
UNIWERSYTET JANA KOCHANOWSKIEGO W KIELCACH 

C O L L E G I U M  M E D I C U M  

 

 

 

 

 

 

 

 

mgr Bartosz Skóra 

 

 

Rozprawa doktorska stanowiąca cykl publikacji pt. 

 

 

Ocena wykorzystania enkapsulacji liposomalnej oraz nabłonkowego 

czynnika wzrostu w ukierunkowaniu toksyczności nanocząstek srebra 

przeciwko komórkom nowotworowym z nadekspresją  

receptora nabłonkowego czynnika wzrostu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rozprawa doktorska 

napisana pod kierunkiem 

dr hab. n. med.  

Konrada Szychowskiego 
Praca przyjęta pod względem 

merytorycznym i formalnym 

w formie papierowej i elektronicznej 

 

 

……………………………………………… 

/data i podpis promotora/ 

 

 

 

Kielce 2023 



 

2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

W tym miejscu chciałbym serdecznie podziękować mojemu Promotorowi 

Panu dr hab. Konradowi Szychowskiemu, prof. WSIiZ 

za ogromną cierpliwość, bezcenne wskazówki,  

poświęcony mi czas, zaufanie oraz wsparcie i ciągłą motywację do działania, 

podczas pisania niniejszej rozprawy doktorskiej. 



 

3 

 

Spis treści 

Spis treści .................................................................................................................................. 3 

1. Wykaz stosowanych skrótów ........................................................................................... 4 

2. Analiza bibliometryczna publikacji wchodzących w skład cyklu stanowiących 

rozprawę doktorską ................................................................................................................. 6 

3. Publikacje wchodzące w skład cyklu prac ...................................................................... 8 

4. Podsumowanie i wnioski ................................................................................................. 49 

4.1. Wprowadzenie i uzasadnienie wyboru tematu .......................................................... 49 

4.2. Omówienie publikacji stanowiących cykl ................................................................. 52 

4.3. Wnioski ...................................................................................................................... 60 

5. Bibliografia ...................................................................................................................... 62 

6. Streszczenie w języku polskim ....................................................................................... 68 

7. Streszczenie w języku angielskim .................................................................................. 70 

8. Opinia Komisji Bioetycznej ........................................................................................... 72 

9. Oświadczenia współautorów publikacji ........................................................................ 73 

10. Całościowy dorobek naukowy kandydata .................................................................... 81 

10.1. Wykształcenie ........................................................................................................ 81 

10.2. Publikacje niewchodzące w skład cyklu ................................................................ 81 

10.3. Konferencje naukowe ............................................................................................ 85 

10.4. Udział w projektach naukowych ............................................................................ 86 

10.5. Zgłoszenia patentowe ............................................................................................. 87 

10.6. Działalność popularyzująca naukę ......................................................................... 87 

 

 



 

4 

 

1. Wykaz stosowanych skrótów 

Skrót Termin angielskojęzyczny Termin polskojęzyczny 

ABC transporter  
ATP-binding cassette 

transporter 

transporter ABC wiążący 

ATP 

AgNPs silver nanoparticles nanocząstki srebra 

ATM ataxia telangiectasia kinase kinaza ataksji-teleagiegtazji 

AP2M1  
adaptor-related protein 

complex 2 mu 1 subunit 

kompleks 2, podjednostka 1 

białka adaptorowego 

AuNPs gold nanoparticles nanocząstki złota 

CAT catalase katalaza 

CAV1 caveolin 1 kaweolina 1 

CLTC clathrin heavy chain łańcuch ciężki klatryny 

DENs 
dendrimer encapsulated 

nanoparticles 

nanocząstki pułapkowane 

w dendrymerach 

DLS dynamic light scattering 
dynamiczne rozpraszanie 

światła 

DMPC 
1,2-dimyristoylo-sn-glycero-

3-fosfocholine 

1,2-dimirystylo-sn-glicero-3-

fosfocholina 

DPPC 
1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-

3-fosfocholine 

1,2-dipalmitylo-sn-glicero-3-

fosfocholina 

EGF epidermal growth factor nabłonkowy czynnik wzrostu 

EGFR 
epidermal growth factor 

receptor 

receptor nabłonkowego 

czynnika wzrostu 

HUVECs 
human umbilical vein 

endothelial cells 

ludzkie komórki śródbłonka 

żyły pępowinowej 

mAb monoclonal antibodies przeciwciała monoklonalne 

MDR multidrug resistance oporność wielolekowa 

NPs nanoparticles nanocząstki 

NSCLC non-small cell lung cancer 
niedrobnokomórkowy rak 

płuca 

PAMAM 
poly(amidoamine) 

dendrimers 

dendrymery 

poliamidoaminowe 

PEG polyethylene glycol glikol polietylenowy 

ppm parts per million liczba cząstek na milion 

ROS reactive oxygen species reaktywne formy tlenu 

SH3GLB1 
SH3 domain containing 

GRB2 like endophilin B1 

domena SH3 związana 

z endofiliną B1 GRB2-

podobną 

siRNA 
small interfering ribonucleic 

acid 

mały interferujący kwas 

rybonukleinowy 
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SOD superoxide dismutase dysmutaza ponadtlenkowa 

TEM 
transmission electron 

microscope 

mikroskop elektronowy, 

transmisyjny 

UV-Vis 
ultraviolet–visible 

spectroscopy 

spektroskopia w zakresie 

światła ultrafioletowego 

i widzialnego 
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2. Analiza bibliometryczna publikacji wchodzących w skład cyklu 

stanowiących rozprawę doktorską 
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3. Publikacje wchodzące w skład cyklu prac 
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4. Podsumowanie i wnioski 

4.1. Wprowadzenie i uzasadnienie wyboru tematu 

 Nanocząstki srebra (ang. silver nanoparticles, AgNPs) są strukturami, których jeden 

z wymiarów zawiera się w zakresie 1 – 100 nm (1). Nanorozmiary determinują ich unikatowe 

właściwości fizykochemiczne, manifestowane m.in. przez zwiększający się stosunek 

powierzchni do średnicy w miarę zmniejszania wielkości nanocząstki (2). Wpływają również 

bezpośrednio na pro-oksydacyjny charakter AgNPs w układach biologicznych (3,4). 

