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Bioevaluation of the functional value of beef and cow milk in experiments conducted on model animals

Summary

Two experiments were conducted using rats as laboratory animals. The first experiment evaluated the nutritional and dietetic value
of beef from cattle fed on pasture forage or maize silage with concentrate. As a reference for the beef, rats were given fish meat.
The meats were components of semi-synthetic mixtures. The effect of the meat in the rat diets on metabolic parameters, antioxida-
tive status, and levels of mineral components and alpha-tocopherol in the liver was determined. The second experiment evaluated
the functional value of milk obtained from cows whose feed rations were supplemented with herbal extracts — Echinacea purpurea
and Herbatan dietary feed supplement. The milk was the only component of the rats’ diet. The herbal extracts were found to im-
prove the functional value of the milk with no negative effect on the animals.

KEY WORDS: beef, milk, herbal extracts, rats
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Nanobiotechnologia jest nauka zajmujgca sie badaniami nad za-
stosowaniem réznych rozwigzan nanotechnologii w szeroko poje-
tej biologii. Nauka ta powinna przynies¢ odpowiedzi na pytania, na
ile skutecznie i bezpiecznie mozna uzy¢ nanomateriaty dla dobra
cztowieka oraz otaczajgcego go srodowiska. Nanotechnologia
tworzy i bada mechanizmy, procesy i molekuty w skali ,NANO”,
czyli na poziomie czagstek/struktur nie wigkszych niz 100 nm.
Nanoczastki, czyli fragmenty pierwiastka lub substanciji, roz-
drobnione do wielko$ci ponizej 100 nm uzyskujg w ten sposob
catkowicie nowe, najczesciej unikalne w poréwnaniu do wyjscio-
wej makrobryty cechy. Fakt rozdrobnienia pocigga za sobg pewne
skutki, ktére mozna w pewnym uproszczeniu sprowadzi¢ do kilku
najwazniejszych z biologicznego punktu widzenia cech: 1) nano-
czastki w poréwnaniu do bryty danego pierwiastka (w takiej samej
ilosci wagowej) zwigkszajg gigantycznie powierzchnie swego od-
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dziatywania; 2) nanoczastki sg drobinkami bryty o warto$ciowosci
(0), nie sg kationami czy anionami; 3) nanoczastki majg inng w
poréwnaniu do bryty gestos¢ elektrondéw na powierzchni (co wyni-
ka z matego stosunku masy do powierzchni wiasciwej), a to deter-
minuje catkowicie inne, w poréwnaniu do bryty, wtasciwosci fizy-
ko-chemiczne.

Podejmujac badania z zastosowaniem nanoczgstek mozna
wiec przypuszczac, ze wykazg one nieoczekiwane wtasciwosci
w kontakcie z zywym organizmem. Z jednej strony wtasciwosci
charakterystyczne dla danego pierwiastka czy zwigzku ,macie-
rzystego”, z drugiej wtasciwosci odmienne; spotegowane, zaha-
mowane lub catkowicie odmienne.

Badania prowadzone przez autorow obejmowaty dwie grupy
nanoczastek o bardzo przeciwstawnych wiasciwosciach, a mia-
nowicie nanoczastki metali szlachetnych, jak srebro, ztoto, platy-
na — pierwiastki ksenobiotyczne dla organizmu zwierzat i ludzi
oraz nanoczastki wybranych alotropowych form wegla (diamentu,
grafitu, grafenu czy nanorurki i fulereny) — pierwiastka powszech-
nie wystepujacego w organizmie zywym.

Antymikrobiologiczne wiasciwosci nanoczastek

Wszystkie badane przez autoréw nanoczgstki wykazywaty wta-
Sciwosci hamowania rozwoju drobnoustrojow, jednak na réznym
poziomie ich stosowania, jak rowniez wykazujgc inny mechanizm
dziatania.

