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Streszczenie

Synteza nanoczastek metali (NPs) oparta na chemii zrbwnowazonego rozwoju staje
sie coraz popularniejsza ekologiczng metodg stosowang zamiast syntezy chemicz-
nej. W szczegdlnosci ekstrakty roslinne jako czynniki redukujace i stabilizujace sg
stopniowo wykorzystywane do syntezy metalicznych nanoczastek. Ekstrakty z rézy
damascenskiej (Rosa damascena), wykazujace wtasciwosci antyoksydacyjne, antybak-
teryjne, przeciwzapalne czy antynowotworowe, moga by¢ wykorzystane do syntezy
nanoczastek ztota.

Celem badan byfa ekologiczna i kontrolowana synteza nanoczastek ztota z za-
stosowaniem ekstraktu wodnego z rézy damascenskiej (Au@RD NPs). Analizowano
wptyw Au@RD NPs na przezywalnos$¢, poziom uszkodzert DNA i apoptoze w komér-
kach prawidtowych - ludzkich limfocytach, oraz nowotworowych: HL60 i A549.

W badaniach in vitro nie wykazano cyto- i genotoksycznosci Au@RD NPs wobec ko-
moérek prawidtowych, natomiast dla komérek nowotworowych wykazano selektywna
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cyto- i genotoksyczno$¢ oraz indukcje apoptozy. Uzyskane wyniki wskazuja, ze na-
noczastki ztota otrzymane zgodnie z zasadami chemii zréwnowazonego rozwoju sa
atrakcyjnymi materiatami hybrydowymi dla badan biologicznych fgczacymi dwa ak-
tywne sktadniki — nanoczastki metali i polifenole roslinne.

Stowa kluczowe: nanoczaski ztota; polifenole; apoptoza; uszkodzenia DNA

Abstract

In vitro biological activity of gold nanoparticles (Au@RD NPs) obtained using
aqueous extract of Damask rose (Rosa damascene)

Synthesis of metal nanoparticles (NPs) based on Sustainable Chemistry is an incre-
asingly popular ecological method, instead of chemical synthesis. In particular, plant
extracts as reducing and stabilizing agents are gradually used for the synthesis of me-
tallic nanoparticles. Extracts of Damask rose (Rosa damascena) have antioxidant, anti-
bacterial, anti-inflammatory or anti-cancer properties that can be used to synthesize
gold nanoparticles.

The aim of the study was the ecological and controlled synthesis of gold nanopar-
ticles using Damask rose aqueous extract (Au@RD NPs). The effect of NPs Au@RD on
survival, DNA damage and apoptosis in normal cells: human lymphocytes and cancer
cells: HL60 and A549 was studied.

In vitro studies did not revealed cyto- and genotoxicity of Au@RD NPs in the
case of normal cells, while for cancer cells: selective cyto- and genotoxicity and induc-
tion of apoptosis were demonstrated. The data show that gold nanoparticles obtained
in accordance with the principles of Sustainable Chemistry are attractive hybrid mate-
rials for biological purposes combining two active components — metal nanoparticles
and plant polyphenols.

Key words: gold nanoparticles; polyphenols; apoptosis; DNA damage

Wprowadzenie

Synteza nanoczastek metali (NPs, ang. nanoparticles) oparta na zaloze-
niach chemii zréwnowazonego rozwoju staje si¢ coraz popularniejsza
ekologiczng metoda stosowang zamiast syntezy chemicznej. W szczegdl-
nosci ekstrakty roslinne jako czynniki redukujace i stabilizujace sg stop-
niowo wykorzystywane do syntezy metalicznych nanoczastek, dlatego
synteza ta jest potocznie okreslana ,,zielong chemig” [Akhtar i wsp. 2013,
Mittal i wsp. 2013, Bhaumik i wsp. 2015, Duan i wsp. 2015, Sasidharan
i wsp. 2018]. Zainteresowanie zastosowaniem nanoczastek jest duze ze
wzgledu na relatywng tatwos$¢ ich syntezy, dobra kontrole rozmiaréw
i ksztaltow, wlasciwosci optyczne i wysoka biokompatybilnos¢ powsta-
tych nanoczastek.
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Nanostruktury zlota ciesza si¢ duzym zainteresowaniem w bada-
niach naukowych ze wzgledu na ich szerokie zastosowanie w fotonice,
elektronice, katalizie, detekcji optycznej i obrazowaniu, terapii fototer-
malnej czy fotodynamicznej oraz w dostarczaniu substancji aktywnych
ilekow [Hu i wsp. 2006, Rao i Paria 2015, De Crozals i wsp. 2016, Peyn-
shaert i wsp. 2014]. Fizykochemiczne i biologiczne wlasciwosci nano-
struktur zlota r6znig sie w zaleznosci od ich wielkosci, ksztaltu, porowa-
tosci i modyfikacji powierzchni oraz wielu innych wlasciwo$ci. Rdzne
strategie i sposoby syntezy opisywane w literaturze pozwalajg uzyskac
réznorodne i réznowymiarowe nanoczgstki, w tym nanosfery, nanopre-
ty, nanoklatki czy nanopowloki [Akhtar i wsp. 2013, Duan i wsp. 2015,
Xia i wsp. 2009, Lofton i Sigmund 2005, Gharib i wsp. 2019]. Na pod-
stawie badan in vitro udowodniono, ze ogélna toksycznos¢ wykazywa-
na przez anizotropowe nanoczgstki ztota moze pochodzi¢ od srodkow
redukujacych i/lub stabilizujacych stosowanych w ich syntezie [Gharib
i wsp. 2019]. Jednakze dotyczy to przede wszystkim syntez z uzyciem
toksycznych odczynnikéw organicznych, gdzie istnieje obawa o niedo-
kfadne oczyszczanie prébek w obrobce koncowej lub podczas dializy
przy wymienianiu ligand powierzchniowych.