Wielokrotnie wykazano silne działanie antybakteryjne AgNPs w stosunku do szczepów 

pochodzenia środowiskowego, a także ich zdolność do degradacji biofilmu bakterii 

patogennych (5,6). Wpływ AgNPs na komórki ssacze został również dobrze poznany i 

opisany w literaturze, zarówno w warunkach in vitro oraz in vivo - w modelach zwierzęcych 

(7,8). Mechanizm działania cytotoksycznego AgNPs jest ściśle związany z ich 

właściwościami pro-oksydacyjnymi, wynikającymi bezpośrednio z ich właściwości 

utleniających (donory elektronów) (9). W następstwie czego, dochodzi do szeregu reakcji 

wewnątrzkomórkowych, których końcowym efektem jest produkcja znacznych ilości 

reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) (10). Obserwowany jest również 

wtórny efekt działania AgNPs w komórce tj. oksydacyjne zniszczenie składników błon 

biologicznych, powodujących lizę komórki (11). Zjawisko to zaobserwowano m.in. 

w komórkach śródbłonka naczyń krwionośnych (ang. human umbilical vein endothelial cells, 

HUVECs) oraz pierwotnych ludzkich fibroblastach in vitro (12,13). Potencjał AgNPs do 

indukcji wewnątrzkomórkowego stresu oksydacyjnego jest związany również ze zdolnością 

tych nanostruktur do bezpośredniego oddziaływania z określonymi enzymami 

cytoplazmatycznymi oraz mitochondrialnymi. Konsekwencją czego jest uwalnianie jonów 

srebra (Ag
+
), powodujących zaburzenie równowagi redoks w komórce, ostateczne prowadząc 

do jej śmierci na drodze apoptotycznej, rzadziej nekrotycznej (14,15). Zaobserwowano 

bezpośredni wpływ AgNPs na depolaryzację błony mitochondrialnej, uwolnienie cząsteczki 

cytochromu c, a w następstwie indukcję apoptozy z zaangażowaniem aktywności kaspazy-9 

(16). Wspomniane zjawisko zostało opisane już dla stężeń ppm (ang. parts per milion) m.in. 

przez Banerjee i in. – dla komórek nowotworu piersi (MCF-7 i MDA-MB-231) - 156 ppm 

oraz Zielińską i in. – w komórkach nowotworu trzustki (PANC-1) - 50 ppm (17,18). 

Działające cytotoksycznie, stosunkowo niskie stężenia AgNPs w komórkach zmienionych 

nowotworowo uzasadniają potencjalne zastosowanie tych nanostruktur jako czynników 
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leczniczych w terapii przeciwnowotworowej. Dodatkowo, udowodniono zdolność AgNPs do 

przezwyciężania fenotypu oporności wielolekowej (ang. multidrug ressistence, MDR) w 

komórkach nowotworowych. Zjawisko to jest związane ze zdolnością AgNPs do hamowania 

działania kompleksu transporterów ABC (ang. ATP-binding cassette transporter), a w 

konsekwencji powodując zmniejszenie proliferacji oraz indukcję apoptozy w komórkach 

nowotworowych (19,20). Jednak, ze względu na właściwości pro-oksydacyjne i 

cytotoksyczne AgNPs w komórkach prawidłowych, jak i zmienionych nowotworowo (brak 

specyficzności działania), możliwość wykorzystania AgNPs, jako potencjalnego czynnika 

leczniczego w terapii przeciwnowotworowej jest ograniczone.  

W ostatnich dziesięcioleciach opracowano metody enkapsulacji/pułapkowania 

(ang. encapsulation) pozwalające na dostarczanie leków, substancji aktywnych oraz 

nanocząstek (ang. nanoparticles, NPs) metalicznych w sposób kontrolowany i bezpieczny dla 

komórek zdrowych (21). Wyróżnić można trzy główne typy enkapsulacji, znajdujących 

zastosowanie dla metalicznych  NPs (przedstawione w pracy przeglądowej Skóra i in.) (21). 

Spośród nich - najczęściej badaną w kontekście wykorzystania w medycynie jest enkapsulacja 

liposomalna (ang. liposomal encapsulation) (21,22). Podejście zakładające całkowite 

umieszczenie NPs wewnątrz liposomu pozwala na ograniczenie bezpośredniego kontaktu 

komórek niecelowanych z danym czynnikiem leczniczym (23). Enkapsulacja liposomalna 

metalicznych NPs stanowi obecnie nowe podejście w poszukiwaniu zastosowania tego typu 

nanostruktur w medycynie. Ze względu na swoje wysokie właściwości cytotoksyczne oraz 

efektywne działanie w komórkach MDR, enkapsulacja AgNPs pozwala - przede wszystkim - 

na ograniczenie kontaktu reaktywnej powierzchni AgNPs z komórkami zdrowymi, 

niebędącymi celem terapii (21). Jednak, zamknięcie AgNPs wewnątrz liposomu nie pozwala 

na ukierunkowanie właściwości cytoksycznych, zwiększa natomiast możliwości modyfikacji 

powierzchni tych nanostruktur (24). Koniecznym staje się zatem rozszerzenie procedury 

enkapsulacji o etap koniugacji powierzchni liposomu z ligandem – zapewniającym 

dostarczenie kompleksu liposom-nanocząsteczka do komórek zmienionych nowotworowo 

z zaangażowaniem określonego receptora (21,25).  

Receptor nabłonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, 

EGFR) występuje w wielu typach komórek ssaków (26). Nadekspresja tego receptora jest 

cechą charakterystyczną dla komórek nowotworów głowy i szyi, nerek, czy nie 

drobnokomórkowego raka płuc (ang. non-small cell lung cancer, NSCLC) (27,28). Jednym z 

ligandów receptora EGFR jest nabłonkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor, 
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EGF), dla którego udowodniono zdolność do indukcji endocytozy receptora EGFR oraz jego 

degradację na drodze zależnej od lizosomu (29,30). Sugeruje to użyteczność receptora EGFR 

w badaniach nad ukierunkowaniem toksyczności AgNPs do komórek nowotworowych. 

Wykazano bowiem wysoką skuteczność dostarczania oksaliplatyny do komórek nowotworu 

jelita grubego (HCT 116 oraz RKO) in vitro za pomocą receptora EGFR, a także cząsteczki 

siRNA – jako czynnika leczniczego w nowotworze jajnika (HEY A8) (31,32). Jednak, do tej 

pory nie podjęto próby ukierunkowania działania AgNPs do komórek nowotworowych za 

pomocą receptora EGFR. Co więcej, brak jest danych literaturowych dotyczących 

wykorzystania enkapsulacji liposomalnej oraz koniugacji z białkiem EGF, jako platformy 

pozwalającej na dostarczenie AgNPs bezpośrednio do komórek zmienionych nowotworowo. 

Opisany problem badawczy jest kluczowy, biorąc pod uwagę rosnącą ilość przypadków 

nowotworów z fenotypem MDR. Istotny w tej kwestii jest również brak możliwości 

przystosowania się komórki nowotworowej do działania AgNPs po pobraniu. Wynika to z ich 

metalicznego charakteru oraz utrudnionej egzocytozy, co jest bezpośrednio związane 

z niewielkimi rozmiarami tych nanostruktur.  

 Dlatego, celem głównym rozprawy doktorskiej było opracowanie selektywnego 

sposobu ukierunkowania toksyczności AgNPs za pomocą enkapsulacji liposomalnej oraz 

czynnika EGF do komórek nowotworowych z nadekspresją receptora EGFR w warunkach 

in vitro. 

