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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM



I. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

143B
AgNPs
ATCC

AuNPs
AuNPs-GSH
AuNPs-GSH-CTA

AuNPs-GSH-DOX

AuNPs-GSH-GEM

b-SOMPs

Bax
Bcl-2
BrdU
c-SOMPs

C2C12
CTA
DCF-DA
DNA
DOX
ECDCC

GEM
GPX4
GSH
HA-NPs
HDF

linia komorkowa kostniakomigsaka

nanoczastki srebra

(ang. American Type Cell Culture), Amerykanska Kolekcja
Hodowli Komoérkowych

nanoczastki ztota

nanoczastki zlota stabilizowane glutationem

nanoczastki zlota stabilizowane glutationem 1 sprzgzone
z cytarabing

nanoczastki zlota stabilizowane glutationem 1 sprzgzone
z doksorubicyna

nanoczastki zlota stabilizowane glutationem 1 sprzgzone
z gemcytabing

(ang. branched silver orthophosphate microparticles),
mikroczastki fosforanu (V) srebra w ksztalcie rozgat¢zionym
biatko proapoptotyczne

biatko antyapoptotyczne

5-bromo-2-deoksyurydyna

(ang. cubic silver orthophosphate microparticles), mikroczastki
fosforanu (V) srebra w ksztalcie szeSciennym

linia komorkowa mysich mioblastow

cytarabina

dioctan 2,7’-dichlorodihydrofluoresceiny

kwas deoksyrybonukleinowy

doksorubicyna

(ang. European Collection of Authenticated Cell Culture),
Europejska Kolekcja Hodowli Komérkowych

gemcytabina

peroksydaza glutationowa 4

glutation

nanoczastki hydroksyapatytu

linia komorkowa fibroblastow skory



hTERT-HPNE

1Cso
TUPAC

MBEC

MC3T3-El
MG-63
MIC

MMP1
MMP3
MPs

MRSA

MTT
NF-«B

NPs
NR
pl6-ARC

PANCI
PEG

PI
rd-SOMPs

ROS
s-SOMPs

Saos-2

linia komorkowa nietransformowanych nowotworowo komorek
przewodu trzustkowego

stezenie inhibitora hamujace w 50%

(ang. International Union of Pure and Applied Chemistry),
Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowane;j

(ang. minimal biofilm eradication concentration), minimalne
stezenie eradykujace biofilm

linia komoérkowa mysich preosteoblastow

linia komorkowa kostniakomigsaka

(ang. minimal inhibitory concentration), minimalne stezenie
hamujace

metaloproteinaza 1

metaloproteinaza 3

mikroczastki

(ang. methicyllin-resistant Staphylococcus aureus), gronkowiec
ztocisty (Staphylococcus aureus) oporny na metycyline

bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-ilo)-2,5-difenyloterazoliowy
(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), jadrowy czynnik transkrypcyjny kB

nanoczastki

(ang. neutral red) czerwien oboj¢tna

(ang. actin-related protein 2/3 complex subunit 5), bialtko
kompleksu zwigzanego z aktyna

linia komorkowa nowotworu trzustki

(ang. poli (ethylene glycol)), poli (tlenek etylenu)

jodek propidyny

(ang.  rhombic  dodecahedral  silver  orthophosphate
microparticles), mikroczastki fosforanu (V) srebra w ksztalcie
dwunasto$ciennym

(ang. reactive oxygen species), reaktywne formy tlenu

(ang.  spherical silver  orthophosphate  microparticles)
mikroczastki fosforanu (V) srebra w ksztalcie sferycznym

linia komorkowa kostniakomigsaka



SOD1

SOD2
SOD3

SOMPs

t-SOMPs

TEM
th-SOMPs

cytoplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa, cynkowo -
miedziowa

mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa, manganowa
zewnatrzkomérkowa dysmutaza ponadtlenkowa, cynkowo -
miedziowa

(ang. silver orthophosphate microparticles), mikroczastki
fosforanu (V) srebra

(ang. tetrapod  silver  orthophosphate  microparticles)
mikroczastki fosforanu (V) srebra w ksztalcie tertrapodalnym
transmisyjny mikroskop elektronowy

(ang. tetrahedral silver orthophosphate microparticles)

mikroczastki fosforanu (V) srebra w ksztalcie czworosciennym



II. WPROWADZENIE

Nowoczesne biomateriaty takie jak mikroczastki (MPs) i nanoczastki (NPs) dzigki
swoim unikalnym wiasciwo$ciom mogg by¢ wykorzystywane w profilaktyce
1 leczeniu choréb czlowieka. Badania na temat MPs i NPs sg nowa, preznie rozwijajaca
si¢ dziedzing nauki, na co wskazuje rosnaca liczba doniesien literaturowych. Do konca
2019 roku w bazie PubMed indeksowano ponad 230 000 artykutéw o tej tematyce,
z wyraznym wzrostem ich liczby w ostatnim dziesigcioleciu. Obserwuje si¢ réwniez
znaczny wzrost liczby produktow z dodatkiem NPs, co przeklada si¢ rowniez na wzrost
warto$ci tej galezi gospodarki [1,2]. Nalezy pokreslic, ze wlasciwosci NPs
sa zdecydowanie lepiej poznane niz wtasciwosci MPs. Jednakze, podzial na mikroczastki
i nanoczastki ma charakter umowny, a w terminologii naukowej nie ma jasnych kryteriow
rozdzialu migdzy nimi. Celem ujednolicenia nazewnictwa stosowalem wytyczne
Migdzynarodowej Unii Chemii Czystej 1 Stosowanej (IUPAC), zgodnie z ktorymi
mikroczgstkami nazywamy struktury, ktorych rozmiar mieéci si¢ w zakresie od 107 m
do 10 m, a nanoczastkami takie, ktorych rozmiar mie$ci w zakresie od 10 m do 10" m
[3]. Natomiast wedlug Komisji Europejskiej (zalecenie 2011/696/UE), nanomaterialy
to takie produkty, w ktoérych 50% rozktadu liczbowego wielkosci czastek ma jeden
lub wigcej wymiaréw w zakresie 1 nm. - 100 nm. [4]. Jednakze, od powyzszej definicji
sa pewne wyjatki takie jak fulereny, ptytki grafenowe oraz jedno$cienne nanorurki
weglowe, 0 co najmniej jednym wymiarze ponizej 1 nm. [4]. Zatem MPs i NPs sg wigksze
od czasteczek organicznych (takich jak DNA czy biatka), ale mniejsze od wirusow,
bakterii czy komorek eukariotycznych. Niewielkie rozmiary w sposob znaczacy
wptywaja na zmiang ich wlasciwosci fizyko-chemicznych, w odniesieniu
do odpowiednikow w skali makro. Mikroczastki 1 nanoczastki wykazuja szereg
korzystnych wlasciwosci, m.in.: wysoki stosunek pola powierzchni do objetosci,
zdolno$¢ penetrowania przez btony komorkowe i bariery biologiczne oraz wysoka
reaktywno$¢ [5]. Nalezy réwniez wspomnie¢ o wielokierunkowych mozliwos$ciach
funkcjonalizacji MPs 1 NPs, co znacznie zwigksza mozliwosci zastosowania
ich w aspekcie biomedycznym [5]. MPs i NPs znajduja zastosowanie w biologii, chemii,
medycynie, ochronie $rodowiska, genetyce, biotechnologii czy przemysle [5-8]

(Rycina 1.).
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Rycina 1. Zastosowanie praktyczne mikroczgstek i nanoczgstek [9]
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W badaniach wchodzacych w sktad mojej pracy doktorskiej wykorzystalem
mikroczastki 1 nanoczastki metali szlachetnych i ich zwigzkow. Nanoczastki srebra
(AgNPs) wykazuja silne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, przeciwnowotworowe,
antyagregacyjne i fibrynolityczne [10-12]. Warto podkresli¢, ze AgNPs charakteryzuje
aktywno$¢ przeciwbakteryjna réwniez przeciwko biofilmowi 1  szczepom
wielolekoopornym [6, 13]. Korzystne cechy warunkuja wielokierunkowe zastosowanie
nanoczastek, czego dowodem jest fakt, ze AgNPs stanowig 30% NPs produkowanych
w celach komercyjnych [14]. Nanoczastki ztota (AuNPs) rowniez charakteryzuja
si¢  wlasciwo$ciami  przeciwnowotworowymi, ponadto s3  wykorzystywane
w immunoterapii, diagnostyce obrazowej oraz jako biosensory [15-19].
AuNPs dodatkowo znalazty zastosowanie w diagnostyce choréb, np. gruzlicy [20].
AuNPs i AgNPs sg réwniez wykorzystywane jako platformy dostarczania lekow [21, 22].
Mikroczastki, np. fosforanu (V) srebra, tlenku miedzi (II) czy tlenku srebra réwniez
wykazuja wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe 1 przeciwnowotworowe [23-26].
Zaréwno MPs, jak 1 NPs posiadajg szereg korzystnych wlasciwosci biologicznych

co przeklada si¢ na mozliwo$¢ ich biomedycznego wykorzystania (rycina 2).

11
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Niestety, nie do konca poznane dziatanie toksyczne i trudne do przewidzenia
zagrozenia dla zdrowia czlowieka ogranicza zastosowanie kliniczne MPs i NPs.
Dotychczasowe badania dowodza, ze zaréwno AgNPs, jak i AuNPs moga by¢
cytotoksyczne wzgledem ludzkich osteoblastow, komorek fibroblastow dzigsel,
progenitorowych komorek neuronalnych czy makrofagdéw [27-31]. Indukowanie stresu
oksydacyjnego jest jednym z gldéwnych mechanizméw cytotoksycznosci NPs metali,
jednakze dziatanie prozapalne czy powodowanie zaburzen w wewnatrzkomorkowej puli
wapnia jest rowniez opisywane [28, 29, 32]. W efekcie ekspozycja na dziatanie NPs moze
prowadzi¢ do $mierci komodrki na drodze apoptozy, nekroptozy, nekrozy lub autofagii
[33-39]. Mechanizmy cytotoksycznosci MPs nie sg dobrze poznane.
Wykazano, ze mikroczastki hydroksyapatytu sa cytotoksyczne wzgledem ludzkich
makrofagdéw, a mikroczastki krzemionki wzgledem komoérek nowotworu piersi [40, 41].
Jednym z opisanych mechanizméw cytotoksycznosci mikroczastek jest indukcja stresu
oksydacyjnego i wplyw na regulacje cyklu komorkowego [42, 43]. Podsumowanie
wybranych mechanizméw cytotoksycznosci MPs i NPs na poziomie molekularnym

1 komorkowym przedstawitem na rycinie 3.