Zgodnie z proponowanym w literaturze mechanizmem generowania
nanoczastek metalicznych to grupy funkcyjne, takie jak grupy hydroksy-
lowe lub ketonowe flawonoiddw, polifenoli oraz innych czasteczek wyste-
pujacych w ekstraktach roslinnych, s3 utleniane do odpowiednich kwa-
séw karboksylowych przy jednoczesnej redukcji odpowiednich jonéw
metali [Ghoreishiiwsp. 2011, Edison i Sethuraman 2012, Lee i Park 2011,
Kasthuri i wsp. 2009]. Tak wiec ekstrakty roslinne, zawierajace zaréwno
pierwotne, jak i wtorne czasteczki metabolitéw bogatych we wspominane
grupy funkcyjne, mozna uznac¢ za czynniki redukujace oraz stabilizujace,
zapobiegajace agregacji czastek podczas poczatkowych etapdw syntezy
oraz pozniejszej agregacji i aglomeracji syntetyzowanych z ich uzyciem
nanoczastek.

Ekstrakty rodlinne zawierajace polifenole majg szeroko udokumento-
wany licznymi badaniami in vitro i in vivo potencjal antyoksydacyjny za-
pobiegajacy uszkodzeniom DNA [Kalim i wsp. 2010, Estrela i wsp. 2017]
oraz aktywnos¢ przeciwnowotworows, ktora wykazano takze dla nano-
czastek zlota [Avtanski i Poretsky 2018, Sztandera i wsp. 2019, Khan i wsp.
2019]. Na szczegdlng uwage zastuguja ekstrakty z rézy damascenskiej
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(Rosa damascena) (rycina 2, s. 15) bogate w rdzne substancje aktywne,
m.in. terpeny, glikozydy, flawonoidy, antocyjany, taniny czy wieloniena-
sycone kwasy tluszczowe (np. kwas linolenowy). Odmiana ta jest bogata
réwniez w witaminy C i E, beta-karoten oraz mineraly, takie jak: wapn,
zelazo, potas, mangan, sod, fosfor i cynk [Akram i wsp. 2020]. Ekstrak-
ty z platkdw rozy damascenskiej zawierajg mircen, kwas karboksylowy,
kempferol i kwercetyne [Schiber i wsp. 2005]. Dzi¢ki tak licznie reprezen-
towanym sktadnikom bioaktywnym ekstrakty te wykazuja potwierdzo-
ne wieloma badaniami szerokie spektrum wlasciwosci, m.in. dziatania:
antyoksydacyjne, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwbdlowe,
moczopedne, przeciwkaszlowe, zoélciopedne, rozkurczowe, przeciwcu-
krzycowe, przeciwzapalne [Mahboubi 2015]. Réwniez wczesniejsze ba-
dania prowadzone na ludzkich limfocytach poddanych dziataniu wycia-
gow z rézy damascenskiej potwierdzily wlasciwosci ochronne ekstraktow
rézanych przeciwko oksydacyjnym uszkodzeniom DNA indukowanym
25 uM H,0O, [Kalemba-Drozdz i Cierniak 2013]. Obecnie, kiedy coraz
wigcej uwagi poswieca si¢ rozwojowi biokompatybilnych i biodegrado-
walnych materialéw na bazie metabolitow roslinnych, hybrydowe bio-
materialy moga by¢ obiecujacymi wektorami w dziedzinie zastosowan
biomedycznych o kontrolowanym uwalnianiu, zwlaszcza w terapii nowo-
twordw [Guo i wsp. 2019, Liang i wsp. 2018]. W szczegolnosci biosynte-
tyzowane nanoczastki zlota mogga stac si¢ terapeutykami nowej generacji
przeciwko réznym rodzajom nowotwordéw. Zaprojektowana wielofunk-
cyjnos¢ nanoczastek metali, polegajaca na montazu/zakotwiczeniu me-
tabolitéw rodlinnych z ich antyoksydacyjnymi wiasciwosciami, moze
zapewnic selektywng aktywno$¢ w stosunku do komorek prawidlowych
i nowotworowych.

Zatem, majac do dyspozycji dwie tak rézne i jednoczesnie posiadajace
tak szerokie spektra terapeutyczne jednostki budulcowe jak nanoczastki
zlota i ekstrakt z rézy damascenskiej, postanowilismy przeprowadzi¢ syn-
tez¢ bioaktywnych nanoczastek zlota z wykorzystaniem tego ekstraktu
i zbadac ich dziatanie w ukladzie in vitro. Celem badan byla ekologiczna,
wydajna i kontrolowana synteza nanoczastek ztota z zastosowaniem eks-
traktu wodnego z r6zy damascenskiej (Au@RD NPs) bez uzycia innych
srodkéw redukujacych oraz okreslenie wptywu Au@RD NPs na przezy-
walno$¢, uszkodzenia DNA i proces apoptozy w komoérkach prawidlo-
wych - jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej (PBML), oraz
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w komorkach nowotworowych: ostrej bialaczce promielocytowej (HL60)
i ludzkim gruczolakoraku, tj. niedrobnokomérkowym raku ptuc (A549).

Materiaty i metody

Metody opisujace synteze Au@RD NPs, okreslenie wlasciwosci fizyko-
chemicznych (wielkos¢, ksztalt, stabilno$¢) otrzymanych Au@RD NPs
oraz zawarto$¢ polifenoli, flawonoidéw, cukréow redukujacych i wlasci-
wosci antyoksydacyjne zostaty szczegdtowo opisane w publikacji Towards
plant-mediated chemistry - Au nanoparticles obtained using aqueous
extract of Rosa damascena and their biological activity in vitro [Kyziot
i wsp. 2021]. Ogdlnie synteza nanoczastek Au@RD zostala zainicjowana
przez dodanie 2 ml 5 mM wodnego roztworu HAuCl, do 18 ml wodnego
ekstraktu r6zy damascenskiej (1 mg/ml) tak, aby koncowe stezenie kwasu
Au(III) w mieszaninie reakcyjnej wyniosto 0,5 mM. Mieszanina reakcyj-
na byla mieszana w sposéb ciagly w temperaturze pokojowej 22°C, przy
czym w ciggu 3 min rozwinelo si¢ r6zowe zabarwienie wskazujace po-
czatek tworzenia si¢ Au@RD NPs. Postep reakeji monitorowano mierzac
absorbancj¢ mieszaniny reakcyjnej w regularnych odstepach czasu. Ry-
cina 3 przedstawia zdjecie TEM uzyskanych Au@RD NPs. W niniejszej
pracy zaprezentowano wyniki eksperymentéw in vitro z Au@RD NPs.