Cele szczegółowe rozprawy doktorskiej obejmowały: 

- Opracowanie sposobu syntezy AgNPs zamkniętych wewnątrz liposomu oraz 

znakowanie ich powierzchni za pomocą EGF wraz z charakterystyką fizykochemiczną 

uzyskanej platformy dostarczania AgNPs. 

- Ocenę skuteczności ukierunkowanej indukcji efektu toksycznego wytworzonych 

liposomów w modelach komórkowych, charakteryzujących się różną ekspresją receptora 

EGFR in vitro. 

- Określenie molekularnego mechanizmu pobierania oraz toksyczności wytworzonych 

liposomów w komórkach nowotworowych z nadekspresją receptora EGFR in vitro. 
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4.2. Omówienie publikacji stanowiących cykl 

 

Publikacja 1:  B. Skóra, K. A. Szychowski, J. Gmiński, A concise review of metallic 

nanoparticles encapsulation methods and their potential use in anticancer therapy and 

medicine, European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 2020; 154, 153-165. 

  

Ze względu na – opisane powyżej – niespecyficzne działanie metalicznych NPs – ich 

zastosowanie, jako czynników potencjalnie leczniczych jest ograniczone (21,33). Pomimo 

tego, wykazują one obiecujące właściwości biologiczne – pożądane z punktu widzenia terapii 

przeciwnowotworowej, jak choćby zdolność do indukcji stresu oksydacyjnego, czy 

uszkadzania DNA (34,35). Z tego względu w ostatnich latach obserwowany jest wzrost 

zainteresowania metodami enkapsulacji metalicznych NPs (36,37). Zastosowanie 

poszczególnych typów enkapsulacji jest ściśle związane z przyszła aplikacją tych 

nanostruktur. Wynika to bezpośrednio z właściwości fizykochemicznych uzyskanych 

kompleksów takich jak: wielkość, stabilność, możliwość sterylizacji, czy efektywność 

pokrycia powierzchni NPs (21). Poszczególne metody enkapsulacji charakteryzują się różnym 

stopnie złożoności syntezy, wynikających z zastosowanych substratów, cząsteczek 

kierunkujących, czy pochodzenia pierwiastkowego metalicznych NPs (38). Wiedza dotyczącą 

potencjalnego wykorzystania metod enkapsulacji tych nanostruktur w medycynie jest ciągle 

poszerzana, natomiast ich klasyfikacja nie została dotychczas przeprowadzona. 

Celem pierwszej publikacji była analiza danych literaturowych dotyczących obecnie 

dostępnych metod enkapsulacji metalicznych NPs oraz ich wykorzystania jako platform 

specyficznego dostarczania tego typu nanostruktur do komórek nowotworowych 

z pominięciem komórek zdrowych.  

Pierwszym etapem pracy była ocena wykorzystania enkapsulacji z wykorzystaniem 

liposomów. Tego typu podejście zakłada wykorzystanie właściwości amfifilowych 

fosfolipidów, które ze względu na budowę chemiczną (występowanie części hydrofilowej 

i części hydrofobowej), są zdolne do tworzenia dwuwarstwy w środowisku wodnym. 

Zasadniczo, najczęściej wykorzystywanym substratem podczas syntezy są pochodne choliny 

np. 1,2-dimirystylo-sn-glicero-3-fosfocholina (ang. 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine, DMPC), czy 1,2-dipalmitylo-sn-glicero-3-fosfocholina (ang.  1,2-

 dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholine, DPPC). Sterole – najczęściej cholesterol – stabilizują 
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dwuwarstwę fosfolipidową, natomiast dodatkowe składniki np. glikol polietylenowy (ang. 

polyethylene glycol, PEG) wykorzystywane są w trakcie syntezy jako cząsteczki mające na 

celu zmniejszenie immunogenności wytworzonych kompleksów. Przeprowadzona analiza 

dostępnych danych literaturowych pozwala stwierdzić, że obecnie wyróżnia się trzy główne 

podtypy enkapsulacji liposomalnej. Spośród nich najczęściej wykorzystywaną jest całkowita 

enkapsulacja liposomalna (ang. total liposomal encapsulation), która pozwala na zamknięcie 

wszystkich metalicznych NPs wewnątrz (lumen) liposomu. Podejście to pozwala na całkowite 

wyeliminowanie kontaktu powierzchni NPs ze środowiskiem, stąd powszechność badania 

tego typu liposomów w kontekście prób ukierunkowania działania toksycznych rodzajów 

metalicznych NPs. Kolejny podtyp enkapsulacji liposomalnej zakłada zamknięcie 

metalicznych NPs pomiędzy warstwami dwuwarstwy fosfolipidowej – enkapsulacja 

dwuwarstwowa (ang. bilayer entrapping), która znalazła zastosowanie przede wszystkim dla 

magnetycznych NPs (ang. magnetic nanoparticles). Umieszczenie tego typu NPs pomiędzy 

warstwami liposomu jest wykorzystywane do ukierunkowania migracji liposomu w 

organizmie za pomocą pola elektromagnetycznego. Struktury takie nazywane są również 

magnetoliposomami, przykładem których są liposomy zawierające tlenek żelaza (II) diżelaza 

(III) (Fe3O4). Częstym podejściem jest również łączenie metod enkapsulacji całkowitej oraz 

dwuwarstwowej. Efektem czego jest kompleks liposomalny, w którego świetle (lumen) 

znajduje się lek, kierunkowany za pomocą pola elektromagnetycznego. Jednak, wykazano 

zdolność magnetycznych NPs do destabilizacji dwuwarstwy fosfolipidowej wskutek 

oddziaływań z wiązaniami pomiędzy poszczególnymi kwasami tłuszczowymi liposomu, co 

wymusza konieczność dalszej optymalizacji procesu syntezy. Kolejnym podejście 

stosowanym w pułapkowaniu nanocząstek metalicznych jest enkapsulacja z wykorzystaniem 

dendrymerów (ang. dendrimer encapsulated nanoparticles, DENs). Dendrymery są 

organicznymi polimerami o uorganizowanej, symetrycznej strukturze, w której naturalnie 

występują puste przestrzenia, wykorzystywane do umieszczania w nich leków, katalizatorów 

oraz metalicznych NPs. Synteza kompleksów typu DENs przebiega najczęściej z 

wykorzystaniem dendrymerów poliamidoaminowych (ang. poly(amidoamine) dendrimers, 

PAMAM) ze względu na dobrze poznaną strukturę przestrzenną tych polimerów. DENs jest 

szczególnie wykorzystywana w chemii ze względu na brak ścisłego pokrycia powierzchni 

nanocząstki przez polimery, a co za tym idzie - dostęp substratów reakcji do powierzchni 

