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Streszczenie

Wplyw nanoczastek srebra na danio pregowane (Danio rerio) podczas
dlugoterminowej ekspozycji.

Rozw¢j procesow umozliwiajacych produkcje oraz wykorzystanie nanoczastek srebra
spopularyzowat ich uzycie w roznych produktach konsumenckich, a tym samym zwiekszyt
prawdopodobienstwo ich emisji do $rodowiska. Analizy naukowe sugeruja, ze nadal
istniejg luki w ocenie ryzyka zwigzanego z dtugoterminowym charakterem ekspozycji dla
organizmé6w wodnych. Celem pracy byla analiza wplywu nanoczastek srebra na
przezywalnos$¢, rozwoj i homeostaze danio pregowanego, zaczynajac od stadium
larwalnego, a koficzac na okresie uzyskania dojrzatosci ptciowej. Ryby eksponowane byty
na dziatanie ksenobiotykow przez sto dni, a w toku badan laboratoryjnych postuzono si¢
biomarkerami histologicznymi, biochemicznymi oraz genetycznymi. Wyniki wskazuja na
toksyczny wplyw nanoczagstek srebra na skutek wywotywania stresu oksydacyjnego,
pobudzenia uktadu immunologicznego, zaburzen w rozwoju i dojrzewaniu ptciowym oraz
wskazano nieliniowy charakter toksycznosci wzglgdem stezenia tego ksenobiotyku.

Stowa kluczowe — danio pregowany; nanoczastki srebra; ekotoksykologia;
dlugoterminowa ekspozycja.

Summary
Effects of silver nanoparticles on zebrafish (Danio rerio) during long-term exposure.

The development of processes enabling the production and use of silver nanoparticles has
popularized their use in a variety of consumer products and thus increased the likelihood
of their emission into the environment. Scientific analyses suggest that there are still gaps
in assessing the risks associated with the long-term nature of exposure to aquatic organisms.
The aim of this study was to analyze the effects of nanoparticles on the survival,
development and homeostasis of the zebrafish at different stages of life, beginning at the
larval stage and ending at sexual maturity. Fish were exposed to xenobiotics for one
hundred days. Various biomarkers were used in the course of laboratory studies. The results
indicate the toxic effects of silver nanoparticles through the induction of oxidative stress,
stimulation of the immune system, disruption of development and sexual maturation, and
the non-linear nature of toxicity relative to the concentration of this xenobiotic is
demonstrated.

Keywords - zebrafish; silver nanoparticles; ecotoxicology; long-term exposure.
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1. Wprowadzenie i cel pracy

Rozw¢j technologii w zakresie produkcji 1 wykorzystania materiatlow, tym mozliwos¢
ich miniaturyzacji, zaowocowat powstaniem produktow nowej generacji - nanomateriatow.
Nanomateriaty sa strukturami charakteryzujacymi si¢ stosunkowo malymi rozmiarami w
odniesieniu do swoich makroczgsteczkowych odpowiednikow, definiowane sg jako czastki
0 przynajmniej jednym wymiarze (dtugosci, szerokosci czy wysokosci) mniejszym niz 100
nm. Nastepstwem tak matych rozmiaréw jest powigkszenie si¢ stosunku powierzchni do
objetosci nanoczastki, a tym samym zmiana czgéci jego whasciwosci fizykochemicznych
(Kreuter, 2007). Rosngce =zastosowanic nanomateriatow, zaréwno w kontekscie
ilosciowego wykorzystania, jak 1 pod wzglgdem réznorodnosci produktéw, prowadzi do
zrdéznicowania zrddet emisji zanieczyszczen $rodowiska. Do kluczowych produktow
zawierajacych nanoczastki zaliczy¢ mozna powtoki, farby i pigmenty, dodatki katalityczne
oraz kosmetyki. Uwalniajg si¢ one do srodowiska w dtugim cyklu na poprzez jedna z trzech
drog: a) podczas produkcji surowcow 1 produktow je zawierajacych; b) podczas
uzytkowania; oraz c¢) podczas utylizacji odpadow (Bundschuh i wsp., 2018). Nanoczastki
srebra znalazly szerokie zastosowanie w wielu galeziach przemystu, przede wszystkim w
produkcji elektroniki, ale ze wzgledu na swoje bakteriobdjcze wlasciwosci stosowane sg
rowniez w biobdjczych tworzywach i tekstyliach, szczeg6lnie materiatach medycznych
(Fabrega i wsp., 2011). Od poczatku XXI wieku przeprowadzono wiele badan naukowych,
w ktorych dokonano ewaluacji przypadkdéw zanieczyszczenia s$rodowiska roéznymi
nanoczastkami (w tym srebra), lecz mimo to nadal istnieje znaczacy deficyt wiedzy w tym
zakresie, co utrudnia prawidlowe modelowanie zagrozeh ze strony tych substancji.
Wigkszos¢ publikacji naukowych opiera si¢ bowiem na testach toksycznosci ostrej, a wigc
krétkoterminowej (od trzech godzin do siedmiu dni ekspozycji). Czynnik czasu nie jest zas
przewaznie uwzgledniany w analizach dotyczacych zdolno$ci nanoczastek do akumulacji
w organizmach 1 do wywotywania przez nie efektu toksycznego wskutek chronicznego
narazenia. Takie uproszczenie jest ograniczonym odwzorowaniem rzeczywistosci, gdyz w
kontekscie wszechobecnych odpadéw pochodzacych od materiatow codziennego uzytku
mozna wrecz mowic o stalym zanieczyszczeniu §rodowiska, wywierajacym wplyw przez
calag dlugo$¢ zycia organizméw w nim przebywajacych, niezaleznie od ich stadiow
rozwojowych (Banu i wsp., 2021; Cambier i wsp., 2018; Chakraborty i wsp., 2016; Samim
i wsp., 2022).



W zwiagzku z powyzszym celem niniejszej pracy doktorskiej jest analiza wpltywu
nanoczastek i jonoOw srebra na przezywalnos¢, rozwdj i homeostazg danio pregowanego

podczas dlugoterminowej ekspozycji.

Przyjeta zostata hipoteza badawcza méowigca, ze dtugoterminowa ekspozycja na niskie,
nawigzujace do obserwowanych w $rodowisku stezenia nanoczastek srebra zaburza

homeostazg organizmdéw wodnych oraz wywoluje odpowiedz fizjologiczng organizmu.



2. Przeglad literatury

2.1. Srebro i jego wlasciwosci

Srebro jest jednowarto$ciowym pierwiastkiem z grupy jedenastej metali
przejsciowych. Charakteryzuje si¢ migdzy innymi: wysokim potyskiem, srebrzystobialym
kolorem, wysoka przewodnoscig elektryczng i termiczng. Swoimi wtasciwosciami srebro
jest zblizone do ztota i miedzi. Ze wzgledu na swoja wzglednie niska reaktywnos¢, wysoka
ciggliwos$¢ oraz kowalno$¢, srebro zaliczane jest do grupy metali szlachetnych, dlatego tez
juz od wiekow stosowane byto powszechnie w ztotnictwie, do wytwarzania takich
artykutow luksusowych jak np. bizuteria czy zastawy stolowe. Ponadto, metal ten wykazuje
silne wlasciwosci bakterio- i grzybobdjcze, dzigki czemu wspotczesnie uzywany jest w
medycynie, przemysle spozywczym i tekstylnym (Melaiye i Youngs, 2005). Histori¢ jego
zagospodarowania przez ludzko$¢ mozna podzieli¢ na pie¢ gldéwnych etapow: a) historii
starozytnej; b) teorii zakaznej chordb; c) srebrnego renesansu lat sze$édziesiatych
dwudziestego wieku; d) drugiej generacji produktow pokrytych srebrem pod koniec
dwudziestego wieku; oraz ¢) obecnych zastosowan (Barillo i Marx, 2014). Kazdy z tych
okresow  charakteryzowal si¢ wprawdzie innym stopniem = zaawansowania
technologicznego wykorzystania srebra, ale zawsze gldéwnym celem byla redukcja
rozprzestrzeniania si¢ drobnoustrojow. Jednym z najstarszych sposobdéw wykorzystania
tych wlasciwosci srebra byla dezynfekcja oraz przechowywanie wody pitnej. Starozytni
Grecy oraz Rzymianie przetrzymywali ja w srebrnych naczyniach celem zachowania jej
$wiezo$ci. W czasach Aleksandra Wielkiego podczas wypraw wojennych nie tylko
spozywano wodg¢ z podobnych naczyn, ale tez praktykowano dodawanie srebrnych monet
do zbiornikow magazynujacych o wigkszych objetosciach (Barillo i Marx, 2014; Melaiye
i Youngs, 2005). We wczesnym okresie nowozytnym skupiono si¢ juz na rozwoju
sposobow wykorzystywania srebra do zwigkszania poziomu higieny osobistej oraz
przyspieszania procesu gojenia ran. Zarowno w XIX jak 1 XX wieku gtownym produktem
wykorzystywanym w medycynie byty wodne roztwory azotanu srebra. Zapobiegaty one
infekcjom oczu (zwlaszcza u noworodkow), podawane byty tez bezposrednio na rany ciete,
poparzenia i obtarcia. Srebro zostalo zintegrowane rdwniez z innymi materiatami, np.
foliami nylonowymi, umozliwiajac wytwarzanie dtugoterminowych, aseptycznych
opatrunkow, ktore mialy szczegolnie istotne znaczenie w obfitujgcych w konflikty zbrojne
czasach sprzed opracowania i upowszechnienia szerokiej gamy antybiotykow, co nastapito

dopiero po zakonczeniu Il wojny $wiatowej (Barillo i wsp., 2014, Silver i wsp., 2006).



Wspotczesnie, raptownie postepujacy rozwdj technologiczny pozwolit na wykroczenie
poza opisane powyzej, wzglednie nieskomplikowane metody wykorzystania srebra,
poprzez opracowanie licznych i odmiennych w swej charakterystyce polimerow,
uzywanych w przemysle tekstylnym i medycznym do produkcji kremoéw czy filtréw do
wody. Ponadto, ze wzgledu na swoje podstawowe parametry fizykochemiczne srebro
stosowane jest tez w wielu zaawansowanych urzadzeniach, wymagajacych doskonalej
zdolno$ci odbijania §wiatlta (np. w teleskopach), a takze elementach elektronicznych
charakteryzujacych si¢ dobra przewodnoscia cieplng (np. w pastach termoprzewodzacych)
czy w fotografii (Lakshmanan i wsp., 2019).

2.2. Toksyczno$¢ srebra

Srebro, niezaleznie od swojej formy, zaré6wno dla organizméw ladowych, jak 1
wodnych, jest ksenobiotykiem, a wigc pierwiastkiem zupetnie obcym. Oznacza to, ze nie
zalicza si¢ ono do tzw. makro- i mikroelementoéw, a nawet wymyka si¢ z klasycznego
podzialu mikroelementdow na trzy podgrupy: istotnych, potencjalnie istotnych i
szkodliwych (Mehri, 2020). W przypadku organizmow ladowych jedynie sporadycznie
zdarzaja si¢ przypadki $§miertelnych zatru¢. Medycyna ludzka obserwuje jednak zjawisko
chorobowe zwane agyrig- sa to nieodwracalne zmiany koloru skéry na skutek depozycji
srebra w komodrkach pigmentowych - melanoforach, na skutek powinowactwa jonoéw srebra
do biatek, a zwlaszcza do melaniny (Mota i Dinis-Oliveira, 2021). Powyzsze informacje
wydaja si¢ jednak mato istotne w zestawieniu z ekotoksykologicznym kontekstem
infiltracji srodowiska wodnego tym pierwiastkiem, dla ktorego to srodowiska stanowi on
potencjalnie duze, znane zagrozenie. Z tego wzgledu srebro klasyfikowane jest jako
zanieczyszczenie  specyficzne, wymagajace wyjatkowego traktowania celem
monitorowania jego st¢zenia w zbiornikach wodnych (McGillicuddy i wsp., 2017; Ranjan
i wsp., 2019). Wystepuje ono zardéwno w toni wodnej, jak i w 0sadach dennych zbiornikow,
w dotychczas opisywanych (z wytaczeniem nanoczastek srebra) trzech gtéwnych formach:
jonowej, chlorkéw 1 tiosulfatow, przy czym forma jonowa jest najgrozniejsza dla

organizmow wodnych (Hogstrand i Wood, 1998).

Drog penetracji tego pierwiastka w glab organizmu przyjmuje si¢ kilka: przez skoreg,
uktad pokarmowy i przede wszystkim skrzela (Ratte, 1999). Ponadto, parametry
fizykochemiczne takie jak twardo$¢ wody, odczyn (pH), temperatura czy naswietlenie
moduluja toksyczny wptyw srebra na organizmy wodne. Badania naukowe skupiajace si¢

wokot toksycznosci roznych form srebra wskazuja, ze trzema najwazniejszymi czynnikami



mogacymi wptywac na jej poziom sg stezenia: a) chloru, b) wapnia oraz c) organicznych
form wegla zawieszonych w toni wody. Badania przeprowadzone na strzeblach
gruboglowych (Pimephales promelas) oraz pstragach teczowych (Oncorhynchus mykiss)
potwierdzity zdecydowane obnizenie toksycznosci z jednoczesnym wzrostem stezenia
jondéw chloru w wodzie. Zjawisko to uzasadnione zostato zdolnoscig do wylapywania
toksycznych jondw srebra przez aniony chlorkowe i stracanie ich do bardzo stabo
rozpuszczalnej w wodzie soli, bezpieczniejszych dla organizmow. Obecno$¢ jondw wapnia
wykazuje natomiast pomniejszy efekt chronigcy ryby wskutek ich stabilizujacego wptywu
na prace nabtonka skrzeli wobec ekspozycji na dziatanie czynnika toksycznego. Wolne
organiczne formy wegla stanowig za$ osobny przyktad mechanizméw stabilizujacych i
przeciwdzialajacych toksycznos$ci srebra. Niezaleznie od przybranej formy, metal ten
tworzy kompleksy z weglowodorami, ktére nie sg absorbowane przez nabtonki narzadow
ryb, co jednoczesnie zapobiega jego penetracji w glab organizmu (Bury i wsp., 1999;
Erickson i wsp., 1998; Wood i wsp., 1999). W innym badaniu wykazano natomiast
zdecydowane obnizenie toksycznosci jonowych form srebra dla ryb zyjacych w
srodowisku morskim (LC 50 ang. lethal concentration 50, czyli dawka substancji, w ktorej
umiera 50% badanej populacji: 330-2700 pg Ag/L), w poréwnaniu do wod stodkich (LC
50: 5-70 ug Ag/L), ze wzgledu na zwickszone stezenie jonow chloru (Hogstrand i Wood,
1998).

Mechanizm toksycznego dziatania srebra (przede wszystkim jondw) na organizmy
zywe jest wielotorowy, a w zwigzku z tym wysoce skomplikowany do scharakteryzowania.
Do najwazniejszych sktadowych tego procesu zalicza si¢ zjawiska: bioakumulacji oraz
wywolywania zaburzen homeostazy pomp jonowych w obrebie catego organizmu (Ratte,
1999). Bioakumulacja moze by¢ definiowana jako catkowita akumulacja danych substancji
lub pierwiastkéw w badanym organizmie, jego narzadach czy tkankach, przy spelieniu
zalozenia, ze stezenie substancji badanej jest wyzsze niz w danym biotopie. Zjawisko to
zachodzi po wystawieniu organizmu na dzialanie danego ksenobiotyku, a jego
intensywnos$¢ jest wysoce zalezna nie tylko od warunkéw §rodowiskowych, ale rowniez od
predyspozycji danych gatunkéw do jego poboru, tempa metabolizmu czy zdolno$ci
wydalania. Warto wspomnie¢, ze nie wszystkie substancje majg jednakowg zdolno$¢ do
bioakumulacji w obrgbie tego samego gatunku, a substancje zakumulowane w osobnikach
w potencjalnie szkodliwych stezeniach wywoluja efekt toksyczny nawet dekady po ustaniu

zanieczyszczenia srodowiska (McGeer i wsp., 2004; Szynkowska i wsp., 2017). Zjawisko
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bioakumulacji w $rodowisku naturalnym dodatkowo potggowane jest przez
biomagnifikacje, czyli proces rosngcego stezenia ksenobiotyku wraz ze wzrastajagcym
poziomem troficznym organizmu. Innymi stowy, konsumenci wyzszych rzedéw beda
wykazywali wigcej zakumulowanych toksyn w swoich tkankach na skutek ich
przyjmowania wraz z materig spozywanych organizmow nizszych rzedow. U zwierzat
wodnych, srebro akumuluje w najwickszych stezeniach w czterech glownych
lokalizacjach: a) w skrzelach - narzadzie, ktéry ma najwigcej stycznosci z woda; b) w
watrobie - centrum metabolicznym organizmu, gdzie zachodzi detoksykacja
ksenobiotykow; c) w jelicie - szczegdlnie u ryb stonowodnych, dla ktérych potykanie wody
jest naturalnym procesem fizjologicznym, ale rowniez poprzez absorbcje¢ z pokarmem; oraz
d) w migsniach - wskutek drugorzedowej depozycji po transporcie uktadem krwiono$nym
(Tokatli i wsp., 2013; Webb i Wood, 2000). Toksycznym wplywem srebra jest tez jego
odziatywanie na caly organizm ryb, w duzej mierze prowadzac do jego zakwaszenia.
Mechanizm ten ma swoje podstawy na poziomie molekularnym, gdzie literatura naukowa
wskazuje przede wszystkim na zaburzenia pracy pompy sodowo-potasowej oraz anhydrazy
weglanowej na drodze niekompetytywnej inhibicji. Jony srebra zastgpuja zar6wno jony
sodu, jak 1 protony podczas transportu przez nablonki narzadéw, a przede wszystkim
skrzeli ryb (ryc. 1). Bezposrednim tego nast¢pstwem jest zaburzenie metabolizmu
zwigzkow azotowych poprzez utrzymywanie wewnatrz organizmu nadmiaru protonow w
formie jonow amonowych, co zaktdca proces oddychania tlenowego na drodze nadmiernej
depozycje jonéw weglanowych oraz blokade poboru jonow sodu ze §rodowiska, ktore
niezb¢dne sa do wymiany tadunku elektrycznego organizmu. Efektem nadmiernego
nagromadzenia si¢ protondw w organizmie, a przede wszystkim w krwioobiegu, jest
zmiana jego ladunku elektrycznego, obnizenie odczynu pH, a tym samym zakwaszenie
organizmu, majace negatywny wplyw na prace wielu biatek utrzymujacych stan

homeostazy (Grosell i wsp., 2002; Perry i wsp., 2003).
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Rycina 1. Schemat ogolnego modelu transportu sodu, chloru i amoniaku przez komorki

" 1

nabtonka skrzeli organizméw stodkowodnych. Znaki "<" 1 "—" wskazujg kierunek
potencjalow membranowych i nablonkowych. Linie kropkowane reprezentujg transport na
zasadzie dyfuzji prostej, podczas gdy linie ciggle przedstawiajg inne sposobu transportu.
Nosniki oznaczone symbolem "ATP" realizujg transport aktywny zalezny od defosforylacji
adenozynotrifosforanu (ATP). Anhydraza weglanowa jest oznaczona skrotem CA.
Symbole "1" 1"]" oznaczaja, ze srebro (Ag) lub majaca podobne wiasciwosci miedz (Cu)
wplywaja przyspieszajaco lub spowalniajaco na odpowiedni proces. Schemat

przygotowano na podstawie Grosell i wsp., (2002).
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2.3. Nanoczastki srebra

Rozwdj technologii dajacych coraz to szersze mozliwosci analityczne, takich jak
zwigkszanie rozdzielczo$ci prowadzonych obserwacji, miniaturyzacji uzyskiwanych
substancji oraz innowacji w zakresie zastosowan badanych struktur przyczynity si¢ do
powstania  materialtbw nowej  generacji - nanomaterialtow.  Nanomaterialy
charakteryzowane sg jako struktury, ktéore w przynajmniej jednym wymiarze (dlugosci,
szeroko$ci czy wysoko$ci) majg mniej niz 100 nm. Jednoczes$nie redukcja dlugosci w
jednym lub kilku wymienionych wymiarach warunkuje wytworzenie matych czastek o
niezwykle duzym stosunku powierzchni do obj¢tosci. Ta zalezno$¢ pozwala nanoczastkom
na uzyskanie nowych wiasciwosci fizykochemicznych czy biologicznych, niedostgpnych
dla ich makroskopowych odpowiednikow (Albrecht i wsp., 2006). Podobnie jak w
przypadku innych metali oraz ich zwigzkoéw chemicznych, wykorzystanie srebra w réznych
galeziach przemystu rowniez przeszto intensywny rozwdj technologiczny, ktorych efektem
sg nanoczastki srebra. NajczeSciej wymieniane zalety i whasciwosci sa bardzo podobne do
jego klasycznych odpowiednikow, gdzie za najwazniejsze uznaje si¢ wlasciwosci
bakteriobojcze oraz mykostatyczne, Z tg jednak r6znicg, ze W formie nanomateriatu srebro

moze znalez¢ zastosowanie w szerszej gamie produktow (Rai i wsp., 2009).

