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Wykaz stosowanych skrotow

Cas-3 — proteaza kaspazopodobna

CAT — katalaza

CDNB — 1-chloro-2,4-dwunitrobenzen

DTNB — kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy)

DTT — 1,4-ditio-DL-treitol

EDTA — kwas wersenowy

FDA — dwuoctan fluoresceiny

FITC — fluoresceina isotiocyjaniny

GPOX — peroksydaza glutationowa selenozalezna

GSH + GSSG — glutation catkowity

GSH — zredukowany glutation

GSSG — disulfid glutationu; utleniony glutation

GST — S-transferaza glutationowa

GSTPx — peroksydaza glutationowa niezalezna od selenu

Hsp70 — bialka szoku termicznego o masie 70 kDa

JC-1 — 5,5°,6,6’tetrachlorol,1’,3,3 tetraetylobenzoimidazolokarbocyjanek

Mt — metalotioneiny

NADP* — fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, forma utle-
niona

NADPH — fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, forma zredu-
kowana

PI — jodek propidyny

pNA — p-nitroanilina

PS — fosfatydyloseryna

RFT — reaktywne formy tlenu

SOD — dysmutaza ponadtlenkowa

4, — potencjat transbtonowy mitochondrium

2 Komoérkowe...






1. Wstep

1.1. Wprowadzenie

Organizmy w swym Srodowisku zycia podle-
gaja wplywom réznorodnych czynnikéw streso-
gennych, ktére w zaleznosci od sily i czasu
dziatania moga modyfikowac ich procesy fizjo-
logiczne, a w skrajnych przypadkach zmniejszaé
szanse przezycia. Z jednej strony sa to czynniki
naturalne, takie jak zbyt wysoka lub zbyt niska
temperatura, wilgotnos$¢, dostgpnos$¢ pokarmu,
interakcje z innymi organizmami, z drugiej zas
sa to substancje chemiczne. Wymienione ele-
menty sktadaja sie na pojecie ,,stresu Srodowi-
skowego”, rozumianego jako zespél oddziaty-
wan o charakterze stresotwérczym lub odpo-
wiedZ organizmu na tego typu czynniki (VAN
STRAALEN, 2003). Stresory dziataja bezposrednio
na poziomie komorki, chociaz przesunigte
w czasie poSrednie skutki ich oddziatywan
moga si¢ manifestowaé na wyzszych poziomach
organizacji biologicznej. W badaniach ekotoksy-
kologicznych rozwijane sa koncepcje, w ktérych
oceniajac efekty dziatania réznorodnych sktado-
wych stresu Srodowiskowego, korzysta si¢ z bio-
markeréw, definiowanych jako ,,molekularne,
biochemiczne, histologiczne lub fizjologiczne
parametry, ktére na poziomie ponizej organizmu
zmieniaja si¢ proporcjonalnie do stopnia ekspo-
zycji zwierzat na dziatanie czynnikéw zanie-
czyszczajacych ich Srodowisko” (DEPLEDGE,
Fossi, 1994; DALLINGER 1 in., 2000; EASON,
O’HALLORAN, 2002) badz tez rozumianych jako

2%

»zmiana na poziomie molekularnym, ktéra
moze stuzy¢ za wskaznik stanu stresu spowodo-
wanego przez dowolny czynnik srodowiskowy”
(Laskowski, MiGcuLa, 2004). Aby w pehi po-
znaé kondycje fizjologiczna danej grupy organi-
zméw, wskazane jest uzycie szerokiego spek-
trum parametrow, ktére pozwolityby oceni¢ pro-
cesy metaboliczne zachodzace w komdrkach,
a tym samym pozwolityby rozstrzygaé o stopniu
wuciazliwosci” dla organizmu oddziatujacych
czynnikéw stresogennych. W odniesieniu do
Srodowisk ladowych wiele badan w tym zakre-
sie poswigca sie bezkrggowcom glebowym,
w tym stawonogom (KAMMENGA i in., 2000),
a wsréd kregowcoéw rowniez ptakom (CASINI
1 in., 2003) i ssakom (TIMBRELL, 1998).
Stosunkowo mato informacji na temat bioche-
micznych, histologicznych oraz fizjologicznych
zmian, ktére mogltyby by¢ wykorzystane do oce-
ny narazenia lub wykazania skutkéw dziatania
czynnikéw stresogennych o r6znym charakterze,
zgromadzono dla pajakéw (Araneae). Ze wzgle-
du na mata wybidrczos¢ pokarmowa oraz duza
intensywnos¢ drapieznicza bezkrggowce te uwa-
7za si¢ za wazne regulatory liczebnoSci wielu
populacji owadéw w ekosystemach takowych,
lesnych i rolniczych (MARC i in., 1999). Pajaki
wystepuja powszechnie takze na terenach zanie-
czyszczonych, w tym skazonych metalami cigz-
kimi (CLAUSEN, 1984 a; 1984 b; 1986; HUNTER
1 in., 1987; DEELMAN-REINHOLD, 1990; RABITSCH,
1995) i — jak niejednokrotnie wykazywano
w poréwnaniu z innymi grupami systematycz-
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nymi zamieszkujacymi tereny silnie zdegrado-
wane moga tolerowa¢ wysokie st¢zenia metali
w ciele (HUNTER 1 in., 1987; MAELFAIT, 1996;
HENDRICKX 1 in., 2003; WILCZEK 1 in., 2004).
Mechanizmy tej tolerancji w omawianej grupie
zwierzat sa jednak bardzo stabo poznane. Szcze-
gblnie mato informacji zgromadzono na temat
komérkowych reakcji na stres u pajakéw ekspo-
nowanych w kontrolowanych warunkach na r6z-
ne czynniki, ktére skladaja si¢ na pojgcie stresu
srodowiskowego. Przyczyna rzadkiego podej-
mowania prob hodowli pajakéw sa wzgledy me-
todyczne, ogromng trudno$¢ bowiem sprawia
zapewnienie, szczegdlnie mtodym osobnikom,
optymalnych warunkéw zwiazanych ze specy-
ficznymi wymaganiami pokarmowymi i wilgot-
nosciowymi. Powaznym problemem hodowla-
nym jest takze kanibalizm rozpowszechniony
w tej grupie drapieznych bezkrggowcow. Jesli
uwzgledni si¢ wymienione ograniczenia, wigk-
szos$¢ informacji o fizjologicznych reakcjach na
stres pochodzi z badaii prowadzonych na osob-
nikach odlowionych bezposrednio z terenu lub
tylko okresowo przetrzymywanych w laborato-
rium.

1.2. Pajaki wobec stresorow
srodowiskowych

Tolerancja czynnikéw stresogennych przez
organizmy jest mozliwa dzigki uruchamianiu
mechanizméw obronnych, ktérych cel stanowi
zachowanie wewnetrznej homeostazy. Niejedno-
krotnie zmiany te dotycza bilansu energetyczne-
g0 i wiaza si¢ z przeznaczaniem czesci energii
pochodzacej z podstawowych sktadowych bud-
zetu energetycznego, czyli z produkcji (wzrostu
i reprodukcji) lub/i z kosztéw utrzymania orga-
nizmu, na procesy naprawcze (SIBLY, CALLOW,
1989), w tym takze detoksykacje i bioeliminacjg.
Badacze tego problemu proponuja kilka roz-
wiazan optymalnej alokacji energii w zaleznosci
od warunkéw Srodowiska oraz mozliwosci de-
toksykacji substancji toksycznych przez okreslo-
ne organizmy. Mozna zalozyé, ze w nieska-
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zonym Srodowisku niemal cato$¢ dostgpnej ener-
gii jest wykorzystywana w procesach wzrostu
i reprodukcji, wobec minimalnego przeznaczenia
jej na procesy detoksykacyjne. Z kolei w Srodo-
wiskach zanieczyszczonych ilo$¢ energii prze-
znaczonej na wzrost i reprodukcje generalnie
ulega zmniejszeniu, jednakze dlugos¢ zycia or-
ganizmOw nie zmienia si¢, co jest mozliwe dzie-
ki intensywnym procesom detoksykacyjnym.
W tym drugim przypadku scenariusz optymalnej
alokacji energii moze si¢ zmienia¢ w zaleznosSci
od wiasciwosci fizjologicznych organizmu, wie-
ku czy toksycznosci substancji (LASKOWSKI,
MicuLa, 2004). Rzeczywiscie w wielu bada-
niach ekotoksykologicznych u zwierzat ekspo-
nowanych na stresory sSrodowiskowe, w tym me-
tale, stwierdza si¢ zmiany w przyrostach bioma-
sy (Rowe i in., 2001), rozrodczos$ci (SPURGEON
i in., 2000) i/lub tempie respiracji (MIGULA i in.,
1990; LASKOWSKI i in., 1996; ROWE i in., 1998).
Nie mozna wykluczy¢, ze zwierzgta z terendw
zanieczyszczonych moga si¢ cechowaé mniejsza
tolerancja na dodatkowe czynniki stresogenne,
co w rezultacie skutkuje ostabieniem, a nawet
wyginigciem populacji w razie zmiany warun-
kow srodowiska (STONE i in., 2001). Ostatecznie
moze nastapi¢ przebudowa sktadu gatunkowego
zespotu i zastgpowanie gatunkéw wrazliwych ta-
kimi, ktére sa w stanie tolerowaé okreslone stre-
sory Srodowiskowe bez wyraznego uszczerbku
w procesach reprodukcji.

Jesli odnies¢ si¢ do oméwionych wczesniej
zagadnien, to ekologiczna ocena stanu arachno-
cenoz terenéw zdegradowanych wskazuje, ze
zwykle nie zmienia si¢ liczebno$¢ pajakow,
przebudowie natomiast ulega struktura gatunko-
wa (Luczak, 1984; 1987a; DABROWSKA-PROT,
1984; MaJkus, 2003). W srodowiskach w mniej-
szym stopniu zanieczyszczonych przewazaja
najczesciej pajaki sieciowe z rodziny krzyza-
kowatych (Araneidae) i omatnikowatych (Theri-
diidae), natomiast w Srodowiskach silnie zanie-
czyszczonych dominuja stabsze, w bezposredniej
konkurencji o miejsce i pokarm, sieciowe pajaki
z rodzin osnuwikowatych (Linyphiidae) i kwa-
dratnikowatych (Tetragnathidae) oraz niebudu-
jace sieci pogoncowate (Lycosidae) (Luczak,
1984; 1987b; DEELMAN-REINHOLD, 1990). Intere-



sujacych informacji na temat tolerancji niedobo-
ru lub nadmiaru okre§lonych czynnikéw bio-
tycznych i abiotycznych dostarczaja badania
sukcesji fito- i zoocenoz na hatdach poprze-
mystowych. JakoSciowa analiza arachnofauny,
np. hatdy gérniczej ,,Lidice” (peryferie Ostrawy;
Ostrawsko-Karwinski Okreg Przemystowy; Re-
publika Czeska), wskazuje, ze juz we wcze-
snych fazach rekultywacji na haldzie tej znale-
ziono przedstawicieli blisko 15 rodzin pajakow,
wsrod ktérych najwigkszy udzial w zespole
pajakéw miaty gatunki z rodziny osnuwikowa-
tych (Linyphiidae — 40%), a w dalszej kolejno-
Sci pajaki niebudujace sieci z rodzin: skakuno-
watych (Salticidae), pogoricowatych (Lycosidae)
i aksamitkowatych (Clubionidae) (MAJKUS,
1988). Proporcje te zostaly zachowane takze
w péZniejszych okresach rekultywacji wymie-
nionej hatdy (Maskus, 2003). Sktad gatunkowy
arachnocenoz na obszarach zdegradowanych
przez przemyslt moze zatem wynika¢ z migdzy-
gatunkowych réznic we wrazliwosci tych dra-
pieznikéw na dzialanie okreslonych substancji
toksycznych w ich Srodowisku i w rezultacie
sprzyja¢ konkurencji w wymienionej grupie sta-
wonogéw (CLAUSEN, 1984a; 1984b; GUNNARS-
SON, JOHNSSON, 1989).

Reakcje fizjologiczne pajakéw wobec okre-
Slonych stresoréw Srodowiskowych, w tym
o charakterze antropogennym, czgsto sa specy-
ficzne gatunkowo. Pajaki Enoplognatha ovata
(Theridiidae) w warunkach silnej presji zanie-
czyszczefi przemystowych (Rybnicki Okreg
Przemystowy) sktadaty puste kokony, charakte-
ryzowala je tez duza zmiennos¢ rozmiaréw ko-
konéw, jak réwniez wigksza Smiertelnos¢ wyle-
gajacych si¢ pajakéw (ZIMAKOWSKA-GNOINSKA,
TarRwWID, 1984; TARWID, 1987). Takze przedstawi-
ciel pogonicowatych Pirata piraticus (Lycosidae)
zamieszkujacy tereny zanieczyszczone cechowat
si¢ spadkiem ptodnosci i reprodukcji (HEND-
RICKX 1 in., 2003). W innych badaniach obser-
wowano natomiast, ze w warunkach silnego
uprzemystowienia nastgpowat wzrost biomasy
niektérych gatunkéw pajakéw oraz nasilenie in-
tensywnosci ich proceséw zyciowych (DABROW-
skA-Prot, 1984; Luczak, 1987b). W sSrodowi-
skach przeksztatconych przez przemyst stymula-

cja proceséw metabolizmu ogdlnego u zawijaka
z6ttawego Enoplognatha ovata (Theridiidae),
osnuwika pospolitego Linyphia triangularis (Li-
nyphiidae) i1 czaika jesiennego Metellina seg-
mentata (Tetragnathidae) przewyzszata tempo
metabolizmu pajakéw pochodzacych ze stabo
przeksztatconych ekosysteméw lesnych o 25—
30% (ZIMAKOWSKA-GNOINSKA, 1981). Badania
puli nukleotydéw adenylowych w przypadku
pajakéw ze Slaska, przedstawicieli rodzin: Liny-
phiidae, Araneidae, Tetragnathidae, Lycosidae
wskazuja ponadto, ze w warunkach zanieczysz-
czonego Srodowiska nie nastgpowato naruszenie
réwnowagi energetycznej organizmu, o czym
Swiadczyta wielko$¢ tadunku energetycznego
adenylatow (AEC) mieszczaca si¢ u badanych
gatunkow w granicach fizjologicznie optymal-
nych (MARCZYK i in., 1993; WILCZEK, 1996).

W kolejnych podrozdzialach zostang przed-
stawione wybrane czynniki stresowe o charakte-
rze antropogennym (metale, pestycydy) i natu-
ralnym (skrajne temperatury, niedobdr pokar-
mu), na ktére pajaki czesto sa narazone
w swoim Srodowisku bytowania.

1.2.1. Metale ciezkie

Miejsce zajmowane przez pajaki w sieciach
troficznych ekosysteméw ladowych, a takze ich
cechy biologiczne sprawiaja, ze drapiezniki te sg
szczegOlnie narazone na dzialanie metali oraz
zwiazkéw organicznych (m.in. pestycydéw), kto-
re dostaja si¢ do ich organizmu w wyniku bezpo-
Sredniej ekspozycji, zaréwno droga pokarmowa
jak i kontaktowo (Hopkin, 1989). Stosujac po-
dziat zaproponowany przez DALLINGERA (1993),
ktéry zostat oparty na wielkosci wskaznikéw
biokoncentracji metali w tkankach, pajaki zali-
czono do makrokoncentratoréw tych pierwiast-
kow. Badania poréwnawcze kumulacji metali
w ciele r6znych grup bezkrggowcéw zebranych
wokdt duzych emitoréw zanieczyszczen wska-
Zuja, ze stgzenia kadmu, miedzi i otlowiu u przed-
stawicieli pajakéw reprezentujacych drapiezne
bezkrggowce sa réwnie wysokie, jak u organi-
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zméw detrytusozernych i wielokrotnie wyzsze
w poréwnaniu z ro$linozercami (HUNTER i in.,
1987; ANDREWS 1 in., 1989; MIGULA 1 in., 2005).
Interesujace jest to, ze wysokie st¢zenia metali
znajdowano takze u pajakéw pochodzacych z te-
renéw stabo zanieczyszczonych (KNUTTI i in.,
1988; WILCZEK i in., 1996; 2003; 2004). Znacz-
nej kumulacji metali w ich ciele sprzyja przede
wszystkim wysoka przyswajalnos¢ pokarmu, sil-
nie rozwini¢ty polifagizm, spozywanie migkkich
tkanek ofiar, a takze stosunkowo niski poziom
metabolizmu silnie rozbudowanych gruczotéw
jelita sSrodkowego, w ktérych stezenie metali jest
zawsze wyzsze niz w innych narzadach (MouL-
DER, REICHLE, 1972; HoprkiN, 1989; WILCZEK,
BaBczyNska, 2000).

Do organizmu pajaka metale dostaja si¢
gléwnie droga pokarmowa (HoPKIN, 1989). Prze-
wod pokarmowy stanowi wigc pierwsza i naj-
wazniejsza linie obrony. Fakt ten potwierdzaja
badania, z ktérych wynika, ze wchlonigte metale
moga by¢ u pajakéw deponowane giéwnie w ko-
moérkach gruczotéw jelita srodkowego (HOPKIN,
1986; Lupwic, ALBERTI, 1988a; 1988b) lub usu-
wane wraz z katem (CLAUSEN, 1991). Czas ma-
gazynowania metali u pajakéw zalezy od rodza-
ju metalu (LEE i in., 1978; NaBHOLTZ, CROSSLEY,
1978; HENDRICKX i in., 2003), gatunku (WIL-
CZEK, MiGuLa, 1996; Kramarz, 2000; HEND-
RICKX 1 in., 2003; WiLczek 1 in., 2005), pici
(WILCZEK i in., 2005; 2007) oraz stanu odzywie-
nia (BrRowN, 1982). Dominacja okreslonej strate-
gii moze zaleze¢ jednak od stgzenia metalu
w pokarmie. Sugeruja to wyniki badain Bas-
CzYNSKIEJ 1 MiGuLl (2002), ktérzy zmierzyli stg-
zenie kadmu w ciele samic i samcéw pajaka
Pardosa lugubris (Araneae: Lycosidae) oraz
w ciele ich ofiary, muszki owocowej (Drosophi-
la melanogaster) hodowanej na pozywce
kontrolnej, zawierajacej Sladowe iloSci kadmu
oraz zawierajacej wysokie stezenie tego metalu
(426 pg Cd - g! suchej masy). Poréwnanie ste-
zenia kadmu w ciele drapiezcy i w ciele ofiary
z obu grup doswiadczalnych pozwala wniosko-
waé o zréznicowanej strategii: magazynowania
w formie nieaktywnej przy nizszym stgzeniu
metali w diecie lub wzmozonego wydalania,
gdy stezenie wzrastalo.
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Dotychczasowe badania pozwolity takze wy-
kaza¢ liczne zaleznosci mig¢dzy poziomem ku-
mulowanych metali w ciele a strategia i inten-
sywno$cia drapieznicza pajakéw (WILCZEK,
MiGuLa, 1996; WILCZEK 1 in., 1997; 2003; 2004;
2005; 2007), co potwierdzono dla pajakéw ze
stanowisk Goérnoslaskiego Okregu Przemystowe-
go, Wyzyny Krakowsko-Czgstochowskiej oraz
Ostrawsko-Karwiriskiego Okrggu Przemystowe-
go, analizujac poziom metali zaréwno w ciele
catych osobnikéw, jak i w wybranych narzadach
(gruczoty jelita Srodkowego, gonady) (WILCZEK,
BABCzYNSKA, 2000; WILCZEK 1 in., 2003; 2004,
2005; 2007). Najnizsze stgzenia Cd, Pb, Cu i Zn
cechowaty osnuwikowate, reprezentowane przez
Linyphia triangularis, ktére pomimo mozliwosci
wiekszego pobierania metali ze wzgledu na
mata wybidrczo$¢ pokarmowa i duza intensyw-
no$¢ drapieznicza (NENTWIG, 1983; FOELIX,
1996) odznaczaty si¢ nizszym, w poréwnaniu
z pozostatymi gatunkami, stgzeniem wymienio-
nych pierwiastkéw w ciele (WILCZEK, MIGULA,
1996; WILCZEK i in., 1997; 2005; 2007). Sugeru-
je to staba ich przyswajalnos¢ z przewodu po-
karmowego. Z kolei przedstawiciele niebu-
dujacych sieci pajakéw z rodziny Lycosidae (P.
lugubris, P. palustris) niezaleznie od stopnia za-
nieczyszczenia Srodowiska metalami charaktery-
zowaly si¢ wysokim st¢zeniem Cd, Pb, Zn i Cu
w poréwnaniu z warto$ciami, ktére notowano
u pajakéw sieciowych z rodzin: Araneidae, Li-
nyphiidae czy Agelenidae. Z innych badain wy-
nika, ze Lycosidae przyswajaty wigcej Cd i Cu
niz pajaki sieciowe, czego nie potwierdzono dla
Pb (LARSEN i in., 1994).

Warto tez zwr6ci¢ uwage na wystepowanie
réznic w zdolnosSciach do gromadzenia metali
cigzkich przez samice i samce pajakéw. Z po-
rownania wartosci stezen Cd, Pb, Cu, Zn, Fe
w ciele osobnikéw obu pici, przedstawicieli ro-
dzin Araneidae, Agelenidae, Linyphiidae, Lyco-
sidae i Salticidae, wynika, ze samce kumuluja
wigksze ilosci tych pierwiastkbw niz samice
(WiLczek i in., 2005). Poziom Cd, Zn i Cu
w gruczotach jelita srodkowego pajakéw pogoni-
cowatych Xerolycosa nemoralis i lejkowcow
Agelena labyrinthica réwniez byl wyzszy u sam-
cOW niz u samic, niezaleznie od stopnia zanie-



czyszczenia stanowisk badawczych. Tylko otéw
kumulowat si¢ w wyzszym stg¢Zzeniu w gru-
czolach jelita Srodkowego samic X. nemoralis,
natomiast w przypadku A. labyrinthica poziom
tego metalu u obu pici byt zblizony (WILCZEK
i in., 2007). Wyttumaczeniem réznic w zdolno-
Sciach do bioakumulacji metali sa behawioralne
i fizjologiczne odmienno$ci migdzy samcami
i samicami pajakéw. Samce, w poréwnaniu z sa-
micami, przechodza mniej linied oraz zyja
znacznie krécej, gdyz ging w krétkim czasie po
kopulacji (FoeLix, 1996). Doswiadczalnie po-
twierdzono, ze podczas linienia konkrecje mine-
ralne moga by¢ usuwane z jelita, dzigki czemu
obniza si¢ pula metali zmagazynowanych w gru-
czotach jelita Srodkowego (Horkin, 1989). Po-
nadto samce po osiagni¢ciu dojrzatosci piciowej
zaprzestaja polowan i pobierania pokarmu,
a koncentruja si¢ gtéwnie na odnalezieniu sami-
cy. Samce narazone sa zatem na dluzsze niz sa-
mice okresy gtodu wobec relatywnie krétszego
okresu zycia. Wymienione czynniki moga zmie-
nia¢ metabolizm ich gruczotéw jelita srodkowe-
go i wywolywaé morfologiczne zmiany w posta-
ci powigkszajacych sig¢ wewnatrzkomorkowych
konkrecji granularnych zawierajacych metale
w wymienionym narzadzie oraz w komorkach
nabtonka jelitowego, co wykazano w przypadku
innych bezkrggowcow (BROWN, 1982).
Specyficznymi biomarkerami narazenia na
metale sg u zwierzat metalotioneiny (Mt) (PARK
iin., 2001), jak réwniez wewnatrz- i srédkomor-
kowe konkrecje mineralne (HopkiN, 1989; DAL-
LINGER, REINBOW, 1993). Niewiele jednak jest
danych na temat funkcji metalotionein u pa-
jakow. Wczesniejsze badania, w ktérych tech-
nikg cytometrii przeptywowej poréwnywano
liczbe komérek Mt pozytywnych w gruczotach
jelita  Srodkowego pajakéw  pogoricowatych
X. nemoralis oraz sieciowych A. labyrinthica
i L. triangularis odtawianych z terendéw rdz-
nigcych si¢ stezeniem metali w Srodowisku wy-
nika, ze tylko w przypadku pajakéw tunelowych
(A. labyrinthica) osobniki z terenu silnie zanie-
czyszczonego metalami cechowaly sie wigk-
szym odsetkiem komérek Mt pozytywnych
w wymienionym narzadzie (WILCZEK 1 in.,
2007). W innych badaniach u pogonicowatych

P. lugubris 1 sieciowych A. labyrinthica ekspo-
nowanych na wysoka temperaturg oraz pestycyd
fosforoorganiczny wykazano nasilenie produkcji
metalotionein, ze wskazaniem na silniejsze reak-
cje u pajakéw niebudujacych sieci (WILCZEK,
2005). Nie mozna wykluczy¢, ze w przypadku
pajakéw indukcja metalotionein w odpowiedzi
na stres fizyczny i1 chemiczny jest wyrazem
ochrony antyoksydacyjnej, w mniejszym stopniu
odpowiadajac za bezposrednia neutralizacj¢ me-
tali ciezkich.

Zdecydowanie wigcej informacji dla tej grupy
drapieznych bezkrggowcow zgromadzono na
temat mozliwosci deponowania metali w we-
wnatrz- i Srddkomérkowych konkrecjach mine-
ralnych. Metale odktadajq si¢ u pajakow najcze-
Sciej w komorkach trawiennych gruczotéw jelita
Srodkowego jako tzw. mineralne ziarnistoSci
(Brown, 1982; Hopkin, 1989) lub okresowe sfe-
ryty (LUDWIG, ALBERTI, 1988a), skad w sposéb
holokrynowy moga by¢ usuwane do $wiatta jeli-
ta (HopkiN, 1989). Sposréd wyrdznionych przez
HopkiNna (1986) czterech typéw granul: we-
wnatrzkomérkowych A, B i C oraz pozakomor-
kowych D, najistotniejsze w detoksykacji metali
u pajakéw wydaja si¢ granule typu B, w ktérych
stwierdzono miedz, rte¢, kadm, cynk, otéw
i zelazo.

1.2.2. Pestycydy

Pomimo ze pajaki zwykle nie sa bezposred-
nim celem uzycia pestycydow, to czesto nega-
tywne skutki dziatania tego typu zwiazkéw do-
tycza takze tej grupy zwierzat. Oddziatywanie to
z jednej strony dotyczy bezposredniej toksyczno-
Sci stosowanych Srodkéw ochrony roslin wzgle-
dem pajakéw (STARK i in., 1995; TOFT, JENSEN,
1998; NYFFELER, SUDERLAND, 2003), z drugiej
natomiast jest wynikiem drastycznego spadku li-
czebnosci ich ofiar na terenie, na ktérym pesty-
cydy sa stosowane (HAMERS, KrROGH, 1997; VAN
HaMBURG, GUEST, 1997; MARC i in., 1999).

Testy przeprowadzone w warunkach laborato-
ryjnych wskazuja, Ze pajaki cechuje zréznicowa-
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na wrazliwo$¢ na pestycydy stosowane w zabie-
gach agrotechnicznych. Na przyktad przedstawi-
ciele rodziny Anyphaenidae, Hibana velox,
przejawiaty 100% S$miertelno$¢ podczas aplika-
cji niskich stgzen takich zwiazkéw jak: chlorpy-
rifos, ethion, carbaryl czy dicofol, podczas gdy
inne zwiazki, na przyktad azadirachtin czy di-
flubenzuron, nie wywotywaty toksycznych efek-
tow nawet woéwczas, gdy stosowano je w wyso-
kich stgzeniach (AMALIN i in., 2000). Wyniki
badan ekologicznych wskazuja ponadto na za-
lezna od pici wrazliwos¢ pajakéw na dziatanie
pestycydow. Akarycyd (karate; A-cyhalotryna)
powodowat u Pardosa amentata (Lycosidae)
blisko 50% S$miertelno$¢ samcéw, gdy tymcza-
sem odsetek ginacych samic byt ponad 2-krotnie
mniejszy (HOF i in., 1995). Skutki stosowania
pestycydow zaleza u pajakéw od pory roku. Do-
roste P. amentata eksponowane na A-cyhalotry-
n¢ pdZna jesienia lub na poczatku zimy okazaty
sie stosunkowo mato wrazliwe na zastosowany
zwiazek, podczas gdy w okresie wiosenno-let-
nim taka sama ekspozycja powodowata wysoka
Smiertelno$¢ (HoF i in., 1995). Powodem wzro-
stu wrazliwosci pogoricowatych na pestycyd
bylo prawdopodobnie wejscie w okres repro-
dukcji, co wiazato si¢ z nasilong ruchliwoscia
pajakéw poszukujacych partneréw i powodo-
walo czestsze kontakty ze stresorem chemicz-
nym. Takze kondycja fizjologiczna drapiezni-
kéw mogta by¢é w tym czasie obnizona, samce
ging bowiem najczeSciej krétko po kopulacji.
W przypadku samic wydatki energetyczne na
produkcje kokonéw mogly ulec zmniejszeniu
w wyniku nasilenia reakcji detoksykacyjnych.
Wezesne i silne efekty dziatania pestycydu na
organizm pajaka manifestuja si¢ w postaci upos-
ledzenia zdolnosci lokomotorycznych, co obser-
wowano zaréwno u przedstawicieli pajakéw nie-
budujacych sieci P. amentata (Lycosidae) (HOF
i in., 1995), jak i sieciowych Oedothorax apica-
tus (Linyphiidae) (JAGERS OP AKKERHUIS i in.,
1997). Efekty te utrzymywaly si¢ nawet przez
kilka dni po aplikacji, przejawiajac si¢ m.in. za-
burzeniami w zachowaniu towieckim (HOF 1 in.,
1995). W przypadku zastosowania pestycydow
fosforoorganicznych przyczyna dysfunkcji moto-
rycznych sa najczesciej zmiany przekaZnictwa
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synaptycznego zwiazane z hamowaniem aktyw-
nosci acetylocholinesterazy (AChE). Z poréw-
nania efektu dziatania dimetoatu u dwdch
gatunkéw pajakéw: sieciowego A. labyrinthica
(Agelenidae) i aktywnie polujacego P. lugubris
(Lycosidae) wynika, ze zar6éwno jedno-, jak
i wielokrotna aplikacja powoduje obnizenie ak-
tywno$ci wymienionego enzymu u przedstawi-
cieli rodziny Agelenidae. W przypadku P. lugu-
bris nie zanotowano istotnych réznic w aktyw-
nosci AChE zaréwno w grupach jednokrotnie,
jak 1 wielokrotnie eksponowanych na pestycyd
(BaBCzYNsKA 1 in., 2006). Rezultaty te sa po-
dobne do tych, ktére uzyskali we wczesniej-
szych badaniach BABCzYNSKA 1 MiGguLa (2002)
po aplikacji pajakom tego samego gatunku
(P. lugubris) innego pestycydu fosforoorganicz-
nego — fenitrotionu. Takze i w tym przypadku
odpowiedZ pajakéw pogoricowatych byla staba
niezaleznie od pfci.

