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WPLYW NANODIAMENTOW NA PARAMETRY ROZWOJOWE

ABSTRACT

SWIERSZCZA DOMOWEGO (ACHETA DOMESTICUS)

THE INFLUENCE OF NANODIAMONDS ON THE DEVELOPMENTAL
PARAMETERS OF HOUSE CRICKET (ACHETA DOMESTICUS)

This work aimed to evaluate the developmental parameters of Acheta domesticus after
two-generation exposure to low dietary concentrations of NDs (doses: 0.2 and 2 pg-g™).
The wild insect line and an insect line selected for longevity to verify coping mechanisms
with environmental stress. It was designed to assess whether NDs administered during the
life cycle of crickets in successive generations affect the developmental parameters and the
proportion of larvae with particularly slow growth (so-called midgets). The second aim was
to test whether individuals selected from a long-lived line exhibit more efficient compensa-
tory mechanisms related to organismal development than individuals from the wild line. In
addition, the regenerative capacity of the insects was examined after NDs withdrawal.

To collect data, photographs of individual insect cohorts were taken on defined develop-
mental days and analyzed using ImageJ software. Extensive data were collected showing
changes in body size and comparisons of developmental rates between groups and lines.

The results proved the largest body size of 1% generation and significantly higher growth
rate. It can be assumed that exposure to low doses of ND to be safe. Generation 2™ from
both lines exhibited significantly smaller sizes, particularly in the wild line treated with
higher ND concentrations. It is speculated that ND-induced epigenetic modifications may
shape offspring responses. Elimination of ND from the diet did not restore the studied pa-
rameters. Importantly, there was a noticeable increase in the percentage of so-called midg-
ets. The inherited epigenetic pattern may be inadequate after the withdrawal of the stress
factor.

The negative effects of NDs may extend beyond the “contact time” with these particles.
Environmental contamination by NDs is challenging, especially in multigenerational expo-
sures. Special care must be taken when using NDs in various areas of life.

KEy woORrDS: nanodiamonds, multigenerational exposure, body development, epigenetic,
recovery.

STRESZCZENIE

Nieodwracalnq konsekwencja coraz szerszego zastosowania nanodiamentow (ND), jest
wzrastajacy udziat tych czasteczek w srodowisku. Jak dotad, podjeto niewiele badan doty-
czacych potencjalnej toksycznosci ND dla organizméw, zwlaszcza w zakresie chronicznej,
wielopokoleniowej ekspozycji.

Praca miala na celu ocene¢ parametréw rozwojowych Acheta domesticus po dwupokole-
niowym narazeniu na niskie st¢zenia ND w diecie (dawki: 0,2 1 2 pug-g'). W eksperymen-
cie wykorzystano dzika lini¢ owadow oraz selekcjonowang w kierunku dlugowiecznosci,
w celu zweryfikowania mechanizmdéw radzenia sobie ze stresem $rodowiskowym. Bada-
no czy ND podawane przez caty cykl zyciowy §wierszcza w kolejnych pokoleniach, maja
wplyw na rozmiar ciata owadoéw oraz odsetek larw o szczegdlnie wolnym wzroscie (tzw.
mikrusy). Ponadto, sprawdzono, czy osobniki z linii dlugozyjacej wykazuja sprawniejsze
mechanizmy kompensacyjne zwigzane z rozwojem organizmu, w porownaniu do linii dzi-
kiej. Zbadano réwniez mozliwos$ci regeneracyjne dostrzegalne w cyklu rozwojowym zwie-
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rzat, po odstawieniu ND.

W celu zebrania danych wykonywano w okreslonych dniach rozwojowych fotografie
poszczegolnych kohort owadow, ktore analizowano z uzyciem programu Imagel. Zebrano
obszerne dane, pokazujace zmiany wielkosci ciata, a takze pordwnanie tempa rozwoju po-
migdzy grupami i liniami.

Wyniki dowiodly najwigekszy rozmiar ciala owadoéw pokolenia 1 oraz istotnie wyzsza
dynamike ich wzrostu. Mozna przypuszczac, ze ekspozycja na niskie dawki ND wydaje
si¢ by¢ bezpieczna. Pokolenie 2 obu linii cechowalo si¢ istotnie mniejszymi rozmiarami,
szczeg6lnie widoczne w linii dzikiej, traktowanej wyzszym stezeniem ND. By¢ moze, re-
akcje potomstwa moga by¢ ksztattowane modyfikacjami epigenetycznymi. Eliminacja ND
w nastepnym pokoleniu nie spowodowata przywrdcenia badanych parametrow. Co wazne,
zauwazalnie wzrost odsetek tzw. mikrusow. Odziedziczony wzorzec epigenetyczny mogh
by¢ nieadekwatny po wycofaniu czynnika stresowego.

