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Streszczenie

W ciggu ostatniej dekady wzrosto zainteresowanie nanoczastkami srebra (AgNPs) ze
wzgledu na wyjatkowe wilasciwosci, ktore pozwalaja na ich zastosowanie w licznych
produktach uzywanych w medycynie, jak rowniez w réznych gat¢ziach przemystu (inzynieria,
przemyst spozywczy i odziezowy). Sg one rOwniez obecne w wielu przedmiotach codziennego
uzytku (m.in. bielizna o wlasciwosciach antyzapachowych, reczniki, srodki higieny, pasty do
z¢bow, kosmetyki, butelki do karmienia dla dzieci oraz filtry do wody i powietrza) ze wzgledu
na ich silne wlasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe.

W medycynie stosuje si¢ je W materialach opatrunkowych w celu przyspieszenia gojenia
si¢ ran oraz w rosngcej liczbie narzedzi i wyrobow medycznych (m.in. narzgdzia chirurgiczne,
protezy kosci, stenty, implanty uktadu sercowo-naczyniowego, rurki intubacyjne, cewniki
zylne i urologiczne), w celu zmniejszenia ryzyka zakazenia podczas zabiegdw i ograniczenia
tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego. Uwaza si¢, ze AgNPs moga staé si¢ rozwigzaniem
alternatywnym wobec obecnie stosowanych lekéw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, co
pomoze ograniczy¢ problem wielolekooporno$ci wsrdod bakterii. Oprocz  dziatania
przeciwbakteryjnego, przeciwgrzybiczego i przeciwwirusowego AgNPs posiadaja takze inne
cechy, takie jak: stabilna struktura, duza powierzchnia w poréwnaniu do objetosci, wysoka
reaktywno$¢ w stosunku do uktadéw biologicznych, zdolno$¢ przenikania przez bariery
biologiczne, specyficzne wlasciwosci optyczne (glownie rozproszenie i wzrost absorpcji
promieniowania elektromagnetycznego), wlasciwosci fototermiczne oraz tatwos¢ modyfikacji
ich powierzchni. Dzigki temu moga one takze znalez¢é zastosowanie w diagnostyce,
obrazowaniu, leczeniu nowotworow oraz jako nosniki lekow (zwlaszcza w terapii nowotworow
1 chorob osrodkowego uktadu nerwowego).

AgNPs budza wielkie nadzieje zwigzane z potencjalnymi korzysciami ptynagcymi z ich
stosowania, ale stwarzaja takze trudne do przewidzenia ryzyko ich interakcji z uktadami
biologicznymi. Zwigkszajaca si¢ z kazdym rokiem liczba dostgpnych produktéw codziennego
uzytku, moze mie¢ negatywny wptyw na zdrowie cztowieka oraz srodowisko, poniewaz AgNPs
sg uwalniane z tych produktéw do ekosysteméw ladowych i wodnych.

Dotychczas przeprowadzono liczne badania mechanistyczne z uzyciem linii
komorkowych oraz badania majgce na celu okreslenie wptywu AgNPs na $rodowisko i
organizmy wodne, wcigz jednak niewiele wiadomo o ich wplywie na organizmy wyzsze.
Wykazano, ze mogg one bezposrednio lub posrednio (na skutek uwalniania z nanoproduktow)

przedostawa¢ si¢ do krazenia ogdlnego, podane droga pokarmowsg, wziewna, przez skore lub
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dozylnie. Badania biodystrybucji AgNPs potwierdzity ich obecno$¢ w moézgu zwierzat
eksponowanych, niezaleznie od drogi podania, oraz ich zdolno$¢ do kumulowania si¢ w
parenchymie mozgowej. Ze wzgledu na wymienione wczesniej powody oraz potwierdzong w
badaniach in vitro toksyczno$¢ AgNPs, konieczne jest zbadanie ich neurotoksycznosci z
zastosowaniem modeli zwierzecych.

Dlatego celem niniejszej rozprawy bylo zbadanie potencjalnej zdolnosci
stabilizowanych cytrynianem AgNPs (10 = 4 nm) do indukcji stresu oksydacyjnego, jako
mechanizmu ich neurotoksycznego dziatania, u dorostych samcoéw szczurdéw szczepu Wistar.
Zwierz¢tom podawano AgNPs drogg pokarmowg przez 14 kolejnych dni w niskiej dawce 0,2
mg/kg m.c. imitujacej narazenie srodowiskowe. Wyniki porownano z wynikami uzyskanymi w
grupie eksponowanej na takg samg dawke jonoéw srebra (cytrynian srebra) oraz w grupie
kontrolnej, ktora otrzymywata sol fizjologiczna.

W pierwszym etapie badan wykazano, ze zastosowane AgNPs sa wchlaniane z
przewodu pokarmowego do uktadu krwionosnego. W tym celu oznaczono poziom srebra w
surowicy zwierzat 3h, 5h i 8h po jednorazowym podaniu AgNPs z uzyciem spektrometrii mas
z jonizacjg w plazmie indukcyjnie wzbudzonej (ICP-MS). Zdolno$¢ przechodzenia AgNPs do
parenchymy moézgowej szczurdéw po 14-dniowej ekspozycji zostata potwierdzona przy uzyciu
metody transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM). Obecnos¢ nanogranul stwierdzono
pomigdzy blaszkami ostonek mielinowych aksonu, w lizosomach i mitochondriach komorek
nerwowych oraz w lizosomach komorek endotelialnych mikronaczyn mozgowych.

Ponadto u zwierzat eksponowanych na AgNPs oraz w mniejszym stopniu — na jony
srebra wykryto zmiany ultrastrukturalne w obrgbie neuronéw korowych i hipokampalnych w
postaci  obrzeknigtych mitochondriow z fragmentacja grzebieni mitochondrialnych,
nadreaktywnosci aparatu Golgiego oraz zaburzen cytoszKieletu jadrowego. Zbadano rowniez
wpltyw AgNPs na ultrastrukturg synaps w korze mozgowej i hipokampie szczurow
eksponowanych oraz na ekspresje wybranych biatek synaptycznych. Analiza elektronogramow
wykazata liczne zmiany ultrastrukturalne, takie jak obrzek zakonczen synaptycznych, rozmyta
strukture Szczelin synaptycznych, zwigkszong gesto$¢ pecherzykdow synaptycznych, w czesci
presynaptycznej luzne skupiska pecherzykéw synaptycznych w neuropilu oraz obecno$¢ ciat
mielinopodobnych i cial wielopecherzykowych. Stwierdzono, ze AgNPs sa silniejszym
czynnikiem uszkadzajagcym synapsy niz jony srebra, a bardziej podatny na szkodzenia jest
hipokamp. Ponadto wykazano, ze niektore zmiany (luzne skupiska pecherzykow
synaptycznych w neuropilu i ciata mielinopodobne) sa charakterystyczne wylacznie dla

nanoczastek. W obydwu grupach eksponowanych zmianom ultrastrukturalnym towarzyszyto
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istotne statystycznie obnizenie poziomu ekspresji bialek presynaptycznych (synapyny I i
synaptofizyny), jak rowniez Dbiatka PSD-95, bedacego skladnikiem zaggszczen
postsynaptycznych.

W kolejnym etapie badan oceniono zdolno$¢ AgNPs do generowania stresu
oksydacyjnego w modzgu i w watrobie zwierzat eksponowanych. Analiza markeréw stresu
oksydacyjnego i aktywnos$ci uktadow antyoksydacyjnych wykazata, ze ekspozycja na AgNPs
powoduje istotne statystycznie podwyzszenie poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) w obu
narzadach, jak rowniez peroksydacje lipidow (wyrazona jako poziom MDA) oraz istotny
statystycznie wzrost aktywnos$ci peroksydazy glutationowej (GPx) 1 reduktazy glutationowej
(GR) w mozgu zwierzat eksponowanych w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych
otrzymujacych sol fizjologiczng. Z kolei, w grupie eksponowanej na cytrynian srebra
obserwowano istotne statystycznie podwyzszenie poziomu ROS 1 MDA w obu narzadach w
porownaniu do grupy kontrolnej. Aktywno$¢ GPx i GR w mozgu oraz aktywnos$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (CAT) w watrobie zwierzat eksponowanych rowniez istotnie
statystycznie wzrastata. Rownolegle, zar6wno AgNPs jak i jony srebra wywolywaty istotne
statystycznie obnizenie stosunku glutationu zredukowanego do utlenionego (GSH/GSSG) w
moézgu zwierzat eksponowanych.

Dodatkowo, zbadano wptyw obu form srebra na indukcje cytokin prozapalnych (w
oparciu o poziom ekspresji IL-1p i IL-6) oraz procesu Smierci komorkowej (w oparciu 0 poziom
markerow autofagii — bekliny 1 i MAP LC3-11 oraz apoptozy — Bcl-2 i Bax). Nie wykazano
zmian w poziomie cytokin prozapalnych w zZadnej z eksponowanych grup. Stwierdzono
natomiast, ze ekspozycja na AgNPs wywotuje wzrost poziomu bekliny 1 i MAP LC3-11 w
mozgu oraz istotne statystycznie podwyzszenie poziomu Bcl-2 i Bax w obu badanych
narzadach. Z kolei w grupie eksponowanej na jony srebra stwierdzono spadek poziomu Bcl-2
w moézgu, wzrost poziomu Bax w mozgu i w watrobie oraz wzrost poziomu Bcl-2 w watrobie
SZCZUrow.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze ekspozycja na niskg dawke AgNPs
wywotuje umiarkowany stres oksydacyjny w moézgu szczurow eksponowanych, ktéoremu
towarzysza zmiany ultrastrukturalne w neuronach i zakonczeniach synaptycznych. Dawka ta
nie wywotuje odpowiedzi zapalnej ani $§mierci komorek w mozgu, moze jednak aktywowaé

proces autofagii.

13



Abstract

Over the last decade, silver nanoparticles (AgNPs) have attracted much attention
because of their unique properties which endorse them for a wide spectrum of applications in
medicine and related fields (engineering, food and textiles industry). They are also utilized in
many consumer products (e.g. underwear, towels, cleansers, toothpaste, cosmetics, nursing
bottles, and water and air filters), above all because of their strong antimicrobial agents.

In medicine they are used in wound dressings to enhance wound healing and in increased
number of medical devices (e.g. surgical instruments, bone prostheses, stents, cardiovascular
implants, endotracheal tubes, central venous and bladder catheters) to minimize the risk of
infections during surgery and prevent formation of biofilm. It is also believed that AgNPs can
become a promising alternative to conventional antimicrobials and help us to reduce the
problem of multidrug-resistant bacteria. Apart from antimicrobial activity against bacteria,
fungi and viruses, AgNPs also possess a series of features like: stable morphology, high surface
to volume ratio, high reactivity with biological systems, ability to cell penetration and unique
optical (mainly light scattering and absorption), photothermal and facile surface chemical
properties which allow to utilize them in some other medical fields such as biodiagnosis,
imaging, cancer therapy and drug delivery systems (especially in the treatment of cancer and
brain disorders).

AgNPs have led a great excitement about potential benefits of using them, but they have
also created a risk of undesirable hazardous interaction with biological systems. The presence
of AgNPs in an increasing number of commercially available products can have a negative
influence on human health and the environment, because AgNPs are released from
nanoproducts to terrestrial and aquatic ecosystems.

A number of studies with using cell lines have been undertaken to better understand the
mechanisms of their toxicity and the their impact on the environment and aquatic organisms
was also assessed, but little is known about their toxicity in organisms. It was shown that they
can directly or indirectly (via nanoparticle’s dissolution from nanoproducts) access to systemic
circulation by oral administration, inhalation, through the skin or intravenous exposure. The
biodistribution research has revealed that AgNPs can reach the brain of exposed animals
regardless of the route of exposure and accumulate in brain structures. Because of these reasons
and evidence of their toxicity from mainly in vitro studies, it is crucial to investigate the possible

neurotoxic effects of them with using animal models.
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Because of that the aim of the present doctoral thesis was to investigate the ability of
citrate-stabilized silver nanoparticles (10 + 4nm in diameter) to induction of oxidative stress,
which is almost one of the mechanisms of their neurotoxicity, in adult male Wistar rats after
repeated oral exposure for 14 consecutive days, using a low dose of 0.2 mg AgNPs/kg b.w.,
which simulates environmental expose. We compared these results with the results caused by
the same dose of ionic silver (silver citrate) and with results from a negative control group,
which was exposed to saline.

In the initial phase of this study, we showed that AgNPs were absorbed from
gastrointestinal tract to systemic circulation. We determined the concentration of silver in
plasma of rats at 3h, 5h and 8h after single administration by using inductively coupled plasma
— mass spectrometry (ICP-MS). The ability of AgNPs to cross the blood-brain barrier of rats
after 14 days of administration was confirmed with using transmission electron microscopy
(TEM). The nanosized granules were located mainly between lamellae of myelin sheaths of
axons, inside the lysosomes and mitochondria of neurons and inside the lysosomes of
endothelial cells of brain microvessels.

Then, we found the ultrastructural changes in cortical and hippocampal neurons
(swollen mitochondria with fragmentation of cristae surface, hyper- reactive Golgi apparatus,
and tubular structures in cell nucleus) of AgNP-exposed animals and to a lesser extent in silver
ion-exposed animals. Moreover, we examined the effect of AgNPs on ultrastructure of synapses
in forebrain cortex and hippocampus of rats, and the level of specific synaptic proteins. TEM
analysis revealed multiple ultrastructural changes including swelling of nerve endings, blurred
structure of synaptic cleft, enhanced density of synaptic vesicles in the presynaptic part,
disturbed synaptic membrane with free synaptic vesicles, myelin-like bodies and multi-
vesicular bodies. It was also shown that AgNPs caused more severe changes in synapses than
silver ions, mainly in in the hippocampus region. Additionally, several features were found to
be specific for nanoparticle’ form (disturbed synaptic membrane with free synaptic vesicles and
myelin-like bodies). In both of silver groups the ultrastructural changes are support by
statistically significant decreased levels of the presynaptic proteins (synapsin | and
synaptophysin), as well as PSD-95 protein which is an indicator of postsynaptic densities.

In the second part we assessed the ability of AgNPs to trigger oxidative stress in brain
and liver of exposed rodents. The analysis of markers of oxidative stress and activities of
antioxidant systems revealed that in AgNP-exposed animals, the level of reactive oxygen
species (ROS) in both organs, as well as lipid peroxidation (measured as a concentration of

MDA), glutathione peroxidase (GPx) activity and glutathione reductase (GR) activity in brain
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were found to be significantly higher in comparison to the control group receiving saline. Then,
in group exposed to silver citrate we also observed increased ROS and MDA levels in both
organs relative to the control group. Activities of GPx and GR in brain so as superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) in liver of exposed animals were also elevated. Besides,
AgNPs and silver ions were both found to trigger statistically significant decrease in the
reduced-to-oxidized glutathione ratio (GSH/GSSG) in brain of exposed rats.

Moreover, we examined the influence of AgNPs and silver ions on induction of
proinflammatory cytokines (based on IL-1p and IL-6 protein expression) and cell death (based
on autophagy markers — beclin 1 and MAP LC3-I1 protein expression; and apoptotic markers —
Bcl-2 and Bax protein expression). We observed no changes in the levels of proinflammatory
cytokines in both of silver groups. However, exposure to AgNPs caused increased the levels of
beclin 1 and MAP LC3-I1 proteins in brain and increased the levels of Bcl-2 and Bax protein
expression in both of tissues. In group of animals exposed to silver ions we observed decreased
Bcl-2 level in brain and increased Bax levels in both of organs as well as increased Bcl-2 level
in liver.

The results show that exposure to a very low dose of particulate silver triggers mild
oxidative stress in the brain of exposed rats, which leads to ultrastructural changes in neurons
and synapses. This dose did not cause the inflammatory response or cell death in brain, but

triggered the activation of autophagy.
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1. Wstep

1.1. Wprowadzenie

Rozw¢j cywilizacji, poza pozytecznymi i przetomowymi osiggni¢ciami w wielu
dziedzinach zycia, prowadzi réwniez do niebezpiecznej ingerencji cztowieka w §rodowisko
naturalne. Wywotane w nim zmiany moga by¢ grozne dla zycia biologicznego, m.in. z powodu
odprowadzania do atmosfery, akwenow i gleby substancji toksycznych. Rozwoj nowych gatezi
przemystu, szczegdlnie nanotechnologii — interdyscyplinarnej dziedziny nauki zajmujacej si¢
wytwarzaniem nanoczastek — moze mie¢ trudne do przewidzenia skutki. W zwigzku z tym, ze
nanomateriaty wykorzystuje si¢ w wielu branzach przemystowych, m.in. w przemysle
chemicznym, elektronicznym, zbrojeniowym, samochodowym, odziezowym, obuwniczym,
spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym oraz w medycynie i diagnostyce, nasuwaja si¢
pytania odnosnie ich toksyczno$ci dla organizméw, wptywu na $rodowisko naturalne oraz
koniecznosci wprowadzenia norm $rodowiskowego i zawodowego narazenia (Glenn, 2006;
Mody i wsp., 2010; Raj i wsp., 2012; ljaz, 2013; Chellaram, 2014; Hussein, 2015; Sun i wsp.,
2015).

Nanoczastki (NPs) to struktury o rozmiarach nanometrycznych, ktorych przynajmniej
jeden z wymiarow nie przekracza 100 nm. Posiadajg one unikatowe wlasciwosci chemiczne,
fizyczne i biologiczne, inne niz substancje, z ktorych zostaty wykonane. Mogg charakteryzowac
si¢ zmieniong stabilnoscig termodynamiczng oraz odmiennymi wtasciwosciami optycznymi,
elektrycznymi i magnetycznymi w porownaniu do materiatdow w skali makro (Kelsall, 2008;
Reier, 2012). Kolejng, bardzo wazng ich cecha, jest wysoki stosunek powierzchni do masy, co
prowadzi do zwigkszenia ich aktywno$ci chemicznej oraz do zmiany ich wilasciwosci
biologicznych w stosunku do ,,wigkszych” struktur. Ponadto powierzchni¢ NPs mozna
modyfikowaé poprzez wprowadzanie dodatkowych grup chemicznych, co umozliwia
przytaczanie roznych ligandéw, w tym rowniez lekow i przeciwciat (SCENIHR, 2009; Mody i
wsp., 2010; Cronholm i wsp., 2013).

Nanoczastki stanowig naturalny sktadnik biosfery, gdyz sa emitowane do atmosfery na
skutek erozji, rozktadu i utleniania mineratow. Rowniez erupcje wulkandw i1 pozary obszarow
lesnych moga by¢ zrodtem tymczasowego zwickszenia ich emisji do atmosfery. Jednak obecnie
coraz wigkszy odsetek nanoczgstek w atmosferze stanowig NPs pochodzenia
antropogenicznego. Sg one obecne w sadzy powstajacej w wyniku niecatkowitego spalania
r6znych materialdw, m.in. paliw i produktéw pochodzenia roslinnego. Ponadto ich Zrédlem sa

przede wszystkim procesy nanotechnologiczne (Slezakova, 2013).
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W ciggu ostatnich kilku dekad szczegdlne uznanie wsrod nanomateriatow zyskaty
nanoczastki metali szlachetnych, a zwlaszcza nanoczastki srebra. Szacuje sig, ze ich roczna
produkcja wynosi 5,5-550 ton (Piccinno, 2012), a nawet 7,2-716 ton (Massarsky i wsp., 2014b).
Oproécz licznych medycznych i przemystowych zastosowan, AgNPs sg rowniez intensywnie
wykorzystywane w komercyjnie dostepnych produktach. Wedhug wykazu produktow
konsumenckich opartych na nanotechnologii (The Woodrow Wilson Inventory), stanowig one
okoto 30% wszystkich nanoproduktéw dostepnych na rynku (Rejeski, 2011).

Coraz czestsza ich obeCno$¢ w zyciu codziennym oraz brak gruntownej wiedzy na temat
ich dziatan toksycznych moga stanowi¢ zagrozenie. Jest ono na tyle powazne, ze nie tylko
naukowcy, ale rowniez agencje rzagdowe i prywatne organizacje zajmujace si¢ ochrong zdrowia,

podejmujg dziatania w celu oceny toksycznosci AgNPs (Tang i wsp., 2015).

1.2. Srebro jonowe a nanoczastki srebra

1.2.1. Zastosowanie i toksycznos$¢ srebra jonowego

Srebro (Ag) jest pierwiastkiem chemicznym z grupy metali przejsciowych, znanym juz
od czasow starozytnych. Ze wzgledu na to, ze srebro nalezy do metali szlachetnych, znalazto
ono zastosowanie jako waluta oraz surowiec do produkcji bizuterii, sztuécow i naczyn. Nasi
przodkowie wykorzystywali go rowniez do konserwacji zywnos$ci, wody 1 mleka oraz do
leczenia zakazonych ran 1 oparzen, poniewaz Ag Wwykazuje silne wlasciwosci
przeciwbakteryjne. Ponadto stosowano je jako srodek zapobiegawczy i leczniczy w infekcjach
bakteryjnych (Klasen, 2000).

Wykazano, ze Ag posiada szeroki zakres dziatlania zar6wno wobec bakterii Gram-
dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Mechanizm dziatania jonow srebra polega przede wszystkim
na ich wigzaniu z grupami tiolowymi (-SH) aminokwasu cysteiny, ktory wchodzi w sktad
bakteryjnych biatek strukturalnych i enzymatycznych. Konsekwencja tego oddziatywania jest
zaburzenie funkcji bton biologicznych oraz zahamowanie aktywno$ci enzymow, w tym takze
enzymow rancucha oddechowego (Clement i wsp., 1994; Liau i wsp., 1997; Feng i wsp., 2000).
Stwierdzono ponadto, ze jony srebra mogg oddzialywaé¢ z DNA bakteryjnym, co zaburza
replikacje (Clement i wsp., 1994; Feng i wsp., 2000). Istnieja rowniez doniesienia, ze obecno$é
srebra wewnatrz komorek bakteryjnych moze nasila¢ produkcj¢ reaktywnych form tlenu (ROS,
ang. reactive oxygen species), powodujacych oksydacyjne uszkodzenia biatek, lipidow i DNA
(Matsumura i wsp., 2003).
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Na podstawie obserwacji przeprowadzonych w szpitalach, w ktorych sole srebra
(gtownie azotan srebra i sol srebrowa sulfadiazyny) sa czgsto stosowane jako $rodki
antyseptyczne przypuszcza si¢, ze ryzyko rozwoju opornosci na jony srebra wsrod bakterii jest
niewielkie (Silver, 2003).

Pomimo tego, ze odkrycie antybiotykow i chemioterapeutykow w XX wieku
przyczynito si¢ do ograniczenia znaczenia zwigzkow srebra w lecznictwie, to w pewnych
dziedzinach medycyny sa one wcigz nieocenione. Najszerzej wykorzystuje si¢ ich wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe do leczenia powaznych ran oparzeniowych, gdzie stosuje si¢ kremy i
opatrunki zawierajgce ten pierwiastek. Ponadto pokryte srebrem opatrunki sg uzywane w celu
przyspieszenia gojenia si¢ owrzodzen, w tym takze bedacych powiktaniem cukrzycy oraz ran
pourazowych. Srebrem impregnuje si¢ roéwniez sprzet medyczny, m.in. cewniki i Sztuczne
zastawki serca, w celu zapobiegania tworzeniu si¢ biofilmu bakteryjnego na ich powierzchni.
Jest ono rowniez obecne w amalgamacie stomatologicznym stosowanym do wypetniania
ubytkow oraz w kroplach do oczu uzywanych do leczenia ostrego, bakteryjnego zapalenia
spojowek (Silver, 2003). Rowniez filtry uzdatniajace wode sg czgsto wyposazone we wkiady
srebrowe (Clement i wsp., 1994).

Srebro jest takze stosowane do produkcji filmow fotograficznych, stykow
elektrycznych, narzedzi chirurgicznych i spoiwa lutowniczego. Wykorzystuje si¢ je rowniez do
produkcji sprzgtu elektrycznego i elektronicznego, a najwiekszg zaleta tych urzadzen jest
bardzo dobra przewodno$¢ elektryczna. Pierwiastek ten jest rOwniez uzywany jako katalizator
reakcji utleniania, np. etylenu do tlenku etylenu, ktory stuzy jako potprodukt do produkcji

poliestru.

Srebro jest uwazane za do$¢ bezpieczne dla cztowieka, aczkolwiek dtugotrwate doustne
stosowanie form srebra rozpuszczalnych w wodzie (zwtaszcza srebra koloidalnego) lub
przewlekle narazenie na pyly moga prowadzi¢ do argyrii (srebrzycy). Objawia si¢ ona
nieodwracalng zmiang koloru skory i bton §luzowych na siny lub niebieskoszary, szczegolnie
w miejscach eksponowanych na promienie stoneczne. W obrebie tych obszarow dochodzi do
redukcji srebra jonowego do srebra metalicznego lub stracania sig siarczku srebra. Akumulacja
ztogow srebra moze nastgpi¢ réwniez w obrgbie oczu. Srebrzyca dotyka gléwnie osoby
pracujace W kopalniach srebra lub w fabrykach stosujacych srebro w procesach produkcyjnych
(Nordberg, 1988; ATSDR, 1990; Drake i wsp., 2005).
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Stwierdzono roéwniez, ze przyjecie bardzo duzych dawek jondéw srebra prowadzi do zatrucia
ostrego, objawiajacego si¢ uszkodzeniami przewodu pokarmowego, silnymi bolami brzucha,
biegunkg oraz drgawkami (RAIS, 1992).

Badania na zwierzg¢tach ujawnily natomiast, ze przewlekta ekspozycja na niewielkie dawki
jonow srebra prowadzi do przerostu migénia sercowego, niedokrwistosci oraz patologicznych

zmian w obrebie watroby i nerek (RAIS, 1992; Drake i wsp., 2005).

1.2.2. Aktualne i potencjalne zastosowania nanoczastek srebra w medycynie i zyciu
codziennym

Od kilkunastu lat stale ro$nie zainteresowanie nanosrebrem ze wzglgdu na jego silne
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe (dos Santos i wsp., 2014). Przyczynit si¢ do tego przede
wszystkim szybki rozwdj nanotechnologii wytwarzajacych znaczne ilosci réznorodnych form
nanosrebra oraz postepujaca wérod bakterii antybiotykoopornosé.

Obecnie prowadzone sg intensywne badania nad skutecznos$cia roznych typéw AgNPs
w leczeniu zakazen konkretnymi szczepami bakterii. Takie parametry jak wielkos¢ (Morones i
wsp., 2005; Lok i wsp., 2007; Ivask i wsp., 2014) i typ pokrycia nanoczgstek (dos Santos i wsp.,
2014) moga mie¢ bowiem kluczowe znaczenie dla ich wtasciwosci. Wskazuje si¢ rowniez
mozliwos¢ zastosowania AgNPs w przypadku zakazen grzybiczych (Gajbhiye i wsp., 2009; Ge
I wsp., 2014) i wirusowych (Galdiero i wsp., 2011).

Szczegodlnych korzysci upatruje si¢ w ich zastosowaniu W medycynie, cho¢ sg one
rowniez wykorzystywane w produktach stosowanych w zyciu codziennym. Obecnie produkuje
si¢ narzedzia chirurgiczne (Eby i wsp., 2009) i r¢kawiczki pokryte AgNPs
[http://www.nanosilver.com.my/images/silversol/SilverlSol-Coated-Glove.jpg.], ktoére maja
ograniczy¢ ryzyko zakazen. Prowadzi si¢ rowniez badania nad impregnowanymi nanosrebrem
protezami kosci (Chen i wsp., 2008), rurkami intubacyjnymi (Loo i wsp., 2014), cewnikami
urologicznymi (Samuel i wsp., 2004), cewnikami zylnymi i stentami (Ge i wsp., 2014). Takie
rozwigzanie minimalizuje ryzyko infekcji w czasie zabiegu (Ge i wsp., 2014) oraz ogranicza
odpowiedz zapalng (Chaloupka i wsp., 2010; Ge i wsp., 2014). Probuje si¢ pokrywaé nimi
réwniez prezerwatywy w celu ograniczenia ryzyka przenoszenia wiruséw droga plciowa
(Mohammed Fayaz i wsp., 2012).

Rowniez w ortopedii poszukuje si¢ korzysci z zastosowania AgNPs, m.in. jako Srodka
ograniczajacego adhezje bakterii do implantow oraz pobudzajgcego aktywnos¢ osteoblastow
(Bosetti i wsp., 2002; Qureshi i wsp., 2014). Zastepuje si¢ takze ,,tradycyjna” postac srebra w

opatrunkach i zelach stosowanych do leczenia ran oparzeniowych jego forma ,,nano” (Wu i
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wsp., 2014). Dodatek AgNPs skraca bowiem czas gojenia si¢ owrzodzen i oparzen (Chaloupka
i wsp., 2010). Na rynku sa juz dostgpne opatrunki tego typu, przeznaczone do leczenia nie tylko
ran oparzeniowych pierwszego i drugiego stopnia, ale rowniez wrzodow czy pegcherzycy (Ge i
wsp., 2014).

Ponadto trwajg badania nad wykorzystaniem AgNPs w stomatologii, m.in. jako dodatku
do implantow dentystycznych czy materiatdw wypelniajacych ubytki zebow (Garcia-Contreras
I wsp., 2011). Prébuje si¢ je rowniez stosowa¢ w medycynie regeneracyjnej jako komponent
implantow i skaffoldow (Ge i wsp., 2014).

Kolejnym potencjalnym obszarem zastosowania AgNPs jest onkologia. Wykorzystuje
si¢ tutaj ich wilasciwosci optyczne i fototermiczne. Wykazano, ze AgNPs maja zdolnos¢
zamykania fotondow W sSwoim wnetrzu, CO powoduje rozproszenie i wzrost absorpcji
promieniowania elektromagnetycznego (Jain i wsp., 2008; Austin i wsp., 2014). Taka ich
wlasciwos¢ moze zosta¢ wykorzystana do wykrywania oraz niszczenia komorek
nowotworowych, m.in. na skutek zwigkszenia ich wrazliwosci na radioterapig¢ (Xu i wsp., 2009;
Dreaden i wsp., 2012). Ich wlasciwosci fototermiczne, tzn. zdolnos¢ do przeksztatcania energii
fotonow w energig cieplng, moga zosta¢ wykorzystane w fototermicznej terapii nowotworowe;j
(ang. plasmonic photothermal therapy), ktora bazuje na wrazliwosci komorek nowotworowych
na hipertermig¢ (Jiang i wsp., 2015a). Ponadto, nanoczgstki moga zosta¢ wykorzystane w terapii
celowanej nowotwordéw, gdyz anatomiczne 1 fizjologiczne réznice miedzy tkankg prawidtowa
a nowotworowa sprzyjaja akumulacji NPs wewnatrz patologicznych struktur (Liu i wsp.,
2012a).

AgNPs sa testowane rowniez jako nanono$niki lekéw. Latwos¢ modyfikacji ich
powierzchni umozliwia przylaczenie substancji leczniczych, przeciwciatl skierowanych
przeciwko specyficznym biatkom komoérkowym oraz systemow kontrolujacych uwalnianie
substancji leczniczych. Dzigki temu, jak rowniez wilasciwosciom fototermicznym, moga
przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia skutecznosci farmakoterapii 1 rdwnoczesnie zmniejszy¢
toksyczno$¢ stosowanych substancji leczniczych (Parveen i wsp., 2012; Austin i wsp., 2014).
Mozliwo$¢ zastosowania takich wielofunkcyjnych no$nikéw bytaby szczegolnie pozadana w
terapii nowotworow, dlatego tez przeprowadzane sg juz pierwsze takie proby (Locatelli i wsp.,
2014; Noh 1 wsp., 2015). Sprawdza si¢ takze ich skuteczno$¢ w leczeniu infekcji, m.in.
przeprowadzono proby wykorzystania nosnikéw opartych na Au-Ag NPs w modelu
wirusowego zapalenia watroby typu C (Jang i wsp., 2015).

Probuje si¢ je rowniez wykorzysta¢ w diagnostyce do monitorowania rozwoju choroby

I wykrywania biologicznych uktadéw bioragcych udzial w patomechanizmie danej jednostki
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chorobowej, poniewaz ich wilasciwosci optyczne sg zalezne od otaczajacego Srodowiska
(Petryayeva i wsp., 2011). Wykazano ich potencjalng przydatnos¢ w diagnostyce choroby
Alzheimera (Haes, 2004), jak rowniez w wykrywaniu neuroprzekaznikow (Cincotto i wsp.,
2014). Podjeto rowniez proby wytworzenia biosensoroOw opartych na AgNPs, m.in.
biosensorow DNA (Ting i wsp., 2009).

Prawdziwym wyzwaniem dla wspolczesnej medycyny jest znalezienie skutecznych i
bezpiecznych strategii leczenia chordéb oSrodkowego ukladu nerwowego (OUN).
Nieskutecznos$¢ istniejacych terapii jest czgsto zwigzana z niemoznos$cig przetransportowania
substancji leczniczych przez bariere krew-mé6zg (BBB, ang. blood-brain barrier). Jest
mozliwe, ze nanotechnologia dostarczy uzytecznych narzedzi do tego celu, gdyz wiele typow
NPs, w tym AgNPs, ma zdolno$¢ przenikania przez BBB. Dotychczas wykazano, ze
biokompatybilne 1 biodegradowalne polimerowe NPs moga by¢ uzyte do leczenia takich
infekcji OUN jak meningokokowe zapalenie opon mozgowych (Leite i wsp., 2015).