NPs. Z tego względu zastosowanie enkapsulacji dendrymalnej w redukcji kontaktu 

nanocząstki metalicznej z komórkami niecelowanymi jest ograniczone. Zasadniczo, na 
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podstawie dostępnych danych literaturowych wyróżnić można trzy podtypy enkapsulacji z 

wykorzystaniem dendrymerów. Pierwszym z nich jest enkapsulacja rdzeniowa (ang. metalic 

core DENs, MN DENs), charakteryzująca się występowaniem metalicznej NP w centrum 

kompleksu, do której powierzchni dołączane są kolejne polimery, tworzące strukturę 

przestrzenną. Do tej pory badania właściwości biologicznych takich kompleksów 

przeprowadzono wyłącznie dla nanocząstek złota (ang. gold nanoparticles, AuNPs), jako 

potencjalnej platformy o zastosowaniu w fototerapii przeciwnowotworowej. Kolejnym 

podtypem DENs jest osadzenie nanocząstek metalicznych w przestrzeniach 

miedzypolimerowych – „pomiędzy gałęziami dendymerów” (ang. branch-embedded DENs, 

BE DENs). Ten typ enkapsulacji jest najczęściej rozwijanym obecnie oraz wykorzystywanym 

w badaniach biologicznych i medycznych z jednoczesnym wykorzystaniem koniugacji 

zewnętrznych wiązań dendrymeru z określonym ligandem. Udowodniono, że AuNPs w 

formie BE DENs oraz koniugowane z cząsteczką kwasu foliowego pozwoliły na dużo wyższą 

akumulacje AuNPs w komórkach nowotworu skóry (KB) w warunkach in vitro. Podobne 

wyniki uzyskano w przypadku badań na modelach nowotworu jajnika (SK-OV-2), nerki (SK-

RC-2), jąder (NCCIT) czy pęcherza (MES-SA) in vitro. Trzecim podejściem w enkapsulacji 

nanocząstek metalicznych jest ich pułapkowanie za pomocą białek (ang. protein 

encapsulation). W związku z wieloetapowym procesem syntezy oraz jego kosztochłonnością 

stanowi najrzadziej wykorzystywane sposób w enkapsulacji metalicznych NPs. Nie mniej 

istotna jest również ilość zmiennych wpływających bezpośrednio na efektywność syntezy – 

m.in. wielkość, kształt oraz pochodzenie pierwiastkowe NPs, co bezpośrednio wiąże się 

z różnym stopniem powinowactwa powierzchni NPs oraz białka. Dwie główne strategie 

obserwowane w enkapsulacji metalicznych NPs za pomocą białek to wykorzystanie NPs jako 

leku (ang. nanoparticles as a drug) oraz użycie metalicznej NPs jako nośnika (ang. 

nanoparticles as a vector). W pierwszym podejściu warstwa białkowa ma na celu 

ograniczenie kontaktu powierzchni nanocząstki z komórkami niecelowanymi. Dodatkowo, 

stosuje się również dołączenie do powierzchni białka cząsteczek sygnałowych – 

kierunkujących. Powyższy sposób zastosowano w przypadku AuNPs opłaszczonych za 

pomocą albuminy, dla których udowodniono zwiększoną toksyczność w komórkach 

nowotworu wątroby (HepG2) oraz szyjki macicy (HeLa) w warunkach in vitro. Podejście 

zakładające wykorzystanie NPs jako nośnika polega przede wszystkim na dołączeniu do jej 

powierzchni cząsteczek sygnałowych oraz białek o właściwościach katalitycznych 

(enzymów) w celu ułatwienia ich pobierania przez komórki. W taki sposób dostarczono 
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cząsteczki insuliny (połączonej z AuNPs) do krwiobiegu szczura z wyindukowaną cukrzycą, 

u którego doszło do istotnego zmniejszenia poziomu glikemii w porównaniu do 

konwencjonalnie podanej insuliny.  

Przeprowadzona w powyższej publikacji analiza dostępnych danych literaturowych - po 

raz pierwszy- umożliwiła sklasyfikowanie dostępnych metod enkapsulacji metalicznych NPs. 

Przedstawiona w publikacji dyskusja zalet oraz wad poszczególnych typów enkapsulacji 

w medycynie, wykazała konieczność optymalizacji poszczególnych metod otrzymywania 

ww. kompleksów, co jest związane m.in. z ich niewystarczającą stabilnością lub brakiem 

dostatecznie istotnego efektu biologicznego. Dodatkowo, powyższa analiza dotychczas 

opublikowanych badań wskazuje, że najwyższą użyteczność w ograniczaniu kontaktu 

powierzchni metalicznych NPs w układach biologicznych cechuje się enkapsulacja całkowita 

z wykorzystaniem liposomów. Jak wskazano, podejście to umożliwia również bezpośrednią 

modyfikację powierzchni kompleksu liposom-NPs za pomocą specyficznych cząsteczek 

kierunkujących (np. ligandów określonych receptorów). Dlatego metodę enkapsulacji 

całkowitej z użyciem liposomów wykorzystano w przeprowadzonych badaniach dotyczących 

ukierunkowania toksyczności AgNPs do komórek nowotworowych.  

 

Publikacja 2: B. Skóra, T. Piechowiak, K. A. Szychowski, Epidermal Growth Factor-labeled 

liposomes as a way to target the toxicity of silver nanoparticles into EGFR-overexpressing 

cancer cells in vitro, Toxicology and Applied Pharmacology 2022; 443, 116009. 

 

Powszechnie przyjmuje się, że wskutek zachwiania równowagi redoks oraz produkcji 

dużych ilości ROS, AgNPs wykazują zdolność do indukcji stresu oksydacyjnego w komórce 

(39). Udowodniono również zdolność jonów Ag
+
 - uwalnianych z powierzchni AgNPs – do 

łączenia się z ujemnie naładowanymi resztami fosforanowymi w łańcuchu DNA, a w efekcie 

powstawanie masowych pęknięć w jego strukturze indukujących apoptozę, jako efekt 

niewydajnego mechanizmu naprawy DNA (40,41). Ponadto, wykazano, że AgNPs są w stanie 

negatywnie oddziaływać na funkcjonowanie poszczególnych organelli, m.in. poprzez 

bezpośrednie, mechaniczne zniszczenie błony mitochondrialnej, a także hamować działanie 

cytochromów wchodzących w skład łańcucha oddechowego (42,43). Wielokrotnie 

potwierdzono również, że w miarę zmniejszania średnicy AgNPs dochodzi do wzrostu ich 

właściwości cytotoksycznych (44). Podstawą działania AgNPs jest zatem oddziaływanie 

mechaniczne z poszczególnymi strukturami komórkowymi, jak również ich działanie 
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utleniające. Jednak, nieswoista aktywność biologiczna AgNPs, skutkuje efektem 

cytotoksycznym w komórkach prawidłowych oraz zmienionych nowotworowo (45,46). 