Najsilniejsze wtasciwos$ci antymikrobiologiczne cechujg nano-
czgstki Ag. W badaniach nad przeciwwirusowym dziataniem na-
noczastek srebra stwierdzono silne wtasciwosci hamujace roz-
woj wirusa herpes simplex, co moze mie¢ zastosowanie w terapii
[8]. Wykazano réwniez hamujgcy efekt nanoczastek srebra w
stosunku do réznych mikroorganizméw (w tym: Escherichia coli,
Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Candida albicans), ktéry w badaniach in vitro zostat okre-
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Slony na poziomie okoto 10-15 ppm [2, 11]. Jednak zastosowanie
tych samych nanoczastek Ag w wodzie pitnej dla przepiorek i
drobiu nie wptyneto hamujaco na liczebnos¢ wiekszosci bakterii
przewodu pokarmowego, obserwowano natomiast zwiekszenie
liczby bakterii kwasu mlekowego [10]. Mechanizm ten ttumaczag
kolejne badania, w ktérych wizualizowano w mikroskopie optycz-
nym i konfokalnym biointerakcje pomiedzy nanoczastkami i bak-
teriami [2, 11]. Czastki wszystkich badanych pierwiastkow po-
przez rozdrobnienie do skali nano uzyskiwaty olbrzymig po-
wierzchnie oddziatywania, dzieki czemu otaczaty (a niektére pe-
netrowaty) mikroorganizmy, prowadzac do ich $mierci, jakkolwiek
rézne nanoczgstki wykazywaty rézng skutecznos$¢ dziatania i
rézne mechanizmy interakcji z komdrkami. Nanoczastki platyny
charakteryzowaty sie wybitnym powinowactwem do DNA, kon-
centrujac sie w okolicy genoforu, nanoczastki ztota lokowaty sie
chetnie w okolicach fimbrii, nanoczastki srebra ulegaty gtéwnie
adhezji do powierzchni sciany komérkowej. Nanoczastki Ag w
sposob specyficzny ulegaty zwigzaniu z ostong S. enteritidis
(G-), prawdopodobnie wykazujgc powinowactwo do -domeny
gtéwnych biatek transbtonowych, odpowiedzialnych za transport
hydrofilnych molekut, zaburzajac w ten sposob ich funkcje. Nano-
czastki Ag w interakcji z L. monocytogenes (G+) niespecyficznie
pokrywaty catkowicie Sciane bakterii, by¢ moze wigzac kwasy
tejchojowe, ktérych zawarto$¢ charakterystyczna jest wtasnie
dla bakterii G+.

W zywym organizmie efekt ,otoczenia” pojedynczej komorki
nie jest mozliwy, stad tez badania in vitro nie odzwierciedlaty ba-
dan in vivo. Zastosowanie nanoczastek metali szlachetnych nie
wptywato na zmniejszenie liczby bakterii. Zwiekszenie natomiast
liczby bakterii kwasu mlekowego, co obserwowano w dos$wiad-
czeniach i praktycznych obserwacjach, mogto by¢ skutkiem mo-
dyfikacji Srodowiska przewodu pokarmowego. Otéz unikalna kon-
strukcja komorki elementarnej krysztatu Ag (szes$cian posiadaja-
cy 4 atomy Ag) pozwala na adsorpcje tlenu, ktéry moze by¢ uwal-
niany do $rodowiska. Bakterie kwasu mlekowego, jako wzglednie
beztlenowe, mogty korzystnie reagowaé na takie nieznaczne
,dotlenienie”. Niemniej jednak proces ten nie jest w petni wyja-
$niony. Obserwacje prowadzone przez kilka lat na przemysto-
wych fermach drobiu, gdzie stosowano dodatki nanoczastek Ag
do wody pitnej na poziomie 1 ppm, wykazaty istotnie mniejszg
zachorowalnos$¢ kurczat i wieksze przyrosty masy ciata.

Toksycznos$¢ nanoczastek

W kolejnych badaniach prowadzonych na liniach komoérkowych,
modelu zarodka kury oraz kurczetach brojlerach badano poten-
cjalng toksycznos$¢ nanoczastek oraz ich wptyw na wzrost, rozwoj
i stan zdrowia.

