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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

WPROWADZENIE

Nanotechnologi¢ uznano jako jedng z kluczowych i preznie rozwijajacych sie
technologii XXI wieku, ktora obejmuje projektowanie, wytwarzanie oraz modyfikowanie
struktur i materiatbw na poziomie atomow i czgsteczek. Glownym elementem
nanotechnologii sg nanoczastki (NPs) — struktury o rozmiarach mieszczacych si¢ w zakresie
1-100 nm, gdzie przedrostek nano (grec. nanos — karzet) okre$la jedng miliardows cze$¢
catosci 1 nm = 10 m [1]. Materiaty o dyspersji nanometrycznej w poréwnaniu do materiatow
w skali makro charakteryzujg si¢ zupelnie nowymi wlasciwosciami fizykochemicznymi. Stad
tez, obszar zastosowania nanotechnologii obejmuje niemalze kazda dziedzing naszego zycia,
poczawszy od elektroniki, budownictwa, przemysthu tekstylnego czy tez spozywczego.
Co wiecej, duze nadzieje wigz¢ si¢ z wykorzystaniem nanostruktur w medycynie [2].
Unikatowe wlasciwosci struktur nanometrycznych do ktérych naleza: duzy stosunek
powierzchni do rozmiar6w oraz tatwo$¢ penetrowania przez blony biologiczne i bariery
ustrojowe, przyczyniaja si¢ do coraz powszechniejszego stosowania NPs metali i tlenkow
metali w diagnostyce medycznej, inzynierii tkankowej, stomatologii, a takze dermatologii
I kosmetologii [2,3]. W 2010 roku, w 1317 produktach konsumenckich wprowadzonych
na rynek stwierdzono wykorzystanie nanomateriatow. Wsrod nich, 313 produktow zawierato
nieorganiczne NPs, z czego najczeSciej stosowane byly nanoczgstki srebra (AgNPs) oraz
nanoczastki ditlenku tytanu (TiO2NPs). W 2014 roku, catkowita liczba produktéw wyniosta
1814, co stanowi prawie 30-krotny wzrost w poréwnaniu do roku 2005, gdzie odnotowano
zaledwie 54 produkty [4,5]. Ciagle udoskonalanie 1 coraz powszechniejsze wykorzystanie
nanomateriatow, przyczynia si¢ do wzrostu ich wartosci rynkowej, ktora zostata oszacowana
w 2015 roku na 14,742 milionow dolarow, a do 2022 roku moze wzrosng¢ do 55,016
milionéw [6].

Rozwd¢j nanotechnologii 1 wzrastajagca liczba zastosowan NPs, zaréwno w przypadku
biomedycznych aplikacji jak i produktach codziennego uzytku, skutkuje zwiekszong
ekspozycja cztowieka na ich dziatanie. Mimo, iz nanotechnologia stwarza ogromne
mozliwosci postepu w wielu dziedzinach Zycia, kreuje réwniez nowe, czasem trudne
do przewidzenia zagrozenia zwigzane z niekorzystnym dziataniem na organizm cztowieka.
Przypuszcza si¢, ze te same wlasciwosci wplywajace na szerokie wykorzystanie NPs oraz
aktywno$¢ farmakologiczng moga odpowiada¢ za ich niepozadane oraz toksyczne dziatanie.
Liczne badania wskazujg, ze NPs dzialajg toksycznie na poziomie molekularnym,
komorkowym, tkankowym oraz ogélnoustrojowym w wyniku generowania stresu
oksydacyjnego [7-10].
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Rysunek 1. Stres oksydacyjny — zaburzenie rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej.

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa, CAT - katalaza, GR - reduktaza glutationowa, GPx — peroksydaza
glutationowa, OH" — rodnik hydroksylowy, O,” — anionorodnik ponadtlenkowy, RO" — rodnik alkoksylowy,
ROO" — rodnik peroksylowy, LOOH — wodoronadtlenek lipidowy, 'O, — tlen singletowy, O; — ozon,
H,0,— nadtlenek wodoru, ONOO™ — nadtlenoazotyn, ‘NO — tlenek azotu, ‘NO, — dwutlenek azotu.

Efekt biologiczny, w tym toksyczny, nanometrycznych struktur/czastek jest silnie
zalezny od chemicznych i fizycznych czynnikow: rodzaju, rozmiaru, ksztaltu, stopnia
aglomeracji i modyfikacji powierzchni, stezenia, czasu ekspozycji, jak réwniez rodzaju
narazonych komorek [7,11]. Dotychczasowy stan wiedzy nie jest jednak wystarczajacy
do wyjasnienia molekularnych mechanizméw toksycznego dziatania NPs oraz oceny
zagrozenia jakie stanowig dla zdrowia czlowieka. Dlatego tez, bardzo wazne sg badania
z zakresu toksycznosci NPs, ktore jednocze$nie uwzgledniajg ich pelng charakterystyke
w uktadach biologicznych. W zwigzku z tym powstata nowa gataz nauki — nanotoksykologia,
ktora zajmujac si¢ badaniami z zakresu potencjalnych toksycznych wlasciwosci
nanomateriatow pozwoli na pozostawienie na rynku jedynie tych catkowicie bezpiecznych dla
cztowieka 1 dla Srodowiska. Nalezy jednak podkresli¢, ze nanotoksykologia nie hamuje
rozwoju nanotechnologii, wrgcz przeciwnie — wskazujac molekularne mechanizmy dziatania
toksycznego umozliwia stworzenie standardow oraz opracowanie metod przeciwdziatajacych
negatywnym efektom, podwyzszajac efektywno$¢ i bezpieczenstwo stosowania produktow
nanotechnologii. Fundusze przeznaczone na badania ukierunkowane $cisle na kwestie
zwigzane ze S$rodowiskiem, zdrowiem i bezpieczenstwem stanowily w 2016 roku 5,4%
catkowitego budzetu Narodowej Inicjatywny Nanotechnologicznej (ang. National
Nanotechnology Initiative), co stanowi 22,48 milionéw dolarow [12].

W zwigzku 7 powyiszym praca doktorska opierala si¢ na okresleniu biologicznych efektow
dzialania wybranych NPs, 7 uwzglednianiem ich wlasciwosci fizykochemicznych,
na komorki eukariotyczne oraz prokariotyczne.

Jednym z powszechniej stosowanych nanoczastek sg TiO,NPs. Tytan i jego stopy,
ze wzgledu stabilno$¢ biologiczng, wysoka biokompatybilno$¢ oraz wytrzymalosé
mechaniczng, znalazty zastosowanie w protezach, implantach oraz rusztowaniach
do regeneracji tkanki kostnej. Wysokie powinowactwo tytanu do tlenu sprawia, ze na jego
powierzchni tworzy si¢ warstwa pasywna TiO; nadajgca odpornos¢ korozyjng w srodowisku
tkanek 1 ptynow ustrojowych. Problemem jest jednak uzyskanie stabilnego potaczenia
migdzy implantem a otaczajacymi tkankami oraz niedostateczna twardo$¢ stopow.
Relatywnie szybkie zuzycie materiatow metalicznych zawierajace tytan, poprzez tarcie,
skutkuje konieczno$cia przeprowadzenia ponownej alloplastyki [13]. Modyfikacja