Konieczne jest zatem ukierunkowanie działania tego typu nanostruktur do komórek 

nowotworowych z pominięciem komórek zdrowych. Powszechnie wiadomo, że nadeskpresja 

receptora EGFR występuje w wielu typach nowotworowych i stanowi cel terapii 

przeciwnowotworowej m.in. za pomocą przeciwciał monoklonalnych (ang. monoclonal 

antibodies, mAb) skierowanych przeciwko domenie zewnątrzkomórkowej tego receptora 

(47,48). Wykorzystanie receptora EGFR w kierunkowanym dostarczaniu substancji aktywnej 

jest zasadne, zwłaszcza w kontekście internalizacji ww. receptora za pomocą endocytozy 

klatryno-zależnej, jednak do tej pory niewykorzystane w przypadku AgNPs (49,50). 

Celem drugiej publikacji było opracowanie sposobu pozwalającego na dostarczenie 

AgNPs do komórek nowotworowych z nadekspresją receptora EGFR za pomocą enkapsulacji 

liposomalnej oraz EGF in vitro. Jako model badawczy wykorzystano ludzkie linie 

komórkowe o różnym poziomie ekspresji receptora EGFR – fibroblasty prawidłowe (BJ); 

komórki nowotworu NSCLC (A549) oraz komórki nowotworu płaskonabłonkowego języka 

(SCC-15), reprezentujące odpowiednio komórki o standardowej ekspresji tego receptora, 3-

krotnej oraz 15-krotnej nadekspresji receptora EGFR. 

Pierwszym etapem pracy było opracowanie sposobu syntezy AgNPs enkapsulowanych 

wewnątrz liposomu oraz znakowanie jego powierzchni z użyciem cząsteczki EGF (EGF-

 LipoAgNPs). W trakcie prac zsyntetyzowano trzy typy kompleksów liposom-NPs, były to 

odpowiednio: EGF- LipoAgNPs (opisany powyżej); EGF-LipoE (liposomy niezawierające 

AgNPs) oraz Fluo-EGF-LipoAgNPs (kompleksy analogiczne do EGF-LipoAgNPs 

z wbudowanym fluorochromem – wykorzystane w mikroskopii konfokalnej). 

Charakterystyka fizykochemiczna wytworzonych kompleksów wykazała w roztworach 

obecność liposomów o średnicy mieszczącej się w przedziale 107,9 – 116,8 nm, 

potwierdzając powtarzalność opracowanej metody. Co więcej, przeprowadzona analiza 

mikroskopowa (ang. transmission electron microscope, TEM) oraz pomiary dynamicznego 

rozpraszania światła (ang. dynamic light scattering, DLS) nie wykazały w badanych 

roztworach obecności struktur o średnicy mniejszej niż 70 nm. Wskazuje to na brak 

natywnych („wolnych”) AgNPs oraz udowadnia wysoką efektywność opracowanej procedury 

enkapsulacji AgNPs. Wynik ten został potwierdzony za pomocą skanu w zakresie światła 

widzialnego i ultrafioletowego (ang. ultraviolet–visible spectroscopy, UV-VIS). Dodatkowo, 

pomiar stabilności roztworów – wyrażony jako wartość ζ-potencjału – zawierał się w zakresie 
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-30 mV – +30 mV, co udowadnia stabilność wytworzonych roztworów liposomów i ich 

równomierną dyspersję. Kolejnym etapem pracy była ocena działania cytotoksycznego oraz 

swoistego wytworzonych liposomów w trzech typach komórek, reprezentujących różny 

poziom ekspresji receptora EGFR - BJ, A549 oraz SCC-15. W układzie eksperymentalnym 

wykorzystano trzy typy nanostruktur: natywne (niemodyfikowane) AgNPs – kontrola 

pozytywna; EGF-LipoAgNPs – badany kompleks oraz EGF-LipoE – kontrola negatywna 

eksperymentu. Przeprowadzone badania wykazały, że EGF-LipoAgNPs są toksyczne w 

komórkach A549 oraz SCC-15 po 24 i 48 godz. Efekt ten był opóźniony w stosunku do 

natywnych AgNPs – które wykazywały toksyczność już po 6 godzinach ekspozycji. Podobną 

zależność zaobserwowano w przypadku wewnątrzkomórkowej produkcji ROS, dla którego 

istotnie wyższy wzrost (w porównaniu do natywnych AgNPs) obserwowano w komórkach 

nowotworowych. Wysycenie receptora EGFR za pomocą białka EGF spowodowało redukcję 

lub całkowite zniesienie opisanego efektu. Dodatkowo, przeprowadzone analizy wykazały, że 

w komórkach traktowanych EGF- LipoAgNPs dochodziło do wzrostu aktywności kaspazy-9, 

co świadczy o indukcji apoptozy z zaangażowaniem ścieżki mitochondrialnej. Ta z kolei jest 

ściśle związana z zaburzeniem równowagi redoks w komórce lub zmianą potencjału błony 

mitochondrialnej. Co więcej, efekt ten zależał od typu badanych komórek z różną ekspresja 

EGFR, skutkując wyższą aktywnością kaspazy-9 w komórkach SCC-15, natomiast niższą w 

komórkach A549. Powyższe wskazuje na zdolność EGF-LipoAgNPs do indukcji apoptozy, 

postrzeganej jako bezpieczny sposobu usuwania komórek nowotworowych z organizmu, 

niepowodujący rozwoju zapalenia. Dodatkowo, analizy określonych białek tj. aktywności 

enzymów antyoksydacyjnych, takich jak katalaza (ang. catalase, CAT), dysmutaza 

ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase, SOD) oraz redukcja ilości białka KI67, a także 

korelujących z nimi genów (CAT, SOD, KI67, TP53) wykazały wyższą odpowiedź po 

traktowaniu komórek nowotworowych za pomocą EGF-LipoAgNPs – w porównaniu do 

natywnych AgNPs. Odwrotną zależność zaobserwowano w komórkach zdrowych (BJ), dla 

których AgNPs wykazywały istotnie wyższy efekt toksyczny w porównaniu do EGF-

 LipoAgNPs. Zaobserwowano również istotnie różny poziom pobierania wytworzonych 

liposomów w poszczególnych typach modeli komórkowych.  

Przeprowadzone doświadczenia wykazały, że wytworzona platforma swoistego 

dostarczania AgNPs do komórek nowotworowych jest skuteczna w warunkach in vitro. 

