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ZrO> - niebieska fluorescencja odpowiada jadrom komérkowym wybarwionym Hoechest
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NUC. — jadra komorkowe. Skala 100 [m.......cccooeviiiiiiiiiiiniieiieeeeeee e 103

16



Ryc. 48. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
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Ryc. 49. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczastek ZnO OVAL, ZrO2 i Y203 w stezeniach 10 pg/ml i 100 pg/mlw 5, 71 10 dniu
inkubacji. Powigkszenie obiektywu 20x. Dla ZnO czerwona fluorescencja odpowiada
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nanoczgstki ZnO OVAL. Dla ZrO; niebieska fluorescencja odpowiada jadrom
komoérkowym wybarwionym Hoechest 33342, natomiast zielona fluorescencja wskazuje
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komoérkowym wybarwionym Hoechest 33342, zielona fluorescencja zwigzana jest z
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komorkowe. Natomiast biatko aktywnej kaspazy-3 (CPP32) zielong. Natomiast biatko
Bcl2 zielong. W przypadku zdje¢ po podaniu Y203 - niebieska fluorescencja odpowiada
jadrom komorkowym wybarwionym Hoechest 33342, zielona fluorescencja zwigzana jest
z obecno$cig biatka Bcl2, natomiast czerwona fluorescencja wskazuje obecnos¢
nanoczgstek Y203. W przypadku zdje¢ po podaniu Y»0O3; - niebieska fluorescencja

odpowiada jadrom komoérkowym wybarwionym Hoechest 33342, zielona fluorescencja
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zwigzana jest z obecnos$cig biatka aktywnej kaspazy-3 (CPP32), natomiast czerwona
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Streszczenie:

Nanotechnologia jest jedng z najszybciej rozwijajacych si¢ dziedzin nauki.
Produkty nanotechnologii charakteryzuja si¢ tym, ze co najmniej jeden z ich wymiaréw
fizycznych miesci si¢ w nanoskali. W miar¢ miniaturyzacji materialdw do nanoskali — tj.
do rozmiaréw zblizonych do wymiaréw atomowych — ich dotychczas dobrze znane
wlasciwosci zaczynaja nabiera¢ zupetnie nowych charakterystyk. We wczesnej fazie
rozwoju nanotechnologii odkrycie tych wtasciwosci wywotato entuzjazm dotyczacy ich
praktycznych zastosowan, co doprowadzito do szybkiego wprowadzenia nanomateriatoéw
do przemystu i produktéw codziennego uzytku. W konsekwencji, wzrosto nagromadzenie
nanoczastek w $rodowisku, a takze narazenie ludzi i zwierzat na ich dzialanie. Niestety,
dopiero na pdzniejszym etapie zwrdcono uwage na konieczno$¢ odpowiedniej oceny
nanomateriatow przed wprowadzeniem ich na rynek, czego przyktadem jest decyzja Unii
Europejskiej o zakazie stosowania TiO- jako dodatku do Zywnosci. Obecnie potwierdzono,
ze nanoczgsteczki moga latwo przedostawaé si¢ do organizmu i przekraczaé bariery
fizjologiczne. Ani bariera krew-mozg, ani bariera tozyskowa nie stanowig dla nich
przeszkody. Szczegoélnie bariera tozyskowa budzi wiele kontrowersji w kontek$cie
bezpieczenstwa stosowania nanoczasteczek, ze wzgledu na zwiekszone ryzyko narazenia
na nanoczastki w stadium embrionalnym. Pomimo licznych badan nad
embriotoksyczno$cia nanoczgstek, kwestia bezpieczenstwa nanoczastek w rozwoju
zarodkowym pozostaje nadal otwarta. Duza liczba wykorzystanych modeli badawczych,
dawki czgsto przekraczajace normy ustalone dla srodowiska lub produkcji zwierzgcej oraz
réznice migdzy wlasciwosciami fizycznymi badanych nanoczastek sprawiaja, Zze nie mozna
z catkowitg pewnos$cig stwierdzi¢, czy nanoczastki sg bezpieczne w uzyciu. Jednymi z
powszechnie uznawanych za bezpieczne 1 zatwierdzonych nanoczastek sa nanoczastki
Zn0O. Sa one uwazane za bezpieczne ze wzgledu na swoja biodegradowalno$¢ i naturalne
wystepowanie cynku (w tym nanoczastek) w organizmie. Ponadto dotychczasowe badania
na organizmach dorostych wykazaty, ze nanoczastki ZnO nie wykazuja negatywnego
wptywu biologicznego, gdy sa stosowane w dopuszczalnych st¢zeniach. Inne nanoczastki,
ktére wykazuja potencjal zastosowania i zostaly uwzglgednione w niniejszym badaniu, to
niebiodegradowalne nanoczasteczki ZrO:; i Y203, ktore ze wzgledu na swoj potencjat

domieszkowy sg uwazane za doskonate markery biologiczne lub patologiczne.
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Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie potencjalnej embriotoksycznoS$ci
nanoczastek na modelu zarodka Kkurzego, roznigcych si¢ miedzy sobg dwoma

modalno$ciami: biodegradowalnosci oraz ksztaltu.

Przeprowadzone badania dajg petny obraz tego, jak czynniki fizyczne (ksztatt i
biodegradowalno$¢) oraz zastosowana dawka wptywaja na rozwdj embrionalny. Model in-
ovo zostal zaproponowany, poniewaz wyklucza wptyw organizmu matki i potwierdzonego
transferu nanoczastek przez bariere tozyskowa, co stanowi ograniczenie modelu ssakow.
Na podstawie analizy literatury i wczes$niejszych eksperymentdow na modelu mysim

(ssaczym) sformutowano nastepujace hipotezy:

1. Nanoczastki tlenkow metali (ZnO, ZrO: i Y20s) przenikaja do tkanek
zarodka kurzego, a ich dystrybucja zalezy od ksztattu i dawki.

2. Nanoczastki tlenkéw metali o réznym ksztalcie (owalne vs. podtuzne) nie
wplywaja na rozwdj zarodka i nie indukujg niekorzystnych zmian w jego
tkankach.

Materialem badawczym byty zarodki kurze w modelu in-ovo, co umozliwito ich
rozw0j w izolowanej przestrzeni, oddzielonej od wpltywu matki. W eksperymentach
wykorzystano dwa rodzaje biodegradowalnych nanoczastek ZnO o roznych ksztaltach oraz
odpowiadajace im niebiodegradowalne nanoczastki ZrO> 1 Y203 w dwoch dawkach (10
pg/ml i 100 pg/ml). W badaniu wykorzystano nanoczasteczki o ksztatcie owalnym ZnO

(ZnO OVAL) 1 ZrO; oraz nanoczastki o ksztacie igiet ZnO (ZnO LONG) oraz Y20s.

ZnO OVAL 1 obie nanoczastki niebiodegradowalne zostaly domieszkowane
pierwiastkami ziem rzadkich, co pozwolito potwierdzi¢ ich obecnos¢ w tkankach
rozwijajacego si¢ organizmu pod mikroskopem konfokalnym. Do potwierdzenia poziomu
cynku w tkankach embrionalnych wykorzystano réwniez plomieniowa spektrometri¢
absorpcji atomowej. W celu okreslenia potencjalnej embriotoksycznosci nanoczastek
zbadano wptyw ekspozycji na nie na markery stresu oksydacyjnego, takie jak aktywno$¢
SOD, poziom MDA i zawarto$¢ biatek karbonylowanych (CP). Ponadto zbadano wplyw
ekspozycji na nanoczastki na poziom markerow apoptozy, profil cytokin, a takze

przeprowadzono analize¢ histopatologiczna.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze wszystkie badane nanoczasteczki
przenikaty do tkanek zarodka, jednakze wystgpowaly widoczne réznice w ich

rozmieszczeniu w zaleznosci od ksztaltu 1 zastosowanej matrycy. Jedynie biodegradowalne
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nanoczasteczki ZnO o owalnym ksztatcie (ZnO OVAL) przenikaly réwnomiernie do
tkanek zarodka, a ponadto byly jedynymi, ktére powodowaty ograniczone zmiany w
markerach stresu oksydacyjnego 1 wykazywaly znaczacy potencjal antyapoptotyczny. Z
drugiej strony, nanoczasteczki te spowodowaty znaczace wyzsze zmiany w ekspresji
genow, glownie w szlakach homeostazy energetycznej 1 systemach sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej. Zastosowanie podluznych nanoczastek ZnO (ZnO LONG) oraz
niebiodegradowalnych nanoczastek ZrO- i Y203 spowodowato znacznie silniejsze zmiany
w markerach stresu oksydacyjnego i markerach apoptozy. Podsumowujac, hipoteza
pierwsza zostala potwierdzona, natomiast pelne potwierdzenie badz odrzucenie hipotezy

drugiej wymaga dalszych badan.

Glownymi aspektami wplywajacymi na rozwdj nauki, ktore wynikaja z
przeprowadzonych badan, oprécz wyzej wymienionego wpltywu nanoczastek na stres
oksydacyjny, markery apoptozy i poziom ekspresji genow w tkankach embrionalnych, jest
wskazanie nerek za gldéwny organ wydalajacy nanoczastki u ptakow lub embrionéw (w
przeciwienstwie do dorostych ssakow, u ktorych za eliminacj¢ nanoczastek odpowiada
watroba) oraz obserwacja, ze pomimo znaczacych zmian w stanie redoks i zmian w
poziomie ekspresji gendw, nie zaobserwowano ogolnego negatywnego wplywu
nanoczastek na zarodki, zarbwno w ocenie histopatologicznej jak i w $miertelnosci
embriondéw. Sposrod wszystkich nanoczastek wykorzystanych w niniejszym badaniu,
najbardziej bezpieczne wydaja si¢ nanoczastki ZnO OVAL, poniewaz wykazuja one
najmniejszy wplyw na markery stresu oksydacyjnego 1 korzystny potencjat
antyapoptotyczny, niezaleznie od ich przytlaczajacego wptywu na ekspresje genow. Z
punktu widzenia genomiki najbardziej interesujacy jest wplyw na szlaki kinazy
tyrozynowej (z perspektywy onkologicznej) oraz szlaki transkomdrkowego transferu

zelaza (z perspektywy wykorzystania nanoczastek jako no$nikéw suplementow zelaza).

Stowa kluczowe: embriotoksycznos$¢, model zarodka kurzego, nanoczastki tlenkow

metali, stres oksydacyjny, analiza genomiczna
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Summary:

Nanotechnology is one of the most rapidly developing fields of science. Products
of nanotechnology are characterized by having at least one physical dimension within the
nanoscale. As materials are miniaturized to the nanoscale —i.e., to sizes approaching atomic
dimensions — their, hitherto well-established properties, begin to acquire entirely new
characteristics. In the early phase of nanotechnology, the discovery of these properties
stimulated enthusiasm for practical applications, leading to the rapid introduction of
nanomaterials into industry and everyday consumer products. Consequently,
environmental accumulation has increased, as has environmental exposure to nanoparticles
in both humans and animals. Unfortunately, at a later stage, attention turned to appropriate
pre-market evaluation of nanomaterials, as shown by the European Union’s decision to
prohibit the use of TiO: as a food additive. Today, it has been confirmed that nanoparticles
are able to easily enter the body and cross physiological barriers. Neither the blood-brain
barrier nor the placental barrier pose obstacle to them. Especially the placental barrier raises
a lot of controversy in terms of nanoparticle use safety, due to enhanced chance of exposure
to nanoparticles at the embryonic stage. Despite numerous studies on the embryotoxicity
of nanoparticles, the question of the safety of nanoparticles on embryonic development
remains unanswered. The large number of research models used, doses, often exceeding
the standards set for the environment or animal production, and differences between the
physical characteristics of tested nanoparticles, all make it impossible to say with complete
certainty whether nanoparticles are safe to use. One of the generally considered safe and
approved nanoparticles are ZnO nanoparticles. They are considered safe due to their
biodegradability and the natural occurrence of zinc (including nanoparticles) in the body.
Furthermore, hitherto studies on adult organisms proved that ZnO nanoparticles show no
negative biological effects in studied organisms, when used in approvable concentrations.
Other nanoparticles that show application potential and have been included in this study
are non-biodegradable ZrO> and Y»0O3 nanoparticles, which due to their doping potential

are considered as a great markers of biological or pathological markers.

The aim of this work was to compare the potential embryotoxicity of
nanoparticles on a chicken embryo model, differing in two modalities:

biodegradability and shape.

Current studies offer a more comprehensive picture of how physical factors (shape

and biodegradability), together with dosage, affect embryonic development. /n-ovo model
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was proposed since it excludes the influence of the mother's body and confirmed transfer
of nanoparticles via placental barrier, which is a limitation of the mammalian model. From
literature evaluation and previous experiments on mouse (mammalian) model, the

following hypotheses have been formulated:

1. Metal oxide nanoparticles (ZnO, ZrO: and Y:0s) penetrate chicken embryo
tissues, and their distribution depends on their shape and dose.

2. Metal oxide nanoparticles of different shapes (oval vs. elongated) do not
affect embryo development and do not induce adverse changes in its tissues.

The research material were chicken embryos in an in-ovo model, which enabled
their development in an isolated compartment, separate from mother influence. Two types
of ZnO, biodegradable, nanoparticles with different shapes and corresponding,
nonbiodegradable, ZrO; and Y»0s3 nanoparticles were used in the experiments in two doses
10 pg/ml and 100 pg/ml). Oval-shaped ZnO (ZnO OVAL) nanoparticles and ZrO; and
needle-shaped ZnO (ZnO LONG) and Y203 were used in the study. ZnO OVAL and both
nonbiodegradable nanoparticles were doped with rare earth elements, which allowed
confirmation of their presence in the in tissues of the developing organism under confocal
microscopy. Atomic absorption spectroscopy was also used to confirm the levels of Zn in
the embryo tissues. In order to determine the potential embryotoxicity of nanoparticles,
effect of their exposure to oxidative stress markers such as SOD activity, MDA and
carbonylated protein levels were examined. Furthermore, the effects of nanoparticle
exposure on the levels of apoptosis markers and cytokine profile were examined, as well

as histopathological analysis were conducted.

Performed experiments showed that all the tested nanoparticles penetrated the
embryo tissues; however, there were visible differences in their distribution depending on
their shape and the matrix used. Only the biodegradable oval-shaped ZnO nanoparticles
(ZnO OVAL) uniformly penetrated the embryo tissues, furthermore, they were the only
that caused the limited changes in oxidative stress markers and showed significant anti-
apoptotic potential. On the other hand, those nanoparticles caused extremely significant
changes in the gene expression, mainly in the energy homeostasis pathways and
intracellular signalling systems. At the same time, long ZnO (ZnO LONG) and non-
biodegradable ZrO., and Y:0s nanoparticles caused significantly stronger changes in
oxidative stress markers and apoptosis markers. Reassuming, the hypothesis one was

confirmed, whereas hypothesis two requires further scrutiny. From one hand, none of the
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used nanoparticles (in used doses) showed any changes in embryo mortality nor any
histopathological changes, however their impact on oxidative stress and, especially in the
case of ZnO OVAL nanoparticles, on gene expression requires further scrutiny and

following studies.

The main influence on the scientific field, apart from the above-shown impact of
nanoparticles on the oxidative stress, apoptotic markers and the gene expression levels in
the embryonic tissues are recognition of kidneys as the main nanoparticle ejection tissue in
birds or embryos (as opposed to adult mammals, where liver is considered the main exit
point for nanoparticles) and the observation, that regardless of significant changes in red-
ox status and changes at the gene expression levels, no negative impact was observed in
histopathology and mortality of embryos. From all nanoparticles used in the current study,
the most biosafe seem ZnO OVAL nanoparticles, as they show the lowest impact on the
oxidative stress markers and beneficial antiapoptotic potential, regardless of their
overwhelming impact on the gene expression. From the genomic level, the most interesting
are impact on the tyrosine kinase pathways (oncology perspective) and the pathways of
transcellular iron transfer (perspective of the use of nanoparticles as iron supplements

carriers).

Key words: embryotoxicity, chicken embryo model, metal oxide nanoparticles, oxidative

stress, microarray study
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Spis skrotow:
7-AAD — 7-aminoaktynomycyna D

AAS — ang. Atomic Absorption Spectroscopi, ptomieniowa spektrometria absorpcji

atomowe;j

BHT — butylowany hydroksytoluen

CAT — katalaza

CEFs — pierwotne fibroblasty zarodkow kurzych

c-jun — protoonkogen jun

CNCCs — ang. cranial neural crest cells, komorki grzebienia nerwowego czaszkowego
COL6A2 — fancuch alfa-2 kolagenu VI

CPP32 — aktywna kaspaza-3

CP —bialka karobnylowane

CTRL — grupa kontrolna

CVD — ang. chemical vapour deposition, chemiczne osadzanie z fazy gazowe;j
DLS — dynamiczne rozpraszania §wiatta

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNPH -2,4-dinitrofenylohydrazyny

DTT - ditiotreitol

EDX — Energy Dispersive X-ray

ELS — elektroforetyczne rozpraszania Swiatta

FBS — ptodowa surowica bydlgca

FDA — ang. Food and Drug Administration, Amerykanski Urzad ds. Zywnosci i Lekéw
GPx — peroksydaza glutationowa

H>0: — nadtlenek wodoru

HsPO. — kwasie fosforowym
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HTS — badania przesiewowe o wysokiej przepustowosci
IFN-a — interferon alfa

IFN-y — interferon gamma

IL-10 — interleukina 10

IL-16 — interleukina 16

IL-1p — interleukina-1[3

IL-2 — interleukina 2

IL-21 — interleukina 21

IL-6 — interleukina 6

M-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagow
MDA - dialdehyd malonowy

MIP-10/CCL3 — biatko zapalne makrofagow 1 alfa
MxA — Myxovirus resistance A

NBT — ang. nitro blue tetrazolium chloride, btekit nitrotetrazolowy
NPs — nanoczastki

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PBS — 56l fizjologiczna buforowana fosforanem

PDI — indeks polidyspersyjnosci

PMSF — fenylo-metylo-sulfonylu-fluorek

PSMB7 — podjednostka beta 7 proteasomu 20S

ROS - reaktywne formy tlenu

RPL13 — bialko rybosomalne 60S L13

RT — temperatura pokojowa

SAPE — streptawidyna sprz¢zong z fykoerytryna
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SCENHIR - ang. Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health,

Komitetu Naukowego ds. Pojawiajacych si¢ i Nowo Rozpoznanych Zagrozen dla Zdrowia
SD — odchylenie standardowe

SDHA — podjednostka flawoproteinowa dehydrogenazy bursztynianowej [ubichinonowej],

mitochondrialna

SEM - ang. scanning electron microscopy, skaningowa mikroskopia elektronowe;j
SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

STEAP3 — metalloreduktaza STEAP3

TBA — kwas tiobarbiturowy

TCA — kwas tréjchlorooctowy

TNFa — czynnik martwicy nowotworowej-a

UE — Unia Europejska

VEGF — czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego
Y20;3 — tlenek itru

ZnO — tlenek cynku

ZnO LONG - podtuzne nanoczgstki ZnO

ZnO OVAL - obte nanoczastki ZnO

ZrO2 — tlenek cyrkonu
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1. Przeglad piSmiennictwa
1.1. Nanomaterialy

Jedna z najbardziej rozwijajacych si¢ dziedzin nauki w XXI wieku mozna okresli¢
nanotechnologie. Zgodnie z definicja przyj¢ta w Unii Europejskiej (UE) jest to dziedzina
zajmujaca si¢ projektowaniem, charakteryzowaniem, wytwarzaniem i zastosowaniem
struktur, urzadzen oraz systemow poprzez kontrole ksztattu i rozmiaru w nanoskali
(SCENIHR, 2006). Nanomaterialy natomiast, sg to materialy, ktére w przynajmniej jednym
z wymiarow fizycznych majg rozmiar mniejszy niz 100 nm (European Commission, 2022).
Definicja oparta o wymiary fizyczne jest najprostsza forma definiowania nanomateriatow,
na ktorej czesto oparte jest umiejscowienie nanomateriatow w kontek$cie prawnym
zardwno w przepisach pochodzacych z Unii Europejskiej, jak rowniez w innych krajach na
swiecie. Podejscie to, pozwala na utworzenie ram umownych, koniecznych w przypadku
harmonizacji prawa. W zaleznos$ci od tego, ile z trzech wymiardw fizycznych znajduje si¢
w zakresie 1 — 100 nm, rozr6zniamy nanowarstwy majace jeden wymiar w wymaganym
zakresie, nanowtokna (posiadajace dwa wymiary w zakresie do 100 nm) oraz nanoczastki
(NPs) majace wszystkie wymiary w tym zakresie. Podej$cie takie jest stosowane
powszechnie na $wiecie, jednakze trzeba mie¢ $wiadomos¢, Zze nie jest ono jedyne.
Amerykanski Urzad ds. Zywnoéci i Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA) w
“Drug Products, Including Biological Products, that Contain Nanomaterials - Guidance for
Industry” (Food and Drug Administration, 2022) mimo, ze mowi wprost o tym, ze nie jest
on wigzacy prawnie to zaklada, Ze nanomaterialami moga by¢ materiaty, ktore maja
umyslnie wymiar w zakresie 1 — 100 nm lub nawet do 1000 nm jesli wykazuja wtasciwosci
lub zjawiska zalezne od rozmiaru (D'Mello 1 in., 2017). Réwniez w opinii Komitetu
Naukowego ds. Pojawiajacych si¢ i Nowo Rozpoznanych Zagrozen dla Zdrowia (ang.
Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health, SCENHIR) pt. ,,Scientific
basis for the definition of "nanomaterial"” z 2010 roku (SCENHIR, 2010) sugerowano, ze
gbérny limit 100 nm nie ma podstaw naukowych, natomiast moze ogranicza¢ klasyfikacje
nanomateriatow. W opinii tej autorzy sktaniali si¢ do uwzgledniania wszystkich materiatow
dla skali nanomterycznej 1 — 999 nm. Dlatego nalezy mie¢ na uwadze, Ze pomimo istnienia
prostej definicji nanomateriatdéw, nie jest ona arbitralna oraz w dalszym ciggu zachodza w

niej zmiany (Alshammari i in., 2023; Chandra 1 C, 2021).
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Wraz ze zmiang rozmiaru materiatu do skali nanometrycznej dochodzi do zmian w
jego wlasciwos$ciach fizyko-chemicznych (He 1 in., 2018). Powoduje to, ze w porownaniu
do materiatéw w skali makro mamy do czynienia z materialami o zupetnie nowych
wlasciwosciach 1 tym samym o nowych potencjalnych zastosowaniach.
Rozpowszechnienie badan z zakresu nanotechnologii prowadzi jednoczes$nie do
intensyfikacji wprowadzenia jej produktow na rynek. W efekcie tego, nanoczastki sa
obecnie wykorzystywane w takich gal¢ziach przemystu jak przemyst spozywczy,
kosmetyczny, elektroniczny, rolnictwo (Vance i in., 2015). Oczywiscie najwigksze
nadzieje budzi wykorzystanie nanoczastek w medycynie jako np. no$nikow lekow,
markerow nowotwordéw do wczesnego ich wykrywania oraz wykorzystanie nanoczastek w
ich leczeniu (Celd i in., 2014; De Jong i Borm, 2008; Kaszewski i in., 2017). Z uwagi na
szerokie potencjalne zastosowanie nanomateriatdw poczatkowo dochodzito do
nadmiernego wprowadzania ich na rynek z zaloZzeniem, ze ich toksykologia jest
porownywalna do materialéw w skali np. mikro, co okazato si¢ bledne (Gleiter, 1995;
Rodriguez i in., 2002). Na podstawie dotychczasowych badan wiadomo juz, ze nanoczastki
moga przedostawac si¢ do organizmu zaréwno przez droge pokarmowa wraz z jedzeniem
oraz ptynami, jak rowniez przez uktad oddechowy, lub sga zdolne do przenikania bariery
jaka stanowi skora. Po dostaniu si¢ nanoczastek do wnetrza organizmu trafiajag one do
krwioobiegu, z ktorym nastepnie trafiajg do wszystkich narzadéw organizmu (Kaszewski 1
in., 2016; Kielbik 1 in., 2017; Kielbik 1 in., 2019a; Kielbik 1 in., 2019b). Co wyjatkowo
niepokojace, wykazano juz, ze nanoczastki s3 zdolne do przenikania m.in. bariery krew-
mozg oraz bariery lozyskowej (Miiller i in., 2018). To wlasnie, narazenie w trakcie rozwoju
embrionalnego 1 potencjalnego wplywu nanoczastek na ten proces budzi szczeg6dlne
emocje wokol stosowania nanomateriatdéw. Ze wzgledu na wspomniane punkty wraz ze
wzrostem wykorzystywania nanoczastek oraz zwigkszenia narazenia na nie zaréwno ludzi
jak 1 zwierzat, konieczna jest odpowiednia ocena bezpieczenstwa stosowania nanoczastek

oraz ich potencjalnej embriotoksycznosci.
1.2. Modele embriotoksycznosci

W celu sprawdzenia potencjalnej embriotoksyczno$ci nanoczastek dotychczasowe
badania najcze$ciej staraly sie¢ wykorzystywa¢ modele kregowcow, ktére mozemy
podzieli¢ na ryby, sposrod ktorych najczesciej stosowany byt danio pregowany (Danio

rerio). Modele ssacze, do ktorych zaliczamy badania z wykorzystaniem myszy lub
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szczuréw. Ostatni model, ktory zyskuje na popularnosci to model ptasi, w ktérym

najczesciej wykorzystywane sg jaja kury domowej (Gallus gallus).