nm i §0 nm

Rycina 3. Obraz z mikroskopu TEM przedstawiajgcy nanoczastki ztota uzyskane z uzyciem
wodnego ekstraktu z r6zy damascefiskiej w réznej skali [Kyziot i wsp. 2021: 7]
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|zolacja limfocytow

Krew bedaca zrédtem limfocytéw kontrolnych pochodzita ze stacji
krwiodawstwa w Krakowie i byla pobrana od 3 réznych dawcow plci
meskiej w wieku 23-45 lat. Pobrang krew wirowano [12 min, 1500 rpm
(350 x g), 4°C] w celu uzyskania osocza, a nastepnie krew rozcieniczona
w stosunku 1:1 z PBS wirowano w gradiencie gestosci [Histopaque 1077,
35 min, 1600 rpm (400 x g), w temperaturze pokojowej]. W kolejnym
etapie warstwa limfocytarna zostata dwukrotnie odwirowana w PBS bez
Ca* i Mg** [10 min, 1500 rpm (350 x g) w 4°C]. Limfocyty zostaly na-
stepnie zamrozone w -80°C w pozywce: 40% RPMI (Roswell Park Me-
morial Institute 1640 medium), 50% plodowa surowica cieleca (FBS, fetal
bovine serum), 10% dimetylosulfotlenek (DMSO).

Hodowla komorek HL60 i A549

Komérki HL60 (ATCC: CCL 240™) hodowano w zawiesinie o gestosci
5 x 10°/ml w pozywce RPMI 1640 z dodatkiem 10% FBS oraz antybioty-
kéw: penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (100 pg/ml). Komorki A549
(ATCC: CCL-185™) hodowano w zawiesinie 5 x 10°/ml w pozywce
DMEM (Dulbeccos Modified Eagle’s Medium) z L-glutaming, czerwie-
nig fenolowy i glukoza (4,5g/L) réwniez z dodatkiem 10% FBS oraz anty-
biotykéw: penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (100 ug/ml). Hodowle
prowadzono w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajacej 5% CO,
o wilgotnosci 95%, zmieniajac ptyn hodowlany co 48 godzin. Wszystkie
eksperymenty wykonywano w fazie logarytmicznego wzrostu komorek.
Do eksperymentéw komorki wysiewano na plytki 96-dotkowe w gesto-
$ci 1,5 x 10*/ml i inkubowano przez 24 godziny. Po tym czasie pozywki
wymieniano na $wieze i do komoérek dodawano Au@RD NPs w stezeniu
0-100 pug/ml i inkubowano przez 1, 24 i 48 godzin.

Ocena zywotnosci komarek - test fluorescencyjny

W celu zbadania wptywu Au@RD NPs na komorki prawidlowe (ludz-
kie limfocyty) przeprowadzono rdéznicowe barwienie fluorescencyijne,
w ktéorym pod wplywem dwuoctanu fluoresceiny komorki zywe bar-
wig sie na kolor zielony, a bromek etydyny wybarwia komoérki martwe
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na pomaranczowo. PBML o gestosci 1,5 x 10*/ml inkubowano przez
1124 godziny z Au@RD NPs w stezeniu 0-100 ug/ml. Nastepnie komorki
odwirowano, zawieszono w 30 pl PBS i mieszano w stosunku 1:1 z mie-
szaning dwuoctanu fluoresceiny w acetonie o stezeniu 5 mg/ml, bromku
etydyny w PBS o stezeniu 200 pg/ml i 4,6 ml PBS bez Ca*" i Mg?*. Prepa-
raty analizowano pod mikroskopem fluorescencyjnym z uzyciem niebie-
skiego filtra wzbudzajacego, liczac 500 losowo wybranych komérek w kaz-
dym preparacie. Zliczano wyniki z trzech niezaleznych eksperymentow.

Ocena zywotnosci komérek - test luminescencyjny CellTiter-blue®

Do monitorowania zywotno$ci komérek HL60 i A549 zastosowano test
CellTiter-Blue® (Promega). Oznacza si¢ w nim zdolnos¢ zywych komo-
rek do przeksztalcania barwnika (resazuryny) w produkt fluorescencyjny
(rezorufing). Tylko zywe komorki sg w stanie metabolizowac¢ i redukowac
barwnik - komdrki bez zdolnosci metabolicznej nie generuja sygnatu
fluorescencyjnego. Dzien przed eksperymentami komorki wysiewano na
96-dotkowe czarne plytki w gestos¢ 1,5 x 10* komoérek na dotek. Nastep-
nie dodawano Au@RD NPs w ilo$ci 0-100 pg/ml. Procedura testu jedno-
rodnego obejmuje dodanie pojedynczego odczynnika bezposrednio do
komoérek hodowanych w pozywce uzupelnionej surowicg. Dlatego po 24,
48 i 72 godzinach inkubacji z Au@RD NPs pozywka z hodowli komor-
kowej zostala usunieta i zastgpiona $wiezo przygotowana peina pozywka
(50 pl na dotek) uzupetniong odczynnikiem CellTiter Blue (10 pl na do-
tek). Po 3 godzinach inkubacji w 37°C, w atmosferze 5% CO,, mierzono
fluorescencje za pomoca czytnika mikroptytek (TECAN Infinitive200).
Dlugos¢ fali wzbudzenia: 560 nm; dlugos¢ fali emisji: 590 nm. Komorki
bez Au@RD NPs stuzyty jako kontrola. Wyniki przedstawione w dalszej
czesci opracowania prezentujg $rednig zywotno$¢ komorek z 6-krotnych
powtorzen (6 studzienek na kazdy punkt pomiarowy) z trzech niezalez-
nych eksperymentéw dla kazdej linii komdrkowe;j.