7 badan NIELSENA i in. (1997), ktérzy metoda
kontaktowa zatruwali cypermetryna (pestycyd
z grupy pyretroidéw) Pardosa prativaga (Lyco-
sidae), wynika natomiast, ze aktywno$¢ takich
enzymow jak S-transferaza glutationowa (GST)
i peroksydaza glutationowa (GPOX) po 30 min
od zastosowania wymienionego zwiazku ulegata
blisko 50% obnizeniu w stosunku do aktywnosci
wyjsciowej. Kolejne pomiary (po 12, 24, 48, 96
godz.) swiadczyly jednak o stopniowym powro-
cie aktywnosci GST do wartosci kontrolnych,
a w przypadku GPOX nawet nasileniu aktywno-
Sci tego enzymu po 12 godz. od aplikacji. Dwu-
etapowa odpowiedZ organizmu na zastosowany
zwiazek wskazuje na mozliwos¢ regeneracji ak-
tywnosci wymienionych enzymdw i sugeruje, ze
glutation oraz enzymy zwigzane z jego metabo-
lizmem w przypadku wymienionego gatunku
pogonicowatych moga odgrywacé istotng rol¢ de-
toksykacyjna, uczestniczac w antyoksydacji.

1.2.3. Temperatura i glodzenie

Temperatura jest czynnikiem silnie limitu-
jacym aktywno$¢ ruchowa pajakéw, wymusza-



jac w spos6b naturalny okresy gtodu. Zakres
temperatur, w ktérym pajaki sa zdolne zta-
pa¢ ofiare, obejmuje najczesciej przedziat
21—35°C. Ponizej 21°C pajaki sieciowe nie sa
w stanie ztapaé ofiary, nim ta ucieknie z sieci,
natomiast powyzej 35°C sa narazone na zbyt
duze straty wody i szok cieplny (FOELIX, 1996).
Przekroczenie gérnej granicy tolerancji termicz-
nej powoduje odregtwienie, a zbyt dlugie od-
dziatywanie wysokiej temperatury prowadzi
w konsekwencji do $mierci organizmu (PuLz,
1987; SCHMALHOFER, 1999).

W warunkach dziatania stresora termicznego
w przypadku pajakéw obserwuje sie wiele przy-
stosowan behawioralnych oraz fizjologicznych.
Zagadnienia te zostaly stosunkowo dobrze opi-
sane w literaturze przedmiotu i generalnie nie
odbiegaja od reakcji cechujacych inne organi-
zmy ektotermiczne (NENTWIG, 1987; FOELIX,
1996). Bezkregowce te wybieraja na przyktad
miejsca o sprzyjajacych warunkach termicznych,
odpowiednio ustawiajac cialo wzgledem pa-
dajacych promieni stonecznych czy w warun-
kach silnego nastonecznienia, zmieniajac barwe
ciata. Temperatura tez jest czynnikiem, ktory
wywiera bezposredni wptyw na rozrodczosé,
w tym na czas dojrzewania osobnikéw (L,
1995; Li, JACksoN, 1996), produkcje jaj (ZHAO,
1984; L1, 1995) czy tez przezywalnosS¢ pajakow
(L, 2002). Czynnik termiczny oddziatuje
w istotny sposéb na liczbg linier, ktére pajak
przechodzi przed osiagnigciem dojrzatosci picio-
wej. W wyzszej temperaturze czgstotliwosé li-
nienia jest mniejsza niz w nizszej, w ktérej dla
osiagnigcia tego samego etapu rozwoju postna-
talnego wymagane jest czestsze linienie (L,
2002). Wysoka temperatura skraca czas zycia
dorostych osobnikéw oraz zmniejsza liczbe jaj
produkowanych przez samice (LI, JACKSON,
1996).

Pajaki czgsto sa narazone na okresowy niedo-
boér pokarmu w ich Srodowisku bytowania, totez
wykazuja duza tolerancje na taki czynnik streso-
wy. Dotychczasowe prace zajmujace si¢ tym za-
gadnieniem skupiaty si¢ gtéwnie na behawioral-
nych i fizjologicznych przystosowaniach do
przetrwania okresu gltodu, w mniejszym stopniu
koncentrujac si¢ na komoérkowych konsekwen-

3 Komoérkowe...

cjach tego zjawiska. Udokumentowano, ze tole-
rancja okresu gtodu u pajakéw zalezy od pory
roku (NAKAMURA, 1987), stadium rozwojowego
oraz pici (Tanaka, Ito, 1982; NENTWIG, 1986;
1987; Wisg, 1993). Doroste samice aktywnie
polujacego pajaka Lycosa lenta przezywaly na-
wet 208 dni bez pozywienia, co stanowilo az
90% sredniej diugosci zycia dobrze odzywia-
nych osobnikéw. Z kolei osobniki pajakéw sie-
ciowych Filistata hibernalis (Filistatidae) w po-
dobnych warunkach przezywaty 305 dni bez po-
karmu (ANDERSON, 1974). Juz po kilku dniach
gtodzenia dochodzito do wyraznego zmniejsze-
nia masy ciala pajakéw jako wyraz redukcji za-
legajacego w jelicie spozytego pokarmu (NEN-
TWIG, 1987). W ciagu 140 dni gtodzenia Lycosa
lenta tracita 33% masy, a dtugos¢ jej opistoso-
my skracata si¢ z 8,1 mm do 6,3 mm. W tych
samych warunkach F. hibernalis tracita 41%
swej masy, odwtok zas ulegat skréceniu z 7,1
mm do 5,5 mm. Interesujacy jest fakt, ze pod-
czas glodzenia nie zmieniata si¢ dtugos¢ proso-
my pajakow (ANDERSON, 1974).

Podczas gtodu nastepuja iloSciowe zmiany
substancji zapasowych w komoérkach trawien-
nych. Najistotniejsze to obnizenie w nich pozio-
mu glikogenu i lipidow. Obserwowano takze
zmiany morfologiczne w postaci zwigkszenia
liczby wakuol wydzielniczych, ktére wypelniaty
wieksza cz¢s$¢ komorki. Nie jest wykluczone, ze
zmiany te byly wynikiem autofagii, ktéra w ko-
morkach jest aktywowana mig¢dzy innymi w od-
powiedzi na niedobér czynnikéw odzywczych.
Wakuole pokarmowe wystepowaty rzadko i cze-
sto byly zdegenerowane. Jadro komdérkowe, mi-
tochondria i retikulum endoplazmatyczne pozo-
stawaly w wyniku glodzenia nie zmienione.
W warunkach niedoboru pokarmu nie wykryto
istotnych réznic w komoérkach sekrecyjnych, na-
tomiast w tkance posredniej znaczaco malata
ilos¢ kropel tluszczu (LupwiG, ALBERTI, 1988 b).

Sposobem na radzenie sobie z brakiem po-
karmu jest zastosowanie strategii ,,siedZ i cze-
kaj”. Strategia ta stanowi pewne rozwiazanie
problemu dzigki przeczekaniu w bezruchu okre-
su gtodu, az do pojawienia si¢ ofiary. Taka tak-
tyka umozliwia przetrwanie, ogranicza zuzycie
energii i jest alternatywa dla poszukiwania no-
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wego Srodowiska zycia (WISE, 1993). Podczas
dtugiego okresu gtodu niemal ustaje aktywnos¢
ruchowa pajakéw, a zmagazynowana energia
jest wykorzystywana do podtrzymania podsta-
wowej przemiany materii (NAKAMURA, 1987).
W przypadku dlugotrwatego braku pokarmu
pajaki, aby przezy¢, nie powigkszaja rozmiar6w
ciala. Jednak pomimo tak niekorzystnych wa-
runkéw moga si¢ nadal rozmnazaé, chociaz licz-
ba i masa sktadanych jaj sa niskie. Oprdcz
obnizonej ptodnosci, w przypadku matych i nie-
dozywionych samic, stwierdzono takze opdZnie-
nie okresu wytwarzania kokonéw (NAKAMURA,
1987; WISE, 1993).

W ciggu kilku dni od rozpoczgcia gltodzenia
szybko spada tempo respiracji, po czym stabili-
zuje si¢ na niezmiennym poziomie. Redukcja
tempa metabolizmu u pajakéw zwykle nie prze-
kracza 40—60% wartosci notowanych dla
zwierzat karmionych regularnie, osiagajac niz-
sze wartosci u samic niz u samcow (ANDERSON,
1974; GREENSTONE, BENNETI, 1980; TANAKA, ITO,
1982). W przypadku gtodujacej Lycosa pseudo-
annulata tempo metabolizmu obniza si¢ o 17%,
podczas gdy w przypadku innego gatunku po-
goncowatych, Pardosa astrigera, redukcja tempa
metabolizmu sigga 63% u samic i 48% u sam-
cow (TaNakA, ITo, 1982). U pajaka sieciowego
F. hibernalis tempo respiracji maleje maksymal-
nie o 40% (ANDERSON, 1974).

Waznym ograniczeniem dla pajakéw jest nie
tylko catkowity brak pokarmu, lecz takze stabo
zréznicowana dieta. Badania wskazuja, ze za-
réwno dla pajakéw sieciowych (ZHao, 1988), jak
i niebudujacych sieci (GREENSTONE, 1979; UgTz
iin., 1992) wazna jest dieta urozmaicona, w kto-
rej mozna znalez¢é r6zne gatunki ofiar. W przy-
padku przedstawicieli rodziny Lycosidae wyka-
zano na przyklad wzrastajaca $miertelnosé
w warunkach laboratoryjnych, gdy dieta opierata
si¢ tylko na muszkach D. melanogaster, ponie-
waz w ciele tych ofiar brak jest kwasu linolowe-
go 1 linolenowego, ktére s3 niezbedne do pra-
widlowego rozwoju pajakéw (UETZ i in., 1992).
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1.3. Komorkowe reakcje na stres

Chociaz koncepcje¢ stresu mozna rozwazac na
réznych poziomach organizacji biologicznej, to
najbardziej powszechne ujecie tego problemu
dotyczy indywidualnego organizmu. Jak zapre-
zentowano w poprzednich rozdziatach, w litera-
turze przedmiotu opisano behawioralne i fizjolo-
giczne reakcje pajakéw na dziatanie wielu czyn-
nikéw stresogennych, jednak komoérkowe reakcje
na stres u tych drapieznikéw poznano w ograni-
czonym zakresie.

Stresory, w zaleznosci od rodzaju, sily i cza-
su oddzialywania, moga powodowaé okreslone
dysfunkcje na poziomie komoérkowym, ktére
klasyfikuje si¢ w skali trzystopniowej (KORs-
LooT, 2002). Sa to:

— niewielkie uszkodzenia, ktére moga by¢ re-
perowane przez komdrkowy system obrony,
dzigki czemu catkowicie zostaje przywrdco-
na homeostaza komorki;

— uszkodzenia w stopniu Srednim, ktére dzieki
mechanizmom naprawczym czg§ciowo zo-
staja usunigte, komoérka pozostaje zywa, lecz
jej kondycja metaboliczna jest obnizona;

— duzy stopient uszkodzen, czego efektem jest
zahamowanie proceséw metabolicznych i/lub
utrata integralnosci organelli komérkowych,
co prowadzi komérke do Smierci.

Skutki oddziatywania czynnikéw stresowych
najszybciej pojawiaja si¢ na poziomie moleku-
larnym i dotycza zmian w syntezie polipepty-
déw, utleniania i denaturacji struktur biatko-
wych, utleniania lipidéw i nukleotydow (efekt
pierwszorzedowy), uszkodzenia bton, DNA, mi-
krofilamentéw, zaburzeii procesu oddychania
wewnatrzkomdrkowego i produkcji  energii
(efekt drugorzedowy). Konsekwencja tych
zmian jest rozpad struktur komérkowych i zaha-
mowanie procesow metabolicznych (efekt trze-
ciorzedowy).

Uszkodzenia spowodowane dziataniem stre-
sorow Srodowiskowych uruchamiaja reakcje na-
prawcze (np. detoksykacyjne, antyoksydacyjne),
ktére catkowicie lub czgsSciowo przywracaja ho-
meostaze komérkowa. W tym drugim przypadku
komérka pozostaje zywa, lecz jej kondycja me-



taboliczna jest obnizona. W skrajnych przypad-
kach, gdy stopient uszkodzenia jest duzy, komor-
ka ginie, m.in. na drodze apoptozy lub nekrozy
(Korsroor, 2002).

W kolejnych podrozdziatach zostana oméwio-
ne niektére biomarkery, ktére moga by¢ mie-
rzone u zwierzat w celu oceny efektéw od-
dziatywania czynnikéw stresogennych, zaréwno
naturalnych jak i antropogennych, na procesy
metaboliczne zachodzace w komorkach.

1.3.1. Systemy antyoksydacyjne

Stres oksydacyjny oznacza sytuacje, w ktorej
produkcja reaktywnych form tlenu (RFT) prze-
kracza mozliwos¢ ich unieczynniania oraz zdol-
no$¢ naprawy uszkodzonych struktur komdrko-
wych. Ten rodzaj stresu wystgpuje w wielu sytu-
acjach, zwykle w wyniku ekspozycji komorek,
tkanek czy organizméw na dodatkowe Zrddia
RFT badz zwigkszenie tempa ich endogennej
produkcji. W takim ujeciu prooksydacyjny cha-
rakter wykazuja stresory antropogeniczne, na
przyktad metale (Kang, 1997; LaGapic, 1999;
PuLipo, PARRISH, 2003), pestycydy (MASOUD
i in., 2003), policykliczne weglowodory aroma-
tyczne (PAH) (Cruz-RopriGuez, ChHu, 2002),
polichlorowane bifenyle (PCB) (RODRIGUEZ
-ARIZA i in., 2003), oraz stresory naturalne, takie
jak skrajne warunki termiczne (GORMAN 1 in.,
1999) czy brak pokarmu (glodzenie) (PAscuaL
1 in., 2003; MORALES 1 in., 2004).

Wzrost stgzenia reaktywnych form tlenu (np.:
anionorodniki ponadtlenkowe, nadtlenek wodo-
ru, rodniki hydroksylowe, rodniki wodoronad-
tlenkowe, ozon) uszkadza biologiczne makro-
molekuty: kwasy nukleinowe, biatka, lipidy,
a oksydacyjnie zmodyfikowane czasteczki zabu-
rzaja prawidlowe funkcje komorek, co moze do-
prowadzi¢ do ich Smierci (RODRIGUEZ-ARIZA
i in., 2003). W komoérkach powszechnie wyste-
puja jednak elementy systemu obrony antyoksy-
dacyjnej, ktérymi zaréwno w przypadku kre-
gowcow, jak 1 bezkrggowcoéw sa m.in. dysmuta-
za ponadtlenkowa (SOD) i katalaza (CAT), jak
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rowniez glutation (GSH) i enzymy zwiazane
z metabolizmem tego tripeptydu (peroksydazy
glutationowe — selenozalezna, GPOX i nieza-
lezna od selenu GSTPx; S-transferaza glutatio-
nowa, GST) (AHMAD i in., 1989; AumMAD, 1995;
O’BrieN, TEw, 1996; VAN BLADEREN, 2000;
FERNANDEZ-CHECA, 2003).

Stosunkowo niewiele informacji na temat an-
tyoksydacyjnych reakcji obronnych zgromadzo-
no dla pajakéw, szczegdlnie w odniesieniu do
kontrolowanego dziatania czynnikéw stresogen-
nych o réznym charakterze. Wigkszos¢ infor-
macji pochodzi z badai prowadzonych na osob-
nikach odtowionych bezposrednio z terenu. Wy-
nika z nich, ze w warunkach Srodowiska
zanieczyszczonego metalami reakcje antyoksy-
dacyjne tych drapieznikéw, podobnie jak i inne
enzymatyczne reakcje detoksykacyjne, sg gatun-
kowo specyficzne (WiLczek, 2005; WILCZEK
i in., 2003; 2004; 2007). Pajaki tunelowe A. la-
byrinthica (Agelenidae) z terenéw silnie zanie-
czyszczonych cynkiem i otowiem (rejon olkuski)
charakteryzowat wysoki poziom GPOX i GSTPx
oraz wysokie stezenie glutationu w tkankach.
W tych samych warunkach pajaki niebu-
dujace sieci P. lugubris (Lycosidae) cechowato
nizsze stgzenie GSH i nizsza aktywno$¢ GPOX
i GSTPx niz notowane u pajakéw sieciowych
(WILCZEK 1 in., 2004). Takze z badaii na innym
przedstawicielu rodziny Lycosidae, P. palustris,
wynika, ze wysokie st¢zenia Zn, Pb i Cd w ciele
osobnikéw tego gatunku korelowaly z wysoka
aktywnoscia CAT. Z kolei osnuwik L. triangula-
ris (Linyphiidae) cechowat si¢ nasileniem reak-
cji antyoksydacyjnych zwiazanych z aktywno-
Scia SOD i1 CAT, przy niskiej kumulacji metali
(WiLczek, MiGuLa, 1996). W warunkach silnego
zanieczyszczenia u przedstawicieli wymienio-
nych rodzin pajakéw notowano nasilanie proce-
sOow enzymatycznej biotransformacji ksenobioty-
kéw (MARCZYK 1 in., 1993; VIARENGO, 1989,
WILCZEK, MIGULA, 1995; WILCZEK i1 in., 1997).
Dla pajakéw aktywnie polujacych (P. palustris)
znamienna byfa zaréwno aktywizacja proceséw
hydrolizy, katalizowanych przez karboksyloeste-
razy (CarE), jak i reakcje sprzggania angazu-
jace GST, gdy tymczasem u pajakéw sieciowych
L. triangularis byto to gléwnie nasilenie reakcji
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katalizowanych przez S-transferazy glutationo-
we (WILczEk, MIGULA, 1996; WILCZEK, 1996;
WiLczek i in., 2003). Dotychczasowe badania
wskazuja ponadto, ze reakcja na stres spowo-
dowana zyciem w Srodowisku chronicznie ska-
zonym metalami cigzkimi rézni samice od sam-
coOw. Waznym elementem obrony przed wy-
sokim stezeniem metali ciezkich 1 ich
prooksydacyjnymi konsekwencjami jest u sam-
coOw glutation (GSH), podczas gdy w enzyma-
tycznej obronie antyoksydacyjnej uczestniczy
katalaza (CAT). Z kolei reakcje antyoksydacyj-
ne samic réznych gatunkéw opieraja si¢ zarOw-
no na zwigkszonej aktywnosci peroksydaz glu-
tationowych, jak i katalazy, chociaz poziom
tych enzymoéw jest gatunkowo zréznicowany
(WILCzEK i in., 2007). Nie jest wykluczone, ze
samice w warunkach wzmiankowanego wczes-
niej wigkszego narazenia na zanieczyszczenia
dla zabezpieczenia materialu genetycznego
i swoich mozliwosci reprodukcyjnych sa w sta-
nie wykorzystywaé réznorodne mechanizmy de-
toksykacyjne, nawet kosztowne energetycznie.

1.3.2. Apoptoza i nekroza
jako biomarkery stresu

W warunkach fizjologicznych mechanizm
apoptozy odpowiada za zachowanie wlasciwej
réwnowagi migdzy intensywnos$cia proliferacji
a tempem usuwania uszkodzonych lub zbgdnych
komorek (ZAKERI, LocksHIN, 2002). Zaburzenia
przebiegu tego procesu wymuszone na przyktad
stresorami  Srodowiskowymi moga zmniejszadé
kondycje fizjologiczna danego narzadu i w osta-
tecznosci calego organizmu. Apoptoze uwaza
si¢ obecnie za wrazliwy i wczesny wskaZnik
chronicznie dziatajacego stresu (PIECHOTTA i in.,
1999; Swekr i in., 1999). Do programowane;j
Smierci dochodzi, gdy komoérka po zadziataniu
okreslonych endo- lub egzogennych bodZcow
uruchamia mechanizmy prowadzace do jej sa-
mounicestwienia. Proces ten moga stymulowaé
réznorodne czynniki, na przyktad promieniowa-
nie (SINGH, 2000), temperatura (GORMAN 1 in.,

20

1999), substancje chemiczne (RUDOLF, CERVIN-
KA, 2006) czy niedob6r substratow do proceséw
metabolicznych (KIESSLICH i in., 2005). Komér-
ka wchodzaca na droge apoptozy podlega okre-
Slonym zmianom morfologicznym i biochemicz-
nym. Mechanizmy dotyczace tego zagadnienia
szeroko omoéwiono w wielu przegladowych
opracowaniach gtéwnie dotyczacych krggow-
cow (np. Kryszesko-Steranowicz, 2002; BOHM,
ScHiLD, 2003). W przypadku zwierzat bezkrego-
wych poznano je w mniejszym stopniu. Mimo
ze ciagle odkrywa si¢ nowe fakty ttumaczace
mechanizmy obserwowanych zjawisk, to naj-
wiecej danych zgromadzono dla muszki owoco-
wej D. melanogaster 1 nicienia Caenorhabditis
elegans (SESHAGIRI, MILLER, 1997; LEE, BAEH-
RECKE, 2000).

Szczegblnie malo jest informacji na temat
mechanizméw apoptozy u pajakéw. Odsetek ko-
morek apoptotycznych rejestrowany technika cy-
tometrii przeplywowej w gruczotach jelita srod-
kowego dorostych samic pogoncowatych P. lu-
gubris i lejkowcow A. labyrinthica (WILCZEK,
2005) wskazuje, ze byl on blisko dziesigciokrot-
nie nizszy w poréwnaniu z wartosciami, ktore
metodami histologicznymi stwierdzono w watro-
botrzustce Slimaka winniczka Helix pomatia
(1,1%) (CHABICOVSKY i in., 2004), ale ponad
10-krotnie wyzszy od poziomu, ktéry wykazano
w watrobie myszy (0,01%) (CHABICOVSKY i in.,
2003). Wskazuje to, ze stopieit zmian apopto-
tycznych, ktéry nieindukowany dodatkowymi
czynnikami, jest specyficzny gatunkowo i moze
zaleze¢ od ogdlnej aktywnosci metabolicznej
danego narzadu. W badaniach dotyczacych ge-
netycznej kontroli programowanej $mierci ko-
moérkowej tylko w przypadku jednego gatunku
pajaka, Araneus ventricosus, opisano klonowa-
nie i filogenezg¢ cDNA kodujacego homolog
DADI1 (defender against apoptotic cell death I).
Biatko to hamowalo apoptoze w odpowiedzi na
temperatury niska i wysoka, na ktére ekspono-
wano osobniki wymienionego gatunku (LEE
iin., 2003). Podobng role DAD1 wykazano u in-
nych gatunkéw zwierzat na przyktad w komor-
kach linii tsBN7 chomika, nicienia C. elegans
czy w komorkach ludzkich, a w przypadku ro-
Slin u rzodkiewnika pospolitego Arabidopsis



thaliana (NAKASHIMA 1 in., 1993; SuGIMOTO 1 in.,
1995; GaLLois i in., 1997). Sugerowana sekwen-
cja aminokwasoéw budujacych biatko DADI1
w przypadku Araneus ventricosus byta w 75,4%
i 74,6% homologiczna z podobnym biatkiem
opisanym odpowiednio u muszki D. melanoga-
ster 1 zaby szponiastej Xenopus laevis oraz
w 73,1% homologiczna z biatkiem znalezionym
u ssakéw: Homo sapiens, Sus scrofa, Mesocri-
cetus auratus, Rattus norvegicus i Mus muscu-
lus (LEE i in., 2003).

Potencjalnymi stymulatorami $mierci komor-
kowej moga by¢ m.in. czynniki zwigkszajace ry-
zyko generowania reaktywnych form tlenu
(RFT) (Mizutant 1 in., 2002; PuLiDO, PARRISH,
2003; SREEDHAR, CSERMELY, 2004). W zaleznosci
od stezenia RFT w komoérce podejmowana jest
decyzja o rodzaju $mierci na drodze apoptozy
lub nekrozy (RAFFRAY, COHEN, 1997). Apoptoza
zachodzi zwykle w nastgpstwie stresu oksyda-
cyjnego o mniejszym nasileniu, w odrdéznieniu
od nekrozy, ktéra stymuluje silny stres oksyda-
cyjny (COURTIN i in., 2002; PROSKURYAKOV 1 in.,
2003). Podstawowym czynnikiem determi-
nujacym rodzaj Smierci komérkowej w odpowie-
dzi na stres oksydacyjny jest poziom wewnatrz-
komoérkowego stezenia ATP, wykorzystywanego
we wszystkich szlakach aktywacji kaspaz, enzy-
méw proteolitycznych kontrolujacych apoptoze
(RICHTER 1 in., 1996). Sugeruje si¢, Ze niskie ste-
zenia reaktywnych form tlenu, przejsciowo
zmniejszajace stgzenie ATP, prowadza komorki
do $mierci na drodze apoptozy, gdy tymczasem
wysokie st¢zenia nadtlenku wodoru, trwale ob-
nizajac zasoby wewnatrzkomoérkowego ATP, sa
przyczyna S$mierci nekrotycznej (GARDNER 1 in.,
1997; LEisT i in., 1997). Jak wynika z badai
LeisT i in. (1999), utrzymanie stgzenia ATP
w komorkach na poziomie przekraczajacym 50%
wartosci wyjSciowych jest wystarczajace, aby
spowodowaé przekierowanie komoérki ze szlaku
Smierci nekrotycznej w kierunku $§mierci apopto-
tycznej. Uwaza si¢ takze, ze przejscie w kierun-
ku przeciwnym, tzn. od apoptozy do Smierci ne-
krotycznej moze wynika¢ z obnizenia si¢ stgze-
nia ATP w wyniku aktywacji poli(ADP-rybozy)
polimerazy (PARP), ktéra podczas apoptozy jest
substratem kaspazy-3 1 kaspazy-7 (HERCEG,

WANG, 2001). Smieré komérki na drodze apop-
tozy moze si¢ zmienia¢ w forme¢ $mierci nekro-
tycznej takze w wyniku bezposredniego
hamowania aktywnosci kaspaz. Rdwniez
i w tym mechanizmie zwrécono uwage na ha-
mujacg rol¢ wzrastajacego stezenia H,O,, ktéry
utleniat grupy tiolowe aminokwaséw w centrum
aktywnym wymienionych enzymoéw (SAMALI
i in., 1999; CHANDRA i in., 2000), co opdZniato
lub catkowicie uniemozliwialo zajscie wymie-
nionego procesu (HamPTON, ORRENIUS, 1997;
HampTON 1 in., 2002; Pruski, Dixon, 2002).

Dotychczasowe badania wskazuja na strate-
giczng role mitochondriéow w inicjacji Smierci
komoérkowej (BoruTAITE, BROWN, 2003; FERNAN-
DEZ-CHECA, 2003; KROEMER, 2003; ORRENIUS,
2004). W duzym uproszczeniu, we wczesnych
etapach tego procesu dochodzi do otwierania
poréw mitochondrialnych, tzw. megakanatéw,
w wyniku zmniejszenia si¢ stosunku ATP/ADP
i/lub obnizenia poziomu NAD(P)H i zredukowa-
nego glutationu, obnizenia si¢ potencjatu
transbtonowego mitochondrium (4¥,,) oraz mo-
dyfikacji sktadu macierzy mitochondrialnej,
w tym wzrostu w niej stezenia Ca** (DESAGHER,
MarTINOU, 2000; PARONE 1 in., 2002; LECEOUR
i in., 2004). W kolejnych etapach nastgpuje
uwolnienie mig¢dzybtonowych protein, na przy-
ktad cytochromu ¢, rozpoczynajacych ostateczna
faz¢ apoptotycznej kaskady (Gupta, 2001; PAroO-
NE i in., 2002). Uwolnienie cytochromu c akty-
wuje biatko Apaf-1 (cytozolowe biatko adapto-
rowe) do utworzenia oligomerycznego kom-
pleksu — apoptosomu, ktéry aktywuje
kaspaze-9, prowadzac do aktywacji kaskady ka-
spaz i/lub dokonuje proteolizy biatek komoérko-
wych (SREEDHAR, CSERMELY, 2004). W przypad-
ku nicienia C. elegans homologiem Apaf-1 jest
biatko Ced-4, ktére nie zawiera sekwencji inhi-
bitorowych i do aktywacji nie wymaga cyto-
chromu ¢ (Bossy-WETZEL, GREEN, 1999), pod-
czas gdy u owadéw cytochrom c¢ petni funkcje
podobna do funkcji u ssakéw, chociaz nie jest
uwalniany do cytoplazmy i ulega zmianom kon-
formacyjnym w mitochondrium (RODRIGUEZ
iin., 1999).