Negatywne skutki ND moga wykracza¢ poza “czas kontaktu” z tymi czgstkami. Zanie-
czyszczenie srodowiska przez ND stanowi wyzwanie, zwlaszcza w przypadku narazenia
wielopokoleniowego. Nalezy zachowac¢ szczegdlng ostrozno$¢ przy stosowaniu ND w r6z-

nych dziedzinach zycia.

SLowAa KLUCZOWE: nanodiamenty, ekspozycja wielopokoleniowa, parametry rozwojowe,

epigenetyka, odstawienie.
WSTEP

Obecnie wielu naukowcéw badajacych
nanomaterialy, w tym nanoczastki wegla sklon-
nych jest uwaza¢ nanodiamenty (ND) za mate-
riat o wysokiej biokompatybilnos$ci, unikalnych
wlasciwosciach oraz niskiej toksycznosci (Ma
et al., 2021; Mi et al., 2021). Atutem jest takze
powierzchnia czasteczki zawierajgca aktywne,
powierzchniowe grupy funkcjonalne, co sprawia,
ze ND sa podatne na rdéznego rodzaju modyfika-
cje chemiczne (Mishra et al., 2018). Dlatego tez
ND sg coraz czesciej wykorzystywane w wielu
dziedzinach, migdzy innymi w powtokach elek-
trochemicznych, kompozytach polimerowych,
materialach polerskich, smarach, biosensorach,
czujnikach obrazu, implantach i1 lekach (Bas-
so et al., 2020; Stursa et al., 2016; Yuan et al.,
2010). Obecnos¢ nanoczastek w komercyjnie do-
stepnych produktach staje si¢ coraz bardziej po-
wszechna (Research and Markets, 2022). W da-
lekosieznej wizji mozna si¢ spodziewaé, ze ND
moga by¢ uwalniane do §rodowiska, narazajac w
ten sposob organizmy w nim zyjace 1 wplywajac
na stabilno$¢ ekosystemow (Augustyniak et al.,
2022).

Pojawiajg si¢ rOwniez doniesienia na temat
mechanizméw toksycznos$ci tych nanoczastek, co
wynika to przede wszystkim z ich wysokiej re-
aktywnos$ci chemicznej i aktywnosci biologicz-
nej. Dodatkowo, nanomolekuty moga przenikaé

przez bariery biologiczne 1 tatwo przemieszczad
si¢ przez systemy biologiczne, prowadzace do
zachwiania homeostazy organizmu (Turcheniuk
and Mochalin, 2017).

Dotychczasowe doniesienia literaturowe
nie pozwalaja jednoznacznie stwierdzi¢, jakie
zagrozenie dla organizmow 1 §rodowiska niesie
ekspozycja na ND. Ponadto brak jest satystakcjo-
nujacych danych dotyczacych modelu toksycz-
no$ci dla ND, a takze ich loséw w organizmach.
Badania zostaty podjete ze wzgledu na fragmen-
taryczny stan wiedzy dotyczacy toksycznosci
nanodiamentow, zwlaszcza w odniesieniu do
modeli in vivo (Karpeta-Kaczmarek et al., 2018;
Augustyniak et al., 2022).

Celem pracy byto okreslenie ryzyka dla
Acheta domesticus wskutek dlugoterminowego
narazenia na nanoczastki diamentowe. W ekspe-
rymencie wykorzystano linie owadoéw, standar-
dowa (dzika) oraz selekcjonowang w kierunku
dlugowiecznosci w celu zweryfikowania (poten-
cjalnie odmiennych) mechanizméw radzenia so-
bie ze stresem §rodowiskowym. Ponadto, badano
mozliwos$ci regeneracyjne dostrzegalne w cyklu
rozwojowym $wierszczy po odstawieniu ND (w
tzw. grupach recovery).

MATERIAL I METODY

Nanodiamenty zakupione w firmie
PlasmaChem GmnH, Berlin; Single Digit
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(nazwa handlowa) otrzymano wedtug zapewnien
producenta, w procesie dezintegracji chemicz-
nej (wielkos¢ czastek: 5-15 nm). Przed przysta-
pieniem do eksperymentéw, scharakteryzowano
morfologi¢, strukture krystaliczng 1 sktad che-
miczny ND z uzyciem technik mikroskopowych
1 spektroskopowych (Karpeta-Kaczmarek et al.,
2016b).