Kolejng galezia medycyny, ktéra moze zosta¢ rozwinigta dzigki nanotechnologii, jest
teragnostyka. Teragnostyka to potaczenie nowoczesnej diagnostyki z terapia, co moze by¢
szczegblnie uzyteczne w leczeniu nowotworéw. Zastosowanie  wielofunkcyjnych
nanonos$nikow pozwoli na wczesne wykrywanie chorob, dostarczanie cytostatykdéw
bezposrednio do tkanek zajetych choroba, zmniejszenie toksyczno$ci cytostatykow oraz
umozliwi szybka modyfikacje terapii w przypadku jej nieskuteczno$ci (Leite i wsp., 2015).
Podjeto juz proby stworzenia takich nanoteragnostycznych aplikacji bazujacych na AgNPs,
ktore nie tylko umozliwia transport substancji leczniczych i obrazowanie, ale takze beda
posiada¢ wiasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe (Locatelli i wsp., 2014;
Mukherjee i wsp., 2014).

Medyczne zastosowania AgNPs, ale przede wszystkim coraz szerszy kontakt
spoteczenstwa z zawierajacymi je nanoproduktami codziennego uzytku, wzbudzaja obawy co
do bezpieczenstwa ich stosowania. Ich potencjalny, dtugofalowy wplyw na §rodowisko wodne
i ladowe oraz na ludzkie zdrowie wcigz nie jest jednoznacznie okreslony (Lee i wsp., 2010;
Likus i wsp., 2013). Ponadto, w przypadku wiekszosci wyrobow producent nie podaje
informacji o zawartosci 1 wielkos$ci czastek nanokomponentow.

Wiadomo juz, ze AgNPs obecne m.in. w ubraniach, bieliznie, skarpetach czy
recznikach, sg z nich stopniowo wyptukiwane podczas prania. ROwniez nanoczastki
wystepujace w $rodkach czystosci, kosmetykach i srodkach do codziennej pielegnacji moga
tatwo przedostawac si¢ do srodowiska wodnego i kumulowaé si¢ w nim (Benn i wsp., 2008;

Benn i wsp., 2010), niekorzystnie wptywajac na zyjace w nim organizmy (Volker i wsp., 2013;
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Massarsky 1 wsp., 2014b; Ribeiro i wsp., 2014). Wraz ze wzrastajagcg produkcija
nanomateriatdow, ro$nie rowniez prawdopodobienstwo narazenia zawodowego na AgNPs, ktore
w szczeg6Olnosci moze dotyczy¢ osob eksponowanych na nie droga wziewng (Christensen i
wsp., 2010).

Niektore produkty codziennego uzytku bazujgce na AgNPs zostalty wymienione w Tabeli 1.

Tabela 1. Wybrane produkty codziennego uzytku zawierajace AgNPs

1.3. Drogi narazenia i biodystrybucja AgNPs w organizmach ssakow

Zwigkszajaca si¢ z kazdym kolejnym rokiem dostepno$¢ produktow zawierajgcych
AgNPs, podwyzsza ryzyko ich przenikania do organizmu cztowieka. Moze ono zachodzi¢
droga pokarmowa, wziewng, przez Skore lub w wyniku dozylnego podania (zastosowanie
produktow medycznych).

Mozliwos¢ wnikania AgNPs do organizmu droga wziewna (na skutek inhalacji kurzu
lub pytow je zawierajacych) lub tez kontaktowg dotyczy gldwnie pracownikow zatrudnionych
przy wytwarzaniu nanoczastek oraz produktéw je zawierajacych. Z tego powodu pojawiajg si¢
pierwsze wytyczne dotyczace dopuszczalnych warto$ci narazenia na nanoczastki srebra w

miejscu pracy (OEL, ang occupational exposure limit). W danych literaturowych wskazano, ze
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OEL dla AgNPs w przypadku subchronicznego narazenia droga wziewng powinien wynosi¢
0,19 pg/m® (Weldon i wsp., 2016).

Réwniez osoby cierpigce na atopowe zapalenie skory, tuszczyce lub majace uszkodzona
skore moga by¢ narazone na przedostawanie si¢ do kragzenia AQNPs obecnych w kosmetykach,
ubraniach czy bieliznie (Monteiro-Riviere, 2014).

Droga pokarmowa jest jedna z najczestszych drog narazenia na nanosrebro. AgNPs
moga by¢ celowo przyjmowane w postaci suplementow diety albo dostawac si¢ do przewodu
pokarmowego przypadkowo. AgNPs obecne w opakowaniach moga by¢ cz¢sciowo uwalniane
do zywnosci, przy czym najcz¢sciej ulegaja przy tym modyfikacjom (utlenienie, agregacja),
wplywajacym na ich wlasciwosci i toksyczno$¢. Dotychczasowe badania wykazuja, ze proces
uwalniania nie jest szczeg6lnie wydajny, ale podwyzszona temperatura i dtuzszy czas kontaktu
AgNPs z zywno$cig nasilajg to zjawisko (Quadros i wsp., 2013; von Goetz i wsp., 2013; Artiaga
i wsp., 2015). Podobnie jest w przypadku nanostruktur, ktore sg sktadnikami past czy
szczoteczek do zebow (Mackevica i wsp., 2016). Ponadto, wzrastajace zanieczyszczenie
srodowiska nanoczastkami moze doprowadzi¢ do zwigkszonego przyjmowania AgNPs wraz z
woda pitng lub zakontaminowanymi organizmami wodnymi. Jest zatem konieczne poznanie
farmakokinetyki nanoczastek srebra, zeby zapobiec ewentualnej, nadmiernej ich kumulacji w
organizmie czlowieka.

Dotychczasowe informacje dotyczace wchianiania AgNPS z przewodu pokarmowego
sg nieliczne. Park i wsp. (2011a) obserwowali, ze biodostepnos¢ AgNPs o wielkosci 7,9 nm po
podaniu ich szczurom droga pokarmowa wynosi tylko kilka % (1,2% - 4,2% w zaleznosci od
dawki), przy czym nie jest pewne w jakiej postaci sa one wchtaniane (Park i wsp., 2011a). Po
przeniknigciu do uktadu krazenia, AgNPs sg transportowane gtownie do watroby 1 sledziony
(Xue i wsp., 2012; Lee i wsp., 2013c). Jednak ich obecnos¢ stwierdzono rowniez w innych
narzadach i tkankach, m.in. we krwi, ptucach, nerkach, sercu, mézgu i narzadach rozrodczych
(Sung i wsp., 2009; Kim i wsp., 2010; Loeschner i wsp., 2011; Park i wsp., 2011a; Xue i wsp.,
2012; Lee i wsp., 2013a; Lee i wsp., 2013c). Badania nad farmakokinetykg AgNPs wykazaty
réwniez, ze wickszos¢ tkanek i1 narzadow jest zdolna do ich usunigcia po ustaniu ekspozycji, z
wyjatkiem narzadoéw rozrodczych 1 moézgu, ktore wykazuja zwigkszong ich retencje (van der
Zande i wsp., 2012; Lee i wsp., 2013a).

Liczne badania potwierdzaja obecnos¢ AgNPs w mozgu zwierzat eksponowanych,
niezaleznie od drogi ich podania. Obserwowano je w mézgu i innych narzagdach (watroba, nerki,
$ledziona, phuca, jadra i grasica) krolikow 28 dnia po jednorazowym dozylnym podaniu AgNPs

o wielkos$ci 7,9 nm (Lee i wsp., 2013c), jak rowniez w narzadach szczurow (watroba, §ledziona,
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nerki, pluca i mozg) eksponowanych tg samg drogag na AgNPs o wielkosci 20 nm
(Dziendzikowska i wsp., 2012). Podobne obserwacje poczyniono takze po dootrzewnowym,
jednorazowym podaniu szczurom AgNPs (2 nm) (Garza-Ocanas i wsp., 2010). Obecnos¢
nanogranul w mozgu szczuréw eksponowanych stwierdzono nawet po 24 tygodniach od
jednorazowego podskornego podania AgNPs (50 — 100 nm) w dawce 62,8 mg/kg m.c. (Tang,
2008).

Przewlekte narazenie na AgNPs droga wziewng takze prowadzi do ich obecno$ci w
uktadzie krazenia. Wykazano, ze u szczurow eksponowanych tg drogg na AgNPs o wielkosci
18 — 19 nm (6 godz. dziennie przez 5 dni w tygodniu, przez 13 tygodni), gromadza si¢ one
gldwnie w ptucach i watrobie, a w mniejszym stopniu w nerkach, opuszce wgchowej, mozgu i
we krwi (Sung i wsp., 2009). Zaobserwowano réwniez, ze jednorazowe donosowe podanie
myszom duzej dawki (100 lub 500 mg/kg m.c.) AgNPs o wielkosci 25 nm skutkuje
gromadzeniem si¢ nanogranul w jamie nosowej, plucach, $ledzionie, nerkach i mozgu (Genter
i wsp., 2012).

Podobnie w badaniach, w ktoérych zastosowano model narazenia na AgNPs droga
pokarmowa, wykazano, ze ulegaja one biodystrybucji do licznych narzagdow, w tym moézgu.
Podawanie szczurom duzych dawek AgNPs o wielkosci 56 nm przez 90 dni skutkowato ich
obecno$cig we krwi, watrobie, nerkach, ptucach, jadrach i mézgu badanych zwierzat (Kim i
wsp., 2010). Po 28-dniowej ekspozycji szczurow na stabilizowane poliwinylopirolidonem
(PVP, ang. polyvinylpyrrolidone) AgNPs o wielkosci 14 £ 4 nm (dawka 9 mg/kg m.c.)
stwierdzono ich obecno$¢ w osoczu, watrobie, nerkach, zotadku, ptucach, mig$niach, mozgu i
jelicie cienkim (Loeschner i wsp., 2011). Rowniez podawanie AgNPs (o wielkosci 22, 42 lub
71 nm) myszom przez 14 dni w dawce 1 mg/kg m.c. prowadzito do ich biodystrybucji w
watrobie, nerkach, plucach, moézgu i jadrach (Park i wsp., 2010a).

Tak wigc, przedluzona ekspozycja szczuréw na AgNPs o r6znej wielko$ci 1 w rdzZnej
dawce prowadzi do gromadzenia si¢ srebra we krwi i w wigkszo$ci narzadow (watroba, nerki,
Sledziona, mozg, jadra, jajniki). Ponadto pomiar stezenia Ag, wykonany 4 miesigce po
zaprzestaniu podawania AgNPs wykazat, Ze jedynie w mézgu i narzadach rozrodczych nie
zmniejszylo si¢ ono w poréwnaniu do wezesniejszych punktow czasowych (Lee i wsp., 2013a).

Porownanie biodystrybucji AgNPs niestabilizowanych (< 20 nm) i stabilizowanych
PVP (< 15 nm) wykazato podobny profil lokalizacji u szczuréw, tzn. ich obecno$¢ stwierdzono
w watrobie, nerkach, ptucach, sercu, §ledzionie, moézgu, pecherzu moczowym, jadrach, jelicie,
zotadku oraz we krwi; przy czym poziom srebra w moézgu i jadrach nie zmieniat si¢ w ciagu 8

tygodni od podania (van der Zande i wsp., 2012).
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Sposéb wydalania nanoczgstek z organizmu zostal rowniez zbadany. Stwierdzono, ze
AgNPs sa usuwane z organizmu gtoéwnie z katem, a w niewielkim stopniu z moczem. Oznacza
to, ze AgNPs sa przede wszystkim wydalane wraz z z6tcig do $wiatta jelita (Park i wsp., 2011a;

Lee i wsp., 2013c; Jimenez-Lamana i wsp., 2014).

1.4. Toksycznos¢é AgNPs w swietle dotychczasowych badan

Istotnym aspektem i zarazem wyzwaniem dla nanotechnologii jest wykorzystanie
wilasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowych AgNPs. Badania ich wptywu na bakterie, wirusy i
grzyby pokazuja liczne korzysci z ich stosowania, ktore jednakze nie powinny przystania¢
mozliwych zagrozen, bedacych skutkiem masowego uzycia AgNPs. Naukowcy ostrzegaja, ze
wzrastajaca ilo$§¢ odpadow zawierajacych nanoczastki moze spowodowaé ich przedostawanie
si¢ do Srodowiska naturalnego i oddziatywanie na zyjace w nim organizmy, zarowno bakterie

glebowe jak i ssaki (Eckelman i wsp., 2007).

1.4.1. Toksyczno$¢ wzgledem mikroogranizmow

Trwajace od lat poszukiwania nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych, ktore
moglyby zastapi¢ stosowane obecnie antybiotyki i chemioterapeutyki, objety rowniez AgNPS.
Przypuszczano, ze srebro w skali ,nano” bedzie jeszcze skuteczniejszym S$rodkiem
przeciwbakteryjnym niz stosowane dotychczas zwiazki srebra.

Wykazano, ze AgNPs moga by¢ stosowane zaréwno w zakazeniach spowodowanych

przez bakterie Gram-ujemne, jak i Gram-dodatnie, np. w zakazeniach Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli i Staphylococcus aureus (Sondi i wsp., 2004; Morones i wsp.,
2005; Tamboli i wsp., 2013). Szczegolnie intensywnie bada si¢ ich skuteczno$¢ wzgledem
szczepow bakterii wielolekoopornych (Allahverdiyev i wsp., 2011; Ge i wsp., 2014) oraz
probuje si¢ je stosowac jako $rodek niszczacy biofilm bakteryjny lub zapobiegajacy jego
powstawaniu (Kalishwaralal i wsp., 2010; Palanisamy i wsp., 2014).
Biofilm bakteryjny jest wysoce inwazyjng wiclokomérkows strukturg ztozong z bakterii,
wykazujacg adhezje do powierzchni biologicznych i1 abiotycznych oraz odznaczajaca si¢
wysoka oporno$cia na antybiotyki i $rodki odkazajace. Jest to naturalna strategia
mikroorganizmow, takich jak Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus epidermidis,
umozliwiajgca im zasiedlenie organizmu gospodarza i wywotanie przewleklej infekcji.

Sam mechanizm dziatania przeciwdrobnoustrojowego AgNPs nie zostal jednoznacznie

okreslony. Niektorzy badacze uwazajg, ze jest on Scisle zwigzany z jonami srebra uwolnionymi
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wewnatrz komorek mikroorganizméw (Lok i wsp., 2007; Hachicho i wsp., 2014), aczkolwiek
pojawiajg si¢ roOwniez opinie, ze same nanoczastki oddziatuja bezposrednio na mikroorganizmy
(Joshi 1 wsp., 2015).

Dotychczas najlepiej poznano mechanizmy dziatania przeciwbakteryjnego nanoczastek
srebra. AgNPs bezposrednio lub za po$rednictwem uwolnionych z ich powierzchni Ag*
powoduja uszkodzenia blon biologicznych. Srebro przylega do Sciany komoérkowej bakterii,
powodujac nastepnie zmiany strukturalne w biatkach btony komoérkowej, skutkujace ich
inaktywacjg i uwalnianiem, oraz izomeryzacj¢ Cis-trans nienasyconych kwasow ttuszczowych.
Wymienione procesy prowadza do zwigkszenia przepuszczalnosci btony komorkowej bakterii,
a tym samym komorka staje si¢ bardziej podatna na $rodowiskowe czynniki uszkadzajgce
(Sondi i wsp., 2004; Hachicho i wsp., 2014).

Uwaza sie, ze szczeg6lnie wrazliwe na dziatanie AgNPs lub Ag™ sg biatka strukturalne
i enzymy bakteryjne zawierajace liczne grupy tiolowe (Shrivastava, 2007). Wykazano, ze w
wyniku oddziatywania srebra z grupami —SH enzymow Staphylococcus epidermidis dochodzi
do zaburzenia funkcji niektorych z nich (Gordon i wsp., 2010). Ponadto obie formy srebra mogg
oddziatywa¢ na bakteryjne DNA, co prowadzi do zaburzenia procesu replikacji, a tym samym
zahamowania podziatu komorki (Feng i wsp., 2000; Shrivastava, 2007). Uwaza si¢ takze, ze
zdolno$¢ generowania wolnych rodnikéw pod wptywem AgNPs, moze by¢ rowniez istotnym
elementem ich dziatania przeciwbakteryjnego (Lee i wsp., 2014a; Joshi i wsp., 2015).

Oprocz  dzialania przeciwbakteryjnego, AgNPs wykazuja takze dziatanie
przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe. Wykazano ich skuteczno$¢ wzgledem Cladosporium
cladosporoides, Aspergillus niger (Pulit i wsp., 2013), Trichophyton rubrum (Pereira i wsp.,
2014) i Candida sp. (Monteiro i wsp., 2015). Szczegolnie wysokiej skutecznosci oczekuje si¢
przy rownoczesnym stosowaniu AgNPs i lekow przeciwgrzybiczych, np. flukonazolu
(Gajbhiye i wsp., 2009).

Badania nad ich dziataniem przeciwwirusowym wykazaty, ze AgNPS sg skuteczne w
zwalczaniu takich wirusoéw jak: HIV-1 (Lara i wsp., 2010), wirus zapalenia watroby typu B (Lu
i wsp., 2008), wirus opryszczki typu 1 (Baram-Pinto i wsp., 2009) i typu 2 (Orlowski i wsp.,
2014) oraz wirus grypy (Xiang i wsp., 2013). Mechanizm ich dziatania przeciwwirusowego jest
wcigz badany. Uwaza sig, ze AgNPs oddziatuja z receptorami glikoproteinowymi wirusa (Lara
i wsp., 2010), jego otoczka (Xiang i wsp., 2013) lub nicig DNA/RNA (Lu i wsp., 2008), co w
konsekwencji hamuje replikacje materialu genetycznego wirusa i uniemozliwia wigzanie si¢ Z

komorkami gospodarza.
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1.4.2. Toksyczno$¢ AgNPs dla ssakéw

Po wniknigciu do uktadu krazenia, AgNPs przenikaja do narzadéw i tkanek, gdzie moga
wywota¢ dzialanie toksyczne. Uzyskane dotychczas dane pokazuja, ze systematyczne,
dlugotrwate podawanie AgNPs prowadzi do rozwoju stanu zapalnego 1 efektow
cytotoksycznych w obrebie wielu narzadow. Zaobserwowano, ze przedluzone narazenie na nie
droga wziewng prowadzi do pneumotoksycznosci, m.in. stwierdzono znaczacy spadek
objetosci oddechowej u eksponowanych szczuréw oraz zmiany histopatologiczne w tkance
ptuc (Sung i wsp., 2008). Dziatanie hepatotoksyczne zaobserwowano u zwierzat, ktorym
AgNPs podawano droga pokarmowa (Kim i wsp., 2010; Ebabe Elle i wsp., 2013; Patlolla i
wsp., 2015), dozylnie (De Jong i wsp., 2013) lub dootrzewnowo (ElI Mahdy i wsp., 2015) przez
dhuzszy czas. Pojawiaja si¢ rowniez doniesienia o dziataniu nefrotoksycznym AgNPs, gdyz u
zwierzat doswiadczalnych zaobserwowano histopatologiczne zmiany w obregbie nerek oraz
podwyzszenie st¢zenia kreatyniny i mocznika we krwi (Feng i wsp., 2014; Sarhan i wsp., 2014).
Ponadto wykazano, ze u szczuréw, ktorym podano dozylnie AgNPs (21 = 8 nm) w dawce 10
mg/kg m.c., dochodzi do gromadzenia si¢ glikozoaminoglikanéw, gléwnie kwasu
hialuronowego, w blonie podstawnej nerek, co prowadzi do uposledzenia czynno$ci nerek
(Feng i wsp., 2014). Sugeruje si¢ rowniez, ze AgNPs moga uposledzac proces spermatogenezy
(Sleiman i wsp., 2013) oraz wywotywa¢ zmiany histopatologiczne w §ledzionie i weztach
chtonnych (De Jong i wsp., 2013).

Szczegoblnie intensywnie bada si¢ wplyw AgNPs na watrobe, ktora ze wzgledu na swoja
funkcje detoksykacyjng narazona jest na najwigksze st¢zenie nanoczastek. W watrobie gryzoni
eksponowanych na AgNPs zaobserwowano szereg zaburzen, m.in. zmiany histopatologiczne
w postaci wakuolizacji cytoplazmy hepatocytow, hiperplazji nabtonka przewodow zotciowych
I obrzeku wokot naczyn krwionosnych oraz zmiany nekrotyczne i zapalne (Kim i wsp., 2010;
Lee i wsp., 2013b; Al Gurabi i wsp., 2015; EI Mahdy i wsp., 2015; Patlolla i wsp., 2015).
Wykazano wzrost aktywnosci enzymow watrobowych, takich jak fosfataza alkaliczna,
aminotransferaza alaninowa i asparaginianowa (Park i wsp., 2010a; Al Gurabi i wsp., 2015;
Heydrnejad i wsp., 2015) oraz dyslipidemi¢, wyrazong przez podwyzszenie poziomu
cholesterolu catkowitego i poziomu frakcji LDL (Kim i wsp., 2010; Ebabe Elle i wsp., 2013).
Ponadto, podawanie AgNPs gryzoniom spowodowato nadprodukcj¢ wolnych rodnikow (Ebabe
Elle i wsp., 2013; Patlolla i wsp., 2015) i odpowiedz zapalng w tym narzadzie (Park i wsp.,
2010a; De Jong i wsp., 2013). Pojawiajg si¢ rowniez doniesienia, ze procesy autofagii i
apoptozy pelnig wazng rolg w mechanizmach hepatotoksycznosci tych nanoczastek (Lee i wsp.,
2013b).
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Pewng trudno$¢ w usystematyzowaniu wiedzy na temat efektéw toksycznych
wywotanych przez AgNPs u ssakow sprawia réznorodno$¢ nanoczastek zastosowanych w
poszczeg6lnych badaniach. Nie tylko dawka, czas i droga narazenia maja znaczenie, ale

rowniez wielko$¢ nanoczgstki czy typ jej pokrycia.

1.5. Mechanizmy toksycznos$ci AgNPs w §wietle badan in vitro oraz in vivo

Wiedza o mechanizmach toksycznosci AgNPs wcigz jest niepetna i wymaga dalszej
weryfikacji, a zwlaszcza wskazane sg badania nad ich toksycznoscig z zastosowaniem modeli
in vivo. Badacze wcigz majg watpliwosci, czy obserwowane efekty sg wynikiem bezposredniej
interakcji AgNPs z uktadami biologicznymi, czy tez sa Skutkiem dziatania joné6w uwolnionych
z powierzchni nanoczastek wewnatrz komorki. Pomimo tych niejasnosci, dotychczasowe
badania in vitro i in vivo dostarczaja dowodow na zwigzek pomiedzy zalezng od AgNPs
produkcja ROS, stresem oksydacyjnym, uszkodzeniami DNA a rozwojem stanu zapalnego i
$miercig komorki.

Zdolno$¢ AgNPs do nasilania produkcji ROS jest najprawdopodobniej zwiazana z ich
fizycznymi 1 chemicznymi wlasciwosciami, ktdre sprzyjaja powstawaniu prooksydacyjnego
srodowiska wewnatrz komorek. W takich warunkach réwnowaga zaleznego od potencjatu
oksydoredukcyjnego wewnatrzkomorkowego uktadu energetycznego zostaje zachwiana, co w
konsekwencji zapoczatkowuje odpowiedz zapalng i $mier¢ komorki. Najnowsze doniesienia
wskazuja jednak, ze mechanizmy ich toksycznosci, szczegolnie w obregbie osrodkowego uktadu
nerwowego, mogg by¢ bardziej ztozone (Zieminska i wsp., 2014).

Bazujac na dostepnych danych literaturowych, przedstawiono schematycznie mozliwe

mechanizmy komorkowej toksycznosci nanoczastek srebra (Ryc. 1).

29



Rycina 1. Schemat mechanizmu toksycznosci AgNPs [modyfikacja wtasna wg (Duran i wsp., 2015;
Skalska i wsp., 2015b; Mao i wsp., 2016)].

1.5.1. Parametry fizykochemiczne wplywajace na toksycznos¢ AgNPs
1.5.1.1. Wielkos¢ i typ pokrycia

Dostepne dane literaturowe pokazuja, ze wielko§¢ nanoczgstek ma decydujacy wplyw
na ich toksyczno$¢, przy czym im mniejsza nanoczastka, tym jest ona bardziej toksyczna.
Zalezno$¢ ta wykazano glownie dzigki ekspozycji r6znych linii komoérek ssaczych na AgNPs o
roznej $rednicy. Inkubacja linii komorkowej L929 fibroblastow z AgNPs o wielkosci 20, 80 i
113 nm wykazata, ze nanoczastki 20 nm sg bardziej cytotoksyczne, genotoksyczne i prozapalne
niz pozostate (Park i wsp., 2011b). Z kolei AgNPs o wielkosci 10 nm stabilizowane
cytrynianem sg bardziej cytotoksyczne dla ludzkich komorek ptuc linii BEAS-2B, niz
nanoczastki tego samego typu o wielkosci 40 i 75 nm (Gliga i wsp., 2014). Podobne wnioski
uzyskano rowniez po inkubacji makrofagow pecherzykow ptucnych z AgNPs o wielkosci 15,

30 i 55 nm. Najmniejsze AgNPs powodowaly najwiekszy spadek przezywalnosci komorek,
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nasilaty produkcj¢ ROS oraz uwalnianie mediatorow stanu zapalnego (Carlson i wsp., 2008).
Liu i wsp. (2010) porownali wptyw AgNPs o wielkosci 5, 20 1 50 nm na morfologi¢ roznych
typow komorek ludzkich (np. linii komorkowej nowotworu watrobowo-komoérkowego HepG2,
linii komorkowej A549 niedrobnokomorkowego raka phuc), ich przezywalno$¢, integralnos¢
bton komoérkowych czy indukcje stresu oksydacyjnego. Wykazali, ze mniejsze nanoczgstki
tatwiej przenikaja do wnetrza komoérki niz wigksze, a w zwigzku z tym wywoluja rowniez
silniejsze efekty cytotoksyczne (Liu i wsp., 2010).

Kolejnym czynnikiem, ktory moze wptywac na toksyczno$¢ nanoczgstek srebra, jest typ
pokrycia. Ich powierzchnia jest czesto modyfikowana poprzez wprowadzanie réoznych grup
funkcyjnych w celu zwigkszenia ich stabilno$ci w §rodowisku oraz zapobiegania tworzenia
agregatow. Wykazano m.in., ze stabilizowanie AgNPs polisacharydem hamuje proces ich
agregacji w porownaniu do AgNPs niczym nie pokrytych (Ahamed i wsp., 2008). Ponadto, w
zalezno$ci od typu pokrycia, uzyskuje si¢ rdézng stabilno$¢ nanoczastek, np. AgNPs
stabilizowane PVP i rozproszone w wodzie s3 stabilne przez ponad 1 tydzieh w tym
srodowisku. Podobnego efektu nie uzyskuje si¢ dla AgNPs stabilizowanych cytrynianem
(Topuz i wsp., 2014).

Najpopularniejsze zwigzki stosowane do stabilizowania AgNPs to cytrynian, chitosan,
PVP, polisacharydy, peptydy i zwiagzki wegla. Ich wprowadzenie na powierzchni¢ nanoczastki
moze wplywacé na sposob jej zachowania w rozpuszczalnikach (Kim i wsp., 2013) oraz ptynach
fizjologicznych (Braydich-Stolle i wsp., 2014), a w konsekwencji rowniez na wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i toksyczno$¢.

Nieliczne badania majace na celu porownanie toksyczno$ci AQNPs w zaleznosci od
typu pokrycia sugerujg, ze ten parametr odgrywa dos¢ istotng role. Stwierdzono m.in., ze
AgNPs pokryte zwigzkami wegla nie wplywaja tak znaczaco na ograniczenie przezywalnos$ci
komorek, jak pozbawione grup funkcyjnych AgNPs o podobnej wielkosci (Nishanth i wsp.,
2011). Z kolei AgNPs stabilizowane polisacharydami okazaty si¢ by¢ bardziej toksyczne niz
nanoczastki bez pokrycia (Ahamed i wsp., 2008). W kolejnych doniesieniach pokazano, ze
nanoczastki srebra pokryte PVP (Kim i wsp., 2013) lub peptydami (Haase i wsp., 2011) sa
bardziej toksyczne od AgNPs stabilizowanych cytrynianem, ktére z kolei przewyzszaja

toksyczno$cig nanoczastki stabilizowane glikolem polietylenowym (Bastos i wsp., 2016).

Od niedawna podkresla si¢ takze udzial w toksyczno$ci nanoczastek tzw. ,,protein
corona”, formowanej przez biatka na ich powierzchni. Jej powstawanie polega na adsorpcji

biatek (w tym takze biatek wystepujacych w organizmach zywych) na powierzchni NPs, a o
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tym ktore biatko zostanie przytaczone decyduje stopien jego powinowactwa (Duran i wsp.,
2015). Uwaza sig, ze oddziatywanie nanoczastka-biatko jest procesem dynamicznym, tzn.
bialka sg przylaczane do powierzchni i odtaczane od niej w jednostce czasu. Stwierdzono, ze
jesli biatko ma duze powinowactwo do powierzchni AgNPs, to proces jego wymiany zachodzi
powoli i formuje si¢ tzw. ,,hard corona”, czyli wewnetrzna warstwa utworzona przez $cisle
zwigzane z powierzchnig biatka. W przypadku malego powinowactwa biatka do powierzchni,
proces ich przylaczania i odlaczania jest nasilony, a wokot nanoczastki formuje sie ,,SOft
corona”, czyli zewngtrzna warstwa utworzona z luzno zwigzanych z powierzchnig biatek
(Miclaus i wsp., 2014; Duran i wsp., 2015). Stwierdzono, ze w zalezno$ci od sktadu ,,protein
corona” AgNPs moga wykazywa¢ odmienng odpowiedz biologiczng, m.in. obserwuje si¢
roznice w sile dziatania przeciwbakteryjnego AgNPs (Gnanadhas i wsp., 2013) oraz w ich
cytotoksycznosci (Kennedy i wsp., 2014).

1.5.1.2. Uwalnianie jonéw Ag* z powierzchni
Cze$¢ naukowcdw uwaza, ze za toksyczno$¢ AgNPs odpowiadajg wylacznie jony srebra

uwolnione z ich powierzchni wewnatrz komorki. Ten mechanizm dziatania okres$lono jako
»Trojan horse’s effect” (Park i wsp., 2010b; Haase i wsp., 2011; Singh i wsp., 2012). Co wigcej
udowodniono, ze ilo$¢ uwalnianych jonow jest odwrotnie proporcjonalna do wielkosci
nanoczgstek (Gliga i wsp., 2014). Uwalnianie Ag® jest zwigzane z reakcjg utleniania
zachodzaca na powierzchni AgNPs, przy czym proces ten zachodzi z okoto 50-krotnie wigksza
wydajnoscig wewnatrz komorek, niz w czystej wodzie (Singh i wsp., 2012). Najkorzystniejsze
warunki do utleniania AgNPs wystepuja wewnatrz lizosomow, ze wzgledu na wystepujace tam
niskie pH wynoszace okoto 4,8 (Setyawati i wsp., 2014; De Matteis i wsp., 2015).

Z drugiej strony pojawiaja si¢ rowniez doniesienia, ze za toksyczno$¢ AgNPs
odpowiadajg zardbwno jony uwolnione z ich powierzchni, jak i same nanoczastki (Chae i wsp.,
2009; Powers i wsp., 2011; Garcia-Reyero i wsp., 2014). Garcia-Reyero i wsp. (2014)
porownali toksycznos¢ AgNPs stabilizowanych PVP oraz jonow srebra w modelu narazenia
ryb. Obydwie formy srebra prowadzitly do powstania stresu oksydacyjnego i zaburzenia
homeostazy jonéw sodowych, potasowych i wodorowych. Niekorzystne skutki AgNPs byty
zwigzane z aktywacjg kilku receptoréw jadrowych i zablokowaniem wigzania ligandéw do
receptoréw dopaminergicznych, a u ryb narazonych na jony srebra zaobserwowano
zablokowanie wigzania ligandéw do receptorow adrenergicznych typu o1 i a2 0raz do receptora
kannabinoidowego CB1. Wykazano ponadto, ze kwas askorbinowy skutecznie chroni
neuronalne komoérki PC12 przed stresem oksydacyjnym indukowanym przez jony srebra, ale
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jest nieskutecznym antyoksydantem w przypadku narazenia tych komoérek na AgNPs (Powers
i wsp., 2011). Z kolei Chae i wsp. (2009) zaobserwowali, ze profil ekspresji genow zwigzanych
ze stresem oksydacyjnym, w watrobie ryb z gatunku ryzanka japonska (ang. Japanese Medaka),
jestinny dla Ag™ i AgNPs. Jony srebra nasilaty glownie ekspresje gendw zwigzanych ze stanem
zapalnym, podczas gdy ekspozycja ryb na forme ,,nano” spowodowata wzmozong ekspresj¢
gendw zwigzanych z uszkodzeniami DNA, kancerogenezg i stresem oksydacyjnym. Réwniez
badania naszego zespotu wykazaty, ze nadaktywacja receptora glutaminergicznego dla kwasu
N-metylo-D-asparaginowego (NMDAR, ang. N-methyl-D-aspartate receptor) w warunkach
hodowli komorek ziarnistych mézdzku jest mechanizmem charakterystycznym dla formy

,»hano” (Zieminska i wsp., 2014).

