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Wykaz skrotow

- NPs — nanopierwiastki

- ROS — (z ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu
- Cu — miedz koloidalna

- CuO-NP — nanopierwiastki tlenku miedzi

- Cu-NPs — nanopierwiastki miedzi

- CuS04-5 H20O — pentahydrat siarczanu (II) miedzi

- GPX/gpx — peroksydaza glutationowa

- CYP1A/cypla — podjednostka 1 cytochromu P450

- HSP70/hsp70 — biatka szoku cieplnego

- CAT/cat - katalaza

- SOD/sod — dysmutaza ponadtlenkowa

- FAO — (z ang. Food and Agriculture Organization of the United Nations) Organizacja

Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa
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1.

Wstep

1.1. Opis gatunkow wykorzystanych do badan

Do badan zawartych w niniejszej rozprawie doktorskiej wybrano gatunki ryb, ktore
nalezg do jednych z najczgsciej hodowanych (FAO, 2022; Kibenge, 2022; Takeuchi
1wsp., 2002), gtownie do produkcji zywnosci, ale rowniez w akwarystyce ze wzgledow
estetycznych np. Cyprinus carpio var. Koi (Yang i wsp., 2022).

Karp zwyczajny (Cyprinus carpio) nalezy do rodziny karpiowatych (Cyprinidae),
bedacej najwieksza rodzing ryb stodkowodnych (Billard, 1999; Richards, 2011). Jest
gatunkiem wszystkozernym, zamieszkujacym ciepte zbiorniki wod stodkich, m.in.
jeziora, ptytkie zbiorniki (Peteri, 2005). Wystepuje naturalnie w Europie i Azji,
jednakze w wyniku czynnikOw antropogenicznych, zasieg jego wystgpowania
obejmuje caty $wiat (Billard, 1999). W krajach takich jak Australia jest postrzegany
jako gatunek inwazyjny (Koehn, 2004; Stuart i wsp., 2021).

Zardwno pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss), jak i tro¢ wedrowna (Salmo trutta m.
trutta), naleza do rodziny tososiowatych (Salmonidae). O. mykiss, jak 1 S. trutta
obejmujacych gatunki anadromiczne (forma we¢drowna) — migrujace jako osobniki
mitodociane do zbiornikéw wod stonych (morza, oceany), a powracajace na tarto do
wod slodkich oraz nieanadromiczne (forma osiadta) (Mills, 2001). U O. mykiss
wystepuja zaréwno formy migrujace (z ang. steelhead trout), jak 1 przebywajace
1 rozmnazajace si¢ w wodach stodkich (Berejikian 1 wsp., 2014). O. mykiss jest
gatunkiem natywnym na obszarach pdinocnej czesci Pacyfiku (od Ameryki Péinocnej
oraz Alaski az po Azje), jednakze zostat introdukowany na inne kontynenty, takie jak
Europa (Colihueque i wsp., 2019; www.nps.gov/shen/learn/nature/rainbow-trout.htm).
W przypadku S. frutta do formy anadromicznej nalezy gatunek troci wedrownej (Salmo
trutta m. trutta; z ang. sea trout), natomiast osiadltej — pstrag potokowy (Salmo trutta
m. fario) lub jeziorny (Salmo trutta m. lacustris) (Kalayci 1 wsp., 2018). Siedliska troci
wedrownej obejmuja zbiorniki wodne, takie jak ocean Atlantycki, morze P6inocne oraz
morze Baltyckie (Hansen 1 Mensberg, 1998; www.fishbase.se/summary/salmo-
trutta.html). Zaréwno O. mykiss, jak 1 S. trutta sa gatunkami drapieznymi,

preferujacymi wody chtodne.
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Uwaza si¢, ze tososiowate (Salmonidae) sa wyjatkowo wrazliwe na zmiany
srodowiskowe, takie jak ocieplenie klimatu czy obecno$¢ zanieczyszczen, wptywajac
na ich wzrost i rozwdj (Solokas i wsp., 2023; Williams i wsp., 2015). Podobnie
stwierdzono, ze C. caprio rowniez wykazuja wysokg podatno$¢ na obecnos¢ toksyn
1 zanieczyszczen w srodowisku (Kakakhel 1 wsp., 2021; Senze 1 wsp., 2024). Te cechy
sprawiaja, ze gatunki te s dobrymi organizmami modelowymi w badaniach z zakresu
ekotoksykologii. Ponadto ze wzgledu na powszechnos¢ hodowli C. carpio, S. trutta
oraz O. mykiss szczegbdlnie w celach konsumpcyjnych i w produkcji zywnosci, istnieje
konieczno$¢ badan dotyczacych wplywu potencjalnych zanieczyszczen srodowiska
i toksyn na te gatunki. Dane literaturowe sugeruja réwniez, ze C. carpio, jak i O. mykiss
moga by¢ wykorzystywane w badaniach dotyczacych detekcji zanieczyszczen
metalami ciezkimi w §rodowisku wodnym (tuski, plemniki, poziom metalotioneiny)
(Chan, 1995; Kollar i wsp., 2018; Luszczek-Trojnar 1 Nowacki, 2021).

Stwierdzono, ze zar6wno aktywno$¢ GPX, SOD i CAT moze by¢ wykorzystana jako
biomarkery zanieczyszczen w $rodowisku wodnym (Farombi i wsp., 2007; Hamed
1 wsp., 2003; Pedrajas i wsp., 1995). Pomiar ekspresji genu Asp70 u ryb pozwala na
ocen¢ jakosci wody, a takze obecnos$ci zanieczyszczen w akwenach (Rangaswamy
1 wsp., 2024). Ponadto, Hardilova i wsp. (2015), na podstawie przeprowadzonych na
liniach komérkowych NIH-3T3 ora L929 dowiedli, ze aktywno$¢ HSP70 moze
postuzy¢ jako marker wskazujacy na indukowany przez nanopierwiastki stres. CYP1A
stanowi rowniez dobry biomarker w ocenie toksycznosci obecnych w $rodowisku
zanieczyszczen chemicznych wobec ryb (Gokseyr, 1995; Kim 1 wsp., 2013; Woo
1 wsp., 2023). Wsrod badanych genéw CYP, Cortés-Miranda 1 wsp. (2024) wytypowali
m.in. cypla jako marker zanieczyszczen u ryb, ktére poddawane sa dlugotrwatle;

ekspozycji.

1.2. Nanopierwiastki miedzi

Definicja nanomaterialow zawarta jest w Zaleceniu Komisji UE z Dnia 10 Czerwca
2022 r. Dotyczacego Definicji Nanomaterialow. ,,Nanomaterial” oznacza naturalny,
powstaty przypadkowo lub wytworzony material sktadajacy si¢ z czastek w stanie
statym, ktére wystepuja albo samodzielnie, albo jako mozliwe do zidentyfikowania
czastki sktadowe w agregatach lub aglomeratach, i w ktorym co najmniej 50 % takich
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czastek w liczbowym rozktadzie wielkosci spelnia co najmniej jeden z ponizszych
warunkow:

a) co najmniej jeden zewnetrzny wymiar czastki miesci si¢ w zakresie 1-100 nm;

b) czastka ma wydtuzony ksztalt, taki jak pret, wtokno lub rurka, gdzie dwa wymiary
zewngtrzne sg mniejsze niz 1 nm, a drugi wymiar jest wigkszy niz 100 nm;

c) czastka ma ksztalt ptytki, gdzie jeden wymiar zewngtrzny jest mniejszy niz 1 nm,

a pozostale wymiary sa wigksze niz 100 nm.”. Stanowi ona poszerzong definicje
okreslong w Zaleceniu Komisji UE z Dnia 18 Pazdziernika 2011 r. Dotyczacego
Definicji Nanomateriatoéw, 2011), ktéra jedynie odnosi si¢ do rozmiarow czasteczek.
Nanopierwiastki naleza do nanomateriatow, jednakze istnieje rozdzielno$¢ definicji
pomigdzy nimi. Wedlug Migdzynarodowej Organizacji Normalizacyjnej (z ang. The
International Organization for Standardization), ,,nanomateriaty posiadaja jedna lub
wiecej zewnetrznych wymiardw w nanoskali lub posiadajg wewnetrzng strukturg albo
strukture¢ powierzchni w nanoskali”, za$ ,nanopierwiastki, posiadaja trzy wymiary
zewngtrzne znajdujg si¢ w nanoskali” (ISO 80004-1: 2023 (E)).

Nanomateriatly, w tym nanopierwiastki moga powstawa¢ w sposéb naturalny lub
w wyniku dziatan natury antropologicznej — syntetycznie, otrzymywane za pomocg
metod inzynieryjnych, syntez chemicznych, a takze za pomocg uktadow biologicznych
(Buzea i wsp., 2007; Garibo i wsp., 2020). Nanomaterialy, jak i nanopierwiastki, oprocz
naturalnie wystepujacych 1 syntetycznych, klasyfikuje si¢ na wiecej grup (Jeevanandam
1 wsp., 2018; Khan i wsp., 2019): oparte na zwigzkach wegla (nanorurki weglowe,
grafen), organiczne (oparte na czgsteczkach organicznych, a takze polimery), a takze
nieorganiczne, do ktorych moga naleze¢ nanokompozyty, nanopierwiastki niemetali
oraz metali (nanopierwiastki srebra, zlota, miedzi). Obecne w calym S$rodowisku
nanopierwiastki, np. srebra, zwigzkdéw Zelaza, magnetyt, sa skladnikami budulcowymi
wielu struktur organizmoéw zywych, m. in. pancerzykow owadow (chityna), kosci
zwierzat, a nawet mogg by¢ syntetyzowane przez mikroorganizmy (Asmathunisha
1 Kathiresan, 2013; Sharma i1 wsp., 2015). Innymi Zrédlami naturalnie powstalych
nanopierwiastkéw moga by¢ pustynie, a takze takie zjawiska jak erupcje wulkaniczne
czy pozary (Buzea i wsp., 2007; Strambeanu i wsp., 2015).