Model Danio rerio jest powszechnie stosowany w badaniach embriotoksycznych i
rozwojowych, ze wzgledu na cechy, ktore utatwiajg ten rodzaj badan. Po pierwsze, zarodki
rozwijaja si¢ na zewnatrz, w srodowisku wodnym, co pozwala na tatwg i ciagla obserwacje
morfologii oraz etapéw organogenezy bez koniecznosci stosowania metod ingerujacych w
organizm matki. Dodatkowo, przezroczystos¢ zarodkdéw 1 cienka ostona wczesnych
stadiow umozliwiajg bezposrednie $§ledzenie rozwoju narzadow oraz tatwe podawanie
zwigzkow chemicznych poprzez srodowisko wodne (Bugel i in., 2014; d'Amora i Giordani,
2018). W ciaggu pierwszych 48—72 h rozwoju ksztaltuja si¢ i zaczynaja funkcjonowaé
gtéwne uktady m. in. nerwowy (mozg, oczy) i uktad krazenia (serce i naczynia krwionos$ne)
(Kimmel 1 in., 1995). Jednak, do pelnego wykorzystania modelu Danio rerio niezbedne
jest zastosowanie platform do badan przesiewowych o wysokiej przepustowosci (HTS),
umozliwiajacych ocen¢ wigkszej liczby osobnikow w kazdej analizie poréwnawcze;.
Dzigki wykorzystaniu HTS mozliwe jest badanie setek zarodkéw jednoczesnie oraz
porownywanie wielu czynnikéw srodowiskowych w jednym eksperymencie, co umozliwia
wykrywanie nawet subtelnych réznic i trendow miedzy grupami badawczym (Reif i in.,
2016).

Model Danio rerio, pomimo szerokiego zastosowania w badaniach
toksykologicznych, wykazuje istotne ograniczenia w kontekscie oceny embriotoksycznos$ci
u ssakow. Po pierwsze, brak jest jednoznacznej korelacji pomigedzy poziomami toksycznej
ekspozycji u ryb a wartosciami progowymi, ktére wywotujg toksycznos¢ u ssakow, co
utrudnia ekstrapolacje wynikow (European Medicines Agency, 2020). Dodatkowo, pomiar
stezen zwiazkéw w obrebie zarodkow danio jest technicznie trudny, a nominalne stezenie
w wodzie nie odzwierciedla rzeczywistego narazenia tkanek (Ali 1 in, 2011; Nawaji 1 in,

2024).

Problemem sg takze ograniczenia fizykochemiczne tego modelu: zarodki sa bardzo
male (ok. 0,44 mg/larwe), zawieraja wysoki poziom lipidow (~15%) 1 zazwyczaj
poddawane s3 stezeniom znacznie ponizej wartosci progowych (<1% LC50). Wymaga to
stosowania wysoce czulych i specjalistycznych technik analitycznych, co utrudnia

ilosciowa oceng zaleznosci dawka—efekt (Oro-Carretero 1 Sanz-Landaluze, 2023).

Ponadto, bioakumulacja substancji chemicznych u ryb moze znaczaco rdzni¢ si¢ od

tej u ssakow, zwlaszeza w przypadku zwigzkow o zréznicowanej hydro- 1 lipofilnosci czy
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roznic w polarnosci czasteczek, co moze prowadzi¢ do niedoszacowania lub
przeszacowania potencjalnie szkodliwych stezen (Oro-Carretero 1 Sanz-Landaluze, 2023).
Kolejnym ograniczeniem jest brak tozyska oraz fundamentalne réznice w embriogenezie,
ktére sprawiaja, ze modele rybie nie odzwierciedlajg w pelni procesow rozwojowych

zachodzacych u ssakow (Aliiin., 2011).

Z kolei modele ssacze, takie jak zarodki myszy czy szczurdéw, wykazuja najwigksze
podobienstwo do procesOw zachodzacych u ludzi, w tym do kluczowych etapow
embriogenezy oraz funkcjonowania tozyska. Pozwalajg one na wiarygodne odtworzenie
interakcji matczyno-plodowych, jednak ich stosowanie wigze si¢ z wysokimi kosztami,
dlugim czasem trwania eksperymentdw oraz znacznymi obcigzeniami etycznymi i
regulacyjnymi (Sarnella i in., 2024). Model myszy jest podstawowym, najlepiej poznanym
modelem ssaczym w badaniach rozwojowych i embriotoksycznych, cenionym za wysokie
podobienstwo genetyczne do cztowieka (Taft, 2008) i szerokie mozliwos$ci modyfikacji
genetycznych oraz dobrze zdefiniowany genom, co umozliwia analiz¢ mechanizmow

molekularnych rozwoju i choréb.

Istotnym ograniczeniem modelu myszy, w konteks$cie oceny wptywu substancji na
zarodek jest obecnos¢ tozyska 1 metabolizm matki oraz systemy transportu przez bariere
tozyskowa. Moga one zmieniac¢ ilo$¢ i biodostepnos¢ substancji docierajacych do zarodka,
utrudniajac bezposrednie rozdzielenie efektow posrednich (matczynych) od efektow

bezposrednich na rozwijajacy si¢ organizm (Bloise 1 in., 2013).

Na tym tle szczegolnie atrakcyjny jest model kurzych zarodkéw in ovo, w ktorym
substancje testowe podaje si¢ bezposrednio do komory powietrznej. Zarodki rozwijaja si¢
w naturalnym $rodowisku jaja, co pozwala na wierne odwzorowanie procesow
rozwojowych. Taka droga podania umozliwia precyzyjne dawkowanie 1 badanie
oddziatywania nanoczastek, przy zachowaniu ciaglo$ci naturalnego przebiegu

embriogenezy (Ghimire i in, 2022).

Model in ovo dzigki prostej metodyce, krotkiemu czasowi trwania eksperymentow
oraz mozliwo$¢ analizy catego organizmu, pozwala na szczegdétowe monitorowanie
procesdw rozwojowych oraz odpowiedzi biologicznych po zastosowaniu badanych
nanoczgstek (Fidan 1 in., 2023). Dzigki temu, ze rozw0j zachodzi wewnatrz jaja, jest to

zamkniete srodowisko i1 nanoczastki nie mogg przemiesci¢ si¢ poza przestrzen, gdzie
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rozwija si¢ zarodek. Umozliwia to precyzyjng kontrole dawki nanoczastek na ktorg jest

narazony zarodek (Yan i in., 2020).
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Ryec. 1. Uproszczony schemat rdznicowania si¢ wybranych narzagdow w modelu zarodka
kurzego od zaplodnienia do wyklucia. Czarng linia zaznaczono moment poczatku
funkcjonowania wewnatrz wydzielniczego trzustki oraz momentu najintensywniejszej
erytropoezy w $ledzionie. OUN — os$rodkowy uktad nerwowy (na podstawie Freeman,
Vince, 1974).

Dzigki intensywnemu rozwojowi w modelu in ovo mozliwe jest zaobserwowanie
potencjalnych zmian w rozwoju prawie wszystkich poszczegolnych narzadéw do 21 dnia
inkubacji (Ryc. 1). Trzustka zyskuje swoja zdolno§¢ wewnatrz wydzielniczg juz 5 dnia
inkubacji. Jedynie rozwoj §ledziony konczy si¢ do 10 tygodnia po wykluciu, jednakze w
dniu 10 inkubacji dochodzi w niej do najintensywniejszej erytropoezy (Colakoglu i Selguk,

2020; Freeman 1 Vince, 1974).

1.3. Nanoczastki tlenku cynku (ZnO)

ZnO to konwencjonalny potprzewodnik o szerokiej przerwie energetycznej, bedacy
jednym z najczgs$ciej stosowanych tlenkéw metali w przemysle. Ze wzgledu na zdolnos$¢
blokowania promieniowania ultrafioletowego oraz przezroczysto$¢ w zakresie $wiatta
widzialnego, nanoczastki tlenku cynku (ZnO) sg powszechnie uzywane w produktach do

pielggnacji ciala, takich jak filtry przeciwsloneczne oraz r6znego rodzaju masci (Araki i
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Baby, 2025; Osmond i1 McCall, 2010). Dzi¢ki aktywnosci przeciwgrzybiczej i
przeciwbakteryjnej wykorzystuje si¢ je takze w pigmentach i powtokach, a ponadto naleza
do nielicznych nanomaterialdéw dopuszczonych do stosowania w przemysle spozywczym
(Puspasari i in., 2022). Nanoczastki ZnO sa obecnie jednymi z najbardziej
rozpowszechnionych nanoczastek na rynku. Wedtug danych z 2010 roku ich szacunkowa
roczna produkcja wynosita 550 ton, co spowodowato, ze nanoczastki te byly na trzecim
miejscu pod wzgledem rocznej produkcji, tuz za nanoczastkami SiO: oraz TiO2 (Piccinno
i 1in., 2012). Na dzien dzisiejszy cigzko oszacowacé, ile wynosi doktadna ilo$¢ produkcji
tych nanoczastek cho¢ zaktada sig¢, ze rynek wykorzystujacy je rozwinat si¢ jeszcze bardziej
przez ostatnie lata, szczegdlnie w §wietle wycofywania TiO2 z przemystu spozywczego.
Nanoczastki ZnO powszechno$¢ zawdzigczajg swoim wlasciwosciom fizyko-chemicznym,
oraz tatwosci domieszkowania, ktore umozliwiajg ich szerokie zastosowanie m.in. w
optoelektronice, kosmetyce, ceramice, pigmentach, w opakowaniach i dodatkach do

Zywnosci.

Poczatkowo stosowanym 1 jednocze$nie najczeSciej wykorzystywanym
organizmem modelowym do oceny embriotoksyczno$ci nanoczastek ZnO byl danio
pregowany (Danio rerio). Wczesne badania na tym modelu wykazatly, ze wraz ze wzrostem
stezenia nanoczastki te wywotuja u narazonych zarodkow szereg niekorzystnych efektow.
Wsrod zaobserwowanych efektow odnotowano spadek przezywalnosci 1 wylegalnosci, a
takze wystepowanie licznych malformacji oraz stresu oksydacyjnego (Bai 1 in., 2010; Zhu
11in., 2008; Zhu i in., 2009). Obserwacje te powtarzaja si¢ takze w p6zniejszych badaniach
(Bruniin., 2014; Chen i in., 2014; Choi i in., 2016; Du i in., 2018; Du i in., 2017; George
1 in., 2011; Giordo 1 in., 2020; Girigoswami, 2015; Hua 1 in., 2014; Kteeba i in., 2017;
Kteeba i in., 2018; Lacave i in., 2016; Verma i in., 2017; Wang i in., 2012; Wehmas i in.,
2015; Zhao i in., 2016; Zhao i in., 2013; Zhou i in., 2015).

Jednym z najistotniejszych czynnikow wplywajacych na embriotoksycznos¢
nanoczastek ZnO w modelu danio pregowanego jest rozpuszczalno$¢ tych nanoczastek w
wodzie i mediach biologicznych. Powoduje to, Ze trzeba rozrdéznia¢ zrodto toksycznosci na
pochodzace bezposrednio z samych nanoczastek oraz na te pochodzace z uwalnianych
jondéw Zn>*. W jednym ze wczesnych badan badacze (Zhu i in., 2008) stwierdzili po

podaniu nanoczastek ZnO, o definiowanym przez producenta rozmiarze 20 nm, istotny
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spadek przezywalnosci zarodkow po 96 godzinach po zaptodnieniu. Dodatkowo zostaly
zaobserwowane réwniez malformacje w postaci owrzodzenia tkanek przy najwyzszej
stosowanej dawce 5 mg/l juz po 72 godzinach po zaplodnieniu. Jednakze dla ZnO
przekraczajacego rozmiary nano (1000 nm) owrzodzenia tkanek w tym samym st¢zeniu
bylo obserwowane po 96 godzinach od zaptodnienia. Badacze zasugerowali w tym
badaniu, Ze efekt toksyczny nanoczastek wynikat zaréwno z jonéw Zn*>* jak i samych
nanoczastek, poprzez generowanie reaktywnych form tlenu (ROS). Warto w tym miejscu
nadmienié, ze wedtug normy stosowanej w Polsce do oceny jako$ci wod dopuszczalna ilo§¢
cynku w wodach klasy I oraz II wynosi ponizej 0,10 mg Zn/l, natomiast najwyzszy
dopuszczalny poziom cynku w $ciekach wynosi 2 mg Zn/l (Rozporzadzenie Ministra,
Dz.U. 2019 poz. 1311), w zwiazku z tym dawka, przy ktoérej stwierdzono dziatanie
szkodliwe w powyzszych badaniach znacznie przekraczata dopuszczalne limity.

W badaniu Zhao i wsp. wykazano, ze pod wptywem nanoczastek tlenku cynku
(Zn0O) uktad antyoksydacyjny zarodkow ulegat silniejszym zaburzeniom niz w przypadku
ekspozycji na jony Zn**. Badacze zaobserwowali wzrost aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) wraz ze wzrostem dawki nanoczastek, co istotne po podaniu
najwyzszej dawki (100 mg/1) aktywnos¢ SOD byta nizsza niz przy dawce 50 mg/1. Ponadto
nanoczastki istotnie zwigkszaty zawarto$¢ dialdehydu malonowego (MDA), czego nie
stwierdzono w przypadku samych jonow Zn?*. W odniesieniu do katalazy (CAT)
ekspozycja na nanoczgstki powodowata spadek jej aktywnosci, podczas gdy jony cynku
prowadzily do jej wzrostu. Istotny wzrost aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPx)
stwierdzono po narazeniu na nanoczastki przy stosunkowo wysokich stg¢zeniach (powyzej
20 mg/1), bez znamiennych rdznic migdzy nanoczgstkami a odpowiadajacymi im dawkami
Zn**. Co istotne, poziom ROS byl wyzszy po ekspozycji na nanoczastki niz na jony. Na
poziomie transkrypcyjnym ekspresja genow zwigzanych z wytwarzaniem i odpowiedzig na
ROS oraz odpowiedzig antyoksydacyjng — Bcl-2, Ngol i1 Gstp2 — ulegala obnizeniu,
natomiast poziom Ucp-2 istotnie wzrastal. Warto podkresli¢, ze zastosowane w pracy
dawki przewyzszaty stezenia obserwowane 1 dopuszczalne w wodach powierzchniowych

(Zhao 11n., 2013).

Zmiany w ekspresji genow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym obserwowano
rowniez w innych badaniach. Na przyktad odnotowano podwyzszony poziom ekspresji
mt2, kodujacego metalotioneing-2, ktéra pelni m.in. funkcj¢ antyoksydacyjng (Brun i in.,

2014; Ruttkay-Nedecky 1 in., 2013). Zmiany stwierdzono takze w poziomach gendéw
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zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng oraz genéw prozapalnych. Migdzy innymi
zaobserwowano obnizenie ekspresji czynnika martwicy nowotworowej-a (TNFa) 1
interleukiny-1p (/L-1) po ekspozycji na nanoczastki u zarodkéw chronionych przez
ostonke jajowa. Dodatkowo wykazano wzrost ekspresji protoonkogenu jun (c-jun) oraz
spadek ekspresji genu przeciwwirusowego i1 zwigzanego z odpowiedzig immunologiczng
(Myxovirus resistance A) (MxA) (Brun i in., 2014). We wspomnianym badaniu, badacze
wykorzystali nanoczastki komercyjnie dost¢gpne (producent: Genes'Ink), ktore wg.
przeprowadzonych badan posiadaty rozmiar 9,4 nm, przy zalozeniu ksztattu sferycznego.
Jednoczes$nie, w porownaniu do wczesniejszych badan zastosowane dawki byty bardziej
zblizone do dopuszczalnych dla stezenia cynku w $rodowisku wodnym (0,2 mg/l, 1 mg/l
oraz 5 mg/l).

W badaniu przeprowadzonym przez Zhao i wsp. zespot wykazatl rowniez w modelu
zarodka Danio rerio zmiany w ekspresji gendw zwigzanych z apoptoza oraz biatek
zwigzanych z tym procesem. Odnotowali oni wzrost ekspresji dla biatka p53, obnizenie
potencjatu blony mitochondrialnej, uwolnienie cytochromu ¢ do frakcji cytozolowej oraz
aktywacje kaspazy 3 i1 kaspazy 9. Dodatkowo zaobserwowali rowniez spadek ekspresji
genu bcl2 oraz wzrost ekspresji dla genu bax. Stosowane dawki w tym do$wiadczeniu to:
10, 30, 60, 90, and 120 mg/l (Zhao i in., 2016).

Inne badanie z tego samego roku, przeprowadzone przez Choi 1 wsp. (dawki: 0,01;
0.1; 11 10 mg/l, ksztalt owalny, rozmiar: ~20 nm, producent: Sigma-Aldrich), wykazato,
7ze dla zastosowanych nanoczastek S$miertelne st¢zenie 25% (LC25) wynosito dla
nanoczastek ZnO 2,64 mg/l natomiast dla jonéw Zn** byto ono na poziomie 7,25 mg/l. Po
przetestowaniu tych dawek 1 ich wptywu na zmiany na poziomie genomowym, badacze
zaobserwowali mniej zmian w transkrypcji genéw po podaniu nanoczastek ZnO, niz po
podaniu poréwnywalnie toksycznej dawki jonéw Zn*" w postaci ZnSOs. W przypadku
tego badania obecno$¢ malformacji byta odnotowana w przypadku dawki 1 mg/l zaré6wno
dla nanoczastek, jak 1 Zn,SO4. Autorzy przy analizie wybranych genéw wykazali rowniez
istotng statystycznie nadekspresje takich gendéw jak ogfr/2 (hamuje synteze¢ DNA) oraz
cyb5dl (udziat w detoksyfikacji) dopiero przy dawce 10 mg/l (Choi i in., 2016).

Kolejny przyktad badania w ktérym badano wpltyw nanoczastek ZnO na stres
oksydacyjny oraz apoptoze jest doswiadczenie Du 1 wsp. (dawki: 12,5; 25; 50 mg/I1; ksztatt:
nieznany, rozmiar: < 100 nm, producent: na podstawie CAS, Sigma-Aldrich), w ktorym
wykazano zwigkszenie aktywnos$ci SOD 1 GPx oraz wzrost poziomu MDA, a takze spadek

aktywno$ci CAT 1 obnizenie ekspresji genéw kodujacych CAT w grupie traktowanej
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nanoczastkami ZnO w stezeniu 25 mg/l. W grupie traktowanej nanoczastkami ZnO w
stezeniu 50 mg/l stwierdzono obnizenie ekspresji GPxla 1 SODI1, zwigkszenie ekspresji

gendw p53, bax i kaspazy-3 oraz obnizenie ekspresji bcl2 (Du i in., 2017).

Innym aspektem embriotoksycznosci nanoczgstek ZnO, ktory byt dotychczas
rozpatrywany na modelu Danio rerio jest wptyw ich ksztaltu. W badaniu Hua 1 wsp.
zastosowano nanoczastki ZnO (producent: IoLiTec) w formie nanosfer (~43 nm),
nanopregtow (150 nm) oraz nanoczastki submikronowe (~900 nm), w dawkach 2, 4, 8, 16
oraz 32 mg ZnO NPs/l. Co ciekawe, wykazano, ze efekt letalny szybciej obserwowano w
przypadku nanopretéw ZnO (8,4 mg/l) oraz jondéw Zn>* (7,9 mg/l) niz w odniesieniu do
sferycznych i submikronowych nanoczastek, jednak badanie to jednocze$nie wskazuje, ze
to narazenie na nanoczastki byto gléwnym czynnikiem $miertelnosci. Uwalnianie jonow z
nanoczgstek byto bowiem do$¢ niewielkie, a zatem nie stanowilo istotnego zrddla
embriotoksycznosci. W tym badaniu, przy najwyzszej dawce 32 mg/l, nie odnotowano
cigzkich malformacji w zadnej grupie. Najczulszym elementem modelu byla natomiast
wylegalnos¢, na ktorg najsilniej wptywaty nanoprety i nanosfery ZnO (Hua i in., 2014). W
przeciwienstwie do tych badan, inny zesp6l potwierdzil, ze zaréwno nanoczastki
(producent: Sigma-Aldrich, rozmiar: 50 — 70 nm, dawki: 0,1; 0,5; 1, 5 oraz 10 mg/l), jak 1
uwalniane z nich jony wywierajg niekorzystny wplyw na wylegowos¢ w modelu danio
pregowanego. Co istotne, w grupach narazonych na stezenia 5-10 mg/l odnotowano
zwigkszong aktywno$¢ larw oraz wyzsza $rednig predkos¢ ptywania, co moze wskazywacé
na potencjalng neurotoksycznos$¢ ZnO objawiajaca si¢ m.in. zmianami behawioralnymi w

przypadku oddziatywania kumulatywnego (Chen 1 in., 2014).

Badanie porownujace ostra toksyczno$¢ kilku metalicznych nanoczastek (TiO-,
Ce0:, ZnO, Sn0:) wykazato, ze nanoczastki ZnO (produkcja witasna metoda wymuszonej
hydrolizy, rozmiar: 8,35 nm, dawki: 0,08; 0,4; 2; 10 oraz 50 mg/l) byly jedynymi
nanoczastkami wykazujagcymi ostrg toksyczno$¢ wobec zarodkow danio pregowanego.
Autorzy tego badania podkreslili réwniez znaczenie stosowania odpowiednich warunkow,
uwzgledniajacych m.in. sktad jonowy medium. Zwrocili uwage, ze gdyby nie uzyli ultra
czyste] wody jako medium, mogtoby to prowadzi¢ do biednego wniosku, ze stosowane
przez nich nanoczastki (o rozmiarze 2,8—11,6) nie sg toksyczne dla zarodkow (Wehmas 1
in., 2015). Informacja ta jest szczegdlnie istotna w konteks$cie mozliwosci pordwnywania

wnioskow z roznych badan, z ro6znych modeli. W przypadku modeli rybich wptyw wody
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moze mie¢ znacznie wigksze znaczenie niz w przypadku modeli ptasich czy ssaczych,
gdzie medium jest zazwyczaj wystandaryzowane pod wzgledem sktadu, np. PBS. W tym
badaniu zaobserwowano, ze nanoczastki ZnO wywolywaty u zarodkéw takie malformacje
jak obrzek woreczka zottkowego, obrzek osierdzia, nieprawidlowe wygiecie osi ciata oraz
wady oka, pyska, zuchwy, pecherzyka usznego, mozgu. Jednoczesnie zjawiska te nie
wystepowaly w przypadku czastek ZnO o rozmiarach powyzej mikrometra. Podobne
obserwacje dotyczace roznic w embriotoksycznosci nanoczastek ZnO (producent: Sigma-
Aldrich, rozmiar: < 50 nm, ksztatt: obty, dawki: 0,1; 0,25; 0,5; 1; 5 oraz 10 mg/l) w
zaleznosci od uzytego rozpuszczalnika odnotowano w badaniu z wykorzystaniem
zarodkow Oryzias javanicus w wodzie ultraczystej, dejonizowanej i kranowej (sktad
niepotwierdzony). Stwierdzono, ze warto§¢ LC50 byta ré6zna w zaleznosci od rodzaju
wody: ultraczysta — 0,6438 mg/l, dejonizowana — 1,333 mg/l, woda kranowa — 2,251
mg/l (Amin 1 in., 2021).

W innym badaniu zarodki danio pregowanego wystawiono na dziatanie
nanoczastek ZnO (producent: US Research Nanomaterials, rozmiar: 10-30 nm, brak
informacji o ksztatcie) w stezeniach 1, 5, 10, 20, 50 1 100 mg/1 przez 96 h po zaptodnieniu.
W przeciwienstwie do wcze$niej wspomnianych prac, badanie to wykazato, Zze nanoczastki
ZnO s3a toksyczne dla rozwijajacego si¢ uktadu nerwowego i naczyniowego juz w dawce 1
mg/l w tym modelu. Jednakze, po porownaniu zmian w obu wspomnianych uktadach, na
skutek narazenia na dziatanie jonéw Zn?>* oraz nanoczgstek ZnO, okazato sie, Ze poziom
zmian dla stgZenia 0,5 mg/l jonéw Zn** byt poréwnywalny z narazeniem na dawke 10 mg/I
nanoczgstek uzytych w tym do$wiadczeniu (Kteeba 1 in., 2018). Co interesujace,
nieprawidlowe fenotypy aksondéw motoneuronéw drugorzedowych obserwowano takze u
pokolen F1 1 F2, co wskazuje na dlugoterminowg toksyczno$¢ nanoczastek ZnO. Wyniki
pod wzgledem toksycznej dawki nanoczastek ZnO odstaja od zaobserwowane we
wczesniejszych badaniach zespotu Bai 1 wsp. (2010) (producent: Hangzhou Wanjing New
Material Co., rozmiar: 36,7 + 11,6 nm, ksztatt: sferyczny, dawki: 1, 5, 10, 25, 50 1 100
mg/l). W badaniu tym istotny wzrost $miertelnosci byt obserwowany juz od dawki 5 mg/I
a od dawki 10 mg/l przezywalno$¢ zarodkow spadata ponizej 50 %, w nastepnych dawkach

natomiast spadata do 0%.

