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Wykaz uzywanych skrotow

BBB (ang. blood-brain barrier) bariera krew-mdzg

BNCT (ang. Boron Neutron Capture Therapy) terapia borowo-neutronowa

BPA (ang. boronphenylalanine) borofenyloalanina

geny BRCA1, BRCA2 (ang. breast cancer gene 1/2) geny supresorowe nowotworow piersi
BSH merkaptoundekahydro-closo-dodekakarboran disodowy

CIRT (ang. carbon ion radiation therapy) radioterapia z uzyciem jondw wegla

DSB (ang. double-strand breaks) podwojnoniciowe peknigcia DNA

ECso (ang. half maximal effective concentration) stezenie substancji wywolujace odpowiedz

biologiczng na poziomie potowy wartosci dawki maksymalne;j
gen EGF (ang. epidermal growth factor) naskorkowy czynnik wzrostu

receptor EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) receptor naskorkowego czynnika

wzrostu

FISH (ang. fluorescence in situ hybrydization) fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
FNT (ang. fast neutron therapy) terapia predkimi neutronami

FUS (ang. focused ultrasound treatment) terapii zogniskowanych ultradzwickow
GBM (ang. glioblastoma multiforme) glejak wielopostaciowy

GNPs (ang. gold nanoparticles) nanoczastki ztota

receptor HER-2 (ang. human epidermal growth factor 2) ludzki naskérkowy czynnik wzrostu

2

HIFU (ang. high-intensity focused ultrasound) pulsacyjne skupione ultradzwigki o wysokiej

intensywnosci
High-LET (ang. high linear energy transfer) czasteczki wysokoenergetyczne
HNSCC (ang. head and neck squamous carcinoma) nowotwor ptaskonablonkowy glowy i szyi

HPV (ang, Human Papillomavirus) wirus brodawczaka ludzkiego



ICso (ang. half maximal inhibitory concentration) potowa maksymalnego stezenia hamujacego

danej substancji
gen IDH1 (ang. isocitrate dehydrogenase 1) gen dehydrogenazy izocytrynianu 1

IGFBP BP-2, IGFBP BP-4, IGFBP BP-5 biatka wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu
2,415

LAT-1 transporter w btonie komdrkowej

MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases) kinazy aktywowane mitogenami
MN (ang. micronucleus) mikrojadro

mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kinase) kinaza biatkowa mTOR
OD (ang. optical density) ggsto$¢ optyczna

pS3 biatko o wlasno$ciach supresora nowotworowego

PE (ang. plating efficiency) wydajnos¢ klonowania

PET (ang. positron emission tomography) pozytonowa tomografia emisyjna

PT (ang. proton therapy) terapia protonowa

gen PDGFRA (ang. platelet-derived growth factor receptor alpha) gen kodujacy receptor alfa
dla ptytkpochodnego czynnika wzrostu

ROS (ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu

SD (ang. standard deviation) odchylenie standardowe

SF (ang. surviving fraction) frakcja przezywalnosci

TGF-a (ang. transforming growth factor alpha) transformujacy czynnik wzrostu alfa
TNBC (ang. triple-negative breast cancer) troujemne nowotwory piersi

VEGF-A (ang. vascular endothelial growth factor A) czynnik wzrostu $rodblonka

naczyniowego A
WHO (ang. World Health Organization) Swiatowa Organizacja Zdrowia
gen WNT7B gen sygnalizacyjny WNT

v-H2AX wariant histonu H2AX



1. Wstep

1.1. Terapia borowo-neutronowa — Boron Neutron Capture Therapy (BNCT)
Terapia borowo-neutronowa (ang. Boron Neutron Capture Therapy — BNCT) jest
odmiang radioterapii, a doktadniej hadronoterapii, w ktorej wykorzystuje si¢ wigzke czastek
o wysokim LET. Do metod hadronoterapii naleza rowniez: protonoterapia (ang. proton therapy
— PT), radioterapia z uzyciem jondéw wegla (ang. carbon ion radiation therapy — CIRT) oraz

terapia predkimi neutronami (ang. fast neutron therapy — FNT) (1).

Historia BNCT rozpoczeta si¢ w latach 30. XX wieku (1932 r.), kiedy James Chadwick
odkryt czastke subatomowa z grupy hadrondéw o tadunku neutralnym, czyli neutron. W roku
1935, Joseph H. Taylor i Maurice Goldhaber opisali reakcj¢ wychwytu neutrondw na jadrze
izotopu '°B, ktérej ogdlny przebieg przedstawiony jest ponizej (Reakcja 1.) (2):

B +n— a+"Li+7y (0,48 MeV)
Reakcja 1. Reakcja wychwytu neutrondw przez jadro izotopu '°B.

W 1936 roku, Gordon L. Locher zaproponowatl wykorzystanie tej reakcji w terapiach
nowotworowych. Cala idea miata sie opiera¢ na selektywnym transporcie zwigzku izotopu '°B
przez blon¢ komdrkowa do wnetrza komorki, a nastgpnie napromienieniu wigzka neutronow

termicznych (3).

Terapia borowo-neutronowa polega gltéwnie na zdolnosci wychwytu neutronéw przez
jadro izotopu !°B oraz na reakcjach rozpadu, ktore zachodza w trakcie napromieniania komorek
nowotworowych. Rozpad jadra '°B prowadzi do wytworzenia wysokoenergetycznych (ang.
high linear energy transfer - high-LET) czastek alfa (*He) i litu ("Li). Czastki te maja
odpowiednio zasieg odrzutu 9 um i 5 um, czyli mieszczg si¢ w Srednicy pojedynczej komorki
nowotworowej. Ta charakterystyczna cecha powstalych w reakcji czastek umozliwia
zdeponowanie ich wysokiej energii powstalej podczas rozpadu jadra niemal wylacznie
wewnatrz komoérki nowotworowej, w ktorej ta reakcja zaszta. Dzigki temu, komorki zdrowe sg

chronione przed powstatymi produktami reakcji zachodzacej na jadrze izotopu '°B (4).



in+ 1B - JLi+3He + 2,79 MeV  6,3%

N

on+ 8B = ['iB] — ILi* + jHe + 2,31 MeV
} 93,7%
jLi +y + 0,48 MeV

b)

9-10 um 163 keV/um

Thermal neutron ‘ l ‘ iHe
198 (B] 45 um . 210 6 um

3 l

Rycina 1. Reakcje przebiegajace w trakcie BNCT: a) Reakcja wychwytu neutronu na atomie
19B i jej nastepstwa; b) Model reakcji rozpadu '°B z podanymi energiami wytworzonych czastek

(Zrodto: rycina wykonana na podstawie artykutu Wang et. al. (5)).

BNCT jest terapig bimodalng, co oznacza, ze sktada si¢ z dwdch etapow. Pierwszym
etapem jest podanie pacjentowi farmaceutyku z izotopem '°B w odpowiednim stezeniu. Po
uptywie odpowiedniego czasu od podania zwigzku !°B, pacjent jest poddawany dziataniu

wigzki neutronéw termicznych (6).

Pierwsze proby kliniczne zostaty przeprowadzone w 1951 roku w osrodku badawczym
Brookhaven Graphite Research Reactor, gdzie badania rozpoczeto na pacjencie chorym na
glejaka wielopostaciowego. Badania kliniczne prowadzono tam do 1961 roku w trzech seriach
eksperymentalnych. Jako no$nik izotopu '°B wykorzystano prosty nieorganiczny zwiazek
tetraboranu sodu, czyli borax. W ten sposob przeprowadzono terapi¢ na 40 pacjentach.
W wiekszosci przypadkow zanotowano rozlegte skutki uboczne terapii takie jak odczyn
popromienny skory gtowy (7). Otrzymane wyniki nie byly satysfakcjonujace, poniewaz terapia

borowo-neutronowa nie dawata lepszych rezultatéw niz tradycyjna radioterapia (8) .

W tym samym czasie, badania nad BNCT rozpoczgto rowniez w Massachusets Institute
of Technology. W tej serii badan klinicznych zastosowano alternatywny zwiagzek z izotopem
0B dekahydrodekarboran disodowy (Na,B;oH;,), ktory ma w swojej budowie strukturalne;

10 atomow boru oraz jest mniej toksyczny niz wczesniej uzywany borax i jego pochodne.
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Pomimo tego, zaobserwowano wiele skutkow ubocznych, w tym nawet martwice mézgu (9).

Nieudane proby kliniczne zakonczyty badania eksperymentalne nad BNCT w USA.

Pomimo tych niepowodzen, w 1968 roku w Japonii, Hiroshi Hatanaka zsyntetyzowat
nowy zwiagzek chemiczny zawierajacy stabilny izotop '°B w swojej strukturze molekularnej,
czyli merkaptoundekahydro-closo-dodekakarboran disodowy (Na,B,,H,1SH; BSH). Zwiazek
ten obecnie uzywa sie jako gtéwny noénik izotopu '°B w badaniach klinicznych nad BNCT
(10). Pierwsze eksperymenty po zsyntetyzowaniu BSH przeprowadzono na pacjentach
z glejakiem wielopostaciowym po wycieciu guza. W tych przypadkach, BNCT zostato
zastosowane jako srddoperacyjna radioterapia, co oznaczalo, ze miejsce po wycietym guzie
poddawano bezposredniemu napromienieniu wigzka neutrondéw termicznych. BSH bylo
podawane domiejscowo do plynu moézgowo-rdzeniowego, aby uniknaé bariery krew-mozg
(BBB — ang. blood-brain barrier). Pacjenci byli napromieniani od 1974 roku w reaktorze
badawczym Uniwersytetu w Kyoto (11). Badania te dostarczyty obiecujagcych wynikow,
w ktorych Hatanaka odnotowat wskaznik 5-letniej przezywalnosci dla 58% pacjentow (12).
Pomimo tego, ze te eksperymenty nie spetnialy kryteriow randomizowanych, kontrolowanych
badan klinicznych, otrzymane wyniki przez Hatanak¢ 1 wspotpracownikow spowodowaly, ze

w Europie i USA ponownie zaczeto rozwazaé zastosowanie kliniczne terapii (6).

W 1987 roku w Japonii, Doktor Yutaka Mishima, profesor Uniwersytetu Medycznego
w Kobe rozpoczat badania kliniczne z zastosowaniem BNCT na pacjencie ze ztosliwg odmiang
czerniaka, w ktorych uzyl nowego nosnika izotopu '°B, ktorym byta p-borofenyloalanina
(BPA) (13). Ten eksperyment pokazat, ze BNCT moze by¢ metodg terapii uzywang nie tylko
w leczeniu glejaka wielopostaciowego, ale rowniez innych nowotwordéw. W przypadku
noénikow izotopu '°B, do tej pory jedynymi dopuszczanymi farmaceutykami w badaniach

klinicznych s3 BSH 1 BPA, ktore sg najlepiej przebadane pod katem tej terapii (6).

Mimo, ze przez ostatnie 60 lat przeprowadzono wiele badan i prob klinicznych nad
zastosowaniem BNCT w leczeniu pacjentow onkologicznych, wciaz istnieja problemy do
rozwigzania. Dotycza one migdzy innymi stabych wynikow z pierwszych przeprowadzonych
badan klinicznych, czy tez braku kontrolowanych badan klinicznych, ktore dawatyby realne
perspektywy dla BNCT. Oprocz tego, terapia wymaga specyficznej infrastruktury badawczej,
takiej jak reaktory jadrowe, co ogranicza jej dostgpnos$¢ kliniczna. Ten problem moga
rozwigzywac generatory neutrondow, ktére coraz czesdciej sa uzywane w prowadzonych

badaniach klinicznych jako Zrédto wigzki neutronéw. Oprocz tego, od lat 70. XX wieku, nadal

11



wykorzystuje sie te same noéniki '°B. Prowadzone s3 ostatnio badania nad nowymi no$nikami,
ktére moglyby zastapi¢ do tej pory uzywane BSH i BPA, ale nie zostaty one jeszcze poddane
petnej walidacji klinicznej Gléwna wada w odniesieniu do terapii borowo-neutronowe;j jest
niedobor rzetelnych badan statystycznych ze wzgledu na brak ukierunkowania no$nika na

konkretny fenotyp nowotworu z powodu nielicznej proby badawczej (7).

Zastosowanie BNCT w leczeniu klinicznym wymaga rozwigzania problemow
zwigzanych w szczegolnosci z dwoma aspektami tej terapii. Istnieje potrzeba dostarczenia
bardziej selektywnego nosnika izotopu !B oraz epitermicznej wigzki neutrondéw
o odpowiednich wlasciwosciach do leczenia. Wigzka neutrondw powinna by¢
zmonochromatyzowana w jak najwigkszym stopniu. Poza tym, jest konieczno$¢ ograniczenia
wplywu promieniowania y 1 neutrondow termicznych. Kolejnym waznym aspektem, ktory
nalezy ustabilizowa¢ w celu zminimalizowania negatywnych skutkéw promieniowania jest
rownomierny rozktad neutrondéw termicznych w komorkach nowotworowych oraz w okolicach
guza (14). Aktualnie prowadzonych jest wiele badan nad akceleratorami, ktore dostarczytyby
odpowiednig wigzke neutronéw o wymaganych parametrach. Obecnie, badania kliniczne nad
BNCT sg prowadzone na réznych odmianach akceleratorow, takich jak akcelerator liniowy,
akcelerator tandemowy z izolacjg prozniows, akcelerator elektrostatyczny bezposredniego
dziatania oraz z uzyciem reaktorow jadrowych (15). Konieczna jest analiza wynikow
otrzymanych z badan klinicznych prowadzonych za pomocg poszczegdlnych zrodet

promieniowania neutronowego w celu pordwnania ich skuteczno$ci oraz parametrow wiazki.

1.2.  Farmakologiczne zwiazki chemiczne zawierajace izotop '°B

BNCT opiera sie¢ na zastosowaniu izotopu '°B, ktéry po wychwyceniu neutrondow
termicznych ulega reakcji jadrowej prowadzacej do zniszczenia komorek nowotworowych.
Bor, nalezacy do grupy 13. i okresu 2. ukladu okresowego pierwiastkow, jest jedynym
niemetalem w$rod borowcow, co nadaje mu unikatowe wilasciwosci chemiczne. Pod katem
chemicznych wiasciwosci, bor jest podobny do wegla 1 krzemu, poniewaz tworzy borowodory
— zwigzki analogiczne do weglowodoréw i krzemowodoréw. Bor tworzy silne wigzania
kowalencyjne, co umozliwia jego integracje ze strukturami organicznymi. Elektroujemnosé¢
boru w skali Paulinga wynosi 2,04. Ta wlasciwo$¢ oraz duzy przekroj dla wychwytu neutronow
powoduje, ze bor jest czgsto wykorzystywany w chemii medycznej, poniewaz mozna go
zsyntetyzowac z innymi zwigzkami organicznymi (6). Przyktadowe wtasciwosci fizyczne boru:
cieplo parowania — 489,7 kJ/mol, ciepto wiasciwe — 1026 J/kg!-K™!, twardo$¢ w skali Mohsa —

9,3. Bor posiada dwa stabilne izotopy wystepujace w przyrodzie '°B i ''B, ktére w ztozach sg
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zazwyczaj w iloéci odpowiednio 20% i 80%. W BNCT wykorzystuje sie '°B, poniewaz to ten
izotop wykazuje si¢ wysokim przekrojem czynnym na wychwyt neutrondw termicznych
(~3837 barnow), co czyni go szczeg6Olnie skutecznym w indukowaniu reakcji jadrowych

o dziataniu cytotoksycznym (6).

Nosniki izotopu '°B, ktére sa wykorzystywane w BNCT musza spetnia¢ szereg
wymogoéw, aby zostaly dopuszczone do badan. Farmaceutyki z borem powinny mie¢ niskie
powinowactwo wychwytu w tkance prawidtowej przy wysokim wskazniku wychwytu w tkance
nowotworowej. Oprdcz tego, stosunek stezenia izotopu '°B w komérkach nowotworowych do
stezenia w komorkach zdrowych oraz stosunek stezenia izotopu '°B w komérkach
nowotworowych do stezenia znajdujacego si¢ we krwi powinien by¢ nie mniejszy niz 3.
Ponadto, skuteczny no$nik izotopu '°B powinien charakteryzowa¢ si¢ niskg toksycznoscig oraz
utrzymywac stabilne stezenie w obrebie tkanki nowotworowej podczas catego procesu
napromieniania. Dodatkowo, muszg si¢ charakteryzowac efektywng eliminacja z krwioobiegu
i tkanek prawidtowych. Wyréznia sie trzy grupy noénikow izotopu '°B, ktére wykazuja
zroznicowane wiasciwosci pod wzgledem swoistej przenikalnosci do wnetrza komorek

nowotworowych oraz r6zng toksycznos¢ (4).

Do pierwszej generacji no$nikow zalicza si¢ kwas borowy 1 jego pochodne, jak na
przyktad borax, czyli s6l sodowa kwasu borowego. Zwiazki te zastosowano jako pierwsze
z izotopem '°B w BNCT. Charakteryzowatly sie one niskim wspotczynnikiem specyficznosci
dla komoérek nowotworowych, co powodowalo wiele powaznych probleméw w trakcie
prowadzenia badan klinicznych w latach 50. 1 60. XX wieku. Kwas borowy 1 jego pochodne
najczescie] wystepowaty w formie biatych krysztatow, w ktorych atomy byty stabilizowane
wigzaniami wodorowymi. Kwas borowy jest bardzo stabym kwasem, ktory powstaje w wyniku
reakcji hydrolizy zwigzkéw nieorganicznych zawierajagcych atom boru lub w wyniku
znacznego obnizenia pH do warto$ci kwasowch wodnego roztworu boraksu (Na;B4O7-H>0).

Reaguje silnie z alkoholami tworzac estry (6).
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Rycina 2. Wzo6r chemiczny (a) tetraboranu sodu (borax) oraz (b) kwasu borowego (Zrodio:

wykonanie wlasne; Chemsketch).

Do drugiej generacji zwigzkéw zawierajagcych izotop !B zalicza sie
merkaptoundekahydro-closo-dodekarboran  disodowy  (Na,B;,H;;SH, BSH) oraz
L- borofenyloalaning (CoH,,BNO,, BPA), ktora jest pochodng aminokwasu fenyloalaniny.
Aktualnie te dwa zwigzki chemiczne sg najczg¢scie] uzywane w badaniach naukowych
1 badaniach klinicznych dotyczacych BNCT (16, 17). Najczgsciej uzywa si¢ kompleksu
fruktozowego z BPA (BPA-F), potaczenia BPA 1 BSH lub 18F-BPA w pozytonowej tomografii
emisyjnej (PET) do oznaczania wychwytu komérkowego izotopu '°B. PET jest metoda, ktora
fatwo pozwala oceni¢ akumulacje BPA w tkankach guza na podstawie stosunku guz/tkanka
prawidtowa (T/N) lub guz/krew (T/B). Umozliwia to dobdr najbardziej odpowiedniego
zwiazku z izotopem '°B dla okre$lonego typu nowotworu. Ze wzgledu na to, ze BPA jest
pochodng aminokwasu, jego transport do wnetrza komorki nowotworowej jest regulowany
przez system transblonowy LAT-1, ktory w wielu typach nowotworéw ma zwigkszong
ekspresje. LAT-1 wykazuje zdecydowanie wiekszg ekspresje w komodrkach nowotworowych
0 zwigkszonym zapotrzebowaniu na aminokwasy, glownie leucyng, niz w komorkach
zdrowych. Wysoka ekspresja LAT-1 charakteryzuja si¢: wigkszo$¢ nowotworéw piersi,
nowotwory ptuc, glejaki czy nowotwory jelita grubego 1 Zotadka. Gléwnym problemem
odnos$nie borofenyloalaniny jest to, Ze jest ona usuwana z komoérki przez system antyportowy,
co utrudnia utrzymanie jednakowej efektywnosci terapii. W przeciwienstwie do BPA, BSH
przenika do wnetrza komorki na zasadzie mechanizmu biernej dyfuzji. Co wigcej, nie przenika
przez BBB, gdy jest ona nienaruszona. W przypadku kiedy dochodzi do rozwoju ztosliwego
guza moézgu, BSH przenika przez naruszong barier¢ krew-moézg kumulujac si¢ w tkankach
nowotworowych (18). BSH w swojej budowie strukturalnej zawiera 12 atoméw izotopu '°B

1 jest anionowym dwudziestoscianem boranu. BSH stosuje si¢ gtownie w przypadku leczenia
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glejaka wielopostaciowego, ktore jest wykonywane na otwartej czaszce. Najprostsza metoda
podania BSH jest iniekcja preparatu bezposrednio do zmiany chorobowej (6).

- = B
SH O

2 Na” OH

HO. NH
B 2

OH

Rycina 3. Wzor strukturalny (a) BSH oraz (b) L-borofenyloalaniny (Zrédlo: wykonanie wtasne;

Chemsketch).

Trzecig grupa noénikow izotopu '°B s3 tak zwane zwigzki trzeciej generacji. Uwaza sie,
7ze s3 one najbardziej odpowiednie do terapii BNCT ze wzgledu na najwyzszy poziom
rOwnomiernego rozmieszczenia atomu boru w komodrkach nowotworowych po dokowaniu
nosnika. Nosniki trzeciej generacji sg czasteczkami o wysokiej masie czasteczkowej 1 w swojej
budowie strukturalnej maja jeden lub wiecej wielosciennych anioné6w boranu albo wigcej
organicznych karborandw o malej czy tez duzej masie czgsteczkowej. Sg one potaczone ze
zwigzkami lub grupami funkcyjnymi skierowanymi przeciwko komérkom nowotworowym
poprzez stabilne wigzania chemiczne (14). Do grupy trzeciej generacji zalicza si¢: borowane
aminokwasy (19), borowany receptor folanu (20), borowane peptydy i lipopeptydy (21, 22),
borowane interkalatory DNA (23), borowany naskorkowy czynnik wzrostu (EGF) lub
borowane przeciwciato monoklonalne receptora naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR) (24),
immunoliposomy zawierajace izotop '°B (25), liposomy modyfikowane (26) lub liposomy
transferryny glikolu polietylenowego (27), nukleozydy karboranylowe (28), nanoczastki
z dotgczonym atomem izotopu '°B (29) oraz nanorurki z azotku boru (30). Przy tego typu
no$nikach problemem moze by¢ ich sprawna dyfuzja bezposrednio przez blon¢ komérkowa lub
za pomocg transporterow blonowych ze wzgledu na duza mas¢ czasteczkowa. Dotychczas
przeprowadzone badania wykazaly, ze elektroporacja i pulsacyjne skupione ultradzwigki
o wysokiej intensywnosci (ang. high-intensity focused ultrasound — HIFU) moga znacznie
zwigkszy¢ dostarczanie wysokoczasteczkowych zwigzkéw boru do komoérek nowotworowych,
a takze zoptymalizowaé jakosciowo mikrodystrybucje nosnikow '°B (31). Z innych
eksperymentéow wynika, ze w przypadku nowotworéw mozgu, efektywnos¢ translokacji
terapeutyku izotopu '°B do komoérek nowotworowych mozna zwiekszy¢ za pomoca terapii

zogniskowanych ultradzwickow (ang. focused ultrasound treatment — FUS). Ta metoda
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umozliwia zwigzkom o duzej masie czasteczkowej, takim jak karborany wielkoczasteczkowe,
zawierajagcym '°B przeniknigcie przez BBB (32). Noéniki izotopu '°B trzeciej generacji sg
obiecujacymi zwigzkami ze wzglegdu na ich wyzsza specyficznos¢ wobec komodrek
nowotworowych, ich jader komérkowych lub DNA, co daje mozliwo$¢ obnizenia stezenia

podawanego farmaceutyku przy zachowaniu tej samej skuteczno$ci BNCT.

W 2020 roku, naukowcy z osrodka badawczego w Japonii dokonali nowego odkrycia
w zakresie no$nikow izotopu '°B trzeciej generacji. Wykryto, ze mieszane zwigzki
poli(alkoholu winylowego) 1 BPA tworza zwigzek kompleksowy PVA-BPA, dzigki ktéremu
zwigzek '°B jest dtuzej akumulowany w komorkach nowotworowych. Co wiecej, PVA nie
wplywa na strukture fenyloalaniny w strukturze BPA. Ponadto, biatko transblonowe LAT-1
wspomaga transport kompleksu PVA-BPA przez blong¢ komorkowa w pecherzykach
endosomalnych, co zapobiega uruchomieniu si¢ mechanizmu antyportu. Dodatek PVA jest
dos¢ prostym rozwigzaniem, ktore zwigksza potencjal terapeutyczny BPA w terapii BNCT

(33). PVA-BPA jak na razie ma tylko zastosowanie w badaniach klinicznych.

1.2.1. BPA — p-borofenyloalanina

BPA jest pochodng aminokwasu fenyloalaniny. Opis syntezy tego zwigzku zostat
przedstawiony w 1958 roku w Japonii. Struktura molekularna borofenyloalaniny jest zblizona
do struktury tyrozyny, poniewaz jest ona pochodng fenyloalaniny. P-borofenyloalanina (BPA),
strukturalna pochodna fenyloalaniny, byla pierwotnie badana jako potencjalny substrat
tyrozynazy w komorkach czerniaka. Jednak, nowsze badania sugeruja, ze jej mechanizm jest
bardziej ztozony 1 obejmuje preferencyjny transport za posrednictwem uktadu LAT-1. BPA
gromadzi si¢ zar6wno w nowotworach melanotycznych, jak i amelanotycznych, a takze w wielu
innych odmianach nowotwordéw ztosliwych (34). Wychwyt komorkowy jest selektywny dla L-
stereoizomeru, co wskazuje na aktywny mechanizm transportu, a nie bierng dyfuzje zwigzku
przez btone komérkowa. Zwickszone tempo podzialow komoérkowych, jak i katabolizm nie sg
brane pod uwage ze wzgledu na zwigkszong akumulacje w komorkach nowotworowych,
co prowadzi do podejrzenia, ze neutralny szlak aminokwasowy jest mniej selektywny
w przypadku nowotworow niz w tkance zdrowej (6). Ze wzgledu na staba rozpuszczalnos$é
BPA, czgsto stosuje si¢ potaczenie z fruktoza w celu wytworzenia odpowiedniego roztworu do
infuzji. BPA-F jest najczestszg forma nosnika izotopu '°B ze wzgledu na stabilno$é tej struktury

1 dobrg rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach polarnych oraz mata toksyczno$¢ dla pacjentow.
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Wiasciwosci BPA w warunkach pokojowych:

e forma fizyczna: biate krysztatki bezzapachowe,

e rozpuszczalno$¢: rozpuszczalny w $Srodowisku lekko kwasowym lub lekko
zasadowym (zblizonym do obojetnego),

e temperatura topnienia: 283-293 °C,

e gestosc: 0,89 g/CIIl3 (6).

Transport L-BPA 1 jego losy metaboliczne badano w ludzkich komorkach
nowotworowych czerniaka btony naczyniowej oka wyizolowanych z pierwotnego
wytuszczonego guza. Wyniki badan pokazaly, ze BPA jest aktywnie transportowany do
komorek czerniaka, ale nie jest tam metabolizowany (35). Zbadano réwniez mechanizm
transportu BPA przez btong komorkowa w warunkach in vitro przy uzyciu komoérek glejaka
szczura. Wykazano w tym eksperymencie, ze borofenyloalanina jest aktywnie transportowana
przez system L, ktory moze by¢ dalej stymulowany przez aminokwasy zgromadzone

w komorce przez uktad transportu aminokwasow L (36).

Kinashi wraz ze wspolpracownikami zbadali mutagenne dziatanie BPA 1 BSH na
komorkach jajnika chomika chinskiego. Inkubowano te komorki z BPA lub BSH
wzbogaconym o '°B i wystawiano je pdzniej na dzialanie wiazki neutrondw termicznych.
Mutagenno$¢ mierzono poprzez wystepowanie mutacji locus fosforybozylotransferazy
hipoksantynowoguaninowej. Wyniki badania wykazaty, ze po 20 godzinach inkubacji BPA byt
mniej mutagenny niz BSH. Wedlug autorow tego badania, wyniki sugeruja, ze zatrzymywanie
BPA i BSH w komorce powoduje zwigkszenie efektywnosci dziatania neutronow na komorki

nowotworowe oraz zmniejsza ryzyko wystgpienia nieprawidtowej naprawy po napromienieniu

(11).

1.3.  Fizyka terapii borowo-neutronowej

1.3.1. Neutrony
W celu zrozumienia wyjatkowej roli neutronéw w fizyce jadrowej i czastek nalezy
omowi¢ ich podstawowe wilasciwosci. Masa neutronu jest prawie taka sama jak protonu
i wynosi 1,0087. Ladunek elektryczny neutronu przyjmuje si¢ za rowny zeru (0,2 + 0,8-102!e).

Pomimo braku fadunku elektrycznego neutron charakteryzuje si¢ momentem magnetycznym
Un té6wnym —1,913 magnetonéw Bohra. Neutron posiada réwniez spin rowny % Swobodny

neutron jest czastkg nietrwalg charakteryzujaca si¢ czasem zycia wynoszacym 878,4 + 0,5 s

(37). Neutrony oddziatujg za posrednictwem czterech fundamentalnych oddzialywan: silnego
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(w jadrach atomowych), elektromagnetycznego, stabego oraz grawitacyjnego (38). Szczegdlnie
istotng cechg neutronu jest brak tadunku elektrycznego, co umozliwia jego wykorzystanie
w procesach wychwytu radiacyjnego, w ktdrych to neutron zostaje pochloniety przez jadro
atomowe. W wyniku absorpcji neutronu przez jadro atomowe wzrasta liczba neutrondw oraz
liczba masowa nuklidu, prowadzac do powstania nowego izotopu. Neutrony wykazuja takze
charakter dualistyczny korpuskularno-falowy, zgodnie z hipoteza de Broglie’a, co znajduje
zastosowanie m.in. w interferometrii neutronowej. Wtasciwos¢ ta odgrywa istotng role

w reakcjach jadrowych inicjowanych przez neutrony (39).

Przyktadem praktycznego wykorzystania tych wlasnosci neutronu jest BNCT, w ktore;j
wykorzystujemy reakcje radiacyjnego wychwytu neutronu na jadrze izotopu '°B (Ryc.1).
W wyniku absorpcji powstaje niestabilny izotop !'B, ktéry ulega natychmiastowemu
rozpadowi do czastek 'Li oraz “He (czastka alfa) oraz nastepuje emisja nadmiaru energii
w formie kwantu gamma. W fizyce jadrowej, ze wzgledu na skale w jakiej zachodzg zjawiska,
do opisu prawdopodobienstwa zajscia konkretnej reakcji jadrowej stosuje si¢ pojecie
mikroskopowego przekroju czynnego' (ang. microscopic cross-section). Mikroskopowy
przekrdj zalezy od energii neutronu. Mikroskopowy przekrdj czynny (o) jest parametrem
uzaleznionym od nuklidu 1 energii neutronu. Przyktadowo dla reakcji wychwytu radiacyjnego

neutronu termicznego o energii 0,253 eV przez izotop '°B jest rowny 3848 + 38 barna (40, 41).

W eksperymentach stosuje si¢ neutrony o szerokim zakresie energii, od kilku MeV do
utamkéw eV (ponizej 0,025 eV). Rozne strumienie neutrondw sg sklasyfikowane jako predkie
(En > 1 MeV), sredniej energii (1 MeV > E, > 1 eV) 1 wolne (Ex < 1 eV). Mozna rowniez

zaklasyfikowa¢ wolne neutrony do nastepujacych podgrup:

e cpitermalnych (1 eV > E, > 0.025 eV);

e termalnych (~ 0.025 eV);

e zimnych (0.025 eV > E, > 0.5 peV);

e megazimnych (0.5 peV > E; > 100 neV);
e ultrazimnych (< 100 neV) (38).

1.3.2. Promieniowanie neutronowe
Neutrony zazwyczaj wytwarza si¢ w reaktorach badawczymch lub w Zrdodiach

spalacyjnych. Obecnie obserwuje si¢ dynamiczny rozwdj akceleratorowych zrédel neutronow,

! Pojecie fizyczne, odnoszace si¢ do prawdopodobienstwa zajscia okreslonej reakcji (np. zderzenia, wychwytu)
miedzy czastkami na poziomie mikroskopowym. Jest to miara efektywnego obszaru oddziatywania (40, 41).
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co $wiadczy o intensywnym postepie w dziedzinie fizyki neutronowej. W kontekscie terapii
BNCT najwigksze zapotrzebowanie dotyczy neutrondw epitermalnych. Aktualnie na $wiecie
dziata lub jest w budowie okoto 42 osrodki, w ktorych neutrony termiczne wykorzystywane sg
w celach medycznych. W reaktorach jadrowych neutrony powstaja w wyniku reakcji
rozszczepienia jader, np. 2°U. W procesie tym jadro uranu wychwytuje neutron i rozszczepia
si¢ z uwolnieniem $rednio 200 MeV energii na jedno rozszczepienie oraz emitujac przeci¢tnie
srednio 2,43 neutrony wtorne. Strumien neutrondéw termicznych jest w réwnowadze
z moderatorem w temperaturze pokojowej o wartosci 293,6K (20,46°C) oraz przy Er=2,53-10"2
eV. Przy takiej energii neutronéw warto$¢ predkosci neutronow w rozkladzie predkosci
Maxwella osiagga 2200 m-s™'. Neutrony powstate w wyniku reakcji rozszczepienia zaliczane sa
do tzw. neutronow predkich, w zwiazku z czym w reaktorach czesto stosuje si¢ tzw.
moderatory, ktore w wyniku oddziatywania neutrondéw z jadrami pierwiastkow, z ktorych sg
ztozone, obnizajg energie neutronu z zakresu neutronow predkich do zakresu energii neutrondw
termicznych. Najczesciej jako moderator wykorzystuje sie wode (lekka, jak 1 cigzkg), beryl lub
grafit (38).

W badaniach klinicznych nad BNCT najczg$ciej uzywa si¢ neutrondw uzyskanych
z reakcji rozszczepienia zachodzacej w reaktorach jadrowych (42). Na podstawie dotychczas
przeprowadzonych badan i obliczen, stworzono list¢ ogoélnych wymagan okreslajacych

niezbedne parametry dla wigzki neutronéw uzywanej w BNCT (43):

e strumien neutrondéw epitermalnych = 10° neutronéw-cm™-s”' (w przypadku
zastosowania terapeutycznego);

e cnergia neutrondéw: od 1 eV do 10,0 keV;

e moc dawki gamma: 1,0 Gy-h;

e moc dawki neutronéw szybkich: 0,5 Gy-h';

e natezenie strumienia neutronow: stosunek (J- ®1)>0,8.

Widmo neutronowe powinno by¢ jak najbardziej monoenergetyczne. W przypadku

BNCT musi si¢ miesci¢ w odpowiednich zakresach energetycznych (6).

1.3.3. Zrédla promieniowania neutronowego
Obecnie prowadzone s3 intensywne badania nad zastosowaniem akceleratorow do
prowadzenia badan i terapii nowotworow w klinikach onkologicznych (44). Ograniczona
dostepnos¢ do reaktorow badawczych stanowi gtdéwna barier¢ w rozwoju BNCT co z kolei jest

powodem rosngcego zainteresowania akceleratorami jako alternatywnymi Zrodtami neutronow
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(45). Postep BNCT wymaga instalacji zréodel neutronéw termicznych w $rodowiskach
klinicznych. Najbardziej odpowiednie bylyby akceleratory czastek o niskiej energii, ktore moga
by¢ zbudowane w kosztach podobnych do konwencjonalnej radioterapii. Ponadto, obecno$¢
tych urzadzen zlokalizowanych w centrach medycznych umozliwia poprawe jako$ciowego
gromadzenia danych oraz ulatwia przeprowadzenie catego procesu leczenia. Akceleratory
produkujace neutrony majg wiegcej zalet niz reaktory jadrowe, m.in. akceleratory sg latwiejsze
w obstudze ze wzglgdu na swoj mniejszy rozmiar. Zapas paliwa w reaktorach i obecnos¢
promieniowania mieszanego powoduje, ze paliwo staje si¢ bardziej aktywne radiacyjnie ze
wzgledu na produkty rozszczepienia 1 muszg by¢ one wylaczane w Scisle kontrolowanych

warunkach.

1.3.4. Reaktor badawczy MARIA w Narodowym Centrum Badan Jadrowych w
Otwocku — charakterystyka i wykorzystanie reaktora

Reaktor badawczy MARIA jest obecnie jedynym eksploatowanym reaktorem

jadrowym w Polsce zbudowanym w latach 1970 - 1974. Produkuje unikatowy strumien

neutronéw, ktéry wykorzystywany jest do produkcji radioizotopéw, m.in. napromieniania

ptytek uranowych, zktoérych wydobywa sie izotop Mo, uzywany w terapiach

nowotworowych czy tez do modytfikacji materiatow, np. barwienia topazéw czy neutronowego

domieszkowania krzemu (ang. NTD — neutron transmutation doping).

MARIA jest reaktorem kanatlowo-basenowym. Aktualnie pracuje na paliwie uranowym
(UsSiz — krzemian uranu lub UO; — tlenek uranu) wzbogaconym do poziomu ponizej 20% >3°U.
Element paliwowy w tym reaktorze zbudowany jest z 5-6 koncentrycznie utozonych rur,
ktorych grubos¢ wynosi 2 mm i oddzielonych przez wodne szczeliny o grubosci 2,5 mm. Woda
w elemencie paliwowym petni dwie funkcje: chtodzi uktad oraz spowalnia neutrony predkie.
Warstwa paliwowa ma grubo$¢ 0,8 mm 1ijest umieszczona pomi¢dzy dwoma innymi
warstwami, tak zwanymi powlokami paliwowymi (ang. fuel cladding), ktoére zapobiegaja
uwalnianiu si¢ produktow zachodzacych reakcji jadrowych do chlodziwa. Rdzen reaktora
zawiera okoto 10-12 kg izotopu ***U. Regulacja strumienia neutronéw, w tym i moderowanie
neutronéw, zachodzi poprzez uzycie wody 1blokdw berylowych, ktére otaczaja elementy
paliwowe. Rdzen reaktora jest otoczony przez reflektor grafitowy, ktory odbija czesé
neutrondw z powrotem do rdzenia, pozwalajac na lepsze gospodarowanie strumieniem
neutronOw poprzez zapobieganie ich ucieczce. Reaktor MARIA moze osiggna¢ moc termalng
do 30 MW. Biologiczng ochron¢ w reaktorze stanowi 7 metréw wody oraz grube na 2 metry,

betonowe $ciany basenu reaktora. System chtodzacy elementy paliwowe i system chtodzacy
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basenu sg oddzielone od siebie, co zwicksza bezpieczenstwo pracy tego reaktora. Oprocz tego,

osobno wystepuje wtorny system chtodzacy catego reaktora.

Najwieksza moc strumienia neutronéw termicznych w reaktorze MARIA wynosi 3-10'*
n-s'-cm?, neutronéw predkich — 1-10"* n-s™'-cm™, a moc neutrondw termicznych przy ujéciu

z kanatéw poziomych — 5-10° n-s-cm™.

Budowa rdzenia reaktora badawczego MARIA umozliwia zmiang¢ konfiguracji pretow
paliwowych. Ten system utatwia rowniez adaptacje reaktora do danego cyklu produkcyjnego.
Napromienianie materiatu odbywa si¢ w rdzeniu, gdzie zlokalizowane sg pionowe kanaty
umieszczone w blokach berylowych 1 w systemie tak zwanej poczty hydraulicznej. Oprécz
tego, do napromienienia uzywa si¢ rowniez specjalnie przystosowanych kanatow paliwowych.
Kazdy z tych kanatow jest wykorzystywany w celu napromieniania innych materiatéw
tarczowych ze wzgledu na rozne wlasciwosci wigzki neutrondw w kazdym z nich. Aktualnie
uzywa si¢ poszczeg6lnych kanatow np.: do produkcji izotopéw, modyfikacji mineraléw czy
materiatu badawczego neutronami predkimi czy tez do napromieniania materiatu biologicznego
w systemie poczty hydraulicznej. Reaktor MARIA jest rOwniez wyposazony w 7 kanalow
poziomych, ktorych zadaniem jest doprowadzenie wigzki neutronow z wczesniej ustalonymi
parametrami do hal fizycznych. Kanat H2, gdzie dociera strumien neutronow epitermicznych
o energii 0,5 eV — 10 keV wraz z duzg gestoscig strumienia jest przeznaczony do badan

biologicznych nad terapig borowo-neutronows.

1.4. Badania kliniczne i wykorzystanie BNCT w leczeniu nowotworéow

Terapia borowo-neutronowa jest wysoce obiecujgcg odmiang radioterapii z zakresu
hadronoterapii. BNCT taczy samo w sobie podejscie tradycyjnej radioterapii z farmakoterapig.
Jest to terapia dwuetapowa, w ktdrej najpierw musi zostaé podany farmaceutyk z izotopem '°B,
a nastgpnie pacjent poddawany jest dziataniu promieniowania neutronowego. Selektywna
dyfuzja zwigzkéw boru do komorek nowotworowych zwigksza efektywnos$¢ rozpadu
neutronéw. Pomimo tego, moze zakonczy¢ si¢ niepowodzeniem ze wzgledu na niespecyficzne
wlasciwoéci zwiagzkow izotopu '°B. Pomimo tego, nadal wystepuja problemy zwigzane
z wysokim stezeniem zwigzkow boru we krwi (w przypadku podania dozylnego farmaceutyku)
lub w przestrzeniach mig¢dzykomorkowych, a co za tym idzie niewystarczajaca dawka
promieniowania dostarczonego do komorek nowotworowych (15). Wymaga to prowadzenia
dalszych badan nad zwigkszeniem efektywnosci terapii borowo-neutronowej 1 umozliwienia
uzycia tej metody leczenia na skalg §wiatowg. BNCT aktualnie stosuje si¢ w badaniach
klinicznych 1 w leczeniu nastgpujacych nowotworow: glejaka wielopostaciowego (46),
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nowotworu gruczotow §linowych (47), nowotworéw glowy 1 szyi (48), nawracajacego
nowotworu ptuc (49), ztosliwego oponiaka (47), wieloogniskowego nowotworu watroby (50)

1 pozasutkowa chorobg Pageta (51).

Liczba badan nad BNCT stale ro$nie wraz z coraz wigkszym udzialem badan
klinicznych. Coraz szersze zastosowanie znajduje BNCT w leczeniu innych nowotworéw niz

glejak wielopostaciowy.

Oponiaki _ 39
R

Choraba Pageta . 9

Nowotwor watrobowokomarkowy _ 44

Nowotwory piersi _ 105

Noworwory pic | ::
crernis N

ailejak ztosiiwy | :: -
Giejak vieloposiaciowy | :
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Liczba artykutéw

Typ nowotworu

Rycina 4. Liczba artykutow odnosnie badan klinicznych prowadzonych na poszczegdlnych

typach nowotworow z wykorzystaniem BNCT (Zrodto: Pubmed i1 Science Direct — rok 2023).

1.4.1. Leczenie glejaka wielopostaciowego i innych typ6w nowotworow za pomoca
terapii borowo-neutronowej

Poczatkowo terapia borowo-neutronowa byta wykorzystywana gidéwnie w celu leczenia
glejaka wielopostaciowego (GBM). GBM jest najczgsciej wystepujacym nowotworem mozgu
u osob dorostych i zaliczany jest do guzow typu neuroepitelialnego. Ze wzgledu na zle
rokowania dla pacjentow z tym typem nowotworu, jest istotna potrzeba rozwoju metod terapii
glejaka, ktore bedg si¢ cechowaly wigksza skutecznos$cig leczenia. Glejak wielopostaciowy jest
nowotworem, ktéry wedtug klasyfikacji WHO (ang. World Health Organization — Swiatowa
Organizacja Zdrowia) dzieli si¢ na 4 stopnie w zaleznos$ci od typu histologicznego. Stopien
I jest najnizszym stopniem zlos$liwosci, natomiast stopien IV — najwyzszym stopniem
ztosliwosci (52). GBM stanowig ponad 30% wszystkich pierwotnych nowotworow
osrodkowego ukladu nerwowego 1 sg drugim najczesciej wystepujacym nowotworem
zto§liwym u dzieci. Przezywalno$¢ po zastosowaniu standardowych terapii wynosi okoto 12-

15 miesiecy. W przypadku glejakow o wysokim stopniu ztosliwosci odnotowano 2-letnie
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przezycie catkowite (53). Glejaki wielopostaciowe rdéznie reaguja na leczenie, co jest
uzaleznione od podtypu nowotworu. Uwarunkowane jest to wystepujagcymi mutacjami
w kluczowych genach czy tez roznicami w ekspresji gendw charakterystycznych dla danego
podtypu GBM. Markerami klasyfikacji glejakéw sa mutacje aktywujace najczgsciej D842V,
migdzy innymi geny PDGFRA (ang. platelet-derived growth factor receptor alpha), EGFR
(ang. epidermal growth factor receptor), IDH1 (ang. isocitrate dehydrogenase 1) 1 NF1 (54).

Pierwsze badania nad leczeniem glejaka wielopostaciowego za pomocg terapii borowo-
neutronowej przeprowadzono w USA w latach 50. 1 60. XX wieku. Zakonczyly si¢ one
niepowodzeniem spowodowanym nieodpowiednim doborem nosnika izotopu '°B i zaprzestano
dalszych badan. Nie zaobserwowano w tym eksperymencie zadnego zwigkszenia
przezywalno$ci wsrod pacjentdow ze wzgledu na natychmiastowy nawrdt nowotworu po
leczeniu. Zauwazalne byly nasilone dziatania niepozadane obejmujace m.in. nieuleczalne
oparzenia skory czy gltebokie owrzodzenia (55). W Japonii w latach 60. XX wieku rozpoczgto
badania odnosnie leczenia GBM za pomoca BNCT. Jako nosnik izotopu '°B zastosowano BSH
1 pierwsze badania przeprowadzono na pacjentach ze stopniem III 1 IV glejaka. Uzyskane
wyniki byty obiecujace, wykazaty popraweg przezywalnosci, co zachecito do dalszych badan
nad terapig borowo-neutronowg. W poOzniejszych badaniach, Mishima wraz ze
wspotpracownikami zastosowat kolejny nosnik izotopu °B, czyli BPA w leczeniu czerniaka za
pomocg BNCT (13). Obecnie Japonia jest wiodagcym krajem w leczeniu glejaka

wielopostaciowego tg metoda (7).
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W Tabeli 1. przedstawiono przyktady przeprowadzonych dotychczas badan klinicznych odnosnie glejaka wielopostaciowego oraz nowotworéw

glowy i szyi.

Tabela 1. Wykaz przyktadowych przeprowadzonych badan klinicznych w przypadku leczenia za pomocqg BNCT glejaka wielopostaciowego oraz

nowotworow gtowy i szyi.

Zlosliwe guzy
mozgu i oponiaki
wysokiego stopnia

Nowo
zdiagnozowany
glejak
wielopostaciowy

Nowo
zdiagnozowany
glejak
wielopostaciowy

Nowo
zdiagnozowany
glejak
wielopostaciowy

200 mg-kg!-h! +
100 mg-kg!-h! w

B trakcie
napromieniania
. BSH-100 mg kg
BSHIBPA " BpA-100 mg-kg!
Sulfhydrylo- 5 g-ciato!
boran
p-
dihydroksybo- ol
rylofenyloala- 250 mg'kg
nine

do 12 Gy

20 - 30 Gy

30 Gy (15 frakeji;
intraoperacyjnie)

30,6 Gy (17
frakcji)

24

167

21 (rok
2002-
2006)

10,8 miesigca

Miyatake et

15,6 miesigca
al. (47, 57)

23,5 miesigca
(przy
dodatkowym
promieniowaniu
X)

2002-2014

Kawabata et

do2009 1 (46, 58)

11,9 miesigca



Nowo
zdiagnozowany
glejak
wielopostaciowy

Nawrot glejaka
wielopostaciowego

Glejak
wielopostaciowy

Nawrotowy
nowotwor
plaskonabtonkowy
glowy i szyi

Nowotwory glowy i
SZyi

BSH

L-BPA-
fruktoza

BPA +
bevacyzumab
(Avastin)

L-BPA-
fruktoza

L-BPA-
fruktoza

100 mg-kg!
od 290 mg-kg’!
do 400 mg-kg!

BPA Avastin -
10mg kg

350-400 mg-kg!