12
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Rycina 3. Wybrane mechanizmy cytotoksycznosci mikroczgstek i nanoczgstek

na poziomie komorkowym i molekularnym

Zardéwno korzystne wtasciwosci jak i toksycznos¢ MPs i NPs zaleza od wielu
czynnikow. Funkcjonalizacja MPs i NPs moze wptynag¢ na poprawe ich profilu
bezpieczenstwa jednocze$nie nie uposledzajac ich korzystnych wilasciwosci. Szereg
czynnikow moduluje wtasciwosci MPs 1 NPs, a do najlepiej poznanych naleza ich: rodzaj,
wielkos¢, ksztalt, czas inkubacji, st¢zenie, pH srodowiska oraz wiasciwos$ci powierzchni.
Ponadto wtlasciwosci biologiczne MPs 1 NPs zaleza od rodzaju narazonych
na ich dziatanie komorek. Podsumowanie czynnikéw wptywajacych na wtasciwosci MPs
1 NPs przedstawitem na rycinie 4. Wielu autoréw wskazuje, ze im mniejsze MPs i NPs
tym wicksza jest ich cytotoksyczno$¢ [30, 42, 44]. Jednakze, pojawiaja si¢ prace
wykazujace wyzsza cytotoksycznos¢ MPs i NPs o wigkszych rozmiarach [45]. Podobnie,
wraz ze wzrostem stezenia i czasu inkubacji, obserwowany jest wzrost cytotoksycznosci
[46—48]. Rowniez ksztalt wplywa na cytotoksyczno$¢ NPs i MPs, aczkolwiek ze wzgledu
na mozliwos¢ przylaczenia substancji biologicznie czynnych do powierzchni MPs i NPs
o ksztalcie sferycznym, s3 one obecnie coraz czg$ciej wykorzystywane [49].

Do powierzchni biomateriatow kowalencyjnie lub niekowalencyjnie mozna przylaczy¢

13



mi¢dzy innymi fluorofory, leki, przeciwciata, kwasy nukleinowe, biatka, wodoroweglany
czy substancje organiczne takie jak poli(tlenek etylenu), (PEG) lub zredukowany
glutation (GSH) [50, 51]. Funkcjonalizacja MPs i NPs za pomoca GSHa lub PEGu
znacznie zwigksza ich biokompatybilno$¢. Ponadto, PEG poprawia rozpuszczalno$é
w wodzie i zapobiega oplaszczaniu przez biatka, co wydluza czas poéltrwania
w krwioobiegu [30]. Natomiast GSH ma silne wlasciwosci antyoksydacyjne,
co zmniejsza cytotoksyczno$¢ wynikajaca z indukcji stresu oksydacyjnego przez MPs
i NPs [30, 52]. Sugeruje si¢, ze przytaczenie chemioterapeutykow do nanoczastek
pozwala  na  stworzenie  biomaterialow o lepszych  wlasciwosciach
przeciwnowotworowych niz same leki (lepsza zdolno$¢ penetrowania guza
nowotworowego, przelamywanie mechanizméw lekoopornosci) [53—-55]. Podobnie
polaczenie nanoczastek z antybiotykami pozwala na osiggniecie synergistycznego efektu

przeciwdrobnoustrojowego [56, 57].

KSZTALT ROZMIAR

CZAS INKUBACII STEZENIE

FUNKCJONALIZACIA

wodoroweglany [T ﬁ

*

Rycina 4. Podsumowanie wybranych czynnikow wplywajgcych

na wiasciwosci biologiczne mikroczgstek i nanoczgstek
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Mimo niezaprzeczalnego rozwoju medycyny jaki dokonal si¢ w ostatnich
dekadach, wciaz nie znaleziono efektywnego sposobu leczenia wielu chordb. Dzigki
swoim unikalnym witasciwosciom, MPs i NPs moga znalez¢ zastosowanie kliniczne.
Ponadto, zastosowanie farmaceutykow w skali mikro i nano pozwala na zmniejszenie
dawek leku, co przektada si¢ na obnizenie kosztow terapii jak i jej skutkow ubocznych
[58, 59]. Choroby nowotworowe i zakazenia, ktére zwigzane s3 z postgpem
cywilizacyjnym i wydtuzaniem si¢ $redniej dtugosci zycia czltowieka, sa3 ogromnym
wyzwaniem wspoétczesnej medycyny. W ramach badan wchodzacych w sktad mojej
rozprawy doktorskiej, podjatem probe odpowiedzi na pytanie jak funkcjonalizacja
mikroczastek 1 nanoczastek wpltywa na ich wlasciwosci przeciwbakteryjne
i cytotoksyczne wzgledem komodrek nowotworowych. W Polsce i innych krajach
rozwini¢tych nowotwory stanowig druga, po chorobach uktadu sercowo-naczyniowego,
przyczyne zgondéw [60]. Badania prowadzitem z uzyciem modeli komérkowych trzech
nowotworow: raka piersi, raka trzustki oraz kostniakomigsaka. Choroby te sa waznymi
problem zaréwno z epidemiologicznego, jak i ekonomicznego punktu widzenia.
Nowotwor piersi jest najczestsza chorobg nowotworowa kobiet [60]. Nowotwor trzustki
charakteryzuje si¢ niskim odsetkiem 5-cio letnich przezycia (ok 6%), a jego leczenie jest
kosztowne (>65 tys. USD/pacjenta) [61, 62]. Natomiast kostniakomigsak to trzeci
najczestszy nowotwor populacji pediatrycznej, jednakze moze on wystapi¢ w kazdym
wieku [63]. Leczenie chemiczne tych nowotworéw rzadko pozwala na catkowite
wyleczenie, za$ leczenie chirurgiczne jest okaleczajace. Ponadto kazda z tych metod
obarczona jest powiklaniami, ktore znaczaco obnizajg jako$¢ Zycia pacjenta.

Infekcje stanowig czesty problem medyczny, szacuje si¢ ze 3-5% pacjentéw
poddanych operacjom ortopedycznym i nawet 40% pacjentdw z wszczepionymi
sztucznymi materiatami do uktadu krazenia boryka si¢ z zakazeniami zwigzanymi
z implantami, a tylko w USA roczne koszty leczenia powiklan zwigzanych
z implantacjami szacuje si¢ na 3,3 miliarda USD [64, 65].

Dotychczasowe dane literaturowe nie pozwalaja w sposob jednoznaczny okresli¢
wptywu modyfikacji mikroczastek i nanoczastek na ich wlasciwosci biologiczne.
W zwiazku z tym, konieczne sg szczegdlowe badania na temat wplywu wiasciwosci
fizykochemicznych MPs i NPs na ich aktywno$¢ wzgledem komorek prokariotycznych
i eukariotycznych (zarowno nowotworowych, jak 1 nietransformowanych

Nnowotworowo).
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III. CELE PRACY

Cel gléwny:

Ocena wplywu modyfikacji (ksztattu, rozmiaru, funkcjonalizacji)
nanoczastek 1 mikroczastek na ich wlasciwosci biologiczne: cytotoksycznos$¢,
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe oraz potencjalng aktywno$¢ przeciwnowotworowg

w badaniach in vitro.

Cele szczegodlowe:

1) Ocena wplywu ksztaltu nanoczastek zlota na ich selektywna aktywnos$é
cytotoksyczng wzgledem komodrek nowotworowych w poréwnaniu
z komorkami nietransformowanymi nowotworowo.

2) Ocena potencjalnych wlasciwosci przeciwnowotworowych sferycznych
nanoczastek zlota sprz¢zonych z glutationem 1 funkcjonalizowanych
chemioterapeutykami (doksorubicyna, gemcytabing, cytarabing).

3) Ocena wptywu ksztaltu mikroczastek fosforanu (V) srebra na ich wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i cytotoksycznos¢.

4) Ocena cytotoksycznych efektéw oddziatywania nanoczastek i mikroczastek

z nietransformowanymi nowotworowo i nowotworowymi komorkami kosci.

16



IV. MATERIALY I METODY

Mikroczgstki i nanoczgstki

Nanoczastki ztota w ksztalcie gwiazd, pretow 1 sfer zostaly zsyntezowane przez
zespot chemikéw z Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Adriany
Zaleskiej-Medynskie;j.

Mikroczastki fosforanu (V) srebra w ksztalcie: tetrapodalnym, sferycznym,
czworo$ciennym, szeSciennym, rozgalezionym oraz dwunastosciennym zostaly
zsyntezowane przez zespol chemikow z Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem
prof. dr hab. Adriany Zaleskiej-Medynskiej.

Nanoczastki ztota stabilizowane glutationem i sprz¢zone z chemioterapeutykami
(doksorubicyng, gemcytabing lub cytarabing) zostaly zsyntezowane przez zespot

chemikoéw z Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem dr. Michata W¢jcika.

Hodowle komdrkowe

W badaniach wykorzystano linie komorkowe: ludzkich ptodowych osteoblastow
(hFOB1.19), mysich preosteoblastow (MC3T3-El), trzy linie komoérkowe
kostniakomigsaka (143B, MG63, Saos-2), fibroblastow skory (HDF), mysich mioblastow
(C2C12), ludzkiego raka epitelioidalnego komorek trzustkowych (PANC-1), komoérek
przewodu trzustkowego (hTERT-HPNE), gruczolakoraka piersi (MCF7) oraz komorek
nabtonkowych gruczotu piersiowego (MCF10A). Linie komoérkowe hFOBI1.19,
MC3T3-El, 143B, MG63, Saos-2, HDF, PANC-1, hTERT-HPNE, MCF7,
oraz MCF10A pochodzity z American Type Culture Collection (ATCC), a linia C2C12
z European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). Hodowla komoérkowa

byta prowadzona w standardowych warunkach [66—-68].