powierzchni biomateriatdw poprzez zwigkszenie chropowatosci oraz regulacje topografii
i morfologii w nanoskali prowadzi do poprawy ich wlasciwosci uzytkowych [14].
Nanostruktury tytanowe wspomagaja adsorpcj¢ bialek z osocza na powierzchni implantu
(m.in. fibronektyny oraz fibrynogenu) promujgc adhezjg¢, proliferacj¢ i réznicowanie
osteoblastow — komorek kosciotworczych [15,16]. Jedng z form tytanu o nanometrycznej
topografii 1 duzym potencjale aplikacyjnym sg TiO,NPs — struktury zblizone do rozmiarow
naturalnych sktadnikow kosci, na przyktad krysztaléw hydroksyapatytu. Zastosowanie ich
w endoprotezach, czy tez implantach ortopedycznych moze przyczyni¢ si¢ Szybszej
regeneracji  kosci, wspomaga¢ proces osteointegracji oraz zapobiega¢ infekcjom
pooperacyjnym ze wzgledu na wiasciwosci przeciwbakteryjne [17]. Jednak, mimo tych
korzysci, wykorzystanie TiO,NPs w ortopedii jest nadal ograniczone w obawie przed
potencjalnym dziataniem toksycznym. Zgodnie z aktualng wiedza przypuszcza sig,
ze TiO,NPs moga by¢ uwalniane z implantow ortopedycznych do ptynu maziowego oraz
tkanek okoloprotezowych, a nastepnie transportowane ukladem krwiono$nym oraz
limfatycznym do narzadow i komorek [13]. Uwolnione NPs, poprzez dziatanie prozapalne,
moga spowodowac resorpcje kosci, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ nawet do jej utraty
[13]. Co wazne, Migdzynarodowa Agencja ds. Badan nad Rakiem zakwalifikowata TiO; jako
substancj¢ mozliwie rakotworcza dla czlowieka (grupa 2B), nasuwajac dodatkowo
przypuszczenie o negatywnym wplywie TiO,NPs [18]. Jednak w dostepnej literaturze istnieje
niewiele informacji na temat molekularnych mechanizméw cytotoksycznego dziatania
TiO,NPs na komorki kosci. W zwigzku z tym, jednym z elementéow pracy doktorskiej
bylo zbadanie mechanizmu toksycznego dzialania TiO,NPs na komorki osteoblastow.

Kolejnym rodzajem NPs o duzym potencjale aplikacyjnym sg nanoczastki tlenku
miedzi (CUONPs). CuONPs, dzigki unikatowym wiasciwosciom optycznym, elektrycznym
I magnetycznym, znajduja =zastosowanie W czujnikach gazu, bateriach, ogniwach
fotowoltaicznych czy tez potprzewodnikach i elektronicznych chipach [19]. Co wigcej,
ze wzgledu na dziatanie przeciwdrobnoustrojowe sg wykorzystywane w produkcji tkanin
przeciwbakteryjnych, farb przeciwporostowych, preparatow do ochrony drewna, srodkow
dezynfekujacych pomieszczenia sanitarne oraz stosowane s3 jako biocyd [20]. Szacuje sig,
ze w 2010 r. w wyniku $wiatowej produkcji przemystowej powstalo 260-390 tyS. ton
nanomateriatow, w tym okoto 200 ton CuONPs. W 2014 r. ilo$¢ produkowanych CuONPs
wzrosta do 570 ton, a w 2025 warto$¢ ta moze osiggnac¢ 1600 ton [21,22]. W efekcie pojawia
si¢ ryzyko zwiekszonej ekspozycji zarowno zawodowej jak i srodowiskowej oraz wynikajace;j
z zycia codziennego na NPs, ktore do organizmu czlowicka mogg dostawaé si¢ wraz
ze spozywanym pokarmem, drogg inhalacyjna, a takze w wyniku penetracji przez skore [23].
Zgodnie z aktualng wiedza, zaabsorbowane NPs dzigki natadowanej powierzchni oraz
niewielkim rozmiarom posiadaja zdolno$¢ przenikania przez barier¢ krew-mozg [24].
W zwiazku z powyzszym, jak rowniez z powodu ograniczonej liczby danych
literaturowych na temat neurotoksycznego dzialania CuONPs, w ramach pracy
doktorskiej wydawalo nam si¢ interesujace okreslenie molekularnych mechanizmow
dzialania toksycznego CuONPs na komorki hipokampa.

Wsrdéd nanoczastek metali, ktore przykuwaja szczegdlng uwage wspolczesnych
badaczy, nalezy wymieni¢ AgNPs. Znajduja one zastosowanie mi¢dzy innymi w profilaktyce
dentystycznej, gdzie sg wykorzystywane gtownie w porcelanach, podktadach i implantach
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stomatologicznych [25,26]. Jednym z problemoéw wspotczesnej stomatologii sg zakazenia
wtorne 1 stany zapalne jamy ustnej, ktore wptywaja na funkcjonowanie catego organizmu.
W konsekwencji schorzenia zwigzane z dlugotrwala infekcja bakteryjng i przewleklym
stanem zapalnym wplywajg na rozwdj chordb ogolnoustrojowych. Nalezg do nich: choroby
niedokrwienne serca, miazdzyca, obturacyjne zapalenie pluc, cukrzyca, reumatoidalne
zapalenie stawow, a nawet wedtug niektoérych doniesien uwaza si¢, ze majg znaczacy udziat
W patogenezie choroby Parkinsona i Alzheimera [27,28]. Bakterie bytujace w jamie ustnej
moga wystepowaé w formie zbioru rozproszonych komodrek bakteryjnych lub w postaci
biofilmu — przestrzennej, zorganizowane;j struktury zawierajacej mikroorganizmy jednego lub
wielu gatunkéw, otoczonych macierzg zewnatrzkomorkowych polimerow [29]. Zdolnosé
bakterii do tworzenia biofilmu skupia coraz wigksza uwage w literaturze medycznej, bowiem
odgrywa on istotng role w patogenezie zakazen zwigzanych ze stosowaniem biomateriatow.
Dynamiczny rozwo6j biofilmu oraz uwalnianie przez niego toksyn bakteryjnych nadaje
skomplikowany charakter zakazeniom, co skutkuje trudnoscia w ich leczeniu.
Mikroorganizmy rosngce w $rodowisku biofilmu s3 mniej wrazliwe na dzialanie
antybiotykow, srodkoéw antyseptycznych oraz odpowiedZz immunologiczng organizmu [30].
Co wiecej, w wyniku coraz czgstszego, czasami nieuzasadnionego stosowania antybiotykow,
wzrasta oporno$¢ bakterii na dotychczas stosowane substancje bakteriobojcze
I bakteriostatyczne, a niektore Srodki przeciwdrobnoustrojowe sg niezwykle draznigce
I toksyczne [31]. Stad aktualne badania koncentrujag si¢ na opracowaniu nowych,
alternatywnych $rodkow przeciwbakteryjnych o skuteczniejszej sile dziatania, zaréwno
w stosunku do pojedynczych szczepdw bakterii jak i tworzonych przez nie biofilméow [31,33].
Z tych powodow, uwage skupiono na srebrze w skali nano, ktorego zastosowanie moze
pomoc w leczeniu i profilaktyce przewlektych schorzen przyzebia, a takze trudnych
w leczeniu zakazen bakteryjnych i grzybiczych. AgNPs charakteryzuja si¢ szerokim spektrum
dziatania  przeciwbakteryjnego, jak  rowniez  dziataniem  przeciwgrzybicznym
I przeciwzapalnym. Tym samym mogg one stanowi¢ doskonaly srodek do utrzymania
prawidlowego stanu jamy ustnej [34]. Z drugiej jednak strony, cytotoksycznos¢ AgNPSs,
ktorych $wiatowa maksymalna produkcja w 2014 roku osiagnela 420 ton, zostata
zdefiniowana w wielu eksperymentach in vitro [35,36] jak rowniez w badaniach in vivo [37].
Najwyzsza toksycznoscia charakteryzujg si¢ AgNPs w rozmiarach ponizej 10 nm [38-40].
W ramach wcze$niejszych badan prowadzonych w naszym zespole wykazano, ze AgNPs
indukuja stres oksydacyjny, a takze wykazuja wtasciwos$ci prozapalne w stosunku do ludzkich
komorek fibroblastow dzigset [40]. Przypuszcza si¢, ze obnizenie negatywnych skutkéw
wywolanych dziataniem NPs, jest mozliwe dzigki zastosowaniu funkcjonalizacji ich
powierzchni, poprzez optaszczanie lub kowalencyjne wigzanie zwigzkéw chemicznych
i biologicznie czynnych [41]. Dlatego tez, podjeliSmy si¢ proby zbadania wplywu
modyfikacji (funkcjonalizacji) AgNPs na ich aktywnos$¢ biologiczna: cytotoksycznos¢
w stosunku do ludzkich komorek fibroblastow dziasel oraz dzialanie przeciwbakteryjne.
Do badan wybrano AgNPs, ktorych powierzchnia zostata sfunkcjonalizowana kwasem
liponowym (AgNPs-LA), glikolem polietylenowym (AgNPs-PEG) oraz kwasem taninowym
(AgNPs-TA). Wybor powyzszych zwigzkow zostal podyktowany ich wlasciwoSciami
biologicznymi. Kwas liponowy oraz taninowy sg silnymi antyoksydantami, posiadajacymi
zdolno$¢ hamowania dziatania TNF-a, jednego z gtownych czynnikow prozapalnych [42,43].
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Z kolei funkcjonalizacja glikolem polietylowym powoduje zmniejszenie agregacji NPs,
co moze wptywaé na zmniejszenie cytotoksycznosci [44].