Mechanizm działania EGF-LipoAgNPs jest związany z zaburzeniem homeostazy redox 

zachodzącym w komórce po internalizacji AgNPs. Wytworzone kompleksy liposom-NPs 
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charakteryzują się opóźnionym działaniem w stosunku do natywnych AgNPs, związanym 

z uwalnianiem większej ilości Ag
+
 w komórce, skutkując indukcją apoptozy w sposób 

zintensyfikowany. Udowodnione działanie ochronne w komórkach zdrowych oraz 

zwiększona toksyczność kompleksów w komórkach nowotworowych – w porównaniu do 

natywnych AgNPs – pozwala na sformułowanie wniosku o swoistości działania EGF-

LipoAgNPs.  

 

Publikacja 3: B. Skóra, K.A. Szychowski, Molecular mechanism of the uptake and toxicity of 

EGF-LipoAgNPs in EGFR-overexpressing cancer cells, Biomedicine and Pharmacotherapy, 

2022; 150, 113085.  

 

Receptor EGFR jest zaliczany do rodziny białek onkogennych, w których mutacje są 

bezpośrednio związane z indukcją karcynogenezy (51). Jedną z charakterystycznych cech 

komórek nowotworowych związanych z ww. receptorem jest jego nadeskpresja (52). Wynika 

to z auto- i parakrynnej regulacji wzrostu tkanek nowotworowych, stanowiącego 

przystosowanie tych komórek, co skutkuje ciągłą stymulacją proliferacji (53,54). Receptor 

EGFR jest internalizowany przez komórkę na drodze klatrynozależnej, natomiast 

w zależności od rodzaju liganda tego receptora dochodzi do jego degradacji lub recyrkulacji 

do błony komórkowej (55,56). Czynnik wzrostowy EGF posiada wysokie powinowactwo do 

receptora EGFR oraz udowodnione działania pro-degradacyjne dla EGFR (56). Jest to 

szczególnie ważne w przypadku kierunkowania działania AgNPs. Degradacja EGFR na 

drodze klatryno-zależnej z zaangażowaniem lizosomu, a przez to zapewnienie niskiego pH 

środowiska – znacząco zwiększa ilość uwalnianych jonów srebrowych z powierzchni AgNPs 

(57).  

Celem trzeciej publikacji było określenie mechanizmu pobierania oraz toksyczności 

wytworzonych kompleksów liposomowych (EGF-LipoAgNPs) w komórkach 

nowotworowych z nadeskpresją receptora EGFR. Jako model badawczy wykorzystano dwie 

ludzkie linie komórkowe – A549 oraz SCC-15. W celu określenia zaangażowania receptora 

EGFR w pobieranie wytworzonych liposomów zmniejszono ekspresję genu kodującego 

receptor EGFR z użyciem transfekcji przejściowej, wykorzystując cząsteczkę siRNA (ang. 

small interfering RNA), uzyskując komórki EGFR-negatywne (A549
EGFR-

, SCC-15
EGFR-

). 

Jako kontrolę eksperymentu wykorzystano komórki poddane działaniu siRNA o losowej 
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sekwencji – nie powodującej wyciszenie żadnego genu, uzyskując komórki EGFR-pozytywne 

(A549
EGFR+

, SCC-15
EGFR+

). 

Pierwszym etapem pracy było określenie ilości pobieranych EGF-LipoAgNPs 

(znakowanych difluoresceiną; Fluo-EGF-LipoAgNPs) z użyciem fluorescencyjnej 

mikroskopii konfokalnej. Przeprowadzona analiza mikroskopowa ww. liposomów wskazała, 

że komórki A549
EGFR-

 oraz SCC-15
EGFR-

 charakteryzowały się istotnie mniejszym 

pobieraniem kompleksów liposomowych w porównaniu do komórek A549
EGFR+

 oraz SCC-

15
EGFR+

. Potwierdza to wyniki uzyskane w poprzedniej pracy i wskazuje na zaangażowanie 

receptora EGFR w internalizację wytworzonych liposomów, a tym samym – w odwołaniu do 

wyników toksyczności - potwierdza ich specyficzność działania. Dodatkowo, dalsze analizy 

na poziomie mRNA wykazały wzrost ekspresji genów niezbędnych do prawidłowego 

przebiegu endocytozy klatryno-zależnej tj. genu CLTC (ang. clathrin heavy chain) oraz genu 

AP2M1 (ang. adaptor-related protein complex 2 mu 1 subunit) w komórkach A549
EGFR+

 oraz 

SCC-15
EGFR+

 po podaniu EGF-LipoAgNPs. Opisanego efektu nie zaobserwowano w 

komórkach A549
EGFR-

 oraz SCC- 15
EGFR-

. Uzyskane wyniki są zbieżne z danymi 

literaturowymi sugerującymi, korelację pomiędzy wielkością nanostruktury a typem 

endocytozy biorącym udział w ich internalizacji. Co więcej, wszystkie typy komórek 

(A549
EGFR-

, A549
EGFR+

, SCC-15
EGFR-

 oraz SCC-15
EGFR+

) poddane działaniu natywnych 

AgNPs charakteryzowały się zwiększoną ekspresją genów związanych z endocytozą 

kaweolino-zależną tj. genu CAV1 (ang. caveolin 1) oraz genu SH3GLB1 (ang. SH3 domain 

containing GRB2 like endophilin B1), co świadczy o pobieraniu AgNPs za pomocą tego typu 

endocytozy. Potwierdza to również powszechnie obowiązującą teorię o braku specyficzności 

w internalizacji oraz działaniu tego typu nanostruktur w komórkach ssaczych. Istotna jest 

również zwiększona ekspresja genu ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated serine/threonine 

kinase) – wewnątrzkomórkowego markeru uszkodzeń DNA - w komórkach A549
EGFR+

 

i SCC-15
EGFR+

 poddanych działaniu EGF-LipoAgNPs w porównaniu do komórek EGFR-

negatywnych, udowadniając genotoksyczność wytworzonych liposomów. Opisanego powyżej 

wpływu nie zaobserwowano dla EGF-LipoE, co potwierdza, że wywoływany efekt jest 

bezpośrednim skutkiem obecności AgNPs w komórce – a nie samej platformy dostarczającej 

nanocząstki.  

Przedstawione wyniki udowadniają, że wytworzone kompleksy (EGF-LipoAgNPs) są 

pobierane przez komórki nowotworowe na drodze receptoro- i klatryno-zależnej oraz, że ich 

działanie toksyczne jest związane z właściwościami utleniającymi tego typu nanostruktur tj. 
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indukcję uszkodzeń DNA oraz zaburzenie równowagi redoks w komórce, skutkujących 

indukcją apoptozy. 

 W powyższych publikacjach po raz pierwszy wykazano, że ukierunkowanie 

toksyczności AgNPs jest możliwe z wykorzystaniem receptora EGFR oraz całkowitej 

enkapsulacji liposomalnej. Opracowany sposób syntezy kompleksów EGF-LipoAgNPs 

pozwala na uzyskanie homogennych - pod względem wielkości nanostruktur - roztworów. 