Ocena cytotoksycznego dzialania mikroczgstek i nanoczgstek

Do oceny cytotoksycznego wplywu mikroczastek i nanoczastek na linie
komoérkowe wykorzystano testy kolorymetryczne oparte na: (1) pomiarze aktywnos$ci
metabolicznej komorek (MTT), (2) iloSciowym pomiarze syntezy DNA w komorce
(BrdU) oraz (3) ocenie zdolnosci gromadzenia czerwieni obojetnej w lizosomach

komorki 1 integralnosci bton komoérkowych (NR) [69-71].
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Ocena internalizacji mikroczgstek i nanoczgstek oraz indukowania zmian
na poziomie ultrastruktury komorki

Zdolno$¢ przenikania przez bton¢ komorkowa, lokalizacj¢ na poziomie
komérkowym oraz indukowanie zmian na poziomie ultrastrukturalnym przez
mikroczastki 1 nanoczastki okreslono za pomoca Transmisyjnej Mikroskopii
Elektronowej (TEM). Morfologia komoérek byta réwniez oceniana za pomocag

mikroskopii kontrastowo-fazowe;.

Ocena poziomu wewngtrzkomorkowych reaktywnych form tlenu
Poziom wewnatrzkomorkowych reaktywnych form tlenu (ROS) oceniono
przy uzyciu cytometrii przeptywowej z dwuoctananem 2,7 — dichlorofluoresceiny

(DCF-DA) i analizowano przy uzyciu programu CellQuest Pro.

Analiza cyklu komoérkowego
Wplyw mikroczastek fosforanu (V) srebra na regulacje cyklu komoérkowego
oceniono za pomocg cytometrii przeptywowej z barwieniem jodkiem propidyny (PI)

1 analizowano przy uzyciu programu CellQuest Pro.

Oznaczenie catkowitego poziomu bialka
Oznaczenie catkowitej zwartosci biatka w probkach zostalo wykonane metoda

Bradforda [72].

Oznaczenie poziomu wybranych biatek

Metoda Western-blot okreslono poziomy biatek markeréw: apoptozy
(Bax, Bcl-2) i stanu zapalnego (MMP1, MMP3, NF-kB), systemu antyoksydacyjnego
komorki (SODI1, SOD2, SOD3, GPX4) oraz bialek zwigzanych z tworzeniem
cytoszkieletu (p16-ARC).

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu jednoczynnikowej analizy
wariancji (one-way ANOVA) i testu post-hoc Tukey’a. Warto$§¢ 1Cso wyznaczono
za pomocg analizy nieliniowej regresji log(inhibitor) vs znormalizowana odpowiedz.
Analize  statystyczng  przeprowadzono w  programie = GraphPad  Prism

(przedziat utnosci = 95%, a=0,05).
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V. OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKLAD
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

W sktad mojej pracy doktorskiej wchodza cztery prace (trzy oryginalne i jedna
pogladowa) opublikowane w miedzynarodowych czasopismach indeksowanych
na Liscie Filadelfijskiej. Artykuly skupiaja si¢ na tematyce wpltywu modyfikacji
na wilasciwosci cytotoksyczne 1 przeciwbakteryjne nanoczastek i1 mikroczastek,

ze szczegbdlnym uwzglednieniem komorek kosci.

Publikacja 1.
Steckiewicz KP, Inkielewicz-Stepniak I.: Modified nanoparticles as potential agents in

bone diseases: cancer and implant-related complications; Nanomaterials. 2020; 10:658

Problemy choréb  koséca  dotycza znacznego odsetka  populacji,
a wraz ze wzrastajaca Srednia dhugoscia zycia, liczba 0so6b dotknigtych tymi schorzeniami
bedzie rosngé. W pracy dokonaliSmy przegladu literatury na temat potencjalnej roli
nanoczastek w profilaktyce i leczeniu wybranych probleméw wspodtczesnej ortopedii:
nowotworow oraz powiklan zwigzanych z alloplastykami stawow. Szczegdélny nacisk
potozylismy na wptyw modyfikacji nanobiomateriatéw na ich korzystne wtasciwosci
i cytotoksyczno§¢. UwzgledniliSmy réwniez wplyw NPs na nietransformowane
nowotworowo komorki kosci, w celu okreslenia ich bezpieczenstwa w zastosowaniu
klinicznym.

Publikacje rozpoczelismy od krotkiego wprowadzenia do tematyki, ktora zajmuje
si¢ nanotechnologia, zdefiniowali$my czym s3a nanoczastki, a takze porownalismy
ich rozmiar do innych obiektow. Nastgpnie przyblizyliSmy histori¢ nanotechnologii
oraz jej wspotczesne zastosowania.

W gtownej czgséci pracy omowilismy tematyke nowotwordéw kosci i1 potencjalng
role NPs w ich leczeniu. Nanoczastki moga by¢ bezposrednio cytotoksyczne wzgledem
linii komorkowych kostniakomigsaka, wykazano réwniez ich skuteczno$¢ w leczeniu
tej choroby w warunkach in vivo. Zaréwno nieorganiczne jak i organiczne NPs wykazuja
aktywno$¢ przeciwnowotworowa, ktora zalezy od rodzaju NPs, ich ksztattu, steZenia,
a takze pH S$rodowiska. NPs moga wykazywac rowniez aktywno$¢ cytotoksyczng

wzgledem innych nowotwordéw kosci jakimi sg chrzestniakomigsak, widkniakomigsak,
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czy migsak Ewinga. Warto podkresli¢, ze nowotworowe linie komérkowe sg zazwyczaj
bardziej wrazliwe na NPs niz linie nietransformowane nowotworowo. Poza bezposrednig
cytotoksycznoscia wzgledem komodrek nowotworowych, nanoczastki moga by¢
wykorzystane jako no$niki lekow, co jest szczegélnie istotne, gdy wiasciwosci
fizykochemiczne chemioterapeutykéw (np. rozpuszczalno$¢ w wodzie) utrudniaja
ich wykorzystanie praktyczne. Zdolnos¢ NPs do akumulacji w mikro$rodowisku guza
pozwala zmniejszy¢ toksycznos$¢ i zwigkszy¢ efektywnos¢ leczenia. Nanoczastki moga
by¢ sprzegane z ,klasycznymi” chemioterapeutykami (doksorubicyna, etopozyd,
cytarabina, gemcytabina i inne), substancjami obecnie nieuzywanymi w leczeniu
(kurkumina) jak i z kwasami nukleinowymi. Ponadto magnetyczne nanoczastki, dzigki
swoim unikatowym wlasciwosciom, moga by¢ wykorzystane w termoterapii
kostniakomigsaka. Warto podkresli¢, ze skuteczno$¢ NPs zostala wykazana zarowno
w badaniach in vitro jak i in vivo.

W drugiej czgsci publikacji podjelismy tematyke problemoéow, jakie stwarza
wprowadzenie implantu do wukladu szkieletowego, czyli zakazen 1 niskiej
biokompatybilno$ci. Omowilismy fizjologiczne podstawy, ktore powoduja pojawienie
si¢ tych problemdéw, a nast¢pnie opisaliSmy jakie nanoczastki moglyby im potencjalnie
zapobiegaé. Szereg nanoczastek zwigksza biokompatybilnos$¢ implantow. Naleza do nich
migdzy innymi nanoczastki srebra (AgNPs), tytanu, tlenku cynku czy hydroksyapatytu
(HA-NPs). NPs moga by¢ rowniez wykorzystane w medycynie regeneracyjnej
do roéznicowania komoérek kosci z komodrek macierzystych. Wiasciwosci te posiadaja
migdzy innymi HA-NPs, AgNPs czy AuNPs. Ponadto NPs moga wykazywad
wlasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe
orazprzeciwpasozytnicze. Najlepiej przebadane sg pod tym wzgledem AgNPs, ale takie
wlasciwosci posiadaja migdzy innymi AuNPs, NPs miedzi, NPs tlenkow metali,
NPs organiczne. Wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe NPs zaleza od ich rodzaju,
rozmiaru, ksztaltu oraz funkcjonalizacji.

Publikacje zakonczyliSmy podsumowaniem danych na temat bezpieczenstwa
klinicznego zastosowania nanoczastek. OmowiliSmy ich cytotoksycznos¢ wzgledem
nietransformowanych nowotworowo linii komoérkowych kosSci, a takze zestawiliSmy
te informacje z toksycznos$cig obecnie uzywanych lekow. Opisali§my réwniez zdobycze
nanotechnologii, ktore sg obecnie dopuszczone do stosowania w medycynie.

Podsumowujac, praca stanowi wstgp do dalszych rozwazan na temat wplywu

modyfikacji biomateriatbw na ich wlasciwosci biologiczne, ze szczegdlnym
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uwzglednieniem komoérek kosci. Wykazalismy, ze NPs wykazuja wiele korzystnych
wiasciwosci, ktore moga by¢ wykorzystane w chorobach kosci. Ponadto opisaliSmy
szereg czynnikow modyfikujacych wlasciwosci farmakologiczne i toksykologiczne NPs
(rodzaj NPs, ksztalt NPs, stezenie, czas inkubacji, pH $rodowiska, funkcjonalizacja,
rodzaj substancji stabilizujacych 1 inne). Zgodnie z nasza najlepsza wiedza,

jest to pierwsza publikacja, ktora w tak szczegdélowy sposob omawia niniejszg tematyke.

Publikacja 2.

