Streszczenie pracy doktorskiej lek. Anny Lizon pt.: ,,Nanoczgstki srebra jako narzedzie

do badania oddzialywan miedzybiatkowych”

Nanoczastki metali szlachetnych ze wzglgdu na swoje wyjatkowe wlasciwosci optyczne,
chemiczne i fototermiczne sg coraz powszechniej wykorzystywane w medycynie. W oparciu
0 nanotechnologi¢ rozwija si¢ diagnostyka laboratoryjna, diagnostyka obrazowa, doskonalone
sg metody terapeutyczne.

Nanoczastki w specyficzny, zalezny od ich budowy i cech fizykochemicznych sposob
oddziatujg z biomolekutami, a szczegodlnie biatkami. Stwarza to mozliwos¢ wykorzystania
nanoczgstek do badania oddziatywan miedzy biatkami. Oddziatywania te sg niezwykle istotne
m.in. w przypadku rozwoju cigzkich choréb zwigzanych z tworzeniem i odkladaniem si¢
w tkankach depozytow biatkowych (amyloidozy). Niektore nieprawidtowo pofatdowane biatka
(np. wolne monoklonalne tfancuchy lekkie immunoglobulin - FLC) majg tendencje do tworzenia
fibryli lub amorficznych agregatow. Obecnie nie jest znana technika pozwalajaca na
identyfikacj¢ amyloidogennych wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin. Opracowanie
takiej metody pozwolitoby na wczesne wyselekcjonowanie pacjentow podwyzszonego ryzyka
1 wdrozenie skutecznego leczenia.

Celem pracy byla proba zastosowania nanoczgstek srebra (AgNPs) do badania
oddziatywan migedzybiatkowych. W pierwszym etapie opracowano parametry uktadu w oparciu
0 model antygen (FLC) — przeciwciato. W drugim etapie, zweryfikowana metodyke probowano
wykorzysta¢ do badania procesu spontanicznej agregacji wolnych monoklonalnych tancuchow
lekkich immunoglobulin. Oceniono tez uzytecznos$¢ roznych technik badawczych do sledzenia
procesu agregacji optaszczonych biatkami nanoczastek.

Materiatem wykorzystanym w pracy byly komercyjnie dostepne przeciwciala,
oczyszczone monoklonalne tancuchy lekkie immunoglobulin pochodzace od pacjentow ze
zdiagnozowana gammapatig monoklonalng lub biatkomoczem Bence-Jonesa oraz mocze od
pacjentow z biatkomoczem Bence-Jonesa. Do oceny procesu agregacji optaszczonych biatkami
nanoczastek uzyto: spektrofotometrie UV/Vis, obrazowanie metodg transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM), dynamiczne rozpraszanie $wiatla (DLS) oraz autorska metode
rozpraszania $wiatta laserowego.

W wyniku syntezy zmodyfikowang metoda Creightona otrzymano nanoczgstki srebra

stabilizowane cytrynianem podatne na funkcjonalizacj¢ zarowno przeciwciatami jak i wolnymi



tancuchami lekkimi immunoglobulin. W okreSlonym zakresie stezen Optaszczone
przeciwcialami nanoczgstki srebra w obecnosci komplementarnego antygenu ulegaty agregacji.
Procesowi temu towarzyszyly zmiany widma powierzchniowego rezonansu plazmonowego
LSPR. Proces agregacji nanostruktur potwierdzono metoda transmisyjnej mikroskopii
elektronowej, dynamicznego rozpraszania S$wiatla laserowego oraz autorska metoda
bezposredniej obserwacji $wiatta laserowego.

Zastosowane w pracy metody S$ledzenia reakcji agregacji funkcjonalizowanych
przeciwciatami nanoczastek: spektrofotometria UV/Vis, obrazowanie TEM, DLS oraz autorska
metoda analizy wzorcOw rozpraszanie $wiatta laserowego daty catoSciowo spojne wyniki.
Jednak kazda z tych metod ma pewne ograniczenia wynikajace m.in. ze sposobu przygotowania
probki do badania czy tez samej metodologii badania. Opracowana w niniejszej pracy autorska
metoda z bezposrednig analizg rozpraszaniem $wiatta laserowego przyniosta dobre wyniki.
Roézne wzorce rozpraszania pokrywaty si¢ z wynikami uzyskanymi innymi metodami.

W drugim etapie pracy badano oddziatywania r6znych klonéw monoklonalnych wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin optaszczonych na nanoczastkach srebra. Wykazano, ze
rozne klony tancuchéw lekkich immunoglobulin zachowujg si¢ odmiennie. Niektore klony
samoistnie wywotywatly agregacje nanoczastek, a w przypadku innych uktad robit sie¢
hiperstabilny. Wynika to prawdopodobnie ze struktury samych tancuchow i by¢ moze koreluje
z tendencja do tworzenia depozytow. Nie jest wykluczone, ze adsorpcji FLC na nanoczastkach
srebra towarzyszyly zmiany konformacyjne stymulujace powstawanie lub odstaniajgce
strukturg B-kartki, a tym samym inicjujace agregacje bialek.

Podsumowujac, nanoczastki srebra sa uzytecznym narz¢dziem do badania oddziatywan
mie¢dzybiatkowych. Otrzymane w pracy wyniki moga by¢ podstawa dalszych badan
obejmujgcych materiat biologiczny pochodzacy od chorych ze zdiagnozowang AL amyloidoza
lub innymi chorobami, w ktorych dochodzi do tworzenia depozytow biatkowych.