Acheta domesticus (Insecta, Orthoptera:
Gryllidae) uzyte w eksperymencie uzyskano z
hodowli laboratoryjnej Instytutu Biologii, Bio-
technologii i Ochrony Srodowiska, prowadzonej
od 34 lat. W tym czasie wyprowadzono dwie linie
selekcjonowane w kierunku dtugo- 1 krotkowiecz-
nosci, ktore wykazuja rozbiezne cechy wzgledem
siebie oraz ogdlnej hodowli. Opisano odmienne
cechy charakteryzujace rozw¢j, dhlugos¢ zycia
oraz odporno$¢ na czynniki prooksydacyjne dla
wspomnianych linii (Flasz et al., 2020, 2021a,
2021b). W niniejszej pracy badania zostaty prze-
prowadzone na osobnikach z linii dtugowiecznej
(D) oraz z hodowli ogolnej (H) (linia dzika). Na-
lezy nadmieni¢, ze owad ten nie jest wymagajacy
w hodowli a zastosowanie go w eksperymentach
nie wymaga akceptacji ze strony komisji bioe-
tycznej (Dziewiecka, 2017).

Pokarm przygotowano na bazie zmielo-
nej paszy KanisanQ, zawierajgcej migdzy innymi
komponenty zbozowe, biatko roslinne, witaminy
1 mikroelementy. W grupach traktowanych pa-
sz¢ zmieszano z okreslonymi objetosciami ND.
Stezenia nanodiamentéw ustalono w oparciu o

Linia dlugozyjaca

Kontrola NdO02 Nd2

s 2> 72
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wyniki wczesniej przeprowadzonych ekspery-
mentow (Karpeta-Kaczmarek et al., 2016a, b, c,
2018). Ze wzgledu na krotkoterminowy charakter
przytoczonych badan, podawane byty wowczas
wyzsze dawki nanodiamentow (20 i 200 pg-g™).
W niniejszym eksperymencie, oceniano wplyw
dhugotrwatej, dwupokoleniowej ekspozycji, dla-
tego przyjeto nizsze dawki: 0,2 i 2 pg-g'. Die-
ta zwierzat z grupy kontrolnej nie zawierata do-
mieszki nanoczgstek.

Larwy stadium L1/L2 Acheta domesticus
zostaly podzielone na trzy grupy eksperymental-
ne, odpowiednio w obrgbie linii dzikiej (H) oraz
dhugozyjacej (D). Tym samym uzyskano grupy:
K (kontrola), Nd02 (dawka nanodiamentow: 0,2
ug-g') i Nd2 (dawka nanodiamentéw: 2 ug-g")
(Ryc. 1). Hodowle zwierzat przeznaczonych do
do$wiadczenia prowadzono w plastikowych in-
sektariach, w standardowych dla tego gatunku
warunkach (temperatura: 28,7 + 0,44°C; fotope-
riod L:D 12:12; wilgotnos$¢: 43,8 + 6,72%). W
czasie trwania doswiadczenia owady mialy nie-
ograniczony dostep do wody, pozywienia oraz
kryjowek. Eksperyment obejmowat trzy pokole-
nia- dwa pierwsze, eksponowano na w/w stezenia
ND w pokarmie, natomiast trzecie pokolenie zo-
stalo przestawione na czystg karme (tzw. recove-
ry), takg samg jaka otrzymywaty osobniki z grup
kontrolnych.

W celu zebrania danych dotyczacych para-
metrow rozwojowych Acheta domesticus wyko-
nywano w okreslonych dniach rozwojowych fo-

Linia standardowa (dzika)
Ndo2
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Zbidr i analiza danych dotyczacych parametréw rozwojowych

Ryc. 1. Model eksperymentalny (opracowanie wlasne).
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tografie poszczegolnych kohort owadow. Zdjecia
wykonywane byty zawsze z tej samej wysokosci,
obejmujac wnetrze insektarium. W kolejnym eta-
pie uzyskane fotografie byty analizowane z uzy-
ciem programu Imagel. Zajeto si¢ wykonaniem
pomiaréw powierzchni ciata owaddéw. Ponadto,
zebrano informacje dotyczace liczebnos$ci larw
wolniej rosngcych (zwierzeta odstajagce niewiel-
kim rozmiarem od reszty kohorty). Przeanalizo-
wano tacznie 119 fotografii, co pozwolito na ze-
branie obszernych danych, pokazujacych zmiany
wielkos$ci ciata, a takze poréwnanie tempa roz-
woju pomiedzy grupami 1 liniami. Na poczatku
zoptymalizowano metode, by ustali¢ kolejnosé¢
dziatan, ktére zapewnig spojnos¢ 1 wiarygodnosé
otrzymanych wynikow, a nastepnie ustalono osta-
teczng procedure analiz.