Steckiewicz KP, Barcinska E, Malankowska A, Zauszkiewicz-Pawlak A, Nowaczyk G,
Zaleska-Medynska A, Inkielewicz-Stepniak I.: Impact of gold nanoparticles shape
on their cytotoxicity against human osteoblast and osteosarcoma in in vitro model:

evaluation of the safety of use and anti-cancer potential; ] Mater Sci Mater Med.

2019;30(2):22

Mimo dynamicznego rozwoju medycyny, leczenie onkologiczne jest wcigz
obarczone powaznymi powiktaniami i duzym odsetkiem niepowodzen terapeutycznych.
Dlatego zdecydowaliSmy si¢ zaja¢ problematyka wplywu modyfikacji NPs
na ich potencjalne wtasciwos$ci przeciwnowotworowe.

W pracy postanowiliSmy oceni¢ wplyw ksztaltu nanoczastek zlota
na ich aktywno$¢ cytotoksyczng wzgledem komorek kostniakomigsaka. ZbadaliSmy
réwniez wplyw AuNPs w réznych ksztaltach na nietransformowane nowotworowo linie
komérkowe kosci.

W publikacji scharakteryzowano 1 wykorzystano trzy ksztalty nanoczastek ztota:
gwiazdy (170 - 260 nm.), prety (dlugos¢ ok. 45 nm., szeroko§¢ 16 nm.) oraz sfery
(Srednica 6 - 22 nm.). Badania biologiczne przeprowadziliémy na liniach komoérkowych
kostniakomigsaka (143B 1 MG63) oraz nietransformowanej nowotworowo linii
komorkowej ludzkich ptodowych osteoblastow (hFOBI1.19). ZdecydowaliSmy
si¢ na wykorzystanie w eksperymentach dwoch nowotworowych linii komérkowych,
ze wzgledu na roznice w ich charakterystyce molekularnej. Linia komorkowa 143B
szybciej dokonuje podziatow komorkowych oraz ma wigksza zdolno$¢ do migracji
niz linia komorkowa MG63. Ponadto, komorki linii 143B majg wigksza zdolno$¢
do generowania przerzutow odleglych. Podsumowujac, charakterystyka komorek linii

143B wskazuje, ze fenotypowo sg one bardziej agresywne.
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Po 24 - godzinnej inkubacji komoérek z AuNPs, przy uzyciu testow MTT i NR,
wykazaliSmy zalezng od ksztattu, stezenia i rodzaju linii komérkowej cytotoksycznosé
AuNPs. AuNPs w ksztalcie gwiazd byly najbardziej cytotoksyczne, a sferyczne
wywieraly najmniejszy efekt na Zywotno$§¢ komorek. Ponadto linie komodrkowe
wykazaly r6ézng wrazliwo$§¢ na badane AuNPs. Linia komodrkowa hFOBI1.19
byta najbardziej oporna na dziatanie cytotoksyczne AuNPs, a linia komérkowa 143B
najmniej. DowiedliSmy, ze obie linie nowotworowe byly bardziej wrazliwe
na nanoczastki w poréwnaniu z liniag nietransformowang nowotworowo.
Warto podkresli¢, ze komorki ,,bardziej agresywnej” linii 143B byly rowniez bardziej
wrazliwe na NPs. Ponadto metoda Western-blot wykazaliSmy, ze AuNPs w ksztalcie
gwiazd 1 pretow powoduja zwigkszong produkcje proapoptotycznego biatka Bax i spadek
poziomu antyapoptotycznego biatka Bcl-2 w komoérkach. Analiza zdjg¢ TEM wykazata,
ze AuNPs gwiazdy (w st¢zeniu 10 pg/mL) ulegaja internalizacji 1 lokalizuja
si¢ w cytoplazmie i jadrze komorkowym, a takze powoduja zwigkszong wakuolizacje
komorki. Ponadto nanoczastki te w wyzszych stezeniach (50 pg/mL) powoduja
degradacje komorki i1 przerwanie ciggtosci blony komoérkowej. Natomiast AuNPs prety
(w stezeniu 10 pg/mL) ulegaja internalizacji i lokalizujg si¢ w endosomach, a w wysokich
stezeniach (50 pg/mL) powoduja degradacje komorki.

Podsumowujac, wykazaliSmy, ze efekty biologiczne AuNPs zaleza
od ich ksztaltu. Efekt dziatania nanoczastek zalezy réwniez od stezenia i rodzaju linii
komoérkowych  przy  wyraznej roznicy miedzy liniami  nowotworowymi
1 nietransformowanymi nowotworowo. AuNPs obnizaja zywotno$¢ komodrek i moga
powodowac ich apoptozg. AuNPs, w ksztalcie gwiazd maja najwigksza aktywno$¢
przeciwnowotworowa, a sferyczne AuNPs wykazuja najlepszy profil bezpieczenstwa
w badaniach in vitro. Jako pierwszy zespot na $wiecie okresliliSmy wplyw nanoczastek

ztota w roznych ksztattach na ludzkie ptodowe osteoblasty i komorki kostniakomigsaka.

Publikacja 3.
Steckiewicz KP, Barcinska E, Sobczak K, Tomczyk E, Wojcik M, Inkielewicz-Stgpniak
L.: Assessment of anti-tumor potential and safety of application of glutathione stabilized

gold nanoparticles conjugated with chemotherapeutics; Int J Med Sci. 2020;17(6)
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Na podstawie badan wstepnych oraz wnioskow ptynacych z omowionej wyzej
publikacji [68] na temat roli ksztaltow AuNPs na ich aktywno$¢ przeciwnowotworowa
in vitro 1 profil bezpieczenstwa, do dalszych badan wybraliSémy sferyczne nanoczastki
ztota. Podj¢lismy probe oceny mozliwosci wykorzystania AuNPs jako no$nikéw lekow.
Potacznie leku z nanoczastka miato na celu poprawe skuteczno$¢ terapii, tagodzenie
dziatah niepozadanych i tym samym obnizenie kosztow leczenia. Dodatkowo
zdecydowali§my si¢ ustabilizowa¢ nanoczastki za pomoca GSH, co miato zapewnié
stabilniejsze polacznie nanoczastka - lek jak 1 wplyng¢ na poprawe profilu
bezpieczenstwa, poprzez zmniejszenie cytotoksycznosci wzgledem komorek
nietransformowanych nowotworowo.

W pracy oceniliSmy potencjat sferycznych AuNPs stabilizowanych GSH jako
platform dostarczania chemioterapeutykdéw. OkresliliSmy wptyw badanych nanoczastek
na nowotworowe 1 nietransformowane nowotworowo linie komorkowe.

W publikacji scharakteryzowano cztery rodzaje sferycznych AuNPs. Sferyczne
AuNPs stabilizowane GSH (AuNPs-GSH), sferyczne AuNPs stabilizowane GSH
1 sprzgzone odpowiednio z doksorubicyng (AuNPs-GSH-DOX) cytarabing
(AuNPs-GSH-CTA) oraz z gemcytabing (AuNPs-GSH-GEM). Bylismy pierwszym
zespotem, na $wiecie ktory zsyntetyzowal i zbadal wiasciwosci biologiczne
AuNPs-GSH-CTA. Badania biologiczne prowadziliSmy na modelach komoérkowych:
kostniakomigsaka (143B), nowotworu trzustki (PANC1) i nowotworu piersi (MCF7)
oraz na liniach komorkowych bedacych nietransformowanymi nowotworowo
odpowiednikami tych tkanek (hFOB1.19, hTERT-HPNE, MCF10A). Poréwnali$my
réwniez skuteczno$¢ uzyskanych koniugatow nanoczastek i chemioterapeutykow
do samych lekow. ZdecydowaliSmy si¢ uzy¢ az sze$ciu linii komérkowych o rdznej
charakterystyce molekularnej, co dostarczylo nam informacji na temat wpltywu
NPs na r6zne rodzaje komorek i zwigkszyto wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow.

Po 24-godzinnej inkubacji koniugatow NPs 1 lekéw wykazalismy,
ze ich wiasciwosci biologiczne zaleza od: rodzaju chemioterapeutyku, st¢zenia,
oraz typu linii komoérkowej. NPs sprzgzone z lekami byty bardziej cytotoksyczne
od AuNPs-GSH, a nowotworowe linie komoérkowe byty bardziej wrazliwe na dziatanie
NPs w poréwnaniu z liniami nietransformowanymi nowotworowo. Wykazalismy,
ze w wybranych warunkach NPs moga by¢ selektywnie cytotoksyczne jedynie wobec

komorek nowotworowych, a takze by¢ skuteczniejsze od samych chemioterapeutykow.
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Uzyskane wyniki sugeruja, ze potacznie NPs - lek moze zmniejszy¢ toksyczno$¢
leczenia, koszty i jednocze$nie poprawi¢ skuteczno$¢ terapii.

Podsumowujac wykazalismy, ze AuNPs moga by¢ wykorzystane jako skuteczne
nos$niki lekow przeciwnowotworowych. Ich wiasciwosci zaleza od modyfikacji:

stabilizacji za pomocg GSH, obecno$¢ i rodzaju przytaczanego chemioterapeutyku.

Publikacja 4.

Steckiewicz KP, Zwara J, Jaskiewicz M, Kowalski S, Kamysz W, Zaleska-Medynska A,
Inkielewicz-Stepniak 1.:  Shape-depended  biological properties of Ag3PO4
microparticles evaluation of antimicrobial properties and cytotoxicity in in vitro model -

safety assessment of potential clinical usage; Oxid Med Cell Longev. 2019;
2019:6740325.