Wsréd dominujacych czynnikéw uruchamia-
jacych mitochondrialny szlak $Smierci wymienia
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si¢ reaktywne formy tlenu. Proapoptotyczny me-
chanizm dziatania, na przyktad H,O,, prawdopo-
dobnie opiera si¢ na blokowaniu przeptywu elek-
tronéw na poziomie reduktazy NADH-Q (kom-
pleks NADH-dehydrogenaza; kompleks 1)
w mitochondrialnym tadcuchu oddechowym, co
w ostatecznosci prowadzi do formowania anio-
norodnikéw ponadtlenkowych, ktére spontanicz-
nie lub w obecnosci SOD zwigkszaja pule H,O,
(VIDEIRA 1 in., 2001; MizuTanI 1 in., 2002;
TADA-OIKAWA i in., 2003). Powstajacy nadtlenek
wodoru jest w stanie otwiera¢ megakanaly i in-
dukowac¢ zmiany 4¥,,, uruchamiajac kolejne eta-
py apoptozy. Spadek AY,, ponizej wartosci po-
tencjatu bramkujacego kanaty moze by¢ pierw-
szym sygnalem wejScia na droge S$mierci
programowanej (ZAMzaMI i in., 1995). Wedtug
niektérych badaczy, spadek potencjatu btonowe-
go mitochondriéw pojawia si¢ dopiero po ekspo-
zycji fosfatydyloseryny na powierzchni zew-
n¢trznej btony komérkowej komodrek (CASTEDO
iin., 1995; DENECKER i in., 2001). Zmiany 4¥,,
nastgpuja prawie réwnoczes$nie we wszystkich
mitochondriach danej komérki (Zamzami i in.,
1995; MARzo i in., 1998), poniewaz sygnaly
(Ca*, cytochrom c, kaspazy) powstajace w poje-
dynczym mitochondrium moga si¢ przenosi¢ na
inne mitochondria. Dtugotrwate utrzymywanie
si¢ niskiego potencjalu mitochondrialnego jest
wskaZznikiem wchodzenia komérek w proces
apoptozy. Jesli depolaryzacja dotyczy pojedyn-
czych mitochondriéw, to sa one rozpoznawane
jako nieprawidlowe i podlegaja zjawisku auto-
fagii. Spadek potencjalu mitochondrialnego
w wigkszej liczbie tych organelli doprowadza
zwykle do uwolnienia cytochromu ¢ i AIF
(czynnik indukcji apoptozy), a przy odpowied-
nim stezeniu ATP takze do aktywacji kaspaz.
Gwaltowne zalamanie si¢ wartosci potencjatu
btonowego w wigkszosci mitochondriéw komor-
ki, wyczerpywanie si¢ ATP, prowadzi do nekro-
zy. Udokumentowano, ze w przypadku, gdy po-
nad 90% mitochondriéw komoérki ma wysoki
AY¥,, taka komorka cechuje si¢ znaczng wy-
dolnoscia energetyczng (LECOEUR i in., 2004).
Dlatego tez pomiar zmian potencjalow mito-
chondrialnych (4%,,) jest uwazany za dobry wy-
znacznik kondycji energetycznej i fizjologicznej
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zarbwno pojedynczych komorek, tkanek, jak
i catych narzadéw (Tiano i in., 2001; SALEH i in.,
2003), moze tez by¢ wykorzystywany w bada-
niach ekotoksykologicznych jako efektywny bio-
marker wczesnych, subkomdrkowych skutkéw
oddziatywania substancji chemicznych. Wykaza-
no na przyktad, ze rejestracja zmian potencjatu
mitochondrialnego po zastosowaniu niskich da-
wek zwiazkéw fosforoorganicznych pozwala
wychwycié¢ zaburzenia funkcji mitochondriow
pomimo braku wyraznego hamowania AChE
(VIDEIRA 1 in., 2001). W obecnie stosowanych
metodach do pomiaru 4%, wyzyskuje si¢ lipofi-
lowe, kationowe barwniki fluorescencyjne, ktére
maja wilasciwos¢ gromadzenia si¢ w macierzy
mitochondrialnej. Do najczesciej stosowanych
naleza takie, jak: rodamina 123 (MEDINA i in.,
2002), jodek 3,3’-diheksylooksokarbocyjanku
(DiOC613) (ROTTENBERG, WU, 1998) czy 5.5,
6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3 tetraectylobenzoimidazo-
lokarbocyjanek (JC-1) (SaLvioLl i in., 1997).
Wigkszo$¢ typowych dla apoptozy zjawisk
jest konsekwencja aktywacji kaspaz — proteaz
cysteinowych, stad tendencja do identyfikowania
apoptozy kaspazozaleznej z tymi enzymami.
Obecnos¢ kaspaz potwierdzono zaréwno u kreg-
gowcéw (RAFFRAY, COHEN, 1997; HAMPTON i in.,
2002), jak i u organizméw bezkregowych (CIKA-
LA 1 in., 1999; DAIsH i in., 2004). Jednak wyka-
zano takze mozliwo$¢ Smierci apoptotycznej na
drodze niezaleznej od tych enzyméw (LEIST,
JAATTELA, 2001; LocksHIN, ZAKERI, 2002; KURA-
NAGO, MIURA, 2007). Ekspresja kaspaz nastgpuje
w formie nieaktywnych proenzymoéw, ktére sa
proteolitycznie przeksztatcane, tworzac aktywne
tetrametry (STENNICKE, SALVESEN, 2000). W ka-
talizie ataku proteolitycznego na okreslone sub-
straty, kaspazy wykorzystuja cysteing centrum
aktywnego oraz dokonuja ich cigcia zawsze po
reszcie kwasu asparaginowego. Wykazano, ze
cysteina centrum aktywnego jest szczegdlnie
podatna na utlenianie lub alkilacje grupy tiolo-
wej (NOBEL i in., 1997). Interesujace jest, ze ko-
morki nie majace kaspaz gina gtéwnie na drodze
nekrozy, w odréznieniu od komoérek, w ktérych
ekspresja wymienionych enzyméw kieruje ko-
morke na szlak apoptozy (KOLENKO i in., 1999).
Potwierdzaja to m.in. rezultaty badan uzyskane



na myszach, u ktérych brak kaspazy-3 i kaspa-
zy-9 kierowat komérki w kierunku $mierci ne-
krotycznej (OPPENHEM i in., 2001). W pracach
podkresla si¢ wrazliwo$¢ wymienionych enzy-
moéw na reaktywne formy tlenu, gtéwnie nadtle-
nek wodoru, dla ktérego wykazano inhibicyjna
role w odniesieniu na przyktad do kaspazy-3
(HampTON, ORRENIUS, 1997; BORUTAITE, BROWN,
2001; HAMPTON 1 in., 2002).

Waznym, komérkowym antyoksydantem, kto-
ry pozwala utrzyma¢ wymienione enzymy w ich
aktywnej formie, jest glutation (HAMPTON, ORRE-
NIus, 1997). Obnizenie stezenia tego tripeptydu
moze oslabia¢ obronne mechanizmy antyoksy-
dacyjne komorki i kierowad je na szlaki Smierci
nekrotycznej (JACOBSON, 1996; VAN DEN DOBBEL-
STEEN 1 in., 1996).

Zgodnie z powszechnie panujaca opinia, ne-
kroza jest skutkiem pasywnej degeneracji i prze-
jawem patologii, dlatego uwaza si¢, ze nie sta-
nowi zadnego mechanizmu adaptacyjnego. Nie-
ktérzy badacze sa jednak zdania, ze w pewnych
przypadkach potrzebna jest silna reakcja zapal-
na, na przyktad gdy konieczna jest mobilizacja
uktadu immunologicznego. W takiej sytuacji
uruchomienie szlaku nekrozy jest zjawiskiem
pozytywnym, a nawet pozadanym (PROSKURYA-
Kov 1 in., 2003). Smieré¢ komérek na drodze ne-
krozy, w odréznieniu od apoptozy, stanowi pro-
ces przypadkowy i bierny. Proces ten obejmuje
cate zespoty komoérek. Zachodzi pod wptywem
r6znorodnych czynnikéw fizycznych, chemicz-
nych i biologicznych, ktére w bardzo krétkim
czasie doprowadzaja do ciaggu zmian morfolo-
gicznych, utraty kontroli ci$nienia osmotycznego
i pecznienia komérek (RAFFrAY, COHEN, 1997,
Proskuryakov i in., 2003). Naptywajace do
wnetrza komérki jony Ca®* aktywuja nukleazy,
dokonujace niespecyficznej degradacji DNA
w przypadkowych miejscach chromatyny (SuN
i in., 1994). W pézniejszych etapach nekrozy
jest obserwowane pecznienie mitochondriéw,
utrata ciagtosci bton plazmatycznych oraz wy-
ciek zawartos$ci komorek, tacznie ze sktadnika-
mi lizosoméw, do przestrzeni pozakomodrkowe;j
(RAFFRAY, COHEN, 1997). Produkty rozpadu wy-
zwalaja odpowiedZ komoérek systemu immunolo-
gicznego, ktérych masowa migracja prowadzi do

wystapienia ostrej reakcji zapalnej i czgsto
uszkadza przylegle tkanki. Uruchomienie Sciez-
ki nekrozy moze wynika¢ z obecnosci endo- lub
egzogennych inhibitoréw kaspaz czy braku eks-
presji tych biatek. Stymulacje nekrozy przez za-
hamowanie aktywnosci kaspaz wywotywano,
stosujac na przyktad promieniowanie czy okre-
Slone substancje chemiczne (HIRSCH i in., 1997;
SANE, BERTRAND, 1999; COELHO i in., 2000). Po-
dobny efekt uzyskiwano w wyniku zastosowa-
nia NO, ktéry hamowal kaspaze-7 i kaspaze-3,
przekierowujac komorki ze Sciezki Smierci apo-
ptotycznej na Sciezke nekrotyczna, pomimo za-
awansowanych etapéw tej pierwszej (LEIST i in.,
1999). Obecnie mato wiadomo na temat, w jaki
spos6b kaspazy inicjuja nekrozeg, wydaje si¢
jednak, ze ich rola polega na przekazywaniu
sygnatléw innym proteazom uczestniczacym
w tym procesie (PROSKURYAKOV i in., 2003).
Podsumowujac, o podjeciu decyzji na temat
sposobu $mierci komoérki na drodze apoptozy
czy nekrozy moze decydowal poziom stresu
oksydacyjnego. Indukcja apoptozy nastepuje,
gdy komorki sa w stanie utrzymaé swe
wiasciwosci redukcyjne wzgledem reaktywnych
form tlenu, nekroza zas zachodzi wéwczas, gdy
ta homeostaza zostaje zaburzona na przyktad
w wyniku nadmiernego stresu lub uszkodzenia
komoérkowych  systeméw  antyoksydacyjnych
(PrROSKURYAKOV i in., 2003). Wzajemne relacje
miedzy elementami obrony antyoksydacyjnej
a konsekwencjami stresu ocenianego ilosciowy-
mi zmianami komorek apoptotycznych i/lub ne-
krotycznych moga stanowi¢ Zrédto informacji
o kondycji metabolicznej narzadu, pozwalajac
przewidywac losy budujacych go komoérek.

1.3.3. Biatka szoku cieplnego (Hsp)
oraz metalotioneiny (Mt)
jako czynniki antyoksydacyjne
1 antyapoptotyczne

Szeroko rozumiane biatka stresu, w tym
biatka szoku termicznego (Hsp) (PARCELLIER
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1 in., 2003) i metalotioneiny (Mt) (SaTO, BREM-
NER, 1993; BERNTSSEN 1 in., 2001; PARK i in.,
2001) moga spetnia¢ funkcje antyoksydacyjna,
co wykazano w wielu grupach zwierzat. Induk-
cja wymienionych biatek w warunkach dziatania
okreslonych czynnikéw stresogennych zostata
udokumentowana u zwierzat zarOwno w bada-
niach laboratoryjnych (BERNTSSEN i in., 2001;
PARk i in., 2001; CHABICOVSKY i in., 2004), jak
i terenowych (KOHLER i in., 1999 a; 1999 b; Car-
PENTER, HOFMANN, 2000; HAMER i in., 2004).

1.3.3.1. Biatka szoku cieplnego (Hsp)

Wysoce konserwatywne biatka szoku ter-
micznego Hsp w warunkach fizjologicznych
funkcjonuja jako ATP-zalezne czasteczkowe
chaperony, wspomagajac faldowanie nowo zsyn-
tezowanych polipeptydéw, sktadanie komplek-
sow multiproteinowych i transport biatek w po-
przek bton biologicznych (VAYSSIER, POLLA,
1998; PARCELLIER i in., 2003) oraz uczestniczac
w procesach proliferacji komérek (HELMBRECHT
i in., 2000). Badania prowadzone w warunkach
in vitro 1 in vivo wskazuja na zwigkszona pro-
dukcje biatek Hsp jako wyraz ochrony przed
zniszczeniem komdrek wywotanym dzialaniem
czynnikdw stresogennych. W odpowiedzi na
stres mozliwa jest indukcja pieciu duzych klas
biatek Hsp: 27, 60, 70, 90, 104, a regulacja tego
procesu odbywa si¢ na poziomie transkrypcyj-
nym przez czynniki szoku termicznego (HSF)
(SREEDHAR, CSERMELY, 2004). Cytoprotekcyjna
funkcja Hsp jest zwiazana z ochrong biatek
przed denaturacja, reperacja uszkodzen czy de-
gradacja nieprawidlowo zsyntezowanych poli-
peptydéw (WELCH, 1992).

Niektérzy badacze proponuja, aby biatka
Hsp70 uznaé za biomarkery szeroko rozumiane-
go stresu, w tym wywolanego toksycznym od-
dzialywaniem zwiazkéw chemicznych. Wzrost
ekspresji Hsp70 wykazano m.in. w odpowiedzi
na dzialanie metali (Cd, Pb, Zn), na przyktad
u Onsicus asselus (Isopoda) (ECKWERT i in.,
1994; 1997), Deroceras reticulatum (Mollusca)

24

(KOHLER 1 in., 1996), Orchesella bifasciata 1 To-
mocerus flavescens (Collembola) (KOHLER i in.,
1999 a) czy FEisenia fetida (Lumbricidae)
(REINECKE, REINECKE, 2003). Podobne -efekty
wywotywaly zwiazki organiczne, na przyktad
pestycydy fosforoorganiczne (chloropyrifos)
u D. melanogaster (Diptera) (NAZIR i in., 2001),
benzo a-piren czy polichlorowane bifenyle
u Onsicus asselus (Isopoda) (KOHLER i in.,
1999b) i u Julus scandinavius (Diplopoda)
(ZANGER, KOHLER, 1996). Stymulacj¢ syntezy
biatek szoku termicznego rejestrowano zaréwno
u bezkregowcdéw, jak i kregowcéw eksponowa-
nych na podwyzszong temperature, na przyktad
u dzdzownicy Eisenia fetida (SANDERS 1 in.,
1994) oraz tososia Salmo salmar (SMITH 1 in.,
1999). Gtodzenie nie wywieralo natomiast wy-
raznego stymulujacego efeku na synteze wymie-
nionych bialek, na przyktad u krocionogéw Ju-
lus scandinavius (ZANGER, KOHLER, 1996), roz-
toczy Tetranychus urticae (SHIM i in., 2006),
czy myszy (DHAHBI i in., 1997).

Takze badania prowadzone na pajakach po-
twierdzaja indukcje biatek szoku termicznego
w odpowiedzi na naturalne i chemiczne czynni-
ki stresowe. Liczba komérek Hsp70 pozytyw-
nych w gruczotach jelita Srodkowego pajakéw
A. labyrinthica i P. lugubris, wobec ktérych za-
stosowano stres laczony (wysoka temperatura
i dimetoat), wzrosta prawie 9-krotnie w poréw-
naniu z warto$ciami kontrolnymi. Skutki od-
dzielnego zastosowania stresoréw byty podobne
u obu gatunkdéw, lecz zakres zmian okazal si¢
wigkszy u pajakéw sieciowych. W przypadku
A. labyrinthica byt to Srednio 5-krotny wzrost
liczby komérek Hsp70 pozytywnych w odpo-
wiedzi na szok termiczny i blisko 10-krotny
wzrost po zastosowaniu pestycydu. Stabsza od-
powiedZ cechowata reprezentanta pajakéw nie-
budujacych sieci (P. lugubris), u ktérego wysoka
temperatura powodowata dwukrotny wzrost licz-
by komérek Hsp70 pozytywnych, zwiazek che-
miczny za§ wywotywal wzrost blisko 4-krotny
(WiLczek, 2005).

W warunkach stresu indukcja biatek Hsp70
jest szybka i odbywa si¢ w przeciagu kilku mi-
nut, co udokumentowano m.in. u D. melanoga-
ster (LINDQUIST, 1986). Z kolei z badan SMITHA



i in. (1999) wynika, Ze u fososia S. salmar po-
ziom Hsp70 osiaggal maksimum po 2 godz. od
zadzialania szoku termicznego. Natomiast
u matzy Dreissena polymorpha eksponowanych
na Cu taki stan osiggany byl po 24 godz. i miat
tendencje do utrzymywania si¢ (CLAYTON i in.,
2000; KAROUNA-RENIER, ZEHR, 2003). Jak wska-
zuja badania prowadzone na D. melanogaster,
stres zmienia komoérkowa lokalizacje biatek
Hsp70, ktérych wyzsze stgzenie notowano
gtéwnie w jadrze komdrkowym i w jaderku, na-
tomiast po zaprzestaniu dziatania czynnikéw
stresogennych w cytoplazmie, gdzie biatka te
uczestniczyly w procesach naprawczych (LIND-
GUIST, CRrAIG, 1988). Niektorzy autorzy uwazaja,
7e najwazniejsza funkcja biatek Hsp70 podczas
stresu jest utrzymanie integralnosci rybosoméw
(HARTL, 1996).

Cytoprotekcja indukowana przez Hsp70 moze
by¢ wiasciwoscia zwigzang z hamowaniem apo-
ptozy (SAMALI, ORRENIUS, 1998). Udokumento-
wano bowiem liczne powiazania miedzy induk-
cja syntezy biatek szoku termicznego a oporno-
Scig komorek na ten rodzaj Smierci. Wykazano,
ze Hsp70 moga hamowaé apoptoze wywotang
réznorodnymi czynnikami stymulujacymi, na
przyktad szokiem termicznym, stresem oksyda-
cyjnym, niedotlenieniem czy promieniowaniem
UV (JAATTELA, 1999). Mechanizm protekcyjny
wymienionych biatek w odniesieniu do proce-
sow $mierci komérkowej nie zostat dobrze po-
znany. W przypadku apoptozy wydaje sig, ze
polega on gltéwnie na usuwaniu niepozadanych
i zdenaturowanych bialek oraz hamowaniu po-
wstawania reaktywnych form tlenu bedacych in-
duktorami tego procesu (SAMALI, ORRENIUS,
1998; CARPENTER, HOFMANN, 2000). Potwierdzo-
no udziat Hsp70 w przeciwdziataniu aktywacji
kaspaz, jak réwniez w hamowaniu efektéow wy-
nikajacych z dziatania juz aktywnych kaspaz
(PARCELLIER 1 in., 2003). Odbywa si¢ to prawdo-
podobnie na drodze bezposredniego oddziatywa-
nia Hsp70 z Apaf-1, co przeciwdziata werbowa-
niu prokaspazy-9 do apoptosomu (BEERE,
GRrEegN, 2001). Hsp70 hamuja ponadto uwalnia-
nie cytochromu ¢ z mitochondriéw i przeciw-
dziataja zmianom jadrowym, towarzyszacym
apoptozie (CREAGH i in., 2000; PARCELLIER i in.,

4 Komérkowe...

2003). Wazna funkcja tych biatek jest uczestnic-
two w utrzymywaniu stezenia ATP na wtasci-
wym poziomie, lecz odbywa si¢ to nie na
drodze ochrony samego ATP (RADFORD i in.,
1996), lecz stabilizacji komplekséw mitochon-
drialnych, co umozliwia syntezg tego zwigzku
(LN i in., 2001).

Jak wskazuja inne badania, Hsp70 moga réw-
niez dziata¢ ochronnie przeciw nekrozie wy-
wolanej szokiem termicznym, stresem oksyda-
cyjnym czy niedokrwieniem (ANGELIDIS i in.,
1991; PLUMIER i in., 1995). Funkcja antynekro-
tyczna Hsp70 prawdopodobnie wiaze si¢ z ha-
mowaniem kinaz JNK i p38, co opisano w wy-
branych narzadach ssakéw w warunkach ich nie-
dokrwienia (MaA i in., 1999). Biatka Hsp70
powstajace w komorkach nekrotycznych przy-
puszczalnie sa waznym sygnatem dla systemu
immunologicznego (MELCHER i in., 1999). Obec-
nie przypisuje si¢ im role immunostymulatora
i markera nekrozy (SRIvAsTAvVA, 2002).

Pomimo niewatpliwej funkcji ochronnej,
biatka Hsp70 w pewnych warunkach moga prze-
jawiaé negatywne dzialanie na organizm. W ba-
daniach na ssakach wykazano ich znaczacg rolg
w stymulowaniu reakcji autoimmunologicznych.
Jako przyktad niech postuza badania nad pato-
geneza bielactwa, ktére wskazuja, ze podczas
nadmiernego stresu bialka te dostajac si¢ do
przestrzeni migdzykomérkowej, gdy zostang
przechwycone przez komoérki dendrytyczne,
wywoluja odpowiedZ immunologiczng przeciw-
ko sobie. Wykazano ponadto, Ze opisywane
biatka moga zwieksza¢ ekspresje czasteczek ad-
hezyjnych ICAM-1 przez melanocyty (Bossy,
MaNGa, 2004). Nadmierna aktywnos¢ biatek
szoku termicznego jest prawdopodobnie przy-
czyna klinicznych objawéw towarzyszacych mu-
kowiscydozie. Okazuje sig, ze mutacja genu ko-
dujacego biatko CFTR, bedace kanalem jono-
wym komérek nabtonka, nie zmienia w sposéb
drastyczny transportu jonéw przez btong komor-
kowa. Usuwanie uszkodzonego biatka CFTR
przez biatka opiekuricze moze pogarszaé stan
kliniczny pacjentéw cierpiacych na t¢ chorobe
(WICKNER i in., 1999; ELLGARD i in., 1999). Nie
bez znaczenia jest rowniez fakt, ze Hsp70 jako
negatywne regulatory apoptozy moga warunko-
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waé oporno$¢ komérek nowotworowych na ten
proces. Wykazano, ze komérki poddane streso-
wi termicznemu, pod wplywem ktérego docho-
dzito do indukcji biatek Hsp70, byly oporne na
apoptoze¢ indukowana lekami cytostatycznymi
czy promieniowaniem UVC (SAMALI, COTTER,
1996; BEERE, GREEN, 2001; BIELAK-ZMIJEWSKA,
2003).

1.3.3.2. Metalotioneiny (Mt)

Stres moze takze skutkowal wzmozeniem
syntezy metalotionein (Mt) w komoérkach. Me-
talotioneiny to cytosolowe, niskoczasteczkowe
(6—7 kD), bogate w cysteing (30%) biatka
(DaBRIO 1 in., 2002), ktérych obecnos¢ potwier-
dzono zaréwno u kregowcéw (YURKOW, DE
CosTE, 1999; Vasak, HasLER, 2000), bezkre-
gowcOw (HENSBERGEN i in., 2000; CHABICOVSKY
i in., 2003; MORGAN i in., 2004), jak i u roslin
(ErnsT, 1998). Metalotioneiny uczestnicza w ho-
meostazie metali biogennych, na przyklad Zn
1 Cu (MATSUBARA 1 in., 1986; MASTERS 1 in.,
1994; Suzuxi i in., 2002) oraz w eliminacji me-
tali biologicznie zbednych, na przyktad Cd i Hg
(BERGER i in., 1995; HENSBERGEN 1 in., 2000).

W przypadku krggowcéw udokumentowano
funkcje ochronna Mt takze wobec réznych czyn-
nikéw powodujacych stres oksydacyjny, jak: pro-
mieniowanie jonizujace (MATSUBARA 1 in., 1987;
Kact, 1991), hiperoksja (HART i in., 1990) czy
okreslone zwiazki chemiczne, na przyktad endo-
toksyny czy saponiny (ISzarD i in., 1995). In-
dukcja metalotionein nastgpowala u tych
zwierzat przede wszystkim w sytuacji wzra-
stajacego stezenia rodnikéw hydroksylowych,
anionorodnikéw ponadtlenkowych oraz rodni-
kéw organicznych (SATo, BREMNER, 1993). Za
antyoksydacyjna funkcje Mt odpowiada prawdo-
podobnie metionina, ktérej przypisuje si¢ funk-
cje zmiatacza wolnych rodnikéw tlenowych
(THORNALLEY, VAsAK, 1985; NORDBERG, 1998).
W badaniach prowadzonych w warunkach in vi-
tro wykazano, ze poziom metalotionein w ko-
moérkach HeLa niepoddanych dziataniu czynni-
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kéw stresogennych byt niski, jednakze szybko
(w przeciggu 1 godz.) podwyzszat si¢, gdy na
komérki dziatano stresorami chemicznymi, na
przyktad cynkiem czy deksametazonem,
i osiagal poziom blisko 10-krotnie wyzszy niz
w kontroli po 24 godz. od zaprzestania dziatania
czynnika stresogennego (KARIN i in., 1981).

W badaniach na ssakach udokumentowano,
7e biatka te uczestnicza takze w modulacji apo-
ptozy. Regulacyjna funkcje Mt wykazano m.in.
w izolowanych mitochondriach z komoérek
watroby szczuréw, u ktérych biatka te zwigk-
szaly przepuszczalno$¢ wewngtrznej btony mi-
tochondrialnej, gdy ich stezenie byto nizsze niz
50 uM (SMPKINS 1 in., 1998). Z kolei w bada-
niach prowadzonych na ludzkich liniach komor-
kowych wykazano, ze obnizenie ekspresji Mt
hamowato wzrost komérek i inicjowato apoptoze
w komérkach nowotworowych (ABDEL-MAGEED,
AGRAWAL, 1997; TSANGARIS, TZORTZATOU-STA-
THOPOULOU, 1998). Takze w komoérkach watroby
myszy nasilenie ekspresji Mt indukowato anty-
apoptotyczne zmiany, podczas gdy ich brak
zwigkszal podatnos¢ komoérek tego narzadu na
stymulatory Smierci komérkowej (Konpo i in.,
1997). Wykazano ponadto, ze indukcji syntezy
Mt u szczuréw pod wplywem dziatania zwiaz-
kéw chemicznych, np. stylbenu (trans-1,2-dwu-
fenyloetylen) tez towarzyszyto obnizenie stgze-
nia GSH (Sato i in., 1995), co mogto by¢ sy-
gnatem sprzyjajacym Smierci komoérek (MACHO
iin., 1997; TaN i in., 1998).

W przypadku bezkrggowcéw  ladowych
szczegOlnie dobrze udokumentowano funkcje
ochronne metalotionein wobec metali, m.in.
w przypadku muszki D. melanogaster (MARONI,
Warson, 1987), slimakéw, na przyktad H. po-
matia, Arianta arbustorum (DALLINGER, 1993;
CHABICOVSKI i in., 2004), dzdzownic Eisenia fe-
tida, Lumbricus rubellus (STURZENBAUM 1 in.,
1998; MORGAN 1 in., 2004) czy skoczogonkéw
Orchesella cincta (HENSBERGEN 1 in., 2000).
W przypadku bezkrggowcéw wodnych dane ta-
kie zgromadzono na przyklad dla skorupiakéw
Carcinus maenas (PEDERSEN i in., 1998) czy
malzy Littorina littorea (BEBBIANO i in., 1992).
Wykazano na przyktad, ze w kolejnych pokole-
niach muszki D. melanogaster narazonych na



wysokie stgzenia metali moga si¢ pojawial
osobniki o zduplikowanym genie kodujacym te
biatka (MARONI i in., 1987).

Nieliczne dane zgromadzono na temat induk-
cji metalotionein w odpowiedzi na rézne czynni-
ki stresowe takze dla pajakéw. Liczba komoérek
Mt pozytywnych w gruczotach jelita Srodko-
wego A. labyrinthica, L. triangularis i X. nemo-
ralis zebranych na stanowisku silnie zanieczysz-
czonym metalami (Olkusz) byla najwicksza
u pierwszego z wymienionych gatunkéw. Ponad-
to obie pici X. nemoralis mialy podobny odsetek
komoérek Mt pozytywnych, gdy tymczasem u sa-
mic A. labyrinthica byt on blisko 70% wyzszy
niz u samcéw, u samcéw L. triangularis za$
o ponad 80% wyzszy niz u samic (WILCZEK
iin., 2007). Gdy samice P. lugubris i A. labyrin-
thica eksponowano w laboratorium na czynniki
stresowe: wysoka temperature¢ i/lub pestycyd
fosforoorganiczny (dimetoat), liczba komoérek
Mt pozytywnych w gruczotach jelita Srodkowe-
go u obu gatunkéw wzrastata (WiLczek, 2005).
Najwyzszy procent komdrek Mt pozytywnych
miaty P. lugubris z grup poddanych stresowi
dwoch czynnikéw tacznie. W cytowanej pracy
wykazano dodatnie korelacje migdzy liczba ko-
moérek Mt pozytywnych i liczba komoérek apo-
ptotycznych oraz liczba komdrek ze zdepolary-
zowanymi mitochondriami w gruczotach jelita
srodkowego samic obu gatunkéw. Podobne za-
leznosci stwierdzono migdzy liczba komérek Mt

4%

i Hsp70 pozytywnych w analizowanym na-
rzadzie obu gatunkéw pajakéw (WILCZEK,
2005).