400 mg-kg!

dawka byta
obliczana
indywidualnie dla
kazdego pacjenta
od 50 do 98 Gy

od 28 do 64 Gy

od 56 do 74 Gy

20 Gy

25

23

30

79

17

19,5 miesigca

7 miesiecy

15,1 miesigca

2 lata (u21%
pacjentow)

2 lata (u 47%
pacjentow)

1998-2014

2003-2008

2013-2014

2003-2012

2010-2013

Kageji et al.
(58)

Kankaanranta
et al. (59)

Shiba et al.
(60)

Kankaanranta
et al. (48, 62)

Wang et al.
(49, 63)



Nowotwor ptaskonablonkowy glowy i szyi (ang. head and neck squamous carcinoma —
HNSCC) nalezy do najczgstszych nowotwordow ztosliwych, charakteryzujacych si¢ wysoka
zachorowalno$cig 1 znaczng $miertelnoscig. HNSCC rozwijaja si¢ z komodrek nablonka
wielowarstwowego ptaskiego wyscietajacych powierzchnie btony s$luzowej glowy i szyi,
w wyjatkowych przypadkach moze si¢ rozwinaé¢ z komorek gruczotu §linowego. Do gtownych
czynnikow ryzyka HNSCC zalicza si¢ przewlekte narazenie na dym tytoniowy oraz spozycie
alkoholu etylowego, ktore wykazuja dzialanie synergistyczne w kontekscie kancerogenezy.
Istotng role w patogenezie HNSCC odgrywaja réwniez czynniki wirusowe — szczegdlnie
onkogenne wirus brodawczaka ludzkiego (HPV) czy tez wirus Epsteina-Barra. Na $wiecie
diagnozuje si¢ rocznie okoto 650 000 przypadkéw HNSCC, z czego ponad 330 000 konczy si¢

zgonem pacjenta (14).

Leczenie HNSCC obejmuje zazwyczaj skojarzenie metod klasycznych, takich jak
resekcja chirurgiczna, radioterapia czy chemioterapia oparta na pochodnych platyny (np.
cisplatyna). W zakresie terapii celowanych jedynym zarejestrowanym przez FDA (ang. Food
and Drag Administration) lekiem jest cetuksymab - przeciwciato monoklonalne skierowane
przeciwko EGFR. Mimo poczatkowej skutecznosci, leczenie cetuksymabem czgsto napotyka
na problem opornosci, co znaczaco ogranicza jego dtugoterminowg efektywnos¢ kliniczng.
Oprocz tego, HNSCC sg wysoce oporne na chemioterapi¢ i1 radioterapi¢, co sklania do
poszukiwania alternatywnych metod leczenia. Jedng z nich jest BNCT ktéra zyskuje na
znaczeniu jako strategia precyzyjnego niszczenia komorek nowotworowych. Badania in vitro
wykazaty, ze BNCT moze skutecznie hamowaé¢ proliferacic komorek raka
ptaskonabtonkowego jamy ustnej, zar6wno w sposob zalezny, jak i1 niezalezny od ekspresji
biatka supresorowego p53 (63). Komorki z mutacjg w genie kodujacym biatko p53 sg bardziej
oporne na leczenie BNCT niz komorki typu dzikiego. Do czynnikéw ograniczajacych nalezg
opdzniona apoptoza 1 brak zatrzymania cyklu komorkowego w fazie Gi, co przyczynia si¢ do
powstawania opornosci na leczenie (64). Przyktady dotychczas przeprowadzonych badan
klinicznych dotyczacych leczenia nowotwordéw glowy 1 szyi za pomoca BNCT podano

w Tabeli 1.

Kolejnym nowotworem, do ktérego leczenia mozna wykorzystaé terapi¢ borowo-
neutronowg jest czerniak skory szczegdlnie jego podtypy oporne na immunoterapi¢. Prace
badawcze w tym zakresie prowadzone sa m.in. w Argentynie (7abela 2). Oprocz tego,

prowadzone sa eksperymenty z zastosowaniem BNCT do leczenia nowotwordéw pluc,
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hepatocarcinoma (rak watrobowokomorkowy), kostniakomigsakéw, oponiakow oraz

pozasutkowej odmiany choroby Paget’a.

W Tabeli 2. podano przyktadowe badania kliniczne przeprowadzone na pacjentach z

nowotworami skory i innymi wyzej podanymi odmianami nowotworow.
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Tabela 2. Wykaz przyktadowych przeprowadzonych badan klinicznych dotyczqcych leczenia nowotworow skory oraz innych nowotworow za

pomocg BNCT.

Czerniak skory

Czerniak skory

Ztosliwa odmiana
oponiaka

Zlosliwa odmiana
oponiaka

Rozsiany
nowotwor ptuc

Nowotwor
wagtrobowokomor-
kowy — marskos¢
watroby
Nowotwor
wagtrobowokomor-
kowy

L-'"BPA-
fruktoza
L-BPA-
fruktoza

18F-BPA z
uzyciem
metody PET

18F-BPA z
uzyciem
metody PET
L-BPA-
fruktoza

BPA i BSA

' BSH-WOW
(water-in-oil-
in-water)

14 g'm™
350 mg-kg!

brak informacji

200 mg-kg!-h!+

100 mg-kg!-h!
(w trakcie
napromieniania)

250 lub 500
mg-kg!

BPA-250 mg-kg'!

BSA-1g-ciato™!

podanie dozylne-

brak dawki

24 RBE-Gy

20 RBE-Gy

brak informacji

do 15 Gy

brak informacji

2,7 Gy-Eq

5 Gy-Eq

28

20

ogolna odpowiedz

na leczenie —
69,3%
zmiana zostala
usunigta
odpowiedz
catkowita na
terapig

14,1 miesigca

regresja postepu
leczenia po 6
miesigcach

3,5 miesigca

7 miesiecy

2003-2007

2013-2016

2005-2007

2005-2011

do 2006

2006

2006

Gonzalez et
al. (65,66)

Yong et al.
(67)

Miyatake et
al. (68)

Kawabata et
al. (69)

Suzuki et al.
(25,70)

Suzuki et
al.(71)

Yanagie et al.
(50)



Kostniakomigsak

Choroba Pageta

18F-'"BPA z
uzyciem
metody PET

L-'"BPA

500 mg-kg!
+100 mg-kg!
w trakcie
napromieniania
200 mg-kg!
(podawane przez
3h)

30 Gy

20 Gy-Eq

29

poprawa
funkcjonowania
pacjentki

6 miesigcy

2013

2005-2014

Futamura et
al. (72,73)

Hiratsuka et
al. (51)



1.5. Nowotwory piersi
Nowotwory piersi sg jednym z najczesciej wystepujacych odmian nowotworéw wsrdd
kobiet (74). Metody leczenia s3 wysoko rozwiniete, jednakze, pomimo tego jest potrzeba
dalszego rozwoju i prowadzenia badan nad skuteczniejszymi terapiami. Nowotwory piersi dalej
pozostaja jako jeden z gtdéwnych probleméw zdrowotnych na catym §wiecie (75). Jesli nie zajda
zmiany w metodach leczenia pacjentow z nowotworami piersi, za kilka lat wskazniki
zachorowalno$ci, jak i $miertelno$ci znaczaco wzrosng (75, 76). W USA szacuje si¢, ze co roku

wskaznik zachorowalno$ci wzrasta o 0,3% (76).

Najlepsza dotychczas metoda leczenia jest terapia skojarzona Ilaczaca radio-
1 chemioterapi¢. Chemioterapia polega gtownie na leczeniu indywidualnie dostosowanym do
pacjenta z danym typem nowotworu piersi. Pomimo tego, niektére odmiany nowotworow piersi
sg oporne na to leczenie, w szczegdlnosci podtypy trojujemne (TNBC — ang. triple-negative

breast cancer), ktore sa najbardziej niebezpieczne dla zycia pacjenta (75).

Nowotwory piersi dzieli si¢ pod katem rozpoznania histologicznego oraz
molekularnego na rézne odmiany. Istnieje kilka podtypdéw nowotworow piersi, ktorych
klasyfikacja molekularna oparta jest na ekspresji poszczegolnych receptorow komoérkowych:
progesteronowego, estrogenowego 1 HER-2. Kazda z odmian nowotworu piersi charakteryzuje

si¢ inng promieniowrazliwoscig 1 opornoscig na dotychczas stosowane terapie (76, 78).

Nowotwory piersi dzielimy ze wzgledu na obecno$¢ markeréw prognostycznych na
nastepujgce podtypy: luminalne (A lub B), HER-2 dodatnie i trojujemne (podstawowe lub
z niskim poziomem klaudyny) (78). Inny podzial nowotworow piersi dotyczy obecnosci
ekspresji receptorow: estrogenowego (ER), progesteronowego (PR), HER-2 (receptor
naskérkowego czynnika wzrostu 2) oraz ekspresje genu Ki-67 (79). W celu okreslenia odmiany
nowotworu mozna wykorzysta¢ dwie metody diagnostyczne: markery immunohistochemiczne
1 testy genowe. Taka klasyfikacja ma znaczenie prognostyczne i predykcyjne dla doboru

odpowiedniej terapii dla danej odmiany nowotworu piersi.

Techniki immunohistochemiczne klasyfikuja odmiany nowotwordéw piersi na
podstawie obecnosci receptorow komorkowych ER, PR i HER-2. Luminalne podtypy
nowotworow dziela si¢ na typ A 1 B. Do typu luminalnego A zaliczamy nowotwory
odznaczajace si¢ obecnos$cig receptorow ER i/lub PR oraz brakiem ekspresji HER-2. Typ
luminalny B odznacza si¢ obecnos$cia receptorow ER i/lub PR oraz ekspresja HER-2. Odmiana

HER-2 dodatnia charakteryzuje si¢ brakiem receptorow ER i1 PR oraz nadekspresja HER-2.
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Natomiast, odmiana tréjujemna nowotworu piersi (TNBC) odznacza si¢ brakiem ekspresji

wszystkich receptoréw ER, PR i HER-2 (80).

Rozwo6j] nowotworu piersi typu tréujemnego postepuje najszybciej i komorki
nowotworowe rozprzestrzeniaja si¢ po organizmie tworzac przerzuty do innych narzadow.
Pacjenci z nowotworami typu luminalnego A czy B oraz HER-2 dodatniego s3 podatni na
leczenie terapiami hormonalnymi i dajg dobre prognozy w poréwnaniu z pacjentami z TNBC.
Markery receptorow komoérkowych pomagaja okresli¢, ktorzy pacjenci prawdopodobnie
zareagujq na terapie celowane, na przyktad z uzyciem tamoksifenu lub inhibitoréw aromatazy
w przypadku ER+/PR+, trastuzumabu lub lapatynibu u pacjentow z HER-2+. Pacjenci

z odmiang troujemng maja tylko mozliwos$¢ leczenia chemioterapig alternatywna (80).

Przewodowy

Rak pierwotny

Podziat histologiczny

Nowotwory piersi  E—

Podziat molekularny

Ptacikowy

Rak naciekajgcy

ER+ i/lub PR+; brak ekspresji HER-2

ER+ i/lub PR+; ekspresja HER-2

Brak ekspresji ER i PR; nadekspresja HER-2

EECEIBR e 0[=l53lg 8| Brak ekspresji ERi PR oraz HER-2

Rycina 5. Podzial nowotworow piersi ze wzgledu na podtoze molekularne i histologiczne

(Zrodto: wykonanie wiasne).

1.5.1. Luminalne nowotwory piersi

Luminalne nowotwory piersi sag uznawane za dodatnie pod wzgledem wystepowania
hormonalnych receptorow estrogenowych (ER) 1i/lub progesteronowych (PR) oraz,
w wigkszosci przypadkow, nizszym od innych podtypéw nowotwordw piersi poziomem
ekspresji receptora HER-2. Stanowia one jedna z najliczniej diagnozowanych grup
nowotworow piersi, ktora charakteryzuje si¢ specyficznymi cechami fenotypowymi,
molekularnymi i klinicznymi. Wyr6zniamy dwie gtéwne podgrupy nowotwordéw luminalnych

typu A 1B (79).
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Podtyp luminalny A charakteryzuje si¢ wysokim poziomem ekspresji receptora
estrogenowego i niska proliferacja komorkowa, ktora jest mierzona za pomoca wskaznika genu
Ki-67. Ten typ nowotworu piersi ma korzystniejsze rokowania i rzadko kiedy daje przerzuty.
Nowotwory luminalne podtypu B maja wyzszy wskaznik proliferacji komorkowej oraz wigksza
ekspresje receptorow HER-2. Sa zatem bardziej agresywne i daja gorsze rokowania niz

podtyp A.

Nowotwory  typu  luminalnego  wykrywa  si¢ za  pomoca  metod
immunohistochemicznych (wykrywanie obecnos$ci receptoréw hormonalnych ER i/lub PR,
ekspresji HER-2 oraz wskaznika Ki-67), analizy molekularnej (np. profilowania genetycznego)

1 obrazowania (np. rezonansu magnetycznego) (81).
Najczestszymi metodami leczenia luminalnych nowotwordw piersi s3:

e terapia hormonalna — uzywa si¢ np. tamoksyfenu, inhibitorow aromatazy,
fulwestrantu;
e chemioterapia — cze¢$ciej zalecana przy podtypie B;

e terapie celowane — z uzyciem lekow celowanych takich jak trastuzumab (79).

Luminalne typy nowotwordéw piersi sg zréznicowang grupa pod katem molekularnym,
co wpltywa na dobor metod leczenia, ktore musza by¢ zindywidualizowane. Wtasciwa
klasyfikacja nowotworéw umozliwia precyzyjny dobor terapii 1 osiggnigcie wysokiej

skutecznosci leczenia.

1.5.2. HER-2 dodatnie nowotwory piersi
Nowotwory HER-2 dodatnie (ang. human epidermal growth factor) charakteryzuja si¢
nadekspresja genu HER-2. Cechuje je agresywny przebieg kliniczny ze zwigkszonym ryzykiem

przerzutéw na inne tkanki oraz stabsze rokowanie w porownaniu do podtypu luminalnego (80).

HER-2 jest receptorem transbtonowym, ktory odpowiada za prawidtowy przebieg
wzrostu 1 proliferacji komorkowych. Nalezy do rodziny receptorow ErbB, w ktorej sa rowniez
HER-1 (EGFR), HER-3 i HER-4. Aktywacja receptora HER-2 przebiega za pomoca
dimeryzacji z innymi czlonkami rodziny ErbB, poniewaz nie posiada naturalnego liganda.
Nadekspresja HER-2 spowodowana jest amplifikacja locus 17q12 w genie ERBB2. Szacuje
si¢, ze okoto 15-20% nowotwordéw piersi stanowig te podtypu HER-2 dodatniego (82).

Nowotwory piersi HER-2 dodatnie mozna wykry¢ za pomocag metod

immunohistochemicznych (IHC) 1 przy uzyciu hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ
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(ang. fluorescence in situ hybrydization - FISH). W przypadku leczenia, najczgsciej stosowane
sg terapie ukierunkowane molekularnie przy uzyciu lekéw takich jak: trastuzumab,

pertuzumab, T-DM1 (ang. trastuzumab emtasine) czy tez inhibitory kinazy tyrozynowej (83).

HER-2 dodatnie nowotwory piersi przyczynity si¢ w duzym stopniu do rozwoju terapii
celowanej. Postepy naukowe w zakresie diagnostyki molekularnej oraz terapii nowotworowych
daja coraz lepsze rokowania dla pacjentek z tym podtypem nowotworu. Pomimo tego,
niezbedne jest dalsze badanie mechanizméw opornosci komorkowej czy tez rozwdj nowych

metod terapeutycznych.

1.5.3. Troéujemne nowotwory piersi (triple-negative breast cancer - TNBC)

Najbardziej agresywng odmiang nowotwordéw piersi jest odmiana tréjujemna (TNBC),
ktora charakteryzuje si¢ brakiem ekspresji receptorow ER, PR 1 HER-2. Okoto 15-20%
przypadkéw nowotworow piersi jest klasyfikowana jako TNBC. Nowotwory te odznaczajg si¢
wczesnymi przerzutami w obrebie organizmu, przerzutami na narzady trzewne, szybkim
rozwojem choroby, krotkim czasem odpowiedzi na stosowane terapie celowane 1 niskimi
wskaznikami przezywalno$ci (80). Pomimo wielu skutecznych metod terapii nowotwordow
piersi odmian luminalnych 1 HER-2 dodatnich, TNBC dalej sprawia duzo probleméw
w doborze skutecznego leczenia. Dotychczasowe osiggnigcia w dziedzinie metod diagnostyki
molekularnej nowotworow troujemnych oraz rozwoj sekwencjonowania genomu, umozliwity

doktadniejsze okreslenie potencjalnych celéw molekularnych w leczeniu TNBC (80).

TNBC jest nowotworem heterogennym, ktory rézni si¢ pod katem molekularnym,
biologicznym 1 klinicznym od innych nowotworéw piersi. Brak receptorow hormonalnych
powoduje, ze TNBC nie reaguja na terapie hormonalne ani celowane. Z molekularnego punktu
widzenia sg zwigzane z kilkoma specyficznymi szlakami sygnatowymi, takimi jak aktywacja
kinaz bialkowych (kinaza aktywowana przez mitogen — MAPK oraz kinaza mTOR), ktore
najprawdopodobniej sprzyjaja proliferacji komorek nowotworowych. Oprécz tego,
wystepowanie mutacji w genach TP53 (gen supresorowy) oraz BRCA1 1 BRCA2 sg dos¢ czgsto
spotykane w przypadku TNBC i wplywaja na rozwdj oraz progresje choroby (84).

Aktualnie prowadzonych jest wiele badan klinicznych w odniesieniu do potencjalnych
metod leczenia trdjujemnych nowotwordw piersi takich jak: inhibicja PARP u pacjentek
z mutacja BRCA, immunoterapia z inhibitorami punktow kontrolnych, $rodki celowane w
receptor androgenowy czy tez koniugaty przeciwciato-lek skierowane na szlak AKT.

Te nowatorskie terapeutyczne podejscia daja nadziej¢ na poprawe skutecznosci leczenia
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i poprawy wynikow wyleczalno$ci wsrod pacjentow z TNBC (80). Jednakze, jak na razie
najczesciej stosowang metoda leczenia pozostaje chemioterapia, poniewaz te typy nowotworéw

sa wrazliwe na zwigzki cytotoksyczne takie jak karboplatyna czy doksorubicyna.

Nowatorskie badania prowadzi si¢ rowniez w odniesieniu do leczenia nowotworow
piersi za pomoca radioterapii. Duze nadzieje poktada si¢ w leczeniu hadronoterapig to jest m.in.

terapig borowo-neutronowg czy protonoterapia.

1.5.4. Leczenie nowotworow piersi za pomoca BNCT

Terapi¢ borowo-neutronowa mozna rowniez zastosowaé¢ do leczenia nowotworow
piersi. Przeprowadzono dotychczas niewiele badan klinicznych zwigzanych z leczeniem
nowotworow piersi z zastosowaniem terapii borowo-neutronowej. Jednakze, otrzymane wyniki
sa obiecujgce. Ta terapia moze stanowi¢ doskonalg opcje leczenia nowotwordw piersi
z nadekspresja HER-2, co sugeruja uzyskane wyniki z badan przedklinicznych. W tym
przypadku zaproponowano immunoliposomy znakowane trastuzumabem jako no$niki '°B ze
wzgledu na ich selektywno$¢ w celowaniu w komorki z nadekspresjg HER-2. Niezaleznie od
tego, istnieje dalsza potrzeba przeprowadzenia badan w zakresie leczenia nowotworow piersi

za pomocg BNCT (25).

Pojawiajace si¢ dotychczas dane z prowadzonych badan klinicznych nad BNCT
wskazujg, ze terapia z udzialem BPA moze z powodzeniem zosta¢ uzyta do leczenia
nowotworow piersi z nadekspresjg transportera LAT-1. Jesli uda si¢ stworzy¢ nowe zwigzki
z izotopem '°B, ktore beda dopuszczone do wykorzystania w BNCT (substancje oparte na
liposomach lub nanoczgstkach skierowanych na receptory hormonalne), wowczas istnieje

mozliwos¢ leczenia BNCT takze pacjentdéw z nowotworami piersi z niska ekspresja LAT-1

(85).

1.6. Nanoczastki zlota i ich wplyw na zwiekszenie efektywnoSci radioterapii
Nanoczastki ztota (ang. GNPs, gold nanoparticles) sa czastkami o rozmiarach z zakresu
nanometrycznego, ktore znalazly szerokie zastosowanie w réznych dziedzinach naukowych ze
wzgledu na swoje nietypowe wilasciwosci fizykochemiczne. Coraz czgéciej wykorzystywane
sa w terapiach nowotworowych w celu zwiekszenia efektywnosci terapii, co jest zwigzane
miedzy innymi z ich wysoka biokompatybilnoscia i zdolnos$cig do tak zwanej funkcjonalizacji

powierzchni.

Nanoczastki  ztota  cechuja si¢  wieloma unikatowymi  wlasciwosciami

fizykochemicznymi takimi jak:
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e silny efekt wzmocnienia radiacji — uwarunkowany jest wysoka liczbg atomowg zlota
(Z=79), co powoduje, ze doskonale absorbuje promieniowanie rentgenowskie i gamma;

e mozliwoscig precyzyjnej funkcjonalizacji — powierzchnia GNPs moze ulegac

modyfikacjom przy uzyciu ligandow, przeciwcial czy tez peptydow, co umozliwia
celowane dostarczanie nanoczastek do komorek nowotworowych;

e unikalne wilasciwosci optyczne — nanoczastki ztota wykazuja zdolno$¢ do absorpcji

Swiatla z zakresu bliskiej podczerwieni, co umozliwia ich wykorzystywanie np.
w fotochemicznych technikach obrazowania guza 1 badan biodystrybucji lekow;

e nie wchodza w reakcje metaboliczne — zloto jest metalem szlachetnym, poniewaz

wystepuje w szeregu aktywnos$ci metali za wodorem;

e biokompatybilnos§cig i stabilnosciag nanoczastek — charakteryzujg si¢ stabilnoscia

w $rodowisku biologicznym (86).

Nanoczastki ztota, wprowadzane w miejscu guza, sg wykorzystywane w radioterapiach
w celu zwigkszenia ich efektywnos$ci. Bioragc pod uwage mechanizm dziatania GNPs,
w radioterapii sg odpowiedzialne za wzmocnienie dawki promieniowania poprzez absorbcje
promieniowania jonizujagcego 1 przeksztalcenie go w strumien -elektronéw wtornych,
co doprowadza do uszkodzenia DNA komorek nowotworowych. Wytwarzane sg rowniez
reaktywne formy tlenu (ROS - ang. reactive oxygen species), ktoérych powstawanie moze by¢
katalizowane poprzez obecnos$¢ nanoczasteczek. W konsekwencji doprowadza to mig¢dzy
innymi do uszkodzenia integralnosci blon komodrkowych. Nanoczastki moga wptywaé na
mikrosrodowisko guza. Doprowadza to do zmian pH lub do niedotlenienia, co zwigksza
wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na promieniowanie. Nanoczastki moga by¢ takze
celowo ukierunkowane na specyficzne biomarkery obecne na btonach komérkowych komoérek
nowotworowych. W ten sposdb negatywny wptyw radioterapii na zdrowe komorki jest

zminimalizowany (87).

Dotychczas przeprowadzone badania kliniczne wykazaly, Zze nanoczastki zlota
zwigkszaja uszkodzenia DNA poprzez miejscowe zwigkszenie dawki promieniowania.
Doprowadza to do zwigkszenia liczby dwuniciowych peknig¢ DNA w komorkach
nowotworowych. Nanoczastki zlota zmniejszaja oporno$¢ nowotwordéw na leczenie, hamuja
proliferacj¢ komorek nowotworowych poprzez wptyw na rozklad komorek w poszczegélnych

fazach cyklu komorkowego, indukuja apoptoze 1 wptywaja na metabolizm komorki (88).
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1.6.1. Interakcja nanoczastek zlota z promieniowaniem neutronowym

Promieniowanie neutronowe jest rzadziej stosowane w praktyce klinicznej jako terapia
przeciwnowotworowa. Mimo to posiada ono unikalne wlasciwosci, takie jak zdolno$¢ do
glebokiej penetracji tkanek czy tez interakcji z jadrami atomowymi wybranych pierwiastkow.
Zdolno$¢ ta wykorzystywana jest miedzy innymi w terapii borowo-neutronowej. Nanoczastki
ztota moga zwickszaé skutecznos¢ BNCT poprzez generowanie hipertermii, ktéra zwigksza
stopien uszkodzenia komoérek nowotworowych. W obecno$ci nanoczastek, neutrony moga
inicjowac reakcje jadrowe prowadzace do emisji czastek alfa, beta lub gamma. Dzigki temu,

mozliwe jest dodatkowe wzmocnienie efektu terapeutycznego BNCT (88, 89).

Mechanizmy wplywajace na interakcje miedzy nanoczgstkami zlota a neutronami

obejmuja:

e wychwyt neutronéw — neutrony wchodzace w interakcje z atomami zlota '"’Au

wytwarzaja radioaktywny izotop '®Au, ktéry emituje promieniowanie gamma
stosowane w terapii neutronowej i analizie aktywacyjnej;

e rozpraszanie neutronéw — neutrony oddzialuja z nanoczastkami zlota jako czastki

elektrycznie obojetne, w tym poprzez rozpraszanie nieelastyczne prowadzac do
wzbudzenia jader zlota i emisji promieniowania gamma,

e zwigkszona powierzchnia oddziatywania ze wzgledu na nanorozmiar czgstek zlota

wplywa na ich wiasciwosci jadrowe i efekty rezonansowe w wychwytach neutronéw,

prowadza¢ do zmian przekrojow czynnych reakcji jadrowych (90).

Badania przedkliniczne wykazaly zwigkszong skuteczno$¢ terapeutyczng potaczenia
nanoczastek zlota z neutronami. Najlepszg skuteczno$¢ osiggni¢to w leczeniu guzéw gleboko
potozonych, takich jak guzy moézgu czy trzustki. Jednak, wdrozenie tej metody w praktyce
klinicznej wymaga dalszych badan. Jest to niezbedne w celu pelnego zrozumienia

mechanizmow dziatania nanoczastek zlota 1 zapewnienia bezpieczenstwa dla pacjentow (90).

Ze wzgledu na powyzej wymienione wlasciwosci GNPs, postanowiono zbadaé ich wptyw
na efektywno$¢ terapeutyczng terapii borowo-neutronowej w leczeniu nowotworow piersi.
Nanoczastki ztota maja zmniejszy¢ ekspozycje pacjenta na promieniowanie w przysztych

badaniach nad ich zastosowaniem w BNCT.
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2. Cel pracy

Gléwnym celem pracy bylo zbadanie mozliwo$ci zwigkszenia skutecznos$ci terapii borowo-

neutronowej za pomoca nanoczastek zlota w komoérkach nowotworowych piersi typu

troujemnego MDA-MB-231 i luminalnego MCF-7. Cele szczeg6towe pracy to:

1.

Opracowanie protokotu napromieniania komodrek w poczcie hydraulicznej reaktora
badawczego MARIA w Narodowym Centrum Badan Jadrowych w Swierku w celu
prowadzenia badan odno$nie wplywu terapii borowo-neutronowej na komorki.
Ustalenie optymalnych st¢zen nanoczastek ztota oraz BPA do dalszych badan poprzez
analiz¢ wnikania nanoczastek ztota do komorek MDA-MB-231 1 MCF-7 oraz analizg
wlasciwosci cytotoksycznych nanoczastek ztota 1 BPA w komérkach MDA-MB-231
1 MCF-7 za pomocg testu MTT oraz testu aneksynowego z jodkiem propidyny.
Zbadanie wptywu terapii borowo-neutronowej z zastosowaniem nanoczgstek ztota na
poziom uszkodzen i naprawy DNA w komorkach MDA-MB-231 1 MCF-7, ocenianych
za pomocy testu y-H2AX oraz testu mikrojadrowego.

Analiza wplywu terapii borowo-neutronowej z nanoczastkami zlota na przezywalnos¢
oraz przebieg cyklu komorkowego komérek MDA-MB-231 1 MCF-7.

Analiza porownawcza efektywnosci terapii borowo-neutronowej z nanoczastkami ztota
w komoérkach MDA-MB-231 1 MCF-7, w odniesieniu do roéznych rozmiardéw

nanoczgstek zlota (50 nm 1 100 nm).
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3. Materialy i metody

3.1. Charakterystyka linii komdérkowych MDA-MB-231 i MCF-7 oraz ich
warunki hodowli in vitro

Badania przeprowadzono na ludzkich liniach komorek nowotworowych piersi.

Wykorzystano linic MCF-7 (nr kat. HTB-22"™) reprezentujgca typ luminalny nowotworu piersi

oraz lini¢ komérkowg tréujemng — MDA-MB-231 (nr kat. CRM-HTB-26"). Linie komérkowe

otrzymano z Uniwersytetu w Sztokholmie (Szwecja).

Komoérki linii nowotworowej piersi MCF-7 wyprowadzono z gruczotu piersiowego od
69-letniej kobiety chorej na gruczolakoraka. Komorki MCF-7 sg sklasyfikowane jako komorki
nowotworu piersi typu luminalnego z nadekspresja transportera LAT-1. W tych komdrkach
wystepuje ekspresja receptoru estrogenowego oraz ekspresja genow insulinopodobnych
czynnikow wzrostu IGFBP BP-2, IGFBP BP-4 i IGFBP BP-5 (91). Linia MCF-7 wykazuje
rowniez ekspresje onkogenu WNT7B, ktéry odpowiada za aktywacje beta-katenin
w komorkach gruczolakoraka. Komoérki hodowano w pozywce Minimum Essential Medium
Eagle (MEM) (CORNING, nr kat. 10-010-CV) z dodatkiem 10% surowicy bydleco-cielgcej
(Gibco, nr kat. 10270-106) 1 mieszankg antybiotykow penicylina/streptomycyna (Gibco, nr kat.
15140-122). Pozywka MEM zawierata miedzy innymi: zestaw aminokwasow, takich jak
arginina, fenyloalanina (~32 mg-L™"), glutamina, leucyna, itd., glukoze, wodoroweglan sodu,
chlorek sodu 1 potasu, kwas foliowy czy tez tiaming. Komorki linii MCF-7 przechowywano w

inkubatorze przeznaczonym do hodowli komérkowych in vitro w temperaturze 37°C z 5% COx.

Komorki linii nowotworowej piersi MDA-MB-231 naleza do tréujemnej odmiany
nowotworow piersi, w ktorych nie wystepuje ekspresja trzech receptorow hormonalnych -
receptora B-estrogenowego, receptora progesteronowego i receptora HER-2 przy jednoczesne;j
nadekspresji transportera LAT-1. MDA-MB-231 zostala wyprowadzona z gruczotu sutkowego
od 51-letniej kobiety z gruczolakorakiem. Markerami ekspresji w tych komoérkach sa:
nabtonkowy czynnik wzrostu (EGF — ang. epidermal growth factor) 1 transformujacy czynnik
wzrostu o (TGF-a — ang. transforming growth factor alpha). W komoérkach wystepuje rowniez
ekspresja genu WNT7B (92). Jako podtoze hodowlane do komoéorek MDA-MB-231 uzyto
Dulbecco’s Modification Eagle’s Medium (DMEM) (CORNING, nr kat. 10-014-CV)
uzupetnionego surowica bydlegco-cielgcg w 10%-ach (Gibco, nr kat. 10270-106) i dodatkiem
mieszaniny antybiotykdéw penicylina/streptomycyna (Gibco, nr kat. 15140-122). Pozywka

DMEM w poréwnaniu do MEM ma okoto 4-krotnie wyzsze sumarycznie ste¢zenie
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aminokwasow 1 witamin oraz zawiera dodatkowe sktadniki takie jak zelazo. W przypadku
zawartoéci fenyloalaniny w pozywce wynosita ~66 mg-L!. Komérki MDA-MB-231
przechowywano w inkubatorze do hodowli komoérkowych in vitro w temperaturze 37°C z 5%

COs.

3.2.  Zrédlo neutronéw — reaktor badawczy MARIA
Zroédlem promieniowania mieszanego (stosunek promieniowania gamma do
promieniowania neutronowego — 50%:50%), ktére wykorzystano w badaniach byt reaktor

badawczy MARIA zlokalizowany w Narodowym Centrum Badan Jadrowych w Swierku.

3.2.1. Spos6b napromieniania komodrek nowotworowych piersi w poczcie
hydraulicznej reaktora badawczego MARIA
Do napromienienia komorek wykorzystano system poczty hydraulicznej reaktora
badawczego MARIA. Kanaly poczty hydraulicznej sa wykorzystywane do krotkotrwatych
ekspozycji. Probki z komorkami umieszczano w specjalnych zasobnikach, a nastepnie w kanale
poczty. Catos¢ procesu trwata 10-12 sekund, w ktorym to czasie zachodzito napromienienie
probek w rdzeniu reaktora. Dawka promieniowania neutronowego, ktorg komorki otrzymywaty
w trakcie cyklu miescita si¢ w zakresie 0,4-2,8 Gy. Napromienienie probek biologicznych

odbywato si¢ w trakcie rozruchu reaktora w celu uzyskania niskiej dawki promieniowania.

3.2.2. Przygotowanie komorek do napromieniania w reaktorze MARIA

W celu przygotowania komorek do eksperymentu, wysiewano je na 20 szalek w gestosci
500 000 komoérek na szalke. Nastepnie, po osiggnieciu odpowiedniej konfluencji komorek
(okoto 80%), wylewano pozywke i dodawano pozywke z nanoczastkami ztota (GNPs) (8 pl
GNPs na 1 ml pozywki). Pozywke wymieniano 4h i 24h przed napromienianiem. Natomiast,

roztwor BPA dodawano 4h przed napromienianiem.

Komorki po inkubacji z nanoczastkami ztota 1 z BPA przygotowano do napromienienia
w poczcie hydraulicznej. Opracowano protokot odpowiedniego napromieniania komorek
w zasobniku skonstruowanym do umieszczenia probek biologicznych w poczcie hydrauliczne;j
reaktora badawczego MARIA. Komorki odrywano za pomocg trypsyny, a nastepnie wirowano
przez 10 min (900 obrotéw - min’'). Zlewano nadsgcz i reszte pozywki z komorkami
przenoszono do probdéwek Eppendorfa o pojemnosci 20 ul. Zawiesing komorek wirowano
w ultrawirowce przez 30 sekund, a nastgpnie, maksymalnie odciggano nadsacz, aby
zminimalizowaé¢ wptyw efektu zachodzacej radiolizy srodowiska wodnego wzmacniajacej

odpowiedz komoérkowa. W pojedynczym zasobniku miescito si¢ 9 probowek typu Eppendorf
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utozonych pionowo. Po napromienieniu, do probéwek dodawano 100 pl pozywki, a nastgpnie

przenoszono zawiesiny komorkowe do nowych szalek z pozywka (5 ml).

3.2.3. Dawki promieniowania mieszanego
W ponizszej tabeli przedstawiono dane dotyczace dawek promieniowania mieszanego,

ktorymi byly traktowane komorki nowotworowe piersi MDA-MB-231 i MCF-7.

Tabela 3. Dawki promieniowania mieszanego (neutronowe + gamma — stosunek
promieniowania 50%:50%), ktorymi traktowano komorki nowotworowe piersi MDA-MB-231
i MCF-7 uzyskiwane w poczcie hydraulicznej reaktora badawczego MARIA. Dane uzyskane
z odczytu TLD. Obliczenia dawki efektywnej zostaly wykonane zgodnie z dokumentem ICRP
Publication 116. Do obliczen wykorzystano geometrie izotopowq. Obliczenia wykonano dla
neutronow w zakresie energii: 1-10-9-0,5 MeV. Niepewnos¢ obliczen oszacowano dodajgc do

niepewnosci pomiaru i obliczen strumienia neutronow termicznych, stalq niepewnos¢ 5%

wynikajgcy z analizy rozdziatu 4.3.2. oraz z konserwatywnego podejscia.

DATA ZASOBNIKI Z KOMORKAMI
1 2 3
(dawka/dawka | (dawka/dawka | (dawka/dawka

efektywna) efektywna) efektywna)
17/12/2021 | 2,09 Gy/1,15 2,09 Gy/1,15 1,7 Gy/4,2
3/01/2022 | 1,48 Gy/0,7 2,42 Gy/0,82 2,23 Gy/0,75
4/02/2022 | 1,20 Gy/5,1 0,76 Gy/0,71 1,44 Gy/0,79
9/03/2022 | 1,49 Gy/0,7 1,13 Gy/4,99 0,96 Gy/6,28
17/03/2022 | 0,43 Gy/4,4 1,21 Gy/5,94 1,21 Gy/5,94
01/04/2022 | 2,83 Gy/0,78 2,18 Gy/0,72 0,91 Gy/5,8
06/04/2022 | 1,25 Gy/0,64 1,11 Gy/4,66 1,98 Gy/6,07
19/04/2022 | 1,25 Gy/6,07 1,18 Gy/0 2,54 Gy/4,72
27/05/2022 | 1,04 Gy/5,49 1,34 Gy/0,71 1,43 Gy/0,71
03/06/2022 | 1,28 Gy/0,64 1,31 Gy/0,86 0,65 Gy/5,97
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3.3.  Nosnik izotopu '°B - BPA - p-borofenyloalanina
Jako nosnik izotopu B w badaniach uzyto p-borofenyloalaniny (BPA; Interpharma
Praha, Czechy). Preparat byt dodatkowo wzbogacony izotopem '°B. BPA rozpuszczano
w wodzie destylowanej (30 mg w 1 ml H>O) podgrzewajac do temperatury 60°C. Nastepnie,
ustalano pH na poziomie 7,3-7,4, poniewaz BPA najefektywniej dziata w takich zakresach pH
(6). W ten sposob otrzymano zawiesing borofenyloalaniny, ktérg nastepnie dodawano do
komoérek w objetosci 34 pl na 5 ml pozywki (stezenie molowe: 4,1 mol-dm>). BPA

przygotowywano przed kazdym eksperymentem ze wzgledu na krotki czas trwatosci zwigzku.

3.4. Nanoczastki zlota

W badaniach wykorzystano dwa rozmiary nanoczgstek ztota: 50 nm 1 100 nm. Rozmiary
nanoczastek dobrano pod katem selektywnej przepuszczalnosci btony komorkowe.
Nanoczgstki zlota o rozmiarze 50 nm stabilizowano w 0,1 mM roztworze PBS (Sigma Aldrich,
nr kat. 753645, Niemcy; producent: CytoDiagnostics, Inc.). Stezenie GNPs w zawiesinie
producenta wynosito 3,5+10'° nanoczastek-mL™'. Wartoéé polidyspersyjnoéci nanoczastek
wynosita < 0,2, a wartoé¢ OD? = 1. Rozmiar rdzenia GNPs wynosit 47-53 nm, a $rednica
hydrodynamiczna (Z) — 51-63 nm. Nanoczgstki o rozmiarze 100 nm stabilizowano w buforze
cytrynianu (Sigma Aldrich, nr kat. 742031, Niemcy; producent: CytoDiagnostics, Inc.).
Stezenie GNPs miesécito sie w zakresie 3,45+9'0 — 4,22+9'° nanoczastek-mL™!. Wartos¢
polidyspersyjnosci nanoczastek wynosita 0,1, a wartos§¢ OD = 1. Rozmiar rdzenia GNPs
wynosit 98-110 nm, a $rednica hydrodynamiczna (Z) — 108-125 nm. Nanoczastki otrzymano
przez redukcj¢ prekursoréw soli metali za pomoca srodkow redukujacych, takich jak redukcja
cytrynianem zwigzku HAuCls w wodzie. Do kazdego eksperymentu przygotowywano nowg
zawiesinge nanoczastek w pozywce. Dodawano 8 pul GNPs na 1 ml medium przed dodaniem

pozywki do komoérek. Zawiesin nanoczastek nie poddawano sonifikacji.

3.5. Oznaczanie cytotoksycznosci nanoczastek zlota i BPA na komorki MDA-
MB-231 i MCF-7 za pomoca testu MTT

Test MTT jest to powszechnie stosowana metoda kolorymetryczna stuzaca do

okreslania aktywnos$ci metabolicznej komorek. Test ten opiera si¢ na analizie zdolnosci

oksydoredukcyjnej mitochondriow komoérkowych do redukcji soli tetrazolowej (bromek 3-

[4,5-dimetylotiazol-2-ylo]-2,5-difenylotetrazoliowy) rozpuszczalnej w wodzie do fioletowego

formazanu, nierozpuszczalnego w wodzie.

20D - ang. optical density — ggsto$¢ optyczna
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Komoérki wysiewano na ptytke 96-dotkowsa. Badano rézne stezenia GNPs (4 ul-ml™'; 8
ul-ml™’; 16 ul'ml™; 32 ul'ml™) z inkubacjg 4h i 24h oraz BPA (15 mg-ml™'; 30mg-ml™; 60
mg-ml"). Do wykonania testu cytotoksycznos$ci uzyto Cell Proliferation Kit I (MTT) (Roche,
nr kat. 11465007001, Niemcy). Po uplywie doby od rozsiania komodrek, dodawano GNPs
i inkubowano 24h, do ktérych dodawano BPA po 20h. Do reszty prob badawczych, dodawano
GNPs i inkubowano 4h z BPA. Po uplywie inkubacji z nanoczastkami i BPA, wykonywano
test MTT zgodnie z instrukcja. Dodawano roztwor soli tetrazolowej do komoérek i1 inkubowano
je w 37°C przez 4h. Po uplywie tego czasu dodawano SDS, a nast¢pnie po 4h mierzono
absorbancj¢ w spektrofotometrze UV-Vis przy dtugosci fali 570 nm. Wyniki przedstawiono
jako procentowg aktywno$¢ metaboliczng danej proby badanej wzgledem proby kontrolnej

wyliczong za pomocg ponizszego wzoru:

aktywno$¢ metaboliczna badanej proby

kt S¢ metaboli %) = - 1009
aktywnosé metaboliczna (%) aktywnos$¢ metaboliczna préby kontrolnej o

Test MTT zostat wykonany w celu ustalenia optymalnego st¢zenia BPA 1 GNPs do
dalszych eksperymentow z wykorzystaniem BNCT. W pracy testowano trzy stezenia BPA (15,
30, 60 mg-ml™!), cztery stezenia GNPs (4, 8, 16, 32 pl-ml ™) oraz dwa rozmiary GNPs (50 i 100

nm). Schemat eksperymentu przedstawiono na Rycinie 6.

kontrola (G 21 o BPA GNP 100 nm
(4, 8, 16, 32 pl-ml') (15, 30, 60 mg-ml-?) (4, 8, 16, 32 pl-ml!
\ J N J

Y Y

GNP 50 um (4 ul -mt?)| | GNP 50 nm (4 ul -mk?
+BPA (15 mg -mlt) +BPA (30 mg -ml?)

GNP 100nm (4 pl ‘ml*
+BPA (30 mg ‘ml)

‘e

[N?SO nm (4 pl -mi!

GNP 100nm (4 pl “mlY)
+BPA (60 mg ‘ml)

GNP 100um (4 pl -mi*
+BPA (15 mg -ml)

+BPA (60 mg ‘mlt)

GNP 100nm (8 pl -ml*
+BPA (30 mg ‘mi!

')

GNP 100nm (8 pl ml')]

+BPA (15 mg ‘ml) +BPA (30 mg/ml) +BPA (60 mg ‘ml™) +BPA (15 mg ‘ml) +BPA (60 mg ‘mlT)

GNP 50 nm 16 pul -mH') (GNP 50 nm (16 pl -mt GNP 100nm 16 pl -mrt| GNP 100mm (16 pl -mt
+BPA (15mg ‘mt) | | +BPA (30 mg ‘ml) +BPA (15 mg mlt) +BPA (30 mg/ml)
(GNP 50 nm (32 ul -ml” } Ev 50 nm (32 pl -mt ‘i Ev 50 nm (32 w/ ml} E. 100nm (32 pl ml] f' }

+BPA (15 mg ‘ml) +BPA (30 mg ‘ml) +BPA (60 mg ‘ml?) +BPA (15 mg -mt)

GNP 50 nm (8 pl -mk ﬂ [GNPSO mm (8 pl -mb )} [NPSO nm (8 pl -mk )] [N’P]oonm (8 ul -ml- ﬂ

GNP 50 nm (16 pl 'ml!
+BPA (60 mg ml)

100nm (32 pl -mk

NP 100nm (32 pl -ml
+BPA (30 mg 'ml?)

+BPA (60 mg ‘mlY)

NP 1000m (16 il “ml*
+BPA (15 mg 'ml?)

o0

l 4 124 godziny

Utrwalanie komorek MDA-MB-231 1 MCF-7 1 analiza wynikow testu MTT

Rycina 6. Schemat eksperymentu testu cytotoksycznosci w komoérkach nowotworowych piersi

(Zrodto: wykonanie wiasne).

Na podstawie wynikow testu MTT oraz dostepne;j literatury do dalszych badan wybrano
stezenie BPA 30 mg-ml! oraz stezenie GNPs — 8 pl-ml™.
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Dodatkowo wyliczono warto$ci ICso dla poszczegdlnych prob. 1Cso (ang. half maximal
inhibitory concentration) jest to potowa maksymalnego stezenia hamujacego danej substancji,
ktéra umozliwia okreslenie potencjatu substancji w hamowaniu okreslonej funkcji biologicznej
czy biochemicznej. Wzor na wyliczenie ICso:

(r-0)

1Csp = v

gdzie:
Y=50,
C 1 M — warto$ci wyliczone z linii trendu.

W niektérych probach eksperymentalnych wyliczano wartos¢ ECso ze wzgledu na
rosngcg aktywnos¢ metaboliczng komorek. ECso (ang. half maximal effective concentration)
jest to miara stezenia substancji badanej wywotujacej odpowiedz biologiczng komoérki na
poziomie potowy wartosci dawki maksymalnej. Najczesciej stosowanym wzorem na

liczenie ECsg jest czteroparametrowe rownanie Hill’a:
wy ] p

maksymalna odpowiedZ — minimalna odpowiedz

)

Y = minimalna odpowiedz +

gdzie:

Y- odpowiedz biologiczna,

X — zastosowane stezenie substancii,

n — wspotczynnik nachylenia krzywej (wspotczynnik Hill’a).

Model Hill’a dopasowuje si¢ do danych pochodzacych z regresji nieliniowej w celu wyliczenia

ECso.

3.6. Cytometryczna analiza poziomu wnikania nanoczastek zlota do komorek
nowotworowych piersi MDA-MB-231 i MCF-7

Wnhikanie nanoczastek ztota o rozmiarach 50 nm i 100 nm badano za pomoca cytometrii

przeplywowej. Pomiarow dokonano przy uzyciu dwoch wskaznikow SSC (side scatter) 1 FSC

(forward scatter) (93). Metoda polega na analizie poziomu rozproszenia §wiatla laserowego,

ktére pada na komorke w trakcie pomiaru. Detektor SSC jest umieszczony w sposob

prostopadly do wigzki $wiatta laserowego padajacego na komorke. Swiatto zatamuje sie
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w rdznych kierunkach przechodzac przez struktury komorki, czyli ziarnisto$ci cytoplazmy
i organelle. Im bardziej komérka ma skomplikowang budowe, tym wigcej §wiatla zatamuje si¢
w roznych kierunkach i trafia na detektor boczny. Miarg wnikania GNPs do komorek jest
stosunek SSC komorek traktowanych nanoczastkami do SSC komoérek kontrolnych (94).
Natomiast, detektor przedni FSC ustawiony jest naprzeciw wiazki $wiatla laserowego
padajacego na komodrke. Odpowiada on za analize wiazki, ktora zostata ugigta na powierzchni
komorki. Powoduje to, ze im wicksza intensywnosc¢ i kat wigzki, ktora pada na detektor, tym

wigksza powierzchnia komorki.

Komoérki MDA-MB-231 i MCF-7 wysiano na odpowiednig liczba szalek w gestosci 5-10°
na 5 ml pozywki. Po 24h od zatozenia hodowli traktowano je nanoczgstkami ztota odpowiednio
o rozmiarze 100 nm i 50 nm w stezeniu 8 pl-ml™!. Komérki inkubowano z dodanymi GNPs 4h
lub 24h. Po inkubacji komorki ptukano 3-krotnie w PBS. Nastepnie, odrywano komorki od
podtoza szalki za pomoca trypsyny, wirowano je i zawieszano w 1 ml PBS-u. Pomiaréw
dokonywano za pomocg cytometru przeptywowego BD LSR II (Becton Dickinson, USA),
ktory jest wyposazony w laser o dtugosci fali 488 nm, detektor diodowy FSC 1 detektor SSC w
postaci fotopowielacza. Dane z tych pomiarow zbierano dla 20 000 komorek. Eksperyment

wykonano w trzech niezaleznych powtdrzeniach dla kazdej z badanych linii komérkowych.

- ~
[ kontrola } GNP 50 nm (8 pl-ml?)