Na podstawie naszych wczesniejszych doswiadczen, podjeliSmy probe
odpowiedzi na pytanie, czy MPs wykorzystane do opracowania nowoczesnych
biomateriatbw moga pomoc w rozwigzaniu jednego z wazniejszych problemow
nowoczesnej ortopedii — powiktan infekcyjnych zwigzanych z alloplastykami stawow.
Ponownie postawilismy pytanie, jak modyfikacja MPs (ksztalt) wplynie
na ich wlasciwosci biologiczne. W badaniach wykorzystalismy MPs fosforanu (V)
srebra; ich budowa miata zwickszy¢ biokompatybilno$¢ (dzigki obecnosci fosforu,
ktéry jest waznym elementem budulcowym kosci) oraz zapewni¢ wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe (dzigki obecnosci srebra, o udowodnionym dziataniu
przeciwbakteryjnym). ZdecydowaliSmy si¢ zaprojektowaé¢ MPs, gdyz dzigki swoim
nieco wigkszym rozmiarom powinny by¢ mniej cytotoksyczne. Wigkszy rozmiar miat
réwniez ograniczy¢ ich przenikanie do krwiobiegu i powodowanie odlegtej narzadowej
toksycznos$ci przy wprowadzaniu do organizmu zZywego.

W pracy ocenili§my wplyw ksztattu MPs fosforanu (V) srebra na ich wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe oraz cytotoksyczno$¢ wzgledem komoérek  ssakow,
ze szczegdlnym uwzglednieniem komorek kosci. ZaproponowaliSmy réwniez
mechanizmy cytotoksycznosci MPs fosforanu (V) srebra.

W publikacji opisano metodyke syntezy i scharakteryzowano pod wzgledem
fizykochemicznym sze$¢ ksztaltéw MPs fosforanu (V) srebra (SOMPs): sferyczne
(s-SOMPs), szescienne (c-SOMPs), czworosciennie (th-SOMPs); dwunastoscienne

(rd-SOMPs), rozgalezione (b-SOMPs) oraz tetrapodalne (t-SOPMs).
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Badania mikrobiologiczne wykonano na szczepach Staphylococcus —aureus,
Staphylococcus aureus (MRSA), Candida albicans oraz Aspergillus niger. Do oceny
cytotoksycznos¢ SOMPs wykorzystano linie komoérkowe kosci (hWFOB1.19, MC3T3-El,
Saos-2), migsni (C2C12) oraz skory (HDF).

Wykazalis§my, ze wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe SOMPs zaleza
od ich ksztaltu oraz rodzaju patogenu. Szczepy grzybicze byly bardziej wrazliwe
na SOMPs niz bakteryjne. c-SOMPs oraz s-SOMPs wykazywaty najwigksza aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa. Co wazne, SOMPs byly skuteczne zaréwno wzgledem
planktonicznych form drobnoustrojow jaki i wzglgdem biofilmu, jednakze wartosci MIC
byt mniejsze od MBEC.

Cytotoksyczno$¢ SOMPs (mierzona testami MTT 1 BrdU) zalezata
od ich stezenia, ksztattu i rodzaju badanej linii komérkowe;j. c-SOMPs byly najbardziej,
a t-SOMPs - najmniej cytotoksyczne. Linia komorkowa hFOB1.19 byta najbardziej,
a linia C2CI12 - najmniej oporna na dziatanie SOMPs. Warto podkresli¢, ze SOMPs
wykazuja aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg w stezeniach nietoksycznych dla komorek
ssakow. Na podstawie wstepnych wynikow badan do dalszych eksperymentéw
wytypowalismy c-SOMPs, s-SOMPs, oraz b-SOMPs. Wykazalismy, ze SOMPs moga
indukowa¢ wewnatrzkomérkowa produkcje ROS, a takze wplywaé na poziom biatek
systemu antyoksydacyjnego (SODI1, SOD2, SOD3, GPX4), zwigzanych ze stanem
zapalnym (MMP1, MMP3, NF-kB) oraz zwigzanych z cytoszkieletem (pl16-ARC).
Jedynie c-SOMPs miaty wptyw na regulacj¢ cyklu komorkowego zmniejszajac liczbe
komoérek w fazie GO/Gl. Pomimo wplywu na poziom biatka zwigzanego
z cytoszkieletem, analiza zdj¢¢ TEM nie wykazata zmian w ultrastrukturze komorki.
SOMPs nie ulegaty réwniez internalizacji.

Podsumowujac, wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i cytotoksyczno$s¢ SOMPs
zaleza od ich ksztattu. Wykazalismy, Ze cytotoksyczno$¢ SOMPs wynika z indukcji
stresu oksydacyjnego i1 stanu zapalnego. Nasze badania dowodza, ze s-SOMPs maja
najkorzystniejsze ~ wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe 1 najlepszy  profil
bezpieczenstwa w warunkach in vitro. ByliSmy pierwszym zespolem na S$wiecie,

ktéry zbadal wptyw SOMPs na komorki ssakow.
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V. PODSUMOWANIE

Dzigki ogromnemu postepowi jaki dokonal si¢ w nauce, zdobycze nanotechnologii
moga znalez¢ zastosowanie w wielu dziedzinach medycyny miedzy innymi w onkologii
1 ortopedii. Mikroczastki i nanoczastki, z uwagi na korzystne spektrum aktywnosci
biologicznej, s3 wykorzystywane w profilaktyce, diagnostyce i terapii chorob cztowieka.
Niestety, jak kazde inne substancje terapeutyczne i biomaterialy, moga wykazywac
dzialania niepozadane. Pomimo unikalnych wlasciwosci, ze wzgledu na potwierdzong
cytotoksycznos¢ w eksperymentach in vitro 1 in vivo, zastosowanie kliniczne
mikroczastek i nanoczastek pozostaje nadal ograniczone.

Badania przeprowadzone w ramach mojej pracy doktorskiej wykazaty,
ze whasciwosci farmakologiczne oraz cytotoksyczno$¢ mikroczastek 1 nanoczastek
w warunkach in vitro zaleza od wielu czynnikdw: rodzaju, ksztaltu, st¢zenia, rozmiaru
oraz funkcjonalizacji. Dowiedli§my, ze aktywnos$¢ biologiczna jest nierozerwalnie
zwigzana z ich wilasciwoséciami fizykochemicznymi. Dlatego tak wazne jest dokladne
okreslenie mechanizmow cytotoksyczno$ci MPs i NPs, a takze zdefiniowanie czynnikoéw
determinujacych te wlasciwosci. W naszych badaniach skupili$my si¢ na ocenie wptywu
modyfikacji MPs i NPs na dziatanie przeciwdrobnoustrojowe i cytotoksyczne,
ze szczegblnym uwzglednieniem problematyki schorzen ortopedycznych, co w sposob
istotny uzupeknito istniejacg luk¢ w aktualnej wiedzy. W artykule przegladowym,
uwzgledniajac najnowsze osiagniecia naukowe, szczegblowo omowiliSmy znaczenie
nanoczastek w rozwigzywaniu problemow wspodlczesnej ortopedii. Natomiast
w badaniach eksperymentalnych jako pierwsi na §wiecie okresliliSmy wptyw ksztattu
nanoczastek ztota na ich cytotoksyczno$¢ wzgledem linii  komodrkowych
kostniakomigsaka, ocenili§my potencjat nanoczastek zlota stabilizowanych glutationem
jako nosnika cytarabiny oraz zbadali§my interakcj¢ mikroczastek fosforanu (V) srebra
z liniami komorkowymi w badaniach in vitro. Wykazali§my, ze dzigki unikalnym cechom
mikroczastki 1 nanoczastki moga by¢ potencjalnymi substancjami terapeutycznymi
lub tez stuzy¢ do opracowania biomateriatdéw. Uzyskane przez nas wyniki oraz zebrane
dane literaturowe moga okaza¢ si¢ pomocne w zaprojektowaniu mikroczastek
1 nanoczastek zmodyfikowanych w taki sposob, aby zmaksymalizowa¢ ich korzystne

dziatania biologiczne i jednocze$nie poprawi¢ profil bezpieczenstwa. Mamy nadzieje,
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ze zdobyta przez nas wiedza umozliwi praktyczne zastosowanie mikroczastek
1 nanoczastek metali w leczeniu schorzen ortopedycznych i onkologicznych cztowieka.

Wykorzystanie mikroczastek i nanoczastek w medycynie moze przyczyni¢
si¢ do rozwigzania kluczowych problemow, z ktérymi boryka si¢ ta dziedzina wiedzy.
Odpowiednia modyfikacja mikroczastek i nanoczastek moze wptyna¢ na poprawe
ich profilu bezpieczenstwa i maksymalizacj¢ korzystnych wtasciwosci biologicznych
(farmakologicznych). Duza nadzieje wiagze si¢ z wykorzystaniem mikroczastek
i nanoczastek w chorobach ko$ci: nowotworach 1 powiklaniach zwigzanych
z alloplastykami stawoéw. Dlatego, przyszte badania powinny skupi¢ sie¢

przede wszystkim na ich modyfikacji, w celu optymalnego wykorzystania w medycynie.
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I. LIST OF ABBREVIATIONS

143B

AgNPs

ATCC

AuNPs
AuNPs-GSH
AuNPs-GSH-CTA

AuNPs-GSH-DOX

AuNPs-GSH-GEM

b-SOMPs
Bax
Bcl-2
BrdU
c-SOMPs
C2C12
CTA
DCF-DA
DNA
DOX
ECDCC
GEM
GPX4
GSH
HA-NPs
HDF
hTERT-HPNE
ICso
IUPAC
MBEC

osteosarcoma cell line

silver nanoparticles

American Type Cell Culture

gold nanoparticles

gold nanoparticles stabilized with glutathione

gold nanoparticles stabilized with glutathione and conjugated
with cytarabine

gold nanoparticles stabilized with glutathione and conjugated
with doxorubicin

gold nanoparticles stabilized with glutathione and conjugated
with gemcitabine

branched silver orthophosphate microparticles

proapoptotic protein

antiapoptotic protein

5-bromo-2-deoxyuridine

cubic silver orthophosphate microparticles

murine myoblast cell line

cytarabine

2’,7’- dichlorodihydrofluorescein diacetate

deoxyribonucleic acid

doxorubicin

European Collection of Authenticated Cell Culture

gemcitabine

glutathione peroxidase 4

glutathione

hydroxyapatite nanoparticles

dermal fibroblast cell line

human immortalized pancreas ductal cell line

half maximal inhibitory concentration

International Union of Pure and Applied Chemistry

minimal biofilm eradication concentration
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MC3T3-El
MG-63
MIC
MMP1
MMP3
MPs
MRSA
MTT
NF-xB
NPs