1.5.2. Stres oksydacyjny i zaburzenia funkcji mitochondriow indukowane przez AgNPs
Wolne rodniki tlenowe sa wysoce reaktywnymi molekutami, ktore szybko wchodza w
reakcje z biatkami, lipidami, weglowodanami i kwasami nukleinowymi obecnymi w
komorkach, co powoduje powstawanie kolejnych produktéw wolnorodnikowych.
ROS sa wytwarzane w organizmach zywych podczas takich podstawowych procesow
biochemicznych jak oddychanie tlenowe, gdzie powstaja w mitochondrialnym tancuchu
transportu elektronow, metabolizm nukleotydow purynowych oraz reakcje katalizowane przez
oksydoreduktazy. Produktami tych reakcji sg gtownie anionorodnik ponadtlenkowy [O27],
rodnik hydroksylowy [OH'] i nadtlenek wodoru (H202) (Boveris, 1998).

W  warunkach homeostazy ROS odgrywaja role regulatorow 1 mediatorow
metabolizmu. Sg przekaznikami w procesie wzrostu 1 roznicowania si¢ komorek oraz indukuja
apoptozg. Pobudzaja szlaki sygnatowe komorki, dzigki czemu wplywaja na przekazywanie
sygnatow do komoérek i1 wewnatrz komorek. Maja wplyw na aktywacje enzymow
mikrosomalnych oraz transport tlenu przez hemoglobing (Gonet, 1996; Hancock i wsp., 2001).
Ponadto biorg udzial w procesach obronnych organizmu, gdyz s3 produkowane przez komorki
fagocytarne, m.in. makrofagi. Podczas fagocytozy drobnoustrojow wolne rodniki, uwalniane w
postaci reaktywnych form tlenu i azotu, utleniajg nienasycone kwasy tluszczowe bton
komorkowych bakterii, powodujac utrate ich integralnosci (Segal, 2005; Rada i wsp., 2008).

Nadmierna produkcja ROS, ktorej towarzyszy wyczerpanie komorkowych uktadow
antyoksydacyjnych, skutkuje stresem oksydacyjnym. Prowadzi on do utleniania biatek, co
modyfikuje ich budow¢ przestrzenng, a w konsekwencji powoduje inaktywacje enzymow i
zaburzenia struktury cytoszkieletu. Dochodzi réwniez do utlenienia nienasyconych kwaséw

thuszczowych, wchodzacych w sktad lipidow (zwtaszcza fosfolipidow) bton biologicznych, co

33



moze prowadzi¢ do ich rozszczelnienia. Ponadto ROS mogg powodowa¢ pgknigcia nici DNA,
uszkodzenie chromosomdéw, powstawanie mutacji prowadzacych do zmian nowotworowych
oraz zaburzenia wewnatrzkomorkowej homeostazy wapnia. Duze uszkodzenia, niemozliwe do
naprawienia przez wewnatrzkomorkowe mechanizmy naprawcze, prowadza do $mierci
komorki (Betteridge, 2000; Franco i wsp., 2009). Uwaza si¢, ze ROS sg zaangazowane W
rozw0j stanu zapalnego, ktory odgrywa istotng rolg w patomechanizmie wielu chordb, m.in.
choréb neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera (Pohanka, 2014) i choroba
Parkinsona (Gaki i wsp., 2014).

Przed toksycznym dziataniem ROS chronig komorkowe mechanizmy obronne. W
warunkach homeostazy ich nadmiar jest likwidowany przez enzymatyczne i nieenzymatyczne
uktady antyoksydacyjne. Wsrod enzymow antyoksydacyjnych najwigksze znaczenie maja:

- dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. superoxide dismutase),

- katalaza (CAT, ang. catalase),

- peroksydaza glutationowa (GPx, ang. glutathione peroxidase),

- reduktaza glutationowa (GR, ang. glutathione reductase),

- S-transferaza glutationowa (GST, ang. glutathione S-transferase),

- uktad tioredoksyny (TRX, ang. thioredoxin),

- ceruloplazmina,

- paraoksonaza 1 (PON1, ang. paraoxonase 1).

Z kolei wsrdd nieenzymatycznych uktadow antyoksydacyjnych, ktére reaguja z wolnymi
rodnikami tlenowymi, w wyniku czego powstaja mato reaktywne formy, niezdolne do
utleniania innych sktadnikéw komorki, wyr6znia sig:

- zredukowany glutation (GSH, ang. glutathione),

- witaming C,

- witaming E,

- karotenoidy 1 witaming A,

- zredukowany koenzym Q1o,

- cysteine,

- albuminy.

To, ktore mechanizmy antyoksydacyjne zostana uruchomione do obrony organizmu przed

ROS, zalezy od miejsca powstania i wtasciwosci ROS (Czajka, 2006; Luszczewski, 2007).

System obrony antyoksydacyjnej przebiega w 3 etapach. W pierwszym etapie uktady

antyoksydacyjne hamuja nadmierne powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych. W drugim
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etapie nast¢puje przerwanie lancuchowych reakcji wolnorodnikowych, dzigki obecnosci
uktadow reagujacych z ROS, za§ w trzecim etapie dochodzi do odtwarzania prawidlowych
struktur czasteczek uszkodzonych przez ROS (Czajka, 2006; Luszczewski, 2007).

Pierwszg lini¢ obrony organizmu przed reaktywnymi formami tlenu stanowig SOD,
CAT i GPx, ktore =zapobiegaja powstawaniu najbardziej reaktywnego rodnika
wodorotlenowego, zwanego tez rodnikiem hydroksylowym [OH']. SOD katalizuje reakcje¢
dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego do tlenu czasteczkowego i nadtlenku wodoru,
ktory jest z kolei rozktadany do wody w reakcjach katalizowanych przez CAT i GPx. Rozktad
H>0:> jest o tyle wazny dla przezycia komorki, ze biorg w nim udziat az dwa enzymy, przy czym
GPx odpowiada za katabolizm wickszos$ci tego zwigzku w komorkach, a CAT wlacza si¢ w ten
proces przy jego duzych stezeniach. Dzigki temu nie dochodzi do reakcji H>O> z jonami metali
(jony Zelaza i miedzi) i powstania wspomnianego rodnika hydroksylowego (Halliwell i wsp.,
1995).

SOD nalezy do metaloenzymow, przy czym w przyrodzie wystepuje kilka jego izoform.
U czlowieka stwierdzono obecnos¢ izoform: cytoplazmatycznej Cu,Zn-SOD (SOD-1),
mitochondrialnej Mn-SOD (SOD-2) i zewnatrzkomorkowej Ec-Cu,Zn-SOD (SOD-3).
Obecnos$¢ odpowiedniej ilosci aktywnego enzymu w przestrzeni zewnatrzkomorkowej i
wewnatrzkomorkowej odgrywa kluczowg role w zapobieganiu rozwoju chorob zwigzanych ze
stresem oksydacyjnym. Mutacje w genach kodujacych SOD stwierdzono m.in. u chorych na
chorobe Alzheimera, chorob¢ Parkinsona czy chorobe Huntingtona (Jeeva i wsp., 2015;
Ruszkiewicz i wsp., 2015).

Peroksydaza glutationowa katalizuje reakcje redukcji nadtlenkow organicznych i
nadtlenku wodoru, przy czym donorem protonow jest zredukowany glutation. Centrum
aktywne tego enzymu zawiera selenowy analog cysteiny (selenocysteing). Obecnos$é
selenocysteiny umozliwia utlenianie glutationu do disiarczku glutationu (GSSG, ang.
glutathione disulfide, oxidized glutathione), czemu towarzyszy redukcja nadtlenkow. Nastepnie
GSSG jest przeksztatcany z powrotem do formy zredukowanej w reakcji katalizowanej przez
GR, a czynnikiem redukujacym jest NADPH (Brigelius-Flohe, 1999; Jeeva i wsp., 2015).

Katalaza jest enzymem obecnym przede wszystkim w peroksysomach komorek ssakow,
wykazujacym dwie aktywnosci: katalazowa i peroksydazowa. Przy duzym stezeniu nadtlenku
wodoru przewaza aktywnos¢ katalazowa enzymu prowadzaca do jego rozktadu do wody i tlenu.
Z kolei przy malym stezeniu tego zwigzku dominuje aktywnos$¢ peroksydazowa CAT, a

zwigzkami dostarczajacymi protony sa glownie etanol, metanol, fenol i inne alkohole.
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Najwicksza aktywnos¢ katalazy stwierdzono w watrobie, nerkach i erytrocytach (Scibior D.,
2006).

Ze wzgledu na to, ze GPx wymaga do swojej aktywnosci GSH, uktad glutationu jest

rowniez traktowany jako pierwsza linia obrony organizmu przed ROS. Glutation (y-
glutamylocysteinyloglicyna)  jest  waznym  wewnatrzkomorkowym  trojpeptydem,
wystepujacym zarowno W formie zredukowanej (GSH), jak i utlenionej (GSSG). Prawie 90%
GSH jest zlokalizowane w cytozolu komorki, a pozostata czg§¢ w mitochondriach i siateczce
srodplazmatycznej. Stosunek GSH do GSSG wynosi 10:1. Jest on syntetyzowany w
najwigkszych ilosciach w watrobie (skad jest uwalniany do krwi i zo6tci), a szybkos¢ jego
syntezy zalezy przede wszystkim od dostepnosci jego prekursorow (cysteiny i metioniny) oraz
aktywnosci enzymoéw  bioragcych udziat w tym procesie (m.in. syntetazy y-
glutamylocysteinowej i cystationazy).
GSH jest nie tylko donorem protonéw w reakcji redukcji nadtlenkow katalizowanej przez GPX,
ale takze moze reagowac bezposrednio z anionorodnikiem ponadtlenkowym i rodnikiem
hydroksylowym. Ponadto moze wigza¢ si¢ spontanicznie lub w reakcji katalizowanej przez
glutationowe S-transferazy z ksenobiotykami (np. z aromatycznymi i alifatycznymi
epoksydami, aromatycznymi weglowodorami), co zmniejsza ich toksycznos$¢. Glutation
utrzymuje rowniez zredukowany stan grup sulfhydrylowych wigkszosci biatek w procesie
zwanym glutationylacja. Ostry stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do obnizenia puli
wewnatrzkomorkowego GSH, aczkolwiek sugeruje sie, ze jest mozliwy rowniez wzrost jego
puli na skutek indukcji syntetazy y-glutamylocysteinowej i tym samym nasilenia syntezy
glutationu (Lukaszewicz-Hussain, 2003; Ruszkiewicz i wsp., 2015).

Niemale znaczenie dla obrony komorek przed ROS majg rowniez tzw. antyoksydanty
prewencyjne (m.in. ceruloplazmina, ferrytyna i transferyna), ktore hamuja proces wytwarzania
nowych ROS, a takze zapobiegaja peroksydacji lipidéw. Wymienione biatka sg zlokalizowane
w osoczu krwi, gdzie wigza si¢ z jonami metali przejSciowych (m.in. miedzi 1 zelaza) 1 tym
samym ograniczaja reakcj¢ przeksztatcania nadtlenku wodoru do rodnika hydroksylowego
(Czajka, 2006; Luszczewski, 2007).

Druga lini¢ obrony przed ROS stanowig glownie reagujace z nimi egzogenne
nieenzymatyczne uktady antyoksydacyjne (witamina C, E i A, karotenoidy i koenzym Q1o), w
wyniku czego powstajg mato reaktywne produkty. W ten sposob zostaje przerwana tancuchowa
reakcja wolnorodnikowa utleniania kolejnych zwigzkéw biologicznie czynnych.

Wykazano, ze witamina C neutralizuje wolne rodniki rozpuszczalne w wodzie. Z kolei

witamina E chroni lipidy zawarte w blonach komoérkowych oraz lipoproteiny przed
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utlenieniem, przy czym wykazano, ze przede wszystkim jest skuteczna w przypadku wolnych
rodnikéw organicznych i tlenu singletowego. Koenzym Qio ma zdolno$¢ regenerowania
witaminy E i zwigkszania jej wydajnosci antyoksydacyjnej. Karotenoidy (m.in. -karoten,
luteina, zeaksantyna, likopen) i witamina A majg zdolno$¢ usuwania tlenu singletowego i
nadtlenkow lipidow (Czajka, 2006; Luszczewski, 2007).

Trzecig lini¢ obrony antyoksydacyjnej stanowia mechanizmy naprawcze, ktorych
zadaniem jest usuwanie skutkow reakcji ROS ze sktadnikami komorek. Do tej linii obrony
naleza gtownie enzymy antyoksydacyjne o aktywnosci oksydoreduktaz, takie jak paraoksonaza
1 czy tioredoksyna. PON1 ma zdolno$¢ redukcji produktéw peroksydacji lipidow, zas TRX
redukuje mostki disiarczkowe powstate w wyniku utleniania grup tiolowych w czasteczkach
DNA czy biatkach. W podobny sposéb dziala rowniez GPx, ale proces redukcji katalizowany
przez ten enzym przebiega znacznie wolniej niz w przypadku TRX (Czajka, 2006;
Luszczewski, 2007).

Prawdopodobnie, zalezna od AgNPs produkcja wolnych rodnikow tlenowych jest
zwigzana z wewnatrzkomorkowym utlenianiem AgNPs do jonow srebra. Wskazany proces
chemiczny prowadzi do powstania prooksydacyjnego s$rodowiska, co zaburza funkcje
mitochondriow i prowadzi do nadprodukcji ROS w tancuchu oddechowym, a w konsekwencji
dochodzi do uszkodzen tych organelli (Singh i wsp., 2012). Szkodliwy wplyw AgNPs na
funkcje mitochondrialne zostat zaobserwowany w badaniach in vitro, w ktorych lini¢
szczurzych komorek watrobowych BRL 3A (Hussain i wsp., 2005), lini¢ ludzkich komoérek
watrobowych (Piao i wsp., 2011; Song i wsp., 2012) oraz lini¢ komorkows raka jelita grubego
(Sanpui i wsp., 2011) inkubowano z nanosrebrem. Stwierdzono, ze AgNPs zmniejszaja
aktywnos$¢ I, II, IIT 1 IV mitochondrialnego kompleksu biatkowego taficucha oddechowego, co
uposledza produkcj¢ ATP, a nasila produkcje wolnych rodnikow tlenowych (AshaRani i wsp.,
2009; Costa i wsp., 2010).

Nie jest to jedyny proponowany mechanizm uposledzenia czynnosci mitochondriow
przez AgNPs. Przypuszcza sig, ze nanoczastki bezposrednio lub za posrednictwem Ag*
uwolnionych z ich powierzchni oddziatujg z grupami tiolowymi aminokwasoéw, wchodzacych
w skiad mitochondrialnych bialek strukturalnych oraz enzymoéw mitochondrialnych, co
uszkadza btony mitochondrialne i/lub zaburza funkcje enzymoéow (Jiang i wsp., 2015b). Dla
poréwnania, zaobserwowano, ze jony srebra oddzialuja z grupami tiolowymi biatek btony
wewngtrznej tych organelli, co sprzyja zwickszeniu jej przepuszczalnosci (Almofti i wsp.,

2003). Ten mechanizm toksyczno$ci AgNPs potwierdzaja rowniez doniesienia, ze stabe
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antyoksydanty posiadajace grupe —SH, np. 2,3-ditiopropanol (De Matteis i wsp., 2015) i N-
acetylocysteina (Jiang 1 wsp., 2015b), sa skuteczniejszymi s$rodkami zapobiegajacymi
cytotoksycznosci AgNPs, niz silniejsze antyoksydanty, ale pozbawione tych grup (np.
rozpuszczalna w wodzie pochodna witaminy E — troloks, tempol) (Singh i wsp., 2012).

Udzial stresu oksydacyjnego w mechanizmie toksycznosci AgNPs potwierdzity
glownie badania in vitro i w mniejszym stopniu — in vivo. Nadprodukcje ROS obserwowano w
licznych liniach komérkowych inkubowanych z AgNPs (Carlson i wsp., 2008; Liu i wsp., 2010;
Vrcek i wsp., 2014; De Matteis i wsp., 2015; Bastos i wsp., 2016). Zmniejszenie puli
zredukowanego glutationu pod ich wptywem stwierdzono m.in. w ludzkich komorkach raka
skory (Arora i wsp., 2008), szczurzych komoérkach watrobowych (Hussain i wsp., 2005),
mysich makrofagach (Park i wsp., 2010b), ludzkich komoérkach watrobowych (Piao i wsp.,
2011; Vrcek i wsp., 2014) i mysich zarodkowych fibroblastach (Lee i wsp., 2014b). Niekiedy
towarzyszyta temu peroksydacja lipidow (Arora i wsp., 2008; Piao i wsp., 2011). Obnizenie
poziomu GSH obserwowano réwniez u organizmow wodnych eksponowanych na AgNPs
(Gagne i wsp., 2013; Ali, 2014; Massarsky i wsp., 2014a). Badano takze w warunkach in vitro
wplyw AgNPs na aktywnos¢ niektorych enzyméw antyoksydacyjnych, takich jak SOD, CAT
czy GPx. Wyniki tych badan nie byty jednoznaczne, gdyz obserwowano zaréwno spadki (Arora
i wsp., 2008; Song i wsp., 2012), jak i wzrosty aktywnosci tych enzymow (Vrcek i wsp., 2014;
Negahdary i wsp., 2015).

Nadmiar ROS powoduje réwniez utlenianie biatek oraz uszkodzenia DNA.
Karbonylacj¢ biatek obserwowano w pierwotnych korowych komorkach neuralnych
inkubowanych z AgNPs (Haase i wsp., 2012). Wzrost poziomu fragmentacji DNA lub aberracje
chromosomowe stwierdzono w ludzkich komorkach nabtonka pgcherzykow plucnych
(Foldbjerg i wsp., 2011), ludzkich komorkach watrobowych (Piao i wsp., 2011), ludzkich
zarodkowych komorkach nabtonka (Rinna i wsp., 2015), jak rowniez w narzadach gryzoni (Al
Gurabi i wsp., 2015; EI Mahdy i wsp., 2015; Patlolla i wsp., 2015) i organizmach wodnych
(Gagne i wsp., 2013; Ali, 2014) eksponowanych na AgNPs.

1.5.3. Indukcja stanu zapalnego i $mier¢ komorki pod wplywem AgNPs
W badaniach in vitro potwierdzono, ze istnieje zwigzek miedzy nadprodukcjg ROS
wywotang przez AgNPs a zwigkszonym uwalnianiem mediatorow stanu zapalnego, takich jak
interleukina-6 (IL-6, ang. interleukin 6), czynnik martwicy nowotworu (TNF-a, ang. tumour

necrosis factor «) (Nishanth i wsp., 2011), interleukina-1p (IL-1p, ang. interleukin /p) i biatko
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hamujace makrofagi 2 (MIP-2, ang. macrophage inhibitory protein 2) (Carlson i wsp., 2008).
Rowniez w badaniach in vivo stwierdzono prozapalne dziatanie AgNPs. Wykazano, ze
przewlekle podawanie szczurom droga pokarmowa duzych dawek AgNPs prowadzi do
nasilonego wydzielania IL-6 i TNF-o w watrobie (Ebabe Elle i wsp., 2013). Obserwowano
roOwniez tworzenie si¢ naciekOw zapalnych w tym narzadzie po ekspozycji na AgNPs droga
pokarmowa (Kim i wsp., 2010), wziewna (Sung i wsp., 2008) i po podaniu dozylnym (Lee i
wsp., 2013b).

Jak zostalo wspomniane wczesniej, AgNPs moga powodowac uposledzenie funkcji
mitochondriow, prowadzac do zmniejszenia produkcji ATP, a to z kolei moze aktywowac
proces autofagii.

Autofagia jest konstytutywnym, wewngtrzkomorkowym procesem degradacyjnym
wystepujacym w kazdej zywej komorce. Jej zadaniem jest pozyskiwanie alternatywnych zrodet
energii na drodze trawienia nieprawidlowo pofatdowanych biatek lub uszkodzonych i
niepotrzebnych sktadnikow komorkowych. Dzigki temu ochronnemu procesowi komorka moze
utrzymywaé swoj metabolizm przez dluzszy czas na podstawowym poziomie, pomimo ze nie
sa jej dostarczane substancje odzywcze z zewnatrz. Przedluzajacy si¢ stan autofagii moze
indukowa¢ $mier¢ komorki na drodze autolizy lub apoptozy (Mizushima, 2007; Glick i wsp.,
2010). Ponadto proces autofagii ulega nasileniu pod wptywem czynnikdw wywolujacych stres
komorkowy, takich jak zakazenia drobnoustrojami, hipoksja, nadmiar ROS czy leki
cytostatyczne (Gozuacik i wsp., 2004).

Najpowszechniejszym rodzajem autofagii jest makroautofagia. Proces degradacji
rozpoczyna si¢ od wyodrgbnienia fragmentu aparatu Golgiego lub siateczki srodplazmatyczne;j
w postaci fagoforu o podwojnej btonie. Fagofor otacza organellum komoérkowe lub fragment
cytoplazmy zawierajacy biatka przeznaczone do degradacji. Po polaczeniu si¢ koncowych
czesci fagoforu powstaje autofagosom (wczesna wakuola autofagowa), w ktorego wnetrzu sa
uwigzione struktury przeznaczone do strawienia. Nastepnie autofagosom taczy si¢ z p6znym
endosomem lub z lizosomem 1 tworzy ostatecznie autofagolizosom (p6ézna wakuola
autofagowa), wewnatrz ktorego jest trawiony material komoérkowy z udziatem hydrolaz
lizosomalnych (Todde i wsp., 2009; Nixon, 2013).

W formowaniu autofagosomu biorg udzial kompleksy biatkowe zawierajace m.in.
bekling 1 (Atg 6), podjednostki kinazy fosfatydyloinozytolu klasy III oraz liczne biatka z
rodziny Atg (ang. autophagy related proteins). Ponadto, dalsze wydtluzanie fagoforu jest
zalezne od przeksztatcenia biatka zwigzanego z mikrotubulami (MAP1 LC3, ang. microtubule-

associated protein 1 light chain 3) z jego formy cytozolowej (MAP LC3-I) do formy zwigzanej
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z wewnetrzng blong autofagosomu (MAP LC3-11). Nalezy rowniez pamigtaé, ze procesy
autofagii 1 apoptozy s3 ze soba powigzane, bowiem w wielu przypadkach biatka kluczowe dla
apoptozy (np. Bcl-2, Bcl-XL, kaspaza-3, Bad) petnia takze role w regulacji autofagii (Nixon,
2013).

Przypuszcza si¢, ze AgNPs mogg indukowac autofagie. Zaobserwowano, ze w watrobie
szczur6w, ktorym podano jednorazowo dootrzewnowo AgNPs (10-30 nm) w dawce 500 mg/kg
m.c., obnizeniu ulegt poziom ATP, czemu towarzyszyta indukcja autofagii oraz apoptozy (Lee
i wsp., 2013b). Ponadto zaobserwowano wyst¢powanie zaleznosci pomigdzy Stresem
oksydacyjnym, autofagia i apoptozg w mysich zarodkowych fibroblastach z AgNPs (Lee i wsp.,
2014b).

Indukcja apoptozy pod wplywem nanoczastek srebra zostata zaobserwowana przede
wszystkim w badaniach in vitro, w ktorych inkubowano rozne linie komorek ssaczych z
AgNPs, m.in. monocyty THP-1 (Foldbjerg i wsp., 2009), lini¢ ludzkiego raka ptuc (Foldbjerg
I wsp., 2011), ludzkie komorki watrobowe (Piao i wsp., 2011), lini¢ ludzkich komorek raka
okreznicy (Gopinath i wsp., 2010; Sanpui i wsp., 2011), mysie zarodkowe fibroblasty (Hsin i
wsp., 2008; Lee i wsp., 2014b), lini¢ komodrek HeLa (linia komorkowa wywodzaca si¢ z raka
szyjki macicy), lini¢ komérkowa A549 (De Matteis i wsp., 2015), ludzkie keratynocyty (Bastos
i wsp., 2016), fibroblasty pochodzace z nerek chomika (BHK21) (Gopinath i wsp., 2010).
Wykryto, ze AgNPs moga indukowac apoptoze zalezng od ROS i kinazy domeny N-koncowej
biatka Jun (JNK, ang. c-Jun N-terminal kinases) (Hsin i wsp., 2008). Ponadto stwierdzono
aktywacje biatka p53 (Gopinath i wsp., 2010), obnizenie poziomu antyapoptotycznego biatka
Bcl-2, podwyzszenie poziomu biatka proapoptotycznego Bax (Gopinath i wsp., 2010; Piao i
wsp., 2011), aktywacje kaspazy-3 (Gopinath i wsp., 2010; Piao i wsp., 2011; Sanpui i wsp.,
2011; Lee i wsp., 2014b), uwalnianie cytochromu c¢ z mitochondriow do cytoplazmy i
translokacj¢ Bax do mitochondriéw (Hsin i wsp., 2008; Piao i wsp., 2011). Zaobserwowano
rowniez fragmentacje DNA i tworzenie si¢ adduktow objetosciowych DNA (ang. bulky
adducts), przy czym termin ,addukty objetosciowe” 0znacza wigzania krzyzowe i
pierscieniowe tworzone pomiedzy koncowymi produktami peroksydacji lipidow a
czasteczkami DNA (Foldbjerg i wsp., 2009; Foldbjerg i wsp., 2011; Sanpui i wsp., 2011; De
Matteis i wsp., 2015).

W nielicznych dotychczas badaniach in vivo zaobserwowano indukcje apoptozy w
watrobie myszy, ktorym podano AgNPs (43,6 + 6,4 nm) dootrzewnowo w dawce 78 mg/kg
m.c. (Al Gurabi i wsp., 2015).
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1.6. Neurotoksycznosé AgNPs w swietle dotychczasowych badan in vitro i in
Vivo

Srebro zaabsorbowane z przewodu pokarmowego i ptuc do krwi lub podane
parenteralnie moze przenika¢ do parenchymy moézgowej przez barier¢ krew-mozg (Skalska i
wsp., 2015b). Wykazano m.in., ze podanie szczurom drogg pokarmowg stabilizowanych
cytrynianem AgNPs (10 nm) w dawce 100-500 mg/kg m.c./dzien prowadzi do ich gromadzenia
si¢ w parenchymie mozgowe] w postaci nanogranul. Co wigcej, poziom srebra w mozgu
zwierzat nie obnizal si¢ dtugo po zaprzestaniu ekspozycji (Lee i wsp., 2013a). Inng mozliwa
droga jest ich transport wzdluz nerwu we¢chowego po podaniu donosowym lub wziewnym
(Genter i wsp., 2012; Davenport i wsp., 2015).

Stwierdzono réwniez, ze okres pottrwania srebra w mozgu jest dluzszy po podaniu
mniejszych dawek AgNPs niz wigkszych, przy czym ta prawidlowos¢ dotyczy glownie
mniejszych nanoczastek. Oznacza to, ze BBB utrudnia ich transfer z powrotem do uktadu
krwiono$nego (Yang i wsp., 2010b).

Konsekwencje gromadzenia si¢ AgNPs w parenchymie mozgowej nie zostaty w pehni
poznane, aczkolwiek w literaturze pojawiajg si¢ juz pewne dane, oparte gtdwnie na badaniach

in vitro, a w mniejszym stopniu na badaniach in vivo.

1.6.1. Wplyw na funkcjonowanie bariery krew-mézg

Bariera krew-mozg jest wysoce wyspecjalizowang strukturg zlokalizowang
anatomicznie na poziomie mikronaczyn mozgowych. W jej sktad wchodza komorki
endotelialne mikronaczyn (EC, ang. endothelial cells), blona podstawna (zbudowana z
kolagenu, fibronektyny i lamininy), pericyty, astrocyty otaczajace EC oraz przylegte neurony.
Wymienione sktadowe tworza razem jednostke¢ nerwowo-naczyniowg (ang. neurovascular
unit). W warunkach fizjologicznych przez BBB odbywa si¢ tylko transport substancji
niezb¢dnych do prawidtowego funkcjonowania osrodkowego uktadu nerwowego, podczas gdy
wszystkie szkodliwe zwiazki znajdujace si¢ w uktadzie krazenia, zostaja przez nig zatrzymane
(Persidsky i wsp., 2006; Serlin i wsp., 2015).

Kluczowym elementem BBB sg komorki endotelialne mikronaczyn, gdyz wraz z btong
podstawng tworzg one gtdéwng anatomiczng barier¢ pomigdzy krwig a OUN. Pomiedzy tymi
komorkami wystepuja tzw. potaczenia $ciste (ang. tight junctions), zbudowane z szeregu
specyficznych biatek, ktore wymuszaja przenikanie wigkszosci substancji do OUN za
posrednictwem systemu transportowego endotelium, gdyz charakteryzujg sie bardzo wysoka

oporno$cig elektryczng. EC majg liczne mitochondria dostarczajace energi¢ konieczng do
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pehienia funkcji transportowej oraz wysoka ekspresje enzymow wchodzacych w sktad bariery
enzymatycznej odpowiedzialnej za rozktad substancji neuroaktywnych oraz niektorych lekow.
Za regulacje proliferacji tych komorek, ich przezycie, migracj¢ i réznicowanie odpowiadaja
pericyty. Pericyty majg takze swoj udziatl w regulacji angiogenezy i krgzenia moézgowego, gdyz
moga wplywac na $rednice mikronaczyn. Z kolei astrocyty, dzigki zdolnosci oddziatywania z
pericytami i komodrkami endotelialnymi, zapewniaja integralno$¢ polaczen Scistych oraz
utrzymuja homeostaze neuroprzekaznikow, metabolitow, jonow i wody (Ballabh i wsp., 2004;
Persidsky i wsp., 2006; Serlin i wsp., 2015).

W stanach patologicznych astrocyty, ktore pokrywajg powierzchnie mikronaczyn, mogg
modulowa¢ przepuszczalno$¢ BBB poprzez wydzielanie cytokin prozapalnych takich jak IL-6,
TNF-a, IL-1B czy transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-B, ang. transforming growth
factor ) (Schwaninger i wsp., 1999; Didier i wsp., 2003).

Transport substancji obecnych we krwi przez BBB jest $ci$le regulowany dzigki
wystepowaniu bariery fizycznej i biochemicznej. Barier¢ fizyczng tworza potaczenia Sciste
komorek endotelialnych. Sa one zbudowane z biatek transmembranowych: okludyn (ang.
occludins), klaudyn (ang. claudins) i biatek adhezji komodrkowej (ang. junction adhesion
molecules), ktore tacza si¢ z elementami cytoszkieletu za pomocg biatek cytoplazmatycznych
wchodzacych w sktad kompleksu biatek potgczen $cistych (ZO, tac. zonula occludens) (Ballabh
i wsp., 2004; Persidsky i wsp., 2006). Bariere biochemiczng tworzg receptory, kanaty jonowe i
przeno$niki biatkowe obecne w EC. Ponadto, niektore czasteczki moga by¢ transportowane
przez komorki endotelialne na drodze endocytozy i transcytozy (Ballabh i wsp., 2004; Serlin i
wsp., 2015).

Uwaza si¢, ze NPs przenikaja do OUN przez blon¢ komorek endotelialnych, nie
powodujac przy tym jej uszkodzen, co wykazano m.in. dzigki ultrastrukturalnej analizie mézgu
szczurdw, ktorym podano AgNPs podskornie. Wykluczono za$ ich przechodzenie przez
szczeliny znajdujace si¢ w potaczeniach Scistych ze wzgledu na szeroko$¢ szczelin wynoszaca
tylko 4-6 nm. (Tang, 2008). Dane literaturowe (oparte przede wszystkim na badaniach in vitro)
pokazuja, ze rdzne typy nanoczastek moga by¢ transportowane przez EC na drodze endocytozy
z udzialem dotkéw oplaszczonych klatryng (ang. clathrin-mediated endocytosis),
makropinocytozy (ang. macropinocytosis) oraz transportu z udziatem kaweoli (ang. caveolae-
mediated endocytosis) (Ye i wsp., 2013; Landgraf i wsp., 2015). Ponadto podkresla si¢ udziat
transcytozy w transporcie NPs do OUN (Ye i wsp., 2013). Wyniki badan pokazuja takze udziat
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wielkos$ci nanoczgstek (mniejsze tatwiej przekraczajg BBB niz wigksze), a takze typu pokrycia
w tym procesie (Hanada i wsp., 2014).