CELE PRACY:

1. Okreslenie mechanizmu toksycznego dziatania TiO,NPs wobec komorek
osteoblastow kosci z uwzglednieniem ich wplywu na system antyoksydacyjny
w modelu in vitro.

2. Okres$lenie mechanizmu neurotoksycznego dziatania CuONPs na komorki hipokampa
z uwzglednieniem ich wptywu na system antyoksydacyjny w badaniach in vitro.

3. Okreslenie wptywu modyfikacji AgNPs kwasem liponowym (AgNPs-LA), glikolem
polietylenowym (AgNPs-PEG) oraz kwasem taninowym (AgNPs-TA) na ich
cytotoksyczno$s¢ wobec ludzkich komorek fibroblastow dzigset oraz ocena ich
aktywnosci przeciwbakteryjnej w badaniach in vitro.

MATERIALY | METODY

Hodowle komorkowe

Badania wykonano przy uzyciu linii komorkowych: ludzkich ptodowych osteoblastow hFOB
1.19 oraz ludzkich fibroblastach dzigset HGF-1, pochodzacych z kolekcji ATCC: CRL-
11372, PCS-201-018, a takze mysich, unie$miertelnionych komorek hipokampa HT22
otrzymanych z Uniwersytetu Friedricha Schillera w Jenie. Hodowle komérkowe prowadzone
byly w standardowych warunkach [45].

Charakterystyka fizykochemiczna NPs

Charakterystyke NPs wykonano w oparciu o analizator wielkosci czastek, potencjalu zeta
oraz masy czasteczkowej z wykorzystaniem techniki dynamicznego rozpraszania Swiatta oraz
transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM).

Ocena cytotoksycznosci NPs

Do oceny potencjalnego dziatania cytotoksycznego NPs wykorzystano test kolorymetryczne
WST-1, MTT, oparte na pomiarze aktywnos$ci metabolicznej komorki oraz test LDH, oparty
na ilosciowym pomiarze dehydrogenazy mleczanowej uwalnianej w wyniku zmiany
integralno$ci blony komoérkowe;.

Zdolnosé¢ penetracji, lokalizacja NPs na poziomie komdérkowym oraz zmiany na poziomie
ultrastrukturalnym

Zdolno$¢ penetracji NPs przez blong komorkowa, lokalizacje w obrebie komorki oraz zmiany
ultrastrukturalne wykonano przy zastosowaniu transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(TEM).

Analiza procesu apoptozy i nekrozy

Wplyw NPs na apoptoze i nekroze zbadano za pomoca cytometru przeptywowego
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit. Proces
nekrozy zostat takze okreslony za pomocg testu LDH oraz na podstawie mikroskopowej
oceny zmian ultrastrukturalnych za pomocg TEM.
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Poziom reaktywnych form tlenu (RFT)

Poziom RFT zostal zmierzony za pomoca cytometrii przeptywowej z wykorzystaniem sond
fluorogennych — dwuctanu 2,7-dichlorofluoresceiny (DCF-DA) do oznaczenia RFT oraz
dihydroetydyny (DHE) do okre$lenia poziomu anionorodnika ponadtlenkowego O,

Poziom biatka enzymoéw antyoksydacyjnych oraz sirtuiny 3 (SIRT3)
Metoda Western Blot zostala wykorzystana do okre$lenia poziomu biatka enzymow
antyoksydacyjnych oraz SIRTS3.

Poziom mRNA enzymow antyoksydacyjnych oraz biatek 7 rodziny BCL-2

Lancuchowa reakcja polimerazy z analizg w czasie rzeczywistym (real-time PCR) zostata
wykorzystana do oceny poziomu mRNA genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne oraz
kodujacych biatka z rodziny BCL2.

Catkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna oraz aktywnosé enzymow antyoksydacyjnych
Wykorzystujac dostgpne komercyjnie testy kolorymetryczne zostaly okreslone: calkowita
nieenzymatyczna pojemno$¢ antyoksydacyjna na podstawie oceny zdolnosci wymiatania
wolnych rodnikoéw oraz aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych w oparciu o efektywnosé
katalizowanych reakcji.

Oznaczenie zawartosci biatka
Poziom biatka w analizowanych probkach (parametr pomocniczy) zmierzono przy
wykorzystaniu metody Bradforda [46].

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki zostaly poddane analizie statystycznej z wykorzystaniem programu
GraphPad Prism 5 za pomoca testu one-way ANOVA i testu Tukey (przedziat ufnosci 95%,
a=0,05).

OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKEAD ROZPRAWY

Molekularne mechanizmy toksycznego dziatania TiO,NPs na komorki
osteoblastow — rola stresu oksydacyjnego.

Niska K, Pyszka K, Tukaj C, Wozniak M, Radomski MW, Inkielewicz-Stepniak |. Titanium
dioxide nanoparticles enhance production of superoxide anion and alter the antioxidant
system in human osteoblast cells. Int J Nanomedicine. 2015; 10:1095-1107.

Badania dotyczace mechanizmu toksycznego dziatania TiO,NPs wobec komorek
kos$ci zostaly przeprowadzone na komorkach linii hFOB 1.19. Linia komérkowa hFOB 1.19
jest powszechnie stosowanym modelem do oceny interakcji ksenobiotykow z komoérkami
osteoblastow w warunkach in vitro, ze wzgledu na stabilno§¢ chromosomowg oraz
podobienstwo do zréznicowanych osteoblastow [47]. Do badan wykorzystali§my dostgpne
komercyjnie TiO,NPs w rozmiarze 5-15 nm. Zgodnie z przeprowadzong charakterystyka
w pozywce stosowanej do hodowli komorek przewazaly NPs w rozmiarze 10-15 nm.