Kolejnym czynnikiem wptywajacym na toksycznos¢ sa wiasciwosci chemiczne
powierzchni nanoczastek. W badaniu Zhou 1 wsp. (2015) przeprowadzonym na Danio rerio

40



autorzy wykazali, ze toksyczno$¢ nanoczastek o niemodyfikowanej powierzchni
wystepowata czesciej. Jednoczesnie w ich pracy, niemodyfikowane nanoczgstki NanoGard
ZnO (producent: Alfa Aesar, rozmiar: 70 nm, dawki: 0,016; 0,08; 0,4; 2, 10, 50, 250 mg/1)
wykazaty najwyzsza $§miertelno$¢ sposrod wszystkich testowanych nanoczastek po 120 h
od zaptodnienia przy dawce 50 mg/l, co skutkowato 100% $miertelnoscig. W tym badaniu
zaobserwowano istotny wptyw modyfikacji chemicznych powierzchni; jednocze$nie
badacze wskazali, ze wlasciwosci chemiczne zewngetrznej powierzchni nanoczastek sa

wazniejsze niz sktad macierzy nanoczastki.

W innym badaniu, w ktorym jako model badawczy wykorzystano zarodki ryby
Mugilogobius chulae, w pracy Li i wsp. (2018) wykorzystali komercyjne nanoczastki ZnO
(producent: Shanghai Macklin Biochemical Technology Co., ksztattu i rozmiar nieznany).
Badacze zaobserwowali od 5 dnia wysoka Smiertelnos¢ przy dawkach 25 1 50 mg/1 (LC50
= 45,4 mg/l). W kazdej grupie badanej stwierdzono liczne wady rozwojowe: skrzywienie
kregostupa, brak ogona, wygigcie ciala ku gorze, cialo w ksztalcie litery S, obrzek
osierdzia, obrzgk jamy brzusznej, obrzek ogona, brak melaniny w oku, brak somitow;
ponadto zmiany histopatologiczne powigkszenie komorek watroby 1 jelita, liczne
enterocyty 1 hepatocyty wykazujace zwyrodnienie wakuolarne, =zatarcie granic
komorkowych, a takze nieprawidlowy rozwoj kostny: ogon 1 krggi w odcinku tutowiowym
byly powigkszone, zanikowe, nieregularne lub w inny sposob nieprawidtowe (Li 1 in.,

2018).

Warto zwréci¢ uwage na wpltyw modelu badawczego na réznice w wartosciach
LC50 nanoczgstek ZnO, a tym samym na trudno$¢ poréwnywania wynikow miedzy
badaniami. Dla M. chulae LC50 wynosi 45,4 mg/l (Zhou i in.,2015). Natomiast dla Oryzias
Javanicus miesci si¢ w zakresie 0,6438-2,251 mg/l w zaleznosci od uzytej wody (Amin 1
in., 2021). Dla D. rerio jest to 1,793 mg/l (Zhu i in., 2008), 3,5-9,1 mg/l (Wehmas i in.,
2015) lub inne wartos$ci, zaleznie od badania (wptyw wody) 1 zastosowanych nanoczgstek

(rozmiar, ksztalt).

Nieliczne badania nad embriotoksyczno$cig nanoczastek ZnO prowadzono takze na
ptazach. W jednym z badan, w ktorym zastosowano dawki 10, 100 1 500 mg/l nanoczastek

ZnO (o rozmiarach <50 nm i <100 nm), stwierdzono takie wady rozwojowe jak
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nieprawidlowe zwijanie jelit, obrzek jamy brzusznej, malformacje twarzoczaszki oraz
zmiany w obrebie jelita cienkiego i1 grubego u Xenopus laevis (Bacchetta i in., 2012). Inne
badanie na tym samym modelu, z uzyciem dwoch nanoczastek o dawkach 100 mg NPs/l i
rozmiarach <50 nm oraz <100 nm, wykazato zwigkszong aktywno$¢ markerow stresu
oksydacyjnego oraz zaburzenie strukturalnej i funkcjonalnej integralnosci potaczen
miedzykomoérkowych (Bacchetta i in., 2014). Podobne obserwacje odnotowano w innych
pracach (Bonfanti i in., 2015; Mantecca i in., 2015). Dodatkowo, w badaniu Mantecci i
wspotpracownikow, w ktérym uzyto nanoczastek ZnO o rozmiarze 2 nm, stwierdzono
bioakumulacj¢ w tkankach zarodkowych (Mantecca i in., 2015). Natomiast w badaniu
przeprowadzonym na Taricha granulosa zespdt Spence 1 wsp. zaobserwowat po podaniu
nanoczastek ZnO wzrost $miertelnosci jaj, skrdcenie czasu do wylegu, obnizony rozwoj w

momencie wylegu w porownaniu do kontroli (Spence i in., 2016).

Dotychczas w literaturze naukowej nie ma wielu badan dotyczacych
embriotoksyczno$ci nanoczastek ZnO w modelu ptasim. Yan i in. (2020) badali wplyw
nanoczastek ZnO na komorki grzebienia nerwowego czaszkowego (cranial neural crest
cells, CNCCs) podczas embriogenezy zarodka kurzego. W ich badaniu 100 pl nanoczastek
ZnO (rozmiar: < 50 nm, producent: Sigma-Aldrich) o st¢zeniu 50 pg/ml podawano do
komory powietrznej zarodkow kurzych od 0 do 9 lub 12 dnia inkubacji. Zarodki narazone
na nanoczgstki przez 9 1 12 dni wykazywatly rézny stopien deformacji twarzoczaszki.
Potwierdzili, ze zar6wno nanoczastki ZnO, jak 1 uwalniane jony Zn** generujg ROS, ktére
przyczyniaja si¢ do cytotoksycznosci, standw zapalnych oraz apoptozy. Procesy te
prowadza do zahamowania produkcji i migracji CNCCs, co skutkuje malformacjami
twarzoczaszki. U zarodkéw do stadium 10 w skali Hamburgera-Hamiltona (10 HH, 33-38
h po zaplodnieniu) badacze zaobserwowali wzrost Smiertelnosci oraz skrocenie dtugosci

ciata u zarodkow narazonych na dzialanie nanoczastek ZnO (Yan i in., 2020).

W innym badaniu Hao i wsp. (Hao i in., 2017) zastosowali nanoczastki ZnO
(rozmiar: 30 nm, producent: Beijing DK Nano Technology Co.) jako dodatek paszowy dla
kur, w dawce 200 mg/kg paszy, ktora byta podawang przez 24 tygodnie. Warto nadmienic,
ze poziom cynku w paszy uzyty w tym do$wiadczeniu znacznie przekracza limity
dopuszczalne w UE (120 mg/kg) (European Commission, 2016). Nastepnie kury zostaly
sztucznie zaplodnione, a watroby kurczat pokolenia F1 pobierano w 18 dniu rozwoju

zarodkowego oraz w 3, 5, 10 1 20 dniu po wykluciu. Oceniano poziomy ekspresji genow
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zwigzanych z synteza lipidéw, wzrostem, apoptozg 1 uszkodzeniami komorek. Wykazano,
ze u kurczat z pokolenia F1 z grupy kontrolnej (pasza bez dodatku nanoczastek)
odnotowano obnizong ekspresje genow zwigzanych z synteza lipidow i wzrostem watroby.
Mimo to byt obserwowany wzrost poziomu markerow apoptozy i uszkodzenia komoérek
oraz wyzsza ekspresja gendw zwigzanych ze stresem mitochondrialnym 1 stresem
oksydacyjnym. Uzyskane wyniki sugeruja, ze nanoczastki ZnO moga wykazywac efekt
embriotoksyczny, jednak badacze nie okreslili faktycznej ilo$ci nanoczastek, ktore
bezposrednio oddziatywaly na zarodki (Hao i in., 2017). Podobne wyniki uzyskali Liu 1
wsp. (2017), stwierdzili ponadto zmian¢ w poziomie biatek y-H2AX 1 NF-kB, wskazujaca
na obnizong proliferacje, zwigkszong apoptoz¢ oraz zahamowanie rozwoju zarodka w
wyniku ekspozycji matek na nanoczastki ZnO (rozmiar: 30 nm, producent: Beijing DK
Nano Technology Co.). Jednoczes$nie nie jest mozliwe okre$lenie, na jaka ilo$¢ nanoczastek

byly faktycznie narazone zarodki (Liu i in., 2017).

W badaniu przeprowadzonym przez Jo i wsp. (2013) zastosowano nanoczastki ZnO
o rozmiarze ponizej 100 nm (producent: Sigma-Aldrich) w dawce 500 mg/kg masy ciata
na dzien. Nanoczastki byly podawane szczurom przez 2 tygodnie przed kojarzeniem az do
4 dnia po urodzeniu potomstwa. Nie zaobserwowano wplywu nanoczastek ZnO na
ptodno$¢ samcoéw ani samic. Nie odnotowano rowniez nieprawidtowosci rozwojowych u
potomstwa. Liczba nowo narodzonych osobnikow w grupie badanej byta jednak istotnie
nizsza w poréwnaniu do kontroli. Jednoczes$nie u potomstwa stwierdzono podwyzszony
poziom cynku w narzadach, zwlaszcza watrobie, zotadku 1 w istotnym stopniu w nerkach.
Nie stwierdzono jednak zmian histopatologicznych. W tym badaniu trudno jest
jednoznacznie okresli¢ role 1 bezposredni wplyw na rozwdj zarodkowy, gdyz mamy do
czynienia zarowno z wplywem na reprodukcje, embriotoksyczno$cia 1 ekspozycja na
nanoczgstki miedzy matka a zarodkiem a potem potomstwem (Jo 1 in., 2013).

W badaniu przeprowadzonym przez Hong 1 wsp. zastosowano nanoczastki ZnO o
rozmiarze 20 nm (producent: Sumitomo-Osaka Cement Co.), ktére podawano ciezarnym
samicom szczurzym w dawkach 100, 200 oraz 400 mg/kg masy ciala/dzien od 5 do 19 dnia
cigzy. Wyniki wskazaty, ze podawane nanoczastki nie wywotywaty szkodliwego dziatania
na ptody. Jednakze przy dawkach 300 1 400 mg/kg/dzien obserwowano niekorzystne efekty
u samic (Hong i in., 2014).
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W innym badaniu, réwniez przeprowadzonym na ci¢zarnych szczurach, oceniano
wpltyw nanoczgstek ZnO (o rozmiarze < 35 nm, producent: Sigma-Aldrich) na ptody po
dozylnym podaniu. Zastosowano dawki: 5, 10 oraz 20 mg/kg. Przy zastosowaniu nawet
nizszych dawek odnotowano obnizenie masy ciala plodéw, znieksztatcenie grasicy i
poszerzenie moczowodoéw. A po zastosowaniu wyzszej dawki nanoczastek takze
obumieranie ptodow. Co istotne, autorzy wskazali, ze nie majg pewnosci czy obumieranie
ptodow i1 byto wynikiem zmian fizjologicznych u samic, czy tez bezposrednim skutkiem

dziatania nanoczastek na ptody (Lee i in., 2016).

W jednym z badan przeprowadzonych na myszach nanoczastki ZnO (o rozmiarze
< 100 nm, producent: Sigma-Aldrich) podawano samicom w dawkach 50, 100 oraz 300
mg/kg masy ciata przez 2 dni w okresie 1519 dni cigzy, stosujac zglgbnik dozotadkowy.
Przy dawce 300 mg/kg zaobserwowano przedwczesne zakonczenie cigzy. W przypadku
dawki 100 mg/kg obserwowano wpltyw nanoczastek na marker watrobowy ALT u
meskiego potomstwa, ktorego poziom byt podwyzszony. Ponadto, po ekspozycji w trakcie
cigzy na dawki 50 lub 100 mg/kg bylo widoczne liczne zmiany histopatologiczne u
potomstwa, takie jak nasilona wakuolizacja nablonka, zmniejszenie §rednicy kanalikow
nasiennych oraz obnizona adhezja komérkowa nabtonka. Zaobserwowano takze zmiany w
poziomach genow zwigzanych ze steroidogeneza. Przy dawce 100 mg/kg stwierdzono
istotnie wyzszy poziom ekspresji StAR. W przypadku genu P450scc podwyzszony poziom
odnotowano przy dawce 50 mg/kg, podczas gdy przy dawce 100 mg/kg wartosci byty

nizsze (Bara i in., 2018).

W innym badaniu nanoczastki ZnO (o rozmiarach 13 1 57 nm) podawano ci¢zarnym
myszom mig¢dzy 7-16 dniem (w okresie organogenezy) lub migdzy 1-10 dniem cigzy (w
okresie okoto implantacyjnym) w dawce 7,2 mg/mysz/dzien. Po podawaniu nanoczastek o
rozmiarze 13 nm w okresie organogenezy, zaobserwowano spadek masy, Zywotnosci,
dhugosci ogona plodow. Jednoczesnie odnotowano wyzsze stezenia Zn w surowicy
cigzarnych samic 1 plodow oraz zmiany w ekspresji markerow zwigzanych z
funkcjonowaniem tozyska (VEGF, PIGF, sFlt-1). Wyniki te sugeruja, ze istnieje zaleznos¢

embriotoksyczno$ci od wielkosci nanoczastek ZnO 1 okresu narazenia (Teng i in., 2019).

W kolejnym badaniu, w ktérym nanoczastki ZnO (30 = 10 nm, producent: brak

informacji) podawano ci¢zarnym myszom w okresie od 10,5 do 17,5 dnia cigzy, badano
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dawki 20, 60, 180 oraz 540 mg ZnO/kg masy ciata. Wykazano, ze dawki powyzej 180
mg/kg prowadzity do zanik gruczoldw macicznych oraz zaburzenia struktury gruczotowej

u matek, zahamowania wzrostu ptodéw oraz zmniejszenia ich liczby (Chen i in., 2021).

W niektéorych z cytowanych badan, w ktorych zastosowano komercyjnie
produkowane nanoczgstki, informacje dotyczace ich rozmiaru pochodzity z danych
podanych przez producenta. Jednakze nie we wszystkich przypadkach dokonano ich
rzeczywistego pomiaru. Nalezy zatem zaznaczy¢, ze — jak wykazano juz we wczesnych
badaniach — rzeczywisty rozmiar nanoczgstek moze r6zni¢ si¢ od deklarowanego (Zhu i
in., 2008). Cytowane wyniki dotyczace embriotoksycznosci ZnO wskazuja, ze rozmiar
nanoczgstek ma istotny wptyw na toksycznos$¢. Przyczynia si¢ to do wtasciwej interpretacji
uzyskanych rezultatdow, a jednocze$nie uwydatnia problem poroéwnywania wynikoéw

r6znych badan nad embriotoksycznoscia.

1.4. Nanoczastki tlenku cyrkonu (ZrQ2)

Nanoczastki tlenku cyrkonu (ZrO:) to material o wysokiej twardosci i stabilnosci
chemicznej oraz szerokiej przerwie energetycznej, nierozpuszczalny w wodzie. Metodami
czesto wykorzystywanymi do ich produkcji sg m.in. metoda zol-gel, metoda solwotermalna
(Dwivedi 1 in., 2011), chemiczne osadzanie z fazy gazowej (ang. chemical vapour
deposition, CVD) (Nubian i in., 2000) oraz synteza w warunkach hydrotermalnych (Liu 1
in., 2022). Metody te umozliwiaja uzyskanie czastek o rozmiarach od kilku do
kilkudziesigciu nanometréw oraz o réznych morfologiach (Mosavari 1 in., 2023).
Dodatkowo dzigki duzej wytrzymato§ci mechanicznej, nanoczastki ZrO; znalazly

zastosowanie w wytrzymatych ceramicznych komponentach dentystycznych,

Dane na temat embriotoksyczno$ci nanoczastek opartych o ZrO; s3 mocno
ograniczone. W badaniu przeprowadzonym przez Karthiga i in. (2018), badacze
wykorzystali nanoczastki ZrO, wilasnej produkcji, uzyskane poprzez odparowanie
prekursoréw w tazni wodnej a nastepnie, uzyskany zel, przefiltrowali prézniowo w celu
uzyskania proszku. Uzyskane nanoczastki charakteryzowaly si¢ rozmiarem 15-20 nm oraz
ksztaltem sferycznym. Zarodki Danio rerio w tym badaniu byly narazone na dziatanie
nanoczastek w czasie od 24 do 96 h po zaptodnieniu, natomiast dawki, ktore zostaty

sprawdzone w tym badaniu to 0,5; 1; 2; 3, 4 1 5 pg/ml. Wzrost zamierania zarodkéw byt
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widoczny juz dla najnizszej dawki, natomiast juz od dawki 1 pg/ml obserwowano
powstawanie duzych ilosci malformacji, ktore czesto prowadzity do $mierci. Kolejne
badanie, gdzie inny zesp6t na tym samym modelu sprawdzit trzy rodzaje nanoczastek z
rdzeniem z tlenku krzemu oraz powtoka z tlenku cyrkonu, w wielkosci 51 - 68 nm, ale
powstalych z roznych prekursorow. Wykazali oni, ze nanoczastki te w dawkach 5, 10 oraz
20 pg/ml nie powodowaly zmian w masie ciala danio pregowanego oraz stwierdzili

przezywalno$¢ na poziomie 100% dla wszystkich grup badanych (Sajtos i in., 2021).

Ostatnie badanie, ktore porusza kwesti¢ embriotoksyczno$ci nanoczastek ZrO»
zostato przeprowadzone na szczurach przez zesp6t Lyashenko i in., (2023). Wykorzystali
oni nanoczastki wilasnej produkcji. W tym przypadku jedynie znana jest Srednica
hydrodynamiczna nanoczastek wynoszaca 138 + 24 nm, nie wiadomo nic na temat ich
ksztaltu ani faktycznych rozmiarow fizycznych. Samice szczuré6w otrzymywaty
alimentarnie, od pierwszego dnia cigzy do dnia 20, codziennie nanoczastki w dawce 100
mg/kg masy ciata/dzien. W tym badaniu nie zaobserwowano wplywu nanoczastek ZrO: na
powstawanie malformacji w ptodach, jednoczesnie nie zauwazono réwniez wplywu na
$miertelno$¢ po urodzeniu. Jednakze, 14 dni po urodzeniu byla widoczna w potomstwie
nizsza masa ciata w poréwnaniu do kontroli. Natomiast po dwdch miesigcach po urodzeniu
byly obserwowane zaburzenia metabolizmu watroby. Nasuwa to pytanie o potencjalne
dlugoterminowe skutki narazenia na nanoczastki w czasie cigzy 1 wskazuje jednocze$nie
na brak danych dajacych podstawy do stwierdzenia bezpieczenstwa stosowania tych

nanoczastek.

1.5. Nanoczastki tlenku itru (Y203)

Tlenek itru (Y203) budzi zainteresowanie ze wzgledu m.in. na wtasciwosci fizyczne
takie jak wysoka przenikalno$¢ elektryczna, wysoka wytrzymalo$¢ mechaniczna oraz
wysoka temperatura topnienia, dodatkowo materiat ten wykazuje dobra stabilno$é
chemiczng (Aghazadeh 1 in., 2013). Tlenek itru charakteryzuje si¢ tez duza przerwa
energetyczng, wysoka stalg dielektryczng oraz posiada wysoki wspotczynnik zatamania
Swiatta co umozliwia wykorzystanie go jako materiat optyczny (Khajelakzay i in., 2016).
Jednoczesnie, istotny jest fakt, ze nanoczastki te sg nierozpuszczalne (Chiechio i in., 2023).

Z punktu widzenia zastosowania biologicznego nanoczastki Y03 wykazujg dziatanie
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antybakteryjne. Autorzy pierwszego badania z zastosowaniem ekstraktu roslinnego
(Acalypha indica) do syntezy nanoczastek Y.O3; zaobserwowali dziatanie antybakteryjne
przeciw Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens oraz
Staphylococcus aureus, jednakze mechanizm dzialania antybakteryjnego wuzytych
nanoczastek nie jest dobrze poznany, proponowana przez autorOw przyczyna to
inaktywacja enzymow w komorkach bakteryjnych, a nastgpnie ich $mier¢ na skutek
akumulacji ROS (Kannan i Sundrarajan, 2015). Roéwniez inne zespoly badawcze
zaobserwowaty podobne wyniki przy zastosowaniu innych ekstraktow roslinnych (Lantana
camara), jednoczesnie otrzymane za pomoca zielonej syntezy wykazywaty silniejsze
dziatanie antybakteryjne, niz antybiotyki i1 nanoczastki Y203 do ktorych syntezy nie
stosowano ekstraktow roslinnych (Govindasamy i in., 2022). W tym samym badaniu

wykazano réwniez dziatanie antynowotworowe nanoczastek Y20s.

Inne badanie wykazato, zZe nanoczastkami Y,0Os; posiadaja wlasciwosci
hepatoprotekcyjne w mysim modelu ostrej niewydolnosci watroby, po zastosowaniu dawki
250 mg/kg. Powodowaly one m.in. nizszy poziom MDA, podwyzszaly aktywnos¢
peroksydazy glutationowej, chronity przed spadkiem aktywnos$ci SOD oraz zmniejszaty
aktywacje szlaku NF-xB. Jednoczesnie w obrazie histologicznym powodowaly one

zmniejszenie uszkodzen watroby (Song 1 in., 2019).

Procz badan nad dzialaniem terapeutycznym nanoczastek sg podejmowane proby
wykorzystania ich jako no$nikéw lekdéw oraz do obrazowania, gdy nanoczastki te sa
domieszkowane 1 dzigki temu wykazuja luminescencje (Kaszewski i in., 2016). W temacie

embriotoksyczno$ci tych nanoczastek nie ma zadnych danych.

2. Cel badan, hipotezy badawcze, zadania badawcze

W przypadku nanoczastek ZnO, ktore sg uznawane za bezpieczne ze wzgledu na
biodegradowalnos$¢ 1 wezesniejsze eksperymenty na dorostych ssakach, mamy doczynienia
z licznymi badaniami, ktore czesto zostaty wykonane na r6znych modelach badawczych, z
réznymi dawkami nanoczastek (nagminnie przekraczajacymi dopuszczalne normy) oraz
bazujace o wykorzystanie nanoczastek o roznych wiasciwosciach fizyko-chemicznych (w
tym réwniez stabo lub w ogole nie scharakteryzowanych, jak ma to miejsce przy wielu
nanoczastkach komercyjnie dostepnych). Natomiast w przypadku nanoczastek
niebiodegradowalnych, takich jak nanoczastki ZrO; oraz Y03, praktycznie nie ma danych

na temat ich embriotoksycznosci. Z tego powodu, niemozliwe jest porownanie ze soba
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dostgpnych danych literaturowych o réznicach we wplywie na rozwo6j zarodkowy migdzy
nanoczgstkami biodegradowalnymi i niebiodegradowalnymi oraz o wptywie ksztattu i

matrycy. Powoduje to, ze niemozliwe jest okreslenie bezpieczenstwa ich stosowania.

Celem niniejszej pracy jest porownanie potencjalnej embriotoksycznosci
nanoczastek na modelu zarodka Kkurzego, roznigcych si¢ miedzy sobg dwoma

modalno$ciami: biodegradowalnosci oraz ksztaltu.

Hipotezy:

1. Nanoczastki tlenkéw metali (ZnO, ZrO: 1 Y20s) przenikaja do tkanek zarodka
kurzego, a ich dystrybucja zalezy od ksztattu i dawki.

2. Nanoczastki tlenkéw metali o réznym ksztalcie (owalne vs. podluzne) nie

wpltywaja na rozwdj zarodka i nie indukujg niekorzystnych zmian w jego tkankach.

Zadania badawcze:

1. Charakterystyka fizyczna nanoczastek — okreslenie morfologii, potencjatu zeta
oraz fluorescencji nanoczastek.

2. Potwierdzenie obecnosci nanoczastek tlenkow metali (ZnO, ZrO: i Y203) w
tkankach zarodka po ich podaniu do komory powietrznej jaja 1 okreslenie ich
dystrybucji.

3. Okres$lenie zmian markerow stresu oksydacyjnego po podaniu nanoczastek
tlenkow metali (aktywno$¢ SOD, poziom MDA i biatek karbonylowanych) w
rozwijajacych sie zarodkach.

4. Okreslenie zmian na poziomie genomu po podaniu nanoczastek ZnO
roéznigcych si¢ ksztattem.

5. Sprawdzenie potencjalnych zmian histologicznych / histopatologicznych w
tkankach rozwijajacych si¢ zarodkow kurzych po narazeniu na dzialanie
nanoczgstek tlenkow metali.

6. Ocena zmian w profilu cytokin i chemokin w tkankach zarodka, dla wybranych

dni po podaniu nanoczastek tlenkéw metali.
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7. Ocena zmian w dystrybucji bialek Bax, Bcl2 oraz aktywnej kaspazy-3 (CPP32)

po narazeniu na dziatanie nanoczastek tlenkow metali.