\ J
e N

GNP 100 nm (8 pl- ml?)
\. J

l 4 124 godziny

analiza wnikania nanoczastek zlota do komorek MDA-MB-231 1 MCF-7

Rycina 7. Schemat eksperymentu do analizy wnikania nanoczastek ztota (wspotczynnik SSC)

w komoérkach nowotworowych piersi (Zrodto. wykonanie wlasne).

3.7.  Analiza wplywu nanoczastek zlota i BPA w terapii borowo-neutronowej na
rozklad komorek MDA-MB-231 i MCF-7 w poszczegolnych fazach cyklu
komorkowego

Analiza przebiegu cyklu komorkowego pozwala m.in. na oceng zatrzymania komorek

w fazach cyklu pod wptywem czynnika fizycznego lub chemicznego w poréwnaniu do
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komorek kontrolnych. Cykl komérkowy dzielimy na cztery fazy: Gi, S, G2 oraz M, czyli mitozg
(wlasciwy podziat komodrkowy). Niektore komorki moga znajdowac sie w fazie spoczynkowe;j
Go (komorki nieproliferujgce). Promieniowrazliwo$¢ komorek jest zalezna od fazy cyklu
komoérkowego, w ktorej aktualnie si¢ znajduja. Najwicksza podatnoscia na dziatanie
promieniowania charakteryzuja si¢ komorki w fazie G2 oraz w mitozie, a najmniejsza w poznej

fazie S (95).

110

s

PRZEZYWALNOSC %

0 : ] :
IvTEs s [ 6 |

FAZA CYKLU

Rycina 8. Schemat przedstawiajacy wrazliwo$¢ komorek na promieniowanie jonizujace

w zaleznosci od fazy cyklu komorkowego (zrédto: na podstawie artykutu (95)).

W celu zbadania progresji cyklu komérkowego, po 24h od napromienienia, komorki
zbierano za pomoca trypsynizacji do probowek i wirowano 900 obrotéw-min! przez 10 min,
a nastgpnie usuwano nadsgcz. Osad komoérkowy ptukano 2-krotnie PBS, po czym utrwalano
w 1 ml zimnego 80%-owego etanolu 1 inkubowano przez 60 min w temperaturze 4°C. Po
inkubacji, komorki ponownie 2-krotnie ptukano PBS-em. Komoérkowe DNA barwiono
roztworem jodku propidyny PI (50 mg-ml"' w PBS, Sigma Aldrich, nr kat. 81845, Szwajcaria)
w obecnoéci RNAzy o stezeniu 50 mg-ml!. Zawiesine komérek inkubowano z PI i RNAza
przez 60 minut w temperaturze 37°C, a nastgpnie ptukano 2-krotnie PBS-em 1 przenoszono 300
ul zawiesiny do proboéwek cytometrycznych. DNA analizowano za pomoca cytometru
przeptywowego LSR II (Becton Dickinson, USA). Dane uzyskiwano przy uzyciu programu BD
FACSDiVa (v 6.0, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) i analizowano w
oprogramowaniu Modfit LT (Verity Software House, Topsham, USA). Dane z cyklu
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komorkowego zbierano dla populacji 20 000 komoérek. Okreslono procentowa ilo$é
komoérek w poszczeg6lnych fazach cyklu komoérkowego Go/Gi, S 1 Go/M. Przeprowadzono trzy

niezalezne powtdrzenia eksperymentu dla kazdej z badanych linii komorkowych.

@ ~15 Gy o
.. S bez napromieniania
promieniowanie mieszane
- N ~ - N N
BPA BPA
kontrola 1 kontrola 1
(30 mg-ml?) (30 mg-ml?)
vy vy A S A

(GNP 50 nm @ nl -ml‘l)\ (GNP 50 nm (8 ul -ml’l)\ (GNP 50 nm (8 ul -ml'l)\ (GNP 50 nm (8 ul -ml'1)\
+ BPA (30 mg -ml?) +BPA (30 mg -ml)

\ 4h J 4h J \ 4h J L 4h J

(GNP 50 nm (8 ul -ml'l)\ (GNP 50 nm (8 pl -ml?) ) (GNP 50 nm (8 ul -ml?) Y (GNP 50 nm (8 pl -mi?))
+BPA (30 mg -ml?) +BPA (30 mg -ml?)

L 24h ) U 24h )L 24h JERN 241 )

(GNP 100 nm (8 ul -ml)] (GNP 100 nm (8 ul -ml)] (GNP 100 nm (8 pul -ml)) (GNP 100 nm (8 pul -ml™))
+BPA (30 mg ‘ml) +BPA (30 mg ‘ml™)

. 4h J U 4h J N 4h J U 4h J

I N I >

GNP 100 nm (8 pl -mI?)) (GNP 100 nm (8 pl -ml)) GNP 100 nm (8 pl ‘mI")] (GNP 100 nm (8 ul -ml))
+ BPA (30 mg -ml?) +BPA (30 mg -ml?)

\_ 24h J L 24 h y \_ 24h J U 24h )

24 godziny

analiza przebiegu cyklu komoérkowego komorek MDA-MB-231 i MCF-7

Rycina 9. Schemat eksperymentu progresji cyklu komoérkowego w komorkach

nowotworowych piersi (Zrodto: wykonanie wiasne).

3.8. Analiza wplywu nanoczastek zlota i BPA w terapii borowo-neutronowej na
przezywalno$¢ komorkowa w komorkach MDA-MB-231 i MCF-7 za pomoc3
testu klonogennego

Test przezywalno$ci komorkowej, inaczej nazywany testem klonogennym, jest jednym z

podstawowych testow radiobiologicznych okres$lajacym zdolno$¢ komodrek do proliferacji
1 tworzenia kolonii. W tescie klonogennym wysiewa si¢ okreslong liczbe komorek, a nastepnie
pozostawia na 2-3 tygodnie (zalezy od linii komorkowej i warunkéw napromieniania)

w inkubatorze w celu wyhodowania kolonii.

Do oceny zdolnosci proliferacyjnych komorek wykorzystano parametr PE (ang. plating

efficiency), czyli wydajno$¢ klonowania, ktory opisany jest przez wzor:

liczba powstatych kolonii

~ liczba wysianych komorek
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Natomiast, przezywalno$¢ komorkowa okresla wzor:

SF = wydajnosc¢ klonowania komorek napromienionych

wydajnosc¢ klonowania komorek kontrolnych

gdzie SF oznacza przezywalno$¢ komorkowa (ang. surviving fraction). Komorki kontrolne sa

komorkami, ktore nie zostaly poddane dziataniu promieniowania.

Po ekspozycji na promieniowanie mieszane, komorki przygotowano wedtug schematu
przedstawionego na Rycinie 10. Komodrki wysiewano do ptytek 6-dotkowych, zawierajacych 3
ml pozywki w liczbach: 100 komoérek w dotkach w panelu kontrolnym (proby
nienapromienione) oraz 400 komorek w dotkach w panelu traktowanym promieniowaniem
mieszanym (proby napromienione). Komorki inkubowano 21 dni. Nastepnie, kolonie barwiono
5%-owym roztworem Giemsy (nr kat. 121601164, Chempur). Kolonie zliczano manualnie po

wybarwieniu. Przeprowadzono trzy niezalezne eksperymenty dla kazdej z linii komorkowych.

@ ~ 15 Gy o
. T bez napromieniania
promieniowanie mieszane
e N ™ e N ™
BPA BPA
kontrola (30 mg-ml") kontrola (30 mg-ml)
J \ J \ N

(GNP 50 nm (8 ul -ml’l)\ fGNp 50 nm (8 pl -m[-l)\ (GNP 50 nm (8 ul -ml'l)\ (GNP 50 nm (8 ul -ml’l)\

+BPA (30 mg -ml!) +BPA (30 mg ‘ml?)
. 4h J U 4h y \ 4h J 4h y
(GNP 50 nm (8 ul -ml?) ) (GNP 50 nm (8 pl -ml?) ) (GNP 50 nm (8 pl -ml) ) (GNP 50 nm (8 pl ‘ml))
+BPA (30 mg -ml?) +BPA (30 mg -ml?)
L 24 h ) U 24h )L 24 h ) L 24h y
(GNP 100 nm (8 ul -ml?)) (GNP 100 nm (8 ul -ml*)) (GNP 100 nm (8 ul -mI)) (GNP 100 nm (8 ul -ml))
+BPA (30 mg -ml?) +BPA (30 mg -ml?)
\ 4h J X 4h J \ 4h J X 4h J
(- 3 e R
GNP 100 nm (8 ul ‘ml)] (GNP 100 nm (8 pl -ml)) GNP 100 nm (8 ul ‘ml?)| (GNP 100 nm (8 pl -ml))
+BPA (30 mg -ml?) +BPA (30 mg -ml?)
L 24 h J L 24 h ) 4 24 h J U 24 h J
21 dni

analiza przezywalnosci komérkowe] MDA-MB-231 1 MCF-7

Rycina 10. Schemat eksperymentu przezywalnosci komorkowej (test klonogenny)

w komorkach nowotworowych piersi (Zrodfo: wykonanie wiasne).
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3.9. Analiza wplywu nanoczastek zlota i BPA w terapii borowo-neutronowej na
indukcje¢ uszkodzen chromosomow w komorkach MDA-MB-231 i MCF-7 za
pomocg testu mikrojadrowego

Test mikrojadrowy jest to test cytogenetyczny, ktéory umozliwia zbadanie wpltywu
r6znych czynnikéw genotoksycznych, takich jak substancje chemiczne czy promieniowanie
jonizujace, na DNA komorkowe. Mikrojadra to struktury pozajadrowe zawierajace fragmenty
chromatyny, ktére powstaja na skutek peknig¢ DNA (uszkodzenia klastogenne). Natomiast,
mikrojadra powstajace na skutek nondysjunkcji chromosoméw (uszkodzenia aneugenne)
zawierajg cate chromosomy. Powstaja one na skutek niestabilno$ci genomu lub uszkodzenia
materiatu genetycznego. Mikrojadra moga roéwniez powsta¢ na skutek naturalnych procesow

zachodzacych w komorce jak starzenie si¢ czy tez metabolizm.

W badaniach odnoszacych si¢ do uszkodzen spowodowanych promieniowaniem
jonizujagcym wykorzystuje si¢ test mikrojagdrowy, w ktorym blokuje si¢ cytokineze komorki.
W celu zahamowania cytokinezy, stosuje si¢ cytochalazyne B, ktora hamuje polimeryzacje
wlokien aktynowych i1 tworzenie kurczliwych mikrofilamentow biorgcych udzial w procesie
mitozy, ale nie hamuje kariokinezy. W zwiagzku z tym powstaja komorki dwujadrzaste, w
ktorych analizuje si¢ mikrojadra powstate w wyniku uszkodzenia materiatu genetycznego. Test
ten ma szerokie zastosowanie w badaniach cytogenetycznych 1 biodozymetrycznych. Mozna

uzyskac¢ z niego informacje odnos$nie:

e poziomu uszkodzen DNA 1 ich naprawy;

e osobniczej promieniowrazliwosci;

e reakcji tkanek na promieniowanie u pacjentéw leczonych radioterapia;

e przewidywania choroby nowotworowej;

e charakterystyki uszkodzen cytogenetycznych powstalych po chemio-

1 radioterapii (96).

Po ekspozycji na promieniowanie mieszane, komorki wysiewano na szalki,
przewozono w inkubatorze do Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach 1 dodawano
cytochalazyne B (stezenie kofcowe: 5 mg-mL'; Sigma-Aldrich, Niemcy). Nastepnie, komorki
inkubowano i zbierano w trzech punktach czasowych od napromienienia: 30h, 36h i 42h.
Komorki traktowano najpierw roztworem hipotonicznym KCl (0,14 M), a nastgpnie utrwalano
w utrwalaczach: jednokrotnie w I utrwalaczu (0,9% NaCl, metanol i kwas octowy — stosunek

objetosciowy: 13:12:3) oraz trzykrotnie w II utrwalaczu (metanol i kwas octowy — stosunek
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objetosciowy: 4:1). Utrwalone komorki nakraplano na szkietka mikroskopowe. Po
wyschnigciu, preparaty barwiono 10%-owym roztworem barwnika Giemsy (nr kat. 121601164,
Chempur) oraz kodowano. Mikrojadra analizowano w binukleatach (komorki dwujadrzaste) za
pomoca mikroskopu $wietlnego przy powigkszeniu 40x. Zanalizowano 1000 binukleatow na

jedna probe. Wykonano trzy niezalezne powtdrzenia z kazda badang linig komorkowa.

@ ~15 Gy o
.. LT bez napromieniania
promieniowanie mieszane
4 N\ 4 N\ g N 4 N
kontrola BPA ) kontrola BPA )
(30 mg-ml?) (30 mg-ml?)
S A S A S p

(GNP50 nm (8 pl ‘ml) | (GNPS5Onm (8 pl -mlt) | (GNP SOnm (8 pl -miY)| (GNP 50 nm (8 pl -ml) )

+ BPA (30 mg -ml?) +BPA (30 mg -ml*)
\ 4h J U 4h J \ 4h J 4h J
(GNP 50 nm (8 pl -ml) ) (GNP 50 nm (8 pl ‘ml!) ) (GNP 50 nm (8 pl -ml) ) ('GNP 50 nm (8 pl -ml?) )
+ BPA (30 mg -ml?) + BPA (30 mg -ml?)
L 24h RN 24h )L 24 h ) L 24h )
(GNP 100 nm (8 pl -mi)) (GNP 100 nm (8 ul -ml?)] (GNP 100 nm (8 pl -ml)] (GNP 100 nm (8 pl -ml))
+BPA (30 mg -ml?) +BPA (30 mg -ml?)
\ 4h J 4h J N 4h J 4h J
- N s ~
GNP 100 nm (8 ul -mI)] (GNP 100 nm (8 ul -mi1)) (GNP 100 nm (8 ul ‘ml')] (GNP 100 nm (8 ul -ml)
+BPA (30 mg -ml?) +BPA (30 mg -ml?)
L 24 h J L 24 h y \ 24h J 24 h P,

l 30h,36 h142 h

analiza czestosci wystepowania mikrojader w komérkach MDA-MB-231 1 MCF-7

Rycina 11. Schemat eksperymentu kinetyki powstawania mikrojader w komorkach

nowotworowych piersi (Zrodto: wykonanie wtasne).

3.10. Analiza wplywu nanoczastek zlota oraz BPA w terapii borowo-neutronowej
na indukcje podwdjnoniciowych peknie¢ DNA w komérkach MDA-MB-231
za pomocy testu y-H2AX

Test ognisk naprawczych y-H2AX jest testem umozliwiajacym zlokalizowanie
podwdjnoniciowych uszkodzen DNA (DSB — ang. double strand breaks). Z tego powodu,
znakowanie obecnosci DSB przeciwcialem fluorescencyjnym pomaga w okresleniu czgstosci
wystapienia uszkodzen DNA oraz mozliwo$ci naprawy materiatu genetycznego. Test y-H2AX
umozliwia prowadzenie badan miedzy innymi nad osobniczg promieniowrazliwos$cia

pacjentéw poddawanych leczeniu radioterapig.
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Test ten mozna wykona¢ ré6znymi metodami, jednakze w kazdej z nich uzywa si¢
przeciwciala fluorescencyjnego skierowanego przeciwko ufosforylowanej serynie-139.
Pierwsza metodg jest wykonanie testu na szkietkach, gdzie nastgpnie oglada si¢ komorki
z wyznakowanym histonem y-H2AX pod mikroskopem fluorescencyjnym liczac czestosé
wystepowania ognisk naprawczych, czyli miejsc podwojnoniciowego peknigcia DNA. Jest
to pomiar jako$ciowy. Druga metoda jest mierzenie poziomu fluorescencji w danej ilosci
komorek za pomocg cytometrii przeptywowej (LSR II, Becton Dickinson, USA), ktéra jest
pomiarem ilosciowym. W przedstawionych badaniach wykorzystano metod¢ mierzenia

poziomu fluorescencji za pomocg cytometrii przeptywowe;.

Po napromienieniu komorki wysiewano na szalki 1 przewozono do Uniwersytetu Jana
Kochanowskiego w Kielcach. Po 24h od napromienienia, komodrki utrwalano przy uzyciu
zestawu BD Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeablization Kit (nr kat. 554714; Becton
Dickinson, USA). Nastepnie, dodawano przeciwciato mysie Alexa Fluor 647 anti-H2AX (nr
kat. 560447, BD Pharmingen) i inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej.
Nastepnie, zawiesing komorek przenoszono do probdéwek cytometrycznych i mierzono poziom
fluorescencji za pomocg cytometru przeptywowego (Becton Dickinson, USA). Dane uzyskano
przy uzyciu programu BD FACSDiVa (v 6.0, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).
Poziom fluorescencji ognisk naprawczych y-H2AX zbierano dla populacji 20 000 komorek.

Eksperyment przeprowadzono w trzech niezaleznych powtorzeniach.
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analiza indukcji DSB za pomoca testu y-H2ZAX w komoérkach MDA-MB-231 1 MCF-7

Rycina 12. Schemat eksperymentu ognisk naprawczych v-H2AX w komorkach

nowotworowych piersi (Zrodto: wykonanie wiasne).

3.11. Analiza wplywu nanoczastek zlota oraz BPA w przypadku terapii borowo-
neutronowej na indukcje apoptozy w komorkach MDA-MB-231 i MCF-7 za
pomoca testu z aneksyna V i jodkiem propidyny

Apoptoza to programowana $mier¢ komorki w trakcie, ktoérej budowa morfologiczna
ulega daleko idgcym zmianom. Wyro6znia si¢ 4 populacje komoérek: komorki zywe (annexin-
/IP-), komorki we wczesnej apoptozie (annexin+/IP-), komdrki w poéznej apoptozie
(annexin+/IP+) oraz komorki nekrotyczne (annexin -/IP+). Wyodrebnienie tych subpopulacji
jest mozliwe dzigki dodaniu aneksyny V (A) i jodku propidyny (PI), ktore wybarwiaja
odpowiednio komodrki oraz material genetyczny. Aneksyna V to biatko, ktore wigze sie z
fosfatydyloseryna znajdujaca si¢ po zewnetrznej stronie btony komodrkowej w komorkach
apoptotycznych. Jodek propidyny jest powszechnie uzywanym $rodkiem interkalujacym, ktory
stosuje si¢ do barwienia komorek, jak 1 kwaséw nukleinowych wnikajac do wnetrza komorek

martwych.
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Napromienione komodrki wysiewano na szalki i przewozono do Uniwersytetu Jana
Kochanowskiego w Kielcach, gdzie wykonywano pomiary poziomu apoptozy za pomoca
cytometru przeptywowego (LSR II, Becton Dickinson, USA). Po 24h od napromienienia
komorki utrwalono za pomoca zestawu FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit (nr kat.
559763; BD Pharmingen). Dwukrotnie ptukano komorki w PBS-ie, wirowano (900
obrotéw-min"! przez 10 min) i dodawano 100 pl Binding Buffer. Otrzymang zawiesing
przenoszono do probowek cytometrycznych, a nastgpnie, dodawano po 5 ul barwnikéw jodku
propidyny oraz aneksyny V i inkubowano komorki 30 minut w ciemnos$ci. Po uptywie tego
czasu zawiesing komorek analizowano za pomoca cytometrii przeptywowej. Dane uzyskano
przy uzyciu programu BD FACSDiVa (v 6.0, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).
Dane poziomu apoptozy zbierano dla 20 000 komorek. Otrzymano wyniki dotyczace
procentowego poziomu komorek zywych, komoérek we wczesnej apoptozie, komorek
poznoapoptotycznych 1 komoérek nekrotycznych w mierzonej populacji. Eksperyment

przeprowadzono w trzech niezaleznych powtorzeniach.
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l 24h

analiza poziomu apoptozy w komorkach MDA-MB-231 1 MCF-7

Rycina 13. Schemat eksperymentu mierzacego poziom apoptozy w komorkach

nowotworowych piersi (Zrodto: wykonanie wlasne).
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3.12. Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki przedstawiono jako warto$ci srednie z 3 niezaleznych eksperymentow
z odchyleniami standardowymi (SD). Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono za
pomoca programu Statistica 13.3 1 Sigma Plot 12.5 (Systat Software Inc.). Do analizy wielu
réznych prob eksperymentalnych wykorzystano test ANOVA, czyli test analizy wariancji
wieloczynnikowej. W przypadku przedstawionych ponizej wynikéw badan wykorzystano
odmiang jednoczynnikowa i odmiang dwuczynnikowa z analizg post-hoc Tukey’a. Gtownym
celem tych testow jest zmierzenie wptywu zmiennych niezaleznych (czynnikéw) na poziom
zmiennej zalezne] (zmienne] mierzonej). Analiza wariancji to stosunek wariancji, ktora
obliczono pomiedzy poszczegdlnymi grupami, a $Srednig wariancja, ktorg zaobserwowano

wewnatrz grup badanych. Poziom istotnosci dla testu ANOVA ustalono na poziomie 0,05.
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4. Wyniki
4.1. Analiza wplywu nanoczastek zlota i p-borofenyloalaniny na aktywnos¢
metaboliczng komorek nowotworowych piersi MDA-MB-231 i MCF-7
4.1.1. Analiza wynikow testu MTT na linii komorkowej MDA-MB-231
Wyniki uzyskane z testu MTT odnos$nie aktywnosci metabolicznej komorek
nowotworowych piersi MDA-MB-231 przedstawiono na Rycinach 14 - 17. Test MTT
wykonano w trzech niezaleznych powtorzeniach. Badano wptyw roznych stezen GNPs oraz

BPA poprzez pomiary absorbancji dotyczacych aktywnosci metabolicznej zywych komoérek

600 -
I kontrola
@ bez BPA

500 =T BPA 15 mg/ml
) 1 s BPA 30 mg/ml
- [ BPA 60 mg/ml
N
o 400 -
°
8
@ 300 +
£
0
‘0
o
c 200
2
2
<

100 -

kontrola 4 ul/ml 8 ul/ml 16 ul/ml 32 ul/ml
GNPs 100 nm z inkubacjg 4h

Rycina 14. Aktywnos¢ metaboliczna zmierzona za pomocq spektrofotometru w komorkach
MDA-MB-231 traktowanych roznymi steZeniami GNPs 100 nm z inkubacjg 4-godzinng oraz
roznymi stezeniami BPA. Na rycinie przedstawiono Srednie otrzymane z trzech niezaleznych

powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*:p°<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej) — brak prob

istotnych statystycznie

3 p — warto$¢ p — jest to warto$¢ w analizie statystycznej, ktora wskazuje nam istotno$¢ statystyczng wynikow.
Wskazuje na prawdopodobienstwo uzyskania wyniku takiego samego jak otrzymany lub o skrajnej wartosci.
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Rycina 15. Aktywnos¢ metaboliczna zmierzona za pomocq spektrofotometru w komorkach
MDA-MB-231 traktowanych roznymi stezeniami GNPs 50 nm z inkubacjq 4-godzinng oraz
roznymi stezeniami BPA. Na rycinie przedstawiono Srednie otrzymane z trzech niezaleznych

powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej)

Test MTT dla linii komoérkowej MDA-MB-231 wykonano w celu dobrania
odpowiednich st¢zen GNPs w dwoch czasach inkubacji — 4h 1 24h oraz BPA. Wyniki na
Rycinach 14 — 15 przedstawiono dla komoérek MDA-MB-231 traktowanych GNPs z inkubacja
4-godzinng. Test wykonano w trzech niezaleznych powtérzeniach. Aktywnos$¢ metaboliczna
komorek zostala przedstawiona w warto$ciach procentowych w odniesieniu do kontroli
(100%). Wyniki aktywno$ci metabolicznej w przypadku zastosowania nanoczastek zlota
o wielkosci 100 nm przy inkubacji 4-godzinnej znajdowaly si¢ na podobnym poziomie bez
wzgledu na stezenie GNPs. Zaden z badanych czynnikéw nie wptynat w istotny statystycznie
sposob na aktywno$¢ metaboliczng komorek. W eksperymentach z dodanymi GNPs 50 nm

55



z inkubacja 4-godzinng zauwazono réznice w aktywnos$ci metabolicznej w poszczegdlnych
badaniach, co zostalo potwierdzone testami statystycznymi. Z analizy statystycznej testem
ANOVA 1 post-hoc Tukey’a wynika, ze istotne statystycznie (p<0,05) sa wyniki z prob
eksperymentalnych z dodanym BPA o stezeniu 15 mg-ml! i GNPs 50 nm o stezeniu 8 pul-ml!
($rednia aktywno$¢ metaboliczna: 373,69% =+ 45,81%; p=0,0249) oraz z BPA o stgzeniu
15 mg-ml"! GNPs 50 nm o stgzeniu 16 pl-ml"' ($rednia aktywno$¢ metaboliczna: 468,75% =
127,94%; p=0,00285), ktoére poréownywano wzgledem kontroli (bez BPA i bez GNPs).
Analizujac aktywnos$¢ metaboliczng w poréwnaniu do eksperymentow z samym BPA, istotne
statystycznie wyniki sg z prob badawczych z GNPs 50 nm z inkubacja 4h o stezeniu 8 pl-ml!

i 0 stezeniu 16 pl-ml! z dodanym BPA o stezeniu 15 mg-ml ™.

Wyliczone wartosci ICso oraz ECso dla poszczegdlnych prob eksperymentalnych sg

przedstawione w tabeli ponize;j:

Tabela 4. Wyliczone wartosci ICso oraz ECso dla poszczegolnych prob eksperymentalnych
komorek MDA-MB-231 przy inkubacji 4h z GNPs.

KOMORKI MDA-MB-231

Proba eksperymentalna (inkubacja 4h) ICso ECso
GNPs 100 nm - ~32 pul'ml™!
GNPs 50 nm — ~ 8 ul'ml™!
BPA ~ 204 mg-ml™! —
GNPs 100 nm (z BPA 30 mg-ml") ~ 452 pl-ml™! —
GNPs 50 nm (z BPA 30 mg-ml™") ~ 1490 pl-ml™! —
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Rycina 16. Aktywnos¢ metaboliczna zmierzona za pomocq spektrofotometru w komorkach
MDA-MB-231 traktowanych roznymi stezeniami GNPs 100 nm z inkubacjg 24-godzinng oraz
roznymi stezeniami BPA. Na rycinie przedstawiono srednie otrzymane z trzech niezaleznych

powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej)
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Rycina 17. Aktywnos¢ metaboliczna zmierzona za pomocq spektrofotometru w komorkach
MDA-MB-231 traktowanych roznymi stezeniami GNPs 50 nm z inkubacjq 24-godzinng oraz
roznymi stezeniami BPA. Na rycinie przedstawiono Srednie otrzymane z trzech niezaleznych

powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej)

Wyniki na Rycinach 16 - 17 przedstawiono dla komoérek MDA-MB-231 traktowanych
GNPs z inkubacja 24-godzinng. Aktywno$¢ metaboliczna komoérek MDA-MB-231
traktowanych roéznymi st¢zeniami BPA w pofaczeniu z nanoczgstkami ztota zaréwno
o rozmiarze 50 nm, jak i 100 nm wzrosta wielokrotnie wzgledem kontroli. Analiza statystyczna
za pomoca testu ANOVA 1 post-hoc Tukey’a wykazata, ze wyniki ze wszystkich prob
eksperymentalnych z GNPs 50 nm i 100 nm w pofaczeniu z BPA byly istotne statystycznie
(p<0,05) wzgledem kontroli. W przypadku inkubacji 24-godzinnej z GNPs 50 nm i1 100 nm

zauwazono, ze kazde stezenie BPA, jak i nanoczastek ztota bytoby odpowiednie do badan.
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Najnizsza warto$¢ p, czyli najwyzsza istotnos$¢ statystyczng uzyskano po zastosowaniu samych
GNPs 50 nm o stezeniu 4 pl'ml! (§rednia aktywno$¢ metaboliczna: 614,66% =+ 28,89%;
p=0,000197) i z GNPs 100 nm o stezeniu 8 pl-ml"! (§rednia aktywno$¢ metaboliczna: 608,28%
+ 71,66%; p=0,000198) oraz z GNPs 100 nm o stezeniu 8 pul'ml"! wraz z BPA o stezeniu 30
mg-ml! (§rednia aktywno$é metaboliczna: 627,97% + 65,93%; p=0,000209) i z GNPs 100 nm
o stezeniu 8 ul'ml! wraz z BPA o stezeniu 60 mg-ml"! ($rednia aktywno$¢ metaboliczna:

540,98% + 81,58%; p=0,000209).
Ponizej w tabeli przedstawiono wyliczone wartosci ICso oraz ECso.

Tabela 5. Wyliczone wartosci ICso oraz ECso dla poszczegolnych prob eksperymentalnych
komorek MDA-MB-231 przy inkubacji 24h z GNPs.

KOMORKI MDA-MB-231

Proba eksperymentalna (inkubacja 24h) ICso ECso
GNPs 100 nm ~ 127 pl-ml’! —
GNPs 50 nm — ~31 pl'ml™!
BPA ~ 626 mg-ml’! -
GNPs 100 nm (z BPA 30 mg-ml") ~ 189 ul'ml™! —
GNPs 50 nm (z BPA 30 mg-ml") ~ 78 pl-ml! —

Wyniki z testu MTT przeanalizowano za pomocg testu dwuczynnikowej analizy
wariancji ANOVA. Dodatkowo przeprowadzono szczegdélowa analize post-hoc Tukey’a.
Wyniki analizy zamieszczono w Suplemencie. Test MTT wykonano w celu dobrania
odpowiednich st¢zen GNPs 1 BPA dla komorek nowotworowych piersi MDA-MB-231.
W przypadku inkubacji 4h z nanoczastkami, zauwazono brak istotnosci statystycznej wynikow
prob badawczych z GNPs 100 nm. Przy inkubacji 4-godzinnej istotnos¢ statystyczng wykazano
natomiast po zastosowaniu GNPs 50 nm o o stezeniu 8 pl'ml”' io stezeniu 16 pl-ml!
z dodanym BPA o stezeniu 15 mg-ml!. Analiza sugeruje, ze w przypadku GNPs inkubowanych
24h, wyniki kazdej z prob badawczych z nanoczastkami ztota wraz z BPA byly istotne
statystycznie. Wyniki z eksperymentow traktowanych samym BPA o réznym st¢zeniu
w porownaniu do kontroli nie sg istotne statystycznie. Oznacza to, ze kazde z badanych st¢zen
jest odpowiednie do zastosowania w eksperymentach oraz dodanie GNPs wzmacnia aktywnos$¢
metaboliczng komorek MDA-MB-231. Na podstawie otrzymanych wynikéw oraz danych
literaturowych zastosowano stezenia GNPs 8 ul-ml™ oraz stezenie BPA 30 mg-ml™ dla linii

komorkowej] MDA-MB-231.
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4.1.2. Analiza wynikow testu MTT na linii komorkowej MCF-7
Wyniki uzyskane z testu MTT odnosnie aktywnos$ci metabolicznej komorek
nowotworowych piersi MCF-7 przedstawiono na Rycinach 18 - 21. Test MTT wykonano
w trzech niezaleznych powtdérzeniach. Badano rozne st¢zenia GNPs oraz BPA poprzez pomiary

absorbancji dotyczacych aktywno$ci metabolicznej zywych komorek.
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kontrola 4 ul/ml 8 ul/ml 16 ul/ml 32 ul/ml

GNPs 100 nm z inkubacjg 4h

[ kontrola
I bez BPA
@3 BPA 15 mg/ml
HEE BPA 30 mg/ml
[N BPA 60 mg/ml

Rycina 18. Aktywnos¢ metaboliczna zmierzona za pomocq spektrofotometru w komorkach
MCF-7 traktowanych roznymi stezeniami GNPs 100 nm z inkubacjg 4-godzinng oraz roznymi

stezeniami BPA. Na rycinie przedstawiono Srednie otrzymane z trzech niezaleznych powtorzen.

GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej) — brak prob

istotnych statystycznie
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Rycina 19. Aktywnos¢ metaboliczna zmierzona za pomocq spektrofotometru w komorkach
MCF-7 traktowanych roznymi stezeniami GNPs 50 nm z inkubacjq 4-godzinng oraz roznymi

stezeniami BPA. Na rycinie przedstawiono srednie otrzymane z trzech niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej) — brak prob

istotnych statystycznie

W celu dobrania odpowiednich stgzen GNPs dla komérek MCF-7, wykonano test MTT
z dwoma réznymi czasami inkubacji — 4h 1 24h oraz odpowiedniego stezenia BPA. Test
wykonano w trzech niezaleznych powtoérzeniach. Na Rycinach 18 — 19 przedstawiono wyniki
dla komoérek MCF-7 traktowanych GNPs z inkubacja 4-godzinng. Aktywno$¢ metaboliczna
komorek zostala przedstawiona w wartoSciach procentowych w odniesieniu do kontroli
(100%). Wyniki aktywno$ci metabolicznych w przypadku zastosowania nanoczastek zlota
o wielkosci 100 nm i 50 nm przy inkubacji 4-godzinnej znajdowaty si¢ na podobnym poziomie
bez wzgledu na stgzenie GNPs. Zaden z badanych czynnikow nie wplyngt w istotny

statystycznie sposob na aktywnos$¢ metaboliczng komorek.
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Wyliczone wartosci 1Cso oraz ECso dla poszczegdlnych prob eksperymentalnych sg

przedstawione w tabeli ponizej:

Tabela 6. Wyliczone wartosci ICsg oraz ECso dla poszczegdlnych prob eksperymentalnych
komorek MCF-7 przy inkubacji 4h z GNPs.

KOMORKI MCF-7

Proba eksperymentalna (inkubacja 4h) ICso ECso
GNPs 100 nm - ~32 pl'ml”!
GNPs 50 nm ~ 133 pl'ml”! —
BPA ~ 190 mg-ml’! -
GNPs 100 nm (z BPA 30 mg-ml") . ~7 ul'ml!
GNPs 50 nm (z BPA 30 mg-ml™) -- ~4 pl-ml!
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kontrola 4 ul/ml 8 ul/mi 16 ul/ml 32 ul/ml
GNPs 100 nm z inkubacjag 24h

[ kontrola
I bez BPA
[ BPA 15 mg/ml
ER BPA 30 mg/ml
I BPA 60 mg/ml

Rycina 20. Aktywnos¢ metaboliczna zmierzona za pomocq spektrofotometru w komorkach
MCF-7 traktowanych roznymi stezeniami GNPs 100 nm z inkubacjq 24-godzinng oraz roznymi

stezeniami BPA. Na rycinie przedstawiono Srednie otrzymane z trzech niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej)
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Rycina 21. Aktywnos¢ metaboliczna zmierzona za pomocq spektrofotometru w komorkach
MCF-7 traktowanych roznymi stezeniami GNPs 50 nm z inkubacjq 24-godzinng oraz roznymi

stezeniami BPA. Na rycinie przedstawiono srednie otrzymane z trzech niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej)

Na Rycinach 20 — 21 przedstawiono wyniki dla komérek MCF-7 traktowanych GNPs
z inkubacja 24-godzinng. Aktywno$¢ metaboliczna komorek MCF-7 traktowanych r6znymi
stezeniami BPA w potaczeniu z nanoczastkami zlota zarowno o rozmiarze 50 nm, jak i 100 nm
zmalata wzgledem komorek kontrolnych. Oznacza to, ze komodrki MCF-7 maja obnizona
aktywno$¢ metaboliczng po zastosowaniu GNPs z inkubacja 24h i z BPA. Analiza statystyczna
za pomoca testu ANOVA 1 post-hoc Tukey’a wykazata, ze wyniki ze wszystkich prob
eksperymentalnych z GNPs 50 nm i 100 nm w pofaczeniu z BPA byly istotne statystycznie
(p<0,05) wzgledem kontroli. W przypadku inkubacji 24-godzinnej z GNPs 50 nm i1 100 nm

zauwazono, ze kazde stezenie BPA, jak i nanoczastek ztota bytoby odpowiednie do badan.
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Najnizsza warto$¢ p, czyli najwyzsza istotno$¢ statystyczng uzyskano po traktowaniu komorek
GNPs 50 nm o stezeniu 8, 16 i 32 pl-ml"! wraz z BPA o stezeniu 60 mg-ml™! (§rednia aktywnosé
metaboliczna: ~48% =+ ~10%; p~0,000188), samymi GNPs 100 nm o stezeniu 8 ul-ml™! (§rednia
aktywno$¢ metaboliczna: 47,52% + 9,46%; p=0,000254) oraz w eksperymentach: z GNPs 100
nm o stezeniu 4 ul-ml! wraz z BPA o stezeniu 30 mg-ml™” ($rednia aktywno$¢ metaboliczna:
57,34% + 6,18%; p=0,000589) i z GNPs 100 nm o stezeniu 8 ul-ml"! wraz z BPA o stezeniu 60
mg-ml"! ($rednia aktywno$é metaboliczna: 60,67% = 2,66%; p=0,000501). Wszystkie wyniki
z prob eksperymentalnych z dodanymi samymi nanoczastkami ztota z inkubacjg 24-godzinng
sg istotne statystycznie wzgledem kontroli 1 powoduja spadek aktywnosci metabolicznej
komorek MCF-7. Wyniki eksperymentow z komorkami traktowanymi samym BPA bez
wzgledu na stezenie, nie sg istotne statystycznie w pordwnaniu do kontroli. Wartosci

p przedstawiono w tabelach w Suplemencie.
Ponizej w tabeli przedstawiono wyliczone wartosci ICso oraz ECso.

Tabela 7. Wyliczone wartosci ICso oraz ECso dla poszczegolnych prob eksperymentalnych
komorek MCF-7 przy inkubacji 24h z GNPs.

KOMORKI MCF-7

Proba eksperymentalna (inkubacja 24h) ICso ECso
GNPs 100 nm ~ 8 ul'ml™! —
GNPs 50 nm — ~31 pl'ml™!
BPA ~ 58 mg-ml™! —
GNPs 100 nm (z BPA 30 mg-ml™) ~ 789 pul-ml™! -
GNPs 50 nm (z BPA 30 mg-ml™) ~ 116 pl-ml™! —

Wyniki z testu MTT z linii komérkowej MCF-7 przedstawione na Rycinach 18 — 21
przeanalizowano za pomocg testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Dodatkowo
przeprowadzono analiz¢ post-hoc Tukey’a. Wyniki analizy zamieszczono w Suplemencie. Test
MTT wykonano w celu dobrania odpowiednich stezen GNPs i BPA dla komorek
nowotworowych piersi MCF-7. Analiza wykazatla, ze w przypadku GNPs inkubowanych 2h,
wyniki z kazdej z prob eksperymentalnych z nanoczastkami zlota wraz z BPA byty istotne
statystycznie. Oznacza to, ze kazde z badanych st¢zen jest odpowiednie do zastosowania
w eksperymentach. W przypadku GNPs 100 nm 1 50 nm z inkubacja 4-godzinng, Zadne
z uzyskanych wynikéw z badan nie bylo istotne statystycznie. Na podstawie otrzymanych
wynikow oraz danych literaturowych wybrano dla komdorek MCF-7 takie same st¢zenia jak dla

komoérek MDA-MB-231, czyli GNPs 8 ul-ml™! oraz stezenie BPA 30 mg-ml™.
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4.2. Analiza wnikania nanoczastek zlota do komorek nowotworowych piersi
MDA-MB-231 i MCF-7 hodowanych in vitro

Wnhikanie nanoczastek zlota badano w komoérkach nowotworowych piersi dwoéch linii

komoérkowych — MDA-MB-231 i MCF-7. Do analizy wnikania GNPs (dawka: 8 pl'ml™)

zastosowano wspotczynnik SSC komorek traktowanych i nietraktowanych. Wartosci SSC

otrzymano za pomocg cytometru przeptywowego.

4.2.1. Analiza wnikania nanoczgstek zlota w tréoujemnych komorkach
nowotworowych piersi MDA-MB-231

Wyniki z analizy wnikania nanoczastek zlota w komorkach nowotworowych piersi

MDA-MB-231 przedstawiono na Rycinie 22.
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Rycina 22. Wnikanie nanoczgstek ztota o rozmiarze 100 nm i 50 nm do komorek MDA-MB-
231 w dawce 8 ul'ml' przez 4h i 24h. Wyniki przedstawiono jako Srednie wartosci
wspotczynnika SSC + SD z trzech niezaleznych eksperymentow.

GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej)

Zauwazono wzrost wspotczynnika SSC powyzej warto$ci kontroli w eksperymentach

z dodanymi GNPs zar6wno o rozmiarze 50 nm, jak i 100 nm. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
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nanoczastki ztota wnikaja do komorek. Otrzymane wyniki analizowano testem ANOVA
jednoczynnikowym oraz testem post-hoc Tukey’a. Wedtlug analizy statystycznej, wyniki ze
wszystkich préb badawczych z dodanymi GNPs sa istotne statystycznie. Wyniki
z poszczegolnych prob eksperymentalnych byty nastepujace: z GNPs 100 nm z inkubacjg 4h
($rednia wartos¢ wspotczynnika SSC: 1,382 £+ 0,115; p=0,019), z GNPs 100 nm z inkubacja
24h ($rednia warto§¢ wspotczynnika SSC: 1,425 + 0,150; p=0,00993), z GNPs 50 nm
z inkubacjg 4h ($rednia warto$¢ wspotczynnika SSC: 1,420 + 0,164; p=0,0107) oraz z GNPs
50 nm z inkubacjg 24h ($rednia wartos¢ wspdtczynnika SSC: 1,406 £ 0,0937; p=0,0132).

4.2.2. Analiza wnikania nanoczastek zlota w luminalnych komdérkach
nowotworowych piersi MCF-7
Wyniki z analizy wnikania nanoczastek ztota w komoérkach nowotworowych piersi

MCEF- 7 przedstawiono Rycinie 23.
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Rycina 23. Whikanie nanoczgstek ztota o rozmiarze 100 nm i 50 nm do komorek MCF-7
w dawce 8 ul-ml przez 4h i 24h. Wyniki przedstawiono jako Srednie wartosci wspotczynnika

SSC + 8D z trzech niezaleznych eksperymentow.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolne;j)
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Uzyskane wyniki wskazuja na znaczace rdznice w warto$ciach SSC w poréwnaniu do
kontroli. Wspoétczynnik SSC w eksperymentach z dodanymi GNPs zaréwno 100 nm, jak i 50
nm sugeruje, ze nanoczastki ztota wnikaja do wngtrza komorek. Analiza statystyczna testem
ANOVA jednoczynnikowym oraz testem post-hoc Tukey’a wykazala, ze istotne statystycznie
(p<0,05) sa wyniki z prob eksperymentalnych z GNPs 50 nm z inkubacja 24-godzinng (Srednia
wartos¢ wspotczynnika SSC: 1,29 +0,032; p=0,000334) oraz z GNPs 100 nm z inkubacjg 24h
($rednia warto$¢ wspoétczynnika SSC: 1,28 + 0,084; p=0,000397).

4.3. Przebieg cyklu komorkowego w komorkach nowotworowych piersi
hodowanych in vitro traktowanych nanoczastkami zlota i p-
borofenyloalaning oraz poddanych dzialaniu wiazki neutronéow

Jednym z zastosowanych testow badawczych byla dystrybucja komoérek

nowotworowych w cyklu komoérkowym wykonana za pomocg cytometrii przeptywowej na

dwdoch liniach komorkowych: MDA-MB-231 oraz MCF-7.

4.3.1. Wyniki rozkladu komorek w poszczegélnych fazach cyklu komorkowego
w linii nowotworowej MDA-MB-231
Wyniki z analizy progresji cyklu komérkowego linii nowotworowej piersi MDA-MB-

231 zaprezentowano na Rycinach 24-27.
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Rycina 24. Rozklad komorek w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego zmierzonych za
pomocqg  cytometrii  przepbywowej w  komorkach MDA-MB-231  napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych
z dodanymi BPA i nanoczgstkami ziota (GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajg

odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.

GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*BPA — BPA + promieniowanie

kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienione;j)
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Rycina 25. Rozklad komorek w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego zmierzonych za
pomocqg  cytometrii  przepbywowej w  komorkach MDA-MB-231 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych
z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia

standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.

GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*BPA — BPA + promieniowanie

kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Analiza wynikéw cyklu komoérkowego linii komérkowej MDA-MB-231 w probach
badawczych z dodanymi BPA i nanoczastkami ztota (GNPs) wykazata, ze we wszystkich
napromienionych eksperymentach nastapil wyrazny blok cyklu komoérkowego w fazie G
i wzgledem kontroli nienapromienionej wszystkie proby napromienione s3 istotne
statystycznie. W analizie statystycznej eksperymenty nienapromienione byly poréwnywane
gléwnie do kontroli nienapromienionej (ujemnej), natomiast eksperymenty napromienione do
kontroli napromienionej (dodatniej). Analiza poszczegélnych faz cyklu komoérkowego testem
ANOVA 1post-hoc Tukey’a wykazata, Ze istotne statystycznie byly wyniki z nastepujacych faz
cyklu w eksperymentach napromienionych: fazy S i Go/M w probach z GNPs 100 nm
z inkubacja 24h z BPA (Srednia procentowa liczba komoérek w fazie S: 11,98 + 0,67 —
p=0,00638; srednia procentowa liczba komodrek w fazie Go/M: 81,30 + 3,13 — p=0,000386)
(Rycina 24), fazy S 1 G2/M w probach z GNPs 50 nm z inkubacja 24h z BPA (Srednia
procentowa liczba komorek w fazie S: 17,09 £ 1,95 — p=0,0356; $rednia procentowa liczba
komorek w fazie Go/M: 79,06 = 0,77 — p=0,00233) (Rycina 25) oraz faza Go/M w prdobach
z samym BPA ($rednia procentowa liczba komorek w fazie G2/M: 48,37 + 3,30 — p=0,0482)
(Rycina 24-25). W eksperymentach nienapromienionych istotne statystycznie byty wyniki z faz
cyklu w probach: fazy S 1 Go/M w komorkach traktowanych GNPs 100 nm z inkubacjg 4h
z BPA ($rednia procentowa liczba komorek w fazie S: 13,87 + 0,28 — p=0,000250; srednia
procentowa liczba komorek w fazie Go/M: 17,75 + 3,11 — p=0,000216), fazy Gi/Go 1 S
w komorkach traktowanych GNPs 100 nm z inkubacjg 24h z BPA ($rednia procentowa liczba
komorek w fazie Gi/Go: 46,58 + 1,07 — p=0,000201; srednia procentowa liczba komoérek
w fazie S: 43,83+ 0,13 — p=0,000225) (Rycina 24), fazy S i Go/M w komorkach traktowanych
GNPs 50 nm z inkubacja 4h z BPA (Srednia procentowa liczba komorek w fazie S: 14,31 +
0,71 — p=0,000272; s$rednia procentowa liczba komorek w fazie Go/M: 16,24 £ 0,76 —
p=0,000273) oraz fazy Gi1/Go 1 S w komorkach traktowanych GNPs 50 nm z inkubacja 24h
z BPA ($rednia procentowa liczba komorek w fazie G1/Go: 50,58 = 4,23 — p=0,000284; srednia
procentowa liczba komorek w fazie S: 40,70 + 1,53 — p=0,000295) (Rycina 25).
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Rycina 26. Rozklad komorek w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego zmierzonych za
pomocqg  cytometrii  przepbywowej w  komorkach MDA-MB-231  napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych
z nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 27. Rozklad komorek w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego zmierzonych za
pomocqg  cytometrii  przepbywowej w  komorkach MDA-MB-231  napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych
z nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Powyzej przedstawiono wyniki analizy cyklu komérkowego w probach badawczych
z dodanymi samymi nanoczastkami zlota bez BPA. Zauwazono, ze w eksperymentach
napromienionych wystgpuje zwigkszenie procentowej liczby komorek w fazie Gz cyklu,
jednakze nie jest on tak znaczacy w porownaniu do eksperymentdw napromienionych
z dodanymi nanoczastkami zlota i z BPA. Zaobserwowano réwniez, ze wyniki z prob
kontrolnych bez napromieniania z dodanymi samymi nanoczastkami ztota wykazuja wzrost
procentowej liczby komorek w fazie S cyklu komorkowego. Analiza wynikow
z poszczegolnych faz cyklu komorkowego testem ANOVA 1 post-hoc Tukey’a wykazata, ze
istotne statystycznie byly nastgpujace fazy cyklu w eksperymentach napromienionych: faza
G1/Go w komorkach traktowanych GNPs 100 nm z inkubacja 24h ($rednia procentowa liczba
komorek w fazie Gi1/Go: 33,06 £ 2,59 — p=0,000518) (Rycina 26) oraz fazy Gi/Go 1 S
w komorkach traktowanych z GNPs 50 nm z inkubacjg 24h (Srednia procentowa liczba
komorek w fazie Gi/Go: 32,06 + 4,36 — p=0,000363; srednia procentowa liczba komoérek
w fazie S: 11,42 + 0,18 — p=0,00108) (Rycina 27). W probach eksperymentalnych
nienapromienionych istotne statystycznie byly fazy: fazy Gi1/Go1 S w komodrkach traktowanych
GNPs 100 nm z inkubacjg 24h ($rednia procentowa liczba komorek w fazie G1/Go: 43,17 £ 1,31
— p=0,000193; s$rednia procentowa liczba komodrek w fazie S: 52,27 + 0,54 — p=0,000209)
(Rycina 26), tfazy G1/Go 1 S w komorkach traktowanych GNPs 50 nm z inkubacjg 4h ($rednia
procentowa liczba komorek w fazie Gi1/Go: 84,40 = 1,16 — p=0,000194; Srednia procentowa
liczba komoérek w fazie S: 12,39 + 0,42 — p=0,000218) oraz fazy G1/Go, S 1 G2/M w komédrkach
traktowanych GNPs 50 nm z inkubacjg 24h (Srednia procentowa liczba komoérek w fazie G1/Go:
42,46 + 2,88 — p=0,000193; srednia procentowa liczba komorek w fazie S: 53,60 + 4,75 —
p=0,000209; $rednia procentowa liczba komorek w fazie Go/M: 2,85 £ 0,11 — p=0,0376)
(Rycina 27).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA miata na celu sprawdzenie wplywu
réznego traktowania nanoczastkami ztota i BPA oraz wpltywu promieniowania mieszanego na
rozklad komorek w poszczegdlnych fazach cyklu komoérkowego (Gi, S 1 G2) w komorkach
nowotworowych piersi MDA-MB-231. Analize przeprowadzono porownujac wyniki z prob
eksperymentalnych napromienionych do kontroli napromienionej, a wyniki z prob
nienapromienionych do kontroli nienapromienionej. Wykonano takze test post-hoc Tukey’a ze
wzgledu na zréznicowang liczbe eksperymentow. Szczegdtowe wyniki z tego testu zawarte sg
w tabelach w Suplemencie. Powyzej w opisach wymieniono poszczegdlne fazy cyklu

komorkowego w probach eksperymentalnych, ktore wykazaty istotnos$¢ statystyczng. Samo
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dodanie BPA do komoérek MDA-MB-231 powoduje istotne statystycznie zmiany w fazach
cyklu G1/Go 1 S w poréwnaniu do kontroli ujemnej (nienapromienionej). Inkubacja komorek
z samymi nanoczgstkami zlota (GNPs 100 nm z inkubacja 24h oraz GNPs 50 nm z inkubacja
4h i1 24h) rowniez istotnie statystycznie wplywa na rozktad komorek w poszczegdlnych fazach
cyklu w poréwnaniu do kontroli. W przypadku proby badawczej napromienionej z samym BPA
wykazano istotno$¢ statystyczng jedynie w fazie G2/M, czyli doszto do zatrzymania podziatéw
komoérkowych w tej grupie komoérek. Porownujac do eksperymentu napromienionego z BPA
istotne statystycznie wyniki we wszystkich fazach cyklu komoérkowego wykazano
w komorkach napromienionych z GNPs 100 nm z inkubacja 24h z BPA. Oznacza to, ze dodanie
GNPs 100 nm z inkubacjg 24h zwigksza efektywnos¢ napromieniania komorek neutronami.
Najwyzszg istotnos$¢ statystyczng, czyli najmniejszg warto$¢ p interakeji traktowania komorek
w odniesieniu do rozktadu procentowej ilosci w poszczegdlnych fazach cyklu komoérkowego
wykazaty proby badawcze napromienione z GNPs 100 nm z inkubacjg 24h 1 z dodanym BPA
oraz proby z samymi GNPs 100 nm z inkubacjg 24h 1 z GNPs 50 nm z inkubacjg 24h.
Z komorek nienapromienionych najwyzsza istotnos¢ wykazano w probie z GNPs 100 nm
z inkubacjg 24h z BPA. Wynik ten sugeruje, ze GNPs 100 nm inkubowane 24h wraz z BPA
najefektywniej wptywaja na zmiang rozkladu komoérek w fazach cyklu komoérkowego po
napromienieniu i ich zwigkszong ilo$¢ w fazie G, w ktorej komoérki zatrzymuja si¢ w celu
naprawy uszkodzen. Z analizy wynika rowniez, ze w przypadku komorek MDA-MB-231 czas
inkubacji z GNPs jest istotny w przypadku nanoczastek ztota o rozmiarze 100 nm, gdzie
wykazano, ze 24h jest bardziej odpowiednim wyborem. W przypadku GNPs 50 nm czas
inkubacji nie jest istotny. Wyniki pokazaty rowniez, ze same GNPs bez napromieniania majg

istotny wplyw na rozktad komoérek w cyklu.