OPRACOWANIE STATYSTYCZNE
WYNIKOW

Celem okreslenia istotnosci réznic po-
miedzy badanymi generacjami zastosowano pa-
kiet ogolnych modeli liniowych. Wpierw dane
zostaly przetransformowane 1 przedstawione w
skali logarytmicznej. Nastepnie dane poddano
analizie, korzystajac z modelu jednakowych na-
chylen, by zweryfikowa¢ hipotez¢ HO o braku
roznic w grupach. Otrzymane wyniki testow nie
potwierdzity hipotezy zerowej, dlatego skorzy-
stano z modelu r6znych nachylen w celu oceny
istotnos$ci réznic pomiedzy poszczegdlnymi gru-
pami w do$wiadczeniu. Wyniki przedstawione w
formie graficznej opracowano przy uzyciu pro-
gramu Excel (Microsoft Office Professional Plus
2019). Opracowanie statystyczne wykonano za
pomocg programu STATISTICA wersja 13 (Stat-
Soft, Inc.).

WYNIKI

Przedstawiono wykresy skonstruowane
na podstawie uzyskanych wynikéw, bez trans-
formacji danych, w celu zobrazowania rzeczywi-
stych zalezno$ci pomiedzy grupami, jakie wysta-
pilty w analizowanym przedziale czasowym (Ryc.
2, 3). Dni rozwojowe z uwzglednieniem aktu-
alnie notowanej temperatury przeliczono takze
na stopniodni, w celu ujednolicenia wynikow.
Poréwnania statystyczne, wykonano na danych
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transformowanych, przedstawionych w skali lo-
garytmicznej.

Matymi literami (a, b, ¢) zaznaczono roz-
nice statystyczne mi¢dzy grupami.

Poréwnujac powierzchnig ciata Acheta do-
mesticus pomi¢dzy pokoleniami, w obrgbie tych
samych grup do§wiadczalnych, mozna stwierdzi¢,
ze najwiekszg powierzchnig cechowaty sie owady
z I pokolenia (Ryc. 2, 3). Ponadto, owady z po-
kolenia Il wykazywaly tendencj¢ do najwolniej-
szego wzrostu, zwlaszcza w grupach kontrolnych
obu linii. Jakkolwiek, w grupach eksponowanych
na ND, zwlaszcza w linii D, stwierdzono istotnie
wyzszg powierzchni¢ ciata u owadow z pokolenia
IT w porownaniu z pokoleniem III (Ryc. 3, Nd02
1 Nd2). W przypadku owadéw z linii H, opisana
powyzej zaleznos$¢ nie jest tak klarowna, aczkol-
wiek test statystyczny wykazat roznice nachylen
krzywych przyrostu powierzchni ciata owadow
z pokolenia II 1 III, zar6wno w grupach kontrol-
nych, jaki 1 traktowanych ND (Ryc. 2). Ponadto
warto nadmieni¢, ze linia dzika (Ryc. 2, Nd02),
w pokoleniu II poczatkowo rosta szybciej, ale
po 300-nym stopniodniu badany parametr nie-
mal zrownal si¢ z warto$ciami otrzymanymi dla
owadoéw z pokolenia III (recovery). W przypad-
ku linii dtugozyjacej (Wykres 3, Nd02), osobniki
ostatniego pokolenia (recovery), po przekrocze-
niu 150-tego stopniodnia, byty istotnie mniejsze
od pozostatych. Owady z linii D, traktowane ND
w stezeniu 2 ug g, we wszystkich pokoleniach
wzrastaty istotnie roznie juz od 150-tego dnia.

Pokolenie III charakteryzowato si¢ za-
uwazalnie najwickszym odsetkiem mikrusow,
przy czym u owadow nienarazonych (recovery)
w linii dzikiej wzrost liczby osobnikdw wolniej
rozwijajacych si¢ skorelowany byt z przyjmowa-
nym stezeniem ND (Ryc. 4). Odwrotng zaleznos¢
zanotowano w przypadku linii dlugozyjace;.

