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I.  WSTEP

1. Wprowadzenie

Nanotechnologia, technologia informatyczna i biotechnologia uwazane sg za nauki
perspektywiczne, poniewaz ich rozw6j moze znaczaco wptynac na zycie ludzi [1].
Nanotechnologia jest nowoczesng i dynamicznie rozwijajaca sie dziedzing nauki,
ktéra tworzy rozmaite materialy z pojedynczych atoméw. Innymi stowy,
umozliwia tworzenie ukladéw funkcjonalnych w skali nanometrycznej, na
poziomie molekularnym. Poczatek rozwoju nanotechnologii datuje sie na lata
50 - te XX-go wieku, gdy amerykanski fizyk Richard Feynman, podczas spotkania
Amerykanskiego Towarzystwa Fizycznego w Caltech, zaprezentowat wyktad
pt. There's Plenty of Room at the Bottom (w wolnym ttumaczeniu Tam na dole jest
jeszcze duzo miejsca). Przedstawione przez naukowca wizjonerskie pomysty
miniaturyzacji oraz mozliwo$ci manipulacji na poziomie nanometrow dostarczyty
wielu inspiracji dla nanotechnologii i w znacznym stopniu przyczynity sie do jej
popularyzacji [2]. Czastki w skali nanometrycznej sg trudne do zdefiniowania,
poniewaz wtasciwosci materii (zachowanie, wielko$¢ i geometria czasteczek)
na tym poziomie sg kontrolowane przez mechanike kwantowa i moga ulegac
zmianom specyficznym dla substancji [3]. Zgodnie ze standardami przyjetymi
przez Komisje Europejska za nanomaterial przyjmuje sie material, ktoéry
przynajmniej w jednym wymiarze posiada rozmiar od 1 do 100 nm [4].

Obecnie  réznorodne nanomateriaty

sg stale wytwarzane, a nastepnie badane
PIOLOGIA pod katem ich wiasciwosci i przydatnosci
w przemysSle. Jednakze ich wptyw
na Srodowisko, wszelkie organizmy oraz
zdrowie cztowieka ciggle jest wyjatkowo
stabo poznany. Catkowite zrozumienie
natury nanoczasteczek wymaga
interdyscyplinarnego podejScia i wiedzy
nie tylko z dziedziny inzZynierii
Rysunek 1. Doprecyzowanie problemow stawianych materiatowej, lecz takze z zakresu fizyki,

przez nanotechnologie wymaga wspofpracy badaczy
z wielu dziedzin nauki (rys. wtasny na podstawie [5]). chemii, biologii i medycyny (Rys_ 1) [5]



Pomimo ztoZonos$ci problemu, struktury wytworzone przez nanotechnologie
zaczynaja by¢ powszechnie stosowane. Istnieje wiele korzystnych aspektéow
rozwoju nanotechnologii. Naukowcy przewiduja mozliwo$¢ tworzenia organéw
zastepczych (nanomedycyna), sztucznych czerwonych krwinek (nanoinzynieria),
ultraszybkich procesoréw (informatyka kwantowa) oraz nowych ogniw
stonecznych i paliwowych, ktére pozwolg na osiggniecie wysokiej wydajnosci przy
niskich kosztach. Nanotechnologia moze by¢ Kkatalizatorem dla rozwoju
gospodarczego i naukowego, a takze przyczynic sie do stworzenia nowych miejsc
pracy i mozliwoSci rozwoju [6]. Szacuje sie, ze w ciggu kilku najblizszych lat
znaczny odsetek produktéw obecnych na rynkach $wiatowych bedzie
wytworzony w oparciu o nanotechnologie [7]. Z tego powodu wydaje sie wrecz
oczywiste, Ze organizmy mogg mie¢ kontakt 2z nanoczasteczkami
za posrednictwem wielu drég wnikania. Wsréd naukowcéw pojawity sie wiec
pytania dotyczace wptywu nowych technologii i powstajacych produktéw ,nano”
na ludzkie zdrowie oraz srodowisko. Ze wzgledu na swoje niewielkie rozmiary
nanoczasteczki maja szereg trudnych do przewidzenia wtasciwos$ci i moga wnika¢
do komérek powodujac wiele niekorzystnych dla organizmu efektow.
Do najczeSciej wzmiankowanych zjawisk powstajagcych na skutek narazenia
na nanoczasteczki nalezg reakcje zapalne oraz nasilony stres oksydacyjny.
Niektdrzy badacze sugeruja, ze oddziatywanie nanoczasteczek moze by¢
podobnie do toksycznego oddzialywania azbestu [8]. Obecnie brakuje
wystarczajgcych danych aby w peini zrozumie¢ zdrowotne i sSrodowiskowe skutki

dostepnosci nanotechnologii.

2. Jak to sie wszystko zaczelo? Czyli od grafitu do grafenu

Gdy w 1564 roku w angielskim Borrowdale znaleziono czysty grafit, nikt
nie przypuszczat, ze setki lat pozniej skupi sie na nim uwaga naukowcow
i przedsiebiorcow. Nazwa ,grafit” pochodzi od gr. graphein czyli pisa¢ i nawigzuje
do jego tradycyjnego zastosowania. Z powodu swoich wtasciwosci grafit zastapit
uzywany wczesSniej otdw w artykutach kreslarskich. Do dnia dzisiejszego grafit
wraz z kaolinem jest niezbednym elementem otéwka [9].

Zainteresowanie niezwyktymi cechami tego mineratu nie malato, a przez lata

nie zdawano sobie sprawy z faktu, Ze podczas $cierania grafitu na drewnie



lub papierze, oprocz tworzenia szkicow lub tekstéw, przyczyniano
sie do produkcji grafenu: najcienszego materiatu na S$wiecie, ktéory moze
zrewolucjonizowac¢ niemal kazdg dziedzine zycia codziennego [10].
Dwuwymiarowy krysztat grafenu istniat od zawsze, jednakze nikt nie
pracowat nad tym jak wydoby¢ go z grafitu. Przetom nastapit w 2003 roku, kiedy
dwoch fizykéw wyizolowato grafen z bloku grafitowego przy pomocy tasmy
samoprzylepnej. Praca wymagata cierpliwosci i wytrwatosci ale zaowocowata
nowym materiatem, ktory jest mocniejszy niz diament, milion razy ciefszy niz
papier i lepszy w przewodzeniu pragdu od miedzi [3]. Za badania nad grafenem
Andriej Gejm i Konstantin Nowosiotow z Uniwersytetu w Manchesterze otrzymali

w 2010 roku Nagrode Nobla w dziedzinie fizyki [11].

3. Charakterystyka materialow z rodziny grafenu

Naturalnym podziatem nanostruktur jest podziat w zalezno$ci od wymiarow
podawanych w nanoskali. Wyréznia sie materialy zerowymiarowe (0D),
jednowymiarowe (1D), dwuwymiarowe (2D) oraz tréjwymiarowe (3D). W ciggu
ostatnich dwdch dekad uzyskano szereg nowych nanomateriatéw w zwigzku z tym
stale wzrasta potrzeba doprecyzowania lub rozszerzenia ich klasyfikacji [12].
Biorac pod uwage pochodzenie i sktad chemiczny mozna podzieli¢ nanoczasteczki
na te, ktdre powstaja naturalnie oraz te, ktére zostaly wytworzone przez
cztowieka. Pewna cze$¢ nanoczasteczek powstaje w sposob niezamierzony, jako
produkty uboczne proceséow 2D (grafen)

technologicznych [10].

o
Wegiel znajduje sie eraed

w grupie pierwiastkow
najczesciej wystepujacych we o

jezesciej wystepujacy p,fgf’%
WszechsSwiecie, zaraz po g

. . 5553\

wodorze, helu i tlenie. Jest g}‘-‘ﬁ v
obecny we wszystkich
organizmach zywych. &
w prZYFOdZie Znany jeSt pOd 0D (fulereny) 1D (nanorurki) 3D (grafit)

postacig izotopéw (12C, 13C - ) B
Rysunek 2. Grafen jest "matkg" materiatéw weglowych o réznych

formy stabilne, 1#C - forma wymiarach[14].



promieniotworcza) oraz odmian alotropowych, ktére wykazuja bardzo rézne
wilasciwosci [13]. WSr6éd odmian alotropowych wegla wyrdznia sie: grafit,
nanorurki weglowe, fulereny, diament oraz grafen, ktéry stanowi podstawowy
element budowy dla innych struktur weglowych [14] (Rys. 2). Z tego powodu
odmiany alotropowe wegla okreslane s3 czasem materiatami nalezacymi

do rodziny grafenu (ang. graphene family materials - GFMs) [15].
3.1. Grafen

Grafen jest ,wschodzaca gwiazdy”
na horyzoncie inzynierii
materiatowej oraz fizyki fazy
skondensowanej. Mimo swojej
krotkiej historii ujawnit on juz

szereg nowych mozliwosci

zastosowan w inzynierii

Rysunek 3. Struktura grafenu (rys. wtasny).

nanokompozytow i biomateriatow
(procesory, cienkie wyswietlacze LCD, kondensatory energii, no$niki lekdw), ktére
wynikajg z budowy i geometrii determinujacej jego unikalne wtasciwosci
fizykochemiczne [16]. Grafen jest dwuwymiarowa (2D) strukturg zbudowang
z pojedynczej warstwy atomdéw polgczonych w szeSciokaty wigzaniami
o hybrydyzacji sp2. Odlegtosci miedzy sgsiednimi atomami wegla w warstwie
wynosza 1,42 A (czyli 0,142 nm). Utozenie atoméw przypomina ksztattem plaster
miodu (Rys. 3). Wigzania pomiedzy atomami w strukturze sg kowalencyjne
i bardzo silne. Grafen posiada migrujacy, niesparowany elektron ktory decyduje
o cechach doskonatego przewodnika ciepta i elektrycznosci [3].

Grafen jest materiatem przezroczystym lecz wydajnie absorbujgcym
Swiatto, cienkim ale niezwykle wytrzymatym na uszkodzenia mechaniczne
i rozciagganie. Jego wytrzymatos$¢ jest 324 razy wieksza od kevlaru (grafen 130 GPa,
kevlar 0,4 GPa (gigapaskali)). Z powodu wysokiej ruchliwosci elektronéw
w temperaturze pokojowej (L= 200 000 cm?-V-1s-1) moze z powodzeniem w wielu
zastosowaniach zastapi¢ krzem, na przyktad do produkcji bardzo szybkich
procesorow (dla poréwnania krzem: p = 1500 cm2-V-1s-1. Catkowicie

uwodorniony grafen w wyniku zmiany hybrydyzacji atomoéw (z hybrydyzacji sp2



na hybrydyzacje sp3) staje sie zprzewodnika izolatorem i nazywany jest

grafanem [17].

3.2. Grafit

Grafit jest krystaliczng postacig wegla. Nalezy do szeroko rozpowszechnionego
mineralu z gromady pierwiastkow rodzimych. W przyrodzie rzadko mozna
spotka¢ dobrze wyksztatcone krysztaty grafitu. NajczeSciej wystepuje on jako
sktadowy element skat metamorficznych i magmowych. Bywa znajdowany wsréd
granitow, porfiréw i granulitéw. Uwazany jest za minerat wielu skrajnosci. Jest
bardzo miekki i zarazem kruchy, odporny na wysoka temperature i wykazujacy
cechy doskonatego przewodnika pradu i ciepta [18]. W standardowych warunkach
grafit jest bardzo stabilng chemicznie postacig wegla. Te ekstremalne wtasciwosci
nadaja mu szeroki zakres zastosowan w przemysle, miedzy innymi do wyrobow
materiatéw ogniotrwatych, $rodkéw polerskich, pantograféw oraz elektrod.
Struktura grafitu jest ptaska i zbudowana z wielu pojedynczych warstw grafenu
(3D). Atomy w ptaszczyZnie sg zwigzane ze sobg kowalencyjnie. Jak wspomniano
w podrozdziale 3.1, jeden z elektronéw w strukturze jest niesparowany i moze
swobodnie migrowa¢ w ptaszczyznie, dzieki czemu grafit przewodzi prad
elektryczny. Nie przewodzi go jednak w kierunku pod katem prostym
do plaszczyzny. Pomiedzy warstwami grafenu oddzialuja stabe sily
van der Waalsa, ktére umozliwiajg oddzielanie (Scieranie sie) i przesuwanie

warstw grafitu wzgledem siebie (Rys. 4) [19].

stabe sily van der Waalsa

. . ; : warstwa grafenu
wigzania kowalencyjne &

Rysunek 4. Schemat budowy grafitu (rys. wtasny).
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3.3. Nanorurki weglowe

Nanorurki sg cylindryczng strukturg o unikalnych wtasciwosciach. Ich nazwa
pochodzi od dtugiej, pustej w Srodku konstrukcji, ktérej $ciany utworzone
sa zwarstwy grafenu. W zaleznoSci od ilosci warstw, ktéra buduje ich $ciany
nanorurki sg kategoryzowane na nanorurki jednoscienne (SWNT, z ang. single-
walled nanotubes) lub nanorurki wielo$cienne (MWNT, z ang. multi-walled
nanotubes) (Rys. 5) [20]. Wystepuja réwniez pod postacig fulerytéw - bardzo
twardych, polimeryzowanych nanorurek oraz nanotoruséw, czyli nanorurek
zwinietych w postac torusa o zaskakujgcych wtasnosciach magnetycznych (1000
razy wiekszy moment magnetyczny na wybranym obszarze od spodziewanego).
Najciensze nanorurki weglowe majg Srednice okoto 1 nm a ich dtugos$¢ moze by¢
nawet milion razy wieksza. Podobnie jak grafen, nanorurki sg znakomitymi
przewodnikami ciepta. Dobrze przewodza ciepto wzdtuz ale stabiej w poprzek
struktury. Wykazuja unikalne wtasciwosci elektryczne. Mogg przewodzi¢ prad
o 1000-krotnie wiekszym natezeniu od przewodéw metalowych o tej samej masie.
Cechuja sie rowniez wyjatkowa wytrzymatos$cig na rozcigganie i zwigzane z nim
uszkodzenia mechaniczne [21]. Nanorurki uwazane s3 za jeden
z najsztywniejszych znanych materiatéw. Nie s3g jednak wytrzymate na Sciskanie

i zgniatanie, za co odpowiada przestrzen pusta w Srodku.

Rysunek 5. Budowa nanorurek, (a) nanorurki jednoscienne (SWNT), (b) nanorurki wieloscienne (MWNT) [202].

Ze wzgledu na wspomniane wtasciwosci fizykochemiczne nanorurki
weglowe mogg by¢ dobrym materiatlem do budowy elementéw maszyn
i rozmaitych konstrukcji. Przypuszcza sie, Ze moga one by¢ podstawa przysztych
uktadow elektrycznych. Warto zaznaczy¢, ze z ich udzialem stworzono juz
tranzystory przetaczajace sie przy uzyciu jednego elektronu oraz wzmocniono

nimi konstrukcje roweréw startujacych podczas wyscigu kolarskiego
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Tour de France 2016 aby obnizy¢ ich mase i zwiekszy¢ wytrzymatos¢ [22].
Najambitniejszym pomystem zastosowania nanorurek jest koncepcja budowa
windy kosmicznej. Plan wymaga jednak znacznego postepu nauki oraz jakosci
materiatéw budowanych z nanorurek. Nalezy wspomnie¢, Ze nanorurki

s szczeg6lnymi izomerami strukturalnymi fulerenéw [23].

3.4. Fulereny

Fulerenami nazywamy klastry weglowe (Cn) o zamknietej klatkowej budowie
pustej w srodku. Srednio, czasteczki fulerenéw moga zawiera¢ od 28 az do okoto
1500 atoméw. Nazwa ,fuleren” pochodzi od nazwiska amerykanskiego architekta
R. Buckminster Fullera, ktéry byt pomystodawcg formy architektonicznej, tak
zwanych koput geodezyjnych w ksztatcie wielokatéw foremnych. Co ciekawe, na
tej formie oparty byt takze zatwierdzony przez Miedzynarodowa Federacje Pitki
Noznej (fr. Fédération Internationale de Football Association, FIFA) wzér pitki
noznej (tzw. Buckminster Ball) [24]. Powierzchnia fulerené6w zbudowana jest
z uktadu pierscieni sktadajacych sie z pieciu i szeSciu atoméw wegla. Do grupy
fulerenéw zalicza sie: fulereny witasciwe (Ceo, C70), nanocebulki (fulereny
wielowarstowe), fulereny olbrzymie (ponad 500 atoméw wegla) oraz opisane
wczesniej nanorurki. Najpopularniejszy jest fuleren Ceo 0 strukturze zbudowanej
z 12 pierScieni pentagonalnych oraz 20 pierscieni heksagonalnych tworzacych

32- Scienng bryte [25](Rys. 6).

Rysunek 6. Budowa fulerenu C60 i C70 [203].

Teoretycznie najmniejszym fulerenem moze by¢ czasteczka Czo, jest ona jednak
dosyc¢ nietrwata. Fulereny sa mniej stabilne od innych odmian alotropowych wegla
i Zle rozpuszczaja sie w rozpuszczalnikach organicznych. Ich wtasnosci chemiczne
sg zblizone do weglowodoréw aromatycznych i ulegaja specyficznym dla nich

reakcjom, jak na przyktad reakcja addycji Friedla-Craftsa [24].
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Poczatkowo fulereny traktowane byly przez badaczy jako rodzaj ciekawostki
naukowej, jednak szybko okazato sie, Ze moga one znaleZ¢ wiele praktycznych
zastosowan. Fulereny chetnie t3cz3a sie z polimerami, dzieki czemu tworzg uktady
o bardzo rozwinietej powierzchni. Niezwykle przydatng cechg jest mozliwo$¢
zamkniecia w ich wnetrzu niemal wszystkich pierwiastkow uktadu okresowego
oraz odpowiednio matych czasteczek zwigzkéw chemicznych (fulereny
endohedralne). Mozna je takze modyfikowac powierzchniowo
(fulereny egzohedralne) i zastepowac obecne w strukturze atomy wegla innymi
atomami (heterofulereny). Dlatego fulereny wydaja sie by¢ dobrym rozwigzaniem
dla farmaceutyki i inzynierii materiatowej [26,27].

Za odkrycie fulerenow w 1996 roku przyznana zostata Nagroda Nobla
w dziedzinie chemii dla naukowcéw z Uniwersytetu Rice w Huston (zespot
R.E. Smalley i R.F. Curl, USA) oraz Uniwersytetu Sussex w Brighton (H. Kroto,
Wielka Brytania) [28].

3.5. Diament

Ostatnig odmiang alotropowg wegla, o ktérej
nalezy wspomnie¢ jest diament. Nazwa tego
mineratu nawigzuje do jego specyficznych
wlasciwosci (tac. ,diamentum” czyli
yniezniszczalny”). Diament zalicza sie do
najtwardszych znanych substancji
wystepujacych w przyrodzie, ale pomimo tej
wyjatkowej twardosci jest bardzo kruchy [29].
W XVIII wieku francuski chemik A. Lavoisier
udowodnit, Ze diament to czysty wegiel
spalajac go pod kloszem z uzyciem promieni Ffysunele 7. Styura dlaments (s wiosny)
stonecznych i soczewki [30]. Diament posiada regularng strukture krystaliczng
powierzchniowo centrowang (Rys. 7). Wykazuje bardzo dobre przewodnictwo
cieplne, jest odporny na dziatanie kwaséw i zasad oraz jest izolatorem [31].
Co ciekawe, jego powierzchnie mozna zarysowac tylko i wylgcznie innym
diamentem. Wszystkie te cechy stanowig o jego szerokich zastosowaniach.

Diament jest uzywany przy produkcji materiatéw $ciernych, narzedzi tnacych oraz
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past termoprzewodzacych (syntetyczny diament). Wykorzystywany jest takze
jako element w aparaturze naukowej i medycznej oraz, ze wzgledu na atrakcyjny
wyglad, w jubilerstwie do wyrobu bizuterii. Odpowiednio oszlifowane diamenty
nazywane sg brylantami [32].

Czasteczki diamentu w skali nano zostaty po raz pierwszy wyprodukowane
w 1960 roku w Zwigzku Socjalistycznych Republik Radzieckich (ZSRR) poprzez
detonacje. Obecnie koloidalne zawiesiny pojedynczych czastek diamentowych

(4 - 5 nm) s3 znane na catym $wiecie pod postacig nanodiamentéw [33].

4. Metody modyfikacji nanozwigzkow

Dynamiczny rozwdéj nanotechnologii sprzyja zapotrzebowaniu na materiaty
o SciSle zdefiniowanych wtasciwo$ciach. Przede wszystkim wzrasta popyt
na zwigzki chemiczne, ktore, poprzez zmodyfikowang powierzchnie réznymi
podstawnikami, moga tworzy¢ wigzania kowalencyjne, jonowe lub
niekowalencyjne z innymi czasteczkami lub powierzchnig materiatéw [34,35].
Przytaczanie dowolnych grup funkcyjnych do struktury zwigzkéw nie stanowi
obecnie wiekszego problemu syntetycznego. Opracowano metody pozwalajace na
osadzenie warstw rozmaitych zwigzkéw chemicznych radykalnie zmieniajgcych
wtasciwosci powierzchni nanomateriatéw. W ostatnim czasie sporg popularnoscia
ciesza sie takie pojecia jak funkcjonalizacja, modyfikacja czy immobilizacja
chemiczna. Pojecia te pochodza z obszaru inzynierii materialowej i znalazty
szerokie zastosowanie w nanotechnologii, w tak zwanym ,dekorowaniu
nanomateriatow”. Funkcjonalizacja chemiczna to cykl przemian chemicznych
przeprowadzony na niewielkiej czeSci materiatu, czasteczki chemicznej lub
polimeru. Poprzez taka przemiane struktura pierwotna zostaje zachowana, ale
cato$¢ uzyskuje nowe wtasciwosci. Modyfikacja chemiczna to liczne przemiany
chemiczne, ktére w odréznieniu od funkcjonalizacji zasadniczo zmieniajg budowe
wyjsciowego materialu i nadajg mu nowe wtasciwosci. Immobilizacja, inaczej
nazywana ,unieruchomieniem” to zespdt technik, ktére prowadza do potgczenia
rozpuszczalnej czasteczki chemicznej do nierozpuszczalnego nos$nika, ciata
statego w danym Srodowisku. W procesie tym wykorzystuje sie adsorpcje,
tworzenie wigzan kowalencyjnych, fizyczne uwiezienie w strukturze nosnika czy

mikrokapsutkowanie [36].
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4.1. Funkcjonalizacja powierzchni grafenu

Wsréd wszystkich materiatow weglowych grafen przycigga uwage naukowcow
ze wzgledu na swoje unikalne cechy strukturalne i stosunkowo niskie koszty
produkcji w poréwnaniu do innych nanomateriatéw. Jest materiatem wysoce
reaktywnym, a modyfikacje jego powierzchni majg kluczowe znaczenie
w potencjalnych aplikacjach [37]. Funkcjonalizacja grafenu moze zachodzi¢
na catej powierzchni lub/i na jego krawedziach. Hybrydyzacja sp? pomiedzy
atomami wegla w ptaszczyznie grafenu ma wpltyw na silne wigzania kowalencyjne
oraz delokalizacje elektronéw m. Oddziatywanie ptaszczyzny grafenu z obcymi
atomami lub czgsteczkami powoduje zmiane rozkiladu gestosci elektronow
(modyfikacje sprzezenia m-m), a w konsekwencji zmiane jego wtasciwosci
fizycznych i chemicznych [38]. Wyréznia sie niekowalencyjne oraz kowalencyjne

metody funkcjonalizacji grafenu (Rys. 8).

zdelokalizowany elektron ©
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Rysunek 8. Funkcjonalizacja niekowalencyjna i kowalencyjna grafenu (rys. wtasny na podstawie [37,38]).



4.1.1. Funkcjonalizacja niekowalencyjna

Funkcjonalizacja niekowalencyjna grafenu jest jedng =z najtatwiejszych
do przeprowadzenia poniewaz zachodzi w wyniku tworzenia sie stabych
oddzialywan miedzyczasteczkowych, ktérymi sg oddziatywania van der Waalsa,
wigzania m-m lub wigzania wodorowe pomiedzy grafenem a czynnikiem
modyfikujagcym. Podczas tej funkcjonalizacji hybrydyzacja atomoéw wegla
sp? pozostaje niezmieniona i zachowane zostajg wigzania typu m w sieci, dzieki
czemu materiat jest przewodnikiem. W trakcie gdy czasteczki jakiej$ substancji
zostaja  zaabsorbowane na powierzchnie grafenu silnie wptywajg
na zdelokalizowane elektrony m, zmieniajagc miejscowe stezenie nos$nikéw
fadunku. Przerwa elektryczna grafenu zostaje otwarta, a tadunek pomiedzy
adsorbentem a adsorbatem przeniesiony [39]. Funkcjonalizacje niekowalencyjna
grafenu oraz innych nanomaterialéw stosuje sie gtéwnie w celu zwiekszenia ich
rozpuszczalno$ci w wodzie. Kontrolowana adsorpcja czasteczek wody pozwala na
niewielkie manipulacje przerwa energetyczng grafenu bez ingerencji w jego
strukture . W tym celu stosuje sie funkcjonalizacje zwigzkami powierzchniowo
czynnymi, ktore posiadaja grupy hydrofilowe obdarzone tadunkiem.
Aby polepszy¢ dyspergowalno$¢ grafenu w wodzie oraz rozpuszczalnikach
organicznych wykorzystuje sie takie S$rodki powierzchniowo czynne jak
na przyktad dodecylosulfonian sodu (SDS), dodecylobenzenosulfonian sodu
(SDBS) lub 4- (1,1,3,3- tetrametylobutylo)- fenyl- glikol polietylenowy
(Triton- X) [40,41]. W tego typie funkcjonalizacji grafenu dobrze sprawdzajg sie
réwniez ciecze jonowe oraz zwiazki, ktére zawieraja w swojej strukturze
pierScienie aromatyczne [42]. Innym rodzajem funkcjonalizacji niekowalencyjnej
jest ,dekorowanie” grafenu nanoczastkami metali, czasteczkami biologicznymi

oraz polimerami i r6znymi zwigzkami organicznymi [43,44].

4.1.2. Funkcjonalizacja kowalencyjna

Zadaniem funkcjonalizacji kowalencyjnej jest trwate przylaczenie czasteczek
innych substancji do powierzchni adsorbentu. Dzieki modyfikacji grafenu
ta metoda istnieje mozliwo$¢ uzyskania materiatu o zadanych wtasciwosciach
fizykochemicznych. Wada tego typu funkcjonalizacji jest zmiana hybrydyzacji

atoméw wegla z sp? do sp3, ktéra wigze sie ze zmiang struktury elektronowej [45].
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Zabieg taki wplywa czesto negatywnie na przewodnictwo elektryczne materiatu
oraz niektére wlasciwoSci mechaniczne [46]. Ponadto, funkcjonalizacja
kowalencyjna wymaga duzego naktadu energii oraz uzycia bardzo reaktywnych
grup chemicznych. Do tej metody zalicza sie addycje (procesy uwodornienia),

odwodornienia, utlenienia, fluorowania czy diazowania [36,47-50].

4.1.2.1. Otrzymywanie tlenku grafenu

W literaturze mozna znaleZ¢ przyktady utleniania grafenu réznymi metodami.
Utlenianie moze zachodzi¢ jednoetapowo, przez bezposrednie utlenianie grafenu
silnymi utleniaczami (HNOs, H2SOs4, KMnO4) [51], lub wieloetapowo, gdzie
najpierw utlenieniu ulegajg ptatki grafitu a nastepnie otrzymany tlenek grafitu
poddawany jest eksfoliacji i obrébce termicznej prowadzacej do powstania tlenku
grafenu [52,53].

Pierwszy w historii tlenek grafitu (prekursor tlenku grafenu) zostat
otrzymany w 1859 roku przez chemika Benjamina C. Brodiego jako produkt
utleniania grafitu chlorkiem (V) potasu oraz kwasem azotowym (V) [54,55].
Obecnie najpopularniejsza metoda otrzymywania tlenku grafenu (ang. graphene
oxide, GO) na skale przemystowg jest metoda Hummers’a - Offemana, ktora
pierwotnie zostata opracowana w 1957 roku i jest stosowana z pewnymi
modyfikacjami (Rys. 9) [56]. Metoda Hummers’a - Offemana jest szybsza od
zaproponowanych uprzednio metod, bezpieczniejsza i pozwala na uzyskanie
produktu o dobrych wtasciwos$ciach. Polega ona na wykorzystaniu mieszaniny
kwasu siarkowego (VI), azotanu (V) sodu, nadmanganianu potasu oraz 30%

nadtlenku wodoru.

Benjamin C. Brodie Staudenmaier Hummer i Offeman

Tl BT kwas siarkowy (VI) 7R BT éVI)
potasu e T () azotan (V) sodu
kwas azotowy (V) stosunek 21 nadmanganian potasu

nadtlenek wodoru

Rysunek 9. Metody otrzymywania tlenku grafitu (rys. wtasny na podstawie [54,55,56]).
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Bardzo wazne jest koncowe oczyszczanie produktu 10% kwasem solnym.
Niedoktadne przeprowadzenie tego procesu skutkuje zanieczyszczeniem tlenku
grafenu substancjami pochodzacymi od utleniaczy (np. jonami manganu) i moze

mie¢ niekorzystny wptyw na jego wtasciwosci [57,58].