4.3.2. Wyniki rozkladu komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego w
linii nowotworowej MCF-7
Wyniki z analizy progresji cyklu komodrkowego linii nowotworowej piersi typu

luminalnego MCF-7 zaprezentowano na Rycinach 28 - 31.
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Rycina 28. Rozklad komorek w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego zmierzonych za
pomocqg cytometrii przephywowej w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA
i nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.

GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*BPA — BPA + promieniowanie

kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 29. Rozklad komorek w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego zmierzonych za
pomocqg cytometrii przeplywowej w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA
i nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.

GNPs — ang. gold nanoparticles

*BPA — BPA + promieniowanie

kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)
*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -
napromienionej)
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Analiza cyklu komoérkowego linii komdrkowej MCF-7 w prébach badawczych
z dodanymi BPA 1 nanoczastkami zlota (GNPs) nie wykazala, aby wystapit jednoznaczny blok
cyklu komorkowego w fazie G>. Zauwazamy, ze nastepuje wzrost procentowej ilosci komorek
w fazie Gy cyklu, ale dalej wigksza czg$¢ komodrek pozostaje w fazie Gi. Zauwazono, ze
w kontroli bez promieniowania z dodanymi samymi nanoczastkami wzrasta procentowa ilos¢
komorek w fazie S, tak samo jak byto w komoérkach MDA-MB-231. W analizie statystyczne;j
proby eksperymentalne nienapromienione byly poréwnywane gtéwnie do kontroli
nienapromienionej (ujemnej), natomiast proby badawcze napromienione do kontroli
napromienionej (dodatniej). Analiza poszczegdlnych faz cyklu komorkowego testem ANOVA
1 post-hoc Tukey’a wykazala, zZe istotne statystycznie byly nastepujace fazy cyklu
w eksperymentach napromienionych: faza Gi/Go 1 Go/M w komoérkach z GNPs 100 nm
z inkubacjg 24h z BPA ($rednia procentowa liczba komorek w fazie G1/Go: 38,74 + 6,26 —
p=0,0114; $rednia procentowa liczba komoérek w fazie Go/M: 34,62 + 0,65 — p=0,00343)
(Rycina 28) oraz faza S w komorkach z GNPs 50 nm z inkubacja 24h z BPA (Srednia
procentowa liczba komorek w fazie Gi/Go: 6,59 = 1,45 — p=0,0171) (Rycina 29).
W eksperymentach nienapromienionych istotne statystycznie byly: fazy Gi/Go 1 S
w komoérkach z GNPs 100 nm z inkubacja 4h z BPA (Srednia procentowa liczba komorek
w fazie G1/Go: 77,07 £ 1,61 — p=0,0221; $rednia procentowa liczba komoérek w fazie S: 13,55
+ 2,78 — p=0,0283), fazy Gi/Go 1 S w komoérkach z GNPs 100 nm z inkubacja 24h z BPA
($rednia procentowa liczba komorek w fazie Gi/Go: 52,80 £ 0,46 — p=0,0466; Srednia
procentowa liczba komorek w fazie S: 44,27 + 5,35 — p=0,000222) (Rycina 28), fazy Gi1/Go 1 S
w komorkach z GNPs 50 nm z inkubacja 4h z BPA ($rednia procentowa liczba komorek w fazie
G1/Go: 79,77 £ 7,67 — p=0,00372; $rednia procentowa liczba komorek w fazie S: 10,67 = 0,02
— p=0,0101) oraz fazy Gi/Go, S i G2/M w komédrkach z GNPs 50 nm z inkubacjg 24h z BPA
(Srednia procentowa liczba komorek w fazie Gi1/Go: 52,91 + 1,49 — p=0,0499; Ssrednia
procentowa liczba komoérek w fazie S: 42,02 + 5,74 — p=0,000389; srednia procentowa liczba
komorek w fazie Go/M: 0,93 + 0,78 — p=0,00474) (Rycina 29).
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Rycina 30. Rozklad komorek w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego zmierzonych za
pomocg cytometrii przeplywowej w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z nanoczgstkami ztota
(GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia standardowe wyliczone z 3

niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 31. Rozklad komorek w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego zmierzonych za
pomocqg cytometrii przeplywowej w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z nanoczgstkami ztota
(GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3

niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Powyzej przedstawiono wyniki dotyczace analizy cyklu komorkowego linii
komorkowej MCF-7 z prob badawczych z samymi dodanymi nanoczastkami ztota bez BPA.
Zauwazono niewielka zmiane w procentowej ilosci komorek w fazie G cyklu
w eksperymentach napromienionych wzgledem eksperymentow nienapromienionych. Analiza
cyklu komoérkowego testem ANOVA i post-hoc Tukey’a wykazata, ze zadna z faz cyklu
w probach badawczych napromienionych z samymi nanoczastkami ztota nie jest istotna
statystycznie. Oznacza to, ze zaden z badanych czynnikéw w komdrkach napromienionych nie
wplynat w sposob istotny na rozklad komodrek w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego.
Natomiast, w eksperymentach nienapromienionych istotne statystycznie byly fazy w probach:
fazy G1/Go, S 1 G2/M w komorkach traktowanych GNPs 100 nm z inkubacjg 4h (Srednia
procentowa liczba komorek w fazie Gi/Go: 81,63 = 5,17 — p=0,00114; $rednia procentowa
liczba komodrek w fazie S: 14,11 + 0,90 — p=0,0422; srednia procentowa liczba komorek w fazie
G2/M: 1,79 £0,78 —p=0,00949), faza S w komdrkach traktowanych GNPs 100 nm z inkubacjg
24h ($rednia procentowa liczba komoérek w fazie S: 35,79 = 0,27 — p=0,0235) (Rycina 30), fazy
G1/Go 1 S w komorkach traktowanych GNPs 50 nm z inkubacjg 4h ($rednia procentowa liczba
komorek w fazie Gi/Go: 82,46 + 3,46 — p=0,000716; srednia procentowa liczba komoérek
w fazie S: 12,73 £ 0,67 — p=0,0157) oraz fazy S 1 Go/M w komorkach traktowanych GNPs 50
nm z inkubacja 24h ($rednia procentowa liczba komorek w fazie S: 41,40 £4,41 — p=0,000515;
srednia procentowa liczba komorek w fazie Go/M: 0,24 £ 0,10 — p=0,00279") (Rycina 31).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA miala na celu sprawdzenie wpltywu
roznego traktowania nanoczgstkami ztota i BPA oraz wptywu promieniowania neutronowego
na rozklad komorek w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego (Gi/Go, S 1 Go/M)
w komorkach nowotworowych piersi MCF-7. Analizowano proby eksperymentalne
poréwnujac wyniki badan napromienionych do kontroli napromienionej i eksperymentow
nienapromienionych do kontroli nienapromienionej. Wykonano takze test post-hoc Tukey’a ze
wzgledu na zréznicowanie prob eksperymentalnych. Wyniki z tego testu zawarte sa w tabelach
w Suplemencie. Powyze] w opisach wymieniono poszczegdlne fazy cyklu komoérkowego
w badaniach, ktore wykazaty istotno$¢ statystyczng (p<0,05). Samo dodanie BPA do komorek
MCF-7 powoduje istotne statystycznie zmiany w fazie cyklu S w poréwnaniu do kontroli
ujemnej (nienapromienionej). Inkubacja komoérek z samymi nanoczgstkami ztota (GNPs
100 nm z inkubacja 4h oraz GNPs 50 nm z inkubacjg 4h i 24h) roéwniez istotnie statystycznie
wplywaja na rozktad komoérek poszczegodlnych faz cyklu w pordwnaniu do kontroli.

W przypadku komorek traktowanych promieniowaniem z samym BPA nie wykazano istotnosci
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statystycznej w porownaniu do kontroli dodatniej (napromienionej). Poréwnujac proby z GNPs
i BPA do proby badawczej napromienionej z BPA, istotne statystycznie wyniki we wszystkich
fazach cyklu komorkowego wykazano w komorkach napromienionych z GNPs 100 nm
z inkubacja 24h z BPA. Najwyzsza istotno$¢ statystyczng, czyli najmniejsza warto$¢ p,
interakcji traktowania komodrek w odniesieniu do rozkladu procentowej ilosci
w poszczegbdlnych fazach cyklu komoérkowego wykazano w probach traktowanych
promieniowaniem z GNPs 100 nm z inkubacja 24h z dodanym BPA. Oprocz tego, analiza
wykazata, ze same GNPs bez napromieniania wptywaty istotnie na rozktad komorek MCF-7
w poszczegbdlnych fazach cyklu komérkowego w porownaniu do kontroli (p<0,05). Wyniki
cyklu komoérkowego MCF-7 wykazuja podobny wniosek, jak w przypadku linii komérkowe;j
MDA-MB-231. Oznacza to, ze obecnos¢ GNPs 100 nm inkubowanych 24h z BPA
z komoérkami w polaczeniu z promieniowaniem najbardziej wplywa na efektywnos$¢ terapii
borowo-neutronowej, zmieniajgc w istotny sposob rozktad komoérek w poszczegodlnych fazach
cyklu. Oprécz tego, istotny wptyw majg rowniez GNPs 50 nm inkubowane 4h 1 24h z BPA
w interakcji z promieniowaniem. Co wigcej, sam wptyw GNPs wplywa istotnie na rozktad

komorek w cyklu komorkowym MCEF-7.

4.4. Analiza wplywu nanoczastek zlota i BPA w terapii borowo-neutronowej na
przezywalno$¢ komorek nowotworowych piersi hodowanych in vitro
4.4.1. Wyniki przezywalnosci komorkowej na trojujemnej linii nowotworowej
piersi MDA-MB-231
Wyniki z przezywalnosci komorkowej dla linii komoérkowej MDA-MB-231

przedstawiono na Rycinach 32 - 35.
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Rycina 32. Przezywalnos¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 33. Przezywalnos¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Zaobserwowano spadek przezywalnosci komoérkowej w probach badawczych
potraktowanych promieniowaniem mieszanym. Analiza frakcji przezywalnosci komorek
MDA-MB-231 testem ANOVA i post-hoc Tukey’a wykazata, ze wszystkie eksperymenty
napromienione z GNPs i z dodanym BPA s3 istotne statystycznie: komorki z GNPs 100 nm
z inkubacjg 4h z dodanym BPA ($rednie SF: 0,11 + 0,01; p=0,000179), komérki z GNPs 100
nm z inkubacja 24h z BPA ($rednie SF: 0,091 + 0,01; p=0,000179) (Rycina 32), komorki
z GNPs 50 nm z inkubacja 4h ($rednie SF: 0,11 + 0,03; p=0,000179), komoérki z GNPs 50 nm
z inkubacja 24h ($rednie SF: 0,082 + 0,005; p=0,000179) (Rycina 34) oraz komorki z samym
BPA ($rednie SF: 0,13 £ 0,01; p=0,000187) (Rycina 32-33).
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Rycina 34. Przezywalnos¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 35. Przezywalnos¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)

W  eksperymentach z dodanymi samymi nanoczastkami ztota traktowanymi

promieniowaniem neutronowym rowniez zauwazono znaczny spadek przezywalnosci
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komoérkowej w odniesieniu do komodrek kontrolnych. Najmniejsza frakcje przezywalnosci
zanotowano w badaniach napromienionych z GNPs 50 nm z inkubacjg 24h, gdzie wyniosta ona
0,084 + 0,01 (p=0,000179) (Rycina 36). Proby z GNPs 100 nm z inkubacja 4h i 24h
potraktowane promieniowaniem neutronowym mialty t¢ samg $rednig warto$¢ przezywalnosci,
ktéra wynosita odpowiednio ~0,12 + 0,01 (p=0,000179) i ~0,12 £ 0,00 (p=0,000179) (Rycina
34). W kolejnych probach badawczych napromienionych z GNPs 50 nm z inkubacja 4h
przezywalno$¢ komoérkowa wyniosta 0,11 + 0,02 (p=0,000179) (Rycina 35). Z eksperymentéw
nienapromienionych istotno$¢ statystyczng wykazano w préobach traktowanych GNPs 100 nm
z inkubacja 4h ($rednie SF: 0,62 + 0,10; p=0,000697) (Rycina 34) oraz z GNPs 50 nm
z inkubacjg 4h ($rednie SF: 0,68 + 0,03; p=0,000697) (Rycina 35).

Do analizy przezywalnosci komorkowej wykorzystano test jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA. Celem tej analizy byto zbadanie wptywu réznego traktowania komorek
MDA-MB-231 na frakcje przezywalnosci. Dodatkowo wykonano analiz¢ post-hoc Tukey’a,
ktorej wyniki zawarto w Suplemencie. Analiza statystyczna wykazata, ze warto$¢ p<0,05 maja
nastepujgce proby eksperymentalne: nienapromienione — z GNPs 50 nm z inkubacjg 4h
1z GNPs 100 nm zinkubacjg 4h oraz wszystkie proby napromienione. Proby badawcze
napromienione miaty podobng wartos¢ p takze kazda z nich wykazala wysoka istotno$¢
statystyczng. Najmniejszg warto$¢ sredniej przezywalnosci komorkowej (SF) zaobserwowano
w eksperymentach napromienionych z GNPs 50 nm z inkubacjg 24h z BPA, z GNPs 100 nm
z inkubacjg 24h z BPA oraz z samym GNPs 50 nm z inkubacjg 24h. W analizie zauwazono, ze
najwickszy wplyw na przezywalno$¢ komorkowa ma traktowanie komorek promieniowaniem,
co w bardzo duzym stopniu obniza ich przezywalnos¢. Oprocz tego, GNPs bez wzgledu na
rozmiar po inkubacji 4- czy 24-godzinnej z komodrkami réwniez wpltywaja na ich
przezywalno$¢, ktoéra jest na poziomie kontroli lub wyzsza, jak w przypadku GNPs 50 nm
z inkubacja 24h. Dodanie samego BPA do komérek MDA-MB-231 nie powoduje istotnej
statystycznie zmiany w przezywalnosci komorkowej w pordéwnaniu do kontroli ujemne;j
(nienapromienionej). Inkubacja komorek z samymi nanoczgstkami zilota (GNPs 100 nm
z inkubacja 4h oraz GNPs 50 nm z inkubacja 4h) rowniez istotnie statystycznie wptywa na
przezywalno$¢ komorkowa w poréwnaniu do kontroli ujemnej. W przypadku proby badawczej
napromienionej z samym BPA wykazano istotno$¢ statystyczng w pordwnaniu do
przezywalnosci komorek w kontroli dodatniej. Poréwnujac do komoérek napromienionych
z BPA wyniki ze wszystkich prob eksperymentalnych z GNPs i BPA zaobserwowano, ze
istotny statystycznie jest eksperyment napromieniony z GNPs 50 nm z inkubacja 24h z BPA.
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4.4.2. Wyniki przezywalnosci komorkowej na luminalnej linii nowotworowej piersi
MCF-7
Wyniki z przezywalnosci komorkowej dla linii komorkowej MCF-7 przedstawiono na

Rycinach 36 - 39.
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Rycina 36. Przezywalnos¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MCF-7 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych
z dodanymi BPA i nanoczgstkami ziota (GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajg

odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNP — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 37. Przezywalnos¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MCF-7 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych
z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia

standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNP — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)
*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)

Zaobserwowano spadek przezywalnosci komoérkowej linii komodrkowej MCF-7
w probach badawczych potraktowanych promieniowaniem mieszanym. Analiza frakcji
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przezywalnosci komoérek MCF-7 testem ANOVA i post-hoc Tukey’a wykazata, ze z prob
eksperymentalnych napromienionych istotne statystycznie sa: komoérki z GNPs 100 nm
z inkubacja 4h z dodanym BPA ($rednie SF: 0,15 £+ 0,03; p=0,0166) (Rycina 36) oraz komorki
z GNPs 50 nm z inkubacjg 4h z BPA ($rednie SF: 0,15 + 0,03; p=0,0218) (Rycina 37).
Wszystkie eksperymenty nienapromienione z GNPs i z BPA takze wykazaly istotnos¢
statystyczng wzgledem kontroli ujemnej (nienapromienionej): z GNPs 100 nm z inkubacja 4h
z BPA ($rednie SF: 0,72 + 0,07; p=0,00448), z GNPs 100 nm z inkubacja 24h z BPA ($rednie
SF: 0,67 £ 0,09; p=0,001008) (Rycina 36), z GNPs 50 nm z inkubacjg 4h z BPA ($rednie SF:
0,47 £ 0,06; p=0,000186), z GNPs 50 nm z inkubacja 24h z BPA ($rednie SF: 0,75 £+ 0,10;
p=0,0116) (Rycina 37) oraz z samym BPA ($rednie SF: 0,69 £ 0,05; p=0,00178) (Rycina 36-
37).
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Rycina 38. Przezywalnos¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MCF-7 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych
z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia

standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 39. Przezywalnos¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MCF-7 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych
z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia

standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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W przypadku linii komorkowej MCF-7 w probach badawczych z dodanymi samymi
nanoczastkami zlota potraktowanymi promieniowaniem mieszanym zauwazZono znaczny
spadek przezywalnosci komorkowej w odniesieniu do kontroli. Analiza statystyczna wykazata,
ze z eksperymentdw napromienionych warto§¢ p<0,05 maja komorki traktowane: GNPs 100
nm z inkubacjg 4h ($rednie SF: 0,16 = 0,03; p=0,0218) (Rycina 38) oraz GNPs 50 nm
z inkubacjg 4h ($rednie SF: 0,16 = 0,02; p=0,0218) (Rycina 39). Z badan nienapromienionych
istotno$¢ statystyczng zaobserwowano w komorkach z GNPs 100 nm z inkubacjg 24h ($rednie
SF: 0,73 £ 0,08; p=0,00614) (Rycina 38), z GNPs 50 nm z inkubacjg 4h ($rednie SF: 0,53 +
0,04; p=0,000211) oraz z GNPs 50 nm z inkubacja 24h ($rednie SF: 0,53 £+ 0,07; p=0,000186)
(Rycina 39).

Do analizy przezywalnosci komorkowej wykorzystano test jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA. Celem tej analizy bylo zbadanie wpltywu réznego traktowania komorek
MCF-7 na frakcj¢ przezywalnosci. Dodatkowo wykonano analize post-hoc Tukey’a.
Szczegdlowe wyniki z tego testu zawarte sg w tabelach w Suplemencie. Analiza statystyczna
wykazata, ze warto$¢ p<0,05 majg wszystkie eksperymenty nienapromienione, co 0znacza, ze
traktowanie komorek MCF-7 nanoczastkami ztota i BPA znaczaco obniza ich przezywalnosc.
Najmniejszg warto$¢ p z badan napromienionych, a co za tym idzie najwyzszg istotnos¢
statystyczng, wykazaly komorki napromienione z GNPs 50 nm z inkubacjg 4h oraz z GNPs 100
nm z inkubacjg 4h z BPA. Z eksperymentoOw nienapromienionych, najwiekszg istotnoscig
statystyczng zaobserwowano w probach z BPA oraz z GNPs 50 nm z inkubacjg 24h. Dodanie
samego BPA do komorek MCF-7 powoduje istotne statystycznie zmiany w przezywalnosci
komorkowej w porownaniu do kontroli ujemnej (nienapromienionej). Inkubacja komorek
z samymi nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm z inkubacja 24h oraz GNPs 50 nm z inkubacjg
4h 1 24h) réwniez istotnie statystycznie wptywa na przezywalnos¢ komorkowa w poréwnaniu
do kontroli ujemnej, zmniejszajac ja. W przypadku eksperymentu napromienionego z samym
BPA wykazano brak istotno$ci statystycznej w porownaniu do przezywalnosci komorek w
kontroli  dodatniej (napromienionej). Poréwnujac wyniki ze wszystkich prob
eksperymentalnych z GNPs i BPA do proby traktowanej samym BPA, nie wykazano w Zadnej

z nich istotnosci statystyczne;j.
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4.5. Analiza czestosci mikrojader w komorkach nowotworowych piersi
hodowanych in vitro
4.5.1. Wyniki czestosci wystegpowania mikrojader w  troujemnej linii
nowotworowej piersi MDA-MB-231
Wyniki z czgstosci wystgpowania mikrojader dla linii komérkowej MDA-MB-231

przedstawiono na Rycinach 40 - 43.
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Rycina 40. Kinetyka czestosci wystgpowania mikrojgder w komorkach MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki bledow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.

GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
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*BPA — BPA + promieniowanie
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienione;j)
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Rycina 41. Kinetyka czestosci wystgpowania mikrojgder w komorkach MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
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*BPA — BPA + promieniowanie
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienione;j)

Zauwazono znaczace roznice w czestosci wystepowania mikrojader w zaleznos$ci od
tego czy komorki byty traktowane promieniowaniem czy tez nie oraz od czasu utrwalania
komorek od napromieniania, co przedstawiono na Rycinach 40 - 41. W tym eksperymencie
badano kinetyke czgsto$ci wystepowania mikrojagder w zalezno$ci od traktowania komorek
nowotworowych. Analiza kinetyki w komorkach MDA-MB-231 testem ANOVA 1 post-hoc
Tukey’a wykazala, ze wszystkie eksperymenty napromienione z nanoczgstkami ztota i z BPA
sq istotne statystycznie w poréwnaniu do kontroli dodatniej (napromienione;j). Srednie czestosci
wystepowania mikrojgder w komérkach MDA-MB-231 w poszczeg6dlnych czasach utrwalania
komorek napromienionych sg nastgpujace: z GNPs 100 nm z inkubacjg 4h z BPA ($rednia
czgstos¢ wystepowania mikrojader po 30h: 508,00 = 16,82, p=0,000186; po 36h: 650,33 +
24,01, p=0,0179; po 42h: 535,00 + 25,36, p=0,00208), z GNPs 100 nm z inkubacja 24h z BPA
($rednia czesto$¢ wystgpowania mikrojader po 30h: 480,67 + 14,57, p=0,000204; po 36h:
812,33 £27,02, p=0,000179; po 42h: 552,67 + 22,74, p=0,000378) (Rycina 40), z GNPs 50 nm
z inkubacja 4h z BPA ($rednia czestos¢ wystepowania mikrojader po 30h: 613,67 + 28,54,
p=0,000179; po 36h: 772,33 + 34,53, p=0,000179; po 42h: 651,67 + 27,57, p=0,000179),
z GNPs 50 nm z inkubacjg 24h z BPA ($rednia czg¢stos¢ wystgpowania mikrojader po 30h:
644,00 + 28,62, p=0,000179; po 36h: 893,67 + 15,95, p=0,000179; po 42h: 631,67 + 26,58,
p=0,000179) (Rycina 41) oraz z samym BPA ($rednia czg¢stos¢ wystepowania mikrojader po
30h: 598,00 + 17,78, p=0,000179; po 36h: 739,67 + 23,03, p=0,000188; po 42h: 655,67 + 16,50,
p=0,000179) (Rycina 40-41). W badaniach nienapromienionych istotne statystycznie s3
komorki traktowane: GNPs 100 nm z inkubacjg 4h z BPA ($Srednia czgsto$¢ wystepowania
mikrojader po 30h: 60,00 + 8,49, p=0,0326; po 36h: 116,67 = 6,51, p=0,00418; po 42h: 56,67
+ 8,50, p=0,00691), GNPs 100 nm z inkubacjg 24h z BPA po 30h i 36h ($rednia czestos¢
wystepowania mikrojader po 30h: 44,33 + 9,61, p=0,00104; po 36h: 101,33 + 4,93,
p=0,000381) (Rycina 40), GNPs 50 nm z inkubacja 4h po 36h ($rednia czgstos¢ wystepowania
mikrojader po 36h: 106,50 £ 6,36, p=0,00152), GNPs 50 nm z inkubacja 24h z BPA po 36h
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($rednia czgstos¢ wystepowania mikrojader po 36h: 104,00 + 15,56, p=0,00103) (Rycina 41)
oraz samym BPA po 36h ($rednia czesto$¢ wystgpowania mikrojader po 36h: 92,33 + 14,47,
p=0,000237) (Rycina 40-41). Zauwazono, ze czgstos¢ wystgpowania MN wzrasta do 36h po
napromienieniu czy traktowaniu komoérek GNPs i BPA, a nast¢gpnie zaczyna spadac,

co $wiadczy o naprawie komorek.
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Rycina 42. Kinetyka czestosci wystegpowania mikrojgder w komorkach MDA-MB-231
napromienionych promieniowanie mieszane (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 43. Kinetyka czestosci wystegpowania mikrojgder w komorkach MDA-MB-231
napromienionych promieniowanie mieszane (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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W  eksperymentach z samymi dodanymi nanoczastkami najwigksza czgstosé
wystepowania mikrojader tak samo zauwazono w probach badawczych napromienionych.
Analiza kinetyki czgsto$ci wystepowania mikrojader w komoérkach MDA-MB-231 testem
ANOVA i post-hoc Tukey’a wykazata, ze z komodrek napromienionych z samymi
nanoczastkami ztota istotne statystycznie sg proby: z GNPs 100 nm z inkubacja 4h ($rednia
czesto$¢ wystepowania mikrojader po 30h: 654,67 + 27,59, p=0,000179; po 36h: 853,33 +
18,77, p=0,000179; po 42h: 706,00 = 17,44, p=0,000179), z GNPs 100 nm z inkubacja 24h po
30h 1 36h ($rednia czgstos¢ wystepowania mikrojader po 30h: 585,67 + 17,24, p=0,000179; po
36h: 785,00 + 22,91, p=0,000179) (Rycina 42), z GNPs 50 nm z inkubacja 4h po 30h i 36h
($rednia czesto$¢ wystgpowania mikrojader po 30h: 480,00 = 21,52, p=0,000205; po 36h:
699,00 + 16,09, p=0,000357) oraz z GNPs 50 nm z inkubacja 24h po 30h 1 42h ($rednia czestos¢
wystepowania mikrojader po 30h: 453,00 = 17,78, p=0,000874; po 42h: 511,00 + 10,15,
p=0,0357) (Rycina 43). W probach badawczych nienapromienionych istotne statystycznie sg
komorki traktowane: GNPs 100 nm z inkubacja 4h po 36h 142h (Srednia czg¢stos¢ wystepowania
mikrojader po 36h: 97,50 £ 3,54, p=0,00335; po 42h: 53,00 = 12,73, p=0,0346), GNPs 100 nm
z inkubacjg 24h ($rednia czestos¢ wystepowania mikrojader po 30h: 59,33 + 8,62, p=0,0145;
po 36h: 79,33 + 8,62, p=0,000213; po 42h: 37,33 + 6,66, p=0,000463) (Rycina 42) oraz GNPs
50 nm z inkubacjg 24h (Srednia czestos¢ wystgpowania mikrojader po 30h: 47,33 + 5,86,
p=0,00167; po 36h: 87,67 = 9,07, p=0,000221; po 42h: 42,33 + 7,02, p=0,000811) (Rycina 43).
Zauwazono, ze czgstos¢ wystepowania MN wzrasta po 36h od napromienienia czy traktowania

komorek GNPs 1 BPA, a nast¢pnie zaczyna spadac, co $wiadczy o naprawie komorek.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA miala na celu sprawdzenie wpltywu
roznego traktowania nanoczgstkami ztota i BPA oraz wptywu promieniowania mieszanego na
kinetyke czgstosci wystepowania mikrojagder w komodrkach nowotworowych piersi MDA-MB-
231. Analizowano proby eksperymentalne poréwnujac wyniki komodrek napromienionych do
kontroli napromienionej, natomiast komorki nienapromienione do kontroli nienapromienione;.
Wykonano takze test post-hoc Tukey’a dla kazdego czasu utrwalania z osobna ze wzgledu na
duza ilo$¢ réznych prob eksperymentalnych. Wyniki z tego testu zawarte sa w tabelach
w Suplemencie. W opisach wykresOw wypisano wszystkie proby eksperymentalne, ktore sa
istotne statystycznie w porownaniu do kontroli ujemnej i dodatniej. Dodanie samego BPA do
komorek MDA-MB-231 powoduje istotnie statystyczng zmian¢ w czgstosci wystgpowania
mikrojader po 36h od napromienienia w poréwnaniu do kontroli ujemnej (nienapromienionej).

Inkubacja komorek z samymi nanoczastkami ztota (po wszystkich czasach kinetyki gtownie
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z GNPs 100 nm z inkubacjg 24h oraz GNPs 50 nm z inkubacja 24h) réwniez istotnie
statystycznie wptywaja na czesto$¢ wystepowania mikrojader po 30h, 36h i 42h w pordwnaniu
do kontroli ujemnej. W przypadku eksperymentu napromienionego z samym BPA wykazano
istotno$¢ statystyczng w czesto$ci wystepowania mikrojader po 30h, 36h i1 42h od
napromieniania w poréwnaniu do kontroli dodatniej (napromienionej). Poréwnujac do badania
napromienionego z BPA wyniki ze wszystkich prob eksperymentalnych z GNPs i BPA
wykazano, ze istotne statystycznie sg eksperymenty napromienione z GNPs 100 nm z inkubacja
4h z BPA (po 30h, 36h 1 42h) oraz z GNPs 100 nm z inkubacjg 24h z BPA (po 30h i1 42h).
Najwyzsza istotno$¢ statystyczng, czyli najmniejsze wartosci p wykazaty proby badawcze
napromienione z GNPs 100 nm z inkubacjg 24h z dodanym BPA oraz z GNPs 50 nm zar6wno
z inkubacja 4h, jak 1 24h z BPA, w ktorych kazdy czas utrwalania komorek jest istotny
statystycznie. Taki wynik sugeruje, ze GNPs 50 nm i GNPs 100 nm z inkubacjg 24h wraz
z BPA najefektywniej wpltywaja na wzrost czestosci wystepowania mikrojader. Z analizy
wynika rowniez, ze w przypadku komoérek MDA-MB-231 czas inkubacji z GNPs jest istotny
1 wigksza efektywno$¢ otrzymuje si¢ przy inkubacji 24-godzinnej przed napromienianiem.
Wyniki pokazaly takze, ze samo traktowanie komorek GNPs bez napromieniania ma istotny

wplyw na czestos¢ mikrojader zmniejszajac ich ilo§¢ w porownaniu do kontroli ujemne;.

4.5.2. Wyniki czestosci wystepowania mikrojader w luminalnej linii nowotworowej
piersi MCF-7
Wyniki z czestosci wystepowania mikrojader dla linii  komoérkowej MCF-7

przedstawiono na Rycinach 44 - 47.
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Rycina 44. Kinetyka czestosci wystegpowania mikrojgder w  komorkach MCF-7
napromienionych neutronami w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.

GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*BPA — BPA + promieniowanie

kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)

102



1200

1000 - *

800 -

600 - T Bl *

B

400 ~

200 -

oL 1 i]ﬁ i;ﬁ sl

ujemna dodatnia 4h 5PA 24h BPA BPA

BPA + promieniowanie

Czestos¢ wystepowania MN na 1000 binukleatow
*

kontrola GNPs 50 nm

I MN po 30h
= kontrola MN 30h
I MN po 36h
[ kontrola MN 36h
=1 MN po 42h
I kontrola MN 42h

Rycina 45. Kinetyka czestosci wystepowania mikrojgder w  komorkach MCF-7
napromienionych neutronami w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.

GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

*BPA — BPA + promieniowanie

kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)

103



W badaniach zaobserwowano zwigkszong $rednig czgsto§¢ wystepowania mikrojader
w probach eksperymentalnych napromienionych oraz zalezno$¢ wartosci czestosci MN od
czasu utrwalania komorek po napromienieniu. W tym eksperymencie badano rowniez kinetyke
czestosci wystgpowania mikrojader w zaleznosci od traktowania komoérek nowotworowych.
Analiza kinetyki czesto$ci wystepowania mikrojader w komorkach MCF-7 testem ANOVA
i post-hoc Tukey’a wykazata, ze wszystkie badania napromienione z nanoczastkami ztota
i z BPA sg istotne statystycznie w pordéwnaniu do kontroli dodatniej (napromienione;j). Srednie
czgstosci wystepowania mikrojagder w komorkach MCF-7 w poszczegdlnych czasach
utrwalania komorek napromienionych sg nastgpujace: z GNPs 100 nm z inkubacja 4h z BPA
($rednia czesto$¢ wystgpowania mikrojader po 30h: 712,00 £ 27,18, p=0,000184; po 36h:
822,67 + 62,45, p=0,000179; po 42h: 739,50 £+ 23,33 p=0,000184), z GNPs 100 nm z inkubacja
24h z BPA ($rednia czgsto$¢ wystepowania mikrojader po 30h: 650,50 + 38,89, p=0,000184;
po 36h: 1028,00 + 61,44, p=0,000179; po 42h: 676,50 + 38,89, p=0,000184) (Rycina 44),
z GNPs 50 nm z inkubacjg 4h z BPA ($rednia czgsto$¢ wystepowania mikrojader po 30h:
609,67 £ 30,55, p=0,000184; po 36h: 973,00 + 38,74, p=0,000179; po 42h: 613,67 + 41,55,
p=0,000185), z GNPs 50 nm z inkubacja 24h z BPA (Srednia cz¢stos¢ wystgpowania
mikrojader po 30h: 655,33 + 31,56, p=0,000184; po 36h: 903,67 = 43,55, p=0,000179; po 42h:
631,33 + 37,69, p=0,000184) (Rycina 45) oraz z samym BPA ($rednia czesto$¢ wystepowania
mikrojader po 30h: 532,00 + 33,60, p=0,000184; po 36h: 620,67 = 25,58, p=0,000191; po 42h:
473,33 £ 25,01, p=0,00674) (Rycina 44-45). W komodrkach nienapromienionych istotne
statystycznie sg eksperymenty: z GNPs 100 nm z inkubacjg 4h z BPA po 36h ($rednia czgstos¢
wystepowania mikrojader po 36h: 77,50 £ 9,19, p=0,0219) (Rycina 44) oraz z GNPs 50 nm
z inkubacjg 24h z BPA po 36h ($rednia czgstos¢ wystepowania mikrojader po 36h: 58,00 +
12,73, p=0,00909) (Rycina 45). Zauwazono, ze cz¢stos¢ wystgpowania MN wzrasta do 36h po
napromienieniu czy traktowaniu komoérek GNPs 1 BPA, a nast¢gpnie zaczyna spadac,

co $wiadczy o naprawie komorek.

104



=

'8 1000

o

x *

=3

c

o 800 *
[=]

]

- &

S 600 -

g *
= T
c

g 400 -

Q

& =

=]

7]

2 200 -

QO

“w

g It 11

’ i il

N 0 0

© ujemna dodatnia 4h 24h

4h 24h

promieniowanie

kontrola GNPs 100 nm

B MN po 30h
1 kontrola MN 30h
B VN po 36h
[ kontrola MN 36h
= MN po 42h
B kontrola MN 42h

Rycina 46. Kinetyka czestosci wystegpowania mikrojgder w  komorkach MCF-7
napromienionych neutronami w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 47. Kinetyka czestosci wystepowania mikrojgder w  komorkach MCF-7
napromienionych neutronami w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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W probach eksperymentalnych z samymi dodanymi nanoczastkami najwigksza czgstosé
wystepowania mikrojader tak samo zauwazono w komorkach napromienionych. Analiza
kinetyki czesto$ci wystepowania mikrojader w komodrkach MCF-7 testem ANOVA i post-hoc
Tukey’a wykazata, ze z badan napromienionych z samymi nanoczastkami zlota istotne
statystycznie sa komorki traktowane: GNPs 100 nm z inkubacja 4h (Srednia czesto$¢
wystepowania mikrojader po 30h: 569,00 + 43,31, p=0,000184; po 36h: 815,33 £+ 38,89,
p=0,000179; po 42h: 628,33 + 16,26, p=0,000184), GNPs 100 nm z inkubacja 24h ($rednia
czgstos¢ wystepowania mikrojader po 30h: 565,67 £+ 38,55, p=0,000184; po 36h: 707,67 +
27,02, p=0,000179; po 42h: 491,33 + 27,32, p=0,00249) (Rycina 46), GNPs 50 nm z inkubacja
4h po 30h 1 36h (Srednia czestos¢ wystgpowania mikrojader po 30h: 474,00 + 24,52,
p=0,000241; po 36h: 881,33 + 27,93, p=0,000179) oraz GNPs 50 nm z inkubacjg 24h (srednia
czgstos¢ wystepowania mikrojader po 30h: 564,00 = 48,14, p=0,000184; po 36h: 835,67 +
50,34, p=0,000179; po 42h: 611,00 + 38,63, p=0,000185) (Rycina 47). W komorkach
nienapromienionych istotna statystycznie jest jedynie préba z GNPs 50 nm z inkubacja 4h
z utrwaleniem po 36h (Srednia czestos¢ wystgpowania mikrojader po 36h: 64,67 = 9,50,
p=0,0141) (Rycina 47). W eksperymentach nienapromienionych z GNPs 100 nm Zzadna z prob

nie jest istotna statystycznie.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA miala na celu sprawdzenie wpltywu
roznego traktowania nanoczgstkami ztota i BPA oraz wptywu promieniowania mieszanego na
kinetyke czgstosci wystepowania mikrojagder w komorkach nowotworowych piersi MCF-7.
Analizowano proby eksperymentalne poréwnujac wyniki komoérek napromienionych do
kontroli napromienionej oraz komodreknienapromienionych do kontroli nienapromienione;.
Wykonano takze test post-hoc Tukey’a dla kazdego czasu utrwalania z osobna ze wzgledu na
duzg ilos¢ réznych prob eksperymentalnych. Doktadne wyniki z testu post-hoc zawarte sg
w tabelach w Suplemencie. Wartosci p poszczegdlnych prob badawczych sa na podobnym
poziomie, co oznacza, ze komodrki MCF-7 wykazywaly podobny efekt w czestosci
wystepowania mikrojader. Z analizy wynika rowniez, ze w przypadku komorek MCF-7 czas
inkubacji z GNPs jest istotny 1 wieksza czegstos¢ mikrojader obserwuje si¢ w probach
z inkubacja 4-godzinng przed napromienianiem. Dodanie samego BPA do komérek MCF-7 nie
powoduje istotnie statystycznie zmiany w kinetyce czgstosci wystgpowania mikrojader
w porownaniu do kontroli ujemnej (nienapromienionej). Inkubacja komoérek z samymi
nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm z inkubacja 4h po 36h) rowniez istotnie statystycznie

wplywaja na kinetyke czestosci wystepowania mikrojader w pordwnaniu do kontroli ujemne;.
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W przypadku eksperymentu napromienionego z samym BPA wykazano istotno$¢ statystyczng
w poroéwnaniu do kinetyki czestosci wystgpowania mikrojader w kontroli dodatniej
(napromienionej). Poréwnujac do komorek napromienionych z BPA wyniki ze wszystkich prob
eksperymentalnych z GNPs i BPA wykazano, ze istotna statystycznie sa wszystkie komorki

napromienione z dodanymi GNPs zaréwno 100 nm, jak i 50 nm bez wzgledu na czas inkubacji.

4.6. Analiza intensywnosci fluorescencji ognisk naprawczych y-H2AX
w komoérkach nowotworowych piersi hodowanych in vitro
4.6.1. Wyniki intensywnosci fluorescencji ognisk naprawczych 7-H2AX
w komorkach linii nowotworowej MDA-MB-231
Wyniki z intensywnos$ci fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX
w komorkach linii komérkowej MDA-MB-231 przedstawiono na Rycinach 48 - 51.
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Rycina 48. Intensywnos¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie
neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane
w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm).

Stupki btedow przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)

109



1000

*
=, 800 - T
7
c
[T
o
0
o
o 600 + 'I'
3
[
° |
-m -
g
400 ~
3
>
0
c
[7]
=
= 200 4
0 I 1 I I
ujemna dodatnia 4h+BPA 24h+BPA BPA

kontrola GNPs 50 nm

[ kontrola ujemna - nienapromieniona
I proby nienapromienione
[ proéby napromienione

Rycina 49. Intensywnos¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie
neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane
w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm).

Stupki btedow przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota

kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona
*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —
nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej dodatniej -
napromienionej)

W linii komoérkowej MDA-MB-231 w tescie y-H2AX, intensywno$¢ fluorescencji
wzrasta po poddaniu komoérek dziataniu promieniowania mieszanego. Oznacza to, ze wzrasta
poziom histonu H2AX, co $wiadczy o wzroScie poziomu uszkodzen DNA w danych

komorkach. Pomimo widocznego trendu na wykresie, istotnos$¢ statystyczng wykazano tylko
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w eksperymencie napromienionym z GNPs 50 nm z inkubacja 24h z BPA ($rednia
intensywnos$¢ fluorescencji: 644,00 + 173,95; p=0,012) (Rycina 49). Z badan z dodanymi GNPs
100 nm z BPA nie wykazano istotnosci statystycznej w zadnej z prob badanych (Rycina 48).
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Rycina 50. Intensywnos¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie
neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano
w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki

bledow przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 51. Intensywnos¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie
neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano
w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki

bledow przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)

Powyzej przedstawione sa wyniki z linii komorkowej MDA-MB-231 z testu ognisk
naprawczych y-H2AX z prob badawczych z samymi nanoczastkami ztota. Po napromienieniu

intensywnos$¢ fluorescencji wzrasta odno$nie poziomu ognisk naprawczych i obecnosci histonu
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w poszczeg6lnych probach. Pomimo widocznego trendu na Rycinach 50-51, nie wykazano

istotnosci statystycznej w zadnej z badanych prob eksperymentalnych.

W celu analizy wynikow, wykonano jednoczynnikowy test analizy wariancji ANOVA
oraz test post-hoc Tukey’a. Celem tej analizy bylo zbadanie wptywu réznego traktowania
komorek MDA-MB-231 na intensywnos$¢ fluorescencji ognisk naprawczych y-H2AX.
Porownywano eksperymenty napromienione do kontroli napromienionej (dodatniej) oraz
eksperymenty nienapromienione do kontroli nienapromienionej (ujemnej). Szczegdtowe
wyniki analizy statystycznej zawarte s3 w tabelach w Suplemencie. Wykazano, ze wartos$¢
p<0,05 ma tylko jedna préba eksperymentalna z GNPs 50 nm z inkubacja 24h z BPA
potraktowana promieniowaniem, co oznacza, ze jest istotna statystycznie. Takie traktowanie
komorek MDA-MB-231 najbardziej zwigksza intensywnos¢ fluorescencji ognisk naprawczych
v-H2AX, co $wiadczy o najwigkszym stopniu uszkodzenia DNA. Wyniki z reszty prob
badawczych nie byty istotne statystycznie (p>0,05). Dodanie samego BPA do komérek MDA -
MB-231 nie powoduje istotnej statystycznie zmiany w indukcji ognisk naprawczych
w poréwnaniu do kontroli ujemnej (nienapromienionej). Inkubacja komoérek z samymi
nanoczgstkami zlota rowniez nie wptywa w sposdb istotny statystycznie na intensywno$c
fluorescencji biatka y-H2AX w porownaniu do kontroli ujemnej. W przypadku proby
eksperymentalnej napromienionej z samym BPA nie wykazano istotnosci statystycznej
w poréwnaniu do kontroli dodatniej (napromienionej). Co wigcej, zadne badania
napromienione z GNPs 1 BPA nie sg istotna statystycznie w pordwnaniu do proby

napromienionej z samym BPA.