2.4. Obszary zastosowan nanoczastek srebra

Nanoczastki srebra, ze wzgledu na ich niewielkie rozmiary oraz wysoki stosunek
powierzchni do obj¢tosci, wykazujg zdolno$¢ do adhezji i wnikania do wewnatrz
mikroorganizméw. Nastgpnie, poprzez tworzenie kompleksow z czastkami organicznymi
zawierajgcymi atomy siarki oraz fosforu (biatkami lub DNA), zakldcajg dziatanie tancucha
oddechowego oraz cyklu komérkowego (obejmujgcego podzialy), a w efekcie prowadzg
do $mierci komorki. Ponadto, aglomerowane nanoczastki srebra na skutek procesow
utleniania i redukcji zachodzacych na ich powierzchni, uwalniajag do $rodowiska zycia
komorki toksyczne jony srebra (Morones i wsp., 2005). Mechanizm ten wykorzystywany
jest do wytwarzania produktéw aktywowanych powierzchniowo, SzCzegolnie w branzach
medycznych oraz tekstylnych. Przede wszystkim sg to materiaty o dzialaniu odkazajacym,
czyli: specjalistyczne opatrunki (stosowane w leczeniu skaleczen, ran, poparzen czy
odlezyn); ubrania (zwtaszcza bielizna antybakteryjna) wykorzystywane w prewencji
rozwoju infekcji u 0s6b o ostabionym uktadzie immunologicznym; spreje, ptyny i aerozole
wytwarzajace na réznych powierzchniach powloke antybakteryjng (Lem i wsp., 2011).
Podobnie jak w przypadku produktow dla ludzi, efekt bakteriobojczy nanoczgstek srebra
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wykorzystywany jest w trakcie hodowli zwierzat oraz produkcji surowcoOw pochodzenia
zwierzecego. W szczegodlnosci uzywane sg one jako srodek do dezynfekcji kojcow,
transporterow czy iNNego sprzgtu majacego bezposredni kontakt z organizmami zywymi
badz ich produktami pochodnymi. Ponadto dowiedziono, ze uzycie nanoczastek srebra w
miejscach bytowania zwierzagt redukuje emisje amoniaku, a tym samym zmniejsza
prawdopodobienstwo jego zatruciem (Pulit i wsp., 2011). Nanoczgstki srebra
charakteryzuja si¢ tez doskonalymi wilasciwosciami optoelektronicznymi. Na przyktad,
dzigki wykorzystaniu technik okreslania i wykorzystania parametréw powierzchniowego
rezonansu plazmonowego, nanoczastKi srebra biorg udziat w: a) opracowywaniu nowych
technik diagnostycznych oraz farmaceutykow; b) badaniach przesiewowych; c) kontroli
jakosci przeprowadzanych proceséw biotechnologicznych; d) charakteryzowaniu nowych
bialek; e) czy w $ledzeniu i poznawaniu proceséw chorobowych (Ravindran i wsp., 2013).
Na dodatek, w zakresie szeroko pojetego rozwoju technologicznego, nanoczastki srebra sa
odpowiedzig na potrzeb¢ miniaturyzacji urzadzen elektronicznych oraz sensoréw.
Stanowi¢ moga, na przyktad, wysoce termostabilny dodatek do produkcji uktadow
elektronicznych w ktérych temperatura dochodzi¢ moze do 300°C, gdzie klasyczne stopy

metali ulegaja juz uptynnieniu (Qian i wsp., 2020).

2.5. Parametry nanoczastek i sposoby ich ewaluacji

Badania dowodza, ze wiasciwosci optyczne, katalityczne, potencjat chemiczny 1
biologiczny, temperatura topnienia, przewodno$¢ elektryczna i termiczna nanoczastek
srebra sg silnie zwigzane z ich parametrami fizycznymi, takimi jak tadunek elektryczny,
rozmiar, wielkos$¢ czy rozktad wielko$ci w danej partii materiatu. Jest to gldéwnie zwigzane
ze zmiang stosunku i tak niezwykle duzej powierzchni do matej objetosci nanoczastki (Lin
i wsp., 2014; Shenashen i wsp., 2013). Dlatego tez w literaturze naukowej wyr6zni¢ mozna
zestaw technik wysoce istotnych z punktu widzenia tego doktoratu, ktore pozwalaja na
okreslenie najwazniejszych parametrow nanoczastek: a) TEM (ang. transmission electron
microscopy - transmisyjna mikroskopia elektronowa), a wiec technika umozliwiajgca
wizualizacje materiatlu z rozdzielczos$cig do okoto 1 nm (przy czym warto$¢ ta moze ulegaé
zmianom przy réznej adaptacji techniki), pozwalajaca okresli¢ morfologie nanoczastek, ich
wielko$¢ (z uwzglednieniem ksztattu) oraz potencjal do aglomeracji (a wiec zwigkszania
rozmiaru wraz ze zmiang ksztattu); b) DLS (ang. dynamic light scattering - dynamiczne
rozpraszanie §wiatla), umozliwiajace okreslenie rozkladu wielkosci czastek w zawiesinie;

oraz c) ELS (ang. elektophoretic light scattering - elektroforetyczne rozpraszanie swiatta),
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inaczej zwane potencjalem zeta, pozwalajagce na okreslenie potencjalu elektrycznego
czgstek (Baia i Simon, 2007; Pecora, 2000). Wskazane powyzej parametry i techniki
najsilniej rzutuja na wlasciwosci biologiczne nanoczastek srebra, a wigc na ich zdolnos¢
do oddzialywania z materiatem biologicznym na kazdym poziomie jego zorganizowania.
Na przyktad, im mniejszy jest rozmiar nanoczastek, tym fatwiej jest im przekroczy¢ bariery
biologicznie (przede wszystkim bton¢ komodrkowa), a co za tym idzie, zinfiltrowac
struktury bardziej ztozone, takie jak btony §luzowe (np. jamy nosowej, jelita) czy bariere
krew-mozg (Bohmert i wsp., 2014; Cueva i wsp., 2019). Drugim bardzo waznym
parametrem, wpltywajacym na mozliwo§¢ migracji nanoczgstek wewnatrz komorek, jest
ich potencjat elektryczny. Na zasadzie oddzialywan elektrostatycznych, nanoczastki
charakteryzuja si¢ réznym powinowactwem do powierzchni komorki. Jezeli tadunek ten
bedzie przeciwstawny w obu strukturach, zdolno$¢ do adhezji bgdzie wigksza niz w
przypadku, gdy tadunek elektryczny bedzie zgodny. Ponadto, przylozenie zewnetrznego
pola i1 napigcia elektrycznego (naturalnie wystepujacego i zmieniajacego si¢ wewnatrz
organizmow) moze dodatkowo modyfikowaé lub indukowa¢ nie tylko ich zdolno$¢ do
adhezji, ale takze do migracji wewnatrzkomorkowej (Donath i Pastushenko, 1979;
Nakamura i wsp., 2019; Zhang i wsp., 2008).

2.6. Sposoby wytwarzania nanoczastek

Metody wytwarzania nanoczgstek srebra podzieli¢ mozna na trzy gtowne rodziny:
fizyczne, chemiczne i biologiczne. Pierwsza z nich dziata na zasadzie redukowania
rozmiarow wickszego materiatu wyj$ciowego (ang. Top-Down), a pozostate dwie bazujg
na syntezie de novo, gdzie zaczyna si¢ od produktow o niewielkich rozmiarach, a nastgpnie
powoli zwigksza si¢ ich objeto$¢ (ang. Bottom-Up). Niemozliwe jest jednak wyrdznienie
najlepszego czy optymalnego sposobu na otrzymywanie nanoczastek, poniewaz kazda z
dostgpnych metodyk charakteryzuje si¢ specyficznymi zaletami i wadami, ktére moga
dotyczy¢ stopnia skomplikowania procesu wytwarzania (czyli kosztéw), docelowych
rozmiaréw nanoczastek oraz réznic w ich wielkosci i stabilnosci, a takze aplikowalnosci

powstajacego produktu (Islam i wsp., 2021).

Metody fizyczne skupiajg si¢ na wykorzystaniu energii do zmiany stanu skupienia
metalicznego srebra. Niezaleznie od konkretnie obranego schematu wytwarzania, sktadaja
si¢ one z trzech gtownych etapow: a) ogrzewania materiatu w klasycznym piecu badz na
skutek krotkich wyladowan energetycznych (generowanych przy uzyciu lasera, pradu lub

wzbudzenia indukcyjnego); b) wyparowania czeSci materialu wejsciowego; oraz c)
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ponownej kondensacji materialu w postaci nanoczgstek (Dell’Aglio i wsp., 2013).
Produktem klasycznej ewaporacji na skutek dziatania pradu lub temperatury oraz wtornej
kondensacji sg nanoczastki o wysokiej stabilno$ci, matych rozmiarach oraz niskim
rozktadzie wielkosci. Metody te charakteryzuja si¢ jednak wysokimi kosztami, zwigzanymi
glownie z czaso- i energochtonnoscia tak zorganizowanej produkcji nanoczastek, a takze
potrzeba uzycia drogich i zaawansowanych Kkonstrukcyjnie urzadzen (Haider i Kang,
2015). Odpowiedzia na te problemy sa metodyki polegajace na wypalaniu kawatkow
metalicznego srebra przy uzyciu lasera, a wiec skupionej wigzki fotonow o wysokiej
energii. Uzyskiwany w ten sposob material spelnia zalozenia opisane powyzej dla
klasycznej ewaporacji, jednakze metodyka ta jest skuteczna juz po pigciominutowym
traktowaniu materiatu laserem 0 roznej dlugosci fali (w cytowanym badaniu byto to 1064
nm, 532 nm oraz 355 nm), przy czym nanoczastki charakteryzuja si¢ coraz mniejszymi
rozmiarami wraz ze spadkiem dtugosci fali (Tsuji i wsp., 2002). Reasumujac, metody
fizyczne charakteryzuja si¢ wzglednie wysokimi kosztami produkcji, ale za to pozwalaja

uzyska¢ wysoce czysty, stabilny produkt o powtarzalnych i matych rozmiarach (Natsuki,
2015).

Na skale przemystowa nanoczastki srebra najczesciej produkowane sa przy pomocy
metod chemicznych. Wymagaja one zastosowania wickszej ilosci elementoéw w uktadzie
produkcyjnym anizeli metody fizyczne: metalicznego prekursora, czynnika redukujacego
oraz czynnika stabilizujacego. Sam proces sktada si¢ z samorzutnego tworzenia si¢ miejsc
nukleacji nanoczastek srebra, a nastgpnie ich wzrostu (Lee i Jun, 2019). Prekursorami w
procesie chemicznej syntezy nanoczastek sg gldwnie sole srebra: AgNO3 czy AgCl. Do
czynnikow redukujacych podczas wytwarzania nanoczastek zaliczy¢ mozna zaréwno
zwigzki organiczne (np. glukoze, witaming C, dimetyloformamid, dekstroze), jak 1
nieorganiczne (np. hydrazyne, borowodorek sodu). Parametry uzyskanych nanoczastek
zaleza jednak nie tylko od obranego prekursora oraz reduktora, ale takze od parametrow
fizykochemicznych, w ktorych zachodzi proces syntezy, takich jak temperatura, pH uktadu
produkcyjnego, naswietlenie oraz czas reakcji (Evanoff i Chumanov, 2005; Lee i Jun, 2019;
Mota i wsp., 2020). Najwickszym wyzwaniem jest jednak stabilizacja uzyskiwanych
produktéw. Dlatego tez, aby unikng¢ procesu aglomeracji $§wiezo otrzymanych
nanoczgstek w struktury wigksze niz pozadane, stosuje si¢ np. alkohol poliwinylowy
(PvA), poliwinylopirolidon (PvP), kwas cytrynowy i inne (Das i Das, 2019; Khan i wsp.,

2012; Verma i Maheshwari, 2019). Poza standardowymi metodami, w kategorii uktadow
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chemicznych stosowane sg takze metody hybrydowe, bedace potaczeniem oddziatywania
czynnikéw fizycznych (takich jak §wiatlo czy prad) oraz podejscia do syntezy od strony
chemicznej. Przyktadami takiej strategii sg metodyki polegajace na redukcji azotanu srebra
na jeden z dwoch sposobow: swiattem UV na membranach zywicowych (Huang i Yang,
2008) lub rozktadu elektrolitycznego (Zhu i wsp., 2001). Pomimo og6lnie niskich kosztow
oraz tatwosci przeprowadzenia syntezy chemicznej nanoczastek, czesto toksyczne i
niebiodegradowalne pozostatosci czynnikow redukujacych stanowia potencjalne
zagrozenie dla ludzi oraz srodowiska naturalnego, co znaczaco ogranicza mozliwosci ich

wykorzystania ze wzgledow bezpieczenstwa (Ledn-Silva i wsp., 2016).

Metody zielonej syntezy, zwane rdéwniez synteza biologiczng, skupiajg si¢
wykorzystaniu szerokiego zakresu naturalnych prekursorow, w postaci zarowno zywych
organizmow: grzybow, roslin oraz bakterii, ale takze ich ekstraktow czy enzymow (Vega-
Baudrit i wsp., 2019). Pomimo ogdlnie zdefiniowanych wtasciwosci bakteriobojczych i
grzybobojczych srebra, wyrdznia si¢ gatunki oraz szczepy mikroorganizmoéw opornych na
jego dziatanie. Mechanizmy detoksykacji, ktorymi si¢ one postuguja, polegaja na
wytrgcaniu srebra na btonie komoérkowej lub w formie wtretow komoérkowych, pod
postacig jednorodnych czasteczek osiagajacych srednice do 200 nm (Klaus i wsp., 1999;
Slawson i wsp., 1992). Fenomen ten jest obecnie wykorzystywany do syntezy nanoczgstek
przy uzyciu bioreaktorow wykorzystujacych grzyby oraz bakterie. Podobnie jak w syntezie
chemicznej, rolg prekursora peini najczesciej azotan srebra (Nayak i wsp., 2011,
Pugazhenthiran i wsp., 2009). Niektore ze sposobow produkeji nanoczgstek srebra trudno
jest jednak jednoznacznie sklasyfikowac. Jako przyktady mozna wskazaé otrzymywanie
nanoczastek srebra przy wykorzystaniu melaniny lub soku z winogron (a wigc substancji
pochodzenia biologicznego) jako czynnika redukujacego, w uktadzie typowym dla syntezy
chemicznej (Gnanajobitha i wsp., 2013; S. Roy i wsp., 2019). Podsumowujac, metody
biologiczne sg potencjalnie najbardziej wartosciowymi w porownaniu do pozostatych
sposobow syntezy nanoczgstek, gdyz cechujg si¢ ekologicznym, biodegradowalnym i
niewykorzystujacym elementow toksycznych schematem postepowania, przy zachowaniu
relatywnie niskich kosztow produkcji. Niestety, produkty koncowe charakteryzuja si¢
wiekszg rozbiezno$cig rozmiarOw nanoczastek, mniejszg stabilno$ciag produktu oraz
mniejszymi mozliwo$ciami manipulacji tych parametréw, co istotnie ogranicza ich

aplikowalnos¢ (Rafique i wsp., 2017).
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2.7. Zagrozenia wywolywane przez nanoczgstki srebra

Badania naukowe sugeruja, ze nanoczastki srebra obserwowane sg w §rodowisku z
dwoch powodow: proceséw naturalnych 1 dzialalnosci czlowieka. Do procesow
nieantropogenicznych zaliczy¢ mozna na przyktad wybuchy wulkandéw, powolng i
delikatng erozj¢ mineratow bogatych w srebro czy procesy utleniania i redukcji form srebra
wystepujacych w ciekach wodnych (Guildford i wsp., 2009; Yin i wsp., 2015). Ze wzgledu
na coraz szersze wykorzystanie nanoczastek srebra przez cztowieka, od poczatku XXI
wieku nastapito zdecydowane zwigkszenie ich produkcji, a co za tym idzie wzrosta takze
ich depozycja w srodowisku. Nanoczastki srebra zanieczyszczaja globalny ekosystem na
kazdym etapie swojego cyklu zyciowego, zaczynajac od osrodkéw ich produkeji, poprzez
gospodarstwa domowe, placowki medyczne lub przemystowe, az do systemdéw utylizacji
odpadow, takich jak oczyszczalnie Sciekow, wysypiska czy spalarnie $§mieci. Dotychczas
opisanych zostalo wiele mechanizméw infiltracji srodowiska przez nanoczastki srebra,
zwigzanych z opisanymi wektorami, a wigc rowniez z transportem w trzech stanach
skupienia materii: cieklym, statym i gazowym. Przyktadowo, placowki przemystowe,
medyczne 1 gospodarstwa domowe utylizuja nanoczastki wraz z resztg SciekOw w stanie
ciektym lub ze $mieciami w fazie statej. Osrodki przetworcze, takie jak huty czy spalarnie
$mieci, w ktorych nanomateriaty poddawane sg dziataniu wysokiej temperatury, ubocznie
uwalniajg srebro do atmosfery, ktore rozprzestrzenia si¢ w postaci aerozolu. Wypadkowo,
obieg wody w postaci: a) opadow, kondensujacych ww. aerozol bogaty w nanoczastki
srebra; b) ciekow wodnych, wyptukujacych srebro z gleby (szczegdlnie w okolicy kopaln,
wysypisk $mieci czy pol uprawnych); ¢) depozycji wody z oczyszczalni $ciekow lub
niekontrolowanych zrzutow, powoduje przede wszystkim zanieczyszczenie wysoce

wrazliwego srodowiska wodnego (Islam i wsp., 2021; McGillicuddy i wsp., 2017).