4.1.2.2. Wilasciwosci fizykochemiczne tlenku grafenu

Tlenek grafenu (GO) jest pochodng grafenu, w zwigzku z tym podobnie jak on
zbudowany jest z weglowych pierscieni heksagonalnych. Wskutek utleniania
posiada w swojej strukturze wiele grup funkcyjnych zawierajacych tlen. Szacuje
sie, ze okoto 30% sktadu tlenku grafenu stanowi tlen. Grupy hydroksylowe
i epoksydowe znajdujg sie wewnatrz ptaszczyzny GO a Kkarboksylowe

i karbonylowe zlokalizowane sg gtéwnie na jego krawedziach (Rys. 10) [59].

utlenianie

Rysunek 10. Schemat grafenu (a) oraz tlenku grafenu wraz z grupami funkcyjnymi (b) (rys. wtasny na podstawie [59]).

Hybrydyzacja sp? tworzona jest pomiedzy atomami wegla lub atomem wegla
i atomem tlenu w postaci grup karboksylowych lub karbonylowych. Wigzania
o hybrydyzacji sp3 wystepuja pomiedzy atomem wegla i tlenu w grupach
epoksydowych 1 hydroksylowych. Tlenek grafenu moze by¢ izolatorem
lub potprzewodnikiem, co jest zalezne od iloSci wigzan o hybrydyzacji sp3, jak
rowniez atomow tlenu o ujemnym tadunku oraz defektow w strukturze, ktore
odpowiadaja za wzrost energii tego nanomateriatu [54,60]. Redukcja tlenku
grafenu (na przyktad hydrazyng) prowadzi do przywrécenia hybrydyzacji sp?ina
powrdt czyni z niego izolator [61]. Ponadto, po redukcji pojawia sie wiele defektéw
strukturalnych, ktére sg korzystne przy dekorowaniu struktury rozmaitymi
atomami i tlenkami np. Ag, Au, Pt, Ni, Cu, TiO2, ZnO, MnOz, Co304 i Fe304 [14].

Tlenek grafenu posiada znacznie wieksze zdolnos$ci sorpcyjne dla jonéw metali niz
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wyjsciowy grafen [62,63]. WtasciwoSci mechaniczne tlenku grafenu zaleza
od iloSci tlenowych grup funkcyjnych oraz uporzadkowania struktury.
Dowiedziono, Ze uporzadkowana struktura w poréwnaniu ze strukturg
amorficzng wykazuje wieksza wytrzymato$¢ na uszkodzenia mechaniczne. Grupy
tlenowe przyczyniaja sie do zmniejszenia wytrzymatosci z powodu naruszenia
hybrydyzacji sp2, ktora jest korzystniejsza energetycznie. Jednakze grupy
te warunkujg dyspersje w wodzie oraz dalsza funkcjonalizacje kowalencyjna
[14,59,64,65]. Jedna z metod takiej funkcjonalizacji jest substytucja nukleofilowa,
ktéra umozliwia przytaczanie zwigzkow posiadajacych grupy aminowe -
na przyktad wiele grup lekow [66]. Poglebianie wiedzy na temat wtasciwosci
fizycznych i chemicznych tlenku grafenu ma kluczowe znaczenie w projektowaniu

przysztych zastosowaniach tego nanomateriatu.

5. Perspektywy zastosowania tlenku grafenu

Nanoczasteczki, ze wzgledu na swoje atrakcyjne wilasciwosci sa materiatami
badanymi pod katem wielu zastosowan i w krétkim czasie staly sie nadzieja
inzynierii materiatowej, elektroniki oraz biomedycyny [67]. Bardzo dobre
przewodnictwo cieplne, unikatowe wtasnosci elektryczne oraz mechaniczna
trwato$¢ sprawiaja, ze tlenek grafenu ma duzy potencjal jako materiat
wykorzystywany do budowy urzadzen magazynujacych energie. Sa to na przyktad
kondensatory lub baterie litowe. Dowiedziono, Ze dodatek GO powoduje
zwiekszenie przewodnictwa, szybkosci tadowania oraz pojemnosci elektrycznej
takich urzadzen. Ma to zwigzek ze zwiekszong adsorpcja jonéw [68]. Duza
pojemnos¢ elektryczna nastepuje w wyniku redukcji termicznej lub chemicznej
tlenku grafenu. Jak wspomniano w rozdziale 4, redukcja powoduje wiele defektow
strukturalnych nanoczasteczki, ktére stajg sie dodatkowymi miejscami wigzania
jondéw. Funkcjonalizacja grafenu réznymi pierwiastkami, na przyktad zelazem,
polepsza wiasciwosci elektrochemiczne, co ma duze znaczenie w konstruowaniu
elektrod [69,70]. Nanokompozyty na bazie grafenu sg obiecujace dla technologii
wytwarzania rozmaitych materiatdw uzywanych w przemysle, poniewaz
warunkujg uzyskanie przez produkt dobrych witaSciwoSci mechanicznych,
strukturalnych i cieplnych [71]. Przewiduje sie, Ze grafen i jego pochodne, dzieki

imponujacej ruchliwos$ci elektronéw, majag szanse zastgpi¢ Kkrzem
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wykorzystywany  dotychczas do budowy procesoréw i  urzadzen
informatycznych [72].

Tlenek grafenu, z uwagi na swag wysoka reaktywno$¢, dyspersje
w roztworach oraz szerokie mozliwosci funkcjonalizacji skupia uwage przede
wszystkim jako potencjalny nos$nik srodkéw terapeutycznych [59]. W ocenie
przydatnosci w zastosowaniach biologicznych brane sa pod uwage: powierzchnia,
liczba warstw, rozmiary, reaktywnos$¢ chemiczna oraz stabilnos¢. Stosunek
reaktywnej powierzchni do wielkos$ci tlenku grafenu jest prawie czterokrotnie
wiekszy niz u innych materiatéw, ktére konkuruja z nim o pozycje
najefektywniejszych systemow dostarczania lekdéw. Fakt, ze zbudowany jest
z pojedynczej warstwy atomow rowniez ma istotne znaczenie, poniewaz wzrost
iloSci warstw zmniejsza pojemnos$¢ transportowg takiego nosnika [35]. Innym,
waznym parametrem jest sztywno$¢ materiatu, ktéra zwigzana jest posrednio
z iloScig warstw. Im nanoczasteczka posiada wiecej warstw tym jej struktura jest
bardziej integralna, niestety staje sie rowniez mato elastyczna i moze w trakcie
penetracji do komorki uszkadzac jej komponenty [73].

Warto wspomnie¢, ze sama wielko$¢ poprzeczna tez ma znaczenie - im
wieksza struktura tym gorsze przyswajanie przez organizm. Istotnymi
zagadnieniami sg tutaj bariera krew-mozg, klirens nerkowy albo tempo samej
degradacji nanonos$nika w organizmie [14,74]. Dlatego wazne jest aby dokona¢
takich manipulacji strukturg nanoczgsteczki aby maksymalnie zminimalizowac¢
ewentualne przeszkody, ktére moglyby negatywnie wptynagé na aplikacje
medyczng substancji terapeutycznej. Dotychczas pojawity sie w literaturze

opracowania uktadéw nos$nik grafenowy-lek. Badania in vitro oraz in vivo

c=0

HO

g
HOOC
OH

COOH

c=0

Rysunek 11. Zastosowanie tlenku grafenu jako nosnika réznych srodkéw terapeutycznych i biomolekut (rys. wtasny na
podstawie [14]).
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potwierdzity, Ze tlenek grafenu (GO) moze by¢ wysoce skuteczny w dostarczaniu
lekow przeciwnowotworowych, takich jak doksorubicyna (DOX) lub analogi
komptotecyny (SN38) oraz lekéw trudno rozpuszczalnych, antybiotykdéw,
przeciwcial, peptydow a nawet i fragmentéw DNA lub RNA (Rys. 11) [71,75- 78].

W przypadku doksorubicyny (lek podawany w terapii onkologicznej
dozylnie) mozliwe jest spore ,obcigzenie” nosnika (okoto 1,08 mg-mg1) GO przy
wczesdniejszej jego funkcjonalizacji nanoczasteczkami Fes04. Taka hybryda
wykazywala powinowactwo do kwasnego S$rodowiska oraz zdolno$¢
do ponownego, odwracalnego zdyspergowania w roztworze o charakterze
zasadowym [79]. Ta obserwacja jest cenna poniewaz pH wokot komoérek
zmienionych nowotworowo jest lekko kwasne, w zwigzku z tym uwalnianie leku
jest przez takie Srodowisko promowane. Obecna skuteczno$¢ terapii w znacznym
stopniu ograniczona jest brakiem zdolnoSci osiggania wysokiej koncentracji
substancji leczniczej w miejscu docelowym. Lek nie jest kierowany bezposrednio
W miejsce zmienione nowotworowo i kumuluje sie w zdrowych tkankach
prowadzac do licznych, czasem bardzo negatywnych skutkéw ubocznych. Terapia
osiaga przez to matg wydajno$¢, a stosowanie niektérych lekow staje sie klinicznie
ograniczone. Dlatego bardzo wazne jest opracowanie skutecznego systemu
dostarczania leku z mozliwoscia specjalnego jego wychwytu przez komoérke oraz
sinteligentnego” stopniowego uwalniania - tak zwana ,terapia celowana”.
Transportery lekow sg tak projektowane aby uwalnia¢ lek w odpowiedzi
na stosowne bodZce wewnetrzne (temperatura ciata, pH, reakcje chemiczne) oraz
bodZce dostarczone z zewnatrz w postaci ultradzwiekow, pola magnetycznego lub
elektrycznego [80-82]. Zesp6t Zhang’a opracowat no$nik GO wzbogacony jonami
sulfonowymi (odpowiadaja one za stabilno$¢ w roztworze fizjologicznym),
kwasem foliowym oraz dwoma lekami przeciwnowotworowymi: doksorubicyng
(DOX) i kamptotecyng (CPT). Tak zaprojektowana struktura zostata skierowana
przeciwko komorkom ludzkiego nowotworu sutka (MCF-7). Wyniki pokazaty
swoiste kierowanie sie no$nika wraz z lekami prosto do komoérek raka a oba leki
zastosowane jednocze$nie dziataty bardzo cytotoksycznie [44]. Inny zespoét
wykazat, ze odpowiednia kombinacja fotosensybilatora, kwasu foliowego oraz
leku jest niezwykle skuteczna w terapii fotodynamicznej i hamuje rozwdéj komédrek

raka watroby HepG2. Na ten sam nowotwor rownie skutecznie dziata
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funkcjonalizacja no$nika nanoczasteczkami ztota (Au) i doksorubicyny (DOX) [83].
GO moze by¢ rowniez potaczony dodatkowo z fluorochromem i stuzy¢ jako
skuteczny biosensor w obrazowaniu medycznym [84]. Stosowanie
wielofunkcyjnych platform nos$nikowych potaczonych z kilkoma $rodkami
farmaceutycznymi jednoczesnie nazywane jest ,terapig skojarzong” i moze by¢
skuteczniejszym rozwigzaniem w leczeniu choréb [85].

Obiecujacym podejsciem do leczenia rozmaitych schorzen, w tym tez i raka
jest terapia genowa [86]. Oparta jest na stosowaniu wektoréw genetycznych, ktére
wprowadzajg odpowiednig sekwencje DNA do komdrki. Sekwencja ta jest
utrzymywana podczas kolejnych podziatéw komoérkowych. Mozna w ten sposéb
takze przeprowadzi¢ klonowanie wtasciwego genu. Dla inzynierii genetycznej
wyzwaniem jest uzycie bezpiecznego transportera tego wektora. Doswiadczenia
pokazaty, ze hybryda nanonos$nika zbudowana z tlenku grafenu, kationowego
polimeru (polieteroimid, PEI) i odpowiedniego wektora wykazywata stosukowo
niska toksycznos$¢ oraz dobrg wydajnos$¢ [87]. Innym sposobem zmniejszenia
toksycznosci nos$nika jest na przyktad pokrycie jego struktury glikolem
polietylenowym (PEG) lub dekstranem [88,89].

Aplikacje przemystowe jak i biomedyczne czastek powstatych nie tylko
na bazie tlenku grafenu ale takze innych nanoczasteczek wymagaja rozwigzania
jeszcze wielu problemoéow. Kluczowe jest poznanie i zrozumienie aspektu
ich biodegradowalnosci, biozgodnosci oraz szeroko pojetej toksycznosci przed
wprowadzeniem ich do komercjalnego uzytku i kontaktem z organizmem oraz

srodowiskiem [35].
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6. Metody charakterystyki grafenu i jego pochodnych

Charakterystyka fizykochemiczna nowego materiatu jest niezbedna nie tylko
w celu okre$lenia jego przydatnosci w rozwigzaniach technologicznych
i medycznych, ale rowniez w ocenie mechanizmu potencjalnej toksyczno$ci.
Istnieje wiele metod analitycznych, ktére sg powszechnie stosowane do oceny
wlasciwosci nanoczasteczek. Roéznorodnos$¢ i wielo$¢ tych metod nie jest
przypadkowa [90]. Uzycie odpowiedniej techniki instrumentalnej lub chemicznej
w ocenie nanomateriatu umozliwia kompleksowa analize struktury powierzchni,
symetrii, rozmiaréw ptaszczyzny, ksztattu, reaktywnos$ci, powierzchniowego
rozktadu tadunku elektrycznego, udziatu poszczegélnych wigzan chemicznych
oraz iloSciowego i jako$ciowego sktadu chemicznego. Kazda technika ma wiele
zalet i ograniczen, dlatego jej wybor podyktowany jest konkretnym zadaniem

(Rys. 12) [66,91,92].

: l

techniki spektroskopowe analizy termiczne

* Rentgenowska spektrometria fotoelektronow (XPS)

= Analiza termograwimetryczna (TGA)

 Spektrometria mas sprzezona z plazma wzbudzana indukcyjnie (ICP-MS) * Skaningowa kalorymetria roznicowa (DSC)

* Atomowa spektrometria absorpcyjna (AAS)
+ Spektroskopia Ramana
* Spektroskopia Fourierowska (FT-IR)

inne metody

trwalo$¢ termiczna

stan chemiczny pierwiastkow

udzial wigzan chemicznych
reaktywnosé

ilosciowa 1 jako$ciowa analiza pierwiastkow

1
1
. . 1
przemiany termiczne 1
P . . X 1
ilosciowy sklad pierwiastkow |

techniki mikroskopowe

¢ Elektronowa mikroskopia transmisyjna (TEM)

* Elektronowa mikroskopia skaningowa (SEM)

¢ Mikroskopia sit atomowych (AFM)

* Dyfrakecyjna spektroskopia rentgenowska (EDS)

analiza powierzchni materiatu
ksztalt
rozmiary
zageszezenie materialu

* Potencjal elektrokinetyczny (potencjat {)

* Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC)
* Analiza Berett-Joyner-Halenda (BJH)

¢ Chronowoltamperometria cykliczna

potencjal chemiczny powierzchni
wyznaczanie ciepla wlasciwego
kinetyka reakeji
przewodnictwo cieplne i elektryczne

Rysunek 12. Metody analityczne wykorzystywane w charakterystyce grafenu i jego pochodnych (rys. wtasny na podstawie [91]).
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Dobor witasciwej metody zalezy przede wszystkim od wtasciwos$ci
analizowanego materiatu (ilo§¢ i posta¢ probki, zachowanie fizykochemiczne
w warunkach metody) jak réwniez czutosci i mozliwosci aparatury [92]. Warto
doda¢, ze analizy instrumentalne s3 powszechne w badaniach jakos$ciowej
i iloSciowej obecnosci nanoczasteczek w probkach $rodowiskowych oraz
w jakoSciowej ocenie grafenu i jego pochodnych w materiale biologicznym.
[loS§ciowe oznaczenie zwigzkéw na bazie wegla w prébkach biologicznych stanowi
duzy problem, ktéry jest zwigzany ze specyficzno$cia metody badawczej. Wegiel
to gtdwny pierwiastek budujacy organizmy. [lo$¢ analizowanej nanoczasteczki nie
moze zosta¢ jednoznacznie okres$lona, poniewaz sygnat analityczny nalezacy
do grafenu jest zaktdcony licznymi interferencjami pochodzacymi od innych

sktadnikéw organicznych towarzyszacych mu w proébce.

7. Nanotoksykologia

Wszystkie organizmy byty i s3 narazone na czgsteczki bardzo matych rozmiarow
(<100 nm) wiasciwie podczas catego rozwoju ewolucyjnego, jednakze ekspozycja
na nie nasilita sie w ciggu ostatniego stulecia w wyniku dziatan
antropogenicznych [93]. Nanotechnologia jako nauka czyni bardzo szybkie
postepy. WigzZe sie to z opracowywaniem nowych materiatéw i wprowadzaniem
ich do Srodowiska. Jak wspomniano w rozdziale 5, zaréwno nanoczgsteczki na
bazie grafenu oraz wiele innych struktur ,nano” beda coraz powszechniej
wykorzystywane. Przewiduje sie, Ze produkcja towaréw zawierajacych
nanoczasteczki wzrosnie do 2020 roku z okoto 2 300 ton produkowanych obecnie
do okoto 58 000 ton [8]. Ekspozycja na nanoczastki staje sie wiec nieunikniona nie
tylko poprzez ich wdychanie z powietrzem atmosferycznym, ale rOwniez poprzez
potkniecie (dodatki do zywnos$ci, farmaceutyka), kontakt skorny lub nawet
iniekcje (terapie medyczne) [94]. Nie mozna pomingc¢ faktu, iz rosnacy udziat
nanoczasteczek w roznych produktach przyczyni sie do ich emisji do Srodowiska
w postaci odpadéw przemystowych i domowych [91]. Ochrona bezpieczenstwa
Srodowiska naturalnego oraz zdrowia organizmow jest niezwykle istotna, dlatego
podstawowe zrozumienie toksykologii nanomateriatéw (nanotoksykologii)
stanowi dla naukowcoéw spore wyzwanie [95]. Badanie szkodliwoSci jest trudnym

zadaniem bo wymaga poznania ztozonych mechanizméw kinetyki i interakcji
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wewnatrzkomoérkowych, takich jak na przykltad =zaburzenia szlakéw
biochemicznych lub uszkodzenia organelli lub/oraz uszkodzenia genomu [96,97].
Nanoczgsteczki majg wiele réznych cech, ktére moga przyczyni¢ sie do ich
skomplikowanych interakcji z komoérkami, tkankami i narzadami, dlatego
informacje na temat potencjalnego zagrozenia ptynacego ze strony

nanotechnologii s3 ciagle fragmentaryczne.

7.1. Mechanizmy potencjalnej toksycznosci GO - wiodace koncepcje
Wiasciwosci fizykochemiczne nanoczasteczek majg silny zwigzek z ich
aktywno$cig biologiczna, a wiele z nich moze by¢ przyczyna negatywnego
oddziatywania na organizmy [98]. Nadal nie poznano, ktéra z tych wtasciwosci
odgrywa dominujaca role w indukowaniu cytotoksycznos$ci, tym bardziej, ze
nanoczastki sg bardzo czute na zmiany Srodowiska (medium), w ktorym sie
znajduja. Analizujac dane literaturowe mozemy przypuszczac, ze kluczowa cecha
jest wielkos¢, ksztatt, struktura, wtasciwosci powierzchniowe, rozpuszczalnosg,
zdolno$¢ do agregacji oraz sktad chemiczny [91,96]. Warheit i wsp. sugeruja, ze
podczas analizowania mechanizmu toksycznos$ci nalezy bra¢ pod uwage takze
reaktywno$¢ powierzchni, metode syntezy oraz czysto$¢ chemiczng
nanomateriatu [99].

Podczas omawiania szczegétowych wtasciwosci fizyko-chemicznych tlenku
grafenu nadmieniono, ze ma on duzg powierzchnie adsorpcji wzgledem swoich
bardzo matych rozmiaréw. Warto zatem dodac, ze liczba atomdéw na powierzchni
tlenku grafenu wzrasta wyktadniczo wraz ze zmniejszaniem sie jego wielkoSci.
W rezultacie jest on bardzo reaktywny w ukiadach biologicznych, ma wysoka
energie powierzchniowa i jest bardziej toksyczny w porownaniu z duzymi
czasteczkami o podobnym sktadzie chemicznym [98]. Rozproszone po organizmie
nanoczasteczki chetnie wchodza w reakcje z innymi biomolekutami wewnatrz i na
powierzchni komérek oraz fatwiej penetruja bariery komérkowe [98,100]. Wraz
ze zmniejszaniem rozmiar6w nanoczastki przewodnictwo elektryczne, twardo$¢
powierzchni oraz reaktywno$¢ chemiczna dynamicznie sie zmieniajg wplywajac
posrednio na jej aktywno$¢ biologiczng [101]. Liao i wsp. udowodnili, Zze im
mniejsza wielko$¢ ptatkow GO tym wieksza jego aktywno$¢ hemolityczna

wzgledem czerwonych krwinek [102].
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Ksztatt oraz sktad chemiczny czasteczki

a. 2 3 "
takze nie pozostaja bez znaczenia 1\(‘\’4\;({ ‘CL 1\:
w ocenie potencjatu cytotoksycznego. L\%\I{‘L \ﬁ(
. . 4

Plaszczyzna tlenku grafenu oraz jej

zakonczenia ulegaja  modyfikacjom b. ﬁ {HK (_'\ (_J 3 ,{H\
strukturalnym, a wraz z nimi zmienia sie W M fd
réwniez zdolnos¢ adsorpcji atoméw,

Rysunek 14. (a) ostre krawedzie grafenu - typu "zigzag",
jondw i czasteczek przez obecne (b)krawedzie typu "armchair” (na podstawie [104, 105])
na krawedziach tlenowe grupy funkcyjne [45]. Tak zwane ,ostre krawedzie -
,Zigzag” powstaja zazwyczaj podczas procesu syntezy [103] i moga by¢
odpowiedzialne za mechaniczne uszkodzenia barier komoérkowych oraz organelli
zarOwno u organizmow prokariotycznych jak i eukariotycznych (Rys. 14)
[104,105]. W tym miejscu nalezy rowniez przypomnie¢ (podrozdziat 4.1.2.1), ze
wtasciwe przeprowadzenie procesu syntezy tlenku grafenu ma ogromny wptyw
na jego czysto$¢ chemiczng. Niedoktadne koncowe oczyszczanie produktu
skutkuje jego zanieczyszczeniem jonami manganu, ktére przy duzej koncentracji
moga negatywnie oddzialywa¢ na homeostaze komérki [106]. Duzy wptyw na
toksyczno$¢ ma funkcjonalizacja powierzchni nanoczgsteczki. Tlenek grafenu
wykazuje tendencje do
tworzenia agregatow w
buforach fizjologicznych,
w zwigzku z tym jego dyspersje
bywaja niestabilne. = Wzrost
rozpuszczalno$ci oraz dyspers;ji
skutkuje wzrostem

biokompatybilnosci, dlatego

naukowcy podjeli sie licznych

Rysunek 13. Schemat zredukowanego tlenku grafenu (rGO)
(rys. wtasny).

prac nad modyfikacja
powierzchniowego sktadu chemicznego tego nanomateriatu. Zredukowany tlenek
grafenu (rGO) (Rys. 13) dziata silnie cytotoksycznie z uwagi na liczne defekty w
strukturze i duzg reaktywnos¢. Jego funkcjonalizacja (na przyktad zelatyng lub
PEG) podnosi stabilno$¢ oraz dyspergowalno$¢ w roztworach [107,108].

Naukowcy zaobserwowali, Ze na ujemng biozgodno$¢ nanoczasteczek majg wpltyw
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zarowno wiasciwosci fizykochemiczne reagentow uzywanych do eksperymentéw,
jak tez same warunki reakcji (pH, tempratura, obecno$¢ zanieczyszczen lub
promieniowania) [90,109,110]. Rozpuszczone nanoczasteczki tlenku grafenu
moga zachowywac sie bardzo réznie w r6znych osrodkach. Oznacza to, Ze po emisji
do Srodowiska naturalnego (wody powierzchniowe, gleba, wody gruntowe) lub
przyswojenia przez organizm (Srodowisko ptynéw fizjologicznych) moga ulegac
spontanicznym, trudnym do przewidzenia reakcjom. Zesp6t Wang'a oceniat
wptyw toksycznosci tlenku grafenu na bakterie Shewanella oneidensis, ktore
w normalnych warunkach zyja w wodach i uczestnicza w redukcji jonow metali.
Badania wykazaty, ze czysty tlenek grafenu w wodzie nie oddziatuje toksycznie,
ale po 12 godzinach inkubacji zostaje przez obecne tam bakterie zredukowany do
cytotoksycznego rGO [111]. Na tych samych mikroorganizmach powtarzalne
wyniki otrzymat zesp6t Salas’a [112], natomiast zespét Akhavan’a, dowiddt
zdolno$ci redukowania tlenku grafenu przez Escherichia coli [113]. Inne z hipotez
zaktadaja, Ze nanozwigzki moga zostaC otoczone przez roézne czasteczki
biologiczne takie jak biatka lub lipidy i przyczynia¢ sie do stresu oksydacyjnego

w komorce oraz uszkodzen materiatu genetycznego komérki [114,115].
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8. Koncepcja nasilonego stresu oksydacyjnego. Mechanizmy obrony
antyoksydacyjnej

W uktadach biologicznych waznym elementem podczas rozpatrywania

potencjalnej cytotoksycznosci i genotoksycznosci nanoczasteczek jest droga ich

podania, stezenie, dawka oraz czas trwania ekspozycji [74,116-119]. Rowniez typ

organizmu (réznice miedzyosobnicze/filogenetyczne) 1 typ traktowanych

komorek nie jest bez znaczenia. Moga one bowiem zasadniczo rézni¢ sie miedzy

autofagia

Rysunek 15. Prawdopodobne scenariusze zdarzeri w komdrce podczas kontaktu z nanoczqsteczkami ( rys. wtasny
na podstawie [122]).

sobg aktywnoScia  procesOw  metabolicznych, rodzajem receptoréw
na powierzchni komoérki, zdolnosciami przeciwutleniajacymi (np. aktywnoscia
i rodzajem enzymoéw antyoksydacyjnych), mechanizmami naprawczymi DNA oraz
obecnoscig wielu innych enzymoéw i hormondéw [90]. Wszystkie te czynniki
wptywaja na los i interakcje nanoczasteczek. Dlatego badania
nanotoksykologiczne prowadzone na zwierzetach lub hodowlach komérkowych
nie dajg pelnych informacji o ostatecznym oddziatywaniu jakie dana czgsteczka

bedzie mie¢ na dany organizm. Dotychczas zaprezentowane mechanizmy
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toksycznosci tlenku grafenu takze nie sg wystarczajace do oceny ryzyka niesionego
przez kontakt z tym materiatem [8]. Nanozwigzki majg zdolnos¢ przenikania przez
btone komoérkowa do cytozolu komoérki. Odbywa sie to na drodze endocytozy
(najczesciej pinocytozy), dyfuzji lub poprzez uszkodzenie btony w sposéb
mechaniczny (koncepcja ,ostrych krawedzi”) [108]. Uruchomienie proceséw
naprawczych btony komérkowej pocigga za soba wzrost aktywnoSci
metabolicznej i zaburzenie homeostazy [44,120,121]. Na skutek obecnosci obcych
czasteczek we wnetrzu komaérki obserwuje sie zwiekszong liczbe autofagosomaéw,
uszkodzenia mechaniczne lizosoméw oraz liczne zaburzenia w strukturze i funkcji
mitochondriéw. Indukuje to wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT), ktérych
konsekwencjg jest nasilenie wewngtrzkomoérkowego stresu oksydacyjnego
(Rys. 15,16) [122]. Wiele badan wskazuje, ze stres oksydacyjny stanowi
strategiczny mechanizm potencjalnej toksyczno$ci nanoczasteczek [123-125].
Wytwarzanie i eliminowanie RFT réwnowaza mechanizmy homeostazy
komorkowej, Kktore wyciszajg badz intensyfikuja aktywno$¢ uktadow
antyoksydacyjnych.

Mitochondium

*  stres oksydacyjny
*  uszkodzenia btony

Lizosomy
* uszkodzenia blony

Aparat Golgiego
* zmiana konformacji biatek

¢ utlenienie biatek
Jadro komoérkowe

* uszkodzenia DNA

Lipidy
Btona komérkowa *  peroksydacja
* mechaniczne uszkodzenia

*  stres oksydacyjny

*  uszkodzenia przez toksyczne jony

Rysunek 16. Wptyw nanoczgsteczek na poszczegdlne komponenty komarki (rys. wtasny na podstawie [73]).
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8.1. Uniwersalne markery stresu oksydacyjnego
Organizmy tlenowe wytworzyty rézne obronne mechanizmy metaboliczne, ktére
chronig integralno$¢ komoérek przed szkodliwym wpltywem reaktywnych form

tlenu (Rys. 17).

‘ ‘

.

mechanizmy enzymatyczne mechanizmy nieenzymatyczne reakcje bialek zwigzki przeciwutleniajgce
dysmutaz; ponadtlenkowa (SOD) ceruloplazmina reakcje z udzialem bialek karetonm.dy
atalaza (CAT) T kwas askorbinowy
peroksydaza glutationowa (GPx) transfe{yna bi kaOku glelfuh’xego .(H.SP) ) tokoferole
reduktaza glutationowa (GRd) : P o!xamu?}/r 4 1aLsg.opie n_cze l Pioledzy tokotrienole
S-transferaza glutationu (GST) JEEE P s glutation

Rysunek 17. Mechanizmy przeciwdziatajgce reaktywnym formom tlenu w komarce (rys. wtasny na podstawie [126]).