3. Materialy i metody
3.1. Synteza i charakterystyka nanoczastek

Nanoczastki zsyntetyzowano z wykorzystaniem metody hydrotermalnej —
mikrofalowej w Instytucie Fizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie (Rosowska 1 in.,
2025). Rozmiar i morfologie powierzchni nanoczastek okreslono za pomoca skaningowej
mikroskopii elektronowej (ang. scanning electron microscopy, SEM). Stabilno$¢
elektrostatyczng oraz stopien rozproszenia nanoczastek w zawiesinie scharakteryzowano
na podstawie pomiarow potencjatu zeta i $rednicy hydrodynamicznej. Oznaczenia SEM
prowadzono w systemie Hitachi SU-70, wyposazonym w detektor Energy Dispersive X-
ray (EDX) do analizy sktady pierwiastkowego. Uzyskane wyniki potwierdzono w systemie
dyfrakcji rentgenowskiej Panalytical X'Pert Powder Diffractometer (Westborough, MA,
USA, L = 154060 A). Oznaczenia potencjalu zeta i $rednicy hydrodynamiczne;
prowadzono w temperaturze pokojowej (~25°C) przy uzyciu aparatu Zetasizer Ultra
(Malvern Panalytical, UK) z wykorzystaniem technik dynamicznego i elektroforetycznego
rozpraszania $wiatta (DLS, ELS). Przed pomiarem nanoczastki zawieszano w wodzie
dejonizowanej, a nastgpnie poddawano 4-minutowej sonifikacji w systemie Sonic
VCCXS500 (Sonic & Materials Inc., USA), aby ograniczy¢ ich agregacj¢. pH nie bylo
modyfikowane. Kazda probke zmierzono pigciokrotnie, a wyniki przedstawiono jako

srednie wraz z odchyleniami standardowymi.

Nanoczgstki, ktore zostaly wykorzystane w niniejszej pracy to dwa rodzaje
biodegradowalnych nanoczastek ZnO, rézniacych si¢ ksztaltem (oble — ZnO OVAL oraz
podtuzne — ZnO LONG) oraz niebiodegradowalne nanoczastki ZrO2 i Y20s.

3.2. Izolacja fibroblastow zarodkéw kurzych (CEFs)

Pierwotne fibroblasty zarodkow kurzych (CEFs) zostaly wyizolowane z 12-

dniowych zarodkow kurzych zgodnie z protokotem opisanym przez Hernandeza i Browna
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(2010). Zarodki zostaty aseptycznie usuni¢te 1 usuni¢to z nich tkanki niezawierajgce
fibroblastow. Pozostata tkanke rozdrobiono, przeptukano roztworem PBS (sol
fizjologiczna buforowana fosforanem) zawierajacego wapn i magnez, a nastgpnie
strawiono przy uzyciu 0,25 % trypsyny-EDTA (Gibco Life Technologies) w temperaturze
37°C przez 15-20 min. Uzyskang zawiesing komoérek przesgczono, odwirowano przy
12000xg przez 5 min, a nast¢pnie zawieszono w pozywce Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) z GlutaMAX™, uzupetionej o 10% ptodowa surowice bydleca (FBS)
oraz 1 % penicyling/streptomycyne (Gibco Life Technologies). Komorki policzono i
wysiano w gestosci 1x10¢ komoérek na kolbg hodowlang o powierzchni 25 cm?, a nastepnie
hodowano w inkubatorze w wilgotno$ci min. 90%, w temperaturze 37°C, w atmosferze z

5% CO..

3.3. Test zywotnoS$ci komorek

CEFs wysiewano w gestosci 1x10° komorek na studzienke na ptytkach
hodowlanych 24-dotkowych i inkubowano w warunkach standardowych (jako opisano
powyzej) do osiggnigcia 80-90 % konfluencji. Komorki traktowano malejgcymi stezeniami
nanoczastek (od 1 do 0,001 mg/ml) przez 24 h. Zywotnoéé CEFs oceniano barwieniem
bigkitem trypanu. Po zakonczeniu inkubacji komorki odklejono od podtoza poprzez
trawienie 0,2 % trypsyng-EDTA, zawieszano w 1 ml PBS i mieszano z bfekitem trypanu.
Zywotno$¢ komorek okreslano przy uzyciu automatycznego licznika komoérek (Olympus
Cell Counter, model R1), a wyniki przedstawiano jako procent zywych komorek.

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzano w czterech powtdrzeniach.

3.4. Model badawczy zarodkow kurzych in-ovo

Materiat badawczy stanowity zarodki kurze linii Ross 308. W przeprowadzonych
badaniach stosowano zawiesiny nanoczastek w dwoch stgzeniach: 10 pg/mli 100 pg/ml w
PBS. Zawiesiny (100 ul) byly podawane przez otwory wywiercone w skorupie do komory
powietrznej, zlokalizowanej wczesniej za pomocg owoskopu. Po aplikacji zawiesiny,
otwory w skorupie uszczelniano za pomocg parafilmu. Grupa kontrolna otrzymywata 100

pul PBS. Inkubacje prowadzono, od 3 do 7 dnia dla pomiaru metoda plomieniowej
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spektrometrii absorpcji atomowej (AAS) lub od 4 do 10 dnia dla pozostatych oznaczen, w
temperaturze 39°C 1 wilgotnosci 70 %, w komercyjnych inkubatorach do jaj z ustawiona

rotacja jaj co godzine (Ryc. 2).

100 pg/mi
10 pg/ml
PBS (CTRL)

3-7 dni

o 0,

& 39°C 70 % 410

lokalizacja komory podanie zawiesiny inkubacja jaj przez izolacja zarodkéw i/lub
powietrznej NP lub roztowru PBS 3-7lub4-10dni biatka jaja kurzego

Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy lokalizacj¢ komory powietrznej, podanie 100 pl
zawiesiny NP lub PBS (dla grupy kontrolnej, CTRL) do komory powietrznej przed
rozpoczeciem inkubacji jaj. Jaja przeznaczone do analizy metodag AAS inkubowano od 3
do 7 dnia, natomiast jaja, z ktorych zarodki byly izolowane do oznaczen aktywnosci SOD,
zawarto$ci MDA oraz karbonylacji biatek inkubowano od 4. do 10. dnia. Rycina zostata
przygotowana przy uzyciu aplikacji Biorender.

D5 D7 D10

Rye. 3. Zestawienie zdje¢ pogladowych rozwoju zarodka z 5, 7 oraz 10 dnia inkubac;ji.

W celu pokazania wygladu oraz szybkiego wzrostu zarodkow wykonane zostaty zdjecia

pogladowe zarodkéw kontrolnych z 5, 7 1 10 dnia inkubacji (Ryc. 3).
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3.5. Oznaczanie st¢zenia Zn metoda plomieniowej spektrometrii absorpcji atomowe;j

(AAS)

Zarodki kurze oraz probki biatka jaja, izolowano w 3, 4, 5, 6 1 7 dniu inkubacji po
podaniu in-ovo nanoczastek ZnO LONG lub ZnO OVAL (10 i 100 pg/ml) badz PBS
(CTRL), pobrane prébki byty wazone i przenoszone do naczyn teflonowych. Kazda probke
traktowano 2 ml 65 % kwasu azotowego oraz 1 ml 30% nadtlenku wodoru (H20:) 1
inkubowano przez 18 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie przeprowadzano ich
mineralizacj¢ przy uzyciu systemu mikrofalowego Ethos 900 (Milestone, USA). Stezenie
cynku w zmineralizowanych probkach oznaczano za pomoca ptomieniowej spektrometrii
absorbcji atomowej (ang. Atomic Absorption Spectroscopi, AAS) (PerkinElmer 1100B).
Dane eksperymentalne zebrano z 7-22 jaj dla kazdej grupy doswiadczalnej i kontroli w

kazdym dniu, przy czym doswiadczenia prowadzono w 3 powtorzeniach technicznych.

3.6. Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Aktywnos¢ SOD oznaczano metoda spektrofotometryczng (Alam i in., 2021). Do
200 mg wyizolowanych tkanek zarodka kurzego dodano 1 ml buforu do izolacji biatek
(PBS, 1 mM ditiotreitol (DTT), 1 mM fenylo-metylo-sulfonylu-fluorek (PMSF), 3 mM
EDTA, 3 mM MgSO0.), a nastgpnie tkanki homogenizowano, homogenizatorem IKA T10
Basic. Homogenaty odwirowano przy 12000xg przez 10 min w 4°C, po czym nadsacz
przenoszono do probowek typu Eppendorf. Do 100 pl ekstraktu biatkkowego dodawano:
200 pl metioniny 0,19 M, 200 pl ryboflawiny 0,11 mM, 100 pl biekitu nitrotetrazolowego
(NBT) 1,7 mM oraz 1400 pl PBS. Do proby $lepej zamiast ekstraktu biatkowego dodawano
bufor do izolacji biatek. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 560 nm z zastosowaniem
czytnika ptytek (CLARIO star plus, BMG LABTECH). Wyniki wyrazano w U/pg biatka.
Jedna jednostka (1 U) aktywnosci SOD to ilo$¢ ekstraktu hamujaca powstawanie
formazanu o 50 %. Eksperymenty wykonano w 6 powtorzeniach biologicznych i 3

powtdrzeniach technicznych.
3.7. Oznaczanie zawartosci grup karbonylowych bialek (CP)

Zawarto$¢ grup karbonylowych biatek oznaczano metoda spektrofotometryczng

(Mesquita i in., 2014). Biatka izolowano jak opisano powyzej i rozcienczano w PBS do
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stezenia 1 pg/ul. Do 400 pl ekstraktu biatkowego dodawano w stosunku 1:1 roztwor 10
mM 2.4-dinitrofenylohydrazyny (DNPH) w 0,5 M kwasie fosforowym (HsPOs.).
Mieszaning inkubowano 10 min w RT. Do préby $lepej dodawano 0,5 M HsPO4 bez DNPH.
Nastepnie dodawano 200 pul 6 M NaOH i inkubowano przez 10 min w RT. Absorbancje
mierzono przy dtugosci fali 450 nm z zastosowaniem czytnika ptytek (CLARIO star plus,
BMG LABTECH). Stezenie grup karbonylowych obliczano z wykorzystaniem
wspotczynnika ekstynkcji € = 22 308 M cm™'. Zawarto$¢ biatek karbonylowanych
wyrazano jako nmol/ug biatka. Eksperymenty wykonano w 6 powtdrzeniach biologicznych

1 3 powtorzeniach technicznych.

3.8. Oznaczanie zawartosci dialdehydu malonowego (MDA)

Zawartos¢ MDA w tkankach zarodkéw kurzych oznaczano metoda
spektrofotometryczng dwiema procedurami: klasyczng metoda opisang przez Esterbauera
1 Cheesemana (Esterbauer i Cheeseman, 1990) oraz z wykorzystaniem zestawu

komercyjnego Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit (MAKO085, Sigma-Aldrich).

W przypadku metody klasycznej, 200 mg wyizolowanych tkanek homogenizowano
w 1 ml 0, 1% TCA (kwas trojchlorooctowy) zawierajacego 0,01 % BHT (butylowany
hydroksytoluen). Po odwirowaniu homogenatéw (10000%g, 15 min, 4°C) do nadsaczu
dodawano PBS oraz 0,5 % TBA (kwas tiobarbiturowy) rozpuszczony w 20 % TCA (1:1:2).
Probki inkubowano 30 min w 95°C, chtodzono na lodzie i mierzono absorbancje przy 532
nm zastosowaniem czytnika plytek (CLARIO star plus, BMG LABTECH). St¢zenie MDA
obliczano z wykorzystaniem wspotczynnika ekstynkcji € = 15,5 M cm™. Wyniki

wyrazano w nmol/g tkanki.

W drugiej procedurze wykorzystano 50 mg tkanek homogenizowanych w buforze
lizy dostarczonym w zestawie (zawierajacym BHT). Po odwirowaniu (13000%g, 10 min,
4°C) do nadsaczu dodawano roztwdér TBA zgodnie z protokotem zestawu. Probki
inkubowano 60 min w 95°C, nastepnie chtodzono na lodzie i mierzono absorbancj¢ przy
532 nm zastosowaniem czytnika pltytek (CLARIO star plus, BMG LABTECH). St¢zenie
MDA obliczano na podstawie krzywej wzorcowej (Ryc. 4). Wyniki wyrazano w nmol/g

tkanki.
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Ryec. 4. Krzywa wzorcowa dla oznaczenia zawarto$ci MDA.

3.9. Mikromacierze

RNA izolowano z zarodkow kurzych inkubowanych przez 4 1 5 dni po podaniu
nanoczastek (10 pg/ml nanoczastek ZnO OVAL lub ZnO LONG zawieszonych w PBS,
100 pl na jajo). Grupie kontrolnej podawano 100 pL PBS. Catkowite RNA izolowano przy
uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy). Podczas izolacji RNA
zastosowano DNaz¢ (RNase-Free DNase Set, Qiagen, Hilden, Niemcy), w celu usunigcia
zanieczyszczen DNA. Cala procedura byta prowadzona zgodnie z instrukcja producenta.
Do oceny czystoSci 1 stgezenia uzyskanego RNA wykorzystano spektrofotometr
NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Jakos¢ RNA
weryfikowano przy uzyciu systemu Agilent Bioanalyzer 2100 i zestawu Agilent RNA 6000
Nano Kit (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Do analiz mikromacierzowych
wykorzystano probki bardzo dobrej jakosci o wysokim wspotczynniku integralnosci (RIN
ang. RNA Integrity Number = 10). Schemat przeprowadzonego doswiadczenia z
zastosowaniem mikromacierzy przedstawiono na Ryc.5. W celu identyfikacji genéw o
zmienionej ekspresji wykonanoo 24 mikromacierze. W eksperymencie zastosowano
mikromacierze ekspresyjne Chicken (V2) Gene Expression Microarrays, 4x44k (Agilent
Technologies, USA) (Agilent Technologies, USA) oraz zestaw odczynnikow Agilent
Technologies, zgodnie z procedura producenta. W pierwszym etapie RNA zostalo
przepisane na komplementarne DNA (cDNA), a w kolejnym zostalo przepisane na cRNA
z jednoczesnym znakowaniem cyjaning 3 (Cy3) przy uzyciu zestawu Low Input Quick

Amp Labeling Kit, One-color.. Zastosowano RNA Spike-In Kit jako wewngtrzng kontrole
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w celu monitorowania wydajnosci znakowania 1 hybrydyzacji. Uzyskane cRNA
przygotowano do hybrydyzacji uzywajac zestawu Gene Expression Hybridization Kit.
Hybrydyzacje prowadzono w temperaturze 65 °C przez 17 h w piecu hybrydyzacyjnym.

CTRL ZnO OVAL ZnO LONG

Wptyw nanoczastek na

D4 - funkcjonowanie zarodka w
dniu 4; wptyw ksztattu
nanoczastek
Wptyw nanoczastek na

D5 I I :+: funkcjonowanie zarodka w
dniu 5; wptyw ksztattu
nanoczastek

Ogolny rozwoj Wptyw Wptyw

zarodka nanoczastek nanoczastek
owalnychZnO podtuznychZnO
(ZnOOVAL)na (ZnOLONG) na
rozwoj zarodka rozwoj zarodka

Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy analize mikromacierzy. Wyniki mikromacierzy
analizowano w ujeciu horyzontalnym (wptyw nanoczastek OVAL i LONG w poréwnaniu
z grupa kontrolng w dniach 4 i 5) oraz w uj¢ciu wertykalnym, ukazujac zmiany specyficzne
dla poszczegodlnych typdéw nanoczastek (ZnO OVAL i ZnO LONG) w ekspresji genow
pomigdzy dniem 4 i 5, z wylgczeniem zmian zwigzanych z naturalnym rozwojem zarodka
kurzego (w grupie kontrolnej CTRL).

Po hybrydyzacji mikromacierze ptukano z wykorzystaniem dedykowanych
buforéw z zestawu Gene Expression Wash Buffer Kit (Agilent Technologies, USA).
Intensywnos$¢ $wiecenia zhybrydyzowanych czastek cCRNA sczytano przy uzyciu skanera
(Agilent DNA Microarray Scanner G2505C), a nastgpnie dane intensywnos$ci §wiecenia
byly konwertowane do danych liczbowych przy pomocy programu Agilent Feature
Extraction (FE) Software, wersja 10.7.3.1.

3.10. Ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR)

W celu walidacji wynikow z mikoromacierzy zastosowano technike PCR w czasie
rzeczywistym. Potwierdzono wyniki kilku wybranych genow: COL6A42 (tancuch alfa-2
kolagenu VI), SDHA (podjednostka flawoproteinowa dehydrogenazy bursztynianowej
[ubichinonowej], mitochondrialna), PSMB7 (podjednostka beta 7 proteasomu 20S),
STEAP3 (metalloreduktaza STEAP3) metodg PCR w czasie rzeczywistym. Do amplifikacji

55



wszystkich wybranych genow zastosowano komercyjne zestawy starteréw (PrimePCR
SYBR Green Assay, Chicken, Bio-Rad, Warszawa, Polska). Gen RPLI3 (biatko
rybosomalne 60S L13) wykorzystano jako gen referencyjny, po wczesniejszej weryfikacji
jego stabilnosci algorytmem geNorm. Do odwrotnej transkrypcji uzyto zestawu Script
cDNA Synthesis Kits (Bio-Rad), zgodnie z procedurg producenta. Reakcj¢ PCR w czasie
rzeczywistym przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu iTaq Univer SYBR Green
Supermix (Bio-Rad) na termocyklerze Aria Mx (Agilent Technologies). Warunki reakcji
obejmowaty: aktywacje polimerazy w 95 °C przez 2 min; amplifikacje (40 cykli)
obejmujaca denaturacje w 95 °C przez 5 s oraz przyltaczanie starterow i elongacje w 60 °C
przez 30 s. Wzgledny poziom ekspresji badanych gendéw oznaczano metodg 242t (Livak

1 Schmittgen, 2001).

3.11. Oznaczenia zawartosci cytokin

Tkanki zarodkow kurzych CTRL oraz traktowanych nanoczastkami ZnO OVAL,
ZnO LONG, ZrO21 Y20; w stezeniu 10 ug/ml izolowano w 5 i 7 dniu inkubacji. [zolowane
tkanki homogenizowano homogenizatorem IKA T10 Basic w buforze zawierajacym: PBS;
0,1% Triton X-100; 0,5 mM EDTA oraz inhibitor proteaz. Homogenaty wirowano przy
12000xg przez 15 min w 4°C, a uzyskany nadsacz przenoszono do proboéwek typu

Eppendorf i rozcienczano buforem reakcyjnym dostarczonym w zestawie.

Oznaczenia wykonano z zastosowaniem zestawu MILLIPLEX® Chicken
Cytokine/Chemokine Panel (GCYT1-16K, Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy) zgodnie z
instrukcja producenta. Panel obejmuje oznaczanie nastgpujacych cytokin i chemokin: IL-2
(interleukina 2), IL-6 (interleukina 6), IL-10 (interleukina 10), IL-16 (interleukina 16), IL-
21 (interleukina 21), MIP-1o0/CCL3 (biatko zapalne makrofagow 1 alfa), MIP-1p/CCL4
(biatko zapalne makrofagdéw 1 beta), IFN-a (interferon alfa), IFN-y (interferon gamma),
M-CSF (czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagow), VEGF (czynnik wzrostu
srodbtonka naczyniowego), RANTES/CCLS.

Analize przeprowadzono w technologii XMAP® Luminex®, umozliwiajacej
jednoczesne, ilosciowe oznaczanie wielu bialek w jednej prébee. Probki inkubowano z
mikrokulkami pokrytymi przeciwcialami swoistymi 2h w temperaturze pokojowej, a

nastgpnie z biotynylowanymi przeciwcialami detekcyjnymi i streptawidyng sprz¢zong z
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fykoerytryng (SAPE). Sygnat fluorescencji rejestrowano przy uzyciu systemu Bio-Plex®
200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), a dane poddano analizie zgodnie z procedurg

producenta.

3.12. Przygotowanie preparatow histologicznych

Do przygotowania preparatow histologicznych zarodki kurze byty zbierane w 5, 7
1 10 dniu inkubacji. Zarodki utrwalano w formalinie przez 24 h, a nast¢pnie przenoszono
do 70% etanolu. Do zatapiania w parafinie probki poddawano procesowi odwodnienia w
gradiencie stezen etanolu (70%, 80%, 96%, 99%), nastgpnie w ksylenie, a ostatecznie
infiltracji parafing z uzyciem procesora do tkanek (STP 120, Microm). Bloczki zatopione
w parafinie z ktorych nastgpnie wykonano preparaty o grubosci 5 pum na potrzeby
mikroskopii konfokalnej oraz o grubosci 3 pm na potrzeby oceny histopatologiczne;.
Przygotowane preparaty odparafinowano poprzez inkubacj¢ dwukrotnie, po 10 min w
ksylenie oraz nast¢pnie w szeregu alkoholowym etanolu po 5 min na kazde stezenie (99%,

96%, 70%).

3.13. Barwienie hematoksyling i eozyna

Odparafinowane preparaty zostaly przeptukane woda destylowang. Nastepnie
zostalo przeprowadzone przez 10 min barwienie hematoksyling Erlicha. Potem preparaty
zostaty odptukane oraz przeniesione do zakwaszonego alkoholu. W kolejnym etapie
zostalo wykonane barwienie eozyng przez 5 min. Po odptukaniu preparaty zostaty
odwodnione w szeregu alkoholowym 70%, 80%, 90%, 96%, 99,8% przez 5 min w kazdym
stezeniu. W ostatnim kroku preparaty zostaty umieszone na 10 min w ksylenie a nastepnie
zaklejone. Ocena histopatologiczna zostata wykonana w Zaktadzie Patologii Zwierzat
Katedry Patologii 1 Diagnostyki Weterynaryjnej Instytutu Medycyny Weterynaryjnej
Szkolty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Do badania wykorzystano
mikroskop $wietlny Olympus BX43 (Olympus, Japonia) wyposazony w oprogramowanie

do analizy obrazu.
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3.14. Mikroskopia konfokalna

Wizualizacje¢ jader komorkowych wykonano z wykorzystaniem barwnika 7-
aminoaktynomycyna D (7-AAD, Cayman Chemical) lub Hoechest 33342 (Biotium),
skrawki inkubowano w zaleznosci od uzytego barwnika, 15 min lub 3 min w ciemno$ci

oraz ptukano trzykrotnie w PBS.

Dla okreslenia zamian w ekspresji markerow apoptotycznych w tkankach zarodkéw
poddanych  dziataniu = nanoczastek,  zostalo  przeprowadzone  znakowanie
immunohistochemiczne dla biatka Bax, Bcl2 oraz aktywnej kaspazy-3 (CPP32). Skrawki
po odparafinowaniu blokowano w roztworze 1% BSA przez 30 min. Po przeptukaniu PBS
naktadano na nie krolicze przeciwciala pierwszorzedowe (w rozcienczeniach od 1:200 dla
CPP32 (Merck) i 1:300 — dla Bax i Bcl2 (Sigma-Aldrich)) i inkubowano przez 1 h w RT
dla CPP32 lub 24 h w 4°C — dla Bax i Bcl2. Po dwukrotnym ptukaniu PBS na skrawki
naktadano przeciwciata drugorzgdowe sprzezone z fluorochromami. Dla kontroli i
nanoczastek ZnO OVAL i LONG oraz Y03 stosowano przeciwciata anty-krolik sprzezone
z AlexaFluor 488 (zielona fluorescencja). Dla nanoczastek ZrO> stosowano przeciwciata

anty-krolik sprzezone z AlexaFluor 546 (czerwona fluorescencja).

Obrazowanie przeprowadzono przy uzyciu obiektywu 20x w systemie skaningowe;j
mikroskopii konfokalne; FV-500 Olympus (Olympus, Polska) w trybie skanowania
sekwencyjnego. Zastosowano nastepujace filtry wzbudzenia-emisji: 405 nm vs. 430-450
nm; 488 nm vs. 505-525 nm; 543 nm vs. 560 IF. Obrazy mikroskopii konfokalnej

zestawiono do rycin w programie Adobe Photoshop CSé.
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3.15. Analiza statystyczna

Wszystkie uzyskane wyniki poddano wstepnej analizie pod katem jednorodnosci
wariancji oraz rozktadu normalnego (test Kolmogorowa-Smirnowa). W zaleznos$ci od
uzyskanych rezultatow przeprowadzano analiz¢ statystyczng z uzyciem ANOVA z testem
post hoc Tuckeya (dla rozktadu normalnego) lub testu Manna—Whitneya (dla rozktadu
nienormalnego). Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono w programie Graph-Pad
In-Stat 3.10. Przyjeto poziom istotnosci: p < 0.05 jako istotny, p < 0.01 lub p <0.001 jako

wysoce istotny, a p < 0.1 jako trend.

