USA),
e  krolicze monoklonalne przeciwciato anty-p21 (Cell Signaling, USA),
e mysie monoklonalne przeciwciato anty-p-aktyna (clone AC-15; Sigma-Aldrich, USA),

e  krélicze monoklonalne przeciwciato anty-beklina-1 (Cell Signaling, USA).

Przeciwciata pierwszorzedowe:
e  krélicze monoklonalne przeciwciato skoniugowane z peroksydazag chrzanowg — HRP
(ang. Anti-Mouse 1gG peroxidase conjugates; Cell Signaling, USA),

¢ mysie monoklonalne przeciwciato skoniugowane z HRP (Cell Signaling, USA).

Tabela 2. Stosowane rozcienczenia do przeciwciat

Przeciwcialo  Rozcienczenie Roztwoér Przeciwciato drugorzedowe
anty- (przeciwciato pierwszorzedowe) (rozciehczenie)
Beklina-1 1:1000 5% BSA w TBST 1:2000
p21 1:2000 5% mleko w TBST 1:1500
LC3 1:500 5% mleko w TBST 1:1500
B-aktyna 1:10000 0,5% mleko w TBST 1:10000
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Inne materiaty:

btona nitrocelulozowa, wielko$¢ poréw 0,2 um (Bio-Rad, Niemcy),

bufor do elektrotransferu biatek z Zzelu poliakrylamidowego na bfone nitrocelulozowa:
192 mM glicyna, 25 mM Tris-base, 20% CH3OH,

bufor TBST: 10 mM Tris-Base, 150 mM NaCl; 0,05% Tween 20, pH = 7,4,

papier filtracyjny do Western blotting, ekstra gruby (Bio-Rad, USA),

zestaw do detekcji biatek: SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (ThermoFisher Scientific, USA).

5.1.10. Linie komoérkowe

Wszystkie wykonane przeze mnie eksperymenty przeprowadzitam na liniach

komérkowych pochodzenia ludzkiego, zakupionych z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli

Komérkowych (ang. The American Type Culture Collection, ATCC):

nowotworowe linie komdrkowe:

» H460 — linia komorkowa wielkokomorkowego raka ptuc wyizolowana przez
zespot A. F. Gazdar'a w 1982 r. z ptynu optucnowego (Banks-Schlegel S. P.,
1985). Komorki linii H460 dzielg sie srednio co 23 h,

» HCT116 - linia komoérkowa wyizolowana z guza raka jelita grubego, wycietego
od dorostego mezczyzny podczas operacji (Brattain M. G., 1981). Czas
podziatu komoérek wynosi okoto 16 h.

prawidtowe linie komorkowe:

» MRC-5 - linia komoérkowa pochodzgca z prawidtowej tkanki ptucnej 14—
tygodniowego meskiego ptodu przez J. P. Jacobsa w 1966 r. Komérki zdolne
sg od 42 do 46 podziatéw przed poczatkiem starzenia sie (Jacobs J. P., 1970).
Czas podziatu komoérek wynosi okoto 34—38 h,

» CCD 841 CoN - prawidtowa linia komodrkowa kolonocytéw z 21-tygodniowego
ptodu (Thompson A. A., 1985). Czas podziatu komérek w hodowli in vitro: 80—
90 h.

5.1.11. Materiaty stosowane w hodowli komérkowej

antybiotyki: streptomycyna (755 U-mg?=100 mg/L pozywki; Sigma-Aldrich, Chiny)
oraz penicylina G (100 000 j/L pozywki=62,3 mg/L pozywki; Sigma-Aldrich, Izrael),
bydleca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum, FBS) inaktywowana termicznie
w 56 ‘C przez 30 min (Biowest, USA),

pozywka EMEM (ang. Minimum Essential Medium Eagle) (Sigma-Aldrich, United
Kingdom) — proszek, do samodzielnego przygotowania; niezbedna do hodowli
komérek MRC-5 oraz CCD 841 CoN,
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e pozywka McCoy’s 5A Medium (Sigma-Aldrich, USA) — proszek, do samodzielnego
przygotowania; niezbedna do hodowli komérek HCT116,

e pozywka RPMI-1640 Medium (Sigma-Aldrich, USA) — proszek, do samodzielnego
przygotowania; niezbedna do hodowli komérek H460,

e roztwor PBS (przygotowywany samodzielnie),

e  roztwor trypsyny — EDTA (5g-L? trypsyny i 2 gL' EDTA'4 Na w 0,9% NaCl -
10x stezona; Sigma-Aldrich, USA),

e woda redestylowana (Millipore, USA).

5.1.12. Aparatura i sprzet laboratoryjny

e aparat do czyszczenia wody Milli-Q® IQ 7005 Water Purification System (Millipore,
USA),

e aparat do robienia zdje¢ oraz analizowania Western blot Bio-Rad ChemiDoc MP
Imaging System (Bio-Rad, USA),

e aparat do transferu biatek Trans Blot SD, SEMI-DRY TRANSFER CELL (Bio-Rad,
USA),

e  cytometr przeptywowy Accuri™ C6 (Becton Dickinson, USA),

e czytnik ptytek iMark™ (Bio-Rad, USA),

o inkubatory IR Autoflow CO2 (NuAire, USA),

e licznik komorek Coulter Z1 (Beckman Coulter, USA),

e  mikroskop fluorescencyjny OLYMPUS BX60 oraz IX83 (Olympus, Japonia),

e mikroskop konfokalny ZEISS LSM T-PMT (Zeiss, Niemcy),

o wiréwka 5810R (Eppendorf, USA),

e wyciggi z przeptywem laminarnym (NuAire Biological Safety Cabinets, USA),

e Zestaw do elektroforezy Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System (Bio-Rad,
USA).

5.2. Metodyka

5.2.1. Hodowla nowotworowych i prawidtowych komérek

Wszystkie badane przeze mnie linie komoérkowe (ludzkiego nowotworu okreznicy
HCT116 i ptuc —H460 oraz odpowiadajgce im prawidtowe linie komdrkowe: CCD 841 CoN
i MRC-5) rosty w postaci monowarstwy. Hodowle komérek, znajdujgcej sie w logarytmicznej fazie
wzrostu prowadzitam w inkubatorze firmy NuAire, pozwalajgcym na utrzymanie w mieszaninie
gazowej odpowiedniej ilosci parametréw takich jak: tlen, 5% CO., temperatura 37 °C oraz 95%
wilgotnosc¢ (warunki standardowe).

Hodowle komoérek linii H460 prowadzitam w pozywce RPMI 1640, linii
HCT116 —w pozywce McCoy’s 5A. Obie pozywki zostaly wzbogacone 10% (v/v) ptodowa
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surowicg bydlecg (FBS ang. fetal bovine serum) z dodatkiem antybiotykéw: streptomycyny
(200 pg-mL1) i penicyliny (100 unit-mL1). Hodowle komodrek linii MRC-5 oraz CCD 841 CoN
prowadzitam za$ w pozywce EMEM (ang. Eagle’s Minimal Essential Medium) wzbogaconej
10% (v/v) FBS bez dodatku antybiotykow.

5.2.2. Badanie aktywno$ci cytotoksycznosci z wykorzystaniem metody MTT

Komoérki nowotworowych linii H460 oraz HCT116, znajdujgce sie w fazie logarytmicznego
wzrostu, wysiewatam na ptytce 24-dotkowej w ilosci po 2:104 komoérek w 1 mL pozywki na
studzienke. Ze wzgledu na dtuzszy czas podzialu komoérek prawidtowych wysiewatam
odpowiednio po 4,5-10* komoérek MRC-5 oraz 6-10* komérek CCD 841 CoN w 1 mL pozywki na
dotek. Tak przygotowang ptytke inkubowatam przez 24 h wtemp. 37 °C w 5% CO2, w celu
przyklejenia komorek do podtoza. Kolejny etap réznit sie w zaleznosci od tego czy dany zwigzek
badatam w jego wolnej czy tez skoniugowanej z nanoczgstkami postaci.

Po 24 h preinkubacji do kazdej studzienki dodatam po 20 pyL badanych roztworéw
nieskoniugowanych zwigzkéw w 11. réznych stezeniach w dwukrotnym powtdérzeniu, zas do
dwoch studzienek kontrolnych - sterylng wode. Koncowe stezenia zwigzkéow miescity sie
w przedziatach od 102 do 10! uM. W celu zbadania aktywnosci cytotoksycznej badanych
zwigzkow skoniugowanych z nanoczgstkami po 24 h preinkubacji wymienitam pozywke na
swiezg - 1,8 mL. Do kazdej ze studzienek dodatam po 200 yL wodnych roztworéw badanych
koniugatow w 10. réznych stezeniach w dwukrotnych powtérzeniach, zas do czterech studzienek
kontrolnych - po 200 uL sterylnej wody. Stezenia nieskoniugowanych nanoczgstek miescity sie
w zakresie od 5:10%° do 10'mg-mL?, za$§ dla stezenia zwigzkéw w ich skoniugowanej
z nanoczgstkami postaci wahaty sie w zakresie od 1,5-10° do 3:10! yM. Nastepnie komorki
poddawatam 72 h inkubacji (warunki standardowe). W przypadku okreslenia aktywnosci
cytotoksycznej magnetycznych nanoczastek sprawdzatam dodatkowo wptyw obecnosci
magnesu neodymowego (umieszczanego pod ptytkg na 72 h).

Po 72 h inkubacji z badanymi zwigzkami (warunki standardowe), do kazdej studzienki
dodatam po 200 pL MTT w stezeniu 4 mg-mL-1, a nastepnie ptytke takg inkubowatam okoto 3 h.
W kolejnym etapie odessatam pod prdznig ptyn znad utworzonych krysztatdw formazanu,
dodatam po 1 mL DMSO i mieszatam na kotysce, celem rozpuszczenia powstatych krysztatéw.
Ostatnim etapem byto mierzenie absorbanciji przy dtugosci fali 540 nm za pomocg czytnika ptytek.
Srednia absorbancja w studzienkach kontrolnych stanowita 100%. Pozostate $rednie

absorbancje w poszczegdlnych celkach przeliczytam proporcjonalnie wzgledem kontroli.

5.2.3. Badanie procesu wnikania QDs, UAs oraz QDs-UAs w nowotworowych i prawidftowych

liniach komoérkowych

Na 60 mm ptytkach Petriego, ze sterylnym szkietkiem nakrywkowym, wysiatam zawiesine

komdrek nowotworowych i prawidtowych w réznejilosci (Tabela 3.) w 5 mL pozywki, w zaleznosci
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od linii komoérkowej oraz czasu inkubacji. Nastepnie, plytki takie poddatam 24 h preinkubacji

(warunki standardowe), celem przyklejenia komoérek do podioza.

Tabela 3. llo§¢ komérek wysiewanych na ptytki Petriego w zaleznosci od linii komdrkowej oraz czasu
inkubacji komorek z badanym wariantem zwigzku UAs, QDs-UAs, w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci
ICe0 (UAS w jego wolnej postaci, wyznaczonego wzgledem nowotworowej linii komorkowej)

Czas inkubacji [h]

Linia komérkowa Zwiazek 1 6 24 48 72
llos¢ wysianych komoérek
H460 Kontrola, QDs 108 108 108 3-10° 2:-10°
HCT116 UAs, QDs-UAs 108 108 108 108 108
MRC-5 Kontrola, QDs 108 - 108 8-10° 6-10°
CCD 841 CoN UAs, QDs-UAs 108 - 108 108 108

Po 24 h preinkubacji komérek dodawatam do ptytek badane roztwory zwigzkdw,
w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICso, a nastepnie inkubowatam komorki przez okreslong
liczbe godzin. Po uptywie okreslonego czasu inkubacji odessatam pozywke znad komorek,
a nastepnie przeptukatam je dwukrotnie 5 mL roztworu PBS. Szkietka nakrywkowe umieszczatam
na szkietkach podstawowych. Tak przygotowane preparaty ogladatam przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego (ZEISS LSM T-PMT; obiektyw 63x). Preparaty ogladatam w $wietle przechodzgcym
oraz trybie fluorescencyjnym z wykorzystaniem filtrow: dla: UAs — Alexa Fluor 532
(wzbudzenie — 528 nm, emisja — 553 nm), QDzielonych — QD545 (wzbudzenie — 300 nm,
emisja — 543 nm), QDczerwonych — Alexa Fluor 660 (wzbudzenie — 663 nm, emisja — 691 nm).
Fotografie preparatéw wykonywatam przy uzyciu kamery, z wykorzystaniem oprogramowania
ZEN 2.6. Doswiadczenie przeprowadzitam w trzech niezaleznych powtdérzeniach dla wszystkich
badanych linii komérkowych. Kazdorazowo wykonywatam minimum 3-4 zdjecia, a intensywnos¢
fluorescencji UAs, QDs i QDs-UAs wyznaczatam na ich podstawie z wykorzystaniem

oprogramowania ImageJ.