NR
pl6-ARC
PANCI1
PEG

PI
rd-SOMPs
ROS
s-SOMPs
Saos-2
SOD1
SOD2
SOD3
SOMPs
t-SOMPs
TEM
th-SOMPs

mouse preosteoblast cell line

osteosarcoma cell line

minimal inhibitory concentration

metalloproteinase 1

metalloproteinase 3

microparticles

methicillin-resistant Staphylococcus aureus
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
nanoparticles

neutral red

actin-related protein 2/3 complex subunit 5

pancreatic ductal adenocarcinoma cell line

poli (ethylene glycol)

propionium iodine

rhombic dodecahedral silver orthophosphate microparticles
reactive oxygen species

spherical silver orthophosphate microparticles
osteosarcoma cell line

cytoplasmatic superoxide dismutase [Cu-Zn]
mitochondrial superoxide dismutase [Mn]

extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn]

silver orthophosphate microparticles

tetrapod silver orthophosphate microparticles

transmission electron microscope

tetrahedral silver orthophosphate microparticles
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II. INTRODUCTION

Modern biomaterials such as microparticles (MPs) and nanoparticles (NPs),
due to their unique properties, can be used in the prevention and treatment of human
diseases. Research on MPs and NPs is a novel but dynamically developing field
of science, as indicated by the growing number of scientific reports. By the end of 2019,
over 230,000 field-related articles have been indexed in by PubMed, with a significant
increase in their number in the last decade. There is also a significant rise in the number
of products with the addition of nanoparticles, which also increases the value
of this branch of the industry [1,2]. It should be emphasized that the properties of NPs
are much better known than the properties of MPs. However, the differentiation between
microparticles and nanoparticles is arbitrary and there is no consensus in scientific
terminology. In order to standardize the nomenclature, 1 used the guidelines
of the International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), according to which
microparticles are structures which size is in the range 107 - 10% m,
and that of nanoparticles is in the range of 10° - 107 m [3]. However, according
to the European Commission (Recommendation 2011/696/EU), nanomaterials are those
products in which 50% of the numerical particle size distribution has one
or more dimensions in the range 1 nm - 100 nm [4]. Nonetheless, there are some
exceptions to the above definition such as fullerenes, graphene plates and single-walled
carbon nanotubes with at least one dimension below 1 nm [4]. Thus, MPs and NPs
are larger than organic molecules (such as DNA and proteins) but smaller than viruses,
bacteria, and eukaryotic cells. The small size significantly changes their physicochemical
properties in  relation to  their equivalents in the macro scale.
Microparticles and nanoparticles possess favorable properties such as: high surface
to volume ratio, ability to penetrate cell membranes and biological barriers,
as well as high reactivity [5]. The multidirectional possibilities of NPs’ and MPs’
functionalization possibilities are also worth mentioning as they significantly amplify
their potential for biomedical applications [5]. MPs and NPs are used in biology,
chemistry, medicine, environmental protection, genetics, biotechnology and industry

[5-8] (Figure 1.).
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Figure 1. Practical application of microparticles and nanoparticles [9]
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In the research included in my doctoral dissertation, I used microparticles
and nanoparticles of noble metals and their compounds. Silver nanoparticles (AgNPs)
exhibit strong antimicrobial, anticancer, anti-aggregating and fibrinolytic properties
[9-11]. It is worth emphasizing that AgNPs also show antibacterial activity against
biofilm and multi-drug resistant bacterial strains [6,13]. These beneficial features allow
for a multidirectional application of nanoparticles, thus AgNPs constitute
30% of NPs produced for commercial purposes [14]. Gold nanoparticles (AuNPs)
also have anti-cancer properties and are used in immunotherapy, imaging diagnostics
and as biosensors [15-19]. Additionally, AuNPs are used in the diagnosis of diseases,
such as tuberculosis [20]. Moreover, AuNPs and AgNPs are widely used as drug delivery
platforms [21,22]. Microparticles such as silver phosphate, copper (II) oxide
or silver oxide, also exhibit antimicrobial and anticancer properties [23-26].
Both MPs and NPs show a number of favorable biological properties which translates

into the possibility of their biomedical use (Figure 2).
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Figure 2. Potential application of microparticles and nanoparticles in biomedical sciences
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Unfortunately, the clinical application of MPs and NPs is limited due to their
not fully explored toxicity and resulting unpredictable risks to human health.
Previous studies have shown that both AgNPs and AuNPs can be cytotoxic to human
osteoblasts, gingival fibroblast cells, neuronal progenitor cells and macrophages [27-31].
Induction of oxidative stress is one of the main mechanisms of the cytotoxicity
of metal NPs, however, pro-inflammatory effects or disturbances in the intracellular
calcium levels have also been described [28, 29, 32]. Exposure to NPs may therefore lead
to cell death through apoptosis, necroptosis, necrosis or autophagy [33-39].
The mechanisms of the cytotoxicity of MPs are not well understood. Hydroxyapatite
microparticles have been shown to be cytotoxic to human macrophages, while silica
microparticles to affect breast cancer cells [40,41]. One of the described mechanisms
of microparticle cytotoxicity is the induction of oxidative stress and the effect
on the regulation of the cell cycle [42,43]. A summary of selected mechanisms of MPs

and NPs cytotoxicity at the molecular and cellular level is presented in figure 3.
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Figure 3. Selected cytotoxicity mechanisms of microparticles and nanoparticles

at the cellular and molecular level

The beneficial properties and toxicity of MPs and NPs depend on multiple factors.
Functionalization of MPs and NPs aims at improving their safety profile without
compromising their properties. A number of variables modulate the properties
of MPs and NPs: type, size, shape, incubation time, concentration, pH of the environment
or surface properties. In addition, the biological properties of MPs and NPs depend
on the type of cells exposed to them. A summary of the factors influencing the properties
of MPs and NPs is presented in figure 4. Many authors indicate that the smaller MPs
and NPs are, the greater their cytotoxicity is [30,42,44]. However, there are studies
reporting higher cytotoxicity of MPs and NPs of larger sizes [45]. Similarly,
with increasing concentration and incubation time, an increase in cytotoxicity is observed
[46—48]. The shape also influences the cytotoxicity of NPs and MPs. Nowadays, the use
of MPs and NPs of spherical shape is becoming more prevalent, because it allows
for biologically active substances to be attached to their surface [49]. Fluorophores, drugs,
antibodies, nucleic acids, proteins, bicarbonates or organic substances such

as polyethylene oxide (PEG) or reduced glutathione (GSH) can be attached to the surface
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of biomaterials either covalently or non-covalently [50,51]. Functionalization of MPs
and NPs with GSH or PEG significantly increases their biocompatibility. In addition,
PEG improves water solubility and prevents protein coating, increasing their bloodstream
half-life [30]. GSH has strong antioxidant properties, which reduces the oxidative stress
related cytotoxicity of MPs and NPs. [30,52]. It has been suggested
that the functionalization of NPs with chemotherapeutic agents will allow the creation
of biomaterials with better anti-cancer properties than the drugs themselves
(in terms of their ability to penetrate tumors and to overcome drug resistance
mechanisms) [53-55]. Similarly, the nanoparticles functionalization with antibiotics

allows for a synergistic antimicrobial effect [56,57].

INCUBATION TIME CONCENTRATION
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FUNCTIONALIZATION

antibodies
nucleic acids

\/

carbohydrates
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fluorophores

Figure 4. Summary of selected factors influencing biological properties

of microparticles and nanoparticles
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Despite the recent advances in medicine, there is still no effective way to treat
many diseases. Thanks to their unique properties, MPs and NPs have the potential
for clinical application. Moreover, the use of pharmaceuticals in the micro and nano scale
allows the reduction of drugs doses, which reduces the cost and toxicity of the treatment
[58, 59]. Due to the development of civilization and the increased life expectancy, cancers
and drug-resistant infections are a serious challenge in modern medicine.
As part of the research included in my doctoral dissertation, I explored the issue
of the functionalization of microparticles, and nanoparticles impact on their antibacterial
and cytotoxic properties towards cancer cells. In Poland and other developed countries,
cancer is the second cause of death, after cardiovascular diseases. [60] In my research
I used cellular models of three cancers: breast cancer, pancreatic cancer,
and osteosarcoma. These diseases are important from both an epidemiological
and economic point of view. Breast cancer is the most common female neoplasm [60].
Pancreatic cancer has a low 5-year survival rate (about 6%), and its treatment is expensive
(> $ 65,000 / patient) [61,62]. Osteosarcoma is the third most common pediatric cancer;
nonetheless, it can occur at any age [63]. Chemotherapy rarely allows for a radical
treatment of those cancers, and the surgical options are often mutilating. Moreover, each
of these methods has complications that significantly reduce the patient's quality of life.
Infections are a common medical problem; it is estimated that 3 to 5% of patients after
an orthopedic surgery and up to 40% of patients with artificial materials implanted into
the circulatory system suffer from implant-related infections. Only in the USA, the annual
cost of treating complications related to implantation is estimated at $ 3.3 billion [64,65].

The data from scientific research in this field is still insufficient to clearly determine
the influence of modification of microparticles and nanoparticles on their biological
properties. Therefore, detailed studies on the influence of the physicochemical properties
of MPs and NPs on their activity against prokaryotic and eukaryotic cells (both cancerous

and non-cancerous) are necessary.
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I11.

Main aim:

AIM OF THE STUDY

Assessment of the influence of modification (shape, size, functionalization)

of nanoparticles and microparticles on their biological properties: cytotoxicity,

antimicrobial properties, potential antitumor activity in in vitro model.

Specific aims:

1)

2)

3)

4)

Assessment of the influence of the shape of gold nanoparticles on their
selective cytotoxic activity towards neoplastic cells in comparison
to non-transformed cells.

Evaluation of the potential anticancer properties of spherical gold
nanoparticles  stabilized  with  glutathione  and  functionalized
with chemotherapeutics (doxorubicin, gemcitabine, cytarabine).