Dodatkowo, wykazano wysoką efektywność procedury enkapsulacji, skutkującą brakiem 

natywnych AgNPs w roztworach oraz ich prawidłową dyspersję i stabilność. Otrzymane 

wyniki badań po raz pierwszy udowodniły, że wytworzone kompleksy EGF-LipoAgNPs są w 

stanie zmniejszać toksyczność tych nanostruktur w komórkach prawidłowych, z 

jednoczesnym zwiększeniem ich efektu cytotoksycznego w komórkach nowotworowych – 

charakteryzujących się nadekspresją receptora EGFR w warunkach in vitro. Udowodniono 

również, że internalizacja EGF-LipoAgNPs odbywa się za pomocą wspomnianego receptora 

na drodze klatryno-zależnej. Tym samym, opracowane rozwiązanie daje podstawę do 

dalszego badania EGF-LipoAgNPs, jako nośnika eliminującego nieswoistą aktywność 

AgNPs, przy jednoczesnym zwiększenie toksyczności testowanych nanostruktur w 

komórkach nowotworowych z nadeskpresją receptora EGFR.   

 

 

4.3. Wnioski 

 Opracowany sposób syntezy liposomów EGF-LipoAgNPs jest wydajny, skuteczny oraz 

charakteryzuje się powtarzalnością uzyskanych wyników, pozwalając na uzyskanie 

homogennych i stabilnych roztworów kompleksów liposomalnych. 

 

 System celowania toksyczności AgNPs jest skuteczny w warunkach in vitro i powoduje 

zwiększenie tego efektu w komórkach nowotworowych oraz jego zmniejszenie 

w komórkach zdrowych. 

 

 Cytotoksyczny i antyproliferacyjny efekt wywoływany przez wytworzone liposomy jest 

związany z zaburzeniem równowagi redox w komórce, a w konsekwencji indukcję 

apoptozy związanej ze ścieżką mitochondrialną tego procesu. 
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 Efekt toksyczny EGF-LipoAgNPs jest zależny od poziomu receptora EGFR i wzrasta 

wraz ze zwiększonym występowaniem tego receptora w badanych typach komórek 

nowotworowych.  

 

 Internalizacja wytworzonych liposomów odbywa się na drodze receptorowej 

z zaangażowaniem EGFR oraz endocytozy klatryno-zależnej, powodując opóźnienie 

w czasie działania AgNPs wraz ze zwiększeniem ich efektu cytotoksycznego. 
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6. Streszczenie w języku polskim 

 Nanocząstki srebra (AgNPs) wykazują silne działanie cytotoksyczne. Jednak, ze 

względu na brak swoistości działania, wykorzystanie AgNPs w terapii przeciwnowotworowej 

jest ograniczone. Enkapsulacja liposomalna nanocząstek metalicznych zyskuje na znaczeniu 

i jest metodą pozwalającą na ograniczenie kontaktu nanocząstek z otoczeniem. Ułatwia ona 

znacząco modyfikację powierzchni nanocząstek metalicznych oraz zwiększa ich toksyczność. 

Nadeskpresja receptor nabłonkowego czynnika wzrostu (EGFR) występuje w wielu typach 

nowotworów m.in. niedrobnokomórkowym raku płuc, czy nowotworach głowy i szyi. 

Receptor ten jest internalizowany przez komórkę na drodze klatryno-zależnej z 

zaangażowaniem lizosomu. Jednym z lepiej poznanych ligandów ww. receptora jest 

nabłonkowy czynnik wzrostu (EGF), o wysokim powinowactwie i zdolnością do indukcji 

degradacji receptora EGFR. Jednak, brak jest danych literaturowych dotyczących próby 

ukierunkowania działania toksycznego AgNPs do komórek nowotworowych z 

wykorzystaniem receptora EGFR.  

 Dlatego celem niniejszej rozprawy doktorskiej była ocena wykorzystania enkapsulacji 

liposomalnej oraz czynnika EGF w ukierunkowaniu toksyczności AgNPs do komórek 

nowotworowych z nadekspresją receptora EGFR z jednoczesnym zmniejszeniem efektu 

toksycznego tych nanostruktur w komórkach zdrowych w warunkach in vitro.  

 W pierwszym etapie badań wykorzystano trzy ludzkie linie komórkowe tj. fibroblasty 

(BJ), komórki raka niedrobnokomórkowego płuc (A549) oraz komórki nowotworu 

płaskonabłonkowego języka (SCC-15), reprezentujące odpowiednio komórki o prawidłowej 

ekspresji EGFR, 3-krotnej oraz 15-krotnej nadekspresji tego receptora. W kolejnych etapach 

badań wykorzystano komórki ze zmniejszoną ekspresją genu EGFR za pomocą cząsteczki 

siRNA, uzyskując komórki EGFR-negatywne (A549
EGFR-

 i SCC-15
EGFR-

) oraz komórki 

EGFR-pozytywne (A549
EGFR+

 oraz SCC-15
EGFR+

) – za pomocą cząsteczki siRNA o losowej 

sekwencji.  

 Opracowany sposób syntezy AgNPs zamkniętych w liposomach i znakowanych EGF 

(EGF-LipoAgNPs) pozwolił na uzyskanie nanostruktur o średnicy 107,9 nm oraz 116,8 nm, 

odpowiednio dla EGF-LipoAgNPs oraz liposomów nie zawierających AgNPs (EGF-LipoE). 

Obserwacja mikroskopowa wytworzonych kompleksów nie ujawniła natywnych nanocząstek 

w roztworze, co zostało potwierdzone skanem w zakresie światła ultrafioletowego 

i widzialnego. Wartość ζ-potencjału wytworzonych roztworów mieściła się w przedziale -
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 30 mV - +30 mV dla wszystkich roztworów. Wyniki badań w modelach komórkowych 

in vitro wykazały, że EGF-LipoAgNPs wykazywały toksyczność po 24 i 48 godzinach. Efekt 

ten był istotnie wyższy w komórkach A549 i SCC-15 w porównaniu do komórek BJ. 