4.6.2. Wyniki intensywnos$ci fluorescencji ognisk naprawczych y-H2AX
w komérkach linii nowotworowej MCF-7
Wyniki z intensywno$ci fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX

w komorkach linii komorkowej MCF-7 przedstawiono na Rycinach 52 - 55.
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Rycina 52. Intensywnos¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe,
50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 53. Intensywnos¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe,
50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)
*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)

W linii komoérkowej MCF-7 w tescie y-H2AX, intensywnos$¢ fluorescencji wzrasta po
poddaniu komoérek dziataniu promieniowania neutronowego w poroéwnaniu do kontroli.
Wykazano w analizie statystycznej, Ze istotne statystycznie sa eksperymenty napromienione:

z samym BPA ($rednia intensywno$¢ fluorescencji: 446,00 + 7,07; p=0,000230) (Rycina 52-
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53) oraz z GNPs 50 nm z inkubacjg 24h z BPA ($rednia intensywnos¢ fluorescencji: 519,50 +
10,61; p=0,000658) (Rycina 53). Z prob badawczych nienapromienionych istotna statystycznie
jesttraktowana GNPs 100 nm z inkubacjg 24h z BPA ($rednia intensywnos$¢ fluorescencii:

363,50 + 92,63; p=0,0175) (Rycina 52).
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Rycina 54. Intensywnos¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe,
50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki biedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)

116



350

300 H

—

250 -

—

200 ~

150 A

100 A

Intensywnos¢ fluorescencji

50 A

0 T T T
ujemna dodatnia 4h 24h

kontrola GNPs 50 nm

[ kontrola ujemna - nienapromieniona
I proby nienapromienione
T proby napromienione

Rycina 55. Intensywnos¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe,
50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.)
w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki btedow

przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienionej)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)

Powyzej przedstawione sa wyniki z linii komorkowej MCF-7 z testu ognisk
naprawczych y-H2AX z préb badawczych z dodanymi samymi nanoczastkami zlota. Po

napromienieniu intensywno$¢ fluorescencji bardzo nieznacznie wzrasta w poszczegdlnych
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prébach eksperymentalnych. Pomimo widocznego trendu na Rycinach 54-55, nie wykazano

istotnosci statystycznej w zadnej z badanych prob.

W celu analizy wynikoéw, wykonano jednoczynnikowy test analizy wariancji ANOVA.
Celem tej analizy bylo zbadanie wptywu réznego traktowania komoérek MCF-7 na
intensywno$¢ fluorescencji ognisk naprawczych y-H2AX. Porownywano eksperymenty
napromienione do kontroli napromienionej (dodatniej) oraz badania nienapromienione do
kontroli nienapromienionej (ujemnej). Dodatkowo wykonano analiz¢ post-hoc Tukey’a ze
wzgledu na duzg 1lo$¢ roznych prob eksperymentalnych. Szczegdélowe wyniki analizy zawarto
w tabelach w Suplemencie. W analizie statystycznej wykazano, ze wartos¢ p<0,05 maja
komorki nienapromieniona z GNPs 100 nm z inkubacjg 24h z dodanym BPA oraz komorki
napromienione — GNPs 50 nm z inkubacjg 24h z BPA oraz z samym BPA. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze GNPs 50 nm z inkubacja 24h z BPA wraz z promieniowaniem istotnie wplywaja
na intensywnos¢ fluorescencji ognisk naprawczych y-H2AX, a co za tym idzie na poziom
uszkodzen DNA. Zaobserwowano takze, ze same GNPs 100 nm z inkubacjg 24h z BPA bez
napromienienia w istotny sposéb zwiekszyty poziom intensywnos$ci fluorescencji wzgledem
kontroli ujemnej. Wyniki z reszty prob eksperymentalnych nie byly istotne statystycznie
(p>0,05). Jak w przypadku komorek MDA-MB-231, dodanie samego BPA do komoérek
MCF-7 nie powoduje istotnej statystycznie zmiany w indukcji ognisk naprawczych w
poréwnaniu do kontroli ujemnej (nienapromienionej). Inkubacja komorek z samymi
nanoczgstkami zlota rowniez nie wpltywa w sposéb istotny statystycznie na intensywno$c
fluorescencji biatka y- H2AX w porownaniu do kontroli ujemnej. W przypadku proby
badawczej napromienionej z samym BPA wykazano istotno$¢ statystyczng w poréwnaniu do
kontroli dodatniej (napromienionej) w kwestii poziomu intensywnosci fluorescencji y-H2AX.
Z eksperymentow napromienionych z GNPs i BPA, jedna tylko proba z GNPs 50 nm
z inkubacja 4h z BPA jest istotna statystycznie w pordwnaniu do proby napromienionej

z samym BPA.

4.7. Analiza poziomu apoptozy w komorkach nowotworowych piersi
hodowanych in vitro
4.7.1. Wyniki analizy cze¢stosci apoptozy w komorkach linii nowotworowej MDA-
MB-231
Wyniki analizy poziomu apoptozy komoérek MDA-MB-231 zaprezentowano na
Rycinach 56 — 63.
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Rycina 56. Poziom apoptozy w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA
i nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 57. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne
i nekrotyczne) w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym
(50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym
MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami
ztota (GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia standardowe wyliczone z 3

niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne porownywane wzgledem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglegdem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 58. Poziom apoptozy w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA
i nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 59. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne
i nekrotyczne) w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym
(50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym
MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami
ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3

niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (préby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Powyzej na Rycinach 56 — 59 przedstawiono wyniki czg¢sto§¢ spontanicznej oraz
popromiennej apoptozy komorek dla linii komoérkowej MDA-MB-231. Sg to wyniki z prob
badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota i z BPA. Na wykresach zaobserwowano
nieznaczne fluktuacje w procentowej liczbie poszczegodlnych rodzajow komorek (kolejno:
zywych  komorek, wczesnoapoptotycznych  komorek oraz  pdznoapoptotycznych
i nekrotycznych komorek) w niektorych eksperymentach w badanej populacji 20 000 komorek.
Analiza kinetyki czgstosci apoptozy w komorkach MDA-MB-231 testem ANOVA i post-hoc
Tukey’a wykazala, ze z komoérek napromienionych zadna nie jest istotna statystycznie.
Natomiast, z badan nienapromienionych istotne statystycznie sg komorki traktowane: GNPs
100 nm z inkubacjg 4h z BPA ($rednia procentowa liczba komoérek podznoapoptotycznych
1 nekrotycznych: 3,87 £+ 0,35; p=0,000193), GNPs 100 nm z inkubacja 24h z BPA ($rednia
procentowa liczba komorek pdznoapoptotycznych 1 nekrotycznych: 5,90 + 0,53; p=0,00102)
(Rycina 56-57), GNPs 50 nm z inkubacjg 4h z BPA ($rednia procentowa liczba komorek
poznoapoptotycznych i1 nekrotycznych: 4,67 + 0,55; p=0,000197) (Rycina 58-59) oraz samym
BPA ($rednia procentowa liczba komorek poznoapoptotycznych 1 nekrotycznych: 5,90 + 0,78;
p=0,00102) (Rycina 56-59). We wszystkich tych eksperymentach istotna statystycznie rdznica
wystepuje w procentowej liczbie komorek poznoapoptotycznych i nekrotycznych. Otrzymane
wyniki w komorkach napromienianych z nanoczastkami ztota z BPA sg porownywalne migdzy
sobg 1 nie zauwazono wigkszej rdéznicy w przypadku zastosowania innych wielkos$ci

nanoczastek czy tez czasOw inkubacji.
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Rycina 60. Poziom apoptozy w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi
nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 61. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne
i nekrotyczne) w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym
(50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym
MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota
(GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3

niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles -nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglegdem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 62. Poziom apoptozy w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi
nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)

126



12 A

10 A

Procentowa liczba komérek (%)
*

ujemna dodatnia 4h 24h 4h 24h

promieniowanie

kontrola GNPs 50 nm

B wczesnoapoptotyczne komarki

™ kontrola - komorki wezesnoapoptotyczne

@ poznoapoptotyczne i nekrotyczne komaorki

I Kkontrola - komorki pdZznoapoptotyczne i nekrotyczne

Rycina 63. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne
i nekrotyczne) w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym
(50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym
MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota
(GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia standardowe wyliczone z 3

niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (préby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Na Rycinach 60 - 63 zaprezentowano wyniki z prob badawczych napromienionych lub
nienapromienionych z samymi GNPs. Badana populacja wynosita 20 000 komoérek. W analizie
statystycznej wykazano, ze zadna z prob badawczych traktowanych promieniowaniem nie jest
istotna statystycznie, co oznacza, ze GNPs wraz z promieniowaniem nie wptywaja w znaczacy
sposob na poziom apoptozy. W eksperymentach nienapromienionych istotne statystycznie sg
komorki traktowane: GNPs 100 nm z inkubacja 4h ($rednia procentowa liczba komorek
p6znoapoptotycznych i nekrotycznych: 6,50 £+ 0,00; p=0,0203), GNPs 100 nm z inkubacjg 24h
($rednia procentowa liczba komorek poznoapoptotycznych i1 nekrotycznych: 4,8 + 0,82;
p=0,000201) (Rycina 60-61) oraz GNPs 50 nm z inkubacjg 24h ($rednia procentowa liczba
komorek poznoapoptotycznych i nekrotycznych: 7,13 £ 0,31; p=0,000227) (Rycina 62-63).

Wyniki przeanalizowano za pomocg dwuczynnikowego testu analizy wariancji
ANOVA oraz testu post-hoc Tukey’a. Analiza ta miata na celu sprawdzenie wptywu rdznego
traktowania nanoczgastkami ztota i BPA oraz wptywu promieniowania mieszanego na czgsto$¢
wystepowania apoptozy w komodrkach nowotworowych piersi MDA-MB-231. Analizowano
proby eksperymentalne porownujac wyniki prébek napromienionych do kontroli
napromienionej, natomiast proby nienapromienione do kontroli nienapromienione;j.
Szczegdlowe wyniki analizy statystycznej zawarto w tabelach w Suplemencie. Wykazano, ze
warto$ci p<0,05 nie miata zadna z napromienionych préb eksperymentalnych porownujac je do
kontroli dodatniej (napromienionej), co oznacza, ze roznice pomiedzy procentowa liczbg
zywych, wczesnoapoptotycznych 1 pdznoapoptotycznych komorek nie byly istotne
statystycznie. Przeciwnie bylo natomiast z komorkami nienapromienionymi, gdzie
zaobserwowano w wigkszosci eksperymentach istotno$¢ statystyczng w poziomie komorek
poznoapoptotycznych i1 nekrotycznych. Dodanie samego BPA do komérek MDA-MB-231
powoduje istotng statystycznie zmiang w czgsto$ci apoptozy jedynie w grupie komorek
poznoapoptotycznych 1 nekrotycznych ~ w porownaniu  do  kontroli  ujemnej
(nienapromienionej), gdzie zauwazamy ich spadek. Inkubacja komoérek z samymi
nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm z inkubacjg 4h 1 24h oraz GNPs 50 nm z inkubacjg 24h)
roéwniez wptywa w sposob istotny statystycznie na poziom apoptozy w poréwnaniu do kontroli
ujemnej w podobny sposéb jak samo BPA, czyli zmniejsza si¢ procentowy udzial komorek
péznoapoptotycznych i nekrotycznych. W przypadku komorek napromienioneych z samym
BPA nie wykazano istotnos$ci statystycznej w poréwnaniu do kontroli dodatniej w kwestii
czesto$ci wystepowania apoptozy. Zadna z prob napromienionych z GNPs i BPA nie jest istotna

statystycznie w poréwnaniu do proby napromienionej z samym BPA.
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4.7.2. Wyniki analizy czestosci apoptozy w komorkach linii nowotworowej MCF-7

Wyniki czgsto$ci apoptozy komodrek linii komérkowej MCF-7 zaprezentowano na
Rycinach 64 - 71.
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Rycina 64. Poziom apoptozy w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA
i nanoczgstkami zlota (GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 65. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne
i nekrotyczne) w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50%
promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA
(dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami zlota
(GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia standardowe wyliczone z 3

niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 66. Poziom apoptozy w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA
i nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 67. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne
i nekrotyczne) w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50%
promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA
(dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami ztota
(GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3

niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Powyzej na Rycinach 64 — 67 przedstawiono wyniki czestosci apoptozy komorek dla
linii komorkowej MCF-7. Sa to wyniki z prob badawczych z dodanymi nanoczastkami zlota
iz BPA. Na wykresach zauwazono znaczace réznice w sredniej procentowej liczbie komorek
w poszczegolnych grupach kolejno zywych komorek, wezesnoapoptotycznych komoérek oraz
p6znoapoptotycznych i nekrotycznych komoérek. Badano populacje 20 000 komoérek. Analiza
kinetyki czestosci wystepowania apoptozy w komoérkach MCF-7 testem ANOVA i post-hoc
Tukey’a wykazata, ze z eksperymentdw napromienionych zadna nie jest istotna statystycznie,
tak jak w przypadku komorek MDA-MB-231. Natomiast, z badan nienapromienionych istotne
statystycznie sg komorki traktowane: GNPs 100 nm z inkubacjg 4h z BPA ($rednia procentowa
liczba komorek pdznoapoptotycznych 1 nekrotycznych: 38,77 + 2,72; p=0,000184), GNPs 100
nm z inkubacjg 24h z BPA (Srednia procentowa liczba komorek wczesnoapoptotycznych: 3,00
+ 0,28, p=0,0199; srednia procentowa liczba komorek pdznoapoptotycznych 1 nekrotycznych:
36,77 = 1,12, p=0,000191) (Rycina 64-65), GNPs 50 nm z inkubacjg 24h z BPA ($rednia
procentowa liczba komoérek péznoapoptotycznych i nekrotycznych: 34,77 + 1,81; p=0,000276)
(Rycina 66-67) oraz samym BPA ($rednia procentowa liczba komorek zywych: 25,90 + 2,31;
p=0,00808) (Rycina 64 i 66).

133



100

80 -
o
60 -
40 - x
20 -
0 ﬂ
4h 24h 4n 24h

ujemna dodatnia

Procentowa liczba komoérek (%)

promieniowanie

kontrola GNPs 100 nm

I zywe komorki

1 kontrola - zywe komorki

I wczesnoapoptotyczne komorki

[ kontrola - komorki wczesnoapoptotyczne

1 péZznoapoptotyczne i nekrotyczne komorki

I kontrola - komorki péznoapoptotyczne i nekrotyczne

Rycina 68. Poziom apoptozy w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi
nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne pordwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 69. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne
i nekrotyczne) w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50%
promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA
(dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs
100 nm). Stupki bledow przedstawiajg odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych

powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 70. Poziom apoptozy w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi
nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe

wyliczone z 3 niezaleznych powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Rycina 71. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne
i nekrotyczne) w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50%
promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA
(dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 50
nm). Stupki bledow przedstawiajq odchylenia standardowe wyliczone z 3 niezaleznych

powtorzen.
GNPs — ang. gold nanoparticles — nanoczastki ztota
kontrola ujemna — kontrola nienapromieniona, kontrola dodatnia — kontrola napromieniona

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzglgdem proby kontrolnej ujemnej —

nienapromienione;j)

*:p<0,05 (proby eksperymentalne poréwnywane wzgledem proby kontrolnej dodatniej -

napromienionej)
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Na Rycinach 68 - 71 zaprezentowano wyniki z prob badawczych napromienionych lub
nienapromienionych z samymi nanoczastkami ztota. Badana populacja wynosita 20 000
komorek. W analizie statystycznej wykazano, ze z eksperymentéw napromienionych istotne
statystycznie sg komorki traktowane: GNPs 100 nm z inkubacja 4h ($rednia procentowa liczba
komorek pdznoapoptotycznych i nekrotycznych: 23,60 + 5,37; p=0,00681) (Rycina 68-69) oraz
GNPs 50 nm z inkubacjg 24h ($rednia procentowa liczba komorek poznoapoptotycznych
i nekrotycznych: 24,00 =+ 2,69; p=0,00510) (Rycina 70-71). W eksperymentach
nienapromienionych istotna statystycznie jest jedynie proba z GNPs 50 nm z inkubacjg 24h
($rednia procentowa liczba komorek poznoapoptotycznych i nekrotycznych: 35,00 £+ 2,46;
p=0,000255) (Rycina 70-71).

Wyniki przeanalizowano za pomocg dwuczynnikowego testu analizy wariancji
ANOVA oraz testu post-hoc Tukey’a. Analiza ta miata na celu sprawdzenie wptywu rdznego
traktowania nanoczastkami ztota 1 BPA oraz wptywu promieniowania mieszanego na poziom
apoptozy w komodrkach nowotworowych piersi MCF-7. Analizowano proby eksperymentalne
poréwnujac wyniki z komoérek napromienionych do kontroli napromienionej oraz komorki
nienapromienione do kontroli nienapromienionej. Szczegdlowe wyniki analizy zawarto
w tabelach w Suplemencie. W analizie statystycznej wykazano, ze wartosci p<0,05 mialy
napromienione proby z GNPs 100 nm inkubowanych 4h oraz z GNPs 50 nm z inkubacjg 24h
w przypadku procentowej liczby komodrek péznoapoptotycznych i nekrotycznych. Oznacza to,
ze same nanoczastki ztota w istotny sposob wptywaja na poziom czgstosci apoptozy. W
eksperymentach nienapromienionych zaobserwowano roznice w wielu roéznych probach
eksperymentalnych w poziomie czestosci apoptozy wsrod komorek. Dodanie samego BPA do
komorek MCF-7 powoduje istotng statystycznie zmiang w czestosci apoptozy jedynie w grupie
komorek zywych w poréwnaniu do kontroli ujemnej (nienapromienionej). Inkubacja komorek
z samymi nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm z inkubacjg 24h) rowniez wplywa w sposob
istotny statystycznie na poziom apoptozy w porownaniu do kontroli ujemnej w grupie komorek
poznoapoptotycznych 1 nekrotycznych zwigkszajac ich procentowy udziat w populacji. W
przypadku komorek napromienionych z samym BPA nie wykazano istotno$ci statystycznej w
poréwnaniu do kontroli dodatniej (napromienionej) w kwestii czestosci wystgpowania
apoptozy. Z badan napromienionych z GNPs i BPA istotno$¢ statystyczng wykazano
w komorkach traktowanych GNPs 100 nm z inkubacja 4h z BPA w poréwnaniu do
eksperymentu napromienionego zsamym BPA, gdzie zauwazono spadek procentowego

udzialu komérek poéznoapoptotycznych i nekrotycznych.
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5. Dyskusja wynikow

Nowotwory piersi sg naleza do najczesciej diagnozowanych nowotworéw u kobiet na
swiecie (74). Metody ich leczenia sa dobrze rozwinigte, jednak wciaz istnieje potrzeba
opracowania bardziej efektywnych terapii oraz optymalizacji terapii juz stosowanych.
Wprowadzenie nowatorskich metod leczenia stwarza mozliwo$¢ obnizenia wskaznikow
$miertelnosci wsrod pacjentow (75, 76). Niewielkie zmiany w tych wskaznikach $wiadcza
o skutecznosci profilaktyki 1 dziatan terpeutycznych, ktére sa umozliwione dzigki cigglemu

rozwojowi badan interdyscyplinarnych.

Radioterapia obok chirurgii pozostaje jedng z podstawowych metod leczenia chorob
nowotworowych w szczegolnosci ich odmian ztosliwych (97). Wspotczesnie coraz czesciej
wykorzystuje si¢ metody hadronoterapii, w ktorej stosuje si¢ jony cigzkie (98). Terapie te sg
obiecujace pod katem leczenia nowotwordow opornych na tradycyjng radioterapi¢ z uzyciem
promieniowania jonizujacego. Jedna z dobrze zapowiadajacych si¢ metod hadronoterapii jest
terapia borowo-neutronowa (BNCT) (6). Jest to terapia bimodalna, w ktdrej pacjentowi podaje
sie farmaceutyk z izotopem '°B, a nastgpnie poddaje si¢ go dziataniu promieniowania
neutronowego. Uwaza si¢, ze BNCT jest obiecujagcg metoda leczenia w szczegolnosci
w przypadku ztosliwych odmian nowotworow, takich jak glejak wielopostaciowy (7, 14).
Naukowcy poszukuja sposobow zwiekszenia skutecznosci oraz udoskonalenia BNCT (6). Do
tej pory efektywno$¢ BNCT jest badana w trakcie prowadzonych prob klinicznych na calym
$wiecie, podczas ktorych poszukuje sie zmodernizowanych nosnikéw izotopu '°B oraz zrodet
promieniowania neutronowego. BNCT moze stanowi¢ skuteczng opcje terapeutyczng dla
nowotworow piersi, co potwierdzajg nieliczne dotychczas przeprowadzone badania (25, 86,
92). Wyniki dotychczasowych badan sugeruja, ze w celu zwigkszenia efektywnosci terapii
1 zmniejszenia dawki promieniowania w radioterapiach mozna zastosowa¢ nanoczastki ztota
(GNPs) jako promieniouwrazliwiacze (88, 100). Prowadzono réwniez eksperymenty nad
zastosowaniem GNPs w terapii borowo-neutronowej w celu zmaksymalizowania jej
efektywnosci. Otrzymane wyniki stanowig obiecujacy material do kontynuacji badan w tym
zakresie (91, 101, 102). W S$wietle powyzszego, gldéwnym celem niniejszej rozprawy
doktorskiej byta analiza mozliwosci zwigkszenia efektywnosci terapii borowo-neutronowej za
pomoca nanoczastek zlota w komorkach nowotworowych piersi typu tréujemnego
1 luminalnego. Cel glowny zostat osiagnigty poprzez opracowanie protokotu napromieniania
komoérek w poczcie hydraulicznej reaktora badawczego MARIA, a nastgpnie zbadanie

wlasciwosci promieniouwrazliwiajacych zastosowanych nanoczastek ztota na komorki
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nowotworowe piersi. Dobrano odpowiednie stezenia GNPs i noénika boru °B (BPA) za
pomoca testu cytotoksycznosci oraz przebadano wnikanie nanoczastek ztota do komorek
nowotworowych przy uzyciu warto$ci SSC. Zanalizowano wplyw GNPs na komorki
nowotworowe piersi w przypadku leczenia BNCT za pomocag przeprowadzonych testow
radiobiologicznych progresji cyklu komorkowego, powstawania 1 zanikania ognisk
naprawczych, kinetyki czestosci wystepowania mikrojader, przezywalnosci komérkowej oraz
czestosci wystepowania apoptozy komorkowej. Z analizy statystycznej wynika, ze GNPs
w polaczeniu z BPA wykazaty efekt uwrazliwiajacy komorki na BNCT w niektorych probach

eksperymentalnych w poréwnaniu do zastosowanego samego BPA.

5.1. Zbadanie wlasciwosci cytotoksycznych nanoczastek zlota na komorki
nowotworowe piersi MDA-MB-231 i MCF-7 oraz ich wnikania do komorek
za pomoca wspoélczynnika SSC

Zard6wno nanoczgstki ztota, jak 1 BPA maja specyficzne wtasciwosci fizykochemiczne,

ktore determinujg ich wplyw biologiczny na komorki nowotworowe 1 zdrowe. W zwigzku
ztym, w niniejszej pracy podjeto si¢ analizy cytotoksycznosci roznych stezen GNPs
orozmiarze 50 nm 1 100 nm oraz BPA. Glownym celem tego eksperymentu byl dobor
odpowiednich stezen odczynnikéw do przeprowadzenia badan nad BNCT na komorkach
nowotworowych piersi oraz analizy ich synergistycznego dziatania 1 latwiejszego ich
obrazowania. Duza zachorowalno$¢ wsrod mtodych kobiet na nowotwory piersi i znikoma
liczba badan przeprowadzonych pod katem BNCT na komoérkach nowotworowych piersi
zadecydowata o wyborze linii komdrkowych do prowadzenia eksperymentu. Pierwszym
etapem pracy byl dobdr odpowiednich stezen GNPs oraz BPA. Wykonano test
cytotoksycznosci MTT, w ktérym zbadano wptyw roznych stgzen zard6wno nanoczastek ztota,
jak 1 BPA. Wyniki uzyskane na linii komérkowej MDA-MB-231 wykazaty wzrost aktywnosci
metabolicznej komorek, co sugeruje wzrost proliferacji komérkowej po traktowaniu ich
nanoczastkami ztota 50 nm czy 100 nm z inkubacja 24-godzinng. Przy inkubacji 4-godzinnej,
zauwazono zroznicowanie wynikow aktywno$ci metabolicznej przy GNPs 50 nm, ktore
zalezne jest od uzytego ste¢zenia BPA dzialajacego minimalnie toksycznie na komorki
nowotworowe piersi. Uzycie GNPs 100 nm inkubowanych 4h z komoérkami w polaczeniu
z BPA nie zwieksza aktywnos$ci metabolicznej komorek MDA-MB-231 wzglgdem wynikow
zprob traktowanych samymi nanoczastkami. W komorkach MDA-MB-231 nie
zaobserwowano inhibicji proliferacji komorkowej bez wzgledu na stezenie GNPs 1 ich czas

inkubacji czy tez obecno$¢ BPA. Wedlug dotychczas przeprowadzonych badan, do
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zahamowania wzrostu komérek MDA-MB-231 jest potrzeba zastosowania stezenia GNPs
powyzej 20 nM w celu zmniejszenia aktywnos$ci metabolicznej o 20% (102). Co wigcej,
wykazano, ze MDA-MB-231 ma wysoka tolerancj¢ na BPA o czym $wiadczy przezywalnos¢
komoérkowa na poziomie okoto 90% (103). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy na komorkach
MCF-7 charakteryzowaty si¢ innym trendem niz w linii komérkowej MDA-MB-231.
Aktywnos$¢ metaboliczna komoérek odmiany luminalnej spadala wraz ze wzrostem stezenia
nanoczastek ztota oraz czasu inkubacji. Przy zastosowaniu samego BPA bez nanoczastek
zauwazono, ze proliferacja komorek utrzymuje si¢ na poziomie kontroli z nieznacznym
spadkiem przy wyzszych stezeniach, co $§wiadczy o malej toksycznosci samego BPA dla
komorek MCF-7 (104). Stezenia dobrano analizujgc rowniez prowadzone dotychczas badania
na komorkach nowotworowych piersi pod katem BNCT, jak 1 uwrazliwiania nanoczastkami
ztota (86, 106). Z przeprowadzonych badan przez Kodiha 1 wsp. na komoérkach MCF-7 wynika,
ze GNPs zmniejszaja ich aktywnos$¢ mitochondrialng, co doprowadza do zaburzonej produkcji
ATP (106). Co wigcej, z badan Dahabiyeh 1 wsp. wynika, Zze nanoczastki zlota w postaci
nanorurek (GNRs) oraz GNRs zmodyfikowane fosfolipidami powodujg istotny wptyw na profil
metaboliczny MCF-7. Fosfolipidowe GNRs obnizyty poziom posrednich i koncowych
produktéw metabolicznych, co doprowadzito do dysfunkcji cyklu TCA, czyli cyklu Krebsa,
zmniejszenia aktywnosci glikolitycznej 1 zaburzenia rownowagi redoks. W konsekwencji
komorki majg uszkodzone szlaki metaboliczne niezbedne do proliferacji komorek
nowotworowych (107). Badania te potwierdzaja, ze nanoczagstki ztota obnizajg aktywnos¢
metaboliczng komoérek MCF-7, co wykazano takze w przeprowadzonym eksperymencie

W pOWYyZszej pracy.

Kolejnym etapem pracy byta analiza wnikania nanoczgstek ztota o rozmiarach 50 nm
1 100 nm do komorek nowotworowych piersi MDA-MB-231 i MCF-7. Analiza cytometryczna
wykazala, ze wnikanie GNPs jest zalezne od rodzaju linii komoérkowej oraz od czasu inkubacji.
Efektywniej wnikaly nanoczastki do komérek MDA-MB-231, gdzie zaobserwowano, ze
wydajniej przenikaly GNPs o rozmiarze 100 nm z inkubacja 24-godzinng i GNPs 50 nm
z inkubacjg 4-godzinng. W luminalnej odmianie nowotworu piersi zauwazono takze wzrost
warto$ci wspotczynnika SSC w wynikach z prob z GNPs 100 nm 1 50 nm z inkubacja 24-
godzinng. W przypadku GNPs 100 nm stwierdzono, ze wraz z wydluzeniem czasu inkubacji,
ich wnikanie do wnetrza komodrki wzrasta. Pomimo tego, ze wyniki ze wspotczynnika SSC
wskazuja na wnikanie nanoczastek ztota do komérek MDA-MB-231, warto$ci te moga by¢

jeszcze zanizone, ze wzgledu na uzyte lasery w cytometrze. Przeprowadzone badania przez
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Wui wsp., sugeruja, ze wykorzystanie wigkszej liczby laserow wzbudzajacych majacych
dhugos¢ fali przesunigta w strong czerwieni znacznie wzmocni sygnat optyczny potrzebny do
wykrycia calkowitego wnikania GNPs (108). Komorki MDA-MB-231 zazwyczaj gromadza
25-40 pg Au na komorke po 24 godzinach inkubacji, czyli dwukrotnie wiecej niz MCF-7, co
wyjasnia wzmocnienie dziatania dawki w przypadku nowotworu tréujemnego typu basal.
Wyniki te pokrywajg si¢ z uzyskanymi w niniejszej pracy. Akumulacja nanoczastek ztota
moglaby by¢ rowniez zwickszona poprzez potaczenie z glukoza, ktéore powoduje ich
internalizacj¢ 1 zwigkszone wnikanie na drodze makropinocytozy, co wykazano w badaniach
Wang 1 wsp. (102). Analizujac wyniki uzyskane w tescie apoptozy zauwazono, ze po
zastosowaniu  samych GNPs procentowy udzial komorek podznoapoptotycznych
1 nekrotycznych maleje w poréwnaniu do kontroli, co moze §wiadczy¢ o zmianie aktywnosci
komorek po traktowaniu ich GNPs. Wspotczynnik SSC nie wykaze nam natomiast poziomu
wnikania BPA do komorek, poniewaz zwigzek ten nie ma wlasciwosci plazmonicznych
1 uzyskane wyniki nie s3 wystarczajaco informacyjne. Obie wykorzystane linie komorkowe
w przeprowadzonym eksperymencie charakteryzuja si¢ ekspresjg transportera LAT-1,
odpowiedzialnego za transport BPA do komorki, przy czym w MDA-MB-231 wystepuje jego
nadekspresja. Roznica w ekspresji tych transporteréw wplywa najprawdopodobniej na
biodystrybucje boru w komodrkach, co jest kluczowe dla efektywnosci BNCT. Wedtug
wczesniejszych doniesien, wychwyt BPA po 4h w komérkach MDA-MB-231 osigga ~18 pg
9B-g"! peletu komoérkowego, a w MCF-7 ~14 pg-g! (105, 107). W komoérkach MCF-7
wystepuje roéwniez ekspresja transportera LAT-2, ktory wspiera transport neutralnych
aminokwasow. W komoérkach MDA-MB-231 nie ma dowodow na ekspresje tego biatka
transbtonowego, co $wiadczy o innych mechanizmach transportu aminokwaséw przez blong
komorkowg w obu typach komorek. Co wigcej, komorki MDA-MB-231 charakteryzujg si¢
wiekszg aktywno$cig transportera alanina-seryna-cysteina 2 (ASCT2) niz komorki luminalne,
co zauwazono w badaniach Cha i wsp. (110). Nowotwory piersi troujemne typu basal
wykazywaly wyzszy wychwyt glutaminy niz komorki nowotwordéw luminalnych. Glutamina
jest istotna dla aktywacji szlaku mTOR w MDA-MB-231, ktore wykazuja wyzszy jej wychwyt
1 szybszy metabolizm proliferujacy, co koreluje z wigkszym poziomem wnikania nanoczastek
ztota oraz potencjalnym zwigkszeniem poziomu wrazliwosci na strategie terapeutyczne oparte
na BNCT. Sugeruje to zréznicowany mechanizm transportu aminokwaséw pomigdzy tymi
lintami nowotworowymi. Transport BPA przez blon¢ komoérkowa moze by¢ rdéwniez

uzalezniony od ekspresji ASCT2 oraz transporteréw LAT-11LAT-2 (111, 112).
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W celu lepszej analizy cytotoksyczno$ci nanoczastek przeprowadzono test z Aneksyng
V-FITC i jodkiem propidyny. Ten test umozliwiat obserwowanie spadku poziomu procentowej
czgstosci wystgpowania $mierci nekrotycznej 1 apoptotycznej komorek, ktore polegalo na
badaniu wczesnej apoptozy na podstawie analizy translokacji fosfatydyloseryny z wewngtrzne]
na zewnetrzng btong oraz pézng apoptoze i nekroze na podstawie analizy utraty integralno$ci
btony komdrkowej (112). Otrzymane wyniki na komorkach linii MDA-MB-231 nie wykazaty
znaczacej roznicy w indukcji wezesnej apoptozy czy poznej apoptozy/nekrozy w populacji
poréwnujac do procentowej liczby zywych komorek. Jednakze, biorgc pod uwage wyniki
z uzyskane W grupie komorek wczesnoapoptotycznych oraz
poznoapoptotycznych/nekrotycznych zauwazono wzrost procentowej liczby komorek
w populacji, ktorg traktowano BPA w potaczeniu z promieniowaniem. Indukcja $mierci
komorkowej byla zalezna od rodzaju nanoczastek i1 ich czasu inkubacji oraz obecnosci BPA
1 traktowania promieniowaniem mieszanym. Zauwazono takze istotny statystycznie spadek
procentowego udziatu komoérek poznoapoptotycznych i nekrotycznych w populacji komorek
w wynikach z prob nienapromienionych z GNPs 1 BPA. T¢ samg tendencj¢ zaobserwowano
w probach z samymi GNPs. Taki rozktad wynikéw moze wynikaé nie tylko ze zmniejszenia
Smierci komorkowej, ale tez ze zmiany dynamiki podziatow komorkowych lub przyspieszonej
fagocytozy apoptotycznych komorek. Otrzymane wyniki koreluja z dotychczas
przeprowadzonymi badaniami na innych komorkach (113). Te badania wskazuja, ze
kombinacja GNPs, z BPA 1 promieniowaniem moze doprowadzi¢ do katastrofy mitotyczne;j
komorek, a w przypadku zastosowania samego BPA w potaczeniu z promieniowaniem
neutronowym czy gamma, wysoki odsetek komoérek w pdznej apoptozie, wskazuje na dziatanie
szlaku mitochondrialnego. Jednak warto rowniez dodaé, ze réznice miedzy liniami moga
wynika¢ takze ze statusu genu p53, gdzie MDA-MB-231 s3 mutantem, a MCF-7 to komorki
z genem dzikim, oraz ze zrdznicowania mechanizméw autofagii (110, 111). W celu
zwigkszenia dziatania promieniouwrazliwiajagcego nanoczastek ztota, mozna je ukierunkowac
za pomocg przeciwciala na receptor chemokiny CXC4, ktéry jest w nadekspresji w TNBC.
Wskazuja na to badania przeprowadzone przez Bhattarai 1 wsp. (116). W komodrkach typu
luminalnego MCF-7 zauwazono odwrotna tendencje, czyli zwigkszong indukcje wczesnej
apoptozy 1 poznej apoptozy/nekrozy, co wykazaly wyniki z préb nienapromienionych
traktowanych w szczegdlnosci GNPs o rozmiarze 100 nm z BPA. Uzyskane wyniki sa zgodne
z wezesniejszymi doniesieniami o indukcji apoptozy samymi nanoczastkami zlota, ktdére
aktywuja sygnaly proapoptotyczne - p53, Bax i kaspazy 3/9, jednoczesnie doprowadzajac do

obnizenia Bel-2 (91, 114, 115). Oprocz tego, istotne rdznice zaobserwowane w komorkach
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p6znoapoptotycznych i nekrotycznych $wiadczytly o zgodnosci z mechanizmem BNCT, gdzie
czastki o wysokim LET prowadza do nieodwracalnych uszkodzen DNA powodujac tym samym
rozpoczecie procesdw  apoptotycznych 1 nekrotycznych (85). Interakcja migdzy
promieniowaniem neutronowym, a warunkami traktowania komorek nanoczastkami ztota
i BPA odegraty znaczacy wplyw na indukcj¢ proceséw apoptotycznych w MCF-7. Znaczne
zmniejszenie odsetek komorek zywych i zwigkszona pdzna apoptoza/nekroza komorek
w grupach traktowanych GNPs i BPA potwierdzaja dotychczasowe ustalenia (100). Dodatkowe
uszkodzenia DNA spowodowane obecnoscia GNPs w komorkach 1 stres oksydacyjny
powstajacy w potaczeniu nanoczastek z promieniowaniem i z BPA, dzialajg stymulujaco na
rozpoczecie procesu apoptozy (119). Samo BPA ma nieistotng wewnetrzng aktywnosé
proapoptotyczng w komoérkach, ale uszkodzenia spowodowane z pomoca czastek o wysokim
LET powstalych w trakcie BNCT doprowadzaja do $mierci mitotycznej komorek niezaleznej
od kaspaz charakteryzujacej si¢ fragmentacjg chromatyny (14, 105). Znaczna indukcja pdzne;j
fazy apoptozy i1 nekrozy podkresla potencjat taczenia GNPs i BPA w celu zwigkszenia
dostarczania boru 1 skutecznos$ci terapeutycznej. Otrzymane wyniki pokrywaja si¢
z dotychczasowymi badaniami przeprowadzonymi w celu optymalizacji mechanizméw
dostarczania boru 1 protokotow leczenia. W badaniach Abedin i wsp. wykazano takze, ze MCF-
7 moga odpowiada¢ na uszkodzenia komoérkowe autofagig. Zmniejszajac ekspresje bialek
autofagii, Beclin 1 1 Atg7 zauwazono, ze apoptoza zalezna jest w tych komorkach od
aktywnosci kaspaz reagujacych na uszkodzenia DNA. Opdznienie mitochondrialnej kaskady
kaspaz spowodowane jest wczesnym usuwaniem uszkodzonych mitochondriow
w autofagosomach (120). Moze to by¢ prawdopodobng przyczyng niskiego poziomu apoptozy

w komorkach traktowanych GNPs z BPA i promieniowaniem.

5.2. Zbadanie genotoksyczno$ci nanoczastek zlota na komorki nowotworowe
piersi MDA-MB-231 i MCF-7 w terapii borowo-neutronowej

Badania cytotoksycznosci wykazaty, ze GNPs umiarkowanie indukuja apoptoze

w komoérkach nowotworowych piersi MDA-MB-231 i1 MCF-7. Rozpoczgcie przez komorke
szlaku apoptotycznego lub nekrotycznego oznacza, ze pojawiaja si¢ rozlegle uszkodzenia
w materiale genetycznym lub zahamowanie procesu replikacji. Wplyw na uszkodzenia DNA
poprzez indukcje pojedynczo- 1 podwodjnociowych peknie¢ DNA oraz zwigkszonej czgstosci
wystepowania mikrojader moglo mie¢ pojawienie si¢ reaktywnych form tlenu (ROS) (121).
Dotychczas przeprowadzone badania wskazuja, ze troujemna odmiana komérek MDA-MB-

231 charakteryzuje si¢ wyzszym podstawowym poziomem ROS po potraktowaniu
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promieniowaniem neutronowym w poréwnaniu do komodrek MCF-7. Réznica ta wynika
prawdopodobnie z odmiennych profilow metabolicznych i antyoksydacyjnych pomigdzy
liniami komoérkowymi. Komoérki MDA-MB-231, majac bardziej glikolityczny metabolizm
1 nizszg aktywnos$¢ procesow antyoksydacyjnych, sg bardziej podatne na dziatanie reaktywnych
form tlenu (122). Z tego tez powodu zdecydowano si¢ na wykonanie testu y-H2AX za pomoca
cytometrii przeptywowej, w ktorym badano intensywno$¢ fluorescencji ognisk naprawczych
podwojnoniciowych peknig¢ DNA (DSBs - ang. double strand breaks). Jesli
pojedynczoniciowe uszkodzenia nie zostang naprawione w komodrkach nieproliferujacych,
w konsekwencji doprowadza to do Smierci komorki poprzez zablokowanie polimeraz RNA
w trakcie transkrypcji. Natomiast, w przypadku komorek proliferujacych doprowadza to do
zatrzymania widetek replikacyjnych podczas fazy S cyklu komoérkowego prowadzac do
powstania podwojnoniciowych peknie¢ DNA — DSBs (123). Ufosforylowana forma histonu
v- H2AX =znajdujaca si¢ w miejscach DSBs zostaje wyznakowana fluorescencyjnym
przeciwcialem anty-y-H2AX, ktérego poziom bada si¢ za pomocg pomiaru cytometrycznego
uzyskujac pomiar intensywnosci fluorescencji. W przeprowadzonych badaniach zauwazono
znaczny wzrost ognisk naprawczych y-H2AX po napromienieniu komoérek, co wskazuje na
skutecznos¢ BNCT windukowaniu DSBs w docelowych komoérkach. Wyniki
odzwierciedlajg badania dotyczace wpltywu promieniowania neutronowego na powstawanie
DSBs w BNCT, ktore doprowadza do znacznych uszkodzen DNA. Spowodowane jest to przez
czastki wysokoenergetyczne powstajace w trakcie reakcji pomiedzy '°BPA a neutronami (124).
Przeprowadzony w tych badaniach test y-H2AX potwierdzil zwigkszenie czgsto$ci ognisk
naprawczych po potaczeniu BPA z promieniowaniem neutronowym w przypadku obu linii
komorkowych, przy czym MDA-MB-231 mialy wigkszy poziom intensywnosci fluorescencji
w poréwnaniu do prob nienapromienianych. Jak dotychczasowe badania wskazujg, moze by¢
to spowodowane wyzszym poziomem reaktywnych form tlenu, co w rezultacie prowadzi do
bardziej rozlegtych uszkodzen DSBs (122). Her 1 wsp. opublikowali wyniki badah na linii
komoérkowej MDA-MB-231, w ktérych PEG-GNPs w polaczeniu z promieniowaniem
doprowadzily do znacznego zwigkszenia poziomu podwoéjnoniciowych uszkodzen DNA (125).
Przeprowadzone eksperymenty potwierdzaja, ze potaczenie GNPs z promieniowaniem
znaczaco zwigksza liczbe¢ podwdjnoniciowych peknie¢ DNA, czyli miedzy innymi ognisk
naprawczych y-H2AX, w poréwnaniu do samego promieniowania, a co wigcej uszkodzenia
utrzymuja si¢ dhuzej, poniewaz sg zauwazalne nawet po 24h od napromienienia (102, 122). W
luminalnej odmianie komorek nowotworowych piersi MCF-7 zauwazono zwigkszong

intensywno$¢ fluorescencji w probach nienapromienionych traktowanych GNPs 50 nm i
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100 nm oraz BPA. Ten wynik potwierdza, ze same nanoczastki ztota uszkadzaja materiat
genetyczny komorek doprowadzajac do powstawania DSBs i1 uruchomienia szlakéw
proapoptotycznych oraz szlakow naprawy DNA (114, 123). Traktowanie komorek
promieniowaniem w niewielkim stopniu zwigksza intensywno$¢ fluorescencji y-H2AX.
Uzyskane wyniki badan sugeruja, ze zarowno GNPs 50 nm, jak i GNPs 100 nm indukuja
powstawanie podwojnoniciowych peknieg¢ DNA w komoérkach MDA-MB-231 i MCF-7
W polaczeniu z terapig borowo-neutronowsa, przy czym najwigkszy poziom uszkodzen DNA
uzyskano w probach napromienionych z dodanymi nanoczastkami zlota o rozmiarze 50 nm
inkubowanych 24h z dodanym BPA. Intensywno$¢ fluorescencji mierzono po 24h od
traktowania komoérek promieniowaniem, co oznacza, ze czg$¢ podwojnoniciowych peknieé
mogla ulec naprawie. Z dotychczasowych badan wynika, ze powstawanie ognisk naprawczych
jest bezposrednio zwigzane z odpowiedzig komoérkowa na uszkodzenia DNA (DDR) oraz
z dziataniem szlakow naprawy. W komoérkach MCF-7 szlaki naprawy dziataja sprawnie, maja
aktywng naprawe HR (ang. homologous recombination) 1 NHEJ (ang. non-homologous end-
joining). HR jest jednak mniej aktywna niz w komorkach zdrowych ze wzgledu na stabg
ekspresje genu BRCA1, ktory bierze udzial w tym szlaku naprawy. Natomiast, MDA-MB-231
maja uszkodzong efektywnos$¢ dziatania DDR 1 szlakéw naprawy DNA w przypadku NHEJ
z powodu niskiego poziomu ekspresji genu DNA-PKcs, co powoduje, ze czesciej wykorzystuja
szlak alternatywny NHEJ doprowadzajacy do wigkszej liczby biedow. Komorki MCF-7
wykazujg si¢ nizszg zdolnoscig antyoksydacyjng w porownaniu do komérek MCF-10A, co
pokazuje jak istotng role majg ztozone uszkodzenia DNA w rozwoju nowotworow piersi (128).
Kolejng réznicg pomiedzy tymi liniami komoérkowymi jest aktywnos¢ biatka p53, ktore
w komorkach MCF-7 sa aktywne, natomiast w MDA-MB-231 biatko nie spetnia swoich
funkcji doprowadzajac do dysfunkcji punktow kontrolnych w cyklu komorkowym, co
udowodniono w badaniach prowadzonych przez Lee 1 wsp. oraz Mao 1 wsp. (129, 130). Wedtug
eksperymentéw prowadzonych przez zespot Montenegro, MDA-MB-231 sg silnie zalezne od
regulatorow epigenetycznych, ktore doprowadzaty do zahamowania aktywnos$ci biatek BRCA 1
153BP1 w miejscach podwojnoniciowych uszkodzen DNA powodujac tym samym brak reakcji
na uszkodzenia DNA w komorkach (131). Interesujagcym byloby wykonanie badan zwigzanych
z kinetyka powstawania i zanikania ognisk naprawczych powstatych po traktowaniu komorek
nanoczastkami zlota, a nastepnie terapia borowo-neutronowa. Datoby to mozliwosé
doktadniejszej analizy zdolno$ci naprawczych komorek odmiany tréujemnej MDA-MB-231

1 luminalnej MCF-7.
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W celu dalszego wyjasnienia uszkodzen w komodrkach nowotworowych piersi MDA-
MB-231 i MCF-7 powstajacych po zastosowaniu nanoczastek zlota i terapii borowo-
neutronowej wykonano test mikrojadrowy. Pozwala on na oceng klastogennych i aneugennych
uszkodzen chromosoméw (132). Uzyskane wyniki wskazywaly na znaczng indukcje
powstawania mikrojader w probach napromienionych z dodanymi nanoczastkami ztota w obu
liniach komoérkowych. Jednoczesnie w wynikach z niektérych prob badawczych
nienapromienianych wykazano spadek czesto$ci wystgpowania mikrojader po traktowaniu
GNPs w poréwnaniu do kontroli ujemnej. Zauwazono rowniez, ze czgstos¢ wystepowania MN
wzrasta do 36h po napromienieniu, natomiast pdzniej zaczyna spada¢ we wszystkich probach
badawczych, co $wiadczy o zmniejszeniu poziomu nienaprawionych uszkodzen DNA.
W komorkach MDA-MB-231 1 MCF-7 najwigkszy widoczny efekt wzrostu czgstosci MN
zaobserwowano w probach napromienionych z GNPs 100 nm inkubowanych 24h 1 z BPA.
Zmniejszony poziom czgstosci MN w obu liniach komodrkowych zauwazono w prdobach
nienapromienionych z GNPs 100 nm inkubowanych przez 24h. Promieniowanie gamma
1 neutronowe powodujg uszkodzenia DNA tworzac reaktywne formy tlenu, ktére moga
doprowadzi¢ do fragmentacji chromosomow, a w konsekwencji do powstawania mikrojader.
Znaczny wzrost czesto$ci wystepowania mikrojgder potwierdza dotychczasowe badania, ze
promieniowanie ma genotoksyczny wptyw na komoérki nowotworowe, a dodatkowe potaczenie
z GNPs powoduje zwiekszenie uszkodzen chromosomalnych. Najprawdopodobniej jest to
potaczone z taczonym efektem wzrostu poziomu ROS w komorkach nowotworowych, co
wynika roéwniez z prowadzonych badan przez Musielak 1 wsp. (126). Dodatkowo, czgstos¢ MN
jest uzalezniona od rozmiaru GNPs oraz ich stezenia. Wyzsze stezenie GNPs, ich rozmiar oraz
funkcjonalizacja doprowadzaja do wzrostu poziomu ROS w komodrkach powodujac
w konsekwencji do zwigkszenia czestosci MN (133). Dotychczasowe badania sugeruja, ze
mniejsze rozmiary nanoczastek doprowadzaja do zwigkszenia ich genotoksycznego efektu na
komorki. Jednakze, okreslenie genotoksycznosci GNPs jest bardziej ztozonym tematem badan,
poniewaz wptyw na to rOwniez ma ich czas inkubacji oraz zwigzek chemiczny, ktéorym moga
by¢ funkcjonalizowane (134). Oprdcz tego, mniejsze stezenia nanoczastek ztota mogg dziata¢
antyoksydacyjnie 1 doprowadza¢ do zmniejszenia czgstosci wystgpowania MN. W komorkach
nowotworowych piersi MDA-MB-231 i MCF-7, badania potwierdzaja, ze uzycie GNPs
zwigksza ich promieniowrazliwo$¢ i powoduje wzrost efektywnosci stosowanej terapii (135).
Wedlug danych literaturowych, BNCT powoduje w komorkach nowotworowych piersi

podwojenie czgstos¢ wystepowania MN w trakcie pojedynczego cyklu komorkowego i zaczyna
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stopniowo zanika¢ w trakcie 4-5 cyklu, co jest zgodne ze zlozong naprawa peknieé

chromosomow (136).