Assessment of the influence of the shape of silver phosphate (V)
microparticles on their antimicrobial properties and cytotoxicity.

Evaluation of the cytotoxic effects of interaction of nanoparticles

and microparticles with non-transformed and cancer bone cells.
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IV. MATERIALS AND METHODS

Microparticles and nanoparticles

Gold nanoparticles in the shape of stars, rods and spheres were synthesized
by a team of chemists from the University of Gdansk under the supervision
of prof. dr hab. Adriana Zaleska-Medynska.

Silver phosphate (V) microparticles in the following shapes: tetrapodal, spherical,
tetrahedral, cubic, branched and dodecahedron were synthesized by a team of chemists
from the University of Gdansk under the supervision of prof. dr hab. Adriana Zaleska-
Medynska.

Gold  nanoparticles  stabilized  with  glutathione and  conjugated
with chemotherapeutic agents (doxorubicin, gemcitabine and cytarabine) were
synthesized by a team of chemists from the University of Warsaw under the supervision

of dr Michal Wojcik.

Cell culture

The following cell lines were used in the studies: human fetal osteoblasts
(hFOB1.19), mouse preosteoblasts (MC3T3-El), three osteosarcoma cell lines
(143B, MG63, Saos-2), skin fibroblasts (HDF), murine myoblasts (C2C12),
human pancreatic ductal adenocarcinoma (PANC-1), pancreatic duct cells
(hTERT-HPNE), breast adenocarcinoma (MCF7), and breast epithelial cells (MCF10A).
hFOB1.19, MC3T3-El, 143B, MG63, Saos-2, HDF, PANC-1, hTERT-HPNE, MCF7,
and MCF10A cell lines were purchased form American Type Culture Collection (ATCC),
whereas C2C12 cell line originated form the European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECACC). Cell culture was performed under standard conditions [66—68].

Assessment of the cytotoxic effect of microparticles and nanoparticles

To assess the cytotoxic effect of microparticles and nanoparticles on cell lines,
colorimetric tests were used, based on: (1) measurement of the metabolic activity of cells
(MTT), (2) quantitative measurement of DNA synthesis in the cell (BrdU)
and (3) assessment of the ability to accumulate neutral red in lysosomes and cell

membrane integrity (NR) [69-71].
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Assessment of the internalization of microparticles and nanoparticles and induction
of changes in the cell ultrastructure

The ability to penetrate the cell membrane, localization in the cells and induction
of changes in the cellular ultrastructure by microparticles and nanoparticles were
determined by Transmission Electron Microscopy (TEM). Cell morphology was also

assessed by phase-contrast microscopy.

Assessment of intracellular reactive oxygen species levels
Intracellular reactive oxygen species (ROS) levels were assessed with
2,7-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) staining and measured by flow cytometry.

Data were analyzed using the CellQuest Pro software.

Cell cycle analysis
The effect of silver phosphate microparticles on the regulation of the cell cycle
was assessed with propidium iodide (PI) staining by flow cytometry and analyzed using

the CellQuest Pro software.

Total protein level determination

Bradford method was used to determine total protein level in the samples [72].

Determination of selected proteins levels

The Western-blot method was used to determine the levels of selected proteins;
markers of apoptosis (Bax, Bcl-2) and inflammation (MMP1, MMP3, NF-kB), proteins
of the antioxidant system of the cell (SOD1, SOD2, SOD3, GPX4), and proteins
associated with the formation of the cytoskeleton (p16- ARC).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA and Tukey's post-hoc test.
The ICso value was determined by log(inhibitor) vs normalized response nonlinear
regression analysis. Statistical analysis was performed in GraphPad Prism

(confidence interval = 95%, o = 0.05).
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V. DESCRIPTION OF THE PUBLICATIONS INCLUDED
IN THE DOCTORAL THESIS

My doctoral thesis consists of four papers (three original and one review) published
in international journals indexed on the ISI Master List. The articles focus on the impact
of modification on the cytotoxic and antibacterial properties of nanoparticles

and microparticles, with particular emphasis on bone cells.

Publication 1
Steckiewicz KP, Inkielewicz-Stepniak I.: Modified nanoparticles as potential agents in

bone diseases: cancer and implant-related complications; Nanomaterials. 2020; 10:658

Skeletal system problems affect a significant percentage of the population,
and with increasing life expectancy, the number of people affected by these diseases will
only increase. In this work, we reviewed the literature on the potential role
of nanoparticles in the prevention and treatment of selected problems of modern
orthopedics: cancer and arthroplasty related complications. We put particular emphasis
on the influence of nanobiomaterials modification on their beneficial properties
and cytotoxicity. We also considered the impact of NPs on non-transformed bone cells
to determine their safety for potential clinical use.

The publication started with an introduction to the subject of nanotechnology,
we defined what nanoparticles are, and we compared their size to other objects.
Then we presented the history of nanotechnology and its modern applications.

In the main part of the work, we discussed bone cancers and the potential role
of NPs in their treatment. Nanoparticles may be directly cytotoxic to osteosarcoma cell
lines and have been shown to be effective in disease treatment in in vivo model.
Both inorganic and organic NPs exert antitumor activity, which depends
on the type of NPs, their shape, concentration, and the pH of the environment.
NPs can also show cytotoxic activity against other bone cancers such as chondrosarcoma,
fibrosarcoma or Ewing's sarcoma. It is worth noting that tumor cell lines are usually more
sensitive to NPs than non-transformed lines. Apart from the direct cytotoxicity
to neoplastic cells, nanoparticles can be used as drug carriers, which is particularly

important when the physicochemical properties of chemotherapeutic agents
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(e.g. water solubility) make their application in clinical practice difficult.
The ability of NPs to accumulate in the tumor microenvironment reduces toxicity
and increases the effectiveness of treatment. Nanoparticles can be conjugated
with "classic" chemotherapeutic agents (doxorubicin, etoposide, cytarabine, gemcitabine,
and others), substances currently not used in treatment (curcumin) and with nucleic acids.
Moreover, magnetic nanoparticles, owing to their unique properties, can be used
in the thermotherapy of osteosarcoma. It is worth noting that the effectiveness of NPs has
been demonstrated both in vitro and in vivo.

In the second part of the publication, we examined issues related to bone implants,
i.e. infections and low biocompatibility. We discussed the physiological basis of these
problems, and then described how nanoparticles could potentially prevent them.
A number of nanoparticles increase the biocompatibility of implants. These include silver
nanoparticles (AgNPs), titanium, zinc oxide and hydroxyapatite (HA-NPs). NPs can also
be used in regenerative medicine to differentiate bone cells from stem cells.
These properties are exhibited by i.a. HA-NPs, AgNPs and AuNPs. Moreover, NPs can
present  antibacterial,  antifungal, antiviral and antiparasitic = properties.
Properties of AgNPs are most widely documented, but AuNPs, copper NPs, metal oxide
NPs, organic NPs, and others also have such properties. The antimicrobial properties
of NPs depend on their type, size, shape, and functionalization.

We concluded the publication with a summary of the safety of potential clinical
application of nanoparticles. We discussed their cytotoxicity to non-transformed bone
cell lines, and we compared this information with the toxicity of currently used drugs.
We have also provided information on which nanoproducts are currently approved
for use in a clinical setting.

To sum up, the paper is an introduction to further studies on the influence
of modification of biomaterials on their biological properties, with particular emphasis
on bone cells. We have shown that NPs have a number of beneficial properties
that can be used in bone diseases. Moreover, we described numerous factors modifying
the pharmacological and toxicological properties of NPs (type of NPs, shape of NPs,
concentration, incubation time, environment pH, functionalization, type of stabilizing
agent, and others). To the best of our knowledge, this is the first publication that discusses

this subject in such a detailed way.
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Publication 2

Steckiewicz KP, Barcinska E, Malankowska A, Zauszkiewicz-Pawlak A, Nowaczyk G,
Zaleska-Medynska A, Inkielewicz-Stepniak I.: Impact of gold nanoparticles shape
on their cytotoxicity against human osteoblast and osteosarcoma in in vitro model:
evaluation of the safety of use and anti-cancer potential; ] Mater Sci Mater Med.

2019;30(2):22

Despite the recent advances in the medicine, oncological treatment is still
connected with serious complications and a high percentage of therapeutic failures.
Therefore, we decided to address the issue of the influence of NPs modification on their
potential anti-cancer properties.

In this work, we decided to assess the influence of the shape of gold nanoparticles
on their cytotoxicity towards osteosarcoma cells. We also investigated the effect
of AuNPs in various shapes on non-transformed bone cell lines.

Three shapes of gold nanoparticles: stars (170 - 260 nm), rods
(Iength approx. 45 nm, width 16 nm) and spheres (diameter 6 - 22 nm) were synthesized
and characterized. In biological studies, we used two osteosarcoma cell lines (143B
and MG63) and a non-transformed cell line - human fetal osteoblast cell line
(hFOB1.19). We decided to use two cancer cell lines due to the differences in their
molecular characteristics. The 143B cell line divides more quickly and migrates faster
than the MG63 cell line. Moreover, cells of the 143B cell line have a greater ability
to cause distant metastases. In all, the characteristics of the 143B cell line indicate
that the cell are phenotypically more aggressive.

We demonstrated the shape-, concentration- and type-dependent cytotoxicity
of AuNPs after incubation cells with AuNPs for 24 hours, using MTT and NR assays.
AuNPs stars were the most cytotoxic and the spherical ones had the smallest effect
on cell viability. Moreover, cell lines show different sensitivity to the tested AuNPs.
The hFOBI.19 cell line was the most resistant to the cytotoxic effect of AuNPs,
and the 143B cell line was the least resistant one. We found that both tumor cell lines
were more sensitive to nanoparticles than the non-transformed cells. It is worth noting
that the cells of the "more aggressive" cell line 143B were also more sensitive to NPs.
Moreover, we showed via the Western-blot method that the star and rod-shaped AuNPs
cause increased production of the pro-apoptotic protein Bax and a decrease in the level

of the anti-apoptotic protein Bcl-2 in the cells. The analysis of TEM images showed
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that the AuNPs stars (concentration of 10 pg/mL) were internalized and localized in both
the cytoplasm and cell nucleus, they also caused increased cell vacuolization. Moreover,
higher concentrations (50 pg/mL) of these nanoparticles caused cell degradation
and disruption of the cell membrane. On the other hand, AuNPs rods
(concentration of 10 pg/mL) were internalized and localized in endosomes, and high
concentrations (50 pg/mL) caused cell degradation.