Analizg statystyczng danych mikromacierzowych wykonano w programie Gene
Spring14 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Zbiory préb filtrowano wedlug flag, aby usuna¢
proby niskiej jakosci (oznaczone jako ,,absent”). Istotnos$¢ statystyczng réznic oceniano
przy uzyciu testu Moderated T-test (p < 0.05) oraz zastosowano korekcj¢ wielokrotnych
porownan metoda Benjamini-Hochberg oparta o kontrole wspotczynnika falszywych
odkry¢ (FDR < 0,05). Dane mikromacierzowe zdeponowano w repozytorium Gene

Expression Omnibus (numer dostgpu: GSE301197)
4. Omowienie i dyskusja wynikow
4.1. Nanoczastki ZnO

4.1.1. Charakterystyka morfologiczna nanoczastek ZnO metoda skaningowej

mikroskopii elektronowej (SEM)

Nanoczastki ZnO OVAL (Ryc. 6A) cechujg si¢ ksztattem o tagodnie zaokraglonych
krawedziach, na podstawie zdj¢¢ z SEM maja one dtugos¢ 334 nm, natomiast ich szeroko$¢
to 90 nm (Ryc. 7A1 1 A2). ZnO OVAL charakteryzuja si¢ bardziej zréznicowang i
heterogeniczng morfologia, oprocz pojedynczych nanoczastek obecne sg struktury

blizniacze powstate w wyniku fuzji mniejszych krysztatow.
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Ryec. 6. Mikrofotografie SEM nanoczastek ZnO: ZnO OVAL (A) i1 ZnO LONG (B).
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Ryc. 7. Histogramy rozktadu rozmiaru z dopasowanymi krzywymi rozkladu log-
normalnego dla nanoczastek ZnO na podstawie analizy obrazow SEM. A1, A2 — rozktad
dhugosci 1 $rednicy nanoczastek ZnO OVAL; Bl, B2 — rozktad dtugosci i $rednicy
nanoczastek ZnO LONG. Srednia dhugo$¢ nanoczastek ZnO OVAL okre§lono z
pominigciem struktur blizniaczych. Podano $rednie arytmetyczne dlugo$ci nanoczastek
wraz z odchyleniem standardowym.
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Nanoczastki ZnO LONG (Ryc. 6B), charakteryzujg si¢ morfologiag szesciokatnych

pryzmatow z wyraznym wydluzeniem. Powierzchnie nanoczgstek ZnO OV AL sg bardziej

nieregularne w poréwnaniu z dobrze wyksztalconymi krawedziami ZnO LONG, a ich

rozmiary to 612 nm dtugosci i 99 nm szerokosci (Ryc. 7B1 i B2).

4.1.2. Wyniki pomiarow potencjalu zeta

Potencjat zeta nanoczastek dla ZnO OVAL wynosit okoto 25 mV, natomiast dla

nanoczastek ZnO LONG byl znaczaco nizszy 1 wynosit okoto 10,0 mV (Ryc.8). Réznice

te wskazuja na wyrazne zréznicowanie wlasciwosci powierzchniowych, sugerujac

odmienne profile stabilno$ci koloidalnej obu materiatow. Obserwowany $redni rozmiar

hydrodynamiczny byt wigkszy niz pomiary nanoczastek wykonane w SEM, co wynika z

ich oblego lub podtuznego ksztattu (Tab. 1).
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Ryec. 8. Rozktad potencjatu zeta nanoczastek ZnO OVAL (A) 1 ZnO LONG (B).

Tabela 1. Sredni rozmiar hydrodynamiczny wraz z odchyleniem standardowym oraz
indeks polidyspersyjnosci (PDI) nanoczastek ZnO mierzony w 25 °C.

Nanoczastka Sredni rozmiar (nm) + SD PDI
ZnO OVAL 369+ 7 0.1854
ZnO LONG 2845 £ 95 0.2008
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4.1.3. Charakterystyka wlasciwos$ci optycznych ZnO OVAL

Jony Eu w ilosci 0,3% zostalty wprowadzone jako czynnik domieszkowy do ZnO
OVAL w celu indukowania luminescencji, umozliwiajac detekcj¢ nanoczastek w tkankach
zarodkobw przy uzyciu konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej, powszechnie
stosowanych w badaniach biomedycznych. W miar¢ biodegradacji sieci ZnO fluorescencja
zwigzana z defektami indukowanymi przez Eu zanika (Kietbik i in., 2017b), co pozwala na
bezposrednie potwierdzenie obecno$ci nanoczastek, a nie jedynie efektu jondw Zn. W
przypadku ZnO LONG dodanie jonéw Eu doprowadzito do utraty ksztattu NPs. W zwigzku

z tym nie udalo si¢ bezposrednio potwierdzi¢ obecnosci nanoczastek w tkankach.

405 nm

ZnO LONG. , *

Ryec. 9. Obrazy mikroskopii konfokalnej nanoczastek ZnO OVAL (A) 1 ZnO LONG (B)
zdyspergowanych w wodzie, przedstawiajace emisj¢ fluorescencji przy 430450 nm
(wzbudzenie 405 nm), 505-525 nm (wzbudzenie 488 nm) oraz 560 IF (wzbudzenie 543
nm). Ksztalt agregatdéw nanoczastek widoczny przy uzyciu detektora $wiatla
przechodzacego (Td). Widoczna niebieska fluorescencja w przypadku ZnO OVAL jest
najprawdopodobniej zwigzana z defektami powierzchni krysztatow Zn, powstaltymi w
wyniku wbudowania Eu w matryce krystaliczng. Powigkszenie obiektywu 40x%, zoom
cyfrowy 5x. Skala 5 um.

Jak przedstawiono na Ryc. 9, intensywna fluorescencja zwigzana z defektami
powierzchniowymi pod wzbudzeniem 405 nm byla obserwowana w przypadku ZnO
OVAL, z niewielka fluorescencja czerwona powigzang z jonami Eu w zakresie 560 IF pod
wzbudzeniem przy 543 nm (Ryc. 9A). Dla ZnO LONG nie zaobserwowano fluorescencji

przy zadnym z dostepnych Zrodel wzbudzenia (Ryc. 9B).
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4.1.4. Oznaczanie zywotnosci komorek

Test zywotnosci komorek wykazal réznice w zaleznos$ci od ksztaltu zastosowanych
nanoczgstek ZnO. W przypadku ZnO OVAL zywotnos$¢ fibroblastow zarodkéw kurzych
(CEF) obnizyta si¢ do 50% przy stezeniu 0,01 mg/ml (Ryc. 10A). Natomiast dla ZnO
LONG spadek zywotnosci CEF do poziomu 50% wystapit juz przy stezeniu 0,001 mg/ml

(Ryc. 10B), co wskazuje na ich wyzszg toksyczno$¢ in vitro.

A 100% 4 100% -

90% 90%
80%
70% -

70% 4
60% - 60% -
50%
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30% - 30%

20% 20% -
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Zywotnoéé komdrek (% CTRL)

10% 10% 4

0% T T T T ! Y 0% T T T T
CTRL 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 CTRL 0.0001 0.001 0.01 0.1 1

Stezenie (mg/ml) Stezenie (mg/ml)

Ryc. 10. Zywotnos$é pierwotnych fibroblastow zarodkéw kurzych (CEFs) wyrazona jako
% zywych komorek 24 h po podaniu ZnO OVAL (A) i1 ZnO LONG (B) w roéznych

stezeniach. W przypadku grupy kontrolnej (CTRL) do pozywki hodowlanej dodano
odpowiednie objetosci PBS.

4.1.5. Stezenie Zn w zarodku i bialku jaja dla po podaniu nanoczastek ZnO

Stezenie cynku w bialku jaja nie roznilo si¢ istotnie statystycznie od grupy
kontrolnej (CTRL) (Ryc. 11) i nie przekraczaty w wigkszosci przypadkow 5 mg/kg.
Warto$¢ ta odpowiada Sredniemu stezeniu Zn w jajach, wskazujac na brak istotnych zmian

zawartosci cynku po podaniu nanoczgstek.
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Ryc. 11. Srednie stezenie cynku w biatku jaja od 3 do 7 dnia inkubacji po podaniu
jednokrotnej dawki 10 pg/ml (ZnO 10) lub 100 pg/ml (ZnO 100) nanoczastek ZnO OVAL
badz ZnO LONG.
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Ryec. 12. Srednie stezenie cynku w zarodkach kurzych od 3 do 7 dnia inkubacji po
podaniu jednokrotnej dawki 10 pg/ml (ZnO 10) lub 100 pg/ml (ZnO 100) nanoczastek
ZnO OVAL badz ZnO LONG.

Srednie stezenie cynku w zarodkach przedstawiono na Ryc. 12. Ze wzgledu na duza
zmiennos$¢ osobnicza zawartosci Zn po aplikacji ZnO OVAL w 3 dniu inkubacji nie
uzyskano istotnos$ci statystycznej. Jednak zaobserwowano trend obnizania si¢ uzyskanych

wynikow (p<0,1), zardwno dla obu zastosowanych stezen (10 i 100 pg/ml) ZnO OVAL
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pomiedzy 3 a 4 dniem, jak i pomiedzy ZnO OVAL i ZnO LONG w 3 dniu (dla obu stezen
nanoczastek). Ostatecznie w 6 1 7 dniu poziomu zawartosci ZnO we wszystkich badanych

kombinacjach byt porownywalny do CTRL.

4.1.6. Aktywnos¢ SOD po podaniu nanoczastek ZnO

Aktywno$¢ SOD zmieniala si¢ istotnie wzgledem CTRL w 5 i 8 dniu inkubacji
(Ryc. 13). W 5 dniu po podaniu ZnO OVAL zaobserwowano wysoce istotny wzrost
aktywnos$ci SOD (p<0,001) dla obu stgzen nanoczastek oraz dla ZnO LONG (p<0,01) przy
stezeniu 10 pg/ml. Ponadto w 5 dniu stwierdzono istotng réznice (p<0,001) w aktywnosci
SOD wzgledem innych dni eksperymentu dla obu dawek nanoczastek ZnO OVAL
(oznaczona jako a). W przypadku ZnO LONG istotny wzrost aktywno$ci SOD odnotowano
migdzy 6 a 10 dniem (oznaczony jako b) dla wyzszego stezenia nanoczastek (100 pg/ml),

oraz mi¢dzy 8 a 10 dniem (oznaczony jako c) dla nizszego stezenia (10 pg/ml).

2.0
a

| *k*k

-
(43]

KKk

SOD [U/ pg biatka]
o

o
o

D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
m CTRL EMBRYO mZn0O 10 OVAL EMBRYO mZn0O 10 LONG EMBRYO
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Ryec. 13. Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w zarodkach kurzych od 4 do 10
dnia inkubacji po podaniu jednokrotnej dawki 10 pg/ml (ZnO 10) lub 100 pg/ml (ZnO 100)
nanoczastek ZnO OVAL lub ZnO LONG. 1U - ilos¢ ekstraktu enzymatycznego
powodujaca 50% inhibicj¢ tworzenia formazanu. Gwiazdki oznaczaja istotne rdznice
wzgledem grupy CTRL danego dnia; ** p<0,01; *** p<0,001. Litery oznaczajg istotno$¢
statystyczng: a — dawki istotnie roznigce si¢ wzgledem innych dni eksperymentu; b, ¢ —
istotnos$¢ statystyczna pomiedzy wskazanymi dniami.
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4.1.7. Zawartos$¢ bialek karbonylowanych po podaniu nanoczgstek ZnO

Zawartos¢ biatek karbonylowanych réznita si¢ istotnie wzglgdem CTRL juz od 4
dnia inkubacji (Ryc. 14). Po podaniu ZnO OV AL istotne zmiany odnotowano jedynie przy
stezeniu 10 pg/ml, wysoce istotny wzrost (p<0,001) wystapit w 4 dniu po podaniu
nanoczastek, a nastepnie w 5 dniu odnotowano tendencj¢ wzrostowg (p<0,1). Dla stezenia
100 pg/ml ZnO OVAL zawartos¢ biatek karbonylowanych byta zblizona do wartosci
oznaczonej dla CTRL we wszystkie dniach, z wyjatkiem 7 dnia, kiedy zaobserwowano
istotne obnizenie (p<0,01). Po podaniu ZnO LONG w dawce 10 pg/ml, widoczne byto
znaczace obnizenie (p<0,001) w ilosci biatek karbonylowanych w 5 dniu, natomiast wzrost
(p<0,001) w dniach 9 1 10. Dla ZnO LONG w stgzeniu 100 pg/ml istotne statystycznie
obnizenie odnotowano dnia 5 (p<0,01). Istotny wzrost byl natomiast widoczny w 7 dniu

(p<0,001), w 9 dniu (p<0,05) oraz w 10 dniu (p<0,001) po podaniu nanoczastek.
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Ryec. 14. Zawartos¢ biatek karbonylowanych (CP) w zarodkach kurzych od 4 do 10 dnia
inkubacji po podaniu jednokrotnej dawki 10 pg/ml (ZnO 10) lub 100 pg/ml (ZnO 100)
nanoczgstek ZnO OVAL lub ZnO LONG. Gwiazdki oznaczajg istotne rdznice wzgledem
grupy CTRL danego dnia; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.1.8. Zawartos¢ MDA po podaniu nanoczastek ZnO

Po podaniu nanoczgstek ZnO OVAL w obu stezeniach (10 1 100 pg/ml) w
zarodkach obserwowano tendencje do wzrostu poziomu peroksydacji lipidow od 5 dnia az

do konca eksperymentu (z obnizeniem do poziomu CTRL w 9 dniu). Istotny wzrost
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wzgledem CTRL (p<0,01) odnotowano w 7 1 10 dniu dla stezenia 10 pg/ml, natomiast dla
stezenia 100 pg/ml wysoce istotny wzrost (p<0,001) miat miejsce w 10 dniu (Ryc. 14). Po
wprowadzeniu nanoczgstek ZnO LONG przy stezeniu 10 pg/ml tendencje wzrostowa
peroksydacji lipidéw zaobserwowano od 6 dnia, przy czym wysoce istotny wzrost
wzgledem CTRL (p<0,001) wystapit 9 dnia (Ryc. 15). Natomiast po podaniu nanoczastek
ZnO LONG przy stezeniu 100 pg/ml poziom oksydacji lipidow utrzymywat si¢ na
poziomie zblizonym do CTRL lub nizszym, bez istotnosci statystycznej ani wyraznej

tendencji.

150

* kK

120

* K

©
o

* % *kk

[¢)]
o

MDA [nmol/g tkanki]

30

D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10
ECTRL ®mZnO100VAL mZnO10LONG mZnO1000VAL mZnO 100LONG

Ryec. 15. Zawarto$¢ dialdehydu malonowego (MDA) w zarodkach kurzych od 4 do 10 dnia
inkubacji po podaniu jednokrotnej dawki 10 pg/ml (ZnO 10) lub 100 pg/ml (ZnO 100)
nanoczagstek ZnO OVAL lub ZnO LONG. Gwiazdki oznaczajg istotne roznice wzgledem
grupy CTRL danego dnia; ** p<0,01; *** p<0,001.

4.1.9. Poziom cytokin po podaniu nanoczastek ZnO

Jedyne cytokiny dla ktérych otrzymano powtarzalne wyniki to IL-2 oraz VEGF.
Dla pozostatych cytokin jedynie w pojedynczych probkach byly obserwowane wyniki
wyzsze od zera, w zwigzku z czym nie zostaly one przedstawione. Ze wzgledu na

ograniczenia techniczne testu, niemozliwe bylo uzyskanie informacji statystycznie
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istotnych. Dla IL-2 obserwowano obnizenie ste¢zenia wzgledem kontroli w 5 1 7 dniu po
podaniu nanoczastek ZnO OVAL i podwyzszenie st¢zenia dla ZnO LONG w 7 dniu. W
przypadku VEGF obserwowano obnizenie stezenia dla obu typow nanoczastek tylko w 5

dniu (Ryc. 16).
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Ryec. 16. Porownanie ilosci (pg/ml) IL-2 oraz VEGF w zarodkach z dnia 5 1 7 inkubacji po
jednokrotnym podaniu nanoczastek ZnO OVAL oraz ZnO LONG w dawce 10 pg/ml.

4.1.10. Mikromacierze i ilosSciowy PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR)

Zarodki kurze traktowano 10 pg/ml ZnO OVAL lub ZnO LONG 1 inkubowano
przez 4 lub 5 dni. Zaobserwowano zmiany w ekspresji 6109 transkryptéw specyficznych
dla ZnO OVAL oraz 2793 transkryptow dla ZnO LONG (Ryc. 17A). Po uwzglednieniu
jedynie tych transkryptow, ktorych wartos¢ zmiany krotnosci (FC) > 2, uzyskano 3027
transkryptow zmieniajacych si¢ pomiedzy 4. a 5. dniem inkubacji dla ZnO OVAL oraz 724
transkrypty dla ZnO LONG (Ryc. 17B). W kolejnym etapie analizy wybrano transkrypty
przypisane do konkretnych gendw, a nastgpnie, korzystajac z bazy danych szlakow
metabolicznych Reactome zbadano, do jakich szlakow zostaly one przypisane. Dla ZnO

OVAL 1487 transkryptow zostato przypisanych do gendéw, z czego 1108 znalazto swoje
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miejsce w bazie Reactome. W przypadku ZnO LONG zidentyfikowano 548 gendw, z czego
358 zostalo przypisanych do konkretnych szlakéw. Dla obu ksztaltdéw nanoczastek ZnO
gléwne zmiany dotyczyly gendw zwigzanych z wewnatrzkomérkowym przekazywaniem

sygnatow oraz metabolizmem energetycznym.

A B
CTRL ZnO OVAL CTRL ZnOOVAL
D4vs.D5 D4vs.D5 D4 vs.D5 D4vs.D5
T-testp<0.05 T-testp<0.05
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Ryec. 17. Liczba wszystkich transkryptow, ktorych ekspresja ulegta istotnym statystycznie
zmianom (test t moderowany, p < 0,05, FDR < 0,05), przedstawiona na diagramie Venna
(A) oraz po uwzglednieniu zmian tylko w transkryptach o zmian¢ krotnosci (FC) > 2 (B),
ilo$¢ transkryptow odrzuconych po uwzglednieniu zmiany krotnosci (FC) > 2 zostala
przedstawiona na wykresach Vulcano (C).

W celu potwierdzenia wynikow uzyskanych z mikromacierzy przeprowadzono
analiz¢ metodg RT-qPCR. Do walidacji wybrano trzy geny: COL6A42, STEAP3 oraz
PSMB7 (Tab. 2). Ponadto, podczas testow genow referencyjnych zaobserwowano
interesujacy wynik dla SDHA, ktory rowniez zostat przedstawiony (Ryc. 18). Statystycznie
istotny spadek ekspresji odnotowano jedynie dla genu COL6A42 w przypadku ZnO LONG
w 5 dniu inkubacji wzgledem CTRL (p<0,001). Ekspresja wszystkich wybranych genow

korelowata z wynikami mikromacierzy.
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Tabela 2. Zmiany ekspresji genow (ich transkryptow) okreslone z zastosowaniem
mikromacierzy zostaty zwalidowane RT-qPCR. Zmiany ekspresji genow wyrazono jako
zmiana krotnosci (ang. Fold change, FC) pomigdzy dniem 4 a 5 oraz wartos¢ p
(skorygowang FDR) < 0,01.

Symbol genu ZnO OVAL ZnO LONG CTRL
FC Regulacja | FC Regulacja FC Regulacja
COL6A2 4.19 w dot 3.43 w dot
COL6A2 4.27 w doét
COL6A2 4.42 w dot
STEAP3 3.28 w gore 3.37 w gore
STEAP3 2.88 w gére
PSMB7 2.56 w gore 3.10 w gore
. COL6A2 s SDHA
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Ryec. 18. Wzgledna ilo$ciowa analiza ekspresji gendw COL6A2, SDHA, PSMB7 1 STEAP3.
Gwiazdki oznaczajg wysoki poziom istotnosci statystycznej w porownaniu z CTRL z dnia
4; *** p<0,001.
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Ekspresja COL6A2 4 dnia byta nizsza niz w CTRL, a 5 dnia wzrosta wzgledem dnia
czwartego, co bylo zgodne z wynikami mikromacierzy. W przypadku genu STEAP3,
chociaz wyniki uzyskane metodg iloSciowego RT-qPCR nie byly statystycznie istotne,
wykazaly te samg tendencj¢ zmian ekspresji co analiza z uzyciem mikromacierzy.
Ekspresja STEAP3 byta wyzsza w 4 dniu niz w dniu 5. Pomimo do$¢ wysokiej wartosci FC
dla STEAP3 uzyskanej z mikromacierzy, zmiany te nie byly tak duze w przypadku RT-
qPCR ani nie osiaggnely istotnosci statystycznej. Dla genu SDHA zmiang ekspresji
wzgledem kontroli odnotowano jedynie w dniu 4, bez istotno$ci statystycznej; w dniu 5
poziomy ekspresji byly zblizone do CTRL. Dla genu PSMB7 nie zaobserwowano
statystycznie istotnych zmian, jednak odnotowano podwyzszong ekspresje w 4 dniu po
podaniu obu typow nanoczastek wzgledem kontroli, przy czym wigkszy -efekt
obserwowano dla ZnO LONG. Natomiast pigtego dnia ekspresja ulegta obnizeniu

wzgledem CTRL.

4.1.11. Mikroskopia konfokalna

Dzigki wykorzystaniu nanoczastek ZnO OVAL posiadajacych domieszkowanie
Eu mozliwe bylo potwierdzenie obecnosci tych nanoczastek w tkankach zarodka. W
przypadku obu dawek mozna stwierdzi¢ obecno$¢ nanoczastek, jednakze dla dawki 100
pg/ml (Ryc. 19). Obserwowano porownywalny sygnatl fluorescencyjny pochodzacy od
nanoczastek (fluorescencja niebieska) dla obszaru gtowy i tutowia w dniu 5 dla stezenia 10
pg/ml, 1 wyraznie nizszy sygnal dla stgezenia 100 pg/ml, z wyjatkiem tkanek w
bezposrednim sgsiedztwie naczyn krwionosnych (V). Dla dawki 10 pg/ml w dniach 71 10
obserwowano nagromadzenie nanoczastek w jelitach (G), watrobie (L) 1 znaczace
nagromadzenie nanoczastek w nerkach (K). Dla dawki 100 pg/ml intensywno$¢ sygnatu
fluorescencyjnego od ZnO OVAL jest mniejsza od tej obserwowanej dla dawki 10 pg/ml
w dniu 7, a porownywalne wartosci pomiedzy dawkami osigga dopiero w dniu 10.
Podobnie jak dla mniejszej dawki, widoczne jest nagromadzenie nanoczastek w jelicie (G),

watrobie (L) 1 nerkach (K).
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ZnO OVAL 10 Zn0O OVAL 100

Dzien 5

Dzien 7

Dzien 10

Ryec. 19. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczastek ZnO OVAL w stezeniach 10 pg/mL (ZnO OVAL 10) i 100 pg/mL (ZnO
OVAL 100) w 5, 7 1 10 dniu inkubacji. Powigkszenie obiektywu 20x. Czerwona
fluorescencja odpowiada jadrom komodrkowym wybarwionym 7-AAD, natomiast
niebieska fluorescencja wskazuje nanoczastki ZnO OVAL. L — watroba, K — nerka, G —
jelito, V —naczynie. Skala 100 pm.

Widoczne jest tez rOwnomierne rozmieszczenie nanoczastek ZnO OVAL w

tkankach (Ryc. 20).
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Ryec. 20. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu nanoczastek ZnO OVAL w stezeniach 10 pug/ml i 100 ug/ml w
5,71 10 dniu inkubacji. Powigkszenie obiektywu 20x. Czerwona fluorescencja odpowiada jadrom komoérkowym wybarwionym 7-AAD, natomiast
niebieska fluorescencja wskazuje nanoczastki ZnO OVAL.



Znakowanie immunohistochemiczne dla biatka Bax (Ryc. 21), Bcl2 (Ryc. 22) oraz
aktywnej kaspazy-3 (CPP32) (Ryc. 23) po podaniu nanoczastek ZnO LONG wykazato
porownywalng zawarto$¢ dla wszystkich tych biatek dla ZnO LONG wzgledem CTRL.
Natomiast po podaniu nanoczastek ZnO OVAL widoczna jest nizsza zawarto$¢ biatek Bax
1 aktywnej kaspazy-3 (CPP32) we wszystkich dniach, oraz wyzsza zawartos$¢ biatka Bcl2,

szczegblnie w dniu 7.
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Ryec. 21. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczgstek ZnO OVAL oraz ZnO LONG w stezeniu 10 pg/ml w 5, 7 oraz 10 dniu
inkubacji. Powigkszenie obiektywu 20x. Zielona fluorescencja wskazuje na obecnos¢
biatka Bax (Prot.). Czerwona fluorescencja odpowiada jadrom komodrkowym
wybarwionym 7-AAD (NUC.), natomiast niebieska fluorescencja wskazuje obecno$¢
nanoczgstki ZnO OVAL (NPs). Skala 100 pm.
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ZnO LONG ZnO OVAL

Ryec. 22. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczgstek ZnO OVAL oraz ZnO LONG w stezeniu 10 pg/ml w 5, 7 oraz 10 dniu
inkubacji. Powigkszenie obiektywu 20x. Zielona fluorescencja wskazuje na obecnos¢
biatka Bcl2 (Prot.). Czerwona fluorescencja odpowiada jadrom komodrkowym
wybarwionym 7-AAD (NUC.), natomiast niebieska fluorescencja wskazuje obecno$¢
nanoczastki ZnO OVAL (NPs). Skala 100 pm.
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Ryc. 23. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczgstek ZnO OVAL oraz ZnO LONG w stezeniu 10 pg/ml w 5, 7 oraz 10 dniu
inkubacji. Powigkszenie obiektywu 20x. Zielona fluorescencja wskazuje na obecnos¢
aktywnej kaspazy-3 (CPP32) (Prot.). Czerwona fluorescencja odpowiada jadrom
komoérkowym wybarwionym 7-AAD (NUC.), natomiast niebieska fluorescencja wskazuje
obecnos¢ nanoczastki ZnO OVAL (NPs). Skala 100 pm.