Uzyskane wyniki dowodza, ze TiO,NPs powoduja znaczace statystycznie obnizenie
przezywalnosci komorek osteoblastow w sposob zalezny od stezenia (5-100 pg/mL) i czasu
ekspozycji (24 i 48 godz.). Zaobserwowalismy, ze TiO,NPs sg pobierane i internalizowane

10



przez komoérki hFOB 1.19, lokalizujg si¢ w cytoplazmie powodujac zmiany na poziomie
ultrastrukturalnym.  Przyczyniaja si¢ do intensywnej wakuolizacji mitochondriow,
powstawania autofagolizosomow, a takze pecznienia komorki i1 perforacji btony komoérkowe;.
Uszkodzenia blony skutkuja wzmozonym uwalnianiem LDH, co dodatkowo $wiadczy
0 $mierci komorki na drodze nekrozy. 48-godzinna ekspozycja komorek osteoblastow
na dziatanie TiO,NPs powoduje wzrost poziomu anionorodnika ponadtlenkowego (O,"), przy
jednoczesnym obnizeniu poziomu bialek dysmutazy ponadtlenkowej SOD1 (Cu/ZnSOD),
dysmutazy ponadtlenkowej SOD2 (MnSOD) oraz SIRT3. UdowodniliSmy, ze dochodzi
do obnizenia catkowitego potencjalu antyoksydacyjnego oraz catkowitej aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej w lizatach komoérkowych osteoblastow.

Nasze badania przyczynity si¢ do wskazania mechanizmu cytotoksycznego dziatania
TiO,NPs na komorki osteoblastow w kontek$cie zaburzenia funkcjonowania systemu
antyoksydacyjnego. PotwierdzilisSmy przypuszczenie, ze TiO,NPs wywotujg uszkodzenia
osteoblastow na drodze generowania anionorodnika ponadtlenkowego O,". Co istotne, po raz
pierwszy wykazaliSmy ujemng korelacje statystyczng miedzy poziomem O,” i SIRT3
(p=-0,789) oraz dodatnig korelacj¢ miedzy poziomem SIRT3 i MnSOD (p=0,766), czego
konsekwencja jest zmniejszenie aktywnosci katalitycznej MnSOD. Nasze badania dowodza,
ze regulacja poziomu ekspresji SIRT3 moze stanowi¢ nowa Sciezke W naprawie uszkodzen
powstalych na skutek stresu oksydacyjnego, bedacego wynikiem dziatania TiO,NPs
na komorki kosci.

Molekularne mechanizmy toksycznego dziatania CuONPs na komorki
hipokampa — rola stresu oksydacyjnego.

Niska K, Santos-Martinez MJ, Radomski MW, Inkielewicz-Stepniak |I. CuO nanoparticles
induce apoptosis by impairing the antioxidant defense and detoxification systems in the mouse
hippocampal HT22 cell line: protective effect of crocetin. Toxicol in Vitro. 2015; 29(4):663-
671.

Ocen¢ potencjalnego neurotoksycznego dzialania CuONPs przeprowadziliSmy
na komorkach linii HT22, ktére ze wzgledu na brak jonotropowych receptoréw glutaminianu
(1GluRs), sa uznanym modelem w badaniach neuronalnego stresu oksydacyjnego in vitro.
[48]. Do badan wykorzystalismy dostepne komercyjnie CuONPs w rozmiarze 31 nm.
Zgodnie z przeprowadzong charakterystyka, rozmiar NPs w pozywce hodowlanej miescit si¢
w zakresie 27-39 nm, ze $rednim rozmiarem zblizonym do deklarowanego przez producenta
1 wynoszacym 33 nm. W obecnosci krocetyny nie zaobserwowaliSmy znaczacych zmian
w rozktadzie rozmiaru.

Uzyskane wyniki dowodzg, ze CuONPs powodujg znaczgce statystycznie obnizenie
przezywalnosci komorek hipokampa HT22 w sposob zalezny od stezenia (1-80 pg/mL)
I czasu ekspozycji (6, 18 i 24 godz.), z potowa maksymalnego stezenia hamujacego (ang. half
maximal inhibitory concentration) 1C5=25,9 pg/mL po 24-godzinnej inkubacji.
ZaobserwowaliSmy, statystycznie istotny wzrost poziomu komorek apoptotycznych w wyniku
ekspozycji na dziatanie CuONPs (10 i 25 pg/mL, 24 godz.), czemu towarzyszyl wzrost
poziomu ekspresji genu proapototycznego Bax oraz obnizenie ekspresji genu
antyapoptotycznego Bcl-2. DowiedliSmy, ze 24-godzinna ekspozycja komoérek HT22
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na CuONPs (10 i 25 pg/mL) powoduje wzrost RFT. Co wigcej, CuONPs w stezeniu
25 pg/mL obnizaja poziom zredukowanego glutationu (GSH) oraz aktywnos¢ transferazy
S-glutationu (GST), SOD oraz peroksydazy glutationowej (GPx). Zaburzenie aktywnosci
enzymoOw systemu antyoksydacyjnego bylo powigzane ze zmniejszeniem ekspresji genow
GPx oraz SOD.

W ramach przeprowadzonych badan wykazaliSmy, ze cytotoksycznos¢ CuONPs jest
powigzana z dysregulacja genow zwigzanych z procesem apoptozy, generowaniem RFT oraz
zaburzeniem funkcjonowania systemu antyoksydacyjnego 1 detoksykacyjnego komorek
hipokampa linii HT22. W zwiazku z powyzszym, w celu zminimalizowania efektow
zwigzanych z toksycznym dziataniem CuONPs, zaproponowalismy zastosowanie Krocetyny —
zwiagzku biologicznie czynnego, przenikajacego barier¢ krew-mézg o wilasciwosciach
antyoksydacyjnych. WykazaliSmy, ze krocetyna w st¢zeniu 5 uM chroni przed
cytotoksycznym efektem wywotanym 24-godzinng inkubacjg komoérek HT22 z CuONPs.
Dowiedlismy, Ze krocetyna wplywa na regulacje ekspresji oraz aktywno$¢ enzymoéw systemu
antyoksydacyjnego i detoksykacyjnego, przywracajac ich prawidtowe funkcjonowanie. Nasze
badania wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania krocetyny w celu ochrony komorek
hipokampa przed uszkodzeniami zwigzanymi ze stresem oksydacyjnym oraz zaburzeniem
funkcjonowania systemu antyoksydacyjnego i detoksykacyjnego indukowanymi CuONPs.

Wplyw modyfikacji AQNPs na proliferacje komorek fibroblastow dzigset oraz ocena
ich wlasciwosci przeciwbakteryjnych.

Niska K, Knap N, Kedzia A, Jaskiewicz M, Kamysz W, Inkielewicz-Stepniak |. Capping
Agent-Dependent Toxicity and Antimicrobial Activity of Silver Nanoparticles: An In Vitro
Study. Concerns about Potential Application in Dental Practice. Int J Med Sci. 2016;
13(10):772-782.