Syntetyczne nanopierwiastki (ENPs; z ang. engineered nanoparticles) to powstate na

drodze syntez chemicznych lub za pomocg uktadéw biologicznych czasteczki.
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Zazwyczaj naleza do nich nanopierwiastki metali, a takze nanomaterialy, do ktorych
naleza nanokompozyty czy rurki weglowe (Jeevanandam i wsp., 2018). ENPs
wykorzystywane sg do produkcji, m. in. tworzyw sztucznych, powlok pokrywajacych
tekstylia, nawozéw czy produktow medycznych.
Nanopierwiastki, oprécz matych rozmiarow, -charakteryzuja si¢ roznorodnymi
ksztattami. Ponadto, nanopierwiastki moga tworzy¢ struktury, takie jak nanorurki,
micele, a takze do ich powierzchni moga by¢ przylaczone inne czgsteczki, m.in.
aminokwasy, lipidy, cukry czy grupy chemiczne (Qin i wsp., 2017). Te cechy, nadaja
im nieobecne w przypadku innych form metali cigzkich wiasciwosci fizyko-chemiczne
oraz biologiczne (Gavilan i wsp., 2017; Inam 1 wsp., 2019). Dzigki temu, syntetyczne
nanopierwiastki, w szczegdlnos$ci powstale na drodze tzw. ,,zielonej” syntezy, stanowia
atrakcyjna, potencjalng alternatywe do stosowanych, np. w przemysle metali ciezkich,
ktore obecnie zazwyczaj postrzegane sa jako zanieczyszczenia Srodowiska, wykazujace
silne toksyczne dziatanie na organizmy zywe (Ali 1 wsp., 2021; Pandey i Madhuri,
2014).
Nanopierwiastki miedzi (Cu-NPs) ze wzgledu na swoje wlasciwosci, moga by¢
stosowane w wielu sektorach przemystu (rys. 1). Wykazujac wzmocnione wtasciwosci
optyczne, nadajace potencjat tych NPs w fotokatalizie, fotowoltaice czy jako sktadnik
tuszy przewodzacych (Alhajj i wsp., 2023; Dang i wsp., 2011; Rakshit i wsp., 2023).
Ponadto, nanokompozyty zawierajace nanopierwiastki miedzi charakteryzuja sie¢
wysokim przewodnictwem termicznym oraz elektrycznym (Muhammed Ajmal 1 wsp.,
2021). Wysokie wtasciwosci zarowno optyczne, termiczne jak 1 elektryczne sprawiaja,
ze Cu-NPs wykazuja ogromny potencjat jako potprzewodniki (Hossain 1 wsp., 2023).
Nanopierwiastki znajduja rowniez zastosowanie w agrokulturze, m.in. jako sktadnik
nawozow (Mustafa 1 wsp., 2024; Rashid i wsp., 2023) czy pestycydow (El-Saadony
1 wsp., 2020; Rahman 1 wsp., 2022). Jednakze najbardziej pozadang cechg Cu-NPs sg
ich nadzwyczajne wilasciwosci biobdjcze, dlatego tez przede wszystkim znajduja
zastosowanie w medycynie. Wykazano, ze nanopierwiastki miedzi przejawiaja silne,
specyficzne do szczepu dzialanie bakteriobdjcze, czesto zblizone do nanopierwiastkow
srebra w stosunku do szczepow bakterii, takich jak Staphylococcus aureus (Raja i wsp.,
2023; Zia 1 wsp., 2018). Vasiliev 1 wsp. (2023) natomiast, doniesli o synergistycznym
dziataniu tych nanopierwiastkow. W zwigzku z tym nanopierwiastki miedzi moga
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stuzy¢ do pokrywania powierzchni tekstyliow, przede wszystkim szpitalnych, w celu
nadania im wlasciwosci biobodjczych, zabezpieczajac pacjentow i1 personel przed
infekcjami (Ali i wsp., 2023). Ponadto, nanopierwiastki miedzi przejawiaja wysoka
aktywno$¢ w stosunku do komorek nowotworowych, ale rowniez jako nosnik lekow,
stanowigc potencjal w terapiach przeciwnowotworowych (Al-zharani 1 wsp., 2021;

Ghasemi i wsp., 2023; Sriram i wsp., 2017).

Rysunek 1 Wybrane wtasciwosci Cu-NPs i ich potencjalne zastosowania. Opracowano na podstawie: Alhajj
iwsp., 2023; A. Ali i wsp., 2023; Dang i wsp., 2011; El-Saadony i wsp., 2020; Ghasemi i wsp., 2023; Hossain
i wsp., 2023; Rakshit i wsp., 2023; Rashid i wsp., 2023; Vasiliev i wsp., 2023.
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1.3. Zrodta nanopierwiastkdw miedzi oraz ich interakcje ze srodowiskiem wodnym.

Wysoki potencjat Cu-NPs 1 zwigzane z tym liczne zastosowania przyczynity si¢ do ich
rozpowszechnienia i wzrostu produkcji. Produkty zawierajace NPs obecne sg w prawie
kazdej przestrzeni cztowieka. Problem stanowig jednak nanopierwiastki uwolnione
w sposob niekontrolowany do $Srodowiska, ktore w takiej formie zaliczane sg do
zanieczyszczen (Ghangrekar 1 Chatterjee, 2018; Malakar i Snow, 2020). Ich zrodtem
sa odpady przemystowe, gospodarcze, medyczne, a takze pochodzace
z produktow z gospodarstw domowych (Domercq i wsp., 2018). NPs wystepujace
w roznorodnych formach, takich jak aerozole, koloidy, czastki stale czy bedace
sktadnikami roztworéw przedostajg si¢ do si¢ do wszystkich sfer $rodowiska
(powietrza, ciat wodnych, gleby) wieloma drogami, takimi jak $cieki, splywy z pol
uprawnych, emisje fabryk (Akalin, 2021; Domercq i wsp., 2018). Ostatecznie
wszystkie zanieczyszczenia zwigzane z NPs trafiajg do ostatecznego akceptora, jakim
jest $rodowisko wodne (Oztiirk, 2023; Yalsuyi i Vajargah, 2017). Obecne
w $rodowisku wodnym nanopierwiastki moga ulega¢ réznorodnym reakcjom, a takze
wchodzi¢ w interakcje z zawartymi w nim czasteczkami, materig organiczng
1 nieorganiczng, a nawet organizmami. Tierney i Pyle (2024) wniesli obawe, ze
obecno$¢ w $rodowisku wodnym zanieczyszczen w postaci metali i ich
nanopierwiastkow moze wplynaé negatywnie na tososiowate, m.in. poprzez zaburzenia
sensoryczne  (percepcja bodzcéw  chemicznych) przyczyniajace si¢  do
nieprawidlowych zachowan migracyjnych. Wlasciwosci samych nanopierwiastkow
(np. ksztatt 1 wielko$¢, tadunek, obecnos¢ liganda) w potaczeniu z czynnikami
srodowiskowymi, takimi jak temperatura, stopien zasolenia, twardo$¢ wody, pH,
sprawiaja, ze nanopierwiastki w $rodowisku wodnym mogg ulega¢ interakcjom:
biologicznym (biodegradacja, oddzialywanie z materia organiczna, adsorpcja),
chemicznym (uwalnianie jonow, sulfidacja), badz fizycznym (agregacja, adsorpcja)
(Arenas-Lago i1 wsp., 2019; Abbas 1 wsp., 2020; Bathi 1 wsp., 2021). W ten sposob,
w zbiornikach wodnych, nanopierwiastki w rdznych formach (agregaty, jony,
kompleksy) sa powszechnie obecne w toni wodnej, na jej powierzchni lub osadzone
w osadach dennych (Klaine i wsp., 2008). Zachowanie nanopierwiastkow rézni si¢

pomigdzy wodami stodkimi a stonymi. Conway i1 wsp. (2015) doniesli, Ze w obecnosci
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jondéw, takich jak jony fosforanowe, chlorkowe czy siarczanowe (wody stone), Cu-NPs
moga tworzy¢ nierozpuszczalne kompleksy, réwniez z materia organiczng.
Odnotowano rowniez, ze wraz ze wzrostem pH zwigksza si¢ tendencja Cu-NPs do
tworzenia aglomeratow (Krzyzewska i wsp., 2016). Xiao i wsp. (2018) w badaniach
stwierdzili, ze zmiany w parametrach chemicznych wody wptywajga na toksycznos¢
wobec organizméw wodnych, jakim byt badany organizm modelowy — Daphnia
magna.

Nastepstwem obecnos$ci nanopierwiastkow w Srodowisku jest bioakumulacja przez
organizmy zywe, ktora moze odbywac si¢ drogami bezposrednimi oraz posrednimi
(rys. 2). Droga bezposrednia Cu-NPs przedostaja si¢ do organizmoéw poprzez
endocytoze oraz, gdy wystepuja w postaci jonow lub bardzo malych czasteczek,
dyfuzje przez skrzela (Baker 1 wsp., 2014). Potwierdzono, ze wielko$¢ czasteczek,
a takze obecno$¢ na ich powierzchni liganda, ma kluczowy wptyw na zdolno$¢ NPs do
przedostawania si¢ (internalizacji) do wnetrza komoérek drogami endocytozy czy
pinocytozy, a takze oddzialywania z nimi i calym organizmem (Shang i wsp., 2014).
W sposéb posredni, Cu-NPs ulegaja bioakumulacji poprzez tzw. transfer troficzny (Wu
1 wsp., 2017). Gdy nanopierwiastki tworza agregaty, w wyniku sedymentacji moga
opadac¢ na dno lub osadzac¢ si¢ w osadach dennych, w ktdrych zerujg organizmy czy na
powierzchni roslin, ktorymi odzywiaja si¢, m.in. gatunki ros§linozerne. Moga by¢
réwniez pobierane 1 akumulowane przez algi czy bezkrggowce (Arratia i wsp., 2019;
Hanna i wsp., 2014; Perreault i wsp., 2012; Wan 1 wsp., 2018). Cu-NPs moga dalej
zosta¢ zakumulowane przez organizmy na wyzszym stopniu troficznym, w tym
rowniez czlowieka (Mahanta 1 Kaushik, 2023). Yu 1 wsp. (2022) zaobserwowali, ze
wchianianie Cu-NPs u organizméw wodnych odbywato si¢ glownie droga pokarmowa,
natomiast Wu 1 wsp. (2017) sugeruja, ze droga bezposrednia w potaczeniu z posrednia

mogg wptywac na toksycznos¢ tych nanopierwiastkow.

str. 14



1.4.