5.2.4. Okreslenie mechanizmu wnikania QDs-UAs do komérek nowotworowych i prawidtowych

Zawiesine komoérek nowotworowych (H460 i HCT116), znajdujgcych sie w logarytmicznej
fazie wzrostu, wysiewatam na 60 mm ptytkach Petriego ze szkietkiem nakrywkowym w iloSci
10% komoérek w 3 mL pozywki. Po 24 h komorki preinkubowatam z: pozywkg bez inhibitora
(kontrola), w 4 °C, 5 yM Cytochalazyny D, 30 uM Amilorydu, 80 yM Dynasoru, 25 yM Pitstop 2,
1,5uM Filipiny Il przez 30 minut, a nastepnie dodawatam QDzielone-C-2028, w stezeniu
odpowiadajgcym wartosci 1Cso i inkubowatam przez kolejne 4 h. Preparaty ogladatam
z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego (ZEISS LSM T-PMT,; obiektyw 63x) w trybie
fluorescencyjnym (wzbudzenie i emisja poszczegodlnych filtrow taka jak w punkcie 5.2.3.)
Doswiadczenie przeprowadzitam w trzech niezaleznych powtérzeniach dla nowotworowych
(H460 oraz HCT116) oraz prawidtowych (MRC-5) linii komérkowych. Kazdorazowo wykonywatam
minimum 3-4 zdjecia, a intensywno$¢ fluorescencji pochodzgcej od badanych koniugatéow

wyznaczatam przy uzyciu oprogramowania ImageJ.
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5.2.5. Wewnatrzkomdrkowa lokalizacja QDs-UAs

Zawiesine komoérek nowotworowych oraz prawidtowych, w logarytmicznej fazie wzrostu,
wysiewatam na 60 mm ptytki Petriego ze sterylnym szkietkiem nakrywkowym w ilo$ci:
o dla komérek nowotworowych (H460/HCT116): kontrola, QDs (10° komérek); UAs,
QDs-UAs (10% komorek),
e dla komérek prawidtowych (MRC-5/CCD 841 CoN): kontrola, QDs (4-105 komorek);
UAs, QDs-UAs (108 komorek)
w 5 mL pozywki. Po 24 h preinkubacji komérek dodatam roztwory QDs, UAs oraz QDs-UAs,
w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICso, a nastepnie komérki poddatam 72 h inkubacji. Po
uptywie tego czasu, celem wybarwienia organelli komérkowych, dodatam barwniki: LysoTracker
Red DND-99 (Invitrogen™, USA; wzbudzenie 578 nm, emisja — 589 nm) oraz MitoTracker Green
FM (Invitrogen™, USA; wzbudzenie 490 nm, emisja—512 nm). Komérki z tymi barwnikami
inkubowatam przez 15 min w stezeniu koAcowym po 200nM w inkubatorze (warunki
standardowe). Po uptywie tego czasu przenositam szkietko nakrywkowe na szkietko podstawowe
i ogladatam przy uzyciu mikroskopu konfokalnego (ZEISS LSM T-PMT; obiektyw 63x). Preparaty
oglgdatam w Swietle przechodzacym oraz trybie fluorescencyjnym. Doswiadczenie
przeprowadzitam w trzech niezaleznych powtdrzeniach dla wszystkich badanych linii
komérkowych. Kazdorazowo wykonywatam minimum 3-4 zdjecia, a intensywno$¢ fluorescenc;ji
pochodzgcej od kwasnych organelli (LysoTracker® Red DND-99) wyznaczatam na ich podstawie

Z wykorzystaniem oprogramowania ImageJ.
5.2.6. Analiza dystrybucji komdérek nowotworowych oraz prawidtowych w cyklu zyciowym

Badanie dystrybucji komérek w cyklu zyciowym przeprowadzitam wobec wszystkich
badanych linii komérkowych tj.: H460, HCT116, MRC-5 oraz CCD 841 CoN, w oparciu o analize
zawartosci DNA w komdrkach wybarwionych jodkiem propidyny. Na 100 mm ptytkach Petriego
wysiatam zawiesine komérek w roznej ilosci (Tabela 4.) w 10 mL pozywki, w zaleznos$ci od linii
komorkowej oraz czasu inkubacji. Nastepnie, ptytki takie poddatam 24 h preinkubacji (warunki

standardowe), celem przyklejenia komaérek do podtoza.

Tabela 4. llo§¢ komérek wysiewanych na cykl komérkowy w zaleznosci od linii komoérkowej oraz czasu
inkubacji komorek z badanym wariantem zwigzku UAs, QDs-UAs, w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci
ICs0 (UAS w jego wolnej postaci, wyznaczonego wzgledem nowotworowe;j linii komorkowej)

Czas inkubacji [h]

Linia komérkowa Zwigzek 24 48 72 144
llos¢é wysianych komoérek
H460 Kontrola, QDs 106 5-10° 2-10° 2-10%
HCT116 UAs, QDs-UAs 108 108 108 108
MRC-5 Kontrola, QDs 1,2-108
CCD 841 CoN UAs, QDs-UAs ] ) 1,5:10°

Komoérki inkubowatam z QDs (czerwonymi i zielonymi), zwigzkami C-2028 i C-2045 oraz
koniugatami tych zwigzkéw, zaadsorbowanymi na powierzchni QDs w stezeniach

odpowiadajgcych wartosciom 1Cso zwigzkéw C-2028 i C-2045 w ich wolnej postaci,
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wyznaczonych wobec danej linii nowotworowej. Stezenia kropek kwantowych (QDs) w jakich byty
inkubowane badane komoérki, odpowiadajg za$ wartosciom ICso zwigzkéw C-2028 oraz C-2045
w ich wolnej postaci, ktére odpowiadajg ich stezeniom w koniugatach. Do komérek kontrolnych
dodatam sterylng wode. Komoérki inkubowatam przez: 24, 48, 72 i144 h - dla komorek linii
nowotworowych oraz 72 h - dla komérek linii prawidtowych (warunki standardowe).

Po zakonczonej inkubacji komérek kontrolnych oraz traktowanych badanym wariantem
zwigzku, zlatam pozywke znad komérek do proboéwek typu falcon, komérki przeptukatam 2 mL
zimnego roztworu PBS, po czym dodatam 2 mL niesterylnej trypsyny, w celu odklejenia komorek
od podtoza. Nastepnie, za pomocg licznika Coulter Counter, obliczytam ilos¢ komérek w hodowli.
Do badan kazdorazowo pobieratam po 2:10 komoérek. Po wirowaniu (1000 rpm, 5 min, 4 °C)
zlatam supernatant, a pelet przeptukatam 5 mL zimnego roztworu PBS i znowu wirowatam w tych
samych warunkach. Czynno$¢ te powtdrzytam dwukrotnie. Po ostatnim wirowaniu odessatam
supernatant znad komoérek przy uzyciu pompki wodnej. Nastepnie rozpipetowatam pelet
i dodatam 3 mL zimnego 80% etanolu, w celu utrwalenia komoérek. Tak przygotowane probki
przechowywatam w -20 °C do czasu dalszych analiz przez minimum 12 h.

Po utrwaleniu zawiesine komoérek wirowatam (2000 rpm, 5 min, 4°C), po czym
dwukrotnie ptukatam 5 mL zimnego roztworu PBS (1500 rpm, 5 min, 4 °C). Nastepnie komorki
takie wybarwitam 500 pL roztworu z zestawu PI/RNase Staining Kit (BD Pharmingen)
i inkubowatam przez 15 minut w ciemnosci. Obecno$¢ RNazy A w roztworze barwigcym nie
pozwala na tgczenie sie Pl (jodku propidyny) z RNA, co mogtoby zafatszowac badania. Jodek
propidyny w takich warunkach tgczy sie wiec tylko z DNA. Pomiar intensywnosci fluorescencji
emitowanej przez zwigzany z DNA jodek propidyny prowadzitam z wykorzystaniem cytometru
przeptywowego z oprogramowaniem BD Accuri™ C6 Software Version 1.0.264.21. Dlugosc¢ fali
wzbudzenia dla jodku propidyny wynosi 488 nm, emisji— 617 nm. Kazdorazowo analizie

poddawatam 10000 komoérek.

5.2.7. Badanie zmian w budowie bfony cytoplazmatycznej komoérek ludzkich rakéw ptuc

i okreznicy poddanych dziataniu: UAs, QDs oraz QDs-UAs

Badanie zmian w budowie btony cytoplazmatycznej pod wptywem UAs, QDs i QDs-UAs
przeprowadzitam dla linii nowotworowych (H460 oraz HCT116) z wykorzystaniem komercyjnego
zestawu: FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen, USA). Na 60 mm ptytkach
Petriego wysiewatam zawiesine komodrek, w logarytmicznej fazie wzrostu, w réznej ilosci,
zaleznej od docelowego czasu inkubaciji:

e 24 h—kontrola, QDs, UAs, QDs-UAs (5-10% komoérek),

e 72 h—kontrola, QDs (10° komorek), UAs, QDs-UAs (5-10° komérek),

e 144 h —kontrola, QDs (104 komorek), UAs, QDs-UAs (6-10% komorek)

w 5 mL pozywki. Po 24 h preinkubacji komérek do ptytek dodawatam badane roztwory zwigzkdw,
w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICso, a nastepnie inkubowatam je przez 24, 72 i 144 h. Po
uptywie okreslonego czasu inkubacji zlewatam pozywke znad komoérek, po czym przeptukiwatam

je 0,5 mL PBS i odklejatam za pomocg 0,5 mL trypsyny. Do dalszych etapow kazdorazowo
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pobieratam po 10 komorek. Nastepnie wirowatam dwukrotnie komorki (1000 rpm, 5 min, 4 °C)
i plukatam je 5 mL PBS. Po ostatnim wirowaniu, odsysatam supernatant znad komoérek przy
uzyciu pompki wodnej. Komorki zawieszatam w mieszaninie barwigcej (wedtug zalecen
producenta: w 100 pL 1x buforu wigzgcego (Binding Buffer), 5 yL FITC Annexin V oraz 5 pL PI
i inkubowatam w ciemnosci przez 15 minut. Po skonczonym czasie inkubacji do prébek
dodawatam po 400 uL 1x buforu wigzgcego, a nastepnie poddawatam je analizie cytometryczne;.
Pomiar intensywnosci fluorescencji emitowanej przez FITC Annexin V (dtugos¢ fali wzbudzenia:
494 nm, emisji—520nm) oraz Pl (dlugos¢ fali wzbudzenia: 488 nm, emisji— 617 nm)
prowadzitam z wykorzystaniem cytometru przeptywowego z oprogramowaniem BD Accuri™ C6

Software Version 1.0.264.21. Kazdorazowo analizie poddawatam 10000 komérek.

5.2.8. Oznaczanie zmian mitochondrialnego potencjatu btonowego A¥n, w komérkach ludzkich

rakéw ptuc i okreznicy poddanych dziataniu: UAs, QDs oraz QDs-UAs

Oznaczanie zmian mitochondrialnego potencjatu btonowego AWm w nowotworowych
komorkach linii H460 oraz HCT116 pod wplywem UAs, QDs i QDs-UAs przeprowadzitam
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu: Mitochondrial Membrane Potential Detection JC-1 Kit
(BD Pharmingen, USA). llos¢ komorek, czas inkubaciji oraz stosowane stezenia byly takie same
jak opisane w punkcie 5.2.7. Po skohAczonym okresie inkubacji przeptukiwatam komérki 0,5 mL
PBS, a nastepnie odklejatam je przy pomocy 0,5 mL trypsyny. Do dalszych etapow kazdorazowo
pobieratam po 10% komoérek. Nastepnie wirowatam komérki (400 g, 5 min, 23 °C), odessatam
supernatant, a pelet zawieszatam w 0,5 mL roztworu working solution (wedlug zalecen
producenta: 5 uL barwnika JC-1 i 0,495 mL 1x buforu) i inkubowatam przez 15 min. w 37 °C
w inkubatorze. Nastepnie ponownie zwirowatam komarki w tych samych warunkach i dwukrotnie
ptukatam je w 1x buforze (pierwsze ptukanie: 2 mL 1x buforu, drugie ptukanie w1 mL). Po
ostatnim ptukaniu odessatam supernatant, a pelet zawieszatam w 0,450 mL 1x buforu
i poddawatam analizie cytometrycznej. Pomiar intensywnosci fluorescencji emitowanej przez
JC-1 (dtugos¢ fali wzbudzenia: 488 nm, emisji: dla monomeréw, obecnych w komdrkach
apoptotycznych — 527 nm; dla agregatéow, obecnych w zdrowych komédrkach —590 nm)
prowadzitam z wykorzystaniem cytometru przeptywowego z oprogramowaniem BD Accuri™ C6

Software Version 1.0.264.21. Kazdorazowo analizie poddawatam 10000 komoérek.