Dzigki zastosowaniu modelu in vitro bariery krew-moézg (ang. coculture BBB model),
ztozonego z pierwotnych szczurzych komorek endotelialnych mikronaczyn (ang. primary rat
brain microvessel endothelial cells) i astrocytow, wykazano, ze AgNPs sg transportowane do
OUN na drodze transcytozy przez komoérki endotelialne mikronaczyn mézgowych, wewnatrz
ktorych dochodzi rowniez do ich gromadzenia (gtéwnie w lizosomach) (Tang i wsp., 2010).
Obecnos¢ AgNPs wewnatrz komoérek endotelialnych nasila uwalnianie mediatorow stanu
zapalnego, takich jak IL-1B, TNF-a i prostaglandyny PGE2, co w konsekwencji prowadzi do
powstania odpowiedzi zapalnej i wzrostu przepuszczalnosci BBB (Trickler i wsp., 2010;
Trickler i wsp., 2014).

Wykazano rowniez, ze AgNPs o wielkosci 7 =+ 2 nm powodujg zwigkszenie
przepuszczalnosci BBB w modelu in vitro na skutek obnizenia ekspres;ji biatek wchodzacych
w sktad potaczen $cistych: ZO-1 i klaudyny-5. Obserwowano obkurczanie si¢ mitochondriow,
wakuolizacj¢ cytoplazmy, rozrost siateczki $rodplazmatycznej. Wykryto ponadto zmiany w
ekspresji gendéw w astrocytach, m.in. gendow zwigzanych z procesami metabolicznymi,
biosynteza, $miercig komorki czy procesami poznawczymi, a takze negatywny wpltyw AgNPs
na komorkowa obrone antyoksydacyjng przez zablokowanie uktadu tioredoksyny oraz indukcje
stanu zapalnego i apoptozy (Xu i wsp., 2015a).

Podjeto takze proby okreslenia, jak AgQNPs oddziatujag na BBB w warunkach in vivo.
Tang i wsp. zaobserwowali, ze u szczurdow, ktorym podano podskornie AgNPs (50-100 nm) w
dawce 62,8 mg/kg m.c., dochodzito do obrzgku astrocytow wokot mikronaczyn mozgowych
oraz obecno$ci pyknotycznych i nekrotycznych neuronow (Tang, 2008). Rowniez po
jednorazowym podaniu dozylnym (30 mg/kg m.c.), dootrzewnowym (50 mg/kg m.c.) i
domozgowym AgNPs o wielkosci ok. 50-60 nm zaobserwowano niekorzystne zmiany w
obrebie mdzgu gryzoni. Obejmowaly one glownie zwigkszenie przepuszczalnosci BBB
prowadzace do obrz¢kow (Sharma i wsp., 2009; Sharma i wsp., 2010), wyrazne zmniejszenie
mozgowego przeptywu krwi, wzrost poziomu biatek szoku cieplnego (HSP, ang. heat shock
proteins), aktywacje komorek glejowych oraz zanik otoczek mielinowych widkien nerwowych
(Sharma i wsp., 2009). W badaniu, w ktorym podawano szczurom drogg pokarmowa AgNPs w

dawce 1 mg/kg m.c. przez 14 dni zaobserwowano zmiany ultrastrukturalne w obrebie neuronéw
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i astrocytow, nieznaczne podwyzszenie poziomu mRNA dla kadheryny-1 i klaudyny-1 oraz

podwyzszony poziom IL-4 (Xu i wsp., 2015b).

Rycina 2. Transport AgNPs przez bariere krew-mozg [zmodyfikowane wg (Ye i wsp., 2013)]

1.6.2. Toksyczno$¢ komorkowa
Wptyw AgNPs na neurony 1 komorki glejowe zostat przede wszystkim zbadany w
warunkach in vitro. W wielu doswiadczeniach wykazano, ze AgNPs powoduja spadek
przezywalnosci neuronow (Trickler i wsp., 2010; Haase i wsp., 2012; Hadrup i wsp., 2012; Xu
i wsp., 2013; Yin i wsp., 2013; Coccini i wsp., 2014; Zieminska i wsp., 2014; Huang i wsp.,
2015). T¢ zalezno$¢ stwierdzono zaréwno dla niedojrzatych neuronéw, jak tez w petni

zroéznicowanych (Xu i wsp., 2013).
W przypadku badan nad przezywalnoScig komorek glejowych eksponowanych na
AgNPs wyniki nie sg tak jednoznaczne. W hodowlach komorkowych wzbogacanych w

astrocyty inkubowanych z AgNPs stwierdzono zaréwno brak zmian (Luther i wsp., 2012), jak
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réwniez wyrazny spadek przezywalnosci tych komorek (Haase i wsp., 2012; Sun i wsp., 2016).
W hodowli szczurzych astrocytow korowych inkubowanych przez 2-3 dni z AgNPs (20 nm)
zaobserwowano spadek przezywalnosci zarowno niedojrzatych, jak i dojrzatych komorek
glejowych (Xu i wsp., 2013).

W badaniach z udziatem roznych typéw komorek pochodzenia nerwowego
stwierdzono, ze ekspozycja na AgNPs powoduje dysfunkcje mitochondriow. Wykazano to
zarowno w hodowli szczurzych neuronéw korowych inkubowanych z AgNPs o wielkos$ci 20
nm (Xu i wsp., 2013), jak i w hodowli neuronéw ziarnistych mézdzku szczura inkubowanych
z AgNPs o wielko$ci < 100 nm (Zieminska i wsp., 2014). Zaburzenia czynno$ci mitochondriow
moga W konsekwencji prowadzi¢ do indukcji apoptozy komorek nerwowych (Hadrup i wsp.,
2012; Xu i wsp., 2013; Yin i wsp., 2013). Roéwniez badania nad toksyczno$cig AgNPs z
udzialem komorek nowotworowych wywodzacych si¢ z parenchymy moézgowej [m.in.
nerwiaka zarodkowego, tac. neuroblastoma (SH-SY5Y) i gwiazdziaka, tac. astrocytoma
(D384)] wykazaty zalezne od dawki AgNPs i czasu inkubacji zaburzenia funkcjonowania
mitochondriow oraz uszkodzenia bton komorkowych, prowadzace do spadku ich
przezywalno$ci, a takze spadek proliferacji, zwlaszcza po kilkudniowej inkubacji z
nanoczastkami (Coccini i wsp., 2014).

Obnizenie tempa proliferacji zaobserwowano réwniez w linii mysich moézgowych
komorek neuralnych (ang. mouse brain neural cells) inkubowanych z AgNPs, a zwtaszcza w
przypadku mysich astrocytow (ang. murine brain astrocytes) (Huang i wsp., 2015). Ponadto,
AgNPs hamowaty proces wydtuzania si¢ aksonéw oraz rozgateziania si¢ szczurzych korowych
komorek neuronalnych i glejowych, prawdopodobnie na skutek degradacji sktadnikow
cytoszkieletu (B-tubuliny, F-aktyny) oraz powodowaly obnizenie poziomdéw biatek
synaptycznych (synaptofizyny i PSD-95) (Xu i wsp., 2013).

Wspomniane wczesniej wyniki badan wskazuja, ze stres oksydacyjny odgrywa istotna
role w mechanizmie toksycznosci AgNPs. W pewnym stopniu potwierdzono to réwniez w
badaniach nad ich neurotoksycznoscig. Wykazano podwyzszony poziom ROS w
doswiadczeniach, w ktorych AgNPs inkubowano z pierwotng hodowlg korowych komorek
neuralnych (Haase i wsp., 2012), mysimi komérkami hipokampa HT22 (Ma i wsp., 2015) oraz
z hodowlg komérek ziarnistych mézdzku szczura (Yin i wsp., 2013; Zieminska i wsp., 2014).
Rownolegle obserwowano karbonylacje biatek, nasilenie syntezy oksygenazy hemowej-1 (HO-
1, ang. heme oxygenase-1) (Haase i wsp., 2012) oraz obnizenie poziomu zredukowanego
glutationu (Yin i wsp., 2013). W doswiadczeniach przeprowadzonych przez Haase i wsp.

(2012) oraz Yin i wsp. (2013) zastosowano AgNPs o wielko$ci ok. 20 nm, a zmiany zostaty
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zaobserwowane juz po kilku godzinach inkubacji z nanoczastkami. Z kolei, ekspozycja hodowli
komorkowych wzbogacanych w astrocyty na AgNPs nie spowodowata nadprodukcji ROS, ani
zmian w poziomie glutationu catkowitego (tGSH, ang. total glutathione) czy stosunku
GSSG/GSH (Luther i wsp., 2012). Trudno jednak jednoznacznie stwierdzié, czy astrocyty sg
mniej wrazliwe na AgNPs niz neurony, gdyz w do$§wiadczeniu tym zastosowano wigksze
nanoczastki (75 + 20 nm) niz w innych wymienionych, a czas inkubacji wynosit tylko 4 godz.
Zastosowanie mniejszych AgNPs (25 nm) i wydtluzenie czasu inkubacji skutkowato bowiem
zaleznym od ste¢zenia AgNPs wzrostem produkcji ROS w hodowli szczurzych astrocytow (Sun
i wsp., 2016).

Wykazano rowniez, ze W czasie ekspozycji na AgNPs w astrocytach dochodzi do aktywacji
mechanizméw protekcyjnych. Stwierdzono zwickszong synteze metalotionein (MT, ang.
metallothionein). MT to biatka zawierajace liczne reszty cysteinowe, majace zdolno$¢ wigzania
jondéw metali, co umozliwia ochrong komorek przed toksycznymi jonami metali cigzkich.
Ponadto biorg one udziat w reakcji obronnej zwigzanej ze stresem oksydacyjnym, gdyz MT
majg wlasciwosci przeciwutleniajgce (Luther i wsp., 2012).

AgNPs moga mie¢ rowniez wplyw na inne elementy uktadu antyoksydacyjnego w
OUN, cho¢ dostepne wyniki badan nie sg jednoznaczne. Wykazano bowiem wzrost ekspresji
genow dla syntetazy glutationowej w mysich komoérkach mikrogleju (BV-2) i spadek ekspres;ji
tego genu w mysich astrocytach po 24 godz. inkubacji z AgNPs o wielkosci 3-5 nm (Huang i
wsp., 2015).

Wydaje si¢ jednak, ze mechanizm neurotoksycznosci AgNPs jest procesem bardziej
ztozonym. Niektore badania in vitro pokazujg, ze AgNPs zaburzajg wewngtrzkomorkowa
homeostaz¢ wapnia, prowadzgc do podwyzszenia jego wewnatrzkomorkowego stezenia i w
konsekwencji do $mierci neuronow (Haase i wsp., 2012; Zieminska i wsp., 2014). Zaburzenie
gospodarki wapniowej moze by¢ skutkiem aktywacji receptora glutaminergicznego NMDA,
gdyz zastosowanie antagonisty NMDAR (MK-801) hamuje pobieranie radioaktywnego wapnia
przez komorki (Zieminska i wsp., 2014).

Wykazano rowniez, ze 24 godz. inkubacja mysich komorek mikrogleju (BV-2) z AgNPs
(3-5 nm) w stezeniu 12,5 pg/ml powoduje wzrost sekrecji IL-13 (Huang i wsp., 2015). Z kolei,
Sun i wsp. (2015) zaobserwowali, ze 24 godz. inkubacja szczurzych astrocytow z AgNPs (25
nm) w stezeniu lpg/ml powoduje wzrost sekrecji licznych cytokin, w tym dziatajgcej
przeciwzapalnie IL-10 oraz fraktalkiny — odpowiedzialnej za regulacj¢ migracji leukocytow.
Dodatkowo, na skutek dzialania AgNPs dochodzi do wzrostu ekspresji genu dla biatka

prekursorowego amyloidu (ang. amyloid precursor protein) i spadku ekspresji genu dla
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receptora lipoprotein niskiej gestosci (ang. low-density lipoprotein receptor) w mysich
komorkach neuralnych (Huang i wsp., 2015).

Kolejnym aspektem dotychczasowych badan nad neurotoksycznoscia AgNPs byto
okreslenie ich wplywu na potencjat czynnosciowy komorek nerwowych. W skrawkach
szczurzych hipokampéw inkubowanych z AgNPs (stezenie NPs w zakresie 10, 5«10 lub 10-
® g/ml) zaobserwowano spadek amplitudy napigciowozaleznego pradu sodowego (Ina) W
obszarze CAl hipokampa (Liu i wsp., 2009). Zalezny od dawki spadek amplitudy Ina zostat
rowniez zaobserwowany w komodrkach neuroendokrynnych, ktore byty inkubowane z AgNPs

(5 = 2 nm) pokrytymi glikolem polietylenowym (Busse i wsp., 2013).

Szczegblne znaczenie w badaniach nad neurotoksyczno$cia maja badania in vivo, gdyz
potencjalne toksyny musza przedostac si¢ najpierw przez bariery biologiczne, w tym BBB, aby
osiggnaé parenchyme¢ mozgowa. W modelach in vitro nie jest mozliwe sprawdzenie, jak w
uktadzie ztozonym zachowuja si¢ nanoczastki, i czy rzeczywiscie stanowig realne zagrozenie
dla organizmoéw zywych.

Przeprowadzona analiza histopatologiczna mozdzkéw nowonarodzonych szczurow,
ktorym podawano donosowo AgNPs pokryte PVP (o wielkosci 20 - 25 nm) w dawce 0,2 lub 1
mg/kg m.c. przez 21 dni, wykazata degeneracje warstwy ziarnistej moézdzku, polegajacag na
utracie prawidlowej struktury tej warstwy i wystepowaniu obrzgknietych lub martwiczych
obszarow w jej obrgbie. Komorki tej warstwy miaty nieprawidtowy ksztatt oraz wykazywaty
pyknoze¢ jadra komoérkowego (Yin i wsp., 2013). Z kolei donosowe podawanie
nowonarodzonym szczurom nanoczastek srebra stabilizowanych cytrynianem przez okres 14
tygodni (o wielkosci 20 - 25 nm; zastosowane dawki to 0,1; 0,2; 0,5 lub 1 mg/kg m.c.)
prowadzito do zniszczenia warstwy ziarnistej mézdzkow. Ponadto, wykazano zmniejszenie
masy ciata gryzoni oraz aktywacje¢ astrocytow (Yin i wsp., 2015a).

Zmiany histopatologiczne zostaly réwniez wykryte w obrebie hipokampa szczurow
eksponowanych donosowo na AgNPs (o wielkosci 32,68-380,21 nm) w dawce 3 lub 30 mg/kg
m.c. Stwierdzono obrzek i pyknoze jader komoérkowych w hipokampie oraz wzrost produkcji
wolnych rodnikow tlenowych. U zwierzat eksponowanych na wigkszg dawke AgNPs
obserwowano uposledzenie procesoOw uczenia si¢ (Liu i wsp., 2012b).

AgNPs moga mie¢ rowniez wplyw na uwalnianie neuroprzekaznikow. Podawane
szczurom (o wielko$ci 14 nm) przez 28 dni w dawce 9 mg/kg m.c. powodowaly wzrost stezenia
dopaminy i serotoniny (5-hydroksytryptaminy) w moézgu, nie wptywajac na uwalnianie

noradrenaliny (Hadrup i wsp., 2012).
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Nieliczne badania nad neurotoksycznoscig AgNPs w modelach in vivo pokazuja
réwniez istnienie zwigzku pomiedzy AgNPs a stresem oksydacyjnym i $miercig komorki w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Stwierdzono, ze nanoczastki srebra powoduja pozytywna
regulacje gendéw zwigzanych ze stresem oksydacyjnym w mozgu myszy (kora czotowa,
hipokamp), ktorym podano jednorazowo bardzo wysokie dawki AgNPs (100, 500 lub 1000
mg/kg m.c.) (Rahman i wsp., 2009). Wykazano takze wzrost produkcji wolnych rodnikow
tlenowych w hipokampie szczuréw (Liu 1 wsp., 2012b) oraz aktywacje kaspazy-3 (Yin i wsp.,
2015a). Z kolei, jednorazowe, donosowe podanie myszom AgNPs o wielkoSci okoto 25 nm
powodowato wzrost poziomu ekspresji HO-1, co moze $wiadczy¢ o niekorzystnym wplywie

AgNPs na potencjal oksydoredukcyjny (Davenport i wsp., 2015).
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2. Zalozenia i cel pracy

Dotychczasowe dane literaturowe pokazuja, ze stosowanie AgNPs moze miec
negatywny wptyw na organizmy zywe. Badania in vitro wykazatly, ze powoduja one liczne
zmiany ultrastrukturalne i biochemiczne w obrgbie komoérek, prowadzace do spadku ich
przezywalnosci. Jak dotad poswigcono wiele uwagi ocenie wpltywu AgNPs na watrobe, gdyz
to wlasnie w tym narzadzie sg one glownie gromadzone po podaniu drogg pokarmowa,
wziewna czy pozajelitowg. Niewiele jednak wiadomo o skutkach i mechanizmach
neurotoksycznego dziatania in vivo. Ze wzglgdu na to, ze dostgpne obecnie dane literaturowe
na temat dystrybucji nanoczastek srebra wyraznie wykazuja, ze gromadza si¢ one w
parenchymie mozgowej, istnieje potrzeba oceny ryzyka zdrowotnego, jakie moze nie$¢ ze sobg
tak szybko postepujaca komercjalizacja nanoproduktéw, a co za tym idzie rdwniez wzrost
ekspozycji na nie. Jest to tym bardziej istotne, ze jak dotad, wzrastajagcemu ekonomicznemu
znaczeniu nanomateriatlow zawierajacych AgNPs nie towarzysza odpowiednie regulacje
prawne dotyczace ich bezpiecznego uzycia. Z tego wzgledu istnieje szczegdlna potrzeba badan
nad potencjalnym toksycznym wplywem niskich dawek AgNPs, realistycznie
odpowiadajacych scenariuszowi narazenia srodowiskowego.

Do momentu rozpoczecia niniejszej pracy nie byto w literaturze informacji dotyczacych
neurotoksycznos$ci AgNPs u dorostych szczuréw przewlekle narazonych na niskie dawki tego
typu nanoczastek. Dlatego tez, celem niniejszej pracy bylo okreslenie potencjalnej zdolnosci
nanoczgstek srebra do indukcji stresu oksydacyjnego, jako mechanizmu ich

neurotoksycznego dzialania, w modelu przewleklego narazenia szczura.

Cel ogdlny byl realizowany w oparciu o nastgpujace cele szczegotowe:

e zbadanie zdolnosci AgNPs o wielkosci 10 £ 4 nm do absorpcji z przewodu
pokarmowego 1 kumulowania si¢ w mozgu,

e ocena zmian ultrastrukturalnych w mozgu zwierzat eksponowanych na AgNPs,

e zbadanie poziomu markerow stresu oksydacyjnego oraz wybranych skladowych
komorkowego mechanizmu antyoksydacyjnego w moézgu i dla por6wnania w watrobie,

e zbadanie poziomu wybranych mediatorow stanu zapalnego oraz markeréw apoptozy i
autofagii w moézgu i dla poréwnania w watrobie,

e pordéwnanie toksycznego dziatania nanoczgstek srebra i jonow srebrowych.
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3. Materialy i metody

3.1. Nanoczastki srebra i ich charakterystyka

W badaniach zastosowano komercyjnie dostepne nanoczastki srebra (Sigma-Aldrich,
CAS No. 730785) o srednicy 10 +£4 nm i o stezeniu 0,02 mg AgNPs/ml, wystepujace w postaci
koloidalnego roztworu stabilizowanego cytrynianem sodu, ktéry zapobiega ich agregacji i
sedymentacji. Dodatkowo oceniono stopien ich rozproszenia i $rednig wielko$¢ za pomoca
transmisyjnego mikroskopu elektronowego (JEM-1200EX, Jeol). W tym celu zastosowano
standardowg procedure przygotowania niebiologicznych probek, ktora jest rowniez uzywana
do analizy nanoczastek (Lee i wsp., 2013b). Niewielka ilo$¢ badanego roztworu przeniesiono
na siatke i wysuszono na powietrzu. Preparaty sfotografowano przy uzyciu aparatu cyfrowego
MORADA, a nastepnie oceniono rozktad wielkosci AgNPs na podstawie 20 elektronogramow
I obliczono $rednig wielko$¢ + SD nanoczastek w preparacie.

AgNPs zostaly zmierzone 1 policzone za pomocg iTEM 1233 software (Olympus Soft
Imaging, Solutions GmbH, Niemcy).

3.2. Zwierze¢ta dosSwiadczalne

Dos$wiadczenia zostaly przeprowadzone na dorostych samcach szczuréw szczepu
Wistar o masie ciata 180-210 g, pochodzacych ze zwierzetarni IMDIK PAN. Zwierzgta
umieszczano po dwa osobniki w klatce i przetrzymywano w standardowych warunkach, tzn. w
stalej temperaturze (22°C) 1 wilgotnosci, przy stalym cyklu dobowym 12/12 godzin, z
nieograniczonym dostepem do wody i standardowej paszy.

Na wszystkie procedury, w ktorych byly wykorzystywane zwierzeta, otrzymano zgode
IV Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach w Warszawie (nr uchwaty:

52/2009 i 16/2014).

3.3. Grupy doswiadczalne i model narazenia na niskg dawke AgNPs

W doswiadczeniach (w tym w do$wiadczeniach pilotazowych) uzyto ogétem 140
Szczury.
Zwierzeta zostaty losowo podzielone na 4 grupy:
e grupe ., AgNPS”, ktora otrzymywata roztwor nanoczastek srebra o stezeniu 0,02 mg
AgNPs/ml (n=40);
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e grupe¢ ..cytrynian srebra”, ktora otrzymywata roztwor cytrynianu srebra o stezeniu 0,02

mg Ag*/ml (n=32);

e grupe¢ ,supernatant”, ktérej podawano supernatant otrzymany przez ultrawirowanie

w.w. roztworu AgNPs (170 tys.x g, 4°C, 45 min), w celu oceny stopnia uwalniania
jonow srebra z powierzchni nanoczastek do roztworu (n=28);

e negatywna kontrole, ktora otrzymywata sol fizjologiczng (n=40).

Wymienione roztwory byly podawane zwierzetom jednorazowo za pomoca sondy
dozotadkowej w ilosci 1 ml/100 g masy ciata na dobe przez okres 14 dni. Objetos¢ roztworéw
nanoczastek srebra i cytrynianu srebra byta tak dobrana, aby zwierzeta otrzymywaty dawke 0,2
mg/kg m.c./dzien, AgNPs lub jonéw srebrowych. Pozostate grupy otrzymywaly po Iml/100 g
m.c. odpowiednio soli fizjologicznej lub supernatantu. 24 godz. po ostatnim podaniu szczury
byly usmiercane poprzez dekapitacje lub poddane perfuzji w celu pobrania materiatu do
dalszych badan.

W przebiegu dwutygodniowej ekspozycji nie zanotowano epizodéow S$mierci. Nie
stwierdzono rowniez zmian wygladu i zachowania zwierzat eksponowanych na zwigzki srebra
w poroéwnaniu do negatywnej kontroli.

Model ekspozycji opracowano samodzielnie, jako model imitujacy mozliwe narazenie
srodowiskowe. Dawka AgNPs/Ag® zostala wyliczona na podstawie literatury, w ktorej
teoretycznie oszacowano wysokos$¢ rocznej produkcji AgNPs w najblizszych latach oraz

zaproponowano mozliwy scenariusz zanieczyszczenia srodowiskowego (Fabrega i wsp., 2011).

3.4. Przygotowanie materialu do badan

3.4.1. Izolacja narzadow i przygotowanie homogenatow do poszczegélnych oznaczen
biochemicznych

Zwierzeta dekapitowano. Wyizolowane mozgi 1 watroby, po oplukaniu w zimnym
buforze fosforanowym (pH 7,4), homogenizowano w odpowiednich dla danego oznaczenia
buforach w stosunku 1g tkanki na 5 ml buforu. Cze$¢ homogenatow zamrazano, a czgs¢
uzywano bezposrednio po sporzadzeniu do przeprowadzenia odpowiednich oznaczen.

e W celu oznaczenia poziomu reaktywnych form tlenu, narzady byly
homogenizowane w zimnym buforze o sktadzie: 25 mM HEPES, 250 mM sacharoza (pH 7,4)
i od razu wykorzystane do oznaczenia.
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e W celu oznaczenia poziomu peroksydacji lipidow, narzagdy homogenizowano w
buforze Krebsa-Ringera (140 mM NaCl; 5 mM KCI; 10 mM Tris-HCI; 1,4 mM MgSOs; 1 mM
Na:HPOg4, pH 4), a nastgpnie mrozono.

e W celu oznaczenia poziomu tGSH i GSH/GSSG, narzady byty homogenizowane
w zimnym 50 mM buforze fosforanowym o pH 6,8; z dodatkiem 1 mM EDTA (kwas
wersetowy, ang. ethylenediaminetetraacetic acid). Po odwirowaniu (10000 x g, 15 min, 4°C),
supernatanty poddano deproteinizacji za pomoca 10% roztworu kwasu metafosforowego
zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta, a nastgpnie zamrozono.

e W celu oznaczenia aktywnosci peroksydazy glutationowej, narzady
homogenizowano w 25 mM HEPES o pH 7,4 zawierajacym 250 mM sacharoze¢, 5 mM EDTA
i 1 mM DTT (ditiotreitol, ang. dithiothreitol). Nastepnie homogenaty wirowano (10000 x g, 15
min, 4°C), supernatanty zebrano do oznaczenia i zamrozono.

e W celu oznaczenia aktywnosci reduktazy glutationowej, narzady
homogenizowano w 50 mM roztworze fosforanu potasu o pH 7,5 zawierajacym 1 mM EDTA.
Nastgpnie homogenaty wirowano (10000 x g, 15 min, 4°C), supernatanty zebrano do
0znaczenia i zamrozono.

e W celu oznaczenia aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, narzady
homogenizowano w 25 mM HEPES o pH 7.4 zawierajacym 250 mM sacharozg¢ 1 5 mM EDTA.
Nastepnie homogenaty wirowano (1500 x g, 5 min, 4°C), supernatanty zebrano do oznaczenia
1 zamrozono.

e W celu oznaczenia aktywnosci katalazy, narzady homogenizowano w 25 mM
HEPES o pH 7,4 zawierajacym 250 mM sacharoz¢, 1 mM EDTA. Nastepnie homogenaty

wirowano (10000 x g, 15 min, 4°C), supernatanty zebrano do oznaczenia i zamrozono.

3.4.2. Preparatyka homogenatéw mézgowych i watrobowych do oznaczen technika
Western blot

Wyizolowane narzady homogenizowano w 50 mM buforze fosforanowym (pH 7,4)
zawierajacym 10 mM EGTA (ang. ethylene glycol tetraacetic acid), 10 mM EDTA, 0,1 mM
fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF, ang. phenylmethylsulfonyl fluoride) i 100 mM NaCl
oraz mieszaning inhibitorow proteaz. Homogenaty zamrazano, a nastgpnie uzywano do analizy

Western blot.
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3.5. Oznaczenie zawartoSci srebra w surowicy i narzadach zwierzat z
uzyciem spektrometrii mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie
wzbudzonej (ICP- MS)

Oznaczenie poziomu srebra wykonano w surowicy, mézgu i watrobie zwierzat po
czternastodniowej ekspozycji na nanoczastki lub jony srebrowe. Krew pobierano z tetnicy
szyjnej w czasie dekapitacji zwierzat i nastepnie wirowano (1000 *g, 10 min, 4°C). Surowice
rozcienczono za pomocg 1% roztworu Triton 1 nastgpnie oznaczono w niej poziom srebra za
pomoca ICP- MS (ang. inductively coupled plasma — mass spectrometry) (Elan 6100 DRC
Sciex Perkin Elmer, Kanada). Granica wykrywalnos$ci srebra wynosita 0,17 pg/1.

W celu okreSlenia poziomu srebra w narzadach zwierzat eksponowanych na
AgNPs/Ag*, narzgdy wazono, liofilizowano i nastepnie trawiono za pomocg stezonego kwasu
azotowego (V). W uzyskanych roztworach oznaczano poziom Ag z zastosowaniem metody
krzywej kalibrowania wzorcem zewnetrznym, ktdry zostat przygotowany z wykorzystaniem
wzorca srebra. Jako roztwor wewnetrzny zastosowano roztwor rodu o stezeniu 50 pg/l. Granica
wykrywalnosci srebra wynosita 0,241 pg/kg mokrej tkanki.

W celu okreslenia biodostgpnosci AgNPs, zwierzgtom podano pojedyncza dawke
opisanego wyzej roztworu, a nastepnie szczury dekapitowano po 3, 5 i 8 godzinach od chwili
podania w celu pobrania krwi. Nastepnie badano poziom Ag, postepujac wg opisanej wyzej
procedury.

Ta samg metodg oznaczono stezenie Ag* w supernatancie, ktore wynosito 0,005 mg/ml.
Badania wykonano w Laboratorium Pomiarowym ICP-MS Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego.

3.6. Analiza obecnos$ci srebra w mézgu z wykorzystaniem transmisyjnego
mikroskopu  elektronowego (TEM) oraz analiza zmian
ultrastrukturalnych w mézgu szczuréw eksponowanych na AgNPs/Ag"

Zwierzeta po czternastodniowej ekspozycji na zwigzki srebra (lub sél fizjologiczng)
byty usypiane za pomocg Nembutalu podawanego dootrzewnowo (80 mg/kg m.c.) i poddawane
perfuzji przy uzyciu 0,9% roztworu NaCl w 0,01 M buforze fosforanowym o pH 7,4; a
nastepnie przy uzyciu $rodka utrwalajacego o sktadzie: 2% roztwor paraformaldehydu i1 2,5%
roztwor glutaraldehydu w 0,1 M buforze kakodylowym o pH 7,4. Fragmenty kory mozgowe;j i
hipokampa (obszar CA1) poddano wtornemu utrwalaniu za pomocg 1% roztworu czterotlenku

osmu. Po odwodnieniu preparatow w roztworach etanolu o wzrastajacym stezeniu, zatopiono
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je w zywicy epoksydowej (Epon 812). Ultracienkie skrawki (60 nm) poddano kontrastowaniu,
stosujgc roztwory octanu uranylu i cytrynianu otowiu, a nastgpnie analizowano je pod katem
zmian ultrastrukturalnych za pomoca transmisyjnego mikroskopu elektronowego (JEM-
1200EX, Jeol, Japan). W celu potwierdzenia obecnosci nanoczgstek w materiale etap
kontrastowania pomijano podczas przygotowywania preparatow, aby wykluczy¢ obecnosé

stratow innych metali (Pb, U).

3.7. Oznaczenia biochemiczne

3.7.1. Oznaczenie stezenia bialka w homogenatach metoda Lowry’ego

Narzady (moézg oraz watroba) homogenizowano w odpowiednich dla danego
oznaczenia buforach. Stezenie biatka w homogenatach zostalo oznaczone za pomocg metody
Lowry’ego (Lowry i wsp., 1951). Do oznaczenia uzyto 10 pl (lub 5 pl w przypadku bardzo
stezonych homogenatéw) homogenatu, ktéry rozcienczono w 990 ul (lub odpowiednio 995 pl)
wody. Dodano 4 ml mieszaniny zawierajacej odczynnik A (2% roztwor Na,COz w 0,1 N
NaOH) i B (0,5% roztwor CuSO4*5H.0 w 1% roztworze cytrynianu sodu) w stosunku 50:1 i
inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano 0,5 ml odczynnika
Folina i inkubowano przez 30 min w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu inkubacji
mierzono absorbancje przy diugosci fali 655 nm (spektrofotometr Amersham Bioscience,
Ultrospec 2100pro). Stezenie biatka obliczano w odniesieniu do proby nie zawierajacej biatka
oraz wzgledem proby wzorcowej o znanym st¢zeniu biatka. Jako standard biatkowy

zastosowano albuming surowicy bydlecej (BSA, ang. bovine serum albumin).

3.7.2. Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu w homogenatach przy uzyciu
sondy fluorescencyjnej DCF

Poziom ROS (gléwnie rodniki hydroksylowy i peroksylowy oraz nadtlenek wodoru) w
homogenatach moézgowych 1 watrobowych zostal 0znaczony w oparciu o reakcje
wewnatrzkomorkowej deacetylacji dwuoctanu 2°,7’-dichlorodihydrofluoresceiny (H2.DCF-
DA) do 2’,7-dichlorofluorescyny (DCFH), a nastepnie utlenianiu DCFH do silnie
fluorescencyjnego zwiazku — 2°,7’-dichlorofluoresceiny (DCF) pod wptywem ROS (Royall i
wsp., 1993).

Homogenaty inkubowano na ptytce 96-dotkowej z 25 uM HoDCF-DA (Sigma) przez
30 min w temp. 37°C. Zastosowano réwniez pozytywna kontrole (H202), negatywna kontrolg

(brak homogenatu) oraz potwierdzono, ze w czasie tej reakcji nie powstajg niespecyficzne
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sygnaty spowodowane przez oddziatywanie AgNPs lub Ag*® z zastosowanymi odczynnikami.
Fluorescencj¢ DCF mierzono przy uzyciu spektrofluorymetru FLUOstar Omega Microplate
Reader, BMG LABTECH przy dtugos$ci fali pobudzenia 488 nm i emisji 530 nm. Jednostki
fluorescencji (RFU) byly przeliczane na mg biatka w homogenacie, a nastepnie wyrazone jako

% negatywnej kontroli (s6l fizjologiczna).