Badania empiryczne oraz powstale na ich podstawie modele matematyczne wskazuja
na nieregularno$¢ stezen w jakich nanoczastki srebra mogg wystepowac na $wiecie, a nawet
w obrgbie jednego cieku wodnego. W rzekach Ameryki Poinocnej (stany Teksas i
Connecticut) stezenie nanoczastek srebra wahato si¢ od 0,01 do 100 ng/L, w zalezno$ci od
stopnia zurbanizowania oraz industrializacji na terenie zlewni. Podobna sytuacja wystapita
w Europie w rzece Ren, gdzie stezenia te przybieraty wartosci od 4 do 40 ng/L. Doniesienia
o najwyzszych obserwowalnych stezeniach nanoczastek srebra pochodzg natomiast z
Malezji, gdzie osiggaty warto$ci az 10-20 mg/L, zaleZnie od pory roku, ze szczytem w lipcu

(Syafiuddin i wsp., 2018). Modele matematyczne tworzone sg natomiast na podstawie
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wielu danych, nie tylko wynikéw pomiarow st¢zen w wodzie, ale tez informacji o emisji
nanoczastek srebra oraz sposobach utylizacji $ciekow (glownie przez gospodarstwa
domowe), a takze natozeniu funkcji w czasie uwzgledniajac pomiary do 90 percentyla
obserwowanych stezen, co pozwala na stwierdzenie trenddow w powstawaniu
zanieczyszczen nanoczastkami. Wskazuja one, ze w osrodkach miejskich oraz
przemystowych, a takze w poblizu starych masywow gorskich stezenia nanoczastek moga
wzrasta¢. Podobne wnioski mozna wysnué¢ z obserwacji dokonanych w przypadku rzek
Europy Wschodniej, gdzie wyzsze stg¢zenia nanoczastek srebra powigzano z relatywnie
niskim tempem przeplywu wody. Ponadto, modele potwierdzaja przypuszczenia 0
zalezno$ci stezen nanoczastek srebra wzgledem pory roku, gdzie najwyzsze stezenia
obserwowane sg w ciggu roku w najcieplejszych miesigcach (Dumont i wsp., 2015;
Gottschalk i wsp., 2011).

2.8. Toksyczny potencjal nanoczastek srebra

Obecnie istnieje powaznie niebezpieczenstwo polegajace na zaburzeniu stabilno$ci
srodowiska wodnego przez srebro i jego zwiagzki, co zwigzane jest m.in. ze wzrostem
uzycia nanoczastek srebra przez czlowieka na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat. Biorac
pod uwage powyzsze, wystepuje potrzeba prowadzenia szczegdétowych badan na temat
toksycznego potencjatu tego materiatu nowej generacji (Caloudova i wsp., 2021).
Literatura naukowa (Tabela 1) sugeruje wystepowanie wielu mechanizmow negatywnego
oddziatywania nanoczastek srebra na organizmy zywe. Powigzane s3 one zwlaszcza z
dlugoscia ekspozycji, rozmiarami nanoczastek, pozycja systematyczng organizméow, droga
podania, czy warunkami, w ktorych ta ekspozycja zachodzi. Dla przyktadu, podczas
kroétkiej ekspozycji, nanoczastki srebra majg zdolnos¢ do aglomeracji tylko na powierzchni
ciata organizméw, bez wewnetrznej akumulacji. Wydtuzenie tego czasu umozliwia za$
migracj¢ form srebra w glab tkanek, a tym samym determinuje wystepowanie procesu
bioakumulacji srebra. Droga podania roéwniez wplywa na zdolno$¢ nanoczastek srebra do
akumulacji - asymilacja nanoczgstek wraz z pokarmem stanowi wigksze zagrozenie dla

pracy uktadu pokarmowego niz w przypadku ekspozycji na srebro dla homeostazy skrzeli
(Tabela 1).
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Tabela 1. Przeglad informacji na temat toksycznego wptywu nanoczastek srebra na fitoplankton, zooplankton oraz organizmy krggowe. Na

podstawie (Banu i wsp., 2021). Skrét EC 50- effective concentration 50, czyli dawka powodujaca wywotanie efektu u 50% osobnikéw badanych.

Organizm Droga podania Dlugosc¢ Bioakumulacja Stezenie nanoczastek Odwotanie
narazenia
Fitoplankton i rosliny naczyniowe
Ulva lactuca Zawieszenie w wodzie | 48 godzin Fizycznie zwigzany z Reakcja toksyczna (Turner i wsp.,
powierzchnig glonow generowana powyzej stezenia | 2012)
15-1 pg/L
Chlorella sp. Zawieszenie w wodzie | 24 godziny Stwierdzono, ze AgNPs w Hamowanie szybkosci (Yoo-iam i wsp.,
formie zagregowane;j sg zachodzenia fotosyntezy 2014)
zwigzane z powierzchnia EC50 of 0.89 + 0.68 mg/L
zewnetrzng
Euglena gracilis Zawieszenie w wodzie | 1-2 godziny W pellikuli Zmiany w morfologii (Xiaomei Li i
komorek przy stezeniu 5 uM | wsp., 2015)
Lemna gibba Zawieszenie w wodzie | 7 dni wewnatrzkomorkowa Zahamowanie mechanizmu (Dewez i wsp.,
akumulacja AgNPs wystapita w | fotosyntezy przy stezeniu 1 2018)
ro$linie mg/L
Raphidocelis Zawieszenie w wodzie | 24 godziny Na $cianie komorkowe;j 10 nm Internalizacja AgNP (Sekine i wsp.,
subcapitata przy wyzszym stezeniu 40 2017)
pe/L
Zooplankton
Daphnia magna Podane z pokarmem 5 dni W uktadzie pokarmowym Zmniejszona ilo$¢ pokarmu, (McTeer i wsp.,
gdy organizm jest karmiony 2014)
komorkg Chlamydomonas
hodowana w 100 ng/L AgNPs
Daphnia similis Zawieszenie w wodzie | 21 dni Mata dawka AgNPs obecnaw | Wstrzymanie reporodukcji w | (Wang i wsp.,
ciele organizmu stezeniach 0.021 1 pg/L 2018)




Artemia salina Zawieszenie w wodzie | 72 godziny W uktadzie pokarmowym Produkcja ROS przy wartosci | (An i wsp.,
EC10 i EC50 wynoszacej 1,48 | 2019)
+0,6110,70 = 1,3 mg/L dla
AgNPs

Artemia salina Zawieszenie w wodzie | 24148 godzin | W uktadzie pokarmowym Generowanie stresu (Demarchi i
oksydacyjnego przy stezeniu | wsp., 2020)
500 mg/L

Organizmy kregowe

Danio rerio (embrion) | Zawieszenie w wodzie | 5dni Akumulacja w r6znych Deformacje wielonarzadowe | (Kannan i wsp.,

narzadach rozwijajacego si¢ przy 14-20 ng/mL AgNPs 2011)
zarodka
Danio rerio (embrion) | Zawieszenie w wodzie | 4 godziny Na zewngtrznej powierzchni Zmniejszenie reotaksji przy (McNeil i wsp.,
tkanki 150 225 ng/L stezenia 2014)
Cyprinus carpio Zawieszenie w wodzie | 7 dni W watrobie, skrzelach, Efekt toksyczny obserwowano | (Jang i wsp.,
przewodzie pokarmowym przy stezeniu 0,62 £+ 0,12 2014)
mg/L.

Danio rerio Podane z pokarmem 21 dni W jelicie i watrobie Histopatologia w watrobie (Lacave i wsp.,
przy stezeniu EC50 2017)
19,63mg/L

Danio rerio Zawieszenie w wodzie | 21 dnii6 W skrzelach i watrobie Zapalenie, hiperplazja Zmiany | (Lacave i wsp.,

miesigcy w skrzelach, destabilizacja 2018)
btony lizosomalnej przy 10
ug/L AgNPs
Oncorhynchus mykiss | Podane z pokarmem 14 dni Akumulacja srebra w Stezenie do 34,3 pg/kg (Zeumer i wsp.,

przewodzie pokarmowym.
Zaobserwowano rowniez
ograniczony transfer przez
Sciang jelita

nanosrebra stwierdzone w
przewodzie pokarmowym
organizmu po spozyciu
zooplanktonu obcigzonego
AgNPs

2020)




2.9. Ocena ryzyka ekologicznego lub srodowiskowego

Jednym z celow prowadzenia badan z zakresu ekotoksykologii jest rozpoznanie
rozmieszczenia ksenobiotyku w §rodowisku oraz oszacowanie jego wplywu zar6wno na
konkretne organizmy zywe, jak i cale ekosystemy. Dokonuje si¢ tego poprzez opracowanie
oceny ryzyka ekologicznego lub $§rodowiskowego (ang. ecological or environmental risk
assessment - ERA), ktore definiowane sg jako procedury kierujace uzyciem metodologii
naukowych o znanym stopniu pewnosci, szacujacych prawdopodobne lub rzeczywiste
skutki ingerencji w $rodowisko (na przyktad przez depozycje ksenobiotykéw) dla
ckosystemow oraz jego sktadnikow (Depledge i Fossi, 1994). Proces oceny ryzyka mozna
podzieli¢ na analiz¢ ryzyka podparta danymi naukowymi i politycznie zorientowane
zarzadzanie ryzykiem. Analiza ryzyka obejmuje niektore lub wszystkie z nastgpujacych
elementow: identyfikacje zagrozen, ocene skutkdéw, ocen¢ narazenia i charakterystyke
ryzyka (gdzie okres$la si¢ ryzyko wystapienia okreslonej sytuacji). Zarzadzanie ryzykiem
srodowiskowym dotyczy za$ srodkow regulacyjnych opartych na ocenie ryzyka oraz badan
nad potencjalnymi rozwigzaniami dla poszczegdlnych problemow (Hope, 2006; Van
Leeuwen i wsp., 1996).

W rzeczywistosci, okreslenie faktycznego oddzialtywania zanieczyszczen na populacje
organizmow w $srodowisku naturalnym jest czesto trudne, poniewaz wiele efektow ujawnia
si¢ dopiero po dluzszym czasie. Kiedy efekt staje si¢ w koncu zauwazalny, proces
destrukcyjny moze wykracza¢ juz poza punkt, w ktorym mozliwe jest jego odwrocenie
poprzez dziatania zaradcze lub redukcj¢ ryzyka. Wystepowanie wihasnie takiego ryzyka
zbyt poznego dostrzegania zmian patologicznych w obrebie srodowiska dato poczatek
badaniom nad opracowaniem adekwatnych systemoéw sygnalizacji, czyli wskaznikow

wczesnego ostrzegania - biomarkerow (Bucheli i Fent, 1995).

Biomarkery definiowane sg jako wszelkie mierzalne zmiany w obrebie organizmu, a
zwlaszcza w jego plynach ustrojowych, komorkach, tkankach lub tez zachowaniu,
wskazujace na fizjologiczne oraz patologiczne zmiany spowodowane obecnoscia toksyn.

Podzieli¢ je mozna na trzy klasy:

e Biomarkery narazenia, obejmujace wykrywanie i pomiar st¢zenia ksenobiotykow,
ich metabolitow lub produktéw interakcji migdzy czynnikiem ksenobiotycznym, a

specyficznym docelowym elementem znajdujacym si¢ w obrebie organizmu;
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e Biomarkery skutkow, w tym mierzalne zmiany biochemiczne, fizjologiczne lub
inne, zachodzace w tkankach lub pltynach ustrojowych organizmu, ktére mozna
uzna¢ za zwigzane z juz zaistnialym lub mozliwym pogorszeniem stanu zdrowia,
lub konkretng choroba;

e Biomarkery podatno$ci, w tym rézne czynniki genetyczne i zmiany w receptorach
komorkowych, wskazujgce na wrodzong lub nabytg zdolno$¢ organizmu do reakcji
na zaistniale narazenie na okreslony ksenobiotyk, mogace takze odpowiadaé za

modulowanie podatnos$ci organizmu na to narazenie.

Dzigki tak szeroko okreslonej definicji, biomarkery znalazly zastosowanie w modelu

poziomujacym organizacj¢ zZycia na ziemi w nastepujacy sposob:

Molekularnym;

Ponizej komorkowym (organelli);
Komorkowym;

Tkankowym;

Narzadowym;

Organizmow;

Populacyjnym;

Biotopowym;

© 0o N o g Bk~ w D PE

Ekosystemu;

Biomarkery okreslane sa na wczesnych etapach narazenia, a nastepnie taczone sa z
efektami negatywnych oddziatywan ksenobiotykéw w §rodowisku naturalnym. Skutki na
wyzszych poziomach hierarchii sg zawsze poprzedzone wczesSniejszymi zmianami w
obrgbie szeroko pojetych proceséw biologicznych, co pozwala na opracowywanie
biomarkeréw wczesnego ostrzegania. W kontekscie sSrodowiskowym sg one obiecujace do
stosowania jako czule wskazniki, ktére zarowno wskazuja na przedostawanie sig,
rozprowadzanie toksyn w organizmach i finalnie wywotywanie przez nie efektu
toksycznego w krytycznych lokalizacjach, jak 1 rowniez umozliwiajg badania nad
rozwojem i stosowaniem czutych, laboratoryjnych testow biologicznych (Lionetto i wsp.,

2019; McCarthy i Shugart, 2018; van der Oost i wsp., 2003).
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2.10. Uzasadnienie obranej metodyki

Na przestrzeni lat toksykologia jako dziedzina nauki miata duzy wktad w dostarczaniu
informacji o negatywnym i potencjalnie szkodliwym wptywie badanych substancji na
organizmy zywe. Za jej poczatek uznawany jest rok 1927, kiedy to powstaty pierwsze testy
obejmujace pojecie LD 50 (ang. lethal dose 50, czyli dawka substancji, w ktorej umiera
50% badanej populacji). Wspotczesnie, rozwoj toksykologii postepuje dzigki zastosowaniu
procesu oceny ryzyka jako systemowego, naukowego podejscia do jakosciowego i
iloSciowego okreslania potencjalnie szkodliwego dziatania substancji chemicznych
(Bakand i wsp., 2005). Trzema gléownymi metodykami wykorzystywanymi w analizie
toksykologicznej sg testy: a) in vitro - wykorzystujace zazwyczaj hodowle komorek
macierzystych; b) in vivo - uzywajace modeli zwierzecych; c) in silico - korzystajace z
najnowszych osiggni¢¢ w zakresie komputerowego modelowania danych (Ciallella i Zhu,
2019). W kontekscie badan nad nanomateriatami, testy toksycznosci in vitro sa metodyka
pierwszego wyboru dla wigkszosci badaczy. Wynika to z faktu, ze testy te sg tansze,
szybsze 1 wygodniejsze do przeprowadzenia, a takze pozbawione wszelkich kwestii
etycznych zwigzanych z prowadzeniem badan nad organizmami zwierzgcymi. W
systemach hodowli komorkowych brakuje jednak zlozonych interakcji typu komorka-
komorka 1 komoérka-matryca, réznorodnosci typow komorek oraz efektdéw hormonalnych,
czyli zjawisk wystepujacych w warunkach in vivo. Ponadto, prowadzenie
dhugoterminowych badan nad chronicznymi efektami oddzialywania ksenobiotykéw na
organizmy zwyczajnie nie jest mozliwe bez wykonywania do$wiadczen in vivo. Takie
badania s3 jednak czasochtonne, kosztowne 1 niestety wigzg si¢ z problematycznymi

kwestiami etycznymi (Dhawan i Sharma, 2010).

W tego rodzaju badaniach nad $rodowiskiem wodnym najczesciej wykorzystywanym
gatunkiem jest danio pr¢gowany (Danio rerio). Jest on uznanym organizmem modelowym
uzywanym w badaniach profilowania toksyczno$ci, zarowno jako model embrionalny w
testach ekspozycji ostrej, jak 1 w pdzniejszych stadiach rozwoju w badaniach krétko 1

dhugoterminowych (Verma i wsp., 2021).

Danio pregowane jest takze jednym z najwazniejszych 1 najlepiej poznanych
organizméw modelowych krggowcoéw w wielu dziedzinach nauki, takich jak genetyka,

biologia rozwoju, biologia komorki, biologia molekularna, biologia ewolucyjna,
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neurofizjologia oraz medycyna. SpecjalisSci zrzeszeni w ramach The Zebrafish Information
Network (ZFIN, zfin.org), posiadajagcy wiedz¢ z opisywanych zakresow, dokonali
adnotacji ponad 16 000 publikacji dotyczacych badan nad danio prggowanym w celu
uzyskania danych obejmujacych: a) geny i ich funkcje, sekwencje, allele, ekspresje czy
ortologi; b) fenotypy; ¢) linie zmutowane i transgeniczne; d) modele chorob ludzkich; oraz
e) przeciwciata (Bradford i wsp., 2022). Gatunek ten charakteryzuje si¢ szeregiem cech,
ktore czynig go szczegdlnie przydatnym do uzywania w badaniach laboratoryjnych. Przede
wszystkim jest to wysoce zywotna ryba o niewielkich rozmiarach, zyjaca w wodzie o
temperaturze pokojowej lub do niej zblizonych, ktora ponad sto lat temu zostata
sprowadzona do Europy z Indii w celu prowadzenia hodowli akwariowych. Ze wzgledu na
niski koszt oraz latwo$¢ utrzymania jest chetnie hodowana zardwno przez pasjonatow
akwarystyki, jak i réwniez w celach naukowych. Samice moga sktada¢ ikre, przez catly rok,
co dwa-trzy dni (chociaz zalecana czgstotliwo$¢ wynosi raz w tygodniu), a pojedyncze tarto
moze owocowa¢ nawet kilkuset zaptodnionymi ziarnami ikry. Oocyty majg 0,7 mm
srednicy w momencie zaptodnienia i sg przezroczyste, poniewaz zottko jest zamknigte w
osobnej ostonce, co utatwia obserwacje rozwoju embrionu juz od pierwszych godzin po
zaplodnieniu. Czas jednej generacji, a wigc okres od wyklucia do osiagnigcia dojrzatosci
plciowej, miesci si¢ w zakresie od trzech do czterech miesiecy, utatwiajac tym samym
prowadzenie wielopokoleniowych eksperymentoéw w warunkach laboratoryjnych (Spence

i wsp., 2008).

W celu ewaluacji potencjalnie toksycznego wplywu nanoczastek na ryby, rdzne
parametry biologiczne (np. hematologiczne, biochemiczne, histologiczne, genetyczne,
rozwojowe czy behawioralne) wykorzystywane sg jako biomarkery. Wskazane mierniki
stosowane s3 przez badaczy z calego §wiata i powtarzane pomigdzy publikacjami, a wigc
rutynowo wykorzystywane w wielu badaniach. Co wigcej, w wigkszosci prac i raportow
dokonuje si¢ podobnych interpretacji wynikéw na podstawie tak uzyskanych danych, tym
samym wskazujgc na ich wysoce powtarzalny charakter (Samim i wsp., 2022). Wsrdd nich
znajduja sie techniki histologiczne, ktére sa waznym narzgdziem pozwalajacym na badanie
morfologii komorek, tkanek oraz organéw, obserwowanych przy uzyciu mikroskopu
swietlnego. Zmiany histopatologiczne s3 wykorzystywane jako narzedzie do
biomonitoringu lub jako wskaznik stopnia zmian strukturalnych zachodzacych w tkankach
i komoérkach w badaniach nanotoksyczno$ci. Metodologia ta moze by¢ roéwniez

wykorzystywana do badania korelacji pomiedzy strukturg a funkcjg komorek i tkanek,
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odgrywa tez kluczowa rol¢ w badaniu ich architektury. Szczegdlng uwage w literaturze
opisujacej zmiany histopatologiczne z uzyciem modeli rybich poswigca si¢ na obserwacje
dokonywane w skrzelach oraz watrobie, a w mniejszym stopniu w uktadach: pokarmowym,
nerwowym, rozrodczym i wydalniczym (Gupta i wsp., 2016; Kumar i wsp., 2018; Samim
i wsp., 2022).