W toku kolejnych eksperymentéw oceniony zostal wplyw funkcjonalizacji AgNPs
na ich aktywno$¢ biologiczng: cytotoksyczno$¢ 1 dziatanie przeciwbakteryjne,
z uwzglednieniem aktywnosci przeciwbiofilmowej. Do badan wykorzystalismy dostepne
komercyjnie 15 nm AgNPs, 10 nm AgNPs-LA, 10 nm AgNPs-PEG oraz 10 nm AgNPs-TA.
Charakterystyka powyzszych NPs, wykazata, ze rozmiar AgNPs wynosit 11,2 = 2,1 nm,
AgNPs-LA 9,5 + 1,9 nm, AgNPs-PEG 9,8 £ 2,0 nm oraz AgNPs-TA 10,0 + 1,8 nm.
Potencjalne dziatanie cytotoksyczne AgNPs oceniono wobec ludzkich fibroblastow dzigset
linii HGF-1, ktore sa jednym z cze$ciej stosowanych rodzajow komoérek jamy ustnej
w badaniach in vitro [40,49]. Badanie aktywnosci przeciwbakteryjnej NPs oraz AgNO; jako
zwigzku kontrolnego zostato przeprowadzone na beztlenowych szczepach bakteryjnych
pobranych od pacjentow z infekcjami jamy ustnej i drog oddechowych, gram (+):
Actinomyces, Bifidobacterium, Finegoldia, Propionibacterium, Parvimonas,
Peptostreptococcus, gram (-): Bacteroides, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella,
Tannerella oraz szczepow referencyjnych. Najmniejsze stezenie hamujace wzrost bakterii
(MIC) bylo oznaczane za pomoca metody seryjnych rozcienczen NPS w agarze Brucella
z dodatkiem 5% odwtoknionej krwi baraniej, witaminy K oraz hematyny. Ponadto,
interesujgce wydawato nam si¢ zbadanie aktywnos¢ AgNPs wobec biofilmu utworzonego
przez Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis oraz Streptococcus mutans,
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bakterii ktore odgrywaja duze znaczenie w chronicznym zapaleniu dzigsta oraz parodontozie
[50]. Minimalne st¢zenie hamujgce wzrost badanego szczepu (MIC) oraz minimalne st¢zenie
bakteriobojcze (MBC) bylo wyznaczane za pomocg metody seryjnych rozcienczen w bulionie
Mueller Hinton.

Uzyskane przez nas wyniki dowodzg, ze modyfikacja AgNPs ma wplyw na ich
cytotoksyczno$¢ 1 aktywno$¢ przeciwbakteryjng. Najmniejsza cytotoksycznos¢ wobec
komorek fibroblastow dzigset, w wyniku 24-godzinnej ekspozycji, wykazaty NPs powlekane
kwasem liponowym oraz glikolem polietylenowym w poréwnaniu do niemodyfikowanych
AgNPs. AgNPs-LA oraz AgNPs-UC charakteryzowaly si¢ najwyzsza aktywnoS$cia
przeciwbakteryjng, w szczegolnosci do bakterii gram (+) w zakresie stezen niewywotujacych
efektu toksycznego wobec komorek fibroblastéw. Co wigcej, AgNPs-LA w stezeniach
nietoksycznych dla fibroblastow dzigset efektywnie redukowaty 1-dniowy biofilm utworzony
przez Staphylococcus epidermidis oraz Streptococcus mutans. Testowane szczepy bakterii
beztlenowych wykazaly w tych samych stgzeniach (MIC 5-100 pg/mL) wyzszg wrazliwo$¢
na wszystkie oceniane zwigzki nanosrebra niz na wykorzystany do badan w celach
porownawczych roztwor AgNO:s.

Zgodnie z naszymi oczekiwaniami wykazalismy, iz modyfikacje strukturalne AgNPs
wplywaja na ich aktywno$¢ przeciwbakteryjng, przeciwbiofilmowa oraz cytotoksycznosc.
Co wazne, wyniki naszych badan wskazuja na duzy potencjal aplikacyjny AgNPs-LA, ktore
wykazuja silne wlasciwosci przeciwbakteryjne zaréwno do pojedynczych szczepow jak
1 tworzacych przez bakterie biofilmow w stezeniach nietoksycznych dla komoérek
fibroblastow dzigsel.

PODSUMOWANIE

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej potwierdzaja, ze aktywno$¢
biologiczna, w tym toksyczno$§¢ NPs jest zalezna od wielu czynnikow: rozmiaru,
funkcjonalizacji, oraz st¢zenia i czasu ekspozycji. Udowodnionym przez nas mechanizmem
cytotoksycznego dziatania NPs jest wzmozone generowanie RFT oraz zaburzenie
funkcjonowania systemu antyoksydacyjnego, co w konsekwencji przyczynia si¢ do $mierci
komorek na drodze apoptozy i nekrozy. Jednak, dzigki zastosowaniu zwigzkow biologicznie
czynnych o wiasciwosciach antyoksydacyjnych (na przyktad: krocetyny) lub zastosowaniu
procesu funkcjonalizacji NPs mozliwe jest obnizenie toksyczno$ci NPs oraz niwelowanie
negatywnych skutkdw wywotanych ich dziataniem.

Nanotechnologia, ktorej tempo rozwoju przybiera nieoczekiwane rozmiary mimo
innowacyjnosci jakag wprowadza w nasze zycie, niesie takze ze sobg wiele niepoznanych,
czasem niepozadanych efektow. Dlatego, jednym z istotniejszych aspektow jest ciagle
monitorowania ryzyka jakie moze wynika¢ z ich zastosowania, zar6wno dla srodowiska jak
1 cztowieka. Stad tez, obecne badania koncentruja si¢ na dokltadnym poznaniu oraz
wyjasnieniu mechanizmow dzialania NPs, co przyczyni si¢ do ich optymalnego zastosowania
w materiatach oraz pozwoli przewidzie¢ i zminimalizowa¢ skutki uboczne jakie moga
wynikaé z obecnosci NPs.
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SUMMARY IN ENGLISH

INTRODUCTION

Nanotechnology is one of the key and dynamically developing technology of the 21st
century. It includes the design, production, characterization and modification of structures and
materials at the atomic and molecular level. Nanoparticles (NPs), nanometric scale structures,
which range from 1-100 nm in size are one of the most commonly used nanomaterials. The
prefix nano comes from the Greek word nanos (dwarf) and defines one billionth of a meter
I nm = 10° m [1]. In comparison to macro-scale materials, completely new physicochemical
properties has been observed in materials with a nanometric dispersion. Accordingly, a wide
range of possible application includes almost every part of our life, to begin with electronic,
construction, textile industry as well as food. In particular, large hopes are related to the use
of nanostructures in medicine [2]. The unique properties of nanoparticles (NPs), i.e. high
surface area to volume ratio and the ability to penetrate easily through biological barrier and
cell membranes increased already their application in many fields of medicine, namely
medical diagnostics, tissue engineering, dentistry, as well as dermatology and cosmetology
[2,3]. In 2010, the presence of nanomaterials was listed in 1317 consumer goods. Among
them, 313 products contained inorganic NPs, while silver nanoparticles (AgNPs) and titanium
dioxide nanoparticles (TiO,NPs) were the most frequently used nanomaterial. The new total
of 1814 products as of 2014 represents a thirty-fold increase over the 54 products originally
listed in 2005 [4,5]. The development and improvement of nanomaterials as well as their
much more common uses, lead to increase the market value. Nanomaterials market was
valued at $14,742 million in 2015, and is expected to reach $55,016 million by 2022 [6].
Undoubtedly, nanotechnology poses remarkable possibilities of progress in many field.
However, nanotechnology and exposure to NPs are growing exponentially. Consequently,
possible hazard for human health and the environment is being created. The unique properties
of NPs have an impact on their pharmacological activity and common uses, but can also
be responsible for their adverse and toxic effect. A number of studies have shown that NPs
exert toxicity associated with oxidative stress at molecular, cellular, tissue and systemic level
[7-10].