Rysunek 2 Drogi bioakumulacji nanopierwiastkow miedzi przez organizmy wodne. Opracowane na podstawie:
(Abbas i wsp., 2020; Arratia i wsp., 2019; Baker i wsp., 2014; Conway i wsp., 2015; Hanna i wsp., 2014; Klaine
i wsp., 2008; Mahanta i Kaushik, 2023; Vale i wsp., 2016).

Mechanizmy toksycznos$ci nanopierwiastkow miedzi.

Nadajace im tak pozadane wilasciwosci biologiczne 1 fizyko-chemiczne cechy
strukturalne nanopierwiastkow, sg rowniez zrédtem ich toksycznosci (Shin 1 wsp.,
2015; rys. 3). Toksycznos$¢ nanopierwiastkOw miedzi oraz innych nanopierwiastkow
moze by¢ indukowana w sposdb posredni, jak 1 sposob bezposredniego kontaktu
1 oddzialywania z komoérkami, materialem genetycznym czy narzadami organizmu,
prowadzac do ich wuszkodzenia (Shang 1 wsp., 2014). Jednym z glownych
mechanizmow toksycznosci Cu-NPs wywotujacych negatywne skutki u organizméw
jest indukcja stresu oksydacyjnego (Manke i wsp., 2013; Yang i wsp., 2009). Naz
1 wsp. (2020) sugeruja, ze nanopierwiastki wywoluja toksyczne efekty zaréwno
w sposob posredni, poprzez indukcje komorkowego systemu redoks, lub w sposdb
bezposredni, gdzie oba mechanizmy prowadza do produkcji reaktywnych form tlenu
(RFT, badz ROS (z ang. Reactive Oxygen Species)), tym samym do stresu
oksydacyjnego. Stres oksydacyjny rozumiany jest poprzez zaburzenie witasciwych

proporcji pomigdzy oksydantami, do ktérych naleza czasteczki, takie jak wolne
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rodniki, ROS, a antyoksydantami (czasteczki, takie jak witamina C, enzymy
antyoksydacyjne i zwigzane ze stresem), przyczyniajac si¢ do uszkodzen (Halliwell
i Poulsen, 2006; Sies, 1986, 2000). Zaburzenie tej réwnowagi przyczynia si¢ do
nagromadzenia wolnych rodnikow w komoérkach, w wyniku czego dochodzi do
uszkodzen organelli komdrkowych, takich jak mitochondria (Kowaltowski 1 Vercesi,
1999). W skrajnych warunkach, stezenie wolnych rodnikow moze znacznie
przekroczy¢ zdolno$¢ mechanizmow antyoksydacyjnych do detoksykacji (Abdelazeim

1 wsp., 2020). Czynniki te przyczyniajg si¢ do indukcji apoptozy.
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Rysunek 3 Mechanizmy toksycznosci nanopierwiastkow metali. Opracowano na podstawie: Egbuna i wsp., 2021;
Hsiao i wsp., 2015; Kessler i wsp., 2022; Naz i wsp., 2020; Shang i wsp., 2014; Shin i wsp., 2015.
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Proponowanych jest kilka modeli indukcji stresu oksydacyjnego przez nanopierwiastki
miedzi (rys. 4). Stres oksydacyjny moze indukowa¢ swoja toksycznos¢ dwiema
drogami: bezposrednio poprzez generacje duzej ilosci ROS lub posrednio poprzez
inhibicje enzymow antyoksydacyjnych, takich jak peroksydaza glutationowa, katalaza,
poprzez przecigzenie ich zdolnosci ochronnych (Abdelazeim 1 wsp., 2020; Manke
1wsp., 2013). Kodali i Thrall (2015) sugeruja rowniez, ze generacja wolnych rodnikow
przez nanomateriaty zachodzi poprzez modyfikacje metabolizmu komodrkowego
1 ekspresji gendw, gdzie najbardziej powszechnym mechanizmem jest zaburzenie
procesu oddychania komoérkowego zachodzacego w mitochondriach. Generacja
wolnych rodnikéw i ROS przez nanopierwiastki miedzi moze réwniez odbywac si¢
poprzez tzw. ,,mechanizm konia trojanskiego” (z ang. trojan horse mechanism), ktory
znajduje rdwniez potencjalne zastosowanie w medycynie, w terapiach
przeciwnowotworowych (Moschini i wsp., 2023). Mechanizm ten wykorzystuje
wiasciwo$ci nanopierwiastkdw, w tym miedzi, takie jak mate rozmiary czy struktura
czasteczek (Yih i Al-Fandi, 2006; Zhu i wsp., 2015). Nanopierwiastki miedzi w tym
modelu odgrywaja rolg nosnikéw czasteczek, takich jak jony, ktore wraz z Cu-NPs
przedostaja si¢ do wnetrza komorek poprzez szlak endosomalno-lizosomalny (Gupta
1 wsp., 2022; Moschini i wsp., 2023). Przedostajac si¢ w ten sposéb do lizosomoéw, pod
wptywem niskiego pH, Cu-NPs ulegaja rozpuszczeniu, przyczyniajac si¢ do
uwolnienia duzej ilo$ci jonéw metali, w wyniku czego dochodzi do generacji wolnych
rodnikow (Strauch 1 wsp., 2020; Studer i wsp., 2010).

Innym mechanizmem indukcji stresu oksydacyjnego jest reakcja Fentona, ktora moze
by¢ rowniez powigzana z mechanizmem konia trojanskiego, wykorzystujaca obecnos¢
uwolnionych za pomocg tego mechanizmu duzej ilosci jonow (Kessler i wsp., 2022;
Strauch 1 wsp., 2020). Reakcja Fentona, ktorej powszechnie ulegaja jony zelaza
(Sadowska-Bartosz et al., 2014), moga rowniez ulega¢ metale, takie jak miedz (reakcja
typu Fenton) (Kessler 1 wsp., 2022; Ramos-Zuiiiga 1 wsp., 2023). Jest ona dwuetapowa
reakcja, podczas ktorej dochodzi do utlenienia Cu™ w obecno$ci nadtlenku wodoru
(H202), w wyniku czego dochodzi do powstania jonu Cu?*, anionu wodorotlenkowego
oraz wysoko reaktywnego rodnika hydroksylowego. W drugim etapie zas, dochodzi do

reakcji Habera-Weissa (miedz jest redukowana w obecnos$ci anionu ponadtlenkowego
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L.5.

1 nadtlenku wodoru), w wyniku ktérej moze ponownie zajs$¢ reakcja Fentona (Kessler

1 wsp., 2022; Pohanka, 2019).

Oddziatywanie nanopierwiastkow miedzi na organizmy wodne.

Istnieje wiele danych literaturowych opisujacych toksycznos$¢ nanopierwiastkow
miedzi obejmujacych genotoksycznos$¢, cytotoksycznosé, immunotoksycznosc,
organotoksycznos¢ wywolang m.in. w wyniku stresu oksydacyjnego (tab.1). Jednak we
wszystkich tych analizach, w przypadku wybranych gatunkow, badano wytacznie
organizmy doroste, najczgsciej organy wewngtrzne.

Donosi si¢ rowniez o uszkodzeniach mitochondriow wywotanych dziataniem
nanopierwiastkow miedzi. Braz-Mota 1 wsp. (2018) zaobserwowali w skrzelach
Apistogramma agassizii wzrost poziomu ROS zwigzany z wyciekiem protonow
z mitochondriéw w wyniku ekspozycji na CuO-NPs w stezeniu 3 mg-dm™, natomiast
Wang i wsp. (2015) sugeruja, ze nanopierwiastki miedzi wywotuja uszkodzenia bton
mitochondrialnych oraz zwigkszenie ich przepuszczalnos$ci, a takze zmniejszaja ich
zdolno$¢ metaboliczng. Ponadto, w wyprowadzonej z Poeciliopsis lucida linii
komorkowej PLHC-1 mitochondria charakteryzowaly si¢ nieprawidlowym ksztaltem,
a takze w ich strukturach obecne byly czasteczki nanopierwiastkow miedzi
(Hernandez-Moreno i wsp., 2016).

Istotnym negatywnym skutkiem toksyczno$ci nanopierwiastkdw miedzi u organizmow
wodnych s3 zmiany histopatologiczne. U ryb, uszkodzenia obejmuja narzady takie jak
nerki, watroba czy skrzela. Al-Bairuty 1 wsp. (2013) zaobserwowali u Oncorhynchus
mykiss uszkodzenia w licznych narzadach, takich jak watroba, moézg, jelita, skrzela
1 mig$nie, przy czym ekspozycja na Cu-NPs wywolala wigksze uszkodzenia w jelitach,
mozgu i watrobie w pordwnaniu do CuSO4. Uszkodzenia obejmowaty m.in. obecnos¢
komorek nekrotycznych w badanych narzadach, obrzeki skrzeli czy oddzielenie $cian
naczyn krwiono$nych od s$rodbtonka w watrobie (Al-Bairuty i wsp., 2013).
U osobnikow Carassius auratus oraz Oreochromis niloticus, ekspozycja na CuO-NPs
wywotata m.in. rozrost (hiperplazj¢) komodrek s$rodbtonka skrzeli w czgdciach
szczytowych oraz w okolicach blaszek, deformacje tkanki chrzestnej, polaczenie

blaszek, natomiast w watrobie — nekrozg, obecno$¢ jader pyknotycznych obrzeki
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1 obecnos¢ komorek krwi wewnatrz tkanki (Badran 1 Hamed, 2024; Sadeghi i wsp.,
2024). Ponadto, Badran i Hamed (2024) stwierdzili, ze CuO-NPs wytworzone
w wyniku syntezy chemicznej indukowaly powazniejsze, zalezne od dawki
uszkodzenia niz nanopierwiastki wytworzone na drodze ,,zielonej” syntezy.