4.2. Dyskusja wynikow dla biodegradowalnych nanoczastek ZnO

W zarodkach kurczat zaobserwowano silny wzrost stezenia cynku po podaniu
nanoczasek ZnO OVAL w 3 dniu inkubacji, po czym nastapil gwattowny spadek w 4 dniu
w stosunku do poziomu kontroli (Ryc. 12) dla dawki 10 pg/ml. Nizsze stezenie cynku przy
dawce 100 pg/ml w 3 dniu inkubacji moze by¢ spowodowane zwigkszong agregacja
nanoczastek, co wptywa na tempo ich penetracji do zarodka. Dla obu zastosowanych stezen

nanoczastek (10 1 100 pg/ml) poziomy cynku w zarodkach spadaja do wartosci kontrolnych
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w 4 dniu inkubacji i w kolejnych dniach. Zjawisko to mozna tlumaczy¢ aktywacja
mechanizmow usuwania nanoczastek w rozwijajagcym si¢ organizmie zarodka, co
zaskakujace, pokrywa si¢ on z poczatkiem formowania si¢ nerek oraz ich rozwojem
funkcjonalnym w zarodkach kurczat. Warto przy tym zauwazy¢, ze wczes$niejsze badania
na modelach ssaczych wykazaty dominujaca rolg watroby i1 z6tci w recyrkulacji 1 usuwaniu
nanoczastek z organizmu (Kielbik i in., 2017a). Moze to sugerowac, ze u ptakow eliminacja
nanoczgstek zachodzi gldwnie przez nerki albo ze jest to mechanizm specyficzny dla
stadium zarodkowego. Bez wzgledu na to, jest to nowe spostrzezenie, ktore wymaga
dalszych badan. Obserwacje te potwierdzaja zdjecia z mikroskopii konfokalnej, na ktoérych
niebieska fluorescencja zwigzana z nanoczastkami ZnO OVAL z czasem stabnie, cho¢
wysokie ich stezenie utrzymuje si¢ w nerkach (Ryc. 19). Ponadto obrazowanie konfokalne
(Ryc. 19 1 20) wykazalo roznice w przepuszczalnosci nanoczastek do tkanek
embrionalnych przy ich réznych st¢zeniach. Nizsze stezenie ZnO OVAL (10 pg/ml)
szybciej penetrowato tkanki embrionalne, co najprawdopodobniej wigze si¢ z ich mniejsza
agregacja niz przy stezeniu 100 pg/ml. Zbyt duze agregaty uniemozliwiaty nanoczastkom
przekroczenie bton komorkowych oraz barier tkankowych (nieréwnomierny rozktad
nanoczastek przy 100 pg/ml i duze stezenie nanoczastek w tkankach otaczajacych naczynie
krwiono$ne — Ryc. 19, V). Wplyw stezenia na agregacj¢ nanoczastek obserwowano

rowniez w innych badaniach (Singh 1 in., 2019).

Porownujac wyniki ptomieniowej spektroskopii absorpcji atomowej (AAS) dla
ZnO OVAL 1 ZnO LONG, mozna zauwazy¢ przesunigcie we wzroscie stezenia cynku w
zarodkach oraz pdzniejszym spadku poziomu Zn odpowiednio, 4 1 6 dzien inkubacji dla
ZnO LONG. Moze to wskazywac, ze nanoczastki o wydluzonym ksztalcie majg mniejsza
zdolno$¢ migracji w obrebie jaja — zardowno do embrionu, jak 1 wyj$cia z niego. Ponadto
relatywnie nizsza warto$¢ potencjatu zeta moze wplywac na dyspersje tych nanoczastek w
przewaznie negatywnie natadowanym s$rodowisku jaja. Znaczenie ksztattu i struktury
nanoczastek ZnO dla ich wtasciwosci biologicznych ilustruje test zywotnosci komorek, w
ktorym ZnO LONG wykazat wicksza toksycznos¢ wobec pierwotnych fibroblastow
embrionalnych kurczaka (CEF) — obserwowano warto$¢ CD50 roéwna 0,001 mg/ml, wobec
0,01 mg/ml w przypadku ZnO OVAL. Jednakze wyniki te nie zostaly potwierdzone w
eksperymentach in ovo, gdzie nie stwierdzono wplywu nanoczgstek na przezywalno$¢

zarodkow, co prawdopodobnie wynika z ich niZszej penetracji do zarodka i dodatkowo
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wskazuje na rozne, zalezne od ksztatltu zachowanie nanomaterialbw w materiatach

biologicznych i tkankach.

Wyniki pomiardéw stezenia cynku w biatku jaja nie wykazaty odchylen wzgledem
kontroli ani istotnych réznic statystycznych, a zmierzone stezenia cynku nie przekroczyty
5 mg/kg. W poréwnaniu ze $rednig zawarto$cig cynku w biatku jaja kurzyego (~5 mg/kg),
zastosowane dawki nanoczastek nie zmienily ogélnego zasobu tego pierwiastka ani nie
powinny znaczgco wptynaé na jego przemiany. W zwigzku z tym nie oczekiwano ani nie
wykazano zalezno$ci migdzy spadkiem poziomu cynku w zarodkach a wynikami
uzyskanymi dla biatka jaja. Nalezy podkresli¢, ze analiza AAS dostarcza informacji
wylacznie o stezeniu cynku w badanej objetosci/masie, a nie o jego postaci chemiczne;.
Oznacza to, ze wyniki obejmuja cynk zardowno w postaci nanoczastek, jak i jondw. Jednak
jak  wykazaly zdjecia z mikroskopu konfokalnego, obecnos¢ fluorescencji
charakterystycznej dla nanoczastek wyraznie wskazuje na obecno$¢ nanoczastek ZnO
OVAL w wickszosci tkanek embrionalnych (Ryc. 19 1 20). W badaniu na myszach, ktérym
podano nanoczastki ZnO domieszkowane europem (Eu), organizm szybko regulowat
poziom cynku przez usuwanie nadmiaru, ale jednoczesnie w probkach histologicznych
nadal widoczna byta fluorescencja zwigzana z nanoczastkami (Kielbik i in., 2017a).
Poréwnanie wynikéw AAS z mikrofotografiami konfokalnymi wskazuje wigc, ze tkanki
juz na etapie rozwoju zarodkowego sa w stanie regulowac zawarto$¢ cynku niezaleznie od

jego formy (poréwnaj Ryc. 12, 19 1 20).

Jednym ze skutkéw zwiekszonej zawartos$ci cynku w tkankach jest wzrost poziomu
ROS. Powstajagca wowczas peroksydacja lipidow oraz gromadzenie si¢ bialek
karbonylowanych wraz ze zmianami aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) moga
wskazywa¢ na stres oksydacyjny i stanowi¢ pierwszy sygnal reakcji organizmu na
nanoczgstki tlenkow metali. Zaskakujaco, w naszym badaniu jedynie wzrost poziomu
biatek karbonylowanych pokrywat si¢ z podwyzszonym stezeniem cynku w zarodku kury
(Ryc. 14). Ogoélnie rzecz biorac, zarowno peroksydacja lipidow (uwidoczniona przez
rosngce poziomy MDA — Ryc. 15), jak i poziomy biatek karbonylowanych (Ryc. 14)
stopniowo wzrastaty od 7 do 10 dnia, co wspiera hipoteze¢, ze podobnie jak w modelu
mysim, same poziomy cynku moga nie odzwierciedla¢ rzeczywistej akumulacji

nanoczastek ZnO w tkankach.
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Aktywno$¢ SOD jest jednym z markerdw stresu oksydacyjnego, poniewaz enzymy
z tej rodziny przeksztalcajg anion rodnika ponadtlenkowego w nadtlenek wodoru (Surai i
in., 2019). Porownanie aktywnosci SOD (Ryc.13) z wynikami AAS dla obu rodzajow
nanoczastek ZnO wykazuje, ze istotny wzrost aktywnosci SOD pokrywa si¢ ze spadkiem
poziomu cynku do wartosci kontrolnych. Sugeruje to, ze samo przemieszczanie si¢
nanoczastek oraz zwigzane z nim zapotrzebowanie energetyczne i transdukcja sygnatlu
(potwierdzone wynikami mikromacierzy) moga wywotywaé wigkszy stres oksydacyjny niz
sama obecno$¢ nanoczastek ZnO w tkankach zarodka. Wczesny epizod stresu
oksydacyjnego zwigzany z wigksza dynamikg ruchu ZnO LONG i zawartoscig biatek
karbonylowanych wydaje si¢ by¢ rownowazony silng odpowiedzia antyoksydacyjna, co
obrazuje wyrazny wzrost aktywnosci SOD w 5 dniu inkubacji (Ryc. 13). Juz do 6 dnia
zarowno aktywno$¢ SOD, jak i poziom bialek karbonylowanych wracaja do wartos$ci
kontrolnych, co sugeruje skuteczng aktywacj¢ mechanizméw kompensacyjnych i

wyréwnanie zaburzen oksydacyjnych.

Gen COL6A2, wybrany do dalszej analizy, koduje tancuch a2(VI) kolagenu VI
(COL6), ktory stanowi istotny sktadnik strukturalny macierzy pozakomorkowej 1 jest silnie
eksprymowany w mozgu (Gregorio i in., 2018). Wykazano, ze COL6 odgrywa wazng rolg
w osrodkowym uktadzie nerwowym — jego niedobor prowadzi do zaburzonej regulacji
autofagii, zwiekszonej podatnosci na stres oksydacyjny oraz spontanicznej apoptozy
neurondw (Cescon i in., 2016). W 5 dniu po podaniu nanoczastek ZnO LONG
zaobserwowano statystycznie istotny spadek ekspresji genu COL6A42 w pordwnaniu do
kontroli (Ryc. 18), co moze wskazywa¢ na wczesne zaburzenie integralno$ci macierzy
pozakomorkowej zwigzanego ze stresem oksydacyjnym. Jednocze$nie od 6 dnia po
podaniu zaobserwowano tendencj¢ wzrostu poziomu MDA (Ryec. 15) oraz odpowiadajaca
temu tendencj¢ zwigkszonej akumulacji biatek karbonylowanych (Ryc. 14), co moze

sugerowac postepujaca akumulacje uszkodzen peroksydacyjnych.

Gen SDHA koduje gtowng podjednostke katalityczng enzymu dehydrogenazy
bursztynianowej (Bardella, Pollard, Tomlinson, 2011). Chociaz obnizenie ekspresji genu
SDHA obserwowane w 4 dniu inkubacji nie bylo statystycznie istotne, odzwierciedlato
subtelng, acz konsekwentng tendencje (Ryc. 18), potencjalnie wskazujacg na wczesne
zaburzenie funkcji mitochondridow 1 wzrost produkcji ROS (Hadrava Vanova i in., 2020).
Inne badania wykazaly korelacje migedzy obnizeniem ekspresji jednej z podjednostek SDH

a wzrostem aktywnos$ci SOD (Yao i in., 2018). W naszym badaniu zmniejszenie ekspresji
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genu SDHA zbiega si¢ w czasie z wyraznym wzrostem aktywnosci SOD w 5 dniu (Ryc.
13), zwilaszcza w zarodkach traktowanych ZnO OVAL. Oba testowane stezenia
nanoczastek wywolaly poréwnywalny wzrost aktywnosci SOD, co sugeruje, ze nawet
niskie stezenia nanoczastek ZnO moga uruchamia¢ mechanizmy obronne antyoksydacyjne.
Czas wystgpienia tej reakcji antyoksydacyjnej moze odzwierciedla¢ wczesng odpowiedz
komorek na podwyzszony poziom ROS (Guo i in., 2013), prawdopodobnie wywotany

ekspozycja na nanoczastki podczas wrazliwych faz rozwoju embrionalnego.

Gen PSMB?7 koduje B-podjednostke 7 rdzenia proteasomu 20S, odpowiedzialng za
aktywno$¢  proteolityczng podczas degradacji  uszkodzonych, nieprawidtowo
pofatdowanych Iub niefunkcjonalnych bialek. Utrzymanie homeostazy biatkowej,
zwlaszcza w reakcji na uszkodzenia oksydacyjne, w duzej mierze zalezy od ukladu
proteasomowego, ktory odgrywa kluczowa role w rozpoznawaniu i eliminacji biatek
dysfunkcyjnych (Basler i Groettrup, 2021). W obecnym badaniu zaobserwowano tendencj¢
wzrostu ekspresji genu PSMB7 w 4 dniu po podaniu zaréwno nanoczastek ZnO OVAL, jak
i ZnO LONG (Ryc. 18). Cho¢ ta tendencja nie byla statystycznie istotna, moze
odzwierciedla¢ wczesng odpowiedZ proteasomalng na wzrost poziomu uszkodzonych
biatek, co sugeruje akumulacja biatek karbonylowanych, zwtlaszcza w zarodkach
eksponowanych na ZnO OVAL (Ryc. 14). Zwigzany ze stresem oksydacyjnym wzrost
karbonylacji bialek wskazuje na trwajace uszkodzenia peroksydacyjne, ktore moga
wymagac¢ zwigkszonej aktywnosci proteolitycznej z udzialem S$ciezki ubikwityna—

proteasom.

Peroksydacja lipidow jest markerem stresu oksydacyjnego, ktéry moze znaczaco
wplywac na rozwijajacy si¢ zarodek (Schaur i in., 2015). W badaniach zaobserwowano, ze
wzrost poziomu MDA, jest bardziej charakterystyczny dla ekspozycji na ZnO OVAL niz
na ZnO LONG (Ryc. 15). Moze to sugerowac, zwtaszcza w powigzaniu z wynikami z AAS
1 analizy mikromacierzy, ze transport nanoczastek ZnO przez btony komorkowe przyczynia

si¢ bezposrednio lub posrednio do nasilonej peroksydacji lipidow.

Réznice w markerach stresu oksydacyjnego obserwowane pomigdzy ZnO OVAL a
ZnO LONG (Ryec. 13-15) oraz roznice w ich wplywie na ekspresje genow (Ryc. 17-18)
wskazuja na silny zwigzek miedzy ksztaltem nanoczastek a ich oddzialywaniem na
organizm — aspekt ten bywa czesto pomijany w badaniach. Udowodnili§my, ze ksztalt

nanoczgstek ZnO ma znacznie wigkszy wplyw na czas pojawienia si¢ 1 dynamike
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uszkodzen oksydacyjnych w rozwijajagcym si¢ zarodku niz dziesigciokrotne zwigkszenie
ich st¢zenia. Co wigcej, wraz ze wzrostem st¢zenia nanoczgstek zwigksza si¢ ich agregacja,
co potwierdzaja rozbieznosci migdzy rozmiarami uzyskanymi metodami SEM, pomiarem
srednicy hydrodynamicznej (Ryc.7 i Tab. 1). Wyrazna r6znica w przepuszczalnosci tkanek
przy roznych stezeniach nanoczastek ZnO OVAL zostala zobrazowana na
mikrofotografiach konfokalnych (Ryc. 19-20). Przy wyzszej dawce nanoczastki moga
fatwiej tworzy¢ wicksze agregaty, co utrudnia ich penetracje¢ do tkanek i komorek.
Dodatkowo metoda AAS moze fatszywie zawyza¢ zmierzone st¢zenia cynku (nanoczastek)
w tkankach przy wysokich stezeniach nanoczastek, poniewaz nie rozr6znia nanoczgstek
znajdujacych si¢ wewnatrz komorek od tych w krazeniu lub luZzno zwigzanych z

erytrocytami.

Ogodlne zmiany na poziomie genomowym ujawnione w wynikach badania
mikromacierzy byl oszatamiajacy. Zmiany ekspresji 1487 zidentyfikowanych genow (w
tym 1108 przypisanych do okreslonych $ciezek biologicznych) dla ZnO OVAL oraz 548
genow (w tym 358 przypisanych do $ciezek) dla ZnO LONG wskazuja nie tylko na silng
zalezno$¢ od ksztaltu zastosowanych nanoczastek, ale przede wszystkim na istotny wptyw
ekspozycji na nanoczastki ZnO na rozwijajacy si¢ zarodek. Byto to zaskakujace, poniewaz
wstepne badania na hodowli komorek Caco-2, odzwierciedlajacej funkcjonalny nabtonek
jelitowy, nie wykazaly zadnych zmian w ekspresji genow po ekspozycji na nanoczastki
tlenkow (dane niepublikowane, zgtoszenie patentowe w toku). Badania nad konkretnymi
szlakami zmieniajagcymi si¢ po podaniu nanoczastek trwaja obecnie, jednymi ze szlakow
potencjalnie interesujacych, a zmieniajagcych si¢ pod wplywem ZnO OVAL s3g szlaki
kinazy tyrozynowej 1 szlaki transblonowego transportu zelaza. W jednym z badan na
modelu Danio rerio, w ktdrym poroéwnano zmiany w ekspresji gendw po podaniu
nanoczgstek ZnO oraz jondéw Zn>" w postaci ZnSQOs, stwierdzono wickszy zakres zmian
dla ZnSO4 niz dla nanoczastek (Kim 1 in., 2017). Uzyskane wyniki sugeruja, ze ksztatt
nanoczastek wywiera wiekszy wplyw niz same jony Zn**, co podkresla koniecznoéé
dalszych badan nad embriotoksycznoscig nanoczastek oraz ich bezpieczenstwem. Co warto
podkresli¢, dla obu stezen i ksztalttow nanoczastek, nie zaobserwowano znaczacego ich
wptywu na przezywalnos$¢ zarodkdéw, ani zmian w obrazowaniu histopatologicznym (Ryc.
511 52). Moze to sugerowac, ze obserwowane zmiany na poziomie genetycznym, jak i

pdzniejsza odpowiedz na stres oksydacyjny, jest w petni kompensowalna przez zarodek.
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Na podstawie wynikOw z oznaczen immunohistochemicznych mozliwe jest
zaobserwowanie, ze nanoczgstki ZnO LONG po porownaniu do CTRL wykazuja podobny
schemat zmian w zawarto$ci biatek Bax, Bcl2 oraz aktywnej kaspazy-3. Ciekawe jest
rowniez, ze ekspozycja na ZnO OVAL powoduje wyrazne zmiany w profilu biatek
regulujacych apoptoze — obserwowano spadek poziomu proapoptotycznego biatka Bax , i
aktywnej kaspazy-3 (jednej z gtownych kaspaz wykonawczych apoptozy (Silvaiin., 2022),
Ryc. 21 1 23), a obserwowano wzrost intensywnosci fluorescencji zwigzanej z jednym z
podstawowych biatek antyapoptotycznych — Bcl2 (Ryc. 22). Podczas poréwnania tych
wynikow ze spadkiem poziomu interleukiny-2 (IL-2, Ryc. 23) dla ZnO OVAL, jednej z
cytokin zaangazowanych w regulacj¢ szlakow receptorowych apoptozy (AICD — z ang.
activation-induced cell death) zwigzanych z Fas, Fas-L i kaspaz3-8, wydaje si¢, ze
obecno$¢ nanoczastek ZnO OVAL sprzyja¢ moze wywiera¢ dziatanie antyapoptotyczne w
tkankach. Nie zaobserwowano tez korelacji pomiedzy stezeniem IL-2 i biatkiem Bcl2 w
tkankach w dniu 5 dla ZnO OVAL i dniu 7 dla ZnO LONG, wskazywang przez poprzednie
badania in-vitro (Akbari in., 1996). Sugeruje to, ze zmiany poziomu Bcl2 w tkankach moga
by¢ zwigzane z innymi szlakami programowanej $mierci komorki (np. szlakiem
mitochondrialnym) (Hoetelmans i1 in., 2000). O ile wyniki mikroskopowe i Elisa sg
interesujace i dostarczaja potencjalnie ciekawych danych lokalizacyjnych wymagac¢ beda
jeszcze potwierdzenia innymi metodami, np. Western Blot. Wyniki z oceny
histopatologicznej nie wykazaty zmian w zarodkach traktowanych nanoczgstkami ZnO w

porownaniu do CTRL (Ryc. 51 1 52).

4.3. Wyniki dla nanoczastek ZrO:

4.3.1. Charakterystyka morfologiczna nanoczastek ZrO: metoda skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM)

Nanoczastki ZrO. (Ryc. 24) tworza skupiska ziaren o sferycznym ksztatcie (o
srednim rozmiarze 52 nm). Widoczne sg zwarte skupienia czastek tworzace agregraty.
Mimo tego pozostaja one wzglednie jednorodne pod wzgledem ksztattu i rozmiaru, co

zostato przedstawione na histogramie z rozktadem wielko$ci tych nanoczastek (Ryc. 25).
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Ryec. 24. Mikrofotografie SEM przedstawiajaca nanoczastki ZrO».
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Ryc. 25. Histogram rozktadu wielkosci z dopasowanymi krzywymi rozkladu log-
normalnego dla wymiarow nanoczastek ZrO; na podstawie analizy obrazow SEM.
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4.3.2. Wyniki pomiaru potencjalu zeta
Potencjat zeta nanoczastek ZrO> wynosit okoto -27 mV, (Ryc.26), co §wiadczy o

ich wzglednie dobrej stabilnosci w roztworze.
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Ryec. 26. Rozktad potencjatu zeta nanoczastek ZrO,.

W tabeli 3 przedstawiono $redni rozmiar hydrodynamiczny nanoczastek ZrO,. Byt
on wyzszy niz bezwzgledne pomiary $rednicy nanoczastek, w zwiazku z ich tendencja do

tworzenia agregatow.

Tabela 3. Sredni rozmiar hydrodynamiczny wraz z odchyleniem standardowym oraz
indeks polidyspersyjnosci (PDI) nanoczastek ZrO> zmierzony w 25 °C.

Nanoczastka Sredni rozmiar (nm) + SD PDI

V410)) 471+5 0,2

Podobnie jak dla nanoczastek ZnO OVAL nanoczastki ZrO, domieszkowane byty
metalami ziem rzadkich w celu zwigkszenia ich wilasciwosci luminescencyjnych.

Zastosowano w tym przypadku 0,5% dodatek jondw Tb stabilizowane 3% dodatkiem Y.
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Obrazowanie mikroskopowe (Ryc. 27.) pokazato, ze nanoczastki ZrO> domieszkowane Tb
maja podstawowy zakres §wiecenia w zakresie 505-525 nm przy wzbudzeniu 488 nm, co
jest charakterystycznym pasmem $wiecenia dla terbu. Ponadto, duze agregaty nanoczastek
wykazywaty §wiecenie w pasmie 430-450 nm przy wzbudzeniu 405 nm, co jest zwigzane

najprawdopodobniej z przejsciowymi stanami powierzchniowymi.

Ryec. 27. Obrazy mikroskopii konfokalnej nanoczastek ZrO» zdyspergowanych w wodzie,
przedstawiajace emisj¢ fluorescencji przy 430—450 nm (wzbudzenie 405 nm), 505525 nm
(wzbudzenie 488 nm) oraz 560 IF (wzbudzenie 543 nm). Powigkszenie obiektywu 40X,
zoom cyfrowy 5x. Skala 5 pm.

4.3.3. Oznaczanie zywotnosci komorek

Test zywotnosci komoérek wykazal, Zze po inkubacji z nanoczastkami ZrO»
zywotno$¢ CEF obnizyta si¢ do 50% przy stezeniu 0,001 mg/ml (Ryc. 28), natomiast juz
przy stezeniu 0,01 mg/ml zywotno$¢ CEF spadata do 10%.
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Ryec. 28. Zywotnosé¢ pierwotnych fibroblastow zarodkéw kurzych (CEFs) wyrazona jako
% zywych komorek 24 h po podaniu nanoczastek ZrO; w r6znych stezeniach. W przypadku
grupy kontrolnej (CTRL) do pozywki hodowlanej dodano odpowiednig objetos¢ PBS.

4.3.4. Aktywnos¢ SOD po podaniu nanoczastek ZrQO:

Aktywnos¢ SOD (Ryc. 29) byla istotnie wyzsza w dniu 4 (p<0,001) i 5 (p<0,05)
stosunku do CTRL jedynie przy zastosowaniu stg¢zenia 100 pg/ml nanoczastek ZrO».
Natomiast od 6 do 9 dnia zastosowanie zardwno nizszego (10 pg/ml), jak 1 wyzszego (100
pg/ml) stezenia skutkowato wysoce istotnie zwigkszong aktywnoscig SOD w poréwnaniu
z CTRL. W 6, 7 1 8 dniu aktywno$¢ enzymu byta wyzsza po podaniu dawki 10 pg/ml w
stosunku do zastosowaniu dawki 100 pg/ml. Odwrotna zalezno$¢ wystapita w 9 dniu, kiedy
to wigcksze wartosci, Swiadczace o aktywnos$ci enzymatycznej uzyskano dla dawki 100
pg/ml. W 10 dniu wysoce istotny wzrost aktywnosci SOD wzgledem CTRL stwierdzono

wylacznie w probach traktowanych nanoczgstkami ZrO:> w dawce 10 pug/ml.
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Ryec. 29. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w zarodkach kurzych od 4 do 10
dnia inkubacji po podaniu pojedynczej dawki 10 pg/ml (ZrOz 10) lub 100 pg/ml (ZrO>
100) nanoczastek ZrO>. 1U — ilo$¢ ekstraktu enzymatycznego powodujaca 50% inhibicje
tworzenia formazanu. Gwiazdki oznaczajg istotne réznice wzgledem grupy CTRL danego
dnia; * p<0,05; *** p<0,001.