DYSKUSJA

Dane literaturowe dotyczace wptywu ND
na parametry rozwojowe bezkregowcow sg ogra-
niczone. Podkresli¢ nalezy brak analiz opisuja-
cych skutki przewlektego, wielopokoleniowego
narazenia u owadow na te ksenobiotyki. Nalezy
takze wspomnie¢, ze publikowane badania naj-
czesciej prowadzone byly na modelach in vitro
(Liuetal., 2007, 2009; Xing et al., 2011; Zhang et
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Ryc. 2. Porownanie powierzchni ciala Acheta domesticus w pokoleniach, w linii H po ekspozycji na
nanodiamenty w stezeniach 0,2 pg-g' (Nd02) oraz 2 pg-g"' (Nd2).
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Ryc. 3. Porownanie powierzchni ciala Acheta domesticus w pokoleniach, w linii D po ekspozycji na
nanodiamenty w stezeniach 0,2 pg-g' (Nd02) oraz 2 pg-g' (Nd2).
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Ryc. 4. Odsetek osobnikdéw wolniej rosnacych (tzw. mikruséw) w pokoleniach, po ekspozycji na na-
nodiamenty w stezeniach 0,2 ug-g' (Nd02) oraz 2 pg-g' (Nd2).
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al., 2012). W przeciwienstwie do badan in vivo,
nie pozwalajg one wnioskowa¢ o losach nano-
czastek w organizmie oraz ogolnej odpowiedzi
intoksykowanego organizmu. Wczesniejsze wy-
niki publikowane przez Zespdt Nanotoksykolo-
gii (Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego) dowiodly o
ztozonym mechanizmie toksycznosci ND. Kar-
peta-Kaczmarek et al. (2016a) zaobserwowa-
li szereg zmian w strukturze jelit u swierszczy,
ktore otrzymywaly podawane drogg pokarmowa
nanodiamenty w stezeniu 200 pg-g'. Nabtonek
jelita srodkowego 1 jelita tylnego byt wyraznie
uszkodzony przez ND. Ponadto, stwierdzono
korelacj¢ pomiedzy stezeniem ND w pokarmie,
a stopniem uszkodzenia struktury komorek na-
btonka. Dodatkowo, zaproponowano potencjalny
mechanizm toksyczno$ci ND, ktére, jako czynnik
stresowy, mozna powigza¢ z uruchomieniem pro-
cesOw autofagii, w tym mitofagii 1 retikulofagii
(Karpeta- Kaczmarek et al., 2016a). Prowadzo-
no takze eksperyment, w ktérych oceniano tok-
syczno$¢ nanodiamentoOw u Acheta domesticus
po przewlektej ekspozycji na dwa rézne stezenia
(20 1 200 pg-g! pokarmu) podawanych przez
cate zycie. Badania aktywnos$ci enzymow stresu
oksydacyjnego, catkowitej pojemnosci antyok-
sydacyjnej oraz poziomu biatka szoku cieplnego
dostarczyly danych o istotnym wzros$cie mierzo-
nych parametréw, po 7 tygodniach ekspozycji u
osobnikOw narazonych na wyzsze stezenia ND.
Dane te pokrywaja si¢ z wynikami testu kometo-
wego, ktory wykazat niestabilnos¢ DNA u owa-
doéw, zwlaszcza eksponowanych na dawke 200
ug-g'. Autorzy konkludowali, ze toksycznosé
ND jest zalezna od stezenia, podczas gdy wyso-
kie dawki oddziatujg w sposob toksyczny, §lado-
we 1losci, ktorych udziat w §rodowisku jest bar-
dziej prawdopodobny, moga by¢ bezpieczne dla
organizmoéw (Karpeta- Kaczmarek et al., 2016b).
Co interesujagce, inne badanie zespotu, na tym
samym organizmie modelowym, potwierdzito
przypuszczenie braku znaczacej toksycznosci, w
przypadku gdy ND aplikowane byty krotkotrwale
(10 dni) w pozywieniu. Pozwala to domniemy-
wac o wzglednym bezpieczenstwie tych nanocza-
stek dla organizméw, podawanych w okreslonych
warunkach (Karpeta- Kaczmarek et al., 2016c).
Opisane w przytoczonych publikacjach
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niekorzystne skutki oddziatlywania nanoczaste-
czek na organizmy, uwidocznione w postaci fluk-
tuacji badanych parametrow, dostarczaja cennych
danych, najczesciej na poziomie komorek. Podje-
te w niniejszym badaniu analizy parametréw roz-
wojowych §wierszczy (powierzchnia i liczebnos¢
larw o wolniejszym wzroscie), w odpowiedzi
na podawane ND, stanowig wskazniki punktow
koncowych na poziomie organizmu. Uzyskane
wyniki rozpatrywa¢ mozna w kontekscie dawki,
danej linii (selekcja w zakresie dlugowiecznosci)
lub czasu ekspozycji. W tej pracy zdecydowano
si¢ skupi¢ na omowieniu wptywu ND na para-
metry rozwojowe w kontekscie poszczegdlnych
pokolen, poniewaz wydaje si¢ interesujace, ze
stanowily one nieco inne wyzwanie dla kazdego
z nich.