Oprocz wptywu Cu-NPs na doroste osobniki, wazne sg rowniez badania ich dzialania
na osobniki mtodociane, w réznych stadiach rozwojowych (m.in. wyleg, zarodek, ikra)
(tab.1). Uwaza si¢, ze osobniki mtode, w tym wyleg 1 formy zarodkowe sg rownie, jak
nie bardziej, podatne na szkodliwe dzialanie obecnych w $rodowisku wodnym

zanieczyszczen (Gopalraaj 1 wsp., 2021).

Tabela 1 Wybrane zaburzenia wywotane nanopierwiastkami miedzi u réznych gatunkow ryb.

Zaburzenia Nanopierwiastek | Stadium Gatunek Zrodlo
rozwojowe
Genotoksycznos¢ Cu-NPs wyleg Salmo trutta | Sielska
(nanoproszek) i wsp., 2022
CuO-NPs
CuZnFe;04-NPs
Immunotoksyczno$¢ | Cu-NPs forma dorosta | Takifugu Wang i wsp.,
fasciatus 2019
Hepatotoksyczno$¢ | Cu-NPs forma dorosta | Takifugu Fuiwsp.,
fasciatus 2021
Uszkodzenia skrzeli | CuO-NPs forma dorosta | Cyprinus Forouhar
carpio Vajargah
1 wsp., 2018
Cu-NPs Takifugu Fuiwsp.,
fasciatus 2021
Stres oksydacyjny Cu-NPs forma dorosta | Takifugu Wang 1 wsp.,
fasciatus 2019
CuO-NPs wyleg Cyprinus Naeemi i wsp.,
carpio 2020; Sielska
i wsp., 2024a
Oncorhynchus | Sielska i wsp.,
mykiss 2024b
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Cu-NPs (forma Cyprinus Sielska
koloidalna) carpio i wsp., 2024a
Cu-NPs Cyprinus
(nanoproszek) carpio
Indukcja apoptozy | Cu-NPs forma dorosta | Takifugu Wang i wsp.,
fasciatus 2019
CuO-NPs wyleg Cyprinus Naeemi 1 wsp.,
carpio 2020
Obrzeki CuO-NPs zarodek Danio rerio Chao i wsp.,
. 2021
Wygiecie struny
grzbietowej, - —
wyleg Cyprinus Naeemi i wsp.,
Opdzniony wyleg, carpio 2020
Bioakumulacja

Stwierdzono, ze ekspozycja na CuO-NPs moze wptywaé na mikrobiom wyleggu,
wywotujac schorzenia organizmu (Balasubramanian i wsp., 2024). Kosmowka petni
funkcje ochronng, zabezpieczajac zarodek przed negatywnym dziataniem §rodowiska
zewnetrznego.

Nanopierwiastki i nanomateriaty, takie jak kropki kwantowe, nanopierwiastki cynku,
agreguja 1 osadzajg si¢ na powierzchni kosmowki, czgsto zaburzajac jej integralnosé
(Ozmen 1 wsp., 2023; Rotomskis 1 wsp., 2018). CuO-NPs moga blokowaé rowniez
W niej pory, przyczyniajac si¢ m.in. do zaburzen w wylegu lub stresu oksydacyjnego
(Aksakal 1 Ciltas, 2019). Ponadto Thit 1 wsp. (2017) doniesli, ze osadzenie si¢ CuO-
NPs na powierzchni zarodkéw Danio rerio moze powodowaé uwolnienie jonow
miedzi do wnetrza. Badania Chao 1 wsp. (2021) potwierdzily korelacje opdznionego
wylegu u Danio rerio z uwalnianiem jonéw miedzi z CuO-NPs w §rodowisku o niskiej
sile jonowej, a takze podali, ze czasteczki o mniejszej wielkosci wykazuja wyzsza
toksyczno$¢ wobec serca niz wigksze czasteczki. Stwierdzono réwniez, ze w fazie
pecznienia, ikra jest szczegdlnie podatna na pobieranie substancji, w tym rowniez
zanieczyszczen w postaci nanopierwiastkow, ze wzgledu na wigksza przepuszczalnosé
kosmowki (Dziewulska 1 2021). Potwierdzono,

wsp., ze ekspozycja form

mlodocianych oraz zarodkéw na Cu-NPs, oprocz opoéznionego wylegu, przyczynia si¢
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do zaburzen zwigzanych ze wzrostem i rozwojem wylegu. U osobnikéw Danio rerio
poddanych ekspozycji na CuO-NPs zaobserwowano wygiecie struny grzbietowe;,
zmetnienie woreczka zottkowego, a takze uszkodzenia uktadu krazenia, jak obrzgk
osierdzia oraz zaburzenia pracy serca (Chao i wsp., 2021; Hsiao i wsp., 2024). Ponadto,
Ganesan 1 wsp. (2016) odnotowali réwniez m.in. deformacje glowy i1 ogona, a takze
woreczka zottkowego. U wylegu indukowane s3 zmiany histopatologiczne, takie jak
uszkodzenia watroby czy skrzeli (Ostaszewska i wsp., 2016). U wylegu Cyprinus
carpio oraz jelitach form miodocianych Epinephelus coioides natomiast
zaobserwowano zwigkszong czestotliwos¢ apoptozy oraz aktywnos$¢ ekspresje
enzymow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym (Wang i wsp., 2015). W badaniach na
formach mtodocianych Takifugu fasciatus zbadano rowniez, ze apoptoza wynikajaca
z ekspozycji na nanopierwiastki miedzi moze zachodzi¢ poprzez szlak mitochondrialny

zalezny od kaspazy oraz szlak p53-Bax-Bcl2 (Wang i wsp., 2019).
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2. Cel badan

Celem badan bylo potwierdzenie negatywnego wplywu nanopierwiastkéw miedzi

na organizmy wodne, poprzez zbadanie:

genotoksyczno$ci wybranych nanopierwiastkéw miedzi na wyleg troci wedrownej
(Salmo trutta), karpia zwyczajnego (Cyprinus carpio) 1 pstraga teczowego
(Oncorhynchus mykiss),

wpltywu nanopierwiastkbw miedzi (nanoproszek miedzi, koloidalna miedz,
nanopierwiastki tlenku miedzi) na ekspresj¢ wybranych gendéw zwigzanych ze
stresem oksydacyjnym (peroksydaza glutationowa, cytochrom P450, biatka szoku
cieplnego HSP70, dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza) w wylegu karpia
zwyczajnego (Cyprinus carpio) 1 pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss),
okreslenie wptywu tych nanopierwiastkOw na parametry biochemiczne w wylggu

Cyprinus carpio.
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3. Materiaty i metody
3.1. Material badawczy

Jako materiat badawczy wykorzystano wyleg:

e troci wedrownej (Salmo trutta),

e karpia zwyczajnego (Cyprinus carpio),

e pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss).

Materiat biologiczny zostat przygotowany oraz udostepniony przez Instytut Hodowli
Zwierzat, Wydzial Biologii 1 Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu. Zgodnie z Ustawa z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. 2015 poz. 266), do
przeprowadzenia badan nie byta konieczna zgoda komisji etycznej. Metoda otrzymywania
badanego materialu byla we wszystkich przypadkach identyczna. Po wymieszaniu
z plemnikami, ikr¢ podzielono na grupy. W trakcie pecznienia, inkubowano je przez trzy
godziny w roztworach badanych nanopierwiastkow, gdyz na tym etapie ikra jest najbardziej
podatna na wchtanianie zanieczyszczen i toksyn ze $rodowiska. Po zakonczeniu etapu
pecznienia, ikre przeptukano w wodzie, a nastgpnie umieszczono w koszyczkach,
w zamknictym obiegu. Po uzyskaniu wylegu, material przechowywano w alkoholu

etylowym o stezeniu 95% do czasu analiz.

3.2. Opis nanopierwiastkow

Do badan genotoksycznosci z wykorzystaniem wylegu Salmo trutta wykorzystano
nanoproszek Cu-NP (Sigma-Aldrich; <100 nm (BET)), CuO-NP (Sigma-Aldrich; <50 nm
(TEM)), nanoproszek CuFe;Os (Sigma-Aldrich; <100 nm (BET)) oraz nanoproszek
CuZnFe;04 (Sigma-Aldrich; <100 nm (BET)). Cyprinus carpio inkubowano w rozworze
Cu-NP (Sigma-Aldrich; <100 nm (BET)), roztworze koloidalnej nano-miedzi (Cu)
(Vitacolloids; 25ppm) oraz CuO-NP (Sigma-Aldrich; <50 nm (TEM)), natomiast
Oncorhynchus mykiss — CuO-NP (Sigma-Aldrich; <50 nm (TEM)) i CuSO4 (Sigma-
Aldrich).

W celu przygotowania roztworéw o pozadanym st¢zeniu, wykonano roztwor wyjsciowy.
Nastepnie rozcienczono je metodg szeregu rozcienczen do badanych stezen (roztwory

poddawano sonikacji w tazni wodnej):
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e Cu-NP - 0,5 do 8,0 mg-dm™ oraz CuO-NPs, CuFe;Os, CuZnFe2O4— 1, 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625 mg-dm™ do badan z wykorzystaniem Salmo trutta.

e Cu-NP, Cu oraz CuO-NP — 1,0 mg-dm™.

e CuO-NP oraz CuSO4 — 4-256 mg-dm™.

Przed kazdym uzyciem, kazdy z roztworow worteksowano.