5.2.9. Badanie procesu starzenia komérkowego w nowotworowych liniach komérkowych

Badanie indukcji przyspieszonego procesu starzenia komoérkowego pod wptywem UAs,
ich koniugatéw z QDs, a takze nieobsadzonych QDs przeprowadzitam dla nowotworowych linii
komoérkowych (H460, HCT116) z zastosowaniem X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolylo-p-D-
galaktopiranozyd), bedgcego substratem enzymu SA-B-galaktozydazy. Na 60 mm ptytkach
Petriego, ze sterylnym szkietkiem nakrywkowym, wysiewatam rézng ilos¢ komorek, zalezng od
docelowego czasu inkubaciji:

e 72 h—kontrola, QDs (5-10* komoérek), UAs, QDs-UAs (5:105 komorek),
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e 120 h — kontrola, QDs (3:10* komorek), UAs, QDs-UAs (6-10° komoérek),

e 144 h —kontrola, QDs (2:10* komorek), UAs, QDs-UAs (8105 komérek)
w 5 mL pozywki. Po 24 h preinkubacji komoérek dodawatam do ptytek badane roztwory zwigzkéw,
w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICgo, a nastepnie inkubowatam komorki przez okreslong
liczbe godzin. Po uptywie okreslonego czasu inkubacji odsysatam pozywke znad komorek, po
czym przeptukiwatam je trzykrotnie cieptym PBS o pH 7,2. Nastepnie komorki zalewatam 5 mL
mieszaniny roztworu utrwalajgcego (Fixative Solution: 0,5 mL 2% glutaraldehydu, 0,5 mL 20%
formaldehydu oraz 4 mL PBS pH 7,2), po czym inkubowatam je przez 5 min w temperaturze
pokojowej. Po uptywie tego czasu odessatam roztwér utrwalajgcy znad komorek, przeptukatam
je dwukrotnie 5 mL cieptego PBS pH 6,0 i przeniostam pokryte komérkami szkietko nakrywkowe
na 35 mm plytke Petriego. Komérki zalatam 2 mL roztworu barwigcego (Staining Solution: 5 mM
KsFe(CN)s, 5 mM KsFe(CN)s, 2 mM MgClz, 40 MM Na:HPO4, 150 mM NacCl) zawierajgcego
X-Gal o stezeniu koncowym 1 mg-mL-* (0,2 mL roztworu X-Gal (10 mg-mL-) oraz 1,8 mL Staining
Solution). Po 12-16 h inkubacji komérek w temperaturze 37 °C, w inkubatorze bez dostepu COx,
przeptukatam je dwukrotnie 2 mL cieptego roztworu PBS pH 7,2 i oglgdatam przy pomocy
mikroskopu (OLYMPUS BX60) przy powigkszeniu 200x w Swietle przechodzgcym. Fotografie
preparatéw wykonatam dzieki kamerze, stosujgc oprogramowanie Studio Lite. Doswiadczenie
przeprowadzitam w trzech niezaleznych powtérzeniach. Kazdorazowo wykonywatam minimum

3-4 zdjecia, z ktérych zliczatam wszystkie komorki.

5.2.10. Analiza poziomu biatek metodg Western blotting

5.2.10.1. Przygotowanie lizatow komdérkowych

Zawiesing nowotworowych i prawidtowych komaérek, znajdujgcych sie w logarytmiczne;j
fazie wzrostu, wysiewatam w 100 mm ptytkach Petriego. llos¢ komorek, czas inkubacji oraz
stosowane stezenia byly analogiczne jak w punkcie 5.2.6. (bez punktu czasowego 48 h). Po
zakonczonej inkubacji zbieratam pozywke do probéwek typu falcon, a komérki zdrapywatam przy
pomocy zdrapywacza. Nastepnie, wirowatam komérki (1000 rpm, 5 min, 4 °C) i ptukatam je
dwukrotnie 5 mL zimnego PBS. Otrzymany osad komoérek zawieszatam w 50 pL buforu
lizujgcego, w sktad ktérego wchodzit bufor RIPA 1x (Abcam, USA) oraz inhibitory fosfataz
i proteaz (Roche, Niemcy). Zawiesine komérek przenositam do eppendorféw umieszczonych na
lodzie i inkubowatam je przez 25 minut, mieszajgc probki na worteksie co 5 minut. Po
zakonczonej inkubacji wirowatam lizaty (14 000 rpm, 15 min, 4 °C), a otrzymany supernatant
przechowywatam do czasu kolejnych badan w temperaturze -80 °C. Przed analizg Western
blotting oznaczatam stezenie biatka w poszczegdlnych probkach metodg Bradford, stosujac

w tym celu Bio-Rad Protein Assay dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA).
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5.2.10.2. Elektroforeza SDS-PAGE

Prébki zawierajgce odpowiednig ilos¢ biatka catkowitego (20 pg) mieszatam z réwng
objetoscig barwnika do nanoszenia probek na zel (Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, USA) oraz
2-merkaptoetanolu (Sigma, Niemcy), przygotowanego wedtug proporcji: 19:1). Tak przygotowane
probki denaturowatam w temperaturze 100 °C przez 5 minut, a po ich ostygnieciu - wirowatam
(1000 rpm, 1 min, 4 °C). Do czasu dalszych analiz (naniesienia na zel poliakrylamidowy 8—16%
Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 15-well; Bio-Rad, USA) probki przechowywatam
w temperaturze -80 °C. Elektroforeze prowadzitam przez 15 minut w 90 V, a nastepnie przez

50 minut w 120 V w buforze do elektroforezy poliakrylamidowej.

5.2.10.3. Immunoblotting (immunobarwienie)

Transfer biatek z zelu poliakrylamidowego na btone nitrocelulozowg, przeprowadzatam
wykorzystujgc metode tzw. elektrotransferu potsuchego. Transfer biatek, po uprzednim
namoczeniu zelu, btony oraz papieru filtracyjnego w buforze do elektrotransferu biatek,
prowadzitam przez 40 min przy napieciu wynoszgcym 10 V. Nastepnie blokowatam miejsca, do
ktérych mogtyby wigzaé sie niespecyficznie przeciwciata, poprzez umieszczenie btony w buforze
blokujgcym (EveryBlot Blocking Buffer; Bio-Rad, USA) na kotysce laboratoryjnej w temperaturze
pokojowej przez 5 minut. W kolejnym etapie btone takg ptukatam 6-krotnie przez 5 min w buforze
TBST, po czym inkubowatam jg z przeciwciatem pierwszorzedowym zawieszonym w buforze
TBST z mlekiem w proszku bgdz BSA (Tabela 2.) przez noc na kotysce laboratoryjnej
w temperaturze 4 °C. Po zakonczonej inkubacji btone nitrocelulozowa ponownie pilukatam
6-krotnie przez 5 min w buforze TBST, a nastepnie inkubowatam z odpowiednim przeciwciatem
drugorzedowym skoniugowanym z peroksydazg chrzanowg w buforze TBST z dodatkiem 0,5%
mleka w proszku w temperaturze pokojowej przez 1,5 h na kotysce. Detekcje biatek na bfonie
przeprowadzitam wykorzystujgc substrat chemiluminescencyjny dla peroksydazy chrzanowej
(zestaw: SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate; ThermoFisher Scientific,
USA) z wykorzystaniem Bio-Rad ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, USA). W celu
sprawdzenia rownomiernego napetnienia studzienek okreslatam poziom B-aktyny. Relatywny
poziom poszczegodlnych biatek okreslatam z wykorzystaniem oprogramowania Image Lab 6.0.1.
(Bio-Rad, USA).

5.2.11. Badanie zdolnosci niesymetrycznych bisakrydyn skoniugowanych z kropkami
kwantowymi do nieodwracalnego zahamowania proliferacji w nowotworowych liniach

komoérkowych

Zawiesine komérek nowotworowych linii H460 oraz HCT116 wysiewatam w 6-dotkowe;j
ptytce w ilosci 1,5-10° komérek w 3 mL pozywki (dla komérek kontrolnych oraz poddanych
inkubacji z QDs ich ilos¢ zalezata od czasu inkubacji: 24 h—-1,5-105 72 h-5-10* oraz

144 h - 10%. Po 24 h preinkubacji do komoérek dodawatam zwigzki w stezeniu koncowym
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odpowiadajgcym wartosci ICso i inkubowatam je przez 24, 72 i 144 h. Po zakonczonym okresie
inkubacji, odklejatam komaérki za pomoca trypsyny i wysiewatam po 250 komoérek na nowej plytce
6-dotkowej, a nastepnie poddawatam je 14-dniowej postinkubacji. Nastepnie odessatam pozywke
znad komoérek, po czym przeptukiwatam komoérki 1 mL cieptego 0,9% roztworu chlorku sodu
(NaCl) przez 5 minut, suszytam oraz utrwalatam komorki w 96% roztworze etanolu przez
10 minut. Po wysuszeniu, komorki barwitam roztworem Giemsa (rozcienczonym w wodzie
w stosunku 1:20) przez 10 minut, a nastepnie ptukatam je kilkukrotnie wodg redestylowang.
Wysuszone plytki z wybarwionymi koloniami skanowatam, a nastepnie obliczatam ilos¢ kolonii.

Przedstawione dane liczbowe dotyczg ,duzych kolonii”, bez tzw. ,kolonii satelitarnych”.

5.2.12. Okreslenie zdolnosci UAs, QDs oraz koniugatéw QDs-UAs do generowania reaktywnych

form tlenu (ROS) w komérkach ludzkich rakéw okreznicy i ptuc

Tworzenie sie reaktywnych form tlenu pod wptywem UAs, ich koniugatéw z QDs, a takze
nieobsadzonych QDs przeprowadzitam dla nowotworowych linii komoérkowych (H460, HCT116)
z zastosowaniem barwnika CM-H2DCFDA. Zawiesine komorek, w logarytmicznej fazie wzrostu
(w ilosci 3-10°) wysiewatam na 35 mm ptytkach Petriego w 2 mL pozywki. Po 24 h preinkubaciji
komérek dodawatam do plytek badane roztwory zwigzkéw, w stezeniu odpowiadajgcemu
wartosci ICso, a nastepnie inkubowatam je przez: 1, 3, 6 i 24 h. Po uptywie okreslonego czasu
inkubacji wymieniatam pozywke na $wiezg (bez FBS) i dodawatam barwnik CM-H.DCFDA
w stezeniu koncowym wynoszacym 2 uM, a nastepnie inkubowatam komoérki przez 30 minut
w ciemnosci w inkubatorze. Po uplywie tego czasu odsysatam pozywke znad komoérek
i odklejatam je 600 pL niesterylnej trypsyny. Po odklejeniu komoérek zawieszatam je w 400 uL
Swiezej pozywki (bez FBS), przenositam do probdéwek cytometrycznych i dodawatam barwnik
7-AAD (w stezeniu koncowym wynoszacym 0,8 ug-mL-1), w celu znakowania péznych komaérek
apoptotycznych. Probdéwki cytometryczne do czasu analizy byty umieszczone w lodzie.
Eksperymentalnie wyznaczytam stezenie i czas inkubacji dla komérek kontrolnych (kontrola
pozytywna) traktowanych H202. Dla linii komoérkowej H460 oraz HCT116, maksymalng
intensywnos¢ fluorescencji pochodzacg od CM-H:DCFDA, obserwowatam dla komoérek
inkubowanych z 50 yM H20:2 przez 3 h. Pomiar intensywnosci fluorescencji emitowanej przez
barwniki prowadzitam 2z wykorzystaniem cytometru przeptywowego 2z oprogramowaniem
BD AccuriTM C6 Software Version 1.0.264.21. Diugos¢ fali wzbudzenia dla CM-H.DCFDA
wynosi 492—-495 nm, emisji — 517-527 nm, natomiast dla 7-AAD odpowiednio: 546 i 647 nm.

Kazdorazowo analizie poddawatam 8000 komorek.

5.2.13. Okreslenie aktywnosci przeciwnowotworowej UAS, QDczerwonych 0raz QDczerwonych-UAS

in vivo

Badania na zwierzetach zostaty przeprowadzone w Tréjmiejskiej Akademickiej
Zwierzetarni Doswiadczalnej pod kierunkiem dr Grazyny Peszynskiej-Sularz zgodnie

z protokotem, zatwierdzonym przez Lokalng Komisje Etyczng. Aktywnos¢ invivo C-2028,
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C-2045, QDczerwonych, QDczerwonych-C-2028 oraz QDczerwonych-C-2045 oceniano
w ksenoprzeszczepach guza HCT116 unagich myszy Crl:Nu-Foxnlnu. 10% komorek linii
HCT116 wstrzyknieto podskérnie pod prawg przednig pache 5-tygodniowych nagich myszy.
Kiedy objeto$¢ guza osiggata wartos¢ okoto 100 mm3 myszy zostaty losowo podzielone na 7 grup:
po 11 na grupe oraz dodatkowo 5 myszy dla grupy kontrolnej. Badane zwigzki w 5% roztworze
glukozy byty wstrzykiwane przez zyte ogonowa dwa razy w tygodniu w nastepujgcych dawkach:
UAs (C-2028 oraz C-2045) — 2 mg/kg masy ciata, QDczerwone — 8 mg/kg masy ciata, QDczerwone-UAS
(QDczerwone-C-2028 oraz  QDczerwone-C-2045) —2 mg/kg masy ciata, irynotekan (kontrola
pozytywna) — 10 mg/kg masy ciata oraz 5% roztwor glukozy (kontrola). Objeto$¢ guza i masa
ciata myszy byly rejestrowane trzy razy w tygodniu przez okres trwania catego eksperymentu.

Objetos¢ guza obliczono wedtug wzoru: V [mm?3] = 0,5-dlugo$¢-szerokosé-szerokose.

5.2.14. Analiza statystyczna wynikéw

Wszystkie eksperymenty, zaprezentowane w niniejszej pracy, ktorych wyniki
przedstawitam jako $rednig wraz z odchyleniem standardowym (SD) zostaty wykonane minimum
trzykrotnie. Dla oceny rdznic pomiedzy dwoma niezaleznymi parametrami zastosowatam test
t-Studenta, w ktérym przyjetam istotng réznice statystyczng przy wartosciach: * p < 0,05,
*p<0,01, ** p<0,001.