Wsréd mechanizméw obronnych wyréznionych na rysunku 17 najlepiej poznane
sg naturalne enzymy antyoksydacyjne takie jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD),
katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GPx), reduktaza glutationowa (GR),
S- transferaza glutationu (GST), jak i réwniez reakcje niektérych biatek
opiekunczych [126]. Mechanizmy enzymatyczne oraz biatka szoku cieplnego
(HSP) stanowig uniwersalne wskazniki stresu oksydacyjnego w organizmie
[127- 131]. Monitorowanie ich aktywnos$ci w tkankach narazonych na dziatanie
substancji potencjalnie toksycznej (na przyktad nanoczasteczki) [132] oraz
w trakcie przebiegu chordb dostarcza istotnych informacji o rozwoju stresu
oksydacyjnego w organizmie. Pozwala to nie tylko oszacowac stopien produkc;ji
reaktywnych form tlenu, ale réwniez wskaza¢ skale narazenia organizmu
na niebezpieczenstwo [133]. W chwili gdy dziatanie uktadéw antyoksydacyjnych
i proteolitycznych nie jest wystarczajgco wydajne dochodzi do kumulacji
utlenionych produktéw biatkowych [134]. Modyfikacja biatek (agregacja,
denaturacja) zachodzaca pod wpltywem reaktywnych form tlenu odgrywa istotna
role w wielu niekorzystnych procesach biologicznych, jak na przyktad
peroksydacja lipidéw. Poprzez kaskadowe utlenianie obecnych w lipidach

nienasyconych kwasow ttuszczowych powstaje wiele nadtlenkéw, ktére stanowia
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ciggta dostawe nowych wolnych rodnikéw inicjujacych kolejne reakcje
peroksydacji [125]. Zintensyfikowany i dtugo utrzymujacy sie stres oksydacyjny
jest bardzo szkodliwy dla komoérek i moze by¢ przyczyna nieodwracalnych zmian
w strukturze waznych biologicznie makromolekut, takich jak cukry, biatka oraz
DNA. Wolne rodniki moga niszczy¢ praktycznie wszystkie wystepujace
w organizmie biomolekuty oraz uczestniczy¢ w transporcie sygnatu, migracji lub
proliferacji komoérek [126,135]. Takie procesy powoduja najpierw zaburzenia
w metabolizmie komorki (mogg prowadzi¢ do przedwczesnej aktywacji szlakow
apoptotycznych i stymulacji $mierci komorki), co z kolei prowadzi¢ moze
do licznych degeneracyjnych zmian w tkankach, ktére przejawiajq sie
nieprawidtowa funkcja narzadéow 1 ostatecznie - catego organizmu.
Patofizjologiczne zmiany w tkankach oraz narzadach stanowig przyczyne wielu

chordb, a w skrajnych przypadkach doprowadzajg do $mierci organizmu [136].

8.2. Uszkodzenia DNA

Zaréwno stres oksydacyjny jak i genotoksyczno$¢ uwazane s3 za podstawowe
mechanizmy toksycznos$ci czasteczek w skali nanometrycznej [137]. Mechanizm
uszkodzenia materiatu genetycznego powodowanego przez nanoczasteczki wcigz
jeszcze nie jest do konca dobrze poznany. Przyjmuje sie, Zze uszkodzenie DNA moze
by¢ indukowane na drodze pierwotnej badz wtérnej. Genotoksycznos¢ pierwotna
polega na bezposrednim odziatywaniu nanoczasteczki z materiatem genetycznym,
natomiast wtorna to atakowanie i niszczenie DNA w wyniku nasilonego stresu
oksydacyjnego [138]. Znane z literatury nastepstwa uszkodzen DNA u podtoza
ktorych lezy stres oksydacyjny to, oprocz mutacji strukturalnych czgsteczki DNA,
rOwniez liczne mutacje gendéw cyklu komoérkowego oraz dysfunkcja
wewnatrzkomorkowych szlakow przekazywania informacji [139]. Wskutek
reakcji kwaséw nukleinowych z RFT dochodzi do pekania nici DNA (pekniecia
pojedyncze lub podwdjne) oraz przegrupowania sekwencji zasad. DNA
uszkodzony przez ROS jest silnie immunogenny [138]. Wolne rodniki moga
stymulowac¢ aktywno$¢ endonukleaz, a to skutkuje fragmentacjg nici DNA. Opisano
juz przypadek mutacji genu p-53 czyli genu supresji nowotworéow [140]. Mutacja
byta spowodowana wolnymi rodnikami zawartymi w skitadnikach dymu

tytoniowego i przyczyniata sie do raka ptuc. Podobna mutacja byta obserwowana
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w genomie chorych na raka jelita grubego oraz skory, gdzie wolne rodniki

indukowane zostaty promieniowaniem ultrafioletowym [141].

8.2.1. Mechanizm genotoksycznosci pierwotnej

Jak wykazuja badania, najmniejsze nanoczgsteczki (do 10 nm) sg zdolne
przedosta¢ sie przez blone jadrowa na drodze dyfuzji badZz poprzez liczne
kompleksy poréw jadrowych i oddzialywaé bezposrednio z DNA. Wieksze
(do 60 nm), dostaja sie do wnetrza jagdra komoérkowego podczas podziatow
komoérkowych (mitozy), kiedy btona jadrowa =zanika. Wewnatrz jadra
komdérkowego znalezione zostaty agregaty nanoczasteczek ZnO rzedu 285 nm
[142]. Obecnos¢ tak duzych czastek jest w stanie doprowadzi¢ do zdeformowania
jadra za posrednictwem powstajagcych w cytoplazmie pecherzykéw
komorkowych. Takie odksztatcenia wptywaja ujemnie na podziaty komdérkowe
[138]. Dane literaturowe pokazujg rowniez, ze nanozwigzki, aby indukowac
toksycznos$¢, nie musza wcale znajdowac sie w bezposrednim kontakcie z DNA ale
moga wchodzi¢ w interakcje z biatkami jadrowymi, ktore biorg udziat w replikacji,
transkrypcji oraz naprawach uszkodzonego materiatu genetycznego. Takie
interakcje z biatkami zostaty udowodnione na przyktadzie czgsteczki fulerenu Ceo,
ktéry jest zdolny do wigzania sie z topoizomeraza DNA lub biatkami szlaku
naprawy DNA [27,143]. Wazne jest rowniez, ze nanozwiazki, zaburzajac punkty
kontrolne cyklu komdrkowego i dziatajgc na kinaze biatek, destabilizujg replikacje
DNA. Istotnym procesem jest tez sama inaktywacja kinaz. Obserwuje sie takze
oddzialywanie nanoczasteczek z aparatem mitotycznym a dtugotrwata ekspozycja
moze prowadzi¢ do nieprawidtowej segregacji chromosoméw w komorkach
potomnych [144]. Jak juz wspomniano wczeS$niej, nanoczgsteczki moga
przyczyniac sie do generacji ROS w komorkach, ktére moga wchodzi¢ w interakcje
z licznymi biomolekutami komérkowymi, w tym z DNA. Taki stres oksydacyjny jest
przyczyng na przyktad uszkodzen jaderka [110,145]. Jony uwolnione
ze zdyspergowanych w roztworach nanoczasteczek, zwykle jony metali
przejSciowych (na przyktad Fe2+, Ag*, Cu*, Mn2*, Cr>* i Ni2*) mogg przyczyniac sie

do tworzenia wewnatrzkomorkowych ROS w reakcji Fentona [146]:
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@ + metal przejsciowy (np. MnZ2*) —> + OH- + Mn3+

nadtlenek wodoru wolny rodnik hydroksylowy

Oddzialywanie nanoczgsteczek z organellami komdérkowymi, na przyktad z btong
mitochnondrium, réwniez moze indukowac silny stres prowadzacy do produkc;ji
wolnych rodnikéw tlenowych. Zaburzenia w mitochondium powoduja
rozregulowanie  tancucha  oddechowego, przerwania syntezy  ATP
a w konsekwencji uszkodzenia kwasu deoksyrybonukleinowego [147]. Ponadto
nanoczasteczki  maja  zdolno$¢  hamowania  aktywno$ci  zwigzkéw
przeciwutleniajgcych w komdrce oraz moga wptywac na szlaki enzymatycznej
obrony antyoksydacyjnej, chociazby poprzez wygaszenie aktywnosci dysmutazy

ponadtlenkowej lub reduktazy glutationowej [145].

8.2.2. Mechanizm genotoksycznosci wtornej
Istnieja obecnie pewne hipotezy, ktore zaktadaja, iz nanoczasteczki moga
aktywowac¢ komorki fagocytujace przyczyniajac sie do rozwoju stanu zapalnego.
Rozwinieta reakcja zapalna przyczynia sie do nadprodukcji wolnych rodnikow
generujacych wybuchy tlenowe, ktére inicjuja reakcje oksydacyjne materiatu
genetycznego [148]. Uszkodzenia DNA moga by¢ rowniez wynikiem potaczenia
lancucha zdarzen mechanizméw pierwotnych i wtornych wynikajacych
z narazenia na ksenobiotyk. Nanoczastki uszkadzajac DNA przyczyniajg sie do
zwiekszenia fotogenotoksycznos$ci. Promieniowanie UVA promuje szybka
produkcje ROS uszkadzajacych mitochondria oraz limfocyty, a to uruchamia
reakcje zapalna, apoptoze i uszkodzenia nici DNA. Co wiecej, gdy zajdzie juz taka
reakcja, postepuje ona niezaleznie od obecnos$ci nanoczasteczek w organizmie
i kolejna taka kaskada jest juz stymulowana tylko obecnoscig $wiatta [149,150].
Poniewaz integralno$¢ genomu jest bardzo wazna, komérki wytworzyty
wiele specjalnych mechanizméw naprawczych, ktére chronig go przed utrata
prawidtowej informacji genetycznej. Dzieki temu wiekszo$¢ uszkodzen moze
zosta¢ naprawiona bez szkody dla organizmu [126]. Czasem jednak zdarza sie, ze
pewne uszkodzenia podczas procesu naprawy sg pomijane. Taka sytuacja ma
miejsce w kilku przypadkach. Jednym z nich moga by¢ rozlegte uszkodzenia DNA

i nie dos$¢ skuteczne mechanizmy naprawcze. W drugim przypadku uszkodzenia
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moga zosta¢ nierozpoznane przez wtasciwe mechanizmy. Inng prawdopodobna
wersjg wydarzen jest zmiana pewnych funkcji enzyméw naprawczych przez
nanoczasteczki. Wadliwy mechanizm naprawy prowadzi do licznych mutacji
bedacych konsekwencjg nieprawidtowej replikacji DNA. Mutacje w rejonach
genow kodujacych prowadza do licznych btedéw w ekspresji tychze genéw i do
powstawania wadliwych biatek. Nagromadzone w ten sposéb mutacje moga
w efekcie prowadzi¢ do $mierci komoérek albo ich transformacji w komorki

nowotworowe [138,145].

8.2.3. Metody oceny i identyfikacji uszkodzen DNA

Istnieje wiele metod oceny stopnia uszkodzenia materialu genetycznego przez
czynnik genotoksyczny. Odpowiednie techniki mozna przeprowadzi¢ zaréwno
w warunkach in vitro jak i in vivo a ich dobdr jest zalezny od przypuszczalnego
mechanizmu genotoksycznos$ci oraz badanego materiatu. Techniki in vitro
s3 odpowiednie jako testy podstawowe i raczej sg wykorzystywane w celu oceny
uszkodzen DNA, ktére powstaty w efekcie genotoksycznosci pierwotnej. Do tego
typu badan zalicza sie test Amesa, ktéry pozwala w prosty sposéb odpowiedzie¢
na pytanie, czy dany czynnik ma potencjat do wywotania mutacji [151]. Testy
in vivo s3 wlasciwe przy ocenie iloSciowej i jakoSciowej zmian w genomie oraz
towarzyszacych temu efektow ubocznych, takich jak na przyktad rozwijajacy sie
stan zapalny lub postepujaca $mier¢ komérek [152]. Popularnymi metodami tego
typu sa: test kometowy (ang. comet assay), metoda TUNEL, test mikrojadrowy, test
aberracji chromosomowych lub metoda FISH (ang. fluorescent in situ
hybridization). Niekiedy w badaniach stosuje sie r6zne kombinacje tych metod

[138,153-155].

9. Modele badan toksykologicznych - badania in vitro oraz in vivo

Zaplanowanie i przeprowadzenie interdyscyplinarnych, szczeg6towych badan jest
kluczowe w poznaniu krétko i dtugoterminowej toksycznosci nanoczasteczek.
Jak  wspomniano wcze$niej, zachowanie nanoczasteczek w organizmie
wielokomorkowym jest trudne do przewidzenia a mechanizm toksyczno$¢ moze
mie¢ bardzo skomplikowany przebieg. W literaturze odnaleZ¢ mozna catkiem
sporo informacji na temat cytotoksycznosci tlenku grafenu. W wiekszosci sa to

badania, ktore przeprowadzono w ostatnich latach. Tlenek grafenu jest
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atrakcyjnym obiektem badan, poniewaz ulega dyspersji w roztworze wodnym
i wykazuje wiele mozliwo$ci modyfikacji, ktére czynig go stabilnym w buforach
fizjologicznych [40]. Jednakze wyniki tych badan sg dwoiste, gdyz sugeruja
jednoczes$nie duzg biokompatybilno$¢ tej nanoczasteczki jak i rowniez duzg jej
szkodliwo$¢ [138]. Warto zwrdéci¢ uwage na fakt, Ze znaczna cze$¢ eksperymentow
przeprowadzana jest w warunkach in vitro, czyli z uzyciem specjalnie
wyhodowanych/wyselekcjonowanych linii komérkowych, ktére traktowane
sa odpowiednimi dawkami substancji w SciSle kontrolowanych warunkach.
Nalezy zatem pamieta¢, ze badanie odbywa sie poza organizmem i nie pozwala
pozna¢ skomplikowanych mechanizméw odpowiedzi fizjologicznej na danag
substancje na poziomie catego organizmu. OczywisScie badania tego typu maja
wiele zalet. Przede wszystkim pozwalajg w szybki sposéb dokona¢ analizy
jakoSciowej i iloSciowej komoérek bezposrednio po kontakcie z nanoczasteczka
[116]. Ponadto, nie wymagaja one poSwiecenia zycia zwierzat, co jest wazne
ze wzgledow etycznych.

W eksperymentach in vivo substancja wprowadzana jest do organizmu
wziewnie, przez skore, przewdd pokarmowy lub wstrzykniecie. Symuluje
to potencjalny kontakt z ksenobiotykiem w Srodowisku. Losy nanoczasteczki
w ustroju moga by¢ Sledzone za pomocg roznych technik (na przykiad
fluorescencyjnych), zatem w pewnych przypadkach mozliwe jest okreSlenie ich
fizjologicznego stezenia lub akumulacji w okreSlonych tkankach/narzadach.
Mozliwa jest rowniez ocena szybkos$ci metabolizmu i wydalania aplikowanej
substancji [156]. Zesp6t Wanga oceniat wptyw tlenku grafenu na komérki
ludzkiego naskorka (in vitro) i myszy (in vivo). Zar6wno badania in vitro jak
i in vivo potwierdzity wzrost cytotoksycznosci wodnej dyspersji GO wraz
ze wzrostem jego stezenia. Ludzkie fibroblasty traktowane tlenkiem grafenu
o najwyzszej koncentracji (50 mg/ mL) wykazywatly nasilong apoptoze oraz
uszkodzenia organelli. Wyniki eksperymentu in vivo pokazaty, ze GO wstrzykiwane
myszom przyczynia sie do zwiekszenia ich $miertelno$ci oraz wytworzenia
ziarniaka ptuc. Ponadto tlenek grafenu ulegat akumulacji w ptucach, watrobie,
$ledzionie oraz nerkach, z ktérych nie byt usuwany[157]. Co wazne, dawka wysoce
toksyczna w warunkach in vivo byta kilka rzedéw nizsza niz w warunkach in vitro.

Dlatego aby ustali¢c wszystkie charakterystyczne cechy toksycznosci
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nanoczasteczek niezbedne jest kompleksowe przeprowadzenie badan in vitro oraz
in vivo. Niestety mozliwo$¢ wykonania obu eksperymentéw jednocze$nie jest
czesto utrudniona wieloma ograniczeniami, nie tylko technicznymi ale takze

etycznymi i finansowymi.

9.1. Ocena skutkow toksycznosci GO na réoznych poziomach organizacji
biologicznej
OkreSlenie potencjalnych zagrozen nowych substancji dla organizméw
na wczesnym etapie rozwoju technologicznego jest bardzo istotne [137,158].
Tlenek grafenu jest nowym nanomateriatem, dlatego mechanizm jego
szkodliwos$ci w wielu aspektach pozostaje jeszcze zagadka. Ze wzgledu na rosnace
zainteresowanie nanotechnologia, badacze postuluja zwrdécenie wiekszej uwagi
na potencjalny wplyw grafenu i jego pochodnych na Srodowisko [91]. Wciagz
niewiele wiadomo o skutkach ditugotrwatego narazenia na GO a dane
epidemiologiczne nie sg jeszcze dostepne. Najwazniejszym, globalnym problemem
wydaje sie by¢ wnikniecie nanoczasteczek do ekosystemu oraz ich akumulacja
w  tancuchach troficznych [73,91,124]. Przeglad literatury pokazuje,
ze toksykolodzy i ekotoksykolodzy podejmuja nieSmiate préby oceny stopnia
toksycznos$ci tlenku grafenu zaréwno w badaniach in vitro jak i in vivo.
Wykorzystuje sie do tego celu kilka rodzajow bakterii, komoérek ssakow oraz
modeli zwierzecych [159]. Podejrzewa sie, Ze pierwszy toksyczny efekt
wprowadzenia tlenku grafenu do S$rodowiska moze by¢ zaobserwowany
w populacjach mikroorganizméw zyjacych w wodzie lub glebie (bakterie, algi),
ktore znajdujg sie w dolnej cze$ci tancucha pokarmowego i sg zjadane na przykiad
przez bezkregowce. Pretti i wsp. testowali wptyw ptatkow grafenu na zielenice
(Dunaliella tertiolecta) powszechng w wodach morskich oraz na skorupiaki
Artemia salina. Obrazy mikroskopowe pokazaly, ze po 72h ekspozycji
na nanoczasteczki, D. tertiolecta cechowata sie utratg wici oraz obrzekiem
komorki spowodowanym mechanicznymi uszkodzeniami $Sciany komorkowe;.
Z powodu ostrych krawedzi tlenek grafenu réwniez mechanicznie uszkadzat
btone komérkowa u Staphylococcus aureus [105]. W przypadku A. salina
odnotowano wzrost biomarkeréw stresu oksydacyjnego a takze liczne

uszkodzenia oksydacyjne [160]. Niekorzystny wpltyw GO, objawiajacy sie
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wzrostem aktywno$ci enzyméw antyoksydacyjnych (lub tez ich hamowaniem)
zaobserwowano takze w badaniach na pierwotniakach Euglena gracilis [95].
Bardzo ciekawych wnioskéw dostarczyta obserwacja kolonii mikroorganizméw
obecnych w wodach $ciekowych. Wskutek wzrostu stezenia GO ich aktywno$¢
malata. W konsekwencji zauwazono pogorszenie sie jakosci Sciekdw, zwiekszenie
metnosci i obniZong biodegradacje osadéw. Penetracja i akumulacja GO w osadzie
doprowadzita do powstania zalegajacych agregatow [7]. Toksycznos$¢ GO, zalezna
od dawki oraz czasu ekspozycji, potwierdza réwniez spadek aktywnos$ci
stodkowodnych skorupiakéw Amphibalanus amphitrite. Po 72 h narazenia na GO
w stezeniu 0,75 mg/ mL zmniejszyta sie ich ruchliwo$¢ oraz zwiekszyla
$Smiertelnos$¢ [161].

Negatywny wplyw tlenku grafenu na organizmy ros$linne, Zzyjace
w warunkach lgdowych takze zostal potwierdzony wieloma badaniami.
Begum i wsp. ocenili wptyw zdyspergowanego w wodzie GO na ro$liny uprawne
takie jak szpinak, kapusta czerwona i pomidory. Po 20 dniowej ekspozycji na
nanoczastki w glebie zaobserwowano zalezne od dawki negatywne skutki jego
dziatania w postaci nekrozy lisci i nasilonego stresu oksydacyjnego. Ten sam
zespot Sledzit za pomocg mikroskopu skaningowego (SEM) efekty narazenia na GO
na modelowym gatunku Arabidopsis thaliana. Tlenek grafenu zaaplikowany zostat
w stezeniu od 0-80 mg/ L. Wykazano liczne zmiany cytologiczne u tej rosliny, takie
jak fragmentacja jader, uszkodzenia btony komorkowej czy dysfunkcja
mitochondriéw, ktore nasilaty sie wraz ze wzrostem stezenia GO. Potwierdzono
rowniez, ze reaktywne formy tlenu sg kluczowymi mediatorami w szlaku
sygnalizacyjnym $mierci komoérki [162,163]. Obecnos$¢ tlenku grafenu hamuje
takze rozwoéj grzybni Aspergillus oryzae, Aspergillus Niger oraz Fusarium
oxysporum. Szkodliwe oddziatywanie nanoczgsteczek, w tym tlenku grafenu,
na niepatogenne mikroorganizmy, takie jak Aspergillus oryzae moze by¢ waznym
problemem dla Srodowiska [164]. Z drugiej strony warto dodac¢, ze tlenek grafenu
otrzymany metoda Hummers’a w warunkach in vitro wykazuje dziatanie
antybakteryjne, ktéore moze by¢ korzystne. Dowiedziono, ze ptatki grafenowe
(300-600 nm) dziatajg zabdjczo na Xanthomonas oryzae. Fitopatogenng bakterie,

ktora atakuje zboza [165].
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Wiele badan dotyczacych wptywu nanoczasteczek na organizmy wodne
oraz ladowe opartych jest o modele zwierzece. Zesp6t Zhanga w badaniach in vivo
ocenit, Ze tlenek grafenu ulega bardzo dobrej biodystrybucji w ciele nicieni
Caenorhabditis elegans ale nie powoduje negatywnych skutkéw ubocznych.
Co ciekawe, naukowcy nie odnotowali uszkodzen tkanek, zmian w zZywotnosci czy
ruchliwo$ci tych bezkregowcow. Naukowcy ci pokazali, ze GO, dziatajac posrednio,
znacznie ostabia tolerancje tych bezkregowcéw na pestycydy obecne w glebie
[166].

Ocena toksyczno$ci nanomaterialéw z uzyciem wyzszych organizméw
wykorzystywana jest gtéwnie w badaniach przedklinicznych i klinicznych. Testy
tego typu sa niezbedne przed wprowadzeniem nanoczasteczek do produktow
komercyjnych. Popularnym organizmem w badaniach in vivo jest danio pregowany
(Danio rerio), stodkowodna, drobna ryba z rodziny karpiowatych. Danio jest
chetnie uzywany w ocenie toksyczno$ci nanomaterialéw, poniewaz wykazuje
bliska homologie z ludzkim genomem. Ponadto, zarodki D. rerio s3 bardziej
wrazliwe na dziatanie czynnikéw chemicznych w poréwnaniu z osobnikami
dorostymi [167]. Korzystajagc z zarodkow Danio zbadano toksyczno$¢
funkcjonalizowanego (kwasem mlekowym i fluoresceing) tlenku grafenu
podanego poprzez iniekcje. Autorzy nie zaobserwowali znaczacych zmian
w przezywalno$ci zarodkéw pomimo faktu, ze nanoczasteczki ulegly dobrej
biodystrybucji w ciele ryb [168]. Podobne badanie przeprowadzono uzywajac
grafenu sfunkcjonalizowanego PEG, kurkuma i doksorubicyng (DOX). Kompleksy
nanoczasteczki cechowaty sie brakiem toksycznos$ci w zakresie rozwoju zarodkéw
D. rerio. Biozgodno$¢ prawdopodobnie byta spowodowana powleczeniem
powierzchni nanoczasteczki PEG, ktory, jak wspomniano wcze$niej, wptywa
dodatnio na jej wtasciwosci i zmniejsza szkodliwo$¢ [169]. Brak szkodliwos$ci
tlenku grafenu z PEG odnotowano takze w badaniach na myszach. Po podaniu
doustnym nanoczasteczki byty w ograniczonym stopniu wchtaniane w uktadzie
pokarmowym a nastepnie byly wydalane. Natomiast po podaniu dozylnym
wykazaty doskonata biodystrybucje oraz charakterystyczne dla zwigzkow grafenu
odktadanie sie w narzadach, gtéwnie watrobie i Sledzionie [170]. Funkcjonalizacja
powierzchni GO grupami aminowymi wykazywata mniejszg biozgodnos¢

i przyczyniata sie do powstania licznych zakrzepow w ptucach myszy po aplikacji
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dozylnej [171]. Toksyczno$¢ ptucna jest waznym problemem z punktu widzenia
rozwoju przemystu i ryzyka wdychania zanieczyszczonego powietrza.
Dtugoterminowy kontakt z nanoczasteczkami moze doprowadzi¢ do licznych
uszkodzen narzadéw oraz choréb. Wykazano, Ze tlenek grafenu przyswajany
wziewnie akumuluje sie w ptucach i jest przyczyng zatoréw. Znaczace zmiany
patologiczne w postaci naciekdw zapalnych, obrzeku ptuc oraz formowania sie
ziarniniakéw stwierdzono po podaniu tlenku grafenu w dawce 10mg kg1 masy
ciata zar6wno myszom jak i szczurom [15].

Analiza przytoczonych danych zawiera pokazng dawke informacji
dotyczacych oceny toksycznos$ci tlenku grafenu. Pomimo znacznej liczby badan
(in vitro oraz in vivo) na réznych modelach roslinnych i zwierzecych, naukowcy
nadal nie s3 w stanie przewidzie¢ potencjalnych zagrozen nanotechnologii dla
cztowieka [73]. W celu zdobycia dodatkowych danych wykonywane
sg roéwnocze$nie eksperymenty in vitro na tkankach ludzkich, na przyktad
fibroblastach, komérkach ptuc Ilub rozmaitych komoérkach zmienionych
nowotworowo [76,96,116,172]. Wiele informacji wymaga jeszcze uzupetnienia.
Nalezy pamieta¢, aby w ocenie biologicznego wptywu zwigzkéw powstatych
na bazie grafenu bezwzglednie unika¢ uogoélniania informacji, a takze stale mie¢
nauwadze ich witasciwosci fizykochemiczne oraz bogate mozliwosci

funkcjonalizaciji.

10. Acheta domesticus w badaniach toksykologicznych

Postepowanie w ocenie ryzyka ekologicznego jakie niesie za sobg nanotechnologia
jest bardzo ztoZzone. Wymaga opracowania wielu metod badawczych oraz doboru
szeregu roznych wskaznikow narazenia na oceniany ksenobiotyk. Niezwykle
istotny jest trafny wybor obiektu do eksperymentu, ktéry umozliwi jakoSciowa
iilosciowa weryfikacje biochemicznych, fizjologicznych i histologicznych
biomarkeréw ekspozycji na nanoczgsteczki [173]. Znanych jest bardzo wiele
organizmow modelowych, a kazdy z nich posiada inne walory predysponujace go
do wykorzystania w eksperymentach naukowych. Powszechnymi organizmami
w badaniach podstawowych z zakresu biologii molekularnej, rozwoju, fizjologii

i ekologii sa owady [124,174].
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Rysunek 18. Cechy organizmu modelowego na przyktadzie Acheta domesticus (rys. wtasny).

Ostateczny wybor gatunku owada podyktowany jest jego cechami biologicznymi,
ktére zmniejszajg prawdopodobienstwo biednej interpretacji wynikéw
(Rys. 18) [173].

Acheta domesticus, Fabricius, 1775 (Gryllidae, Orthoptera, Insecta) to
polifagiczny, szeroko rozpowszechniony w przyrodzie gatunek Swierszcza. Jest
owadem synantropijnym, dlatego doskonale sprawdza sie jako organizm
wskaznikowy w rozmaitych badaniach stopnia zanieczyszczenia Srodowiska
[175,176]. Cechuje sie krotkim cyklem zyciowym (okoto 3-4 miesigce) i duza
ptodnoscia, co czyni go atrakcyjnym w ocenie wielopokoleniowego wptywu
ksenobiotykdw na organizm oraz umozliwia wykonanie wielu powtdrzen
eksperymentu. Posta¢ dorosta A. domesticus osigga rozmiary w przedziale okoto
15 - 25 mm [177]. Taka wielko$¢ umozliwia pozyskanie odpowiedniej ilosci
materiatu do badan oraz wykonania drobnych zabiegéw chirurgicznych, jak na
przyktad preparacja tkanek, iniekcja lub wszczepianie elektrod. Warto nadmienic,
ze w warunkach laboratoryjnych owad ten nie jest ktopotliwy w hodowli a jego
uzycie w eksperymentach nie wymaga akceptacji ze strony komisji etycznej,
dlatego jest chetnie wykorzystywany w rozmaitych testach, zanim

zaprojektowane zostang badania na ssakach.
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II. CELE BADAN I HIPOTEZY BADAWCZE

11. Uzasadnienie tematu badan oraz cele badawcze
Bezposrednim powodem podjecia badan opisanych w niniejszej rozprawie
doktorskiej jest fragmentaryczny stan wiedzy o biozgodnosci tlenku grafenu oraz
jego, jak dotad, nie do$¢ dobrze okreslone oddzialywanie na bezkregowce,
zwlaszcza te zamieszkujgce Srodowisko naturalne. Przedmiotem badan jest ocena
krotko- oraz dlugoterminowej toksycznosci in vivo tlenku grafenu na owada
z gatunku Acheta domesticus.