To conclude, we reported that the biological effects of gold nanoparticles
are shape dependent. The effect of nanoparticles also depends on their concentration
and which type of cell lines is exposed to them, with a clear difference between neoplastic
and non-transformed cell lines. AuNPs reduced the viability of cells and could cause their
apoptosis. The AuNPs stars had the highest anti-tumor activity, and the AuNPs spheres
had the best safety profile in in vitro studies. We were the first to describe the effects
of gold nanoparticles in various shapes on human fetal osteoblasts and osteosarcoma

cells.

Publication 3
Steckiewicz KP, Barcinska E, Sobczak K, Tomczyk E, Wojcik M, Inkielewicz-Stgpniak
L.: Assessment of anti-tumor potential and safety of application of glutathione stabilized

gold nanoparticles conjugated with chemotherapeutics; Int J Med Sci. 2020;17(6)

Based on the preliminary research and above-mentioned publication [67]
on the role of AuNPs shapes on their in vitro anti-tumor activity and safety profile,
we chose spherical gold nanoparticles for further research. We have made an attempt
to evaluate the possibility of using AuNPs as drug carriers. Conjugating NPs with a drug
was supposed to increase the effectiveness of the therapy while reducing its adverse
effects and costs. In addition, we decided to stabilize nanoparticles with GSH, to ensure
a more stable nanoparticle-drug connection and improve their safety profile by reducing
cytotoxicity in non-cancerous cells.

In the study, we assessed the potential of GSH-stabilized spherical AuNPs
as delivery platforms for chemotherapeutic agents. We assessed the influence of tested
nanoparticles on neoplastic and non-transformed cell lines.

Four types of spherical AuNPs were characterized in the publication. AuNPs
stabilized with GSH (AuNPs-GSH), AuNPs stabilized with GSH and conjugated
with doxorubicin (AuNPs-GSH-DOX), cytarabine (AuNPs-GSH-CTA) and gemcitabine
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(AuNPs-GSH-GEM) respectively. We were the first to synthesize and study
the biological properties of AuNPs-GSH-CTA. We conducted biological studies
on cellular models of osteosarcoma (143B cell line), pancreatic cancer (PANCI cell line)
and breast cancer (MCF7 cell line), as well as on non-transformed cells (hFOB1.19,
hTERT-HPNE, MCF10A cell lines). We also compared the effectiveness of the obtained
conjugates of nanoparticles and chemotherapeutic agents to that of doxorubicin,
cytarabine, and gemcitabine alone. We decided to use as many as six cell lines
with different molecular characteristics, which provided us with information
on the influence of NPs on different types of cells and increased the reliability
of the obtained results.

The results after 24 hours of incubation of NPs conjugates with cells showed that
biological properties of NPs depend on the type of chemotherapeutic agent,
concentration, and the type of cell line. NPs conjugated with drugs were more cytotoxic
than AuNPs-GSH, and tumor cell lines were more sensitive to the NPs than
non-transformed cell lines. We showed that, in selected conditions,
NPs may be selectively cytotoxic to cancer cells, and be more -effective
than chemotherapeutic agents alone. This suggests that conjugating NPs with drugs can
reduce the toxicity of the treatment and its cost while improving its effectiveness.

To conclude, we showed that AuNPs can be used as effective carriers
of anti-cancer drugs. NPs properties depend on the modification: GSH stabilization,

the presence and the type of chemotherapeutic agent.

Publication 4

Steckiewicz KP, Zwara J, Jaskiewicz M, Kowalski S, Kamysz W, Zaleska-Medynska A,
Inkielewicz-Stepniak 1.:  Shape-depended  biological properties of Ag3POs
microparticles: evaluation of antimicrobial properties and cytotoxicity in in vitro model
- safety assessment of potential clinical usage; Oxid Med Cell Longev. 2019;
2019:6740325.

Based on our previous research, we attempted to answer the question of whether
MPs used to develop modern biomaterials can help solve one of the most important
problems of modern orthopedics — infections as a surgery-related complication after
arthroplasty. Again, we tried to determine whether the modification of MPs regarding

their shape would affect their biological properties. In the research, we used silver
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orthophosphate MPs in order to maximize their biocompatibility (the presence
of phosphorus, which is an important compound of bones) and provide antimicrobial
properties (the presence of silver). We decided to use the shape of MPs as a variable
because larger particles should be less cytotoxic, and more limited in their ability
to penetrate into the bloodstream and therefore express distant toxicity when introduced
into a living organism.

In the study, we assessed the influence of the shape of silver orthophosphate MPs
on their antimicrobial properties and cytotoxicity against mammalian cells,
with particular emphasis on bone cells. We also suggested the mechanisms of cytotoxicity
of silver orthophosphate microparticles.

The publication describes the methodology of synthesis and physicochemical
characteristics of six shapes of silver orthophosphate MPs (SOMPs): spherical
(s-SOMPs), cubic (c-SOMPs), tetrahedral (th-SOMPs); dodecahedrons (rd-SOMPs),
branched (b-SOMPs), and tetrapodal (t-SOPMs). Microbiological analyses were
performed on Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus (MRSA), Candida albicans
and Aspergillus niger strains. Bone (hFOB1.19, MC3T3-El, Saos-2), muscle (C2C12)
and skin (HDF) cell lines were used to assess the cytotoxicity of SOMPs.

We showed that the antimicrobial properties of SOMPs depend on their shape
and the type of pathogen. The fungal strains were more sensitive to SOMPs than the
bacterial ones. c-SOMPs and s-SOMPs showed the highest antimicrobial activity.
Importantly, SOMPs were effective against both planktonic forms of microbes and
biofilm, however, the MIC values were lower than MBEC.

Cytotoxicity of SOMPs (measured by MTT and BrdU tests) depended on their
concentration, shape, and type of the tested cell line. c-SOMPs were the most cytotoxic
and t-SOMPs the least. The hFOB1.19 cell line was the most and C2C12 cell line was
the least resistant to the SOMPs. It is worth emphasizing that SOMPs exhibit
antimicrobial activity at concentrations that are non-toxic to mammalian cells.
Based on the preliminary results, we selected c-SOMPs, s-SOMPs, and b-SOMPs
for further experiments. We showed that SOMPs can increase intracellular
ROS production as well as affect the levels of antioxidant system proteins (SOD1, SOD2,
SOD3, GPX4), inflammation related (MMP1, MMP3, NF-kB) and cytoskeleton
(p16-ARC) proteins. The regulation of the cell cycle was only influenced by c-SOMPs,
which reduced the number of cells in the GO/G1 phase. Despite the effect on cytoskeleton-
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related proteins, the analysis of TEM images showed no changes in cell ultrastructure;
SOMPs were not internalized either.

To sum up, the antimicrobial properties and cytotoxicity of SOMPs depend on their
functionalization (shape). We showed that the cytotoxicity of SOMPs was related
to the induction of oxidative stress and inflammation. Our research showed that s-SOMPs
had the best antimicrobial properties and the best safety profile in in vitro conditions. We

were the first team in the world to investigate the effects of SOMPs on mammalian cells.
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VI. CONCLUSION

Thanks to the enormous progress that has been made in science, the achievements
of nanotechnology can be applied in many fields of medicine, including oncology
and orthopedics. Microparticles and nanoparticles, thanks to their spectrum
of beneficial biological activity, are used in the prevention, diagnostics and therapy
of human diseases. Unfortunately, like any other therapeutic agents and biomaterials,
microparticles and nanoparticles exhibit adverse effects. Despite their unique
advantageous properties, their cytotoxicity confirmed by in vitro and in vivo tests severely
limits the clinical application of microparticles and nanoparticles.

Research included in my PhD dissertation has shown that the properties
of microparticles and nanoparticles depend on many factors: their type, shape,
concentration, size, and functionalization. Therefore, we proved that the biological
activity of microparticles and nanoparticles is inextricably linked with their
physicochemical properties Thus, it is important to precisely define the mechanisms
of cytotoxicity of examined microparticles and nanoparticles and to define the factors
modifying their properties. In our research, we focused on the assessment of the influence
of their modification on the antimicrobial and cytotoxic properties, with particular
emphasis on orthopedic diseases, which significantly reduced the existing gap
in the current knowledge. In the review article, taking into account the latest scientific
achievements, we discussed in detail the potential role of nanoparticles in solving
problems of modern orthopedics. In experimental research we were the first to: determine
the influence of the shape of gold nanoparticles on their cytotoxicity against osteosarcoma
cell lines, investigate the potential of glutathione stabilized gold nanoparticles
as a carriers of cytarabine and examined interaction of silver phosphate (V) microparticles
with cell lines in vitro. We showed that thanks to their unique properties,
the microparticles and nanoparticles can potentially be therapeutic substances.
The results and knowledge we gained will enable us to create microparticles and
nanoparticles modified to maximize their beneficial biological effects while improving
their safety profile. We hope that this knowledge will facilitate the practical application
of metal microparticles and nanoparticles and their compounds in the future treatment

of orthopedic and oncological diseases.
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The use of microparticles and nanoparticles in medicine can contribute to solving
the key problems faced by this field of knowledge. Appropriate modification
of microparticles and nanoparticles may improve their safety profile and maximize their
beneficial biological (pharmacological) properties. There are high hopes for the use
of microparticles and nanoparticles in bone diseases: cancer and alloplastic joint
complications. Therefore, future research should primarily focus on finding their optimal

modifications for medical application.
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