130


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wykaz literatury

WYKAZ LITERATURY

Adrie C., Bachelet M., Vayssier-Taussat M. , Russo-Marie F., Bouchaert I., Adib-Conquy M.,
Cavaillon J-M. , Pinsky M. R., Dhainaut J-F., Polla B. S. Mitochondrial Membrane Potential and
Apoptosis Peripheral Blood Monocytes in Severe Human Sepsis. American Journal of
Respiratory and Critical Care Medicine. 2000, 164, 3.

Albanese A., Chan W. C. Effect of gold nanoparticle aggregation on cell uptake and toxicity. ACS
Nano. 2011, 5, 7, 5478-5489.

Albanese A., Tang P. S., Chan W. C. W. The Effect of Nanoparticle Size, Shape, and Surface
Chemistry on Biological Systems. Annual Review of Biomedical Engineering. 2012, 14, 1-16.

Ashok B. T., Tadi K., Banerjee D., Konopa J., latropoulos M., Tiwari R. K. Pre-clinical toxicology
and pathology of 9-(2'-hydroxyethylamino)-4-methyl-1-nitroacridine (C-1748), a novel anti-cancer
agent in male Beagle dogs. Life Sciences. 2006, 78, 14, 1334-1342.

Assa F., Jafarizadeh-Malmiri H., Ajamein H., Vaghari H., Anarjan N., Ahmadi O., Berenijian A.
Chitosan magnetic nanopatrticles for drug delivery systems. Critical Reviews in Biotechnology.
2016, 37, 4, 492-509.

Augustin E., Czubek B., Nowicka A. M., Kowalczyk A., Stojek Z., Mazerska Z. Improved
cytotoxicity and preserved level of cell death induced in colon cancer cells by doxorubicin after its
conjugation with ironoxide magnetic nanoparticles. Toxicology in vitro. 2016, 33, 45-53.

Banks-Schlegel S. P., Gazdar A. F., Harris C. C. Intermediate Filament and Cross-Linked
Envelope Expression in Human Lung Tumor Cell Lines. Cancer Research. 1985, 45, 1187-1197.

Barrera G., Serpe L., Celegato F., Coisson M., Martina K., Canaparo R., Tiberto P. Surface
modification and cellular uptake evaluation of Au-coated Ni80Fe20 nanodiscs for biomedical
applications. Interface Focus. 2016, 6: 20160052.

Behzadi S., Serpooshan V., Tao W., Hamaly M. A., Alkawareek M. Y., Dreaden E. C., Brown D.,
Alkilany A. M., Farokhzad O. C., Mahmoudi M. Cellular uptake of nanoparticles: journey inside
the cell. Chemical Society Reviews. 2017, 46, 14, 4218-4244.

Benmerah A., Lamaze C. Clathrin-coated Pits: Vive La Différence? Traffic. 2007, 8, 970-982.

Brattain M. G., Fine W. D., Khaled F. M., Thompson J., Brattain D. E. Heterogeneity of malignant
cells from a human colonic carcinoma. Cancer Research. 1981, 41, 201-209.

Buzea C., Pacheco l. I., Robbie K. Nanomaterials and nanoparticles: Sources and toxicity.
Biointerphases. 2007, 2, 4.

Bwatanglang |. B., Mohammad F., Yusof N. A,, Abdullah J., Alitheen N. B., Hussein M. Z.,
Abu N., Mohammed N. E., Nordin N., Zamberi N. R., Yeap S. K. In vivo tumor targeting and anti-
tumor effects of 5-fluororacil loaded, folic acid targeted quantum dot system. Journal of Colloid
and Interface Science. 2016, 480, 146-158.

Castro Neto A. H.,, Guinea F., Peres N. M. R., Novoselov K. S., Geim A.K. The electronic
properties of graphene. Reviews of Modern Physics. 2009, 81, 109-162.

Chan J. M., Valencia P. M., Zhang L., Langer R., Farokhzad O. C. Polymeric nanoparticles for
drug delivery. Methods in Molecular Biology. 2010, 624, 162-175.

Chithrani B. D., Chan W. C. W. Elucidating the mechanism of cellular uptake and removal of
protein-coated gold nanoparticles of different sizes and shapes. Nano letters. 2007, 6, 1542-1550.

Chithrani B. D., Ghazani A. A., Chan W. C. W. Determining the Size and Shape Dependence of
Gold Nanoparticle Uptake into Mammalian Cells. Nano Letters. 2006, 6, 4, 662-668.

Cho K., Wang X., Nie S., Chen Z. G., Shin D. M. Therapeutic nanopatrticles for drug delivery in
cancer. Clinical Cancer Research. 2008, 14, 5, 1310-1316.

Chotody W. M., Horowska B., Paradziej-tukowicz J., Martelli S., Konopa J. Structure—Activity
Relationship for Antineoplastic Imidazoacridinones: Synthesis and Antileukemic Activity in Vivo.
Journal of Medicinal Chemistry. 1996, 39, 5, 1028-1032.

131


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wykaz literatury

Cocucci E., Aguet F., Boulant S., Kirchhausen T. The first 5 seconds in the life of a clathrin coated
pit. Cell. 2012, 150, 3, 495-507.

Crowley L. C., Christensen M. E., Waterhouse N. J. Measuring Survival of Adherent Cells with
the Colony-Forming Assay. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2016.

Daniels T. R., Delgado T., Helguera G., Penichet M. L. The transferrin receptor part Il: targeted
delivery of therapeutic agents into cancer cells. Clinical Immunology. 2006, 121, 2, 159-176.

Darzynkiewicz Z., Huang, X., Zhao H. Analysis of cellular DNA content by flow cytometry. Current
protocols in immunology. 2017, 119, 1, 5.7.1-5.7. 20.

Dausend J., Musyanovych A., Dass M., Walther P., Schrezenmeier H., Landfester K.,
Mailander V. Uptake Mechanism of Oppositely Charged Fluorescent Nanopatrticles in HeLa Cells.
Macromolecular Bioscience. 2008, 8, 12, 1135-1143.

Dawson K. A., Salvati A., Lynch |. Nanotoxicology: nanoparticles reconstruct lipids. Nature
Nanotechnology. 2009, 4, 2, 84-85.

Dayem A. A., Hossain M. K., Lee S. B., Kim K., Saha S. K., Yang G-M. , Choi H. Y., Cho S-G.
The Role of Reactive Oxygen Species (ROS) in the Biological Activities of Metallic Nanopatrticles.
International Journal of Molecular Sciences. 2017, 18, 1.

Deng J., Gao C. Recent advances in interactions of designed nanoparticles and cells with respect
to cellular uptake, intracellular fate, degradation and cytotoxicity. Nanotechnology. 2016, 27, 41.

Deserno M. Elastic deformation of a fluid membrane upon colloid binding. Physical Review E.
2004, 69, 3.

Dey N. S., Rao M. E. B. Quantum Dot: Novel Carrier for Drug Delivery. International Journal of
Research in Pharmaceutical and Biomedical Sciences. 2011, 2, 2.

Dimri G. P., Lee X., Basile G., Acosta M., Scott G., Roskelley C., Medrano E. E., Linskens M.,
Rubelj I., Pereira-Smith O. A biomarker that identifies senescent human cells in culture and in
aging skin in vivo. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1995, 92, 20, 9363-9367.

Ding C., Tong L., Feng J., Fu J. Recent Advances in Stimuli-Responsive Release Function Drug
Delivery Systems for Tumor Treatment. Molecules. 2016, 21, 12, 1715.

Doherty G. J., McMahon H. T. Mechanisms of Endocytosis. Annual Review of Biochemistry.
2009, 78, 857-902.

Engelberg S., Modrejewski J., Walter J. G., Livney Y. D., Assaraf Y. G. Cancer cell-selective,
clathrin-mediated endocytosis of aptamer decorated nanoparticles. Oncotarget. 2018, 9, 20993~
21006.

Erdem J. S., Skaug V., Bakke P., Gulsvik A., Haugen A., Zienolddiny S. Mutations in TP53
increase the risk of SOX2 copy number alterations and silencing of TP53 reduces SOX2
expression in non-small cell lung cancer. BMC cancer. 2016, 16, 1, 16-28.

Evan G., Vousden K. Proliferation, cell cycle and apoptosis in cancer. Nature. 2001, 411, 342—
348.

Fan J., Yin J.-J., Ning B., Wu X., Hu Y., Ferrari M., Anderson G..J., Wei J., Zhao Y., Nie G. Direct
evidence for catalase and peroxidase activities of ferritin-platinum nanoparticles. Biomaterials.
2011, 32, 1611-1618.

Ferreira A. P. A., Boucrot E. Mechanisms of Carrier Formation during Clathrin-Independent
Endocytosis. Trends in Cell Biology. 2018, 28, 3, 188-200.

Foroozandeh P., Aziz A. A. Insight into Cellular Uptake and Intracellular Trafficking of
Nanoparticles. Nanoscale Res Lett. 2018, 13, 339.

Geim A. K., Novoselov K. S. The rise of graphene. Nature Materials. 2007, 6, 183—191.

Gerweck L. E., Seetharaman K. Cellular pH gradient in tumor versus normal tissue: potential
exploitation for the treatment of cancer. Cancer Research. 1996, 56, 1194-1198.

Gniazdowski M., Filipski J., Chorgzy M. Nitracrine. Hahn F. E. Mechanism of Action of
Antieukaryotic and Antiviral Compounds. 1979, 5, 2.

132


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wykaz literatury

Goodman C. M., McCusker C. D., Yilmaz T., Rotello V. M. Toxicity of gold nanoparticles
functionalized with cationic and anionic side chains. Bioconjugate Chemistry. 2004, 15, 4, 897-
900.

Gustafson H. H., Holt-Casper D., Grainger D. W., Ghandehari H. Nanoparticle Uptake: The
Phagocyte Problem. Nano Today. 2015, 10, 4, 487-510.

Gustavsson B., Carlsson G., Machover D., Petrelli N.,, Roth A, Schmoll H. J., Tveit K. M.,
Gibson F. A review of the evolution of systemic chemotherapy in the management of colorectal
cancer. Clinical colorectal cancer. 2015, 14, 1, 1-10.

Hassinger J. E., Oster G., Drubin D. G., Rangamani P. Design principles for robust vesiculation
in clathrin-mediated endocytosis. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2017, 114,
7,E1118-E1127.

Hervault A., Dunn A. E., Lim M., Boyer C., Mott D., Maenosono S., Thanh N. T. K. Doxorubicin
loaded dual pH- and thermo-responsive magnetic nanocarrier for combined magnetic
hyperthermia and targeted controlled drug delivery applications. Nanoscale. 2016, 8, 12152-
12161.

Hillaireau H., Couvreur P. Nanocarriers’ entry into the cell: relevance to drug delivery. Cellular
and Molecular Life Sciences. 2009, 66, 17, 2873—2896.

Husseini G. A., Pitt W. G. Micelles and nanoparticles for ultrasonic drug and gene delivery.
Advanced Drug Delivery Reviews. 2008, 60, 1137-1152.

Hutter E., Boridy S., Labrecque S., Lalancette-Hebert M., Kriz J., Winnik F. M., Maysinger D.
Microglial Response to Gold Nanoparticles. Acs Nano. 2010, 4, 5, 2595-2606.

Isambert N., Campone M., Bourbouloux E., Drouin M., Major A., Yin W., Loadman P., Capizzi R.,
Grieshaber C., Fumoleau P. Evaluation of the safety of C-1311 (SYMADEX) administered in a
phase 1 dose escalation trial as a weekly infusion for 3 consecutive weeks in patients with
advanced solid tumours. European Jouranal of Cancer. 2010, 46, 4, 729-734.

Jacobs J. P. Characteristics of a human diploid cell designated MRC-5. Nature. 1970, 227, 168-
170.

Karimi M., Ghasem A., Sahandi Zangabad P., Rahighi R., Moosavi Basri S. M., Mirshekari H.,
Amiri M., Shafaei Pishabad Z., Aslani A., Bozorgomid M., Ghosh D., Beyzavi A., Vaseghi A.,
Aref A. R., Haghani L., Bahrami S., Hamblin M. R. 2016. Smart micro/nanoparticles in stimulus-
responsive drug/gene delivery systems. Chemical Society Reviews. 2016, 451, 5, 457-501.

Kesharwani P., Jain K., Jain N. K. 2014. Dendrimer as nanocarrier for drug delivery. Progress in
Polymer Science. 2014, 39, 2, 268-307.

Kim E. Y., Schulz R., Swantek P., Kunstman K., Malim M. H., Wolinsky S. M. Gold nanoparticle-
mediated gene delivery induces widespread changes in the expression of innate immunity genes.
Gene Therapy. 2012, 9, 3, 347-353.

Kiss A. L., Botos E. Endocytosis via caveolae: alternative pathway with distinct cellular
compartments to avoid lysosomal degradation? Journal of Cellular and Molecular Medicine. 2009,
13,7, 1228-1237.