Prezentowane w dysertacji wyniki badan sg efektem realizacji celow

badawczych, ktére realizowano w trzech r6znych modelach eksperymentalnych:

MODEL I. Cel gléwny: Okreslenie stopnia nasilenia wybranych wskaznikéw
odpowiedzi antyoksydacyjnej u A. domesticus wskutek krétkoterminowego
narazenia na czysty chemicznie tlenek grafenu (GO) oraz zanieczyszczony
w wyniku syntezy jonami manganu (GO+Mn?*). Nanoczgsteczki podano poprzez

iniekcje bezposrednio do jamy ciata owada.
Cele szczegotowe:

e Sprawdzenie czy nanoczasteczki tlenku grafenu (GO oraz GO+Mn?2+),
podane iniekcyjnie bezposrednio do jamy ciata A. domesticus (w dawce 0,1
uL na 100 mg masy ciata) aktywuja mechanizmy obrony antyoksydacyjne;j.

e Okreslenie jak poziom aktywno$ci parametréow stresu oksydacyjnego
(catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej - TAC, katalazy - CAT,
peroksydazy glutationowej - GPx) oraz poziom biatek szoku cieplnego
HSP 70 zmieniajg sie w czasie 72 godzin od iniekcji. Sprawdzenie, czy forma
podania nanoczasteczek (iniekcja) wptywa na warto$¢ parametréw stresu
oksydacyjnego.

e Okreslenie, czy stopien toksycznosci (GO oraz GO+Mn?*) jest zalezny od
budowy chemicznej tych zwigzkow i czy intensyfikuje sie wraz z obecnoScia

jonéw manganu w sktadzie.

MODEL II. Cel gléwny: Okreslenie stopnia nasilenia stresu oksydacyjnego, analiza

uszkodzen komoérkowych oraz zmian histologicznych u A. domesticus wskutek

41



krétkoterminowego narazenia na obecno$¢ tlenku grafenu (GO oraz GO+Mn?+)

w pokarmie.

Cele szczegotowe:

Sprawdzenie czy podanie owadom GO oraz GO+Mn?2+* wraz z pozywieniem
(200 pg-g?! pokarmu) przez okres 10 dni doprowadzi do intensyfikacji
mechanizméw obrony antyoksydacyjnej, zaburzen w fizjologii komoérek oraz
zmian w strukturze tkanki jelita, ktore znajduje sie w bezposrednim kontakcie
z nanoczgstkami.

Okres$lenie czy nanoczasteczki tlenku grafenu cechuja sie genotoksyczno$cia
wzgledem DNA A. domesticus.

Zbadanie, w spos6b posredni, czy tlenek grafenu ulega biodystrybucji
i przyczynia sie do zmniejszenia zywotnosci/ $mierci komorek oraz zmian
histologicznych w strukturze meskich gonad.

Sprawdzenie czy obecno$¢ jonéw manganu w sktadzie tlenku grafenu ma
wplyw na poziom cytotoksycznos$ci/ genotoksyczno$ci tego nanomateriatu.
Okre$lenie dynamiki zmian parametréow cytotoksycznos$ci/ genotoksycznosci

tlenku grafenu w czasie 10 dni eksperymentu.

MODEL III. Cel gtéwny: Okreslenie wptywu dtugoterminowej ekspozycji na
nanoczasteczki tlenku grafenu (GO) w kontekscie dwupokoleniowych zmian
komorkowych oraz potencjalu reprodukcyjnego badanych owadéw.
Nanoczasteczki podano w dwoéch réznych stezeniach wraz z pokarmem, przez
caty cykl zyciowy A. domesticus - w dwoch nastepujacych po sobie

pokoleniach.

Cele szczegotowe:

e Ustalenie czy dlugoterminowa ekspozycja na tlenek grafenu (GO) w dwdéch
stezeniach (20 oraz 200 ug-g!) w pokarmie wplywa negatywnie
na zdolnosci reprodukcyjne owadéw wzgledem grupy kontrolne;j.

e OkreSlenie czy tlenek grafenu wptywa na morfologie oraz ilos¢

jaj sktadanych przez samice.
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e Zbadanie czy przewlekie narazenie na GO moze powodowa¢ negatywne
konsekwencje ~w  drugim  pokoleniu = owaddéw, przejawiajace
sie uszkodzeniami komérek oraz zmniejszeniem przezywalnos$ci mtodych
osobnikow.

e Sprawdzenie czy istnieje zalezno$¢ miedzy toksycznoscig tlenku grafenu

a jego stezeniem w pokarmie.

11.1. Hipotezy badawcze
Do nadmienionych celéw badawczych wysunieto szczegdétowe hipotezy, ktore

zweryfikowano realizujgc zaplanowane eksperymenty:

MODEL I:

H1,0: Iniekcyjne podanie GO oraz GO+Mn?2* w dawce 0,1 pL na 100 mg masy ciata
owada nie spowoduje nasilenia stresu oksydacyjnego u badanej grupy owadow.
Odpowiedz enzymoéw antyoksydacyjnych nie pozostaje w zwigzku z nasileniem
stresu oksydacyjnego, ktéry nie lezy u podioza toksycznosci GO. Ewentualny
wzrost aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w pierwszej dobie od aplikacji
moze by¢ spowodowany czynnikiem stresowym jakim jest sama iniekcja.

H1,1: Zaréwno GO jak i GO+Mn2+* spowoduje znaczjce nasilenie stresu
oksydacyjnego, co przejawi sie wzrostem wartoSci badanych parametréw.
Nanoczastki ulegng biodystrybucji w organizmie prowadzac do zmian
degeneracyjnych. Poziom ocenianych enzymow antyoksydacyjnych ulegnie
podwyzszeniu w grupach narazonych juz w pierwszej dobie od podania i bedzie
wykazywat tendencje wzrostowa lub bedzie utrzymywat sie na statym, relatywnie
wysokim poziomie az do zakonczenia eksperymentu.

H1,2: Wzrost parametréw stresu oksydacyjnego nasili sie jedynie w grupie
owaddw traktowanych tlenkiem grafenu poprodukcyjnie zanieczyszczonym
jonami manganu GO+Mn?2*. Nieprecyzyjnie przeprowadzona technika
otrzymywania GO i kompleksowanie struktury jonami manganu nasilg potencjat
oksydacyjny tego zwigzku.

H1,3: Generowanie wolnych rodnikéw w ciele owadoéw bedzie indukowane
jedynie przez czysty chemicznie tlenek grafenu (GO), ktory na skutek obecnoSci
wielu tlenowych grup funkcyjnych doprowadzi do zapoczatkowania reakcji

rodnikowych w organizmie. Podanie czystego GO i jego biodystrybucja spowoduja
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wzrost aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych w czasie u owadéw narazonych

wzgledem grupy referencyjne;j.

MODEL II:

H2,0: Podanie owadom GO oraz GO+Mn?* wraz z pozywieniem przez okres 10 dni
(200 pg - g1 pokarmu) nie spowoduje znaczacych zmian degeneracyjnych
w organizmie owadow. Bedzie sie to objawiato niezmieniong, wzgledem grupy
kontrolnej, strukturg tkanki jelita, niskim poziomem uszkodzen DNA a takze
zblizong do grupy kontrolnej aktywnos$cig enzymow antyoksydacyjnych. Rowniez
meskie gonady nie zostang uszkodzone, co prawdopodobnie bedzie mogto miato
zwigzek z ograniczong dystrybucja nanoczasteczek w organizmie.

H2,1: GO oraz GO+Mn?2* spozywane przez owady zadziataja podobnie, powodujac
znaczny wzrost aktywnos$ci parametréw stresu, powazne zmiany degeneracyjne
w jelicie oraz wysoki procent uszkodzen materiatu genetycznego. Nanoczasteczki
ulegng szybkiej biodystrybucji w organizmie powodujgc liczne zmiany
histologiczne w tkance meskich gonad.

H2,2: W obu grupach owadéw intoksykowanych tlenkiem grafenu odnotuje sie
znaczne zmiany histologiczne jelita, jako tkanki bezpos$rednio narazonej
na uszkodzenia mechaniczne spowodowane nanoczasteczkami. W konsekwencji
wzrosng uszkodzenia DNA oraz parametry stresu oksydacyjnego. Jednakze tlenek
grafenu nie zostanie rozprowadzony po organizmie lub, na drodze enzymatycznej,
zostanie zredukowany (ulegnie dezaktywacji) i nie spowoduje uszkodzen
struktury gonad.

H2,3: Tylko jeden typ spozywanych nanoczgsteczek (GO lub GO+Mn?2+) zainicjuje
wzrost stresu oksydacyjnego w organizmie owadow i/ lub wzrost uszkodzen DNA
i/ lub zmiany histologiczne struktury jelita i/ lub struktury meskich narzadéw
rozrodczych wzgledem grupy kontrolnej. Wyjasnienia takiego rezultatu nalezy
upatrywa¢ w rdznicach zwigzanych z synergistycznym/ antagonistycznym

oddziatywaniem jonéw Mn?2* z nanoczastkami.

MODEL III:
H3,0: Podaz osobnikom S$wierszcza domowego czystego chemicznie tlenku

grafenu (GO) w stezeniach 20 oraz 200 pg - g1 pokarmu przez caty cykl zyciowy
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nie wptynie ujemnie na procesy rozrodcze badanego gatunku. GO bedzie miat
bardzo ograniczong zdolno$¢ przenikania do struktur rozrodczych i/ lub
uruchomione zostang mechanizmy kompensacyjne w ciele matki, znoszace efekty
nasilonego stresu oksydacyjnego. Zmiany histologiczne w gonadach bedg obecne
w  niewielkim stopniu, jako nastepstwo uszkodzen mechanicznych,
ale reprodukcja owadéw narazonych na dziatanie nanoczasteczek nie bedzie
ZNaczaco nizsza w poréwnaniu z grupg kontrolna.

H3,1: Na skutek znacznych uszkodzen histologicznych narzadéw rozrodczych
oraz podwyzszonego poziomu stresu oksydacyjnego w obu badanych grupach
zaobserwuje sie znaczny spadek ilo$ci sktadanych jaj przez samice oraz zwigzany
z tym niski odsetek klujacych sie miodych osobnikéw. Efektywnos$¢ rozrodu
owadoéw narazonych na GO bedzie znacznie nizsza w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Embriony nie bedg rozwijaty sie prawidtowo lub/ i osobniki po
wykluciu nie beda zdolne do przezycia pierwszej doby.

H3,2: Tylko nanoczasteczki podawane w wyzszym stezeniu (200 pg - g1 pokarmu)
wptyna ujemnie na zdolnosci reprodukcyjne A. domesticus. Nizsza
z zastosowanych dawek moze zosta¢ uznana za ,bezpieczng” w Kkontekscie
reprodukcji badanego gatunku. W grupie otrzymujgcej pokarm zanieczyszczony
GO w wyzszym stezeniu samice beda sktadaty mniej jaj lub/ i jaja bedg sktadane
w duzych iloSciach ale odsetek klujgcych sie osobnikéw bedzie niski. Utrzymujacy
sie stres oksydacyjny spowoduje zmniejszenie nakladéw energetycznych
przeznaczonych na rozmnazanie i produkcje petnowarto$ciowych jaj.
Zaobserwowane zostang zmiany w wygladzie jaj, co moze przemawiac
za zdolnoscig tlenku grafenu do odktadania sie w jajach i/ lub ostonkach jajowych

(chorionach).
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III. CZESC DOSWIADCZALNA

12. MODEL I Ocena wybranych wskaznikdow odpowiedzi
antyoksydacyjnej u Acheta domesticus wskutek
krotkoterminowego narazenia na tlenek grafenu podany

iniekcyjnie

12.1. Hodowla Acheta domesticus

Owady uzyte w eksperymencie pochodzily z hodowli laboratoryjnej Katedry
Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.
Program hodowli jest prowadzony w Katedrze od 1988 roku a owady pochodzace
z tej hodowli sg wykorzystywane jako organizmy modelowe w projektach od wielu
lat. Wybrane do dos$wiadczenia osobniki A. domesticus byly przetrzymywane
w plastikowych insektariach o rozmiarach 15 cm x 20 cm w optymalnych dla tego
gatunku, stale monitorowanych warunkach (temperatura: 28,8 = 0,88 -C;
fotoperiod L:D 12:12, wilgotno$¢: 20-45%). Przez caty czas trwania eksperymentu
zwierzeta miaty nieograniczony dostep do schronienia, §wiezej wody i pozywienia.
Pasze owadéw stanowit granulat (KanisanQ, Sano, Polska) zawierajacy biatko

i komponenty roslinne.

12.2. Otrzymywanie i charakterystyka fizykochemiczna tlenku grafenu
Uzyty w doswiadczeniach tlenek grafenu zostal wyprodukowany z uzyciem
zmodyfikowanej metody Hummers’a, z ptatkéw grafitowych (Lonza KS 5 - 75 pm).
Manipulujgc technika syntezy uzyskano dwa stopnie czystoSci tlenku grafenu.
Aby oczysci¢ produkt z jon6w manganu i otrzymac czysty chemicznie tlenek
grafenu (GO), powstata w reakcji zawiesine wielokrotnie mieszano z duza
objetoscia 1,5% kwasu solnego a nastepnie ptukano woda w celu ustalenia
neutralnego pH. Koncowy produkt filtrowano i suszono w eksykatorze. Powyzsze
procedury zostaty wykonane w Instytucie Fizyki Politechniki Poznanskie;j.
JakoSciowg i iloSciowa ocene obecnoSci manganu w obu prébkach
wykonano za pomoca  spektroskopii  elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) w Instytucie Fizyki Molekularnej Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu. Analiza préobki zanieczyszczonej wykazata dominujacy sygnat

pochodzacy od jonéw Mn2* (Rys. 19). ZatozZono, Ze jony manganu sg osadzone na
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powierzchni ptatkéw GO w postaci zwigzkéw kompleksowych Mn(H20)e%*, ktére
sg rozpuszczalne w wodzie i mogg swobodnie przechodzi¢ do roztworéw. Na tej
podstawie, poréwnujac otrzymany wynik z widmem proébki wzorcowej
oszacowano zawarto$¢ jondw manganu na okoto 0,23% udzialu masowego.
W proébce czystego chemicznie tlenku grafenu udziat tych jonéw byt okoto dwa
rzedy mniejszy, dlatego, w analizie EPR, mogty one zosta¢ wykryte tylko w niskich
temperaturach (4,2 - 40 K). Stezenia molowe dla Mn(H:20)¢2* w proébkach
okreslono na ~ 1.940 - 10-2 %mol dla GO+Mn?* oraz ~1.260 - 10-* %mol dla GO.
Spektroskopia EPR zostata wykonana przy uzyciu spektrometru X-band
RADIOPAN SX z kriostatem umozliwiajgcym pomiary w temperaturze od 4,2 - 300
K [58].

150 200 250 300 350 400 450
Magnetic fizld [mT]

Rysunek 19. Widmo EPR (a) widmo GO+Mn2+ (b) widmo GO. Rysunek 20. Zdyspergowany tlenek grafenu

W celu uzyskania roztworéw do iniekcji (Rys. 20), tlenek grafenu zostat
zdyspergowany w roztworze do iniekcji (Fresenius-Kabi, Polska) i poddany
pieciogodzinnej sonikacji homogenizatorem ultradZwiekowym (model UP-100H,
DONSERV) a nastepnie dwugodzinnej kapieli w myjce ultradZwiekowe;j
(PROCLEAN, Ulsonix). Wielko$¢ ptatkéw GO oraz GO+Mn?* w roztworze zostata
oceniona przy uzyciu mikroskopii sit atomowych (AFM) (Agilent 5500 system, AC
mode). Obrazowanie wykazato obecno$¢ wytgcznie jednowarstwowych ptatkéw
tlenku grafenu o wysokosci okoto (1,04 * 0,05 nm) oraz dwie frakcje ptatkow
o roéznych wymiarach krawedzi bocznych (od kilku pm do kilkunastu nm)

(Rys. 21).
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Rysunek 21. Zdjecia ptatkéw tlenku grafenu wykonane technikq mikroskopii sit atomowych (AFM); (a) czysty
tlenek grafenu GO (b) tlenek grafenu zanieczyszczony jonami manganu GO+Mn2. Wyniki opublikowane
w Dziewiecka i wsp. 2015.

Proces syntezy tlenku grafenu oraz wspomniane analizy instrumentalne
(EPR, AFM) zostaly przeprowadzone w Wielkopolskim Centrum Zaawansowanych
Technologii w Poznaniu oraz Instytucie Fizyki Molekularnej Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu. Sonikacja materiatu zostala wykonana w Katedrze Fizjologii

Zwierzat i Ekotoksykologii.

12.3. Przebieg eksperymentu
W celu uzyskania jak najbardziej jednorodnej grupy do badan wyeliminowano
samice ze wzgledu na ich zmienng gospodarke hormonalng zwigzang z cyklem
rozrodczym oraz produkcje jaj. Do eksperymentu wyselekcjonowano 84 doroste
samce A. domesticus. Zwierzeta zostaly podzielone na trzy grupy eksperymentalne
po 28 osobnikéw w kazdej: grupe kontrolng (K) i dwie grupy traktowane tlenkiem
grafenu - o wysokim stopniu czystoS$ci oraz zanieczyszczonym jonami manganu
(GO i GO+Mn?*). Przed aplikacja nanoczagsteczek, owady zostaly znieczulone
dwutlenkiem wegla (COz). Nastepnie, roztwory tlenku grafenu byty wstrzykiwane
do jamy ciata poprzez przebicie powtok ciala pomiedzy sternitami cze$ci brzusznej
owadow z uzyciem zestawu do iniekcji (Intraocular Injection Kit, World Precision
Instruments). Osobnikom zaklasyfikowanym do grupy kontrolnej (K) podano
wytacznie obojetny roztwdér do wstrzykiwan (Fresenius-Kabi, Polska).

Ustalenie optymalnej dawki nanoczgsteczek polegato na przeprowadzeniu
szeregu eksperymentéw pilotazowych. Owadom aplikowano rézne stezenia
tlenku grafenu (od 1 do 0,4 mg- puL1) monitorujgc ich przezywalnos$¢ oraz

podstawowe parametry fizjologiczne po wstrzyknieciu. Podczas doboru stezenia
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pod uwage brana byta takze masa ciata i rozmiar owada. Wykazano, ze najwyzsza
dawka przy ktérej obserwuje sie 100% przezywalnosci osobnikéw wynosi 0,1 pL
na 100 mg masy ciata przy stezeniu 0,4 mg - pL-l. W konsekwencji warto$ci

te zostaty przyjete w doswiadczeniu.
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Ocene aktywno$ci enzymatycznej oraz ocene poziomu biatek stresu HSP 70
przeprowadzono w punktach czasowych - 1 h, 24 h, 48 h, 72 h po iniekgji.
W kazdym z tych punktéw losowo wybrano siedem osobnikéw i przygotowano
materiat do oznaczen (Rys. 22). Wszystkie oznaczenia biochemiczne zostaty
wykonane w Katedrze Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii, Wydzial Biologii
i Ochrony Srodowiska (WBIOS) Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

12.4. Przygotowanie probek biologicznych do analizy biochemicznej

Owady unieruchomiono na lodzie, a nastepnie pobrano hemolimfe oraz przewéd
pokarmowy w cato$ci. Homogenat do oznaczen kazdej z préb przygotowywano
z tkanki uzyskanej z pojedynczego osobnika (facznie 7 osobnikéw na kazdy punkt
czasowy). Pobrang hemolimfe (40 puL) zawieszono w buforze antykoagulacyjnym
(NaOH, NaCl, Na2EDTA, kwas cytrynowy) w stosunku 1:1. Przewo6d pokarmowy

oczyszczono w medium homogenizacyjnym z treSci pokarmowej a nastepnie

homogenizowano (homogenizator mechaniczny OMNI INTERNATIONAL)
na lodzie w 500 pL 0,1 M buforu fosforanowego (pH 7,4) (Rys. 23).

40 pL buforu antykoagulacyjnego

500 pL 0,1 M buforu fosforanowego (pH 7,4)

N

cate jelito

Rysunek 23. Schemat poboru tkanek (a) pobor hemolimfy, (b) preparacja jelita (fot. wtasna).

Przygotowane w ten sposéb homogenaty wirowano w celu uzyskania
frakcji postmitochondrialnej (4°C, 10 minut, 15000 x g). Po procesie wirowania

roztwor znad osadu (supernatant) rozlewano do probowek typu Eppendorf
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i przechowywano w zamrazarce niskotemperaturowej w temperaturze -70°C az
do chwili przeprowadzenia oznaczen.

Przed wykonaniem pomiaréw przeprowadzono standaryzacje metody dla
A. domesticus dla wszystkich testowanych wskaZznikéw stresu oksydacyjnego.
Sprawdzono roéwniez Kkinetyke reakcji nieenzymatycznej dla probek bez
zawarto$ci analitu. Pomiary wszystkich wybranych parametréw wykonano

na spektrofotometrze UV-VIS (TECAN Infinite M200, Austria).

12.5. Wskazniki stresu oksydacyjnego

12.5.1. Pomiar stezenia biatka

Stezenie biatka oznaczono korzystajac z metody Bradford [178]. Metoda opiera sie
na zjawisku wigzania czasteczek barwnika Coomassie Brillant Blue G-250
z biatkiem wskutek przyciggania grup sulfonowych przez aminokwasy.
Konsekwencjg tego jest zmiana barwy roztworu z ciemnoczerwonej na niebieska.
Intensywnos$¢ niebieskiej barwy zalezy od stezenia biatka w prébce. Procedure
oznaczania wykonano na ptytce 96-dotkowej. Kolejno, do 5 pL homogenatu
dodawano 250 pL 5-krotnie rozciennczonego odczynnika biatkowego (50 mg CBB
G-250 w 25 mL 96% alkoholu etylowego i 50 mL H3PO4 (85%), uzupetnione do
100 mL woda dejonizowang) i doktadnie mieszano. Absorbancje prob oznaczano
po 10 minutach inkubacji ptytki w ciemnosci spektrofotometrycznie przy dtugosci
fali 595 nm. Koncowe stezenie biatka w prébie okreslano wzgledem krzywej
wzorcowej o znanych stezeniach (y=0,068x + 0,4629, R2=0,9959), ktéra zostata

przygotowana z uzyciem surowiczej albuminy bydlece;j

12.5.2. Katalaza

Pomiar aktywnosci katalazy (CAT) [EC 1.11.1.6], enzymu odpowiadajacego
za reakcje rozktadu nadtlenku wodoru (H202) do wody i tlenu mierzono zgodnie
z metodyka podang przez Aebi [179]. Zmiany absorbancji mierzono na ptytce
96 dotkowej. Mieszanine sktadajaca sie z 100 puL. homogenatu oraz 0,05 M buforu
fosforanowego (pH 7,4) inkubowano przez 10 minut w 37°C. Nastepnie, do kazdej
probki dodano (50puL) 10mM roztwor H202. Oznaczenia prowadzono
na spektrofotometrze przy dtugosci fali 230 nm w temperaturze 25°C przez
40 sekund (z 8 sekundowymi interwatami czasowymi). Specyficzng aktywnos¢

enzymu wyrazono w pmol H202 min-1 - mg biatka-1.
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12.5.3. Peroksydaza glutationowa

Peroksydaza glutationowa selenoniezalezna (GSTPX) to powszechnie przyjeta
nazwa dla enzymu neutralizujgcego zaréwno nadtlenek wodoru jak i nadtlenki
organiczne (na przyktad nadtlenek kumenu - C9H1202). Jest ona transferaza
o funkcji peroksydazowej, ktéra powszechnie wystepuje u bezkregowcéw [180].
Mieszanina reakcyjna sktadata sie z (50 pL) 0,1 M buforu fosforanowego (pH 7,4)
z dodatkami (2 mM EDTA, 2 mM NaNs), (10puL) reduktazy glutationowej
(1.6 mg-mL-1), (10 uL) 10 mM zredukowany glutation (GSH), (10 pL) 2,5 mM
NADPH oraz (10 pL) odpowiedniego supernatantu. Reakcje inicjowano poprzez
dodanie (10 pL) 15 mM tlenku kumenu. Absorbancje mierzono przy uzyciu
spektrofotometru na ptytce 96 dotkowej przy dtugosci fali 340 nm przez 180
sekund (z 15 sekundowymi interwatami czasowymi). Aktywno$¢ enzymu

wyrazono w umolach kumenu - min-! - mg biatka-1.

12.5.4. Calkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna (TAC)

Catkowita pojemnos$¢ antyoksydacyjna jest miarg zdolnosci przeciwutleniajacej
wszystkich  mechanizméw  obrony antyoksydacyjnej w  organizmie.
Jest parametrem bardzo ogdélnym, biorgcym pod uwage wiele sktadowych [181].
Parametr TAC oznaczano zgodnie z procedurg zaproponowang przez Re i wsp.
[182]. Metoda opiera sie na redukcji kationorodnika ABTS** (2,20-azyno-bis (3-
etylobenzotiazoliny-kwasu 6-sulfonowego)) przez matoczasteczkowy
antyoksydant (TROLOX). Rodnik ABTS utworzono na drodze reakgcji
z nadsiarczanem potasu w Srodowisku buforu sodowo-fosforanowego (pH 7,4)
przez 12-16 h chronigc przed obecnoscig Swiatta. Otrzymany niebiesko-zielony
roztwor znajdowat sie przed uzyciem w temperaturze 20°C. Odbarwienie ABTS
(45 pL) w obecnosci supernatantu (5 pL) byto mierzone na ptytce 96-dotkowe;j
przy dtugosci fali 734 nm. Wyniki przedstawiono w pM TROLOXu - mg-! biatka.

12.5.5. Poziom biatek szoku cieplnego HSP 70

Biatka szoku cieplnego HSP s3 grupa biatek, ktorych ekspresja wzrasta
w przypadku narazenia komorek na rozmaite czynniki stresowe, na przyktad
takze nadmiar reaktywnych form tlenu (RTF) [131]. Okre$lenie poziomu tych
biatek przeprowadzono wykorzystujac immunoenzymatyczng metode ELISA.

Ptytki 96 - dotkowe optaszczono homogenatem wraz z buforem fosforanowym
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(pH 7,4 z dodatkami: PMSF, NaNs, merkaptoetanol) w proporcji indywidualnie
przeliczonej dla kazdej proby. Pozostawiono na 16 h. Nastepnie proby usunieto
i dotki trzykrotnie przeptukano 0,1 M (pH 7,4) buforem fosforanowym
z dodatkiem Tween 20. Do kazdego dotka dodano 100 pL roztworu 1% albuminy
bydlecej (BSA) w buforze fosforanowym z dodatkami i inkubowano przez 1 h
w 37°Cw celu zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania. Po kolejnym cyklu
ptukania proébki inkubowano przez kolejne 2,5h (37°C) z przeciwciatem
pierwszorzedowym (100 pL; przeciwciato monoklonalne anty-HSP 70 otrzymane
po immunizacji myszy (Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 70 antibody produced
in mouse, Sigma), rozcienczenie 1:1000) a nastepnie z przeciwciatem
drugorzedowym (100 pL; anty-IgG (Anti-Mouse IgG - Alkaline Phospahtase
antibody produced in goat, Sigma), rozcieficzenie 1:1000) przez 2 h w tych samych
warunkach temperaturowych (37°C). Po doktadnym przeptukaniu buforem
z Tween 20, kompleks biatko-przeciwciato wizualizowano dodajac substrat
kolorymetryczny. Kazda studzienke inkubowano z zawartoscia (100 uL)
Phosphate substrate, Sigma a nastepnie mierzono spektrofotometrycznie przy
dtugosci fali 405 nm. Stezenie HSP 70 w proébach obliczono przy uzyciu
standardowej krzywej WZOIrCowej (y=4,0338x+0,1118,R%2=0,9876)
przygotowanej tuz przed odczytem z uzyciem biatka HSP70-A1 (mouse)
(recombinant), Enzo jako standardu. Wynik wyrazono w pg - mg! catkowitego

bialka.