3.7.3. Oznaczenie peroksydacji lipidow blon komérkowych
Peroksydacje lipidow w homogenatach mozgowych i watrobowych mierzono poprzez
okreslenie poziomu dwualdehydu malonylowego (MDA, ang. malondialdehyde) wg metody
Wilbur i wsp. (Wilbur i wsp., 1949) zmodyfikowanej przez Asakawa i Matsushita (Asakawa,
1980). Produkty peroksydacji wielonienasyconych kwasow tluszczowych tworzg barwne
kompleksy z kwasem tiobarbiturowym (TBARS, ang. 2-thiobarbituric acid reactive

substances), przy czym powstaje przede wszystkim MDA.

Pobierano odpowiednig objetos¢ przygotowanych homogenatéw i zawieszano je W
buforze Krebsa-Ringera (pH 4). Ilos¢ homogenatu byta tak dobrana, aby st¢zenie biatka w
prébie wynosito 0,5 mg/ml, a objetos¢ proby wynosita 0,95 ml. Do tak przygotowanej proby
dodano 25 uM FeCls, 800 uM ADP i 200 uM askorbinian sodu i inkubowano przez 15 min w
tazni wodnej w temp. 30°C. Nastepnie dodano 1 ml 30% roztworu kwasu trichlorooctowego;
0,1 ml 5 M roztworu kwasu solnego; 1ml 0,75% roztworu kwasu tiobarbiturowego i
inkubowano przez 20 min w temp. 100°C. Rownolegle inkubowano proby bez dodatku
homogenatu ($lepa proba). Po odwirowaniu (4000 x g, 10 min, 4°C), przeprowadzono pomiar
spektrofotometryczny (spektrofotometr Amersham Bioscience, Ultrospec 2100pro) przy
dtugosci fali 535 nm wobec $lepej proby. Do obliczen stgzenia MDA wykorzystano warto$¢
jego molowego wspotczynnika ekstynkcji wynoszaca 1,56x10° M cm™. Wyniki

przedstawiono jako % kontroli negatywnej (sl fizjologiczna).

3.7.4. Oznaczenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Aktywno$¢ SOD oznaczono, stosujac metode, w ktorej zrodiem anionorodnika
ponadtlenkowego [O27] jest reakcja utleniania ksantyny do kwasu moczowego katalizowana
przez oksydaze ksantynowa (XOD, ang. xanthine oxidase/dehydrogenase), a reakcja
wskaznikowa — redukcja soli tetrazolowych [2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-chlorek
fenyltetrazoliny, INT] do czerwonego barwnika formazanowego pod wptywem Oz". Stezenie

formazanu oznacza si¢ spektrofotometrycznie.
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ksantyna + O, ﬂ) kwas moczowy + H,0, + O,”

INT + O, —> barwnik formazanowy

Obecna w probie badanej SOD konkuruje z INT o substrat (anionorodnik ponadtlenkowy), co
prowadzi do ostabienia intensywnosci zabarwienia badanej proby, tym bardziej wyraznego, im

wigksza aktywnos$¢ SOD.

SOD
2 02.-+ 2H+ _— H202 + 02

Jednostka aktywnosci SOD [U] jest definiowana jako ilo$¢ enzymu, ktora Kkatalizuje
dysmutacje 50% ilo$ci substratu.

Aktywnos¢ SOD (cytoplazmatycznej 1 mitochondrialnej tacznie) oznaczono w
otrzymanym supernatancie za pomocg Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical, USA),

zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta. Wyniki wyrazono jako U/mg bialtka.

3.7.5. Oznaczenie aktywnosci katalazy (CAT)
Katalaza wykazuje dwie aktywnos$ci: katalazowa i peroksydazowa. Przy duzym
stezeniu H2O» przewaza aktywno$¢ katalazowa enzymu polegajaca na rozktadzie tego zwigzku

do wody i tlenu, a przy matym st¢zeniu H2O2 dominuje aktywnos$¢ peroksydazowa.

CAT
2 H,0, —> 0, + 2H,0 (aktywnosc¢ katalazowa)

CAT
H,0,+ Alkohol-H,—— Aldehyd + 2H,0 (aktywnos¢ peroksydazowa)

Aktywnos¢ peroksydazowa CAT zostala oznaczona w oparciu o jej reakcje z metanolem w
obecnos$ci optymalnego stezenia H202. W wyniku tej reakcji powstaje formaldehyd, ktorego
stezenie oznacza si¢ metodg kolorymetryczng z uzyciem chromogenu: 4-amino-3-hydrazyno-
5-merkapto-1,2,4-triazolu (Purpald). Purpald i formaldehyd tworzg barwny zwigzek

heterocykliczny, ktérego absorbancje oznacza si¢ przy dtugosci fali 540 nm.
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Aktywno$¢ CAT oznaczono w otrzymanym supernatancie za pomocg Catalase Assay
Kit (Cayman Chemical, USA), zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta. Wyniki
wyrazono jako nmol/min/mg biatka (m6zg) lub pumol/min/mg biatka (watroba).

3.7.6. Oznaczenie stezenia glutationu zredukowanego i catkowitego

W celu oznaczenia poziomu glutationu catkowitego przeprowadzono redukcje GSSG w
reakcji katalizowanej przez reduktazg glutationowa, a nastepnie wykorzystano reakcje migdzy
grupami sulfhydrylowymi glutationu a kwasem 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowym) [DTNB,
ang. 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)], w wyniku ktorej powstaje kwas 5-tio-2-
nitrobenzoesowy majacy zotte zabarwienie (TNB, ang. 5-thio-2-nitrobenzoic acid). Oprocz
tego w reakcji powstaje produkt uboczny — disulfid GSTNB (GSH + TNB) — redukowany przez
GR do GSH i TNB. Ste¢zenie otrzymanego TNB jest proporcjonalne do stezenia glutationu w
badanej probce.
W celu oznaczenia poziomu GSSG najpierw inkubowano probki z 2-winylopirydyng, aby
zablokowac grupy tiolowe w GSH, a tym samym zapobiec ich utlenieniu. Dzigki temu w dalszej
reakcji bierze udziat tylko wyjsciowa pula GSSG.

Poziom GSH obliczono z rdznicy poziomu glutationu catkowitego oraz utlenionego.

GR
GSSG——> 2 GSH
TNB GSH DTNB
GR
GSTNB TNB

Poziom catkowitego glutationu (GSH + GSSG) wyrazony w nmolach/mg biatka oraz
stosunek glutationu zredukowanego do utlenionego (GSH/GSSG) oznaczono za pomoca
Glutathione Assay Kit (Cayman Chemical, USA), zgodnie z instrukcja dostarczong przez
producenta.

57



3.7.7. Oznaczenie aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPX)

Peroksydaza glutationowa katalizuje reakcje redukcji nadtlenkow organicznych i
nadtlenku wodoru, przy czym donorem protonow jest zredukowany glutation. Nastgpnie GSSG
jest przeksztalcany z powrotem do formy zredukowanej w reakcji katalizowanej przez
reduktaze glutationowa, a czynnikiem redukujagcym jest NADPH (Brigelius-Flohe, 1999; Jeeva
i wsp., 2015). Utlenianiu NADPH do NADP™ towarzyszy spadek absorbancji przy dlugosci fali
340 nm, przy czym spadek poziomu absorbancji jest proporcjonalny do aktywnosci GPx w

probee.

Mechanizm redukcji nadtlenkéw katalizowanej przez GPX jest nastepujacy:

GP
R-0-0-H+ 2 GSH ——~ 5 R-O-H + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH + HF ——> 2 GSH + NADP*

Aktywno$§¢ GPx oznaczono w otrzymanym supernatancie w sposob posredni za pomoca
Glutathione Peroxidase Assay Kit (Cayman Chemical, USA), zgodnie z instrukcjg dostarczona

przez producenta. Wyniki wyrazono w jednostkach nmol/min/mg biatka.

3.7.8. Oznaczenie aktywnosci reduktazy glutationowej (GR)
Reduktaza glutationowa jest katalizatorem reakcji redukcji GSSG do GSH w obecnosci

NADPH, wg mechanizmu opisanego w poprzednim podrozdziale.
Aktywnos$¢ GR 0znaczono w otrzymanym supernatancie za pomocg Glutathione Reductase
Assay Kit (Cayman Chemical, USA), zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta.

Wyniki wyrazono w jednostkach nmol/min/mg biatka.

3.8. Elektroforeza biatka i immunodetekcja metoda Western blot

3.8.1. Rozdzial elektroforetyczny bialek
Probki badanego materiatu (homogenaty mézgowe i watrobowe) zostaly poddane
elektroforezie jednokierunkowej w zelu poliakrylamidowym z dodatkiem dodecylosiarczanu
sodu (SDS-PAGE, ang. sodium dodecyl sulfate poliacrylamide gel electrophoresis). Przed

elektroforeza do probek dodano bufor Laemmliego w stosunku 1:1 (zawierajacy 62,5 mM Tris-
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HCI o pH 6,8; 10% glicerol; 2% SDS; 1,5% B-merkaptoetanol; 0,05% bigkit bromofenolowy),
a nastepnie denaturowano przez 5 min w temp. 100°C.

Elektroforeze przeprowadzono w zelu poliakrylamidowym (7%, 10% lub 15% zel
rozdzielajacy w zaleznosci od wielkosci badanego biatka; 4% zel zageszczajacy) w buforze do
elektroforezy (25 mM Tris; 192 mM glicyna; 0,5% SDS) przy uzyciu aparatu do elektroforezy
firmy BioRad. Na zel naktadano 50 pg biatka (w przypadku oznaczania poziomu synaptofizyny
natozono 20 pg bialka), rozdzielano przez 15 min przy napigciu pradu wynoszacym 90 V, a
nastepnie przy napigciu 120 V az do catkowitego rozwinig¢cia si¢ elektroforezy. Wzgledne masy
analizowanych biatek wyznaczono w oparciu o standardy biatkowe ,,Sharp Pre-Stained Protein

Standard” (Novex, ThermoFisher Scientific).

3.8.2. Elektrotransfer bialek

W kolejnym etapie biatka zostaly przetransferowane na membrang nitrocelulozowa 0,45
um Hybond-Extra C (Amersham) metoda elektroblottingu w zestawie do transferu firmy
BioRad. W tym celu zel zostat umieszczony w kasecie razem z membrang oraz dociskajacymi
je bibulami Whatman 3 mm i1 porowatym materiatem. Calo$¢ zostala zanurzona w buforze do
transferu (zawierajacym 25 mM Tris-HCI o pH 8,3; 192 mM glicyng; 20% metanol). Transfer
prowadzono przy statym nat¢zeniu pradu wynoszacym 50 mA przez cata noc. Wydajnosé
transferu sprawdzano poprzez barwienie membran roztworem czerwieni Panceau (0,1%
Panceau w 5% kwasie octowym w/v), a nastgpnie trzykrotne (po 10 min) oplukiwanie bton w

roztworze PBS.

3.8.3. Immunodetekcja bialek

Immunodetekcje  bialek  przeprowadzano  poprzez  inkubacj¢ = membran
nitrocelulozowych z przeciwciatami pierwszorzedowymi specyficznymi dla badanych biatek
(Tabela 2). Najpierw blony nitrocelulozowe byly inkubowane przez 1 godz. z 5%
odtluszczonym mlekiem, aby zablokowaé niespecyficzne wigzanie przeciwcial. Nastepnie
membrany inkubowano przez noc w temp. 4°C z przeciwcialami pierwszorzedowymi 0
stezeniach zalecanych przez producenta (Tabela 2), zawieszonymi w buforze PBST
(zawierajagcym 80 mM NaH.POs o pH 7,5; 100 mM NaCl; 0,05% Tween 20) z 5%
odttuszczonym mlekiem. Nadmiar przeciwciat zostal usunigty z bton poprzez ptukanie ich w
buforze PBST (3 x 10 min, temperatura pokojowa). Nast¢pnie membrany inkubowano przez
30 min w temperaturze pokojowej z przeciwciatami drugorzedowymi skoniugowanymi z

peroksydaza  chrzanowa (Tabela 3), skierowanymi przeciwko przeciwcialom
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pierwszorzedowym. Przeciwciata drugorzedowe rowniez zawieszano w buforze PBST z 5%
mlekiem odtluszczonym. Po inkubacji nadmiar przeciwciat zostat usuniety poprzez ptukanie
bton w buforze PBST (3 x 10 min, temperatura pokojowa). Specyficznos¢ wigzania
kontrolowano poprzez przeprowadzenie immunodetekcji z pominigciem przeciwciata
pierwszorzedowego.
Lokalizacj¢ przeciwcial drugorzedowych uwidoczniono za pomocg komercyjnego zestawu
ECL™ Western blotting detection reagent and analysis system (Amersham) i Kkliszy
Hyperfilm™ ECL (Amersham). Nast¢pnie klisze skanowano za pomoca Image Scanner 111 (GE
Healthcare) i densytometrowano z uzyciem programu Image J 1,44p (Wayne Rasband, NIH,
USA).

Jako standardu wewnetrznego uzyto przeciwciata specyficznego dla aktyny lub
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowgo (GAPDH, ang. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) w zaleznosci od badanego biatka. Roznice w immunoreaktywnosci

aktyny/GAPDH byly uwzgledniane w wynikach dla badanych biatek.

Tabela 2. Przeciwciata pierwszorzgdowe wykorzystane w badaniach Western blot

Specyficznosc

Gospodarz Gestosc zelu Rozcienczenie Producent
przeciwciata

Synaptofizyna Mysz

Sigma Aldrich

Synapsyna | Krolik 10% 1:1000 Sigma Aldrich

PSD-95 Mysz 7% 1:2000 ThermoFisher Scientific

Bax Krolik 15% 1:1000 Sigma Aldrich

Bcl-2 Mysz 15% 1:500 Sigma Aldrich

IL-1B Mysz 15% 1:500 R&D Systems

IL-6 Mysz 15% 1:250 R&D Systems

Beklina 1 Mysz 10% 1:1000 Santa Cruz Biotechnology

MAP LC3 Mysz 15% 1:1000 Santa Cruz Biotechnology

GAPDH Krolik - 1:500 Santa Cruz Biotechnology

Aktyna Mysz - 1:400 MP Biomedicals
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Tabela 3. Przeciwciata drugorzedowe wykorzystane w badaniach Western blot

Specyficznos¢

Gospodarz Rozcienczenie Producent
przeciwciala

Anty-mysz Koza 1:10000 Sigma Aldrich

Anty-krolik Koza 1:10000 Sigma Aldrich

3.9. Oznaczanie mitochondrialnego potencjalu blonowego

W warunkach fizjologicznych, w poprzek wewngtrznej, wysoce nieprzepuszczalnej
btony mitochondrium, tworzy si¢ elektrochemiczny gradient protonéw. Z tym gradientem jest
zwigzany potencjal transblonowy mitochondrium. Spadek tego potencjatu swiadczy 0 utracie
integralno$ci wewngtrznej blony mitochondrialnej, co jest uznawane za wczesny etap apoptozy.
Mozna go uwidoczni¢ poprzez wykazanie zmniejszonej retencji lipofilnych, kationowych
barwnikow, w tym barwnika JC-1 (5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1,3,3°-
tetraetylobenzimidazolokarbocyjanianu  jodku) — fluorescencyjnej sondy potencjatu

mitochondrialnego.

W zywych, nieuszkodzonych komorkach barwnik JC-1 ulega akumulacji w
mitochondriach o wysokim potencjale blonowym w postaci agregatow dajacych intensywna
fluorescencje barwy czerwonej, a spadek potencjatu mitochondrialnego prowadzi do rozpadu
tych agregatdéw do monomerdw, co jest obserwowane jako zmiana fluorescencji na zielong.
Ponadto zmniejsza si¢ przepuszczalno$¢ btony mitochondrialnej dla tego zwigzku 1 nasila sie
jego gromadzenie w cytoplazmie. Na podstawie zmiany w emitowaniu fluorescencji
pochodzacej od monomerdw i/lub agregatéw, stosowanie sondy JC-1 pozwala na szybka ocene

potencjatu mitochondrialnego.

Narzady pobrano natychmiast po dekapitacji zwierzat, homogenizowano w zimnym
buforze do ekstrakcji zawierajgcym 5 mM HEPES o pH 7,4; 225 mM mannitol; 75 mM
sacharozg; 0,5 MM EGTA oraz albuming w stgzeniu 2 mg/ml, a nastepnie wirowano (600 X g,
5 min, 4°C). Uzyto 10 ml buforu do ekstrakcji na 1 g tkanki. Otrzymany supernatant wirowano
ponownie (11000 x g, 10 min, 4°C). Osad zawierajacy frakcje bogata w mitochondria P2
zawieszono w buforze umozliwiajgcym przezycie mitochondriow. Zawiera on 10 mM HEPES
0 pH 7,5; 225 mM sacharozg; 2 mM K;HPO4; 1 mM ATP; 0,1 mM ADP; 5 mM bursztynian
sodu oraz 1 mM DTT. Dodano 40 pl buforu na 100 mg tkanki. Po oznaczeniu poziomu bialtka,

zmierzono mitochondrialny potencjal blonowy z uzyciem sondy JC-1. Zastosowano Isolated
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Mitochondria Staining Kit (Sigma Aldrich, USA), a oznaczenie przeprowadzono zgodnie z

instrukcjg dostarczong przez producenta. Wyniki wyrazono jako % kontroli.

3.10. Analiza statystyczna

Wyniki zostaly przedstawione jako S$rednia arytmetyczna wraz z odchyleniem
standardowym (SD). Liczebno$¢ grup zwierzat w poszczegdlnych eksperymentach zostata
podana w legendach rycin.

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu testu jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z testem wielokrotnych poréwnan Dunnetta. W poszczegdlnych
eksperymentach przyjeto nastepujace poziomy istotnosci statystycznej: P < 0,001 — ***; P <
0,01 —**; P < 0,05 — *. Analizg¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg programu GraphPad
Prism 5 (San Diego, USA).

Analiza TEM skrawkow kory mozgowej i hipokampa zostala przeprowadzona pod
katem nieprawidlowych cech ultrastrukturalnych w obrgbie synaps. Roznice w wybranych
cechach zostaty oszacowane na podstawie 20 elektronograméw otrzymanych z 4 zwierzat w
obrebie kazdej grupy (negatywna kontrola, supernatant, grupa AgNPs, grupa cytrynianu

srebra). Grupy zostaty porownane ze sobg za pomoca testu Fishera.
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4. Wyniki
4. 1. Charakterystyka badanych nanoczastek srebra

W badaniach zastosowano komercyjnie dostepne AgNPs o $rednicy 10 + 4 nm,
wystepujace w postaci koloidalnego roztworu stabilizowanego cytrynianem sodu o st¢zeniu
0,02 mg AgNPs/ml. Producent przeprowadzil ich charakterystyke z zastosowaniem
transmisyjnego mikroskopu elektronowego, metody dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS,
ang. dynamic light scattering), pomiaru potencjatu zeta oraz spektroskopii UV-VIS (ang.
ultraviolet-visible spectroscopy) [http://www.sigmaaldrich.com/materials-
science/nanomaterials/silver- nanoparticles.html].

Rozktad wielkosci, $rednia wielko$¢ oraz stopien rozproszenia nanoczastek w
preparacie zostaly dodatkowo ocenione za pomocag TEM. Analiza elektronogramow ujawnita,
ze AgNPs praktycznie nie tworza agregatOw we wspomnianym roztworze, majg sferyczny
ksztalt i zblizong wielko$¢ (Ryc. 3A i B).

Rozktad wielkosci AgNPs zostal oceniony na podstawie 20 elektronowych
mikrofotografii (liczba AgNPs na kazdej mikrofotografii wynosita 35-70). Wigcej niz 95%
AgNPs miato wielko$¢ oscylujaca wokot 10 nm. Mniej niz 5% nanoczastek miato $rednice

wigksze lub mniejsze niz 10 nm (Ryc. 3C).
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Rycina 3. Stopien rozproszenia i rozktad wielkosci AgNPs wystepujacych w postaci koloidalnego
roztworu stabilizowanego cytrynianem sodu o stezeniu 0,02 mg AgNPs/ml. (A) Reprezentatywny
elektronogram przedstawiajacy AgNPs. (B) Reprezentatywny elektronogram przedstawiajacy AgNPs z
zaznaczong wielko$cig poszczegdlnych nanoczastek. (C) Histogram wielkosci AgNPs sporzadzony na
podstawie 20 elektronogramow.
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4.2. Zawarto$¢ srebra w surowicy i narzadach zwierzat eksponowanych na
AgNPs lub jony srebra

Aby wykaza¢, ze AgNPs sg wchianiane z przewodu pokarmowego do uktadu
krwiono$nego, szczurom podano jednorazowo roztwor badanych AgNPs w ilosci 0,2 mg
AgNPs/kg m.c., a nastepnie zwierzeta dekapitowano po 3, 5 i 8 godz. od chwili podania i
okresSlono stezenie srebra w surowicy. Stwierdzono, ze jego st¢zenie utrzymuje si¢ na
zblizonym poziomie przez kilka godzin od podania. Otrzymano nastepujace warto$ci: po 3 godz
- 43,36 + 26,49 ng/l; po 5 godz. — 53,76 £ 32,81 pg/l; a po 8 godz. — 44,1 +£ 21,41 pg/l (=3 dla
kazdego punktu czasowego).

Oznaczono réwniez poziom srebra w surowicy, mdzgu i watrobie zwierzat po
dwutygodniowej ekspozycji na AgNPs, jony srebra lub sol fizjologiczng. Materiat do analizy
pobrano 24 godz. po ostatnim podaniu. W przypadku narzagdow oznaczany poziom srebra
znajdowat si¢ ponizej granicy wykrywalno$ci, ktoéra wynosita 0,241 ug/kg mokrej tkanki. Z
kolei w surowicy zwierzat eksponowanych na AgNPs lub Ag* stwierdzono istotny statystycznie
wzrost st¢zenia srebra w porownaniu do grupy kontrolnej (s6l fizjologiczna). Zawarto$¢ srebra

w obu grupach wynosita okoto 12 pg/l.

Rycina 4. Stezenie srebra w surowicy zwierzat eksponowanych przez 14 dni na sdl fizjologiczna
(kontrola), AgNPs lub cytrynian srebra i dekapitowanych 24 godz. po ostatnim podaniu. St¢zenie srebra
zostalo oznaczone technikg ICP-MS. Wyniki wyrazono w postaci $redniej arytmetycznej + SD; n=3-4.
Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem
porownan wielokrotnych Dunnetta; roznice istotne statystycznie ** - p < 0,01 vs kontrola.
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4.3. Potwierdzenie obecno$ci srebra w mozgu zwierzat eksponowanych na
AgNPs oraz analiza zmian ultrastrukturalnych w obrebie kory
moézgowej i hipokampa zwierzat z wykorzystaniem TEM

Ze wzgledu na zbyt mata dawke AgNPs nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci srebra w
mozgu eksponowanych zwierzat z uzyciem techniki ICP-MS. W tym celu zastosowano
zmodyfikowang technike¢ przygotowania probek do oznaczenia TEM, ktora wyklucza uzycie
metali cigzkich. Dzieki zastosowaniu takiej metodologii zaobserwowano obecno$¢ ciemnych
nanogranul o $rednicy zblizonej do badanych nanoczastek w parenchymie moézgowej zwierzat
eksponowanych na AgNPs przez 14 kolejnych dni.

Nanogranule byly obecne pomig¢dzy blaszkami ostonek mielinowych (Ryc. 5A),
wewnatrz lizosomow (Ryc. 5B i C) i mitochondriéw komorek nerwowych (Ryc. 5C) oraz w

lizosomach zlokalizowanych w mikronaczyniach moézgowych (Ryc. 5D).
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Rycina 5. Reprezentatywne elektronogramy przedstawiajace obecno$¢ nanogranul w parenchymie
moézgowej zwierzat eksponowanych na AgNPs. Ultracienkie skrawki hipokampa (B) i kory mozgowej
(A, C, D) przygotowano technikg bez uzycia metali cigzkich (octan uranylu, cytrynian otowiu), zeby
potwierdzi¢ obecno$¢ AgNPs w parenchymie. Nanogranule byly zlokalizowane: (A) pomiedzy
blaszkami ostonek mielinowych aksonow (trojkat), (B) wewnatrz lizosomow zlokalizowanych w
cytoplazmie neuronow (strzatka), (C) wewnatrz lizosoméw (strzatka) i mitochondriow (gwiazdka)
zlokalizowanych w cytoplazmie neuronu oraz (D) wewnatrz lizosomow zlokalizowanych w komoérkach
endotelialnych mikronaczyn kory moézgowej. W ramkach przedstawiono fragmenty obrazu w 3-4—
krotnym powigkszeniu.

Zmiany ultrastrukturalne w obrgbie organelli komérkowych zostaly zaobserwowane
gtownie w neuronach korowych i hipokampalnych. Przejawiaty si¢ one obrzgknietymi
mitochondriami z fragmentacja grzebieni mitochondrialnych, nadreaktywnoscig aparatu

Golgiego oraz zaburzeniami cytoszkieletu jadrowego (Ryc. 6 i 7). Podobne zmiany, cho¢
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znacznie stabiej wyrazone, obserwowano w moézgach zwierzat eksponowanych na jonowa

formg¢ srebra.
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Rycina 6. Neurony korowe mozgdéw zwierzat kontrolnych (1) i eksponowanych na AgNPs (2).
Reprezentatywne elektronogramy przedstawiajace zmiany ultrastrukturalne w neuronach widoczne w
postaci: (2A) obrzeknigtych mitochondriow z fragmentacja grzebieni mitochondrialnych (strzatki); (2B)
nadreaktywnego aparatu Golgiego (gwiazdka) oraz (2C) zmian cytoszkieletu jadrowego (trojkat).
Skrawki przygotowano wg standardowej procedury.
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Rycina 7. Neurony hipokampalne moézgow zwierzat kontrolnych (1) i eksponowanych na AgNPs (2).
Reprezentatywny elektronogram (2) przedstawia zmiany ultrastrukturalne w neuronach widoczne w
postaci obrzeknigtych mitochondridéw z fragmentacjg grzebieni mitochondrialnych (strzatki) oraz
nadreaktywnego aparatu Golgiego (gwiazdka). Skrawki przygotowano wg standardowej procedury.

4.4. Analiza zmian wywolanych przez AgNPs i jony srebra w obrebie synaps

4.4.1. Zmiany ultrastrukturalne
Analiza ultracienkich skrawkow uzyskanych z mozgu zwierzat kontrolnych wykazata,
ze synapsy, pecherzyki synaptyczne, mitochondria i inne struktury komérkowe zlokalizowane

w obrgbie neuropilu majg prawidtowa strukture. Synapsy widoczne na elektronogramach
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posiadaja wyrazng i nicuszkodzong btong cytoplazmatyczng oraz charakteryzujg si¢ obecnoscia
typowego zageszczenia postsynaptycznego (ang. postsynaptic density), czyli pasma gestego
elektronowo amorficznego materiatu przylegajacego do blony postsynaptycznej od strony
wnetrza komorki 1 zawierajgcego biatka taczace btone komoérkowa z cytoszkieletem oraz biatka
zwigzane z receptorami blony postsynaptycznej. Pecherzyki synaptyczne sg rownomiernie
rozmieszczone w obrgbie cytoplazmy zakonczen synaptycznych, a Szczeliny synaptyczne sg
wyraznie zarysowane w neuropilu (Ryc. 8).

Ocena elektronogramow uzyskanych z mozgu zwierzat eksponowanych na AgNPs lub
cytrynian srebra wykazata zmiany patologiczne zaro6wno w obrgbie kory moézgowej jakK i
hipokampa, przy czym zmiany te byly nierownomiernie rozmieszczone. Analiza ilo§ciowa
zmian ultrastrukturalnych w obrebie synaps wykazata, ze hipokamp jest bardziej podatny na
uszkodzenia niz kora mozgowa, a silniejszym czynnikiem uszkadzajacym sg AgNPs (Tabela
4). Profil zmian ultrastrukturalnych wywotanych przez AgNPs i form¢ jonowsa srebra byt
podobny. Jednakze niektore ze zmian, t.j. luzne skupiska pgcherzykdéw synaptycznych w
neuropilu i ciata mielinopodobne (ang. myelin-like bodies), byly charakterystyczne wytacznie
dla AgNPs (Ryc. 9C, D i F).

W neuropilu zwierzat eksponowanych na obie formy srebra stwierdzono obrzek
zakonczen synaptycznych oraz zwigkszong gestos¢ pecherzykoéw synaptycznych (Ryc. 9A oraz
10A i B), przy czym takich zmian nie stwierdzono w grupie kontrolnej (Ryc. 8B i C). Ponadto
liczne szczeliny synaptyczne byty pogrubione i miaty ,,rozmyta” strukture (Ryc. 9B i 10B-D).

W korze moézgowej 1 hipokampie zwierzat eksponowanych na AgNPs stwierdzono takze
uszkodzenia blon synaptycznych i uwolnione skupiska pecherzykow synaptycznych w
neuropilu (Ryc. 9B-D). Ponadto zaobserwowano, gtéwnie w hipokampie, obecnos¢ struktur
$wiadczacych o degeneracji komorek, takich jak ciata mielinopodobne (Ryc. 9D i F), ktorych
wystepowanie jest taczone przez niektorych badaczy ze zjawiskiem autofagii (Kelekar, 2005)
oraz ciata wielopecherzykowe (ang. multivesicular bodies) (Ryc. 9E).

U zwierzat eksponowanych na supernatant wystgpowaty nieliczne zmiany, podobne do
tych jakie obserwowano w grupie eksponowanej na jonowa form¢ srebra. W zadnej z badanych

grup nie stwierdzono obecnosci neurondw z cechami $§mierci komoérkowe;.
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Tabela 4. Potilosciowa analiza zmian ultrastrukturalnych w obrgbie synaps zlokalizowanych

w korze mozgowej i hipokampie szczuréw eksponowanych na AgNPs lub cytrynian srebra.
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Rycina 8. Reprezentatywne elektronogramy przedstawiajgce prawidlowg ultrastrukture synaps w
hipokampie zwierzat z grupy kontrolnej otrzymujacej sol fizjologiczng. (A) struktura neuropilu z
widocznymi, prawidlowymi szczelinami synaptycznymi (biata strzalka) i mitochondriami (biata
gwiazdka); (B) prawidlowa struktura synaps i rozmieszczenie pecherzykéw synaptycznych w
cytoplazmie aksonu (czarna strzatka); (C) prawidtowa struktura synapsy: mitochondrium wystepujace
w czeSci postsynaptycznej (biata gwiazdka), szczelina synaptyczna (biata strzatka) i prawidlowo
rozmieszczone pecherzyki synaptyczne (czarna strzatka).
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Rycina 9. Reprezentatywne elektronogramy przedstawiajace zmiany ultrastrukturalne w obrebie synaps
zlokalizowanych w korze mozgowej (A,E) 1 hipokampie (B-D, F) zwierzat eksponowanych na AgNPs.
(A) neuropil z lokalnymi obrzgkami zakonczen synaptycznych widocznymi jako przejasnienia w
cytoplazmie; (B) rozmyta i ,,pogrubiona” struktura szczeliny synaptycznej, bez wyraznej blony
presynaptycznej i postsynaptycznej (biata strzatka) oraz skupiska pecherzykow synaptycznych w
neuropilu (biata gwiazdka); (C) nie ograniczone przez blony presynaptyczne skupiska pecherzykow
synaptycznych w neuropilu (biata gwiazdka); (D) ciato mielinopodobne z pecherzykami synaptycznymi
wewnatrz (biala strzatka); (E) cialo wielopecherzykowe (czarna strzatka); (F) ciato mielinopodobne z
nieprawidlowym mitochondrium wewnatrz (czarna strzatka).
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Rycina 10. Reprezentatywne elektronogramy przedstawiajace zmiany ultrastrukturalne w obrebie
synaps zlokalizowanych w korze mozgowej zwierzat eksponowanych na cytrynian srebra. (A)
zwickszona gesto$¢ pecherzykow synaptycznych ulozonych w skupiska w centrum czesci
presynaptycznej (biata strzatka); (B-D) rozmyta i ,,pogrubiona” struktura szczeliny synaptycznej, bez
wyraznej blony presynaptycznej i postsynaptycznej (Czarna strzatka) oraz lokalne obrzeki zakonczen
synaptycznych widziane jako przejasnienia w cytoplazmie (czarna gwiazdka).
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4.4.2. Poziom bialek presynaptycznych i postsynaptycznych w homogenatach
mozgowych

Oznaczenie poziomu biatek presynaptycznych — synaptofizyny i synapsyny | oraz
biatka postsynaptycznego — biatka 95 gestosci postsynaptycznej (PSD-95, ang. postsynaptic
density protein 95) w homogenatach mézgowych przeprowadzono metodag Western blot.