Kong F.-Y., Zhang J.-W., Li R.-F., Wang Z.-X., Wang W.-J., Wang W. Unigue Roles of Gold
Nanoparticles in Drug Delivery, Targeting and Imaging Applications. Molecules. 2017, 22, 9.

Konopa J., Horowska B., Paluszkiewicz E., Borowa-Mazgaj B., Augustin E., Skwarska A.,
Mazerska Z. 2017. Asymmetric bis-acridines with antitumor activity and use thereof. European
Patent No. EP 3 070 078 B1, 04.10.2017. 2017.

Konopa J., Horowska B., Paluszkiewicz E., Borowa-Mazgaj B., Augustin E., Skwarska A.,
Mazerska Z. Asymetric bis-acridines with antitumour activity and their uses. US Patent No.
10,202,349, B2, February 12, 2019. 2019.

KoulL., SunJ., ZhaiY., HeZ. The endocytosis and intracellular fate of nanomedicines:
Implication for rational design. Asian Journal of Pharmaceutical Sciences. 2013, 8, 1, 1-10.

Kowalski S., Ha¢ S., Wyrzykowski D., Zauszkiewicz-Pawlak A, Inkielewicz-Stepniak I. Selective
cytotoxicity of vanadium complexes on human pancreatic ductal adenocarcinoma cell line by

133


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wykaz literatury

inducing necroptosis, apoptosis and mitotic catastrophe process. Oncotarget. 2017, 8, 36, 60324-
60341.

Kukowska-Latallo J. F., Candido K. A., Cao Z., Nigavekar S. S., Majoros I. J., Thomas T. P.,
Balogh L. P., Khan M. K., Baker J. R. Nanoparticle Targeting of Anticancer Drug Improves
Therapeutic Response in Animal Model of Human Epithelial Cancer. Cancer Research. 2005, 65,
12.

Lazaro-Carrillo A., Calero M., Aires A., Cortajarena A. L., Simdes B. M., Latorre A., Somoza A,
Clarke R. B., Miranda R., Villanueva A. Tailored Functionalized Magnetic Nanoparticles to Target
Breast Cancer Cells Including Cancer Stem-Like Cells. Cancers. 2020, 12, 1397.

Lee J., Chatterjee D. K., Lee M. H., Krishnan S. 2014. Gold nanoparticles in breast cancer
treatment: Promise and potential pitfalls. Cancer Letters. 2014, 347, 46-53.

LiZ., Zhang Y., Zhu D, Li S., Yu X., Zhao Y., Ouyang X., Xie Z., Li L. Transporting carriers for
intracellular targeting delivery via non-endocytic uptake pathways. Drug Delivery. 2017, 24, 2, 45-
55.

Lim J. P., Gleeson P. A. Macropinocytosis: an endocytic pathway for internalising large gulps.
Immunology & Cell Biology. 2011, 89, 8, 836-843.

Mao Z., Zhou X., Gao C. Influence of structure and properties of colloidal biomaterials on cellular
uptake and cell functions. Biomaterials Science. 2013, 1, 896, 896-911.

Matea C. T., Mocan T., Tabaran F., Pop T., Mosteanu O., Puia C., lancu C., Mocan L. Quantum
dots in imaging, drug delivery and sensor applications. International Journal of Nanomedicine.
2017, 12, 5421-5431.

Matysiak-Brynda E., Bujak P., Augustin E., Kowalczyk A., Mazerska Z., Pron A., Nowicka A. M.
Stable nanoconjugates of transferrin with alloyed quaternary nanocrystals Ag—In—-Zn-S as a
biological entity for tumor recognition. Nanoscale. 2018, 10, 1286.

Maynard A. D. Don't define nanomaterials. Nature. 2011, 475, 7354, 31.

Mccarthy D. J., Malhotra M., O’'Mahony A. M., Cryan J. F., O’Driscoll C. M. Nanopatrticles and the
Blood-Brain Barrier: Advancing from In-Vitro Models Towards Therapeutic Significance.
Pharmaceutical Research. 2014, 32, 4.

Meuwissen R., Linn S. C., Linnoila R. |., Zevenhoven J., Mooi W. J., Berns A. Induction of small
cell lung cancer by somatic inactivation of both Trp53 and Rb1 in a conditional mouse model.
Cancer cell. 2003, 4, 3, 181-189.

Mizushima N., Yoshimori T. How to Interpret LC3 Immunoblotting. Autophagy. 2007, 3, 6, 542-
545,

Mosquera J., Garcial., Liz-Marzan L. M. Cellular Uptake of Nanoparticles versus Small
Molecules: A Matterof Size. Accounts of Chemical Research. 2018, 51, 9, 2305-2313.

Mueller C. F., Laude K., McNally J. S., Harrison D. G. Redox mechanisms in blood vessels.
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. 2005, 25, 274-278.

Muhamad N., Plengsuriyakarn T., Na-Bangchang K. Application of active targeting nanoparticle
delivery system for chemotherapeutic drugs and traditional/herbal medicines in cancer therapy: a
systematic review. International Journal of Nanomedicine. 2018, 13, 3921-3935.

Mukherjee A. A Review on Liposomes and Polymeric Nanoparticles as Drug Delivery Vehicles to
the Brain. Molocular Biology&Techniques. 2019, 1, 102.

Munasinghe E., Aththapaththu M., Jayarathne L. Magnetic and Quantum Dot Nanopatrticles for
Drug Delivery and Diagnostic Systems. Colloid Science in Pharmaceutical Nanotechnology.
20109.

Nagai N., Ogata F., Ishii M., Fukuoka Y., Otake H., Nakazawa Y., Kawasaki N. Involvement of
Endocytosis in the Transdermal Penetration Mechanism of Ketoprofen Nanoparticles.
International Journal of Molecular Sciences. 2018, 19, 2138.

Nel A. E., Madler L., VelegolD.,, XiaT., Hoek E. M., Somasundaran P. Understanding
biophysicochemical interactions at the nano—bio interface. Nat Mater. 2009, 8, 7, 543-557.

134


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wykaz literatury

Nishikawa T., Iwakiri N., Kaneko Y., Taguchi A., Fukushima K., Mori H., Morone N., Kadokawa J.
Nitric oxide release in human aortic endothelial cells mediated by delivery of amphiphilic
polysiloxane nanoparticles to caveolae. Biomacromolecules. 2009, 10, 8, 2074-2085.

Oh N., Park J.-H. Endocytosis and exocytosis of nanopatrticles in mammalian cells. International
Journal of Nanomedicine. 2014, 9 (Suppl 1), 51-63.

Okazaki F., Matsunaga N., Okazaki H., Utoguchi N., Suzuki R., Maruyama K., Koyanagi S.,
Ohdo S. Circadian rhythm of transferrin receptor 1 gene expression controlled by c-Myc in colon
cancer-bearing mice. Cancer Research. 2010, 70, 15.

Oser M. G., Niederst M. J., Sequist L. V., Engelman J. A. Transformation from non-small-cell
lung cancer to small-cell lung cancer: molecular drivers and cells of origin. The Lancet Oncology.
2015, 16, 4, e165-e172.

Page A., Ortega A., Alameda J. A., Navarro M., Paramio J. M., Saiz-Pardo M., Almeida E. I.,
Hernandez P., Fernandez-Acefiero M. J., Garcia-Fernandez R. A.,, Casanova M. L. IKKa
Promotes the Progression and Metastasis of Non-Small Cell Lung Cancer Independently of its
Subcellular Localization. Computational and Structural Biotechnology Journal. 2019, 17, 251-262.

Paluszkiewicz E., Horowska B., Borowa-Mazgaj B., Peszyniska-Sularz G., Paradziej-tukowicz J.,
Augustin E., Konopa J., Mazerska Z. Design, synthesis and high antitumor potential of new
unsymmetrical bisacridine derivatives towards human solid tumors, specifically pancreatic
cancers and their unique ability to stabilize DNA G-quadruplexes. European Journal of Medicinal
Chemistry. 2020, 204, 112599.

Panariti A., Miserocchi G., Rivoltal. The effect of nanoparticle uptake on cellular behavior:
disrupting or enabling functions? Nanotechnology, Science and Applications. 2012, 5, 87-100.

Passegué E., Wagers A. J., Giuriato S., Anderson W. C., Weissman |. L. Global analysis of
proliferation and cell cycle gene expression in the regulation of hematopoietic stem and progenitor
cell fates. Journal of Experimental Medicine. 2005, 202, 11, 1599-1611.

Pearson R. M., Hsu H.J., Bugno J., Hong S. Understanding nano-bio interactions to improve
nanocarriers for drug delivery. Organic Nanopatrticles for Drug Delivery and Imaging. 2014, 39, 3,
227-237.

Pelkmans L., Kartenbeck J., Helenius A. Caveolar endocytosis of simian virus 40 reveals a new
two-step vesicular-transport pathway to the ER. Nature Cell Biology. 2001, 3, 473-483.

Peng F., SuY., Zhong Y., HeY. Subcellular distribution and cellular self-repair ability of
fluorescent quantum dots emitting in the visible to near-infrared region. Nanotechnology. 2017,
28.

Pfeffer C. M., Singh A. T. K. Apoptosis: A Target for Anticancer Therapy. International Journal of
Molecular Sciences. 2018, 19, 448.

Piao M. J., Kang K. A., Leel. K., KimH.S., KimS., ChoiJ.Y., ChoiJ., HyunJ. W. Silver
nanoparticles induce oxidative cell damage in human liver cells through inhibition of reduced
glutathione and induction of mitochondria-involved apoptosis. Toxicology Letters. 2011, 201, 92-
100.

Pilch J., Kowalik P., Bujak P., Nowicka A. M., Augustin E. Quantum Dots as a Good Carriers of
Unsymmetrical Bisacridines for Modulating Cellular Uptake and the Biological Response in Lung
and Colon Cancer Cells. Nanomaterials. 2021, 11, 462.

Pilch J., Matysiak-Brynda E., Kowalczyk A., Bujak P., Mazerska Z., Nowicka A. M., Augustin E.
New unsymmetrical bisacridine derivatives non-covalently attached to quaternary quantum dots
improve cancer therapy via enhancing cytotoxicity towards cancer cells and protecting normal
cells. ACS Applied Materials & Interfaces. 2020, 12, 15, 17276-17289.

Piotrowska-Sowinska J. Clinical observations of the Ledakrin effects in treatment of patients with
malignant neoplasms. Materia Medica Polona. 1976, 8, 3, 266-272.

QiuY. LiuY.,Wang L., XulL.,BaiR.,JiY.,WuX., Zhao Y., Li Y., Chen C. Surface chemistry and
aspect ratio mediated cellular uptake of Au nanorods. Biomaterials. 2010, 30, 7606-7619.

Rafiei P., Haddadi A. 2017. Pharmacokinetic Consequences of PLGA Nanoparticles in Docetaxel
Drug Delivery. Pharmaceutical Nanotechnology. 2017, 5, 1.

135


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wykaz literatury

Raja G., Jang Y-K., SuhJ-S., KimH-S., Ahn S.H., Kim T-J. Microcellular Environmental
Regulation of Silver Nanoparticles in Cancer Therapy: A Critical Review. Cancers. 2020, 12, 664.

Rivera G. P., Hihn D, Del Mercato L. L., Sasse D., Parak W.J. Nanopharmacy: Inorganic
nanoscale devices as vectors and active compounds. Pharmacological Research. 2010, 62, 2,
115-125.

Saadat M., Zahednezhad F., Zakeri-Milani P., Heidari H. R., Shahbazi-Mojarrad J., Valizadeh H.
Drug Targeting Strategies Based on Charge Dependent Uptake of Nanoparticles into Cancer
Cells. Journal of Pharmaceutical Sciences. 2019, 22, 191-220.

Sahay G., Alakhova D. Y., Kabanov A. V. Endocytosis of Nanomedicines. Journal of Controlled
Release. 2010, 145, 3, 182-195.

Sato A., Itcho N., Ishiguro H., Okamoto D., Kobayashi N., Kawai K., Kasai H., Kurioka D., Uemura
H., Kubota Y., Watanabe M. Magnetic nanoparticles of Fe304 enhance docetaxel-induced
prostate cancer cell. International Journal of Nanomedicine. 2013, 8, 3151-3160.

Senapati S., Mahanta A. K., Kumar S., Maiti P. Controlled drug delivery vehicles for cancer
treatment and their performance. Signal Transduction and Targeted Therapy. 2018, 3, 7.

Shamloo B. Usluer S. p21 in Cancer Research. Cancers. 2019, 11, 1178.

Sharma A. K., Gothwal A., Kesharwani P., Alsaab H., lyer A.K.,, GuptaU. Dendrimer
nanoarchitectures for cancer diagnosis and anticancer drug delivery. Drug Discovery Today.
2017, 22, 2, 314-326.

Sholl L. M., Aisner D. L., Varella-Garcia M., Berry L. D., Dias-Santagata D., Wistubal. I.,
Chen H., Fujimoto J., Kugler K., Franklin W., lafrate A. J., Ladanyi M., Kris M. G., Johnson B. E.,
Paul P. A., Minna J. D., Kwiatkowski D. J. Multi-institutional oncogenic driver mutation analysis in
lung adenocarcinoma: the lung cancer mutation consortium experience. Journal of Thoracic
Oncology. 2015, 10, 5, 768-777.