12.6. Opracowanie statystyczne wynikow

Test Kolmogorowa-Smirnowa z poprawka Lillieforsa, a takze testy oceniajgce
jednorodnos$¢ wariancji w grupach (test Levene’a oraz test Browna - Forsyth’a)
pozwolity zweryfikowa¢ hipoteze o rozktadzie danych zgodnym z rozktadem
normalnym. Otrzymane wyniki testow potwierdzity normalnos¢ rozktadu, dlatego
do oceny istotnosci réznic pomiedzy grupami doswiadczalnymi skorzystano
z testéw parametrycznych. Wyniki przedstawiono na wykresach w postaci
$rednich (£SD). Do okreSlenia istotnos$ci réznic w aktywnosci enzyméw pomiedzy
grupami doswiadczalnymi w obrebie tego samego punktu czasowego zastosowano
metode jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z uzyciem testu NIR

(Najmniejszej Istotnej Roéznicy) z grupy testéw post-hoc. Istotno$¢ réznic
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okreslano na poziomie p<0,05. Weryfikacje zaleznos$ci pomiedzy wszystkimi
gléwnymi zmiennymi przeprowadzono uzywajac wieloczynnikowej analizy
wariancji, korzystajac z ogdélnego modelu liniowego (GLM, p<0,05). Analizy
statystyczne wykonano za pomocg oprogramowania STATISTICA wersja 10.0
(StatSoft, Inc. (2011)). Graficzne przedstawienie wynikow opracowano

w programie Excel; pakiet Microsoft Office 2013.

13. MODEL II: Okreslenie stopnia nasilenia stresu oksydacyjnego,
uszkodzen komdrkowych oraz zmian histologicznych
u A.domesticus wskutek krotkoterminowego narazenia

na obecnosc¢ tlenku grafenu (GO oraz GO+Mn2+) w pokarmie

13.1. Hodowla Acheta domesticus

Owady do tego eksperymentu pozyskano z hodowli Katedry Fizjologii Zwierzat
i Ekotoksykologii WBIOS Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Hodowla ogélna
Acheta domesticus byta prowadzona pod statg kontrolg i w odpowiednich

warunkach, zgodnie z opisem podanym w MODELU I.

13.2. Otrzymywanie i charakterystyka fizykochemiczna tlenku grafenu
W doswiadczeniu uzyto tych samych nanoczasteczek jak to opisano w MODELU 1.
Szczegotowy opis procedury syntezy oraz charakterystyki tlenku grafenu znajduje

sie w podrozdziale 12.2.

13.3. Schemat eksperymentu

W celu przeprowadzenia badan, z hodowli ogélnej wyselekcjonowano losowo
okoto 330 dorostych samcow Acheta domesticus. Zwierzeta zostaty podzielone na
3 grupy eksperymentalne (K, GO oraz GO+Mn?2*) i przeniesione do duzych,
plastikowych insektariow (46 x 31 x 17.5 cm; okoto 110 osobnikéw w kazdym
insektarium) z dostepem do wody, pozywienia i kryjowek. Owady przez caty okres
eksperymentu przetrzymywano z zachowaniem warunkéw optymalnych do Zycia
(temperatura: 29,4 + 3,5 °C; fotoperiod: 12 h:12 h; wilgotno$¢: 46,52 + 9,43%)
i karmiono pokarmem z dodatkiem dwéch rodzajow nanoczasteczek: GO oraz
GO+Mn?2+*. Owady z grupy kontrolnej (K) byty karmione tradycyjng karma bez
dodatku tlenku grafenu. W okreslonych punktach czasowych - 2, 4, 6, 8, 10 dni po
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rozpoczeciu eksperymentu wybierano losowo po okoto 22 osobniki
i przygotowywano materiat do oznaczen. Technike poboru tkanek (hemolimfa,
jelito) omdéwiono podrozdziale 12.4, MODEL L.
Pobér gonad wykonano analogicznie, jednakze material postuzyt wytacznie do
analizy histologicznej i dlatego natychmiast po wyizolowaniu tkanki zostat
umieszczony w roztworze utrwalajacym. Procedura przygotowania materiatu do
oceny histologicznej zostanie omowiona w nastepnych rozdziatach. Wybrane
parametry, to jest wskazniki stresu oksydacyjnego oraz stopien uszkodzenia DNA
oznaczono w kazdym punkcie czasowym. Uszkodzenia komérkowe
monitorowano na poczatku (2 dzien) oraz na koncu eksperymentu (10 dzien).
Histologiczng ocene tkanki jelita oraz gonad wykonano po 10 dniach narazenia na
tlenek grafenu w pokarmie (Rys. 24).

Wszystkie oznaczenia biochemiczne oraz cytometryczne zostaty wykonane
w Katedrze Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii WBIOS Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach. Ocena histologiczna tkanek zostata przeprowadzona w Katedrze

Histologii i Embriologii Zwierzat WBIOS Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

13.4. Przygotowanie pokarmu zawierajacego nanoczasteczki
Pokarm przygotowano poprzez zmielenie standardowej karmy (KanisanQ, Sano,
Polska) w mtynku kulowym i dodanie odpowiedniej objetosci zdyspergowanych
w wodzie destylowanej nanoczagsteczek (roztwdr wyjsciowy: 400 mg - L1).
Starannie wymieszang karme suszono przez okoto 48 godzin w suszarce (LUMEL,
Joens) w temperaturze 50°C a nastepnie sterylizowano przez 24 h w komorze
laminarnej (UV - cleaner, BIOSAN). Pokarm podawany grupie kontrolnej nie
zawieral nanoczasteczek i zostat przygotowany wedtug przedstawionego powyzej
opisuy, jedynie z dodatkiem wody destylowane;.

Stezenie tlenku grafenu w karmie ustalono w oparciu o serie
eksperymentdéw pilotazowych. Oceniono, ze tlenek grafenu w stezeniu 200 pg - g1
pokarmu nie wptywa w sposéb istotny na przezywalno$c¢ i parametry fizjologiczne

owadow, dlatego ostatecznie tg warto$¢ przyjeto w doSwiadczeniu.

13.5. Wskazniki stresu oksydacyjnego
Przygotowanie materiatu do oznaczen, jak rowniez pomiar catkowitej iloSci biatka,

pomiar aktywnos$ci katalazy (CAT) oraz ocene poziomu catkowitej pojemnosci
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antyoksydacyjnej (TAC) wykonano postepujac zgodnie z procedurami opisanymi
w rozdziale 12.5, MODEL I.

13.6. Ocena stopnia uszkodzen DNA

Genotoksyczny wptyw tlenku grafenu oceniono w hemocytach owadéw
(7 osobnikow z kazdej grupy eksperymentalnej w kazdym punkcie czasowym)
z zastosowaniem testu kometowego (ang. comet assay). Metoda polega na
elektroforetycznym rozdziale jadrowego DNA i iloSciowym okre$leniu stopnia jego
fragmentacji z wuzyciem mikroskopu fluorescencyjnego. DNA w trakcie
elektroforezy migruje w strone anody zpredkoScig, ktoéra jest wprost
proporcjonalna do stopnia jego fragmentacji. Obraz mikroskopowy uszkodzonej
komorki po elektroforezie przypomina komete - stad nazwa techniki. ,Glowe”
komety stanowi jadro, ktore unieruchomiono na preparacie, ,ogon/ warkocz”
komety to petle i fragmenty DNA uwolnione z jagdra w wyniku uszkodzen (peknie¢
pojedynczych lub podwdjnych nici) [153]. Miarg iloSci uszkodzen (pekniec) jest
intensywno$¢ wybarwienia oraz dtugo$¢ ogona komety. Im intensywniejsze
wybarwienie oraz im dalej uszkodzone DNA sie przemiesci, tym wieksze

sa uszkodzenia (Rys. 25).

Rysunek 25. Przyktadowe obrazy jgder komorkowych po elektroforezie widziane pod mikroskopem fluorescencyjnym
(na przyktadzie hemocytow) (a) jgdro komdrkowe bez widocznych uszkodzeri DNA (b) jgdro komdrkowe z niewielkimi
uszkodzeniami DNA (c) jgdro komdrkowe ze znacznymi uszkodzeniami (fot. wtasna).

W celu przygotowania materiatu do analizy pobrana hemolimfe (40 uL)
niezwlocznie zawieszono w buforze antykoagulacyjnym w proporcji 1:1.
Nastepnie, probodwke z zawiesing uzupetniono buforem PBS (pH 7,4) do objetosci
500 pL w celu uzyskania odpowiedniego rozcienczenia komorek. Otrzymany

roztwor podzielono na dwie rowne czesci (250 pL w kazdej probowce)
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i uzupeiniono (12,5 pL) schtodzonym buforem PBS (pH 7,4) lub potraktowano
(12,5uL) 10 mM roztworem nadtlenku wodoru H202 - kontrola pozytywna.
Koficowy etap przygotowania preparatéw polegal na zmieszaniu roztworéw
komoérek wraz z uptynniong 1% agarozg LMP (ang. low melting point) (stosunek
1:1) i naniesieniu mieszaniny na szkietka mikroskopowe pokryte wczes$niej 1%
agarozg NMP (ang. normal melting point). Wszystkie opisane procedury odbywaty
sie na ptycie schtodzonej lodem, w schtodzonym pomieszczeniu (19°C)
z ograniczonym dostepem do promieniowania UV.

Po dwoch godzinach lizy alkalicznej i 20 minutowej procedurze poziome;j
elektroforezy (parametry wyjsciowe: 25V, 0,3 A, 10 W; Kucharczyk, Polska)
materiat barwiono roztworem DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol) a nastepnie
obserwowano pod mikroskopem fluorescencyjnym (powiekszenie 40x)
wyposazonym w odpowiednie filtry (Olympus BX40 Trinocular).

Otrzymane obrazy analizowano przy uzyciu programu Komet 5.5 (Kinetic
Imaging) rejestrujacym szereg parametrow opisujacych stopien uszkodzenia
materiatu genetycznego. W przypadku kazdego preparatu analizie poddano

50 losowo wybranych jader komérkowych.

13.7. Analiza cytometryczna komoérek

Do wykonania pomiaro6w pobrano 7 osobnikow z kazdej grupy eksperymentalne;j
w dwoch punktach czasowych (2 dzien oraz 10 dzien eksperymentu). Zwierzeta
u$piono na lodzie a nastepnie wypreparowano w catosci przewdd pokarmowy.
Zawiesina komorek zostata przygotowana poprzez delikatne wytrzgsanie tkanki
w 400 pL 0,1 M buforu fosforanowego (pH 7,4) z wykorzystaniem homogenizatora
mechanicznego (Minilys®, Bertin Technologies).

Analizy przeprowadzano z uzyciem kompaktowego cytometru
przeptywowego Muse® Cell Analyzer (Millipore, Billerica, MA, USA). Catkowity
poziom stresu oksydacyjnego, stopien zaawansowania apoptozy oraz udziat
komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego oceniono korzystajac
z oryginalnych zestaw6w zakupionych u producenta: Muse® Oxidative Stress Kit,
Muse® Annexin V & Dead Cell assay, Muse® MultiCaspase Assay Kit oraz Muse®

Cell Cycle Assay Kit. Wszystkie procedury oznaczania przeprowadzono zgodnie
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z zalgczonymi protokotami, po uprzedniej standaryzacji metod dla tkanek

A. domesticus.

13.8. Ocena histologiczna tkanek

13.8.1. Utrwalenie i zatopienie tkanek

Jelito oraz gonady meskie wyizolowano z dziewieciu osobnikéw (po trzy osobniki
z kazdej grupy eksperymentalnej) w 10 dniu eksperymentu. Gonady oraz uktad
pokarmowy, podzielony na odcinki: jelito przednie, jelito Srodkowe, jelito tylne
byty utrwalane przez 2 h w temperaturze 4°C. Do utrwalenia postuzyt roztwor
2,5% glutaraldehydu w 0,1 molowym buforze fosforanowym o pH 7,4. Nastepnie,
materiat ptukano trzykrotnie we wspomnianym buforze przez 15 minut
w temperaturze pokojowej (RT) i dodatkowo utrwalano w 1% roztworze
czterotlenku osmu (0s04) w 0,1 molowym buforze fosforanowym przez okoto
2 godziny w RT. Po odwodnieniu w szeregu alkoholowym (alkohol etylowy,
kolejno 30%, 50%, 70%, 80%, 90% i 96% - po 15 minut kazdy, oraz 100% - 4 razy
po 15 minut) i dwukrotnym ptukaniu w acetonie tkanke umieszczono
w mieszaninie acetonu z zywica epoksydowa (stosunek 1:1) na 1,5 godziny
w temperaturze pokojowej. Ostatecznie, w celu uzyskania bloczkéw z Zywicy
epoksydowej z materiatem, tkanki zatopiono w mieszaninie Zywicy epoksydowe;j

Epoxy Embedding Medium Kit (Sigma, St. Louis, MO).

13.8.2. Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

W celu analizy materialu bloczki eponowe krojono na skrawki ultracienkie
(o grubosci 70 nm) przy uzyciu ultramikrotomu Leica UCT25. Skrawki zostaty
zebrane na miedziane siatki i kontrastowane octanem uranylu (25 minut)
i cytrynianem otowiu (25 minut). Ultrastrukture jelita i gonad analizowano przy
uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego Hitachi H500 przy napieciu
75kV. Dokumentacje fotograficzng wykonano na czarno-biatych negatywowych

btonach fotograficznych Kodak Electron Microscope Film 4489.

13.8.3. Mikroskopia swietlna (mikroskopia jasnego pola)

Do analizy materiatu w mikroskopie §wietlnym bloczki epoksydowe krojono przy
uzyciu ultramikrotomu LKB UTRATOME 4 za pomoca nozy szklanych. Skrawki
(0,8 um) barwiono 1% btekitem metylenowym w 0,5% boraksie. Materiat
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analizowano i fotografowano w mikroskopie swietlnym OLYMPUS BX60 z kamerg

OLYMPUS X650 i oprogramowaniem cellSens Standard.

13.9. Opracowanie statystyczne wynikow

Dla otrzymanych danych liczbowych wykonano statystyki opisowe: $rednia
arytmetyczna, odchylenie standardowe, warto§¢ minimalna 1 warto$¢
maksymalna. Wyniki zostaty zaprezentowane na wykresach w postaci $rednich
(¥SD). W celu zweryfikowania hipotezy o rozktadzie danych zgodnym
z rozktadem normalnym wykorzystano test Kolmogorowa-Smirnowa z poprawka
Lillieforsa. Jednorodno$¢ wariancji w grupach sprawdzono za pomoca testéw
Levene’a oraz Browna-Forsyth’a. Aby oceni¢ istotno$¢ réznic pomiedzy grupami
eksperymentalnymi w obrebie jednego punktu czasowego uzyto zaréwno testéw
parametrycznych (test NIR, ANOVA; p<0,05) z grupy testow post-hoc jak i testow
nieparametrycznych (test ANOVA rang Kruskala-Wallisa; p<0,05). Analize
statystyczng wykonano w programie STATISTICA wersja 12. Wyniki opracowano
w programie Excel, pakiet Microsoft Office 2016.
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14. MODEL III: Ocena wplywu dlugoterminowej eKkspozycji
na nanoczasteczki tlenku grafenu (GO) w kontekscie potencjatu

reprodukcyjnego badanych owadéw oraz zmian komdérkowych

14.1. Hodowla Acheta domesticus

Larwy owadow pozyskano z hodowli ogdlnej
prowadzonej przez naukowcéw Katedry
Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii WBIOS
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Owady,
po wyizolowaniu z hodowli gtéwnej, zostaty

podzielone na grupy eksperymentalne i bytly

przetrzymywane w osobnych plastikowych

insektariach z dostepem do wody, pozywienia
i kryjowek (Rys. 26). Warunki hodowli byty

stale kontrolowane i utrzymywane w zakresie

optymalnych wartos$ci (temperatura: 28,6
Rysunek 26. Insektaria w pokoju hodowlanym 0.88 -C: fotoperiod L:D12:12 WilgOtl’lOéé' 23-
(fot. wtasna). - ! ’ e '

47%). Owady karmiono pokarmem z dodatkiem nanoczgsteczek tlenku grafenu

przez caty cykl zyciowy.

14.2. Charakterystyka fizykochemiczna tlenku grafenu
Tlenek grafenu wykorzystany w dosSwiadczeniu zakupiono w firmie Graphene
Supermarket (Single Layer Graphene Oxide (Small Flakes); 1g). Substancje
zdyspergowano w wodzie destylowanej (stezenie 50 mg/ mL) a nastepnie
poddano 8 godzinnej sonikacji w homogenizatorze ultradzwiekowym (cykl: 1
amplituda, 100%; model UP-100H, DONSERV) w celu zmniejszenia wielkoSci
platkow grafenowych i zwiekszenia jednorodnosci substancji. Przygotowany
koloid poddano szczegdtowej analizie fizykochemiczne;.

Wiasciwosci  tlenku grafenu (GO) oceniono metodg skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM) przy uzyciu urzadzenia JEOL JSM-5410 (napiecie
20kV, powiekszenie obrazu 1000x oraz 5000x). Ponadto, prébke analizowano

z wykorzystaniem mikroanalizy rentgenowskiej (ang. Energy Dispersive X-ray
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Spectrometer, EDX) w celu okre$lenia jej sktadu chemicznego w trzech losowo

wybranych punktach.

Rentgenowska spektrometria fotoelektronéw (ang. X-ray Photoelectron
Spectroscopy, XPS) zostata przeprowadzona na platformie ze zogniskowanag
monochromatyczng wigzka promieni rentgenowskich zawierajgcg kwanty linii
AlKa (1486.6 eV). Widma rejestrowane byly w temperaturze pokojowej
wewnatrz wysokoci$nieniowej komory UHV (10-7tor). Pomiar wysokiej
rozdzielczosci widma linii C1s pozwolit na okres$lnie struktury chemicznej ptatkéw
GO.

Analiza widma XPS wykazata, ze analit posiada w sktadzie zawartos¢
atoméw wegla i tlenu w proporcjach wtaéciwych dla tlenku grafenu. Sladowa
obecnos¢ siarki, azotu oraz manganu $wiadczy o jego zanieczyszczeniu (by¢ moze
podczas procesu syntezy). Sygnat pochodzacy od krzemu jest konsekwencja
przygotowania probki do pomiaru i osadzenia tlenku grafenu na specjalnej taSmie
adhezyjnej. Szczegbétowy sktad chemiczny badanej prébki zostat zaprezentowany

w Tabeli 1.

Tabela 1. Procentowy udziat pierwiastkow w probce tlenku grafenu uzyskany metodq XPS oraz SEM (EDX).

Zawartos¢ pierwiastkéw w prébce GO

C 0] S N Si Mn
XPS 70.34% 28.16% 0.65% 0.43% 0.39% 0.04%
SEM (EDX) 74.06% 24.07% 0.84% 0% 0.88% 0.15%
20000 v T v T Y T ¥ T . T Y T
*« XPSdata
—— Background
—— Simulation
15000 c-C ~
C=0
——— 0=C-OH
-~ ~—— C-OH
;,’ 10000
<
3
(@]
5000
et

o T < 1 ¥ T ¥ 1 o ] o 1 .
294 292 290 288 286 284 282 280
E (eV)
Rysunek 27. Widmo XPS tlenku grafenu.
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Widmo C1s przedstawia wysokie pasmo reprezentujace dominujgce wigzania typu
wegiel-wegiel tworzace strukture grafenowa (Rys. 27).

Dekonwulcja oraz przesuniecie pasma podstawowego ujawnily zgodnie
z oczekiwaniami dwie grupy funkcyjne (C-O, 0=C-OH) oraz obecno$¢ chemicznie
nieréwnocennych atomoéw wegla (C-C, C=C). Stosunek udzialu wigzan typu
C-C/ C-0 wynosi 1.3 i §wiadczy o wysokim utlenieniu warstwy grafenu. Udziat
poszczeg6lnych wigzan i grup funkcyjnych w badanej prébce tlenku grafenu

przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Procentowy udziat wigzarn chemicznych w strukturze tlenku grafenu GO

Linia Energia wigzania (eV) Udzial % Typ wiazania
Cls 284.65 46 c-C
Cls 286.79 35 c-0
Cls 288.35 14 0=C-OH
Cls 285.20 5 C=C

Na Rys. 28 zaprezentowano zdjecia uzyskane metoda skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM) przy powiekszeniu 1000x oraz 5000x. Tlenek grafenu
w badanej prébie wystepuje w postaci duzych, postrzepionych na krawedziach
agregatow (10-100 pm). Widoczne s3a rowniez mniejsze ptatki (widrki)

o rozmiarze do okoto 1 pm.

Rysunek 28. Zdjecie ptatkow tlenku grafenu uzyskane metodq SEM; powiekszenie
1000x (a) oraz 5000x (b).
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Mikroanaliza rentgenowska EDX ujawnita pewne réznice w sktadzie chemicznym
wzgledem pomiaru metodg SEM (wyniki uwzgledniono w Tabeli 1) co $wiadczy
o duzej niejednorodnosci badanego materiatu.

Charakterystyka fizykochemiczna tlenku grafenu zostala wykonana
w Slaskim Miedzyuczelnianym Centrum Edukacji i Badan Interdyscyplinarnych

w Chorzowie.

14.3. Przygotowanie pokarmu z dodatkiem nanoczasteczek
Pokarm zostat przygotowany poprzez staranne zmieszanie zmielonej paszy
KanisanQ, Sano, Polska z odpowiednig objeto$cig nanoczasteczek tlenku grafenu
(roztwor wyjsciowy 50 mg/ mL) zdyspergowanych w wodzie destylowane;j.
Przygotowang mieszanke suszono przez okoto 48 h w suszarce (LUMEL, Joens)
w temperaturze 45°C a nastepnie sterylizowano przez 24 h w komorze laminarnej
(UV - cleaner, BIOSAN). Dieta owadéw zawierata dwa rézne stezenia tlenku
grafenu: 20 pg oraz 200 pg-glpokarmu. Pozywke dla grupy kontrolnej
przygotowano dodajac wytacznie wode destylowana.

Stezenia nanoczgasteczek zostaly ustanowione na bazie przeprowadzonych

wcze$niej badan i eksperymentoéw pilotazowych.

14.4. Model eksperymentu

Okoto 4 dniowe larwy A. domesticus zostalty podzielone na trzy grupy
eksperymentalne: grupa K (kontrolna), grupa GO20 (stezenie GO: 20 pg-g1!
pokarmu) oraz GO200 (stezenie GO: 200 pg- g1 pokarmu). Osobniki
przetrzymywano w plastikowych insektariach o wymiarach (46 x 31 x 17.5 cm;
po okoto 200 owadéw w kazdym insektarium) i karmiono przygotowanym
pokarmem, z zawarto$cig nanoczgsteczek w grupach GO20 i GO200 oraz bez
zanieczyszczenia w grupie K, az do osiagniecia dojrzatosci owaddow.

Po uptywie 3 miesiecy z kazdej grupy do$wiadczalnej wyselekcjonowano
doroste owady w celu przygotowania materiatu niezbednego do zaplanowanych
badan (Rys. 29). Przygotowanie prébek do analizy wymagato indywidualnego
podejscia dla kazdej metody, dlatego szczegotowe postepowanie zostato

zaprezentowane w kolejnych rozdziatach.
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Wszystkie analizy biochemiczne oraz cytometryczne zostaly wykonane
w Katedrze Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii WBIOS Uniwersytetu Slaskiego

w Katowicach.

14.5. Ocena sukcesu reprodukcji

W celu oceny zdolnosci reprodukcyjnych owadéw, z kazdej grupy
eksperymentalnej oddzielono 15 dojrzatych ptciowo samic oraz 15 dojrzatych
plciowo samcéw i umieszczono w niewielkich insektariach (po 3 samice oraz
3 samce z danej grupy eksperymentalnej) z nieograniczonym dostepem do
pokarmu, $wiezej wody oraz schronienia (5 insektariow z kazdej grupy). Ponadto,
aby umozliwi¢ samicom ztozenie jaj, kazde insektarium zostato wyposazone
w pojemnik ze zwilzonym podtozem (Rys. 30). Po 72 h aklimatyzacji zwierzat
podioza zabierano, szczelnie przykrywano i pozostawiano na okoto 12 dni
w optymalnych dla rozwoju warunkach (temperatura: 28,6 + 0,88 -C; fotoperiod
L:D  12:12, wilgotnos¢:  23-47%).
Cate doswiadczenie powtorzono
trzykrotnie (Rys. 29). Wyklute larwy
(pokolenie L2) zliczano do chwili
zakonczenia wylegu i przydzielano do
okreslonej grupy doswiadczalne;j.
Pozostate po tej czesci prac hodowlanych
podtoze (piasek) suszono w suszarce
(LUMEL, Joens) w temperaturze 25 °C

i nastepnie przesiewano i zliczano ilos¢

Rysunek 30. Samice A. domesticus podczas skiadania  jaj, Z Kktorych nie wylegly sie mtiode
jaj do podtoza (fot. wtasna). . ., . .
osobniki. Zdolnos¢ reprodukcji obliczono
dla kazdej grupy eksperymentalnej z doktadnos$cia do jednej samicy jako stosunek
liczby miodych osobnikéw do iloSci jaj, z ktéorych wyleg nie zakonczyt sie
sukcesem. Hodowla pokolenia L2 owadéw byta prowadzona na tych samych
zasadach jak pokolenie L1, az do osiggniecia dojrzato$ci osobnikéw.
14.6. Oznaczanie zawartosci ATP

Zawarto$¢ ATP oceniono w kazdej grupie doswiadczalnej dla siedmiu dorostych

osobnikow A. domesticus. Zwierzeta umieszczono w osobnych naczyniach
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z cieklym azotem. Nastepnie tkanke natychmiast rozcierano w mozdzierzu na
proszek. W celu usuniecia biatka z probki dodano 1M kwas nadchlorowy (HClO04),
ktérego objetos¢ indywidualnie wyliczono dla kazdej préby na podstawie masy
owada. Nastepnie do mieszaniny wkrapiano stopniowo mate objetosci buforu
neutralizujgcego w celu uzyskania pH 9. Gotowa zawiesina zostala rozporcjowana
do probowek typu Eppendorf i wirowana (10000 x g, 5 minut, 4°C). Uzyskany
supernatant przechowywano w zamrazarce niskotemperaturowej
w temperaturze -70°C.

Pomiar iloSci ATP zostal przeprowadzony luminometrycznie z uzyciem
testu ADP/ATP Ratio Bioluminescence Assay Kit oraz ATP Cell Viability
Bioluminescence Assay Kit; ApoSENSOR® zgodnie z protokotami producenta.
[lo§¢ ATP w kazdej probce zostata obliczona wzgledem krzywej wzorcowej

(v = 4E + 07x093029;, R2=0,97) i wyrazona w mmolATP - g-1 tkanki.

14.7. Analiza cytometryczna komoérek

Wplyw dtugotrwatej, dwupokoleniowej ekspozycji na nanoczasteczki GO zostat
oceniony w kontekscie zmian komoérkowych. Z kazdej grupy eksperymentalnej
pobrano 7 dorostych osobnikdéw, zar6wno w pokoleniu L1 jak i pokoleniu L2.
Szczegbtowa metoda pozyskiwania materiatu do analizy i przygotowania probek
zostala zaprezentowana w podrozdziale 13.7.

Ocene zywotno$ci komorek wykonano z uzyciem cytometru
przeptywowego Muse® Cell Analyzer (Millipore, Billerica, MA, USA) korzystajac
z testu Muse® Count & Viability Assay Kit. Analizy przeprowadzono wedtug
protokotéw dostarczonych przez producenta, po uprzedniej standaryzacji metody

dla tkanek Swierszcza domowego.

14.8. Ocena stopnia apoptozy oraz uszkodzen DNA metoda TUNEL
Znakowanie jader technikg TUNEL (ang. Terminal Deoksynukleotydyl Transferase
Mediated d-UTP Nick End-Labeling) pozwala na iloSciowa ocene komdrek
apoptotycznych w oparciu o detekcje uszkodzen DNA. Test opiera sie
na wykrywaniu komorek z uszkodzonym materialem genetycznym poprzez
znakowanie dUTP nukleotydéw odpowiednig fluoresceing (FITC).

Do analizy TUNEL wykorzystano 7 losowo wybranych osobnikéw
pochodzacych z pokolenia L1 (z kazdej grupy eksperymentalnej). Zwierzeta
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unieruchomiono w niskiej temperaturze i nastepnie pobrano 25uL. hemolimfy
(metoda poboru zostata oméwiona w podrozdziale 12.4), ktérg natychmiast
naniesiono na szkietko podstawowe. W kontroli pozytywnej tkanke traktowano
in vitro 10 pL of 88 mM H202. Material zamroZono na suchym lodzie a nastepnie
umieszczono na 30 minut w 4% paraformaldehydzie w celu utrwalenia. Kazdy
preparat zostat przygotowany z uzyciem jednego owada. [losciowa ocene komorek
apoptotycznych przeprowadzono z wykorzystaniem testu In Situ Cell Death
Detection Kit®, Roche postepujac zgodnie z przedstawiong metodyka. Komdrki
zostaly permabilizowane poprzez inkubacje w roztworze 0,1% Triton-X100
z 0,1% cytrynianem sodu przez 5 minut. Nastepnie, fragmenty DNA znakowano
przygotowang mieszaning reakcyjng (Roche) zawierajgcg roztwor enzymu i
nukleotydow w stosunku objetosciowym 1:9 (50 pL mieszaniny na kazdy
preparat). Kontrola negatywna reakcji TUNEL zostata potraktowana wytacznie
roztworem enzymu. Preparaty nastepnie inkubowano w ciemnos$ci przez 1 h
(37°C) w wilgotnej komorze, a nastepnie ptukano w buforze PBSi barwiono DAPI
(4',6-diamidyno-2-fenyloindol). Materiat oceniano za pomocga mikroskopu
fluorescencyjnego wyposazonego w filtry FITC i DAPI (powiekszenie 20x;
Olympus BX40 Trinocular). Czestotliwos¢ znakowanych jader obliczono dla kazdej
grupy na podstawie 1000 analizowanych komoérek.