Synapsyna [ jest biatkiem specyficznym dla neurondéw, taczacym pecherzyki
synaptyczne z filamentami aktynowymi cytoszkieletu wewnatrz aksonu (De Camilli i wsp.,
1986). Dzigki tworzeniu takich polaczen biatko to kontroluje proces mobilizacji puli
pecherzykoéw gotowych do egzocytozy, a tym samym reguluje uwalnianie neuroprzekaznikow
do szczeliny synaptycznej (Li i wsp., 1995). Z kolei synaptofizyna to biatko wystepujace W
btonie pecherzykdéw synaptycznych, odpowiedzialne za proces ich przylaczenia do blony
presynaptycznej, poprzedzajacy uwalnianie neuroprzekaznika do szczeliny synaptycznej
(Greengard i wsp., 1993). PSD-95 natomiast jest niezwykle istotnym sktadnikiem zageszczenia
postsynaptycznego, tworzacym jego rusztowanie, m.in. dla receptorow NMDA i kanalow
potasowych. Potaczenie si¢ tych receptorow z PSD-95 jest niezbedne do ich zakotwiczenia w
btonie postsynaptycznej i oddziatywania z kompleksem sygnatowym syntazy tlenku azotu
(NOS, ang. nitric oxide synthase) i biatka synGAP (Taft i wsp., 2014).

U zwierzat eksponowanych zarowno na AgNPs jak i na Ag® wykazano znamienne
statystycznie obnizenie wzglgdnego poziomu synaptofizyny 0 ok. 40% w porownaniu do grupy
kontrolnej (sol fizjologiczna) (Ryc. 11B). W przypadku synapsyny | w obydwu grupach
zwierzat otrzymujacych zwigzki srebra zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie
wzglednego jej poziomu o 0k. 30% w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 11A).

Z kolei istotne statystycznie obnizenie wzglednego poziomu PSD-95 o ok. 30% w
poréwnaniu do kontroli zaobserwowano tylko w grupie zwierzat eksponowanej na AgNPs. W
grupie zwierzat, ktora otrzymywala cytrynian srebra, rowniez stwierdzono obnizenie poziomu
tego biatka (o ok. 18%), ale zmiana ta nie byta istotna statystycznie (Ryc. 12).

Poziom wszystkich 3 badanych biatlek w grupie eksponowanej na supernatant byt

porownywalny do grupy kontrolnej.
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Rycina 11. Wzgledne poziomy biatek presynaptycznych: synapsyny I (A) i synaptofizyny (B) w
homogenatach mozgowych zwierzat kontrolnych (sol fizjologiczna) oraz eksponowanych na
supernatant, nanoczastki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra, otrzymane metodg Western blot.
Reprezentatywne immunobloty oraz wykresy przedstawiajace wartosci $rednie + SD z pomiarow
densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. Wyniki
znormalizowano wzgledem poziomu GAPDH i przedstawiono jako procent kontroli.

Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem
porownan wielokrotnych Dunnetta; roznice istotne statystycznie * -p < 0,05; ***-p < 0,001 vs
kontrola.
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Rycina 12. Wzgledny poziom biatka postsynaptycznego (PSD-95) w homogenatach mézgowych
zwierzat kontrolnych (sol fizjologiczna) oraz eksponowanych na supernatant, nanoczastki srebra
(AgNPs) lub cytrynian srebra, otrzymany metoda Western blot. Reprezentatywny immunoblot oraz
wykres przedstawiajacy wartosci $rednie = SD z pomiaréw densytometrycznych immunoblotéw
otrzymanych z 4 niezaleznych do$wiadczen. Wyniki znormalizowano wzgledem poziomu aktyny i
przedstawiono jako procent kontroli. Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta; réznice istotne statystycznie
** - p < 0,01 vs kontrola.

U zwierzat eksponowanych na AgNPs stwierdzono znamienne statystycznie obnizenie
wzglednego poziomu synaptofizyny, synapsyny I 1 PSD-95 w porownaniu do kontroli. Z kolei
ekspozycja na jony srebra spowodowata istotne statystycznie obnizenie wzglednego poziomu
biatek presynaptycznych w poroéwnaniu do kontroli. Zmianom biochemicznym towarzyszyty
zmiany ultrastrukturalne, przy czym silniejszym czynnikiem uszkadzajagcym okazaly sig
AgNPs.
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4.5. Ocena zdolnosci nanoczastek srebra i jonow srebra do wywolywania
stresu oksydacyjnego. Porownanie wybranych markerow stresu
oksydacyjnego oraz aktywnosci enzymatycznych i nieenzymatycznych
ukladow antyoksydacyjnych w mozgu i watrobie

45.1. Wplyw AgNPs i jonéw srebra na poziom reaktywnych form tlenu oraz poziom
peroksydacji lipidéw w mozgu i watrobie szczurow eksponowanych

Poréwnano wpltyw AgNPs i jondw srebra na produkcje ROS i peroksydacje lipidow
bton, wyrazong jako poziom dialdehydu malonylowego, w moézgu i watrobie zwierzat
eksponowanych.

W homogenatach mézgowych uzyskanych od zwierzat eksponowanych na AgNPs

zaobserwowano wzrost poziomu ROS o 83,8% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (sol
fizjologiczna), a z kolei w grupie, ktora otrzymywala cytrynian srebra, poziom ROS byt
podwyzszony o 96,3% w porownaniu do grupy kontrolnej. U zwierzat, ktore otrzymywaty
supernatant nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic (Ryc. 13A).
Ekspozycja zwierzat na AgNPs lub Ag" powodowata takze istotny statystycznie wzrost
poziomu MDA w homogenatach m6zgowych w stosunku do grupy kontrolnej. Odpowiednio:
w grupie AgNPs wzrost ten wynosit 20,5%, a w grupie otrzymujacej cytrynian srebra — 19,3%
(Ryc. 13B).
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Rycina 13. Poziom reaktywnych form tlenu (ROS) i poziom peroksydacji lipidow bton w homogenatach
moézgowych zwierzat kontrolnych (sol fizjologiczna) oraz eksponowanych na supernatant, nanoczastki
srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra. (A) Wykres przedstawiajagcy poziom ROS wyrazony jako %
kontroli. (B) Wykres przedstawiajacy poziom peroksydacji lipidow bton, wyrazony jako poziom
dialdehydu malonylowego (MDA), wzgledem kontroli.

Stupki przedstawiajg $rednig arytmetyczng = SD dla n=6 (poziom ROS) i n=4 (poziom peroksydacji
lipidow) zwierzat w kazdej grupie. Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z testem porownan wielokrotnych Dunnetta; rznice istotne statystycznie
** - p < 0,01 vs kontrola.

W homogenatach watrobowych uzyskanych od zwierzat eksponowanych na AgNPs lub
cytrynian srebra rowniez stwierdzono istotny statystycznie wzrost poziomu ROS w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. W przypadku grupy otrzymujacej AgNPs poziom wolnych rodnikéw byt
wyzszy 0 55,7% w poréwnaniu do grupy kontrolnej, a w przypadku cytrynianu srebra wzrost
ten wynosit 103,4% (Ryc. 14A). U zwierzat, ktére otrzymywaty supernatant nie stwierdzono
istotnych roznic.
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Jedynie w homogenatach watrobowych uzyskanych od zwierzat otrzymujgcych cytrynian
srebra zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu MDA o 115,3% w stosunku do
grupy kontrolnej. W grupie otrzymujacej AgNPs, cho¢ obserwowano tendencje wzrostowa
poziomu MDA w poréwnaniu do grupy kontrolnej, nie stwierdzono rdznicy istotnej

statystycznie, podobnie jak w przypadku grupy otrzymujacej supernatant (Ryc. 14B).

Rycina 14. Poziom reaktywnych form tlenu (ROS) i poziom peroksydacji lipidow bton w homogenatach
watrobowych zwierzat kontrolnych (sél fizjologiczna) oraz eksponowanych na supernatant, nanoczastki
srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra. (A) Wykres przedstawiajgcy poziom ROS wyrazony jako %
kontroli. (B) Wykres przedstawiajacy poziom peroksydacji lipidow, wyrazony jako poziom dialdehydu
malonylowego (MDA), wzgledem kontroli.

Stupki przedstawiaja $rednig arytmetyczng £ SD dla n=6 (poziom ROS) i n=4 (poziom peroksydacji
lipidow) zwierzat w kazdej grupie. Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta; roznice istotne statystycznie
*-p<0,05; ***-p<0,001vskontrola.
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4.5.2. Wplyw AgNPs i jonow srebra na aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i
katalazy (CAT) w mézgu i watrobie szczuréw eksponowanych

Porownano wptyw AgNPs i jonow srebra na aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej i
katalazy w mézgu i watrobie zwierzat eksponowanych.

W homogenatach moézgowych nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w
aktywno$ci SOD pomigdzy grupami badanymi a negatywna kontrolg (so6l fizjologiczna). W
przypadku grupy kontrolnej $rednia aktywnos$¢ tego enzymu wynosita 0,27 U/mg biatka (Ryc.
15A).

Nie stwierdzono rowniez istotnych statystycznie roznic w aktywnosci CAT pomiedzy grupami
badanymi a negatywna kontrola, dla ktorej srednia aktywno$¢ CAT wynosita 4,33
nmol/min/mg biatka, cho¢ zaobserwowano nieznaczny spadek aktywnos$ci tego enzymu w
grupie otrzymujacej AgNPs (o 18% vs. kontrola) oraz nieznaczny wzrost jego aktywnosci w

grupie, ktora otrzymywala cytrynian srebra (0 38,3% vs. kontrola) (Ryc. 15B).
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Rycina 15. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) (A) i katalazy (CAT) (B) w homogenatach
moézgowych zwierzat kontrolnych (sol fizjologiczna) oraz eksponowanych na supernatant, nanoczastki
srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra.

Stupki przedstawiaja Srednig arytmetyczng + SD dla n=4 zwierzat w kazdej grupie. Analiza statystyczna
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem porownan
wielokrotnych Dunnetta.

Srednia aktywno$é SOD, zmierzona w homogenatach watrobowych uzyskanych od
zwierzat kontrolnych, wynosita 0,078 U/mg biatka. U zwierzat, ktérym podawano cytrynian
srebra, zaobserwowano istotny statystycznie wzrost aktywnos$ci tego enzymu w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (o 120,3%). W pozostalych dwoch grupach nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic w poréwaniu do kontroli (Ryc. 16A).
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Zaobserwowano rowniez istotny statystycznie wzrost aktywnosci CAT w grupie zwierzat
otrzymujacych cytrynian srebra o ok. 22% w poréwnaniu do kontroli. Srednia aktywno$¢ tego

enzymu w grupie kontrolnej wynosita 0,113 pmol/min/mg biatka (Ryc. 16B).

Rycina 16. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) (A) i katalazy (CAT) (B) w homogenatach
watrobowych zwierzat kontrolnych (sél fizjologiczna) oraz eksponowanych na supernatant, nanoczastki
srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra.

Stupki przedstawiaja $rednig arytmetyczng + SD dla n=4 zwierzat w kazdej grupie. Analiza statystyczna
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem porownan
wielokrotnych Dunnetta; roznice istotne statystycznie * - p < 0,05 vs kontrola.
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4.5.3. Wplyw AgNPs i jonéw srebra na poziom glutationu calkowitego (tGSH) oraz
stosunek glutationu zredukowanego do utlenionego (GSH/GSSG) w mézgu i
watrobie szczuréw eksponowanych

Porownano wptyw AgNPs i jondw srebra na poziom catkowitego glutationu (tGSH, t.j.
sumy jego formy zredukowanej — GSH oraz utlenionej — GSSG) oraz stosunek GSH do GSSG
w mozgu i watrobie zwierzat eksponowanych.

W homogenatach moézgowych nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w
poziomie tGSH pomiegdzy grupami badanymi a negatywng kontrolg (so6l fizjologiczna). Jego
stezenie wynosito odpowiednio: 28,55 = 4,51 nmol tGSH/mg biatka dla grupy kontrolnej, 26,97
+ 1,58 dla grupy eksponowanej na supernatant, 22,57 = 1,07 nmol tGSH/mg biatka dla grupy
AgNPs, 22,71 + 5,59 nmol tGSH/mg biatka dla grupy eksponowanej na cytrynian srebra (Ryc.
17A). Stwierdzono natomiast, ze w homogenatach mézgowych uzyskanych od zwierzat
eksponowanych na AgNPs lub cytrynian srebra, stosunek GSH do GSSG obnizyt si¢ w
poréwnaniu do kontroli. W przypadku grupy AgNPs stwierdzono spadek o 57,7% w
porownaniu do kontroli, a w przypadku grupy eksponowanej na jony srebrowe — 0 58,5%.

Stosunek GSH/GSSG w grupie otrzymujgcej supernatant byt zblizony do kontroli (Ryc. 17B).
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Rycina 17. Poziom glutationu catkowitego (tGSH) (A) i stosunek glutationu zredukowanego do
glutationu utlenionego (GSH/GSSG) (B) w homogenatach mézgowych zwierzat kontrolnych (s6l
fizjologiczna) oraz eksponowanych na supernatant, nanoczastki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra.
Stupki przedstawiaja $rednig arytmetyczng + SD dla n=4 zwierzat w kazdej grupie. Analiza statystyczna
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem porownan
wielokrotnych Dunnetta; roznice istotne statystycznie ** - p < 0,01 vs kontrola.

W homogenatach watrobowych rowniez nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
w poziomie tGSH pomiedzy grupami badanymi a negatywna kontrolg (sol fizjologiczna). Jego
poziom wynosit odpowiednio: 52,65 + 8,90 nmol tGSH/mg biatka dla grupy kontrolnej, 45,87
+ 3,23 dla grupy eksponowanej na supernatant, 51,68 + 6,77 nmol tGSH/mg biatka dla grupy
AgNPs, 56,58 + 7,21 nmol tGSH/mg biatka dla grupy eksponowanej na cytrynian srebra (Ryc.
18A).
Nie stwierdzono rowniez istotnych statystycznie roznic w stosunku GSH/GSSG uzyskanym dla

poszczegolnych grup (Ryc. 18B).
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Rycina 18. Poziom glutationu catkowitego (tGSH) (A) i stosunek glutationu zredukowanego do
glutationu utlenionego (GSH/GSSG) (B) w homogenatach watrobowych zwierzat kontrolnych (sol
fizjologiczna) oraz eksponowanych na supernatant, nanoczastki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra.
Stupki przedstawiaja $rednig arytmetyczng + SD dla n=4 zwierzat w kazdej grupie. Analiza statystyczna
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem porownan
wielokrotnych Dunnetta.

4.5.4, Wplyw AgNPs i jonow srebra na aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (GPx) i
reduktazy glutationowej (GR) w moézgu i watrobie szczurow eksponowanych

Poréwnano wptyw AgNPs i jonow srebra na aktywno$¢ peroksydazy glutationowej i
reduktazy glutationowej w mozgu i watrobie zwierzat eksponowanych.

Srednia aktywno$¢é GPx, zmierzona w homogenatach mézgowych uzyskanych od
zwierzat z grupy kontrolnej, wynosita 3,02 nmol/min/mg biatka. U zwierzat, ktorym podawano
AgNPs lub cytrynian srebra, zaobserwowano istotny statystycznie wzrost aktywnosci GPx w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. W przypadku grupy AgNPs aktywno$¢ tego enzymu byta
wyzsza o okolo 17% w poroéwnaniu do kontroli, a w przypadku grupy otrzymujacej cytrynian
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srebra — 0 okoto 14%. W przypadku grupy otrzymujacej supernatant nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic (Ryc. 19A).

U zwierzat z grupy kontrolnej $rednia aktywno$¢ GR wynosita 4,98 nmol/min/mg
biatka. U zwierzat eksponowanych na AgNPs stwierdzono ok. 13% wzrost aktywnosci tego
enzymu w porownaniu do kontroli, za§ w grupie eksponowanej na cytrynian srebra — ok. 11%.
W obu przypadkach réznice byly istotne statystycznie. W przypadku grupy otrzymujacej
supernatant nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic (Ryc. 19B).

Rycina 19. Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GPx) (A) i reduktazy glutationowej (GR) (B) w
homogenatach moézgowych zwierzat kontrolnych (s6l fizjologiczna) oraz eksponowanych na
supernatant, nanoczastki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra.

Stupki przedstawiaja Srednig arytmetyczng + SD dla n=4 zwierzat w kazdej grupie. Analiza statystyczna
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem poréwnan
wielokrotnych Dunnetta; roznice istotne statystycznie * - p < 0,05 vs kontrola.
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W homogenatach watrobowych nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w
aktywno$ci GPx pomiedzy grupami badanymi a negatywna kontrolg (sol fizjologiczna). U
zwierzat z grupy kontrolnej $rednia aktywno$¢ tego enzymu wynosita 4,85 nmol/min/mg biatka
(Ryc. 20A).

Rowniez w przypadku GR nie zaobserwowano istotnych statystycznie roéznic w
aktywnos$ci tego enzymu pomie¢dzy grupami badanymi a negatywna kontrolag. W grupie
kontrolnej srednia aktywnos¢ tego enzymu wynosita 8,15 nmol/min/mg biatka (Ryc. 20B).

Rycina 20. Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GPx) (A) i reduktazy glutationowej (GR) (B) w
homogenatach watrobowych zwierzat kontrolnych (sol fizjologiczna) oraz eksponowanych na
supernatant, nanoczgstki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra.

Stupki przedstawiaja $rednig arytmetyczng + SD dla n=4 zwierzat w kazdej grupie. Analiza statystyczna
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem poréwnan
wielokrotnych Dunnetta.
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Analiza markeréw stresu oksydacyjnego 1 aktywnosci uktadow antyoksydacyjnych
wykazata, ze ekspozycja na AgNPs powoduje istotne statystycznie podwyzszenie poziomu
ROS w obu badanych narzadach oraz istotny statystycznie wzrost poziomu MDA, aktywnosci
GPx i GR w poréwnaniu do grupy kontrolnej (s6l fizjologiczna). Z kolei, w grupie
eksponowanej na cytrynian srebra obserwowano istotne statystycznie podwyzszenie poziomu
ROS i MDA w obu narzadach, istotny statystycznie wzrost aktywnosci SOD i CAT w watrobie
oraz GPx i GR w mdzgu w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto, zarowno AgNPs jak i
jony srebra wywolywaly istotne statystycznie obnizenie stosunku GSH/GSSG w modzgu

zwierzat eksponowanych.

4.6. Ocena zdolno$ci nanoczastek srebra i jonow srebra do indukcji cytokin
prozapalnych oraz $mierci komérkowej w mozgu i watrobie na
podstawie wybranych markerow apoptozy i autofagii.

W kolejnym etapie badan sprawdzono czy zaobserwowane zmiany w markerach
wskazujacych na obecno$¢ stresu oksydacyjnego skutkuja procesami biochemicznymi
prowadzacymi do $mierci komorkowej na drodze autofagii lub apoptozy, badz indukcja cytokin
0 charakterze prozapalnym. Dodatkowo, zbadano wptyw obu form srebra na mitochondrialny

potencjat blonowy w narzadach zwierzat eksponowanych.

4.6.1. Wplyw AgNPs i jonéw srebra na poziom interleukiny 1p (IL-1B) i interleukiny 6
(IL-6) w mézgu i watrobie szczuréw eksponowanych

Interleukina 1P wystepuje w komorce w formie nieaktywnej o wielkosci 35 kDa. W
wyniku pobudzenia enzymdéw aktywujacych dochodzi do cigcia proteolitycznego formy
nieaktywnej i wytworzenia formy aktywnej o wielkosci 18 kDa. W badanych homogenatach
(moézgowych i watrobowych) nie stwierdzono obecnosci formy aktywnej tej cytokiny. Nie
zaobserwowano réwniez zmian poziomu interleukiny 1B w formie nieaktywnej w mozgu (Ryc.
21A) i watrobie (Ryc. 22A) zwierzat z grup eksponowanych na srebro w poréwnaniu do
kontroli (otrzymujacej sol fizjologiczng). Nie wykazano réwniez zmian we wzglednym
poziomie interleukiny 6 zar6wno w mozgu (Ryc. 21B) jak i w watrobie badanych zwierzat
(Ryc. 22B).
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Rycina 21. Wzgledne ste¢zenia biatka prekursorowej formy cytokiny prozapalnej IL-1p (A) i IL-6 (B)
w homogenatach mozgowych zwierzat kontrolnych (sél fizjologiczna) oraz eksponowanych na
supernatant, nanoczastki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra, otrzymane metodg Western blot.
Reprezentatywne immunobloty oraz wykresy przedstawiajace warto$ci srednie + SD z pomiaréw
densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. Wyniki
znormalizowano wzglgdem poziomu aktyny i przedstawiono jako procent kontroli. Analiza statystyczna
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem poréwnan
wielokrotnych Dunnetta.
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Rycina 22. Wzgledne ste¢zenia biatka prekursorowej formy cytokiny prozapalnej IL-1B (A) i IL-6 (B)
w homogenatach watrobowych zwierzat kontrolnych (sdl fizjologiczna) oraz eksponowanych na
supernatant, nanoczastki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra, otrzymane metoda Western blot.
Reprezentatywne immunobloty oraz wykresy przedstawiajgce wartosci $rednie + SD z pomiardw
densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. Wyniki
znormalizowano wzglgdem poziomu aktyny i przedstawiono jako procent kontroli. Analiza statystyczna
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem porownan
wielokrotnych Dunnetta.
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4.6.2. Wplyw nanoczastek srebra i jonéw srebra na mitochondrialny potencjal blonowy
w mozgu i watrobie zwierzat eksponowanych

Porownano wplyw AgNPs i jondw srebra na mitochondrialny potencjal blonowy w
narzadach zwierzat eksponowanych.

Jedynie w mozgu zwierzat, ktorym podawano AgNPs, zaobserwowano istotny
statystycznie spadek poziomu mitochondrialnego potencjatu blonowego (o okoto 29%) w
porownaniu do grupy kontrolnej. W grupie otrzymujacej cytrynian srebra warto$¢ potencjatu
nie obnizata si¢ statystycznie istotnie w poroéwnaniu do kontroli. W przypadku grupy
otrzymujacej supernatant rowniez nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic (Ryc. 23A).

Podobnie w watrobie szczurdw nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian

mitochondrialnego potencjatu btonowego (Ryc. 23B).
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Rycina 23. Mitochondrialny potencjat btonowy w homogenatach mozgowych (A) i watrobowych (B)
zwierzat eksponowanych na sél fizjologiczng (kontrola), supernatant, nanoczastki srebra (AgNPs) lub
cytrynian srebra, zmierzony z uzyciem barwnika JC-1.

Stupki przedstawiajg $rednig arytmetyczng + SD dla n=4 zwierzat w kazdej grupie. Wyniki wyrazono
jako % kontroli. Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) z testem porownan wielokrotnych Dunnetta; roznice istotne statystycznie ** -p < 0,01 vs
kontrola.

Spadek mitochondrialnego potencjalu bltonowego obserwowany w moézgu zwierzat
eksponowanych na AgNPs moze skutkowa¢ obnizeniem produkcji ATP i indukcjg procesu
autofagii. Dlatego nastepnym krokiem byla analiza poziomu wybranych markerow tego

procesu.
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4.6.3. Poziom wybranych markerow autofagii (bekliny 1, bialka MAP LC3-11) w
warunkach ekspozycji na AgNPs/Ag* w mozgu i watrobie

Analiza TEM skrawkow moézgu ujawnita obecnos$¢ ciat mielinopodobnych u zwierzat
eksponowanych na AgNPs, ktore sa wigzane ze zjawiskiem autofagii (Kelekar, 2005), co w
potaczeniu z obserwowanym obnizeniem mitochondrialnego potencjatu btonowego sugeruje
mozliwo$¢ indukcji tego procesu przez AgNPs. Rzeczywiscie, badania immunochemiczne
(Western blot) wykazaly istotny statystycznie wzrost wzglgdnego poziomu bekliny 1 (o ok.
20%) i istotny statystycznie wzrost wzglgdnego poziomu biatka MAP LC3-I1 (0 ok. 27%) w
homogenatach moézgowych zwierzat eksponowanych na AgNPs w porownaniu do grupy
kontrolnej (sol fizjologiczna). W przypadku zwierzat eksponowanych na Ag® wzgledne
poziomy bekliny 1 i MAP LC3-11 byty nieznacznie podwyzszone (odpowiednio o ok. 12% i
10%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jednakze réznice byly nieistotne statystycznie. W
przypadku grupy, ktora otrzymywata supernatant, rowniez nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zmian (Ryc. 24 A i B).

Dla poréwnania, w homogenatach watrobowych zwierzat eksponowanych na AgNPs
lub jony srebrowe nie stwierdzono zadnych istotnych statystycznie réznic w stezeniach obydwu
bialek w porownaniu do grupy kontrolnej. Réwniez w przypadku grupy zwierzat, ktora
otrzymywata supernatant, nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian we wzglednym

poziomie tych biatek wzglgdem kontroli (Ryc. 25 A i B).
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Rycina 24. Wzgledne stezenia biatek — markeréw autofagii: bekliny 1 (A) i MAP LC3-Il (B) w
homogenatach moézgowych zwierzat kontrolnych (sol fizjologiczna) i eksponowanych na supernatant,
nanoczastki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra, otrzymane metoda Western blot. Reprezentatywne
immunobloty oraz wykresy przedstawiajace wartosci $rednie £ SD z pomiaréw densytometrycznych
immunoblotow otrzymanych z 4 niezaleznych do$wiadczen. Wyniki znormalizowane wzgledem
poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli. Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem poroéwnan wielokrotnych Dunnetta; réznice
istotne statystycznie * -p < 0,05 vs kontrola.
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Rycina 25. Wzgledne stezenia biatek — markeréw autofagii: bekliny 1 (A) i MAP LC3-Il (B) w
homogenatach watrobowych zwierzat kontrolnych (sdl fizjologiczna) i eksponowanych na supernatant,
nanoczastki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra, otrzymane metoda Western blot. Reprezentatywne
immunobloty oraz wykresy przedstawiajgce wartosci $rednie + SD z pomiaréw densytometrycznych
immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych do$wiadczen. Wyniki znormalizowane wzgledem
poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli. Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem poréwnan wielokrotnych Dunnetta.
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4.6.4. Poziom bialka antyapoptotycznego (Bcl-2) i bialka proapoptotycznego (Bax)
w warunkach ekspozycji na AQNPs/Ag* w mézgu i watrobie

W badaniach ultrastrukturalnych nie stwierdzono obecno$ci zmian charakterystycznych
dla apoptozy w neuronach kory moézgowej i hipokampa po ekspozycji na srebro. Natomiast
badania immunochemiczne (Western blot) wykazaty wzrost wzglednego poziomu biatka Bcl-
2 0 ok. 30% i wzrost wzglednego poziomu biatka Bax o ok. 55% w homogenatach mézgowych
zwierzat eksponowanych na AgNPs. W przypadku zwierzat eksponowanych na Ag* wzgledny
poziom Bcl-2 obnizyt si¢ o ok. 25%, a poziom Bax wzrost o ok. 77% (Ryc. 26 A i B).

Dla poréwnania, W homogenatach watrobowych zwierzat, ktorym podawano AgNPS,
stwierdzono ok. 69% wzrost wzglgdnego poziomu Bcl-2 i ok. 52% wzrost wzglednego poziomu
biatka Bax. Z kolei po ekspozycji na Ag* stwierdzono ok. 77% wzrost wzglednego poziomu
Bcl-2 i ok. 42% wzrost wzglgdnego poziomu biatka Bax (Ryc. 27 A i B).

W przypadku grupy zwierzat, ktora otrzymywata supernatant nie zaobserwowano istotnych

statystycznie zmian w stezeniu biatek ani w mézgu, ani w watrobie.
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Rycina 26. Wzgledne stgzenia biatka antyapoptotycznego Bel-2 (A) i proapoptotycznego Bax (B) w
homogenatach mozgowych zwierzat kontrolnych (sol fizjologiczna) oraz eksponowanych na
supernatant, nanoczastki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra, otrzymane metodg Western blot.
Reprezentatywne immunobloty oraz wykresy przedstawiajgce wartosci $rednie + SD z pomiardw
densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. Wyniki
znormalizowane wzgledem poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli. Analiza statystyczna
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem poréwnan
wielokrotnych Dunnetta; roznice istotne statystycznie ** -p <0,01; ***-p < 0,001 vs kontrola.
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Rycina 27. Wzgledne st¢zenia biatka antyapoptotycznego Bel-2 (A) i proapoptotycznego Bax (B) w
homogenatach watrobowych zwierzat kontrolnych (sél fizjologiczna) oraz eksponowanych na
supernatant, nanoczastki srebra (AgNPs) lub cytrynian srebra, otrzymane metoda Western blot.
Reprezentatywne immunobloty oraz wykresy przedstawiajgce wartosci $rednie £ SD z pomiardw
densytometrycznych immunoblotéw otrzymanych z 4 niezaleznych doswiadczen. Wyniki
znormalizowane wzgledem poziomu aktyny i przedstawione jako procent kontroli. Analiza statystyczna
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem porownan
wielokrotnych Dunnetta; roznice istotne statystycznie ** -p <0,01; ***-p < 0,001 vs kontrola.

Podsumowujac, zadna z badanych form srebra nie spowodowata indukcji badanych

cytokin prozapalnych (IL-1B, IL-6). Wykazano za to, ze ekspozycja na AgNPs powoduje
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istotne statystycznie obnizenie mitochondrialnego potencjatu btonowego w mozgu zwierzat
eksponowanych, czemu towarzyszyl niewielki, ale istotny statystycznie wzrost wzglednego
poziomu bekliny 1 i MAP LC3-II w homogenatach mézgowych. Z kolei, jony srebra nie
wywotaty istotnych statystycznie zmian w wymienionych parametrach. Chociaz obserwowano
zmiany wzglednych pozioméw Bcl-2 1 Bax w homogenatach mézgowych i watrobowych
zwierzat eksponowanych na AgNPs/Ag", to badania ultrastrukturalne nie wykazaty obecno$ci

struktur charakterystycznych dla apoptozy.
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5. Dyskusja

Obecnie nanoczastki wykorzystuje si¢ w wielu gateziach przemystu, a takze w biologii
I medycynie. Podejmowane sa proby =zastosowania ich m.in. w diagnostyce
immunofluorescencyjnej umozliwiajacej oceng struktur wewnatrzkomérkowych oraz §ledzenie
proceséOw w nich zachodzacych. W fazie badan eksperymentalnych jest obecnie wiele narzedzi
w skali nano, pozwalajacych wykry¢é komorki nowotworowe, bardzo wczesne zmiany
przedkliniczne czy umozliwiajacych $ledzenie wedréwki wirusOw w organizmie. Obiecujace
sg rowniez proby wykorzystania nanoczastek jako no$nikow umozliwiajacych dostarczanie
substancji leczniczych do konkretnych struktur organizmu, co moze przynie$¢ wiele korzysci
w terapii chordb neurodegeneracyjnych czy tzw. terapii celowanej nowotwordéw (Gryberg,
2001; Suri i wsp., 2007). Ponadto, obecnos¢ nanoczgstek w produktach stosowanych w zyciu
codziennym staje si¢ coraz bardziej powszechna.

Poczatkowe przekonanie badaczy, ze nanoczastki nie spowoduja niekorzystnych
zjawisk w $rodowisku naturalnym i w organizmach zywych, jest obecnie kwestionowane. Tak
szybki 1 niekontrolowany rozwdj nanotechnologii prowadzi bowiem do wystepowania
zagrozen zwigzanych z emisjg nanoczastek (zwlaszcza nieorganicznych, opartych o metale) do
atmosfery, zbiornikéw wodnych i gleby. Moga si¢ one w nich gromadzi¢ lub ulegaé
transformacjom. Losy nanoczastek w srodowisku nie sa znane, nie mozna wigc wykluczy¢
powstania bardziej toksycznych zwigzkéw. Stopniowo wdrazane sg metody oceny zagrozen
srodowiskowych zwigzanych z ich stosowaniem oraz wprowadzane sg normy srodowiskowego
i zawodowego narazenia (Stander i wsp., 2011; Hristozov i wsp., 2016). Jednakze rzetelna
analiza zagrozen jest trudna do przeprowadzenia ze wzgledu na duze zrdznicowanie
toksycznos$ci poszczegdlnych nanoczastek, nawet jesli zostalty one utworzone z tego samego
materiatu.

Duze ryzyko narazenia zawodowego wystepuje wsrdd osob zajmujacych sig
nanoczastkami weglowymi 1 otrzymanymi z tlenku tytanu, gdyz ich §wiatowa produkcja jest
najwyzsza pos$rod nanomateriatow (Hristozov i wsp., 2014). Nie powinno si¢ jednak
lekcewazy¢ zagrozen zwigzanych ze stosowaniem nanoczastek otrzymanych z metali

przejsciowych, gdyz praktycznie nie ulegaja one biodegradacji (McGillicuddy i wsp., 2016).
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5.1. Zasadnos$¢ uzycia modelu

Badania nad neurotoksycznos$cig AgNPs (ok. 10 nm) zostaly przeprowadzone na
modelu zwierzecym, poniewaz w warunkach in vitro nie ma mozliwo$ci wykazania zaleznosci
miedzy biodystrybucja AgNPs w organizmie a ich toksycznos$cig. Z literatury wiadomo, ze ten
typ nanoczastek, cho¢ nie ustalono w jakiej postaci, wchtaniany jest z przewodu pokarmowego
do uktadu krazenia (Park i wsp., 2011a). Te¢ obserwacj¢ potwierdzily rowniez nasze wlasne
badania, w ktorych ocenili$my st¢zenie srebra w surowicy szczurdéw 3, 5 i 8 godz. po podaniu
nanoczastek. Poréwnali§my réwniez st¢zenie srebra w surowicy zwierzat eksponowanych na
sol fizjologiczna, AgNPs lub cytrynian srebra po dwutygodniowej ekspozycji zwierzat na
badane substancje. Analiza wykazata, ze st¢zenie srebra w surowicy w grupie eksponowanej
na nanoczastki srebra jest takie samo jak w przypadku grupy otrzymujacej jony srebra (okoto
12 pg Ag/l) (Ryc. 4).