Parametry biochemiczne rowniez przyciggaja uwage wielu badaczy, poniewaz
wskazuja one na modyfikacje proceséw chemicznych i biochemicznych zachodzacych w
obrebie organizmow, a tym samym mogg $wiadczy¢ o toksycznym wplywie
ksenobiotykow. Podobnie jak parametry histologiczne, aktywno$¢ enzymatyczna oraz
analizy iloSciowe metabolitow wykorzystane sa jako biomarkery do badan nad
toksyczno$cig nanoczastek u ryb. Przede wszystkim rozpatrywane sg biomarkery
wskazujace na zaburzenia homeostazy watroby, ktére moga by¢ mierzone zar6wno w
samym narzadzie, jak i zastgpczo W 0SOCzU. Analizy te uzupetlniane sg testami
neurodegeneracyjnymi, rozszerzeniem profilu biochemicznego krwi 1 pomiarami
aktywnosci Na+/K+ ATPazy. W odr6znieniu od klasycznych form metali i ich zwigzkow,
podczas badan nanoczastek duza uwage zwraca si¢ roOwniez na aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych, uwazanych za kluczowe wskazniki stresu oksydacyjnego
wywolywanego W organizmach przez ksenobiotyki (Amjad i wsp., 2018; Samim i wsp.,
2022; Shaw i wsp., 2012).

Literatura naukowa wskazuje tez, ze wybrane geny oraz poziom ich ekspresji moga by¢
wykorzystywane jako wielowymiarowe biomarkery do wczesnej identyfikacji narazenia na
specyficzne zanieczyszczenia, w tym nanoczgstki. Uzywanie technik genetycznych
podpartych analizami statystycznymi ogranicza prawdopodobienstwo uzyskania fatszywie
pozytywnych wynikéw, generowanych przewaznie na skutek oddziatywania §rodowiska
zycia organizméw. Podobnie jak w przypadku ewaluacji wspomnianych wczesniej
biomarkeréw biochemicznych 1 histologicznych, najwigkszy nacisk kltadziony jest tu na
badania homeostazy skrzeli oraz watroby u osobnikow dorostych, ale réwniez
ogolnoustrojowej ekspresji genow w przypadku larw | embrionéw (Boran i Saffak, 2018;

Ghaniem i wsp., 2022; Hook, 2010).
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3. Material i metody

3.1. Materialy i schemat doswiadczenia

By zweryfikowa¢ cel oraz hipoteze badawcza, zaprojektowano i przeprowadzono
trzymiesieczne doswiadczenie toksykologiczne na danio pregowanym, obejmujace okres
rozwoju larwalnego, juwenilnego oraz moment osiagni¢cia dojrzalosci piciowej.
Eksperyment przeprowadzono na podstawie wytycznych opisanych przez (Tsang i wsp.,
2017) i za zgoda II Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w
Warszawie (Uchwata nt WAW2/009/2019). Doswiadczenie byto realizowane w ramach
grantu Narodowego Centrum Nauki nr 2015/19/D/NZ8/03871.

Danio pr¢gowane (Danio rerio) linii dzikiej ABTU w wieku dziewigtnastu dni od
wyklucia, zostaly zakupione w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i
Komodrkowej w Warszawie. Podczas pierwszego etapu odchowu, trwajacego blisko trzy
tygodnie i obejmujacego fazy odzywiania endogennego oraz egzogennego, ryby
utrzymywano w standardowych warunkach srodowiskowych, adekwatnych dla tego
gatunku. Nastepnie ryby przetransportowane zostaty do podchowalni Samodzielnego
Zaktadu Ichtiologii i Biotechnologii w Akwakulturze Szkoty Glownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie, gdzie zostaty umieszczone po osiemdziesiat Sztuk w szklanych,
zakrywanych pokrywa akwariach, zawierajacych szes¢ litrow wody hodowlanej, gdzie
prowadzono aklimatyzacj¢ do zaktadanych warunkow testu ekotoksykologicznego. Woda
hodowlana (roztwoér E3) zostata przygotowana na zasadzie rozpuszczenia w wodzie
destylowanej odpowiednich soli, zgodnie z warto$ciami przedstawionymi w tabeli 2. Ryby
zywione byly trzy razy dziennie ad libitum pokarmem suchym (Sparos, Portugalia)
przeznaczonym dla danio prggowanego. Fotoperiod byt zgodny z miesigcami prowadzenia
eksperymentu (maj-lipiec), a woda byta dodatkowo napowietrzana. Parametry wody byty
codziennie kontrolowane przy pomocy sondy pH z termometrem HI 208 (Hanna
Instruments, Stany Zjednoczone) oraz kolometrycznych testow paskowych (Tetra Test 6 in
1, Tetra, Niemcy). Parametry fizykochemiczne wody podczas doswiadczenia

przedstawiono w tabeli 3.

27



Tabela 2. Sktad chemiczny roztworu E3. Podany sktad dotyczy roztworu wyjsciowego,

ktory nastepnie jest 60-Krotnie rozcienczany.

Substancja chemiczna Stezenie [g/L]
CaCl2x2H20 2,9¢g/L
NaCl 17,4 g/L
KCI 0,8 g/L
MgCl>x6H,0 4,89 g/L

Tabela 3. Parametry fizykochemiczne wody podczas doswiadczenia.

Temperatura 25+1°C

Twardo$¢ ogdlna (GH) 6-10°d

Twardo$¢ weglanowa (KH) 6-10°d
Stezenie jonéw NO* 5-20 mg/L
Stezenie jonéw NO?* 0-1 mg/L

Stezenie Cl» 0 mg/L

pH 7.2+0.2

Po jedenastodniowej aklimacji rozpoczeto doswiadczenie. Zbiorniki z rybami
przypisano do grup do$wiadczalnych, ktore byly eksponowane na roztwory: nanoczgstek
srebra o stezeniach: 0,001 mg/L, 0,01 mg/L, 0,1 mg/L, 1,0 mg/L; azotanu srebra o stezeniu
0,001 mg/L, oraz probg kontrolng (roztwor E3 bez dodatku ksenobiotykow). W
doswiadczeniu analizowano wplyw roztworéw nanoczastek srebra pokrytych
poliwinylopirolidonem (PvP) (Sigma-Aldrich; Wielka Brytania) oraz azotanu srebra (Poch,

Gliwice).

Badane stezenia ksenobiotykow uzyskiwano poprzez dodanie odpowiedniej ilosci
zageszczonego roztworu nanoczgstek srebra o st¢zeniu 200 mg/ml, poddanego wczesniej
trojkrotnemu procesowi pigtnastominutowej sonikacji w ptuczce ultradzwiekowej (Ultron
U-505, Polska) celem rozbicia aglomeratow tej substancji, natomiast azotan srebra
rozcienczano z roztworu wyjsciowego o stezeniu 50 mg/L. Parametry nanoczastek opisane

zostaly w publikacji (Szudrowicz i wsp., 2022) (ryc.2) i wynosily: a) érednia $rednica

28



hydrodynamiczna nanoczastek srebra - od 39 nm do 93 nm; b) S$rednia $rednica
hydrodynamiczna aglomeratow - ponad 202 nm; c¢) Srednia potencjatu zeta wynosita -23,4
mV; d) pomiary z mikroskopu elektronowego wskazaly nanoczastki o $redniej $rednicy

42,10 £ 19,27 nm (min. 6,14 nm; max. 108,79 nm).

Zbiorniki na regatach hodowlanych rozmieszczone byly w sposob losowy, na kazda
grupe utworzono trzy zbiorniki badane. W trakcie do§wiadczenia codziennie analizowano
parametry fizykochemiczne wody oraz sprawdzano dobrostan i behawior ryb, natomiast co
drugi dzien wymieniano potowe objetosci wody oraz czyszczono akwaria. Po wymianie
wody stezenie badanych substancji uzupetniano tak, aby utrzymaé zaktadane dla danej
grupy wartosci. Czas trwania doswiadczenia (sto dni) obejmowat okres mlodociany oraz
osiggnigcia dojrzatosci ptciowej przez danio pregowane. W ramach wyjatku, ze wzgledu
na wysoka $miertelno$¢ w grupie ryb narazonych na nanoczastki srebra o stezeniu 0,1
mg/L, po dwudziestu szesciu dniach ekspozycji na ksenobiotyk podj¢to decyzje o
wcezesniejszym zakonczeniu do$§wiadczenia w tej grupie eksperymentalnej (zgodnie z
wytycznymi Lokalnej Komisji Etycznej). Nieliczne pozostajace przy zyciu ryby

usmiercono 1 pobrano do analiz do§wiadczalnych.

Czterdziestego pierwszego dnia eksperymentu zmniejszono obsade zbiornikéw do
dwudziestu ryb na zbiornik (zaggszczenie 3,33 ryby/L). W setnym dniu zakonczono
doswiadczenie w pozostalych grupach eksperymentalnych. Ryby zostaty usmiercone
poprzez kapiel w roztworze metanosulfonian trikainy- MS-222 (Sigma-Aldrich; Wielka
Brytania) o stezeniu 250 mg/L, a nastgpnie zwazone (waga Radwag WPS 60/C/10) i
zmierzone suwmiarka (Powerfix Digital Calliper). Ponadto obliczono wspolczynnik

kondycji Fultona (Fulton’s condition factor) zgodnie ze wzorem:

K= (m/Si®)*100

Objasnienia::
K - wspotczynnik kondycji Fultona
m - masa ciata (g)

Si - standardowa dhugos¢ ciata (mm)
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Rozktad wielkos$ci zalezny od intensywnosci
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Rycina 2. Parametry i ksztalt nanoczastek srebra uzytych w eksperymencie: (A) rozktad

wielkosci, (B) rozklad potencjatu zeta (mV) oraz (C) morfologia agregatow nanoczastek

srebra. Pasek skali: 0,2 um (Szudrowicz i wsp., 2022).
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Podczas poboru ryb do analiz dokonano podziatu osobnikéw na trzy kategorie: samce,
samice oraz ryby, ktorych pte¢ byla niemozliwa do okre§lenia na podstawie
drugorzedowych cech dymorfizmu ptciowego (wielkosci, ubarwienia oraz ksztaltu ciata),
zgodnie z opracowaniem (Clark i wsp., 2018). Material badawczy pobrano do analiz
histologicznych, biochemicznych i genetycznych, zabezpieczajac odpowiednio do kazdego

rodzaju analiz.

3.2. Analizy histologiczne

Celem wizualizacji stanu tkanek przy uzyciu technik mikroskopii $wietlnej, materiat
badawczy pochodzacy z poboru w dwudziestym szostym (n=4) oraz setnym dniu (n=5)
eksperymentu utrwalony zostal w czteroprocentowym roztworze paraformaldehydu
(Sigma-Aldrich; Wielka Brytania). Nast¢pnie proby zostaly poddane procedurze zatapiania
w parafinie, ktora obejmowata nastepujace etapy: odwodnienie przy rosnagcym stezeniu
alkoholi; wymiana alkoholu w tkankach na ptyn posredni - ksylen; nasgczenie parafing.
Procedura wykonana zostala przy uzyciu karuzelowego procesora tkankowego TP 1020
(Leica, Niemcy). Material badawczy nasgczony parafing przeniesiony zostat do stacji
zatapiania Microm EC350-2 (Microm, Niemcy), gdzie uformowano z niego bloczki
parafinowe, a nastepnie przytwierdzono je do kasetek histologicznych. Tak przygotowane
bloczki skrojono na mikrotomie RM2265 (Leica, Niemcy) na skrawki o grubosci pigciu
mikrometrow 1 osadzono na szkietkach podstawowych mikroskopowych, pokrytych
biatkiem jaja kurzego z dodatkiem glicerolu. Preparaty osuszono przez dwadziescia cztery
godziny w cieplarce, w temperaturze 37°C i przechowywano w pudetkach histologicznych
do czasu ich zabarwienia. W toku analiz doswiadczalnych preparaty zabarwiono metoda
hematoksylina 1 eozyna (H&E). Barwienie sktadalo si¢ z etapow: odparafinowania
skrawkow, nawodnienia, barwienia oraz roznicowania, odwodnienia, prze$wietlenia,
zaklejenia preparatu szkietkiem nakrywkowym. Barwienia wykonane zostaty przy uzyciu
automatycznej barwiarki Autostainer XL (Leica, Niemcy). Zabarwione szkietka osuszono

przez 24 godziny w cieplarce, w temperaturze 37°C.

Barwienie topograficzne H&E uzyte zostalo w celu uzyskania informacji na temat
ogolnej budowy morfologicznej narzadow wewnetrznych pobranych osobnikéw danio
pregowanego, ze szczegdlnym uwzglednieniem watroby. Istota barwienia jest penetracja
przez barwnik hematoksyling zasadochtonnych struktur komoérkowych, przede wszystkim

jader komorkowych, ktore wybarwiaja si¢ na kolor niebiesko-fioletowy oraz wigzanie si¢
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eozyny do kwasochtonnych struktur cytoplazmatycznych, ktére wybarwiajg si¢ na kolor

rOZOwYy.

Nastepnie uzyskane preparaty analizowano na podstawie zdj¢¢ wykonanych przy
uzyciu mikroskopu Nikon Eclipse Ni-E (Nikon, Japonia), w programie NIS Elements
(Nikon, Japonia). Obserwacji dokonano pod katem stwierdzenia jako$ciowych zmian
histopatologicznych w obrgbie catego organizmu. Ponadto, w przypadku watroby
wykonana zostata analiza histomorfometryczna nast¢pujgcych parametrow hepatocytow

(n=50 na osobnika):

e Ogoblnej powierzchni komorki
e Powierzchni jadra komorkowego
e Indeksu jadrowego (powierzchnia jadra komorkowego dzielona przez

powierzchni¢ komorki)

Pomiary histomorfometryczne zostaty przeprowadzone w programie QuPath (v0.3.0)
(Bankhead i wsp., 2017).

3.3. Analizy biochemiczne

W momencie dysekcji, watroby ryb, przeznaczone do analiz biochemicznych (n=10),
zZostaty pobrane do probowek typu eppendorf o pojemnosci 2ml, a nastepnie zanurzone w
ciektym azocie celem ich utrwalenia. Pobrany material przetrzymywany byt w -80°C az do
momentu jego homogenizacji, ktorej dokonano przy uzyciu homogenizatora rgcznego
(PRO-scientific 205, Wielka Brytania), w wodzie dejonizowanej 0 objgtosci 700ul.
Nastepnie, proby zostaty odwirowane w wirowce (Eppendorf 5804 R; Niemcy) przez 10
minut w warunkach: 4°C i sile odsrodkowej 14000g. Supernatant pobrano i rozcieficzono
w dodatkowej objetosci wody dejonizowanej. Tak przygotowany materiat utrwalony zostat

ponownie w cieklym azocie 1 przetrzymywany byt w -80°C do czasu jego analizy.

W ramach analiz biochemicznych wykonano iloSciowg analize¢ st¢zenia biatka w
probach oraz aktywnosci enzymatycznych: fosfatazy alkalicznej, fosfatazy kwasne;,
dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy glutationowej, reduktazy glutationowej, wedtug
metodyk opisanych ponizej. Oznaczenia wykonane zostalty w ptytkach 96-dotkowych za
pomoca spektrometru plytkowego Tecan Infinite 200 PRO (Tekan gmbh, Austria), w

temperaturze 37°C, a kazda probka mierzona byta w trzech powtorzeniach.
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Oznaczanie zawartosci bialka.

Ilosciowe oznaczenia biatka nastepujg na drodze dwustopniowej reakcji:

1. Aminokwasy aromatyczne (tyrozyna i tryptofan) tworza wigzanie kierunkowe z
jonami miedzi.
2. Kompleksy te redukujg kwas fosforomolibdenowy oraz fosforowolframowy do

barwnego produktu (niebieskiego) - biekitu fosforomolibdenowego.

Oznaczenie biatka wykonano wedtug metodyki opisanej przez (Lowry i wsp., 1951).
Reakcje prowadzono poprzez potaczenie i wymieszanie: 10 pl proby, 30 pl wody
dejonizowanej 1 200ul odczynnika miedziowego (CuSQOs) o stezeniu 200 mmol/L (Poch,
Polska). Mieszanina inkubowana byta przez 10 minut. Nastgpnie dodano 20ul trzykrotnie
rozcienczonego odczynnika Folina-Ciocalteu (Chempur, Polska) i inkubowano przez 30
minut. Obie inkubacje przeprowadzone zostalty w 25°C. Na zakonczenie dokonano
spektrometrycznego odczytu absorbancji w dotkach przy dtugosci fali 670nm. Wyniki
zmiany absorbancji przeliczono na podstawie krzywej wzorcowej utworzonej z albuminy

(Sigma-Aldrich, USA) po wczesniejszym zerowaniu na probe slepa z woda dejonizowana.

Oznaczanie aktywno$ci fosfatazy alkalicznej.

Enzym ten Kkatalizuje reakcj¢ hydrolizy bezbarwnego substratu - p-
nitrofenylofosforanu do barwnego (zo6ttego) p-nitrofenylu oraz fosforanu w $rodowisku
zasadowym (pH 10,4), wedtug metodyki opisanej przez (Kaplan, 1972). Do oznaczen
wykorzystano kit firmy Spinreact (nr ref. 1001131, Spinreact, Hiszpania). Reakcje
prowadzono poprzez potacznie i 15 sekundowe wymieszanie 20 pl proby i 200ul roztworu
roboczego o stezeniu 10 mmol/L p-nitrofenylofosforanu. Nastgpnie mieszanka
inkubowana byta przez 45 sekund, po czym dokonano pomiardéw absorbancji (dtugosc¢ fali
410 nm) w 4 cyklach odczytow, w jednominutowych interwatach. Wyniki minutowej
zmiany absorbancji przeliczono w oparciu o przygotowang wczesniej krzywa wzorcowa, a
nastepnie podzielono ilo$¢ uwolnionego p-nitrofenylu przez zawarto$¢ biatka w probie w

celu otrzymania aktywnos$ci enzymu w U/mg biatka.

Oznaczanie aktywnos$ci fosfatazy kwasne;.

Pomiar aktywnosci tego enzymu nastepuje na drodze dwustopniowej reakcji:
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1. Fosfataza kwasna katalizuje reakcje hydrolizy substratu alfa-naftylofosforanu do
alfa-naftolu oraz fosforanu w $rodowisku kwasnym (pH 5).

2. Alfa-naftol w reakcji z solg Fast Red TR tworzy barwny produkt - barwnik
azydkowy.

Oznaczenia wykonano wedlug metodyki opisanej przez (Abbott, 1984). Do oznaczen
wykorzystano kit firmy Spinreact (nr ref. 1001122, Spinreact, Hiszpania). Reakcje
prowadzono poprzez potacznie i 15 sekundowe wymieszanie 20 ul proby 1 200ul roztworu
roboczego o stezeniu 10 mmol/L alfa-naftylofosforanu oraz 6 mmol/L Fast Red TR.
Nastegpnie mieszanka inkubowana byta przez 4:45 minut, po czym dokonano pomiarow
absorbancji (dtugos¢ fali 405 nm) w czterech cyklach odczytéw, w jednominutowych
interwatach. Wyniki minutowej zmiany absorbancji przeliczono w oparciu o zalecenia
producenta, a nastepnie podzielono przez zawarto$¢ biatka w probie w celu otrzymania

aktywnos$ci enzymu w U/mg biatka.

Oznaczenie aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej.