Dane uzyskane dla pokolenia I obrazuja
bezposredni efekt fizjologiczny owadow, bedacy
skutkiem pojawienia si¢ nowego czynnika stre-
sogennego w srodowisku. W tym przypadku nie
obserwuje si¢ efektow miedzypokoleniowych
(Skinner, 2014). Uzyskane wyniki wykazaty, ze
owady pierwszego pokolenia charakteryzowaty
si¢ najwiekszym rozmiarem ciata w poréwnaniu
do pozostalych. Wyniki te sg zbiezne z danymi
uzyskanymi w badaniu Mohan et al. (2010), w
ktorym fluorescencyjne nanodiamenty (FND)
byly wprowadzane do organizmu Caenorhab-
ditis elegans poprzez karmienie koloidalnym roz-
tworem FND. Obecnos¢ FND w komorkach nie
spowodowata zadnych zmian w dhugos$ci zycia,
potencjale rozrodczym i reprodukcyjnym nicieni.
Co wigcej, badania z wykorzystaniem roznych
gendw zwigzanych ze stresem (czynnika tran-
skrypcyjnego daf-16 1 ligazy glutaminianowo-
cysteinowe] gcs-1) nie potwierdzity wykrywal-
nego stresu w organizmie (Mohan et al., 2010).
Z kolei Mendonga et al. (2011) ocenili toksyczny
wptyw ND na przezycie, reprodukcje 1 strukture
tkankowa Daphnia magna. Przewlekta toksycz-
nos$¢ wysokich stezen powodowata zahamowanie
reprodukcji 1 100% $miertelno$¢ (Mendonga et
al., 2011). Natomiast Cid et al. (2015) wykazali
zalezng od stgzenia indukcje niektorych reaguja-
cych na stres enzymow antyoksydacyjnych (GST,
CAT) 1 wzrost peroksydacji lipidéw uszkadzaja-
cych blony komorkowe malzy Corbicula flumi-
nea narazonych na ND (Cid et al., 2015). Réw-
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nie wazna wydaje si¢ odpowiednia modyfikacja
powierzchni nanoczgstek. Marcon et al. (2010)
udowodnili potencjalng embriotoksycznos¢ 1 te-
ratogennos¢ karboksylowanych nanodiamentow
u zarodkow Xenopus laevis. Czasteczki te miaty
negatywny wplyw na procesy gastrulacji 1 neu-
rulacji, powodujac nieprawidlowosci fenotypowe
1 wysoka $miertelnos¢. W tym samym badaniu,
testy zywotnosci komoérek wykazaty, ze ND nie
byty cytotoksyczne dla komorek nerki ludzkie-
go zarodka 293 (HEK293) w stezeniach ponizej
50 mg mL!' (Marcon et al., 2010). Z kolei zesp6t
Nunn et al. (2018) monitorowat rozw¢;j zarod-
kéw Danio rerio, ryby z rodziny karpiowatych,
podczas ekspozycji na rézne stezenia nanodia-
mentow. Zanotowano zalezne od dawki wady w
rozwoju embrionalnym obejmujgce obrzek wor-
ka zottkowego, zgiecie ogona, nieprawidtowosci
ptetw 1 obrzek osierdziowy, natomiast opisane
zmiany nie byly istotne statystycznie (Nunn et
al., 2018). Nasuwaja si¢ przypuszczenia, ze ND
podawane drogg pokarmowa moga wplywaé na
rozwo0j organizmow w sposéob zalezny od dawki.
Dlatego wydaje si¢, ze narazenie na niskie dawki
ND, ktére nasladujg obecne w §rodowisku zanie-
czyszczenie, jest stosunkowo bezpieczne.

Drugie pokolenie stanowito potomstwo
owadow, ktore przez caty cykl zyciowy nara-
zone byly na dziatanie ND. Podobnie, osobniki
te otrzymywaly nanoczastki droga pokarmowa.
Wiadomo, ze zdolnos$¢ owaddéw do rozwijania fe-
notypow odpowiednich dla ich srodowiska zalezy
od informacji epigenetycznej. Obecnie wiadomo,
ze wiele czynnikéw srodowiskowych powoduje
zmiany epigenetyczne, w tym obecnos$¢ patoge-
néw, pasozytdéw, szkodliwych chemikaliow 1 in-
nych czynnikow stresowych (Mukherjee et al.,
2015; Glastad et al., 2019). Wazne 1 pilne jest za-
tem zajecie si¢ tym zagadnieniem przy ocenie ry-
zyka zwigzanego z nanomateriatami (Smolkova
et al., 2019). W badaniu nad Caenorhabditis ele-
gans wprowadzano do gonad drogg mikroiniekcji
fluorescencyjne ND (FND). Nastepnie, czastki te
byty rozpraszane w gonadzie i dostarczane do za-
rodkow, akolejno do wyklutych larw w nastepnym
pokoleniu. Nie stwierdzono nieprawidlowosci w
rozwoju embrionalnym zarodkéw. Obserwacje
wykazaty, ze FND jest biologicznie obojetny, nie
powoduje zadnych nieprawidlowosci w podziale
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komorek, réznicowaniu lub morfogenezie pod-
czas embriogenezy 1 nie wywoluje zadnej wykry-
walnej reakcji na stres (Mohan et al., 2010). Moz-
na stwierdzi¢, ze sposob podania nanoczastek w
tym do$wiadczeniu jest dyskusyjny, gdyz nie od-
zwierciedla naturalnej, fizjologicznej drogi eks-
pozycji na ND. Podobnie, uzyskane w niniejszej
pracy wyniki, wskazuja na dos¢ efektywne proce-
sy redukcji stresu, wywotanego podawaniem ND
w linii dlugozyjacej pokolenia II, w porownaniu
do linii dzikiej. Mozna przypuszczaé, ze naloze-
nie dwoch czynnikow: wzorca epigenetycznego
pochodzacego od pokolenia rodzicielskiego oraz
prowadzonej selekcji, wptywa na lepsze przygo-
towanie do radzenia sobie ze stresem. Co wazne,
roznice migdzy liniami dzikimi 1 dlugowiecznymi
w ich odpowiedzi na ND moga by¢ zwigzane ze
wzorcem rozmnazania. Osobniki typu dzikiego
koncentrujg si¢ na szybkiej 1 obfitej produkcji jaj
tuz po osiggnieciu dojrzatosci. W przeciwienstwie
do tego, owady linii dlugowiecznej majg rozciag-
nigty w czasie proces reprodukcji. Ogolnie rzecz
biorgc, gldwnym celem linii H nie jest aktywacja
obrony antyoksydacyjnej, ale zainicjowanie pro-
cesu rozmnazania (Flasz et al., 2020).