Zblizony poziom srebra stwierdzono takze w surowicy szczurdow, ktorym podawano
droga pokarmowa mieszaning AgNPs o rdznej wielkosci (od 28 do 122 nm) lub AgNO3z w
dawce 1 mg/kg m.c. przez 28 dni. Wykazano ponadto, ze w narzadach zwierzat (watroba, nerki
i $ledziona) eksponowanych na jony srebrowe, zgromadzilo si¢ wigcej srebra niz w przypadku
grupy, ktora otrzymata AgNPs (Qin i wsp., 2017). Nieco inne obserwacje poczynili Loeschner
i wsp. (2012), ktorzy wykazali, ze catkowite stezenie srebra w surowicy i narzadach zwierzat
badanych byto wyzsze w przypadku grup eksponowanych na Ag* i na tej podstawie wysuneli
wniosek, Ze jony srebra sg lepiej wchtaniane z jelita cienkiego niz AgNPs.

Po analizie uzyskanych przez nas wynikow i dostgpnych danych literaturowych, nie
jesteémy w stanie jednoznacznie oceni¢ czy uzyskane przez nas podobne st¢zenia srebra w
surowicy zwierzat z obu grup badanych sa spowodowane przez zblizony stopien absorpcji obu
form srebra, czy tez sa zwigzane z innym sposobem ich biodystrybucji w organizmie, m.in.
zdolnoscig wigzania z biatkami osocza, cyrkulacja pomiedzy narzadami a krwig czy
wydalaniem z z6lcig. Poniewaz pomiar wykonano 24 godz. po ostatnim podaniu, wydaje si¢
bardziej prawdopodobne, ze proces biodystrybucji odgrywa tu wigksza role.

Roznice migdzy wynikami uzyskanymi przez Loeschnera i wsp. (2012) a naszymi moga
wynikaé, m.in. z zastosowania innego typu pokrycia (PVP), odmiennego czasu ekspozycji (28
dni) 1 wickszej dawki AgNPs (9 mg/kg m.c./dzien).

Kolejnym krokiem po wykazaniu, ze badane AgNPs sa wchtaniane z przewodu
pokarmowego do krwi, byto sprawdzenie obecnosci srebra w mozgu i watrobie zwierzat. Nie

udato si¢ wykry¢ tego metalu technikg ICP-MS w badanych narzadach, co wskazuje, ze jego
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poziom byt ponizej granicy czutosci tej metody (0,241 ug/kg mokrej tkanki). Dane literaturowe
pokazuja jednak, ze podawanie zwierzgtom wickszych dawek AgNPs i/lub dtuzsza ekspozycja,
umozliwiajg wykrycie srebra w narzadach tg technika (Lee i wsp., 2013a; Qin i wsp., 2017).

Zastepczo zastosowano wigc zmodyfikowang procedure przygotowania materiatu do
analizy w TEM, ktora pozwolita na stwierdzenie obecnosci nanogranul pomi¢dzy blaszkami
ostonek mielinowych, jak rowniez w lizosomach i mitochondriach komérek nerwowych oraz
w lizosomach zlokalizowanych w mikronaczyniach mozgowych (Ryc. 5). Nasze obserwacje sa
zgodne z opisanymi w literaturze do$wiadczeniami z uzyciem AgNPs, w ktorych przy
zastosowaniu tej samej metody obrazowania, stwierdzono obecno$¢ nanogranul w wyzej
wymienionych strukturach. Haase i wsp. (2012) zaobserwowali je wewnatrz lizosomow
astrocytow i komorek nerwowych, po inkubacji hodowli komérkowych wzbogacanych w
astrocyty oraz hodowli komorkowych wzbogacanych w neurony z AgNPs. Podobne
nanogranule obserwowano rowniez W przedziatach endosomalno-lizosomalnych (ang.
endosomal-lysosomal compartments) komorek watrobowych (Lee i wsp., 2013b) oraz w
lizosomach btony podstawnej nabtonka jelitowego eksponowanych zwierzat (Loeschner i wsp.,
2011).

W literaturze opisano rézne modele zwierzece uzyte do badan nad toksycznoscig
AgNPs. AgNPs podawano drogg pokarmowg (Ebabe Elle i wsp., 2013; Patlolla i wsp., 2015),
wziewng (Sung i wsp., 2008), donosowa (Genter i wsp., 2012; Wen i wsp., 2016), pozajelitowa
(De Jong i wsp., 2013; Feng i wsp., 2014) i na skore (Tak i wsp., 2015). Wykorzystano roéwniez
rozne gatunki zwierzat, w tym szczury (Ebabe Elle i wsp., 2013; Feng i wsp., 2014), myszy
(Genter i wsp., 2012; Heydrnejad i wsp., 2015) i kroliki (Lee i wsp., 2013c). W badaniach nad
biodystrybucja AgNPs wykazano, ze przenikaja one przez barier¢ krew-mozg niezaleznie od
drogi podania i kumulujg si¢ w parenchymie mézgowej (van der Zande i wsp., 2012; Lee i wsp.,
2013a), gdzie moga powodowaé zmiany neurodegeneracyjne (Sharma i wsp., 2010; Wen i
wsp., 2016). Co istotne, Lee i wsp. (2013a) wykazali zdolnos¢ AgNPs do kumulacji w mozgu,
stosujac model badawczy zblizony do opisanego w niniejszej pracy, w ktorym AgNPs
stabilizowane cytrynianem (o wielkosci ok. 10 nm) byly podawane szczurom droga
pokarmowg. Zastosowanie znacznie wigkszej dawki, tj. 100-500 mg/kg m.c./dzien, pozwolilo

na detekcje srebra w tym narzadzie.

W wielu badaniach in vivo poswieconych toksycznosci AgNPs stosowano wysokie
dawki jednorazowe i wykazano, ze powodujg one zmiany histopatologiczne i/lub biochemiczne
w wielu narzadach (Sung i wsp., 2009; Kim i wsp., 2010; Ebabe Elle i wsp., 2013). W
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przypadku neurotoksyczno$ci problem wielkosci dawki jednorazowej jest bardziej zlozony,
gdyz istnieja doniesienia, ze biologiczny okres pottrwania srebra w moézgu jest dtuzszy po
zastosowaniu mniejszych dawek AgNPs (Yang i wsp., 2010b).

Co wiecej, opisany w literaturze przedzial dawek jednorazowych AgNPs jest bardzo
szeroki i wynosi od 0,2 do 1000 mg/kg m.c., jak rowniez bardzo r6zna jest ich wielko$¢ (od ok.
3 nm do ok. 100 nm) (Rahman i wsp., 2009; Park i wsp., 2010a; Ebabe Elle i wsp., 2013;
Patlolla i wsp., 2015; Skalska i wsp., 2015a; Charehsaz i wsp., 2016). Wybrana przez nas dawka
(0,2 mg AgNPs/kg m.c.) obejmuje dolny zakres tego przedziatu, a w chwili kiedy
rozpoczynaliSmy badania, w literaturze nie byto informacji o zastosowaniu tak niskiej dawki.
Ponadto, uzyliSmy najmniejszych z komercyjnie dostepnych nanoczastek (ok. 10 nm), a jak
wspomniano wczesniej, ich toksycznos¢ jest odwrotnie proporcjonalna do wielkosci.

Taki dobor modelu moze postuzy¢ do ustalenia poziomu nie wywotujacego dajacych
si¢ zaobserwowac¢ szkodliwych skutkow (NOAEL, ang. no observable adverse effect level)
AgNPs, ktorego jeszcze nie okreslono, pomimo skomercjalizowania nanoproduktéw
zawierajacych ten typ nanoczastek. Wartos¢ NOAEL moze by¢ wykorzystana do oceny
poziomu ryzyka stosowania danej substancji. NOAEL, jak rowniez dopuszczalne poziomy
narazenia zawodowego (najwyzsze dopuszczalne stezenie w powietrzu $rodowiska pracy),
zostaly juz wstepnie ustalone dla nanoczagstek tlenku tytanu (Swidwinska-Gajewska i wsp.,
2014).

Wyniki uzyskane z badan nad toksycznos$cia AgNPs u gryzoni wskazuja na ryzyko
wystgpowania narazenia zawodowego, a za gtowna droge narazenia uwaza si¢ droge wziewna.
Narazenie zawodowe dotyczy przede wszystkim oséb, ktore biorg udziat w toku produkcji
wyrobow z udziatem nanokomponentow, jak rowniez zajmujg si¢ pakowaniem, transportem 1
magazynowaniem gotowych produktéw (Hristozov i wsp., 2014). Nie mozna réwniez
zapomina¢, ze wzrastajaca z roku na rok produkcja nanomateriatow, zwigksza ryzyko
srodowiskowego narazenia, aczkolwiek wcigz brak doktadnych danych na ten temat, gdyz ta
galaz przemystu dopiero od niedawna zaczyna podlega¢ $cislejszym regulacjom prawnym.
Dostepne dane wskazuja, ze roczna $wiatowa produkcja AgNPs wynosi od 5,5 do 550 ton
(Piccinno, 2012) albo, wg innych zrodet — od 7.2 do 716 ton rocznie (Massarsky i wsp., 2014b).
Przewiduje si¢ takze, ze sSrodowiskowe stezenie AgNPs w zbiornikach wodnych moze osiggnac
poziom ok. 1306 ng/l, a w osadach dennych ok. 57,1 mg/kg osadu (Massarsky i wsp., 2014b).

Uzyty w naszych badaniach model ekspozycji na AgNPs zostal opracowany
samodzielnie, jako model imitujacy mozliwe narazenie srodowiskowe. Wybrano podanie droga

pokarmowa ze wzgledu na to, Ze jest ona najczgstsza i najbardziej prawdopodobna dla
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cztowieka zarowno obecnie, jak i w przysztosci. Jest to zwigzane z zanieczyszczeniem wody i
gleby przez AgNPs stopniowo uwalniane do $rodowiska z produktow je zawierajacyh, np.
podczas prania czy mycia (Benn i wsp., 2010). AgNPs sa rowniez obecne w zywnosci, na
skutek ich uwalniania z opakowan produktow spozywczych (Artiaga i wsp., 2015). Wydaje sie,
ze organizmy nizsze mogg by¢ takze zrodlem AgNPs dla czlowieka, gdyz w badaniach
modelujacych zaleznosci biocenotyczne zaobserwowano, ze nanoczastki skumulowane w
organizmach nizszych mogg by¢ przenoszone w tancuchu pokarmowym do organizméw
wyzszych. Taka zalezno$¢ zostala stwierdzona pomiedzy bakteriami Escherichia coli, ktore
eksponowano na AgNPs pokryte PVP, a Caenorhabditis elegans, u ktorego zaohserwowano
zaburzenia proceséw rozrodczych tym wyrazniejsze, im mniejsze nanoczastki inkubowano z
bakteriami (Luo i wsp., 2016).

Niektorzy badacze (Ebabe Elle i wsp., 2013; Zhang i wsp., 2013) zaobserwowali spadek
masy ciata zwierzat otrzymujacych AgNPs w porownaniu do zwierzat z grupy kontrolnej; inni
z kolei wykazali, ze AgNPs nie wplywaja na mase ciata zwierzat (Sung i wsp., 2011; Davenport
i wsp., 2015; EI Mahdy i wsp., 2015). Z kolei badania przeprowadzone w naszej pracowni, na
opisanym tutaj modelu badawczym, ujawnity istotny statystycznie wzrost masy ciata zwierzat
z grupy AgNPs w porownaniu do grupy kontrolnej otrzymujacej sol fizjologiczna, przy czym
ten wzrost byt obserwowany tylko w 14 dniu eksperymentu (Dabrowska-Bouta i wsp., 2016).

Stwierdzone rozbieznosci, dotyczace wptywu AgNPs na mase ciata zwierzat, moga
wynika¢ z uzycia réznych modeli badawczych, gdyz w wymienionych pracach stosowano
rozne drogi podania AgNPS i rozny czas ekspozycji, jak rowniez stosowano AgNPs o roznej

wielkos$ci 1 0 roznym typie pokrycia.

52. Wplyw AgNPs i jonow srebra na zakonczenia synaptyczne |
ultrastruktur¢ neuropilu

Przy rozwazaniach nad mechanizmem toksycznosci AgNPs podkresla si¢ role jonow
srebra uwalnianych z ich powierzchni wewnatrz komorek, a zwtaszcza wewnatrz lizosomow,
gdzie panujg najkorzystniejsze warunki dla tego procesu (Setyawati i wsp., 2014). Wykazano
przy tym, ze im mniejsze nanoczastki, tym wigcej jonow uwalniajg ze swej powierzchni, co
moze wzmagac ich toksycznos¢ w porownaniu z nanoczastkami o wiekszych rozmiarach (Gliga
i wsp., 2014). Sugeruje si¢ rowniez, ze nanoczgstki mogg by¢ syntetyzowane de novo w

organizmie, tzn. moga zosta¢ zsyntetyzowane z jondw srebra wprowadzonych do organizmu

106



(Juling i wsp., 2016). Te wzajemne przemiany nanoczgstek i jonow uniemozliwiaja jasne

okreslenie, ktéra forma srebra 1 w jakim stopniu odpowiada za toksyczno$¢ AgNPs.

Jeszcze kilka lat temu istnialo przekonanie, ze toksyczno$¢ AgNPs jest glownie
zwigzana z tg pulg jonéw srebrowych, ktére sg uwalniane bezposrednio do rozpuszczalnika.
Tym samym uwazano, ze zsyntetyzowanie nanoczastek stabilnych w medium wyraznie
zmniejszy ich toksyczno$¢ (Navarro i wsp., 2008). Przekonanie to sktonito nas do
wprowadzenia dodatkowej grupy zwierzat przy projektowaniu eksperymentu, ktorej podawano
supernatant otrzymany poprzez ultrawirowanie badanego roztworu AgNPs. Ten zabieg
pozwolit oceni¢ stopien uwalniania jonéw srebrowych z powierzchni badanych nanoczastek 1
sprawdzi¢ teze o udziale tej puli jonow w toksycznosci AgNPs. Zaprezentowane w ramach tej
pracy wyniki zweryfikowaly negatywnie to zalozenie. Po przeprowadzeniu analizy
elektronogramow uzyskanych z grupy eksponowanej na supernatant stwierdziliSmy, ze
synapsy, pecherzyki synaptyczne, mitochondria i inne struktury komérkowe zlokalizowane w
obrebie neuropilu majg prawidlowa strukturg, tak jak w przypadku grupy kontrolnej
eksponowanej na sol fizjologiczng. Ponadto w tej grupie nie wykazano istotnych statystycznie
zmian w zadnym z badanych parametrow biochemicznych, w poziomach przebadanych biatek

czy mitochondrialnym potencjale blonowym.

Pomimo braku odpowiednich narzedzi obrazowania, pozwalajacych jednoznacznie
stwierdzi¢, jaka forma srebra gromadzi si¢ w tkankach/narzadach, podejmowane sa proby
rozstrzygnigcia czy obserwowane efekty toksyczne po zastosowaniu AgNPs sg tylko wynikiem
dzialania jonow srebrowych uwolnionych z ich powierzchni wewnatrz komorki, czy tez moze
jest to efekt addycyjnego dzialania nanoczastek (pierwotnych i wtornych) i1 uwolnionych
jonow. Cze$¢ rozwazan nad tym zagadnieniem zostala zaprezentowana we wstepie do
niniejszej pracy. W tym miejscu zostang przedyskutowane te, ktore s zwigzane z oSrodkowym
uktadem nerwowym 1 badaniami nad neurotoksycznoscig nanoczastek srebra.

Zieminska i wsp. (2014) wykazali, Ze inkubacja hodowli komorek ziarnistych mézdzku
szczura z AgNPs powoduje aktywacje receptorow glutaminergicznych NMDA, ale nie
zaobserwowano takiego efektu po inkubacji z jonami srebra. W innym doswiadczeniu
stwierdzono, ze pod wptywem AgNPs doszlo do wzrostu aktywnosci kaspazy i indukcji
apoptozy w szczurzych astrocytach korowych, podczas gdy Ag*® wplywaty negatywnie na
integralno$¢ blony komorkowej astrocytéw 1 sprzyjaty nekrozie tych komorek. Dodatkowo,
AgNPs indukowaty wydzielanie wielu cytokin prozapalnych przez astrocyty, czego nie
stwierdzono w przypadku inkubacji z Ag*™ (Sun i wsp., 2016).
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Uzyskane przez nas wyniki rowniez wskazujg, ze istnieja pewne roznice w
neurodegeneracyjnym dziataniu AgNPs stabilizowanych cytrynianem a Ag® w postaci
cytrynianu srebra. ZaobserwowaliSmy, ze zmiany ultrastrukturalne w obrgbie synaps sa
bardziej nasilone w grupie eksponowanej na nanoczgstki niz w przypadku grupy otrzymujace;j
cytrynian srebra, przy czym w najwigkszym stopniu wystgpowaty one w obrebie hipokampa.
Co wigcej, niektore z tych zmian byty charakterystyczne tylko dla AgNPs.

W neuropilu zwierzat cksponowanych zarowno na AgNPs jak i jony srebra
stwierdziliSmy obrzek zakonczen synaptycznych, zwickszong gesto$¢ pecherzykow
synaptycznych, ,rozmycie” struktury szczeliny synaptycznej oraz obecno$¢ ciat
wielopecherzykowych (Ryc. 9 i 10). Do zmian ultrastrukturalnych, ktore byty obserwowane
tylko w grupie eksponowanej na AgNPs, nalezaty: luzne skupiska pecherzykow synaptycznych
w neuropilu (prawdopodobnie bedace rezultatem zniszczenia bton synaptycznych) oraz ciata
mielinopodobne, ktorych obecnos¢ dowodzi zachodzenia proceséw neurodegeneracyjnch (Ryc.
9).

Ciala mielinopodobne, widoczne na elektronogramach, zawieraja w swojej strukturze
skupiska pecherzykow synaptycznych (Ryc. 9D) lub nieprawidtowe mitochondria (Ryc. 9F)
otoczone koncentrycznie utozonymi fragmentami blon biologicznych. Formowanie takich
struktur obserwowano m.in. w aksonopatii (zaniku aksonow) nerwu wzrokowego indukowanej
pod wptywem ekscytotoksycznosci (Saggu i wsp., 2010) oraz w trakcie neurodegeneracji
siatkowki oka (Schuettauf i wsp., 2004). Opisane struktury sg uwazane przez niektorych
badaczy za poczatkowe stadium makroautofagolizosoméw, ktére sa formowane w procesie
autofagii indukowanej w odpowiedzi na stres (makroautofagii). Makroautofagia (dla
uproszczenia nazywana tutaj autofagia) jest procesem lizosomalnej degradacji duzych bialek
cytoplazmatycznych oraz uszkodzonych organelli, takich jak mitochondria czy retikulum
endoplazmatyczne (Kelekar, 2005).

Formowanie si¢g makroautofagolizosomu jest procesem wieloetapowym (Ryc. 28). W
pierwszym etapie powstaja fagofory, a nastepnie dochodzi do uformowania si¢ bton
autofagosomu. Do tego procesu konieczne jest utworzenie kompleksow biatkowych
sktadajacych si¢ z bekliny 1 (Atg 6), podjednostki katalitycznej i regulatorowej kinazy
fosfatydyloinozytolu klasy 11l (odpowiednio podjednostki Vps34 i Vpsl15) oraz kilku innych
bialek, w tym biatek z rodziny Atg (Vicencio i wsp., 2009). Dalsze etapy sg zwigzane z
przeksztatceniem si¢ biatka MAP1 LC3 z formy cytozolowej (MAP LC3-1) do formy lipidowej
zwigzanej z wewnetrzng btong autofagosomu (MAP LC3-11) (Nixon, 2013), dlatego tez w
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ramach tej pracy zostaly takze zbadane poziomy wybranych biatek zwigzanych z tym procesem
(beklina 1 1 MAP LC3-11), a wyniki przedyskutowane w kolejnym podrozdziale.

Rycina 28. Schematyczne przedstawienie poszczegdlnych etapow autofagii [zmodyfikowane wg (Yang
i wsp., 2010a).

Dotychczasowe dane literaturowe w niewielkim stopniu dostarczajg informacji na temat
wptywu AgNPs na ultrastrukture neuropilu, dlatego tez nasze badania, skupione na zmianach
w synapsach, w znaczym stopniu uzupetniaja ogolny stan wiedzy. Dotychczas wykazano, Ze te
nanoczastki powoduja zwigkszenie przepuszczalnosci BBB prowadzace do obrzeku, aktywacje
komorek glejowych, zanik otoczek mielinowych widkien nerwowych (Sharma i wsp., 2007;
Sharma i wsp., 2009) oraz zmiany degeneracyjne w obrebie warstwy ziarnistej mézdzku
nowonarodzonych szczuréw (Yin i wsp., 2015b). Zaobserwowano takze pyknoze jader
komorkowych 1 obrzek astrocytow w mozgu szczurdéw, ktérym podawano AgNPs droga
pokarmowsg (w dawce 1 mg/kg m.c./dzien) przez 14 dni (Xu i wsp., 2015b). W kolejnym
badaniu, przeprowadzonym na opisanym w tej pracy modelu, wykazano zmiany
ultrastrukturalne w obrebie ostonek mielinowych, ktérym towarzyszylo obnizenie poziomu
wybranych biatek wchodzacych w ich sktad: glikoproteiny zwiazanej z mieling (MAG, ang.
myelin associated glycoprotein), glikoproteiny mieliny i oligodendrocytéw (MOG, ang. myelin
oligodendrocyte glycoprotein) i 2°3’-cyklicznej nukleotydowej fosfodiesterazy (CNP-aza, ang.
2’3 ’-cyclic nucleotide phosphodiesterase) (Dabrowska-Bouta i wsp., 2016).

Nasze badania pokazujg takze, ze hipokamp jest bardziej wrazliwy na niekorzystny
wplyw AgNPs niz kora mozgowa. Podobne wnioski wyciagneli Davenport i wsp. (2015),

ktorzy badali ekspresje genu dla oksygenazy hemowej 1 w hipokampie i korze mozgowej
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myszy 1 stwierdzili, ze poziom ekspresji tego genu, jak réwniez poziom samego bialka, jest

podwyzszony tylko w pierwszej z wymienionych struktur.

Wykazali$my réwniez, ze zmianom ultrastrukturalnym w obrebie synaps towarzysza
zmiany biochemiczne. Ekspozycja na AgNPs lub jony srebrowe spowodowata znaczace
obnizenie wzglednych stezen wybranych biatek presynaptycznych (synaptofizyny i synapsyny
I) (Ryc. 11) i biatka postsynaptycznego — PSD-95 (Ryc. 12). Nasze wyniki sa W zgodzie z
badaniami in vitro, ktore wykazaty wyrazny spadek wzglednego stezenia synaptofizyny i PSD-
95 w hodowlach neuronéw korowych inkubowanych z AgNPs (Xu i wsp., 2013). W kolejnym
doswiadczeniu, w ktorym inkubowano neurony glutaminergiczne (otrzymane z ludzkich
zarodkowych komoérek macierzystych) z AgNPs (20 nm) stabilizowanymi cytrynianem,
rowniez Wykazano zmniejszenie ekspresji PSD-95, jak tez zaburzenia we wzro$cie neurytow,
wzrost produkcji ROS, naptyw Ca?" do komorek czy zmniejszenie ekpresji receptora NMDA.
Ponadto, AgNPs wywotywaty ekscytotoksycznos$¢ na skutek aktywacji kalmoduliny i indukcji
NO oraz fosforylacji kinazy syntazy glikogenu 3 (GSK-3) (Begum i wsp., 2016).

Obserwowane przez nas spadki wzglednych pozioméw bialek synaptycznych sg $cisle
zwigzane ze zniszczeniem prawidlowej struktury synaps, co wskazuje, ze AgNPs moga
powodowa¢ uposledzenie funkcji neuronéw. Zbadane przez nas biatka presynaptyczne sg
bowiem zaangazowane w proces przemieszczania si¢ pgcherzykoéw synaptycznych wzdtuz
filamentow aktynowych cytoszkieletu wewnatrz aksonu oraz ich laczenia z blong
presynaptyczna. Wykazano, ze zablokowanie procesu przytaczania si¢ pecherzykow do btony
presynaptycznej z powodu niedoboru synapofizyny prowadzi do ich nagromadzenia si¢ w
cytoplazmie aksonu i1 uniemozliwia uwalnianie neuroprzekaznikéw do szczeliny synaptycznej
(\Valtorta i wsp., 1989). Z kolei spadek poziomu ufosforylowanej synapsyny I uniemozliwia
przesuwanie si¢ pecherzykdéw synaptycznych z miejsc ich magazynowania w aksonie w
kierunku btony presynaptycznej (Yamagata, 2003).

Wydaje si¢, ze zmniejszenie ekspresji biatek presynaptycznych biorgcych udzial w
regulacji cyklu pecherzykow synaptycznych pod wptywem AgNPs (i w mniejszym stopniu
jonow srebra), doprowadzito do zwigkszenia gestosci pgcherzykow synaptycznych, tworzacych
skupiska w srodkowej czgsci aksonu (Ryc. 9B i 10B), zamiast w rejonie blony presynaptyczne;.

Biatko PSD-95 jest bardzo wazna sktadowa zagegszczen postsynaptycznych. Ich udziat
jest konieczny w zjawisku plastycznosci synaps zwigzanej z NMDAR, do regulowania funkcji
tych receptorow oraz do zmiany ich gestosci na powierzchni btony synaptycznej (Keith i wsp.,

2008). PSD-95 jest zaangazowane w regulacje dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego
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(LTP, ang. long-term potentiation) oraz w proces dojrzewania pgcherzykow synaptycznych.
Rozmyta struktura synaps, zaobserwowana przez nas w hipokampie i korze mozgowej
szczurdw, moze mie¢ wlasnie zwigzek ze zmiang struktury tego biatka lub jego rozmieszczenia,
co moze skutkowa¢ zmiang jego powinowactwa do odczynnikow stosowanych podczas

przygotowania narzadu do analizy TEM (Ryc. 9B i 10B-D).

Powyzsze obserwacje, dotyczace zmiany wzglednych stezen biatek synaptycznych oraz
zaburzonej struktury synaps, moga dowodzi¢, ze pod wplywem AgNPs dochodzi do
uposledzenia funkcji synaps pobudzajacych. Przy czym nalezy zwroci¢ uwage, ze uszkodzenia
tych synaps sg obserwowane w przebiegu wiclu choréb neurodegeneracyjnych (Masliah, 2001;
Rao i wsp., 2012).

Zmiany te, obserwowane pod wplywem AgNPs, a w mniejszym stopniu takze pod
wplywem jondw srebra, wskazuja na degeneracj¢ synaps oraz uposledzenie uwalniania
neuroprzekaznikéw. Istotnie, wykazano, ze dwudziestoos§miodniowa ekspozycja szczurow na
AgNPs (14 nm) wywotuje zmiany st¢zenia dopaminy i serotoniny w mézgu szczuréw (Hadrup
I wsp., 2012). Wystepowanie tych nieprawidlowosci gtownie w obrgbie hipokampa moze
sugerowa¢ uposledzenie zdolno$ci poznawczych i proceséw pamieci. Taka hipoteza znajduje
potwierdzenie w pracy Liu i wsp. (2012b), ktoérzy zaobserwowali, ze po czternastu dniach
donosowego podawania szczurom AgNPs (o wielkosci 32,68 — 380,21 nm i w dawce 30 mg/kg
m.c.) dochodzito w hipokampie do nadprodukcji ROS i zmian ultrastrukturalnych (obrzek,
pyknoza jader komérkowych), czemu towarzyszyto pogorszenie zdolnosci poznawczych u
zwierzat. Wykazano rowniez, ze powtarzajace si¢ narazenie na AgNPs moze wplywac
niekorzystnie na zdolno$ci motoryczne zwierzat. U myszy (po siedmiodniowym, donosowym
podawaniu AgNPs o wielkosci 25 nm i w dawce 50 mg/kg m.c.) nastepowalo pogorszenie
pamigci przestrzennej, nie stwierdzono natomiast zmian w pamieci operacyjnej (Davenport i
wsp., 2015). Wykazano rowniez uposledzenie koordynacji ruchowej oraz spadek aktywnosci
motorycznej nowonarodzonych szczurow, ktorym AgNPs podawano donosowo przez 14
tygodni. Zmianom motorycznym towarzyszyly zmiany degeneracyjne w warstwie ziarnistej
mozdzku i1 aktywacja komorek glejowych. Autorzy sugerowali, ze zaobserwowane zaburzenia
motoryczne sg Spowodowane zmniejszeniem poziomu biatek kanatow wapniowych w obrgbie
mozdzku (Yin i wsp., 2015b). Spadek aktywnos$ci ruchowej zostal rowniez stwierdzony u
dorostych szczurow, ktorym podawano AgNPs (5 nm) dozylnie (Zhang i wsp., 2013). W
kolejnym badaniu, przeprowadzonym w naszej pracowni na opisanym w tej pracy modelu,

stwierdzono zmiany w ultrastrukturze ostonek mielinowych, zarowno pod wptywem AgNPs,
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jak i jonow srebra. Na elektronogramach obserwowano liczne odcinki ostonki mielinowej z
rozluznionymi i rozwarstwionymi blaszkami. Towarzyszylo temu istotne statystycznie
obnizenie wzglednego stezenia bialek charakterystycznych dla ostonek mielinowych (MOG,
MAG i CNP). Nie stwierdzono natomiast zmian w procesach poznawczych, aktywnos$ci
motorycznej czy koordynacji ruchowej u szczurow W zastosowanych testach behawioralnych
(Dabrowska-Bouta i wsp., 2016).

Analiza elektronogramow W niniejszej pracy ujawnita takze zmiany ultrastrukturalne w
obrebie organelli komoérkowych, takie jak obrzeknigte mitochondria z widoczng fragmentacja
grzebieni, nadreaktywno$¢ aparatu Golgiego czy zaburzenia cytoszkieletu jadrowego.
Wymienione nieprawidtowos$ci byty obecne gldéwnie w neuronach korowych i hipokampalnych
zwierzat eksponowanych na AgNPs (Ryc. 6 i 7). Prawdopodobnie zaobserwowane zmiany w
ultrastrukturze mitochondriow sa skorelowane ze zmianami w przepuszczalnosci bton
mitochondrialnych 1 aktywnos$ci enzymoéw mitochondrialnych. Wiadomo bowiem, ze
nanoczastki moga przenika¢ przez bariery biologiczne, w tym takze przez blony
mitochondrialne. Ze wzgledu na swoje whasciwosci oksydoredukcyjne moga rowniez zaburzac
funkcjonowanie enzyméw tancucha oddechowego (Costa i wsp., 2010). Uzyskane przez nas
wyniki potwierdzaja to, gdyz zaobserwowaliSmy istotny statystycznie (okoto 29%) spadek
warto$ci mitochondrialnego potencjalu blonowego w moézgu szczurdéw, ktorym podawano
AgNPs.

Zmiany w obrebie organelli komorkowych w neuropilu zwierzat eksponowanych na cytrynian
srebra nie byly tak nasilone, jak w przypadku zwierzat eksponowanych na nanoczastki. Ta
obserwacja jest skorelowana z niewielkim (ok. 15%), statystycznie nieistotnym spadkiem

mitochondrialnego potencjatu btonowego w tej grupie (Ryc. 23).

5.3. AgNPs a stres oksydacyjny, stan zapalny i $mier¢ komérkowa

W literaturze mozna znalez¢ coraz wigcej informacji na temat biodystrybucji
nanoczastek srebra w organizmie, ale wiedza dotyczgca mechanizméw ich toksyczno$ci wcigz
wymaga uzupehienia. Szczegodlnie mato uwagi poswigca si¢ badaniu neurotoksycznosci tych
substancji w warunkach in vivo, pomimo ich narastajacej obecnosci w technologiach
medycznych, jak rowniez w produktach konsumenckich.

Zaprezentowane w tej pracy wyniki badan pokazuja wptyw matych dawek AgNPs o

niewielkiej $rednicy oraz jondéw srebrowych w tej samej dawce na markery stresu
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oksydacyjnego oraz aktywno$¢ enzymatycznych 1 nieenzymatycznych uktadow
antyoksydacyjnych obecnych w modzgu. Dla pordéwnania, analogiczne oznaczenia
przeprowadzono w watrobie badanych zwierzat.