4.3.5. Zawartos¢ bialek karbonylowanych po podaniu nanoczastek ZrO:

Wysoce istotne zmiany (p<0,001) w zawarto$ci bialek karbonylowanych po podaniu
nanoczastek ZrO> obserwowano w zarodkach od 4 do 10 dnia inkubacji (Ryc. 30). W 4
dniu po zastosowaniu nanoczastek w nizszym stgzeniu (10 pg/ml) odnotowano istotny
wzrost zawartosci bialek karbonylowanych. Wyzsze stezenie nanoczastek ZrO> (100
png/ml) prowadzito w tym dniu do istotnego obnizenia poziomu biatek karbonylowanych.
W pozostalych dniach poziom biatek karbonylowanych wzrastat istotnie dla obu dawek
nanoczastek, z wyjatkiem dni 6 1 10 dla dawki 100 pg/ml, gdzie zaobserwowany wzrost
stezenia nie byl istotny statystycznie i1 dnia 9, gdy nieistotnie statystyczny wzrost

obserwowano dla stezenia 10 pg/ml.
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Ryec. 30. Zawartos¢ bialek karbonylowanych (CP) w zarodkach kurzych od 4 do 10 dnia
inkubacji po podaniu pojedynczej dawki 10 pg/ml (ZrO2 10) lub 100 pg/ml (ZrO2 100)
nanoczgstek ZrO>. Gwiazdki oznaczaja istotne réznice wzgledem grupy CTRL danego
dnia; *** p<0,001.

4.3.6. Zawartos¢ MDA po podaniu nanoczgstek ZrQO:

Najwicksze wysoce istotne statystycznie zmiany zawarto§ci MDA obserwowano na
poczatku rozwoju zarodkow (Ryc.31). Dnia 4 1 5, byly one obserwowane niezaleznie od
zastosowanego stgzenia nanoczastek. Wyzszg zawartos¢ MDA w stosunku do zarodkow
kontrolnych odnotowano dnia 7 tylko po zastosowaniu stezenia 10 pg/ml nanoczastek
ZrO>. W pozostatych punktach czasowych (dzien 5, 8, 9 1 10) stezenie MDA byto podobne
do oznaczonego w probach kontrolnych, a dnia 8 i 9 najnizsze z obserwowanych w

badanych prébach.
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Ryec. 31. Zawarto$¢ dialdehydu malonowego (MDA) w zarodkach kurzych od 4 do 10 dnia
inkubacji po podaniu pojedynczej dawki 10 pg/ml (ZrOz 10) lub 100 pg/ml (ZrO2 100)
nanoczgstek ZrO>. Gwiazdki oznaczaja istotne réznice wzgledem grupy CTRL danego
dnia; *** p<0,001.

4.3.7. Mikroskopia konfokalna

Na zdjeciach z mikroskopii konfokalnej (Ryc. 32) mozemy zaobserwowaé zmiany
w dystrybucji nanoczastek ZrO> zalezne od dawki oraz od dnia inkubacji. W przypadku
dawki 10 pg/ml widoczna jest obecnos¢ nanoczastek juz 5 dnia inkubacji. Podczas gdy dla
dawki 100 pg/ml obecno$¢ nanoczastek widoczna jest od dnia 7. W przeciwienstwie do
nanoczastek ZnO OV AL widoczne sg tez réznice w lokalnej dystrybucji nanoczastek ZrO,.
Dla preparatow z dnia 7 dla dawki 100 widoczne jest wysokie nagromadzenie nanoczastek

w nerkach.
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Ryec. 32. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu nanoczastek ZrO> w stezeniach 10 ug/mli1 100 pg/mlw 5,71 10
dniu inkubacji. Powigkszenie obiektywu 20%. Niebieska fluorescencja odpowiada jadrom komérkowym wybarwionym Hoechest 33342, natomiast
zielona fluorescencja wskazuje obecno$¢ nanoczastek ZrO,. Skala 100 pm.



Po zastosowaniu znakowania immunohistochemicznego dla biatek Bax, Bcl2 oraz
aktywnej kaspazy-3 (CPP32) mozliwa byta obserwacja zwigkszonej zawartosci biatka Bax
w dniu 7 1 10 po podaniu nanoczgstek ZrO», natomiast w dniu 5 byta ona zblizona do CTRL
(Ryc. 33). Wyniki dla zawartosci Bel2 (Ryc. 34) nie odbiegaty od kontroli. Z kolei poziom
aktywnej kaspazy-3 we wszystkich dniach byt poréwnywalny, lub nieznacznie nizszy niz

w CTRL (Ryc. 35).

BAX

-

Ryc. 33. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczastek ZrO» w stezeniach 10 pg/ml i 100 pg/ml w 5, 7 1 10 dniu inkubacji.
Powigkszenie obiektywu 20x. Dla zdje¢, gdzie z CTRL: jadra komorkowe wykazuja
czerwong fluorescencje. Natomiast biatko Bax zielong. W przypadku zdj¢¢ po podaniu
ZrO; - niebieska fluorescencja odpowiada jadrom komérkowym wybarwionym Hoechest
33342, czerwona fluorescencja zwigzana jest z obecnos$cia biatka Bax, natomiast zielona
fluorescencja wskazuje obecno$¢ nanoczgstek ZrO». NPs — nanoczastki, Prot. — biatko ktore
zostalo wyznakowane, NUC. — jadra komorkowe. Skala 100 pm.
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Ryc. 34. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczastek ZrO> w stezeniach 10 pg/ml i 100 pg/ml w 5, 7 1 10 dniu inkubacji.
Powigkszenie obiektywu 20x. Dla zdje¢, gdzie z CTRL: jadra komorkowe wykazuja
czerwong fluorescencje. Natomiast biatko Bcl2 zielong. W przypadku zdje¢ po podaniu
ZrO; - niebieska fluorescencja odpowiada jadrom komoérkowym wybarwionym Hoechest
33342, czerwona fluorescencja zwigzana jest z obecnos$cia biatka Bax, natomiast zielona
fluorescencja wskazuje obecnos$¢ nanoczastek ZrO». NPs —nanoczastki, Prot. — biatko ktore
zostalo wyznakowane, NUC. — jadra komorkowe. Skala 100 pm.
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Ryec. 35. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczastek ZrO» w stezeniach 10 pg/ml 1 100 pg/ml w 5, 7 1 10 dniu inkubacji.
Powigkszenie obiektywu 20x. Dla zdj¢¢, gdzie z CTRL: jadra komoérkowe wykazuja
czerwong fluorescencje. Natomiast biatko CPP32 zielong. W przypadku zdje¢ po podaniu
ZrO; - niebieska fluorescencja odpowiada jadrom komérkowym wybarwionym Hoechest
33342, czerwona fluorescencja zwigzana jest z obecnoscig biatka CPP32, natomiast zielona
fluorescencja wskazuje obecno$¢ nanoczastek ZrO». NPs — nanoczastki, Prot. — biatko ktore
zostalo wyznakowane, NUC. — jadra komorkowe. Skala 100 pm.

4.4. Wyniki dla nanoczastek Y203

4.4.1. Charakterystyka morfologiczna nanoczastek Y203 metoda skaningowej

mikroskopii elektronowej (SEM)

Nanoczastki Y203 wykorzystane do badan wykazujg morfologie wydluzonych i
smuktych igiel o stosunkowo ostrych koncach (Ryc. 36). By wzmocni¢ efekt ich
fluorescencji zostaty one domieszkowane jonami Eu oraz poddane procesowi kalcynacji w
celu rekrystalizacji domen luminescencyjnych (Kaszewski i in., 2016). Niestety efektem
ubocznym kalcynacji byto skrocenie dlugosci nanoczastek, co wida¢ po porownaniu zdjeé

przed kalcynacja oraz po (Ryc. 36. poréwnaj A i B).
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Ryec. 36. Mikrofotografie SEM nanoczastek Y>03 niekalcynowane (A), po kalcynacji (B).

Sredni rozmiar nanoczastek Y203 do badan biologicznych wyniost: dugosé 354

nm, szeroko$¢ 120 nm (Ryc. 37).
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Ryc. 37. Histogram rozktadu wielkosci z dopasowanymi krzywymi rozktadu log-
normalnego dla wymiardw nanoczastek Y>O3 na podstawie analizy obrazéw SEM.

4.4.2. Wyniki pomiaréw potencjalu zeta

Potencjat zeta nanoczastek dla Y203 wynosit okoto 25 mV (Ryc.38), taka warto$¢
$wiadczy o ich wzglednie dobrej stabilno$ci w roztworze. Ich dobra dyspersyjnos¢ jest

widoczna réwniez w wynikach $redniej $rednicy hydrodynamicznej (Tab. 4), ktéra nie
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rozni si¢ w znacznym stopniu od rozmiarow widocznych z pomiarow SEM (porownaj Ryc.

37.1 Tab. 4).

0000 v20. £=(25 1) mV i
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Ryec. 38. Rozklad potencjatlu zeta nanoczastek Y>0s.

Tabela 4. Sredni rozmiar hydrodynamiczny wraz z odchyleniem standardowym oraz
indeks polidyspersyjnosci (PDI) nanoczastek Y203 mierzony w 25 °C.

Nanoczastka Sredni rozmiar (nm) + SD PDI
Y203 363,5+2 0,6

Na skutek domieszkowania Eu (0,5 %mol) w strukturze krystalicznej nanoczastek
Y203 mozliwe jest obserwowanie dominujgcej czerwonej fluorescencji pochodzacej z
matrycy nanoczastek po wzbudzeniu laserem o dtugosci fali 543 nm (Ryc. 39). Dodatkowo
widoczna jest $ladowa fluorescencja zielona przy wzbudzeniem wigzka o dtugosci 488 nm.
Fluorescencja w zakresie zielonym dotyczy wylacznie duzych agregatow nanoczastek i nie

byta obserwowana w tkankach zarodka (Ryc. 45.).
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Ryec. 39. Obrazy mikroskopii konfokalnej nanoczastek Y>03 zdyspergowanych w wodzie,
przedstawiajace emisj¢ fluorescencji przy 430-450 nm (wzbudzenia 405 nm), 505-525 nm
(wzbudzenia 488 nm) oraz 560 IF (wzbudzenia 543 nm). Powigkszenie obiektywu 40x,
zoom cyfrowy 5x. Skala 10 pm.

4.4.3. Oznaczanie Zywotnos$ci komorek

Test zywotnosci komorek wykazal, ze po inkubacji z nanoczastkami Y03 w
najnizszym badanym stezeniu 0,0001 mg/ml zywotno$¢ CEF obnizyta si¢ do 10% (Ryec.
40). Zastosowanie wyzszego stezenia 0,001 mg/ml powodowal 100% $miertelnos¢ CEF.
Pomimo tak wysokiej cytotoksycznosci w komodrkach CEFs, nie obserwowano zmian w

zamieralno$ci zarodkow wzgledem kontroli.
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Ryc. 40. Zywotno$¢ pierwotnych fibroblastéw zarodkéw kurzych (CEFs) wyrazona jako
% zywych komorek 24 h po podaniu Y203 w roznych stgzeniach. W przypadku grupy
kontrolnej (CTRL) do pozywki hodowlanej dodano odpowiednia obj¢tosé PBS.

4.4.4. Aktywnos¢ SOD po podaniu nanoczastek Y203

Wysoce istotny wzrost aktywnosci SOD byl widoczny w zarodkach od 4-5 do 10 dnia
rozwoju. Niezaleznie od zastosowanej dawki nanoczastek Y»0;. Najwyzsza aktywno$¢
SOD byla odnotowana 10 dnia po traktowaniu nanoczastkami w stezeniu 10 pg/ml,
wynosita ona okoto 1,2 U/ug biatka 1 byto to 3 razy wigcej niz w probach kontrolnych (Ryc.
41). Dnia 6 1 10 wyzsza aktywnos¢ SOD byta obserwowana po zastosowaniu nizszego

stezenia nanoczgstek Y>3, natomiast odwrotna zalezno$¢ wystapita dnia 5, 71 9.
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Ryec. 41. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w zarodkach kurzych od 4 do 10
dnia inkubacji po podaniu pojedynczej dawki 10 pg/ml (Y203 10) lub 100 pg/ml (Y203
100) nanoczastek Y203. 1U — ilo$¢ ekstraktu enzymatycznego powodujaca 50% inhibicje
tworzenia formazanu. Gwiazdki oznaczajg istotne réznice wzgledem grupy CTRL danego
dnia; *** p<0,001.
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Ryec. 42. Zawartos¢ bialek karbonylowanych (CP) w zarodkach kurzych od 4 do 10 dnia
inkubacji po podaniu pojedynczej dawki 10 ug/ml (Y203 10) lub 100 ug/ml (Y203 100)
nanoczastek Y203. Gwiazdki oznaczajg istotne roéznice wzgledem grupy CTRL danego
dnia; *** p<0,001.
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4.4.5. Zawartos$¢ bialek karbonylowanych po podaniu nanoczgstek Y203

Zawarto$¢ bialek karbonylowanych wykazywata wysoce istotne zmiany we
wszystkich punktach czasowych wzgledem prob CTRL (Ryc.42). Nizsze stezenie
nanoczastek (10 pg/ml) silniej stymulowalo tworzenie biatek karbonylowanych w 5, 6, 7,
8 1 10 dniu rozwoju zarodka. Najwyzsza zawarto$¢ biatek karbonylowanych odnotowano

9 dnia po zastosowaniu wyzszego stezenia nanoczastek Y20s (100 pg/ml).

4.4.6. Zawartos¢ MDA po podaniu nanoczastek Y203

Zawartos¢ MDA w badanych zarodkach (Ryc. 43) byla wysoce istotnie wyzsza po
zastosowaniu wyzszej dawki nanoczastek Y203 w 4 1 8 dniu rozwoju. Najwyzsza warto$¢
odnotowano 4 dnia po zastosowaniu st¢zenia 100 pg/ml, osiggneta ona okoto 55 nmol/g
tkanki, co stanowito ponad dwukrotno§¢ wartosci CTRL. Nieistotne statystycznie
obnizenie zawarto$ci MDA wzgledem kontroli obserwowano w dniach od 5 do 7 oraz 10.
Wyjatkiem byl 6 1 10 dzien, kiedy zastosowanie nanoczastek Y-Os w dawce 10 pg/ml
powodowato istotny wzrost poziomu MDA. Dnia 6 i 9 stezenie MDA bylo wyzsze dla
dawki nanoczastek 10 pg/ml.
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Ryec. 43. Zawarto$¢ dialdehydu malonowego (MDA) w zarodkach kurzych od 4 do 10
dnia inkubacji po podaniu pojedynczej dawki 10 pg/ml (Y203 10) lub 100 pg/ml (Y203
100) nanoczastek Y»0s3. Gwiazdki oznaczajg istotne réznice wzgledem grupy CTRL
danego dnia; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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4.4.7. Poziom cytokin po podaniu nanoczastek ZrO: oraz Y203

Podanie nanoczastek ZrO; oraz Y203 prowadzito do zmian zawartosci tylko dwoch
cytokin: IL-2 oraz VEGF. Ste¢zenie IL-2 byto nieznacznie podwyzszone w stosunku do
CTRL niezaleznie od zastosowanej nanoczastki oraz czasu inkubacji zarodkéw (Ryc. 44).
Zawartos¢ VEGF w zarodkach po zastosowaniu nanoczastek ZrO; oraz Y203 byta na
podobnym poziomie. Wyzsze stezenie VEGF obserwowano dla zarodkow CTRL 5 dnia w

porownaniu do dnia 7 (Ryc. 44).
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Ryec. 44. Poréwnanie ilosci (pg/ml) IL-2 oraz VEGF w zarodkach z dnia 5 i 7 inkubacji po
podaniu nanoczastek ZrO; oraz Y203 w dawce 10 pug/ml.

4.4.8. Mikroskopia konfokalna

Na zdjeciach z mikroskopii konfokalnej mozemy zaobserwowaé zmiany w
dystrybucji nanoczastek Y>O3 zalezne od dawki oraz od dnia inkubacji. W dniu 5, po
zastosowaniu dawki 10 pg/ml widoczna jest mniejsza zawarto$¢ nanoczastek w tkankach
niz po ekspozycji na dawke 100 pg/ml. Jednakze, w dniu 7 tendencja ta wydaje si¢
odwrécona, choc jest to uzaleznione od obserwowanej lokalizacji. W dniu 10 nie widaé

wiekszych rdéznic w zawartosci nanoczastek w tkankach pomiedzy dawkami (Ryc. 45).
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Ryec. 45. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu nanoczastek Y>0Os3 w stezeniach 10 pg/mli 100 pg/mlw 5,71 10
dniu inkubacji. Powigkszenie obiektywu 20%. Niebieska fluorescencja odpowiada jadrom komérkowym wybarwionym Hoechest 33342, natomiast

czerwona fluorescencja wskazuje obecnos¢ nanoczastek Y»03. Skala 100 um. Skala 100 pm.



Zawartos¢ biatka Bax po ekspozycji na nanoczgstki Y203 (Ryc. 46) jest nizsza w 5
dniu od podania. Natomiast w dniu 7 i 10 jest wyzsza wzgledem CTRL. Dla zawartos$ci
biatka Bcl2 obserwujemy inng dynamike zmian: w dniu 5 oraz 7 jego ilo$¢ jest

porownywalna do CTRL, natomiast w dniu 10 jest go wiecej niz w CTRL (Ryc. 47).

BAX

Ryc. 46. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczastek Y203 w stezeniu 10 pg/ml w 5, 7 1 10 dniu inkubacji. Powigkszenie obiektywu
20x%. Dla zdj¢¢ CTRL: jadra komodrkowe wykazuja czerwong fluorescencje. Natomiast
bialko Bax zielong. W przypadku zdje¢ po podaniu Y203 - niebieska fluorescencja
odpowiada jadrom komoérkowym wybarwionym Hoechest 33342, zielona fluorescencja
zwigzana jest z obecnoscig bialka Bax, natomiast czerwona fluorescencja wskazuje
obecno$¢ nanoczastek Y20s3. NPs —nanoczastki, Prot. — biatko ktére zostato wyznakowane,

NUC. — jadra komoérkowe. Skala 100 pm.
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Ryc. 47. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczastek Y203 w stezeniu 10 pg/ml w 5, 7 1 10 dniu inkubacji. Powigkszenie obiektywu
20%. Dla zdje¢ CTRL: jadra komorkowe wykazuja czerwona fluorescencje. Natomiast
biatko Bcl2 zielong. W przypadku zdje¢ po podaniu Y20s; - niebieska fluorescencja
odpowiada jadrom komorkowym wybarwionym Hoechest 33342, zielona fluorescencja
zwigzana jest z obecno$cig bialka Bcl2, natomiast czerwona fluorescencja wskazuje
obecnos¢ nanoczastek Y203. NPs —nanoczgstki, Prot. — biatko ktore zostato wyznakowane,
NUC. — jadra komorkowe. Skala 100 pm.

Zawarto$¢ aktywnej kaspazy-3 (CPP32) w dniu 5 oraz 7 od ekspozycji na
nanoczastki Y203 byta nizsza niz w CTRL, natomiast w dniu 10 byta poréwnywalna do tej

obserwowanej w kontroli (Ryc. 48).
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Ryc. 48. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczastek Y203 w stezeniu 10 pg/ml w 5, 7 1 10 dniu inkubacji. Powigkszenie obiektywu
20x%. Dla zdje¢ CTRL: jadra komorkowe wykazuja czerwong fluorescencje. Natomiast
biatko aktywnej kaspazy-3 (CPP32) zielong. W przypadku zdje¢ po podaniu Y203 -
niebieska fluorescencja odpowiada jadrom komérkowym wybarwionym Hoechest 33342,
zielona fluorescencja zwigzana jest z obecnos$cig bialka aktywnej kaspazy-3 (CPP32),
natomiast czerwona fluorescencja wskazuje obecno$¢ nanoczastek Y20;. NPs —
nanoczgstki, Prot. — biatko ktore zostalo wyznakowane, NUC. — jadra komérkowe. Skala
100 pm.

4.5. Dyskusja wynikow dla niebiodegradowalnych nanoczastek ZrO: oraz Y203

Nanoczastki ZrO: oraz Y.Os sg to nanomaterialy nieulegajace biodegradacji,
ktore dodatkowo rdznig si¢ morfologia. Nanoczastki ZrO, majg ksztatt sferyczny,
natomiast Y203 majg ksztalt owalny, ktory jest porownywalny do nanoczastek ZnO OVAL.
Roéznice ksztaltéw moga powodowa¢ odmienne interakcje obu typoOw nanoczastek z
uktadami biologicznymi. Analiza cytotoksyczno$ci przeprowadzona na CEFs wykazata, ze
ekspozycja na nanoczastki ZrO: prowadzila do obnizenia zywotno$ci komorek do okoto
50% zywotnosci grupy CTRL juz przy stezeniu 0,001 mg/ml. W przypadku nanoczastek
Y205 obserwowano niemal catkowitg utrat¢ Zywotnosci komoérek juz przy najnizszym

badanym stezeniu, wynoszacym 0,0001 mg/ml. Wyniki te jednoznacznie wskazujg na
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istotnie wyzsza toksyczno$¢ nanoczgstek Y20s w poréwnaniu do ZrO.. Mozna
przypuszczaé, ze obserwowany efekt zwigzany jest z wigkszg cytotoksycznoscia
nanoczastek o wydtuzonej morfologii. Znajduje to potwierdzenie w literaturze, dotyczacej

wplywu ksztaltu nanoczastek na ich oddziatywania biologiczne (Andelman i in., 2009).

Zaréwno dla nanoczastek ZrO:, jak 1 Y20s, z powodu ograniczen dostepnej
aparatury, nie byto mozliwe przeprowadzenie analizy przy uzyciu AAS w celu oceny zmian
w dystrybucji tych nanoczastek w zarodku, konieczne bylo wigc ich domieszkowanie
metalami ziem rzadkich w celu wywotania ich luminescencji w klasycznych pasmach
wzbudzenia dla mikroskopii konfokalnej. Dzigki domieszkowaniu terbem (Tb i Y)
nanoczgstek ZrO> oraz domieszkowania europem (Eu) nanoczastek Y.Os mozliwe jest
potwierdzenie ich obecnosci w tkankach zarodkoéw. Dla nanoczastek ZrO, widoczna jest
wyrazna, zielona fluorescencja w tkankach zarodka (Ryc. 32), ktora §wiadczy o obecno$¢
tych nanoczastek w zarodku. Podobne obserwacje byly wykonane dla nanoczastek Y203,

gdzie widoczna jest czerwong fluorescencj¢ pochodzaca od Eu (Ryc. 45).

Poréwnujac dystrybucje obu tych nanoczastek w tkankach widoczne jest
ciekawa zaleznos$¢, wynikajaca zarowno z zastosowanej matrycy nanoczastek, jak rowniez
dawki. W przypadku 5 dnia widoczna jest wigksza zawartos¢ ZrO; w tkankach zarodka w
poréwnaniu do Y203 dla dawki 10 pg/ml, natomiast po podaniu nanoczastek Y203 trend
byt odwrotny 1 wigcej nanoczastek jest widocznych dla dawki 100 pg/ml. W 7 dniu
inkubacji zaobserwowano odwrocenie zaleznosci w stosunku do 5 dnia. Po podaniu
nanoczastek Y203 w dawce 10 pg/ml, widoczne bylo wigcej nanoczastek w zarodku.
Jednoczes$nie dla dawki 100 pg/ml zaobserwowano poréwnywalna ilo$¢ obu nanoczastek
w tkankach. Jednakze, nanoczastki ZrO,, podane w wyzszym stezeniu, tworza wigksze
skupiska w badanych tkankach. Obserwowana r6éznica mi¢dzy 5 a 7 dniem moze wynikaé
w pierwsze] kolejnosci z roznicy w ksztalcie, mate sferyczne nanoczastki ZrO» szybciej
ulegaja dystrybucji w tkankach. Kolejny czynnik, to tendencja do tworzenia agregatow,
ktora byta widoczna juz w zdjeciach SEM dla ZrO> oraz w $rednicy hydrodynamicznej
(Ryc. 24 1 Tab. 3). Powstajace agregaty nanoczastek ZrOz, w poréwnaniu do nanoczastek
Y203, ulegaja wolniejszej dystrybucji w tkankach, pomimo tego, ze sg one utworzone z
mniejszych nanoczastek. Tendencja do tworzenia skupisk przez ZrO; mozliwe, ze wptywa
tez na nizsza cytotoksyczno$¢ obserwowang w komorkach CEFs (Ryc. 28, poréwnaj z Ryc.

40). Podobnie, wydtuzony ksztalt nanoczastek Y203, moze wptywaé na ich wolniejsza
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biodystrybucje do tkanek zarodka i przez to ogranicza¢ negatywny wptyw nanoczastek na

rozwijajacy si¢ organizm.