3.3. Etapy badan

Pierwszy etap badan skladat si¢ z podstawowej oceny genotoksyczno$ci nanopierwiastkow
miedzi w izolatach DNA z poddanej ekspozycji na nanopierwiaski miedzi ikry Salmo trutta
za pomocg reakcji PCR. Nastepnie produkt, jakim byt gen oksydazy cytochromowej (col),
uwidoczniono na zelu agarozowym 1 zbadano pod katem jego obecno$ci, a takze
jakos$ciowym i ilosciowym.
Drugi etap sktadatl si¢ z analizy pomiaru ekspresji gendw zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym oraz aktywno$ci enzymatycznej u gatunkow Cyprinus carpio oraz
Oncorhynchus mykiss. Ponadto dokonano analizy pomiaru aktywno$ci enzymatycznej
enzymow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym u wylegu C. carpio. Osobniki C. carpio
poddano ekspozycji na roztwor nanoproszku miedzi, koloidalnej miedzi oraz
nanopierwiastkow tlenku miedzi w stezeniu 1 mg-dm=. Wyleg O. mykiss inkubowano
natomiast w roztworach CuO-NP lub CuSO4 w stezeniach w zakresie 4-256 mg-dm™. Do
badan wybrano:

e peroksydaze glutationowa,

e podjednostke 1A cytochromu P450,

e biatko szoku cieplnego HSP70,

e dysmutaz¢ ponadtlenkowa,

e katalazg.
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3.4. Izolacja materiatu genetycznego

DNA do badan wyizolowano z wylegu Salmo trutta za pomoca zestawu DNeasy Blood
& Tissue Kits (Qiagen) wedtug protokotu dostarczonego przez producenta.

Z inkubowanego w roztworach nanopierwiastkéw miedzi wylegu Cyprinus carpio oraz
Oncorhynchus mykiss wyizolowano RNA za pomoca EXTRACTME Total RNA Kit (Blirt).
Probki oczyszczono z DNA za pomocg DNA-azy I (Blirt).

Pomiary ilo$ciowe i jakoSciowe zarowno DNA, RNA, jak i cDNA zostaly wykonane za
pomoca analizy spektrofotometrycznej, wykorzystujac NanoDrop (Thermofisher

Scientific).

3.4.1. Reakcja PCR i elektroforeza

Badanie genotoksycznosci wykonano za pomoca technik PCR i elektroforetycznych.
Material genetyczny wyizolowany z prob inkubowanych w Cu-NP rozdzielono na 0,8%
zelu agarozowym.

W celu wykonania reakcji PCR, przygotowano mieszaniny reakcyjne zawierajace bufor
reakcyjny, dNTP, startery, polimeraz¢g HotStarTaq DNA (Thermofischer Scientific) oraz
wyizolowany DNA. Otrzymane produkty rozdzielono na 1,5% zelu agarozowym.

Wyniki zwizualizowano za pomoca komory UV oraz przeanalizowano pod katem
jakosciowym 1 iloSciowym za pomocg spektrofotometru NanoDrop (Thermofischer

Scientific).

3.4.2. Real-Time PCR

Pomiar toksyczno$ci zwigzanej z indukcja stresu oksydacyjnego wybranych
nanopierwiastkow miedzi wykonano za pomocg tancuchowej reakcji polimerazy w czasie
rzeczywistym (Real-Time PCR). Przed wykonaniem reakcji, przeprowadzono odwrotng
transkrypcje za pomocg zestawu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermofisher
Scientific), uzyskujac cDNA. Do reakcji wykorzystano bgdace w zestawie losowe
heksamery.

Mieszanina reakcyjna dla kazdej z prob (zarowno w badaniach ekspresji gendéw u C. carpio,
jak 1 O. mykiss) zawierala 6.6 pl sterylnej wody destylowanej, 0.2 pl z kazdej pary

starterow, 2.0 ul HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (ROX) (SolisBiodyne) oraz 1 pl
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cDNA. Kazdg z préb wykonano w trzech powtoérzeniach technicznych. Po reakcji Real-
Time PCR sprawdzono obecno$¢ produktow za pomoca rozdziatu elektroforetycznego
w 2% zelu agarozowym. Dlugosci produktow wraz z sekwencjami wykorzystanych
starterOw przedstawiono w tabeli 2.

Podczas badan dokonano pomiaru wzglednej ekspresji genow (ekspresja badanych genow
znormalizowanych wzgledem genéw referencyjnych) zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym (gpx, cypla, hsp70, cat, sod) metoda 2—ACt. Parametr FC (z ang. fold
change) zostat obliczony za pomoca metody poréwnawczej Livaka (Livak i Schmittgen,
2001). Jako gen referencyjny w reakcji Real-Time PCR wykorzystano gen -aktyny oraz
czynnika elongacyjnego alfa (Fazelan i wsp., 2020; Zhang i wsp., 2016). Wydajnos¢
ekspresji gendéw referencyjnych wyznaczono poprzez przeprowadzenie reakcji Real-Time
PCR dla szeregu rozcienczen prob kontrolnych (0,01, 0,1, 1, 100, 1000 ng/ul). Pomiar Real-
Time PCR wykonano za pomoca termocyklera CFX96 Real-Time System (Biorad),
a wyniki w postaci danych liczbowych (wartosci Ct) zwizualizowano za pomocg programu

CFX Maestro (Biorad).
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Tabela 2 Startery wykorzystane w badaniach

Starter Sekwencje starteréw (5°-3") Temperatura | Dlugo$¢ | Literatura
przylaczania | produktu
[pz]
LCO1490 | GGTCAACAAATCATAAAGATA | 50.0°C 700 Folmer i wsp.,
TTGG 1994
HC02198 | TAAACTTCAGGGTGACCAAAA | 50.0°C
AATCA
cypla2F | CTTCCGCCATATTGTCGTATC | 52.4°C 135 Scown i wsp.,
cypla2R | CCACCACCTGCCCAAAC 51.9°C 2010
hsp70F CTGCTGCTGCTGGATGTG 52.6°C 25 Scown 1 wsp.,
hsp70R | GCTGGTTGTCGGAGTAAGTG 53.8°C 2010
sodF TGAGCTGTCGGAAGCCATCAA | 56.7°C 150 Fazelan i wsp.,
G 2020
sodR TTGGTTCCCACATGCAGCAATC | 57.1°C
C
catF AGACGACACCCATCGCTGTTCG | 58.6°C 120 Fazelan i wsp.,
catR AAGGTCCCAGTTGCCCTCATCG | 58.6°C 2020
gpxF GCTCCATTCGCAGTATTC 48.0°C 50 Scown 1 wsp.,
gpxR TCCTTCCCATTCACATCC 48.0°C 2010
eflaF CTTCGTCCCAATTTCTG 44.6°C 100 Zhang 1 wsp.,
eflaR ACCGTTAGCATTACCCT 44.6°C 2016
bactinF CCTGTATGCCAACACCGTGCTG | 58.6°C 100 Fazelan i wsp.,
bactinR | CTTCATGGTGGAGGGAGCAAG | 58.6°C 2020

G
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3.4.3. Analiza biochemiczna

Pomiary aktywnos$ci enzymatycznej] GPX, CYP1A2, HSP70, CAT oraz SOD, a takze
stezenia nadtlenku wodoru (H>O) i anionorodnika ponadtlenkowego (O:"") zostaly
przeprowadzone w Katedrze Fizjologii i Biochemii Instytutu Biologii Uniwersytetu
Szczecinskiego. W celu uzyskania ekstraktow biatkowych, w ktorych dokonano pomiaréw
aktywnosci enzymatycznej, zawieszone w buforze osobniki (ok. 5 osobnikow na prébe)
zhomogenizowano w cieklym azocie za pomoca homogenizatora kulkowego, a zawarto$¢
biatek w uzyskanych ekstraktach zmierzono za pomoca metody Bradforda (Bradford,
1976).

Aktywno$¢ enzymatyczng GPX zmierzono metodg spektrofotometryczng, za pomoca
protokotu opracowanego przez Awasthi 1 wsp., 1975. Aktywnos¢ CYP1A2 i HSP70
natomiast, zmierzono za pomocg techniki Western Blot (Laemmli, 1970) poprzez pomiar
intensywnos$ci uwidocznionych prazkéw za pomoca programu Fiji ImageJ (Schindelin
1 wsp., 2012). Wykorzystano rowniez zestawy BioVision Fluorometric CYP1A2 kit
(BioVision) oraz Heat Shock Protein Assay Kit (Fluorometric) (BioVision). Pomiar
aktywnos$ci  enzymatycznej SOD 1 CAT wykonano za pomocg metod
spektrofotometrycznych (Giannopolitis i Ries, 1977; Rao 1 wsp., 1996), natomiast ich
izoform (Cu/ZnSOD, FeSOD, CAT-1 1 CAT-2), wykorzystujac native-PAGE (Beauchamp
i Fridovich, 1971; Woodbury i wsp., 1971).

Pomiary stezenia H,O» oraz O, wykonano za pomocg metod spektrofotometrycznych

(Misra i Fridovich, 1972; Velikova i wsp., 2000).

3.4.4. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne pomiaréw ekspresji gendw 1 aktywno$ci enzymatycznej dla prob
wyizolowanych z Cyprinus carpio oraz Oncorhynchus mykiss dokonano za pomocg
programu Statistica for Windows ver. 13.3 (TIBCO Software Inc.). Analiza statystyczna
ekspresji genéw 1 aktywnos$ci enzymatycznej C. carpio zostala wykonana w Katedrze
Fizjologii 1 Biochemii Instytutu Biologii Uniwersytetu Szczecinskiego. Pomiar istotno$ci
pomiardw ekspresji genéw sprawdzono za pomoca testu post-hoc Tukeya (HSD) (dla C.

carpio jednoczynnikowa ANOVA, dla O. mykiss wieloczynnikowa ANOVA), natomiast
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aktywnosci enzymatycznej — testu Duncana (test porownan wielokrotnych). Za poziom

istotnosci przyjeto wartos¢ p<0.05.
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4. Omowienie publikacji stanowigcych podstawe pracy doktorskiej
4.1. Genotoksyczno$¢ nanopierwiastkow miedzi u wylegu Salmo trutta

Na podstawie artykutu naukowego:

Sielska, A., Skuza, L., & Kowalska-Goralska, M. (2022). The effects of silver and
copper nanoparticles and selenium on Salmo trutta hatchlings. Ecohydrology, 15(7),
e2453. hitps://doi.org/10.1002/eco.2453.