Enzym ten hamuje reakcj¢ chlorku 2-(4-jodofenylo) 3-(4-nitrofenylo)-5-
fenylotetrazolowego z anionorodnikiem ponadtlenkowym, powstatym przy uzyciu
ksantyny i oksydazy ksantynowej, tworzac barwny (czerwony) produkt - barwnik
formazanowy. Oznaczenia wykonano wedtug metodyki opisanej przez opisanej przez
(Wooliams i wsp., 1983). Do oznaczen wykorzystano kit firmy Randox (nr ref. SD 125,
Randox, Wielka Brytania). Reakcje prowadzono poprzez polacznie i 15 sekundowe
wymieszanie 6 pl proby, 200ul roztworu roboczego R1 o stezeniu ksantyny 0,05 mmol/L;
chlorku 2-(4-jodofenylo) 3-(4-nitrofenylo)-5-fenylotetrazolowego o stezeniu 0,025 mol/L
oraz 30ul oksydazy ksantynowej o aktywnosci 80U/L. Nastepnie mieszanka inkubowana
byta przez 45 sekund, po czym dokonano pomiaréw absorbancji (dtugosé¢ fali 505 nm) w
trzech cyklach odczytéw, w jednominutowych interwatach. Wyniki minutowej zmiany
absorbancji przeliczono na podstawie krzywej wzorcowej w oparciu 0 zalecenia
producenta 1 wzorce dostepne w kicie, a nastepnie podzielono przez zawarto$¢ biatka w

probie w celu otrzymania aktywnosci enzymu w U/mg bialka.

Oznaczenie aktywno$ci peroksydazy glutationowej.

Pomiar aktywno$ci tego enzymu nastepuje na drodze dwustopniowej reakcji:
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1. Peroksydaza glutationowa katalizuje reakcje¢ utlenienia glutationu przez
wodoronadtlenek kumenu.

2. Reduktaza glutationowa katalizuj¢ reakcje utlenienia NADPH do NADP+ przy
jednoczesnej redukcji utlenowanej formy glutationu.

Oznaczenia wykonano wedtug metodyki opisanej przez (Paglia i Valentine, 1967). Do
oznaczen wykorzystano kit firmy Randox (nr ref. RS 505, Randox, Wielka Brytania).
Reakcje prowadzono poprzez potaczenie i 15 sekundowe wymieszanie: 20ul proby, 200ul
roztworu roboczego R1 o stezeniu glutationu 4 mmol/L; NADPH 0,34 mmol/L; reduktazy
glutationowej o aktywnosci 0,5 U/L, oraz 10ul roztworu roboczego R2 wodoronadtlenku
kumenu o stezeniu molowym 0,18 mmol/L. Nastepnie mieszanka inkubowana byta przez
45 sekund, po czym dokonano pomiaréw absorbancji (dtugos¢ fali 340 nm) w 2 cyklach
odczytow, w jednominutowych interwatach. Wyniki minutowej zmiany absorbancji
przeliczono na podstawie krzywej wzorcowej w oparciu o surowice kalibrujaca (nr ref. SC
10154, Randox, Wielka Brytania), a nastepnie podzielono przez zawartos$¢ biatka w probie

w celu otrzymania aktywnos$ci enzymu w U/mg biatka.

Oznaczenie aktywno$ci reduktazy glutationowej.

Enzym ten katalizuje reakcj¢ utlenienia NADPH do NADP+ przy jednoczesnej
redukcji utlenowanej formy glutationu. Oznaczenia wykonano wedlug metodyki opisane;j
przez (Goldberg, 1984). Do oznaczen wykorzystano kit firmy Randox (Wielka Brytania;
nr ref. GR 2368). Reakcje prowadzono poprzez potaczenie i 15 sekundowe wymieszanie:
20ul proby, 200ul roztworu roboczego R1 o stezeniu utlenionego glutationu 2,2 mmol/L
oraz 30ul roztworu roboczego R2 o stezeniu NADPH 0,17 mmol/L. Nast¢pnie mieszanka
inkubowana byta przez 45 sekund, po czym dokonano pomiaréw absorbancji (dtugos¢ fali
340 nm) w pigciu cyklach odczytow, w jednominutowych interwatach. Wyniki minutowej
zmiany absorbancji przeliczono na podstawie krzywej wzorcowej w oparciu o surowice
kalibrujaca (nr ref. GR2609, Randox, Wielka Brytania), a nast¢pnie podzielono przez
zawarto$¢ biatka w probie w celu otrzymania aktywnosci enzymu w jednostkach

uniwersalnych (U/mg biatka).

Wyniki wszystkich analiz biochemicznych wyrazono réwniez jako aktywnos¢

relatywna, gdzie warto$¢ aktywnosci U/mg biatka w grupie kontrolnej wyrazono jako 1.
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3.4. Analiza ekspresji genow

Podczas poboru, prob watroby osobnikow danio pregowanego (n=5) zostaty utrwalone

w cieklym azocie po wczesniejszym umieszczeniu ich w probowkach typu eppendorf o

pojemnosci 2ml. Pobrany material przetrzymywany byt w -80°C do momentu izolacji

catkowitego RNA, czego dokonano przy uzyciu zestawu kolumienkowego NucleoSpin

RNA/Protein (Macherey-Nagel, Niemcy). Proces ten sktadat si¢ z o$miu etapow:

1.

© N o o B~ w

Homogenizacji okoto 30 mg prébki przy uzyciu homogenizatora kulkowego
(Qiagen TissueLyserLT, Austria).

Dezintegracji komorek w buforze lizujacym z dodatkiem [B-merkaptoetanolu
(Sigma-Aldrich).

Filtracji lizatu.

Potaczenia RNA ze ztozem kolumny przy uzyciu 70% etanolu.

Odsalania membrany.

Trawienia pozostato$ci DNA.

Oczyszczenia i wysuszenia membran.

Elucji oczyszczonego RNA.

Ilos¢ i jako$¢ uzyskanego RNA zostaty zweryfikowane na dwa sposoby:

1.

Po 5 minutowej inkubacji w 65°C dokonano spektrofotometrycznego pomiaru
gestosci optycznej 1,5ul proby przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, USA) przy dlugosciach fal 230 nm, 260 nm i 280 nm.

Okoto 700 ng RNA na probke natozone zostato na 1% zel agarozowy (Maximus
Polskie agarozy, Polska) z bromkiem etydyny ((0,5ug/ml, Sigma-Aldrich, Wielka
Brytania). Nastepnie przeprowadzono elektroforez¢ w buforze TAE (Sigma-
Aldrich), w aparacie do elektroforezy (Apogee Horizon 58). Wizualizacje
przeprowadzono w $wietle UV przy uzyciu systemu dokumentacji zeli (Bio-Rad

Gel Doc XR+, Stany Zjednoczone).

Otrzymane RNA o stezeniu 60ng/ul przepisano na cDNA przy uzyciu zestawu do

odwrotnej transkrypcji Maxima™ First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo

Fisher Scientific, USA). RNA inkubowane bylo w buforze z oligonukleotydami oraz

odwrotng transkryptazg przez 10 minut w 25°C, a nastgpnie przez 30 minut w 50°C.

Reakcje zatrzymano zwigkszajac temperature do 85°C na 5 minut. Tak przygotowang

matryce rozcienczono, zamrozono i przetrzymywano w -80°C do czasu analizy ekspres;ji
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genow (technika Real-Time PCR), ktorg przeprowadzono przy uzyciu zestawu FIREPoI®
HOT EvaGreen qPCR Mix® Plus (Solis Biodyne, Estonia). Wtiasciwy profil
temperaturowy dla kazdego genu zostal dobrany po optymalizacji standardowego
protokotu: 95°C przez 15 min dla aktywacji polimerazy DNA HOT FIREPol® oraz 40
cykli w 95°C przez 5-10 s dla denaturacji, 60°C przez 10-30 s dla annealingu i 72°C przez
15-30 s dla wydtuzania.

W trakcie analiz oznaczono ekspresj¢ nastepujacych gendw: catalazy (cat), reduktazy
glutationowej (gsr) peroksydazy glutationowej (gpxla), dysmutazy ponadtlenkowej
(sodl), cytochromu P450 (cypla) i biatka szoku cieplnego (hsp70). Reakcje PCR
przeprowadzono przy uzyciu termocyklera RotorGene Q (Qiagen, USA) z fabrycznym
oprogramowaniem komputerowym. W celu wykazania wzglednej ekspresji, wyniki
uzyskane dla badanych gend6w normalizowano do genu referencyjnego wybranego sposrod
czterech genow: dwoch wariantow B-aktyny (actbl, actb2); domniemanej fimbrynalnej
podjednostce wigzacej laming (elfA) oraz p-2-mikroglobuliny (b2m) za pomocg programu
NormFinder (metoda 222t https://moma.dk/normfinder-software) stuzacego do
identyfikacji optymalnego genu normalizujacego. Startery uzyte dla kazdego z badanych
genow przedstawiono w tabeli 4. Wyniki przedstawiono jako relatywny poziom ekspresji,
jako stosunek ekspresji genu docelowego do ekspresji genu referencyjnego z grupg

kontrolng liczong jako 1.

3.5. Analiza statystyczna

Dane ilosciowe z analiz morfometrycznych, biochemicznych i ekspresji gendéw
sprawdzono pod katem zgodnosci z rozkladem normalnym testem Kolgomorowa-
Smirnoffa (dla p<0,05). Dla rozktadow prob spetniajacych kryterium zgodnosci z
rozkladem normalnym przeprowadzono jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) z
testem post-hoc Tuckey’a dla r6znych N (dla p<0,05). Dla parametréw niespetniajacych
tego wymogu przeprowadzono test Kruskala-Wallisa (dla p<0,05). Analiz¢ statystyczng

przeprowadzono w programie Statistica (v12; Statsoft).
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Tabela 4. Geny oraz sekwencje starterow uzytych do ich oznaczenia.

Symbol genu Sekwencja starteru
Dlugosé
(Numer
Forward Reverse produktu
GenBank)
actbl
CGAGCAGGAGATGGGAACC CAACGGAAACGCTCATTGC 102
(NM_131031)
actb2
ACGATGGATGGGAAGACA AAATTGCCGCACTGGTT 94
(NM_181601.5)
h2m
GCCTTCACCCCAGAGAAAGG GCGGTTGGGATTTACATGTTG 101
(NM_131163.2)
elfa
TTGAGCGCAAGGAGGGTAAT AGGTACAGTTCCAATACCTCCAAT 143
(NM_131263.1)
gsr
TGTGCCAGGATCCAGTTTAGG GCACCCCTCCTTGTCGTATG 167
(NM_001020554.1)
cat
CTCCTGATGTGGCCCGATAC ATCAGGTTTTGCACCATGCG 172
(NM_130912.2)
gpxla
GCACCAGGAGAACTGCAAGAATG CAGAGGGTGGGCGTTTTCAC 130
(NM_001007281.2)
sodl
TGGTGACAACACAAACGGCT TCTCCGACGTGTCTCACACTA 99
(NM_131294.1)
cypla
GGAGCCGGTTTCGACACTAT GTGCGATCCTTCCCGATCTT 122
(NM_131879.2)
hsp70
GGCAAATTTGAGCTGACGGG CTGCCCTTGTCGTTGGTGAT 158

(NM_001362359.1)
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4. Wyniki

4.1. Przezywalnos¢ i Smiertelnos¢ ryb podczas doSwiadczenia

Przez pierwsze dziesie¢ dni eksperymentu srednia $miertelno$¢ wynosita 1,33% we
wszystkich grupach doswiadczalnych i nie réznila si¢ statystycznie istotnie miedzy
grupami. Od jedenastego dnia eksperymentu zaobserwowana zostata raptownie
zwigkszajaca si¢ $Smiertelno$¢ osobnikow w grupie AgNP 0,1, ktora to osiggneta wartosé
60% w dwudziestym dziewiatym dniu eksperymentu. Smiertelnos¢ ta byta obserwowana
we wszystkich trzech zbiornikach tej grupy badanej. Ze wzgledu na wzgledy bioetyczne,
uwzgledniajac zapisy ze zgody na doswiadczenie wydane przez Lokalng Komisj¢ Etyczng
do badan na zwierzetach, podjeto decyzje o zakonczeniu eksperymentu dla tej grupy. W
pozostatych grupach doswiadczalnych oraz w grupie kontrolnej w trakcie do§wiadczenia,
procent przezywalno$ci nie réznit sie istotnie statystycznie miedzy soba. Smiertelno$é
wynosita $rednio 5,19% w dwudziestym dziewigtym dniu do§wiadczenia oraz 11,61% w
setnym dniu eksperymentu (ryc. 3).

Smiertelno$é ryb [%)] podczas doswiadczenia
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Rycina 3. Kumulatywna $miertelnos$¢ ryb z kazdej z grup podczas trwania doswiadczenia.
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4.2. Tempo wzrostu ryb i rozklad plei w populacji
Parametry dtugosci i masy ciata ryb oraz wspotczynnik kondycji Fultona analizowane
byly ostatniego dnia doswiadczenia, uwzgledniajac ple¢ analizowanych ryb, oznaczong na

podstawie zewnetrznych cech dymorfizmu ptciowego.

Rozktad fenotypu ptci w badanych grupach doswiadczalnych przedstawiony zostat na
rycinie (ryc. 4). Najwigkszy udzial osobnikow o nieokreslonej ptci w setnym dniu zostat
stwierdzony w grupie ryb narazonych na roztwor nanoczastek srebra o st¢zeniu 0,001
mg/L. W tej grupie doswiadczalnej obserwowano najmniejszy udziat procentowy ryb o ptci
zenskiej 1 meskiej (ryc. 4). Dla pozostatych grup odsetek osobnikow o pici nieokreslone;j
utrzymywat si¢ na podobnym poziomie okoto 30% (ryc. 4). Najwiekszy udziat osobnikow
ptci meskiej zaobserwowano w grupach: kontrolnej oraz AgNOz 0,001 mg/L. Natomiast
osobniki o fenotypie zefskim réwnie licznie prezentowane byly w grupach: AgNP 0,01

mg/L, AgNP 1 mg/L, oraz AgNOs 0,001mg/L (ryc. 4).

Rozktad fenotypu ptci
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Stezenie [mg/L]

Rycina 4. Procentowy udziat pici ryb w ostatnim dniu doswiadczenia (n=50-60).

Analiza statystyczna nie wykazata r6zniC statystycznie istotnych pomiedzy grupami
doswiadczalnymi w dtugosci ciala u ryb o nieokreslonej na podstawie cech zewnetrznych
ptci (ryc. 5). W przypadku analizowanych samic stwierdzono statystycznie istotnie wyzsza
warto$¢ dhugosci ciata ryb z grupy kontrolnej w porownaniu do ryb z grup badanych

narazonych na zwigzki srebra (ryc. 5). Podobnie u samcow, stwierdzono mniejsze warto$ci
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dhugosci ciata u ryb narazonych na badane ksenobiotyki w poréwnaniu do ryb z grupy
kontrolnej. Stwierdzono réznice statystycznie istotne w wartosci tego parametru pomiedzy

grupg kontrolng a grupami AgNP 0,01 mg/L oraz 1 mg/L (ryc. 5).
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Kontrola AgNP 0,001  AgNP 0,01 AgNP 1 AgNO03 0,001
Stezenie [mg/L]

Rycina 5. Srednia (+ btad standardowy) dtugosé ciata ryb w setnym dniu doswiadczenia.
Litery oznaczajg przynalezno$¢ do grup homogennych wydzielonych jednoczynnikowsa
ANOVA z testem post-hoc Tukeya (p<0,05, n=50-60).

Podobnie jak w przypadku dtugosci ciata, rowniez masa ciata ryb o nieokreslonej
plci nie roznita si¢ statystycznie istotnie miedzy badanymi grupami (ryc. 6). W przypadku
samic stwierdzono statystycznie istotnie nizszg mas¢ ciata w przypadku ryb narazonych na
nanoczastki srebra w stezeniu 1 mg/L, w poréwnaniu do ryb z grupy kontrolnej i
narazonych na azotan srebra (ryc. 6). Samce danio pregowanego z grup doswiadczalnych
AgNP 0,01 i AgNP 1 mg/L miaty statystycznie istotnie nizszg masg ciala w poréwnaniu do

samcow z grupy kontrolnej (ryc. 6).

41



0,25 b
ab

30,15 I a a

2 i i 3 O Samice
[

3 01 a a a a O Samce

a

nan
0

Kontrola AgNP 0,001 AgNP 0,01 AgNP1  AgNO3 0,001
Stezenie [mg/L]

@ Pte¢ nieokres$lona

Rycina 6. Srednia (+ btad standardowy) masy ciata ryb w setnym dniu do$wiadczenia.

Litery oznaczajg przynalezno$¢ do grup homogennych wydzielonych jednoczynnikowa
ANOVA z testem post-hoc Tukeya (p<0,05, n=50-60).

Analiza statystyczna wspotczynnika kondycji Fultona wykazata rdznice
statystycznie istotne w wartos$ci tego parametru u samic i osobnikéw o nieokreslonej ptci

(ryc. 7). U samcow nie stwierdzono roznic statystycznie istotnych w tym parametrze (ryc.
7).
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Rycina 7. Srednia (= btad standardowy) wspotczynnika kondycji Fultona w setnym dniu
doswiadczenia. Litery oznaczajg przynalezno$¢ do grup homogennych wydzielonych
jednoczynnikowg ANOVA z testem post-hoc Tukeya (p<0,05, n=50-60).
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4.3. Analizy histologiczne

Obserwacje histologiczne w dwudziestym szdstym dniu eksperymentu.

W watrobie osobnikow z grupy kontrolnej (ryc. 8.A) nie znaleziono zmian 0
charakterze histopatologicznym. W parenchymie wyr6zni¢ mozna regularnie utozone
wielokatne hepatocyty z centralnie ulozonym jadrem komoérkowym. W watrobach
osobnikow narazonych na dzialanie nanoczastek (ryc. 8.B i ryc. 8.C) obserwowane sa
zmiany polegajace na poszerzeniu sinusoid oraz obkurczeniu hepatocytow. Jelita przednie
osobnikéw w grupie kontrolnej (ryc. 8.D) charakteryzuja si¢ poprawng budowg. Faldy
jelitowe utozone sg regularnie bez widocznych cech odksztatcen nabtonka. W grupie o
stezeniu AgNP 0,1 mg/L (ryc. 8.E) obserwowana jest postepujaca liza nabtonka jelit. Jelita
osobnikow z grupy AgNP 1 mg/L (ryc. 8.F) wskazuja na poszerzenie si¢ blaszki srodkowe;j
1 mozliwg fuzje dwoch fatdoéw jelitowych. Trzustka osobnikow w grupie kontrolnej (ryc.
8.G) charakteryzuje si¢ poprawng budowg z dobrze widocznymi ziarnami zymogenu. W
grupie o stezeniu AgNP 0,1 mg/L (ryc. 8.H) obserwuje si¢ zmiany histopatologiczne
polegajace na nadmiernym stluszczeniu oraz brak depozycji zymogenu. Trzustki
osobnikéw z grupy AgNP 1 mg/L charakteryzuja si¢ obnizong wzgledem grupy kontrolne;j

depozycj¢ ziaren zymogenu przy jednoczesnym sttuszczeniu tego narzadu.

Obserwacje histologiczne w setnym dniu eksperymentu.