14.9. Opracowanie statystyczne wynikow

Dla opracowania danych w Modelu III postuzono sie tymi samymi testami
statystycznymi jak w poprzednich modelach. Wyniki przedstawiono na wykresach
jako Srednie. Test Kolmogorowa-Smirnowa wykorzystano w celu zweryfikowania
hipotezy o zgodnoSci z rozktadem normalnym. Jednorodnos$¢ wariancji w grupach
sprawdzono za pomoca testow Levene’a oraz Browna-Forsyth’a. Réznice
pomiedzy grupami eksperymentalnymi oceniano za pomocg testow
parametrycznych (test NIR, ANOVA; test t-Studenta p<0,05). Analize statystyczna
wykonano w programie STATISTICA wersja 12. Wyniki opracowano w programie

Excel, pakiet Microsoft Office 2016.
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1V.  WYNIKI

15. MODELI

Analiza gtéwnych zmiennych w modelu GLM wykazata, Ze traktowanie owadow
tlenkiem grafenu (zar6wno GO jaki i GO+Mn?*) istotnie wyptyneto na wszystkie
mierzone parametry obrony antyoksydacyjnej (zmienna: Eksperyment). Ponadto
wykazano zalezno$¢ aktywnoSci katalazy (CAT) i peroksydazy glutationowej
(GSTPx) od czasu trwania eksperymentu oraz od typu podanego tlenku grafenu
(zmienna ,czas”, ,eksperyment” oraz ,czas i eksperyment”). Na poziom biatek
szoku cieplnego HSP 70 znaczacy wplyw miat efekt tgczny wszystkich zmiennych
za wyjatkiem zestawienia zmiennych ,czas i narzad” (Tabela 1).

Tabela 3. Analiza GLM (ang. general linear model, ogdlny model liniowy, p <0,05 ) dla czterech parametréw stresu
oksydacyjnego na podstawie wynikow otrzymanych z hemolimfy i jelita A. domesticus po ekspozycji na tlenek grafenu
(GO oraz GO+Mn?*). Parametry zmierzono w kolejnych punktach czasowych (1 h, 24 h, 48 h, 72 h) po iniekcji
nanoczgsteczek. Objasnienia: (E) Eksperyment: odnosi sie do grup traktowanych porownanych wzgledem grupy

kontrolnej, (T) Czas: oznacza liczbe godzin od iniekcji nanoczgsteczek do poboru tkanek, (N) Narzqd: oznacza
hemolimfe lub jelito. Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2015.

CAT GSTPx TAC HSP 70

F p F p F p F p
Eksperyment (E) 37.5 0.001 16.7 0.001 49 0.008 9.4 0.001
Czas (T) 50.7 0.001 145 0.0010 20 0.111 13.9 0.001
Narzqd (N) 71 0.008 0.7 0389 02 0655 324 0.001
E*T 11.6 0.001 24 0.026 1.1 0338 82 0.001
E*N 0.5 0575 25 008 15 0215 3.0 0.049
T*N 41 0.007 03 0816 03 0.768 1.7 0.165
E*T*N 1.7 0108 05 0795 15 0161 3.8 0.001
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15.1. Wskazniki stresu oksydacyjnego

Analiza statystyczna wykazata, ze aktywnos¢ katalazy (CAT) w obu badanych
tkankach byta istotnie wyzsza wzgledem grupy kontrolnej juz w pierwszej dobie
od iniekcji obu typéw nanoczasteczek (GO oraz GO+Mn2). Aktywnos$¢ tego enzymu
w hemolimfie zwierzat, ktorym wstrzyknieto tlenek grafenu zanieczyszczony
jonami manganu (GO+Mn?2+) cechowata sie podwyzszonymi warto$ciami az do
zakonczenia eksperymentu (72 h). Obserwujac zmiany biochemiczne w jelicie

mozna zauwazy¢, ze u osobnikow, ktéorym podano czysty tlenek grafenu (GO)

2500 * * 2500
*
2000 2000
*
ﬁ £ 1500 1500
= 3
= g 1000 1000
@] £ -
s = * *
2] g 500 500
T 2 a b
0 — == — [
-500 -500
GO GO + Mn?* GO GO + Mn?* GO GO + Mn?* GO GO + Mn?*
1h 24h 48h 72h
1400 ¥ 1400
1200 1200
_ 1000 * 1000
o £ oo 800
= 3
3 T 600 600 §
m E *
- 5 400 400
E
=S
200 ﬂ I 200
0 1 — — 100
-200 200
GO GO + Mn?* GO GO + Mn?* GO GO + Mn?* GO GO + Mn?*
1h 24h 48 h 72h

Rysunek 31. Aktywnosc katalazy (CAT) w hemolimfie i jelicie A. domesticus naraZzonych na dziatanie czystego
chemicznie tlenku grafenu (GO) oraz tlenku grafenu zanieczyszczonego jonami manganu (GO+Mn?*)
w kolejnych punktach czasowych (1 h, 24 h, 48 h, 72 h) po iniekcji nanoczqsteczek. Objasnienie: zielona linia
wskazuje grupe kontrolnq. Srednie, procentowe udziaty grup traktowanych nanoczgsteczkami byty obliczane
wzgledem grupy kontrolnej odpowiadajgcej danemu punktowi czasowemu; * - wskazuje statystycznie
istotng roznice pomiedzy owadami intoksykowanymi wzgledem grupy kontrolnej; rdzne litery (a, b) —
oznaczajg réznice pomiedzy grupami GO i GO+Mn?* osobno w kazdym punkcie czasowym. Wyniki
opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2015.
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aktywno$¢ CAT powrdcita do poziomu kontrolnego juz w okoto drugiej dobie
po wstrzyknieciu (48 h) (Rys. 31).

Peroksydaza glutationowa (GSTPx) wykazata podobng aktywnos$¢ jak
katalaza. Istotne réznice w poziomie tego enzymu zaobserwowano w pierwszych
trzech punktach czasowych w hemolimfie owadéw traktowanych czystym GO.
W jelicie trend ten utrzymywat sie do 24 godziny od iniekcji a nastepnie poziom
GSTPx stabilizowat sie i wyréwnywat z grupa kontrolng (48 i 72 h). Wzmozona
aktywnos$c¢ zostata stwierdzona takze w jelicie w grupie owaddw eksponowanych
na GO+Mn?*, jednakze obserwowane réznice nie byty istotne statystycznie

(Rys. 32).
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Rysunek 32. Aktywnosc peroksydazy glutationowej (GSTPx) w hemolimfie i jelicie A. domesticus narazonych
na dziatanie czystego chemicznie tlenku grafenu (GO) oraz tlenku grafenu zanieczyszczonego jonami
manganu (GO+Mn?*) w kolejnych punktach czasowych (1 h, 24 h, 48 h, 72 h) po podaniu nanoczgsteczek.
Objasnienie: jak w Rys. 23. Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2015.
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Odmienne tendencje zaobserwowano w przypadku pomiaru catkowitej
pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC). Wyniki wykazaty, Zze w hemolimfie
owaddw poziom TAC byt istotnie wyzszy wzgledem grupy kontrolnej dopiero
w 48 godzinie po aplikacji nanoczgsteczek. Co interesujgce, poziom tego
parametru w jelicie wykazywat wzrost zaré6wno w 1 h jak i 48 h po iniekgcji
nanoczasteczek. W przypadku TAC ujawnity sie réwniez istotne statystycznie
réznice pomiedzy grupami zwierzat, ktére zostaty traktowane tlenkiem grafenu.

Trend ten byt szczegdlnie dobrze widoczny w jelicie owaddéw (Rys. 33).
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Rysunek 33. Poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) w hemolimfie i jelicie A. domesticus
narazonych na dziatanie czystego chemicznie tlenku grafenu (GO) oraz tlenku grafenu zanieczyszczonego
jonami manganu (GO+Mn?*) w kolejnych punktach czasowych (1 h, 24 h, 48 h, 72 h) po podaniu
nanoczqsteczek. Objasnienie: jak w Rys. 23. Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2015.



Enzymatyczne mechanizmy obrony antyoksydacyjnej cechowaty sie
odmiennymi zalezno$ciami w trakcie przebiegu eksperymentu w poréwnaniu
z zachowaniem biatek opiekuniczych. Poziom bialtek szoku cieplnego HSP 70,
zwlaszcza w hemolimfie intoksykowanych owadéw, wykazywal tendencje
wzrostowg w drugim i trzecim dniu eksperymentu (48 h i 72 h po iniekgji).
Jednakze statystycznie istotne réznice w poréwnaniu do osobnikéw kontrolnych
zaobserwowano po 1 h i 24 h godzinie od iniekcji w grupie traktowanej
zanieczyszczonym tlenkiem grafenu (GO+Mn?+). Owady, ktorym podano wolny
od jondw manganu tlenek grafenu (GO) cechowaty sie podniesionym poziomem

biatek HSP 70 w 48 hi 72 h od rozpoczecia doswiadczenia (Rys. 34).
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Rysunek 34. Poziom biatek szoku cieplnego (HSP 70) w hemolimfie i jelicie A. domesticus narazonych na
dziatanie czystego chemicznie tlenku grafenu (GO) oraz tlenku grafenu zanieczyszczonego jonami manganu
(GO+Mn?*) w kolejnych punktach czasowych (1 h, 24 h, 48 h, 72 h) po podaniu nanoczgsteczek. Objasnienie:
jak w Rys.23. Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2015.
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16. MODELII
16.1. Wskazniki stresu oksydacyjnego

Zmiany aktywnos$ci katalazy (CAT) w hemolimfie owadow wskazujg na brak
istotnych statystycznie roznic pomiedzy grupa kontrolng a grupami traktowanymi
tlenkiem grafenu od 2 az do 8 dnia eksperymentu. Znaczace podwyzszenie
aktywnosci CAT w tej tkance obserwowane byto dopiero w ostatnim, to jest
dziesigtym dniu do$wiadczenia, zar6wno w grupie GO jak i GO+Mn?2+. Aktywnos¢
katalazy w jelicie ujawnita odmienng tendencje. Statystycznie znaczacy wzrost
aktywnosci tego enzymu obserwowano w 4, 8 oraz 10 dniu traktowania zwierzat
nanoczasteczkami. Wzrost aktywnos$ci CAT w 8 dniu eksperymentu wykazano
jedynie dla grupy zwierzat, ktéra spozywata pokarm zanieczyszczony tlenkiem
grafenu z jonami manganu GO+Mn?*. Poziom calkowitej pojemnosSci
antyoksydacyjnej (TAC) byt istotnie wyzszy wzgledem grupy kontrolnej tylko
w 10 dniu traktowania owadéw nanoczgsteczkami. Zalezno$¢ ta byta widoczna
w obu badanych tkankach zaréwno w grupie traktowanej czystym GO jak i grupie

GO+Mn?* (Rys. 35).
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Rysunek 35. Wskazniki stresu oksydacyjnego w jelicie oraz hemolimfie A. domesticus w trakcie 10 dniowej ekspozycji na tlenek grafenu w pokarmie (a) aktywnosc¢ katalazy w jelicie (b) aktywnos¢ katalazy
w hemolimfie (c) poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej w jelicie (d) poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej w hemolimfie. Objasnienie: zielona linia wskazuje grupe kontrolng. Srednie
oraz procentowe udziaty grup traktowanych nanoczgsteczkami byty obliczane wzgledem grupy kontrolnej odpowiadajqgcej danemu punktowi czasowemu; * - statystycznie istotne roznice pomiedzy
owadami intoksykowanymi wzgledem grupy kontrolnej (LSD, ANOVA p < 0.05). Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.



TDNA

16.2. Stopien uszkodzen DNA

Spozywanie nanoczgsteczek wraz z pokarmem przez 10 dni przyczynito sie
do znacznych uszkodzen materialu genetycznego w hemocytach A. domesticus.
[lo$¢ pofragmentowanego DNA w ogonie komety (parametr TDNA) byta zawsze
znaczaco wyzsza u owadow eksponowanych na dziatanie obu typéw tlenku
grafenu, w poréwnaniu z grupg kontrolna. Procent uszkodzonego DNA wahat sie
w przedziale od 20% do okoto 35% podczas trwania catego do$wiadczenia

(Rys. 36).
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Rysunek 36. Parametr TDNA (ilos¢ DNA w ogonie komety) charakteryzujqcy stopien uszkodzenia DNA w hemocytach
A. domesticus w trakcie 10 dniowej ekspozycji na tlenek grafenu (GO i GO+Mn?*) w pokarmie. Objasnienie: rézne
litery (a, b) oznaczajq réznice pomiedzy grupami doswiadczalnymi K, GO i GO+Mn? osobno w kazdym punkcie
czasowym (test Kruskala-Wallisa, p < 0.05). Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.

Parametry TL (ang. tail lenght) i OTM (ang. olive tail moment)
potwierdzity, Ze zaréwno GO jak i GO+Mn?2+ przyczynity sie do istotnego wzrostu
uszkodzen DNA juz w 2 dniu aplikacji pokarmu z nanoczasteczkami.
We wszystkich punktach czasowych, dla wszystkich parametréw oceniajacych
poziom uszkodzen DNA nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy
grupami GO jaki i GO+Mn?*. Wyniki wskazujg, Ze czysty tlenek grafenu oraz tlenek
grafenu z obecno$ciag manganu wykazuja podobny efekt genotoksyczny (Rys. 37).
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Rysunek 37. Parametry TL (tail lenght; dtugos¢ ogona komety) oraz OTM (olive tail moment) charakteryzujqgce stopieri
uszkodzenia DNA w hemocytach A. domesticus w trakcie 10 dniowej ekspozycji na tlenek grafenu (GO i GO+Mn?*) w pokarmie.
Objasnienie: rozne litery (a, b) oznaczajg réznice pomiedzy grupami doswiadczalnymi K, GO i GO+Mn? osobno w kazdym punkcie
czasowym (test Kruskala-Wallisa, p < 0.05). Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.
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16.3. Ocena cytometryczna uszkodzen komorkowych

Poziom reaktywnych form tlenu (ROS) w tkance przewodu pokarmowego
owadéw po 2 dniach ekspozycji na tlenek grafenu zanieczyszczony jonami
manganu byt wyzszy wzgledem osobnikéw z grupy kontrolnej i grupy traktowanej
czystym GO. W ostatnim dniu eksperymentu catkowity poziom stresu
oksydacyjnego w komoérkach byt znacznie wyZszy w obu grupach zwierzat
karmionych nanoczasteczkami w poréwnaniu do grupy Kkontrolne;.
Nie odnotowano roéznic w intensywno$ci generowania ROS pomiedzy GO

i GO+Mn?2* (Rys. 38).
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Rysunek 38. Catkowity poziom reaktywnych form tlenu (ROS) w komdrkach jelita A. domesticus po 2 dniach oraz
10 dniach ekspozycji na GO oraz GO+Mn?* w pokarmie. Wyniki otrzymane za pomocq testu Muse® Oxidative Stress
Kit. Objasnienie: litery (a, b) oznaczajg réznice pomiedzy grupami doswiadczalnymi K, GO i GO+Mn? osobno w
kazdym punkcie czasowym (test Kruskala-Wallisa, p < 0.05). Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.

Podczas trwania eksperymentu ilo$¢ komoérek o cechach apoptozy wzrastat
w  komoérkach jelita owadéw karmionych pokarmem z zawarto$cia

nanoczasteczek (GO oraz GO+Mn2+).
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Rysunek 39. Stopien apoptozy w komorkach jelita ) w komérkach jelita A. domesticus po 2 dniach oraz 10 dniach

ekspozycji na GO oraz GO+Mn?* w pokarmie. Wyniki otrzymane za pomocq testu Muse® Annexin V & Dead Cell
assay. Objasnienie: jak w Rys. 32. Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.

Dziesigtego dnia ekspozycji, udziat zywych komérek w obu grupach
traktowanych stanowit okoto 78% catkowitej iloSci komdrek, podczas gdy
komoérki zywe w grupie kontrolnej stanowity az 95%. Réznica w zakresie stopnia
apoptozy w komdrkach A. domesticus pomiedzy grupami GO i GO+Mn?* byta
statystycznie znaczgca w ostatnim dniu eksperymentu (Rys. 39).

Ponadto Muse® Multi Caspase Assay test pozwolit ustali¢, Ze stosunek martwych

komoérek wzgledem komdrek zywych byt istotnie wyzszy w 10 dniu narazenia

na tlenek
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Rysunek 40. Stopien apoptozy w komdrkach jelita A. domesticus po 2 dniach oraz 10 dniach ekspozycji na
GO oraz GO+Mn?* w pokarmie. Wyniki otrzymane za pomocq testu Muse® MultiCaspase Assay Kit.
Objasnienie: jak w Rys. 32. Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.
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grafenu w stosunku do 2 dnia. Nie odnotowano réznic pomiedzy obiema grupami
traktowanymi nanoczgsteczkami (Rys. 40).
Analiza cyklu komorkowego dla komérek $wierszczy rowniez ujawnita

znaczace réznice pomiedzy drugim a dziesigtym dniem eksperymentu.
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Rysunek 41. Udziat poszczegdlnych faz cyklu komdrkowego w komdrkach jelita A. domesticus po 2 dniach oraz
10 dniach ekspozycji na GO oraz GO+Mn?* w pokarmie. Wyniki otrzymane za pomocq testu Muse® Cell Cycle
Assay Kit. Objasnienie: jak w Rys. 32. Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.
Po dwoéch dniach ekspozycji na GO oraz GO+Mn?2+ znaczgca liczba komérek
zatrzymata sie w fazie GO/ G1. Dziesie¢ dni p6Zniej liczba komérek pozostajacych
w fazie G2/ M wzrosta o okoto 10% wzgledem dnia drugiego. Jednocze$nie, udziat

komoérek w fazie S w grupie owadoéw traktowanych GO zmniejszyt sie do okoto 6%

ogo6tu mierzonych komorek (Rys. 41).

16.4. Ocena histologiczna

16.4.1. Jelito przednie

Przedni odcinek jelita A. domesticus zbudowany jest z pojedynczej warstwy
komoérek nabtonkowych osadzonych na blaszce podstawnej. Powierzchnia
komorek od strony $wiatta jelita jest pokryta kutikulg [183]. Traktowanie
tlenkiem grafenu spowodowato liczne zmiany w strukturze organelli komérek
nabtonkowych jelita przedniego w obu grupach doswiadczalnych wzgledem grupy

kontrolne;j.
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16.4.1.1. Tlenek grafenu GO

Po 10 dniowej podazy pokarmu z obecno$cig nanoczasteczek GO, cytoplazma
komoérek nabtonkowych wykazywata mata liczbe organelli wzgledem grupy
kontrolnej (Rys. 42A). Mitochondria (pozbawione grzebieni mitochondrialnych)
wraz z retikulum enoplazmatycznym szorstkim stanowity dominujgce
komponenty komoérek nabtonkowych. Mikrokosmki byty stabo rozwiniete, a na
terenie cytoplazmy pojawity sie liczne krople lipidowe. Ponadto, wsréd komoérek
nabtonkowych wykazano obecno$¢ hemocytéow, ktorych nie zaobserwowano
u zwierzat z grupy kontrolnej. Nie odnotowano zmian w strukturze kutikuli

(Rys. 42 B).

16.4.1.2. Tlenek grafenu zanieczyszczony jonami manganu GO+Mn?2+

Analiza struktury jelita zwierzat traktowanych GO+Mn?2* wykazata zmniejszong
liczbe organelli ze sporadyczng obecnoscia mitochondriéw, ktoére byty
pozbawione grzebieni mitochondrialnych, a ich macierz byta elektronowo jasna
i platowatym, obkurczonym jadrem komdérkowym. Heterochromatyna tworzyta
skupiska umieszczone w Srodkowej czesci nukleoplazmy. Ponadto, podobnie jak
w grupie traktowanej GO, zaobserwowano liczne hemocyty obecne pomiedzy
komorkami nabtonkowymi. Nie zaobserwowano materiatu zapasowego w postaci

granulatow glikogenu i zmian degeneracyjnych w strukturze naskorka (Rys. 42 C).
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Rysunek 42. Przekroj przez jelito przednie A. domesticus po 10 dniach ekspozycji na pokarm zawierajgcy GO oraz
GO+Mn?* (A) kontrola (TEM; Bar = 1,2 um) (B) grupa traktowana GO (TEM; Bar = 1,2 um) (C) grupa traktowana
GO+Mn?* (TEM; Bar = 1,4 um). Objasnienia: Swiatto jelita przedniego (L), kutikula (Cu), mitochondria (m), jgdro (n),
miesnie trzewne (mc), hemocyty (h), krople lipidowe (Ip), mikrokosmki (strzatki); zdjecia opublikowane w Dziewiecka
iwsp. 2017.
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16.4.2. Jelito sSrodkowe

Jelito srodkowe jest podzielone na dwa odrebne obszary - przednig cze$c¢ jelita
srodkowego oraz tylng cze$¢ jelita Srodkowego. Nabtonek obu czesSci jest
utworzony z komorek trawiennych i regeneracyjnych. Nie zaobserwowano
znaczacych roznic pomiedzy czescig przednia a tylng jelita Srodkowego. Opisane

zmiany odnosza sie do obu regiondéw.

16.4.2.1. Tlenek grafenu GO

Ocena ultrastruktury jelita $rodkowego wykazata, Ze cytoplazma komoérek
trawiennych nieznacznie réznita sie w poréwnaniu z grupa kontrolng (43 A).
W cytoplazmie komoérek zaobserwowano jedynie liczne wakuole, krople lipidowe
oraz ziarnisto$ci o duzej gestoSci elektronowej - prawdopodobnie lizosomy.

Nie zaobserwowano zadnych zmian w ultrastrukturze komérek regeneracyjnych

(Rys. 43 B).

16.4.2.2. Tlenek grafenu zanieczyszczony jonami manganu GO+Mn?2+

Cytoplazma komérek trawiennych w grupie zwierzat traktowanych GO+Mn2*
cechowata sie znaczng ilosciag cial pecherzykowatych, autofagosoméw, wakuoli
oraz ziarnisto$ci o duzej gestosci elektronowej (prawdopodobnie lizosomow).
Réwniez nie odnotowano zmian w ultrastrukturze komorek regeneracyjnych

(Rys. 43 C).

16.4.3. Jelito tylne
Nabtonek jelita tylnego zbudowany jest z potozonych na blaszce podstawnej

pojedynczej warstwy komoérek pokrytych od strony jego Swiatta warstwg kutikuli.

16.4.3.1. Tlenek grafenu GO oraz tlenek grafenu zanieczyszczony jonami
manganu GO+Mn?2+

Analiza mikroskopowa jelita tylnego A. domesticus nie wykazata zadnych réznic

w odniesieniu do grupy kontrolnej (Rys. 44 A) zaréwno u zwierzat karmionych

pokarmem z obecnos$cig GO (Rys. 44 B), jak i w grupie narazonej na GO+Mn2*

(Rys. 44 C).
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Rysunek 43. Przekrdj jelita srodkowego A. domesticus po 10 dniach ekspozycji na pokarm zawierajgcy GO oraz
GO+Mn?* (A) kontrola (TEM; Bar = 0,7 um) (B) grupa traktowana GO (TEM; Bar = 0,9 um) (C) grupa traktowana
GO+Mn?* (TEM; Bar = 1,4 um). Objasnienia: cysterny retikulum endoplazmatycznego szorstkiego (RER),
mitochondria (m), jgdro (n), ciata wielopecherzykowe (mb), mikrokosmki (mv), wakuole (v), autofagosomy (au),
ziarnistosci o duzej gestosci elektronowej (strzatki); zdjecia opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.



Rysunek 44. Przekrdj jelita tylnego A. domesticus po 10 dniach ekspozycji na pokarm zawierajgcy GO oraz
GO+Mn?* (A) kontrola (TEM; Bar = 1,4 um) (B) grupa traktowana GO (TEM; Bar = 0,9 um) (C) grupa traktowana
GO+Mn?* (TEM; Bar = 2 um). Objasnienia: mitochondria (m), retikulum endoplazmatyczne szorstkie (RER),
jgdro (n); zdjecia opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.
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16.4.4. Gonady meskie
16.4.4.1. Tlenek grafenu GO

Obraz mikroskopowy cytoplazmy meskich gamet w réznych stadiach ich rozwoju
(spermatogonii, spermatocytéw oraz spermatyd) wykazat uboga liczbe organelli,
znaczng marginalizacje chromatyny w jadrze komoérkowym i degeneracje
mitochondriéw. Centriole nie zostaty uszkodzone. Wykryto liczne podziaty

mitotyczne (nie zaprezentowane na zdjeciach).

16.4.4.2. Tlenek grafenu GO oraz tlenek grafenu zanieczyszczony jonami
manganu GO+Mn?+
Elektronowa mikroskopia transmisyjna wykazata, ze cata cytoplazma komoérek
gonad (spermatogonia, spermatocyty, spermatydy oraz plemniki) osobnikéw
z grupy traktowanej GO+Mn?* (Rys. 45 G, H, I) charakteryzowata sie niska
gestoscig elektronowa w poréwnaniu z grupa kontrolng (Rys. 45 A, B, C) oraz
traktowang czystym tlenkiem grafenu GO (Rys. 45 D, E, F). Zaobserwowano
zmniejszong liczbe organelli i degeneracje wszystkich obecnych w cytoplazmie
mitochondriéw. Ponadto btona komoérkowa wiekszosci komérek zostata
uszkodzona. Nie zaobserwowano uszkodzen dotyczacych centrioli i kompleksow

mikrotubul oraz nie wykryto podziatéw mitotycznych.
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Rysunek 45. Przekrdj przez fragmenty gonad A. domesticus po 10 dniach ekspozycji na pokarm zawierajqcy GO oraz GO+Mn?*
(A-C) kontrola (A) mikroskopia Swietlna, Bar = 70 uM. (B) TEM, Bar = 1 uM (C), TEM, Bar = 0,5 uM (D-F) grupa traktowana GO.
(D) mikroskopia Swietlna, Bar = 20 uM (E) TEM. Bar = 1 uM (F), TEM. Bar = 0,5 uM (G-I) grupa traktowana GO+Mn? (G)
mikroskopia swietlna, Bar = 20 uM (H) TEM, Bar = 1 uM. (1), TEM, Bar = 0,5 uM. Centriole (c), jgdro (n), pecherzyki jgder (t);
zdjecia opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.
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17. MODELIII

17.1. Sukces reprodukcji

KONTROLA

Rysunek 47. Jaja ztozone przez samice z grupy kontrolnej (K) oraz
grupy o najwyzszym stezeniu tlenku grafenu (GO200) (fot. wtasna).

Dwupokoleniowa ekspozycja
na tlenek grafenu w pokarmie
ma Znaczacy wpltyw
na zdolnosci reprodukcyjne
A. domesticus. 11o$¢ ztozonych
przez samice jaj byta istotnie
nizsza w obu traktowanych
grupach wzgledem grupy
kontrolnej. Samice karmione
pokarmem o0 najwyzszym

stezeniu  tlenku  grafenu

(200 pg - gl pokarmu) ztozyty prawie 5-krotnie mniejszg liczbe jaj wzgledem

grupy kontrolnej i 2-krotnie mniejsza liczbe, wzgledem owadéw karmionych

pokarmem, w ktérym stezenie GO wynosito 20 pg-g-! pokarmu. Negatywny

wptyw nanoczasteczek przetozyt sie takze na liczbe klujacych sie z jaj mtodych

osobnikéw. Liczba larw owadéw w przeliczeniu na jedng samice byta istotnie

nizsza w obu grupach karmionych tlenkiem grafenu. Sukces wylegu osobnikéw

w grupie karmionej pokarmem zanieczyszczonym w najwyzszym stezZeniu
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Rysunek 46. Parametry sukcesu reprodukcji dla trzech grup doswiadczalnych (K, GO20, GO200): ogdlna liczba
ztoZzonych jaj przez samice, ocena wylegu z doktadnoscig do jednej larwy przypadajgcej na jedng samice oraz
ogdlny procent wylegu w grupach. Objasnienie: rozne litery (a, b, c¢) oznaczajq roznice pomiedzy grupami

doswiadczalnymi (NIR, ANOVA, p < 0.05)
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tlenkiem grafenu (GO200) byt znaczaco nizszy, nie tylko wzgledem grupy
kontrolnej, ale réwniez grupy GO20 (20 ug - g1 pokarmu) (Rys. 46). Ponadto, cze$¢
jaj ztozonych przez samice z grupy GO200 charakteryzowato sie
ciemnobragzowa/ czarng barwag i wykazywato cechy nekrotyczne, czego nie
stwierdzono w przypadku jaj pochodzacych od owadéw z grupy kontrolnej

(Rys. 47).