Genotoksycznos¢ jest jednym ze skutkow negatywnego dziatania nanopierwiastkow,
réwniez miedzi, ktérej mechanizmy powszechnie podzielono na pierwszorzedowa
1 drugorzedowa genotoksyczno$¢ (Shukla i wsp., 2021). Nanopierwiastki miedzi na
drodze genotoksyczno$ci pierwszorzedowej moga ja wywolywaé w sposob posredni,
np. poprzez indukcje stresu oksydacyjnego. Genotoksyczno$¢ indukowana stresem
oksydacyjnym zwigzana jest m.in. z oksydacja par zasad, z czego gléwnie wyrdznia
si¢ powstawanie 7,8-dihydro-8-oksoguaniny (Nufiez i wsp., 1999). Oprocz tego
obserwowalne s3 pekniecia nici, powstawanie wigzan krzyzowych, aberracje
chromosomowe, prowadzac do mutacji (Nufez 1 wsp., 1999; Sies, 1986).
Nanopierwiastki miedzi ze wzgledu na swoje wysokie powinowactwo do czasteczek
o duzej zawartosci elektrondéw, moga rowniez w sposob bezposredni wchodzié
w interakcje z materiatem genetycznym w jadrze komoérkowym, prowadzac do m.in.,
degradacji DNA czy peknig¢ nici (Magaye 1 wsp., 2012; Naz 1 wsp., 2020; Solorio-
Rodriguez 1 wsp., 2024). U gatunkéw ryb, takich jak Clarias gariepinus, Channa
punctatus, Ctenopharyngodon idella czy Cyprinus carpio, nanopierwiastki miedzi,
takie jak CuO-NPs indukuja powstawanie mikrojader, a takze uszkodzenia jadra
komorkowego w komorkach erytrocytow czy skrzelach (Khan i wsp., 2019; Kumar
1 wsp., 2023; Nikdehghan 1 wsp., 2018; Ogunsuyi i wsp., 2019). Brak degradacji DNA
zaobserwowano w przypadku izolatdbw otrzymanych z wylegu S. trutta
eksponowanego na Cu-NPs w stezeniach 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 oraz 8.0 mg-dm™ (Sielska
1 wsp., 2022). U Oreochromis niloticus eksponowanego na CuO-NPs natomiast,
zaobserwowano fragmentacje DNA hepatocytow we wszystkich badanych dawkach
(Abdel-Khalek, 2015). Brak produktéw PCR zaobserwowano w przypadku ekspozycji

na Cu-NPs w kazdej badanej dawce oraz nanopierwiastki zwiazkow miedzi (Cu, CuO,
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CuZnFe>04), zaleznie od dawki (Sielska 1 wsp., 2022). Naz 1 wsp. (2020) ttumaczy, ze
nanopierwiastki miedzi poprzez interakcje z materialem genetycznym, moze zaburzaé
proces replikacji, co potwierdzaja uzyskane wyniki (Sielska i wsp., 2022). Gallo 1 wsp.
(2018) réwniez zaobserwowali zalezng od dawki CuO-NPs fragmentacjc DNA
w plemnikach Paracentrotus lividus. Uszkodzenia DNA obecne byly rowniez
u Hypophthalmichthys nobilis eksponowanego na CuO-NPs (Aziz i wsp., 2022).
(Auclair 1 wsp., 2023), natomiast wykazali u form O. mykiss eksponowanego na CuO-

NPs uszkodzenia DNA, ktore skorelowane byly z aktywnoscig COX.

4.2. Wplyw nanopierwiastkow miedzi na enzymy zwigzane ze stresem oksydacyjnym
4.2.1. Ekspresja gendow oraz aktywno$¢ enzymatyczna u Cyprinus carpio
1 Oncorhynchus mykiss

Na podstawie artykutow naukowych:

Sielska, A., Cembrowska-Lech, D., Kowalska-Goralska, M., Czerniawski, R., Krepski,
T., & Skuza, L. (2024). Effects of copper nanoparticles on oxidative stress genes and
their enzyme activities in common carp (Cyprinus carpio). The European Zoological

Journal, 91(1), 354-3635. https://doi.org/10.1080/24750263.2024.2332290

oraz
Sielska, A., Kowalska-Goralska, M., Szucko-Kociuba, I., & Skuza, L. (2024).
Comparison of the effects of copper oxide nanoparticles (CuO-NPs) and copper (II)
sulfate on oxidative stress parameters in rainbow trout hatchlings (Oncorhynchus
mykiss). The European Zoological Journal, 91(2), 897-905.
https://doi.org/10.1080/24750263.2024.2385820.

Jednym z gléwnych mechanizmoéw toksycznosci indukowanej przez nanopierwiastki
miedzi jest stres oksydacyjny. W jego wyniku dochodzi do generacji duzej ilosci ROS,
takich jak H>O2 1 Oz, co zaobserwowano u wylegu C. carpio eksponowanego na
dziatanie nanoproszku miedzi, koloidalnej miedzi oraz CuO-NPs (Sielska 1 wsp.,
2024a). W celu ochrony przed negatywnymi skutkami dzialania wolnych rodnikéw,

w organizmie wyst¢puja wyspecjalizowane mechanizmy ochronne. Pierwsza linig
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obrony przed stresem oksydacyjnym sg enzymy antyoksydacyjne, nalezace do tzw.
,2wymiataczy wolnych rodnikdw” (z ang. scavenging enzymes): peroksydaza
glutationowa (GPX), dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) oraz katalaza (CAT). GPX jest
posiadajaca liczne izoformy (zaleznie od gatunku) rodzing selenoenzymow,
wystepujaca zarowno u zwierzat, jak i roslin (Margis i wsp., 2008). SOD natomiast jest
rodzing, wsrod ktorej wyroznia si¢ cztery klasy: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD oraz
Ni-SOD (Arockiaraj i wsp., 2014; Fridovich, 1995). GPX i SOD sg zlokalizowane
gléwnie w cytozolu oraz mitochondriach (Finaud i wsp., 2006; Fridovich, 1995),
a CAT ponadto rowniez w peroksysomach (Nitta i wsp., 2020). Aktywno$¢ tych
enzymow w odpowiedzi na stres oksydacyjny jest $cisle ze sobg powigzana. Na
poczatku, powstale endo- lub egzogennie anionorodniki ponadtlenkowe ulegaja
katalizowanej przez SOD reakcji dysmutacji, w wyniku ktorej dochodzi do powstania
nadtlenku wodoru (H203) 1 czasteczki tlenu. Nastepnie H,O: jest redukowany do wody
i tlenu przez GPX wykorzystujac glutation jako donor elektronéw oraz bezposrednio
CAT (Birben i wsp., 2012; Davies, 2000; Limén-Pacheco 1 Gonsebatt, 2009). Uwaza
si¢, ze GPX wykazuje wigksza wydajnos¢, w przypadku wysokiego stezenia wolnych
rodnikéw w srodowisku organizmu, podczas gdy CAT — w nizszych stezeniach (Finaud
i wsp., 2006). Spadek aktywnosci oraz ekspresji GPX zaobserwowano u wylegu
C. carpio (Sielska 1 wsp., 2024a), natomiast w linii komoérkowej RTG-2
wyprowadzonej z gonad Oncorhynchus mykiss, po ekspozycji na dawke 12.5 pg-dm-3
nastapit wzrost ekspresji genow, takich jak gpxla, gpx4b, cat oraz sod2 (Cigek, 2023).
W formach mtodocianych Oreochromis niloticus, zaobserwowano zalezny od dawki
wzrost ekspresji sod, cat oraz gpx (Abdel-Latif 1 wsp., 2021). Podobnie, wzrost
ekspresji gpx zaobserwowano u wylegu Oncorhynchus mykiss inkubowanego w CuO-
NPs w dawkach 4-256 mg-dm-3, jednakze ekspresja sod byta nizsza w poréwnaniu do
kontroli (Sielska 1 wsp., 2024b). U wylegu C. carpio poddanego dziataniu nanoproszku
miedzi, koloidalnej miedzi i CuO-NPs w st¢zeniu 1 mg-dm-3 zaobserwowano spadek
aktywnosci CAT (Sielska i wsp., 2024a). Podobny spadek aktywnosci CAT
zanotowano w przypadku dawek subletalnych Cu-NPs, ale takze CuO-NPs w watrobie
tego samego gatunku (Noureen i wsp., 2018). U wylegu Dicentrarchus labrax
natomiast, aktywnos$¢ CAT wzrosta po 24 godzinach w wyniku na ekspozycj¢ na Cu-

NPs w stezeniach 0.1 oraz 1 mgdm-3, natomiast SOD - tylko
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w stezeniu 1 mg-dm-3 (Torronteras i wsp., 2024). Jednakze w przeprowadzonych
badaniach na wylggu C. carpio, w tej dawce zaobserwowano spadek aktywnos$ci
w przypadku wszystkich badanych nanopierwiastkow (Sielska i wsp., 2024a). Wyniki
te sg zgodne z obserwacjami Canli i Canli (2020), w ktérych aktywnos¢ CAT
u Oreochromis niloticus w kazdej badanej dawce CuO-NPs (4. 1, 5, 25 mg-dm-3)
spadfa. Sugeruje to, ze aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych moze by¢ gatunkowo
zalezna. Aktywno$¢ enzymatyczna prawdopodobnie jest rowniez zalezna od narzadu,
co zauwazyt Nagai 1 wsp. (1999) w przypadku GPX u ryb, a takze Villarreal i wsp.
(2014) w swoich badaniach, w ktorych aktywnos¢ SOD i CAT w watrobie
Oreochromis mossambicus w dawce 5 mg-dm-3 spadla, a w skrzelach wzrosta.
W badaniach Kumara i wsp. (2024) natomiast, aktywnosci CAT, SOD i GPX wzrosty
w narzadach Pangasianodon hypophthalmus, takich jak skrzela, watroba, nerki.
W skrzelach 1 watrobie Oreochromis niloticus aktywno$¢ SOD 1 CAT spadtly, a GPX
wzrosty (Tungsoy 1 wsp., 2017).