Badanie uszkodzeh DNA na poziomie pojedynczej komérki - test kometowy

Test kometowy (ang. comet assay) polega na elektroforezie nukleoidéw
w zelu agarozowym i stuzy do wykrywania uszkodzenn DNA na poziomie
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pojedynczej komorki. Jesli doszto do uszkodzenia DNA w komorce,
wowczas po zastosowaniu alkalicznej lizy (pH > 13), a nastepnie elek-
troforezy, widoczny jest charakterystyczny obraz tzw. komety. ,,Ogon ko-
mety” odzwierciedla ilo$¢ uszkodzenn DNA wyrazong jako % uszkodzen
DNA w pojedynczej komorce.

W przeprowadzonych doswiadczeniach PBML komérki HL60 i A549
o gestosci 5 x 10°/ml inkubowano przez 1, 24 oraz 48 godzin z Au@RD
NPs w stezeniu 0-100 pg/ml. Nastepnie odwirowano je w PBS w warun-
kach: 4°C, 5 min, 230 x g (1200 rpm) i zawieszono w 50 pl PBS bez Ca?*
i Mg**. Do zawiesiny komoérek dodawano agaroze o obnizonej tempera-
turze topnienia (LMPA, ang. low melting point agarose), po czym nakla-
dano ja na wczesniej przygotowane szkietka podstawowe pokryte aga-
roza o normalnej temperaturze topnienia (NMPA, ang. normal melting
point agarose). Po zastygnieciu agarozy preparaty zanurzano w buforze
lizujacym (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1%
Triton X-100, pH = 10) na 16 godzin. Nastepnie prowadzono elektrofo-
reze przez 30 min przy napieciu 0,74 V/cm i natezeniu 300 mA. Po neu-
tralizacji (0,4 M Tris pH = 7,5) preparaty zanurzano na 5 min w zimnym
metanolu. Bezposrednio przed analizg szkietka inkubowano przez 5 min
w wodzie destylowanej oraz barwiono jodkiem propidyny (2,5 ug/ml).
Pomiaréw dokonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Olym-
pus IX50. Analiza uszkodzen DNA zostala przeprowadzona w programie
Comet Assay 2.6 (Comet Plus, Theta System GmbH, Germany) okreslaja-
cym stopien uszkodzenia komorek. Wszystkie eksperymenty wykonano
w trzech niezaleznych powtdrzeniach, a z kazdego preparatu analizowa-
no po 100 komoérek. W dalszej analizie postuzono sie % DNA zawartym
w ogonie komety reprezentujacym stopien uszkodzenia komorek.

Apoptoza - poziom aktywnosci kaspaz 3/7

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komorki, jest procesem zlozo-
nym, ktéry obejmuje kaskade molekularnych zdarzen doprowadzajacych
do powstania tzw. cial apoptotycznych, ktdre sg catkowicie przetwarzane
z udzialem lizosomdéw komorek sgsiadujacych z degradowang komor-
ka lub przez makrofagi. Waznymi mediatorami apoptozy sa kaspazy,
ktére dzielimy na dwie grupy: inicjatorowe (kaspazy 2, 8, 9 i 10) oraz
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wykonawcze (kaspazy 3, 61 7). Oznaczenie aktywnosci kaspaz wykonaw-
czych jest jednym ze sposobow potwierdzenia, ze komdrka wchodzi na
droge apoptozy.

Aktywno$¢ kaspaz 3 i 7 mierzono za pomocy testu Caspase-Glo 3/7
(Promega, Madison, USA). Komoérki HL60 i A549 (2 x 10° na dotek)
wysiano na 12-dotkowych plytkach i wystawiono na dzialanie od 0 do
100 pg/ml Au@RD NP przez 24 i 48 godzin. Ekstrakty biatkowe (3 ug)
zmieszano z 50 ul odczynnika Caspase-Glo® 3/7 i umieszczono na biatych
96-dotkowych ptytkach. Po 120 min inkubacji luminescencj¢ mierzono
za pomoca czytnika mikroplytek Infinite M200. Eksperymenty wykona-
no w trzech powtdrzeniach a pomiary w duplikatach dla kazdego punktu
pomiarowego. Srednig warto$¢ luminescencji dla kazdego stezenia Au@
RD NPs podzielono przez $rednig wartos¢ dla kontroli i przedstawiono
jako % kontroli (kontrola traktowana jako 100%).

Apoptoza - wizualizacja komérek apoptotycznych z uzyciem barwnika Hoechst
33342 i mikroskopii fluorescencyjne;

Zapomoca barwienia fluorescencyjnego mozliwe jest odréznienie komo-
rek prawidlowych od tych, ktére weszly w apoptoze. Na poziomie mor-
fologicznym komorki apoptotyczne wyraznie réznig sie od zdrowych:
widoczne jest formowanie charakterystycznych ciatek apoptotycznych -
struktur zawierajacych organelle i fragmenty chromosoméw otoczonych
blong komoérkows, ktére po zastosowaniu barwnika fluorescencyjne-
go (lug/ml Hoechst 33342 w 3,7% paraformaldehydzie w PBS) jasno
$wieca. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego
Olympus IX50.