W pokoleniu trzecim wszystkie zwierzg-
ta otrzymywaty pokarm kontrolny (bez dodatku
ND) przez caty cykl zyciowy. Jakkolwiek, mozna
przypuszczac, ze wzorzec epigenetyczny zostat
odziedziczony po pokoleniu rodzicielskim, nara-
zonym na czynnik stresowy. Okazuje si¢ jednak,
ze po odstawieniu ND, odziedziczone informacje
genetyczne sg nieaktualne, co przektada si¢ na do-
strzegalne roznice pomi¢dzy badanymi grupami.
W badaniu nad bezkregowcem glebowym Enchy-
traeus crypticus narazonym wielopokoleniowo na
dwa nanomateriaty: weglik wolframu oraz chlo-
rek kobaltu, cztery pokolenia przebywaty w zanie-
czyszczonej, a nastepnie dwa pokolenia w czystej
glebie. Wyniki wykazaty, ze ekspozycja na mate-
rial wolframowy spowodowata globalny wzrost
metylacji DNA, ktéry utrzymywat si¢ w pokole-
niach nie poddanych ekspozycji 1 byt zwigzany
ze wzrostem reprodukeji (efekt fenotypowy). In-
teresujace w tym przypadku bytoby zidentyfiko-
wanie mechanizmu, ktéry za tym stoi, w tym jaki
doktadnie mechanizm i jaka konkretnie metyla-
cja powoduje takie zmiany (Bicho et al., 2020).
W innej pracy autorzy badali wptyw nanomateria-