Antioxidant defense system:

enzymatic (SOD, CAT, GR, Reactive oxygen and nitrogen

GPx), natural antioxidants species: OH", O,", RO’, ROO’,
LOOH, '0,, 05 H,0,, ONOO/,
‘NO, 'NO,

e

Figure 1. Oxidative stress — disturbance in the oxidation-reduction equilibrium.

SOD - superoxide dismutase , CAT — catalase, GR — glutathione reductase, GPx — glutathione peroxidase,
OH’ — hydroxyl radical, O, superoxide radical anion, RO’ — alkoxyl radical, ROO" — peroxyl radical,
LOOH — lipid peroxides, 'O, singlet oxygen, O;— ozone, H,O,— hydrogen peroxide, ONOO™ — peroxynitrite,
‘NO - nitric oxide radical, "NO; — nitrogen dioxide radical.
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The biological activity, including toxicity of nanometric structures/particles is strongly
depended on chemical and physical factors, such as size and shape, agglomeration state,
surface area, chemical composition, surface chemistry (charge and hydrophilicity), surface
functionalization, concentration, exposure time as well as kind of cells exposed to NPs [7,11].
The current state of knowledge is not sufficient to explain the molecular mechanism
of toxicity of NPs and their harmful impact on human health. Therefore, investigations
in the area of potential toxicity of NPs, including their comprehensive characterization
in biological system is very important. Consequently, the new branch of science, namely
nanotoxicology, was developed. Toxicological studies of nanomaterials can provide useful
data on the toxicity and will enable the maintenance only specific products containing
nanomaterials that are safe for both human and environment. Clarification of the molecular
mechanism of action of nanostructures enable the development of methods for reducing
the toxic effects of NPs. As a result, nanotoxicology is involved in an enhancement of safety
and efficiency of uses of nanomaterials. In 2016, National Science Foundation (NSF)
allocated $22.48 million, representing nearly 5.4 percent of its overall National
Nanotechnology Initiative  (NNI) budget for studies, which were focused
on the environmental, health, and safety aspects and methods for reducing the respective risks
of nanotechnology development [12].

In view of the above, the aim of my doctoral dissertation wasto evaluate
the biological effects of selected NPs in eukaryotic and prokaryotic cells, including
physicochemical characterization of NPs.

TiO,NPs are one of the most frequently used nanoparticles. Titanium and titanium
alloys exhibit an outstanding combination of high biocompatibility, great tensile strength and
biological stability, which enables their use in medical application, mainly in prosthesis,
implants and bone tissue engendering scaffolds. Titanium is a reactive material and has
an very high affinity for oxygen. This feature conducts to spontaneously forming of protective
titanium dioxide films, conferring a resistance to body fluid effects and high corrosion
resistance. Nevertheless, the stable fixation between the implant surface and surrounding
tissue cannot be ensured. In addition, titanium has low wear and abrasion resistance because
of its low hardness, which may lead to the problem of reduced service life of implants.
As a result, the reconstructive surgery may be needed again [13]. Surface modification
is becoming an increasingly popular method to improve the performance of materials
in biological system. Improvement can be represented by increasing surface roughness as well
as shifting topography to nanoscale and tailoring the nanoscale morphology [14]. Titanium
nanostructures accelerate the adsorption of the blood proteins fibrinogen and fibronectin,
promoting bone-forming cells (osteoblasts) adhesion, proliferation and differentiation
[15,16]. TiO,NPs are one of the most frequently used forms of titanium with nanometric scale
topography. NPs are in the same size range as integral part of natural bone, such
as hydroxyapatite crystals, making them promising candidates for local applications in bone.
The presence of TiO,NPs in the endoprosthesis, orthopedic implants or scaffolds for bone
tissue engineering can improve tissue regeneration, enhance ossteointegration of implants and
prevent against infection due to antibacterial properties of TiO,NPs [17]. Although, NPs
represent a promising tool for therapeutic approaches in bone, their use is limited because
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of potential toxicity of TiO,NPs. According to current knowledge, it is assumed that TiO,NPs
may be released from various devices implanted into human body to the synovial fluid and
periprosthetic tissue. Consequently, released nanoparticles can translocate through
the circulatory and lymphatic system to tissue and organs and provoke the biological
inflammatory response, which may lead to bone resorption and even to bone loss [13].
It is important to note that, since 2006, The International Agency for Research on Cancer
(IARC) has classified TiO, as possibly carcinogenic to humans (Group 2B), which
additionally enhances risk of negative effect of TiO,NPs [18]. However, the toxicological
mechanism associated with interaction between TiO,NPs and bone cells is still not
sufficiently explained. Accordingly, the one part of the doctoral dissertation was
the assessment of the molecular mechanism of TiO,NPs toxicity on human osteoblast
cells.

Copper oxide nanoparticles (CUONPs) are another type of NPs representing a broad
range of application possibilities, owing to their unique optical, electrical and magnetic
properties. Applications such as gas sensors, lithium batteries, solar cells as well
as semiconductors and electronic chip have been suggested for CUONPs [19]. CuONPs are
also utilized in textile fibers, anti-fouling paint, wood preservation, as products for
disinfection and agricultural biocides because exhibit excellent antimicrobial properties [20].
It should be noted that the worldwide production of nanomaterials was estimated
at 260,000-390,000 metric tons in 2010, including approximately 200 tons CUONPs. In 2014,
production of CuONPs increased to 570 tons. By the year of 2025, the estimated global
production of CuONPs would be 1600 tons [21,22]. As a result, both occupational and
environmental as well as daily life exposure to nanomaterials is increased. NPs may invade
the human body via inhalation, ingestion or through the skin [23]. According to the current
state of knowledge, NPs may alter the blood-brain barrier integrity owing to their nanometric
size and surface charge [24]. However, the potential hazardous effects of CUONPs are
poorly studied, in particularly in the context of neurotoxicity. For this reason, the next
part of doctoral dissertation was intended to determine the molecular mechanism
of CuONPs toxicity on hippocampal cells.

Among the metal NPs, AgNPs have gained especial attention due to their popular
application in dental porcelains, implants, prostheses and cements [25,26]. One of the most
serious problem of modern dentistry are secondary infections and inflammations in the oral
cavity, affecting the functioning of all body system. Long-term infection and chronic
inflammatory periodontal diseases contribute to the development of systemic diseases
such as coronary artery disease, atherosclerosis, chronic obstructive pulmonary disease,
diabetes, rheumatoid arthritis and also may be involved in the pathogenesis of Parkinson’s
and Alzheimer’s diseases [27,28].