Sivandzade F., Bhalerao A., Cucullo L. Analysis of the Mitochondrial Membrane Potential Using
the Cationic JC-1 Dye as a Sensitive Fluorescent Probe. Bio Protocol. 2019, 9, 1.

Smith A. M., Duan H., Mohs A. M., Nie S. Bioconjugated quantum dots for in vivo molecular and
cellular imaging. Advanced Drug Delivery Reviews. 60, 2008, 1226-1240.

Soenen S. J., Rivera-Gil P., Montenegro J-M., Parak W. J., De Smedt S. C. Cellular toxicity of
inorganic nanoparticles: Common aspects and guidelines for improved nanotoxicity evaluation.
Nano today. 2011, 6, 446-465.

Szwed M., Marczak A., Rogalska A., Matusiak A., Jézwiak Z. Rola przeciwciat monoklonalnych
w transporcie lekow. Nowotwory Journal of Oncology. 2010, 60, 5, 442—-450.

Tae-You K., Dong-Wan K., Jae-Yong C., Sang G.S., Sung-Chul K., Dae SeogH., Noe
Kyeong K., Yung-Jue B. Phase | and Pharmacokinetic Study of Genexol-PM, a Cremophor-Free,
Polymeric Micelle-Formulated Paclitaxel, in Patients with Advanced Malignancies. Clinical Cancer
Research. 2004, 10, 11.

Tan M., Wang Y., Song X., Wu Y. Nanomaterials as Therapeutic/lmaging Agent Delivery
Vehicles for Tumor Targeting Theranostics. World Scientific Pub Co Pte Lt. China. 2016, 1-42.

Thompson A. A., Dilworth S., Hay R. J. Isolation and culture of colonic epithelial cells in serum-
free medium. Journal of Tissue Culture Methods. 1985, 9, 2, 117-122.

Valente G., Morani F., Nicotra G., Fusco N., Peracchio C. Titone R., Alabiso O., Arisio R.,
Katsaros D., Benedetto C., Isidoro C. Expression and Clinical Significance of the Autophagy
Proteins BECLIN 1 and LC3 in Ovarian Cancer. BioMed research international. 2014.

Vandana M., Sahoo S. K. Long circulation and cytotoxicity of PEGylated gemcitabine and its
potential for the treatment of pancreatic cancer. Biomaterials. 2010, 35, 9340—9356.

Verdera H. C., Gitz-Francois J. J., Schiffelers R. M., Vader P. Cellular uptake of extracellular
vesicles is mediated by clathrin-independent endocytosis and macropinocytosis. Journal of
Controlled Release. 2017, 266, 100-108.

136


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Wykaz literatury

Wang F., Wang Y. C., Dou S., Xiong M. H., Sun T. M., Wang J. Doxorubicin-tethered responsive
gold nanoparticles facilitate intracellular drug delivery for overcoming multidrug resistance in
cancer cells. ACS Nano. 2011, 5, 5, 3679-3692.

Wang G. Z., Cheng X., Li X. C., Liu Y. Q., Wang X. Q., Shi X., Wang Z-Y., Guo Y-Q., Wen Z. S.,
Huang Y. C., Zhou G. B. Tobacco smoke induces production of chemokine CCL20 to promote
lung cancer. Cancer letters. 2015, 363, 1, 60-70.

Wang S-H., Lee C-W., Chiou A., Wei P-K. Size-dependent endocytosis of gold nanopatrticles
studied by three-dimensional mapping of plasmonic scattering images. Journal of
Nanobiotechnologyvolume. 2010, 8, 33.

Wang X., Sun X., Lao J., He H., Cheng T., Wang M. Multifunctional graphene quantum dots for
simultaneous targeted cellular imaging and drug delivery. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces.
2014, 122, 638-644.

Weissleder R., Kelly K., Sun E.Y., Shtatland T., Josephson L. Cell-specific targeting of
nanoparticles by multivalent attachment of small molecules. Nature Biotechnology. 2005, 23,
1418-1423.

White K. A., Grillo-Hill B. K., Barber D. L. Cancer cell behaviors mediated by dysregulated pH
dynamics at a glance. Journal of Cell Science. 2017, 130, 663-669.

World Health Organization. WHO: World Cancer Report 2014. 2014.

Wu M., Huang S. Magnetic nanopatrticles in cancer diagnosis, drug delivery and treatment
(Review). Molecular and Clinical Oncology. 2017, 7, 738-746.

Yang H., Villani R. M., Wang H., Simpson M. J., Roberts M. S., Tang M., Liang X. The role of
cellular reactive oxygen speciesin cancer chemotherapy. Journal of Experimental & Clinical
Cancer Research. 2018, 37, 266.

Zabielska-Koczywas K., Lechowski R. The Use of Liposomes and Nanoparticles as Drug Delivery
Systems to Improve Cancer Treatment in Dogs and Cats. Molecules. 2017, 22, 12, 2167.

Zhang D.D., Kong Y. Y., SunJ. H., Huo S. J., Zhou M., Gui Y. L., Mu X., ChenH., YuS.Q.,
Xu Q. Co-delivery nanopatrticles with characteristics of intracellular precision release drugs for
overcoming multidrug resistance. International Journal of Nanomedicine. 2017, 12, 2081-2108.

Zhang Y., Nayak T. R., Hong H., Cai W. Graphene: a versatile nanoplatform forbiomedical
applications. Nanoscale. 2012, 4, 3833-3842.

Zhao J., Stenzel M. H. Entry of nanopatrticles into cells: the importance of nanoparticle properties.
Polymer Chemistry. 2018, 9, 259.

Zhou Q., Zhang L., Yang T., Wu H. Stimuli-responsive polymeric micelles for drug delivery and
cancer therapy. International Journal of Nanomedicine. 2018, 12, 2921-2942.

Zhu J., Shi X. Dendrimer-based nanodevices for targeted drug delivery applications. Journal of
Materials Chemistry B. 2013, 1, 34, 4199.

137


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Dorobek naukowy

DOROBEK NAUKOWY

PUBLIKACJE:

1.

Pilch J., Kowalik P., Bujak P., Nowicka A. M., Augustin E.: Quantum Dots as a Good
Carriers of Unsymmetrical Bisacridines for Modulating Cellular Uptake and the Biological
Response in Lung and Colon Cancer Cells. Nanomaterials, 2021, 11, 2:462; Q1;
IF=4,324.

Pilch J., Matysiak-Brynda E., Kowalczyk A., Bujak P., Mazerska Z., Nowicka A. M.,
Augustin E.: New unsymmetrical bisacridine derivatives noncovalently attached to
guaternary quantum dots improve cancer therapy via enhancing cytotoxicity towards
cancer cells and protecting normal cells, ACS Applied Material & Interfaces, 2020, 12,
15: 17276-17289; Q1; IF=8,758.

Mania S., Partyka K., Pilch J., Augustin E., Cie$lik M., Ryl J., Jinn J.-R., Wang Y.-J.,
Michatowska A., Tylingo R.: Obtaining and Characterization of the PLA/Chitosan Foams
with Antimicrobial Properties Achieved by the Emulsification Combined with the
Dissolution of Chitosan by CO2 Saturation, Molecules, 2019, 24, 24: 4532; Q2; IF=3,267.

Pajor M., Pilch J., Grecka K., Cieslik B.: Analiza zawartosci metali w miodach o réznym
pochodzeniu botanicznym, Analityka: Nauka i Praktyka, 2018, 2: 68-73.

Szweda P., Zalewska M., Pilch J., Kot B., Milewski S.: Essential oils as potential anti-
staphylococcal agents, Acta Veterinaria-Beograd, 2018, 68, 1: 95-107; Q2; IF=0,693.

MATERIALY KONFERENCJYJNE:

1.

Pilch J., Bujak P., Nowicka A. M., Augustin E.: The conjugation of antitumor
unsymmetrical bisacridines with quantum dots enhance cytotoxicity and change the
biological response in lung and colon cancer cells. The 45" FEBS Congress. Lublana,
Stowenia, 3-8 lipiec 2021.

Pilch J., Bujak P., Kowalczyk A., Nowicka A. M., Augustin E.: The impact of pH-
dependent quantum dots-unsymmetrical bisacridine nanoconjugates on the lysosomal
content and the cytotoxicity in lung and colon cancer cells as well as in normal cells. The
41t EORTC-PAMM Winter Meeting. Abstract Book 2020, Sztokholm, Szwecja, 13-15 luty
2020.

Pilch J., Pawtowska M., Bujak P., Nowicka A. M., Augustin E.: Quantum dots conjugates
with unsymmetrical bisacridines enhance cytotoxicity of these antitumor compounds in
lung cancer cells and have protecting effects on normal cells. European Journal of
Cancer. Supplement; 30" EORTC-NCI-AACR Symposium. Elsevier, Abstract Book
2018, s. €60. Dublin, Irlandia, 13-16 listopada 2018.

Pilch J., Nowicka A. M., Bujak P., Augustin E.: The influence of quantum dots Ag-In-Zn-
S conjugated with unsymmetrical bisacridine derivatives on cytotoxicity and cell cycle
distribution in lung and colon cancer cells. Acta Biochimica Polonica. Supplement, Vol.
65 nr 2 (2018), Gdansk, Polska, 18-21 wrzesieh 2018.

Pilch J., Szweda P.: lzolacja mikroorganizméw z gleby syntetyzujgcych metabolity
0 wiasciwosciach przeciwgronkowcowych. [V Ogolnopolska Konferencja Doktorantow
Nauk o Zyciu - BIOOPEN. Ksiega Abstraktow, £6dz, Polska, 24-25 maja 2018.

PROJEKTY BADAWCZE:

1.

Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny, Grant NCN, PRELUDIUM: Ocena
mozliwos$ci zastosowania kwasu foliowego i/lub transferyny jako tgcznikéw w koniugatach
kropek kwantowych z niesymetrycznymi bisakrydynami w celu zwigkszenia ich
selektywnosci i cytotoksycznos$ci wobec komorek nowotworu pfuc i prostaty. Okres
realizacji: (14.01.2021 — 13.01.2023). Charakter pracy w projekcie: kierownik projektu.

138


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Dorobek naukowy

Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny, Grant NCN, OPUS: Odpowiedz biologiczna
indukowana  przez  niesymetryczne  bisakrydyny o0  wysokiej  aktywnosci
przeciwnowotworowej w komoérkach ludzkiego raka okreznicy i ptuc, wzmocniona przez
dostarczenie tych zwigzkéw w postaci koniugatéw z nanoczgstkami. Kierownik projektu:
dr hab. Ewa Augustin, prof. uczelni. Okres realizacji: 2.10.2017 — 1.07.2021. Charakter
pracy w projekcie: wykonawca.

Politechnika Gdanska, Wydziat Chemiczny, Grant NCN, SONATA BIS: Ocena
mozliwo$ci wykorzystania produktéw pszczelich oraz bakteriocyn syntetyzowanych przez
mikroflore  tych  produktéw jako alternatywe Ilub  uzupetnienie  klasycznej
antybiotykoterapii. Kierownik projektu: dr hab. inz. Piotr Szweda, prof. uczelni. Okres
realizacji: 21.04.2016-20.08.2021 (moj udziat: 1.07.2016-30.09.2017). Charakter pracy
w projekcie: wykonawca.

INSTRUKCJE DO CWICZEN LABORATORYJNYCH:

1.

Wyznaczanie masy czgsteczkowej biatek z wykorzystaniem elektroforezy SDS — PAGE
w warunkach denaturujgcych. Kierunek: Biotechnologia | stopnien, VI semestr:
Biochemia.

Analiza dystrybucji komoérek nowotworowych w cyklu zyciowym z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej. Kierunek: Biotechnologia Il stopnien, Il semestr: Biologia
komorki nowotworowey.

Barwienie  przyzyciowe organelli komdérkowych po traktowaniu  zwigzkami
przeciwnowotworowymi. Kierunek: Biotechnologia Il stopnien, Il semestr: Biologia
komorki nowotworowe.

NAGRODY | OSIAGNIECIA:

1.

Nominacja do nagrody Naukowiec Przysziosci 2021 w kategorii: Nauka dla lepszego
zycia w przysztosci za projekt badawczy pn. Ocena mozliwosci zastosowania kwasu
foliowego i/lub transferyny jako fgcznikbw w koniugatach kropek kwantowych
z niesymetrycznymi  bisakrydynami w celu zwigkszenia ich selektywnosci
i cytotoksycznos$ci wobec komdrek nowotworu ptuc i prostaty nadany przez Centrum
Inteligentnego Rozwoju (2021).

Udziat w Akademii Efektywnej Wspotpracy PACTT-Pfizer — Porozumienie Akademickich
Centréow Transferu Technologii (PACTT) oraz Pfizer Polska (2021).

Wyréznienie Oddziatu Gdarnskiego PTChem za najlepszg prace magisterskg obroniong
na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdarskiej w roku akademickim 2015/16. Tytut
pracy: Wplyw zwigzkéw przeciwnowotworowych na synteze i poziom lipidéw
w komoérkach nowotworowych. Promotor: prof. dr hab. inz. Zofia Mazerska (2016).

Ztota Odznaka Absolwenta Politechniki Gdanskiej za uzyskanie dyplomu magisterskiego
z wyréznieniem (2016).