tow weglowych, w tym fulerenow (C60), jednos-
ciennych nanorurek weglowych (SWCNTs) 1 wie-
losciennych nanorurek weglowych (MWCNTSs)
z neutralnymi, dodatnimi 1 ujemnymi grupami
funkcyjnymi na rozwielitki generacji F1 1 F2 po
ekspozycji FO. Dane z tego badania wskazaty,
ze toksyczno$¢ wielopokoleniowa wystepuje w
przypadku narazenia na niektore nanomateriaty
1 jest w duzym stopniu zalezna od sktadu che-
micznego powierzchni nanomateriatu. Autorzy
wnioskowali, ze badane nanomateriaty nie maja
silnego wielopokoleniowego wptywu na wiel-
kos¢ rozwielitek, gdyz zaden z zastosowanych
materialdow nie wptynat na wielko$¢ zwierzat o
wiece] niz 6,5% (Arndt et al., 2014). Schultz et al.
(2016) prowadzili eksperyment na populacjach
C. elegans, ktére byly eksponowane na dziatanie
r6znych nanomaterialow srebra (Ag) przez szes¢
pokolen, a kolejne cztery pokolenia pozostawaty
nienarazane, aby umozliwi¢ regeneracj¢ organi-
zmu. Wyniki ujawnity silny, zalezny od stezenia
wpltyw na wielko$¢ czerwia i koncowg wielkos¢
ciata, co byto zroznicowane w zaleznos$ci od po-
staci Ag. Badanie mozliwo$ci regeneracyjnych
po wielopokoleniowym narazeniu wykazato duze
podobienstwo wzorca stezenie-odpowiedz popu-
lacji tzw. recovery do wzoru reakcji ostatniego
narazonego pokolenia przodkéw F5, niezaleznie
od formy zastosowanych materiatow Ag. Wska-
zuje to na prawdopodobne przekazanie informacji
o wrazliwosci przez nieeksponowane pokolenia,
a nie mechanizmy regeneracyjne (Schultz et al.,
2016). Nalezatoby si¢ zatem zastanowi¢ nad losa-
mi ND, ktore z pewnos$cig dostajg si¢ do komorek
osobnikow poprzedniego pokolenia. Zdolnos¢ do
penetracji komoérek przez ND potwierdzity ba-
dania na liniach komorkowych HelLa, w ktorych
obserwowano okotojadrowa 1 jadrowa lokaliza-
cje wewnatrzkomorkowg ND (Tammam et al.,
2016). Badanie przeprowadzane na komorkach
drozdzy Saccharomyces cerevisiae wykazato, ze
20% zastosowanych ND trafiato do jadra komor-
kowego (Morita et al., 2020). Daje to podstawe
do rozwazan na temat potencjalnych, mozliwych
oddzialywan pomiedzy DNA a ND. Laptinskiy
et al. (2018, 2022) przeprowadzali eksperyment
za pomocg spektroskopii Ramana 1 spektroskopii
absorpcyjnej w podczerwieni (IR), ktorego celem
byto badanie oddzialywan DNA z powierzchnig
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karboksylowanych nanodiamentow w zawiesinie
wodnej. Stwierdzono adsorpcje komplementar-
nych par zasad DNA na powierzchni ND poprzez
tworzenie wigzan wodorowych (Laptinskiy et al.,
2018, 2022). Ponadto, inni naukowcy zasugero-
wali, ze czgsteczki nanodiamentow moga nasla-
dowa¢ funkcje biatek, w tym histonéw, wysoce
zasadowych bialek, ktore biorg udziat w sktada-
niu 1 rozwijaniu DNA (Mochalin et al., 2011). W
pokoleniu III niniejszej pracy obie linie zareago-
waly podobnie, a usuniecie ND z diety nie do-
prowadzito do spodziewanego powrotu parame-
trow typowych dla grupy kontrolnej. By¢ moze
wynikato to ze zwigkszenia uszkodzen DNA,
ktore moglo by¢ efektem zamierzonego, zapro-
gramowanego zmniejszenia stabilno$ci genomu
dla poprawy adaptacji do czynnikdéw stresowych
w zmieniajacym si¢ srodowisku (Augustyniak et
al., 2022).

PODSUMOWANIE

Podaz nanodiamentow przez caly cykl
zyciowy Acheta domesticus przyczynita si¢ do
ujawnienia istotnych réznic rozwojowych pomie-
dzy grupami eksperymentalnymi, w liniach dzi-
kiej 1 dlugozyjacej. Wyjasnienia takiego rezultatu
mozna upatrywa¢ w kumulacji molekularnych
efektow, wywotanych toksyczno$cig nanocza-
stek. Eksperyment dowiodt, Zze obie grupy trakto-
wane ND cechowaly si¢ odmienng w stosunku do
kontroli dynamikg wzrostu. Natomiast ekspozy-
cja na niskie dawki ND w pierwszym pokoleniu
wydawata si¢ by¢ stosunkowo bezpieczna. Po-
tomstwo owaddw narazonych na ND wykazato w
zasadzie skuteczng obron¢ przed ND, przy czym
lepiej radzity sobie zwierzgta wyselekcjonowane
pod katem dlugowieczno$ci. By¢ moze nastgpito
nasilenie mechanizméw obronnych, w tym anty-
oksydacyjnych, u owadow z linii selekcjonowane;
w kierunku dlugiego zycia. Przypuszcza sig, ze
reakcje potomstwa moga by¢ ksztattowane mo-
dyfikacjami epigenetycznymi wywolanymi przez
ND. Po zaprzestaniu podawania nanoczgstek dia-
mentow (grupy recovery) badane parametry roz-
wojowe nie powrocity do poziomu poréwnywal-
nego dla osobnikoéw kontrolnych. Wyjasnieniem
takiego rezultatu mogg by¢ ztozone zjawiska epi-
genetyczne. Zaprezentowany w tej pracy ekspery-
ment pokazat, ze prawdopodobnie odziedziczony
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wzorzec epigenetyczny mogt by¢ niewlasciwy
po wycofaniu czynnika stresowego. Co wazne,
negatywne skutki dziatania ND moga wykraczaé
poza czas bezposredniego kontaktu organizmu z
tymi czastkami. Mozna przypuszczac, ze mecha-
nizm toksycznos$ci ND jest bardzo ztozony i nie
ogranicza si¢ jedynie do nasilenia stresu komor-
kowego.

Wyniki niniejszych badan moga by¢ po-
mocne w opracowaniu uregulowan prawnych
oraz zasad bezpiecznego uzytkowania ND, w tym
dawek, czasu ekspozycji a takze sposobow poste-
powania z pozostato§ciami i odpadami zawieraja-
cymi te nanoczastki.
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