W badaniach in vitro stwierdzono toksyczny wptyw nanocza-
stek Ag na komorki keratynocytdéw, obserwujgc nasilony stan
apoptozy, natomiast w eksperymentach na monocytach stwier-
dzono nasilenie nekrozy [9]. Jednak organizm wykazuje znacznie
wiekszg tolerancje na podawanie nanoczgstek. Stwierdzono, ze
zastosowanie nanoczastek srebra, ztota, miedzi i palladu na po-
ziomie <100 ppm, podawanych do albuminy lub komory powietrz-
nej jaja, nie wptyneto negatywnie na wzrost i rozwoj oraz stan
zdrowia ptakéw. Co wiecej, stwierdzono, ze nanoczastki srebra
stymulowaty odpowiedz immunologiczng poprzez zwigkszenie
poziomu IgG u zarodkéw kury [3]. Ponadto wykazywaty wtasciwo-
Sci przeciwzapalne, zmniejszajac synteze czynnika stanu zapal-
nego NF-kB, indukowanego podawaniem LPS u kurczat, a poda-
wanie w wodzie pitnej nawet 25 ppm nanoczgstek Ag nie wptyne-
to negatywnie na stan zdrowia przepiérek, a takze morfologie
enterocytow ptakéw [10].

Interesujgce wyniki uzyskano w badaniach nad nanoczgstkami
ztota. Podawanie koloidu nanoczastek ztota wptyneto ochronnie
na DNA, poprzez zmniejszenie powstajgcych adduktéw 8-oxo-
-deoxy-guaniny [17].

Nanoczastki wegla sg bardziej przyjaznymi strukturami dla or-
ganizmu zywego. Nanoptatki grafenu i tlenku grafenu, a takze
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nanoczastki grafitu i diamentu nie wykazywaty negatywnego
wptywu na wzrost, rozwdj i stan zdrowia modelowego organizmu
zarodka kury na poziomie <500 ppm. Aby jednak wnikliwie zba-
dac potencjalng szkodliwo$¢ nanoczgstek, badano ekspresje wy-
branych genéw na poziomie mRNA oraz biatka, stosujgc metody:
RT-PCR, mikromacierzy transkrypcyjnych, Elisa, Western Blott i
mikroskopii konfokalnej (immunofluorescenciji). Stosowanie nano-
czastek metali (Ag, Au) wptywato na zwiekszenie ekspresji mRNA
i biatka indukujacych angiogeneze (VEGF — czynnik wzrostu
$rodbtonka naczyniowego), proliferacje komérek (FGF — czynnik
wzrostu fibroblastéw), miogeneze (MYOD1) i synteze ATP (AT-
P1A1), natomiast nanoczastki wegla, a zwtaszcza diamentu, wy-
kazywaty raczej przeciwstawne tendencje [6, 12].

Obserwujac transport nanoczastek w organizmie zwierzat
modelowych stwierdzono, poprzez wizualizacje za pomocg mi-
kroskopu elektronowego (TEM), ze zaréwno nanoczastki metali,
jak rowniez wegla, a nawet nanoptatki grafenu sg transportowa-
ne poprzez btony komérkowe do wnetrza komérki. Nanoczastki
mniejsze niz 10 nm penetrowaty btony komérkowe tatwiej i szyb-
ciej [16]. Co wiecej, rozne nanoczastki transportowane byty do
komorki réznymi formami transportu, nanoczastki diamentu po-
przez mechanizm kaweolinozalezny, inne nanoczgstki poprzez
mechanizmy klatrynozalezne, wiekszo$¢ jednak procesow prze-
mieszczania sie nanoczgstek w organizmie jest nieznanych,
prawdopodobnie zalezg one od rodzaju komoérek i nanoczgstek
[13].

Nanoczastki jako nosniki substancji aktywnych

Wykorzystujac zdolno$¢ nanoczastek do tatwej penetracji komo-
rek oraz ich odpornos$¢ na rozktad, jakiemu podlegajg zwiazki or-
ganiczne podawane do organizmu, zastosowano nanoczgstki Ag
i Au oraz wegla jako platformy przenoszacej okreslone substan-
cje odzywczo-funkcjonalne (tzw. drug delivery system).

Jako najbardziej korzystne wytypowano nanoczgstki Ag, Au
oraz diamentu, grafitu i grafenu. Wyniki wieloletnich doswiadczen
wykazaty, ze nanoczastki sprzezone z okreslonymi molekutami
organicznymi mogg docelowo by¢ przenos$nikami ,dostarczycie-
lami” okreslonych zwigzkéw do matrix zewnatrzkomérkowego, do
komorki, mitochondrium, jadra komérkowego, zaopatrujac okre-
$lone struktury w niedoborowe zwigzki odzywcze, funkcjonalne
czy terapeutyczne.