Innymi biatkami zwigzanymi z ochrong organizmu przed stresem oksydacyjnym sa
biatka szoku cieplnego (HSP70). HSP70 naleza do konserwatywnej rodziny biatek,
ktére w prawidtowych warunkach fizjologicznych, odpowiadajag m.in. za utrzymanie
homeostazy biatek, np. prawidlowe faldowanie czy degradacja bialek, a takze
wykazuja zwigkszong aktywnos¢ w odpowiedzi na bodzce stresowe zwigzane
z temperaturg (szok cieplny), stres oksydacyjny czy chemiczny (metale cigzkie)
(Murphy, 2013; A. Yuiwsp., 2015). Uwaza si¢, Zze u ryb, zmiany w aktywno$ci HSP70
sa szczegollnie kluczowe, m.in. ze wzgledu na ich wrazliwo$¢ podczas wzrostu
1 rozwoju zarodkowego 1 wylegu na obecnos$¢ stresorow srodowiskowych, takich jak
zmiany temperatury, obecnos¢ metali cigzkich (Basu 1 wsp., 2002; Yamashita i wsp.,
2010), zapewniajac im ochron¢ przed ich negatywnym dzialaniem (Iwama i wsp.,
1999). Zwigkszong aktywnos¢ HSP70 zaobserwowano u licznych gatunkow ryb,
takich jak Rutilus kutum, Oreochromis niloticus czy Carassius auratus w wyniku
ekspozycji na rozne rodzaje nanopierwiastkow, m.in. srebra, tlenku cynku, tlenku glinu
(Harsij 1 wsp., 2021; Masouleh i wsp., 2017; Temiz i Kargin, 2022). Podobnie, wzrost
ekspresji oraz aktywnosci HSP70 zaobserwowano zaréwno u wylegu C. carpio
w wyniku ekspozycji na nanoproszek miedzi, koloidalng miedz i CuO-NPs, a takze

wylegu Oncorhynchus mykiss we wszystkich badanych stezeniach (4-256 mg-dm-3),
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wykazujac najwyzsza ekspresje sposrod badanych genow (Sielska 1 wsp., 2024a;
Sielska 1 wsp., 2024b). Podobne wyniki uzyskal Abdel-Latif i wsp. (2021), gdzie
u Oreochromis niloticus wykryto rowniez wzrost ekspresji tego genu. Zalezny od
dawki Cu-NPs wzrost ekspresji, jak 1 aktywnosci HSP70 obecny byt rowniez w jelitach
form mtodocianych Epinephelus coioides (Wang 1 wsp., 2015).

Enzymy cytochromu P450 (CYP) sa superrodzing hemoprotein odpowiadajacych za
metabolizm 1 detoksykacj¢ ksenobiotykdw, poprzez kataliz¢ utlenienia swoich
substratow (substraty sg specyficzne dla kazdego cytochromu) w obecnos$ci czynnika
redukujgcego (Halliwell 1 Gutteridge, 2015). U ryb zidentyfikowano 18 rodzin CYP,
wsrdd ktorych znajduje si¢ rodzina CYPI1, do ktorej naleza podrodziny CYPIA,
CYPI1B, CYPIC oraz CYPID (Andleeb i wsp., 2023; Nelson, 2003). Jest niewiele
danych literaturowych dotyczacych badan zmian ekspresji genu cypla u organizméw
wodnych pod wptywem ekspozycji na nanopierwiastki miedzi. Wzrost ekspresji cypla
wykryto u wylegu Oncorhynchus mykiss (Sielska 1 wsp., 2024b). Natomiast wzrost
ekspresji oraz spadek aktywnosci enzymatycznej zaobserwowano
u eksponowanego na wszystkie badane nanopierwiastki miedzi wylggu C. carpio
(Sielska 1 wsp., 2024a). Wzrost ekspresji byt obecny w skrzelach 1 watrobie
Oreochromis mossambicus (Villarreal 1 wsp., 2014). Dane literaturowe donosza
réwniez o wplywie innych nanopierwiastkéw metali na ekspresje i aktywno§¢ CYPIA.
Scown 1 wsp. (2010) doniesli o znacznym wzroscie ekspresji cypla w skrzelach form
mlodocianych Oncorhynchus mykiss eksponowanych na 10 pg-dm-3 Ag-NPs,
natomiast Mansour 1 wsp. (2021) u Oreochromis niloticus — wzrost zalezny od dawki
(3.31-26.50 mg-dm-3). Zaleznych od dawki zmian w ekspresji genow gpx, cypla,
hsp70 oraz sod nie zaobserwowano u wylegu Oncorhynchus mykiss (Sielska 1 wsp.,
2024b).

Wzrost aktywnosci 1 ekspresji enzymoOw antyoksydacyjnych jest zwigzany
z fizjologiczng reakcja organizmu na obecno$¢ ROS wytworzonych w wyniku
indukowanego przez nanopierwiastki miedzi stresu oksydacyjnego. Spadek
w aktywnosci enzymatycznej i ekspresji genow moze by¢ thumaczony przecigzeniem
mechanizmoéw antyoksydacyjnych nadmiernym stezeniem ROS. Noureen i wsp.

(2018) sugeruje rowniez, ze zjawisko to wynika z inhibicji syntezy tych enzymow.
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4.2.2. Ekspresja gendw u Oncorhynchus mykiss w poroOwnaniu z siarczanem (VI)
miedzi
Na podstawie artykutu naukowego:

Sielska, A., Kowalska-Goralska, M., Szucko-Kociuba, I, & Skuza, L. (2024).
Comparison of the effects of copper oxide nanoparticles (CuO-NPs) and copper (II)
sulfate on oxidative stress parameters in rainbow trout hatchlings (Oncorhynchus
mykiss). The European Zoological Journal, 91(2), 897-905.
https://doi.org/10.1080/24750263.2024.2385820

W badaniach nad toksyczno$cig nanopierwiastkow, w tym miedzi, czesto poréwnuje si¢
ich negatywne skutki z metalami w formie jonowej, np. CuCly czy CuSO4 (Pereira
1 wsp., 2023; Yavas i1 Giilsoy, 2024) Istniejg liczne dane literaturowe poréwnujace
toksyczno$¢ nanopierwiastkOw miedzi z innym powszechnym zanieczyszczeniem
srodowiska wodnego, jakim jest siarczan (V) miedzi (CuSOs). CuSOs jest stosowanym
w akwakulturze algicydem, herbicydem i fungicydem (Tsai, 2016), stad jego
powszechna obecno$¢ w  $rodowisku  wodnym. CuSOs jako zwigzek
o udokumentowanej toksycznos$ci, jest dobrym parametrem poréwnawczym wobec
toksyczno$ci innych zwigzkéw miedzi bedacych zanieczyszczeniem $rodowiska

wodnego, jakimi sg nanopierwiastki miedzi.

W wyniku badan, u wylegu O. mykiss eksponowanego na CuSO4 ekspresje wyzsza niz
w przypadku CuO-NPs zaobserwowano dla gpx, hsp70 oraz sod w st¢zeniach 8-96
mg-dm-3, acypla-4, 16,96, 128 mg-dm-3 (Sielska 1 wsp., 2024b). W przypadku CuO-
NPs wyzsza ekspresja charakteryzowaly si¢ gpx w st¢zeniach 1281256 mg-dm-3, cypla
w stezeniach 8, 64, 128 mg-dm-3 oraz hsp70 w stezeniu 4 mg-dm-3. Sugeruje to wyzsza
toksyczno$¢ CuSO4 niz CuO-NPs wobec badanego organizmu. Kwestia czy CuO-NPs
wywotujg powazniejsze zaburzenia niz CuSOs jest debatowana w wielu pozycjach
literaturowych. Wang 1 wsp. (2015) na podstawie wlasnych badan wywnioskowali, Ze
w jelitach Epinephelus coioides podobng toksyczno$¢ CuO-NPs i CuSO4 (ostrzejsza
toksycznos¢ CuO-NPs), natomiast w badaniach z 2016, u tego samego gatunku
zaobserwowali podobng toksyczno$¢ obu zwigzkoéw z wyzszg ostroscig CuSOs, ale
w hepatocytach (Wang 1 wsp., 2016). Sugeruje to, ze toksycznos¢ obu tych zwigzkoéw
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jest tkankowo-zalezna, co zauwazyli rowniez Al-Bairuty 1 wsp. (2013). W badaniach
Wang i wsp. (2016) wykazano obnizong ekspresje oraz aktywno$¢ Mn-SOD oraz
Cu/Zn-SOD zaréwno w przypadku ekspozycji na CuO-NPs, jak i CuSO4. Spadek
ekspresji sod zaobserwowano u wylegu O. mykiss w przypadku ekspozycji na wszystkie
badane dawki CuO-NPs, ale wzrost ekspresji tego genu w przypadku na ekspozycj¢ na
CuSO4 (Sielska i wsp., 2024b). W badaniach obejmujacych m.in. analizy biochemiczne
(m.in. pomiary aktywnosci Na+/K+ ATP-azy), parametrow hematologicznych czy
pomiar poziomu jonow czy glutationu u Oncorhynchus mykiss zaobserwowano roOwniez
podobny stopien toksycznosci CuO-NPs oraz CuSO4 (Shaw i wsp., 2012). Jednakze
Isani 1 wsp. (2013) doniesli o wyzszej indukcji uszkodzen DNA u O. mykiss
eksponowanego na CuSOj4 niz w przypadku CuO-NPs. Podobnie Soliman i wsp. (2021)
rowniez zaobserwowali wigkszg szkodliwos¢ CuSO4, wykazujac u Oreochromis
niloticus wyzsza genotoksyczno$¢ 1 aktywno$¢ SOD 1 CAT niz w przypadku CuO-NPs

w dawce 15 mg-dm-3.