17.2. Zawartos$c ATP

Dtugotrwate narazenie na tlenek grafenu w pokarmie nie wplyneto istotnie
na zawarto$¢ ATP w tkankach owadéw. Doswiadczenie nie wykazato istotnych
statystycznie réznic pomiedzy grupami traktowanymi nanoczgstkami a grupa
kontrolng. Wszystkie grupy eksperymentalne (K, GO20 oraz GO200) byty
homogenne (Rys. 48). W obu grupach owadéw karmionych pokarmem
z nanoczasteczkami GO, stezenie ADP byto istotnie wyzsze wzgledem grupy
kontrolnej, co znalazto odzwierciedlenie w istotnie wyzszych wskaznikach
stosunku ADP/ ATP. Wskaznik ten dla tkanek owadéw z grup traktowanych GO byt

istotnie wyzszy w poroéwnaniu do grupy kontrolnej (Rys. 49).
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Rysunek 48. Zawartos¢ ATP w tkankach A. domesticus po dtugotrwatej ekspozycji na GO
w pokarmie. Objasnienie: rozne litery (a, b, c) oznaczajq rdznice pomiedzy grupami
doswiadczalnymi (NIR, ANOVA, p < 0.05)
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Rysunek 49. Stosunek ilosci ADP do ATP w tkankach A. domesticus po dtugotrwatej ekspozycji na
GO w pokarmie. Objasnienie: rozne litery (a, b) oznaczajq rdozinice pomiedzy grupami
doswiadczalnymi (NIR, ANOVA, p < 0.05)

17.3. Ocena cytometryczna uszkodzen komorkowych

Test Muse® Count & Viability Assay Kit wykazat, ze ilo$¢ Zzywych komérek w grupie
kontrolnej owadéw byta najwyzsza sposréd wszystkich grup eksperymentalnych
zaréwno w pokoleniu L1 jaki i pokoleniu L2. Dtugoterminowa ekspozycja na tlenek
grafenu spowodowata wzrost $miertelnosci komoérek eksponowanych owadéw.
W pokoleniu L1 nie odnotowano statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupa
GO20 a grupa GO200. Uszkodzenia komoérkowe nasility sie u osobnikéw
potomnych (pokolenie L2), co przejawiato sie wiekszg iloScig martwych komoérek
w grupie GO0200. Zywotno$¢ komérek owadéw spozywajacych pokarm
0 najwyzszym stezeniu nanoczasteczek osiggneta wartos¢ okoto 30%. Byt to

wynik istotny statystycznie wzgledem tej samej grupy w pokoleniu L1 (Rys. 50).
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Rysunek 50. Stopieri uszkodzeri w komdrkach jelita A. domesticus po jedno- i dwupokoleniowej ekspozycji na GO
w pokarmie. Wyniki otrzymane za pomocq testu Muse® Count & Viability Assay. Objasnienie: rézne litery (a, b, c)
oznaczajg réznice pomiedzy grupami doswiadczalnymi, * - oznacza rdznice pomiedzy grupami doswiadczalnymi
w pokoleniu L1iL2 (NIR, ANOVA, p < 0.05).
17.4. Ocena stopnia apoptozy oraz uszkodzen DNA metoda TUNEL
Analiza TUNEL wykazata, ze czestotliwo$¢ jader skoniungowanych z fluoresceing
(FITC) w kontroli pozytywnej (traktowanej in vitro H202) wynosita 74,5%
(745/ 1000 ocenianych jader). Czestotliwo$¢ jader wyznakowanych FITC dla

kontroli negatywnej wynosita jedynie 3% (Rys. 51).
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Dhugotrwata ekspozycja na tlenek grafenu w pokarmie spowodowata fragmentacje
DNA i nasilenie apoptozy w hemocytach A. domesticus wzgledem owad6éw z grupy
kontrolnej. Wyniki byty zalezne od stezenia nanoczasteczek. W grupie owadow
narazonych na tlenek grafenu w stezeniu 20 pg - g1 pokarmu zaobserwowano
uszkodzenia DNA na poziomie 19,8%. Najwiekszy odsetek uszkodzen i najwiecej
wyznakowanych jader FITC, sposréd wszystkich grup doswiadczalnych,
zaobserwowano w grupie GO200 - traktowanej najwyzszym stezeniem tlenku
grafenu. W grupie owadow, ktore byly zakwalifikowane do grupy kontrolnej
apoptotyczne jadra stanowity okoto 5% i na obrazach mikroskopowych

dominowaly struktury wybarwione DAPI (Rys. 51, 52).
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Rysunek 51. Procentowy udziat jgder wyznakowanych fluoresceing (FITC) w trzech grupach
doswiadczalnych z uwzglednieniem kontroli pozytywnej i negatywnej. Procent liczony
wzgledem 1000 analizowanych jgder. Objasnienie: rozne litery (a, b, c) oznaczajq réznice
pomiedzy grupami doswiadczalnymi (test t-Studenta, p<0,05).
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Rysunek 52. Obrazy mikroskopowe jgder hemocytow A. domesticus po dtugotrwatym traktowaniu nanoczgsteczkami tlenku grafenu. Wyniki przedstawiono dla trzech grup eksperymentalnych
z uwzglednieniem kontroli pozytywnej i negatywnej. Czerwona wartosc [%] oznacza ilos¢ jgder wyznakowanych FITC - procent uszkodzonych jgder (powiekszenie 20x; Olympus BX40 Trinocular).
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V.  DYSKUSJA

18. Ocena wybranych wskaznikow odpowiedzi antyoksydacyjnej
u A. domesticus po Krotkotrwalym narazeniu na chemicznie
czysty tlenek grafenu (GO) oraz GO zanieczyszczony jonami

manganu (GO+Mn2z+)

Grafen oraz jego utleniona forma - tlenek grafenu (GO) sg niezwykle obiecujgcymi
materiatami dla medycyny i przemystu z powodu unikalnych wtasciwosci
fizykochemicznych. Idealny materiat wykorzystywany do celéw aplikacyjnych
powinien cechowa¢ sie niska toksycznosScia i jednoczeSnie doskonala
biokompatybilno$cig. Najnowsze wyniki badan budza jednak obawy odno$nie
bezpieczenstwa stosowania grafenu i jego pochodnych [14,184]. Jak wspomniano
w podrozdziale 9.1, istniejg juz doniesienia o potencjalnej toksycznosci GO dla
organizmow bytujgcych na réznych poziomach organizacji biologicznej [91].
Mechanizm toksycznoSci tlenku grafenu jest bardzo skomplikowany (podrozdziat
7.1) i moze zaleze¢ nie tylko od cech fizykochemicznych materiatu, ale rowniez od
rozlicznych interakcji biochemicznych jakie zachodzg wewnatrz komdarki. Istnieje
kilka hipotez objasniajagcych mechanizm toksycznosci tlenku grafenu. Przyjmuje
sie obecnie, Ze jednym z pierwszych skutkdw dzialania nanoczasteczek
na organizm jest produkcja reaktywnych form tlenu (ROS) i nasilenie procesow
antyoksydacyjnych. Lammel i wsp. w badaniach in vivo wykazali, ze ptatki tlenku
grafenu powodujg indukcje reaktywnych form tlenu w linii ludzkich komoérek raka
watroby HEP G2. Wewnatrzkomérkowy stres oksydacyjny wzmagat sie w ciggu
72h ale jego nasilenia nie zaobserwowano po zastosowaniu tlenku grafenu
w niskich stezeniach (<4 pg/ mL). Wyniki te pozwalajg przypuszczac, iz kluczowa
role w toksycznos$ci odgrywa dawka oraz czas ekspozycji, tak jak to jest
w przypadku innych substancji toksycznych. Ponadto, autorzy tej pracy
zaobserwowali dezintegracje btony komorkowej, ktoérej przyczyna moze by¢
zarowno stres oksydacyjny, jak i ostre krawedzie ptatkow GO. Warto przypomnie¢,
ze duza liczba gotowych do wejScia w reakcje niesparowanych elektronéw
powstaje podczas procesu sonikacji i jest obecna na krawedziach typu ,zig-zag”

[103]. Wystepowanie duzej liczby wysoce hydrofobowych krawedzi moze by¢
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zrédtem toksyczno$ci, zaréwno dla organizmoéw prokariotycznych jak
i eukariotycznych [104,105]. Nalezy pamieta¢ réwniez ze podczas procesu
syntezy tlenku grafenu tatwo jest skonsolidowac¢ produkt z jonami manganu,
co moze mie¢ negatywny wpltyw na homeostaze komorki [106]. Wyniki
otrzymane w niniejszej pracy, pozwalajg wnioskowa¢, Ze jony manganu (Mn?2+)
zwigzane s3 z powierzchnia GO w postaci kompleksow Mn(H20)e%*.
Prawdopodobnie, podczas sonikacji materiatu nastepuje pekniecie obecnych tam
wigzan wodorowych i migracjajoné6w Mn2* do roztworu. Takie zjawisko moze by¢
przyczyng wiekszej toksyczno$ci GO+Mn2+, Innym, bardzo waznym aspektem
potencjalnej szkodliwosci GO, ktérego nie nalezy zaniedbywac, jest mozliwos¢ jego
chemicznej redukcji wewnatrz komorek. Coraz czesciej w literaturze naukowej
pojawiajg sie informacje, ze tlenek grafenu moze zosta¢ zredukowany poprzez
rézne substancje organiczne [55,112,185,186]. Mechanizmy procesu takiej
redukcji nie zostaty jeszcze dokladnie objasnione, jednakze przypuszcza sie,
Zze obejmujg one wytwarzanie reaktywnych form tlenu i przyczyniajg sie do
nasilenia stresu oksydacyjnego w komorkach. Nalezy zauwazy¢, Ze redukcja
GO+Mn?2+* spowodowataby rowniez uwolnienie wspomnianych wcze$niej
kompleks6w manganu do Srodowiska wewnatrzkomérkowego.

W przedstawionych badaniach in vivo wykazano, ze tlenek grafenu oraz
tlenek grafenu zanieczyszczony jonami manganu, gdy sa podane droga iniekcji
do hemolimfy (dawka 0,1 pL na 100 mg masy ciata owada) moga powodowac stres
oksydacyjny u A. domesticus. Hemolimfa stanowi niezwykle wazny ptyn ustrojowy
w  organizmie bezkregowcéw, poniewaz poza licznymi funkcjami
odpornosciowymi, za jej posSrednictwem odbywa sie transport sktadnikéw
odzywczych, metabolitow oraz toksyn. Hemocyty, ktore stanowig znaczaca czes¢
hemolimfy s3 narazone na wszystkie czynniki wnikajgce do organizmu.
Wstrzykniecie nanoczasteczek do jamy ciala owadéw moze, w sposéb
uproszczony, stanowi¢ model uzycia GO jako nosnika lekow. Wyrazem nasilonej
obrony antyoksydacyjnej w hemolimfie byty zmiany aktywnos$ci enzymoéw
(katalazy, peroksydazy glutationowej), ktére chronig komoérki przed stresem
oksydacyjnym. Zaobserwowano, ze istotny wzrost aktywnoSci katalazy
w hemolimfie (CAT) nastepowat juz w trakcie pierwszych 24 h eksperymentu

(Rys. 31). Taka tendencje odnotowano takze dla aktywnos$ci peroksydazy

95



glutationowej (Rys.32). Gtéwna funkcja wspomnianych enzymow jest
dysproporcjonacja nadtlenku wodoru, co moze stanowi¢ uzasadnienie by sadzic,
ze po wstrzyknieciu GO w jamie ciata owada dochodzi do wzrostu zawartos$ci H202
[128]. Wzrost aktywnos$ci enzymoéw w ciggu 1 h od aplikacji mégt by¢ zwigzany
z samg czynnoScig iniekcji, ktéra, pomimo znieczulenia owada, moze by¢ takze
powodem krétkotrwatego stresu. Przerwanie ciggtosci powtok ciata i pojawienie
sie obcej substancji w jej wnetrzu to zjawisko, z ktérym owady moga zetkna¢ sie
w sposOb naturalny. Dlatego jest wysoce prawdopodobne, iZ w drodze ewolucji,
wyksztatcity one szybki i skuteczny mechanizm obrony. Jednym z uniwersalnych
reakcji moze by¢ nasilenie proceséw antyoksydacyjnych, poprzez wzrost
aktywnos$ci katalazy i peroksydaz. Natomiast w p6zZniejszym czasie po iniekgcji,
dochodzi¢ moglo do jego dalszego rozprowadzenia po organizmie
za posrednictwem hemolimfy. Przy zatozeniu, Ze uszkodzenia tkanek moga
zachodzi¢ na skutek kontaktu z ostrymi krawedziami GO, ostateczny los
nanoczasteczek i mozliwe skutki ich biodystrybucji sa nadal bardzo trudne do
przewidzenia.

Analiza zmian poziomu catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC),
ktéry jest parametrem syntetycznym, zasadniczo nie ujawnita istotnych réznic
pomiedzy grupami badanych owaddéw, poza dwoma wyjagtkami (Rys. 33).
Poréwnanie wynikow testem GLM (p <0,05) wykazato, iz w przypadku tego
parametru znaczenie miatl jedynie typ zaaplikowanego tlenku grafenu, natomiast
czas trwania eksperymentu oraz rodzaj pobranej tkanki nie wptynety na istotnos¢
réznic miedzy grupami doSwiadczalnymi (Tabela 3). Mozna zatem wnioskowac, ze
catkowity poziom przeciwutleniaczy w organizmie byt podobny (biorgc pod
uwage czas i tkanke), ale ulegat zmianie pod wptywem typu wstrzykiwanych
nanoczasteczek GO. Wskazuje to na intensyfikacje stresu oksydacyjnego
w komorkach pod wpltywem zanieczyszczonego manganem materiatu.

Parametr TAC odpowiada za skumulowane dzialanie wszystkich
przeciwutleniaczy znajdujacych sie w ptynach ustrojowych organizmu. Jest
to bardzo ogélny parametr, charakteryzujacy zbiorczo antyoksydanty
zaandazowane w obrone organizmu podczas narazenia na stres oksydacyjny
[181]. W przypadku subtelnych zmian powodowanych przez niskie dawki GO,

odpowiedZ TAC wydaje sie by¢ mniej czula a przez to mniej znaczaca
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z diagnostycznego punktu widzenia. Uzyskany wynik pozwala zatem
domniemywaé, iz jednokrotne podanie nanoczasteczek poprzez iniekcje
w dawkach opisanych powyzej mobilizuje organizm do obrony, ktory jest w stanie
poradzi¢ sobie z toksycznoScig tej substancji.

Analiza wynikéw dotyczacych biatek szoku cieplnego (HSP 70) réwniez
uwidocznita bardzo ciekawe zaleznosci. Por6wnanie danych testem GLM (p <0,05)
wykazato, iz parametr HSP 70 byt zalezny nie tylko od rodzaju podanego tlenku
grafenu ale takze od czasu jaki rodzaju badanej tkanki (Tabela 3). Wzrost ekspresji
biatek odnotowano w hemolimfie dopiero po 24 h od rozpoczecia eksperymentu.
Zatem statystycznie istotne zmiany w przypadku tego parametru pojawiajg sie
pOZniej, w poréwnaniu do aktywnos$ci katalazy i peroksydazy glutationowej
(Rys. 34). Najprawdopodobniej podwyzszony poziom tych biatek w tym
poZniejszym punkcie czasowym jest zwigzany z ich rolg w organizmie. Synteza
chaperonéw wzrasta, kiedy komoérki sa narazone na dziatanie czynnikéw
stresowych, ale biatka HSP dziataja takze jako biatka opiekuncze, ktore
s3 odpowiedzialne miedzy innymi za degradacje enzymdw i innych uszkodzonych
czasteczek  lub zuzytych  podczas reakcji ~ biochemicznych [131].
Najprawdopodobniej w pierwszych 24 godzinach eksperymentu miato miejsce
nasilenie procesow neutralizujgcych stres oksydacyjny (przejawiajacy sie miedzy
innymi poprzez wzrost aktywnos$ci enzymow). Natomiast w pdzniejszym czasie
(od 48h) nastepowata odbudowa struktur komorkowych, synteza dodatkowych
biatek oraz alokacja energii w kierunku usuwania uszkodzonych/ wadliwie
pofatdowanych biatek (Rys. 31-34). Wykorzystany w dosSwiadczeniu tlenek
grafenu byt poprodukcyjnie zanieczyszczony jonami manganu co potwierdzaja
wyniki zaprezentowane na Rys.19. Dane literaturowe donosza, iz stopnien
czystosci tlenku grafenu (obecno$¢ w jego strukturze réznych jonéw metali) moze
miec¢ znaczacy wplyw na stopien toksycznos$ci tego materiatu. Yang i wsp. opisali,
ze czasteczki metaliczne wykazywaty znacznie wieksza szkodliwo$¢ niz czasteczki
niemetaliczne [96] . W swojej pracy Ali-Boucetta i wsp. potwierdzaja, iz czystos$¢
tlenku grafenu ma duzy wptyw na jego potencjalng przydatnos¢ jako materiatu
biomedycznego. GO doktadnie oczyszczony z metalicznych zanieczyszczen nie
wywotuje znaczacych reakcji cytotoksycznych in vitro oraz in vivo w poréwnaniu

z tlenkiem grafenu nieoczyszczonym [57]. W prezentowanych badaniach stopien
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czystoSci uzytego nanomateriatu miat umiarkowany wptyw na mierzone
parametry. Efekt réznego oddziatywania obu typow materiatéw uzytych
w doswiadczeniu byt szczegélnie widoczny w przypadku katalazy, gdzie
zwiekszona aktywno$¢ tego enzymu wzgledem kontroli, byta stwierdzona
we wszystkich punktach czasowych dla owadéw traktowanych GO+Mn?2+
(Rys. 31). Jakkolwiek, odwrotng zalezno$¢ prezentuja wyniki dotyczace
aktywnosci peroksydazy glutationowej (GSTPx), gdzie zaréwno w hemolimfie jak
i w jelicie wzrost aktywno$ci tego enzymu byt statystycznie istotny w grupach
traktowanych czystym tlenkiem grafenu (GO) (Rys. 32).

Zaobserwowane subtelne réznice w aktywnos$ci ocenianych parametréw
moga by¢ rowniez zwigzane z rozmiarem ptatkow, ktére byly obecne w obu
prébkach tlenku grafenu. Zwigzek pomiedzy wielko$cia nanoczasteczki a jej
potencjatem cytotoksycznym zostal opisany przez Karlsson i wsp. Badania
toksykologiczne wykonane przez ta grupe wykazaty, ze czasteczki ponizej 100 nm
cechujg sie znacznie wiekszg toksycznoScia w poréwnaniu do czasteczek
o wielkoSci rzedu kilku mikrometréw [120]. W przeprowadzonym przeze mnie
eksperymencie uzyto ptatkow o nieco réznych rozmiarach, pomimo faktu, iz
parametry sonikacji dla obu prébek (GO i GO+Mn?2+) byly jednakowe. Poznanie
przyczyny takiego zjawiska wymaga dalszych eksperymentéw, poniewaz na tym
etapie wysung¢ mozna kilka hipotez. Prawdopodobnie, kompleksy Mn(H20)s2*,
z powodu tworzenia licznych wigzan wodorowych, zwiekszajg agregacje ptatkow
w zawiesinie. Mozliwe jest rowniez, Ze podczas procesu oczyszczania
powierzchnia GO staje sie bardziej odporna na ultradZzwieki. Istotny jest jednak
fakt, Ze najmniejsze rozmiary ptatkéw (w przedziale setek nanometréw)
wystepowaty w obu préobkach (Rys. 21). Zaréwno GO jak i GO+Mn?2+ bez watpienia
przyczynily sie do nasilenia stresu, w wyniku ktérego, w obu przypadkach
odnotowano intensyfikacje proces6w biochemicznych i fizjologicznych
zmierzajacych w kierunku odzyskania homeostazy organizmu. Nasilenie
mechanizméw obrony antyoksydacyjnej w obu badanych tkankach (hemolimfa,
jelito) stanowilo podstawe do odrzucenia hipotezy H1,0 i przyjecia
zaproponowanej hipotezy alternatywnej H1,1 (nanoczasteczki tlenku grafenu
ulegng dystrybucji w organizmie co spowoduje znaczace nasilenie stresu

oksydacyjnego). W celu wyjasnienia mechanizmow toksycznosci tlenku grafenu
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niezbedne s3 dalsze, szczegétowe analizy. Odmienny sposéb podazy materiatu
a takze inna dawka oraz czas ekspozycji owadéw na GO pozwolg uzyska¢ nowsze
dla nauki dane.

Omoéwione powyzej wyniki badan opublikowano w Journal of Hazardous
Materials 305: 30-40. Dziewiecka i wsp. (2015) ,Evaluation of in vivo graphene
oxide toxicity for Acheta domesticus in relation to nanomaterial purity and time

passed from the exposure”.
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19. OkresSlenie stopnia stresu oksydacyjnego, analiza uszkodzen
komérkowych oraz zmian histologicznych u A. domesticus
wskutek Kkrotkoterminowego narazenia na obecnos¢ tlenku

grafenu (GO oraz GO+Mn2+) w pokarmie

Jak wspomniano powyzej, stres oksydacyjny jest uznawany za najbardziej
prawdopodobny mechanizmem toksyczno$ci nanoczasteczek powstatych na bazie
grafenu. Wstrzykniecie tlenku grafenu do jamy ciata A. domesticus spowodowato
szereg istotnych zmian w ciggu pierwszych trzech dni eksperymentu i przyczynito
sie do wzmozonej produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) [119]. W omawianym
eksperymencie owady zostaty narazone na te same nanoczgsteczki jak to opisano
w MODELU I (GO, GO+Mn2+), jednakze spos6b podazy i czas narazenia zostaty
zmienione. Zwierzeta eksponowano na dziatanie tlenku grafenu w pokarmie przez
10 dni. Zastosowano pokarm =zanieczyszczony GO w stezeniu 200 pg- g1
pokarmu.

Wyniki pozwolity ustali¢, Ze spozywany przez A. domesticus tlenek grafenu
przyczynit sie do nasilenia stresu oksydacyjnego w organizmie. Zostato to
potwierdzone wzrostem aktywnosci CAT i ogélnego poziomu TAC (Rys. 35 a, b, c,
d). Nalezy jednak zwrdéci¢ uwage na fakt, iz istotne réznice pojawity sie dopiero
w ostatnim dniu eksperymentu. Tkanka jelita stanowita pierwszg linie narazenia
i obrony, dlatego stosunkowo pdZne nasilenie aktywnos$ci badanych enzymoéw
oraz brak wyraznych roznic pomiedzy tkankami - jelitem a hemolimfg - byty
pierwotnie zaskakujgce (Rys. 35 a, b, ¢, d). W mechanizmie toksycznos$ci badanego
tlenku grafenu, ponownie, kluczowa role mogly odgrywac¢ wiasciwosci
fizykochemiczne materiatu. Przygotowanie pozywki zanieczyszczonej GO
wymagato doktadnego zmielenia standardowej karmy dla A. domesticus,
a nastepnie bardzo doktadnego wymieszania jej z odpowiednig objetoScia
dyspergatu tlenku grafenu. Po kontakcie nanoczasteczek z organicznymi
sktadnikami pokarmu, a nastepnie sSrodowiskiem enzymoéw trawiennych w jelicie,
na powierzchni tlenku grafenu najpewniej dochodzi do wielu szybkich reakcji
chemicznych. Jednym z mozliwych scenariuszy jest redukcja tlenku grafenu
do nierozpuszczalnego, zredukowanego tlenku grafenu (rGO). We wczes$niejszych

pracach wykazano, ze zaréwno GO jak i rGO wptywajg na integralno$¢ bton
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komorkowych w wyniku oddziatywania nanoczasteczek z dwuwarstwa
fosfolipidowa. Ostre krawedzie nanoptatkdbw moga powodowac¢ uszkodzenia
mechaniczne struktur komorkowych. Liu i wsp. dowiedli, ze potencjat
antybakteryjny grafitu, tlenku grafenu oraz zredukowanego tlenku grafenu
zwigzany jest z uszkodzeniem bton komoérkowych i stresem oksydacyjnym.
Autorzy prac postuluja, ze bezposredni wptyw na stopien toksycznosci tych
zwigzkdw ma ich budowa fizykochemiczna, gesto$¢ grup funkcyjnych oraz
wielko$¢ ptatkéw [187,188]. W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach
stwierdzono powazne uszkodzenia przedniego odcinka jelita A. domesticus, ktére
spozywaly pokarm z zawartoscig nanoczasteczek (Rys. 42). Wyniki niniejszej
pracy potwierdzajg zatem wyzej zaproponowany mechanizm toksycznosci GO.
Aktywno$¢  katalazy (CAT) i poziom calkowitej pojemnosSci
antyoksydacyjnej (TAC) wzrosty dopiero po 10 dniach narazenia na tlenek grafenu
w pokarmie, jednakze uszkodzenia DNA pojawity sie juz drugiego dnia ekspozyc;ji
na nanoczasteczki i utrzymywaty sie do ostatniego dnia eksperymentu na
podobnym poziomie w obu grupach owadéw traktowanych tlenkiem grafenu (GO,
GO+Mn2*). Nalezy przypuszczac, ze tlenek grafenu moze przenika¢ przez nabtonek
do jamy ciata i destabilizowa¢ funkcjonowanie réznych tkanek w organizmie.
Nagromadzenie wielu reaktywnych form tlenu w komoérkach moze prowadzic¢
do uszkodzenia DNA na drodze wtoérnej (podrozdziat 8.2.2). Stwierdzona na
obrazach histologicznych obecno$¢ hemocytow pomiedzy uszkodzonymi
komorkami nabtonka jelita przedniego moze by¢ konsekwencjg trwajgcego
procesu regeneracji. Rola hemocytow w procesach zapalnych i gojeniu ran jest
kluczowa. Aktywna migracja hemocytéw przez nabtonek w przypadku procesu
naprawy uszkodzonych tkanek jest opisywana w innych pracach. Parisi oraz Vidal
zaprezentowali na przykladzie Drosophila melanogaster mechanizm migracji
hemocytéw podczas gojenia sie ran. Co ciekawe, Srodowisko nadtlenku wodoru
(H202) stanowito site napedowa chemotaksji tych komoérek. Inne badania
dostarczajg wielu informacji na temat mechanizmu migracji komorek
nabtonkowych z ich pierwotnej lokalizacji do otaczajacych tkanek, na przyktad
w procesie tworzenia przerzutdéw, ktore sa najgrozniejsza forma progresji raka
[189]. Nie mozna réwniez wykluczy¢ hipotezy zaktadajacej, Ze nanoczasteczki

tlenku grafenu moga przenika¢ na teren jadra komorkowego poprzez pory
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jadrowe i bezposrednio oddziatywa¢ z DNA (mechanizm pierwotny, podrozdziat
8.2.1). Koncowym efektem opisanych powyzej zdarzen moze by¢ zaktocenie cyklu
komorkowego i skierowanie komorki na droge apoptozy [73]. Wyniki uzyskane
przy uzyciu testu Muse® Cell Cycle Assay Kit wykazaty pewna dysproporcje
w fazach cyklu komérkowego, ktére sg zalezne od typu tlenku grafenu oraz czasu
ekspozycji (Rys. 41). Po dwoéch dniach narazenia na GO oraz GO+Mn2+
zaobserwowano, ze w fazie GO/ G1 zatrzymata sie znacznie wieksza liczba
komorek. Blok komérek w fazie G1 ma miejsce na skutek obecnosci wielu
niekorzystnych czynnikéw srodowiskowych oraz mutacji i stanowi rodzaj ,punktu
kontrolnego”. Uniemozliwia to przejscie komorki w faze S i replikacje wadliwego
materiatu genetycznego [190]. W dziesigtym dniu ekspozycji na nanoczasteczki
GO, znaczna cze$¢ komorek zostata zatrzymana w fazie G2/ M. Jest to kolejny punkt
Lkontrolny”, ktéry daje mozliwo$¢ naprawy uszkodzonego DNA przed wejsciem
komarki w proces mitozy [191]. Wykonane testy Muse® Oxidative Stress Kit oraz
Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit wykazaty intensyfikacje stresu
oksydacyjnego i nasilenie apoptozy w komdrkach jelita owadéw traktowanych GO
(Rys. 38 - 40). Wszystkie przeprowadzone analizy biochemiczne, cytometryczne
i histologiczne potwierdzity, ze obecnos¢ tlenku grafenu w pokarmie prowadzi do
licznych, niekorzystnych zmian w organizmie. Otrzymane wyniki pozwolity
definitywnie odrzuci¢ hipoteze H:2,0. Zaprezentowany w tej pracy eksperyment
pokazuje, ze wyniki badan nad toksycznos$cig tlenku grafenu in vivo sa spdjne
i komplementarne z wynikami badan otrzymywanych w modelach in vitro
[116,138,192].

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) wykazata liczne zmiany
w ultrastrukturze jelita. Karpeta-Kaczmarek i wsp. wykazali, Ze nanodiamenty
podawane w diecie w stezeniu 200 pg - g1 pokarmu takze przyczyniajg sie do
uszkodzenia i dysfunkcji jelit A. domesticus. Najbardziej uszkodzonym fragmentem
przewodu pokarmowego byl jednak odcinek jelita $rodkowego [193].
Przeprowadzone w tej pracy do$wiadczenia pokazaty, ze liczba autofagosomow,
wakuoli i granulek o znacznej gestosSci elektronowej wzrosta w cytoplazmie
komorek nabtonka jelita $rodkowego obu grup eksperymentalnych (GO,
GO+Mn?2*). Wazne jest by w tym miejscu pamieta¢, ze autofagia stanowi

mechanizm chronigcy komoérke przed czynnikami pozakomérkowymi [194,195].
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Strukturami o duzej gestoSci elektronowej byty prawdopodobnie lizosomy,
jednakze nie mozna wykluczy¢ akumulacji i odktadania sie nanoczasteczek
w tkankach. Sg to przypuszczenia trudne do zweryfikowania na tym etapie badan
z powodu ograniczen wynikajacych z mozliwo$ci metod instrumentalnych autora
pracy (rozdziat 6).