Z uwagi na niedostateczno$¢ informacji na
temat komérkowych reakcji na stres u pajakéw
w pracy tej skoncentrowano si¢ na ocenie stop-
nia nasilenia proceséw S$mierci komodrkowe;j
(apoptozy/nekrozy), enzymatycznych i nieenzy-
matycznych parametrach wskazujacych na sku-
tecznos¢ obrony antyoksydacyjnej, w tym pozio-
mie biatek stresu (metalotioneiny, Hsp70)
w gruczotach jelita srodkowego samic i samcéw
dwoch behawioralnie i biologicznie zr6znicowa-
nych gatunkéw poddanych w warunkach labora-
toryjnych dziataniu stresoréw naturalnych i an-
tropogennych. Poréwnanie poziomu analizowa-
nych parametréw u osobnikéw pochodzacych
z terendw w réznym stopniu zanieczyszczonych
metalami cigzkimi pozwolitoby zidentyfikowac
i oceni¢ wybor realizowanych strategii kompen-
sacyjnych/adaptacyjnych, podejmowanych przez
pajaki wobec nagle pojawiajacych si¢ dodatko-
wych czynnikéw stresogennych. Uzyskane wyni-
ki moga si¢ okaza¢ pomocne w zweryfikowaniu
zastosowanych wskaznikéw jako biomarkeréw
ekspozycji pajakéw jako reprezentantéw drob-
nych drapieznikéw ladowych na zanieczyszcze-
nia. Powinny da¢ podstawg do wnioskowania na
temat mozliwosci adaptacyjnych pajakéw do
funkcjonowania na terenach zanieczyszczonych.
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2. Cele pracy

Organizmy Zzyjace w ekosystemach antropo-
gennie zmienionych moga wykazywa¢ odmien-
ne reakcje metaboliczne w odpowiedzi na nagle
pojawiajace si¢ dodatkowe czynniki stresowe,
w poréwnaniu z takimi, ktére charakteryzuja
osobniki pochodzace z ekosysteméw natural-
nych. Zasadniczym celem pracy byto:

1. Poréwnanie komoérkowych efektéw dziatania
stresoréw naturalnych (wysoka temperatura,
brak pokarmu) i antropogennego (pestycyd
fosforoorganiczny) u dwéch behawioralnie
zréznicowanych gatunkéw pajakow: sieciowe-
go Agelena labyrinthica i niebudujacego sieci
Xerolycosa nemoralis, pochodzacych z tere-
néw w réznym stopniu zanieczyszczonych,
w tym szczegOlnie metalami cigzkimi.

2. Wykazanie, ktéry z czynnikéw stresowych
stanowi najwigksze obciazenie dla analizowa-
nych gatunkéw pajakow.

3. Sprawdzenie, czy samice i samce pajakow,
ktére w warunkach naturalnych sa chronicz-
nie intoksykowane metalami ci¢zkimi, w po-
réwnaniu z osobnikami z terenu referencyjne-
go w podobnym stopniu reaguja na dodatko-
we stresory.

Wybér analizowanych parametréw bioche-
micznych podyktowany byt faktem ich istotnego
znaczenia jako biomarkeréw stresu wywotanego
dziataniem czynnikéw antropogenicznych i natu-
ralnych. Uznajac strategiczna role gruczotéw je-
lita Srodkowego w procesach trawienia i detok-
sykacji, analiz¢ wybranych parametréw komor-
kowych ograniczono do tego narzadu.
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Uwzgledniajac przedstawione wczesniej pro-
blemy, sformutowano nastgpujace hipotezy ba-
dawcze:

H : Zastosowane czynniki stresogenne wy-
woluja podobne zmiany w gruczotach je-
lita sSrodkowego badanych gatunkéw, czyli
ze ich charakter nie decyduje o skali
zmian wartoSci wskaZznikéw S$mierci ko-
morkowej, bialek stresu i enzymatycznych
parametréw antyoksydacyjnych.

H ;: Wrazliwos¢ na zadane czynniki stresogen-
ne jest odmienna u obu gatunkéw, gdyz
iloSciowe zmiany komdrek apoptotycz-
nych i nekrotycznych oraz poziom wybra-
nych parametréw antyoksydacyjnych za-
leza od charakteru zastosowanego czynni-

ka.
H ,y: Efekty metaboliczne dziatania wybranych
czynnikéw stresogennych sa podobne

u samic i samcéw obu gatunkéw pajakéw,
niezaleznie od stopnia zanieczyszczenia
ekosysteméw, skad pochodzity zwierzeta.
Oznacza to, ze nie ma rdéznic miedzy
ptciami u obu gatunkéw w odniesieniu do
analizowanych wskaznikéw S$mierci ko-
morkowej, biatek stresu i enzymatycznych
parametréw antyoksydacyjnych.

H ,;: Samce cechuje wigksza wrazliwoS¢ na
pojawienie si¢ dodatkowego czynnika
stresowego niz samice, niezaleznie od
stopnia preekspozycji na zanieczyszcze-
nia. Przejawem tego jest u nich wigksze
nasilenie zmian nekrotycznych i apopto-



tycznych w gruczotach jelita srodkowego
i staba obrona antyoksydacyjna.

: Dodatkowe czynniki stresogenne wply-

waja tylko na samice obu gatunkéw z te-
renéw zanieczyszczonych, czego wyra-
zem jest u nich zmiana poziomu wskaz-
nikéw $mierci komodrkowej i obrony
antyoksydacyjne;j.

: Czynniki stresogenne nie zmieniaja liczby

komdrek apoptotycznych i nekrotycznych,
jak rowniez parametréw antyoksydacyj-
nych w gruczotach jelita Srodkowego obu
gatunkéw pajakéw, niezaleznie od stopnia
preekspozycji na metale cigzkie.

: Chroniczny kontakt z metalami réznicuje

odpowiedzi metaboliczne obu gatunkéw
pajakow. Oznacza to, ze reakcja osobni-
kéw pochodzacych z terenéw silnie zanie-
czyszczonych na dodatkowe czynniki stre-
sogenne sa zmiany zarOwno poziomu
wskaznikéw $mierci komoérkowej, jak
i/lub parametréw antyoksydacyjnych.

2. Preekspozycja na zanieczyszczenia w Sro-

dowisku pajakéw réznicuje odpowiedzi
metaboliczne tylko u jednego gatunku.
Mniejszy zakres zmian nekrotycznych
i nasilenie obrony antyoksydacyjnej wska-
zuje na jego wigkszg opornos¢ na zastoso-
wane czynniki stresowe, gdyz dysponuje
sprawniejszymi mechanizmami adaptacyj-
nymi w sytuacji nagle pojawiajacych sig
niekorzystnych stresoréw.

: Nie ma zaleznoSci migdzy liczba komo-

rek ulegajacych $mierci komoérkowej na
drodze apoptozy lub nekrozy a aktywno-
Scia enzyméw antyoksydacyjnych oraz in-
dukcja biatek stresu u pajakéw ekspono-
wanych na zastosowane czynniki stresowe
niezaleznie od ich charakteru.

: Liczba komorek ulegajacych $mierci ko-

moérkowej i aktywnos$¢ enzymoéw antyok-
sydacyjnych oraz stopieri indukcji bialek
stresu w warunkach oddzialywania dodat-
kowego stresora pozostaja we wzajem-
nych zaleznosciach, a zmiany te s3g
zwiazane z przynaleznoscia gatunkowa.

W celu wykazania, czy u pajakéw rzeczywi-
Scie zachodzi zalezno$¢ migdzy mechanizmami
Smierci komoérkowej a stresem oksydacyjnym
i jaki one maja charakter, w gruczotach jelita
srodkowego pajakoéw, ktére poddano krétko-
trwalej ekspozycji na dziatanie czynnikéw pro-
oksydacyjnych o réznym charakterze, oddzia-
tujacych pojedynczo (szok termiczny, pestycyd,
glodzenie) i w kombinacjach (szok termiczny
i pestycyd), oceniano nastgpujace parametry:

1. Stopien nasilenia zmian apoptotycznych i ne-
krotycznych, a takze ilosciowe zmiany komo-
rek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami
oraz poziom aktywnosci proteazy kaspazopo-
dobnej (Cas-3).

2. Ilosciowe zmiany komoérek pozytywnie rea-
gujacych z przeciwciatami dla biatek stresu:
Hsp70 i metalotionein (Mt) w odpowiedzi na
zastosowane stresory.

3. Poziom wybranych parametrow antyoksyda-
cyjnych (stgzenie glutationu catkowitego, ak-
tywnos$¢ selenozaleznej peroksydazy glutatio-
nowej, peroksydazy glutationowej niezaleznej
od selenu, S-transferazy glutationowej, dys-
mutazy ponadtlenkowej, katalazy) oraz ich
relacje do iloSciowych zmian wskaZnikow
Smierci komdrkowej i biatek stresu.
Realizacj¢ zadari badawczych z pkt. 1. i 2.

oparto na technikach cytometrycznych (flow cy-
tometry), ktore powszechnie stosuje si¢ w bada-
niach na kregowcach, giéwnie ssakach, nato-
miast rzadko korzysta si¢ z nich w badaniach na
bezkregowcach.

W tym celu na potrzeby badafi cytometrycz-
nych zoptymalizowano metody izolacji komérek
gruczotéw jelita Srodkowego pajakéw, przysto-
sowano tez metodycznie wymieniona technike
do ilosciowej oceny komorek ginacych na dro-
dze apoptozy lub nekrozy w analizowanym na-
rzadzie pajakéw. Technika cytometrii przepty-
wowej rejestrowano ponadto ilo$ciowe zmiany
komoérek pozytywnie reagujacych z przeciw-
ciatami dla metalotionein i Hsp70. Enzymatycz-
ne odpowiedzi antyoksydacyjne (pkt 3) badano
metodami spektrofotometrycznymi.
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3. Material i metody

3.1. Teren badan

Pajaki odtawiano na dwoch stanowiskach ta-
kowych. Pierwsze, silnie zanieczyszczone meta-
lami, jest zlokalizowane w zachodniej czgsci
Wyzyny Krakowsko-Czgstochowskiej, w okoli-
cach Olkusza (50°17" N, 19°34' E; wojewddztwo
matopolskie, gmina Olkusz), w odlegtosci 3,5 km
od Zaktadéw Gorniczo-Hutniczych ,,Bolestaw”,
stanowigcych kompleks wydobywczo-przetwor-
czy, ktérego podstawowaq dziatalnoscia jest wy-
dobycie rud cynku i otowiu, produkcja cynku
elektrolitycznego, koncentratéow cynkowo-oto-
wiowych, stopéw ocynkowniczych i odlewni-
czych oraz kwasu siarkowego. Z uwagi na boga-

Analiza zawartoSci metali w $cidtce pocho-
dzacej ze stanowiska silnie zanieczyszczonego
(Olkusz) ujawnita ponad 4-krotnie wyzsze steze-
nia Cu, 20-krotne w przypadku Pb, 70-krotne
w przypadku Zn i az 100-krotne w przypadku Cd
w stosunku do wartoSci notowanych w takiej
samej warstwie podtoza ze stanowiska referencyj-
nego. Wysoki poziom pierwiastkéw w po-
wierzchniowych warstwach podloza jest wyni-
kiem zaréwno naturalnie wystepujacych dolo-
mitéw kruszconosnych o wysokiej zawartosci
metali i nakladajacej si¢ dziatalnosci cztowieka.
Srednie stgzenia metali w scidtce pochodzacej
z analizowanych stanowisk zaprezentowano w ta-
beli 3.1.

Tabela 3.1

Srednie stezenie metali (ug - g suchej masy ') + odchylenie standardowe (SD) w warstwie hu-

musu w Olkuszu i w Pilicy (SToNE i in., 2001; 2002)

Materiat Stanowisko Cd Pb Cu Zn
Humus Olkusz 82 £ 17,2 2635+ 120 47 £ 4,6 10454 + 2618
Pilica 0,84 + 04 136 £ 8.8 10,7 £ 1,0 151 £ 35

te ztoza rud cynkowo-otowiowych stanowisko to
charakteryzuje naturalnie wysoka zawarto§¢ me-
tali ciezkich w podtozu. Drugie stanowisko, trak-
towane jako referencyjne, jest zlokalizowane na
Wyzynie Ryczkowskiej, w okolicy miejscowosci
Sierbowice, w gminie Pilica (50°28' N, 19°39' E,
wojewodztwo §laskie). Stanowisko to jest po-
tozone z dala od wigkszych zaktadéw przemy-
stowych (30 km od ZGH ,,Bolestaw”).
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3.2. Charakterystyka badanych
gatunkow pajakow

Badania przeprowadzono na dorostych sami-
cach i samcach dwdéch gatunkéw pajakéw: Age-
lena labyrinthica (CLERCK, 1757) (Agelenidae)
oraz Xerolycosa nemoralis (WESTRING, 1861)
(Lycosidae). Oba gatunki reprezentuja faung epi-



geiczng, lecz réznia si¢ odmiennym trybem zy-
cia, aktywnoscig towiecka oraz strategia zdoby-
wania ofiar (HALLANDER, 1970; EDpGAR, 1970;
Punpa, 1975; NeENTWIG, 1983; VAROL i in.,
2006). Gtéwne réznice w ich biologii i beha-
wiorze zestawiono w tabeli 3.2.

Analizowane gatunki r6znig si¢ takze zdolno-
Scig przyswajania metali. St¢zenia czterech me-
tali w gruczotach jelita Srodkowego samic
i samcéw pajakéw odtawianych na wymienio-
nych stanowiskach zostaly zestawione w tabe-
li 3.3.

Tabela 3.2
Charakterystyka analizowanych gatunkéw pajakow
Cechy
e o .
Agelena labyrinthica Xerolycosa nemoralis
Pochodzenie palearktyczny palearktyczny

Rozmiary ciata

?8,0—12,0 mm, " 8,0—9,0 mm

24,575 mm, " 4,5—6,0 mm

Dtugos¢ zycia
ka si¢ w lipcu i w sierpniu

jednoroczne, dojrzate ptciowo osobniki spoty- | jednoroczne, dojrzate piciowo osobniki spoty-

ka si¢ w maju i w czerwcu

Srodowisko
oraz obrzeza lasu

murawy kserotermiczne, nastonecznione taki

murawy kserotermiczne, kamieniste zbocza,
nastonecznione taki, lasy

Strategia polowania
podtozu

lejkowate sieci lowne budowane tuz przy

nie buduje sieci, poluje, odbierajac drgania
podtoza wywotane ruchami ofiary

Aktywno$¢ drapieznicza | zwykle czatuje na ofiar¢ przy wejsciu do lej-

kowatej sieci

ruchliwe, aktywnie poszukujace ofiary

Odtawiane ofiary

idea, Lepidoptera

Coleoptera, Hymenoptera, Brachycera,
w mniejszym stopniu Nematocera, Aphido-

larwy Diptera, Collembola, rzadziej Coleopte-
ra i Hymenoptera

Tabela 3.3

Srednie stezenie metali (ug - g~' suchej masy * odchylenie standardowe; SD, n = 6) w gruczotach
jelita srodkowego samic (F) i samcow (M) Agelena labyrinthica (A. L) i Xerolycosa nemoralis

(X. n.) zebranych z dwdch stanowisk

Stanowisko Gatunek Cd Pb Cu Zn

Olkusz A. LF 75,6 £ 15,82 19,6 + 7,7¢ 66,5 + 17,4% 2432 + 282
A LM 140,5 + 24,20 144 + 1,6* 166,3 + 18,8 5329 + 795°

Pilica A. lLF 31,5+ 11,42 17,8 + 8,6* 36,3 £ 9,9¢ 831 £ 80°
A ILM 27,0 £ 9,22 58+ 1,7° 72,5 + 10,2° 1464 + 102°

Olkusz X.n F 51,3 £ 15,8 49,9 £16,2* 42,2 +£ 7,8 2264 + 4392
X n.M 107,4 + 6,4° 30,7 + 3,0° 300,5 + 24,8° 5362 + 872°

Pilica X. n F 23,4 + 4,5 12,0 £ 8,0¢ 95,8 + 33,22 1650 + 1932
X. nM 45,5 + 3,3 14,0 £ 3,54 169,7 + 36,7° 4 453 + 767°

ab

Objasnienia:

, ©— grupy heterogenne w obrgbie gatunku i stanowiska (p < 0,05) (WILCZEK i in., 2007).
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3.3. Grupy doswiadczalne
1 stosowane czynniki stresowe

Pajaki obu plci analizowanych gatunkéw od-
tawiano recznie, metoda na upatrzonego, bezpo-
Srednio do szklanych probowek, w okresie od
maja do sierpnia w latach 2004—2006, zgodnie
z kolejnoscia pojawiania si¢ postaci dorostych
(tabela 3.2). W laboratorium pajaki przetrzymy-
wano w plastikowych pojemnikach, w komorach
hodowlanych majacych standardowe warunki
oSwietlenia (14 L:10 D), temperatury (L:
25°C, D : 15°C) i wilgotnosci (70 = 10%).
Pajaki karmiono codziennie larwami II i III sta-
dium $wierszcza domowego Acheta domestica,
pochodzacymi z hodowli prowadzonej w Kate-
drze Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii.
Pajaki ze wszystkich grup eksperymentalnych
otrzymywaty tez wod¢ do picia.

W laboratorium pajaki poddawano dziataniu
czynnikéw stresogennych o charakterze natural-
nym (T — wysoka temperatura, G — gtodzenie)
i antropogennym (P — insektycyd fosforoorga-
niczny), dziatajacych pojedynczo i w kombinacji
podwdijnej (T + P — temperatura i insektycyd),
wyrdzniajac tacznie 4 gléwne grupy doswiad-
czalne oraz kontrole. Dobdr czynnikéw streso-
wych oraz stopien ich nasilenia odzwierciedlaty
potencjalne zagrozenia, z ktérymi moga si¢ spo-
tka¢ te drapiezniki w swym naturalnym srodo-
wisku zycia. Szczeg6towa charakterystyke grup
doswiadczalnych przedstawiono na ryc. 3.1.

Uktad schematéw obrazujacych wyszczegdl-
nione grupy doswiadczalne koresponduje ze
sposobem graficznej prezentacji rezultatéw ba-
dan dla poszczegdlnych grup w rozdziale 4 (Wy-
niki). Dla uproszczenia, aby nie naduzywac ter-
minu ,stanowisko”, w tekScie wymienionego
rozdzialu zastosowano skrot: ,,samce/samice
z Pilicy/Olkusza”, okreslajacy osobniki odto-
wione na stanowisku w Olkuszu lub w Pilicy.

Doboru warunkéw termicznych dokonano na
podstawie danych literaturowych (Purz, 1987;
SCHMALHOFER, 1999), a takze doswiadczen
wiasnych (WiLczek, 2005). Gérna temperatura
letalna dla przedstawicieli rodziny Agelenidae
wynosi  45°C  (temperatura preferowana to
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23,5°C), a dla przedstawicieli rodziny Lycosidae
wartosci te mieszcza sie w zakresie 35—48°C,
temperatura preferowana to 26°C (Purz, 1987;
SCHMALHOFER, 1999). Uwzgledniajac wartosci
krytycznej temperatury maksymalnej (CTyax),
czyli najwyzszej temperatury, w ktérej zwierze
zachowuje zdolno$¢ do poruszania sig, pajaki
z grupy T poddawano S5-minutowej ekspozycji
w 42°C (A. labyrinthica) i w 45°C (X. nemo-
ralis) (SCHMALHOFER, 1999) przez pi¢¢ dni
w 24-godzinnym interwale czasowym. Szok ter-
miczny stosowano zawsze o godzinie 11%. Nie
stwierdzono zwickszenia Smiertelnosci osobni-
kéw w poréwnaniu z grupa kontrolna.

W niniejszych badaniach zastosowano dime-
toat (ditiofosforan O, O-dimetylo-S-metylokar-
bamoilometylu), ktéry jest uktadowym i kontak-
towym insektycydem fosforoorganicznym, inhi-
bitorem cholinesterazy o szerokim spektrum
dziatania (WHO, 1989; TiMBRELL, 1992).
Zwiazek ten dobrze si¢ rozpuszcza w wodzie
1 w rozpuszczalnikach organicznych (WALKER
i in., 2002). Stosuje si¢ go w uprawach polnych
i zielarskich w postaci opryskéw lub do podle-
wania ro$lin w dawkach 0,24—0,9 kg - ha'.
W pracy wykorzystano gotowy preparat Big58
(Bayer) zawierajacy 400 g substancji czyn
nej - 17!, ktéry rozcieiczano w odpowiedniej ob-
jetosci wody destylowanej, aby uzyska¢ wyma-
gane stgzenie substancji czynnej (ryc. 3.1).

Poniewaz dimetoat nie jest stosowany bezpo-
srednio przeciwko pajakom, bezkrggowce te ze
wzgledu na miejsce wystgpowania moga by¢ za-
truwane w sposéb przypadkowy. Dlatego w pra-
cy zastosowano niskie dawki wymienionego
zwigzku, aby sprawdzi¢, czy i w jaki sposéb
kontakt pajakéw z subletalnymi dawkami insek-
tycydu fosforoorganicznego zmienia odpowiedz
komoérkowa 1 biochemiczna w ich gruczotach je-
lita Srodkowego. Uwzgledniajac okres zachowa-
nia przez dimetoat aktywnosci toksycznej po za-
stosowaniu go na polach uprawnych, siegajacy
2—3 tygodni, w pracy stosowano pigciokrotng
aplikacje wymienionego zwiazku, wychodzac
z zalozenia, ze w warunkach naturalnych mozli-
wy jest chroniczny kontakt pajakéw z tego typu
substancjami. Dimetoat podawano pajakom kon-
taktowo, nakrapiajac codziennie przez 5 dni na
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Ryc. 3.1. Charakterystyka grup doswiadczalnych

K — kontrola (A, F), T — szok termiczny (B, G), P — pestycyd (C, H), T + P — szok termiczny

i pestycyd (D, I); G — gtodzenie (E, J), F — samice, M — samce

grzbietowa strong gtowotutowia 1 ul roztworu
zawierajacego 0,16 pg substancji czynnej/osob-
nika. Wczesniejsze badania, w ktérych pajakom
Pardosa lugubris (Lycosidae) preparat ten apli-
kowano w podobny sposéb i w podobnym stg-
zeniu, wskazuja, ze podczas eksperymentu
trwajacego 5 dni Smiertelnos¢ po 5 dniach wy-
nosita 5%, a w przypadku A. labyrinthica byto
to 8%.

5 Komoérkowe...

Smiertelnosé w odpowiednich grupach kon-
trolnych obu gatunkéw pajakéw wynosita 5%
(WiLczek, 2005). Zastosowane w niniejszym
eksperymencie st¢zenie dimetoatu w jednorazo-
wym podaniu byto blisko 4-krotnie nizsze od
dawki LD50 (dla 48 godz.) wynoszacej dla Par-
dosa prativaga (Lycosidae) 0,60 ug/osobnika
w ekspozycji kontaktowej (PEDERSEN 1 in., 2002)
oraz 15-krotnie nizsze od dawki LD50 (dla 24
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godz.), ktéra dla innego przedstawiciela pogon-
cowatych, jakim jest Pardosa amentata, wyno-
sita 2,5 pg/osobnika (Tort, JENSEN, 1998). Po-
niewaz rozpuszczalnikiem substancji czynnej
pestycydu byta woda, osobnikom grupy kontrol-
nej nakrapiano na grzbietowa strong glowo-
tutowia 1 pl wody, jednorazowo w ciagu doby,
przez 5 dni.

Pajaki z grupy (T +P) poddano tacznemu
dziataniu szoku termicznego i dimetoatu w nasi-
leniu podobnym jak w grupach traktowanych
pojedynczymi stresorami. W kazdym przypadku
zachowywano t¢ sama kolejnos¢ ekspozycji na
czynniki stresogenne, w pierwszej kolejnosci
poddajac pajaki dziataniu wysokiej temperatury,
a nastgpnie aplikujac pestycyd.

Pajaki z grupy G przez 14 dni nie otrzymy-
waty pokarmu, lecz podobnie jak pajaki z in-
nych grup eksperymentalnych miaty nieograni-
czony dostep do wody. Dtugos¢ okresu gtodze-
nia wybrano w sposéb losowy, przyjmujac, ze
jest on prawdopodobny w warunkach natural-
nych, zwlaszcza w sytuacji, gdy o aktywnosci
drapiezniczej tych bezkrggowcéw decyduja wa-
runki pogodowe.

3.4. Charakterystyka gruczotow
jelita Srodkowego pajakow

Gruczoly jelita srodkowego pajakéw sa zlo-
kalizowane w opistosomie, otaczajac narzady
wewnetrzne, m.in. gruczoly przedne i gonady.
Czgs¢ tego narzadu moze takze wystgpowal
w prosomie, a nawet w czesci gtowowej, co jest
charakterystyczne dla przedstawicieli rodziny
Salticidae. Tak silne rozbudowanie wymienione-
go narzadu w organizmie niektérych gatunkéw
moze tlumaczy¢ ich mata wrazliwo$¢ na niedo-
bory pozywienia (FOELIX, 1996). Narzad ten
sktada si¢ z rozgalezionego systemu Slepo za-
koniczonych zatok (diverticula), zespolonych
tzw. tkanka posrednig. Sciany zatok buduje dy-
morficzne epithelium skladajace sie gtéwnie
z komérek trawiennych i sekrecyjnych (LUDWIG,
ALBERTI, 1988b; LupwIG, ALBERTI, 1992). Zda-
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niem niektérych badaczy, w narzadzie tym
moga dodatkowo wystgpowaé tzw. komorki
podstawne, ktére prawdopodobnie stanowia nie-
zroznicowane komorki, mogace si¢ prze-
ksztatca¢ w komorki trawienne lub sekrecyjne
(CoLLATZ, 1987; LIPOVSEK 1 in., 2004). W nie-
ktérych opracowaniach pojawiaja sie tez infor-
macje o obecnosci guanocytow, wyspecjalizo-
wanych komoérek resorpcyjnych, bioracych
udzial w metabolizmie m.in. zwigzkéw puryno-
wych, ktérych zadaniem jest gromadzenie
krysztatkéw guaniny (FOELIX, 1996).

Komorki trawienne, zwykle ksztattu kuliste-
go, w czesci apikalnej maja dobrze rozwinigty
rabek szczoteczkowy z dtugimi palczastymi wy-
pustkami siggajacymi w giab tkanki posrednie;j.
Pojedyncze jadro komoérkowe o ksztalcie
okragtym lub owalnym zwykle jest zlokalizowa-
ne przypodstawnie. Czgsto jego ksztalt jest zde-
formowany na skutek obecnosci wakuol trawien-
nych, ktérych wielkos$¢ zalezy od stanu odzy-
wienia danego osobnika. Takze obecnosc
i rozmieszczenie kropel lipidéow i glikogenu
w cytoplazmie jest uwarunkowana dostgpnoscia
pokarmu. Jadro ma jedno, rzadziej dwa jaderka.
Komérki trawienne zawieraja tylko szorstkie re-
tikulum endoplazmatyczne, ktérego cysterny sa
krétkie i nie tak liczne, jak w komorkach sekre-
cyjnych. Aparat Golgiego oraz mitochondria sa
rozlokowane réwnomiernie w calej komorce.
Czasem w cytoplazmie mozna rozrézni¢ struk-
tury mielinopodobne, bedace produktami rozpa-
du blon zwiazanymi z systemem lizosomalnym
(CoLatz, 1987; LupwiG, ALBERTI, 1988 a).

W komoérkach trawiennych czgsto stwierdza
si¢ takze obecnos¢ struktur okreslanych mianem
,okresowe sferyty” (LubpwiG, ALBERTI, 1988 a)
lub granule (Hopkin, 1989). Struktury te wyste-
puja przypodstawnie, w grupach liczacych od
kilku do nawet 50. Maja ksztalt owalny, Sredni-
ce 1—6 um, w przewazajacej wiekszosci sa
zbudowane z fosforanu wapnia, aczkolwiek,
w zaleznoSci od typu, moga zawiera¢ takze
inne pierwiastki, co zostalo opisane w czgsci
wstepnej niniejszej pracy. Mniej liczne inkluzje
to tzw. cialka sierpowate zawierajace krysztatki
zbudowane z soli wapnia (LUDWIG, ALBERTI,
1988 a).



Drugi typ komérek to komoérki sekrecyjne,
zwykle mniejsze od trawiennych, o ksztalcie
eliptycznym, majace zbita cytoplazme. Gtéwna
cecha odrézniajaca je od komérek trawiennych
jest brak apikalnego systemu mikrofilamentéw,
a rabek szczoteczkowy nie jest tak regularny jak
w przypadku komoérek trawiennych (LUDWIG,
ALBERTI, 1988 b; LupWIG, ALBERTI, 1992). Jadro
komoérkowe ma budowe podobna do jadra w ko-
moérkach trawiennych, jednak zazwyczaj jego
ostonka jadrowa ma duze pory. Szorstkie retiku-
lum endoplazmatyczne jest bardzo dobrze roz-
winigte i zlokalizowane zwykle wokét jadra.
W sasiedztwie retikulum endoplazmatycznego
i aparatu Golgiego obserwuje si¢ liczne granule
sekrecyjne, ktore, jak sie przypuszcza, zawieraja
enzymy trawienne (LUDWIG, ALBERTI, 1988 b).
Komoérki sekrecyjne moga tez zawierac sferyty,
ktére jednak skupiaja si¢ w mniej liczne grupy
(maksymalnie do 10) (LubwiG, ALBERTI, 1988 a;
1988 b).