139


http://mostwiedzy.pl

Suplement

SUPLEMENT

1h

Kontrola

QDziellune

QDczerwnne

Rysunek S65. Wnikanie QDzielonych i QDczerwonych do komorek nowotworowej linii HCT116 po 1, 24, 48 oraz
72 h, w stezeniu ICso (stezenie QDs w koniugacie, odpowiadajace ICgo UAs w wolnej postaci). Kolor zielony

reprezentuje QDs (sygnaly zaznaczone strzatkami), skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg
reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen

1h 24h 48h 72h

Kontrola

QDzielone

QDCZEI’WOI’I&

Rysunek S66. Wnikanie QDzielonych | QDczerwonych do komérek prawidtowej linit MRC-5 po 1, 24, 48 oraz 72 h,
w stezeniu ICso (stezenie QDs w koniugacie, odpowiadajgce ICso UAs w wolnej postaci). Kolor zielony
reprezentuje QDs (sygnaly zaznaczone strzatkami), skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg
reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen
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QI:)zielnne

QDczerwone

Rysunek S67. Wnikanie QDzielonych i QDczerwonych do komdrek prawidtowe;j linii CCD 841 CoN po 1, 24, 48
oraz 72 h, w stezeniu ICgo (stezenie QDs w koniugacie, odpowiadajace 1Cso UAs w wolnej postaci). Kolor
zielony reprezentuje QDs (sygnaly zaznaczone strzatkami), skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg
reprezentatywne dla trzech niezaleznych doswiadczen

LysoTracker Red MitoTracker Green UAs Merge Merge + DIC

[} g B
: ... -
IS

o ! ’
X
D: ~

2

Rysunek S68. Komérki nowotworowej linii HCT116 - kontrolne oraz traktowane QD:zielonymi IQDczerwonyml
(w stezeniu odpowiadajgcemu [Cso badanych UAs w koniugacie) przez 72 h. Obraz z mikroskopu
konfokalnego: lizosomy wybarwione na czerwono (LysoTracker Red DND-99), mitochondria — na zielono
(MitoTracker Green FM), UAs — na pomaranczowo (wlasna fluorescencja), skala 10 ym. Przedstawione
fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych eksperymentow
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LysoTracker Red MitoTracker Green Merge Merge + DIC

Rysunek S69. Komorki kontrolne (nietraktowane badanym zwigzkiem) oraz komorki traktowane QDzielonymi
i QDczerwonymi (W stezeniu odpowiadajgcemu ICgo badanych UAs w koniugacie) przez 72 h prawidtowej linii
MRC-5. Obraz z mikroskopu konfokalnego: lizosomy wybarwione na czerwono (LysoTracker Red DND-99),
mitochondria — na zielono (MitoTracker Green FM), UAs — na pomaranczowo (wtasna fluorescencja), skala
10 um. Przedstawione fotografie sa reprezentatywne dla trzech niezaleznych eksperymentéw

QD;icione Kontrola

QDCZC'WO"C

LysoTracker Red MitoTracker Green AF532 Merge Merge + DIC

.. |
)

Rysunek S70. Komorki kontrolne (nietraktowane badanym zwigzkiem) oraz komorki traktowane QDzielonymi
i QDczerwonymi (W stezeniu odpowiadajgcemu ICgo badanych UAs w koniugacie) przez 72 h prawidtowej linii
CCD 841 CoN. Obraz z mikroskopu konfokalnego: lizosomy wybarwione na czerwono
(LysoTracker Red DND-99), mitochondria — na zielono (MitoTracker Green FM), UAs — na pomaranczowo
(wtasna fluorescencja), skala 10 ym. Przedstawione fotografie sg reprezentatywne dla trzech niezaleznych
eksperymentow

Kontrola

QDllelone

QDCZCI’WO"C
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Tabela S5. Procentowa zawarto$¢ komaorek linii H460 w poszczegdlnych fazach cyklu komoérkowego po 24,
48, 72 i 144 h inkubacji z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu
odpowiadajgcemu wartosci ICso zwigzkéw w ich wolnej postaci. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami
standardowymi (+) sg Srednig z trzech niezaleznych eksperymentow

Fazy cyklu komérkowego

A\ MOST

Zwiazek
[h]  sub-G1 + G1 + S + G2/M + Poli +
24 1,33 093 57,47 09 16,5 1,9 21,1 1,1 1,8 1,2
48 0,67 0,29 65,3 33 14,60 089 18,3 38 1,17 0,59
Kontrola
72 1,23 0,47 65,5 3,7 15,63 0,75 15,8 2,3 1,8 1,2
144 3,67 0,46 79,9 2,8 4,37 0,65 5,6 1,1 6,5 1,2
24 0,80 0,17 60,33 0,21 16,2 3,1 20,0 30 2,67 0,72
48 1,70 0,75 66,9 2,3 14,2 1,7 15,5 1,9 1,70 0,36
QDzielone
72 1,233 0,058 68,8 25 11,53 0,29 1510 o061 3,4 2,6
144 2,87 0,76 76,1 8,6 6,0 3,6 10,1 4.6 4,9 3,5
24 0,80 0,26 59,2 38 1560 0,79 21,4 1,8 2,9 1,2
48 0,87 0,45 66,2 2,0 13,6 1,9 17,1 1,0 3,57 092
QDCZEFWOI’\E
72 1,233 0,058 69,57 035 11,97 1,70 14,6 1,7 2,6 1,3
144 2,83 0,96 76,7 7,2 5,4 3,2 8,7 3,8 5,6 1,0
24 3,7 1,6 34,3 53 30,33 087 295 5,1 2,1 2,7
48 11,7 2,2 48,5 52 14,5 1,2 27,2 15 2,60 0,75
C-2028

72 17,5 4,2 37,0 2,1 13,6 06 343 5,9 29 2,3
144 21,7 5,0 66,6 4,1 3,5 1,6 4,3 12 4,88 211
24 2,37 0,64 41,9 4,4 19,03 060 36,4 34 030 035
48 4,4 1,2 56,8 1,3 12,63 021 2420 0,70 1,90 0,26
72 3,27 0,25 69,3 13 8,83 074 16,4 3,0 2,2 14
144 215 3,2 35,3 2,6 7,60 085 33,0 1,2 2,6 1,4
24 2,17 0,55 35,4 2,7 26,4 39 353 1,5 1,8 2,9
48 7,1 1,6 52,9 6,0 13,5 3,0 23,9 85 2,60 0,85
72 6,1 2,1 48,3 9,0 14,4 16 33,7 2,5 2,3 2,0
144 211 4,0 33,2 2,5 9,97 081 30,1 24 56 1,3
24 5,90 0,61 39,5 4,9 23,6 28 30,6 32 0,37 0,46
48 10,2 2,1 44,6 7,4 14,0 2,0 29,6 8,5 1,6 1,7
72 13,2 3,8 39,9 4,2 17,6 1,1 30,5 33 2,70 042
144 30,1 41 24,67 061 8,4 1,3 31,7 1,4 5,2 1,1
24 2,90 0,40 36,6 6,7 20,1 1,8 39,7 42 0,67 0,60
48 9,43 0,81 52,7 3,0 13,6 15 25,6 43 1,23 0,96

QDZieIone‘C-ZOZB

QDczerwone'C-2028

C-2045

QDzielone'C-2045

72 4,1 1,7 49,1 54 14,7 3,3 32,3 5,9 2,1 1,2

144 15,1 7,9 71,9 7,4 7,3 1,4 4,6 1,9 1,03 021

24 4,8 1,6 32,8 2,3 26,2 1,4 35,1 16 1,10 035

48 9,6 4,4 41,5 2,3 12,9 1,6 33,9 48 2,17 085
QDczerwone-C-2045

72 9,7 1,3 35,2 3,8 13,3 1,8 38,7 1,3 455 0721

144 23,8 6,5 293 6,4 9,8 1,9 31,0 24 6,15 064
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Tabela S6. Procentowa zawarto$¢ komérek linii HCT116 w poszczegdélnych fazach cyklu komérkowego po
24, 48, 72 i 144 h inkubacji z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu
odpowiadajgcemu wartosci ICso zwigzkéw w ich wolnej postaci. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami
standardowymi (+) sg Srednig z trzech niezaleznych eksperymentow

Fazy cyklu komoérkowego

Zwiazek
[h]  sub-G1 + G1 + S + G2/M + Poli +
24 2,00 0,10 46,4 5,0 17,5 1,3 26,2 1,3 10,3 1,6
48 1,50 0,61 59,9 6,0 12,8 1,5 20,5 2,8 5,3 4,7
Kontrola
72 3,0 1,0 61,3 34 11,9 3,0 17,8 3,9 5,9 3,2
144 4,1 1,0 63,3 40 9,1 2,0 15,9 2,6 7,6 2,3
24 2,30 0,71 489 75 13,9 2.1 25,6 4,7 11,70 0,71
48 2,27 046 576 34 11,1 1,7 21,5 3,4 9,2 3,3
QDzielone
72 2,33 0,67 56,0 31 13,23 0,65 20,7 1,1 6,20 0,71
144 6,9 15 58,1 38 8,4 1,7 17,1 1,7 9,6 41
24 1,40 0,36 535 53 15,1 1,3 26,0 55 4.8 2,6
48 3,4 1,3 585 36 11,03 0,81 19,5 2,6 7,6 1,7
QDCZ&I’WOI’\E
72 3,5 1,3 56,4 14 12,933 0,058 201 1,8 7,07 084
144 3,67 049 634 47 9,5 1,0 17,33 0,75 6,1 3,8
24 3,07 057 33,0 25 21,4 2,6 41,53 0,21 1,0 1,4
48 7,6 32 511 55 6,43 0,90 28,6 2,3 6,3 4,2
C-2028

72 29,3 72 30,8 23 6,83 0,60 24,9 3,0 8,2 4,3
144 311 39 342 59 4,23 0,28 14,3 21 16,3 45
24 2,03 0,75 37,4 19 17,1 2,9 39,3 3,5 5,5 2,4
48 5,40 0,71 509 11 6,3 15 28,0 4,1 5,60 0,70
72 8,07 0,46 54,2 15 5,80 0,87 20,4 1,0 10,2 15
144 32,2 72 294 82 4,1 1,6 15,5 2,3 18,7 7,3
24 1,53 0,35 36,2 45 16,3 1,7 43,3 5,6 2,33 083
48 7,1 23 54,0 56 6,3 1,5 23,4 34 560 0,70
72 15,8 31 41,7 33 6,98 0,78 24,9 1,9 9,13 047
144 37,80 0,10 22,1 13 3,23 0,32 17,6 31 19,3 2,2
24 2,40 044 27,7 20 12,97 0,67 53,5 2,7 3,5 1,2
48 11,0 26 438 74 6,37 0,47 32,9 8,8 59 1,8
72 22,4 6,3 296 7.7 7,05 0,33 26,1 1,3 15,7 2,2
144 46,3 64 216 14 4,87 0,85 10,5 1,3 16,8 6,2

QDzielone'C-2028

QDczerwone-C-2028

C-2045

24 2,70 092 34,0 37 15,6 24 44,4 8,4 4,8 14
48 8,60 0,75 56,5 3,6 7,3 1,2 28,4 4,0 1,2 1,0
72 7,7 1,3 52,0 69 6,47 0,47 23,6 3,6 10,2 3,2
144 43,2 35 26,6 59 4,07 0,60 10,83 0,64 15,3 4,2

QDzieIone-C-2045

24 2,23 057 374 19 17,1 2,9 39,3 3,5 3,8 1,2
48 4,4 23 531 28 9,9 19 24,7 55 5,2 3,0
72 9,4 1,9 46,1 30 7,0 11 23,3 3,6 10,0 1,7
144 32,3 70 305 42 3,23 0,58 15,1 4,3 18,8 6,9

QDczerwone-C-2045
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Tabela S7. Procentowa zawarto$¢ komoérek linii MRC-5 w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego po
72 h inkubacji z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu
odpowiadajgcemu wartosci ICso badanych zwigzkéw w ich wolnej postaci (wyznaczonych dla nowotworowej
linii H460). Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi (+) sg $rednig z trzech niezaleznych
eksperymentow

Fazy cyklu komérkowego

Zwiagzek
sub-G1 + Gl + S t G2/M + Poli +

Kontrola 1,00 0,17 87,1 1,7 1,50 0,52 6,90 0,36 3,6 1,7
QDzielone 0,950 0,071 87,40 0,26 0,67 021 7,0 1,4 4,3 2,0
QDczerwone 1,50 0,44 88,6 14 1,27 0,25 7,5 1,2 2,07 0,68
C-2028 4,3 1,9 64,3 4,3 3,5 1,1 25,3 2,9 6,7 3,0
QDzielone-C-2028 3,47 0,25 71,8 3,0 1,70 0,56 18,6 22 380 028
QDczerwone-C-2028 2,60 0,32 73,9 5,0 1,45 0,26 19,2 2,7 7,6 5,8
C-2045 3,2 1,1 64,0 5,2 3,3 1,5 24,8 3,7 4,7 1,6
QDzielone-C-2045 2,8 1,8 70,3 3.2 2,00 0,20 21,7 15 383 0,9
QDczerwone-C-2045 5.2 1,4 66,0 4,6 2,63 083 223 31 5,5 34