Stwierdzono, ze podawanie nanoczastek Au potgczonych z
siarczanem heparanu (poprzez iniekcje do jaja kury w 1. dniu in-
kubaciji) wptyneto na dwukrotne zwiekszenie liczby jader w tkance
migsnia piersiowego, natomiast nanoczastki Au sprzezone z tau-
ryng byty przyczyna zwigkszenia powierzchni wtékien w migsniu
piersiowym zarodka kury w 20. dniu inkubacji. Zatem suplemen-
tacja rozwijajgcego sie zarodka kury metoda in ovo z zastosowa-
niem nanoczastek ztota, w ilosci 300 p koloidu o koncentracji 50
ppm Au, skoniugowanych ze zwigzkami wspomagajgcymi interak-
cje pomiedzy komdrkami moze wptywac na polepszenie struktury
migsni piersiowych i ich masy [16].

Nanoczastki Ag zastosowane jako nos$niki hydroksyproliny,
podawane do jaja w 1. dniu inkubacji zarodka kury wptynety na
zwiekszenie grubosci widkien kolagenowych w naczyniach
krwionosnych oraz rozwdéj nowych naczyn, co moze mie¢ zasto-
sowanie nie tylko w stymulacji rozwoju uktadu krwionos$nego za-
rodka kury, lecz réwniez w chorobach naczyniowo-sercowych u
ludzi. Nanoczastki Ag moga by¢ réwniez efektywnym nosnikiem
dla aminokwasow lub ATP, ktére podawane metodg in ovo sty-
mulowaty rozwdj i dojrzewanie wtdkien miesniowych poprzez ak-
tywacje PCNA i zwiekszenie powierzchni wtdkien miesnia pier-
siowego. Obserwowany mechanizm byt zwigzany ze zwieksze-
niem tempa metabolizmu, okreslonego poprzez pomiar pobrania
tlenu [1].

Nanoczastki diamentu rowniez mogq mie¢ zastosowanie jako
drug delivery system, potaczone bowiem z L-glutaming znaczaco
zwiekszajg mRNA FGF2 oraz tempo metabolizmu w pierwszym
okresie rozwoju zarodkowego kury. Ptatki grafenu (pojedynczej
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warstwy atoméw C uzyskanej poprzez defoliacje grafitu) rowniez
byty doskonatym nosnikiem dla aminokwasoéw, kwaséw nukleino-
wych oraz innych czgstek metali, a ich zastosowanie jest obecnie
przedmiotem badan prowadzonych przez autoréw.

Nanoczastki w badaniach nad angiogeneza

Angiogeneza jest to proces formowania nowych naczyn krwio-
nosnych, zachodzi zaréwno w warunkach fizjologicznych (np.
rozwoj zarodkowy), jak i patofizjologicznych (np. wzrost guzéw
nowotworowych). Badania autoréw wykazaty, ze nanoczastki
wegla posiadajg charakter antyangiogenny. W badaniach na za-
rodku kury udowodniono, ze nanoczgstki diamentu oraz grafitu
zmniejszajg mase serca oraz sie¢ jego naczyn krwionos$nych,
nie wptywajac jednoczesnie na mase pozostatych narzgaddéw
oraz catego organizmu. Dodatkowo nanoczgstki diamentu i gra-
fitu hamujg ekspresje czynnikéw aktywujacych angiogeneze
VEGF oraz FGF2 na poziomie mRNA i biatka w sercu zarodka
kury [14]. Antyangiogenny potencjat nanoczastek wegla jest réz-
ny w zaleznosci od wielosci czastek, konfiguracji atomow, wiel-
kosci powierzchni reaktywnej, funkcjonalizacji powierzchni oraz
tadunku na powierzchni. Z przeprowadzonych testéw na uzna-
nym modelu do badan angiogenezy, jakim jest btona kosmowko-
wo-omoczniowa zarodka kury wynika, ze najsilniej angiogeneze
hamujg nanoczastki diamentu oraz wieloscienne nanorurki we-
glowe, nastepne w szeregu miejsce zajmujg nanoczastki grafitu
oraz ptatki grafenu. Fulllereny C60 sg wyjatkiem wsréd nano-
czastek wegla, gdyz wykazujg efekt przeciwstawny do wymie-
nionych nanoczastek — aktywujg proces angiogenezy [15]. Po-
dobny wynik zostat zaobserwowany w badaniach nad nano-
czastkami srebra. Zwiekszajg one ekspresje czynnikéw VEGF i
FGF2 na poziomie mRNA w mig$niach zarodka kury po podaniu
1. dnia inkubaciji jaj do komory powietrznej [12]. Nanoczastki
mogg wiec mie¢ zastosowanie w medycynie przy normowaniu
procesow zwigzanych z rozwojem naczyn krwionosnych. W za-
leznosci od potrzeb mozna wykorzysta¢ nanoczastki o charak-
terze pro- lub antyangiogennym.