Tkanka posrednia wypetniajaca przestrzenie
miedzy zatokami diverticula jest pochodzenia
mezodermalnego. Charakteryzuje ja obecnos¢
duzej ilosci substancji zapasowych, takich jak
tluszcze i glikogen, zwlaszcza bezposrednio po
spozyciu pokarmu. Wskazuje to na magazy-
nujaca funkcje tej tkanki. Mitochondria i szorst-
kie retikulum endoplazmatyczne sa w niej roz-
mieszczone réwnomiernie, natomiast sferyty nie
wystepuja (LUDWIG, ALBERTI, 1988 b). Uwaza
sie, ze tkanka posrednia pajeczakéw jest homo-
logiczna z ciatem ttuszczowym owaddéw. Te ga-
tunki, u ktérych tkanka posrednia jest stabo roz-
winigta, moga zy¢ bez jedzenia zaledwie kilka
dni (LupwiG, ALBERTI, 1988 b).

Brak jest jednoznacznych opinii na temat re-
generacji i roznicowania si¢ komoérek gruczotéw
jelita srodkowego pajakéw. W narzadzie tym
u dorostych osobnikéw Coelotes terrestris (Age-
lenidae) nie obserwowano zadnych stadiéw po-
dzialu komoérkowego. Nie jest wykluczone, ze
komorki trawienne sa zastgpowane komoérkami
glikogenowymi, podczas gdy komoérki sekrecyj-
ne, po opréznieniu enzymoéw, sa zamieniane
w komorki trawienne (ALBERTI, STORCH, 1983).

Gruczoly jelita Srodkowego pajakéw uczest-
nicza w procesach trawienia, magazynowania
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i detoksykacji. Pierwsza z wymienionych funk-
cji wiaze si¢ z produkcja enzyméw trawiennych
uczestniczacych w trawieniu zewnatrz- i we-
wnatrzkomérkowym. W sktadzie mieszaniny
trawiennej wydzielanej podczas trawienia ze-
wnatrzkomérkowego przez Tegenaria atrica
(Agelenidae) znajdowano gléwnie: a-amylazy,
karboksypeptydaze A, lipazg, chitynaz¢ oraz
wiele niespecyficznych esteraz (MOMMSEN,
1977). W gruczotach jelita srodkowego Coelo-
tes terrestris (Agelenidae) najwigksza aktyw-
no$¢ niespecyficznej esterazy znajdowano
w komoérkach trawiennych epithelium oraz
w tkance posredniej w okolicach cewek Mal-
phigiego. Enzymem obecnym w tym narzadzie
jest takze alkaliczna fosfataza, ktérej wysoka
aktywnos¢ stwierdzono w tkance posredniej,
szczegolnie w okolicach cewek Malpighiego,
podczas gdy w komoérkach epithelium jej ak-
tywno$¢ jest znikoma. Nie potwierdzono nato-
miast u pajakow obecnosci fosfatazy kwasnej,
chociaz enzym czgsto wystgpuje u innych paje-
czakéw. Z kolei aminopeptydaza wykazuje ak-
tywnos¢ w wakuolach trawiennych i cewkach
Malpighiego oraz wewnatrz sferytéw (LUDWIG,
ALBERTI, 1988 b).

Gruczoty jelita Srodkowego  gromadza
tluszcze 1 glikogen, gléwnie w komdrkach tra-
wiennych oraz w tkance posredniej, co jest jed-
nym z mechanizméw adaptacyjnych tej grupy
drapieznych bezkregowcéw do przezywania
dlugotrwatych okreséw glodu. Z zapaséw pajaki
korzystaja jednak bardzo ekonomicznie, dzieki
obnizeniu tempa przemian metabolicznych
(ANDERSON, 1970; CoLLATZ, MOMMSEN, 1975).

Funkcja detoksykacyjna opiera si¢ gléwnie na
magazynowaniu metali w granulach komoérek
trawiennych i w mniejszym stopniu sekrecyj-
nych (BRowN, 1982; HopkiN, 1989). Wysoka ak-
tywnos$¢ takich enzyméw detoksykacyjnych jak:
SOD, CAT, GPOX, GSTPx, CarE w tym
narzadzie u pajakéw z terendw silnie zanie-
czyszczonych, w odniesieniu do pajakéw po-
chodzacych z terenéw nieskazonych, moze
wskazywaé takze na znaczacy udzial gruczotéw
jelita srodkowego w enzymatycznej neutralizacji
wielu substancji organicznych (BABCZYNSKA
1 in., 2006; WILCZEK i in., 2007).
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3.5. Analizy cytometryczne
i spektrofotometryczne

Osobniki z grup T, P oraz T + P po 24 godz.
od ostatniej ekspozycji na wymienione czynniki
stresowe, jak réwniez pajaki z grupy G po 14
dniach glodzenia usypiano na lodzie, po czym
z opistosomy izolowano gruczoty jelita srodko-
wego. Zaréwno w przypadku analiz cytome-
trycznych, jak i spektrofotometrycznych jedng
prébe gruczotéw jelita Srodkowego stanowit ma-
teriat z 1—2 osobnikéw w przypadku A. laby-
rinthica (Srednia masa materialu z jednego
osobnika wynosita 60 mg) i 2—3 osobnikéw
w przypadku X. nemoralis (Srednia masa mate-
riatu z jednego osobnika wynosita 20 mg). Dla
kazdej grupy doswiadczalnej przygotowano
5—6 powtérzen. Sposob dalszego przygotowa-
nia materiatu biologicznego zalezal od wymo-
géw danej metody.

3.5.1. Wskazniki $mierci komérkowej
1 biatka stresu

3.5.1.1. Przygotowanie materiatu
do analiz cytometrycznych

Materiat przeznaczony do analiz cytome-
trycznych poddano procedurze izolacji komérek.
W przypadku A. labyrinthica jedna prébg stano-
wity gruczoty jelita srodkowego pochodzace od
1 osobnika, a w przypadku X. nemoralis od 2
osobnikéw. Wypreparowane narzady homogeni-
zowano w buforze fosforanowym PBS o pH 7,4
recznym homogenizatorem. Homogenat wirowa-
no w 250 g przez 5 min. Do precypitatu doda-
wano 1% roztworu dyspazy (okoto 0,4 jednost-
ki - mg!) w buforze PBS i inkubowano przez
15 min w temperaturze 25°C, delikatnie mie-
szajac. Uzyskang zawiesing komoérek ptukano
przez odwirowanie w 250 g przez 5 min,
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a otrzymany precypitat zawieszano w 500 pl bu-
foru PBS i oceniano przezywalno§¢ komorek.
W tym celu uzyto dwoch barwnikéw: dwuocta-
nu fluoresceiny (FDA) w stgzeniu wyjSciowym
1 mg FDA - ml™! acetonu i jodku propidyny
(PI; min. 95%) w stezeniu wyjsciowym 1 mg
PI - ml! wody destylowanej. PI znakuje komor-
ki martwe, penetrujac do komoérki przez uszko-
dzona btone komoérkowa (czerwona fluorescen-
cja), podczas gdy FDA pokonuje nienaruszong
btong, po czym zostaje roztozony przez niespe-
cyficzne esterazy na monomery o wysokiej po-
larnosci, zyskujac cechy fluorescencji. Produkty
tej reakcji znakuja komérki zywe przez wzbu-
dzenie zielonej fluorescencji. Komorki wyka-
zujace fluorescencje czerwona lub jednoczesnie
zielong i czerwona, klasyfikowano jako martwe
(ORMEROD, 1990; WILCZEK i in., 1996). Analize
zywotno$ci komoérek przeprowadzono z uzy-
ciem cytometru przeptywowego Coulter Instru-
ment EPICS XL MLC z laserem argonowym,
przy dlugosci fali 488 nm.

3.5.1.2. llosciowa ocena komoérek
apoptotycznych i nekrotycznych

Ilosciowej oceny komoérek apoptotycznych
w gruczotach jelita srodkowego pajakéw doko-
nano z uzyciem testu BD Biosciences (An-
nexin V-FITC apoptosis Detection Kit; fluo-
resceina isotiocyjaniny). W pdZnych fazach
apoptozy, zaraz po rozpoczeciu kondensacji
chromatyny, ujemnie natadowane grupy fosfaty-
dyloseryny (PS) ulegaja translokacji z po-
wierzchni wewnetrznej na powierzchnie zew-
netrzng btony komdrkowej (RAYNAL, POLLARD,
1994; VERMES 1 in., 1995). Pozwala to w obec-
nosci jonéw Ca®* na przylaczenie sie do grup
PS antykoagulantu aneksyny V. Komorki
taczace si¢ z aneksyna V, znakowana FITC,
emituja zielona fluorescencj¢. Jednoczesne za-
stosowanie PI, ktéry emituje czerwona fluore-
scencje, pozwolito odrézni¢ komérki nekrotycz-
ne i péznoapoptotyczne (Aneksyna V-FITC/PI*;
Aneksyna V-FITC*/PI*) od wczesnoapoptotycz-



nych, z zachowana integralnoscia blony komér-
kowej (Aneksyna V-FITC*/PI"). Na ryc. 3.2
zamieszczono przyktadowe cytogramy i histo-
gramy identyfikujace komoérki apoptotyczne
i nekrotyczne w gruczotach jelita Srodkowego
pajakéw z jednej z grup dos§wiadczalnych (G —
grupa gtodzona).

W celu iloSciowej oceny komoérek apopto-
tycznych do 100 pl uprzednio przygotowanej za-
wiesiny komérek dodawano 5 pl PI oraz 5 pl
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no kontrole negatywna (K), ktéra stanowita
zawiesina komoérek w buforze reakcyjnym, do
ktérej nie dodawano barwnika. Przygotowanie
proby kontrolnej miato na celu ustalenie zakresu
regionu negatywnego. Tak przygotowane zawie-
siny komérek analizowano za pomoca cytome-
tru przeptywowego Coulter Instrument EPICS
XL MLC z laserem argonowym, o dlugosci fali
488 nm. Emisje¢ §wiatta wzbudzano w 5 000 ko-
moérek z kazdej préby doswiadczalnej. Wyniki
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Ryc. 3.2. Przyktadowa cytometryczna analiza komdrek apoptotycznych i nekrotycznych z zastosowaniem aneksyny V znako-
wanej FITC (Aneksyna V-FITC) i jodku propidyny (PI) w gruczotach jelita Srodkowego samic X. nemoralis z Olku-

sza, z grupy gtodzonej (G)

A — bramka wyznaczajaca granice obszaru, w ktérym znajduje si¢ analizowana grupa komdrek; B1 — komorki nekrotyczne: Aneksy-
na V-FITC/PI*; B2 — komoérki péZnoapoptotyczne i nekrotyczne: Aneksyna V-FITC*/PI*; B3 — komorki zywe: Aneksyna V-FITC/PT;
B4 — komérki wezesnoapoptotyczne: Aneksyna V-FITC*/PI; C, D — wyznaczaja zakres regionu pozytywnego, w ktérym komorki sa
identyfikowane pod wzgledem badanej cechy; GB — préba badana; K — proba kontrolna; FS — intensywnos¢ rozproszonego $wiatta
mierzonego na wprost w przedluzeniu promienia lasera; SS — intensywno$¢ rozproszonego §wiatta mierzonego pod katem prostym

aneksyny V-FITC. Cato$¢ inkubowano przez 15
min w ciemnosci i w temperaturze pokojowej,
po czym do kazdej préby dodawano 400 pl bu-
foru reakcyjnego o skfadzie: 0,1M Hepes/NaOH
(pH 7.,4); 1,4 M NaCl; 25 mM CaCl,. Niezalez-
nie dla kazdej proby badanej (GB) przygotowa-

uzyskano na podstawie analizy poziomu fluore-
scencji, korzystajac z programu do analizy da-
nych cytometrycznych CXP Analysis. W tabeli
3.4 zamieszczono wartoSci bezwzgledne i pro-
centowe poszczegbdlnych grup komérek z wy-
mienionej grupy doswiadczalnej.
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Tabela 3.4

Wartosci bezwzgledne i wartosci procentowe komorek

w poszczegdlnych regionach dla grupy kontrolnej (K) oraz

grupy badanej (GB) z gruczotéw jelita Srodkowego samic
X. nemoralis z Olkusza z grupy glodzonej (G)

Rei G Liczba | Komorki

celon TP komorek | [%]
Bl K 7 0,14
AneksynaV-FITC/PI* GB 35 0,70
AGB — K 28 0,56
B2 K 264 5,28
AneksynaV-FITC*/PI* GB 320 6,40
AGB — K* 56 1,12
B3 K 4314 86,30
AneksynaV-FITC/PI GB 4203 84,10
B4 K 359 7,18
AneksynaV-FITC*/PI- GB 498 10,00
AGB — K 139 2,82

100% = 5 000 komoérek

* Réznica AGB — K okresla rzeczywista liczbe komérek zywych,
apoptotycznych 1 nekrotycznych w poszczegdlnych regionach
z ryc. 3.2.

3.5.1.3. llosciowa ocena komorek
ze zdepolaryzowanymi
mitochondriami

Zmiany transmembranowego potencjatu mito-
chondrialnego (4%,,) sledzono dzigki zastosowa-
niu kationowego barwnika JC-1 (jodek 5,5°,6,6’-

tetrachloro-1,1",3,3’-tetraetylo-benzymidazolo-
zolokarbocyjanianowy), ktéry wykazuje zalezna
od wielkosci potencjatu mitochondrialnego aku-
mulacj¢ w mitochondriach. JC-1 rdéznicuje ko-
moérki z wysokim potencjalem mitochondrial-
nym (pomaraiiczowa fluorescencja; mitochon-
dria spolaryzowane) 1 niskim potencjatem
mitochondrialnym (zielona fluorescencja; mito-
chondria zdepolaryzowane) (REERS i in., 1991;
SALvVIOLI i in., 1997) — ryc. 3.3. W zastosowanej
procedurze barwienia przygotowana z uzyciem
dyspazy zawiesing komérek o Sredniej gestosci
6 - 10° - ml™! inkubowano w ciemnosci z 10 pl
1,5 mM JCl w roztworze DMSO (99,97%,
H,0 < 0,1%) przez 15 min w temperaturze po-
kojowej. Dane analizowano, uzywajac programu
WinList, a rezultaty prezentowano jako odsetek
komérek ze zdepolaryzowanymi mitochondria-
mi (tab. 3.5).

Tabela 3.5

Wartosci bezwzgledne i procentowe ko-

moérek wykazujacych spolaryzowane (B,

B3) i zdepolaryzowane mitochondria

(B2) w gruczotach jelita Srodkowego sa-

mic X. nemoralis z Olkusza z grupy
gtodzonej (ryc. 3.3)

Region Licz,ba Komoérki
komérek [%]
Bl 4295 85,90
B2 573 11,50
B3 132 2,64
B4 0 0,00
100% = 5 000 komérek
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Ryc. 3.3. Przyktadowa analiza potencjatu mitochondrialnego 4¥,, z zastosowaniem JC-1 w gruczotach jelita Srodkowego sa-

mic X. nemoralis z Olkusza, z grupy gtodzonej (G)

A — bramka wyznaczajaca granice obszaru, w ktorym znajduje si¢ analizowana grupa komdrek. Regiony B1 i B3 obejmuja komorki za-
wierajace spolaryzowane mitochondria, mieszczace si¢ w obszarze fluorescencji pomarariczowej. Region B2 obejmuje populacje komérek
wykazujacych zielong fluorescencj¢ wskazujaca na zdepolaryzowanie ich mitochondriéw. Obnizenie stosunku intensywnosci pomarariczo-
wej (D) do zielonej fluorescencji (C) wskazuje na zwigkszenie liczby komoérek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami
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3.5.1.4. llosciowa ocena komorek Mt
pozytywnych

W ilosciowej ocenie komérek pozytywnie re-
agujacych z przeciwciatami dla metalotionein
(Mt) stosowano specyficzne przeciwciata I-rzg-
dowe (DakoCytomation; Monoclonal Mouse,
Anti-Metallothionein; Dako-MT, E9) oraz prze-
ciwciata II-rzgdowe sprzezone z FITC (DakoCy-
tomation; Polyclonal rabbit anti-mouse immuno-
globulins/FITC Fab (ab’)2). Poniewaz badane
biatka zlokalizowane sa wewnatrzkomorkowo,
zastosowano réwniez preparat utrwalajaco-per-
mabilizujacy  (Coulter; IntraPrep™), ktéry
umozliwia dostgpnosé¢ wewnatrzkomoérkowych
antygenow cytoplazmatycznych i jadrowych. Za-

L]1nd ]

SS Mt-FITC Log

w0 1wt

zbuforowanego utrwalacza zawierajacego 5,5%
formaldehyd i inkubowano przez 15 min w tem-
peraturze 25°C. Nastgpnie zawiesing komoérek
ptukano przez odwirowanie w 250 g przez 5
min. Otrzymane supernatanty zlewano, a do pre-
cypitatu dodawano 100 pl buforu permabili-
zujacego, inkubowano przez 5 min, a nastgpnie
dodawano 10 pl nierozcieficzonego specyficzne-
go przeciwciata I-rzgdowego dla Mt. Calos¢ in-
kubowano przez 30 min w temperaturze 25°C.
Po tym czasie komérki powtérnie ptukano przez
odwirowanie w 250 g przez 5 min. Nastgpnie do
precypitatu dodawano 10 pl nierozcieficzone-
go przeciwciala Il-rzedowego i inkubowano
w 25°C przez 30 min, po czym powtarzano pro-
cedure plukania komérek. Komérki zawieszano
nastegpnie w 1 ml buforu PBS i analizowano cy-
tometrycznie (ryc. 3.4).

o e 0 e
SS Mt-FITC Log

Ryc. 3.4. Przyktadowa cytometryczna analiza komérek Mt pozytywnych w gruczotach jelita srodkowego samic X. nemora-

lis z Olkusza, z grupy glodzonej

A — bramka wyznaczajaca granice obszaru, w ktérym znajduje si¢ analizowana grupa komoérek. Regiony B w poszczegdlnych histogra-
mach (K — kontrola; GB — préba badana) wyznaczaja zakres obszaru pozytywnego dla fluorescencji zielonej klasyfikujacej komorki Mt

pozytywne

daniem preparatu utrwalajacego jest stabilizacja
btony komoérkowej, a tym samym niedopuszcze-
nie do jej niekontrolowanego rozpadu w mo-
mencie uzycia drugiego z reagentéw — czynni-
ka permabilizujacego (medium oparte na sapo-
ninach, buforowane PBS i zawierajace
0,1% NaNj3). Czynnik ten uczestniczy w tworze-
niu otworéw w btonie komérkowej bez narusze-
nia jej morfologii, zachowujac wtasciwosci ko-
morek niezbedne do charakterystyki cytome-
tryczne;j.

Procedura przygotowania komérek do analiz
cytometrycznych przedstawiata si¢ nastgpujaco:
50 ul zawiesiny komoérek zawieszano w 100 ul

Dla kazdej préby badanej (GB) przygotowy-
wano kontrolg (K), do ktérej dodawano jedynie
nierozcieficzone przeciwcialo II-rzedowe tej sa-
mej klasy co przeciwciato I-rzgdowe. Kontrola
stuzyta do eliminacji Swiecenia niespecyficzne-
g0 (YURKOV, MAKHUANI, 1998). Na ryc. 3.4 za-
prezentowano przyktadowe wykresy oraz odpo-
wiadajace im wartosci liczbowe charaktery-
zujace osobniki jednej z grup doswiadczalnych
(tab. 3.6).
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Tabela 3.6
Wartosci bezwzgledne i wartosci procen-
towe komérek Mt pozytywnych w grupie
kontrolnej (K) oraz w grupie badanej
(GB) w gruczotach jelita srodkowego sa-
mic X. nemoralis z Olkusza z grupy

glodzonej
K 430 8,60
GB 683 13,70
AGB — K* 253 5,10
100% = 5 000 komérek

* AGB — K okresla rzeczywistg liczbe komé-
rek Mt pozytywnych z ryc. 3.4.

3.5.1.5. llosciowa ocena komorek
Hsp70 pozytywnych

Procedura cytometrycznego oznaczania ko-
moérek Hsp70 pozytywnych przebiegata podob-
nie, jak w przypadku oznaczania komodrek Mt
pozytywnych, z wyjatkiem zastosowania innych
przeciwciat I- i II-rzedowych, ktérymi byty od-
powiednio: Anti-Hsp70 clone C92F3A-5 (Cal-
biochem) i Anti-mouse IgG heavy and light cha-
in fluorescein conjugate (Calbiochem) (ryc. 3.5,
tab. 3.7).

Hsp-FITC Log

Tabela 3.7

Wartosci bezwzgledne i wartosci procen-

towe komérek Hsp70 pozytywnych

w grupie kontrolnej (K) oraz w grupie

badanej (GB) w gruczotach jelita srodko-

wego samic X. nemoralis z Olkusza
z grupy gtodzonej

K 245 4,90

GB 334 6,68

AGB — K* 89 1,78
100% = 5 000 komdrek

* AGB — K okresla rzeczywista wartos¢ ko-
moérek Hsp70 pozytywnych z ryc. 3.5.

3.5.1.6. Proteazy kaspazopodobne
(Cas-3)

Aktywno$¢ proteaz kaspazopodobnych ozna-
czano metoda kolorymetryczna, korzystajac
z zestawu do oznaczen kaspazy-3: BD Apo-
Alert™ Caspase Colorimetric Assay Kit. Meto-
da ta opiera si¢ na spektrofotometrycznej detek-
¢ji p-nitroaniliny (pNA) po jej odcigciu przez
enzym od substratu DEVD-pNA (Ac-Asp-
-Glu-Val-Asp-nitroanilid). W zwiazku z tym, ze
wymieniony zestaw dotychczas byt stosowany
gtéwnie w przypadku badan na krggowcach

GB

SS Hsp-FITC Log

Ryc. 3.5. Przyktadowa cytometryczna analiza komérek Hsp70 pozytywnych w gruczotach jelita srodkowego samic X. nemo-

ralis z Olkusza, z grupy gtodzonej

A — bramka wyznaczajaca granice obszaru, w ktérym znajduje si¢ analizowana grupa komoérek. Regiony B w poszczegdlnych histogra-
mach (K — kontrola; GB — préba badana) wyznaczaja zakres obszaru pozytywnego dla fluorescencji zielonej, klasyfikujacej komorki

Hsp70 pozytywne
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i nie dysponujemy poréwnawczymi rezultatami
Z jego zastosowania u pajakow, w pracy ozna-
czany enzym przyjeto nazywac proteaza kaspa-
zopodobng (Cas-3).

Zawiesine komérek (2 - 10%) w 0,05 M bufo-
rze fosforanowym  Sorensena  (Na,HPO,-
-KH,PO4) o pH 7,4 wirowano w 400 g przez
5 min. Do precypitatu dodawano 400 ul zim-
nego buforu lizujacego i préby inkubowano na
lodzie przez 10 min. Po tym czasie lizaty po-
wtornie wirowano przez 10 min w temperaturze
0°C w 30000 g. Po oczyszczeniu supernatanty
przenoszono do nowych probéwek i umieszcza-
no na lodzie. Bezposrednio przed oznaczeniami
przygotowywano mieszaning reakcyjna zawie-
rajaca: bufor reakcyjny (2X Reaction Buffer)
i 10 mM DTT. Zgodnie z zaleceniami producen-
ta dla kazdej proby badanej, zawierajacej sub-
strat DEVD-pNA, przygotowano prébe kontrol-
na, ktéra nie zawierata substratu. Dodatkowo
z powodu braku kontroli pozytywnej sporzadzo-
no takze probe z inhibitorem DEVD-fmk
(aspartic glutamic valyl aspartate fluoromethyl-
ketone) wedlug schematu, jaki podano w tab.
3.8.

3.5.2. Wskazniki antyoksydacyjne

Material przeznaczony do analizy wskazni-
kéw antyoksydacyjnych homogenizowano w ho-
mogenizatorze szklano-teflonowym, w pomiesz-
czeniu chlodni w temperaturze 4°C, stosujac
0,05 M bufor Sorensena (Na,HPO,-KH,PO,)
o pH 7.4 (1:50 w/v). Przygotowane homogenaty
wirowano przez 10 min w 20 000 g w celu uzy-
skania frakcji postmitochondrialnej. Po odwiro-
waniu, dekantacji i rozcieficzeniu supernatanty
rozdzielano do probéwek Eppendorfa w ilo-
Sciach niezbednych do przeprowadzenia ozna-
czen aktywnosci poszczegdlnych enzyméw oraz
zawartosci biatka i zamrazano w temperaturze
—70°C.

Porcje¢ supernatantu przeznaczona do ozna-
czenia stgzenia glutationu calkowitego natych-
miast po odwirowaniu mieszano z 10% kwasem
nadchlorowym w stosunku objgtosciowym 1:1,
w celu odbialczania. Nastgpnie probkg wirowa-
no w temperaturze 4°C przez 10 min w 3 000 g
w celu oddzielenia wytraconego biatka i do cza-
su przeprowadzenia oznaczen roztwor znad osa-

Tabela 3.8

Sktad mieszaniny reakcyjnej préby badanej, kontrolnej i zawierajacej inhibitor

Préba badana

Préba kontrolna
(bez substratu)

Préba z inhibitorem

50 ul supernatantu

50 ul supernatantu

50 ul supernatantu

Inkubacja 30 min na lodzie

inkubacja 30 min na lodzie

1 ul DEVD-fmk
inkubacja 30 min na lodzie

50 ul 2X bufor reakcyjny/DTT

50 ul 2X bufor reakcyjny + DTT | 50 ul 2X bufor reakcyjny + DTT

1 ul DMSO 1 ul DMSO

5ul 1 mM DEVD-pNA 5 ul DMSO

5ul 1 mM DEVD-pNA

Inkubacja w 37°C przez 2 godz.

Odczyty absorbancji préb przeprowadzono
przy dtugosci fali 405 nm, w 100 ul kuwetach
kwarcowych. IloS¢ powstajacego produktu od-
czytywano z krzywej wzorcowej, ktéra spo-
rzadzono, wykorzystujac p-nitroaniling (pNA)
o znanym st¢zeniu. Aktywno$¢ enzymu wyra-
zano w nmol pNA - mg™! bialka.

6 Komorkowe...

du przechowywano w zamrazarce w tempera-
turze —70°C. Analize st¢zenia glutationu oraz
aktywnosci enzyméw wykonano metodami
spektrofotometrycznymi zgodnie z powszechnie
przyjetymi procedurami.
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3.5.2.1. Glutation catkowity
(GSH + GSSG)

Zawarto$¢ glutationu catkowitego: lacznie
zredukowanego (GSH) i utlenionego (GSSG),
oznaczano wedlug metody TIETZEGO (1969),
zmodyfikowanej przez ALLENA i in. (1984). Za-
sada reakcji polega na katalitycznym dziata-
niu glutationu zredukowanego w uktadzie,
w ktorym ulega on cyklicznemu utlenieniu
przez kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy)
(DTNB). Obecna w mieszaninie reakcyjnej re-
duktaza glutationowa (GR), z udzialem NADPH
(fosforan  dinukleotydu nikotynoamidoadeni-
nowego), przeprowadza disulfid glutationu
(GSSG) w forme zredukowana (GSH), uczest-
niczaca w reakcji z DTNB. Sklad mieszaniny
reakcyjnej obejmowat: 300 ul 1 mM roztwo-
ru DINB w 0,1 M buforze fosforanowym
(Na,HPO,-KH,PO,) o pH 7,5, zawierajacy
EDTA w stezeniu 5 mM; 50 pl reduktazy gluta-
tionowej (GR) w stezeniu 10 U - ml™!; 100 pl
roztworu 1 mM NADPH. Reakcje rozpoczyna-
no, dodajac do mieszaniny 50 pl supernatantu,
po czym mierzono szybko$¢ przyrostu absorban-
cji w ciagu 6 min, przy dtugosci fali Swietlnej
410 nm. Do pomiaru absorbancji uzyto spektro-
fotometru Epoll 20. Stgzenie glutationu odczyty-
wano z krzywej wzorcowej sporzadzonej na
podstawie znanego st¢zenia glutationu w zakre-
sie 5—20 pg glutationu - ml™' roztworu oraz
zmierzong zawarto$¢ biatka w prébce. Zawar-
to$¢ glutationu wyrazano w ng - mg biatka™'.

3.5.2.2. Peroksydazy glutationowe:
selenozalezna (GPOX;
EC 1.11.1.9) i niezalezna
od selenu (GSTPx)

Oznaczenie wykonano zgodnie z procedura
opisana przez SIMMONSA i in. (1989). W meto-
dzie tej mierzy si¢ tempo redukcji nadtlenku
wodoru lub nadtlenku kumenu. Dodanie
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NADPH i reduktazy glutationowej (GR), enzy-
mu odtwarzajacego glutation w postaci zreduko-
wanej, zapewnia obecno$¢ GSH na stalym
poziomie. Dodanie azydku sodu (NaNs) blokuje
aktywno$¢ obecnej w supernatancie katalazy
konkurujacej z GPOX o H,0,.