Analiza statystyczna

Analizy statystycznej wynikow testu kometowego dokonano w progra-
mie Statistica 12.0 (StatSoft Polska), uzywajac testu ANOVA popartego
analizg post-hoc Tukeya (HSD). Wyniki przedstawiono w postaci sred-
nich grupowych; stupki bledéw oznaczaja 1,96 SE (bledu standardowe-
go). Rdznice przy p < 0,05 przyjeto za istotne statystycznie. W przypadku
oceny zywotnosci oraz apoptozy zastosowano test ¢-studenta.
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Wyniki
Wptyw Au@RD NPs na zywotnos¢ limfocytow

W celu zbadania wptywu nanoczastek ztota z polifenolami rézy dama-
scenskiej na zywotno$¢ limfocytéw izolowanych z krwi zdrowych daw-
cow, komorki traktowano Au@RD NPs przez 1 i 24 godziny w zakresie
stezen 0-100 pg/ml. Nie wykazano cytotoksycznego wptywu Au@RD
NPs na limfocyty ani istotnych statystycznie réznic pomiedzy czasem
inkubacji wynoszacym 1 i 24 godziny dla wszystkich badanych stezen.
Wyniki przedstawiono na rycinie 4.
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Rycina 4. Wptyw Au@RD NPs w zakresie stezen 0-100 pg/ml na zywotnos¢ limfocytow
pobranych od zdrowych dawcow

Wptyw Au@RD NPs na zywotnos¢ komérek A549 i HL60

W celu zbadania wplywu nanoczastek zlota z polifenolami r6zy dama-
scenskiej na przezywalnos¢ komoérek nowotworowych, linie komérkowe
A549 oraz HL60 traktowano Au@RD NPs przez 24, 48 i 72 godziny w za-
kresie stezen 0-100 ug/ml. Wyniki przedstawiono na rycinach 5 (komor-
ki A549) oraz 6 (komorki HL60).
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Rycina 5. Wptyw Au@RD NPs w zakresie stezeft 0-100 pg/ml na zywotnos¢ komorek A549 po
24, 48172 godzinach inkubacji. * - istotno$¢ statystyczna (p < 0,05) w stosunku do kontroli (0)
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Rycina 6. Wptyw Au@RD NPs w zakresie stezet 0-100 pg/ml na zywotno$¢ komorek HL60 po
24, 48172 godzinach inkubacji. * - istotnod¢ statystyczna (p < 0,05) w stosunku do kontroli (0)

Wykazano, ze wraz ze wzrostem czasu inkubagcji i stezenia Au@RD

NPs zmniejsza si¢ odsetek komoérek zywych, co bylo szczegdlnie widocz-

ne przy najwyzszym zastosowanym stezeniu 100 ug/ml. Ponadto ko-

morki biataczkowe HL60 wykazaly wigkszg wrazliwo$¢ na zastosowany
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zwiazek, co skutkowalo obnizeniem odsetka komoérek zywych o 35%
przy najwyzszym stezeniu po 72 godzinach inkubacji w poréwnaniu do
komorek A549.

Wptyw Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w limfocytach

W limfocytach izolowanych od zdrowych dawcéw nie wykazano istot-
nych statystycznie uszkodzen DNA w zakresie stosowanych stezen
0-100 pg/ml Au@RD NPs, nawet wydluzajac czas inkubacji do 48 go-
dzin. Wyniki przedstawiono na rycinach 7 oraz 8a i 8b.
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Rycina 7. Wptyw Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w limfocytach izolowanych od zdrowych
dawcow. Komérki inkubowano z Au@RD NPs w zakresie stezefi 0~100 pg/ml
przez 1, 24 i 48 godzin. Eksperyment powtdrzono w trzech niezaleznych doswiadczeniach
na komorkach izolowanych od 3 réznych dawcow
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Rycina 8. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powiekszenie 100x) przedstawiajacy:
(8a) uszkodzenia DNA w limfocytach kontrolnych (nietraktowanych Au@RD NPs) oraz
(8b) po 48 godzinach inkubacji z Au@RD NPs w stezeniu 100 pg/ml. Na obu rycinach
brak charakterystycznego ,ogona” komety odpowiadajgcego stopniowi uszkodzenia DNA
w pojedynczej komorce

Wptyw Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w komérkach A549 i HL60

Wykazano, ze Au@RD NPs w zakresie stosowanych stezent 0-100 pg/ml
indukuje istotne statystycznie uszkodzenia DNA w sposéb zalezny od
dawki i czasu inkubacji. Wyniki przestawiono na rycinach 9, 10a i 10b
dla linii komoérkowej A549 oraz na rycinach 11, 12ai 12b dla linii komér-
kowej HL60. Komorki bialaczkowe HL60 wykazaly wieksza wrazliwos¢
na zastosowane nanoczastki ztota z polifenolami rézy w poréwnaniu do
komorek raka pluc A549, co manifestowalo si¢ wigkszym poziomem
uszkodzen DNA - 37% dla HL60 vs 26% dla A549.
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Rycina 9. Wptyw Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w komérkach linii A549 po 24-
i 48-godzinne] inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stezefh 0100 ug/ml. Wyniki reprezentuja
Srednie wartosci z trzech niezaleznych eksperymentéw. * — oznaczono réznice istotne statystycznie
(p < 0,05) wzgledem préby kontrolnej (0)

Rycina 10. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powiekszenie 100x) przedstawiajacy:
(10a) uszkodzenia DNA w komérkach A549 kontrolnych (nietraktowanych Au@RD NPs) oraz
(10b) po 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w stezeniu 100 pg/ml. Widoczny na obrazie

charakterystyczny ,ogon" komety odpowiada stopniowi uszkodzenia DNA w pojedynczej komorce
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Rycina 11. Wptyw Au@RD NPs na uszkodzenia DNA w komérkach linii HL60
po 24- i 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stezefi 0~100 pg/ml. Wyniki
reprezentuja $rednie wartosci z trzech niezaleznych eksperymentow. * - oznaczono roznice istotne
statystycznie (p < 0,05) wzgledem préby kontrolnej (0

Rycina 12. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powiekszenie 100x) przedstawiajacy: (12a)
uszkodzenia DNA w komérkach HL60 kontrolnych (nietraktowanych Au@RD NPs) oraz (12b) po
48-godzinne] inkubacji z Au@RD NPs w stezeniu 100 pg/ml