Po podaniu nanoczastek ZrO; i Y203 widoczne byly istotne statystycznie zmiany
zwigzane ze stresem oksydacyjnym: w aktywnosci SOD, zawartosci biatek
karbonylowanych i aktywnosci MDA, praktycznie we wszystkich dniach i dawkach
(Ryciny 29 do 31 1 41 do 43). Dla ZrO, zmiany aktywno$ci SOD istotnie rosng od dnia 5
do konca doswiadczenia. Dnia 6 i 10 odnotowano istotnie wyzszy wynik wylacznie po
zastosowaniu nanoczastek w nizszej dawce (10 pug/ml). Wskazuje to na wzmozong
produkcj¢ ROS w tkankach zarodka, ktdra jest uzalezniona od czasu ekspozycji na
nanoczastki. Jezeli zestawimy te dynamik¢ zmian z pozostatymi markerami stresu
oksydacyjnego, mozliwe jest zaobserwowanie, ze poziom biatek karbonylowanych (Ryec.
30) pokrywa si¢ z wynikami dla aktywnosci SOD w dniach 7, 8 oraz 9 (Ryc. 29). Co
interesujace, jedyny wynik, ktéry byt istotnie nizszy, miat miejsce dnia 4 po podaniu
nanoczastek ZrO; w stezeniu 100 pg/ml. Jest to zmiana, ktéra prawdopodobnie wynika z
utrudnionej penetracji do tkanek zagregowanych nanoczastek. Jednoczesnie, w 4 dniu
widoczny byt wysoki poziom peroksydacji lipidow (Ryc. 31), co moze $wiadczy¢ o
intensyfikacji procesow transportu komorkowego. Poziom MDA nastgpnie wykazuje
obnizajacy si¢ trend az do dnia 8. W 7 dniu obserwowany jest wyzszy poziom MDA
wywotany przez dawke 10 pg/ml, podczas gdy wyzsza dawka osiagneta poziom CTRL. W
zestawieniu z danymi z dystrybucji nanoczgstek ZrO, w tkankach, widoczne byto
nagromadzenie nanoczastek w strukturach przypominajacych nerke. Moze to ttumaczy¢
nizszy poziom MDA w tkankach ogolnie, spowodowany potencjalnym usuwaniem
nanoczastek z zarodka. W przypadku dawki 10 pg/ml mozemy mie¢ do czynienia z
wolniejszg dynamika usuwania nanoczgstek z organizmu. Jest to aspekt, ktéry wymaga
dalszych badan 1 ktorego nie mozna bylo potwierdzi¢ eksperymentalnie, tak jak miato to

miejsce w przypadku nanoczastek ZnO z zastosowaniem metody AAS.

Podanie nanoczastek Y203 prowadzito do istotnego statystycznie trendu
wzrostowego juz od 5 dnia dla aktywnosci SOD (Ryc. 41). Moze to wskazywac na nasilong
aktywacje mechanizméw ochronnych majacych przeciwdziala¢ nadmiernie powstajagcym

ROS. W przypadku biatek karbonylowanych (Ryc. 42), widoczny jest istotny, wzrost ich
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zawartosci od 4 dnia. Podobnie jak aktywno$¢ SOD, stezenie bialek karbonylowanych
narasta 1 utrzymuje si¢ na poziomach istotnie statystycznie wyzszych od kontroli w
kolejnych dniach. Poziom MDA (Ryc. 43) jest istotnie wyzszy od kontroli w 4 dniu,
nastgpnie obniza si¢ i ponownie narasta w dniach 8 1 9. Moze to by¢ efektem nasilonych
proceséw transportu transblonowego nanoczastek 1 zwigzanych z tym procesow
generowania ROS 1 peroksydacji lipidéw. Obserwowane w dniu 10 obnizenie poziomu
MDA koreluje w czasie ze wzrostem aktywnosci SOD, jednego z kluczowych zmiataczy
wolnych rodnikéw. Dane te pokrywaja si¢ tez z obserwacjami dla biodystrybucji

nanoczastek Y203 w tkankach zarodka (Ryc. 45).

Poréownujac wyniki z oznaczen immunohistochemicznych mozna zaobserwowac
znaczne zmiany w ilosci bialek powigzanych z apoptoza, zaro6wno po naraZeniu na
dziatanie nanoczastek ZrO2, jak 1 Y20s. Przy czym zmiany te wydaja si¢ by¢ zblizone dla
obu nanoczastek sugerujac, ze ich wplyw na procesy programowanej $mierci komorki
moze by¢ niezalezny od ksztaltu. Z drugiej strony, moze by¢ on zwigzany (w przypadku
7Zr0O2) z wysoka tendencja do agregacji nanoczastek, ktéora powoduje zblizenie ich
rozmiaréw do nanoczastek Y203. Mozliwe jest tez, ze obserwowane zmiany zwigzane sg z
podobienstw we  wilasciwosciach  fizycznych matryc lub zaleza od ich
niebiodegradowalnosci. Poziom jednego z gtownych biatek proapoptotycznych — Bax jest
wyzszy wzgledem CTRL w dniu 7 1 10 dla obu nanoczastek ZrO2 1 Y203. W poroéwnaniu
do Bax, poziom antyapoptotycznego biatka Bcl2 jest nizszy wzgledem CTRL, w 5 dniu
oraz porownywalny w dniu 7. Dopiero w 10 dniu ilo$¢ Bcl2 jest wzrasta powyzej CTRL.
Pomimo tego, ze widoczna jest zwigkszona ilosci biatka Bax zarowno w 5 jak 1 w 7 dniu,
nie jest widoczna zwigkszony poziom aktywnej kaspazy-3 (CPP32) w tych dniach. Dopiero
w dniu 10 pojawiaja si¢ roznice zalezne od uzytych nanoczastek. Po zastosowaniu
nanoczgstek ZrO; (10 pg/ml) obserwowano catkowity brak CPP32 w tym dniu, w
szczegb6lnosci w porownaniu do CTRL (Porownaj Ryc. 33 do 35 z Ryc. 46 do 48). Co
wiecej, wyniki z panelu cytokin (Ryc. 44) wykazaty, nieznaczny wzrost IL-2 obserwowany
dla obu nanoczastek i nizszy poziom czynnika wzrostu §rédbtonka naczyniowego (VEGF)
w dniu 5. To ostatnie koreluje z obserwowanym obnizeniem poziomu Bcl2 i narazeniem
na apoptoz¢ (Wang 1 in.,, 2024; Yang 1 in., 2023). Niezaleznie od obserwacji
mikroskopowych 1 Elisa, wyniki dotyczace poziomu bialek w tkankach zarodka beda

musialy zosta¢ potwierdzone innymi metodami (np. Western Blot). Wyniki z oceny
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histopatologicznej nie wykazaty zmian w zarodkach niezaleznie od uzytych nanoczgstek

(Y203, Zr0O») jak rowniez nie wykazaty wptywu dawki (Ryc. 511 52).

5. Podsumowanie

Poréwnujac wlasciwosci fizyczne nanoczastek wykorzystanych w niniejszej pracy
warto zwrdci¢ uwage, ze udalo si¢ w niej sprawdzi¢ potencjalng embriotoksycznosé
nanoczgstek o dobrze scharakteryzowanych rozmiarach fizycznych oraz wartosci
potencjatu zeta. Nanoczastki ZnO OVAL 1 Y203 charakteryzowaly si¢ rowniez dobrg
stabilno$cig w roztworze nie tworzac agregatow, co czyni je idealnymi do poréwnania
wptywu sktadu matrycy oraz biodegradowalnosci nanoczgstek na rozwdj embrionalny.
Natomiast porownujac ZnO OVAL z ZnO LONG oraz ZrO: 1 Y203, mozliwe bylo
sprawdzenie tego jak wplynie ksztalt nanoczastek na ten proces. Porownujac dystrybucje
zastosowanych nanoczastek (ZnO OVAL ZrO; i1 Y203) w tkankach zarodka wida¢
znaczace roznice w ogodlnej penetracji tkanek (Ryc. 49). Nanoczastki ZnO OVAL jako
jedyne réwnomiernie penetruja wszystkie tkanki zarodka, podczas gdy dla pozostatych
nanoczastek widoczne s3 roznice w dystrybucji pomiedzy rdéznymi obszarami w
preparatach. Dla wszystkich nanoczastek widoczne byto ich nagromadzenie w nerkach.
Obserwacje te potwierdzajg pierwsza hipoteze pracy, ze nanoczastki tlenkoéw metali (ZnO,
71021 Y20s3) w zastosowanym modelu in ovo, skutecznie przedostajg si¢ do tkanek zarodka
oraz, ze dynamika zmian w dystrybucji zalezy zaréwno od ksztattu jak i od dawki
nanoczastek. Co wigcej zwigkszona lokalizacja sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego
od nanoczastek obserwowana w nerkach (Ryc. 19 1 49) moze $wiadczy¢ o kluczowej roli
tego narzadu w ich eliminacji u ptakow, lub Ze eliminacja nerkowa nanoczastek moze by¢

charakterystyczna dla rozwoju zarodkowego.

Poréwnujagc  markery  stresu  oksydacyjnego  miedzy  nanoczastkami
biodegradowalnymi a niebiodegradowalnymi widoczne staje si¢, ze rozpuszczalne
nanoczastki ZnO generuja mniejszy poziom stresu oksydacyjnego niz nierozpuszczalne
nanoczastki ZrO2 1 Y203 (poréownaj Ryc. 13-15 z Ryc. 29-31 i1 41-43). Jednoczes$nie
nanoczastki ZrO» oraz Y03 wykazywaly istotny trend wzrostowy dla wszystkich
zbadanych markerow stresu oksydacyjnego w kolejnych dniach doswiadczenia sugerujac

kumulacyjne efekty dziatania zastosowanych nanoczastek.
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Ryc. 49. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczastek ZnO OVAL, ZrO2 1 Y203 w stezeniach 10 pg/ml1 100 pg/mlw 5, 71 10 dniu
inkubacji. Powigkszenie obiektywu 20x. Dla ZnO czerwona fluorescencja odpowiada
jadrom komorkowym wybarwionym 7-AAD, natomiast niebieska fluorescencja wskazuje
nanoczgstki ZnO OVAL. Dla ZrO; niebieska fluorescencja odpowiada jadrom
komoérkowym wybarwionym Hoechest 33342, natomiast zielona fluorescencja wskazuje
obecno$¢ nanoczastek ZrO>. Y203 niebieska fluorescencja odpowiada jadrom
komoérkowym wybarwionym Hoechest 33342, natomiast czerwona fluorescencja wskazuje
obecno$¢ nanoczastek Y20s. Skala 100 pm.

Poréwnujac wytacznie wplyw ksztaltu nanoczastek, po podaniu nanoczastek ZnO
widoczne sg wigksze zmiany dla nanoczastek ZnO OV AL niz po podaniu nanoczastek ZnO
LONG. Wynika to prawdopodobnie z utrudnionej penetracji do tkanek dlugich nanoczastek
ZnO LONG (Ryec. 12). Jest to widoczne zar6wno w markerach stresu oksydacyjnego jak i

na poziomie zmian genomowych. Odwrotnie wyglada to dla sferycznych nanoczastek ZrO»
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wzgledem nanoczastek Y203 gdzie dochodzi do zwigkszenia stresu oksydacyjnego w
czasie. W reakcji na wszystkie nanoczastki bylo widoczne obnizenie poziomu VEGF w
dniu 5 w poréwnaniu do CTRL. Jednakze, to wtasnie nanoczastki ZnO LONG jako jedyne
powodowaty wyraznie podwyzszony poziom IL-2 w dniu 7. Natomiast ZnO OVAL
przyczyniato si¢ do spadku IL-2 w dniu 5 1 7. Porownujac zawarto$¢ biatek zwigzanych z
apoptozg (Ryc. 50) mozna zauwazy¢ wickszg ilos¢ biatka Bax i aktywnej kaspazy-3
(CPP32), oraz nizszg ilo$¢ Bcl2 po ekspozycji na nanoczastki niebiodegradowalne i ZnO
LONG w poréwnaniu do ZnO OVAL. Najwigksze zmiany sprzyjajace apoptozie wywotane
byty przez podtuzne, biodegradowalne nanoczastki ZnO. Jest to szczegdlnie interesujace,
ze nanoczastki te nie wykazaly wiekszych zmian w markerach oksydacyjnych oraz na
poziomie genomowym. Pomimo tych obserwacji nie wykazano zmian w obrazie
histologicznym po narazeniu na nanoczastki ZnO LONG, jak réwniez w przypadku innych

nanoczastek, niezaleznie od zastosowanej dawki (Ryc. 51 1 52).

Dodatkowo zmiany obserwowane po zastosowaniu biodegradowalnych
nanoczastek ZnO OVAL w markerach apoptozy, w poréwnaniu do innych nanoczastek 1
kontroli, wskazuja, ze nanoczastki te w zastosowanych dawkach, nie tylko nie powoduja
zwigkszonego ryzyka programowanej $mierci komorki, ale wrecz przed nig chronig.
Niezaleznie od bardzo ciekawych obserwacji mikroskopowych, wyniki te bedg musiaty

zosta¢ potwierdzone innymi metodami (np. Western Blot).
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Ryec. 50. Podpis dla ryciny na nastepnej stronie




Ryec. 50. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek zarodka kurzego po podaniu
nanoczgstek: ZnO OVAL, ZnO LONG, ZrO; 1 Y203 w stezeniu 10 pg/ml w 5, 71 10 dniu
inkubacji. Powigkszenie obiektywu 20x. Obraz z mikroskopu konfokalnego tkanek
zarodka kurzego po podaniu nanoczastek: ZnO OVAL, ZnO LONG, ZrO2 i Y203 w
stezeniu 10 ug/ml w 5, 7 1 10 dniu inkubacji. Powi¢ckszenie obiektywu 20%. Dla zdje¢
CTRL: jadra komoérkowe wykazujg czerwona fluorescencje. Natomiast biatko Bax zielong.
W przypadku zdje¢ po podaniu Y>Os3 - niebieska fluorescencja odpowiada jadrom
komorkowym wybarwionym Hoechest 33342, zielona fluorescencja zwigzana jest z
obecnoscig biatka Bax, natomiast czerwona fluorescencja wskazuje obecno$¢ nanoczastek
Y20s3. NPs — nanoczastki, Prot. — biatko ktore zostalo wyznakowane, NUC. — jadra
komoérkowe. Natomiast biatko aktywnej kaspazy-3 (CPP32) zielong. Natomiast biatko
Bcl2 zielong. W przypadku zdje¢ po podaniu Y203 - niebieska fluorescencja odpowiada
jadrom komorkowym wybarwionym Hoechest 33342, zielona fluorescencja zwigzana jest
z obecnosciag biatka Bcl2, natomiast czerwona fluorescencja wskazuje obecnos¢
nanoczastek Y203. W przypadku zdje¢ po podaniu Y203 - niebieska fluorescencja
odpowiada jadrom komoérkowym wybarwionym Hoechest 33342, zielona fluorescencja
zwigzana jest z obecnoscig biatka aktywnej kaspazy-3 (CPP32), natomiast czerwona

fluorescencja wskazuje obecno$¢ nanoczastek Y»0s. Skala 100 pm.
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Ryec. 51. Podpis dla ryciny na nastepne;j stronie.
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Ryec. 51. Przekroje zarodkéw kurzych w 5. dniu inkubacji (A — e, Bar=500 pm), 7. dniu
inkubacji (F — j, Bar=1 mm, Bar=500 pm) oraz w 10. dniu inkubacji (K - r’, Bar=1
mm, Bar=2 mm) po podaniu nanoczgstek w stezeniu 10 pg/ml i 100 pg/ml. Barwienie
H-E.

(dwie fotografie) A) Grupa kontrolna w 5. dniu inkubacji
B) ZnO OVAL, 10 pg/ml,

b) ZnO OVAL, 100 pg/ml,

C) ZnO LONG, 10 pg/ml,

¢) ZnO LONG, 100 pg/ml,

D) Y203, 10 pg/ml,

d) Y203, 100 pg/ml,

E) ZrO, 10 pg/ml,

e) ZrO2, 100 pg/ml,

F) Grupa kontrolna w 7. dniu inkubacji,
G) ZnO OVAL, 10 pg/ml,

H) ZnO LONG, 10 pg/ml,

h) ZnO LONG, 100 pg/ml,

I) Y203, 10 pg/ml,

1) Y203, 100 pg/ml,

J) ZrO2, 10 pg/ml,

J) ZrO2, 100 pg/ml,

K) i K’) Grupa kontrolna w 10. dniu inkubacji,
L)iL’) ZnO OVAL, 10 pg/ml,

M) iM’) ZnO LONG, 10 pg/ml,

N)i1N’) ZrOz, 10 pg/ml,

0’) ZnO OVAL, 100 pg/ml,

p)ip’) ZnO LONG, 100 pg/ml,

r)ir’) ZrOz, 100 pg/ml,

‘) tutow.

Narzady, struktury we wczesnej fazie rozwoju zostaly oznaczone na rycinach skrotami:
A — aorta (tac. aorta),

Ab — zawigzek odnoza (appendage bud, tac. gemma appendicis),

Cv — pecherzyk mozgowy (cerebral vesicle, tac. vesicula encephalica),

Cvm — zawiazki chrzastkowe kregdw (cartilaginous vertebral models, lac. modeli
cartilaginei vertebrarum),

Drg — zw9j korzenia grzbietowego (dorsal root ganglion, tac. ganglion radicis dorsalis),
Dt — przewod pokarmowy (digestive tract, tac. tractus digestorius),

E — oko (eye, tac. oculus),

F — zawigzek piodra (feather bud, tac. papilla pennae),

H — serce (heart, tac. cor),
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K — nerka (kidney, tac. ren),

L — soczewka (lac. lens),

Li — watroba (liver, tac. hepar),

Lu — ptuco (lung, tac. pulmo),

M — §rédmoézgowie (tac. mesencephalon),

Nc — jama nosowa (nasal cavity, tac. cavum nasi),

Oc — jama ggbowa (oral cavity, tac. cavum oris),

R — tytlomézgowie (hind brain, tac. rhombencephalon),
Re — siatkéwka (tac. retina),

S — $ledziona (spleen, tac. lien),

Spc — rdzen kregowy (spinal cord, tac. medulla spinalis),
T — jezyk (tongue, tac. lingua),

V —naczynie krwiono$ne (vessel, tac. vas sanguineum),

Vh — ciato szkliste (vitreous humor, tac. corpus vitreum).
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Ryec. 52. Obraz mikroskopowy narzadow i struktur we wczesnej fazie rozwoju zarodkow
kurzych w 5. dniu inkubacji (A — D), 7. dniu inkubacji (E — h) oraz w 10. dniu inkubacji
(K -1) po podaniu nanoczastek w st¢zeniu 10 pg/ml i 100 pg/ml. Barwienie H-E.

A) (dwie fotografie) Oko. Siatkowka (Re), soczewka (L), ciato szkliste (Vh) oraz na
rycinie ponizej rdzen kregowy (Spc), zawigzek konczyny (Ab). Grupa kontrolna w S.
dniu inkubacji, Bar=100 pm.

B) Serce. Swiatto komory serca (czarna gwiazdka), worek osierdziowy (czarna strzatka).
ZnO:Eu, 10 pg/ml, Bar=100 pm.
b) Watroba. Hepatocyty (czarne groty). ZnO:Eu, 100 pg/ml, Bar=50 pm.
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C) Serce. Swiatto komory serca (czarna gwiazdka), worek osierdziowy (czarna strzatka).
Y203, 10 ug/ml, Bar=100 pm.
¢) Phuco (biata strzatka). Y203, 100 pg/ml, Bar=100 pm.

D) Oko. Siatkéwka (Re), cialo szkliste (Vh) oraz po lewej stronie widoczne $wiatto
pecherzyka mozgowego (Cv). ZrO2, 10 ug/ml, Bar=100 pm.

d) Serce. Swiatto komory serca (czarna gwiazdka), worek osierdziowy (czarna strzatka).
Ptuco (Lu). ZrO,, 100 pg/ml, Bar=100 pm.

E) (dwie fotografie) Oko. Siatkéwka (Re), cialo szkliste (Vh), Bar=100 pm oraz na
rycinie ponizej watroba. Czarne groty wskazuja na hepatocyty, Bar=50 pm, Grupa
kontrolna w 7. dniu inkubacji.

F) Oko. Siatkowka (Re), soczewka (L), ciato szkliste (Vh). ZnO:PD, 10 pg/ml, Bar=200
pm.

f) Rdzen kregowy (Spc), zawigzki chrzastkowe kregow (Cvm), zwoje korzeni
grzbietowych (Drg). ZnO:PD, 100 pg/ml, Bar=100 pm.

G) Nerka. Czarne strzatki wskazujg na kigbuszki nerkowe i kanaliki nerkowe. Y203, 10
ug/ml, Bar=50 pm.

g) Rdzen kregowy (Spc), zawiazki chrzastkowe kregow (Cvm), zwoje korzeni
grzbietowych (Drg). Y203, 100 pg/ml, Bar=100 pm.

H) Swiatlo pecherzyka moézgowego (Cv), rdzen kregowy (Spc), zawiazki chrzastkowe
kregéw (Cvm). ZrO2, 10 pg/ml, Bar=100 pm.

h) Po lewej stronie widoczne $wiatlo pecherzyka médzgowego (Cv), a po prawej oko:
siatkowka (Re), soczewka (L), ciato szkliste (Vh). ZrO, 100 pg/ml, Bar=500 pm.

I) (dwie fotografie) Serce. Swiatlo komory serca (czarna gwiazdka), Bar=100 pm, na
rycinie ponizej watroba. Czarne groty wskazuja na hepatocyty, Bar=50 pm, Grupa
kontrolna w 10. dniu inkubacji.

J) (dwie fotografie) Watroba. Hepatocyty (czarne groty), na fotografii obok po prawe;j
stronie widoczna nerka: ktebuszki i kanaliki nerkowe (czarne strzatki). ZnO:Eu, 10 pg/ml,
Bar=50 pm.

j) Rdzen kregowy (Spc), zawiazki chrzastkowe kregow (Cvm), fragment ptuc (Lu), nerki
(K), sledziony (S) oraz watroby (L1). ZnO:Eu, 100 pg/ml, Bar=500 pm.

k) Swiatto przewodu pokarmowego (biata gwiazdka). ZnO:PD, 100 pg/ml, Bar=50 pm.
L) Po lewej stronie widoczne §rodmodzgowie (M), po prawej oko: siatkowka (Re) oraz jama
gebowa (Oc). ZrOz, 10 pg/ml, Bar=500 pm.

1) Pluco (Lu). Biate strzalki wskazuja na zawigzki zeber. Czarny grot wskazuje na

hepatocyty. ZrOz, 100 pg/ml, Bar=200 pm.

117



6. Wnioski

W niniejszej pracy, na modelu in-ovo, poréwnano potencjalng embriotoksyczno$¢
nanoczastek biodegradowalnych (ZnO) oraz niebiodegradowalnych (ZrO: i Y20s)
réznigcych si¢ migdzy sobg ksztaltem i matryca.

Na podstawie uzyskanych wynikow wyciagnieto nastepujace wnioski:

1. Wszystkie badane nanoczastki penetrowaly do tkanek zarodka, jednakze
obserwowano roznice w ich biodystrybucji zalezne od ksztaltu, zastosowanej
macierzy i stopnia agregacji.

2. Nanoczastki biodegradowalne ZnO o ksztalcie owalnym penetrowaty
réwnomiernie tkanki zarodka, wywotywaly najmniejsze zmiany w markerach
stresu oksydacyjnego i wykazaty znaczny potencjat antyapoptotyczny, jednakze ich
podanie spowodowalo bardzo znaczace zmiany ekspresji genéw, gtownie szlakow
homeostazy energetycznej i systemow sygnalizacji wewnatrzkomorkowe;.

3. Nanoczastki niebiodegradowalne (ZrO: i Y203) wywotywaly znacznie silniejsze
zmiany w markerach stresu oksydacyjnego 1 markerach apoptozy niz

biodegradowalne nanoczastki ZnO.

Cel niniejszej pracy, ktorym bylo poréwnanie potencjalnej embriotoksycznosci
nanoczastek na modelu zarodka kurzego, rozniacych si¢ miedzy soba modalnosciami

biodegradowalnosci oraz ksztaltu zostal zrealizowany.

Hipoteza pierwsza (Nanoczastki tlenkow metali (ZnO, ZrO- 1 Y20s) przenikaja do
tkanek zarodka kurzego, a ich dystrybucja zalezy od ksztaltu 1 dawki) zostata potwierdzona,
jednakze zaobserwowano roznice w penetracji do tkanek zarodka w przypadku
nanoczgstek niebiodegradowalnych (ZrO: 1 Y20s3). W przypadku nanoczastek ZnO OVAL
dystrybucja do tkanek byta r6wnomierna, a jej tempo zalezato wytacznie od dawki i stopnia

agregacji nanoczastek.
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Hipoteza druga (Nanoczastki tlenkow metali o réznym ksztatcie (owalne vs.
podiuzne) nie wptywaja na rozwoj zarodka i nie indukuja niekorzystnych zmian w jego
tkankach) nie zostala potwierdzona. Jakkolwiek w obrazach histopatologicznych nie
stwierdzono roznic wzgledem kontroli, jak 1 nie stwierdzono rdznic w zamieralnosci
zarodkoéw, zaobserwowano znaczace zmiany dotyczace markeréw stresu oksydacyjnego i
programowanej $mierci komoérki. Z tych analiz wynika, Ze najbezpieczniejsze do
potencjalnego zastosowania sg nanoczastki biodegradowalne oparte o owalng macierz

Zn0O, jednakze powodowaty one bardzo intensywne zmiany w ekspresji genow.
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