Selenozalezna  peroksydaza  glutationowa
(GPOX) uczestniczy zaréwno w usuwaniu nad-
tlenku wodoru, jak i nadtlenkéw organicznych.
Z kolei peroksydaza glutationowa niezalezna od
selenu (GSTPx) neutralizuje organiczne nadtlen-
ki, takie jak wodoronadtlenek kumenu i uwazana
jest raczej za transferaze o funkcji peroksydazy
glutationowej, ale czgsto ze wzgledéw zwyczajo-
wych nazywana peroksydaza glutationowg sele-
noniezalezng (AHMAD i in., 1989; AHMAD, PARDI-
NI, 1990; PARDINI, 1995). Mieszanina reakcyjna
zawierata: 250 pl 0,1 M buforu fosforanowego
(Na,HPO4-KH,PO,) o pH 7, z 2 mM EDTA
i 2 mM NaNj; 50 pl reduktazy glutationowe;j
(GR) (6 TU GR(mlI™); 50 pl 10 mM GSH w bufo-
rze fosforanowym (Na,HPO,-KH,PO,) o pH 7.4;
50 ul 2,5 mM NADPH w buforze fosforanowym
(Na,HPO,-KH,PO,) o pH 7,4; 50 ul supernatan-
tu oraz 50 pl 2,5 mM H,0, lub 15 mM wodoro-
nadtlenku kumenu w wodzie destylowane;.

Pomiary przeprowadzano w ciagu 5 min, od-
czytujac zmiany absorbancji wynikajace z prze-
ksztatlcenia NADPH w NADP, o dtugosci fali
Swietlnej 340 nm na spektrofotometrze Epoll 20.
Pomiar trwat 5 min. Miara aktywnosci jest ilos¢
utlenionego NADPH wyrazona w nmol - min™!
- mg biatka™!, przeliczona za pomoca wspot-
czynnika ekstynkcji dla NADPH réwnego
6,22 10°M! - cm™.

3.5.2.3. Stransferaza glutationowa
(GST; EC 2.5.11.18)

Aktywno$§¢ GST oznaczono metoda YU
(1982), wykorzystujaca jako substrat 1-chloro-
-2,4-dwunitrobenzen (CDNB). Zasada reakcji
polega na sprzgganiu substratu z glutationem,
w wyniku czego powstaje S-2,4-dwunitrofenylo-
glutation, ktéry zmienia absorbancj¢ roztworu.



Wyjsciowa mieszanina reakcyjna obejmowata:
1 ml 1 mM roztworu zredukowanego glutationu
w buforze fosforanowym o pH 7,4 oraz 25 ul
supernatantu. Reakcj¢ inicjowano przez dodanie
10 pl 15 mM roztworu CDNB w 96% etanolu.
Zmiany absorbancji mierzono przez 5 min przy
dtugosci fali 340 nm na spektrofotometrze Epoll
20. Uzyskane wyniki po skorygowaniu wzgle-
dem proby S§lepej (supernatant zastagpiony bu-
forem Sorensena o pH 7,4) przeliczano na
aktywno$¢ enzymu, przyjmujac wspoétczynnik
ekstynkcji  powstajacego  produktu  réwny
9,6 mM - cm™!. Aktywnos¢ specyficzna enzymu
wyrazono w nmol CDNB - min™' - mg~! biatka.

3.5.2.4. Dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD; EC 1.15.1.1)

Aktywnos$¢ tego enzymu oznaczano w frakcji
postmitochondrialnej metoda adrenochromowa
Misry i FripovicHA (1972), w ktérej korzysta si¢
ze zjawiska spontanicznej autooksydacji adrena-
liny do adrenochromu w obecnosci tlenu atmos-
ferycznego. Autooksydacja adrenaliny jest
Zrédtem rodnikéw ponadtlenkowych, unieczyn-
nianych przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa.

Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 0,05 M
buforu dwuweglanowego (Na,CO;+NaHCO;)
o pH 10,2 oraz z 0,1 M HCI o pH 2, w ktérym
znajdowata si¢ rozpuszczona adrenalina (7 mg
na 4 ml 0,1 M HCI). Procedura oznaczania
sktadata si¢ z dwdch etapéw. W pierwszej kolej-
nosci ustalano autooksydacje¢ adrenaliny. W tym
celu w kuwecie spektrofotometrycznej odmie-
rzono 2,9 ml buforu dwuweglanowego i 100 ul
adrenaliny. Po doktadnym wymieszaniu mierzo-
no zmiang¢ absorbancji przy dlugosci fali 480
nm na spektrofotometrze UV/VIS CECIL 3000.
Maksymalna szybko$¢ przyrostu absorbancji po
2—3 min wynosita 0,025 - min~!. W drugim
etapie, korzystajac z tych samych ustawiefi, po-
szukiwano takiej objetosci proby, w ktdrej naste-
puje polowiczne zahamowanie tempa autooksy-
dacji. Pomiaru zmian absorbancji préby badanej
dokonywano w podobnym interwale czasowym.

6%

Objetosci homogenatu dodawane do préby ba-
danej byly rézne dla poszczegdlnych préb i wy-
nosity od 10 pl do 100 pl. Aktywnos¢ enzymu
wyrazono w umownych jednostkach aktywnosci
specyficznej (J.A.) Misry i Fridovicha
min~' - mg™' biatka, definiowana jako ilo$¢
enzymu, ktéra w poréwnaniu z kontrola powo-
duje 50% hamowanie autooksydacji adrenaliny
w ciagu 1 min.

3.5.2.5. Katalaza (CAT; EC 1.11.1.6)

Aktywno$¢ katalazy oznaczano we frakcji
postmitochondrialnej metoda opracowana przez
OrrA (1970), w ktorej wyzyskuje si¢ zjawisko
katalitycznego rozktadu nadtlenku wodoru. Nad-
tlenek wodoru absorbuje promieniowanie nadfio-
letowe, mozna wigc tatwo §ledzi¢ spadek
pochfaniania promieniowania przez roztwor za-
wierajacy ten zwiazek, wywolany wprowadze-
niem katalazy do kuwety spektrofotometryczne;j
(BArTOSZ, 1995). Do oznaczenia aktywnosci
CAT uzyto 0,05 M buforu fosforanowego
(Na,HPO,4-KH,PO,), pH 7,4, 100 mM roztworu
H,0, w buforze fosforanowym oraz rozcieficzo-
nego 40-krotnie supernatantu w buforze fosfora-
nowym Sorensena. Prébe Slepa sporzadzano jak
probe badana, dodajac do mieszaniny 500 pl
wody zamiast nadtlenku wodoru. Pomiaru doko-
nywano na spektrofotometrze UV/VIS CECIL
3000 przy dtugosci fali 230 nm metoda rézni-
cowa, z wykorzystaniem dwéch gniazd: pomia-
rowego 1 referencyjnego. Pomiar trwal 30 s
w miar¢ obnizania si¢ ekstynkcji. Aktywnos¢ en-
zymu obliczano, uzywajac wartosci molowego
wsp6tczynnika ekstynkcji 40 mol™ - cm™ i wy-
razano mM H,0, - min™' - mg™' biafka.

3.6. Oznaczanie stezenia biatka

Dla kazdej wykonanej proby biatko oznaczo-
no metoda Bradford (1976). Metoda ta opiera si¢
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na zjawisku wigzania si¢ w Srodowisku kwas-
nym czasteczek barwnika Coomasie Brillant
Blue G-250 (CBB) z biatkiem, co powoduje
zmian¢ zabarwienia roztworu z czerwonobrazo-
wej na niebieska. St¢zony, kwasny roztwdér wod-
ny odczynnika biatkowego o sktadzie: CBB —
0,01%, etanol — 4,7%, kwas ortofosforowy —
8,5% pigciokrotnie rozcieficzano woda destylo-
wana. Do 50 pl kazdej préby dodano 2,5 ml od-
powiednio przygotowanego odczynnika biatko-
wego. Absorbancje proby odczytywano przy
dlugosci fali 595 nm. Stg¢zenie biatka w prébie
okreslono na podstawie krzywej wzorcowej wy-
korzystujacej albumine bydleca jako standard.

3.7. Analizy statystyczne

Otrzymane wyniki opracowano statystycznie
za pomocg programu STATISTICA® w wersji
5,1. Obliczono wartosci Srednie i odchylenie
standardowe. Do oceny istotnosci réznic migdzy
grupami doswiadczalnymi w poziomie analizo-
wanych parametréw w zaleznoSci od czynnika
stresogennego, pici i stanowiska wykorzystano
metode analizy wariancji dla klasyfikacji poje-
dynczej 1 wieloczynnikowej (ANOVA/MANO-
VA) w wyniku zastosowania testu Tukeya dla
nieréwnych grup, przy poziomie istotnosci
p < 0,05. Jednorodno$¢ wariancji sprawdzano te-
stem Levene’a. Dla takiego samego poziomu
istotnosci wyznaczono wspoétczynniki korelacji
liniowej Pearsona dla aktywnosci enzymoéw,
biatek stresu i wskaznikéw $mierci komdrkowe;j
w obrebie wyréznionych grup pajakéw.

3.8. Odczynniki chemiczne

Wszystkie wodne roztwory odczynnikéw spo-
rzadzono na ultraczystej wodzie uzyskanej
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w procesie odwrdéconej osmozy w systemie
oczyszczania wody Millipore® Elix S™ i Milli-
pore® Simplicity™.

— BAYER: Biz58 (dimetoat; ditiofosforan
0, O0-dimetylo-S-metylokarbamoilometylu).

— BD Biosciences: ANNEXIN V-FITC apop-
tosis Detection Kit.

— BD Biosciences Clontech: BD ApoAlert™
Caspase Colorimetric Assay Kit.

— CALBIOCHEM: Anti-Heat Shock Protein
70 (Anti-Hsp70, human/mouse), Anti-mouse
IgG heavy and light chain fluorescein conju-
gate, JC-1 (jodek5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1°,
3,3 -tetraetylobenzymidazolozolokarbocy-
janianowy).

— COULTER: formaldehyd, IntraPrep™ Per-
meabilization Reagent, sodu azydek.

— DakoCytomation: Monoclonal Mouse An-
ti-Metallothionein (E9), Polyclonal rabbit an-
ti-mouse immunoglobulins/FITC Fab (ab’)2.

— FLUKA: L-adrenalina, albumina bydlgca
(BSA), Coomasie Brillant Blue G-250
(CBB), 1,4-ditio-DL-treitol (DTT), glutation
zredukowany (GSH), reduktaza glutationowa
(GR).

— Lubelskie Odczynniki Chemiczne:
wersenowy (EDTA).

— POCh: aceton, etanol 99,8%, kwas nadchlo-
rowy 70%, kwas orto-fosforowy 85%, kwas
solny 30%, diwodorofosforan potasu bez-
wodny, chlorek sodu, diwodorofosforan sodu
bezwodny, diwodorofosforan sodu 2. hydrat.,
weglan sodu, wodorotlenek sodu, wodorowe-
glan sodu, chlorek wapnia, nadtlenek wodo-
ru 30%.

— SIGMA: L-adrenalina, bufor fosforanowy
(PBS), 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB),
dyspaza, dioctan fluoresceiny (FDA), fosfo-
ran dinukleotydu nikotynoamidoadeninowe-
go (NADPH), glutation zredukowany (GSH),
jodek propidyny (PI), kumenu wodorotlenek,
kwas  5,5’-ditiobis  (2-nitrobenzoesowy)
(DTNB), p-nitroanilina (p-NA), reduktaza
glutationowa (GR), sulfotlenek dimetylowy
(DMSO).
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4. Wyniki

4.1. Analiza czynnikowa udziatu
zastosowanych stresorow
oraz pici i stanowiska
w odpowiedziach komérkowych
u pajakow

Wsréd wyodrebnionych zmiennych grupuja-
cych: czynniki stresogenne, pte¢ oraz stanowisko,
najwiekszy wplyw na wystapienie réznic mi¢dzy
podobnie traktowanymi grupami pajakéw obu
gatunkéw miato dziatanie czynnikéw stresogen-
nych (tab. 4.1—4.8). Wzorce zmian analizowa-
nych parametréw w odpowiedzi na poszczegdlne

stresory byly u obu gatunkéw podobne, lecz ich
zakres byl wickszy w przypadku X. nemoralis.

Pajaki A. labyrinthica przejawiaty podobne
reakcje komoérkowe jak X. nemoralis gtéwnie
w odpowiedzi na dziatanie pestycydu (P) oraz
taczne dziatanie wysokiej temperatury i pestycy-
du (T+P) (tab. 4.1—4.6). Efekt dzialania wy-
mienionych stresoréw w poréwnaniu z warto-
Sciami kontrolnymi przejawil si¢ zwigkszeniem
liczby komérek ze zdepolaryzowanymi mito-
chondriami (ryc. 4.1) oraz komérek apoptotycz-
nych (ryc. 4.3) i nekrotycznych (ryc. 4.4) w ana-
lizowanym narzadzie. W wymienionych grupach
zarejestrowano ponadto wigkszy niz u zwierzat
kontrolnych odsetek komoérek Hsp70 pozytyw-

Tabela 4.1

Wiyniki analizy wariancji wartosci parametréw opisujacych cechy smierci komérkowej w gruczotach jelita Srodkowego samic
i samcow A. labyrinthica z réznych stanowisk poddanych dziataniu czynnikéw stresogennych naturalnych i antropogennych

4¥, Cas-3 Aneksyna’, PI" Aneksyna’, PI"
premeenetet L F e [ Tl [ Pl ] F e
Stanowisko 139,7 | 95,4 |<0,001| 3,1 173,0 |<0,001| 0,69 2,2 0,14 | 0,25 | 60,9 |<0,001
Stresory* 464,1 | 316,8 [<0,001| 2,6 | 148,6 |<0,001| 49,2 | 161,2 |<0,001| 1,4 | 352,7 [<0,001
T 11950/ 72,4 |<0,001| 6,8 10,8 | 0,002 | 0,02 2,7 0,1 0,07 | 23,7 |<0,001
P 366,5 | 166,1 |{<0,001| 0,6 39,6 [<0,001| 04 33,5 [<0,001| 0,05 | 16,9 |<0,001
T+P 776,0 | 176,0 |<0,001| 6,3 46,8 |<0,001| 0,97 | 10,1 |0,002 | 0,93 | 11,6 | 0,001
G 6,2 3,5 0,05 0,9 28,5 |<0,001| 128,8 | 133,7 |<0,001| 4,1 | 173,8 |<0,001
Pte¢ 29,9 | 20,4 [<0,001| 0,1 3,1 0,08 0,3 0,98 0,3 0,08 | 15,9 |<0,001
Stanowisko/pteé 49,3 | 33,6 |<0,001| 2,9 | 164,0 |<0,001| 0,12 | 0,39 0,5 0,51 | 125,5 |<0,001
Stresory*/ptec 12,5 8,5 [<0,001| 3,3 | 186,0 |<0,001| 3,5 11,7 |<0,001| 0,5 | 123,7 [<0,001
Stanowisko/stresory*/pte¢| 20,9 14,3 |<0,001| 1,8 104,5 |<0,001| 0,4 1,3 0,3 0,2 46,3 |<0,001

* Efekt tacznego dzialania wszystkich czynnikéw stresogennych.
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Tabela 4.2

Wyniki analizy wariancji wartosci parametréw opisujacych cechy $mierci komérkowej w gruczotach jelita sSrodkowego samic
i samcéw X. nemoralis z r6znych stanowisk poddanych dziataniu czynnikéw stresogennych

4V, Cas-3 Aneksyna’, PI” Aneksyna, PI*
et g ol L Pl | Tl | ]
Stanowisko 94,5 6,4 | 0,01 5,9 12,9 |<0,001| 0,82 1,8 02 | 003 | 033 | 06
Stresory* 881,9 | 60,0 |<0,001| 19,8 | 43,5 |<0,001| 137,4 | 296,9 |<0,001| 2.8 33,8 [<0,001
T 961,9 | 182,1 |<0,001| 3,03 | 104,4 |<0,001| 0,43 | 107,7 |<0,001| 0,66 | 16,5 [<0,001
P 2284,0| 320,1 {<0,001| 1,01 | 28,4 |<0,001| 0,55 | 21,5 |<0,001| 3,2 | 72,5 [<0,001
T+P 2452,0] 48,9 [<0,001| 1,3 85,4 |<0,001| 4,6 | 949 [<0,001| 3,6 | 50,7 |<0,001
G 323,5 | 68,9 [<0,001| 62,1 | 19,7 |<0,001| 374,6 | 142,9 |<0,001| 9,7 14,4 |<0,001
Pte¢ 599.,5 | 40,8 [<0,001| 10,8 | 23,7 |<0,001| 8,05 | 17,4 [<0,001| 6,5 76,9 |<0,001
Stanowisko/pteé 32,5 22 | 0,14 | 206 | 45 | 005 | 0,17 | 0,37 | 05 0,04 | 046 | 06
Stresory*/pted 179,6 | 12,2 |<0,001| 11,7 | 25,6 |<0,001| 16,2 | 34,9 |<0,001| 2,02 | 24,1 [<0,001
Stanowisko/stresory*/pte¢| 53,8 3,7 [<0,001| 44 9,6 |<0,001] 14 29 0,02 1,9 23,3 [<0,001

* Efekt tacznego dziatania wszystkich czynnikéw stresogennych.

nych (ryc. 4.5) i Mt pozytywnych (ryc. 4.6), jak
rowniez wigksze zmiany w aktywnoSci enzy-
méw antyoksydacyjnych zwigzanych z metabo-
lizmem glutationu (ryc. 4.14—4.16).

Wykazano wysoko istotng zalezno$¢ miedzy
wielkoscia wskaznikéw $mierci komodrkowe;j
w gruczotach jelita srodkowego pajaka niebu-
dujacego sieci (X. nemoralis) a wszystkimi za-
stosowanymi czynnikami stresogennymi (tab.
4.2). Niezaleznie od charakteru wywieraty one

stymulujacy efekt na ilo§ciowe zmiany apopto-
tyczne i nekrotyczne (ryc. 4.9—4.10). Wzrost
liczby komoérek ze zdepolaryzowanymi mito-
chondriami, jak réwniez wzrost liczby komérek
nekrotycznych w odniesieniu do wartosci kon-
trolnych byl wyzszy w gruczotach jelita srodko-
wego X. nemoralis niz A. labyrinthica.
Stymulujacy efekt szoku termicznego oraz
pestycydu, dziatajacych osobno i lacznie,
w przypadku X. nemoralis wykazano w odnie-

Tabela 4.3

Wyniki analizy wariancji ilosciowych zmian komérek Mt i Hsp70 pozytywnych w gruczotach
jelita Srodkowego samic i samcéw A. labyrinthica z réznych stanowisk poddanych dziataniu
czynnikéw stresogennych naturalnych i antropogennych

Mt Hsp70
Zmienna grupujaca Ms F > Ms F >
efekt efekt
Stanowisko 18,9 27,4 <0,001 0,2 0,1 0,8
Stresory* 49,9 71,9 <0,001 64,1 186,3 <0,001
T 25,2 18,6 <0,001 26,9 183,6 <0,001
P 160,6 18,4 <0,001 11,3 51,04 <0,001
T+P 52,2 39,9 <0,001 52,2 39,2 <0,001
G 112,2 108,5 <0,001 224 77,03 <0,001
Pteé 13,3 19,2 <0,001 0,1 0,23 0,6
Stanowisko/ptec 8,5 12,2 <0,001 437 127 <0,001
Stresory*/plec¢ 31,8 46,01 <0,001 13,5 39,3 <0,001
Stanowisko/stresory*/pteé 22,8 32,9 <0,001 18,8 54,6 <0,001

* Efekt tacznego dziatania wszystkich czynnikéw stresogennych.
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Tabela 44

Wyniki analizy wariancji ilosciowych zmian komérek Mt i Hsp70 pozytywnych w gruczotach
jelita srodkowego samic i samcow X. nemoralis z réznych stanowisk poddanych dziataniu czyn-
nikéw stresogennych naturalnych i antropogennych

Mt Hsp70
Zmienna grupujaca Ms F » Ms F >
efekt efekt

Stanowisko 45,1 47,5 <0,001 12,1 12,2 <0,001
Stresory* 50,9 53,2 <0,001 147.8 149.,4 <0,001
T 5,2 333 <0,001 355,8 330,8 <0,001
P 175,7 147.4 <0,001 57,5 1274 <0,001
T+P 43,7 19,9 <0,001 237,6 23,1 <0,001
G 36,6 21,4 <0,001 1,1 0,65 0.4

Ptec 41,1 429 <0,001 206,6 208.9 <0,001
Stanowisko/stresory* 25,25 26,4 <0,001 80,2 81,1 <0,001
Stanowisko/pteé 2,2 2,3 0,13 22,1 223 <0,001
Stresory*/plec¢ 8.9 9,3 <0,001 82,2 83,1 <0,001
Stanowisko/stresory*/pteé 7,01 7,3 <0,001 13,3 13,5 <0,001

* Efekt tacznego dziatania wszystkich czynnikéw stresogennych.

sieniu do iloSciowych zmian komoérek pozytyw-
nie reagujacych z przeciwciatami dla biatek Mt
1 Hsp70 (tab. 4.4) oraz parametréw antyoksyda-
cyjnych (tab. 4.6). Nie zmienita si¢ istotnie ak-
tywnos¢ GPOX w gruczotach jelita srodkowego
X. nemoralis w warunkach dziataniu szoku ter-
micznego (T) (tab. 4.6). Glodzenie pajakéw
tego gatunku (grupa G) nie spowodowato istot-

nych zmian w ilosci komérek Hsp70 pozytyw-
nych (tab. 4.4) oraz aktywno$ci SOD (tab. 4.8).
Glodzenie okazato si¢ czynnikiem, ktory
u przedstawicieli A. labyrinthica stabo od-
dzialywal na aktywnos¢ enzymoéw zwiazanych
z metabolizmem glutationu (tab. 4.5). Takze
szok termiczny w niewielkim stopniu réznicowat
poziom takich parametréw jak: liczba komorek

Tabela 4.5

Wyniki analizy wariancji zmian st¢zenia glutationu i aktywnosci enzyméw zwiagzanych z metabolizmem tego tréjpeptydu
w gruczotach jelita Srodkowego samic i samcéw A. labyrinthica z réznych stanowisk poddanych dziataniu czynnikéw streso-
gennych naturalnych i antropogennych

GSH + GSSG GPOX GSTPx GST
] e [P L | T e PP | | P
Stanowisko 122368 | 7,4 | 0,01 |12256| 125 [<0,001| 2509 | 27,2 {<0,001| 30213 | 25,2 |<0,001
Stresory* 322421 | 194 [<0,001| 4 382 | 44,9 |<0,001| 2114 | 22,9 [<0,001| 45110 | 37,6 |<0,001
T 1050614 64,7 |<0,001| 0,2 {0,002 0,9 488 | 69 | 0,01 | 7447 | 45 | 0,03
P 537755 1299 |<0,001| 4033 | 83 | 0,006 | 1,3 |0,02| 08 | 12256 | 9,4 | 0,003
T+P 858 851 | 96,3 [<0,001{10460| 6,8 | 0,01 | 6394 | 9,6 | 0,003 |125256| 10,3 | 0,002
G 424568 | 11,6 | 0,001 | 143 | 0,07 | 0,8 |4443 | 2,8 0,1 619 0,7 0,4
Pte¢ 313882 | 18,9 [<0,001|19 752|202,6 | <0,001 |10 044 | 108,8 |<0,001 | 144 497|120,5 | <0,001
Stanowisko/pte¢ 164548 | 9,9 | 0,002 |13 594|139,4|<0,001| 1344 | 14,6 |<0,001| 7646 | 6,4 | 0,01
Stresory/pte¢ 132695 | 7,9 |<0,001| 4754 | 48,7 [<0,001| 1984 | 21,5 [<0,001| 52 035 | 43,4 |<0,001
Stanowisko/stresory*/pte¢| 41299 | 2,5 | 0,05 | 1858 | 19,1 {<0,001| 1286 | 13,9 |<0,001| 11772 | 9,8 |<0,001

* Efekt tacznego dzialania wszystkich czynnikéw stresogennych.
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Tabela 4.6

Wyniki analizy wariancji zmian st¢zenia glutationu i aktywnosci enzyméw zwiazanych z metabolizmem tego tréjpeptydu
w gruczotach jelita Srodkowego samic i samcow X. nemoralis z réznych stanowisk poddanych dziataniu czynnikéw stresogen-
nych naturalnych i antropogennych

GSH + GSSG GPOX GSTPx GST
e et e [Pl L | T2 e PP | | T
Stanowisko 338949 | 10,1 | 0,002 | 496 1,9 0,2 | 0,001 {0,000 0,99 | 25375 | 19,4 {<0,001
Stresory* 1169 289 34,8 (<0,001| 9681 | 37,9 [<0,001| 4052 | 39,4 [<0,001|126 424| 96,6 |<0,001
T 1186 707(106,0{<0,001| 122,8 | 0,8 04 | 1188 | 11,8 | 0,001 |216424|305,2|<0,001
p 1295 700| 49,7 [<0,001|28 470 | 83,2 |<0,001| 1610 | 16,6 | <0,00 |114 182| 73,8 |<0,001
T+P 2068 325 32,8 [<0,001| 9938 | 9,9 | 0,003 | 3723 | 6,02 | 10,02 | 70 321 | 32,8 |<0,001
G 4356990 12,2 | 0,001 | 6371 | 16,8 |<0,001 |14 735|139,1|<0,001| 20954 | 8,5 | 0,006
Ptec¢ 2157 6,4 | 0,013 {23032 90,3 |<0,001|12357(120,2|<0,001| 47 046 | 35,9 |<0,001
Stanowisko/pte¢ 12668 | 0,4 | 0,54 | 1670 | 6,5 | 0,01 | 6479 | 63 |<0,001| 57430 | 43,9 |<0,001
Stresory/pte¢ 3030566 90,2 |<0,001|14795| 58 |<0,001| 4666 | 45,4 |<0,001| 96 986 | 74,1 |<0,001
Stanowisko/stresory*/pte¢| 867 149 | 25,8 [<0,001| 681 | 2,7 | 0,04 | 1110 | 10,8 [<0,001| 80520 | 61,5 |<0,001

* Efekt tacznego dziatania wszystkich czynnikow stresogennych.

apoptotycznych (tab. 4.1) oraz aktywnos¢
GPOX i GST (tab. 4.5), natomiast laczne dzia-
tanie szoku termicznego i dimetoatu (T+P) nie
miato znaczacego wpltywu na aktywno$¢ SOD
i CAT (tab. 4.7).

W przypadku A. labyrinthica pte¢ stanowita
czynnik istotnie rdéznicujacy zmiany wielkosci
potencjalu mitochondrialnego, poziom zmian
nekrotycznych oraz wszystkich parametrow
antyoksydacyjnych (tab. 4.1, 4.5). W przypadku

X. nemoralis wykazano odmienny u samic niz
u samcéw poziom wszystkich wskaznikow
Smierci komorkowej (tab. 4.2), bialek stresu
(tab. 4.4) oraz enzyméw zwiazanych z metaboli-
zmem glutationu (tab. 4.6).

Stezenie glutationu i aktywno$¢ enzymow
zwigzanych z metabolizmem tego tripeptydu
w gruczotach jelita Srodkowego A. labyrinthica
zalezaly od stanowiska, z ktérego odlawiano
pajaki (tab. 4.5), natomiast iloSciowe zmiany

Tabela 4.7

Wyniki analizy wariancji zmian aktywnosci SOD i CAT w gruczotach jelita Srodkowego samic
i samcéw A. labyrinthica z r6znych stanowisk poddanych dziataniu czynnikéw stresogennych
naturalnych i antropogennych

SOD CAT
Zmienna grupujaca Ms - » Ms - >
efekt efekt
Stanowisko 158,6 2,0 0,2 0,00 0,02 0,9
Stresory* 466,2 5,9 <0,001 0,39 15,6 <0,001
T 876,7 4,1 0,05 0,02 0,9 0,3
P 1.9 0,01 0,9 0,09 1,6 0,2
T+P 623 2,7 0,1 0,01 0,3 0,6
G 1040 43 0,04 0,72 63,8 <0,001
Pteé 8 264 104,2 <0,001 0,74 29,6 <0,001
Stanowisko/ptec 0,7 0,01 0,9 0,10 4,2 0,05
Stresory*/ptec¢ 405 5,1 <0,001 0,11 4,6 0,002
Stanowisko/stresory*/pteé 14,1 0,2 0,9 0,06 23 0,07

* Efekt tacznego dziatania wszystkich czynnikéw stresogennych.
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Tabela 4.8

Wyniki analizy wariancji zmian aktywnosci SOD i CAT w gruczotach jelita Srodkowego samic
i samcéw X. nemoralis z réznych stanowisk poddanych dziataniu czynnikéw stresogennych na-
turalnych i antropogennych

SOD CAT
Zmienna grupujaca Ms F > Ms F >
efekt efekt
Stanowisko 251,6 0,6 0,4 0,55 77,3 <0,001
Stresory* 18 099 43,5 <0,001 0,69 96,1 <0,001
T 48 874 77,7 <0,001 1,06 107,3 <0,001
P 13 927 75,03 <0,001 0,97 218,8 <0,001
T+P 19719 32,1 <0,001 2,7 323,04 <0,001
G 14,8 0,03 0,8 0,7 24,1 <0,001
Plec 1355 3,3 0,07 0,03 42 0,05
Stanowisko/pteé 22 501 54,2 <0,001 0,09 13,1 <0,001
Stresory*/ptec¢ 7163 17,3 <0,001 0,09 12,1 <0,001
Stanowisko/stresory*/pte¢| 2414 5.8 <0,001 0,08 11,8 <0,001

* Efekt tacznego dzialania wszystkich czynnikéw stresogennych.

komérek apoptotycznych (tab. 4.1), komoérek
Hsp70 pozytywnych (tab. 4.3) oraz poziom ak-
tywnosci SOD i CAT (tab. 4.7) w analizowa-
nym narzadzie osobnikéw tego gatunku byty
podobne niezaleznie od stanowiska. W przy-
padku X. nemoralis nie potwierdzono istotnego
znaczenia stanowiska jako czynnika rdzni-
cujacego odsetek komoérek apoptotycznych
i nekrotycznych (tab. 4.2), jak réwniez poziom
aktywnosci GPOX i GSTPx (tab. 4.6) oraz
SOD w gruczotach jelita Srodkowego (tab.
4.8).