Watroba, niezaleznie od grupy, charakteryzuje si¢ duzym ukrwieniem. W watrobie
osobnikow z grup: kontrolnej, AgNP 0,001 mg/L, AgNP 0,01 (ryc. 8.A,B,C) nie
obserwowuje si¢ zmian o charakterze histopatologicznym. W parenchymie wyrdznié
mozna regularnie ulozone wielokatne hepatocyty z centralnie ulozonym jadrem
komoérkowym. W grupach narazonych na azotan srebra (ryc. 9 E) oraz nanoczastki srebra
zauwazy¢ mozna tendencje do powigkszania si¢ komodrek watrobowych (ryc. 9 B,C,D), w
przypadku grup AgNP wraz ze wzrostem stezenia. W grupie o stezeniu AgNP 1 mg/L
obserwowane sa zmiany o charakterze patologicznym polegajace na infiltracji parenchymy
oraz naczyn krwiono$nych komorkami uktadu odpornosciowego: melanomakrofagami
(ryc.9.F), monocytami (ryc.9.G), eozynofilami (ryc.9.H), makrofagami (ryc.9.1) (na

kazdym zdjeciu zaznaczone strzatkami).
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Rycina 8. Obraz preparatow histologicznych w przekroju podtuznym danio pregowanego
w dwudziestym sz6stym dniu eksperymentu. Zdjecia prezentuja przekrdj przez: watroby w
grupach: A) kontrolnej; B) AgNP 0,1 mg/L (1-poszerzona sinusoida); C) AgNP 1 mg/L (1-
poszerzona sinusoida); jelito przednie w grupach: D) kontrolnej; E) AgNP 0,1 mg/L; F)
AgNP 1 mg/L (1-poszerzona sinusoida, *fuzja fatldow jelitowych); trzustk¢ w grupach: G)
kontrolnej (1-depozycja glikogenu); H) AgNP 0,1 mg/L (*-wakuolizacja); I) AgNP 1 mg/L
(1-poszerzona sinusoida, *-wakuolizacja). Barwienie H&E, czarny pasek oznacza skale.

44



Rycina 9. Obraz preparatow histologicznych w przekroju podtuznym danio pregowanego
w setnym dniu eksperymentu. Zdjecia prezentuja przekroj przez: watroby w grupach: A)
kontrolnej B) AgNP 0,001 mg/L C) AgNP 0,01 mg/L; D) AgNP 1 mg/L; E) AgNO3 0,001
mg/L; Zmiany histopatologiczne w grupie AgNP 1 mg/L melanomakrofagi (ryc.9.F),
monocyty (ryc.9.G), eozynofile (ryc.9.H), makrofagi (ryc.9.I) (na kazdym zdjeciu

zaznaczone strzatkami). Barwienie H&E, czarny pasek oznacza skale.
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Zaobserwowano, ze w grupach narazonych na nanoczastki srebra powierzchnia
hepatocytow wzrastata wraz ze stezeniem badanych ksenobiotykéw (ryc. 10), jednakze nie
stwierdzono réznic statystycznie istotnych w wartos$ciach tego parametru. Podobnie, nie
stwierdzono roznic statystycznie istotnych migdzy badanymi grupami w powierzchni jader
hepatocytow. Najnizsza srednig powierzchnie stwierdzono u ryb z grupy AgNP 0,01 mg/L,
jednakze réznice wzgledem pozostatych grup nie byly istotne statystycznie (ryc. 10).
Warto$¢ indeksu jadrowego zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem stezenia nanoczgstek srebra,

jednakze zmiany te nie byly istotne statystycznie (ryc. 10).
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Rycina 10. Wyniki analiz histomorfometrycznych hepatocytow. Analiza statystyczna
testem Kruskala-Wallisa nie wskazata réznic istotnych pomigdzy grupami (n=5). Srednia

zaznaczona zostala pozioma kreska, mediana symbol X.
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4.4. Analizy biochemiczne

Aktywno$¢ fosfatazy kwasnej nie roznila si¢ statystycznie istotnie pomi¢dzy grupami
badanymi, a grupa kontrolng. Stwierdzono jedynie roznice statystycznie istotne w
aktywnosci tego enzymu pomi¢dzy rybami narazonymi na nanoczastki srebra w st¢zeniu 1
mg/L a 0,001 mg/L oraz 0,01 mg/L (ryc. 11). Nie wskazano roznic istotnych statystycznie
w aktywnosci fosfatazy alkalicznej. Obserwowano jedynie nizszg aktywnos¢ w grupach
narazonych na badane ksenobiotyki w poréwnaniu do grupy kontrolnej (ryc. 11).
Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej nie rdznila si¢ statystycznie istotnie pomiedzy
grupg kontrolng a grupami, gdzie ryby byly narazone na nanoczastki srebra (ryc. 11).
Stwierdzono jedynie réznice statystycznie istotne w aktywnosci tego enzymu pomiedzy
grupg AgNO3 0,001 mg/L, a grupa kontrolng (ryc. 11). Najwyzsza, statystycznie istotng
aktywnos$¢ reduktazy glutationowej stwierdzono w grupie ryb narazonych na nanoczastki
srebra w stezeniu 1 mg/L. Pomigdzy pozostalymi grupami do$wiadczalnymi nie
stwierdzono rdznic statystycznie istotnych (ryc. 11). Wykazano trend wzrostu aktywnosci
peroksydazy glutationowej wraz ze zwigkszajacym si¢ stezeniem nanoczastek srebra,
jednakze réznice w aktywno$ci nie byly istotne statystycznie (ryc. 11). Najwyzsza
aktywnos$¢ tego enzymu stwierdzono w grupie ryb narazonych na AgNOz 0,001mg/L, a
roznice byly statyStycznie istotne w poréwnaniu do warto$ci tego parametru w grupie

kontrolnej i AgNP 0,001 mg/L (ryc. 11).

4.5. Wyniki analiz genetycznych

Ekspresja genow sodla, hsp70 oraz cypla byty nizsza w grupach badanych niz w
grupie kontrolnej (ryc. 12), nie stwierdzono jednak rdznic statystycznie istotnych w
poziomie ekspresji tych genow. Wyniki ekspresji gsr wskazuja na istotnie statystyczny
spadek w grupach badanych o stgzeniach AgNP 0,001 mg/L, AgNP 0,01 mg/L oraz AgNO3
0,001 mg/L. Profil ekspresji genow gpxla oraz cat byt podobny pomiedzy grupami i
charakteryzowal si¢ wzrostem ekspresji w grupach AgNP 0,001 mg/L oraz AgNP 1 mg/L
wzgledem grupy kontrolnej oraz spadkiem ekspresji tych genow w grupie AgNP 0,01 mg/L

w porownaniu do innych grup narazonych na dzialanie nanoczastek (ryc. 12).
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Rycina 11. Wykresy aktywnosci relatywnej ($redniatblad standardowy) analizowanych
enzymow. Litery oznaczajg przynalezno$¢ do grup homogennych (test Kruskala-Wallisa;

p<0,05; n=10).
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Rycina 12. Wykresy relatywnej ekspresji (Sredniatblad standardowy) analizowanych

gendéw. Litery oznaczaja przynalezno$¢ do grup homogennych (test Kruskala-Wallisa;

p<0,05; n=5).
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5. Dyskusja

Rozwoj nanotechnologii, szczegdlnie w zakresie opracowania nowych metod
pozyskiwania nanoczastek srebra, spopularyzowat ich uzycie w roéznych produktach
konsumenckich. Ich unikalne wtasciwosci przyciagnety uwage wielu branz, a zwlaszcza
tych, w ktorych efekt antyseptyczny jest szczegdlnie pozadany. Dotyczy to przemystu
spozywczego, widkienniczego i budowlanego, a takze medycyny, kosmetologii, farmacji i
innych. Nanoczastki srebra znajduja roéwniez zastosowanie w energetyce oraz w
biomedycynie. Szacuje si¢, ze globalna produkcja nanoczastek srebra w roku 2014 wahata
si¢ w zakresie od 135-435 ton (Pulit-Prociak i Banach, 2016), a roku 2015 mogta juz
dochodzi¢ do 550 ton (Qiang i wsp., 2020). Innowacje w zakresie produktow
konsumenckich o wartosci handlowej nie bylyby mozliwe bez wczes$niejszych badan i
odkry¢ w zakresie potencjalnego wykorzystania nanoczastek srebra. Lata 2001- 2011
charakteryzowaty si¢ znaczacym wzrostem liczby opublikowanych artykutow naukowych
badajacych mozliwo$ci zastosowan nowych materiatdéw. Z poziomu 247 pozycji w 2002
roku, liczba ta wzrosta do 3603 pozycji w 2011 roku. Wigkszo$¢ osiagnie¢ zostato
dokonanych w dziedzinie chemii, materiatloznawstwa, fizyki, inzynierii, polimerow,
spektroskopii, elektrochemii, biochemii molekularnej, optyki i spektroskopii (Haider i
Kang, 2015). Tak gwaltownie postepujacy proces popularyzacji nanoczgstek srebra
zwigkszyl ich potencjat do interakcji ze Srodowiskiem lagdowym 1 wodnym, jak réwniez do
narazenia zdrowia ludzkiego. Analizy naukowe sugeruja, ze nadal istniejg luki w ocenie
ryzyka zwigzanego z wystawieniem na ekspozycje nanoczagstkami zaréwno ludzi, jak i
srodowiska (Ferdous i Nemmar, 2020). W zwigzku z tym istnieje potrzeba
przeprowadzenia wielowymiarowej oceny ryzyka ekologicznego nanoczastek, ale wymaga
ona zrozumienia dtugoterminowych skutkdéw stezen istotnych w kontekscie ochrony

srodowiska (Griin 1 wsp., 2018; Ottoni 1 wsp., 2020).

Niniejsza praca skupia si¢ na ewaluacji toksycznego wplywu nanoczastek srebra na
organizm modelowy jakim jest danio pregowany (Danio rerio). Stanowi¢ ma uzupehienie
wiedzy w zakresie negatywnego wplywu tego ksenobiotyku w kontekscie ciagtego
zanieczyszczenia Srodowiska ryb na wielu etapach ich rozwoju. Dlugoterminowa
ekspozycja, poczawszy od wezesnych etapow zycia organizmu do okresu, w ktérym osigga
on dojrzato$¢ plciowa, przyczyni¢ si¢ moze do poprawy modelowania zagrozenia
srodowiskowego, uwzgledniajacego: analiz¢ wplywu na dynamike populacji; zmiany

homeostazy watroby, a wigc najwazniejszego narzadu odpowiedzialnego za detoksykacje
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organizmu; jak 1 rowniez przyrostu wiedzy na temat dojrzewania osobnikéw w warunkach
potencjalnie ograniczajacych poprawny rozwoj. W celu oceny tych zmian postuzono si¢
narzedziami inspirowanymi pojeciami z zakresu oceny ryzyka ekologicznego lub
srodowiskowego. To znaczy, ze praca obejmowala wybdr oraz oznaczenia swoistych
biomarkeréw, bedacych jednocze$nie mierzalnym wskaznikiem odpowiedzi organizmow

na ksenobiotyk.

5.1. Parametry ciala

Parametry takie, jak: $miertelno$¢, dtugos¢ catkowita, dlugos¢ standardowa, masa ciata
oraz wskazniki kondycji sg podstawowymi wskaznikami, ktére sg szeroko stosowane
zarobwno w zarzadzaniu akwakultura, jak i w badaniach laboratoryjnych, poniewaz
dostarczajg informacji o stanie populacji oraz kondycji poszczeg6lnych ryb. Dodatkowo,
zaktadajac mozliwo$¢ wyznaczania zaleznos$ci pomig¢dzy dtugoscia 1 masg ryby, przyjac
mozna, ze im wigksza masa ryby o danej dtugosci tym jest w lepszej kondycji (Panjang-
Berat i wsp., 2015; Schloesser i Fabrizio, 2017). W przypadku danio pr¢gowanego
wskazniki kondycji (np. taki jak wskaznik kondycji Fultona) stuzy¢ moga do szybkiego
oszacowania statusu energetycznego organizmu lub zawartos$ci lipidow (otluszczenia) w

obrebie organizmu (Clark i wsp., 2018).

Przeglad $wiatowej literatury naukowej nie oferuje szerokiego zakresu badan
taczacych zaleznos$¢ stezenia nanoczastek srebra ze wzrostem ryb. W niniejszej pracy
wykazano, ze wraz ze wzrastajacym stezeniem nanoczastek srebra zmniejszajg si¢
parametry ciala ryb, takie jak ich dlugos¢ oraz masa. Podobne wyniki uzyskane zostaty w
dhlugoterminowych testach na karasiu srebrzystym (Carassius auratus gibelio), gdzie po
polrocznej ekspozycji, majacej poczatek w stadium larwalnym, wykazano obniZenie si¢
zarowno dtugosci ciata, jak i masy ryb, w stosunku do grupy kontrolnej, a zmiana zalezna
byta od uzytego stgzenia (0,001 mg/L, 0,002 mg/L oraz 0,003 mg/L), przy czym nie
obserwowano wzrostu $miertelnosci w grupach badanych (Forouhar Vajargah i wsp.,
2019). Doswiadczenie przeprowadzone na stadium embrionalnym danio prggowanego
wskazuje, ze wysokie stezenia nanoczgstek (0,963 mg/L oraz 1,925 mg/L) hamuja wzrost
dhugosci ciata embrionu (wzgledem grupy kontrolnej) na drodze inhibicji resorpcji
woreczka zottkowego podczas siedemdziesieciudwugodzinnej ekspozycji (Qiang i wsp.,
2020). Badania przeprowadzone przy uzyciu nanoczastek srebra w zakresie stezen od 0,15
mg/L do 15 mg/L, pokrytych trzema rodzajami powtok, wskazaty brak wptywu na wzrost
milodocianych stadiow ryzanki japonskiej (Oryzias latipes) podczas dwudziesto-
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jednodniowej ekspozycji, pomimo réznic w $miertelnosci wewnatrz eksperymentu (Kwok
i wsp., 2012). Obserwacje dokonane na mtodocianych (embrionalnym, larwalnym i post-
larwalnym) stadiach tego gatunku z wykorzystaniem nanoczgstek srebra pokrytych
powloka PvP zobrazowaly brak prostoliniowej zalezno$ci. Sze$édziesieciodniowa
ekspozycja wskazata, ze w grupach o nizszych stezeniach (0,1 mg/L oraz 0,2 mg/L)
obserwowano nieznaczny spadek zarowno dlugos$ci ciala, jak i masy ryb oraz brak r6znic
w $miertelnosci wzgledem grupy kontrolnej. Z drugiej jednak strony w grupach o
stezeniach wyzszych (0,4 mg/L oraz 0,6 mg/L) zaobserwowano wzrost zarowno dtugos$ci

ciala, jak i jego masy przy jednoczesnym wzroscie $miertelnosci (Wu i wsp., 2010).

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sg zgodne z doniesieniami naukowymi z calego
Swiata, gdyz sugeruja, ze nanoczastki srebra nie sa obojetne dla wzrostu ryb. Opisane
réznice w parametrach ciata wskazuja na dwa potencjalne 1 mogace wystepowac
rownolegle zjawiska: a) hamowanie wzrostu ryb przez nanoczastki srebra na drodze
zaburzen statusu energetycznego i b) nadmierng depozycje materiatu zapasowego, tylko
pozornie wplywajaca pozytywnie na kondycje ryb, szczegdlnie widoczng u samic.
Przyczyn tego oddzialywania moze by¢ kilka i1 dotycza one wptywu zaburzajacego rézne
etapy rozwoju ryb, zaréwno w kontekscie ich wzrostu, jak i nastgpstw penetracji srebra w

glab organizmu.

5.2. Rozklad fenotypu plci

Badania majace na celu okreslanie wplywu na organizmy danych ksenobiotykoéw
skupiajg si¢ na ewaluacji biomarkeréw na poziomie indywidualnych osobnikéw. Jednak te
punkty koncowe na poziomie organizmu sa niepelne w kontekS$cie oceny ryzyka
ekologicznego lub $rodowiskowego oraz jego zatozen. Indywidualna ewaluacja
sktadowych pomija efekt dlugoterminowego utrzymywania si¢ populacji gatunkéw w
przestrzeni 1 czasie, ignorujac naturalnie zmieniajgce si¢ warunki srodowiskowe, czy
obecnos¢ innych stresorow. Ryzyko ekologiczne jest najczgsciej charakteryzowane jako
stosunek przewidywanego zagrozenia lub mierzonego narazenia do przewidywanego
poziomu braku dziatan niepozadanych, wyrazonego jako stezenie lub dawka (Forbes i
wsp., 2010). Modele populacyjne oparte miedzy innymi o strukture wieku oraz ptci moga
wnie$¢ warto$¢ dodang do oceny ryzyka ekologicznego poprzez lepsze zrozumienie
powigzan mi¢dzy indywidualnymi reakcjami a wielkoscig 1 strukturg populacji oraz
poprzez uwzglednienie wigkszych poziomoéw zlozonosci ekologicznej (Forbes i wsp.,

2008).
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Badania przeprowadzone przy uzyciu toksyny o dziataniu estrogennym 4-tert-
oktylofenolu w stezeniu 0,2 mg/L wykazaly zmian¢ udziatu samic w populacji danio
pregowanego do 90%, co skutkowato zmniejszeniem si¢ liczebnosci do 51% osobnikoéw
na poczatku eksperymentu. Nastgpnie podczas regeneracji, zaobserwowano silne
uprzedzenie do plci przeciwnej, prowadzac do dynamicznej oscylacji liczebnosci populacji
przed powrotem do poziomu sprzed ekspozycji (Hazlerigg i wsp., 2014). Eksperymenty in
vitro na pecherzykach jajnikowych pierwotnych ryb Oryzias melastigma wskazuja, ze
nanoczastki srebra (zwlaszcza te pokryte powloka PvP dla EC50 rownego 0,007 mg/L) w
znaczacy sposob dereguluja ekspresje gendw, a tym samym szlak tworzenia zwigzkow
steroidowych, kluczowych dla pracy gonad, zatem potencjalnie stanowi¢ mogg toksyneg
zaburzajaca uktad endokrynowy (Degger i wsp., 2015). Wspomniana juz publikacja z
udziatem karasia ztocistego, wskazata zalezno$¢ miedzy zwickszajacym si¢ stezeniem
nanoczastek srebra, a odsetkiem ryb niewyksztatcajacych komorek ptciowych (Forouhar
Vajargah i wsp., 2019). Na poziomie molekularnym nanoczastki srebra na drodze
peroksydacji lipidéw zmieniajg kompozycje kwasoéw thuszczowych oocytow u osobnikow
dorostych Danio rerio. Lipidy stanowig integralny sktadnik uktadu rozrodczego gdyz sa
selektywnie magazynowane w oocytach, jako materiat do rozwoju przysztych embrionow
(Seyedi i wsp., 2021). Podczas siedmiodniowej ekspozycji dorostych danio pregowanego
wskazano na zahamowanie rozwoju oocytow w gonadach zenskich ryb narazonych na
nanoczastki srebra w stezeniach 0,5 i 1,0 mg/L. Analizy gonad samcoéw wykazaty, ze
obecno$¢ nanoczastek srebra (w zakresie stezen 0,01 mg/L do 1 mg/L) obnizata
procentowy udziat spermatogonii w parenchymie narzadu na rzecz spermatyd (Szudrowicz
i wsp., 2022).

Wiyniki eksperymentu potwierdzaja dotychczasowe badania o negatywnym wplywie
nanoczastek srebra na rozwoj i prace gonad. Ksenobiotyk ten jednocze$nie moze opdzniad
rozwoj plci lub wrecz zmienia¢ jego szlak. Stwierdzenie to wpasowuje si¢ w narracje
mowigca, ze szczegollnie niebezpieczne dla zaburzenia rownowagi rozktadu pici sg toksyny
majace wpltyw na gospodarke hormonalna regulujaca wyksztatcanie si¢ ptci, induktorow
lub inhibitorow sekrecji hormondéw. Ponadto nanoczastki srebra maja zdolnos¢ do
zaburzania funckjonowania juz wyksztatconych gonad, nie tylko na zasadzie deregulacji
szlakow metabolicznych, ale tez juz dojrzalych elementow skladowych uktadu

rozrodczego.
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5.3. Biomarkery histologiczne

Techniki histopatologiczne obejmujg mikroskopowe badanie komorek i tkanek
organizmu oraz poétilosciowe okreslenie nieprawidlowosci histopatologicznych. Zmiany
histologiczne w wybranych narzadach docelowych sg czulymi biomarkerami dziatania
ksenobiotykow. Dlatego tez analiza zmian histologicznych w réznych tkankach ryb jest od
dziesiecioleci szeroko stosowana jako instrument w toksykologii do monitorowania
ostrych i przewlektych skutkow ekspozycji na dane toksyny, a takze w celu dostarczenia

dodatkowych informacji, uzupetniajacych analizy fizykochemiczne (Yancheva, 2016).