Apoptoza - aktywnos¢ kaspaz 3/7 oraz formowanie ciatek apoptotycznych

Wykazano, ze 48-godzinna inkubacja komérek A549 z Au@RD NPs
w stezeniach 50 i 100 pg/ml powoduje istotny statystycznie wzrost aktyw-
nosci kaspaz efektorowych 3 i 7, ktore to kaspazy sa decydujacymi media-
torami procesu apoptozy. Wyniki przedstawiono na rycinie 13. Podob-
ny, ale duzo silniejszy efekt zaobserwowano dla komoérek biataczkowych
HL60. Po 48 godzinach inkubacji ze 100 pg/ml Au@RD NPs aktywno$¢
kaspaz 3/7 wzrastala o ponad 250% w poréwnaniu do kontroli - wyniki
przedstawiono na rycinie 14.
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Rycina 13. Wptyw Au@RD NPs na aktywnos¢ kaspaz 3/7 w komérkach linii A549 po 24-

i 48-godzinne] inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stezefi 0100 pg/ml. * — rdznice istotne
statystycznie (p < 0,05) wzgledem préby kontrolnej (0). Eksperymenty wykonano w trzech
powtérzeniach a pomiary w duplikatach dla kazdego punktu pomiarowego. Srednig wartos¢
luminescencji dla kazdego stezenia Au@RD NPs podzielono przez Srednig wartos¢ dla kontroli
i przedstawiono jako % kontroli (kontrola traktowana jako 100%)
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Rycina 14. Wptyw Au@RD NPs na aktywnos¢ kaspaz 3/7 w komérkach linii HL60 po 24-

i 48-godzinnej inkubacji z Au@RD NPs w zakresie stezef 0-100 pg/ml. * - réznice istotne
statystycznie (p < 0,05) wzgledem proby kontrolnej (0). Eksperymenty wykonano w trzech
powtorzeniach a pomiary w duplikatach dla kazdego punktu pomiarowego. Srednig wartos¢
luminescencji dla kazdego stezenia Au@RD NPs podzielono przez Srednig wartos¢ dla kontroli
i przedstawiono jako % kontroli (kontrola traktowana jako 100%)
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Na poziomie morfologicznym réwniez potwierdzono, ze komorki
nowotworowe A549 i HL60 po traktowaniu przez 48 godzin Au@RD
NPs w stezeniu 100 pg/ml weszty na droge apoptozy. Zaobserwowano
kondensacje chromatyny i tworzenie cialek apoptotycznych, ktére po za-
stosowaniu barwnika Hoechst 33342 wykazywaly intensywng niebieska
fluorescencje, co przedstawiono na rycinie 15a i 15b.

Rycina 15. Przyktadowe zdjecie (15a) komorek A549 oraz (15b) komorek HL6O wybarwionych
Hoechst 33342. Strzatkami zaznaczono intensywnie $wiecace ciatka apoptotyczne. Zdjecie
wykonano przy pomocy mikroskopu epifluorescencyjnego Olympus IX50 stosujac powiekszenie
obiektywu 20x i uzywajac aparatu fotograficznego Nikon D5000

Dyskusja

W ostatnich latach coraz czesciej poszukuje sie nowych sposobow lecze-
nia nowotwordéw. Oprdcz standardowo stosowanych chemioterapii, hor-
monoterapii czy radioterapii, czesto skojarzonych ze sktadnikami aktyw-
nymi pochodzacymi z roélin, stosuje si¢ rowniez terapie fototermiczng
czy fotodynamiczng. Szczegdlnie duzym zainteresowaniem w zwalczaniu
nowotworéw ciesza si¢ réznego rodzaju nanomaterialy, w tym nano-
czastki metali, np. zlota.

Nanoczastki ztota w poréwnaniu z innymi metalami charakteryzuja
sie wyjatkowymi wlaciwodciami fizycznymi, chemicznymi, biologiczny-
mi [Fraga i wsp. 2013, Shah i wsp. 2014, Jeong i wsp. 2014]. Rozmiary
nanoczastek, ich morfologia oraz sposéb funkcjonalizacji powierzchni
decyduja w gléwnej mierze o ich szeroko pojetej aktywnosci i mozliwo-
$ciach aplikacyjnych, w tym diagnostycznych i terapeutycznych. Wyso-
kie powinowactwo do komoérek nowotworowych, fatwos¢ modyfikacji
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powierzchni oraz specjalne wlasciwosci optyczne stwarzajg podstawy do
ich efektywnego wykorzystania jako wektorow do docelowej terapii prze-
ciwnowotworowej [Shah i wsp. 2014, Jeong i wsp. 2014].