Tabela S8. Procentowa zawarto$¢ komorek linii CCD 841 CoN w poszczegdlnych fazach cyklu
komarkowego po 72 h inkubacji z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu
odpowiadajgcemu wartosci ICso badanych zwigzkéw w ich wolnej postaci (wyznaczonych dla nowotworowej
lini HCT116). Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi (z) sg $rednig z trzech
niezaleznych eksperymentow

Fazy cyklu komérkowego

Zwiagzek
sub-G1 t Gl t S + G2/M t Poli +

Kontrola 1,27 0,45 81,0 3,0 1,90 0,20 13,9 31 1,97 072
QDzielone 0,90 0,44 82,5 5,6 1,40 0,20 13,7 34 1,5 1,9
QDczerwone 1,33 0,67 80,5 6,0 1,63 0,25 14,2 3,8 2,3 1,9
C-2028 3,5 1,3 53,5 35 3,48 0,95 29,5 24 12,8 2,9
QDzielone-C-2028 1,33 0,81 71,4 4,4 1,43 031 21,3 1,6 4,5 15
QDczerwone-C-2028 2,60 0,46 67,4 2,8 3,77 071 22,8 1,9 2,80 062
C-2045 3,6 1,5 61,5 6,7 3.1 1,0 25,7 3,2 6,6 2,1
QDzielone-C-2045 1,6 1,0 72,9 34 1,80 0,26 19,6 1,3 3,1 1,0
QDczerwone-C-2045 2,4 15 72,2 34 1,93 040 19,9 1,7 333 064

Tabela S9. Zmiany w asymetrii i przepuszczalnosci btony komoérek linii H460 po 24, 72 i 144 h inkubacji
z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu odpowiadajgcemu wartosci [Cgo
w ich wolnej postaci. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi (+) sg $rednig z trzech
niezaleznych eksperymentéw. (A-/PI-) - komorki zywe, (A+/PI-) - komorki wezesnoapoptotyczne, (A+/Pl+) -
komorki péznoapoptotyczne oraz nekroptotyczne, (A-/Pl+) - komorki nekrotyczne

Kwartyl
Zwiagzek A-/PI- A+/PI- A+/PI+ A-IPl+
[h]  Srednia + Srednia + srednia + srednia +
24 91,1 2,3 1,17 0,57 51 1,6 2,6 1,2
Kontrola 72 91,60 0,69 3,0 1,0 4,43 0,65 1,0 0,6
144 86,2 15 3,07 0,21 9,7 1,2 1,0 0,3
24 93,0 2,3 2,3 1,3 3,7 1,2 1,03 0,67
QDzielone
72 91,5 2,2 2,90 0,10 4.7 14 0,93 0,65
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Kwartyl
Zwiazek A-IPI- A+/PI- A+/PI+ A-IPI+

[h]  Srednia + $rednia + $rednia + $rednia +
144 88,8 31 2,4 1,4 7,5 2,3 1,37 0,51

24 92,3 2,7 2,27 0,90 4,0 15 14 1,3

QDczerwone 72 88,8 1,2 3,3 1,4 6,3 1,7 1,7 1,0
144 88,3 2,3 2,83 0,64 7,8 19 1,00 0,10

24 77,9 2,5 9,0 1,6 10,6 il 2,5 11

C-2028 72 41,3 3,3 4,4 1,0 47,8 3,7 6,6 1,6
144 42,5 8,8 4,3 1,0 44,5 7,2 8,1 2,3
24 90,5 2,0 3,2 0,8 4,8 1,6 1,57 0,49
QDzielone-C-2028 72 78,3 33 4.4 1,6 14,0 2,6 3,20 0,82
144 70,70 0,75 3,30 0,46 21,8 1,3 4,23 0,65

24 91,6 2,6 2,5 1,4 4,0 1,2 1,9 1,0
QDczerwone-C-2028 72 86,9 51 3,0 1,6 8,0 3,1 2,13 0,55
144 84,5 1,9 2,63 0,67 10,4 1,5 2,5 1,3

24 74,2 4,3 12,1 4,2 10,97 0,90 2,7 1,8

C-2045 72 42,4 6,7 54 1,7 45,4 8,5 6,8 2,0
144 45,0 8,5 5,8 4,1 40,7 3,9 8,57 0,65
24 77,5 53 12,4 4,1 7,7 11 2,37 0,91

QDzielone-C-2045 72 38,4 7,0 59 15 49,4 4,5 6,2 3,8
144 42,1 59 3,9 11 45,3 4,8 8,6 2,1

24 83,3 31 7,5 1,7 6,57 0,47 2,6 1,2

QDczerwone-C-2045 72 46,5 31 6,1 1,7 41,3 4,2 6,0 2,8
144 50,2 1,5 4,10 0,78 38,0 1,3 7,7 1,3

Tabela S10. Zmiany w asymetrii i przepuszczalnosci blony komérek linii HCT116 po 24, 72 i 144 h inkubacji
z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu odpowiadajacemu wartosci ICgo
zwigzkoéw w ich wolnej postaci. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi (+) sg $rednig
z trzech niezaleznych eksperymentow. (A-/Pl-) - komorki zywe, (A+/PI-) - komorki wezesnoapoptotyczne,
(A+/PI+) - komorki péznoapoptotyczne oraz nekroptotyczne, (A-/Pl+) - komorki nekrotyczne

Kwartyl

Zwiagzek A-/PI- A+/PI- A+/PI+ A-/PI+

[h] $rednia + $rednia + $rednia + $rednia +

24 92,00 0,79 2,13 0,21 3,67 0,90 2,27 0,83

Kontrola 72 91,03 0,45 2,77 0,40 3,83 0,15 2,37 0,51
144 90,7 1,8 2,13 0,72 4.4 1,3 2,77 0,60
24 93,6 1,2 1,57 0,21 3,3 1,0 1,47 0,31
QDzielone 72 92,6 1,3 2,20 0,26 3,67 0,55 1,50 0,50
144 89,9 1,2 2,43 0,21 4,10 0,66 3,6 2,1
24 91,8 2,2 2,10 0,26 4,5 2,2 1,60 0,35
QDczerwone 72 91,5 1,7 3,00 0,62 3,8 0,7 1,7 1,0
144 90,80 0,61 2,43 0,67 4,2 0,5 2,50 0,56
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Kwartyl
Zwiagzek A-/PI- A+/PI- A+/PI+ A-/PI+
[h] Srednia + Srednia t srednia t srednia +
24 84,4 3,8 6,30 0,53 7.4 4,4 1,93 0,76
C-2028 72 70,2 5,7 8,1 1,9 17,5 6,3 4,2 1,2
144 54,1 8,5 14,1 3,3 26,8 7,4 5,07 0,55
24 90,5 2,7 2,53 0,40 4.8 2,7 2,13 0,76
QDzielone-C-2028 72 82,8 2,1 53 1,0 7,5 1,7 4,30 0,66
144 77,13 0,90 7,5 1,1 10,30 0,46 51 1,7
24 91,3 1,0 2,20 0,20 4.4 2,0 2,1 11
QDczerwone-C-2028 72 84,8 4,7 5,0 1,6 7.3 3,2 2,87 0,50
144 78,9 2,8 8,0 2,4 9,2 11 3,67 0,81
24 86,9 6,3 4.5 1,8 7,0 4,6 1,53 0,29
C-2045 72 74,9 7,4 8,6 4,0 12,8 5,0 3,7 15
144 46,5 7,4 14,9 5,8 33,1 3,0 5,53 0,40
24 86,4 4,7 3,97 0,87 8,0 4,8 1,6 11
QDzielone-C-2045 72 80,6 33 6,5 1,6 9,5 13 3,40 0,44
144 73,6 54 7,1 2,3 13,5 3,3 5,77 0,21
24 89,2 2,2 3,23 0,29 5,8 2,8 1,80 0,30
QDczerwone-C-2045 72 80,4 4,9 6,0 1,5 10,0 3,3 3,63 0,38
144 74,2 3,1 7,9 1,3 12,30 0,85 55 1,9

Tabela S11. Odsetek komorek linii H460 z niskim mitochondrialnym potencjatem btonowym po 24, 72144 h
inkubacji z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu odpowiadajgcemu
wartosci ICso zwigzkéw w ich wolnej postaci. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi (+)
sg $rednig z trzech niezaleznych eksperymentéw

24 h 72h 144 h

Zwiazek
Srednia + srednia * Srednia *
Kontrola 2,77 0,70 2,1 1,1 8,6 2,4
QDzielone 3,47 0,81 2,5 11 11,1 1,9
QDczerwone 2,77 0,50 3,1 1,7 7,6 2,1
C-2028 11,6 2,5 41,0 5,4 45,8 8,3
QDzielone-C-2028 5,6 2,4 29,07 0,93 27,8 35
QDczerwone-C-2028 51 1,8 20,4 4,7 16,7 2,0
C-2045 15,2 3,0 61,4 3,9 43,4 3,1
QDzielone-C-2045 12,3 2,6 47,5 1,6 54,1 5,0
QDczerwone-C-2045 5,73 0,58 51,53 0,93 46,7 4,0
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Tabela S12. Odsetek komorek linii HCT116 z niskim mitochondrialnym potencjatem blonowym po 24, 72
i 144 h inkubacji z QDs, C-2028, C-2045 oraz koniugatami C-2028/C-2045 z QDs w stezeniu
odpowiadajgcemu wartosci ICso zwigzkéw w ich wolnej postaci. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami
standardowymi (+) sg srednig z trzech niezaleznych eksperymentow

24 h 72 h 144 h
Zwiazek
srednia + srednia + srednia +

Kontrola 1,63 0,61 3,2 1,2 7.4 1,2
QDrzielone 2,07 0,84 2,87 0,80 10,7 2,8
QDczerwone 3,1 1,1 5,6 1,9 9,30 0,70
C-2028 7,27 0,67 40,7 2,4 55,3 2,9
QDzielone-C-2028 4,6 1,8 17,37 0,91 36,2 2,6
QDczerwone-C-2028 4,6 15 23,6 4,3 33,4 1,1
C-2045 6,7 2,7 30,7 2,3 39,3 3,5
QDzielone-C-2045 7,4 2,9 30,1 34 53,2 2,2
QDczerwone-C-2045 4,93 0,71 23,0 2,0 44,0 5,2

Tabela S13. Zmiany w procentowe;j ilosci starzejgcych sie komoérek nowotworowych linii H460 i HCT116
z aktywng SA-B-galaktozydaza: w komdrkach kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem) oraz poddanych
ekspozycji: C-2028 i C-2045 i koniugatami tych zwigzkéw z QDs po 72, 120 i 144 h inkubacji, w stezeniu
odpowiadajgcym wartosci 1Cgo (C-2028/C-2045 w ich wolnej postaci). Przedstawione wyniki wraz
z odchyleniami standardowymi (+) sg $rednig z trzech niezaleznych eksperymentéw. Sred. — érednia

H460 HCT116
Zwiazek 72h 120 h 144 h 72h 120 h 144 h
sred. + $red. + Sred. + Sred. + Sred. + $red. +
Kontrola 0,03 0,11 0,11 019 0,28 0,38 | 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
QD:zielone - - 0,35 041 - - 0,12 0,22
QDczerwone - - 0,13 0,18 - - 0,18 0,44
C-2028 1,23 0,62 19,7 8,7 65,4 B8 0,10 0,19 1,62 1,33 1,12 1,48

QDzielone-C-2028 2,2 1,1 298 25 80,2 10 |009 024 160 o061 1,07 0,69
QDczerwone-C-2028 1,29 o060 233 44 774 38 |04 022 121 049 0,86 042

C-2045 2,3 10 188 62 59,7 6,7 |0,15 031 0,52 046 0,52 0,38
QDzielone-C-2045 4,1 20 242 72 671 69 |000 o000 187 050 1,56 0,64
QDczerwone-C-2045 6,4 2,1 30,1 9,4 67,6 54 0,15 0,28 1,72 1,00 0,98 0,75

Tabela S14. llos¢ tworzonych kolonii w tescie przezywalnosci. Komorki linii nowotworowych H460 oraz
HCT116 inkubowane byly z QDs, UAs oraz ich koniugatami z QDs (QDs-UAs) w stezeniu odpowiadajgcemu
wartosci 1Cgo UAs w ich wolnej postaci przez 24, 72 oraz 144 h, a nastepnie poddane 14-dniowej
postinkubacji. Przedstawione wyniki wraz z odchyleniami standardowymi () sg $rednig z trzech
niezaleznych eksperymentéw i nie uwzgledniajg tzw. ,kolonii satelitarnych”. Sred. - $rednia

H460 HCT116

Zwiazek 24 h 72 h 144 h 24 h 72 h 144 h
sred. + Sred. <+ $Sred £ |$red. = Sred. £ $red. £
Kontrola 216 17 210 25 232 25| 140 20 150 23 160 32
QDzielone 174 8 218 47 207 4 157 39 163 35 153 1
QDczerwone 157 10 222 48 225 53| 152 25 170 21 163 18
C-2028 100 37 71 11 124 12 1 2 3 2 5 2
QDzielone-C-2028 54 26 62 11 97 35 1 1 2 2 6 3
QDczerwone-C-2028 8 4 12 4 48 14 1 1 0 1 1 1
C-2045 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
QDzielone-C-2045 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
QDczerwone-C-2045 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0
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