W momencie przekroczenia barier biologicznych i infiltracji krwiobiegu, toksyny
docieraja do organow wewngtrznych ryb, a tym samym rozpoczynajg procesy akumulacji
oraz zaburzaja homeostaz¢ organizméw. Liczne badania poszukujace zwiazkow
przyczynowych zwiazanych ze zdrowiem ryb wskazuja, ze watroba stanowi
prawdopodobnie jeden z najlepszych wyborow do ewaluacji ogolnej kondycji ryb. Jest ona
organem detoksykacyjnym, niezbednym zaréwno do prowadzenia metabolizmu, jak i
wydalania substancji toksycznych. W zwigzku z pelnionymi funkcjami jest rowniez
narzadem docelowym dla wielu ksenobiotykéw ze wzgledu na jej duze ukrwienie

(Mohamed, 2009; Salamat i Zarie, 2012).

Dotychczas przeprowadzono wiele eksperymentow na rybach, ktére pozwalaja na
okreslenie toksycznego wplywu nanoczastek srebra na prace watroby (Roy i Nath, 2022).
Zmiany o charakterze histopatologicznym tego narzadu objawiajg si¢ na zasadzie dwoch
obserwowalnych mechanizmow: a) zmiang budowy hepatocytow - zwigkszenia lub
obnizenia powierzchni komorek, ich wakuoalizacjg, utrata regularnych wielokatnych
ksztattow, zacieraniem granic pomiedzy komorkami w obrazie mikroskopowym, pyknozg
jader komoérkowych wraz z obserwacja standw nekrotycznych; oraz b) pobudzeniem
uktadu odpornosciowego - naciekami komoérek odpornosciowych w parenchymie narzadu
jak 1 w naczyniach krwionosnych, tworzeniem si¢ centrow melanomakrofagowych czy
zwigkszong liczbg komodrek Browicza-Kiipffera. Wystepowanie powyzszych zmian
stwierdzono miedzy innymi w nastgpujacych badaniach toksycznosci chronicznej: a)
pigtnastodniowej ekspozycji w stezeniach 0,1 1 0,001 mg/L nanoczastek srebra na sumie
afrykanskim (Clarias gariepinus) (Naguib i wsp., 2020); b) dwudziestoo$§miodniowym
eksperymencie na gatunku Labeo rohita, przeprowadzonym w stezeniach z zakresu 10-55
mg/L (M. S. Khan i wsp., 2018); ¢) dwudziestoos§miodniowym teScie z udzialem pstraga

teczowego (Oncorhynchus mykiss) przeprowadzonym w stezeniu 1,5 mg/L (Ostaszewska
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i wsp., 2018); czy d) w eksperymencie zywieniowym, polegajgcym na zanieczyszczeniu
pokarmu nanoczgstkami srebra i podawaniu przez pigtnascie dni, sumom Rhamdia quelen

(Lopez-Barrera i wsp., 2021).

Powyzsze przestanki, a takze wyniki obecnego eksperymentu sugeruja
niespecyficzny, ale toksyczny wplyw nanoczastek srebra na homeostaze watroby podczas
dlugoterminowych ekspozycji, zwlaszcza w wyzszych stezeniach nanoczastek srebra.
Samo wystgpienie zmian wydaje si¢ by¢ niezalezne od uzytych stezen, wielkosci czy drogi
podania nanoczgstek, jak i rowniez od gatunku ryb i czasu badania. Ich nasilenie jest
bardziej widoczne w wyzszych stgzeniach, ale nie mozna méwié o liniowym charakterze
tego zjawiska. Ponadto, obserwacje wskazuja na kilka potencjalnych mechanizmow
toksyczno$ci w obrebie tego narzadu, przede wszystkim na aktywacje uktadu
immunologicznego oraz na zaburzenia pracy hepatocytow (co zauwazono u osobnikow w

dwudziestym szostym dniu ekspozycji).

Literatura naukowa wskazuje, ze metale stanowig srodowiskowe czynniki ryzyka
w zakresie zaburzen gospodarki hormonalnej trzustki z podobnych powodow co watroba.
Obserwowana jest tendencja tego narzadu do akumulowania toksyn ze wzgledu na jego
wysokie ukrwienie. Toksyczny wptyw metali moze wplywaé¢ na homeostaze zar6wno
czgsci egzokrynowej, jak 1 endokrynowej trzustki poprzez zmiany charakteru ekspres;ji
genow i biatek, prowadzac migdzy innymi do cukrzycy (Rana, 2014). Trzydziestodniowy
eksperyment zywieniowy z udzialem pstraga teczowego z narazeniem na nanoczastki
tlenku niklu uwidocznit zmiany histopatologiczne obejmujace dezintegracje, martwice 1
obkurczenie komorek pecherzykowych, obrzek tkanki tacznej oraz przerwanie cigglosci
bton $luzowych trzustki (Nazdar i wsp., 2018). Testy toksycznosci ostrej na tilapii
mozambijskiej (Oreochromis mossambicus) wskazaly zmiany degeneracyjne tkanki

trzustki na skutek narazenia ryb na nanoczastki tlenku glinu (Murali i wsp., 2017).

W przypadku nanoczastek srebra, wiedza na temat ich wptywu na prace trzustki jest
bardzo ograniczona (Alkaladi i wsp., 2014). Podczas dwudziestoosmiodniowej ekspozycji
tilapii nilowej (Oreochromis niloticus) i dorady (Sparus auratus) w stezeniach nanoczastek
0,005 mg/L 10,001 mg/L zaobserwowano zatkania naczyn krwiono$nych oraz obkurczenie
komorek pecherzykowych trzustki (Moustafa i wsp., 2021). Badania sprawdzajace
antybakteryjne wtasciwosci nanoczastek srebra stwierdzity zalezno$¢ miedzy wzrostem

stezenia tego ksenobiotyku (od 0,15 mg/L do 0,75 mg/L), a obnizeniem intensywnos$ci
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zmian histopatologicznych w czesci trzustkowej watroby tilapii nilowych po narazeniu na
bakteri¢ Aeromonas veronii (Elgendy i wsp., 2022). Uzyskane wyniki wskazujg na
niespecyficzny, ale rowniez silnie toksyczny wptyw nanoczastek srebra, zwlaszcza u ryb
w miodym wieku. Na podstawie obserwowanych zmian przypuszcza¢ mozna, ze
zaburzenie pracy trzustki moglo by¢ determinujagcym czynnikiem wptywajacym na
smiertelnos$¢ grupy badanej AgNP 0,1 mg/L. Ze wzgledu na ograniczong wiedz¢ w temacie
wplywu nanoczgstek srebra na ten narzad, istnieje jednak potrzeba prowadzenia dalszych

badan nad tym zjawiskiem.

Badania wskazuja, ze $rodowiska w wysokim stopniu poddawane wplywom
antropogenicznym moga oddzialywa¢ negatywnie na prace uktadu trawiennego
organizméw wodnych. Narzady odpowiedzialnie za przyswajanie substancji odzywczych
opisywane sg jako jedne z glownych drog penetracji ksenobiotykow do wewnatrz
organizméw. Przewod pokarmowy ryb, ze wzgledu na swoje funkcje przetwarzania i
wchtaniania pozywienia, jest wysoce narazony na dziatanie toksyn przyjmowanych wraz z
pokarmem lub z pobierang woda (Marinsek i wsp., 2022). Ten drugi z kierunkéw narazenia
dotyczy jednak gtownie gatunkéw stonowodnych, bowiem stodkowodne pija mato wody,
co znaczgco ogranicza ilo$¢ toksyn wchianianych poprzez uktad pokarmowy (Griffith,

2017).

Badania uktadu pokarmowego i jego sktadowych prowadzone sa zardéwno w
warunkach in vitro, jak i in vivo. Dwie prace badawcze przeprowadzone na linii
komorkowej RTgutGC pochodzacej z pstraga teczowego, potwierdzajg zdolnos¢ komorek
nabtonka do aktywnego poboru nanoczastek srebra przy jednoczesnym angazowaniu
mechanizméw odpowiedzialnych za detoksykacje jonéw metali (Chanda i wsp., 2021;
Minghetti i Schirmer, 2016). Dwudziestodniowy eksperyment na karpiu (Cyprinus carpio)
w zakresie stezen 0,03-0,09 mg/L. wskazal na zmiany histopatologiczne jelit w zakresie
zmian nekrotycznych, aktywacji uktadu immunologicznego, zluszczen i dezintegracji
btony $luzowej (Kakakhel i wsp., 2021). Dwudziestojednodniowa ekspozycja pstraga
teczowego na nanoczastki srebra o zakresie stezen 0,1 mg/L do 10 mg/L. w wodzie stodkiej
wskazala na zmiany nekrotyczne oraz stany zapalne. Ponadto, badacze stwierdzili wyzsze
stezenie nanoczastek srebra w obrebie jelit niz w watrobie, co prawdopodobnie moglto by¢
skutkiem odruchu polykania wody, przyczyniajacego si¢ do zwigkszonej depozycji
ksenobiotyku w warunkach narazenia na stres (Johari i wsp., 2015). Siedmiodniowa

ewaluacja skutkow nanoczastek srebra w stgzeniu 0,02 mg/L, przeprowadzona na danio
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pregowanym, Wwskazata mozliwg przyczyne infiltracji nanoczgstek w glgb uktadu
pokarmowego. Tym powodem moze by¢ tendencja zwlaszcza mlodocianych ryb do
mylenia nanoczastek oraz ich aglomeratow z pokarmem (Xiao i wsp., 2020). Uzyskane w
obecnym eksperymencie wyniki sg zgodne z literaturg naukowa i wskazuja na silnie
toksyczny wplyw na ryby nanoczastek srebra w wyzszych stezeniach, stwierdzony w
dwudziestym széstym dniu ekspozycji. Podobnie jak w przypadku trzustki: a) nie
stwierdzono  zaleznosci  liniowej migdzy stopniem  zaawansowania ~ zmian
histopatologicznych, a stezeniami ksenobiotyku; oraz b) biorac pod uwage obserwowany
stopien zmian jelita, wywnioskowano, ze zaburzenia pracy tego narzagdu mogty by¢ drugim

czynnikiem determinujagcym wysoka $miertelno$¢ w grupie 0,1 mg/L.

5.4. Niespecyficzne biomarkery biochemiczne

Parametry fizjologiczne, histologiczne i morfologiczne nie sg przydatne jako sygnaty
wczesnego ostrzegania podczas oceny ryzyka, jednakze sg stosunkowo tatwe do okreslenia
I wartosciowe dla oceny ekotoksykologicznego znaczenia innych biomarkeréw, takich jak
biomarkery biochemiczne, swiadczg bowiem o nieodwracalnym uszkodzeniu tkanek lub

chorobie (van der Oost i wsp., 2003).

Fosfataza alkaliczna jest niespecyficznym wskaznikiem w diagnostyce uszkodzen
r6znych narzadéw, migdzy innymi watroby. Enzym ten odgrywa istotng rol¢ w procesie
detoksykacji ksenobiotykow w hepatocytach (Hatami i wsp., 2019). Ponadto, pomiar
aktywnosci fosfatazy alkalicznej w plynach miedzykomorkowych moze by¢ posrednio
przydatny do oceny funkcji bton komoérkowych narazonych na dzialanie ksenobiotykow.
Interakcja zanieczyszczen $rodowiskowych ze strukturg fosfatazy alkalicznej lub
peroksydacja lipidow blon komoérkowych moze powodowaé¢ wahania aktywnosci tego
enzymu wewnatrz komorek lub w ptynach pozakomorkowych, a tym samym wskazywac
na poziom stresu doznawanego przez komorki (Banaee, 2020). Oceny ryzyka
immunotoksykologicznego wykazaty, ze wykrycie immunomodulacyjnych -efektow
ksenobiotykow moze by¢ wykorzystywane jako wskaznik potencjalnego zatrucia. W
ramach nieswoistego uktadu odpornosciowego, makrofagi znajduja si¢ w pierwszej linii
obrony organizmu, sg zdolne pobiera¢ obcy materiat oraz degradowac patogeny 1 resztki
komorkowe organizmu. W tym procesie fosfataza kwasna jest jednym z najwazniejszych
enzymow bioracych udziat w degradacji fagotywowanego materiatu i dlatego moze stuzy¢

jako marker zdolnosci makrofagow do trawienia (Broeg, 2003).
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Podobnie do uzyskanych wynikéw w trakcie omawianego eksperymentu, badania
aktywnosci fosfataz w obrebie watrob, poprowadzone na gatunku Labeo rohita, wskazaty
na zalezno$¢ miedzy dawka (w zakresie st¢zen od 5 do 100 mg/L) nanoczastek srebra, a
aktywnoscig fosfatazy kwasnej, ale rowniez na brak takiej zaleznosci dla fosfatazy
alkalicznej (Rajkumar i wsp., 2016). Doswiadczenie prowadzone na zmijoglowach
(Channa punctata) wskazato zalezno$¢ miedzy wzrostem aktywnosci obydwu fosfataz a
stezeniem nanoczastek (w zakresie 0,001 mg/L, 0,002 mg/L 1 0,003 mg/L) (Sharma i wsp.,
2019). Poza ewaluacja w obrebie samego narzadu stwierdza si¢ $cistg zalezno$¢ poziomu
aktywno$ci fosfatazy alkalicznej miedzy watrobg oraz krwig (Ali i wsp., 2006).
Doswiadczenia uwzgledniajace parametry hematologiczne wskazujg jednoznacznie na
zalezno$¢ miedzy stezeniem nanoczastek a wzrostem aktywnosci fosfatazy alkalicznej,
przyktadowo: a) w czternastodniowym doswiadczeniu nad zmiennos$cig toksycznosci
nanoczastek srebra ze wzgledu na poziom zasolenia, wykonanym na jesiotrze kaspijskim
(Acipenser persicus) (w stezeniach od 0,2 mg/L do 0,6 mg/L) (Banan i wsp., 2020) oraz b)
w o$miodniowym eksperymencie na pstragu teczowym (w stezeniach 0,1 mg/L, 0,2 mg/L,
0,4 mg/L) (Imani i wsp., 2015). W prezentowanych publikacjach wskazywano rowniez na
zmiany histopatologiczne watrdéb zgodne z opisem w akapicie powyzej, wykazujac tym
samym zalezno$¢ wystgpienia tych dwoch patologii od odpowiedzi organizmu na

nanoczgstki.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badanie wskazuje na niewielki wptyw nanoczastek
srebra na hepatocyty po dtugotrwatej, bo studniowej ekspozycji. Wzrostu aktywnosci
fosfatazy kwasnej, wraz z widocznym pobudzeniem uktadu immunologicznego, W grupie
AgNP 1 mg/L zachodzacym na skutek potrzeby degradacji elementéw morfotycznych
zwigzanych z metabolizmem srebra, glownie przez makrofagi. Spadek aktywnosci tego w
grupach o stezeniu nanoczastek srebra 0,001 mg/L 1 0,01 mg/L, moze mie¢ podobne Zrédio
jak w badaniach na basie wielkogebowym (Micropterus salmoides) nad fulerenami
(Oberdorster, 2004) i ryzance japonskiej z narazeniem na nanoczastki srebra (Wu i wsp.,
2010). Obnizenie aktywnosci enzymu wraz =z brakiem pobudzenia uktadu
immunologicznego wskazywaé by moglo na pozytywny wpltyw nanoczastek srebra na
homeostaze watroby, na skutek poprawy jakosci $rodowiska zycia ryb, spowodowany

glownie jego antybakteryjnymi wlasciwosciami.
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5.5. Niespecyficzne biomarkery genetyczne

W odpowiedzi na niesprzyjajace warunki Srodowiskowe, komorki sg zdolne do
ekspresji mechanizmoéw obronnych, ktére przeciwdziataja toksycznym substancjom
poprzez ich detoksykacje albo naprawg uszkodzen komorkowych przez nie
spowodowanych. Dziatania prewencyjne obejmuja zmian¢ we wzorcu ekspresji genow i
szybka synteze zestawu biatek okreslanych jako biatka stresu lub biatka szoku cieplnego.
Ze wzgledu na ich zdolno$¢ reagowania na rézne formy stresu, biatka takie jak Hsp70 i
CYP1ALI znalazty szerokie zastosowanie w biomonitoringu i toksykologii srodowiskowe;j
jako biomarkery. W tym kontek$cie za miar¢ zmian niespecyficznych indukcji genow
stresowych przyjmuje si¢ przyrost lub spadek produktéw genowych w postaci mRNA w
odpowiedzi na ekspozycje ksenobiotykiem (McClain i wsp., 2003; Mukhopadhyay i wsp.,
2003). Z tego tez wzgledu wykorzystywane sa one w ewaluacji toksycznego wptywu
nanoczastek srebra, gdzie powigzano zmiany ekspresji (zarowno spadek, jak i wzrost) tych
biatek z innymi niespecyficznymi zmianami homeostazy, np. z opisywanymi
histopatologiami watroby. Podczas eksperymentow prowadzonych na tolpydze biatej
(Hypophthalmichthys molitrix) (Younas i wsp., 2022) oraz karpiu (Khosravi-Katuli i wsp.,
2018) stwierdzono podwyzszony poziom ekspresji hsp70 w odpowiedzi na nanoczastki
srebra w zakresie stezen od 0,05 mg/L do 0,7 mg/L. Natomiast testy toksycznos$ci
nanoczastek srebra na ryzance japonskiej (w stezeniu 0,001 mg/L) (Pham i wsp., 2012) i
tilapii nilowej (w zakresie stezen od 0 do 26,5 mg/L) (Mansour i wsp., 2021) wskazaly na
spadek ekspresji tego genu. W czwartym opisywanym badaniu stwierdzono réwniez
rownolegte podniesienie ekspresji cyplal, podobnie jak w do$wiadczeniu na ryzance
japonskiej (Chae i wsp., 2009) na skutek narazenia na nanoczastki srebra. W zwigzku z
brakiem obserwacji silnych zmian patologicznych uzyskanych dzigki technikom
histologicznym, biochemicznym i molekularnym ryb w setnym dniu eksperymentu, nalezy
stwierdzi¢, ze uzyte w do§wiadczeniu warunki ekspozycji nie wptywaja w sposob znaczny
na prace watroby. Wyjasnienia wymaga jednakze fakt pobudzenia uktadu
immunologicznego, jak 1 roéwniez kwestia widocznych zmian morfologicznych

hepatocytow w najwyzszym st¢zeniu nanoczastek srebra.

5.6. Biomarkery stresu oksydacyjnego
Stres oksydacyjny powstaje w wyniku znacznego wzrostu stezenia reaktywnych form
tlenu (ROS) i1 reaktywnych form azotu (RNS) i/lub obnizenia poziomu komoérkowych

mechanizmow  detoksykacyjnych, w postaci enzymoéw takich jak dysmutaza
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ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationowa oraz reduktaza glutationowa. Wysoki
poziom ROS wywiera toksyczny wptyw na biomolekuty, takie jak DNA, biatka i lipidy
(np. zachodzi nieenzymatyczna peroksydacja lipidow), prowadzac w ten sposob do
akumulacji uszkodzen oksydacyjnych w réznych miejscach komorki, rozregulowania
wrazliwych szlakéw metabolicznych 1 sygnalizacyjnych oraz ostatecznie do stanow

patologicznych (Schrader i Fahimi, 2006).