Wszystkie przedstawione badania jednak ukazuja, Ze pomimo stwierdzonej w wielu
przypadkach wigkszej szkodliwosci CuSO4, CuO-NPs réwniez charakteryzowaly si¢
pewnym stopniem toksycznosci, indukujac stres oksydacyjny, genotoksycznosé
1 zaburzenia hematologiczne i histopatologiczne. Sugeruje to konieczno$¢ dalszych
badan pod katem negatywnych skutkéw nanopierwiastkéw miedzi oraz kontroli ich
stezenia w Srodowisku wodnym. Do podobnej konkluzji doszli Thit i wsp. (2017)
zaznaczajac, ze pomimo stwierdzonej przez nich mniejszej toksycznosci CuO-NPs,
wymagany jest stata kontrola stezenia tych nanopierwiastkow w srodowisku. Ponadto,
oprocz konieczno$ci ochrony zarodkow ryb przed dziataniem CuO-NPs, takich jak
badany Danio rerio, Pereira 1 wsp. (2023) wskazali rowniez na odmienno$¢
mechanizmow ekspozycji oraz toksycznos$ci obu zwigzkow. Khan 1 wsp. (2024)
podkreslaja rowniez, ze nanopierwiastki, takie jak tlenek miedzi, srebra czy ztota
powinny by¢ wykorzystywane wylacznie w celach diagnostycznych i terapeutycznych

w kontekscie pelnego zrozumienia mechanizmow ich toksycznosci.
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5. Stwierdzenia 1 wnioski

Na podstawie uzyskanych w niniejszych badaniach wynikow potwierdzono, ze
nanopierwiastki miedzi wptywaja negatywnie na organizmy wodne, jakimi sg gatunki ryb
S. trutta, C. carpio i O. mykiss. W konteks$cie przeprowadzonych badan stwierdzono (rys.

4):

e Nanopierwiastki miedzi, takie jak Cu-NPs, CuO-NPs oraz CuZnFe;O4-NPs, wywotuja
zalezng od dawki genotoksyczno$¢ (degradacja DNA), prawdopodobnie poprzez
zaburzenie procesu replikacji.

e Nanopierwiastki miedzi, takie jak nanoproszek miedzi, koloidalna miedz oraz tlenek
miedzi indukuja stres oksydacyjny poprzez generacj¢ wolnych rodnikéw, w wyniku
czego dochodzi do zmian w ekspresji gendw oraz aktywnos$ci enzymatycznej. Podczas
gdy wzrost ekspresji gendw, takich jak cypla i hsp70 $wiadczy o mobilizacji organizmu
do ochrony przed indukowanym przez nanopierwiastki miedzi stresem oksydacyjnym,
tak spadek ekspresji i aktywnos$ci enzymatycznej (peroksydaza glutationowa, katalaza,
dysmutaza ponadtlenkowa) moze $wiadczy¢ o przecigzeniu mozliwosci ochronnych
tych enzyméw, uniemozliwiajac prawidtowa ochrone przed wywotanymi ROS
uszkodzeniami.

e Nanopierwiastki tlenku miedzi wykazuja nizsza toksycznos$¢ niz CuSOs, jednakze
podobnie wywotlujg wzrost ekspresji genoéw antyoksydacyjnych, takich jak gpx, cypla
oraz hsp70 wskazujac na mobilizacj¢ mechanizmdéw obronnych organizmu

w odpowiedzi na ekspozycj¢ na te nanopierwiastki.

Dzigki przeprowadzonym badaniom udowodniono, ze mechanizmem toksycznosci tych
nanopierwastkow jest indukcja stresu oksydacyjnego, podczas ktorego dochodzi do
nadmiernej generacji wolnych rodnikoéw. Wywolane nig zakldcenia rownowagi pomigdzy
antyoksydantami a ROS, prowadza do zaburzen dziatania mechanizmow
antyoksydacyjnych, a nawet ich przecigzenia. Poprzez ten mechanizm, nanopierwiastki
miedzi wywotuja uszkodzenia organizmu 1 zaburzajg procesy fizjologiczne, réwniez na

poziomie molekularnym, do ktérych nalezy m.in. replikacja DNA.

Przedstawione wnioski potwierdzaja koniecznos¢ kontroli uwalniania nanopierwiastkow,

w tym miedzi do $§rodowiska wodnego, a takze dalszych badan w kierunku okreslenia

str. 38



toksycznosci 1 negatywnych skutkéw uwolnionych w sposob niekontrolowany do
srodowiska wodnego nanopierwiastkow miedzi na ryby, szczegélnie gatunki chronione
oraz hodowlane. Badania na wylggu stanowily jedne z nielicznych, opisanych w literaturze
badan dotyczgcych wplywu nanopierwiastkow miedzi na parametry zwigzane ze stresem
oksydacyjnym u badanego wylegu S. trutta, C. carpio i O. mykiss. Planowane jest
poszerzenie badan o wptyw ksztaltu nanopierwiastkow oraz parametréw srodowiskowych
(m.in. pH, temperatura) na ich toksyczno$¢, szczeg6lnie wobec form mlodocianych ryb,

a takze wplyw nanopierwiastkow miedzi na poszczegdlne stadia rozwojowe u ryb.

Rysunek 4 Wplyw nanopierwiastkow miedzi na organizmy wodne. Opracowano na podstawie: Sielska i wsp., 2024a;
Sielska et al., 2022; Sielska i wsp., 2024b.
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6. Streszczenie

Nanopierwiastki (NPs) metali, dzigki wlasciwosciom fizyko-chemicznym oraz
biologicznym, znajduja zastosowanie w przemysle, elektronice, rolnictwie, a przede
wszystkim w medycynie. Nanopierwiastki miedzi charakteryzuja si¢ szczegolnymi,
dorownujacymi nanopierwiastkom srebra, wlasciwosciami biobojczymi. Wraz ze
wzrostem znaczenia nanopierwiastkow metali, takich jak miedz, zwigksza si¢ ryzyko
niekontrolowanego przedostawania si¢ tych czasteczek do srodowiska. Stwierdzono, ze
ostatecznym akceptorem zanieczyszczen w postaci metali cigzkich i NPs jest srodowisko
wodne, gdzie na ich negatywne dzialanie narazone sg organizmy zywe. Nanopierwiastki,
w zalezno$ci od warunkow srodowiska, takich jak temperatura, pH czy stopien zasolenia
ulegaja przemianom i interakcjom w §rodowisku wodnym, co potencjalnie moze wplywac
na biodostgpnos¢ i toksyczno$¢ NPs wobec organizméw zywych. Jednym z glownych

mechanizmow toksyczno$ci nanopierwiastkOw miedzi jest indukcja stresu oksydacyjnego.

Ze wzglegdu na wrazliwo$¢ ryb, szczegdélnie ich wylegu, na obecno$¢
zanieczyszczen w srodowisku wodnym i zwigzane z tym szkody natury ekologicznej jak
i gospodarczej, jako material w niniejszych badaniach wykorzystano wyleg trzech
gatunkOw powszechnie hodowanych ryb: troci wedrownej (Salmo trutta), karpia
zwyczajnego (Cyprinus carpio) oraz pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss). W celu
zbadania toksycznos$ci nanopiewiastkow miedzi u tych gatunkow, wykorzystano metody
z zakresu biologii molekularnej, jak 1 biochemii w postaci pomiaru ekspresji gendOw oraz
aktywnos$ci enzymatycznej zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, takich jak peroksydaza
glutationowa, cytochrom p450, biatka szoku cieplnego HSP70, dysmutaza ponadtlenkowa

oraz katalaza.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, Ze nanopierwiastki miedzi
wykazuja toksyczno$¢ wobec wylegu ryb, takich jak S. trutta, C. carpio oraz O. mykiss.
poprzez zaburzenia mechanizméw antyoksydacyjnych wynikajacych z indukcji stresu

oksydacyjnego, a takze potencjalne zaburzenie replikacji DNA.

Stlowa kluczowe: nanopierwiastki miedzi, stres oksydacyjny, ekotoksykologia,
srodowisko wodne, ekspresja genow, aktywnos$¢ enzymatyczna, Cyprinus carpio, Salmo

trutta, Oncorhynchus mykiss
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7. Summary

Thanks to their physicochemical and biological properties, metal nanoparticles
(NPs), are used in the industry, electronics, agriculture and mainly in medicine. Copper
nanoparticles show distinctive antimicrobial properties, which are almost equal to the
properties of silver nanoparticles. Along with the increasing significance of metal
nanoparticles, the risk of their uncontrollable release is increased as well. It is confirmed
that the aquatic environment is the final acceptor of various pollutants, such as heavy
metals and NPs. There, aquatic organisms are exposed to the negative effects of those
pollutants. Depending on environmental factors, such as temperature, pH or salinity level,
nanoparticles interact with the aquatic environment, potentially affecting bioavailability
and NPs toxicity towards living organisms. One of the main toxicity mechanisms of

nanoparticles is the induction of the oxidative stress.

Due to the sensitivity of fish, especially their hatchlings, to present in the aquatic
environment pollutants and associated with that ecological and economical losses,
hatchlings of the three popular farmed fish species were used in the study: sea trout (Sa/mo
trutta), common carp (Cyprinus carpio) and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). In order
to study the toxicity of copper nanoparticles in those species, the molecular and
biochemical methods, such as gene expression and enzymatic activity analysis of the
oxidative stress-related enzymes (i.e. glutathione peroxidase, cytochrome P450, heat shock

protein HSP70, superoxide dismutase, catalase) were used.

The conducted study showed that copper nanoparticles exert the toxicity towards
fish hatchlings, such as S. trutta, C. carpio and O. mykiss, by disturbing antioxidative

mechanisms and potentially DNA replication.

Keywords: copper nanoparticles, oxidative stress, ecotoxicology, aquatic environment,
gene expression, enzymatic activity, Cyprinus carpio, Salmo trutta, Oncorhynchus mykiss
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