Nanoczastki jako czynniki antynowotworowe

Silny potencjat antyangiogenny nanoczagstek diamentu zainspiro-
wat autoréw do podjecia prac badawczych nad oceng antynowo-
tworowego charakteru nanoczgstek. Wszystkie badania zostaty
przeprowadzone na dwdch liniach glejaka wielopostaciowewgo
U87 oraz U118 hodowanych in vitro oraz in ovo (na btonie ko-
smoéwkowo-omoczniowej zarodka kury). Linie te, pomimo faktu,
ze zostaty zaklasyfikowane do komoérek o cechach glioblastoma
multiforme, w spos6b znaczacy réznig sie genotypem i fenoty-
pem [7]. Nanoczgstki diamentu w stezeniach do 50 ppm w bada-
niach in vitro na liniach U87 i U118 wykazaty brak cytotoksyczno-
$ci w stosunku do komérek glejaka. Aczkolwiek jednak, w bada-
niach na tych samych komorkach, ale hodowanych na btonie
CAM zarodka kury i przy stezeniu nanodiamentu 500 ppm hamo-

waty angiogeneze w wyindukowanym guzie, ekspresje genéw
VEGF i FGF2 oraz mase i objetosS¢ guza [5]. Analiza ultrastruk-
tury guzéw poddanych dziataniu nanoczgstek diamentu w elek-
tronowym mikroskopie transmisyjnym ukazata zmiany we-
whnatrzkomorkowe, swiadczgce o zachodzeniu procesow $mier-
ci komorki, zwtaszcza na drodze autofagii [4]. Ptatki grafenowe
w stezeniu 50 ppm sg cytotoksyczne dla komorek glejaka hodo-
wanych in vitro — aktywujg $mieré¢ komérkowa. Znamienne jest,
ze w zaleznos$ci od zestawu gendéw w komérkach nowotworo-
wych $mier¢ ta moze zachodzi¢ na drodze apoptozy (linia U118)
lub nekrozy (linia U87).

Podsumowujgc, nanoczgstki wegla oraz metali szlachetnych
majg ogromny potencjat bioaplikacyjny. Stosunkowo niska tok-
syczno$¢, wzgledna biokompatybilno$é oraz selektywnos$¢ od-
dziatywania nanoczastek w potaczeniu z niezwyktymi wtasciwo-
Sciami biologicznymi pozwalajg na ich wykorzystanie w produkcji
zwierzecej, a takze w bioinzynierii i medycynie.
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Nanoparticles — functional and drug delivery molecules in biological investigations

Summary

The objective of the study was to investigate the use of nanoparticles of metals and nanostructures of carbon allotropes as thera-
peutic and health-promoting agents. It was demonstrated that nanoparticles of silver, copper and platinum, as well as graphene
nanoflakes, are toxic to Salmonella enteritidis and Listeria monocytogenes bacteria, among other microorganisms. In experiments
with chicken embryos treated in ovo with molecules of silver, gold and diamond nanoparticles with attached amino acids and gly-
cosaminoglycans, enhanced muscle growth and improved morphological structure were observed. Further experiments carried out
with glioblastoma cancer cells cultured in ovo demonstrated that nanodiamond had antiangiogenic and anticancer properties. Fur-
thermore, graphene inhibited growth rate and increased apoptosis in glioblastoma cells and caused regression of glioblastoma mul-
tiforme. The study demonstrated unique pro-healthy properties of nanoparticles depending on their type and method of application.
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