Najwazniejszym odkryciem omawianych badan jest stwierdzenie licznych
zmian degeneracyjnych obecnych w strukturze meskich gonad A. domesticus
po 10 dniowym narazeniu na tlenek grafenu w pokarmie (Rys. 45). Informacje
o wplywie tlenku grafenu na zdolno$ci rozrodcze zwierzat s3 ciggle jeszcze bardzo
ubogie. Zesp6t Zhao wykazat, ze GO moze zmniejsza¢ zdolno$¢ reprodukcyjna
nicienia Caenorhabditis elegans poprzez uszkodzenia gonad. Zaobserwowano
réwniez zatrzymanie cyklu komérkowego, nasilong apoptoze oraz uszkodzenia
DNA w komoérkach [91,196]. Ponadto, tlenek grafenu powodowat opdZnienie
wylegu zarodkéw Danio rerio [70]. Na podstawie otrzymanych wynikow
w MODELU II mozna zaktada¢, Ze nanoczasteczki ulegaja szybkiej dystrybucji
w ciele zwierzat. Sg to wystarczajace dane do przyjecia hipotezy H:2,1 (mowiaca,
ze spozywane przez owady nanoczasteczki zadziataja podobnie, powodujac
znaczny wzrost aktywnos$ci parametréw stresu, powazne zmiany degeneracyjne w
jelicie oraz wysoki procent uszkodzen materialu genetycznego. Ponadto ulegng
dystrybucji i spowoduja degeneracyjne zmiany w gonadach meskich) za
prawdziwg lub wysoce prawdopodobna. Istnieje zatem pewne ryzyko, ze tlenek
grafenu jesli zostanie zastosowany na duzg skale w produktach komercyjnych, to
po przedostaniu sie do Srodowiska i kontakcie z organizmem, moze powodowac
wielonarzadowe uszkodzenia i dalekosiezne konsekwencje.

Przedstawione wyniki badan zostaty opublikowane w Journal of Hazardous
Materials 328: 80-89. Dziewiecka i wsp. (2017) ,Short-term in vivo exposure

to graphene oxide can cause damage to the gut and testis”.
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20. Wplyw dlugoterminowego narazenia na nanoczgsteczki tlenku
grafenu (GO) w kontekscie zmian komdrkowych oraz potencjatu

reprodukcyjnego A. domesticus

Niekorzystne skutki dlugoterminowego oddziatywania nanoczasteczek
na organizmy s3 wcigz niewystarczajgco udokumentowane. Dotychczas
potwierdzono, Ze ekspozycja na tlenek grafenu zaréwno in vitro jak in vivo
prowadzi do nasilenia stresu oksydacyjnego, zaburzen cyklu komoérkowego,
znacznych uszkodzen DNA i apoptozy [197]. Ponadto, eksperymenty in vivo
pokazaty, Ze tlenek grafenu ulega szybkiej dystrybucji w organizmie i ma zdolno$¢
kumulowania sie w réznych narzadach powodujac liczne uszkodzenia [198].
Szczegolnie niepokojace sg doniesienia 0 negatywnym wptywie GO na procesy
zwigzane z reprodukcja zwierzat. Rozwo6j nanotechnologii z pewno$cig przyczyni
sie do wzrostu obecno$ci nanoczasteczek w Srodowisku naturalnym,
a w konsekwencji moze mie¢ posredni, ujemny wpltyw na zamieszkujgcg go faune.
Jak wzmiankowano powyzej, odnotowano juz przypadki pogorszenia zdolnos$ci
rozrodczych niektorych gatunkéw zwierzat (Caenorhabditis elegans, Danio rerio),
nawet po krétkim kontakcie z tlenkiem grafenu [91].

W  przeprowadzonym w ramach niniejszej pracy modelu
eksperymentalnym  (MODELIII)  oceniono  skutki  dtugoterminowego,
dwupokoleniowego narazenia na tlenek grafenu w pokarmie. Oszacowano
zdolnosci reprodukcyjne owaddéw oraz zywotno$S¢ komorek osobnikow
potomnych. Eksperyment ten, dla pewnos$ci, powtdérzono trzykrotnie - zawsze
otrzymujac taki sam rezultat. Wyniki doSwiadczenia pozwolity odrzuci¢ hipoteze
H:3,0 i przyja¢ zaproponowang hipoteze H:3,1 (na skutek znacznych uszkodzen
histologicznych narzadéw rozrodczych oraz podwyZszonego poziomu stresu
oksydacyjnego w obu badanych grupach zaobserwuje sie znaczny spadek ilosci
sktadanych jaj przez samice oraz zwigzany z tym niski odsetek klujacych sie
mtodych osobnikéw). Eksperyment dowidédl, Ze obie grupy traktowane
nanoczasteczkami cechowaly sie wyraZnie obnizong zdolnoscia reprodukc;ji
w poréwnaniu z grupg kontrolnga. Samice sktadaty niewielka ilo$¢ jaj, a wyleg nie
zawsze konczyt sie sukcesem. Szczegolnie niskim wskaZnikiem rozrodczosci

cechowata sie grupa zwierzat spozywajaca pokarm skazony tlenkiem grafenu
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w wyzszym stezeniu (200 ug- g1 pokarmu; grupa GO200) (Rys. 47). mozna
zatozy¢, ze tlenek grafenu, ulegajac szybkiej dystrybucji w organizmie, prowadzi
do znacznych uszkodzen aparatu rozrodczego samic. Nalezy takze rozwazy¢
réwnoczesne wystepowanie uszkodzen zaré6wno meskich jak i zenskich gonad.
Mechanizm ujemnego oddziatywania tlenku grafenu na uktad rozrodczy moze by¢
bardzo ztozony. Zapewne przyczynita sie do niego w znacznym stopniu produkcja
reaktywnych form tlenu i niska wydajno$¢ mechanizméw kompensacyjnych
w ciele owadéw, ktore znosza nasilony stres oksydacyjny. Ponadto, morfologia jaj
nalezacych do grupy GO200 byta wyrazZnie zmieniona. Jaja cechowaty sie ciemnag
barwg, ktéra jest charakterystyczna dla zmian martwiczych. Dalsze badania
pozwolg okresli¢, czy w jajach moga by¢ deponowane ztogi nanoczasteczek
(Rys. 46). Nie nalezy zatem wyklucza¢ zdolnoS$ci akumulowania sie tlenku grafenu
w ostonkach jajowych 1i/lub wewnatrz jaja. Istnieje przypuszczenie,
iz nanoczasteczki odktadane sg w chorionach i moga uniemozliwi¢ prawidtowy
rozwdj zarodka badz utrudnic¢ jego wyleg. Tlenek grafenu cechuje sie niezwyktg
wytrzymatoscig i odpornoscig na zerwanie. Wbudowany w strukture chorionu,
moze zatem, teoretycznie, wptywac¢ na wtasciwosci mechaniczne ostony jaja.

Do zaobserwowanego efektu najpewniej znacznie przyczynily sie
witasciwosci fizykochemiczne materiatu. Analiza skladu chemicznego probek
(Tabela 1) wykazata, ze uzyty w doSwiadczeniu tlenek grafenu nie byt wolny od
reagentdw stosowanych w procesie syntezy. Zanieczyszczony GO w Srodowisku
ptynéw komdrkowych moze wchodzi¢ w bardzo skomplikowane reakcje
chemiczne i destabilizowa¢ prace enzymow i funkcje innych biatek. Ponadto
nalezy wspomnie¢, Ze materiat cechowal sie wysokim stopniem utlenienia
(znaczny procent tlenowych grup funkcyjnych) i duza niejednorodnoscia pod
wzgledem rozmiaru ptatkéw (Rys. 27,28). Co wiecej, material uzyty w tym
doswiadczeniu (MODEL III), czeSciej i chetniej tworzyt agregaty w roztworze
i wykazywat mniejsze powinowactwo do rozpuszczalnika niz materiat uzyty
w dwoch pierwszych modelach. Ponadto, ostre krawedzie GO mogty spowodowacé

wiele zmian degeneracyjnych w gonadach zenskich i/ lub uszkodzi¢ strukture jaj.

Dzieki uzyciu r6znych stezen tlenku grafenu wykazano, Ze chroniczna toksyczno$¢

nanoczasteczek GO nasilala sie wraz ze wzrostem ich stezenia w pokarmie.
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Podobng =zalezno$¢ zaprezentowal =zespot Xu, ktory ocenit zdolnosci
reprodukcyjne myszy po iniekcji réznych stezen zredukowanego tlenku grafenu
(rGO). Wyniki pokazaty, ze nanoczasteczki oddziatujg negatywnie na cigze samic.
W grupie traktowanych zwierzat opisano wiele przypadkéw znieksztatconych
ptodéw oraz poronien. Co wazne, negatywny efekt nanoczasteczek nasilat sie wraz
z aplikowang dawka a takze byt skorelowany z zaawansowaniem cigzy [199].
Obnizony potencjat rozrodczy zwierzat w niniejszym do$wiadczeniu pozwolit
wysung¢ przypuszczenie, ze owady traktowane GO beda cechowaly sie innym
bilansem energetycznym w poréwnaniu do owadéw z grupy kontrolne;j.
W  warunkach stresowych organizm kieruje wysitek energetyczny na
usprawnienie mechanizméw obronnych zwigzanych z aktywnos$cia enzymoéw
antyoksydacyjnych i innych proceséw regeneracyjnych w komdrkach (Rys. 15).
Reprodukcja wigze sie ze znacznym wydatkiem energetycznym. Analiza
z zastosowaniem testow bioluminescencyjnych wykazata, ze zawartos¢ ATP
w komorkach A. domesticus nie réznila sie istotnie pomiedzy wszystkimi grupami
eksperymentalnymi, jednakze zgodnie z oczekiwaniami, ilo§¢ ADP wzgledem
produkowanego ATP byta wyZsza w grupach narazonych na tlenek grafenu
(Rys. 48, 49). Odnotowane zmiany w stosunku ADP/ ATP informuja o duzym
zroznicowaniu komdrek pod wzgledem ich zywotnoSci. Stabilny poziom ATP
w grupie kontrolnej wskazuje na zrOwnowazone procesy fizjologiczne organizmu
i znaczng ilo$¢ zywych komorek i/ lub komorek proliferujacych. Zwiekszona ilos¢
ADP jest typowa dla komorek apoptotycznych/ nekrotycznych i wskazuje na
trudnos$ci metaboliczne. Ponadto, niski poziom ATP moze by¢ zwigzany rowniez
z zaburzeniami w dziataniu mitochondrialnego tancucha oddechowego. Moze
to nastgpi¢ wskutek degeneracji mitochondriéw spowodowanej duzym stresem
oksydacyjnym i uszkodzeniami mechanicznymi przez GO [132,200]. Namnazanie
sie komorek, ich zywotno$¢ oraz $mier¢ sa regulowane poprzez ztozone
mechanizmy cyklu komérkowego. Jak zaprezentowano w dyskutowanym wyzej
modelu eksperymentalnym (MODEL II), tlenek grafenu wptynat znaczaco na
przebieg cyklu komoérkowego. Otrzymane w modelach III i II wyniki sa zatem

wzgledem siebie komplementarne (Rys. 47).
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Zywotno$¢ komérek oraz ich aktywno$¢ metaboliczna sg istotnymi parametrami
w ocenie toksyczno$ci nanoczagsteczek, poniewaz szybko pokazuja reakcje
komorkowa na stresor chemiczny. Ocena cytometryczna komorek jelita
A. domesticus potwierdzita zwiekszona ilos¢ komérek nekrotycznych, powstatych
wskutek narazenia na tlenek grafenu w pokarmie. Ponadto, $mier¢ komdrkowa
nasilita sie w pokoleniu potomnym owadéw (L2) i wyraZnie zrd6znicowata
w grupach traktowanych pokarmem o réznym stezeniu nanoczasteczek GO
(Rys.50). Osobniki potomne przyporzadkowane do grupy GO200
charakteryzowaty sie istotnie nizsza ilo$cig zywych komoérek wzgledem grupy
G020 (L2), grupy kontrolnej (L2) oraz co wazne, rowniez grupy kontrolnej
osobnikéw z pokolenia L1. Swiadczy to o potencjalnej mozliwoséci kumulowania
sie materiatu, badZ tez pewnych uszkodzen w organizmie, i przekazywaniu ich do
nastepnego pokolenia. Zesp6t badaczy z Chin dowiodt takze, Ze nanoczasteczki
moga nie$¢ wielopokoleniowe, negatywne konsekwencje. Uzyty tlenek grafenu
spowodowat opdznienie laktacji u ciezarnych myszy oraz skrdécenie dtugosci
kosmkow jelitowych, a takze problemy z trawieniem u potomstwa [201].
Apoptoza i S$mier¢ komoérkowa s3a indukowane poprzez zmiany
biochemiczne oraz morfologiczne w obrebie komorki. Oznaka péZnej apoptozy jest
fragmentacja materialu genetycznego, ktéra oznacza liczne przerwy
w dwuniciowej strukturze DNA [86]. Wizualizacja ilosci uszkodzen DNA metoda
TUNEL ujawnita najwiekszg ilo$¢ uszkodzonego materiatu genetycznego,
a w konsekwencji najwiekszg ilos¢ komorek apoptotycznych, w tkance jelita
owadow, ktore spozywaty pokarm z nanoczasteczkami. Stopien uszkodzen byt
zalezny od stezenia tlenku grafenu. Owady przyporzadkowane do grupy GO200
cechowaty sie uszkodzeniami DNA na poziomie 42,5% (Rys. 51, 52). Oznacza to, Ze
w tej grupie czesto$¢ wystepowania komérek apoptotycznych byta niemal 10
krotnie wieksza niz w grupie kontrolnej i ponad 2 krotnie wieksza wzgledem
grupy GOZ20. Nie jest wykluczone, Ze pewne zmiany w obrebie materiatu
genetycznego mogly zosta¢ przekazane potomstwu i staé sie przyczyna

nasilonych uszkodzen w kolejnym pokoleniu owadéw (L2).
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21. Toksycznos¢ tlenku grafenu u Acheta domesticus - podsumowanie
Zrozumienie interakcji pomiedzy GO i systemami biologicznymi jest podstawowg
i bardzo wazna kwestig dla dalszego rozwoju nanotechnologii opartej na bazie
grafenu. Zgromadzone dotychczas wyniki badan wskazujg, Ze o toksycznosci
tlenku grafenu decyduje szereg réznych czynnikéw, takich jak rozmiar ptatkéw,
obecno$¢ grup funkcyjnych oraz czysto$¢ chemiczna. OdpowiedZ biologiczna
A. domesticus w zaprezentowanych modelach eksperymentalnych byta zalezna od
wilasciwosci fizykochemicznych nanoczasteczek, stezenia, metody ich aplikacji
oraz czasu narazenia. Do gltéwnych czynnikow wptywajacych na poziom
toksycznosci GO mozna zaliczy¢ stezenie czastek oraz czas ekspozycji. S3 to
czynniki, ktore tatwo jest zmierzy¢ i ustali¢ pewien poziom progowy, zgodnie
z ktorym tlenek grafenu moze by¢ uwazany za bezpieczny lub szkodliwy tez dla
badanego organizmu. W tym celu musza by¢ jednak przeprowadzone dalsze
badania.

Jak pokazaty niniejsze badania, reakcje biochemiczne indukowane
w organizmie przez nanoczasteczki moga by¢ niezwykle ztozone. Zachowanie
nanomateriatu, pomimo dobrej znajomosci jego budowy i wtasciwosci
chemicznych jest nadal trudne do przewidzenia. Bardzo istotny jest trafny wybdr
metod analitycznych oraz ocenianych parametréw, ktére postuza jako biomarkery
stresu powodowanego przez tlenek grafenu. Nie wszystkie wskaZniki toksycznosci
wykorzystane w niniejszej pracy doktorskiej okazaty sie skuteczne. Niektore
z nich, jak na przyktad ekspresja biatek HSP70 lub catkowita pojemno$¢
antyoksydacyjna (TAC) nie daty jednoznacznej odpowiedzi co do stopnia
szkodliwos$ci GO. Inne, jak na przyktad aktywnos$¢ enzyméw antyoksydacyjnych
(katalaza, peroksydaza glutationowa), zywotno$¢ komorek oraz ilo$¢ uszkodzen
DNA zmienialy sie szybko pod wplywem ekspozycji na GO i wykazaty Scistg

zalezno$¢ z nasileniem stresu oksydacyjnego w organizmie.
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VI.

WNIOSKI

Krétkotrwate narazenie na GO oraz GO+Mn?2*, podane poprzez iniekcje
do jamy ciala A. domesticus (dawka 0,1 pL na 100 mg masy ciata)
przyczynito sie do nasilenia stresu oksydacyjnego u badanego gatunku
owada. Oba typy nanoczgsteczek nie sg neutralne dla organizmu. Ocena
aktywnos$ci wybranych enzymoéw  antyoksydacyjnych  wskazuje,
ze organizm radzi sobie ze stresem oksydacyjnym w ciggu pierwszych 24 h

od podania.

Krétkotrwate, dziesieciodniowe narazenie na GO oraz GO+Mn2+
w pozywieniu (stezenie 200 pg - g1 pokarmu) przyczynito sie do wzrostu
parametréow stresu oksydacyjnego, zaburzen w cyklu komoérkowym,
nasilenia apoptozy komoérek oraz uszkodzen DNA badanych owadow.
Powyzsze wyniki sg powazng przestanka by sadzi¢, ze tlenek grafenu

przenika do wnetrza organizmu wraz ze sktadnikami pokarmowymi.

Tlenek grafenu (zaréwno GO jak i GO+Mn?2+) wprowadzony do organizmu
podlega szybkiej biodystrybucji i przyczynia sie do licznych zmian
degeneracyjnych w tkankach.

Dtugotrwate narazenie na nanoczasteczki tlenku grafenu (GO) w pokarmie
(stezenie 20 oraz 200 pg-gl pokarmu) powoduje znaczne obniZenie
zdolnosci reprodukcyjnych A. domesticus przejawiajgce sie zmniejszong
iloScig sktadanych jaj oraz obnizonym wylegiem. Wykazano silniejsza

toksyczno$¢ w przypadku owadow traktowanych wyzszym stezeniem GO.

Pokolenie potomne A. domesticus cechowato sie znacznym obnizeniem
zywotno$ci komodrek w poroéwnaniu do pokolenia rodzicielskiego, co
pozwala sadzi¢, ze tlenek grafenu moze powodowac¢ wielopokoleniowe

negatywne skutki.
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(b) aktywnos¢ katalazy w hemolimfie (c) poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej
w jelicie (d) poziom catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej w hemolimfie. Objasnienie:
zielona linia wskazuje grupe kontrolna. Srednie oraz procentowe udzialy grup traktowanych
nanoczasteczkami byly obliczane wzgledem grupy kontrolnej odpowiadajgcej danemu
punktowi czasowemu; * - statystycznie istotne réznice pomiedzy owadami intoksykowanymi
wzgledem grupy kontrolnej (LSD, ANOVA p < 0.05). Wyniki opublikowane w Dziewiecka i
A TES] o T4 O P P P P 75
Rysunek 36. Parametr TDNA (ilos¢ DNA w ogonie komety) charakteryzujacy stopien
uszkodzenia DNA w hemocytach A. domesticus w trakcie 10 dniowej ekspozycji na tlenek
grafenu (GO i GO+Mn?*) w pokarmie. Objasnienie: rézne litery (a, b) oznaczaja réznice
pomiedzy grupami doswiadczalnymi K, GO i GO+Mn? osobno w kazdym punkcie czasowym
(test Kruskala-Wallisa, p < 0.05). Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017......ccc...... 76
Rysunek 37. Parametry TL (tail lenght; dtugo$¢ ogona komety) oraz OTM (olive tail moment)
charakteryzujgce stopien uszkodzenia DNA w hemocytach A. domesticus w trakcie 10 dniowej
ekspozycji na tlenek grafenu (GO i GO+Mn?*) w pokarmie. Objasnienie: rézne litery (a, b)
oznaczaja réznice pomiedzy grupami doswiadczalnymi K, GO i GO+Mn?2 osobno w kazdym
punkcie czasowym (test Kruskala-Wallisa, p < 0.05). Wyniki opublikowane w Dziewiecka i
ALES] o TR TP ST ST S 77
Rysunek 38. Catkowity poziom reaktywnych form tlenu (ROS) w komérkach jelita
A. domesticus po 2 dniach oraz 10 dniach ekspozycji na GO oraz GO+Mn?2*w pokarmie. Wyniki
otrzymane za pomocg testu Muse® Oxidative Stress Kit. Objasnienie: litery (a, b) oznaczaja
réznice pomiedzy grupami do$wiadczalnymi K, GO i GO+Mn?2 osobno w kazdym punkcie

czasowym (test Kruskala-Wallisa, p < 0.05). Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.

Rysunek 39. Stopien apoptozy w komdrkach jelita ) w komérkach jelita A. domesticus po 2
dniach oraz 10 dniach ekspozycji na GO oraz GO+Mn?* w pokarmie. Wyniki otrzymane za
pomocy testu Muse® Annexin V & Dead Cell assay. Objasnienie: jak w Rys. 32. Wyniki
opublikowane W DZieWieCKa i WSP. 201 7. ..rrerniesesresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 79
Rysunek 40. Stopien apoptozy w komorkach jelita A. domesticus po 2 dniach oraz 10 dniach
ekspozycji na GO oraz GO+Mn?* w pokarmie. Wyniki otrzymane za pomoca testu Muse®
MultiCaspase Assay Kit. Objasnienie: jak w Rys. 32. Wyniki opublikowane w Dziewiecka i wsp.
20707, ceeeeeereeereeeseesseeessees e ss e R RS R R R AR SRR RS R AR R R R LR R SRR R R AR 79
Rysunek 41. Udzial poszczegélnych faz cyklu komorkowego w komorkach jelita

A. domesticus po 2 dniach oraz 10 dniach ekspozycji na GO oraz GO+Mn?*w pokarmie. Wyniki
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otrzymane za pomocg testu Muse® Cell Cycle Assay Kit. Objasnienie: jak w Rys. 32. Wyniki
opublikowane W DZieWieCKa i WSP. 2017 ..errerreeeesessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssses 80
Rysunek 42. Przekroj przez jelito przednie A. domesticus po 10 dniach ekspozycji na pokarm
zawierajacy GO oraz GO+Mn?* (A) kontrola (TEM; Bar = 1,2 um) (B) grupa traktowana GO
(TEM; Bar =1,2 um) (C) grupa traktowana GO+Mn?* (TEM; Bar = 1,4 um). Objasnienia: $wiatto
jelita przedniego (L), kutikula (Cu), mitochondria (m), jadro (N), mie$nie trzewne (MC),
hemocyty (H), krople lipidowe (LP), mikrokosmki (strzatki); zdjecia opublikowane
W DZIEWIECKA I WSP. 2017 oot sss s s ssss s s ssssssssssssssssssssns 82
Rysunek 43. Przekroj jelita Srodkowego A. domesticus po 10 dniach ekspozycji na pokarm
zawierajacy GO oraz GO+Mn?* (A) kontrola (TEM; Bar = 0,7 um) (B) grupa traktowana GO
(TEM; Bar = 0,9 um) (C) grupa traktowana GO+Mn?* (TEM; Bar = 1,4 pm). Objasnienia:
cysterny retikulum endoplazmatycznego szorstkiego (RER), mitochondria (m), jadro (n),
ciala wielopecherzykowe (MB), mikrokosmki (MV), wakuole (v), autofagosomy (UA),
ziarnistosci o duzej gestosci elektronowej (strzatki); zdjecia opublikowane
W DZIEWIECKA 1 WSP. 2017, et s s s 84
Rysunek 44. Przekroéj jelita tylnego A. domesticus po 10 dniach ekspozycji na pokarm
zawierajacy GO oraz GO+Mn?* (A) kontrola (TEM; Bar = 1,4 um) (B) grupa traktowana GO
(TEM; Bar = 0,9 um) (C) grupa traktowana GO+Mn?2* (TEM; Bar = 2 pm). Objasnienia:
mitochondria (m), retikulum endoplazmatyczne szorstkie (RER), jadro (n); zdjecia
opublikowane W DZieWieCKa i WSP. 201 7. ..rirrireresessesssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssesssssssssessssnes 85
Rysunek 45. Przekrdj przez fragmenty gonad A. domesticus po 10 dniach ekspozycji na
pokarm zawierajgcy GO oraz GO+Mn?2* (A-C) kontrola (A) mikroskopia $wietlna, Bar = 70 pM.
(B) TEM, Bar = 1 uM (C), TEM, Bar = 0,5 pM (D-F) grupa traktowana GO. (D) mikroskopia
Swietlna, Bar = 20 uM (E) TEM. Bar = 1 uM (F), TEM. Bar = 0,5 pM (G-I) grupa traktowana
GO+Mn? (G) mikroskopia $wietlna, Bar = 20 uM (H) TEM, Bar = 1 pM. (I), TEM, Bar = 0,5 pM.
Centriole (C), jadro (n), pecherzyki jader (t); zdjecia opublikowane w Dziewiecka i wsp. 2017.

Rysunek 46. Parametry sukcesu reprodukcji dla trzech grup doswiadczalnych (K, GO20,
G0200): ogdlna liczba ztozonych jaj przez samice, ocena wylegu z doktadnoscig do jednej
larwy przypadajacej na jedng samice oraz og6lny procent wylegu w grupach. Objasnienie:

rézne litery (a, b, ¢) oznaczaja réznice pomiedzy grupami doswiadczalnymi (NIR, ANOVA,

Rysunek 47. Jaja ztozone przez samice z grupy kontrolnej (K) oraz grupy o najwyzszym

stezeniu tlenku grafenu (GOZ00). ... 88
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Rysunek 48. Zawarto$¢ ATP w tkankach A. domesticus po dtugotrwatej ekspozycji na GO w
pokarmie. Objasnienie: rozne litery (a, b, c) oznaczaja roéznice pomiedzy grupami
doswiadczalnymi (NIR, ANOVA, P < 0.05) eierereseieresisesssessssssssssssessssssssssssssesssessssssssssssssssssesssssanes 89
Rysunek 49. Stosunek ilosci ADP do ATP w tkankach A. domesticus po dtugotrwatej
ekspozycji na GO w pokarmie. Objasnienie: rézne litery (a, b) oznaczajg réznice pomiedzy
grupami doswiadczalnymi (NIR, ANOVA, P < 0.05) cnereneineeeesessessesssssessesssssessesssssssssssesees 90
Rysunek 50. Stopien uszkodzen w komorkach jelita A. domesticus  po jedno-
i dwupokoleniowej ekspozycji na GO w pokarmie. Wyniki otrzymane za pomocg testu Muse®
Count & Viability Assay. Objasnienie: rézne litery (a, b, c) oznaczaja réznice pomiedzy
grupami do$wiadczalnymi, * - oznacza roéznice pomiedzy grupami doswiadczalnymi
w pokoleniu L1 i L2 (NIR, ANOVA, P < 0.05). e sssssessssssssssssessenns 91
Rysunek 51. Procentowy udziat jader wyznakowanych fluoresceing (FITC) w trzech grupach
doswiadczalnych z uwzglednieniem kontroli pozytywnej i negatywnej. Procent liczony
wzgledem 1000 analizowanych jader. Objasnienie: rézne litery (a, b, c) oznaczajg réznice
pomiedzy grupami doswiadczalnymi (test t-Studenta, P<0,05)...cencnensenneeneessesseeseesesseees 92
Rysunek 52. Obrazy mikroskopowe jader hemocytow A. domesticus po dtugotrwatym
traktowaniu nanoczgsteczkami tlenku grafenu. Wyniki przedstawiono dla trzech grup
eksperymentalnych z uwzglednieniem kontroli pozytywnej i negatywnej. Czerwona warto$¢
[%] oznacza ilo$¢ jader wyznakowanych FITC - procent uszkodzonych jader (powiekszenie

20%; Olympus BX40 TriNOCUIAT). ccvvuieereereereiseesesssssesssssssssessessessssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssessssssssssassssesses 93
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IX. SPIS TABEL
Tabela 1. Procentowy udziat pierwiastkéw w préobce tlenku grafenu uzyskany metoda
XPS 0razZ SEM (EDX). c.uvtuneeureereeuresssesessessessessssssessssssessesssssssssssssessssssessesssesssssssssssssssssssesssessssssessessssssssssssees 62
Tabela 2. Procentowy udziat wigzan chemicznych w strukturze tlenku grafenu GO ......63
Tabela 3. Analiza GLM (ang. general linear model, ogélny model liniowy, p <0,05 ) dla
czterech parametrow stresu oksydacyjnego na podstawie wynikéw otrzymanych
z hemolimfy i jelita A. domesticus po ekspozycji na tlenek grafenu (GO oraz GO+Mn?2+).
Parametry zmierzono w kolejnych punktach czasowych (1 h, 24 h, 48 h, 72 h) po iniekgc;ji
nanoczasteczek. Objasnienia: (E) Eksperyment: odnosi sie do grup traktowanych
poréwnanych wzgledem grupy kontrolnej, (T) Czas: oznacza liczbe godzin od iniekcji
nanoczasteczek do poboru tkanek, (N) Narzad: oznacza hemolimfe lub jelito. Wyniki

opublikowane w Dziewiecka i WSP. Z0L15. ... sssssssssssss 69

135