Wykonano takze ocene progresji cyklu komorkowego obu linii komérkowych MDA -
MB-231 i MCF-7. Analiza cyklu komoérkowego umozliwia oceng¢ aktywnos$ci proliferacji
komorek po traktowaniu GNPs w polaczeniu z BNCT. W komdrkach MDA-MB-231 najwigcej
komorek w fazie Go/M znajduje si¢ w probie napromienionej z GNPs 100 nm inkubowanych
24h z BPA. Oznacza to, ze komorki po takim traktowaniu blokuja si¢ w fazie G2/M w punkcie
kontrolnym, ktory wystepuje w tej fazie cyklu komorkowego. Punkt kontrolny Go
odpowiedzialny jest za sprawdzanie prawidlowos$ci przebiegu replikacji DNA, poziomu
uszkodzen materialu genetycznego oraz rozmiaru komorki (137). W komorkach
nowotworowych MDA-MB-231 uszkodzenia DNA byly znaczace dlatego w prdobach
napromienionych zauwazono, ze wigkszos¢ komorek zatrzymato si¢ w fazie Go w celu naprawy
zaistniatych nieprawidtowosci. W dotychczasowych prowadzonych badaniach nad uzyciem
nanoczgstek ztota zauwazono ten sam trend, miedzy innymi w badaniach Wang 1 wsp.,
w ktorych uzyto funkcjonalizowanych glukoza GNPs o rozmiarze 49 nm 1 réwniez otrzymano
zwigkszong liczbe komorek w fazie G»/M cyklu (102). Dodatkowo uaktywnienie punktu
kontrolnego doprowadza do zwigkszenia promieniowrazliwo$ci komorek. Zastosowanie
BNCT w potaczeniu z GNPs powoduje fenotypowa katastrofe mitotyczng ze wzgledu na duzy
poziom uszkodzen materiatu genetycznego, czyli wystapienie rozleglych DSBs oraz wysokiej
czestosci wystepowania mikrojader w szczegolnosci w komorkach z nadekspresjg LAT-1 (104,
128). Wedtug dotychczasowych badan, GNPs wykazuja réwniez znaczacy wplyw na
zatrzymanie cyklu komorkowego w komoérkach MDA-MB-231, co wynika takze
z przeprowadzonych dotychczas badan, migdzy innymi przez Lan i wsp., w ktorych badano lek
na bazie glikolu polietylenowego z izotopem '°B w formie nanoczastek na myszach
z komorkami nowotworowymi typu MDA-MB-231 (106, 130). W komoérkach MCF-7 zmiany
w progresji cyklu komorkowego nie sg tak znaczace jak w przypadku komoérek tréoujemnych
MDA-MB-231. W  odmianie luminalnej zauwazamy w  niektérych  probach
nienapromienionych nieznaczny wzrost liczby komorek w fazie G (préby z GNPs 50 nm
inkubowanych 4h z BPA) oraz w fazie S (proby z GNPs 50 nm i 100 nm z inkubacja 24h
z dodanym BPA). Zatrzymanie komorek w fazie Gi/S moze by¢ spowodowane naprawa
uszkodzonego DNA ze wzgledu na naprawe HR, ktora jest bardziej efektywna wtasnie w tych
fazach cyklu. Dochodzi réwniez do uruchomienia kaskady sygnalowej Chkl/Chk2, ktére
doprowadzaja do zatrzymania cyklu w punktach kontrolnych w fazie G1/S 1 Go/M (129, 140).
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Najwicksza liczbe komorek w fazie G2/M zaobserwowano w probie napromienionej z GNPs
50 nm i 100 nm z inkubacjg 24-godzinng z dodanym BPA. Pokrywa si¢ to z dotychczasowymi
badaniami Sun i wsp. nad BNCT prowadzonymi na komorkach macierzystych glejaka, ze samo
BNCT prowadzi do przedtuzenia fazy Go/M w komodrkach z powodu rozlegtych uszkodzen
DNA (115). Natomiast, w polaczeniu z nanoczastkami ztota zauwazono dodatkowe
zwigkszenie bloku komodrek nowotworowych w fazie Go/M zaré6wno w komérkach MDA-MB-
231, jak 1 MCF-7. Otrzymane wyniki z przebiegu cyklu komérkowego sugeruja, ze uszkodzenia
komorek traktowanych GNPs w polaczeniu z promieniowaniem neutronowym sg powazne
1 komorki nie mogg przej$¢ do fazy mitozy (90). Zastosowanie nanoczastek ztota wptyneto na
przebieg cyklu komoérkowego w przypadku obu linii. Potwierdzajag to dotychczas
przeprowadzone badania, ktore sugeruja, ze GNPs oddziatuja z btonami komorkowymi
i strukturami ~ wewnatrzkomorkowymi, potencjalnie  zmieniajac  rozklad  komorek
w poszczegblnych fazach cyklu poprzez indukowanie stresu oksydacyjnego lub powodowanie
dodatkowych uszkodzen DNA dzigki interakcji z promieniowaniem (140). Widoczny efekt
interakcji pomiedzy promieniowaniem a obecno$cia GNPs 1 BPA Swiadczy o tym, Ze rodzaj
traktowania mial istotny wplyw na rozklad komorek w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego. Z prowadzonych badan wynika takze, ze GNPs mogg niektéore komorki
uwrazliwia¢ na dzialanie promieniowania, natomiast na inne majg wplyw ochronny.
Na komorki nowotworowe piersi typu TNBC - MDA-MB-231 1 typu luminalnego - MCF-7,
nanoczastki zlota wplywaja w sposob uwrazliwiajacy na promieniowanie, zwigkszajac efekt
BNCT, poprzez zmiang rozktadu dawki promieniowania i wzmacniajac poziom powstatych
uszkodzen DNA (141). Dodatkowo, komorki nowotworowe piersi tréujemne typu basal
wykazywaly wyzszy wychwyt glutaminy niz komoérki nowotworéw luminalnych. Glutamina
jest istotna dla aktywacji szlaku mTOR w komodrkach nowotworowych piersi oraz indukcji
proliferacji komodrek nowotworowych, co sugeruje, ze MDA-MB-231 szybciej przechodza

podziaty mitotyczne niz MCF-7 (111, 112).

5.3. Zbadanie przezywalnosci komérkowej linii nowotworowych MDA-MB-231
i MCF-7 po zastosowaniu nanoczastek zlota jako promieniouwrazliwiacza

w terapii borowo-neutronowej
W celu analizy przezywalno$ci komérkowej wykonano test klonogenny na obu liniach
komorkowych MDA-MB-231 1 MCF-7. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze
promieniowanie mieszane znaczaco zmniejszylo wskaznik przezywalnosci komorek

niezaleznie od typu komorek nowotworowych. Potwierdzaja to dotychczasowe badania
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dotyczace wlasciwosci cytotoksycznych promieniowania mieszanego — gamma i neutronowego
(142). W  przeprowadzonym eksperymencie zaobserwowano najwigkszy spadek
przezywalnosci w probach napromienionych z GNPs 50 nm i 100 nm inkubowanych 24h
z dodanym BPA w komoérkach MDA-MB-231. Zauwazono takze zwickszong, niecoczekiwang
przezywalno$¢ w probach nienapromienionych z GNPs 100 nm z inkubacja 24h z BPA oraz
z samymi GNPs 50 nm inkubowanych 24h. Podobny efekt opisali Jain i wsp., w ktorych
zaobserwowano wzrost przezywalnos$ci komorkowej po zastosowaniu nanoczastek ztota 24h
przed napromienianiem (87). W przypadku komoérek MCF-7 zauwazono spadek
przezywalnos$ci po zastosowaniu samych nanoczastek ztota, co wykazalty wykonane do tej pory
badania przez migdzy innymi Musielak 1 wsp. (114, 122, 123). Najwigkszy spadek wskaznika
przezywalno$ci zauwazono w probie napromienionej z GNPs 50 nm z inkubacja 4-godzinng
z dodanym BPA. Komorki nowotworowe potraktowane GNPs przed napromienianiem,
wykazywaty zdecydowanie zmniejszong przezywalnos¢ w stosunku do komorek bez inkubacji
z GNPs, przy czym dawka promieniowania wymagana do zabicia 90% komorek w obecnosci
nanoczastek ztota nieznacznie spadta (90). Wykazano ten trend rowniez w przedstawionej
pracy eksperymentalnej. Wyniki ilosSciowe wykazuja, wedtug badan przeprowadzonych przez
Kim 1 wsp., ze GNPs zwigkszyly promieniowrazliwos¢ komorek nowotworowych na dziatanie
promieniowania gamma o ~1,4, natomiast dla promieniowania neutronowego o ~1,8
w warunkach in vitro (90). Nieznaczne roéznice w przezywalnosci komorkowej pomiedzy
probami z GNPs 50 nm 1 GNPs 100 nm mozna przypisa¢ ich wychwytowi przez komorki
nowotworowe, gdzie te pierwsze latwiej wnikaja do wnetrza komorek MCF-7 umozliwiajac
ich lepsze uwrazliwienie na dziatanie promieniowania (99). Czas inkubacji z nanoczastkami
(4h lub 24h) tez mial wptyw na efektywnos$¢ klonogenng komoérek MDA-MB-231 1 MCF-7,
gdzie krotsza inkubacja z GNPs w przypadku linii MCF-7, wykazuje wigkszy wptyw na
zmniejszenie przezywalnosci komorkowej. Natomiast, w komorkach MDA-MB-231 wigkszy
wplyw maja nanoczastki inkubowane 24h z komorkami. Interakcja pomiedzy GNPs i BPA
dodatkowo wzmacnia uszkodzenia spowodowane promieniowaniem neutronowym powodujac
zmniejszenie przezywalnosci. Co wigcej, GNPs wzmacniajg efekt zdarzen letalnych na dawke

promieniowania, co znaczgco zmniejsza przezywalnos¢ komorkowa (90).
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6. Whnioski

W niniejszej pracy przeanalizowano uwrazliwiajacy wplyw nanoczastek ztota w dwoch
réznych rozmiarach (50 nm i 100 nm) ze zr6znicowanymi czasami inkubacji (4h i 24h) na

komorki nowotworowe piersi MDA-MB-231 i MCF-7 w BNCT.

Uzyskane wyniki dotyczace uwrazliwiajacego wpltywu GNPs na efektywno$¢
terapeutyczng BNCT w komodrkach nowotworowych piersi MDA-MB-231 i MCF-7 z wyzej
wymienionych testow sugeruja, ze GNPs zwigkszaja efektywno$¢ terapii. Wskazuje na to
uzyskana istotno$¢ statystyczna wielu prob eksperymentalnych, gdzie potagczono GNPs z BPA
1z promieniowaniem w poréwnaniu do préb z samym BPA. W linii komodrkowe;j
nowotworowej  piersi podtypu troujemnego - MDA-MB-231, zauwazono, ze
promieniowrazliwo$¢ na BNCT bardziej zwigkszaja nanoczastki ztota o rozmiarze 100 nm
inkubowane z komorkami przez 24h. Natomiast, w przypadku MCF-7 sa to GNPs o rozmiarze

50 nm 1 czas inkubacji mial mniejsze znaczenie.

Analiza cytotoksycznos$ci GNPs w potaczeniu z BP A nie wykazata istotne statystycznie
roznice pomiedzy zastosowanymi stezeniami przy inkubacji 4-godzinnej. Istotnos¢
statystyczng uzyskano natomiast we wszystkich probach badawczych przy inkubacji 24-
godzinnej, przy czym w MDA-MB-231 aktywnos$¢ metaboliczna wzrosta, a w komorkach
MCF-7 — spadta. Otrzymane wyniki sugeruja, ze kazde z dobranych stgzen bytoby odpowiednie
do przeprowadzenia badan. Wspdiczynnik SSC, odnoszacy si¢ do wnikania nanoczastek do
komorek, dostarczyt dodatkowych informacji dotyczacych optymalizacji czasu inkubacji
i rozmiaru GNPs. Do komoérek MCF-7 lepiej wnikaly GNPs 50 nm z inkubacja 24h, a do
komorek MDA-MB-231 - GNPs 100 nm inkubowane 24h.

Test klonogenny wykazal znaczacy spadek przezywalnosci po ekspozycji na
promieniowanie, co potwierdza wysoka skuteczno$¢ samego promieniowania mieszanego
w przypadku obu linii. Traktowanie komoérek GNPs, dodatkowo obniza wskaznik
przezywalnosci. Wynik sugeruje, ze komorki nowotworowe piersi obu linii komoérkowych sa
znaczgco uszkadzane i eliminowane dzigki potgczeniu nanoczgstek ztota z BPA wraz
z ekspozycja na promieniowanie. Dla MDA-MB-231 najlepsza efektywnos¢ BNCT uzyskano
w probach z dodanymi GNPs 100 nm i 50 nm z inkubacjg 24h z dodanym BPA. W przypadku
MCF-7 byta najwyzsza skuteczno$¢ BNCT po 24-godzinnej inkubacji w obecnos$ci BPA.
Analiza statystyczna wykazata takze, ze w poréwnaniu do wynikéw otrzymanych

z napromienionych prob badawczych z dodanym samym BPA, najwigkszy efekt otrzymano po
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dodaniu w komoérkach MDA-MB-231 zaréwno GNPs 100 nm, jak i 50 nm z inkubacjg 24-
godzinng w potaczeniu z BPA i1 promieniowaniem. W przypadku MCF-7 najistotniejszy efekt
otrzymano w przypadku potagczenia BPA z GNPs 100 nm z inkubacja 24h.

Analizujac wyniki otrzymane w te$cie mikrojagdrowym z prob napromienionych,
jednoznacznie byt zauwazalny efekt zwigkszenia czestosci MN w obecnosci GNPs. Dla MDA-
MB-231 i MCF-7 w probach eksperymentalnych napromienionych z GNPs 100 nm i 50 nm
z inkubacja 24h z BPA byla zauwazalna najwigksza genotoksyczno$¢ BNCT w poréwnaniu do
kontroli. Natomiast, w poroéwnaniu do traktowania komorek samym BPA, najwigkszy efekt
zauwazono po dodaniu GNPs 100 nm w potaczeniu z BPA dla MDA-MB-231, a w MCF-7 —
po zastosowaniu GNPs 100 nm oraz GNPs 50 nm z inkubacja 24h wraz z BPA. Niniejsze
badanie dostarcza waznych spostrzezen na temat roli promieniowania neutronowego
1 traktowania komorek substancjami, takimi jak GNPs i BPA w BNCT, zwlaszcza
w odniesieniu do tworzenia mikrojader jako markera genotoksycznosci. Odkrycia sugeruja, ze
podczas gdy promieniowanie neutronowe znaczgco zwigksza tworzenie mikrojader, wptyw
réoznych metod traktowania, moze mie¢ kluczowe znaczenie w modulacji odpowiedzi
genotoksycznej. Dalsze badania, szczegoOlnie z wigkszymi rozmiarami probek i réznymi
dawkami, sg potrzebne, aby w pelni zrozumie¢ niuanse tych interakcji i zoptymalizowac

protokoty BNCT w celu zmaksymalizowania skutecznos$ci terapii nowotworowe;.

W tescie y-H2AX otrzymane wyniki w obu liniach komoérkowych byty istotne
statystycznie pod katem wplywu promieniowania na czestotliwos¢ ognisk naprawczych
v- H2AX. Promieniowanie wyraznie zwigkszato poziom uszkodzen DNA. Wyniki testu
podkreslaja istotng role promieniowania w indukowaniu uszkodzen DNA w ramach BNCT.
Synergistyczny efekt BPA w zwigkszaniu tych uszkodzen jest oczywisty, podczas gdy wkiad
GNPs wymaga dalszych badan. Te spostrzezenia sa kluczowe dla udoskonalenia strategii
BNCT 1 optymalizacji protokolu w celu poprawy skutecznosci terapeutycznej. Dla komorek
MDA-MB-231 najwigksza skuteczno$¢ terapii otrzymano w napromienionych probach
badawczych z dodanymi GNPs 50 nm z inkubacja 24h z BPA, natomiast dla MCF-7 —
w probach z GNPs 50 nm z inkubacja 24h. Najistotniejszy statystycznie efekt w porownaniu
do wynikdéw z napromienionej proby badawczej z samym BPA, zaobserwowano w komodrkach

MCF-7 w polaczeniu BPA z GNPs 50 nm z inkubacja 24h 1 z promieniowaniem.

Wyniki badania apoptozy podkreslaja wptyw zréznicowanego traktowania komorek,

w tym rozmiaru nanoczastek, obecnosci zwigzkéw boru i1 ekspozycji na promieniowanie, na
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zywotnos¢ komorek i poziom apoptozy w kontek§cie BNCT. Widoczny spadek procentowe;j
czestosci komorek w pdznej fazie apoptozy 1 nekrozy pokazuje ztozono$¢ mechanizmow, ktére
maja miejsce w komoérkach nowotworowych piersi po zastosowaniu nanoczastek ztota
w potaczeniu z BPA i promieniowaniem. W przypadku linii MDA-MB-231, otrzymane wyniki
wymagaja przeprowadzenia dodatkowych badan, poniewaz otrzymany efekt apoptozy jest
nieznaczny. Istotnos$¢ statystyczng uzyskano w probach eksperymentalnych, gdzie zauwazono
spadek czestosci komodrek wezesnoapoptotycznych oraz péznoapoptotycznych i nekrotycznych
w polaczeniu GNPs 100 nm z BPA. Natomiast, w przypadku MCF-7 istotny statystycznie efekt
synergistyczny pomiedzy promieniowaniem 1 BPA w potaczeniu z nanoczgstkami zauwazono
w nienapromienionych probach eksperymentalnych z GNPs 100 nm z inkubacja 24h z BPA.
Otrzymane wyniki pokazujag spadek procentowej czestosci wystepowania komorek

wczesnoapoptotycznych oraz péznoapoptotycznych i nekrotycznych.

Podsumowujac, mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki poszerzajg
wiedze dotychczas uzyskang odno$nie uwrazliwiania komoérek nowotworowych piersi MDA -
MB-231 1 MCF-7 za pomocg GNPs w leczeniu terapig borowo-neutronowg. Jednoczesnie,
wyniki badan pokazujg zlozono$¢ procesow, ktore zachodza w trakcie leczenia BNCT oraz
potwierdzaja dotychczas otrzymywane wyniki. Konieczne s3 dalsze badania w celu
potwierdzenia i poglebienia uzyskanych obserwacji z otrzymanych wynikéw oraz procesow,
ktore wptywaja na efektywno$¢ terapii w potaczeniu z nanoczgstkami ztota. Dotychczasowe
wyniki sugeruja, ze lepsze zwigkszenie efektywnosci terapii wystepuje w obu liniach

komorkowych przy zastosowaniu potgczenia GNPs 100 nm z inkubacja 24h z BPA.
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Streszczenie

Terapia borowo-neutronowa (ang. Boron Neutron Capture Therapy — BNCT) to
odmiana hadronoterapii, ktora jest oparta na zdolnosci wychwytu neutrondw na jadrze izotopu
B oraz na reakcjach rozpadu. Pod wptywem tej reakcji, jadro boru rozpada sie na
wysokoenergetyczng czasteczke alfa i ‘Li, ktdre przemieszczaja sie w obrebie komorki
nowotworowej. BNCT jest metoda bimodalna, co oznacza, ze najpierw musi by¢ podany
zwigzek zawierajacy w swojej budowie strukturalnej izotop '°B (BPA lub BSH), a nastepnie
poddaje si¢ dzialaniu promieniowania neutronowego. Skuteczno$¢ terapii zalezy od
rownomiernoéci rozktadu zwigzku B wewnatrz komoérek nowotworowych. W powyzZszej
pracy badano uwrazliwiajagcy wpltyw nanoczastek zlota (GNPs) na komorki nowotworowe
piersi typu troujemnego MDA-MB-231 1 luminalnego MCF-7 w terapii borowo-neutronowe;.
Glownym celem pracy badawczej byto zbadanie mozliwosci zwigkszenia efektywnosci terapii
borowo-neutronowej za pomocg nanoczastek ztota w komoérkach nowotworowych piersi typu

troujemnego 1 luminalnego.

Badania wykonywano w Narodowym Centrum Badan Jadrowych w Swierku, gdzie jako
zrodio promieniowania mieszanego byt reaktor badawczy MARIA. Promieniowanie mieszane
sktadato si¢ w 50%-ach z promieniowania gamma i w 50%-ach z promieniowania
neutronowego. Do eksperymentu wykorzystano dwie linie komérkowe nowotworow piersi
MDA-MB-231 1 MCF-7. GNPs wykorzystano w dwoch rozmiarach: 50 nm 1 100 nm oraz
zastosowano 4-godzinng i 24-godzinng inkubacje z komorkami. Jako nosnik izotopu '°B do

badan wykorzystano borofenyloalaning (BPA).

Wykonano test cytotoksycznosci MTT w celu zoptymalizowania badan pod katem
doboru odpowiednich stezen GNPs i BPA. Z eksperymentu wyniklo, ze badane st¢zenia
zarowno GNPs, jak 1 BPA pod katem 4-godzinnego czasu inkubacji komorek z nanoczastkami
ztota, nie wykazuja istotnych statystycznie rdznic pomiedzy poszczegdlnymi probami.
W przypadku inkubacji 24-godzinnej z GNPs istotne statystycznie byly wszystkie proby
badawcze, przy czym w MDA-MB-231 aktywnos$¢ metaboliczna wzrosta, a w MCF-7 — spadta.
Oznacza to, ze kazde z zaproponowanych stezen byloby odpowiednie do przeprowadzenia
badan nad BNCT na komoérkach nowotworowych piersi. GNPs dodawano w stezeniu 8 pl na
1 ml pozywki oraz 30 mg-ml”' BPA. W celu analizy wnikania nanoczgstek do komérek zbadano
wspotczynnik SSC. W tescie wykazano, ze GNPs 100 nm wnikaja lepiej w polaczeniu z BPA
po inkubacji 24h z komérkami MDA-MB-231. Natomiast, w komdrkach MCF-7 lepiej wnikaja
GNPs 50 nm po inkubacji 24-godzinne;.
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W celu zbadania wpltywu GNPs w potaczeniu z BNCT na komodrki nowotworowe piersi
wykonano analiz¢ progresji cyklu komorkowego, przezywalnosci komorkowe;,
nieprawidlowe] naprawy uszkodzen DNA poprzez zbadanie czgstosci wystgpowania
mikrojader, poziomu DSBs w komoérkach na podstawie intensywnosci fluorescencji ognisk
naprawczych y-H2AX oraz poziomu apoptozy komodrek. Uzyskane wyniki badan byly
zréznicowane i wptyw na nie miat réwniez typ traktowanych komoérek nowotworowych piersi.
W cyklu komérkowym zauwazono zwickszony procent komoérek w fazie G2 cyklu w obu
lintach komoérkowych po zastosowaniu juz nawet samego promieniowania, przy czym
w komoérkach MDA-MB-231 blok komoérek w fazie G»/M byt na wyzszym poziomie.
Dodatkowe traktowanie komorek GNPs 1 BPA zwigkszalo poziom komorek w fazie Gz cyklu.
Taki wynik $wiadczy o tym, ze DNA komorek zostalo powaznie uszkodzone pod wptywem
interakcji GNPs z BPA 1 z promieniowaniem mieszanym, co spowodowato dysfunkcje
punktow kontrolnych cyklu komoérkowego. Komorki nowotworowe piersi typu tréujemnego
MDA-MB-231 wykazaly wigksze uszkodzenia po takim traktowaniu niz komorki typu
luminalnego - MCF-7. W przypadku obu linii komorkowych, GNPs 100 nm z inkubacja 24h w
potaczeniu z BPA zwigkszaly efektywno$¢ terapii najlepiej. Sugeruje to, ze wicksze
nanoczastki efektywniej wplywaja na poziom uszkodzen DNA w interakcji z BPA

1 promieniowaniem.

Przezywalno$¢ komoérkowa w obu liniach komorkowych znacznie si¢ zmniejszyta po
napromienieniu komorek. Zauwazono, ze GNPs zwigkszaty ten efekt przyczyniajac si¢ do
jeszcze nizszej frakcji przezywalnosci w probach eksperymentalnych. Oznacza to, ze
nanoczastki maksymalizujg poziom uszkodzen doprowadzajac do degradacji komorek ze zbyt
rozleglymi peknieciami DNA. W komorkach MDA-MB-231 najlepszg efektywnos¢ uzyskano
w prébach napromienionych z BPA z dodanymi GNPs 100 nm i GNPs 50 nm z inkubacjg 24h,
tak samo jak i w komérkach MCF-7. Analiza poziomu apoptozy wykazata spadek procentowe;j
czestosci komorek we wczesnej apoptozie oraz pdznej apoptozie 1 nekrozie w probach
badawczych nienapromienionych z nanoczastkami ztota i z BPA. Zauwazono zmniejszenie
populacji komoérek pdznoapoptotycznych 1 nekrotycznych w szczegdlnosci w probie
nienapromienionej z GNPs 50 nm z inkubacja 24h w potaczeniu z BPA. W przypadku MDA-
MB-231 zauwazono podobng zalezno$¢ po zastosowaniu GNPs 100 nm z inkubacja 24-
godzinng z BPA. Otrzymane wyniki pokazujg dalsza potrzebg przeprowadzenia dodatkowych
badan w celu bardziej szczegdlowej analizy wptywu GNPs na komorki nowotworowe piersi

typu troujemnego i luminalnego pod katem apoptozy.
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Analiza czgstosci wystgpowania mikrojagder wykazala znaczace réznice miedzy
probami eksperymentalnymi. Synergistyczny efekt promieniowania z BPA 1 GNPs zwigksza
czesto§¢  wystepowania mikrojader, co $wiadczy o wickszym poziomie uszkodzen
genotoksycznych komorki. GNPs 100 nm z inkubacja 24h najbardziej wptywaly na MN
w komorkach MDA-MB-231, natomiast w MCF-7 byly to GNPs 50 nm z inkubacja 4h i 24h.
Test mikrojadrowy wykazal w obu liniach komodrkowych zwigkszony poziom blednie
naprawionych uszkodzen DNA. Wyniki te potwierdza rowniez analiza testu y-H2AX, w ktorym
po 24h byl zauwazalny wysoki poziom intensywnosci fluorescencji pochodzacy z ognisk
naprawczych. Promieniowanie odgrywa kluczowa role w indukcji uszkodzen DNA,
a w potaczeniu z BPA 1 z GNPs ten efekt ulega zwigkszeniu. W komorkach MDA-MB-231
lepszy efekt uzyskano po inkubacji 24-godzinnej z GNPs 100nm, a w MCF-7 przy
zastosowaniu zarowno GNPs 50 nm, jak i GNPs 100 nm z inkubacja 24h.

Terapia borowo-neutronowa jest obiecujagcg metoda hadronoterapii w celu leczenia
nowotworow. Prowadzone badania na calym $wiecie umozliwiajg dalszy jej rozwdj, aby
zwigkszy¢ jej efektywnos¢ 1 dopracowaé kazdy szczegodt dziatania. Kazde z prowadzonych
badan nad zrédlami promieniowania neutronowego, nowymi nosnikami '°B czy tez nad
leczeniem roznych typow nowotworoéw, przybliza naukowcoéw do uzyskania jak najwiekszej
efektywnosci terapii. Uzyskane wyniki z przedstawionych w tej pracy badan dostarczajg
istotnych informacji odnosnie BNCT. Moga one doprowadzi¢ do rozwoju terapii borowo-
neutronowej pod katem leczenia nowotwordow piersi przy dodatkowym zwigkszeniu
efektywnosci takiego leczenia. Co wigcej, pokazuja one ztozono$¢ procesu, ktory przebiega

w trakcie stosowania BNCT oraz zr6znicowany jej wplyw w zaleznos$ci od typu nowotworu.
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Abstract
Boron Neutron Capture Therapy (BNCT) is a type of hadrontherapy based on the ability

to capture thermal neutrons on the !°B isotope nucleus and on decay reactions. This reaction
leads to the decay of '°B nucleus into high-energy alpha particle and ’Li which remain within
the cancer cells. BNCT is a bimodal method what means that firstly, '°B compound (BPA or
BSH) have to be administered to the patient and later on, irradiation is performed with neutron
radiation. The effectiveness of the therapy depends on the uniformity of B compound
distribution inside cancer cells. In presented research, the sensitizing effect of gold
nanoparticles (GNPs) on breast cancer cell lines of triple-negative subtype MDA-MB-231 and
luminal subtype MCF-7 was studied in the case of BNCT. The main aim of the research work
was to investigate the possibility of increasing the effectiveness of boron-neutron therapy using

gold nanoparticles in triple-negative and luminal breast cancer cells.

The research was carried out at the National Center for Nuclear Research in Swierk,
where the MARIA research reactor was used as the source of mixed radiation beam. The mixed
radiation consisted of 50% gamma radiation and 50% of neutron radiation. Two breast cancer
cell lines MDA-MB-231 and MCF-7 were used for the experiment. GNPs were added to cells
in two sizes: 50 nm and 100 nm, and 4-hour and 24-hour incubation with cells was

supplemented. Borophenylalanine (BPA) was used as a carrier of the '°B isotope for the studies.

MTT cytotoxicity assay was performed to optimize the research in terms of selecting
the appropriate concentrations of GNPs and BPA. The experiment showed that the tested
concentrations of both GNPs and BPA for 4-hour incubation time of cells with gold
nanoparticles, did not show statistically significant differences between individual trials. In the
case of 24-hour incubation with GNPs, all test samples were statistically significant, with
metabolic activity increasing in MDA-MB-231 and decreasing in MCF-7. This means that each
of the proposed concentrations would be suitable for conducting research on BNCT on breast
cancer cells. GNPs were added at a concentration of 8 pl per 1 ml of medium and the
concentration of BPA was 30 mg-ml!. In order to analyze the penetration of nanoparticles into
cells, the SSC coefficient was examined. The test showed that GNPs 100 nm penetrate better
in combination with BPA after 24 h incubation with MDA-MB-231 cells. On the other hand,
GNPs 50 nm penetrate better in MCF-7 cells after 24 h incubation.

In order to examine the effect of GNPs in combination with BNCT on breast cancer

cells, an analysis of cell cycle progression, cell survival, improper repair of DNA damage was
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performed by examining the frequency of micronuclei, the level of DSBs in cells based on the
fluorescence intensity of y-H2AX repair foci and the level of cell apoptosis. The obtained
research results were diverse and were also influenced by the type of treated breast cancer cells.
In the cell cycle, an increased percentage of cells in the G2 phase of the cycle was observed in
both cell lines after the application of radiation alone, while in MDA-MB-231 cell line, the
block of cells in the G2/M phase was at a higher level. Additional treatment of cells with GNPs
and BPA increased the level of cells in the G2 phase of the cycle. This result indicates that the
DNA of the cells was seriously damaged by the interaction of GNPs with BPA and with mixed
radiation, which caused dysfunction of cell cycle checkpoints. MDA-MB-231 triple-negative
breast cancer cells showed greater damage after such treatment than luminal type cells - MCF-
7. In the case of both cell lines, GNPs 100 nm with 24h incubation in combination with BPA
increased the effectiveness of the therapy the most. This suggests that larger nanoparticles more

effectively affect the level of DNA damage in interaction with BPA and radiation.

In both cell lines, cell survivability significantly decreased after irradiation. It was
observed that GNPs increased this effect contributing to an even lower survival fraction in the
experimental trials. This means that nanoparticles maximize the level of damage leading to the
degradation of cells with more extensive DNA strand breaks. In MDA-MB-231 cells, the best
efficiency was obtained in the trials irradiated with BPA with added GNPs 100 nm and GNPs
50 nm with 24h incubation, and in MCF-7 with GNPs 50 nm with 24h incubation, the same as
in MCF-7 cells. Analysis of the apoptosis level showed a decrease in the percentage of cells in
early apoptosis and late apoptosis and necrosis in the non-irradiated test samples with gold
nanoparticles and with BPA. A decrease in the population of late apoptotic and necrotic cells
was observed, especially in the trial non-irradiated with GNPs 50 nm with 24h incubation in
combination with BPA. In the case of MDA-MB-231 a similar correlation was observed after
the use of 100 nm GNPs with 24-hour incubation with BPA. The obtained results show the need
for additional studies to more thoroughly analyze the effect of GNPs on triple-negative and
luminal breast cancer cells in terms of apoptosis. Analysis of the frequency of micronuclei
showed significant differences between the experimental trials. The synergistic effect of
radiation with BPA and GNPs increases the frequency of micronuclei, which indicates a higher
level of genotoxic damages to the cells. GNPs 100 nm with 24h incubation had the greatest
effect on MN in MDA-MB-231 cells, while in MCF-7 it was GNPs 50 nm with 4h and 24h
incubation. The micronucleus assay showed an increased level of incorrectly repaired DNA

damage in both cell lines. These results are also confirmed by the analysis of the YH2AX test,
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in which a high level of fluorescence intensity from repair foci was noticeable after 24h.
Radiation plays a key role in the induction of DNA damage, and in combination with BPA and
GNPs this effect is increased. In MDA-MB-231 cells, a better effect was obtained after 24-hour
incubation with 100nm GNPs, and in MCF-7 both GNPs 50 nm and GNPs 100 nm with 24h
incubation. Boron-neutron therapy is a promising method of hadrontherapy for the cancer
treatment. Researches conducted around the world allows for its further development to
increase its effectiveness and refine every detail of its action. Each of the performed studies on
neutron radiation sources, new boron-10 carriers or on the treatment of various types of cancers
brings scientists closer to achieving the highest possible effectiveness of the therapy. The results
obtained from the research presented in this work provide important information on BNCT.
They can lead to the development of boron-neutron therapy for the breast cancer treatment with
an additional increase in the effectiveness. Moreover, they show the complexity of the process

that takes place during BNCT and its varied impact depending on the type of cancer.
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Suplement

Wyniki analizy post-hoc Tukey’a

Tabela 1. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu
inkubowanych 4h z GNPs dla prob bez BPA.

MTT komorek MDA-MB-231

Test RIR Tukeya; zmienna: bez BPA (test mtt 4h mda)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} ‘ 173 {3} 4 {5} ‘ {6} ‘ {r} ‘ {8 ‘ 9

proba eksperymentalna M=,83512 | M=,85190 | M=,82563 | M=,91051 | M=,74732 | M=1,0000 | M=,93045 | M=,83560 | M=,76970
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 1,000000 1,000000 0,989717 0,973939  0,573111 0,958350 1,000000 0,995942
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 1,000000 0,999995  0,998095 0,931665  0,693840  0,986696  1,000000  0,982412
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 1,000000  0,999995 0,978660  0,986950  0,505196  0,930843  1,000000  0,998639
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,989717  0,998095  0,978660 0,585450  0,970860  0,999999  0,990130  0,743940
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,973939  0,931665 0,986950 0,585450 0,120712 0,444683 0,973086 0,999999
kontrola {6} 0,573111 0,693840 0,505196 0,970860 0,120712 0,993892 0,576633 0,192454
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,958350  0,986696 0,930843 0,999999 0,444683 0,993892 0,959514 0,603099
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 1,000000  1,000000  1,000000  0,990130  0,973086  0,576633  0,959514 0,995736
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,995942  0,982412  0,998639  0,743940  0,999999  0,192454  0,603099  0,995736
Tabela 2. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MDA-MB-231
inkubowanych 4h z GNPs z BPA 15 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test mtt 4h mda)

Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000

{1} 2 {3} 4 {5} {6} {7} {8} ‘ {9} {10}

proba eksperymentalna’ M=,94625 | M=,93020 | M=1,0984 | M=,94808 | M=3,3382 | M=1,0000 | M=,91196 | M=3,7369 | M=4,6875 | M=2,2496
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 1,000000 1,000000 1,000000  0,094216 1,000000  1,000000  0,039327  0,005142  0,678285
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 1,000000 1,000000 1,000000  0,090998 1,000000  1,000000 0,037962  0,004978  0,665510
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 1,000000 1,000000 1,000000 0,130570 1,000000 1,000000 0,054978 0,007028 0,793456|
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 1,000000 1,000000 1,000000 0,094588 1,000000  1,000000  0,039485  0,005161 0,679732,
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,094216  0,090998  0,130570  0,094588 0,065129  0,087467  0,999753  0,641571 0,835712]
kontrola {6} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,065129 1,000000 0,024928 0,002854 0,625867|
BPA 15 mg/ml {7} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  0,087467 1,000000 0,036468  0,004798  0,650929
GNP 50nm 8 ul/ml {8} 0,039327  0,037962  0,054978  0,039485  0,999753  0,024928  0,036468 0,912064  0,531727
GNP 50nm 16 ul/ml {9} 0,005142 0,004978 0,007028 0,005161 0,641571 0,002854 0,004798 0,912064 0,085278|
GNP 50nm 32 ul/ml {10} 0,678285  0,665510  0,793456  0,679732  0,835712  0,625867  0,650929  0,531727  0,085278
Tabela 3. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MDA-MB-231
inkubowanych 4h z GNPs z BPA 30 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test mtt 4h mda)

Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000

{1 {2} {3} 1o ‘ {5} {6} {7} {8 ‘ {9} {10}

proba eksperymentalna’ M=,98893 | M=,98529 | M=,94151 | M=,96121 | M=,87001 | M=1,0000 | M=1,0841 | M=2,5524 | M=,94990 | M=,99732
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000  0,563011 1,000000 1,000000
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,560335 1,000000 1,000000
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000  0,528483 1,000000 1,000000
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000  0,542748 1,000000 1,000000
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  0,999999  0,477575 1,000000 1,000000
kontrola {6} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  0,465033 1,000000 1,000000
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  0,999999 1,000000 0,633546 1,000000 1,000000
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 0,563011 0,560335  0,528483  0,542748  0,477575  0,465033  0,633546 0,534544  0,569179
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000  0,534544 1,000000
BPA 30 mg/ml {10} 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,569179 1,000000
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Tabela 4. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MDA-MB-231
inkubowanych 4h z GNPs z BPA 60 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test mtt 4h mda)

Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000

{ 7 ‘ @ @ ) ‘ © 0 @ ‘ © {10}

proba eksperymentalna’ M=,74562 | M=,96231 | M=1,0513 | M=,94625 | M=,76897 | M=1,0000 | M=1,0108 | M=,82150 | M=,87840 | M=,82709
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,968369 0,815967 0,980301 1,000000 0,865924 0,904038 0,999989 0,998937 0,999948|
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,968369 0,999980 1,000000  0,991528 1,000000  1,000000  0,999172  0,999988  0,998780
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 0,815967  0,999980 0,999921 0,916924 1,000000  1,000000 0,973992  0,996134  0,961293
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,980301 1,000000 0,999921 0,995373 0,999999 0,999999 0,999680 0,999998 0,999542|
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 1,000000  0,991528  0,916924  0,995373 0,954020  0,964648 1,000000  0,999889  0,999999
kontrola {6} 0,865924 1,000000 1,000000  0,999999  0,954020 1,000000  0,990847  0,999463  0,984465)
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,904038 1,000000 1,000000 0,999999 0,964648 1,000000 0,992661 0,999487 0,988877|
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 0,999989  0,999172  0,973992  0,999680 1,000000  0,990847  0,992661 1,000000 1,000000
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,998937  0,999988  0,996134  0,999998  0,999889  0,999463  0,999487 1,000000 1,000000
BPA 60 mg/ml {10} 0,999948 0,998780 0,961293 0,999542 0,999999 0,984465 0,988877 1,000000 1,000000

Tabela 5. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MDA-MB-231

inkubowanych 24h z GNPs dla prob bez BPA

Test RIR Tukeya; zmienna: bez BPA (test MTT GNP24h)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} ‘ {2 {3} 4 {5} {6} {7} {8 {9}

préba eksperymentalna M=5,0331 | M=6,0828 | M=4,6408 | M=4,3938 | M=6,1466 | M=1,0000 | M=5,6593 | M=4,6722 | M=4,0445
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,609411  0,997441  0,949049  0,542433  0,000214  0,954321  0,996902  0,551084
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,609411 0,349414  0,194629  1,000000  0,000198  0,997682  0,276332  0,044411
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 0,997441  0,349414 0,999954  0,302769  0,000507  0,733824  1,000000  0,965021
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,949049  0,194629  0,999954 0,165354  0,000851  0,499766  0,999777  0,998858
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,542433  1,000000  0,302769  0,165354 0,000197  0,994067  0,233769  0,036403
kontrola {6} 0,000214  0,000198  0,000507  0,000851  0,000197 0,000207  0,000266  0,000831
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,954321  0,997682  0,733824  0,499766  0,994067  0,000207 0,675243  0,158591
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 0,996902  0,276332  1,000000 0,999777  0,233769  0,000266  0,675243 0,918177
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,551084  0,044411  0,965021  0,998858  0,036403  0,000831  0,158591  0,918177
Tabela 6. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MDA-MB-231
inkubowanych 24h z GNPs z BPA 15 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test MTT GNP24h)

Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

{1} {2} {3} ‘ 4 {6} {6} {r} {8 ‘ {9} {10}

proba eksperymentaln’ M=5,6848 | M=5,8213 | M=5,9971 | M=4,7269 | M=4,5066 | M=1,0000 | M=,91196 | M=4,5569 | M=6,2240 | M=3,6964
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 1,000000  0,999950  0,876001 0,708624  0,000229  0,000280  0,635075  0,996297  0,142935|
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 1,000000 1,000000 0,778910 0,586709 0,000223 0,000258 0,498836 0,999601 0,100982]
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 0,999950 1,000000 0,724814  0,545538  0,000247  0,000310  0,475989  0,999998  0,107648
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,876001 0,778910  0,724814 0,999999  0,001458  0,002652 1,000000  0,540214  0,886272
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,708624 0,586709 0,545538 0,999999 0,002494 0,004453 1,000000 0,373451 0,969355|
kontrola {6} 0,000229 0,000223 0,000247 0,001458 0,002494 1,000000 0,000841 0,000230 0,021692
BPA 15 mg/ml {7} 0,000280  0,000258  0,000310  0,002652  0,004453 1,000000 0,001770  0,000266/  0,033111
GNP 50nm 8 ul/ml {8} 0,635075 0,498836 0,475989 1,000000 1,000000 0,000841 0,001770 0,303523 0,927590|
GNP 50nm 16 ul/ml {9} 0,996297  0,999601 0,999998  0,540214  0,373451 0,000230  0,000266  0,303523 0,062438|
GNP 50nm 32 ul/ml {10} 0,142935  0,100982  0,107648  0,886272  0,969355  0,021692  0,033111 0,927590  0,062438
Tabela 7. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MDA-MB-231
inkubowanych 24h z GNPs z BPA 30 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test MTT GNP24h)

Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000

{1} ‘ {2 ‘ {3} 4 ‘ {5} ‘ {6} {7} {8} ‘ {9} {10}

proba eksperymentaln’ M=5,1147 | M=6,2797 | M=5,5243 | M=4,8047 | M=4,5435 | M=1,0000 | M=5,4331 | M=4,1758 | M=5,3368 | M=,99732
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,355991 0,997653  0,999447  0,959533  0,000212  0,999667  0,618884  0,999983  0,000224
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,355991 0,830093  0,069615  0,022797  0,000209  0,731173  0,004678  0,613899  0,000209
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 0,997653  0,830093 0,863419  0,566831 0,000210 1,000000  0,202097  0,999996  0,000212
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,999447  0,069615  0,863419 0,999655  0,000211 0,930782  0,877523  0,973568  0,000222
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,959533  0,022797  0,566831 0,999655 0,000216  0,679644  0,995308  0,791079  0,000247|
kontrola {6} 0,000212 0,000209 0,000210 0,000211 0,000216 0,000210 0,000246 0,000210 1,000000
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,999667  0,731173  1,000000  0,930782  0,679644  0,000210 0,270628 1,000000  0,000213
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 0,618884  0,004678  0,202097  0,877523  0,995308  0,000246  0,270628 0,360051 0,000382
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,999983 0,613899 0,999996 0,973568 0,791079 0,000210 1,000000 0,360051 0,000216
BPA 30 mg/ml {10} 0,000224 0,000209 0,000212 0,000222 0,000247 1,000000 0,000213 0,000382 0,000216
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Tabela 8. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MDA-MB-231
inkubowanych 24h z GNPs z BPA 60 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test MTT GNP24h)

Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000

{1 2 @ @ & © 7 ) ‘ © {10}

proba eksperymentaln’ M=5,2772 | M=5,4098 | M=4,4624 | M=4,0914 | M=3,9926 | M=1,0000 | M=4,4982 | M=4,4691 | M=3,6741 | M=,82709
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,999999 0,744840 0,307841 0,224691 0,000209 0,785832 0,635256 0,071362 0,000209
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,999999 0,579483 0,200666 0,142205 0,000209 0,624967 0,450686 0,042721 0,000209
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 0,744840  0,579483 0,998674  0,992493  0,000246 1,000000 1,000000  0,847408  0,000227|
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,307841 0,200666 0,998674 1,000000 0,000390 0,997335 0,996980 0,996783 0,000295|
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,224691 0,142205  0,992493 1,000000 0,000482  0,987617  0,984713  0,999596  0,000339
kontrola {6} 0,000209  0,000209  0,000246  0,000390  0,000482 0,000241 0,000215  0,001181 0,999986
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,785832 0,624967 1,000000 0,997335 0,987617 0,000241 1,000000 0,814744 0,000224|
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 0,635256  0,450686  1,000000  0,996980  0,984713  0,000215  1,000000 0,767879  0,000212
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,071362  0,042721 0,847408  0,996783  0,999596  0,001181 0,814744  0,767879 0,000694|
BPA 60 mg/ml {10} 0,000209 0,000209 0,000227 0,000295 0,000339 0,999986 0,000224 0,000212 0,000694

Tabela 9. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MCF-7 inkubowanych 4h z

GNPs dla prob bez BPA.