Nie wykazano istotnego wptywu stanowiska
i plci jako czynnikéw dzialajacych tacznie na
poziom wszystkich analizowanych wskaZnikéw
Smierci komoérkowej (tab. 4.2), odsetka komorek
Mt pozytywnych (tab. 4.4) oraz zmian st¢zenia
GSH + GSSG w gruczotach jelita Srodkowego
X. nemoralis (tab. 4.6). Podobny brak zaleznosci
w odniesieniu do acznego dziatania wymienio-
nych czynnikéw wystapit tylko w przypadku ilo-
Sciowych zmian komoérek apoptotycznych (tab.
4.1) oraz aktywnosci SOD i CAT (tab. 4.7)
w analizowanym narzadzie A. labyrinthica.
Efekty tacznego dziatania wszystkich czynnikéw
na wielko$¢ analizowanych parametréw byly
w wigkszosci przypadkéw istotne statystycznie
tylko w przypadku X. nemoralis (tab.
42,44, 4.6, 4.8).

7 Komérkowe...

4.2. Efekty zastosowanych czynnikow
stresogennych w odniesieniu
do wskaznikow Smierci
komorkowej 1 bialek stresu
w gruczotach jelita sSrodkowego
pajakow Agelena labyrinthica

4.2.1. Szok termiczny

Zaréwno samice, jak i samce A. labyrinthica
reagowaly na wielokrotny szok termiczny istot-
nym zwigkszeniem odsetka komérek ze zdepola-
ryzowanymi mitochondriami wzgledem wartosci
kontrolnych (ryc. 4.1 B, G). Najwigksze zmiany
zanotowano u samcow ze stanowiska w Olku-
szu, u ktdérych stres termiczny wywotat srednio
10-krotne podwyzszenie wartosci tego wskaZni-
ka w odniesieniu do kontroli (ryc. 4.1 G).

Tylko u samic zebranych z okolic Pilicy za-
obserwowano blisko 14-krotnie wyzsza, w po-
réwnaniu z kontrola, aktywnos¢ proteazy kaspa-
zopodobnej. Aktywnos¢ Cas-3 w gruczotach je-
lita Srodkowego samic i samcéw z pozostatych
grup poddanych dziataniu wysokiej temperatury
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nie roznita sie¢ istotnie w odniesieniu do warto-
$ci kontrolnych (ryc. 4.2 B).

Wielokrotny szok termiczny nie mial wpltywu
na liczbe komérek apoptotycznych w gruczotach
jelita srodkowego samic i samcéw A. labyrinthi-
ca (ryc. 4.3 B, G). Z kolei tylko samce tego ga-
tunku z Olkusza charakteryzowaty sie 5-krotnie
wigksza niz w grupie kontrolnej liczbg komoérek
nekrotycznych (ryc. 4.4 G).

Niezaleznie od ptci wzrosta liczba komoérek
Hsp70 pozytywnych u osobnikéw z obu stano-
wisk (ryc. 4.5 B, G). Odsetek komérek Hsp70
pozytywnych w komdrkach gruczotéw jelita
srodkowego samcow z obu stanowisk nie réznit
si¢ istotnie od wartosci stwierdzonych dla samic
z tych stanowisk. Stwierdzono dodatnie korela-
cje miedzy liczba komoérek apoptotycznych
i liczba komérek Hsp70 pozytywnych dla samic
z obu stanowisk (Pilica, r = 0,671; Olkusz,
r=0,948) (Aneks': tab. A-1, A-2). U samcéw ze
stanowiska zanieczyszczonego stwierdzono bar-
dzo wysokie dodatnie zaleznoSci miedzy stgze-
niem glutationu catkowitego i liczba komorek
Hsp70 pozytywnych a stopniem zmian apopto-
tycznych (odpowiednio: r = 0,748; r = 0,939)
oraz nekrotycznych (odpowiednio: r = 0,802;
r =0,954) — tab. A-4.

W odpowiedzi na szok termiczny wykazano
odpowiednio 14- i 33-krotny wzrost liczby komo-
rek Mt pozytywnych u samic i samcéw ze stano-
wiska referencyjnego (ryc. 4.6 B). Niezaleznie
od pici liczba komérek Mt pozytywnych w gru-
czolach jelita srodkowego pajakéw z Pilicy byla
wysoko dodatnio skorelowana z liczbg komoérek
Hsp70 pozytywnych w tym narzadzie (samice,
r = 0,788; samce, r = 0,930) — tab. A-1, A-3.

4.2.2. Pestycyd

W wyniku dzialania stresora chemicznego
u samic pochodzacych z obu stanowisk stwier-
dzono istotny wzgledem wartosci kontrolnych
wzrost liczby komoérek ze zdepolaryzowanymi
mitochondriami (ryc. 4.1 C, H). Udokumentowa-

! Tabele korelacji zamieszczono w Aneksie na nosniku CD.
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no wysoce istotne dodatnie korelacje migdzy
tym parametrem a aktywnoscia Cas-3 w na-
rzadzie samic A. labyrinthica niezaleznie od sta-
nowiska (Pilica, » = 0,861; Olkusz, r = 0,961) —
tab. A-9, A-10. Pigciokrotna aplikacja dimetoatu
nie zmienita istotnie liczby komdrek apoptotycz-
nych i nekrotycznych w gruczotach jelita $rod-
kowego samic z obu stanowisk w poréwnaniu
z warto$ciami kontrolnymi (ryc. 4.3—4.4 C, H).
W przypadku innych wskaznikéw $mierci ko-
morkowej wzajemne ich korelacje wykazano tyl-
ko dla populacji ze stanowiska w Olkuszu. Dla
samic ze stanowiska w Olkuszu wykazano je
miedzy liczba komérek apoptotycznych i liczbg
komorek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami
(r = 0,713) oraz miedzy liczba komérek apopto-
tycznych i aktywnoscia Cas-3 (r = 0,702) (tab.
A-10). Dla tej grupy samic z Olkusza zanotowa-
no ponadto wyzsza niz w kontroli liczbg komo-
rek Hsp70 pozytywnych (ryc. 4.5 H). Dla samic
ze stanowiska w Pilicy stwierdzono dodatnie za-
leznosci migdzy liczba komérek Mt pozytyw-
nych i liczbg komérek apoptotycznych (r = 0,606)
oraz nekrotycznych (r = 0,775) — tab. A-9.

Jesli chodzi o samcéw pochodzacych z obu
stanowisk, to komoérkowe reakcje na stres che-
miczny zaznaczyly si¢ zwigkszeniem liczby ko-
morek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami
(ryc. 4.1 C, H) oraz wzrostem odsetka komdrek
apoptotycznych (ryc. 4.3 C, H). Oba wymienione
parametry pozostawaly w bardzo wysokich do-
datnich wspdélzaleznosciach (Pilica, r = 0,778;
Olkusz, r = 0,936) — tab. A-11, A-12. W gru-
czotach jelita Srodkowego samcéw ze stanowiska
w Olkuszu stwierdzono 4-krotnie wigkszy niz
u osobnikéw kontrolnych odsetek komorek ne-
krotycznych (ryc. 4.4 H). Wzajemna korelacja
miedzy wielkoscia tego parametru byla bardzo
wysoka i istotna w zestawieniu z liczba komoérek
ze zdepolaryzowanymi mitochondriami w oma-
wianym narzadzie (r = 0,947) (tab. A-12). Dla
samcOw z obu stanowisk udokumentowano do-
datnie korelacje miedzy liczba komérek apopto-
tycznych i nekrotycznych w gruczotach jelita
srodkowego (Pilica, r = 0,945; Olkusz,
r =0,983) — tab. A-11, A-12.

Samce z grupy P cechowal wysoki odsetek
komoérek Mt pozytywnych, ktéry w przypadku



osobnikéw z Olkusza osiagnat warto$¢ najwyz-
sza ze wszystkich notowanych w innych grupach
eksperymentalnych (ryc. 4.6 H). Z kolei tylko
samce z Pilicy reagowaly na dimetoat istotnym
wzgledem kontroli zwigkszeniem liczby komo-
rek Hsp70 pozytywnych (ryc. 4.5 C). Dla sam-
c6w z obu stanowisk wykazano dodatnie korela-
cje migdzy liczba komérek apoptotycznych
i liczba komérek Mt pozytywnych (Pilica,
r = 0,935; Olkusz, r = 0,941) oraz Hsp70 pozy-
tywnych (Pilica, r = 0,905; Olkusz, r = 0,725) —
tab. A-11, A-12. Pozytywna korelacja migdzy
liczba komérek nekrotycznych i liczba komoérek
Mt pozytywnych oraz Hsp70 pozytywnych doty-
czyta tylko grupy samcéw z Pilicy (odpowied-
nio: r = 0,882, r = 0,944) — tab. A-11.

4.2.3. Laczne dzialanie wysokiej
temperatury i pestycydu

Efekty lacznego dziatania obu czynnikéw
stresogennych w odniesieniu do wskaZnikéw
Smierci komodrkowej uwidocznity si¢ wyraznie
w przypadku samic pochodzacych z Olkusza,
u ktérych stwierdzono o 77% wigcej komorek ze
zdepolaryzowanymi mitochondriami (ryc. 4.1 I),
0 88% wyzsza aktywnoS¢ Cas-3 (ryc. 4.2 1), jak
réwniez o 72% wigkszy odsetek komoérek apo-
ptotycznych (ryc. 4.3 I) w poréwnaniu z warto-
Sciami stwierdzonymi w materiale pochodzacym
od osobnikéw z grupy kontrolnej. Liczba komo-
rek nekrotycznych u samic z tej grupy doswiad-
czalnej utrzymywata si¢ na poziomie zblizonym
do kontrolnego (ryc. 4.4 I). Dla samic z Olkusza
udokumentowano silne dodatnie korelacje mig-
dzy liczba komérek apoptotycznych i aktywno-
Scia proteazy kaspazopodobnej (r = 0,946),
liczba komdrek ze zdepolaryzowanymi mito-
chondriami (r = 0,968) oraz liczbg komérek ne-
krotycznych (r = 0, 925) — tab. A-18.

Wptyw tacznego dziatania szoku termicznego
i dimetoatu na komoérki gruczotu jelita §rodko-
wego samic z Pilicy byt znacznie stabszy i doty-
czyl tylko zmiany liczby komérek ze zdepolary-
zowanymi mitochondriami, ktérych Sredni odse-
tek byt blisko o 70% wyzszy niz w grupie
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kontrolnej (ryc. 4.1 D). Dla samic z tego stano-
wiska udokumentowano wysoko istotng zalez-
no$¢ migdzy liczba komorek apoptotycznych
i liczba komoérek ze zdepolaryzowanymi mito-
chondriami (r = 0,882) oraz aktywnoscia prote-
azy kaspazopodobnej (r = 0, 577) — tab. A-17.

Reakcje komoérek gruczotu jelita Srodkowego
samcow A. labyrinthica z obu stanowisk na taczne
dziatanie wysokiej temperatury i1 pestycydu doty-
czyty wzrostu liczby komérek ze zdepolaryzowa-
nymi mitochondriami (ryc. 4.1 D, I) oraz podwyz-
szenia aktywnosci Cas-3 (ryc. 4.2 D, I). Istotne
wzajemne korelacje miedzy wymienionymi para-
metrami wykazano jednak tylko w przypadku
osobnikéw z Pilicy (r = 0,874) — tab. A-19.

Reakcja samcow z Olkusza na taczony stres
byto 20-krotne zwigkszenie liczby komoérek ne-
krotycznych w analizowanym narzadzie wzgle-
dem wartos$ci kontrolnych (ryc. 4.4 I). Dla sam-
cOw z tego stanowiska udokumentowano bardzo
wysokie zalezno$ci miedzy liczba komoérek ze
zdepolaryzowanymi mitochondriami i liczba ko-
morek apoptotycznych (r = 0,913) oraz nekro-
tycznych (r = 0,993) — tab. A-20.

Samice, zaleznie od stanowiska, przejawiaty
odmienne reakcje w odniesieniu do ilosciowych
zmian komdrek pozytywnie reagujacych z prze-
ciwciatlami dla biatek stresu. U samic ze stano-
wiska w Olkuszu charakterystyczny byt istotny
wzrost liczby komoérek Hsp70 pozytywnych
(ryc. 4.5 1), podczas gdy u osobnikéw po-
chodzacych z Pilicy zanotowano istotny wzgle-
dem kontroli wzrost liczby komérek Mt pozy-
tywnych (ryc. 4.6 D). Oba te parametry byty do-
datnio skorelowane z iloSciowymi zmianami
komérek apoptotycznych (Pilica, r = 0,842; Ol-
kusz, r = 0,982) — tab. A-17, A-18.

Laczne dziatanie szoku termicznego i dimetoatu
istotnie wptyneto na wzrost odsetka komérek Mt
pozytywnych w gruczotach jelita srodkowego sam-
céw w poréwnaniu z grupa kontrolna, niezaleznie
od stanowiska (ryc. 4.6 D, I). Tylko samce z Pilicy
w odpowiedzi na stres taczony mialy wigksza niz
w kontroli liczbe komdrek Hsp70 pozytywnych
(ryc. 4.5 D). Dla samcéw z obu stanowisk wykaza-
no dodatnig korelacje miedzy liczba komérek Mt
i Hsp70 pozytywnych (Pilica, » = 0,835; Olkusz,
r = 0,693) — tab. A-19, tab. A-20.
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A. labyrinthica
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Ryc. 4.1. Odsetek komérek ze zde-
polaryzowanymi mitochondriami
w gruczotach jelita srodkowego sa-
mic (F) i samcéw (M) A. labyrin-
thica  odlowionych ~w  Pilicy
i w Olkuszu (Srednie + SD)

Grupy doswiadczalne: K — kontrola
(A, F), T — szok termiczny (B, G),
P — pestycyd (C, H), T+P — szok ter-
miczny i pestycyd (D, I), G — gtodze-
nie (E, J). Rozne litery (a, b) wskazuja
na réznice istotne statystycznie migdzy
samicami i samcami w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych; * wskazuja
réznice istotne statystycznie wzgledem
kontroli (A lub F) w obrgbie pici i stano-
wiska (Tukey, p < 0,05)

Ryc. 4.2. Aktywnos$¢ proteazy ka-
spazopodobnej (Cas-3) w komor-
kach gruczotéw jelita Srodkowego
samic (F) i samcow (M) A. labyrin-
thica w poszczeg6lnych grupach do-
Swiadczalnych (Srednie + SD).
Objasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.3. Apoptoza (Aneksyna’,
PI') w komoérkach gruczotéw jelita
srodkowego samic (F) i samcéw
M) A. labyrinthica w poszczegdl-
nych  grupach  doswiadczalnych
(Srednie + SD). Objasnienia jak
w ryc. 4.1



Ryc. 4.4. Nekroza (Aneksyna_, PI")
w komoérkach gruczotéw jelita Srod-
kowego samic (F) i samcéw (M)
A. labyrinthica w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych (Srednie +
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.5. Odsetek komérek Hsp70
pozytywnych w gruczotach jelita
srodkowego samic (F) i samcéw (M)
A. labyrinthica w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych (Srednie +
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.6. Odsetek komérek Mt po-
zytywnych w gruczotach jelita srod-
kowego samic (F) i samcow (M)
A. labyrinthica w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych (Srednie +
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1

komorki nekrotyczne [%]

komérki Hsp70 pozytywne [%]

komérki Mt pozytywne [%]
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4.2 4. Glodzenie

W wyniku gtodzenia odsetek komoérek apopto-
tycznych i nekrotycznych u samic i u samcéw
A. labyrinthica z obu stanowisk byt istotnie wyz-
szy zarowno wzgledem wynikéw uzyskanych dla
pajakéw kontrolnych, jak i pajakéw z pozostatych
grup eksperymentalnych (ryc. 4.3 E, J; ryc. 4.4 E,
J). Niezaleznie od stanowiska, u obu pici wykaza-
no bardzo wysokie dodatnie korelacje migdzy
tymi parametrami (Pilica: samice r = 0,972, sam-
ce r = 0,684; Olkusz: samice r = 0,983, samce
r= 0,859 — tab. A-25—A-28). Glodzone samice
i samce z obu stanowisk cechowaly si¢ takze wy-
sokim odsetkiem komoérek Hsp70 pozytywnych
(ryc. 4.5 E, J). Wzrost liczby komérek Mt pozy-
tywnych charakteryzowal wigkszos$¢ pajakow, za
wyjatkiem samic z Olkusza (ryc. 4.6 E, J). Liczba
komérek nekrotycznych i apoptotycznych u samic
z Pilicy byta dodatnio skorelowana z liczbg komo6-
rek Hsp70 (odpowiednio, r = 0,961; r = 0,954)
i Mt pozytywnych (odpowiednio, r = 0,978;
r = 0,987) — tab. A-25.

Tylko w przypadku samcéw odiowionych na
stanowisku w Pilicy stwierdzono bardzo wyso-
kie dodatnie korelacje migdzy liczba komorek
Hsp70 pozytywnych i liczba komérek Mt pozy-
tywnych (r = 0,916) — tab. A-27.

4.3. Efekty zastosowanych czynnikow
stresogennych w odniesieniu
do wskaznikow $mierci
komorkowej 1 biatek stresu
w gruczotach jelita srodkowego
pajakow Xerolycosa nemoralis

4.3.1. Szok termiczny

Dziatanie szoku termicznego na samice tego
gatunku pochodzace ze stanowiska w Olkuszu
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spowodowalo istotny wzgledem wartosci kon-
trolnych wzrost odsetka komérek ze zdepolary-
zowanymi mitochondriami w gruczotach jelita
srodkowego (ryc. 4.7 G). Wzrosta réwniez ak-
tywno$¢ proteazy kaspazopodobnej (ryc. 4.8 G)
i liczba komoérek nekrotycznych (ryc. 4.10 G).
W przypadku samic ze stanowiska w Pilicy po-
dobny efekt dotyczyt tylko aktywnosSci Cas-3
(ryc. 4.8 B). Reakcje komoérkowe samcéw
odtowionych w Pilicy, w odréznieniu od samic,
w odpowiedzi na stres termiczny cechowaty si¢
istotnym wzgledem kontroli zwigkszeniem licz-
by komérek nekrotycznych (ryc. 4.10 B). Wy-
raznie wzrosta tez liczba komoérek ze zdepolary-
zowanymi mitochondriami, a zakres tych zmian
byl podobny u samcéw z obu stanowisk (ryc.
4.7 B, G). llosciowe zmiany liczby komoérek
ze zdepolaryzowanymi mitochondriami u osob-
nikéw ze stanowiska w Pilicy korelowaty istot-
nie z ilo§ciowymi zmianami komdrek nekro-
tycznych (r = 0,656) — tab. A-7. W przypadku
samcoéw pochodzacych ze stanowiska w Olku-
szu korelacje miedzy wymienionymi parametra-
mi byly bardzo wysoko istotne (r = 0,915) —
tab. A-8.

W  wyniku dzialania szoku termicznego
w gruczotach jelita srodkowego samic i samcéw
X. nemoralis stwierdzono istotne wzgledem kon-
troli zwigkszenie liczby komérek Hsp70 pozy-
tywnych (ryc. 4.11 B, G). W przypadku samcéw
ze stanowiska w Pilicy liczba komérek Hsp70
pozytywnych wzrosta powyzej wartosci kontrol-
nych blisko 4-krotnie, a w przypadku osobnikéw
z Olkusza nawet 6-krotnie. Sredni odsetek ko-
moérek Hsp70 pozytywnych, niezaleznie od sta-
nowiska, byl nieznacznie nizszy u samic niz
u samcéw. W odniesieniu do wartosci kontrol-
nych uzyskanych u samic z Pilicy réznica sig-
gata 130%, lecz u samic z Olkusza az 410%
(ryc. 4.11 B, G).

Jedynie dla samic odlowionych w Olkuszu
zanotowano istotny wzgledem wartosci kontrol-
nych wzrost odsetka komérek Mt pozytywnych
(ryc. 4.12 G). Liczba komoérek Mt pozytyw-
nych stwierdzona u tych osobnikéw byta bar-
dzo wysoko dodatnio skorelowana z liczba ko-
morek Hsp70 pozytywnych (r = 0,913) — tab.
A-6.



Liczba komoérek apoptotycznych, a takze ne-
krotycznych u samic z Olkusza byta dodatnio
skorelowana z liczba komdrek Mt pozytywnych
(odpowiednio: r = 0,822; r = 0,912) 1 z liczba
komérek Hsp70 pozytywnych (odpowiednio:
r = 0,868; r = 0,977) — tab. A-6. Dla samic
z Pilicy udokumentowano dodatnie zaleznosci
miedzy liczba komoérek apoptotycznych i liczba
komoérek Hsp70 pozytywnych (r = 0,622) —
tab. A-S.

4.3.2. Pestycyd

Zastosowanie dimetoatu u samic z obu stano-
wisk manifestowato si¢ zwigkszeniem liczby ko-
moérek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami
(ryc. 4.7 C, H), jak réwniez wzrostem liczby ko-
moérek nekrotycznych (ryc. 4.10 C, H). Stwier-
dzono wysoce istotne dodatnie korelacje migdzy
tymi wskaZnikami u samic niezaleznie od stano-
wiska (Pilica — r = 0,909; Olkusz — r = 0,974)
— tab. A-13, tab. A-14. Tylko w przypadku sa-
mic odtowionych w Olkuszu zanotowano ponad-
to 24-krotnie wyzsza aktywnos$¢ proteazy kaspa-
zopodobnej niz u pajakéw nie traktowanych pe-
stycydem (ryc. 4.8 H). Aktywnos¢ Cas-3
u samic z Olkusza byta silnie skorelowana za-
réwno z liczba komdrek ze zdepolaryzowanymi
mitochondriami (r = 0,909), jak i z liczba komé-
rek nekrotycznych (r = 0,921) — tab. A-14.

Samice z obu stanowisk cechowaly si¢ istot-
nym wzgledem kontroli zwigkszeniem liczby ko-
moérek Mt pozytywnych, przy czym reakcje sa-
mic z Pilicy w odniesieniu do wymienionego pa-
rametru byly ponad 2-krotnie silniejsze niz
w przypadku osobnikéw z Olkusza, przy zbliz-
onych warto$ciach tego wskaznika u pajakéw
z grupy kontrolnej (ryc. 4.12 C, H). Dla pajakéw
ze stanowiska w Pilicy udokumentowano dodat-
nie korelacje migdzy liczba komoérek Mt pozy-
tywnych oraz liczba komoérek nekrotycznych
(r = 0,953) 1 apoptotycznych (r = 0,770) — tab.
A-13.

W grupie samcéw znaczace efekty dziatania
pestycydu zanotowano gtéwnie w przypadku

osobnikéw z Pilicy, u ktérych nastgpito istotne
wzgledem kontroli zwigkszenie liczby komoérek
ze zdepolaryzowanymi mitochondriami (ryc. 4.7
C) oraz liczby komoérek nekrotycznych (ryc.
4.10 C). Ilosciowe zmiany obu wymienionych
parametréw  byly  skorelowane  dodatnio
(r =0,898) — tab. A-15. W przypadku samcéw
z Olkusza zmiany wskaznikow $mierci komor-
kowej w odpowiedzi na zastosowany ksenobio-
tyk byty stabo zaznaczone, za wyjatkiem blisko
20-krotnego zwiegkszenia liczby komdrek ze
zdepolaryzowanymi mitochondriami (ryc. 4.7
H). Pajaki te cechowato ponadto blisko 5-krotne
zwigkszenie liczby komérek Hsp70 pozytyw-
nych w poréwnaniu z wartos$ciami kontrolnymi
(ryc. 4.11 H). Stopieni tej odpowiedzi byt zbliz-
ony do reakcji wywotanej dziataniem szoku ter-
micznego, a takze tacznego dziatania szoku ter-
micznego wraz z pestycydem. Liczba komoérek
Hsp70 pozytywnych w gruczotach jelita srodko-
wego samcow z Olkusza byta dodatnio skorelo-
wana z liczba komérek Mt pozytywnych (r =
0,610) — tab. A-16.

Samce pochodzace ze stanowiska referencyj-
nego cechowat istotny wzgledem wartosci kon-
trolnych wzrost liczby komérek Hsp70 pozytyw-
nych (ryc. 4.11 C) i Mt pozytywnych (ryc. 4.12
C). Jesli wezmie sie pod uwage drugi z wymie-
nionych parametréw, to efekt dziatania dimeto-
atu w zestawieniu z pozostalymi stresorami byt
zdecydowanie silniejszy, poniewaz odsetek ko-
moérek Mt pozytywnych w gruczotach jelita
Srodkowego samcow z tego stanowiska byt bli-
sko 4-krotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej
i Srednio 2-krotnie przewyzszat ich udzial wyka-
zany w pozostatych grupach doswiadczalnych
(ryc. 4.12 C).

4.3.3. Laczne dziatanie wysokie]
temperatury 1 pestycydu

Laczne dzialanie obu stresoréw wywotato
w gruczotach jelita srodkowego samic X. nemo-
ralis ze stanowiska w Olkuszu blisko 14-krotny
wzrost liczby komérek ze zdepolaryzowanymi
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mitochondriami (ryc. 4.7 1) oraz 19-krotny
wzrost liczby komérek nekrotycznych (ryc. 4.10
I). Oba parametry pozostawaty w wysokich do-
datnich zaleznosciach (r = 0,996) — tab. A-22.
Takze aktywnos¢ Cas-3 i liczba komoérek Mt
pozytywnych byly w tej grupie samic istotnie
wyzsze niz u pajakow z grupy kontrolnej (ryc.
4.8 I; ryc. 4.12 D).

Laczne dziatanie obu stresoréw u samic
odtowionych z Pilicy wywotalo jakosciowo po-
dobne zmiany do samic z Olkusza, aczkolwiek
ich stopien byt istotnie nizszy. U samic ze stano-
wiska w Pilicy zarejestrowano ponad 10-krotny
wzgledem kontroli wzrost odsetka komérek apo-
ptotycznych (ryc. 4.9 D), a odsetek komoérek ne-
krotycznych oraz Mt pozytywnych wzrdst u tych
pajakéw odpowiednio ponad 9-krotnie i 4-krot-
nie (ryc. 4.10 D; ryc. 4.12 D). Dodatnie korelacje
stwierdzono migdzy liczbg komdrek Mt pozy-
tywnych 1 liczbg komoérek nekrotycznych
(r = 0,889) oraz apoptotycznych (r = 0,714) —
tab. A-21.

Samce z obu stanowisk miaty wigksza niz
w kontroli liczbg komérek ze zdepolaryzowany-
mi mitochondriami (ryc. 4.7 D, I) oraz liczbg
komérek nekrotycznych (ryc. 4.10 D, I).
U przedstawicieli tej pici z Olkusza zanotowa-
no takze zwigkszenie liczby komodrek apopto-
tycznych (ryc. 4.9 I). Niezaleznie od stanowi-
ska samce reagowaly wzrostem liczby komorek
Hsp70 pozytywnych (ryc. 4.11 D, I). U sam-
céw z obu stanowisk wykazano pozytywne za-
leznoSci miedzy liczba komérek nekrotycznych
i liczba komérek ze zdepolaryzowanymi mito-
chondriami (Pilica, r = 0,706; Olkusz,
r = 0,985), jak réwniez miedzy liczbg komérek
nekrotycznych i aktywnoscia Cas-3 (Pilica,
r = 0,812; Olkusz, r = 0,955). Bardzo silne do-
datnie korelacje migdzy liczba komérek nekro-
tycznych i liczba komdrek apoptotycznych
w analizowanym narzadzie samcéw stwierdzo-
no niezaleznie od  stanowiska  (Pilica,
r = 0,944; Olkusz, r = 0,966) — tab. A-23,
tab. A-24.
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4.3.4. Glodzenie

W poréwnaniu z pozostalymi czynnikami stre-
sogennymi glodzenie wywolywato najwigkszy
efekt w odniesieniu do proteazy kaspazopodobnej,
ktérej aktywnosc silnie wzrosta u samic niezalez-
nie od stanowiska (ryc. 4.8 E, J). Wzr6st réwniez
odsetek komorek apoptotycznych u wszystkich
pajakéow bez wzgledu na ich pte¢ oraz miejsce
odlowu (ryc. 4.9 E, J). Wartosci obu wymienio-
nych parametréw byty dodatnio skorelowane u sa-
mic niezaleznie od stanowiska (Pilica, r = 0,780;
Olkusz, r = 0,942) (tab. A-29, tab. A-30) oraz
u samcéw z Pilicy (r = 0,892) (tab. A-31). Dla sa-
mic z obu stanowisk znamienne byto takze istotne
wzgledem kontroli zwigkszenie liczby komorek
ze zdepolaryzowanymi mitochondriami (ryc. 4.7
E, J). W odpowiedzi na glodzenie w gruczotach
jelita Srodkowego samic wzrdst ponadto odsetek
komoérek Mt pozytywnych, przy czym zmiany te
byty wigksze w przypadku osobnikéw z Olkusza
(ryc. 4.12 J). Tylko u samic ze stanowiska w Ol-
kuszu stwierdzono ujemne korelacje migdzy
liczba komdrek Mt pozytywnych i liczba komérek
Hsp70 pozytywnych (r = — 0,664) — tab. A-30.