Analogiczne wyniki uzyskano dla pomiaru poziomu wewnątrzkomórkowych reaktywnych 

form tlenu (ROS). Dodatkowo, wytworzone liposomy charakteryzowały się wyższym 

efektem toksycznym w stosunku do natywnych (niemodyfikowanych) AgNPs w komórkach 

nowotworowych. EGF-LipoAgNPs indukowały wzrost aktywności kaspazy-9 oraz kaspazy-3 

po 24 i 48 godz. od podania. Zmiany na poziomie białka m.in. aktywność katalazy, 

dysmutazy ponadtlenkowej oraz białka KI67 potwierdziły właściwości toksyczne i 

antyproliferacyjne wytworzonych liposomów, których podstawą była indukcja stresu 

oksydacyjnego. Wyniki potwierdzono także za pomocą analiza ekspresji genów (CAT, SOD, 

KI67, TP53). EGF-LipoE nie wykazywały istotnego efektu dla badanych parametrów w 

komórkach BJ, A549 oraz SCC-15. Uzyskane wyniki badań udowodniły istotnie mniejsze 

pobieranie EGF-LipoAgNPs w komórkach A549
EGFR-

 i SCC-15
EGFR-

 w porównaniu do 

komórek A549
EGFR+

 oraz SCC-15
EGFR+

. Analiza poziomu mRNA udowodniła zdolność 

wytworzonych liposomów do indukcji wzrostu ekspresji genów związanych z przebiegiem 

procesu endocytozy klatryno-zależnej w komórkach EGFR- pozytywnych. Efektu takiego nie 

zaobserwowano w komórkach EGFR-negatywnych lub był on istotnie niższy. Podobną 

zależność zaobserwowano w przypadku analizy poziomu mRNA dla genów związanych z 

uszkodzeniem DNA oraz stresem oksydacyjnym (ATM, NRFL2).  

 Podsumowując, opracowany sposób dostarczania AgNPs do komórek 

nowotworowych z nadeskpresją receptora EGFR jest skuteczny w warunkach in vitro i 

pozwala na zwiększenie efektu toksycznego badanych AgNPs w komórkach 

nowotworowych, przy jednoczesnym zmniejszeniu efektu negatywnego w komórkach 

zdrowych. Wywoływany efekt toksyczny był związany z indukcją stresu oksydacyjnego w 

komórkach nowotworowych oraz indukcją apoptozy z zaangażowaniem drogi 

mitochondrialnej tego procesu. Dodatkowo, uzyskane wyniki badań udowadniają pobieranie 

wytworzonych liposomów na drodze klatryno-zależnej z zaangażowaniem receptora EGFR. 
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7. Streszczenie w języku angielskim 

 Silver nanoparticles (AgNPs) are characterized by strong cytotoxic properties. 

However, due to the lack of specificity of action, the use of AgNPs in anticancer therapy is 

limited. Liposomal encapsulation of metallic nanoparticles is gaining in an importance and is 

a method that allows to limit the contact of nanoparticles with the environment. It 

significantly facilitates the modification of the surface of metallic nanoparticles and increases 

their toxicity. Epidermal growth factor receptor (EGFR) is overexpressed in many types of 

cancers, including non-small cell lung cancers as well as head and neck cancers. This receptor 

is internalized by the cell via a clathrin-dependent pathway with involvement of the 

lysosomes. One of the well- known ligands of the above-mentioned receptor is epidermal 

growth factor (EGF), with high affinity and ability to induce degradation of the EGFR 

receptor. However, there is no literature data on an approach to direct the toxic effect of 

AgNPs to cancer cells using the EGFR. 

 Therefore, the aim of this doctoral dissertation is to evaluate the use of liposomal 

encapsulation and EGF in targeting of the toxicity of AgNPs to cancer cells overexpressing 

the EGFR, while reducing the toxic effect of these nanostructures in healthy cells in vitro. 

 In the first stage of the research, three human cell lines were used, i.e. fibroblasts (BJ), 

non-small cell lung cancer cells (A549) and squamous tongue cell carcinoma cells of the 

(SCC- 15), representing cells with the normal expression of the EGFR receptor as well as 3-

 fold and 15-fold overexpression of this receptor, respectively. In the next stages of the 

research, cells with silenced expression of the EGFR gene were used obtained by using of the 

siRNA, resulting in the EGFR-negative cells (A549
EGFR-

 and SCC-15
EGFR-

) and EGFR-

positive cells (A549
EGFR+

 and SCC-15
EGFR+

) - using a siRNA molecule with a random 

sequence. 

 The developed method of synthesis of AgNPs encapsulated in liposomes and labeled 

with EGF (EGF-LipoAgNPs) allowed to obtain nanostructures with a diameter of 107.9 nm 

and 116.8 nm, respectively for EGF-LipoAgNPs and liposomes without AgNPs (EGF-

LipoE). Microscopic observation of the formed complexes did not reveal free nanoparticles in 

the solution, which was confirmed by a scan in the ultraviolet and visible light range. The 

value of the ζ-potential of the prepared solutions was in the range between -30 mV - +30 mV. 

The results of the cell model-based in vitro studies have revealed that EGF-LipoAgNPs 

showed toxicity after 24 and 48 hours. This effect was significantly higher in A549 and SCC-
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15 cells, compared to BJ cells. Similar results were obtained in the level of intracellular 

reactive oxygen species (ROS). In addition, the synthetized liposomes were characterized by a 

higher toxic effect compared to native (unmodified) AgNPs in cancer cells. EGF-LipoAgNPs 

induced an increase in the activity of caspase-9 and caspase-3 after 24 and 48 hours of 

treatment. The changes at the protein level, e.g. the activity of catalase, superoxide dismutase 

and KI67 protein confirmed the toxic and antiproliferative properties of the produced 

liposomes, which were based on the induction of oxidative stress. The results were also 

confirmed by gene expression analysis (CAT, SOD, KI67, SHH, TP53). EGF-LipoE showed 

no significant effect on the tested parameters in BJ, A549 and SCC-15 cells. The obtained 

results showed significantly lower uptake of EGF-LipoAgNPs in A549
EGFR-

 and SCC-15
EGFR-

 

cells compared to A549
EGFR+ 

and SCC-15
EGFR+ 

cells. Analysis of the mRNA level has proved 

the ability of the synthetized liposomes to induce an increase in the expression of genes 

related to the course of the process of clathrin-dependent endocytosis in EGFR-positive cells. 

Such an effect was not observed in EGFR-negative cells or was significantly lower. A similar 

relationship was observed in the analysis of mRNA levels for genes related to DNA damage 

and oxidative stress (ATM, NRFL2). 

 Summarizing, the developed method of delivering AgNPs to cancer cells, 

overexpressing the EGFR receptor is effective in vitro and allows to increase the toxic effect 

of the tested AgNPs in cancer cells, while reducing the negative effect in healthy cells. The 

toxic effect was associated with the induction of oxidative stress in cancer cells and the 

induction of apoptosis with the involvement of the mitochondrial pathway of this process. In 

addition, the obtained results of the research prove the uptake of the produced liposomes in 

the clathrin- dependent way with the involvement of the EGFR receptor. 
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8. Opinia Komisji Bioetycznej 

 Prace eksperymentalne prowadzono na dostępnych komercyjnie liniach komórkowych 

– ludzkich fibroblastach (BJ), komórkach raka niedrobnokomórkowego płuc (A549) oraz 

komórkach nowotworu płaskonabłonkowego języka (SCC-15). Doświadczenia na tego typu 

modelu in vitro nie wymagają zgody Komisji Bioetycznej, a także Komisji ds. Doświadczeń 

na Zwierzętach.  
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