Test RIR Tukeya; zmienna: bez BPA (test MTT GNP4h)

Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

{1} ‘ & {3} 4 {5 {6} {7y {8 9}

proba M=,85001 | M=,83978 | M=1,0109 | M=,84253 | M=,89780 | M=1,0000 | M=,78098 | M=,80615 | M=,78275
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 1,000000 0,972592  1,000000  0,999994  0,969169  0,999908  0,999997  0,999924
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 1,000000 0,961548  1,000000 0,999975  0,955965  0,999972  1,000000  0,999978
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 0,972592  0,961548 0,964775  0,996903  1,000000  0,843850  0,905617  0,848700
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 1,000000  1,000000  0,964775 0,999983  0,959834  0,999961 0,999999  0,999969
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,999994  0,999975  0,996903  0,999983 0,997103  0,996157  0,999274  0,996527
kontrola {6} 0,969169  0,955965  1,000000  0,959834  0,997103 0,815086  0,888636  0,820812
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,999908  0,999972  0,843850  0,999961 0,996157  0,815086 1,000000  1,000000
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 0,999997  1,000000 0,905617  0,999999  0,999274  0,888636  1,000000 1,000000
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,999924  0,999978  0,848700  0,999969  0,996527  0,820812  1,000000  1,000000

Tabela 10. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MCF-7 in
z GNPs z BPA 15 mg/ml.

kubowanych 4h

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test MTT GNP4h)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1 ‘ {2 {3} 4 {5} ‘ {6} {ry ‘ {8 {9} {10}

proba eksperymentalna’ M=,90022 | M=,98046 | M=,87951 | M=,94546 | M=,89852 | M=1,0000 | M=,83257 | M=,86823 | M=,83283 | M=,89131
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,994290 1,000000  0,999937 1,000000  0,975134  0,998403  0,999997  0,998449  1,000000
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,994290 0,973225  0,999993  0,993360 1,000000  0,797787  0,949411 0,799301 0,994537|
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 1,000000  0,973225 0,998686 1,000000  0,924792  0,999914 1,000000  0,999918  1,000000
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,999937  0,999993  0,998686 0,999914  0,999705  0,947691 0,995662  0,948383  0,999888
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 1,000000  0,993360 1,000000  0,999914 0,972346  0,998686  0,999998  0,998725  1,000000
kontrola {6} 0,975134 1,000000  0,924792  0,999705  0,972346 0,674099  0,880719  0,675865  0,978933
BPA 15 mg/ml {7} 0,998403  0,797787  0,999914  0,947691 0,998686  0,674099 0,999992 1,000000  0,999782
GNP 50nm 8 ul/ml {8} 0,999997  0,949411 1,000000 0,995662  0,999998  0,880719  0,999992 0,999992 1,000000
GNP 50nm 16 ul/ml {9} 0,998449  0,799301 0,999918  0,948383  0,998725  0,675865  1,000000  0,999992 0,999790
GNP 50nm 32 ul/ml {10} 1,000000  0,994537  1,000000  0,999888 1,000000  0,978933  0,999782 1,000000  0,999790

Tabela 11. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MCF-7 inkubowanych 4h

z GNPs z BPA 30 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test MTT GNP4h)
Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000
{1 {2 {3} 4 ‘ {5 ‘ {6} {7y ‘ 8 {9} {10}

préba eksperymentalna’ M=,77291 | M=,87203 | M=,92736 | M=,85001 | M=,67445 | M=1,0000 | M=,86207 | M=,79350 | M=,84096 | M=,78104
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,988776  0,852681 0,998182  0,989272  0,437864  0,994657  1,000000  0,999717  1,000000
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,988776 0,999870  1,000000 0,614454  0,944399  1,000000  0,997909  1,000000  0,993817
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 0,852681  0,999870 0,998134  0,304730  0,998856  0,999503  0,928537  0,998148  0,886417
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,998182  1,000000  0,998134 0,745410  0,871771 1,000000  0,999845  1,000000  0,999236)
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,989272  0,614454  0,304730  0,745410 0,086585  0,675019  0,963565  0,876099  0,981795
kontrola {6} 0,437864  0,944399  0,998856  0,871771 0,086585 0,916090  0,559832  0,901486  0,484968
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,994657  1,000000  0,999503  1,000000  0,675019  0,916090 0,999269  1,000000  0,997353
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 1,000000  0,997909  0,928537  0,999845  0,963565  0,559832  0,999269 0,999986  1,000000
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,999717  1,000000  0,998148  1,000000  0,876099  0,901486  1,000000  0,999986 0,999900
BPA 30 mg/ml {10} 1,000000  0,993817  0,886417  0,999236  0,981795  0,484968  0,997353  1,000000  0,999900
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Tabela 12. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MCF-7 inkubowanych 4h

z GNPs z BPA 60 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test MTT GNP4h)
Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000
{1 2 {3} 4 5} ‘ {6} {7 8 {9} {10}

préba eksperymentaina’ M=,85892 | M=1,1152 | M=,85768 | M=,73948 A M=,69385 | M=1,0000 | M=,77409 | M=,75423 @ M=1,1759 | M=,83939
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,810210  1,000000  0,999210  0,991434  0,993750  0,999950  0,999721  0,719422  1,000000
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,810210 0,882385  0,526572  0,387010  0,998587  0,640741  0,574902  0,999997  0,746134
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 1,000000  0,882385 0,999645  0,995718  0,997014  0,999980  0,999879  0,799283  1,000000
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,999210  0,526572  0,999645 1,000000  0,875842  1,000000  1,000000  0,454852  0,999809
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,991434  0,387010  0,995718  1,000000 0,753109  0,999986  0,999999  0,336521  0,996485)
kontrola {6} 0,993750  0,998587  0,997014  0,875842  0,753109 0,940062  0,906590  0,986869  0,984954
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,999950  0,640741  0,999980  1,000000  0,999986  0,940062 1,000000  0,555898  0,999995
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 0,999721  0,574902  0,999879  1,000000  0,999999  0,906590  1,000000 0,496983  0,999949
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,719422  0,999997  0,799283  0,454852  0,336521  0,986869  0,555898  0,496983 0,656109
BPA 60 mg/ml {10} 1,000000  0,746134  1,000000  0,999809  0,996485  0,984954  0,999995  0,999949  0,656109

Tabela 13. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MCF-7 inkubowanych 24h

z GNPs dla prob bez BPA.
Test RIR Tukeya; zmienna: bez BPA (test MTT GNP24h)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} 2 {3} ‘ 4 {5 {6} {7y {8 9}
préba M=,50518 | M=,47515 | M=,53101 | M=,38941 | M=,43176 | M=1,0000 | M=,41760 | M=,43005 | M=,33119
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,999993  0,999995  0,927406  0,989805  0,000701 0,970536  0,988231 0,623904
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,999993 0,999257  0,992477  0,999883  0,001105  0,999080  0,999844  0,867540
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 0,999995  0,999257 0,817996  0,941587  0,001114  0,887368  0,936198  0,461269
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,927406  0,992477  0,817996 0,999902  0,000347  0,999996  0,999928  0,999480
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,989805  0,999883  0,941587  0,999902 0,000280  1,000000  1,000000  0,965739
kontrola {6} 0,000701 0,001105  0,001114  0,000347  0,000280 0,000254,  0,000276  0,000233
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,970536  0,999080  0,887368  0,999996  1,000000  0,000254 1,000000  0,985986
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 0,988231  0,999844  0,936198 0,999928  1,000000  0,000276  1,000000 0,968893
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,623904  0,867540  0,461269  0,999480  0,965739  0,000233  0,985986  0,968893

Tabela 14. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MCF-7 inkubowanych 24h

z GNPs z BPA 15 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test MTT GNP24h)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} ‘ {2 {3} 4 {5} ‘ {6} {ry ‘ 8 ‘ {9} {10}

proba eksperymentalna’ M=,56621 | M=,60378 | M=,57428 | M=,66566 | M=,61951 | M=1,0000 | M=,83257 | M=,58437 | M=,54766 | M=,61282
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,999991 1,000000 0,968840  0,999660  0,002464  0,118961 1,000000 1,000000  0,999886
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,999991 0,999998  0,998898 1,000000  0,005919  0,250405 1,000000  0,999487 1,000000
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 1,000000  0,999998 0,963294  0,999777  0,000987  0,073198 1,000000  0,999997  0,999940
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,968840  0,998898  0,963294 0,999738  0,010093  0,496573  0,982374  0,855764  0,999232
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,999660 1,000000  0,999777  0,999738 0,002985  0,209881 0,999973  0,992348  1,000000
kontrola {6} 0,002464  0,005919  0,000987  0,010093  0,002985 0,492567  0,001244  0,000566  0,002516
BPA 15 mg/ml {7} 0,118961 0,250405  0,073198  0,496573  0,209881 0,492567 0,093779  0,037239  0,181439
GNP 50nm 8 ul/ml {8} 1,000000 1,000000 1,000000 0,982374  0,999973  0,001244  0,093779 0,999960  0,999995
GNP 50nm 16 ul/ml {9} 1,000000  0,999487  0,999997  0,855764  0,992348  0,000566  0,037239  0,999960 0,996203|
GNP 50nm 32 ul/ml {10} 0,999886 1,000000  0,999940  0,999232 1,000000  0,002516  0,181439  0,999995  0,996203

Tabela 15. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MCF-7 inkubowanych 24h

z GNPs z BPA 30 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test MTT GNP24h)
Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000
{1 {2 {3} 4 {5 {6} {7y 8 {9} {10}

préba eksperymentalna’ M=,57336 | M=,60994 | M=,56189 | M=,58621 | M=,70211 | M=1,0000 | M=,63813 | M=,65098 | M=,63682 | M=,78104
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,999949  1,000000  1,000000  0,754709  0,000589  0,995337  0,983672  0,995988  0,195778
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,999949 0,999807  0,999999  0,952537  0,001402  0,999994  0,999868  0,999996  0,415479
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 1,000000  0,999807 0,999999  0,779240  0,001339  0,993257  0,980623  0,994041 0,253646
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 1,000000  0,999999  0,999999 0,843246  0,000780  0,999129  0,995337  0,999287  0,260169
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,754709  0,952537  0,779240  0,843246 0,018382  0,995731 0,999227  0,995059  0,981783
kontrola {6} 0,000589  0,001402  0,001339  0,000780  0,018382 0,003005  0,004308  0,002898  0,150216
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,995337  0,999994  0,993257  0,999129  0,995731 0,003005 1,000000  1,000000  0,642345
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 0,983672  0,999868  0,980623  0,995337  0,999227  0,004308  1,000000 1,000000  0,744799
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,995988  0,999996  0,994041 0,999287  0,995059  0,002898  1,000000  1,000000 0,631544
BPA 30 mg/ml {10} 0,195778  0,415479  0,253646  0,260169  0,981783  0,150216  0,642345  0,744799  0,631544
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Tabela 16. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu MTT komorek MCF-7 inkubowanych 24h

z GNPs z BPA 60 mg/ml.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn7 (test MTT GNP24h)
Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000
{1 2 {3} 4 ‘ 5 {6} {7y ‘ 8 {9} {10}

préba eksperymentaina’ M=,58476 | M=,60666 | M=,60994  M=,62187 | M=,65019 | M=1,0000 | M=,48355 | M=,47856 & M=,47384 | M=,83939
GNP 100nm 4 ul/ml {1} 0,999999  0,999996  0,999888  0,991046  0,000331  0,877499  0,846028  0,812838  0,031238|
GNP 100nm 8 ul/ml {2} 0,999999 1,000000  1,000000 0,999589  0,000501  0,714792  0,671134  0,628756  0,060561
GNP 100nm 16 ul/ml {3} 0,999996  1,000000 1,000000  0,999781  0,000538  0,686224  0,641775  0,599042  0,066701
GNP 100nm 32 ul/ml {4} 0,999888  1,000000  1,000000 0,999988  0,000718  0,578812  0,533835  0,491969  0,094093
GNP 50nm 4 ul/ml {5} 0,991046  0,999589  0,999781  0,999988 0,001586  0,340677  0,305414  0,274174  0,201042
kontrola {6} 0,000331 0,000501  0,000538  0,000718  0,001586 0,000189  0,000188  0,000188  0,386557|
GNP 50nm 8 ul/ml {7} 0,877499  0,714792  0,686224  0,578812  0,340677  0,000189 1,000000  1,000000  0,001330
GNP 50nm 16 ul/ml {8} 0,846028  0,671134  0,641775  0,533835  0,305414  0,000188  1,000000 1,000000  0,001150
GNP 50nm 32 ul/ml {9} 0,812838  0,628756  0,599042  0,491969  0,274174  0,000188  1,000000  1,000000 0,001008
BPA 60 mg/ml {10} 0,031238  0,060561  0,066701  0,094093  0,201042  0,386557  0,001330 _ 0,001150 _ 0,001008

Tabela 17. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla wspotczynnika SSC dla komorek MDA-MB-
231 traktowanych GNPs 100 nm i GNPs 50 nm.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn2 (wspdiczynnik ssc)
Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000

{1} {2} {3} {4} {5}
proba eksperymentalna M=1,0000 | M=1,4202 | M=1,4063 | M=1,3824 | M=1,4248
kontrola {1} 0,010654  0,013181 0,019112  0,009927
GNPs 50nm (4h) {2} 0,010654 0,999896  0,994510  0,999999
GNPs 50nm (24h) {3} 0,013181 0,999896 0,999106  0,999671
GNPs 100 nm (4h) {4} 0,019112  0,994510  0,999106 0,991454
GNPs 100 nm (24h) {5} 0,009927  0,999999  0,999671 0,991454

Tabela 18. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla wspotczynnika SSC dla komorek MCF-7
traktowanych GNPs 100 nm i GNPs 50 nm.

Test RIR Tukeya; zmienna: Zmn2 (wspdtczynnik ssc)
Zaznaczone roznice sg istotne z p < ,05000

{1} {2} {3} {4} {5}
proba eksperymentalna M=1,0000 | M=1,1145 | M=1,2919 | M=1,0691 | M=1,2820
kontrola {1} 0,098401 0,000334  0,464550  0,000397
GNPs 50nm (4h) {2} 0,098401 0,009011 0,787082  0,012986
GNPs 50nm (24h) {3} 0,000334  0,009011 0,001886  0,999093
GNPs 100 nm (4h) {4} 0,464550  0,787082  0,001886 0,002587
GNPs 100 nm (24h) {5} 0,000397  0,012986  0,999093  0,002587

Tabela 19. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy G; komorek MDA-MB-231 dla prob

napromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: G1 (cykl komérkowy MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

{1 ‘ 2 ‘

{3} ‘ 4

wskson

{6}

sk

{8} ‘ 9 ‘

{10}

proba eksperymentalna M=14,460 | M=33,060 | M=32,067 | M=12,590 | M=4,9900 | M=15,233 | M=4,8850 | M=21,063 | M=22,457 | M=17,590
kontrola napromieniana {1} 0,000518 ~ 0,000363 ~ 0,999513 ~ 0,102340  0,999999  0,096174  0,317884  0,139177  0,979627,
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,000518, 0,999997  0,000502  0,000212  0,000712  0,000211 0,021474  0,051471 0,005631
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,000363  0,999997 0,000385 ~ 0,000210  0,000480  0,000210  0,017816  0,047492  0,004554,
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,999513  0,000502  0,000385 0,390801 0,993428  0,374335  0,180806  0,080748  0,840691
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,102340  0,000212  0,000210  0,390801 0,064234  1,000000  0,001754  0,000842  0,029342
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,999999  0,000712  0,000480  0,993428  0,064234 0,060232  0,467410  0,224011 0,997125]
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,096174  0,000211 0,000210  0,374335  1,000000  0,060232 0,001653  0,000801 0,027623|
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,317884  0,021474  0,017816  0,180806  0,001754  0,467410  0,001653 0,999888  0,961440,
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,139177  0,051471 0,047492  0,080748  0,000842  0,224011 0,000801 0,999888 0,790652|
BPA+promieniowanie {10} 0,979627  0,005631 0,004554  0,840691 0,029342  0,997125  0,027623  0,961440  0,790652
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Tabela 20. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy S komorek MDA-MB-231 dla prob

napromzenzonych.

Test RIR Tukeya; zmienna: S (cykl komérkowy MDA-MB-231)

Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

{1} {2} {3} 4} {5} {6} {r {8} {9} {10}

proba eksperymentalna M=24,753 | M=25,135 | M=11,420 | M=30,630 | M=11,977 | M=26,010 | M=17,087 | M=18,030 | M=18,570 | M=27,840
kontrola napromieniana {1} 1,000000 0,001083  0,259046  0,000638  0,999769  0,035581  0,144387  0,210980  0,897705
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 1,000000 0,001833  0,435926  0,001207  0,999995  0,053390  0,171017  0,239926  0,969883
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,001083 0,001833 0,000242 1,000000 0,001093 0,296495 0,233442 0,166125 0,000457
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,259046 0,435926 0,000242 0,000222 0,641384 0,000955 0,003773 0,005430 0,963793
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,000638 ~ 0,001207 ~ 1,000000  0,000222 0,000726 ~ 0,287880  0,230453  0,158483  0,000338
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,999769 0,999995 0,001093 0,641384 0,000726 0,027053 0,095509 0,137423 0,997894
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,035581  0,053390  0,296495  0,000955  0,287880  0,027053 0,999978  0,999144  0,006584
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,144387  0,171017  0,233442  0,003773  0,230453  0,095509  0,999978 1,000000  0,026388
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,210980 0,239926 0,166125 0,005430 0,158483 0,137423 0,999144 1,000000 0,038744
BPA+promieniowanie {10} 0,897705 0,969883 0,000457 0,963793 0,000338 0,997894 0,006584 0,026388 0,038744

Tabela 21. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy G> komorek MDA-MB-231 dla prob

napromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: G2 (cykl komérkowy MDA-MB-231)

Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

{1} ‘ {2} ‘ {3} ‘ {4} ‘ {5} {6} ‘ [ {8} {9} {10}

proba eksperymentalna M=60,787 | M=65,050 | M=59,040 | M=53,855 | M=81,300 | M=61,307 | M=79,055  M=59,590 | M=54560 M=48365
kontrola napromieniana {1} 0,942382  0,999903  0,562861  0,000386  1,000000 0,002325  0,999996  0,557677  0,048214]
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,942382 0,804499 0,146910 0,006409 0,973012 0,039856 0,871991 0,128847 0,010926
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,999903 0,804499 0,900261 0,000467 0,999220 0,002322 1,000000 0,924734 0,183968
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,562861  0,146910  0,900261 0,000226  0,474555  0,000380  0,839944  1,000000  0,868674
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,000386 0,006409 0,000467 0,000226 0,000455 0,999276 0,000556 0,000215 0,000213
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 1,000000! 0,973012 0,999220 0,474555 0,000455 0,002996 0,999916 0,459631 0,036698
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,002325 0,039856 0,002322 0,000380 0,999276 0,002996 0,002966 0,000286 0,000222
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,999996  0,871991  1,000000  0,839944  0,000556  0,999916  0,002966 0,866428  0,144985
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,557677 0,128847 0,924734 1,000000 0,000215 0,459631 0,000286 0,866428 0,690722
BPA+promieniowanie {10} 0,048214 0,010926 0,183968 0,868674 0,000213 0,036698 0,000222 0,144985 0,690722

Tabela 22. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy G; komorek MDA-MB-231 dla prob

I’ll@l’l(lpl"Ol’l’llel’llOI”lyCh.

Test RIR Tukeya; zmienna: G1' (cykl komoérkowy MDA-MB-231)

Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000

{1} {2} {3} {4} {5 ‘ {6} {7} {8} {9} {10}

préba M=64,250 | M=43,170 | M=42,463 | M=69,933 | M=46,575 | M=70,807 | M=50,580 | M=62,727 | M=84,400 | M=75,260
kontrola {1} 0,000193  0,000193  0,205943  0,000201  0,098046  0,000284  0,998469  0,000194  0,004219
GNP 100nm (24h) {2} 0,000193 0,999997  0,000193  0,871045  0,000193  0,044622  0,000193  0,000193  0,000193
GNP 50nm (24h) {3} 0,000193  0,999997 0,000193 ~ 0,714548  0,000193  0,022653  0,000193  0,000193  0,000193
GNP 100nm (4h)+BPA {4} 0,205943  0,000193  0,000193 0,000193  0,999983  0,000193  0,054035  0,000375  0,402481
GNP 100nm (24h)+BPA {5} 0,000201  0,871045  0,714548  0,000193 0,000193  0,741175  0,000229  0,000193  0,000193
GNP 50nm (4h)+BPA {6} 0,098046  0,000193 ~ 0,000193  0,999983  0,000193 0,000193  0,023472  0,000586  0,625600
GNP 50nm (24h)+BPA {7} 0,000284  0,044622  0,022653  0,000193  0,741175  0,000193 0,000591  0,000193  0,000193
GNP 100nm (4h) {8} 0,998469  0,000193  0,000193  0,054035  0,000229  0,023472  0,000591 0,000193  0,001216
GNP 50nm (4h) {9} 0,000194  0,000193 ~ 0,000193  0,000375  0,000193  0,000586  0,000193  0,000193 0,042447
BPA {10} 0,004219  0,000193  0,000193  0,402481  0,000193  0,625600  0,000193  0,001216  0,042447

Tabela 23. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy

S komorek MDA-MB-231 dla prob

menapromzemonych.

Test RIR Tukeya; zmienna: S' (cykl komérkowy MDA-MB-231)

Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

{1} {2 {3} {4} {5} {6} {7y {8} {9} {10}

préba M=28,383 | M=52,270 | M=53,597 | M=13,865 | M=43,825 | M=14,305 | M=40,700 | M=30,250 | M=12,385 | M=16,530
kontrola {1} 0,000209  0,000209  0,000250  0,000225  0,000272  0,000295  0,980453  0,000218  0,000768
GNP 100nm (24h) {2} 0,000209 0,998231 0,000209  0,014801  0,000209  0,000412  0,000209  0,000209  0,000209
GNP 50nm (24h) {3} 0,000209  0,998231 0,000209  0,004297  0,000209  0,000254  0,000209  0,000209  0,000209
GNP 100nm (4h)+BPA {4} 0,000250  0,000209  0,000209 0,000209  1,000000  0,000209  0,000215  0,999133  0,950618
GNP 100nm (24h)+BPA {5} 0,000225  0,014801 0,004297  0,000209 0,000209  0,826102  0,000313 ~ 0,000209  0,000209
GNP 50nm (4h)+BPA {6} 0,000272  0,000209  0,000209  1,000000  0,000209 0,000209  0,000218  0,993960  0,983585
GNP 50nm (24h)+BPA {7} 0,000295  0,000412  0,000254  0,000209  0,826102  0,000209 0,000866  0,000209  0,000209
GNP 100nm (4h) {8} 0,980453  0,000209  0,000209  0,000215  0,000313  0,000218  0,000866 0,000210  0,000299
GNP 50nm (4h) {9} 0,000218  0,000209  0,000209  0,999133  0,000209  0,993960  0,000209  0,000210 0,642869
BPA {10} 0,000768  0,000209  0,000209  0,950618  0,000209  0,983585  0,000209  0,000299  0,642869
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Tabela 24. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy G> komorek MDA-MB-231 dla prob

nzenapromzenlonych.
Test RIR Tukeya; zmienna: G2' (cykl komérkowy MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
{1} 2 {3} {4} {5} {6} {ry {8} {9} {10}
proba M=7,3633 | M=4,5567 | M=2,8500 | M=17,750 | M=9,6000 | M=16,235 | M=10,280 | M=7,0167 | M=3,2150 | M=8,2150
kontrola {1} 0,253690 0,037671 0,000216 0,642959 0,000273 0,330543 0,999998 0,064077 0,998448
GNP 100nm (24h) {2} 0,253690 0,875908 0,000210 0,017299 0,000210 0,006470 0,398004 0,965491 0,128095
GNP 50nm (24h) {3} 0,037671 0,875908 0,000210 0,003508 0,000210 0,001551 0,062401 0,999999 0,021427
GNP 100nm (4h)+BPA {4} 0,000216 0,000210 0,000210 0,000736 0,958794 0,001482 0,000213 0,000210 0,000297
GNP 100nm (24h)+BPA {5} 0,642959 0,017299 0,003508 0,000736 0,004051 0,999872 0,472979 0,005574 0,975903
GNP 50nm (4h)+BPA {6} 0,000273 0,000210 0,000210 0,958794 0,004051 0,009764 0,000247 0,000210 0,000831
GNP 50nm (24h)+BPA {7} 0,330543 0,006470 0,001551 0,001482 0,999872 0,009764 0,216609 0,002377 0,807723
GNP 100nm (4h) {8} 0,999998 0,398004 0,062401 0,000213 0,472979 0,000247 0,216609 0,104955 0,982804
GNP 50nm (4h) {9} 0,064077 0,965491 0,999999 0,000210 0,005574 0,000210 0,002377 0,104955 0,034955
BPA {10} 0,998448 0,128095 0,021427 0,000297 0,975903 0,000831 0,807723 0,982804 0,034955
7. . B ’ ,
Tabela 25. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy G; komdrek MCF-7 dla prob
napromzemonych.
Test RIR Tukeya; zmienna: G1 (cykl mcf-7)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} {2 {3} 4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}
préba eksperymentalna M=65,213 | M=56,720 | M=64,473 | M=58,230 | M=38,735 | M=67,300 | M=57,577 | M=59,807 | M=61,313 | M=65,520
kontrola napromieniana {1} 0,846255 1,000000 0,943328 0,011431 0,999998 0,908238 0,988424 0,998938 1,000000|
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,846255 0,900848 1,000000! 0,160172 0,757096 1,000000! 0,999835 0,996334 0,893053
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 1,000000  0,900848 0,970693  0,014537  0,999968  0,947186  0,995884  0,999800  1,000000|
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,943328 1,000000 0,970693 0,103774 0,875989 1,000000! 0,999999 0,999836 0,961885
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,011431 0,160172  0,014537  0,103774 0,013026  0,125593  0,064416  0,040211 0,022072]
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,999998 0,757096 0,999968 0,875989 0,013026 0,829048 0,955192 0,989155 1,000000|
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,908238  1,000000 0,947186  1,000000  0,125593  0,829048 0,999989  0,999238  0,937614
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,988424 0,999835 0,995884 0,999999 0,064416 0,955192 0,999989 1,000000 0,992139
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,998938 0,996334 0,999800 0,999836 0,040211 0,989155 0,999238 1,000000 0,999196
BPA+promieniowanie {10} 1,000000  0,893053  1,000000  0,961885  0,022072  1,000000  0,937614  0,992139  0,999196
7. . B ’ ’
Tabela 26. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy S komorek MCF-7 dla prob
napromzemonych.
Test RIR Tukeya; zmienna: S (cykl mcf-7)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} {2 {3} 4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}
préba eksperymentalna M=15,567 | M=21,500 | M=16,410 | M=12,000 | M=10,960 | M=14,075 | M=6,5850 | M=15,557 | M=16,417 | M=22,130
kontrola napromieniana {1} 0,197284 0,999986 0,754720 0,469887 0,998619 0,017140 1,000000 0,999963 0,122621
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,197284 0,459492  0,022126  0,010148  0,103628  0,000599  0,195848  0,353419  1,000000
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,999986  0,459492 0,629667  0,378291 0,982798  0,017320  0,999985  1,000000  0,323350
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,754720 0,022126 0,629667 0,999963 0,992150 0,385794 0,757301 0,520955 0,013776
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,469887 0,010148 0,378291 0,999963 0,909687 0,638616 0,472512 0,276429 0,006383
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,998619  0,103628  0,982798  0,992150  0,909687 0,098887  0,998687  0,969171 0,065407|
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,017140 0,000599 0,017320 0,385794 0,638616 0,098887 0,017281 0,008561 0,000451
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 1,000000! 0,195848 0,999985 0,757301 0,472512 0,998687 0,017281 0,999959 0,121673
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,999963  0,353419  1,000000  0,520955  0,276429  0,969171 0,008561 0,999959 0,231237|
BPA+promieniowanie {10} 0,122621 1,000000 0,323350 0,013776 0,006383; 0,065407 0,000451 0,121673 0,231237
7. . B ’ I3
Tabela 27. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy G> komorek MCF-7 dla prob
napromzemonych.
Test RIR Tukeya; zmienna: G2 (cykl mcf-7)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} {2 {3} {4} {5} ‘ {6} {7} {8} {9} {10}
préba eksperymentalna M=19,223 | M=26,697 | M=22,050 | M=25,837 | M=34,620 | M=18,625 | M=28,690 | M=24,637 | M=19,005 | M=18,155
kontrola napromieniana {1} 0,220908 0,982203 0,351650 0,003430 1,000000 0,121271 0,596130 1,000000 0,999996
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,220908 0,759883  0,999999  0,274196  0,254913  0,999368  0,998086  0,306416  0,200537
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,982203  0,759883 0,903676  0,019002  0,970518  0,482596  0,990103  0,986028  0,937895
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,351650 0,999999 0,903676 0,176485 0,381228 0,990974 0,999975 0,447313 0,307864
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,003430 0,274196 0,019002 0,176485 0,005504 0,719928 0,090258 0,006781 0,004258
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 1,000000 0,254913  0,970518  0,381228  0,005504 0,141642  0,604112  1,000000  1,000000
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,121271 0,999368 0,482596 0,990974 0,719928 0,141642 0,923055 0,171101 0,111389
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,596130 0,998086 0,990103 0,999975 0,090258 0,604112 0,923055 0,678377 0,512693
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 1,000000! 0,306416 0,986028 0,447313 0,006781 1,000000! 0,171101 0,678377 1,000000|
BPA+promieniowanie {10} 0,999996  0,200537  0,937895  0,307864  0,004258  1,000000  0,111389  0,512693  1,000000
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Tabela 28. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy G; komorek MCF-7 dla prob
nienapromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: G1' (cykl mcf-7)

Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000

{1} {2} {3} @ {5} {6} [ {8} {9} {10}

préba M=64,357 | M=60,250 = M=81,633 | M=75,040 | M=54,287 | M=82457 | M=52,800 | M=77,073 | M=52,910 | M=79,767
kontrola {1} 0,949347  0,001143  0,079885  0,114695  0,000716  0,046603  0,022125  0,049937  0,003728
GNP 100nm (24h) {2} 0,949347 0,000232  0,005609  0,701791  0,000210  0,426432  0,001507  0,445663  0,000375
GNP 100nm (4h) {3} 0,001143  0,000232 0,583733  0,000186  1,000000  0,000179  0,909778  0,000179  0,999831
BPA {4} 0,079885  0,005609  0,583733 0,000261  0,432219  0,000209  0,999661  0,000212  0,891518
GNP 50nm (24h) {5} 0,114695  0,701791  0,000186  0,000261 0,000179  0,999975  0,000201  0,999987  0,000187
GNP 50nm (4h) {6} 0,000716  0,000210  1,000000  0,432219  0,000179 0,000179  0,801101  0,000179  0,997002
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,046603  0,426432  0,000179  0,000209  0,999975  0,000179 0,000190  1,000000  0,000186
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,022125  0,001507  0,909778  0,999661  0,000201  0,801101  0,000190 0,000191  0,996974
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,049937  0,445663  0,000179  0,000212  0,999987  0,000179  1,000000  0,000191 0,000186
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,003728 _ 0,000375 _ 0,999831 _ 0,891518 _ 0,000187  0,997002  0,000186 _ 0,996974 _ 0,000186

Tabela 29. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy S

komorek MCF-7 dla prob

napromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: S' (cykl mcf-7)

Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

{1} {2 {3} {4} {5} {6} {ry {8 {9} {10}

préba M=24,543 | M=35,793 | M=14,113 | M=13,313 | M=41,403 | M=12,733 | M=44,273 | M=13,553 | M=42,020 | M=10,665
kontrola {1} 0,023513  0,042153  0,023854/  0,000515  0,015668  0,000222  0,028340  0,000389  0,010089
GNP 100nm (24h) {2} 0,023513 0,000190  0,000187  0,631885  0,000186  0,153911  0,000188  0,501620  0,000187
GNP 100nm (4h) {3} 0,042153  0,000190 1,000000  0,000184  0,999961  0,000184 ~ 1,000000  0,000184  0,981269
BPA {4} 0,023854  0,000187  1,000000 0,000184 ~ 1,000000  0,000184 ~ 1,000000  0,000184  0,997049
GNP 50nm (24h) {5} 0,000515  0,631885  0,000184  0,000184 0,000184 ~ 0,988384  0,000184  1,000000  0,000184
GNP 50nm (4h) {6} 0,015668  0,000186  0,999961 1,000000  0,000184 0,000184  1,000000  0,000184  0,999565
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,000222  0,153911  0,000184 ~ 0,000184  0,988384  0,000184 0,000184 ~ 0,997971  0,000184
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,028340  0,000188  1,000000  1,000000  0,000184  1,000000  0,000184 0,000184  0,994430
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,000389  0,501620  0,000184 ~ 0,000184  1,000000  0,000184  0,997971  0,000184 0,000184
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,010089  0,000187  0,981269  0,997049  0,000184  0,999565  0,000184  0,994430  0,000184

.7 . . I ’
Tabela 30. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla fazy G> komorek MCF-7 dla prob
napromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: G2' (cykl mcf-7)

Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000

) ‘ @ ) @ & © 4] @) © {10}

préba M=11,100 | M=11,860 | M=1,7900 | M=11,650 | M=,23500 | M=4,8100 | M=8,7800 | M=9,3700 | M=,92500 | M=5,1650
kontrola {1} 0,999999  0,009486  0,999998  0,002792  0,063131  0,989917  0,985675  0,004736  0,153610
GNP 100nm (24h) {2} 0,999999 0,042546  1,000000 0,016133 ~ 0,202727  0,982899  0,983953  0,024783  0,308993
GNP 100nm (4h) {3} 0,009486  0,042546 0,006079  0,998385  0,836964  0,264834  0,039981  0,999986  0,822531
BPA {4} 0,999998  1,000000  0,006079 0,001867  0,037785  0,961760  0,927348  0,003103  0,099015
GNP 50nm (24h) {5} 0,002792  0,016133  0,998385  0,001867 0,406177  0,108758  0,010944  0,999998  0,425368
GNP 50nm (4h) {6} 0,063131  0,202727  0,836964  0,037785  0,406177 0,808396  0,286650  0,598751 1,000000
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,989917  0,982899  0,264834  0,961760  0,108758  0,808396 1,000000  0,163508  0,903716
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,985675  0,983953  0,039981  0,927348  0,010944  0,286650  1,000000 0,019373  0,505891
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,004736  0,024783  0,999986  0,003103  0,999998  0,598751  0,163508  0,019373 0,602999
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,153610  0,308993  0,822531  0,099015  0,425368  1,000000  0,903716  0,505891  0,602999

Tabela 31. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu klonogennego komorek MDA-MB-231

dla prob napromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: SF (Test klonogenny MDA)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} & {3} 4} {5 ‘ {6} {ry {8 ‘ {9} {10}

préba eksperymentalna M=,22944 | M=,11797 | M=,08442 @ M=,10606 | M=,09091 | M=,11364 | M=,08225 | M=,12121 | M=,10714 | M=,12987
kontrola napromieniana {1} 0,000179  0,000179  0,000179/  0,000179  0,000179  0,000179  0,000179  0,000179  0,000187|
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,000179 0,237968  0,991715  0,500574  0,999998  0,177491 1,000000  0,995807  0,991715
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,000179  0,237968 0,760714  0,999926  0,400899  1,000000  0,152165  0,711300  0,039409
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,000179  0,991715  0,760714 0,960258  0,999737  0,659498  0,960258  1,000000  0,659498
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,000179  0,500574  0,999926  0,960258 0,711300  0,999238  0,355154  0,940659  0,110598
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,000179  0,999998  0,400899  0,999737  0,711300 0,312653  0,999737  0,999926  0,940659
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,000179  0,177491 1,000000  0,659498  0,999238  0,312653 0,110598  0,606411 0,027453|
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,000179 ~ 1,000000  0,152165  0,960258  0,355154  0,999737  0,110598 0,974796  0,999238
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,000179 ~ 0,995807  0,711300  1,000000  0,940659  0,999926  0,606411  0,974796 0,711300|
BPA+promieniowanie {10} 0,000187  0,991715  0,039409  0,659498  0,110598  0,940659  0,027453  0,999238  0,711300

Tabela 32. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu klonogennego komorek MDA-MB-231

dla prob nienapromienionych.
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Test RIR Tukeya; zmienna: SF (Test Konogenny MDA)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
{1} 2} {3 4 {5 {6} {7} {8 9 {10}

préba M=1,0000 | M=,96104 | M=,61472 | M=,84416 | M=1,1212 | M=,61472 | M=1,0303 | M=,83550 | M=,91775 | M=,87446
kontrola {1} 0,999852  0,000697  0,445191  0,746701  0,000697  0,999982  0,375982  0,964055  0,710564
GNP 100nm (24h) {2} 0,999852 0,002073  0,781171  0,409852  0,002073  0,988100  0,710564  0,999653  0,951277
GNP 100nm (4h) {3} 0,000697  0,002073 0,073998  0,000192  1,000000  0,000366  0,094472  0,007882  0,030184
BPA {4} 0,445191  0,781171  0,073998 0,017736  0,073998  0,232638  1,000000  0,982179  0,999982
GNP 50nm (24h) {5} 0,746701  0,409852  0,000192  0,017736 0,000192  0,935679  0,013546  0,150797  0,044614
GNP 50nm (4h) {6} 0,000697  0,002073 ~ 1,000000  0,073998  0,000192 0,000366  0,094472  0,007882  0,030184
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,999982  0,988100  0,000366  0,232638  0,935679  0,000366 0,188247  0,813598  0,445191
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,375982  0,710564  0,094472  1,000000 0,013546  0,094472  0,188247 0,964055  0,999852
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,964055  0,999653  0,007882  0,982179  0,150797  0,007882  0,813598  0,964055 0,999653
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,710564  0,951277  0,030184  0,999982  0,044614  0,030184  0,445191  0,999852  0,999653

Tabela 33. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu klonogennego komorek MCF-7 dla prob

napromzemonych.

Test RIR Tukeya; zmienna: SF (test klonogenny MCF-7)

Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

{1} ‘ 23] {3} ‘ [ {5} {6} {n {8} {9} {10}

proba eksperymentalna M=,26267 | M=,20853 | M=,16935 | M=,15323 | M=,19240 | M=,15668 | M=,17512 | M=,15668 | M=,15668 & M=,21313
kontrola napromieniana {1} 0,599924 0,057659 0,016596 0,273146 0,021804 0,087905 0,021804 0,021804 0,703465|
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,599924 0,893672 0,573660 0,999769 0,652243 0,955558 0,652243 0,652243 1,000000|
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,057659 0,893672 0,999769 0,996287 0,999969 1,000000 0,999969 0,999969 0,819877
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,016596  0,573660  0,999769 0,893672  1,000000  0,997466  1,000000  1,000000  0,470754
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,273146  0,999769  0,996287  0,893672 0,934901  0,999598  0,934901  0,934901  0,998316
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,021804  0,652243  0,999969  1,000000  0,934901 0,999329  1,000000  1,000000  0,547504
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,087905  0,955558  1,000000  0,997466  0,999598  0,999329 0,999329  0,999329  0,908796
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,021804  0,652243  0,999969  1,000000  0,934901  1,000000  0,999329 1,000000  0,547504
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,021804 0,652243 0,999969 1,000000 0,934901 1,000000 0,999329 1,000000 0,547504
BPA+promieniowanie {10} 0,703465 1,000000 0,819877 0,470754 0,998316 0,547504 0,908796 0,547504 0,547504

Tabela 34. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu klonogennego komorek MCF-7 dla prob

nienapromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: SF' (test klonogenny MCF-7)

Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

{1} 2 ‘ {3 {4} {5} {6} {7} ‘ {8 {9} {10}

préba M=1,0000 | M=,72811 | M=,81567 | M=,69124 | M=,52535 | M=,52535 | M=,67281 | M=,71889 | M=,74654 | M=,47005
kontrola {1} 0,006144  0,115995  0,001782  0,000186  0,000211 0,001008  0,004481 0,011620  0,000186
GNP 100nm (24h) {2} 0,006144 0,879308  0,999649  0,064718  0,127000  0,992391 1,000000  0,999999  0,025332
GNP 100nm (4h) {3} 0,115995  0,879308 0,538180  0,003274  0,009371 0,363257  0,809085  0,967113  0,001760
BPA {4} 0,001782  0,999649  0,538180 0,199674  0,317810  0,999999  0,999967  0,992391 0,075865
GNP 50nm (24h) {5} 0,000186  0,064718  0,003274  0,199674 1,000000  0,325099  0,087031 0,035120  0,996590
GNP 50nm (4h) {6} 0,000211 0,127000  0,009371 0,317810  1,000000 0,463695  0,162319  0,075865  0,998292
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,001008  0,992391 0,363257  0,999999  0,325099  0,463695 0,997991 0,951769  0,127000
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,004481 1,000000 0,809085  0,999967  0,087031 0,162319  0,997991 0,999967  0,033522
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,011620  0,999999  0,967113  0,992391 0,035120  0,075865  0,951769  0,999967 0,014371
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,000186  0,025332  0,001760  0,075865  0,996590  0,998292  0,127000  0,033522  0,014371

Tabela 35. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu mikrojgdrowego w komorkach MDA-MB-

231 dla prob napromienionych po uptywie 30h.

Test RIR Tukeya; zmienna: 30h (test MN MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} {2 {3 4} {5 {6} {7} {8} {9} {10}

préba eksperymentalna M=351,67 | M=585,67 | M=453,00 | M=508,00 | M=480,67 | M=613,67 | M=644,00 | M=654,67 | M=480,00 | M=598,00
kontrola napromieniana {1} 0,000179 0,000874 0,000186 0,000204 0,000179 0,000179 0,000179 0,000205 0,000179
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,000179 0,000196 0,012366 0,000618 0,870064 0,105502 0,033379 0,000583 0,999452|
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,000874 0,000196 0,147149 0,877416 0,000179 0,000179 0,000179 0,891406 0,000187|
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,000186 0,012366 0,147149 0,884529 0,000583 0,000192 0,000187 0,870064 0,002964
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,000204 0,000618 0,877416 0,884529 0,000196 0,000179 0,000179 1,000000 0,000274
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,000179  0,870064  0,000179  0,000583  0,000196 0,812330  0,474605  0,000195  0,996536
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,000179 0,105502 0,000179; 0,000192 0,000179 0,812330 0,999830 0,000179 0,328574|
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,000179 0,033379 0,000179 0,000187 0,000179 0,474605 0,999830 0,000179 0,124845
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,000205 0,000583 0,891406 0,870064 1,000000 0,000195 0,000179 0,000179 0,000266
BPA+promieniowanie {10} 0,000179  0,999452  0,000187  0,002964  0,000274  0,996536  0,328574  0,124845  0,000266
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Tabela 36. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu mikrojgdrowego w komorkach MDA-MB-

231 dla prob napromienionych po uptywie 36h.

Test RIR Tukeya; zmienna: 36h (test MN MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1 2 {3} 4} {5} {6} {7 ‘ {8} {9} {10}

proba eksperymentalna M=55433 | M=78500 | M=56533 | M=650,33 | M=81233 | M=772,33 | M=893,67 | M=853,33 | M=699,00  M=739,67
kontrola napromieniana {1} 0,000179 0,999973 0,017883 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000357 0,000188
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,000179 0,000179 0,000647 0,972370 0,999913 0,005715 0,178046 0,043043 0,665858
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,999973 0,000179 0,046895 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000695 0,000193
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,017883 0,000647 0,046895 0,000214 0,001762 0,000179 0,000179 0,580371 0,032241
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,000179 0,972370 0,000179 0,000214 0,793072 0,063938 0,770794 0,003763 0,128513
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,000179 0,999913 0,000179 0,001762 0,793072 0,001865 0,065739 0,122048 0,921912
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,000179  0,005715  0,000179  0,000179  0,063938  0,001865 0,785749  0,000186  0,000252
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,000179 0,178046 0,000179; 0,000179 0,770794 0,065739 0,785749 0,000250 0,003654|
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,000357 0,043043 0,000695 0,580371 0,003763 0,122048 0,000186 0,000250 0,778320
BPA+promieniowanie {10} 0,000188 0,665858 0,000193 0,032241 0,128513 0,921912 0,000252 0,003654 0,778320

Tabela 37. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu mikrojgdrowego w komorkach MDA-MB-

231 dla prob napromienionych po uptywie 42h.

Test RIR Tukeya; zmienna: 42h (test MN MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} ‘ 2 ‘ {3} ‘ [ {5} {6} ‘ {7} {8} {9} {10}

proba eksperymentalna M=44467 | M=479.33 | M=511,00 | M=535,00 | M=55267 | M=651,67 | M=631,67 | M=706,00 | M=438,33 & M=65567
kontrola napromieniana {1} 0,647053 0,035722 0,002084 0,000378 0,000179 0,000179 0,000179 0,999997 0,000179|
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,647053 0,745639 0,116024 0,015687 0,000179 0,000179 0,000179 0,434755 0,000179
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,035722 0,745639 0,931437 0,413975 0,000187 0,000220 0,000179 0,016988 0,000186
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,002084  0,116024  0,931437 0,989819  0,000245  0,001032  0,000179 ~ 0,001032  0,000220
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,000378 0,015687 0,413975 0,989819 0,000814 0,007960 0,000179 0,000267 0,000557
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,000179 0,000179 0,000187 0,000245 0,000814 0,976836 0,133105 0,000179 1,000000|
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,000179 0,000179 0,000220 0,001032 0,007960 0,976836 0,013922 0,000179 0,931437|
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,133105 0,013922 0,000179 0,197542]
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,999997 0,434755 0,016988 0,001032 0,000267 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179
BPA+promieniowanie {10} 0,000179 0,000179 0,000186 0,000220 0,000557 1,000000 0,931437 0,197542 0,000179

Tabela 38. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu mikrojgdrowego w komorkach MDA-MB-

231 dla prob nienapromienionych po uptywie 30h.

Test RIR Tukeya; zmienna: 30h' (test MN MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
{1} {2} {3} {4} {5 {6} {7} {8} {9} {10}

préba M=102,00 | M=59,333 | M=47,333 | M=60,000 | M=44,333 | M=71,500 | M=75,500 | M=66,000 | M=84,667 | M=71,667
kontrola {1} 0,014515  0,001668  0,032591  0,001035  0,206227  0,354583  0,088388  0,743722  0,137011
GNP 100nm (24h) {2} 0,014515 0,919270  1,000000  0,774389  0,952748  0,805662  0,999264  0,190910  0,907031
GNP 50nm (24h) {3} 0,001668  0,919270 0,940746  0,999998  0,355768  0,195777  0,666868  0,017267  0,227896
GNP 100nm (4h)+BPA {4} 0,032591 1,000000  0,940746 0,830057  0,980692  0,894202  0,999847  0,331858  0,962993
GNP 100nm (24h)+BPA {5} 0,001035  0,774389  0,999998  0,830057 0,229274  0,118869  0,489008  0,009226  0,131860
GNP 50nm (4h)+BPA {6} 0,206227  0,952748  0,355768  0,980692  0,229274 0,999995  0,999925  0,926901 1,000000
GNP 50nm (24h)+BPA {7} 0,354583  0,805662  0,195777  0,894202  0,118869  0,999995 0,994696  0,992177  0,999992
GNP 100nm (4h) {8} 0,088388  0,999264 0,666868  0,999847  0,489008  0,999925  0,994696 0,666868  0,999798
GNP 50nm (4h) {9} 0,743722  0,190910  0,017267  0,331858  0,009226  0,926901  0,992177  0,666868 0,879447
BPA {10} 0,137011  0,907031  0,227896  0,962993  0,131860  1,000000  0,999992  0,999798  0,879447

Tabela 39. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu mikrojgdrowego w komorkach MDA-MB-

231 dla prob nienapromienionych po wplhywie 36h.

Test RIR Tukeya; zmienna: 36h' (test MN MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} {2 {3} {4} {5} {6} {ry ‘ {8 {9} {10}

préba M=161,00 | M=79,333 | M=87,667 | M=116,67 | M=101,33 | M=106,50 | M=104,00 | M=100,00 | M=130,50 | M=92,333
kontrola {1} 0,000213  0,000221 0,004176  0,000381 0,001518  0,001031 0,003354  0,114535  0,000237
GNP 100nm (24h) {2} 0,000213 0,979189  0,006982  0,208012  0,130184  0,205469  0,673398  0,001189  0,787322
GNP 50nm (24h) {3} 0,000221 0,979189 0,046414  0,741964  0,507093  0,673737  0,972387  0,005617  0,999697
GNP 100nm (4h)+BPA {4} 0,004176  0,006982  0,046414 0,619547  0,964481 0,884072  0,860516  0,826841 0,129236
GNP 100nm (24h)+BPA {5} 0,000381 0,208012  0,741964  0,619547 0,999720  0,999999  1,000000  0,088680  0,966594
GNP 50nm (4h)+BPA {6} 0,001518  0,130184  0,507093  0,964481 0,999720 1,000000  0,999833  0,325963  0,808478
GNP 50nm (24h)+BPA {7} 0,001031 0,205469  0,673737  0,884072  0,999999  1,000000 0,999997  0,223356  0,923326
GNP 100nm (4h) {8} 0,003354  0,673398  0,972387  0,860516  1,000000  0,999833  0,999997 0,285568  0,999017
GNP 50nm (4h) {9} 0,114535  0,001189  0,005617  0,826841 0,088680  0,325963  0,223356  0,285568 0,014401
BPA {10} 0,000237  0,787322  0,999697  0,129236  0,966594  0,808478  0,923326  0,999017  0,014401
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Tabela 40. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu mikrojgdrowego w komorkach MDA-MB-

231 dla prob nienapromienionych po uptywie 42h.

Test RIR Tukeya; zmienna: 42h' (test MN MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}

proba M=113,00 | M=37,333 | M=42,333 | M=56,667 | M=77,000 | M=93,000 | M=80,500 | M=66,667 | M=72,333 | M=80,000
kontrola {1} 0,000463  0,000811 0,006919  0,163575  0,875146  0,364063  0,034612  0,083272  0,243889
GNP 100nm (24h) {2} 0,000463 0,999973  0,741392  0,047312  0,007705  0,056862  0,250304  0,104630  0,027828
GNP 50nm (24h) {3} 0,000811 0,999973 0,936346  0,110494  0,017281 0,120406  0,472218  0,227513  0,066866
GNP 100nm (4h)+BPA {4} 0,006919  0,741392  0,936346 0,689094  0,156183  0,635749  0,993493  0,898194  0,525441
GNP 100nm (24h)+BPA {5} 0,163575  0,047312  0,110494  0,689094 0,936895  1,000000 0,991805  0,999985  1,000000
GNP 50nm (4h)+BPA {6} 0,875146  0,007705  0,017281 0,156183  0,936895 0,992482  0,513622  0,783334  0,981914
GNP 50nm (24h)+BPA {7} 0,364063  0,056862  0,120406  0,635749  1,000000  0,992482 0,973153  0,999388  1,000000
GNP 100nm (4h) {8} 0,034612  0,250304  0,472218  0,993493  0,991805 0,513622  0,973153 0,999922  0,957824
GNP 50nm (4h) {9} 0,083272  0,104630  0,227513  0,898194  0,999985  0,783334  0,999388  0,999922 0,999106
BPA {10} 0,243889  0,027828  0,066866  0,525441 1,000000  0,981914  1,000000  0,957824  0,999106

Tabela 41. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu mikrojgdrowego

dla prob napromienionych po uptywie 30h.

w komorkach MCF-7

Test RIR Tukeya; zmienna: 30h (test MN MCF-7)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} {2 {3} “ {5} {6} {7} {8} {9} {10}

préba eksperymentaina M=277,00 | M=56567 | M=564,00 | M=712,00 | M=65050 | M=609,67 | M=65533 | M=569,00  M=474,00 M=532,00
kontrola napromieniana {1} 0,000184 0,000184 0,000184 0,000184 0,000184 0,000184 0,000184 0,000241 0,000184
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,000184 1,000000 0,002718 0,290863 0,878085 0,133019 1,000000 0,117586 0,972696
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,000184  1,000000 0,002425  0,269072  0,854395  0,120047  1,000000  0,130333  0,980235
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,000184 0,002718 0,002425 0,687259 0,059007 0,653586 0,003431 0,000186 0,000386
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,000184 0,290863 0,269072 0,687259 0,955308 1,000000 0,338058 0,001257 0,046139
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,000184 ~ 0,878085  0,854395  0,059007  0,955308 0,854395  0,918435  0,005738  0,264845
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,000184 0,133019 0,120047 0,653586 1,000000 0,854395 0,162571 0,000367 0,013776
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,000184 1,000000 1,000000 0,003431 0,338058 0,918435 0,162571 0,095315 0,951793
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,000241 0,117586 0,130333 0,000186 0,001257 0,005738 0,000367 0,095315 0,626178
BPA+promieniowanie {10} 0,000184  0,972696 _ 0,980235  0,000386  0,046139  0,264845  0,013776 _ 0,951793 _ 0,626178

Tabela 42. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu mikrojgdrowego w komorkach MCF-7

dla prob napromienionych po uptywie 36h.