Bacteria in oral cavity may exist in nature in a planktonic form or can form biofilms. Biofilms
are a microcolonies of one or more species of microorganism forming spatial organization
in the matrix of extracellular polymeric substances [29]. Currently, attention in dentistry
is increasingly focused on the ability of bacteria to form biofilms, owing to important role
of biofilms in the pathogenesis of biomaterial-associated infections. This kind of infections
is difficult to treat owing to dynamic biofilm growth and production endotoxins. Moreover,
microorganisms in biofilms are innately more resistant to antimicrobial agents, including
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antibiotics and antiseptics as well as to immune response [30]. In addition, increasing
bacterial resistance to bactericidal and bacteriostatic agents is being observed, due
to unnecessary and inappropriate uses. Some of them are also extremely irritating
to different tissues and organs [31]. Therefore, today many studies are concentrated
on development the new, alternative agents having stronger antibacterial properties, which
can inhibit growth of both planktonic forms of bacteria and biofilms [31,33]. For this reasons,
studies of nanosilver have been launched. Because of broad antimicrobial spectrum and
anti-inflammatory properties, AgNPs represent a potential agent for the prevention and
treatment of chronic periodontal diseases and resistant bacterial and fungal infections. Thus,
AgNPs can be an excellent agents in the maintenance of good oral hygiene [34]. On the other
hand, cytotoxicity of AgNPs, which global production reached 420 tons in 2014, was
confirmed in many experiments in vitro [35,36] as well as in vivo [37]. AgNPs with particle
size less than 10 nm are the most toxic [38-40]. Our previous studies showed that AgNPs
induced oxidative stress and inflammatory responses in human gingival fibroblasts [40].
Interestingly, the reduction of cytotoxic effect of AgNPs may be possible due to covalent
or non-covalent surface functionalization of NPs with chemical and biologically active
compounds [41]. Therefore, we are making an attempt to evaluate the influence
of surface modification (functionalization) of AgNPs on their biological activity:
cytotoxicity on human gingival fibroblasts and antibacterial properties. We used AgNPs
functionalized with lipoic acid (AgNPs-LA), polyethylene glycol (AgNPs-PEG) and tannic
acid (AgNPs-TA), due to their particular biological properties. Lipoic and tannic acid are
antioxidants with ability to inhibit TNF-a, which is one of the main proinflammatory
cytokines [42,43]. Due to functionalization with polyethylene glycol, aggregation of NPs
is decreased, which may reduce the toxicity of NPs [44].

THE AIMS OF THE DOCTORAL DISSERTATION WAS:

1. The assessment of the molecular mechanism of TiO,NPs toxicity on human osteoblast
cells, including their influence on antioxidant system — in vitro study.

2. The assessment of the molecular mechanism of CuONPs neurotoxicity
on hippocampal cells, including their influence on cellular antioxidant and
detoxification system — in vitro study.

3. The investigation of influence of surface modification of AgNPs with capping agent:
lipoic acid (AgNPs-LA), polyethylene glycol (AgNPs-PEG) and tannic acid
(AgNPs-TA) on their cytotoxicity on human gingival fibroblasts and antibacterial
properties under in vitro condition.

MATERIALS AND METHODS

Cell cultures
The study was performed using cell lines obtained from the ATCC collection: human fetal
osteoblast cell line hFOB 1.19 (CRL-11372) and human gingival fibroblasts HGF-1
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(PCS-201-018) as well as an immortalized mouse hippocampal cell line HT22 obtained from
Friedrich Schiller University Jena. Cells were cultured under standard conditions [45].

Physicochemical characterization of NPs
Characterization of NPs was investigated by using dynamic light scattering (DLS) (Zetasizer
Nano ZS, Malvern Instruments) and transmission electron microscope (TEM).

Measurement of cytotoxicity:

To determine potential cytotoxicity of NPs, cell viability was measured using the colorimetric
metabolic activity assays (WST-1, MTT), cell death was evaluated by quantitative
measurement of lactate dehydrogenase released from damaged cells.

Cell-penetrating abilities of NPs, their localization in the cells and NPs-induced
ultrastructural changes

The ability to penetrate through the cell membrane, localization in the cells and ultrastructural
changes was determined by TEM.

Determination of apoptotic and necrotic cell death

The effect of NPs on apoptosis and necrosis was determined by flow cytometry using
the commercially available Annexin V-FITC Apoptosis detection kit. Necrosis was also
assessed using LDH assay and TEM — based on the cell morphological ultrastructural
changes.

Detection of reactive oxygen species (ROS)

ROS generation was measured by flow cytometry using the appropriate fluorochromes. ROS
was determined using 2,7-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA). Dihydroethidium (DHE)
was used to measure production of superoxide anion O,".

Protein levels of antioxidant enzymes and sirtuin 3 (SIRT3)
Protein levels of antioxidant enzymes and SIRT3 was detected using Western Blot.

MRNA expression of antioxidant enzymes and BCL-2 family proteins
MRNA expression of antioxidant enzymes and BCL-2 family proteins was determined using
a real time quantitative polymerase chain reaction.

Total antioxidant capacity and activity of antioxidant enzymes

Colorimetric commercially available kits were used to measure the total non-enzymatic
antioxidant capacity based on radical scavenging ability as well as determine the antioxidant
enzyme activities based on their effectiveness of catalyzed reactions.

Protein content
Protein content (an auxiliary parameter) was measured by the method of Bradford [46].

Statistical analysis

Statistical analysis of the obtained results was performed using GraphPad Prism 5 software
by one-way ANOVA analysis of variance and Tukey’s post-hoc test, and P-values <0.05 were
considered statistically significant.
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Molecular mechanisms of TiO,NPs toxicity on human osteoblast cells — role
of oxidative stress.

Niska K, Pyszka K, Tukaj C, Wozniak M, Radomski MW, Inkielewicz-Stepniak |. Titanium

dioxide nanoparticles enhance production of superoxide anion and alter the antioxidant
system in human osteoblast cells. Int J Nanomedicine. 2015; 10:1095-1107.

Study of the molecular mechanism of TiO,NPs toxicity on bone cells was performed
using hFOB 1.19 cells. This human cell line is frequently used in vitro to evaluate the effects
of xenobiotic exposures on osteoblast cells function owing to their minimal chromosome
abnormalities and the exhibition of the matrix synthetic properties of differentiated
osteoblasts [47]. We used commercially available TiO,NPs with a size of 5-15 nm.
The physicochemical characterization of NPs showed that the predominant size
of the TiO,NPs measured in culture medium ranged from 10 to 15 nm,

The obtained results have demonstrated that exposure of hFOB 1.19 cells to TiO,NPs
caused a statistical significant decrease in viability of osteoblast cells in a concentration- and
time-dependent manner (5-100 pg/mL, 24 and 48 hours). The uptake and internalization
of TiO,NPs by hFOB 1.19 cells within the cytoplasm lead to the ultrastructural changes
in osteoblasts. Additionally, TiO;NPs contribute to the intensive vacuolization
of mitochondria, the formation of autophagolysosomes, the perforation of the cell membrane
and advanced swelling of intracellular organelles. Disruption of cell membranes result
in increased LDH release, which additionally illustrates the necrotic cell death. Incubation
of osteoblast cells with TiO,NPs for 48 hours led to excessive production of superoxide anion
(O,"), decreased copper-zinc SOD1 (Cu/ZnSOD) and manganese SOD2 (MnSOD), as well
as SIRT3 protein level. We proved that also total superoxide dismutase activity together with
total antioxidant capacity was decreased.

Our study offers new insights into the mechanism underlying the cytotoxic effects
of TiO,NPs on osteoblast cell in the context of disruption of antioxidant system function.
We have confirmed that O,” is involved in the damage effect to the osteoblast induced
by TiO,NPs. Importantly, we demonstrated the significant negative correlation between
SIRT3 protein level and O,” (p= - 0.789) content as well as a significant positive correlation
between SIRT3 and MnSOD protein level (p=0.766). As a result, the decreased catalytic
activity of MnSOD was observed. These findings indicate that the regulation of SIRT3
expression might provide a new approach to reduce TiO,NPs-induced oxidative stress
damage as well as protect from apoptotic and necrotic cell death in osteoblast cells.