Na podstawie danych literaturowych wiadomo, ze stres oksydacyjny jest waznym
elementem mechanizmu toksycznosci AgNPS, przy czym im mniejsza nanoczgstka tym
obserwowane efekty toksyczne sa silniejsze (Carlson i wsp., 2008; Gliga i wsp., 2014).
Wykazano, ze AgNPs zmniejszaja przezywalnos¢ wielu linii komoérek ssaczych, m.in.
makrofagdéw pecherzykow ptucnych (Carlson i wsp., 2008) i ludzkich monocytow (Foldbjerg i
wsp., 2009). Stwierdzono, ze jest to spowodowane nadprodukcjg ROS i powstaniem stresu
oksydacyjnego, ktory prowadzi do $mierci komérkowej na drodze apoptozy lub nekrozy
(Carlson i wsp., 2008; Foldbjerg i wsp., 2009). Takze inkubacja szczurzych komorek
ziarnistych moézdzku z AgNPs (20-25 nm) powodowata wzrost produkcji ROS, czemu
towarzyszyto zmniejszenie puli zredukowanego glutationu (Yin i wsp., 2013). Indukcje stresu
oksydacyjnego zaobserwowano takze podczas ekspozycji pierwotnych korowych komorek
neuralnych z AgNPs (okoto 20 nm). Stwierdzono wzrost produkcji ROS, karbonylacje biatek i
podwyzszong ekspresje HO-1 (Haase i wsp., 2012) — biatka o wlasciwosciach
cytoprotekcyjnych i przeciwutleniajacych, biorgcego takze udziat w wyciszeniu Stanu
zapalnego (Kozakowska i wsp., 2015).

Dane literaturowe wskazuja, ze AgNPs wywotujg stres oksydacyjny w wielu narzadach,
przy czym najwigcej doniesien dotyczy udzialu tego patomechanizmu w hepatotoksycznosci.
Zainteresowanie wplywem AgNPs na watrobe jest zwigzane z wynikami badan nad
biodystrybucja pokazujacymi, ze jest ona gtdwnym narzadem, do ktdrego nanoczagstki sg
transportowane po przeniknigciu do krazenia i gromadzone w najwiekszych iloSciach
(Loeschner i wsp., 2011). Nadprodukcje¢ ROS zaobserwowano m.in. w watrobie szczurow
eksponowanych na AgNPs droga pokarmowa (Ebabe Elle i wsp., 2013; Patlolla i wsp., 2015),
co koreluje z uzyskanymi przez nas wynikami. Ponadto stwierdziliSmy, ze powstawanie ROS
w watrobie bylo bardziej nasilone w grupie otrzymujacej Ag® (prawie dwukrotnie) niz po
ekspozycji na AgNPs (Ryc. 14A).

Nadmierna produkcja ROS jest skladowa mechanizmu neurotoksycznosci.
Stwierdzono, ze jednorazowe dootrzewnowe podanie myszom AgNPs (29,3 + 12,5 nm) w
bardzo duzej dawce (1000 mg/kg m.c.) powoduje zmiany ekspresji wielu genow w mozgu, W
tym gendéw zwigzanych ze stresem oksydacyjnym i stanem zapalnym (Rahman i wsp., 2009).
Nadprodukcje ROS zaobserwowano rowniez w hipokamie szczurdw, ktdre byly narazone na

14-dniowe donosowe podanie AgNPs (33 — 380 nm) w dawce 30 mg/kg m.c./dzien (Liu i wsp.,
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2012b). Jak pokazujg nasze badania, juz niewielkie dawki AgNPs (0,2 mg/kg m.c.) podawane
przewlekle droga pokarmowa powoduja nasilenie produkcji ROS w mézgu. Podobne zmiany
w poziomie tego markera stresu oksydacyjnego zaobserwowaliSmy takze w grupie
eksponowanej na Ag™ (Ryc. 13A).

Komoérki posiadaja mechanizmy antyoksydacyjne, ktoérych zadaniem jest usuwanie
nadmiaru ROS. Jes§li mechanizmy obronne nie sg w stanie zneutralizowa¢ tych wysoce
reaktywnych molekut, to nagromadzone ROS tatwo wchodza w reakcje z makroczasteczkami
takimi jak DNA, biatka i lipidy, powodujac zaburzenia proceséw fizjologicznych. Dochodzi
wtedy do powstania stresu oksydacyjnego, ktory prowadzi m.in. do peroksydacji lipidow bton
biologicznych, co moze zaburza¢ ich strukturg i zwickszaé przepuszczalnos¢.

W naszych badaniach wykazalismy, ze zarowno ekspozycja na AgNPs, jak i jony
srebrowe, powoduje istotny statycznie, umiarkowany wzrost poziomu MDA w mozgu
eksponowanych zwierzat. Tak jak w przypadku ROS, zmiana poziomu MDA byta zblizona w
obu grupach eksponowanych na srebro (o ok. 20% w poréwnaniu do kontroli) (Ryc. 13B).
Uzyskany przez nas wynik badania poziomu MDA w modzgu trudno jest odnies¢ do danych
literaturowych, gdyz dotychczas tylko Krawczynska 1 wsp. (2015) ocenili wptyw AgNPs na
peroksydacje¢ lipidow bton w warunkach in vivo. Ich model badawczy, catkowicie roznigcy si¢
od naszego, wykazal, ze jednorazowe dozylne podanie szczurom AgNPs (20 nm, dawka 10
mg/kg m.c.) powoduje obnizenie peroksydacji lipidow, przy czym oznaczenie przeprowadzono
dopiero 28 dni po iniekcji, a nie jak w przypadku naszego modelu — bezposrednio po
kilkunastodniowym podawaniu.

W badaniach wykonanych na linii ludzkich komoérek watrobowych wykazano, ze jony
srebra powodujg silniejszy stres oksydacyjny niz AgNPs, pomimo ze absorpcja obydwu form
srebra przez komorki byta zblizona (Vrcek i wsp., 2014). Koreluje to z uzyskanymi przez nas
wynikami, bowiem w watrobie szczuréw tylko Ag* spowodowaly istotne statystycznie
podwyzszenie poziomu MDA (oraz bardziej nasilong produkcje ROS) (Ryc. 14B). Nie oznacza
to jednak, ze pod wptywem AgNPs nie dochodzi w tym narzadzie do peroksydacji lipidow,
gdyz prawdopodobnie dtuzsza ekspozycja i/lub wieksze dawki AgNPs nasilityby ten proces.
Te teori¢ potwierdzaja inne badania in vivo, w ktorych obserwowano istotny statystycznie
wzrost poziomu MDA w watrobie zwierzat eksponowanych na AgNPs (El Mahdy i wsp., 2015;
Patlolla i wsp., 2015). Wzrost poziomu MDA wykazano rowniez we krwi szczuréw, ktorym
podano AgNPs (10 nm, dawka 1 mg/kg m.c.) drogg wziewna (Lingabathula i wsp., 2017).

Obserwowane roznice w warto$ciach wybranych markeréw stresu oksydacyjnego w

modzgu i1 watrobie zwierzat eksponowanych na AgNPs, pozwalajag wysnu¢ wniosek, ze mozg
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jest bardziej podatny niz watroba na toksyczne dziatanie niskich dawek AgNPs. Moze to mie¢
zwigzek z wigkszg podatnos$cig mozgu na stres oksydacyjny, gdyz w tym narzadzie obserwuje
si¢ wyzsze zuzycie tlenu niz w innych tkankach oraz obecno$¢ aktywnego uktadu
glutaminergicznego. Ponadto wystepujg znaczne ilosci wielonienasyconych kwasow
thuszczowych, ktore tatwo ulegaja utlenieniu, a aktywnos$¢ uktadow antyoksydacyjnych jest
wzglednie niska w poréwnaniu z innymi narzagdami. Nie bez znaczenia jest roOwniez fakt, ze w
mobzgu wystepuja obszary z wysoka zawarto$cig metali o wtasciwosciach oksydoredukcyjnych,

ktore katalizujg reakcje prowadzace do powstania ROS (Sayre i wsp., 2008; Friedman, 2011).

Obserwowany wzrost poziomu wybranych markeréw stresu oksydacyjnego §wiadczy o
obnizeniu skuteczno$ci enzymatycznych i nieenzymatycznych uktadow antyoksydacyjnych,
ktore w warunkach fizjologicznych zapobiegaja uszkodzeniu makroczasteczek w wyniku
reakcji z ROS. Taka funkcje petniag, m.in. enzymy antyoksydacyjne CAT, SOD, GPx i GR oraz
uktad glutationu.

Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, ze aktywacja wymienionych enzymow
antyoksydacyjnych w moézgu szczurow pod wptywem AgNPs (jak réwniez Ag®) nie jest
procesem oczywistym. Zadna z podanych form srebra nie spowodowata istotnych statystycznie
zmian w aktywnosci SOD czy CAT. Stwierdzono jedynie nieznaczne obnizenie aktywnoS$ci
CAT w grupie eksponowanej na AgNPs 1 nieznaczne podwyzszenie aktywnosci tego enzymu
w grupie eksponowanej na cytrynian srebra (Ryc. 15). Rowniez w watrobie zwierzat
eksponowanych na AgNPs nie wykazano rdéznic w aktywnosci obu enzymoéw w pordwnaniu do
grupy kontrolnej. Jedynie ekspozycja na cytrynian srebra spowodowata istotny statystycznie
wzrost aktywno$ci obu enzymow W tym narzadzie (Ryc. 16).

Nasze obserwacje, dotyczace wptywu AgNPs na aktywno$¢ CAT i SOD, trudno jest
odnies¢ do danych literaturowych, gdyz wystepuja w nich znaczne rozbieznosci. W badaniach
przeprowadzonych na liniach komoérek ludzkich stwierdzono zaréwno spadek aktywnosci SOD
przy rownocze$nie podwyzszonym poziomie MDA (Song i wsp., 2012), jak i wzrost
aktywnosci tego enzymu, czemu towarzyszyto, m.in. podwyzszenie poziomu ROS i obnizenie
poziomu glutationu zredukowanego (Vrcek i wsp., 2014; Suliman i wsp., 2015). Chociaz nasze
badania nie wykazaty zmian w aktywno$ci SOD w moézgu i watrobie szczurow pod wptywem
AgNPs, to z danych literaturowych wynika, ze mogg one w pewnych warunkach wptywaé na
ten enzym. Wykazano, ze po jednorazowym dozylnym podaniu szczurom tych nanoczastek
nastepuje wzrost aktywnosci SOD w moézgu przy réwnoczesnym obnizeniu poziomu mRNA

Sod 1 (Krawczynska i wsp., 2015). Z kolei spadek aktywnosci tego enzymu (i rownoczesny
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wzrost poziomu MDA) zostal stwierdzony w jadrach szczurow, ktorym podano AgNPs
dozotagdkowo w dawce 5 mg/kg m.c. (Ansar i wsp., 2016) oraz we krwi szczuréw
eksponowanych na nie drogg wziewng (Lingabathula i wsp., 2017). Brak zmian w aktywnoSci
tego enzymu stwierdzono w watrobie szczuréw, ktorym podano duzg dawke AgNPs (Ebabe
Elle i wsp., 2013) oraz w mozgu i watrobie karpia (fac. Cyprinus carpio) (Lee i wsp., 2012).

Wazrost aktywnosci CAT pod wpltywem AgNPs zaobserwowano w niektorych ludzkich
liniach komoérkowych (Suliman i wsp., 2015; Zhang i wsp., 2015) oraz w surowicy myszy na
nie eksponowanych (Negahdary i wsp., 2015). Z kolei wyrazny spadek aktywnosci tego
enzymu pod wptywem AgNPs stwierdzono w jadrach szczuréw eksponowanych drogg
pokarmowa (Ansar i wsp., 2016) oraz we krwi szczuréw po ekspozycji droga wziewng
(Lingabathula i wsp., 2017). Wyniki badan Lee i wsp. (2012), podobnie jak nasze, nie wykazaty
zmian w aktywnosci tego enzymu w mozgu i watrobie karpia.

Natomiast w przypadku GPx i GR zaobserwowali$my, ze zarowno AgNPs jak i Ag*
powodujg istotny statystycznie wzrost aktywnosci tych enzymow w mozgu badanych zwierzat
(Ryc. 19), ale nie wptywaja na ich aktywnos¢ w watrobie (Ryc. 20). Dane literaturowe
wskazuja, ze AgNPs moga zarowno obnizaé, jak i podwyzsza¢ aktywnos¢ GPx. Zmniejszenie
aktywnosci tego enzymu pod ich wptywem obserwowano w linii ludzkich hepatocytow (Song
I wsp., 2012) oraz w jadrach szczuréw (Ansar i wsp., 2016). Z kolei wzrost jego aktywnos$ci
stwierdzono w mozgu szczuréow, ktorym podano AgNPs (20 nm, dawka 10 mg/kg m.c.)
jednorazowo drogg dozylng (Krawczynska i wsp., 2015). Szczegolnie trudno dostepne sa
informacje o wptywie nanoczastek srebra na aktywno$¢ GR. Krawczynska i wsp. (2015)
wykazali, ze mogg one zwigksza¢ aktywno$¢ GR w modzgu szczuréw, czemu towarzyszyto
obnizenie poziomu mRNA dla tego biatka.

Podsumowujac, zastosowanie niskich dawek AgNPs/Ag” w naszym modelu narazenia
wywotato indukcj¢ umiarkowanego stresu oksydacyjnego w mozgu i watrobie szczuréw, nie
powodujac przy tym nasilonej aktywacji wybranych enzymow uktadu antyoksydacyjnego
(CAT, SOD, GPx i GR).

Zbadalismy rowniez wplyw AgNPs i Ag" na nieenzymatyczny uktad antyoksydacyjny
— uktad glutationu. Wykazali$my, ze pod wptywem obu form srebra dochodzi do istotnego
statystycznie spadku stosunku GSH/GSSG w moézgu badanych zwierzat w poréwnaniu do
grupy kontrolnej otrzymujacej sol fizjologiczng. Rownoczesnie poziom tGSH pomig¢dzy

poszczegdlnymi grupami byt zblizony (Ryc. 17).
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Grupy tiolowe biatek sg bardzo wrazliwe na utlenianie pod wpltywem reaktywnych form
tlenu i azotu, dlatego tez sg one zabezpieczane przed nieodwracalnymi modyfikacjami na
drodze S-tiolacji, przy czym najczgséciej mamy do czynienia z S-glutationylacjg. Proces S-
glutationylacji zachodzi gtéwnie w warunkach umiarkowanego stresu i polega na utworzeniu
mostkoéw disulfidowych miedzy grupami tiolowymi biatek a glutationem (Rodacka i wsp.,
2014). Proces ten moze wyjasni¢ obserwowany spadek stosunku GSH/GSSG przy praktycznie
nie zmienionym poziomie tGSH. Przyczyna obnizenia poziomu GSH moze tez by¢ jego
bezposrednia reakcja z anionorodnikiem ponadtlenkowym i rodnikiem hydroksylowym.
Ponadto glutation jest kofaktorem w reakcji katalizowanej przez GPx, co rowniez prowadzi do
obnizenia stezenia GSH i powstania GSSG (Cnubben i wsp., 2001).

Obnizenie poziomu zredukowanego glutationu stwierdzono m.in. w szczurzych
komorkach ziarnistych mozdzku (Yin i wsp., 2013), szczurzych komoérkach watrobowych
(Hussain i wsp., 2005) i w ludzkich hepatocytach (Piao i wsp., 2011) inkubowanych z AgNPs.
Z Kolei badania in vivo nie wykazaty wptywu AgNPs na uktad glutationu w watrobie gryzoni.
28-dniowe dootrzewnowe podawanie szczurom AgNPs (8,7 nm, dawka 4 mg/kg m.c./dzien)
nie spowodowato zmiany stezenia GSH, pomimo ze obserwowano peroksydacje lipidow bton
w tym narzadzie (El Mahdy i wsp., 2015). Réwniez nasze wyniKi przy zastosowaniu nizszej
dawki AgNPs 1 krotszym okresie ekspozycji pokazuja, ze AgNPs nie wpltywaja na uktad
glutationu w tym narzadzie (Ryc. 18).

Oceng wptywu AgNPs na uktad glutationu przeprowadzono takze w innych narzadach
gryzoni. Davenport i wsp. (2015) wykazali, ze ekspozycja myszy na duze dawki AgNPs (25 i
50 mg/kg m.c.) powoduje spadek stosunku GSH do GSSG oraz obniza pulg¢ limfocytow w
Sledzionie. Uwaza si¢, ze istnieje zwigzek pomigdzy spadkiem stosunku GSH/GSSG a
pogorszeniem funkcji limfocytow. Limfocyty nie sg bowiem zdolne do prawidlowe;j
odpowiedzi odpornosciowej przy zbyt niskim poziomie GSH, co moze sprzyja¢ rozwojowi
stanu zapalnego (Morris i wsp., 2013). Spadek poziomu GSH stwierdzono réwniez we krwi

szczur6w narazonych na AgNPs droga wziewng (Lingabathula i wsp., 2017).

Dostepne dane literaturowe oraz nasze wlasne wyniki nie daja jednoznacznej
odpowiedzi na pytanie o wptyw AgNPs na wymienione wczesniej uktady antyoksydacyjne,
pomimo ze wykazano ich zdolno$¢ do indukc;ji stresu oksydacyjnego. Uzyskane rozbieznosci
w wynikach (zwlaszcza in vivo) moga by¢ spowodowane kilkoma czynnikami, takimi jak droga
podania, czas narazenia czy typ zastosowanych nanoczgstek. Uwaza si¢ rowniez, ze w obrone

komorek przed AgNPs moga by¢ zaangazowane nieprzebadane przez nas uklady
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antyoksydacyjne. Wérod nich wymienia si¢ HO-1 (Davenport i wsp., 2015), uktad tioredoksyny
(Xu 1 wsp., 2015a) oraz metalotioneiny (Luther i wsp., 2012). Co istotne, Xu i wsp. (2015a)
zaobserwowali, ze nadmierna ekspozycja na AgNPs moze uposledza¢ funkcjonowanie uktadu
tioredoksyny, co w konsekwencji prowadzi do rozwoju stanu zapalnego lub $mierci

komorkowe;.

Ciekawych informacji 0 mechanizmach toksycznosci AgNPs (i dla poréwnania Ag")
dostarczaja nam takze badania nad ich wptywem na organizmy nizsze. W jednym z nich
oceniono wptyw AgNPs i Ag” na zdolno§¢ wywolania stresu oksydacyjnego u Enchytraeus
crypticus (robaka doniczkowego). Badajac liczne parametry, m.in. aktywnosci CAT, GPx,
GST, GR, MT i peroksydacje lipidow, wykazano, ze Ag" indukujg stres oksydacyjny wcze$niej
niz AgNPs, przy czym w obydwu przypadkach stwierdzono wzmozong peroksydacje lipidow.
Ponadto, kazda z form srebra w odmienny sposéb wplywata na aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych. Po ekspozycji na AgNPs wzrosta aktywno$¢ CAT, MT, podczas gdy Ag*
zwigkszyly aktywno$¢é GST i GPx. Uzyskane wyniki moga wskazywaé, ze efekty toksyczne
AgNPs pojawiajg si¢ z pewnym opdznieniem w porownaniu do jondow srebra, co moze mieé
zwigzek ze stopniowym uwalnianiem jonéw z powierzchni AgNPs i/lub bezposrednim

dziataniem samych nanoczastek (Ribeiro i wsp., 2015).

Poniewaz stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do rozwoju stanu zapalnego,
przeprowadziliSmy ocen¢ wpltywu niskich dawek AgNPs na indukcje tego procesu.
Wykazalismy, ze przewlekte podawanie szczurom tak matej dawki nie powoduje zmian w
poziomie wybranych markerow stanu zapalnego (cytokin prozapalnych: IL-1p i IL-6) zaréwno
w mozgu (Ryc. 21), jak i w watrobie (Ryc. 22) eksponowanych zwierzat. Z danych
literaturowych wiadomo jednak, ze AgNPs moga wplywa¢ na poziom cytokin,
immunoglobulin 1 aktywno$¢ komorek uktadu odpornosciowego, jesli poda si¢ zwierzetom
wysokg dawke i/lub zastosuje dtuzszy czas ekspozycji. Podwyzszony poziom IL-6 i TNF-a
stwierdzono w watrobie szczurow, ktore byly eksponowane na AgNPs (20 nm, dawka 500
mg/kg m.c./dzien) droga pokarmowa przez 81 dni (Ebabe Elle i wsp., 2013). Dozylne
podawanie szczurom AgNPs (20 nm, dawka 6 mg/kg m.c.) przez 28 dni rowniez skutkowato
zmianami w poziomach IL-1B, IL-6, TNF-a i interleukiny 10 (IL-10) w surowicy zwierzat.
Ponadto obserwowano spadek wytwarzania interferonu-y, wzrost poziomu immunoglobuliny
M (IgM) i immunoglobuliny E (IgE) oraz supresj¢ komorek NK (ang. natural killer cells) (De
Jong i wsp., 2013). Wykazano rowniez, ze AgNPs podawane myszom drogg pokarmowg w

dawce 1 mg/kg m.c., zwigkszaty stezenie TGF-B w surowicy, ktory to czynnik bierze udziat w
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kontroli procesu proliferacji i roznicowania komorek oraz wykazuje dziatanie przeciwzapalne.
Przedtuzona ekspozycja prowadzita rowniez do podwyzszenia stezenia IL-1, interleukiny 4 (1L-
4), IL-6, IL-10, interleukiny 12 (IL-12) i TGF-B oraz poziomu IgE w surowicy badanych
zwierzat, przy czym nie towarzyszyly temu zadne zmiany histopatologiczne w watrobie (Park
i wsp., 2010a). Z danych literaturowych wynika takze, ze pojedyncza dozylna iniekcja AgNPs
(20 nm) moze spowodowaé podwyzszenie poziomu mRNA dla interleukiny 8 (IL-8), MIP-2,
TNF- a i receptora IL-1 (Gaiser i wsp., 2013).

Wiadomo, ze AgNPs indukujg nadprodukcje ROS i zaburzenia funkcji mitochondriéw
prowadzace w konsekwencji do powstania stresu oksydacyjnego (Lee i wsp., 2014b; Zieminska
I wsp., 2014), ale moga rowniez aktywowac¢ makroautofagig, czyli proces pozyskiwania energii
na drodze degradacji utlenionych biatek czy uszkodzonych pod wptywem stresu oksydacyjnego
organelli, pozwalajacy zahamowa¢ wewnatrzkomoérkowa produkcje ROS. Jednak
przedtuzajaca si¢ makroautofagia moze prowadzi¢ do smierci komoérkowej, m.in. na drodze
apoptozy. Opisany *lancuch zaleznosci zostal zaobserwowany gléwnie w badaniach
toksycznos$ci AgQNPs w modelach in vitro (Chen i wsp., 2007; Lee i wsp., 2014b).

Jak dotad w literaturze jest niewiele informacji na temat wptywu nanoczastek na proces
autofagii, pochodzacych glownie z badan in vitro. Stwierdzono, m.in. ze inkubacja ludzkich
fibroblastow z nanoczastkami zlota aktywuje ten proces. Obserwowano wystepowanie
autofagosomow, istotny statystycznie wzrost poziomu biatka MAP LC3-1l oraz niewielki
wzrost poziomu bekliny 1 w poréwnaniu do kontroli. Wedtug niektoérych badaczy poziom
bekliny 1 jest tylko przejsciowo podwyzszany (Li i wsp., 2010). Réwniez inkubacja mysich
embrionalnych fibroblastow ze stabilizowanymi cytrynianem AgNPs (20 nm) spowodowata
powstanie licznych autofagosomow, istotny wzrost poziomu MAP LC3-I1 i niewielkie zmiany
w poziomie bekliny 1 (Lee i wsp., 2014b). Ponadto, aktywacje autofagii z nastgpujaca po niej
aktywacja apoptozy, zaobserwowano w watrobie szczurow, ktorym podano jednorazowo
dootrzewnowo AgNPs (10-30 nm, dawka 500 mg/kg m.c.). Stwierdzono istotny statystycznie
wzrost poziomu biatka MAP LC3-1I, ktéry utrzymywat si¢ do 4 dnia po ekspozycji i nastgpnie
wracat do normy (Lee i wsp., 2013b). Z kolei nasze badania nie wykazaly zmian w poziomie
bekliny 1 i MAP LC3-1II w watrobie zwierzat eksponowanych na AgNPs lub jony srebra (Ryc.
25). Prawdopodobnie, pomimo 14-dniowej ekspozycji, zastosowana dawka zwigzkow srebra
byla zbyt mata, aby aktywowaé proces w tym narzadzie. W przypadku homogenatow
mozgowych stwierdzilismy, ze ekspozycja na AgNPs powoduje niewielki, ale istotny
statystycznie wzrost poziomu bekliny 1 (ok. 20%) i MAP LC3-11 (ok. 27%) w poréwnaniu do
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grupy kontrolnej oraz tworzenie ciat mielinopodobnych w hipokampie (Ryc. 24 i 9). Podobnego
efektu nie obserwowalismy u zwierzat eksponowanych na jony srebra.

O ile tworzenie si¢ cial mielinopodobnych moze odpowiada¢ strukturom
charakterystycznym dla wezesnych etapow autofagii (patrz Ryc. 28), o tyle w badaniach TEM
nie zanotowali$my obecnosci struktur poéznych. Obserwowany przez nas i przez innych badaczy
brak autofagolizosomoéw 1 réwnoczesne nagromadzenie si¢ autofagosomow  s3
najprawdopodobniej spowodowane uposledzeniem zdolnosci lizosomoéw do przeprowadzania
procesu degradacji, przy czym sugeruje si¢, ze ma to zwigzek z alkalizacja ich cytoplazmy oraz
utratg stabilno$ci btony lizosomalnej na skutek obecno$ci AgNPs. Powoduje to uposledzenie
procesu przytaczania autofagosomu do lizosomu, co w konsekwencji moze skierowa¢ komorke

na droge $mierci komorkowej (Lee i wsp., 2014b; Xu i wsp., 2015c; Mao i wsp., 2016).

Pomimo obserwowanych zmian w poziomie biatka antyapoptotycznego Bcl-2 i biatka
proapoptotycznego Bax w homogenatach mézgowych (jak rowniez watrobowych) zwierzat

eksponowanych na AgNPs/Ag" (Ryc. 26 i 27), nie stwierdzono wystepowania zmian

ultrastrukturalnych typowych dla tego procesu podczas analizy TEM skrawkoéw moézgu. Moze
to wynika¢ z zastosowania matej dawki badanych form srebra w poréwnaniu do doniesien
literaturowych o indukowanej przez AgNPs apoptozie.

Indukcje apoptozy pod wptywem AgNPs stwierdzono zarowno w badaniach in vitro,
jak i in vivo. Potwierdzono jg podczas inkubacji ludzkich hepatocytow (Piao i wsp., 2011),
komorek ziarnistych mozdzku (Yin i wsp., 2013) czy ludzkich fibroblastow (Hsin i wsp., 2008)
z AgNPs. Wykazano takze, ze 14-dniowa ekspozycja szczuréw na te nanoczastki drogg
pokarmowg wywotuje apoptozg W hipokampie (Bagheri-Abassi i wsp., 2015), a jednorazowe
dootrzewnowe podanie ich szczurom (10 — 20 nm) w dawce 500 mg/kg m.c. moze indukowaé
ten proces w watrobie (Lee i wsp., 2013b).

Zmiany w poziomie biatlek markerowych apoptozy i autofagii moga $wiadczy¢ o
uruchomieniu mechanizméw majacych zapobiec uszkodzeniu, a nast¢gpnie $mierci
komorkowej. Sugeruje si¢, ze zjawisko autofagii moze mie¢ kluczowe znaczenie w odpowiedzi
komorkowej skierowanej przeciwko toksycznemu dziataniu AgNPs (Lee i wsp., 2014b).

Uzyskane przez nas wyniki pokazuja, ze ekspozycja na niska dawke AgNPs wywotuje
umiarkowany stres oksydacyjny w mozgu, ktéremu towarzysza zmiany ultrastrukturalne w
neuronach 1 zakonczeniach synaptycznych, co moze prowadzi¢ do nasilonych procesow
neurodegeneracyjnych. Obserwowali$my takze aktywacje autofagii, ale zastosowana dawka

nie wywolala indukcji stanu zapalnego czy $mierci komodrkowej, cho¢ inni badacze
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obserwowali te procesy. Pomimo ze o mechanizmach neurotoksycznosci AgNPs wiadomo
coraz wigcej, to wcigz stan naszej wiedzy jest niepelny, co moze w przysztosci prowadzi¢ do
przykrych odkry¢. Od kilkunastu lat bada si¢, jak AgNPs wplywaja na rézne uktady
biologiczne, co caty czas prowadzi do nowych odkry¢. Ostatnio stwierdzono m.in. ze AgNPs
powodujg wzrost aktywnoS$ci neuronalnej syntazy tlenku azotu w mozgu szczurdéw, co moze
oznaczac, ze ekspozycja na AgNPs podwyzsza rowniez produkcje tlenku azotu (Sharma i wsp.,
2013).
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6. Podsumowanie wynikow

W zastosowanym modelu narazenia na niskie dawki AgNPs wykazano, ze sg one
wchianiane z przewodu pokarmowego do uktadu krwiono$nego w stopniu podobnym
do jonow srebra i sg obecne w parenchymie mozgowej, W otoczkach mielinowych oraz
w lizosomach neuronéw i komorek endotelialnych.

Pod wpltywem ekspozycji na obie formy srebra dochodzi do spadku wzglednego
poziomu bialek presynaptycznych (synapsyny | i synaptofizyny) i postsynaptycznego
(PSD-95, przy czym tylko dla AgNPs jest to zmiana istotna statystycznie) oraz zmian
ultrastrukturalnych w obrebie synaps , przy czym niektoére ze zmian (luzne skupiska
pecherzykow synaptycznych w neuropilu, ciata mielinopodobne) sg charakterystyczne
dla formy ,,nano” a strukturg szczeg6lnie wrazliwg jest hipokamp.

AgNPs, w przeciwienstwie do jonow srebra, jedynie w mozgu indukuja powstawanie
wolnych rodnikéw tlenowych, prowadzace do wzmozonej peroksydacji lipidow bton.
Pomimo braku réznic w poziomie catkowitego glutationu w homogenatach mozgu
zwierzat eksponowanych na AgNPs/Ag®, obserwuje sie spadek stosunku formy
zredukowanej do utlenionej, co moze $wiadczy¢ o spadku funkcji antyoksydacyjnej
uktadu glutationowego.

Sposrod wybranych enzymow antyoksydacyjnych, jedynie aktywnosc¢ GPx i GR
wzrasta w mozgu pod wptywem AgNPs, co moze wigzac si¢ ze zwigkszonym zuzyciem
GSH. Pod wptywem jonow srebra dochodzi do wzrostu aktywnosci GPx i GR w mozgu
oraz wzrostu aktywnosci SOD i CAT w watrobie.

Nie swierdzono wplywu zastosowanej dawki AgNP/Ag® na indukcje cytokin
prozapalnych (w oparciu o poziom ekspresji IL-1p i IL-6).

Wykazano zmiany ultrastrukturalne w mitochondriach, spadek potencjatu bton
mitochondrialnych oraz wzrost poziomu ekspresji bekliny 1 i MAP LC3-I1I jedynie w
moézgu zwierzat eksponowanych na AgNPs.

Pomimo braku ultrastrukturalnych cech apoptozy stwierdzono zmiany profilu
biatkowych markerow pro- i antyapoptotycznych (Bax i Bcl-2) w narzadach zwierzat
eksponowanych na obie formy srebra. Profil tych zmian sugeruje jedynie

proapoptotyczne dziatanie jonow srebra w mozgu.
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7. WnioskKi

1. Obecnos¢ nanogranul w parenchymie mozgowej zwierzat eksponowanych drogg pokarmowa
na niskie dawki AgNPs, wskazuje na zdolno§¢ AgNPs do przenikania przez barier¢ krew-mozg
I gromadzenia si¢ w strukturach komoérkowych (glownie lizosomach).

2. Zmiany ultrastrukturalne w obrebie synaps wraz ze zmianami ekspresji biatek synaptycznych
wskazuja na mozliwos¢ dysfunkcji zakonczen nerwowych 1 r1ozwdj procesow
neurodegeneracyjnych, gtownie w rejonie hipokampa, juz przy narazeniu na niskie dawki
AgNPs.

3. Mozg jest narzadem szczegdlnie wrazliwym na AgNPs, ktore juz w niskich dawkach
wywotuja umiarkowany stres oksydacyjny oraz zaburzenia mitochondriow prowadzace do
aktywacji procesu autofagii, nie indukujac jednakze procesu zapalnego ani procesOw
prowadzacych do $mierci komoérkowej na drodze apoptozy.

4. Profil zmian badanych parametrow w mozgu i watrobie zwierzat eksponowanych na obie
formy srebra wskazuje, ze srebro w postaci jonowej indukuje wigkszy stres oksydacyjny
(przede wszystkim w watrobie), podczas gdy forma ,,nano” wykazuje wybiorcza toksyczno$é
w stosunku do mézgu opartg o charakterystyczne dla niej mechanizmy prowadzace do indukcji

autofagii.
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