Test RIR Tukeya; zmienna: 36h (test MN MCF-7)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} 2 {3} 4 {5} {6} {7 {8} {9} {10}

proba eksperymentalna M=351,33 | M=707,67 | M=83567 | M=82267 | M=10280 | M=973,00 | M=903,67 | M=81533 | M=881,33 | M=620,67
kontrola napromieniana {1} 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000179 0,000191
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,000179 0,050270 0,101832 0,000179 0,000193 0,000997 0,148050 0,003479 0,372369
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,000179  0,050270 0,999997  0,001208  0,029565  0,681234  0,999864  0,951222  0,000423
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,000179 0,101832 0,999997 0,000630 0,013819 0,464027 1,000000 0,822924 0,000737|
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,000179 0,000179 0,001208 0,000630 0,868628 0,061626 0,000462 0,017161 0,000179
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,000179 0,000193 0,029565 0,013819 0,868628 0,659085 0,008947 0,308717 0,000179
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,000179 ~ 0,000997  0,681234  0,464027  0,061626  0,659085 0,353438  0,999709  0,000188
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,000179 0,148050 0,999864 1,000000 0,000462 0,008947 0,353438 0,713851 0,001068
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,000179 0,003479 0,951222 0,822924 0,017161 0,308717 0,999709 0,713851 0,000196
BPA+promieniowanie {10} 0,000191 0,372369 0,000423 0,000737 0,000179 0,000179; 0,000188 0,001068; 0,000196

Tabela 43. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu mikrojgdrowego w komorkach MCF-7

dla prob napromienionych po upbywie 42h.

Test RIR Tukeya; zmienna: 42h (test MN MCF-7)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} ‘ 2 ‘ {3} ‘ 4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}

proba eksperymentalna M=304,00 | M=491,33 | M=611,00 | M=676,33 | M=676,50 | M=613,67 | M=631,33 | M=628,33 | M=400,67 & M=47333
kontrola napromieniana {1} 0,002496 0,000185 0,000184 0,000184 0,000185 0,000184 0,000184 0,286746 0,006737
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,002496 0,099832 0,002831 0,008296 0,087291 0,034383 0,040436 0,362926 0,999961
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,000185  0,099832 0,756152  0,847073  1,000000  0,999893  0,999972  0,000779  0,039009
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,000184 0,002831 0,756152 1,000000 0,794245 0,962547 0,945368 0,000194 0,001105|
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,000184 0,008296 0,847073 1,000000 0,874352 0,980922 0,971293 0,000253 0,003394
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,000185 0,087291 1,000000 0,794245 0,874352 0,999967 0,999993 0,000692 0,033762
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,000184 ~ 0,034383  0,999893  0,962547  0,980922  0,999967 1,000000  0,000362  0,012709
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,000184 0,040436 0,999972 0,945368 0,971293 0,999993 1,000000 0,000396 0,015028
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,286746 0,362926 0,000779 0,000194 0,000253 0,000692 0,000362 0,000396 0,641707
BPA+promieniowanie {10} 0,006737 0,999961 0,039009 0,001105 0,003394 0,033762 0,012709 0,015028 0,641707
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Tabela 44. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla
dla prob nienapromienionych po uptywie 30h.

testu mikrojgdrowego

w komorkach MCF-7

Test RIR Tukeya; zmienna: 30h' (test MN MCF-7)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
{1} {2 {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}

préba M=72,500 | M=51,333 | M=87,000 | M=48,000 | M=71,333 | M=44,667 | M=61,333 | M=48,000 | M=45,000 | M=86,667
kontrola {1} 0,299715  0,751248  0,239797  1,000000  0,075056  0,926465 0,156127  0,081018  0,773158
GNP 100nm (24h) {2} 0,299715 0,004072  0,999991 0,240012  0,994315  0,925978  0,999977  0,996076  0,004456
GNP 100nm (4h) {3} 0,751248  0,004072 0,005036  0,535232  0,000761 0,061515  0,001687  0,000818  1,000000
BPA {4} 0,239797  0,999991 0,005036 0,198350  0,999991 0,824358  1,000000  0,999996  0,005464
GNP 50nm (24h) {5} 1,000000  0,240012  0,535232  0,198350 0,047329  0,925978  0,111062  0,051676  0,562283
GNP 50nm (4h) {6} 0,075056  0,994315  0,000761 0,999991 0,047329 0,456179  0,999977  1,000000  0,000818
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,926465  0,925978  0,061515  0,824358  0,925978  0,456179 0,723579  0,482173  0,067066
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,156127  0,999977  0,001687  1,000000  0,111062  0,999977  0,723579 0,999991 0,001840
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,081018  0,996076  0,000818  0,999996  0,051676  1,000000  0,482173  0,999991 0,000882
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,773158  0,004456  1,000000  0,005464  0,562283  0,000818  0,067066  0,001840  0,000882

Tabela 45. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla
dla prob nienapromienionych po wplywie 36h.

testu mikrojgdrowego

w komorkach MCF-7

Test RIR Tukeya; zmienna: 36h' (test MN MCF-7)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} {2 {3 {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}

préba M=108,00 | M=79,667 | M=107,00 | M=84,000 | M=98,333 | M=64,667 | M=99,500 | M=67,000 | M=58,000 | M=107,67
kontrola {1} 0,208502  1,000000  0,504262  0,990731 0,014074  0,998121 0,021903  0,009089  1,000000
GNP 100nm (24h) {2} 0,208502 0,145135  0,999983  0,564581 0,796642  0,625724  0,907116  0,518160  0,127982
GNP 100nm (4h) {3} 1,000000  0,145135 0,443165  0,990579  0,006614  0,998547  0,010821 0,004844  1,000000
BPA {4} 0,504262  0,999983  0,443165 0,901259  0,655120  0,907527  0,784980  0,404126  0,407662
GNP 50nm (24h) {5} 0,990731 0,564581 0,990579  0,901259 0,041131 1,000000 0,066386  0,024838  0,984530
GNP 50nm (4h) {6} 0,014074  0,796642  0,006614  0,655120  0,041131 0,068809  1,000000  0,999416  0,005754
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,998121 0,625724  0,998547  0,907527  1,000000  0,068809 0,104176  0,039310  0,997226
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,021903  0,907116  0,010821 0,784980  0,066386  1,000000  0,104176 0,994376  0,009398
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,009089  0,518160  0,004844  0,404126  0,024838  0,999416  0,039310  0,994376 0,004284
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 1,000000  0,127982  1,000000  0,407662  0,984530  0,005754  0,997226  0,009398  0,004284

Tabela 46. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla
dla prob nienapromienionych po uptywie 42h.

testu mikrojgdrowego

w komorkach MCF-7

Test RIR Tukeya; zmienna: 42h' (test MN MCF-7)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
] @ ) @ 5] © ] @) © {10}

préba M=65,333 | M=57,333 | M=86,333 | M=64,500 | M=62,333 | M=52,667 | M=46,000 | M=39,333 | M=48,333 | M=70,667
kontrola {1} 0,988249  0,265084  1,000000  0,999995  0,836461 0,361875  0,088620  0,526058  0,999424
GNP 100nm (24h) {2} 0,988249 0,042404  0,997607  0,999655  0,999803  0,904551 0,452373  0,974614  0,795411
GNP 100nm (4h) {3} 0,265084  0,042404 0,349564  0,140717  0,012695  0,002245  0,000507 ~ 0,004080  0,627640
BPA {4} 1,000000  0,997607  0,349564 1,000000  0,933760  0,560378  0,194809  0,717847  0,999249
GNP 50nm (24h) {5} 0,999995  0,999655  0,140717  1,000000 0,960656  0,576672  0,175369  0,750563  0,984562
GNP 50nm (4h) {6} 0,836461 0,999803  0,012695  0,933760  0,960656 0,996785  0,795411 0,999893  0,452373
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,361875  0,904551 0,002245  0,560378  0,576672  0,996785 0,996785  0,999999  0,120987
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,088620  0,452373  0,000507  0,194809  0,175369  0,795411 0,996785 0,974614  0,023344
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,526058  0,974614  0,004080  0,717847  0,750563  0,999893  0,999999  0,974614 0,202180
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,999424  0,795411 0,627640  0,999249  0,984562  0,452373  0,120987  0,023344  0,202180

Tabela 47. Wyniki analizy post-hoc Tukey 'a dla testu ognisk naprawczych y-H2AX dla komorek

MDA-MB-231 dla prob napromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: fluorescencja (gamma H2AX MDA)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} {2 {3 4} {5} {6} {7} {8 {9} {10}

préba eksperymentalna M=304,00 | M=427,50 | M=44350 @ M=356,00 | M=517,00 | M=540,00 | M=644,00 | M=405,00 | M=33550 | M=577,00
kontrola napromieniana {1} 0,749894  0,626647  0,998340 0,178965  0,111387  0,012034  0,892628  0,999970  0,050511
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,749894 1,000000  0,991553  0,965156  0,883845  0,242163  0,999999  0,959159  0,650453
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,626647  1,000000 0,969491  0,989840  0,946680  0,318030  0,999925  0,904435  0,761823]
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,998340  0,991553  0,969491 0,567997  0,412840  0,062782  0,999475  1,000000  0,223666
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,178965  0,965156  0,989840  0,567997 0,999999  0,803509  0,886242  0,428559  0,997561
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,111387  0,883845  0,946680  0,412840  0,999999 0,920849  0,751825  0,297585  0,999946
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,012034  0,242163  0,318030  0,062782  0,803509  0,920849 0,161165  0,041928  0,994601
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,892628  0,999999  0,999925  0,999475  0,886242  0,751825  0,161165 0,993035  0,491083
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,999970  0,959159  0,904435  1,000000  0,428559  0,297585  0,041928  0,993035 0,153831
BPA+promieniowanie {10} 0,050511  0,650453  0,761823  0,223666 _ 0,997561 0,999946  0,994601  0,491083  0,153831
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Tabela 48. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu ognisk naprawczych y-H2AX dla komorek

MDA-MB-231 dla prob nienapromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: fluorescencja 2 (gamma H2AX MDA)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
{1} 2 {3} {4} {5} {6} {ry {8 {9} {10}

préba M=197,00 | M=182,33 | M=222,50 | M=204,00 | M=141,50 | M=19233 | M=196,67 | M=180,67 | M=154,00 | M=224,00
kontrola {1} 0,998008  0,959850  0,999998  0,277030  1,000000  1,000000  0,995560  0,585981  0,899068
GNP 100nm (24h) {2} 0,998008 0,665519  0,985498  0,646916  0,999904  0,998325  1,000000  0,927378  0,486641
GNP 100nm (4h) {3} 0,959850  0,665519 0,997499  0,063663  0,899408  0,956681  0,618831  0,164048  1,000000
BPA {4} 0,999998  0,985498  0,997499 0,248020  0,999864  0,999997  0,976624  0,512378  0,991550
GNP 50nm (24h) {5} 0,277030  0,646916  0,063663  0,248020 0,378283  0,283559  0,693116  0,999886  0,029919
GNP 50nm (4h) {6} 1,000000  0,999904  0,899408  0,999864  0,378283 1,000000  0,999663  0,715719  0,790897
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 1,000000  0,998325  0,956681  0,999997  0,283559  1,000000 0,996174  0,595363  0,892698
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,995560  1,000000 0,618831  0,976624  0,693116  0,999663  0,996174 0,948014  0,437495
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,685981  0,927378  0,164048  0,512378  0,999886  0,715719  0,595363  0,948014 0,089199
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,899068  0,486641 1,000000  0,991550  0,029919  0,790897  0,892698  0,437495  0,089199

Tabela 49. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu ognisk naprawczych y-H2AX dla komorek

MCF-7 dla prob napromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: fluorescencja (test gamma-H2AX mcf-7)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} {2 {3} 4} {5} {6} {7y {8} {9} {10}

préba eksperymentalna M=159,67 | M=289,00 | M=280,00 | M=303,50 | M=270,00 | M=251,00 | M=519,50 | M=226,67 | M=272,33 | M=446,00
kontrola napromieniana {1} 0,127474 0,182044 0,131057 0,390638 0,621482 0,000230 0,817188 0,242792 0,000658
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,127474 1,000000 0,999999 0,999988 0,996816 0,004469 0,867637 0,999990 0,080413|
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,182044  1,000000 0,999928  1,000000  0,999601  0,003170  0,940300  1,000000  0,056946
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,131057 0,999999 0,999928 0,999393 0,984020 0,016622 0,796691 0,999295 0,211895
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,390638 0,999988 1,000000 0,999393 0,999994 0,004971 0,991872 1,000000 0,069930
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,621482  0,996816  0,999601  0,984020  0,999994 0,002573  0,999904  0,999968  0,035599
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,000230 0,004469 0,003170 0,016622 0,004971 0,002573 0,000556 0,002383 0,889612]
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,817188 0,867637 0,940300 0,796691 0,991872 0,999904 0,000556 0,976069 0,006905
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,242792 0,999990 1,000000 0,999295 1,000000 0,999968 0,002383 0,976069 0,042234
BPA+promieniowanie {10} 0,000658  0,080413  0,056946  0,211895  0,069930  0,035599  0,889612  0,006905  0,042234

Tabela 50. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu ognisk naprawczych y-H2AX dla komorek

MCF-7 dla prob nienapromienionych.

Test RIR Tukeya; zmienna: fluorescencja’ (test gamma-H2AX mcf-7)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} 12 {3} {4} {5} {6} {r {8} {9} {10}

préba M=177,67 | M=222,00 | M=167,33 | M=141,00 | M=270,50 | M=136,67 | M=363,50 | M=118,00 | M=224,00 | M=163,50
kontrola {1} 0,982533  1,000000  0,995170  0,505188  0,978426  0,017502  0,904471  0,976937  0,999998
GNP 100nm (24h) {2} 0,982533 0,939460  0,755497  0,982682  0,605301  0,158821  0,478074  1,000000  0,946757
GNP 100nm (4h) {3} 1,000000  0,939460 0,999605  0,378999  0,997024  0,011632  0,966234  0,926643  1,000000
BPA {4} 0,995170  0,755497  0,999605 0,233856  1,000000  0,008860  0,999937  0,732455  0,999948
GNP 50nm (24h) {5} 0,505188  0,982682  0,378999  0,233856 0,133836  0,611198  0,109380  0,986824  0,443778
GNP 50nm (4h) {6} 0,978426  0,605301  0,997024  1,000000  0,133836 0,003583  0,999977  0,578318  0,999542
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,017502  0,158821  0,011632  0,008860  0,611198  0,003583 0,003964  0,169665  0,019923
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,904471  0,478074  0,966234  0,999937  0,109380  0,999977  0,003964 0,455079  0,988586
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,976937  1,000000 0,926643  0,732455  0,986824  0,578318  0,169665  0,455079 0,936017
GNP 50nm (4h)}+BPA {10} 0,999998  0,946757  1,000000  0,999948  0,443778  0,999542  0,019923  0,988586 _ 0,936017

Tabela 51. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MDA-

MB-231 dla prob napromienionych — zywe komorki.

Test RIR Tukeya; zmienna: zywe komorki (Test apoptozy MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} {2 {3} 4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}

préba eksperymentalna M=90,900 | M=91,967 | M=90,400 | M=91,900 | M=91,667 | M=92,367 | M=91,933 | M=92,100 | M=92,667 | M=92,367
kontrola napromieniana {1} 0,998799 0,999998 0,999273 0,999915 0,987609 0,999060 0,997040 0,959411 0,987609
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,998799 0,980817  1,000000  1,000000  1,000000  1,000000  1,000000  0,999960  1,000000
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,999998  0,980817 0,985593  0,995579  0,925219  0,983330  0,967834  0,847199  0,925219
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,999273 1,000000 0,985593 1,000000 0,999999 1,000000 1,000000 0,999915 0,999999
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,999915 1,000000 0,995579 1,000000! 0,999960 1,000000! 0,999999 0,999273 0,999960
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,987609  1,000000  0,925219  0,999999  0,999960 0,999999  1,000000  1,000000  1,000000
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,999060 1,000000 0,983330 1,000000 1,000000 0,999999 1,000000 0,999941 0,999999
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,997040 1,000000 0,967834 1,000000! 0,999999 1,000000 1,000000 0,999993 1,000000|
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,959411  0,999960  0,847199  0,999915  0,999273  1,000000  0,999941  0,999993 1,000000
BPA+promieniowanie {10} 0,987609  1,000000  0,925219  0,999999  0,999960  1,000000  0,999999  1,000000  1,000000
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Tabela 52. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MDA-

MB-231 dla prob napromienionych — komorki wczesnoapoptotyczne.

Test RIR Tukeya; zmienna: wczesnoapoptotyczne (Test apoptozy MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

{1 2 3 {4 {5} ‘ {6} " ‘ {8 9 {10}
préba eksperymentalna M=,70000 | M=,60000 | M=,70000 | M=,60000 | M=,66667 | M=,50000 | M=,76667 | M=,90000 | M=,63333 | M=,56667
kontrola napromieniana {1} 0,999942  1,000000  0,999942  1,000000 0,987756  0,999998  0,987756  0,999998  0,999399
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,999942 0,999942  1,000000  0,999998  0,999942  0,996648  0,868383  1,000000  1,000000
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 1,000000  0,999942 0,999942  1,000000  0,987756  0,999998  0,987756  0,999998  0,999399
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,999942  1,000000  0,999942 0,999998  0,999942  0,996648  0,868383  1,000000  1,000000
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 1,000000  0,999998  1,000000  0,999998 0,996648  0,999942  0,966884  1,000000  0,999942
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,987756  0,999942  0,987756  0,999942  0,996648 0,928181  0,591113  0,999399  0,999998
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,999998  0,996648  0,999998  0,996648  0,999942  0,928181 0,999399  0,999399  0,987756
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,987756  0,868383  0,987756  0,868383  0,966884  0,591113  0,999399 0,928181 0,788511
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,999998  1,000000  0,999998  1,000000  1,000000  0,999399  0,999399  0,928181 0,999998|
BPA+promieniowanie {10} 0,999399  1,000000  0,999399  1,000000  0,999942  0,999998  0,987756  0,788511 0,999998

Tabela 53. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MDA-

MB-231 dla prob napromienionych — komorki poznoapoptotyczne i nekrotyczne.

Test RIR Tukeya; zmienna: pézna apoptoza+nekroza (Test apoptozy MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000

[0 ‘ 2] ‘ {3 ‘ {4} {5} {6} @ {8} {9} {10}
préba eksperymentalna M=7,5500 | M=7,4000 | M=10,700 | M=6,6000 | M=7,7000 | M=8,0500 | M=8,4500 | M=6,1000 | M=5,8500 | M=7,0667
kontrola napromieniana {1} 1,000000  0,067237  0,978541 1,000000  0,999806  0,984794  0,803887  0,650868  0,999692
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 1,000000 0,027726  0,987224  0,999985  0,996997  0,934610  0,818011 0,652203  0,999963|
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,067237  0,027726 0,010967  0,051961 0,167157  0,322025  0,004327  0,002774  0,013771
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,978541  0,987224  0,010967 0,916546  0,803887  0,553431  0,999806  0,995626  0,999768
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 1,000000  0,999985  0,051961 0,916546 0,999978  0,991723  0,616569  0,443464  0,994450
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,999806  0,996997  0,167157  0,803887  0,999978 0,999969  0,489949  0,347096  0,954492
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,984794  0,934610  0,322025  0,553431  0,991723  0,999969 0,275752  0,182253  0,766440)
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,803887  0,818011 0,004327  0,999806  0,616569  0,489949  0,275752 0,999999  0,958741
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,650868  0,652203  0,002774  0,995626  0,443464  0,347096  0,182253  0,999999 0,863903|
BPA+promieniowanie {10} 0,999692  0,999963  0,013771 0,999768  0,994450  0,954492  0,766440  0,958741 0,863903

Tabela 54. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MDA-

MB-231 dla prob nienapromienionych — zywe komorki.

Test RIR Tukeya; zmienna: zywe kom. (Test apoptozy MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
{1} {2} {3} ‘ {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}

préba M=92,233 | M=94,633 | M=94,067 | M=95,633 | M=93,200 | M=94,500 | M=91,400 | M=93,300 | M=92,000 | M=93,200
kontrola {1} 0,742949  0,927334  0,318703  0,999073  0,796222  0,999714  0,998011 1,000000  0,999073
GNP 100nm (24h) {2} 0,742949 0,999989  0,998795  0,983603  1,000000 0,380472  0,989923  0,641188  0,983603
GNP 50nm (24h) {3} 0,927334  0,999989 0,970998  0,999609  0,999999  0,626163  0,999855  0,865724  0,999609
GNP 100nm (4h)+BPA {4} 0,318703  0,998795  0,970998 0,728955  0,996859  0,111972  0,770173  0,243660  0,728955
GNP 100nm (24h)+BPA {5} 0,999073  0,983603  0,999609  0,728955 0,991547  0,934318  1,000000  0,995218  1,000000
GNP 50nm (4h)+BPA {6} 0,796222  1,000000  0,999999  0,996859  0,991547 0,434332  0,995218  0,700321  0,991547
GNP 50nm (24h)+BPA {7} 0,999714  0,380472  0,626163  0,111972  0,934318  0,434332 0,912010  0,999981  0,934318
GNP 100nm (4h) {8} 0,998011  0,989923  0,999855 0,770173  1,000000  0,995218  0,912010 0,991547  1,000000
GNP 50nm (4h) {9} 1,000000 0,641188  0,865724  0,243660  0,995218  0,700321  0,999981  0,991547 0,995218
BPA {10} 0,999073  0,983603  0,999609  0,728955  1,000000  0,991547  0,934318  1,000000  0,995218

Tabela 55. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MDA-

MB-231 dla prob nienapromienionych — komorki wczesnoapoptotyczne.

Test RIR Tukeya; zmienna: wczesna apoptoza (Test apoptozy MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} 2 {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}

préba M=,96667 | M=,56667 | M=,86667 | M=,50000 | M=,86667 & M=,83333 | M=1,4333 | M=1,3000 | M=1,5333 | M=,90000
kontrola {1} 0,981578  1,000000  0,952198  1,000000  0,999997  0,952198  0,994744  0,865620  1,000000
GNP 100nm (24h) {2} 0,981578 0,997589  1,000000  0,997589  0,999027  0,409120  0,622425  0,276385  0,994744
GNP 50nm (24h) {3} 1,000000  0,997589 0,989707  1,000000  1,000000  0,865620  0,969354  0,729619  1,000000
GNP 100nm (4h)+BPA {4} 0,952198  1,000000  0,989707 0,989707  0,994744  0,317139  0,512886  0,206431  0,981578
GNP 100nm (24h)+BPA {5} 1,000000  0,997589  1,000000  0,989707 1,000000 0,865620  0,969354  0,729619  1,000000
GNP 50nm (4h)+BPA {6} 0,999997  0,999027  1,000000  0,994744  1,000000 0,825007  0,952198  0,676898  1,000000
GNP 50nm (24h)+BPA {7} 0,952198  0,409120  0,865620  0,317139  0,865620  0,825007 0,999997  1,000000  0,900527
GNP 100nm (4h) {8} 0,994744  0,622425  0,969354  0,512886  0,969354  0,952198  0,999997 0,999662  0,981578
GNP 50nm (4h) {9} 0,865620  0,276385  0,729619  0,206431  0,729619  0,676898  1,000000  0,999662 0,779362
BPA {10} 1,000000  0,994744  1,000000  0,981578  1,000000  1,000000  0,900527  0,981578  0,779362
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Tabela 56. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MDA-

MB-231 dla prob nienapromienionych — komorki poznoapoptotyczne i nekrotyczne.

Test RIR Tukeya; zmienna: pdzna apoptoza (Test apoptozy MDA-MB-231)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
{1} 2 {3} {4} {5} {6} {ry {8} {9} {10}

préba M=8,7500 | M=4,8000 | M=5,1333 | M=3,8667 | M=5,9000 | M=4,6667 | M=7,1333 | M=6,5000 | M=7,8000 | M=5,9000
kontrola {1} 0,000201 0,000227  0,000193  0,001020  0,000197  0,105039  0,020260  0,769915  0,001020
GNP 100nm (24h) {2} 0,000201 0,998683  0,566639  0,360825  0,999999  0,002383  0,077763  0,000643  0,360825
GNP 50nm (24h) {3} 0,000227  0,998683 0,207213  0,780477  0,985098  0,009945  0,242107  0,001927  0,780477
GNP 100nm (4h)+BPA {4} 0,000193  0,566639  0,207213 0,008595  0,740507  0,000222  0,002175  0,000201 0,008595
GNP 100nm (24h)+BPA {5} 0,001020  0,360825  0,780477  0,008595 0,233087  0,233087  0,964021 0,036735  1,000000
GNP 50nm (4h)+BPA {6} 0,000197  0,999999  0,985098  0,740507  0,233087 0,001391 0,047337  0,000457  0,233087
GNP 50nm (24h)+BPA {7} 0,105039  0,002383  0,009945  0,000222  0,233087  0,001391 0,950591 0,934123  0,233087
GNP 100nm (4h) {8} 0,020260  0,077763  0,242107  0,002175  0,964021 0,047337  0,950591 0,404631  0,964021
GNP 50nm (4h) {9} 0,769915  0,000643  0,001927  0,000201 0,036735  0,000457  0,934123  0,404631 0,036735
BPA {10} 0,001020  0,360825  0,780477  0,008595  1,000000  0,233087  0,233087  0,964021 0,036735

Tabela 57. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MCF-7

dla prob napromienionych — Zywe komorki.

Test RIR Tukeya; zmienna: zywe komorki (test apoptozy MCF-7)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} {2 {3 4} {5} {6} {7} {8 {9} {10}

préba eksperymentaina M=86,133 | M=78,333 | M=77,967 | M=82,500 | M=81,400  M=79,033 | M=81,233  M=79,133 | M=83,300  M=88,633
kontrola napromieniana {1} 0,472993 0,413836 0,993271 0,927817 0,592485 0,913150 0,609863 0,997532 0,999058
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,472993 1,000000 0,982881 0,995560 1,000000 0,997064 1,000000 0,906805 0,160926|
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,413836  1,000000 0,970687 ~ 0,990124  0,999999  0,993020  0,999998  0,867106  0,133689
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,993271 0,982881 0,970687 1,000000 0,995192 0,999999 0,996122 1,000000 0,848286
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,927817 0,995560 0,990124 1,000000 0,999387 1,000000 0,999565 0,999896 0,569336
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,592485  1,000000  0,999999  0,995192  0,999387 0,999657  1,000000  0,960060  0,225574
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,913150  0,997064  0,993020  0,999999  1,000000  0,999657 0,999764  0,999793  0,540550
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,609863 1,000000 0,999998 0,996122 0,999565 1,000000 0,999764 0,965363 0,236247
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,997532 0,906805 0,867106 1,000000! 0,999896 0,960060 0,999793 0,965363 0,867106
BPA+promieniowanie {10} 0,999058  0,160926  0,133689  0,848286  0,569336  0,225574  0,540550  0,236247 _ 0,867106

Tabela 58. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MCF-7

dla prob napromienionych — komorki wczesnoapoptotyczne.

Test RIR Tukeya; zmienna: wczesna apoptoza (test apoptozy MCF-7)
Zaznaczone réznice s istotne z p < ,05000
{1} {2} {3} 4 {5} {6} {7 {8} {9} {10}

proba eksperymentalna M=1,0333 | M=2,6500 | M=,55000 | M=,60000 | M=1,0333 | M=,35000 | M=1,9000  M=2,4000 | M=3,1500 & M=,93333
kontrola napromieniana {1} 0,454947 0,999175 0,999650 1,000000 0,989699 0,954754 0,652866 0,173615 1,000000|
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,454947 0,262769 0,287464 0,454947 0,180082 0,989561 0,999998 0,999472 0,383585
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,999175  0,262769 1,000000  0,999175  1,000000  0,757630  0,402781  0,098107  0,999870
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,999650 0,287464 1,000000 0,999650 0,999998 0,790709 0,435402 0,108835 0,999959
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 1,000000 0,454947 0,999175 0,999650 0,989699 0,954754 0,652866 0,173615 1,000000|
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,989699  0,180082  1,000000  0,999998  0,989699 0,613860  0,287464  0,064305  0,996599
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,954754  0,989561  0,757630  0,790709  0,954754  0,613860 0,999472  0,821880  0,918214
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,652866 0,999998 0,402781 0,435402 0,652866 0,287464 0,999472 0,989561 0,572101
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,173615 0,999472 0,098107 0,108835 0,173615 0,064305 0,821880 0,989561 0,139610
BPA+promieniowanie {10} 1,000000  0,383585  0,999870  0,999959  1,000000  0,996599 0918214  0,572101  0,139610

Tabela 59. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MCF-7

dla prob napromienionych — komorki poznoapoptotyczne i nekrotyczne.

Test RIR Tukeya; zmienna: pdzna apoptoza+nekroza (test apoptozy MCF-7)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} ‘ {2 ‘ {3} ‘ 4 {5} ‘ {6} {7} {8} {9} {10}

préba eksperymentalna M=12,867 | M=17,000 | M=24,000 | M=16,150 | M=17,567 | M=17,250 | M=20,450 | M=23,600 | M=15,600 | M=11,150
kontrola napromieniana {1} 0,640656 0,005102 0,847702 0,361114 0,574093 0,072423 0,006809 0,937856 0,996829
GNP 100nm (24h)+promieniowanie {2} 0,640656 0,172418 0,999995 1,000000 1,000000 0,873753 0,221411 0,999668 0,343100
GNP 50nm (24h)+promieniowanie {3} 0,005102  0,172418 0,098716  0,167286  0,201819  0,856261  1,000000  0,067971  0,003355
GNP 100nm (4h)+BPA+promieniowanie {4} 0,847702  0,999995  0,098716 0,999254  0,999954  0,695564  0,128833  1,000000  0,526605
GNP 100nm (24h)+BPA+promieniowanie {5} 0,361114 1,000000 0,167286 0,999254 1,000000 0,917804 0,220168 0,991735 0,169248
GNP 50nm (4h)+BPA+promieniowanie {6} 0,574093 1,000000 0,201819 0,999954 1,000000 0,912196 0,257572 0,998806 0,298082
GNP 50nm (24h)+BPA+promieniowanie {7} 0,072423  0,873753  0,856261  0,695564  0,917804  0,912196 0,918933  0,562438  0,036536
GNP 100nm (4h)+promieniowanie {8} 0,006809 0,221411 1,000000 0,128833 0,220168 0,257572 0,918933 0,089221 0,004326
GNP 50nm (4h)+promieniowanie {9} 0,937856 0,999668 0,067971 1,000000 0,991735 0,998806 0,562438 0,089221 0,659535
BPA+promieniowanie {10} 0,996829  0,343100  0,003355  0,526605  0,169248  0,298082  0,036536 _ 0,004326 _ 0,659535
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Tabela 60. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MCF-7

dla prob nienapromienionych — zywe komorki.

Test RIR Tukeya; zmienna: zywe komorki' (test apoptozy MCF-7)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}

préba M=76,833 | M=79,400 | M=74,867 | M=55,633 | M=64,667 | M=79,067 | M=62,300 | M=60,333 | M=64,500 | M=79,733
kontrola {1} 0,999912  0,999991 0,008079  0,311214  0,999973  0,136682  0,062589  0,295192  0,999760
GNP 100nm (24h) {2} 0,999912 0,992630  0,002595  0,126678  1,000000  0,048708  0,020847  0,118826  1,000000
GNP 100nm (4h) {3} 0,999991 0,992630 0,019369  0,534999  0,995736  0,273854  0,136682  0,514119  0,987961
BPA {4} 0,008079  0,002595  0,019369 0,682631 0,002999  0,918015  0,990510  0,703145  0,002249
GNP 50nm (24h) {5} 0,311214  0,126678  0,534999  0,682631 0,143718  0,999955  0,994658  1,000000  0,111393
GNP 50nm (4h) {6} 0,999973  1,000000 0,995736  0,002999  0,143718 0,056019  0,024129  0,134970  1,000000
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,136682  0,048708  0,273854  0,918015  0,999955  0,056019 0,999991 0,999976  0,042296
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,062589  0,020847  0,136682  0,990510  0,994658  0,024129  0,999991 0,995988  0,017998
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,295192  0,118826  0,514119  0,703145  1,000000  0,134970  0,999976  0,995988 0,104370
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,999760  1,000000  0,987961 0,002249  0,111393  1,000000  0,042296  0,017998  0,104370

Tabela 61. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MCF-7

dla prob nienapromienionych — komorki wczesnoapoptotyczne.

Test RIR Tukeya; zmienna: wczesna apoptoza' (test apoptozy MCF-7)
Zaznaczone réznice sg istotne z p < ,05000
{1} 2 {3} {4} {5} {6} {r} {8} {9} {10}

préba M=,95000 | M=1,4000 | M=1,9667 | M=1,0000 | M=1,3000 | M=1,9333 | M=3,0000 | M=2,1333 | M=1,7333 | M=1,1000
kontrola {1} 0,989505  0,479091 1,000000  0,998310  0,521405  0,019858  0,294089  0,775514  0,999999
GNP 100nm (24h) {2} 0,989505 0,916291 0,989939  1,000000  0,939685  0,062207  0,731959  0,997270  0,999488
GNP 100nm (4h) {3} 0,479091 0,916291 0,402066  0,817586  1,000000  0,458483  0,999990  0,999833  0,673092
BPA {4} 1,000000  0,989939  0,402066 0,998778  0,446101 0,011421 0,222174  0,731959  1,000000
GNP 50nm (24h) {5} 0,998310  1,000000  0,817586  0,998778 0,855000  0,041106  0,588414  0,982845  0,999982
GNP 50nm (4h) {6} 0,521405  0,939685  1,000000  0,446101  0,855000 0,418452  0,999953  0,999953  0,715339
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,019858  0,062207  0,458483  0,011421 0,041106  0,418452 0,673092  0,222511  0,035567
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,294089  0,731959  0,999990  0,222174  0,588414  0,999953  0,673092 0,989939  0,458483
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,775514  0,997270  0,999833  0,731959  0,982845  0,999953  0,222511 0,989939 0,916443
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,999999  0,999488  0,673092  1,000000  0,999982  0,715339  0,035567  0,458483  0,916443

Tabela 62. Wyniki analizy post-hoc Tukey’a dla testu poziomu apoptozy w komorkach MCF-7

dla prob nienapromienionych — komorki poznoapoptotyczne i nekrotyczne.

Test RIR Tukeya; zmienna: p6zna apoptoza' (test apoptozy MCF-7)
Zaznaczone réznice sg istotne z p <,05000
] @ ) @ 9] O] U] @) © {10}

préba M=22,433 | M=17,950 | M=24,700 | M=25,900 | M=35,000 | M=20,400 | M=36,767 | M=38,767 | M=34,767 | M=20,000
kontrola {1} 0,545102  0,965301 0,716495  0,000255  0,982516  0,000191 0,000184  0,000276  0,947286
GNP 100nm (24h) {2} 0,545102 0,106589  0,035536  0,000186  0,971803  0,000184  0,000184  0,000187  0,991290
GNP 100nm (4h) {3} 0,965301 0,106589 0,999649  0,001165  0,455310  0,000309  0,000194  0,001471 0,343270
BPA {4} 0,716495  0,035536  0,999649 0,004073  0,176552  0,000691 0,000235  0,005249  0,121688
GNP 50nm (24h) {5} 0,000255 ~ 0,000186  0,001165  0,004073 0,000189  0,993289  0,622692  1,000000  0,000187
GNP 50nm (4h) {6} 0,982516  0,971803  0,455310  0,176552  0,000189 0,000184 ~ 0,000184  0,000191 1,000000
GNP 100nm (24h)+BPA {7} 0,000191 0,000184  0,000309  0,000691 0,993289  0,000184 0,984320  0,984320  0,000184
GNP 100nm (4h)+BPA {8} 0,000184  0,000184  0,000194  0,000235 0,622692  0,000184  0,984320 0,548279  0,000184
GNP 50 nm (24h)+BPA {9} 0,000276/  0,000187  0,001471 0,005249  1,000000  0,000191 0,984320  0,548279 0,000188
GNP 50nm (4h)+BPA {10} 0,947286  0,991290  0,343270  0,121688  0,000187  1,000000  0,000184  0,000184  0,000188
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Spis rycin
Rycina 1. a) Reakcja przebiegajaca w trakcie terapii borowo-neutronowej. b) Model reakcji
przebiegajacej w trakcie terapii borowo-neutronowej wraz z podanymi energiami

wytworzonych czastek (rycina wykonana na podstawie artykutu Wang et. al. (5)).

Rycina 2. Wz6r chemiczny (a) tetraboranu sodu (borax) oraz (b) kwasu borowego (zrodto:

wykonanie wtasne; Chemsketch).

Rycina 3. Wzo6r strukturalny (a) BSH oraz (b) L-borofenyloalaniny (zrodto: wykonanie wtasne;

Chemsketch).

Rycina 4. Liczba artykutow odnosnie badan klinicznych prowadzonych na poszczegdlnych

typach nowotworow (zrédto: Pubmed i Science Direct — rok 2023).

Rycina 5. Podziat nowotwordéw piersi ze wzgledu na podtoze molekularne 1 histologiczne

(zrodto: wykonanie wilasne).

Rycina 6. Schemat eksperymentu testu cytotoksycznosci w komorkach nowotworowych piersi

(zrédto: wykonanie wlasne).

Rycina 7. Schemat eksperymentu do analizy wnikania nanoczastek ztota (SSC) w komorkach

nowotworowych piersi (zrédto: wykonanie wilasne).

Rycina 8. Schemat przedstawiajacy wrazliwos¢ komorek na promieniowanie jonizujgce w

zaleznosci od fazy cyklu komérkowego (zrodto: na podstawie artykutu (95)).

Rycina 9. Schemat eksperymentu progresji cyklu komodrkowego w komodrkach

nowotworowych piersi (zrédto: wykonanie wilasne).

Rycina 10. Schemat eksperymentu przezywalnosci komoérkowej (test klonogenny) w

komoérkach nowotworowych piersi (zrodto: wykonanie wlasne).

Rycina 11. Schemat eksperymentu kinetyki powstawania mikrojader w komorkach

nowotworowych piersi (zrédlo: wykonanie wtlasne).

Rycina 12. Schemat eksperymentu ognisk naprawczych gamma-H2AX w komorkach

nowotworowych piersi (zrédlo: wykonanie wtasne).

Rycina 13. Schemat eksperymentu mierzacego poziom apoptozy w komodrkach

nowotworowych piersi (zrédlo: wykonanie wtasne).
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Rycina 14. Aktywno$¢ metaboliczna zmierzona za pomoca spektrofotometru w komorkach
MDA-MB-231 traktowanych réznymi stezeniami GNPs 100 nm z inkubacja 4-godzinng oraz

réznymi stezeniami BPA.

Rycina 15. Aktywno$¢ metaboliczna zmierzona za pomoca spektrofotometru w komorkach
MDA-MB-231 traktowanych réznymi stgzeniami GNPs 50 nm z inkubacja 4-godzinng oraz

réznymi stezeniami BPA.

Rycina 16. Aktywno$¢ metaboliczna zmierzona za pomocg spektrofotometru w komodrkach
MDA-MB-231 traktowanych r6znymi stgzeniami GNPs 100 nm z inkubacjg 24-godzinng oraz

réznymi stezeniami BPA.

Rycina 17. Aktywno$¢ metaboliczna zmierzona za pomocg spektrofotometru w komodrkach
MDA-MB-231 traktowanych r6znymi ste¢zeniami GNPs 50 nm z inkubacjg 24-godzinng oraz

réznymi stezeniami BPA.

Rycina 18. Aktywno$¢ metaboliczna zmierzona za pomocg spektrofotometru w komoérkach
MCF-7 traktowanych réznymi stezeniami GNPs 100 nm z inkubacja 4-godzinng oraz r6znymi

stezeniami BPA.

Rycina 19. Aktywno$¢ metaboliczna zmierzona za pomocg spektrofotometru w komoérkach
MCEF-7 traktowanych réznymi stezeniami GNPs 50 nm z inkubacjg 4-godzinng oraz r6znymi

stezeniami BPA.

Rycina 20. Aktywno$¢ metaboliczna zmierzona za pomocg spektrofotometru w komoérkach
MCF-7 traktowanych réznymi stezeniami GNPs 100 nm z inkubacja 24-godzinng oraz r6znymi

stezeniami BPA.

Rycina 21. Aktywno$¢ metaboliczna zmierzona za pomocg spektrofotometru w komoérkach
MCEF-7 traktowanych réznymi stezeniami GNPs 50 nm z inkubacja 24-godzinng oraz r6znymi

stezeniami BPA.

Rycina 22. Wnikanie nanoczastek ztota o rozmiarze 100 nm 1 50 nm do komérek MDA-MB-
231 w dawce 8 pl'ml! przez 4h i 24h. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci

wspotczynnika SSC + SD z trzech niezaleznych eksperymentow.

Rycina 23. Wnikanie nanoczastek ztota o rozmiarze 100 nm i 50 nm do komoérek MCF-7 w
dawce 8 pl-ml"! przez 4h i 24h. Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci wspotczynnika

SSC + SD z trzech niezaleznych eksperymentow.
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Rycina 24. Rozktad komoérek w poszczegolnych fazach cyklu komdrkowego zmierzonych za
pomoca cytometrii przeplywowej w komoérkach MDA-MB-231 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych
z dodanymi BPA i nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 25. Rozktad komoérek w poszczegolnych fazach cyklu komérkowego zmierzonych za
pomoca cytometrii przeplywowej w komoérkach MDA-MB-231 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych
z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 26. Rozktad komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego zmierzonych za
pomoca cytometrii przeptywowej w komorkach MDA-MB-231 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych
z nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 27. Rozktad komorek w poszczegolnych fazach cyklu komoérkowego zmierzonych za
pomoca cytometrii przeptywowej w komorkach MDA-MB-231 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych

z nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 28. Rozktad komorek w poszczegolnych fazach cyklu komoérkowego zmierzonych za
pomocg cytometrii przeptywowej w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA 1
nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 29. Rozktad komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komoérkowego zmierzonych za
pomoca cytometrii przeptywowej w komodrkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i
nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).
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Rycina 30. Rozktad komoérek w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego zmierzonych za
pomoca cytometrii przeptywowej w komodrkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z nanoczastkami ztota
(GNPs 100 nm).

Rycina 31. Rozktad komoérek w poszczegolnych fazach cyklu komérkowego zmierzonych za
pomoca cytometrii przeptywowej w komodrkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z nanoczastkami zlota
(GNPs 50 nm).

Rycina 32. Przezywalno$¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

probach badawczych z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 33. Przezywalno$¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

probach badawczych z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 34. Przezywalno$¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

probach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 35. Przezywalno$§¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

prébach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 36. Przezywalno$¢ komérkowa komorek linii nowotworowej MCF-7 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w prébach badawczych
z dodanymi BPA i nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).
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Rycina 37. Przezywalno$¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MCF-7 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w prébach badawczych
z dodanymi BPA i nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 38. Przezywalno$¢ komorkowa komorek linii nowotworowej MCF-7 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych

z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 39. Przezywalnos$¢ komérkowa komorek linit nowotworowej MCF-7 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych

z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 40. Kinetyka czestosci wystepowania mikrojader w komorkach MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

probach badawczych z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 41. Kinetyka czestosci wystepowania mikrojader w komorkach MDA-MB-231
napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 42. Kinetyka czestosci wystepowania mikrojader w komorkach MDA-MB-231
napromienionych promieniowanie mieszane (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

prébach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 43. Kinetyka czesto$ci wystepowania mikrojader w komorkach MDA-MB-231
napromienionych promieniowanie mieszane (50% promieniowanie neutronowe, 50%
promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

prébach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 44. Kinetyka czgstoSci wystgpowania mikrojader w komoérkach MCF-7
napromienionych neutronami w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

probach badawczych z dodanymi BPA i1 nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).
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Rycina 45. Kinetyka czgstosci wystgpowania mikrojader w komoérkach MCF-7
napromienionych neutronami w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

prébach badawczych z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 46. Kinetyka czestosci wystepowania mikrojader w komorkach MCF-7
napromienionych neutronami w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

prébach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 47. Kinetyka czgstosci wystepowania mikrojader w  komoérkach MCF-7
napromienionych neutronami w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

probach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 48. Intensywnos$¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie
neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane w

Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 49. Intensywnos$¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie
neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podane w

Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 50. Intensywnos$¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie
neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w

Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 51. Intensywnos$¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie
neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w

Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 52. Intensywno$¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komoérkach
MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe,
50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

probach badawczych z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 53. Intensywnos¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komoérkach

MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe,
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50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

prébach badawczych z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 54. Intensywnos$¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komoérkach
MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe,
50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

prébach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 55. Intensywnos$¢ fluorescencji powstatych ognisk naprawczych y-H2AX w komorkach
MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe,
50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w

probach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 56. Poziom apoptozy w komorkach MDA-MB-231 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych
z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 57. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne i
nekrotyczne) w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym
(50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym
MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczgstkami
ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 58. Poziom apoptozy w komorkach MDA-MB-231 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych
z dodanymi BPA 1 nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 59. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz pdznoapoptotyczne i
nekrotyczne) w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym
(50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym
MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczastkami
ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 60. Poziom apoptozy w komoérkach MDA-MB-231 napromienionych

promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
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gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych

z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 61. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz pdznoapoptotyczne i
nekrotyczne) w komodrkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym
(50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym
MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota
(GNPs 100 nm).

Rycina 62. Poziom apoptozy w komorkach MDA-MB-231 napromienionych
promieniowaniem mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie
gamma) w reaktorze badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych

z dodanymi nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 63. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne i
nekrotyczne) w komorkach MDA-MB-231 napromienionych promieniowaniem mieszanym
(50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym
MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota
(GNPs 50 nm).

Rycina 64. Poziom apoptozy w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i
nanoczgstkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 65. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne i
nekrotyczne) w komoérkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50%
promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA
(dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA 1 nanoczastkami zlota
(GNPs 100 nm).

Rycina 66. Poziom apoptozy w komodrkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i
nanoczastkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 67. Poziom apoptozy (komoérki wczesnoapoptotyczne oraz pdznoapoptotyczne i

nekrotyczne) w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50%
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promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA
(dawki podano w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi BPA i nanoczastkami zlota
(GNPs 50 nm).

Rycina 68. Poziom apoptozy w komodrkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi
nanoczastkami ztota (GNPs 100 nm).

Rycina 69. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne i
nekrotyczne) w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50%
promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA
(dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs
100 nm).

Rycina 70. Poziom apoptozy w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem
mieszanym (50% promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze
badawczym MARIA (dawki podane w Tabeli 3.) w prébach badawczych z dodanymi
nanoczgstkami ztota (GNPs 50 nm).

Rycina 71. Poziom apoptozy (komorki wczesnoapoptotyczne oraz poznoapoptotyczne i
nekrotyczne) w komorkach MCF-7 napromienionych promieniowaniem mieszanym (50%
promieniowanie neutronowe, 50% promieniowanie gamma) w reaktorze badawczym MARIA
(dawki podane w Tabeli 3.) w probach badawczych z dodanymi nanoczastkami ztota (GNPs 50

nm).
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