Odpowiedzi organizméw na stres oksydacyjny sg szeroko stosowane do oceny
biologicznego wplywu zanieczyszczen srodowiska. Podczas badan prowadzonych na
embrionach Danio rerio przy uzyciu nanoczastek srebra o stezeniach 1-4 mg/L stwierdzono
miedzy innymi: nagromadzenie reaktywnych form tlenu (ROS), zahamowanie aktywnosci
oraz obnizenie ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej i1 katalazy. Zmiany te zostaly
polaczone z zaburzeniem pracy mitochondriow na skutek ingerencji w dziataniu szlaku
oddechowego (Lu i wsp., 2022). Dwudziestojednodniowe doswiadczenie na karpiach w
zakresie stezen 0,25-1 mg/L nanoczastek srebra wskazato na podwyzszong aktywnos$¢
katalazy oraz dysmutazy ponadtlenkowej osocza krwi w najnizszym st¢zeniu, ale jej
obnizenie w wyzszych stezeniach (Vali i wsp., 2020). Podczas dwudziestojednodniowej
ekspozycji ryby zywordédkowatej Chapalichthys pardalis w badanych st¢zeniach z zakresu
1,93 mg/L do 4,08 mg/L stwierdzono spadek aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej i
peroksydazy glutationowej, ale nie wskazano zmian w aktywnos$ci katalazy watroby.
Jednocze$nie zaobserwowano nagromadzenie reaktywnych form tlenu oraz oksydowanych
biatek (Valerio-Garcia i wsp., 2017). Po narazeniu na nanoczastki srebra o st¢zeniu 2 mg/L
osobnikoéw tilapii nilowej zaobserwowano spadek aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowe;j
oraz katalazy podczas czterdziestodwudniowej ekspozycji, a zmiany te powigzane zostaly
ze spadkiem ilo$ci glutationu oraz zwigkszeniem stezenia produktow peroksydacji lipidow
na terenie watroby (Hamed i Abdel-Tawwab, 2021). Podczas trzydziestopigciodniowe;j
ekspozycji Labeo rohita w stezeniach 0,0025 mg/L oraz 0,005 mg/L nanoczastek srebra
wskazano obnizenie aktywnos$ci peroksydazy glutationowej przy jednoczesnym wzroscie
aktywnos$ci reduktazy glutationowej. Obserwacje te polaczone zostaty z wykrytymi
zmianami histopatologicznymi charakterystycznymi dla nanoczastek srebra (Shobana i
wsp., 2018). Badania toksycznosci ostrej (96 godzin) prowadzone na tilapii nilowej i
innego gatunku Coptodon zillii wskazaly na obnizenie zawartosci zredukowanego

glutationu, obnizenie aktywnosci i ekspresji genow dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy,
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reduktazy glutationowej, peroksydazy glutationowej oraz zwiekszenie st¢zenia produktow

peroksydacji lipidow w mozgach osobnikow (Afifi i wsp., 2016).

Na podstawie uzyskanych wynikow w trakcie badan oraz biorac pod uwage
doniesienia literatury §wiatowej wskaza¢ mozna, ze ryby byly poddane procesom stresu
oksydacyjnego, z ré6znym nat¢zeniem w zalezno$ci od grupy. Gtéwna odpowiedzia na
zanieczyszczenie sSrodowiska nanoczastkami srebra podczas dlugoterminowej ekspozycji
bylo unieczynnienie reaktywnych form tlenu 1 azotu przy uzyciu mechanizmow
metabolizmu glutationu. Glutation jest jedng z najwazniejszych sktadowych komoérkowych
systemow antyoksydacyjnych. W swojej zredukowanej formie glutation zdolny jest do
neutralizacji reaktywnych form tlenu i azotu. Organizmy, ktére wykorzystujg glutation do
utrzymania homeostazy wykorzystuja dwa enzymy: a) peroksydaze glutationowa -
przenoszacg tadunek ujemny z reaktywnych form tlenu i azotu na glutation (utleniajac go);
oraz b) reduktazy glutationowej zdolnej do syntezy zredukowanego glutationu, ale rowniez
do recyklingu juz raz utlenionego glutationu z powrotem do formy zredukowanej (Couto i
wsp., 2016; Flohé i wsp., 2022). Opisywane i obserwowane zmiany w aktywnosci oraz
ekspresji gendw sugeruja wystagpienie dwoch dodatkowych zjawisk: a) zaburzenia
delikatnej réwnowagi miedzy synteza, aktywnos$cia 1 degradacja biatek odpowiadajacych
na stres oksydacyjny, na przyktad znane zjawisko wyczerpania mechanizmoéw ochronnych
antyoksydantow, polegajace na obnizeniu ich aktywnos$ci na skutek dtugiej ekspozycji
(Benedetti i wsp., 2015); oraz b) transkrypcji genéw i aktywnos$ci enzymatycznej, ktore
zazwyczaj s analizowane w tych samych tkankach i w tym samym czasie, ale mozna
oczekiwa¢ opdznionych odpowiedzi w czasie. Zjawisko to jest konsekwencja réznych
terminOw procesow potranskrypcyjnych 1 syntezy biatek. To znaczy krotszy okres
pottrwania mRNA, w poréwnaniu z odpowiadajacym mu biatkiem moze dodatkowo
ttumaczy¢ wcigz zwigkszony poziom aktywno$ci enzymatycznej przy pozornie
niezmienionych poziomach transkrypcji. Co wiecej, stosunkowo niewiele badan wykazato
jednoczesne molekularne 1 biochemiczne odpowiedzi enzymow biotransformacyjnych 1
antyoksydacyjnych u ryb, porownujac ich reaktywno$¢ na rozne klasy zanieczyszczen

chemicznych (Regoli i wsp., 2011).

5.7. Jony srebra a nanoczastki srebra
W niniejszej pracy dokonano poréwnania toksycznego wptywu jondw i nanoczastek
srebra. Wykazano réznice w charakterze profilu toksycznos$ci, objawiajace si¢ wzrostem

aktywnos$ci peroksydazy glutationowej i dysmutazy ponadtlenkowej przy jednoczesnym

61



braku zmian aktywnos$ci reduktazy glutationowej. Zaobserwowane zmiany patologiczne
watroby obejmowaty wystepowanie najwigkszych odstepstw od prawidlowej budowy
hepatocytow w grupie narazonej na srebro w postaci jonowej, ale nie wskazywaty one na
angazowanie uktadu immunologicznego w procesie detoksykacji organizmu. Badanie na
tilapii mozambijskiej (w stezeniach z zakresu 0,0025 mg/L do 0,1 mg/L) réwniez wskazato
na stres oksydacyjny niezaleznie od formy uzytego srebra, ale jednak na istotnie wigkszy
wzrost tych parametrow w grupach jonowych (Sibiya i wsp., 2022). Podczas eksperymentu
na danio pr¢ggowanym wykazano roznice w wartosciach LC50 pomie¢dzy nanoczastkami
srebra oraz jonami srebra, wynoszacych odpowiednio 0,084 mg/L i 0,025 mg/L. Przy
narazeniu na jony srebra, zaobserwowano ponadto zmiany behawioru tych ryb (odruch
ucieczki i niepokoj) (Bilberg i wsp., 2012). Ekspozycja ryb gatunku Prochilodus lineatus
wskazala na brak zaleznos$ci miedzy formg uzytego srebra w najwyzszych stezeniach, a
poziomem stresu oksydacyjnego oraz parametrami mogacymi sugerowaé zmiany
neurotoksyczne (Mahboub i wsp., 2021). Podczas badania na gatunku Pimephales
promelas w stezeniach 0,0048 mg/L AgNOs oraz 0,0614 mg/L nanoczastek srebra
obserwowano jednakowy wplyw obydwu substancji na utrzymanie homeostazy jonow
wapnia, potasu i wodoru w organizmie, ale wskazato zréznicowane oddziatywanie z
szlakami neurotoksycznosci. Oznacza to, ze jony srebra angazowaly mniejsza ilo§é
receptorow komorkowych niz nanoczastki srebra (Garcia-Reyero i wsp., 2014). Ze
wzgledu na dobrze poznany fakt zdolnos$ci sekrecji jonow srebra z powierzchni
nanoczastek srebra (Kim i wsp., 2011) oraz podobienstwo zmian niektérych badanych
parametrow pomiedzy grupami AgNO3 0,001 mg/L, a AgNP 1 mg/L wnioskowa¢ mozna,
ze w setnym dniu eksperymentu, w grupie o najwyzszym stezeniu ksenobiotyku odpowiedz
organizméw mogta mie¢ charakter mieszany. Ryby mogly by¢ jednoczesnie poddane
stresowi zwigzanemu z ekspozycja na nanoczastki jak i jony uwolnione do $rodowiska.
Ponadto, wyniki badan wpisuja si¢ w narracje, ze jony srebra sa duzo grozniejsze dla

organizmoéw wodnych niz nanoczastki srebra.

5.8. Potencjalne przyczyny nieliniowosci toksyczno$ci nanoczgstek srebra

Literatura naukowa prezentuje pojedyncze przyktady nieliniowej toksyczno$ci
badanego ksenobiotyku na ryby (Forouhar VVajargah i wsp., 2019; Szudrowicz i wsp., 2022;
Wu i wsp., 2010). Zarowno bardzo szeroki zakres stezen (od 0,001 do 100 mg/L)
nanoczastek srebra i mnogo$¢ powodowanych przez nie skutkéw, opisane dotychczas w

niniejszym rozdziale, jak i modele statystyczne utworzone na dziewig¢édziesigciu czterech
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testach przeprowadzonych z udziatem bakterii oraz bezkregowcow (Nedyalkova i wsp.,
2019) zdaja sie potwierdzac, ze nie samo stezenie, a zestaw innych czynnikéw determinuje

wynik testow toksykologicznych.

Zrédet tak zmiennych wlasciwosci i toksycznego potencjatu nanoczastek srebra
poszukuje si¢ gtownie w metodach i warunkach ich produkcji oraz w substancjach
stabilizujgcych parametry nanoczastek, uzywanych w trakcie ich otrzymywania i
uzytkowania. Na przyktad zaobserwowana zostata zmniejszona tendencja do toksycznego
oddziatywania nanoczastek srebra uzyskanych metodami zielonej syntezy na organizmy,
wzgledem innych metod produkcji tego materiatu (de Souza i wsp., 2019). Uzywanie
czynnikow stabilizujacych (a tym samym pokrywajacych nanoczastki srebra) zmniejsza
ich toksyczno$¢ w stosunku do materialdow pozbawionych takich czynnikow, przy czym
pokrywa PvP uznawana jest za dodatek umozliwiajacy najwyzsza stabilno§¢ nanomateriatu
(Restrepo i Villa, 2021). Jednak eksperyment przeprowadzony na danio pregowanym
wskazat, ze istotniejszym czynnikiem od pokrywy nanoczastki jest ich ksztatt i wielkos¢.
Badanie wskazalo wyzsza toksyczno$¢ nanoczastek o wielkosci rzgdu 20 nm niz 100 nm
oraz lepsze parametry zdrowotnos$ci dla nanomateriatu pokrytego powtoka PvP w stosunku

do powloki z kwasem cytrynowym (Liu i wsp., 2019).

Wigkszo$¢ metod oceny toksycznosci zostata zaprojektowana 1 wystandaryzowana z
myslag o toksykologii chemicznej, jednakze nanoczastki wykazuja kilka unikalnych
wlasciwosci fizykochemicznych, ktére mogg zaktoca¢ lub stanowi¢ wyzwanie dla
klasycznych metod oceny toksycznosci (Dhawan i Sharma, 2010). Wsr6d nanoczastek
srebra wyrdzni¢ mozna kilka takich mechanizmow, czynigcych je szczegdlnie podatnymi
na przemiany S$rodowiskowe: a) zdolnos$¢ do agregacji; b) zmiana stanu utlenienia
powierzchni; c¢) wytracanie frakcji wtornych w postaci nanoczastek o nowych
wlasciwos$ciach; d) wytracanie srebra metalicznego na powierzchniach innych materialow;
oraz e) powinowactwo do taczenia si¢ ze zwigzkami organicznymi i nieorganicznymi.
Wskazane czynniki okre$la si¢ rowniez jako gtowne determinanty zmiany parametrow
nanoczastek oddziatujacych z organizmami wzgledem ich pierwotnej formy (Levard i
wsp., 2012). Szczegdlnie istotne w kontekscie mozliwos$ci wywotania toksycznego wpltywu
na organizmy wodne sg przemiany, ktore bedg prowadzily do: a) zmiany rozmiaru i ksztaltu
nanoczastek, a zwlaszcza ich zmniejszenia; b) zmiany ladunku elektrycznego na ich
powierzchni; oraz ¢) zdolnosci do sekrecji jonow srebra, zarbwno w toni wodnej, jak 1 w

obrebie organizmu (Reidy i wsp., 2013).
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Zaréwno wyniki uzyskane w eksperymencie, jak 1 powyzsze przestanki sugeruja, ze
szczegoblnie istotnym mechanizmem wplywajgcym na wyniki badan jest przesunigcie stanu
réwnowagi nanoczgstek srebra pomiedzy nastepujacymi zjawiskami: a) zwigkszona
aglomeracjgnanoczastek; b) utrzymaniem si¢ nanoczastek w formie wolnej; ¢) redukcja
nanoczastek do formy jonowej; oraz d) syntezg nanoczastek de novo z jonow obecnych w
toni wodnej. Biorgc pod uwage fakty, ze: a) wszystkie zbiorniki byty utrzymywane w tych
samych warunkach fizykochemicznych (Deshmukh i wsp., 2019; Marimuthu i wsp., 2020);
b) we wszystkich grupach badanych uzywano nanoczastek srebra pochodzacego z tego
samego zagegszczonego roztworu, a wigc nanoczgstek o tych samych parametrach; oraz c)
uwzgledniono poréwnywalng obsade oraz identyczny rezim zywienia 1 czyszczenia
zbiornikow (Yin i wsp., 2020); wnioskowac mozna, ze jedynym parametrem wpltywajacym

na zmian¢ fazy w uktadzie dynamicznym nanoczastek jest ich stezenie.

Grupy narazone na nanoczastki o st¢zeniach 0,001mg/L oraz 0,01 mg/L wykazywaly
wzglednie niskie poziomy parametrow wskazujacych na cytotoksyczny wptyw substancji
badanej, co potwierdza fakt ekspozycji na nanoczastki srebra w formie pierwotnej. W
grupie o stezeniu 1 mg/L, dwubiegunowy charakter ekspozycji przypuszczalnie nastapit z
powodu jednoczesnego zaj$cia dwoch zjawisk: a) wigkszo$¢ nanoczastek srebra ulegta
aglomeracji, pozostawiajac zmniejszone stezenie biodostepnych nanoczastek srebra w toni
wodnej; b) zar6wno aglomerowane, jak i wolne nanoczastki uwalniaty do $rodowiska
wodnego jony srebra. Obserwacje prowadzone na osobnikach z grupy 0,1 mg/L sugeruja,
ze w zbiornikach do$wiadczalnych nie doszto do aglomeracji nanoczastek, a tym samym
obnizenia ich toksycznosci, tak jak mogto mie¢ to miejsce w grupie o stezeniu 1 mg/L. Tak
silng reakcje toksyczng nanoczastek srebra o stgzeniu 0,1 mg/L mozna przypisaé dwom
mechanizmom: a) tendencji do uwalniania jonéw srebra przez wolne nanoczastki srebra
(Xuan Li i Lenhart, 2012); b) wytworzeniu materiatu o nowych witasciwosciach na skutek
redukcji rozmiardéw pierwotnie dodanych nanoczgstek srebra lub syntezy nowego materiatu
de novo. Ten drugi proces mogt zosta¢ dodatkowo spotggowany w uktadzie pokarmowym,
gdzie wykazano, zZe tres$¢ jelitowa jest zdolna do zmniejszenia rozmiar6w nanomateriatow
przed jego asymilacja (Xiao i wsp., 2020). Obrana w pracy metodologia nie pozwala jednak
na pelne potwierdzenie tych hipotez. Proba weryfikacji tych 1 innych obserwacji (np.
nieliniowej  toksyczno$ci nanomateriatdbw) moglaby stanowi¢ podstawg do

interdyscyplinarnych badan naukowych w przysztosci.
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6. Stwierdzenia i wnioski
Wyniki analiz laboratoryjnych po studniowej ekspozycji danio pr¢gowanego (Danio
rerio) na roztwory nanoczastek srebra, stezeniami nawigzujacymi do obserwowanych w

srodowisku, wskazaty na:

o Mozliwo$¢ wywotlania efektow negatywnych u ryb w badanych stgzeniach.

e Zmiany parametrow ciata w zaleznos$ci od uzytych stezen nanoczastek, szczegdlnie
obnizenie wymiarow w grupie AgNP 1 mg/L w setnym dniu eksperymentu.

e Zmiany rozktadu pici dojrzewajacej populacji danio pregowanego, szczegdlnie
widoczne w grupie AgNP 0,001 mg/L w setnym dniu eksperymentu.

e Zmiany patologiczne skutkujace wysoka $miertelnoscig w grupie o stezeniu AgNP
0,1 mg/L stwierdzone w dwudziestym szostym dniu ekspozycji. Zmiany
histopatologiczne obejmowaly zmiany degeneracyjne jelit i trzustek, oraz w
mniejszym stopniu tez watrob.

e Zmiany patologiczne w grupie o stezeniu AgNP 1 mg/L stwierdzone w
dwudziestym széstym dniu ekspozycji. Zmiany histopatologiczne obejmowaty
zmiany jelit, trzustek oraz watrob.

e Brak zmian o charakterze silnie patologicznym w setnym dniu ekspozycji, a wiec
regeneracje¢ narzadow w grupie AgNP 1 mg/L wraz z czasem trwania
eksperymentu.

e Pobudzenie uktadu immunologicznego watroby w AgNP 1 mg/LL w setnym dniu
eksperymentu.

e Odczuwanie stresu oksydacyjnego przez ryby ze wszystkich grupy badanych, ze
szczegblnym wyrdznieniem grupy AgNP 1mg/L.

e (Odpowiedz osobnikdéw na stres oksydacyjny z uzyciem metabolizmu glutationu.

e Nierowng zmiane ekspresji genow i aktywnosci biatek: dysmutazy ponadtlenkowej,
peroksydazy glutationowej, reduktazy glutationowej. Proces ten byt spowodowany
prawdopodobnie dwoma mechanizmami: wyczerpywania potencjatu do regulacji
stresu oraz dysproporcji zwigzanej z czasem odpowiedzi na poziomie ekspresji
genu i syntezy biatka.

o Wigkszg toksycznos¢ jonow srebra wzgledem nanoczgstek srebra w
odpowiadajacych stezeniach.

e Nieliniowg toksyczno$¢ nanoczastek srebra, objawiajaca si¢ brakiem zaleznosci

zmian analizowanych parametrow, a wzrostem badanego st¢zenia.
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Ponadto, wyniki eksperymentu sugerujg mozliwos¢ podjecia nastepujgcych kierunkoéw

badawczych w przysztosci:

Podjecia nowej $ciezki badan, polegajacej na usprawnieniu modelowania tak
nieprzewidywalnego materiatu, jakim sg nanoczastki srebra.

Wyjasnienia nieliniowego charakteru toksyczno$ci badanych nanoczastek. Giowna
wskazang mozliwoscia jest zmiana formy nanoczastek srebra po unoszeniu si¢ w
wodzie w warunkach ekspozycji chronicznej.

Badan nad potencjalnie pozytywnym wptywem nanoczgstek srebra, szczegolnie
widocznym w grupie AgNP 0,01 mg/L, oraz ustalenia zakresu stezen (granicy,

zaréwno dolnej, jak 1 gornej) bezpiecznych do wykorzystania komercyjnego.
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