Molecular mechanisms of CuONPSs toxicity on hippocampal cells — role of oxidative
stress.

Niska K, Santos-Martinez MJ, Radomski MW, Inkielewicz-Stepniak |. CuO nanoparticles
induce apoptosis by impairing the antioxidant defense and detoxification systems in the mouse
hippocampal HT22 cell line: protective effect of crocetin. Toxicol in Vitro. 2015; 29(4):663-
671.
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The study of the potential neurocytotoxic effects of CuONPs was performed using
HT22 cell line. This human cell line is commonly used as in vitro model for the study
of neuronal oxidative stress due to the lack ionotropic glutamate receptors (iGIuRs) [48].
We used commercially available CuONPs with a size of 31 nm. The physicochemical
characterization of NPs showed that the size distribution for CuONPs measured in culture
media ranged from 27 to 39 nm. An average size of NPs was 33 nm, which was similar
to the manufacturer's declaration. In the presence of crocetin, the significant changes of size
distribution was not observed.

The obtained results have demonstrated that exposure of HT22 cells to CuONPs
caused a statistically significant decrease of cells viability in a concentration- and
time-dependent manner (1-80 pg/mL; 6, 18 and 24 hours) with the half maximal inhibitory
concentration I1Csp of 25.9 pg/mL after 24 hours. Moreover, exposure of HT22 cells
to CUONPs (10 and 25 pg/mL, 24 hours) resulted in up-regulation of the pro-apoptotic genes
Bax and down-regulation of the anti-apoptotic genes Bcl-2, which are associated with
an enhanced apoptosis. Additionally, a generation of ROS in HT22 cells exposed to CUONPS
(10 and 25 pg/mL, 24 hours) was observed. We also found that CuONPs (25 ug/mL)
decreased levels of the reduced glutathione (GSH) as well as the activity glutathione
S-transferase (GST), SOD and glutathione peroxidase (GPx). The impairment of activity
of enzymatic antioxidant defense system was associated with dysregulated expressions
of GPx and SOD genes.

Our studies demonstrated that the cytotoxic effects of CUONPs in HT22 cells are
associated with dysregulation of pro- and anti-apoptotic genes, the generation of ROS as well
as enzymatic antioxidant and detoxification systems dysfunction . In order to reduce the risks
associated with toxicity of CuONPs, we proposed application of crocetin due to their
antioxidant properties and ability to cross the blood-brain barrier. We demonstrated that
cytotoxic effect of CuONPs in hippocampal cells after 24 hours was attenuated
by co-incubation of HT22 with 5 uM crocetin. We confirmed that crocetin reduced
CuONPs-induced effects on the gene expression and activity of antioxidant and detoxifying
enzymes. Our study highlights, the potential use of crocetin in the protection against oxidative
stress mediated toxicity of CuONPs in hippocampal cells as well as the impairment
of enzymatic antioxidant and detoxification systems functions caused by CuONPs.

The influence of surface modification of AgNPs with capping agent on proliferation
of human gingival fibroblasts and antibacterial properties.

Niska K, Knap N, Kedzia A, Jaskiewicz M, Kamysz W, Inkielewicz-Stepniak |. Capping
Agent-Dependent Toxicity and Antimicrobial Activity of Silver Nanoparticles: An In Vitro
Study. Concerns about Potential Application in Dental Practice. Int J Med Sci. 2016;
13(10):772-782.

The influence of surface modification of AgNPs with capping agent on their biological
activity, including cytotoxicity, antibacterial and antibiofilm activity was evaluated
by the subsequent study. We used commercially available AgNPs with size 15 nm,
AgNPs-LA with size 10 nm, AgNPs-PEG with size 10 nm and AgNPs-TA with size 10 nm.
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The physicochemical characterization of NPs showed that the size for AgNPs was
11.2 £ 2.1 nm, AgNPs-LA was 9.5 = 1.9 nm, AgNPs-PEG was 9.8 &= 2.0 nm and AgNPs-TA
was 10.0 + 1.8 nm. The study of the potential cytotoxic effect of AgNPs was evaluated using
human gingival fibroblasts HGF-1. These cells are used commonly to evaluate interaction
between oral cells and xenobiotics under in vitro exposure [40,49]. The antibacterial activity
of AgNPs and AgNOs as control against strains of anaerobic bacteria and reference strains
was investigated. AgNO3; was used as control due to the confirmed antimicrobial activity
against periodontal pathogens. The bacterial strains were isolated from patients with oral
cavity and respiratory tract infections, including Gram-positive: Actinomyces,
Bifidobacterium, Finegoldia, Propionibacterium, Parvimonas, Peptostreptococcus and
Gram-negative (-): Bacteroides, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Tannerella.
The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined by means of plate dilution
methods in Brucella agar, supplemented with 5% defibrynated sheep blood, menadione and
hemin. Moreover, the evaluation of the activity of tested AgNPs against biofilms produced
by Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and Streptococcus mutans, OWing
to their association with chronic wound infections and periodonthosis was undertaken [50].
Determination of minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal biofilm eradicating
concentration (MBEC) was determined by means of plate dilution methods in Mueller Hinton
Broth.

Our study demonstrated that surface modification of AgNPs with capping agent
affected their cytotoxicity and antibacterial activity. AgNPs-LA and AgNPs-PEG exerted
the lowest cytotoxic effect against human gingival fibroblasts after 24-hour exposure
as compared to AgNPs-UC. Importantly, both AgNPs-LA and AgNPs-UC exerted the highest
antibacterial activity, particularly against Gram-positive bacteria at concentration nontoxic
to human gingival fibroblasts. Additionally, AgNPs-LA inhibited growth of Staphylococcus
epidermidis and Streptococcus mutan 1-day biofilm at concentration nontoxic to human
gingival fibroblast. All tested strains were more susceptible to the nanosilver than
to the control solution of AgNO3 as observed within the same concentration range MIC
(5-100 pg/mL).

In accordance with our expectations, we demonstrated that capping agent had
significant influence on the antibacterial, antibiofilm activity and cytotoxicity of AgNPs.
Importantly, our study highlighted potential usefulness of AgNPs-LA in dental practice due
to their strong antibacterial properties against both planktonic form and biofilms
at concentration nontoxic to human gingival fibroblasts.

SUMMARY

The results obtained during the PhD project demonstrated that biological activity
of NPs, including toxicity, is dependent on many factors such as size, functionalization,
concentration and exposure time. We have proved that the mechanism of cytotoxic effects
of NPs is associated with generation of ROS, the impairment of antioxidant system and
increased levels of apoptosis and necrosis. Moreover, we have indicated that reduction
of nanotoxic effects is possible by application of biologically active compounds with
antioxidant properties (for example crocetin) or surface modification of NPs with capping
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agent. Currently, the growth rate of nanotechnology in more and more fields of science
reaches unexpected dimensions. However, the innovativeness created by nanotechnology can
also possess unpredicted dangerous. Therefore, the most important issue is the continuous
monitoring of both health human and environment risk associated with uses of nanomaterials.
The comprehensive understanding the molecular mechanism of action of nanostructures
allows optimal application of NPs and reducing negative effect caused by NPs exposure.
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