Obecnie coraz wiecej uwagi poswieca sie poszukiwaniu biokompaty-
bilnych i biodegradowalnych nanomateriatéw syntetyzowanych na bazie
metabolitéw roslinnych. Dlatego celem badan byla ekologiczna i kontro-
lowana synteza nanoczastek ztota z zastosowaniem ekstraktu z r6zy dama-
scenskiej. Synteza nanoczastek Au@RD zostala zrealizowana za pomoca
prostej procedury opartej na redukeji kwasu tetrachloroztotowego(III)
wodnym roztworem ekstraktu z rézy damascenskiej. Tak otrzymane mo-
nodyspersyjne nanoczastki zlota posiadaly rozmiar okoto 20 nm oraz
byly stabilne przez ponad rok w pH = 3,5. Przeprowadzona charaktery-
styka ekstraktu wykorzystywanego do syntezy wykazala duza zawartos¢
polifenoli (0,853 + 0,003 mg/ml), flawonoidéw (0,156 + 0,004 mg/ml),
cukrow redukujacych (0,954 £ 0,006 mg/ml) oraz wysoka aktywnos¢ an-
tyoksydacyjna (86,5 + 0,4%) [Kyziol i wsp. 2021]. Réwniez inne grupy
badawcze stosowaly ekstrakty roslinne w syntezie nanoczastek zlota, np.
Ghoreishi i wsp. [2019] stosujac wyciag z kwiatéow rézy damascenskiej
uzyskali nanoczastki ztota o $rednicy ponizej 20 nm. Ponadto Dubey
i wsp. [2010] wykazali synteze heksagonalnych nanoczastek Au ze $red-
nig wielkoscig 11 nm przy zastosowaniu ekstraktu z lisci Rosa rugosa.
Przy pomocy ekstraktow roslinnych Nadagouda i wsp. [2014] uzyskali
nanoczaski o rozmiarach od 20 do nawet 500 nm, w zaleznoéci od zasto-
sowanego ekstraktu z jagdd, jezyn, granatow i kurkumy. Wskazuje to na
zupelnie inny potencjal redukgji/stabilizacji ekstraktow pochodzacych
z roznych zrédet biologicznych. Wiadomo, ze bogate w przeciwutlenia-
cze ekstrakty rosdlinne s3 zdolne do redukcji jonéw metali i stabilizacji
generowanych nanoczastek metalicznych. Jednak wcigz nie wskazano
jednoznacznie, ktéra grupa zwigzkow aktywnych pochodzenia roslinne-
go jest odpowiedzialna za te procesy i decydujaco wplywa na rozmiary
i ksztalty otrzymywanych nanoczastek. Cho¢ wielu naukowcéw prébu-
je wyjasni¢ mechanizm redukcji jondw metali z wykorzystaniem poje-
dynczych czasteczek bedacych skladnikami ekstraktéw roslinnych, to
wciaz mechanizm ten nie jest w pelni poznany. Warto jednak zauwazy¢,
ze zastosowana tzw. zielona synteza pozwala, aby powstale nanoczast-
ki z powlokami antyoksydacyjnymi (bogatymi takze w wiele innych
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makroczasteczek pochodzacych z ekstraktow roslinnych) mogly by¢ po-
tencjalnie stosowane w terapiach chemoprewencyjnych, dostarczajacych
niezbednych przeciwutleniaczy oraz/i zwigzkéw o charakterze przeciw-
nowotworowym [Wang, Ding i wsp. 2016, Ma i wsp. 2017].

Aktywnos¢ biologiczna in vitro Au@RD NPs

Nanoczastki zlota sg intensywnie badane w wielu dziedzinach biome-
dycznych, nie tylko jako indywidualne srodki, ale takze jako nosniki
lekéw o doskonalej stabilnosci [Hu i wsp. 2016] i duzej biozgodnosci
(niska toksycznos$¢ i immunogennos$¢) w szerokim zakresie ich rozmia-
réw (30-200 nm) [Wozniak i wsp. 2017, Sun i wsp. 2014]. Co ciekawe,
poniewaz ich powierzchni¢ mozna tatwo sfunkcjonalizowa¢ za pomoca
wielu czgsteczek, w tym chemioterapeutykow, oligonukleotydow czy bia-
tek, uzyskana w taki sposob aktywno$¢ moze by¢ catkowicie zmieniona.
Na przykiad nanoczastki zfota modyfikowane kwercetyng, flawonoidem
wystepujacym w wielu réznych roslinach i skladnikach diety cztowieka,
wykazywaly selektywne dzialanie antyproliferacyjne i przeciwnowotwo-
rowe w stosunku do réznych ludzkich linii nowotworowych [Salehi i wsp.
2020]. To wiasnie polifenole s prawdopodobnie jedng z najczesciej ba-
danych klas zwigzkéw naturalnych, poniewaz wykazuja szerokie spek-
trum wlasciwosci farmakologicznych, w tym dziatanie chemoprotekeyj-
ne i chemioterapeutyczne [Kalim i wsp. 2010, Avtanski i Poretsky 2018,
Mahboubi 2015, Begum i wsp. 2009].

W naszym przypadku oceniano aktywnos¢ cytotoksyczng nanoczg-
stek Au@RD NPs in vitro wobec komorek prawidlowych - limfocytéw
krwi obwodowej, oraz wzgledem dwdch linii komdérek nowotworowych:
ostrej bialaczki promielocytowej (HL60) i ludzkiego gruczolakoraka ptuc
(A549). Nie wykazano aktywnosci cytotoksycznej wzgledem komorek
prawidtowych nawet po 24 godzinach inkubacji z Au@RD NPs w zakresie
stezenn 0-100 pug/ml. Natomiast w przypadku komoérek nowotworowych
A549 i HL60 traktowanych tym samym zakresem stezen Au@RD NPs
przez 24, 48 i 72 godziny wykazano selektywna cytotoksyczno$¢ zalezng
od czasu inkubacji, stezenia i linii komdrkowej. Spadek przezywalnosci
komorek A549 nie jest bardzo znaczacy, np. po 72 godzinach przy naj-
wyzszym badanym stezeniu Au@RD NPs ich zywotnos$¢ zmniejszyla sie
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o okoto 22%, podczas gdy zywotnos¢ komoérek HL60 byla wtedy zmniej-
szona o okolo 33%. Zatem mozna stwierdzi¢, ze komorki ostrej biataczki
sg bardziej wrazliwe na Au@RD NPs niz komorki nowotworu pluc ana-
lizowane w ramach tego samego testu, stezenia i czaséw inkubacji. Aby
uzyskac lepszy wglad w mechanizm cytotoksycznosci indukowanej przez
Au@RD NPs postawiono pytanie, czy nanoczastki ztota z polifenolami
rézy powodujg uszkodzenia DNA w badanych komoérkach. W tym celu
zastosowano test kometowy. W przypadku komoérek prawidtowych nie
zaobserwowano uszkodzenn DNA nawet po 48 godzinach inkubacji z 100
pg/ml Au@RD NPs, podczas gdy uszkodzenia DNA wykazano w obu li-
niach nowotworowych. Okreslony poziom uszkodzenia DNA w ogonach
komet byl znacznie wyzszy dla komérek HL60 niz dla komorek A549.
W przypadku komoérek A549 uszkodzenia DNA byly widoczne po 24 go-
dzinach przy wyzszych stezeniach Au@RD NPs, ale nie wzrastaly z cza-
sem inkubacji. Co wazne, oznaczony poziom uszkodzen DNA dla komd-
rek HL60 byt wiekszy niz dla komédrek A549 i rést z czasem inkubacji,
co daje zgodne wyniki z analizowang przezywalnoscig komoérek. Réznica
we wrazliwo$ci komoérek moze by¢ zwigzana z réznicami w proporcji ko-
morek w poszczegdlnych fazach cyklu komdérkowego lub rézng aktyw-
noscia topoizomerazy II pomiedzy tymi liniami. Bialko naprawy DNA -
polimeraza 1 poli[adenozynodifosforanu (ADP)-rybozy] (PARP1) - ma
tendencje do silnej ekspresji w nowotworach ptuc, co moze odpowiadaé
za mniejszg wrazliwos¢ komdrek niedrobnokomoérkowego raka pluc na
uszkodzenia DNA indukowane Au@RD w pordéwnaniu do komdrek bia-
taczkowych. Badania przeprowadzone na obu liniach nowotworowych
sugeruja, ze Au@RD NPs stosowane w wyzszych dawkach (100 pg/ml)
moga w znaczny sposob przyczyniac sie do eliminacji komérek nowo-
tworowych, a jednoczesnie nie generowac cyto- i genotoksycznosci wo-
bec prawidlowych limfocytow krwi. Jest to o tyle wazne, ze bardzo czesto
chemioterapeutyki stosowane w tradycyjnym leczeniu nowotworéw wy-
kazujg dziatania uboczne w stosunku do komérek prawidtowych, takie
jak: mielosupresja, indukcja uszkodzen DNA poprzez hamowanie topo-
izomerazy II czy generowanie wolnych rodnikéw [Cierniak i wsp. 2018].
Zastosowane przez nas Au@RD NPs nie prowadzg do $mierci komérko-
wej i nie uszkadzaja komorek prawidtowych, w szczegolnosci tych tak
waznych z punktu widzenia odpornosci limfocytow.
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Apoptoza jest kaskadg zdarzen molekularnych prowadzacych do eli-
minacji komorek. Sprzyja utrzymaniu ich statej liczby w tkankach i na-
rzadach, a jednoczesnie jest kluczcowym procesem w eliminacji komo-
rek nowotworowych. Podczas tego procesu dochodzi do kondensacji
chromatyny, fragmentacji DNA oraz formowania ciatek apoptotycznych.
Gléwnymi enzymami zaangazowanymi w proces apoptozy s3 kaspazy:
inicjatorowe i wykonawcze. Kaspazy wykonawcze moga aktywowac inne
proteazy, trawi¢ docelowe bialka (np. laminy jadrowe) oraz aktywowaé
DNAzy powodujgc ich nieodwracalny rozpad [Sharifi i wsp. 2012, Sabella
i wsp. 2014]. Dlatego oznaczenie aktywnosci kaspaz 3/7 jest jednym ze
sposobdw potwierdzenia, ze komoérka wchodzi na droge apoptozy. Apop-
toz¢ mozna réwniez potwierdzi¢ wizualizujgc cialka apoptotyczne za po-
mocg mikroskopii fluorescencyjnej. W naszych badaniach wykazalismy,
ze Au@RD NPs moga kierowa¢ komoérki nowotworowe na droge apop-
tozy poprzez zwigkszenie aktywnosci kaspaz efektorowych 3/7 o 38% dla
komorek A549 iaz o 268% dla komérek HL60.

Apoptoze w komodrkach nowotworowych indukujg zaréwno polife-
nole [Sharma i wsp. 2018, Abbaszadeh i wsp. 2020], w tym polifenole
obecne w ekstraktach z rézy damascenskiej [Al-Oqail i wsp. 2021], jak
i same nanoczastki zlota [Sun i wsp. 2018]. Rowniez wiele badan, w kto-
rych otrzymano nanoczastki zlota skoniugowane z polifenolami, np.
kwercetyna [Balakrishnan i wsp. 2017], wykazuje, ze takie biohybrydowe
materiaty indukujg apoptoze w komoérkach nowotworu piersi z reswera-
trolem w komodrkach nowotworu watroby [Zhang, Zhang i wsp. 2019]
lub z polifenoalmi z lisci Abutilon indicu (rosliny z rodziny $§lazowatych)
w komorkach nowotworu jelita grubego [Mata i wsp. 2016].

Jak wynika z naszych badan oraz z doniesienn innych naukowcow,
synteza nanoczastek zlota z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych jest
obiecujacy strategia w kierunku poszukiwania nowych sposobow lecze-
nia nowotworéw, taczaca dwa rozne sktadniki o szerokim potencjale te-
rapeutycznym — nanoczastki zlota i ekstrakty rodlinne. Podsumowujac,
wszystkie otrzymane przez nas wyniki dla komdrek nowotworowych
wskazuja, ze to komorki biataczkowe HL60 wydaja sie by¢ docelowymi
komoérkami w dalszych badaniach nad terapeutycznym zastosowaniem
Au@RD NPs wykazujac wigksza wrazliwo$¢ na zastosowane nanoczastki.
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Wnioski

Wodny ekstrakt z rdzy damascenskiej jest dobrym czynnikiem reduku-
jacym i stabilizujgcym, pozwalajagcym otrzymac stabilne i powierzch-
niowo sfunkcjonalizowane nanoczgstki zlota metoda ekologicznej, wy-
dajnej i kontrolowanej syntezy. Otrzymane Au@RD NPs nie indukuja
cyto- i genotoksycznosci w stosunku do komoérek prawidlowych - lim-
focytéw, jednoczesnie wykazujac selektywng cyto- i genotoksycznos¢
wzgledem dwdch badanych linii nowotworowych (rak ptuca - A549
i biataczka, tj. HL60). Ponadto te hybrydowe nanomaterialy sa zdol-
ne do indukowania apoptozy w komoérkach nowotworowych. Wstepne
wyniki aktualnie prowadzonych badan wypadaja bardzo obiecujaco,
jednak wymagaja dalszego potwierdzenia skutecznosci i bezpieczen-
stwa stosowanych materiatéw, tak wobec komdrek prawidlowych, jak
i nowotworowych.
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