Wptyw glodzenia na zmiany wskazZnikéw
Smierci komérkowej byt podobny u samcéw
z obu stanowisk (Olkusz i Pilica), co przejawito
si¢ zwiekszeniem liczby komdrek ze zdepolary-
zowanymi mitochondriami (ryc. 4.7 E, J) oraz
liczby komoérek apoptotycznych (ryc. 4.9 E, J)
i nekrotycznych (ryc. 4.10 E, J). W odniesieniu
do dwdch ostatnich parametréow skutki gtodzenia
byty Srednio o 30% wigksze u samcéw ze stano-
wiska w Olkuszu niz u osobnikéw ze stanowiska
w Pilicy. Niemniej w obu populacjach samcow
stwierdzono bardzo silne korelacje migdzy
liczba komdrek ze zdepolaryzowanymi mito-
chondriami i liczba komérek apoptotycznych
(Pilica, r = 0,972; Olkusz, r = 0,954) oraz ne-
krotycznych (Pilica, r = 0,688; Olkusz,
r = 0,798) (tab. A-31, tab. A-32). Tylko u sam-
c6w pochodzacych z Pilicy wzrosta liczba ko-
moérek Hsp70 pozytywnych (ryc. 4.11 E). Udo-
kumentowano, ze byta ona dodatnio skorelowa-
na z liczba komérek Mt pozytywnych u samcéw
z tego stanowiska (r = 0,606) — tab. A-31.



Ryc. 4.7. Odsetek komorek ze zde-
polaryzowanymi mitochondriami
w gruczotach jelita Srodkowego sa-
mic (F) i samcow (M) X. nemoralis
w  poszczegllnych grupach do-
Swiadczalnych (§rednie + SD). Ob-
jasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.8. Aktywnos$¢ proteazy ka-
spazopodobnej (Cas-3) w komor-
kach gruczotéw jelita srodkowego
samic (F) i samcow (M) X. nemora-
lis w poszczegblnych grupach do-
Swiadczalnych (Srednie + SD).
Objasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.9. Apoptoza (Aneksyna’,
PI') w komdrkach gruczotéw jelita
srodkowego samic (F) i samcéw
(M) X. nemoralis w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych (Srednie +
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1

8 Komorkowe...

AY [%]

nmol - mg "biatka

Olkusz

komorki apoptotyczne [%]

Pilica

Olkusz

Pilica

Pilica

Olkusz

X. nemoralis

X. nemoralis
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komorki Hsp70 pozytywne [%] komérki nekrotyczne [%]

komoérki Mt pozytywne [%]
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Pilica

Olkusz

Pilica

Olkusz

X. nemoralis

ax*

a*

-

1,04£0,6

X. nemoralis

Ryc. 4.10. Nekroza (Aneksyna, PI")
w komoérkach gruczotéw jelita Srod-
kowego samic (F) i samcéw (M)
X. nemoralis w poszczegdlnych gru-
pach doswiadczalnych (Srednie =+
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.11. Odsetek komédrek Hsp70
pozytywnych w gruczofach jelita
srodkowego samic (F) i samcéw (M)
X. nemoralis w poszczegdlnych gru-
pach doswiadczalnych (Srednie =+
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.12. Odsetek komdrek Mt po-
zytywnych w gruczotach jelita srod-
kowego samic (F) i samcéw (M)
X. nemoralis w poszczegdlnych gru-
pach doswiadczalnych (Srednie =+
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1



4.4. Efekty zastosowanych czynnikow
stresogennych w odniesieniu
do wskaznikow antyoksydacyjnych
w gruczotach jelita srodkowego
pajakow Agelena labyrinthica

4.4.1. Szok termiczny

W wyniku zastosowania szoku termicznego
stezenie glutationu catkowitego u samic z obu
stanowisk byto prawie 5-krotnie wyzsze w po-
réwnaniu z wartosciami z grupy kontrolnej (ryc.
4.13 B, G) i wysoko pozytywnie skorelowane
z liczba komérek Hsp70 pozytywnych w anali-
zowanym narzadzie (Pilica, r = 0,975; Olkusz,
r = 0,727) — tab. A-1, tab. A-2.

Wartosci aktywnosci GPOX (ryc. 4.14 B, G),
GSTPx (ryc. 4.15 B, G), GST (ryc. 4.16 B, G)
i SOD (ryc. 4.17 B, G) w gruczotach jelita srod-
kowego samic nie réznily si¢ istotnie od warto-
Sci  kontrolnych. Istotnie wzgledem kontroli
wzrosta natomiast aktywno$¢ CAT u samic, lecz
tylko u osobnikéw z Pilicy (ryc. 4.18 B).

Warto§¢ aktywnosci GST ze stanowiska
w Pilicy byta wyzsza u samcéw niz u samic
(ryc. 4.16 B), lecz réznice istotne statystycznie
wzgledem kontroli stwierdzono tylko u samcéw
z Olkusza (ryc. 4.16 G).

Samce z obu stanowisk charakteryzowaly si¢
istotnie wyzsza aktywnoScia SOD niz samice
(ryc. 4.17 B, G), ale w przypadku samcéw z Pi-
licy byta ona istotnie nizsza niz w kontroli (ryc.
4.17 B). Tylko dla samcéw ze stanowiska w Ol-
kuszu udokumentowano ujemna korelacje mig-
dzy stezeniem glutationu i aktywnoscia GPOX
(r = -0,651) — tab. A-4.

4.4.2. Pestycyd

W przypadku samic odlowionych w Olkuszu
dimetoat wptynat na wzrost stgzenia glutationu
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(4-krotnie) (ryc. 13 H), podwyzszenie aktywno-
Sci GPOX (1,6-krotnie) (ryc. 4.14 H), a takze
istotne obnizenie aktywnosci GSTPx (0,3-kro-
tnie) (ryc. 4.15 H) wzgledem kontroli. Aktyw-
nos¢ obu peroksydaz glutationowych byta ujem-
nie skorelowana ze sobg (r = — 0,647) — tab.
A-10. Wysoko dodatnig korelacj¢ wykazano na-
tomiast miedzy st¢zeniem glutationu i aktywno-
Scia GPOX u przedstawicieli tej ptci z Olkusza
(r = 0,819) — tab. A-10.

W przypadku samic pochodzacych z Pilicy
nie stwierdzono istotnych zmian w stgzeniu glu-
tationu catkowitego oraz w aktywnosci peroksy-
daz glutationowych po aplikacji dimetoatu (ryc.
4.13 C; ryc. 4.14 C; ryc. 4.15 C). Pestycyd nie
wplynal na aktywno$¢ SOD i CAT u samic
z obu stanowisk (ryc. 4.17 C, H; ryc. 4.18 C, H).
Aktywno$¢ SOD oraz stezenie glutationu w gru-
czotach jelita Srodkowego samic ze stanowiska
w Pilicy byty dodatnio skorelowane z iloscia ko-
moérek nekrotycznych (odpowiednio: r = 0,740;
r = 0,958) — tab. A-9.

Enzymatyczne reakcje antyoksydacyjne sam-
c6w na zastosowany pestycyd byty stabe i nieza-
lezne od stanowiska. W odniesieniu do pajakéw
z Olkusza zanotowano nasilenie aktywnosci
GPOX (ryc. 4.15 H) i GST (ryc. 4.16 C). Efekt
dziatania dimetoatu na reakcje antyoksydacyjne
samcoéw z Pilicy wiazal si¢ natomiast ze wzro-
stem stezenia GSH + GSSG (ryc. 4.13 C) oraz
aktywnosci GSTPx (ryc. 4.15 C). Aktywnos¢
zarébwno SOD, jak i CAT utrzymywata si¢
u przedstawicieli tej pici na zblizonym pozio-
mie, poréwnywalnym z tym uzyskanym dla gru-
py kontrolnej, niezaleznie od stanowiska (ryc.
4.17 C, H; ryc. 4.18 C, H). Analiza korelacji wy-
kazata dla samcéw z Pilicy wiele wzajemnych
zaleznosci migdzy parametrami antyoksydacyj-
nymi zwigzanymi z metabolizmem glutationu
oraz miedzy wskaznikami $mierci komoérkowej
a biatkami stresu i parametrami antyoksydacyj-
nymi (tab. A-11). W przypadku samcéw z Olku-
sza zmiany apoptotyczne w analizowanym
narzadzie byly dodatnio skorelowane ze stgze-
niem GSH + GSSG (r = 0,840) i aktywnoScia
GPOX (r = 0,949) — tab. A-12.
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4.4.3. Laczne dzialanie szoku
termicznego i pestycydu

Laczne dziatanie szoku termicznego i pesty-
cydu nasilito u samic synteze glutationu nie-
zaleznie od stanowiska (ryc. 4.13 D, I). Stgze-
nie tego tripeptydu w poréwnaniu z jego stg¢ze-
niem w grupach kontrolnych bylo 3-krotnie
wyzsze u osobnikéw odtowionych z Pilicy
i blisko 4-krotnie wyzsze u samic z Olkusza.
W przypadku samic kierunek zmian aktywno-
Sci enzymdéw antyoksydacyjnych zwiazanych
z metabolizmem glutationu zalezal od stanowi-
ska. Samice z Pilicy cechowalo istotne wzgle-
dem kontroli obnizenie aktywnosci GPOX (ryc.
4.14 D) 1 GST (ryc. 4.16 D) oraz podwyzszenie
aktywnosci GSTPx (ryc. 4.15 D). Samice ze
stanowiska w Olkuszu miaty istotnie wyzsza
aktywnos¢ GPOX (ryc. 4.14 I) i obnizona
aktywnos¢ GSTPx (ryc. 4.15 1) wzgledem
wartosci kontrolnych. W przypadku samic z Pi-
licy aktywno$s¢ GPOX byla ujemnie skorelowa-
na ze stezeniem GSH + GSSG (r = -0,927)
oraz z aktywnoscia GSTPx (r = -0,619) (tab.
A-17), podczas gdy u samic z Olkusza aktyw-
nos¢ GPOX byla dodatnio skorelowana ze stg-
zeniem glutationu (r = 0,909) oraz ujemnie
skorelowana z aktywnoscia CAT (r = -0,774)
(tab. A-18). Tylko w przypadku samic z Olku-
sza stwierdzono ujemne korelacje liczby komo-
rek nekrotycznych i apoptotycznych z aktywno-
scia CAT (odpowiednio, r = -0,893;
r = —0,861) oraz liczby komdrek apoptotycz-
nych z aktywnoscia GSTPx (r = -0,665) —
tab. A-18.

Laczne dzialanie obu czynnikéw stresogen-
nych u samcéw z Olkusza spowodowalo wzrost
stezenia glutationu istotny wzgledem wartosci
kontrolnych (ryc. 4.13 I). Dotyczyto to réwniez
aktywnosci GPOX (ryc. 4.14 I), GSTPx (ryc.
415 I) i GST (ryc. 4.16 I). W tej grupie
pajakéw znaleziono wiele wzajemnych dodat-
nich korelacji migdzy analizowanymi parame-
trami antyoksydacyjnymi zwigzanymi z meta-
bolizmem glutationu oraz migdzy liczba ko-
morek apoptotycznych 1 nekrotycznych (tab.
A-20).
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Zmiany odpowiedzi antyoksydacyjnych, ktore
stwierdzono u samcéw A. labyrinthica z Pilicy
dotyczyly gtéwnie wzrostu stezenia glutationu
catkowitego (ryc. 4.13 D) i aktywnosci GSTPx
(ryc. 4.15 D). Stezenie glutationu byto dodatnio
skorelowane z iloSciowymi zmianami komorek
nekrotycznych (r = 0,909) — tab. A-19.

4.4.4. Glodzenie

W odniesieniu do zmian parametréw anty-
oksydacyjnych w warunkach glodzenia wykaza-
no réznice zalezne od pici pajakéw. Samice
z Olkusza cechowaly si¢ istotnym wzgledem
kontroli wzrostem stgzenia glutationu catkowi-
tego (ryc. 4.13 J), podczas gdy aktywnos¢é
GPOX nie zmienita si¢ (ryc. 4.14 J), a aktyw-
no$¢ GSTPx zmalata istotnie o prawie 50%
(ryc. 4.15 J). Dla grupy samic z Pilicy zanoto-
wano istotny wzgledem kontroli wzrost aktyw-
nosci GST (ryc. 4.16 E). W warunkach niedo-
boru pokarmu, niezaleznie od stanowiska, ak-
tywno$¢ SOD utrzymywata si¢ u samic na
poziomie bliskim kontrolnemu (ryc. 4.17 E, J),
a aktywno$¢ CAT byla o blisko 50% nizsza
(ryc. 4.18 E, J). Liczba komdrek nekrotycznych
i apoptotycznych u samic z tego stanowiska
byta ujemnie skorelowana z aktywnoscia CAT
(odpowiednio: r = —0,841; r = —0,906) — tab.
A-25.

Gtodzenie wplynglo na podwyzszenie ak-
tywnosci GPOX (ryc. 4.14 J) i obnizenie ak-
tywnosci SOD u samcéw z Olkusza (ryc. 4.17
J). W przypadku osobnikéw tej grupy doswiad-
czalnej stwierdzono dodatnie korelacje migdzy
aktywnoscia SOD i CAT (r = 0,586), a takze
migdzy  aktywnoscia GPOX 1 GSTPx
(r = 0,764) — tab. A-28. Samce z Pilicy
w odpowiedzi na glodzenie zareagowaly pod-
wyzszeniem aktywnosci GSTPx (ryc. 4.15 E)
i obnizeniem aktywnosci GST (ryc. 4.16 J).
Dla pajakéw z tego stanowiska wykazano
ujemne korelacje migdzy aktywnoscig obu pe-
roksydaz glutationowych (r = —0,902) — tab.
A-27.



Ryc. 4.13. Stezenie glutationu
(GSH + GSSG) w gruczotach jelita
srodkowego samic (F) i samcéw (M)
A. labyrinthica w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych (Srednie +
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.14. Aktywnos¢ peroksydazy
selenozaleznej (GPOX) w gru-
czotach jelita srodkowego samic (F)
i samcéw (M) A. labyrinthica w po-
szczegdlnych grupach doswiadczal-
nych (Srednie + SD). Objasnienia
jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.15. Aktywnos¢ peroksydazy
niezaleznej od selenu (GSTPx)
w gruczolach jelita srodkowego sa-
mic (F) i samcow (M) A. labyrinthi-
ca w poszczegllnych  grupach
doswiadczalnych (Srednie + SD).
Objasnienia jak w ryc. 4.1

ng - mg'1 biatka

nmol H,0, - min™ - mg™" batka

nmol cumOOH - min ™" - mg'1 biatka

Pilica

Olkusz

Pilica

Olkusz

Pilica

Olkusz

A. labyrinthica

900
750
600
450
300
150

900
750
600
450
300
150

160
140

120 F
100 F

A. labyrinthica

- C

A. labyrinthica

Lt C
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nmol CDNB - min™" - mg'1 biatka

: mg'1 biatka

1

J. A. specyf. - min

: mg'1 biatka

1

mmol H,0, - min
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Pilica

Olkusz

Pilica

Olkusz

Pilica

Olkusz

A. labyrinthica
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Ryc. 4.16. Aktywnos¢ S-transferazy
glutationowej (GST) w gruczotach
jelita srodkowego samic (F) i sam-
céw (M) A. labyrinthica w poszcze-
gblnych grupach doswiadczalnych
(Srednie + SD). Objasnienia jak
w ryc. 4.1

Ryc. 4.17. Aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) w  gru-
czolach jelita Srodkowego samic (F)
i samcéw (M) A. labyrinthica w po-
szczegdlnych grupach doswiadczal-
nych (Srednie + SD). Objasnienia
jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.18. Aktywnos$¢ Kkatalazy
(CAT) w gruczotach jelita srodko-
wego samic (F) i samcéw (M)
A. labyrinthica w poszczegdlnych
grupach doswiadczalnych (Srednie
+ SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1



4.5. Efekty zastosowanych czynnikow
stresogennych w odniesieniu
do wskaznikow antyoksydacyjnych
w gruczotach jelita srodkowego
pajakow Xerolycosa nemoralis

4.5.1. Szok termiczny

Dziatanie szoku termicznego (T) manifesto-
wato si¢ istotnym wzgledem wartosci kontrol-
nych zwigkszeniem st¢zenia glutationu (ryc. 4.19
G) w gruczotach jelita Srodkowego samic
z Olkusza. W narzadzie tym u samic po-
chodzacych z Olkusza 2-krotnie obnizyta sig¢ ak-
tywnos¢ GPOX (ryc. 4.20 G) i 3-krotnie GSTPx
(ryc. 4.21 G) w poréwnaniu z warto$ciami uzy-
skanymi w grupie kontrolnej. Nasileniu ulegta
natomiast aktywnos¢ SOD i CAT (ryc. 4.23 G;
ryc. 4.24 G). U samic z tego stanowiska wyka-
zano silng dodatnig korelacj¢ miedzy aktywno-
Scia SOD i CAT (r = 0,889) oraz ujemna korela-
cje miedzy st¢zeniem glutationu i aktywnoS$cia
GST (r = -0,966), GPOX (r = -0,752) i GSTPx
(r = -0,742) — tab. A-6. Ponadto liczba komé-
rek nekrotycznych i apoptotycznych byta ujem-
nie skorelowana z aktywnos$cia obu peroksydaz
glutationowych (tab. A-6).

Reakcje samic z Pilicy na szok termiczny
wigzaly si¢ gtéwnie z nasileniem aktywnosci
GSTPx (ryc. 4.21 B), SOD (ryc. 4.23 B) i CAT
(ryc. 4.24 B). W przypadku pajakéw z tego sta-
nowiska charakterystyczna byta dodatnia korela-
cja miedzy aktywnoscia SOD i CAT (r = 0,623),
a takze silna korelacja migdzy aktywnoscig CAT
i GSTPx (r = 0,904) (tab. A-5). Aktywnos¢ SOD
i CAT, a takze stezenie glutationu byty dodatnio
skorelowane z liczbg komérek Hsp70 pozytyw-
nych (odpowiednio: r = 0,902; r = 0,633; r=
0,622). Podobne pozytywne zaleznoSci doty-
czyly takze liczby komdrek apoptotycznych
w odniesieniu do aktywnosci CAT (r = 0,920),
GST (r=0,747) 1 GSTPx (r = 0,896) — tab. A-5.

W przypadku samcow ze stanowiska w Ol-
kuszu wymieniony stresor istotnie, w porowna-

niu z uzyskanymi warto$ciami dla grupy kon-
trolnej, nasilal aktywnos¢ GST 1 CAT (ryc.
4.22 G; ryc. 4.24 G). U samcédw z tego stano-
wiska potwierdzono dodatnie korelacje mig¢dzy
liczba komérek nekrotycznych i apoptotycznych
a aktywnosciag CAT (odpowiednio: r = 0,633;
r = 0,625) — tab. A-8. Natomiast u samcoéw ze
stanowiska w Pilicy reakcje antyoksydacyjne
spowodowane stresem termicznym manifesto-
waly si¢ wzrostem stezenia glutationu (ryc.
4.19 B) oraz nasileniem aktywnos$ci GSTPx
(ryc. 4.21 B), GST (ryc. 4.22 B), SOD (ryc.
4.23 B) i CAT (ryc. 4.24 B). Parametry te byty
wzajemne, silnie lub bardzo silnie skorelowane
(tab. A-7).

4.5.2. Pestycyd

Aktywnos¢ obu peroksydaz glutationowych
GPOX i GSTPx u samic ze stanowiska w Olku-
szu, intoksykowanych dimetoatem, zmalala
wzgledem warto$ci uzyskanych dla grup kon-
trolnych (ryc. 4.20 H; ryc. 4.21 H). U tych osob-
nikéw nasility si¢ enzymatyczne reakcje antyok-
sydacyjne zwiazane z aktywnoscia SOD i CAT,
charakteryzowata je tez wysoka dodatnia korela-
cja r wynoszaca 0,975 (ryc. 4.23 H; ryc. 4.24 H;
tab. A-14). U samic z tego stanowiska wykazano
ujemne zaleznoSci migdzy liczba komoérek ne-
krotycznych oraz GST (r = -0,626), GPOX
(r = -0,692), GSTPx (r = -0,987), a zaleznosSci
dodatnie miedzy liczba komérek nekrotycznych
i aktywnoscia SOD (r = 0,895) oraz CAT
(r =0,961) (tab. A-14).

W przypadku samic pochodzacych z Pilicy
nasileniu ulegly jedynie reakcje sprzg¢gania kata-
lizowane przez GST (ryc. 4.22 C), podczas gdy
aktywno$¢ innych enzyméw antyoksydacyjnych
utrzymywata si¢ na statym poziomie, bliskim
warto$ciom z grupy kontrolnej. Aktywnos¢ GST
byta dodatnio skorelowana ze stgzeniem gluta-
tionu catkowitego (r = 0,767) — tab. A-13.
W gruczotach jelita Srodkowego samic z Pilicy
wzrostowi liczebnosci komoérek apoptotycznych
i nekrotycznych towarzyszyto podwyzszenie ak-
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tywnos$ci enzyméw zwigzanych z metaboli-
zmem glutationu (tab. A-13).

W przypadku samcéw ze stanowiska w Olku-
szu odnotowano wzrost stgzenia glutationu
catkowitego (ryc. 4.19 H) oraz aktywnosci
GPOX (ryc. 16 H), GSTPx (ryc. 4.21 H) i CAT
(ryc. 4.24 H). Stezenie glutationu byto dodatnio
skorelowane z aktywnoscia GPOX (r = 0,881),
GSTPx (r = 0,844) i GST (r = 0,949) — tab.
A-16. U samcow z Olkusza wykazano ponadto
dodatnie korelacje migdzy liczba komdrek apo-
ptotycznych, nekrotycznych i aktywnoscig CAT
(odpowiednio: » = 0,797; r = 0,868), GPOX (od-
powiednio: r = 0,788; r = 0,726) oraz stgzeniem
glutationu (odpowiednio: r = 0,824; r = 0,762)
— tab. A-16.

Dimetoat spowodowat istotny wzgledem war-
tosci kontrolnych wzrost st¢zenia glutationu
catkowitego (ryc. 4.19 C), zwigkszenie aktywno-
sci GPOX (ryc. 4.20 C), GSTPx (ryc. 4.21 C),
GST (ryc. 4.22 C), SOD (ryc. 4.23 C) i CAT
(ryc. 4.24 C) u samcéw z Pilicy. Dla tej grupy
pajakow wykazano dodatnie zaleznos$ci migdzy
aktywnoscia SOD i CAT (r = 0,707) oraz mig-
dzy stgzeniem GSH + GSSG i1 aktywnoScia
GPOX (r = 0,778), GSTPx (r = 0,626) i GST
(r=0,689) — tab. A-15. W grupie samcéw z Pi-
licy traktowanej dimetoatem liczba komodrek ne-
krotycznych byta dodatnio skorelowana z aktyw-
nosciag SOD (r = 0,862), CAT (r = 0,679) oraz
ze stezeniem glutationu (r = 0,841) — tab. A-15.

4.5.3. Laczne dzialanie
szoku termicznego i pestycydu

W przypadku samic ze stanowiska w Olku-
szu aktywno$¢ GPOX 1 GSTPx obnizyla sig
(ryc. 4.20 I, ryc. 4.21 1), podczas gdy aktywnos¢
SOD wzrosta wzgledem wartosci kontrolnych
(ryc. 4.23 T). Aktywnos¢ SOD u samic z Olku-
sza byta silnie dodatnio skorelowana z aktywno-
Scig CAT (r = 0,975), gdy tymczasem aktyw-
no$¢ CAT z GPOX (r = —-0,701) oraz stezenie
glutationu i aktywno$¢ GST (r = —820) cecho-
wata silnie ujemna korelacja (tab. A-22). Dodat-
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nie korelacje miedzy iloSciowymi zmianami
komérek nekrotycznych i apoptotycznych a ak-
tywnoscia SOD (odpowiednio: r = 0,969;
r = 0911) i CAT (odpowiednio: r = 0,980;
r = 0,904) oraz ujemne korelacje migdzy wy-
mienionymi wskaznikami $§mierci komodrkowej
i aktywnoscia GPOX (odpowiednio: r = —0,688;
r = -0,620) oraz GSTPx (odpowiednio:
r =-0,769; r = —0,633) dotyczyly samic z Olku-
sza (tab. A-22). Samice pochodzace z Pilicy re-
agowaly wzrostem stg¢zenia glutationu catkowi-
tego (ryc. 4.19 D) i nasileniem aktywnosci CAT
(ryc. 4.24 D). Dla samic z tego stanowiska udo-
kumentowano bardzo wysoka dodatnig korelacje
miedzy aktywnoscia SOD i aktywnoscia CAT
(r = 0,814) oraz ujemna korelacje miedzy ste-
zeniem glutationu 1 aktywnoscia GSTPx
(r = -0,589) — tab. A-21.

Samce, niezaleznie od stanowiska, zareago-
waly wzrostem stezenia glutationu (ryc. 4.19 D,
I) oraz podwyzszeniem aktywnosci GSTPx (ryc.
4.21 D, I), GST (ryc. 4.22 D, I) i CAT (ryc. 4.24
D, I). W przypadku samcéw z Pilicy taczne
dziatanie obu stresoréw tez bylo zwiazane ze
wzrostem aktywnosci GPOX (ryc. 4.20 D)
i SOD (ryc. 4.23 D). Niezaleznie od stanowi-
ska, w odniesieniu do samcoéw, analiza korela-
cji potwierdzita wiele istotnych zaleznoSci mig-
dzy aktywnoscia enzyméw antyoksydacyjnych
oraz migdzy parametrami antyoksydacyjnymi
i wskaznikami $mierci komoérkowej (tab.
A-23, tab. A-24).

4.5.4. Glodzenie

Zaréwno w przypadku gtodzonych samic, jak
i samcow pochodzacych z Olkusza zanotowano
istotnie wyzsza niz w kontroli aktywnoS¢
GSTPx i CAT (ryc. 4.21 J; ryc. 4.24 J). Aktyw-
no$¢ CAT u samic byla dodatnio skorelowana
z aktywnoscia SOD (r = 0,811), st¢zenie gluta-
tionu zas byto dodatnio skorelowane z aktywno-
Scig GSTPx (r = 0,731) (tab. A-30). Dla samcéw
z tego stanowiska znaleziono ujemne korelacje
miedzy aktywnoscia SOD i CAT (r = —0,909)



Ryc. 4.19. Stezenie glutationu
(GSH + GSSG) w gruczotach jelita
srodkowego samic (F) i samcéw (M)
X. nemoralis w poszczegdlnych gru-
pach doswiadczalnych (Srednie =+
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.20. Aktywno$¢ peroksyda-
zy  glutationowej selenozaleznej
(GPOX) w gruczotach jelita srodko-
wego samic (F) i samcéw (M)
X. nemoralis w poszczegblnych gru-
pach doswiadczalnych (Srednie =+
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.21. Aktywnos¢ peroksydazy
glutationowej niezaleznej od selenu
(GSTPx) w gruczotach jelita srod-
kowego samic (F) i samcéw (M)
X. nemoralis w poszczegdlnych gru-
pach doswiadczalnych (Srednie =+
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1
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Ryc. 4.22. Aktywnos$¢ S-transferazy
glutationowej w gruczofach jelita
srodkowego samic (F) i samcéw (M)
X. nemoralis w poszczegdlnych gru-
pach doswiadczalnych (Srednie =+
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.23. Aktywnos$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) w  gru-
czolach jelita Srodkowego samic (F)
i samcow (M) X. nemoralis w po-
szczegdlnych grupach doswiadczal-
nych (Srednie + SD). Objasnienia
jak w ryc. 4.1

Ryc. 4.24. Aktywnos$¢ Kkatalazy
(CAT) w gruczotach jelita srodko-
wego samic (F) i samcéw (M)
X. nemoralis w poszczegdlnych gru-
pach doswiadczalnych (Srednie =+
SD). Objasnienia jak w ryc. 4.1



oraz migdzy st¢zeniem glutationu i aktywnosScia
GPOX (r = -0,688) — tab. A-32.

Gtodzone samice ze stanowiska w Pilicy ce-
chowato wyzsze niz w kontroli st¢zenie glutatio-
nu (ryc. 14 E), a takze wyzsza aktywnos¢ GPOX
i GSTPx (ryc. 4.20 E; ryc. 4.21 E), co znalazlo
odzwierciedlenie w silnych dodatnich korela-
cjach wymienionych parametréw (tab. A-29).
W grupie gtodzonych samic ze stanowiska refe-
rencyjnego liczba komdrek apoptotycznych i ne-
krotycznych byta dodatnio skorelowana z aktyw-
noscig CAT (odpowiednio: r = 0,760; r = 0,635).
Podobne dodatnie korelacje znaleziono mig-
dzy stopniem nasilenia apoptozy i stgzeniem
GSH + GSSG (r = 0,947), aktywnoscia GPOX
(r=0,971) oraz GSTPx (r = 0,928) (tab. A-29).

4.6. Porownanie reakcji samic
1 samcow na zastosowane
czynniki stresogenne

Agelena labyrinthica

W wyréznionych grupach eksperymentalnych
stwierdzono zréznicowang wrazliwoS¢ samic
i samcow zaleznie od zastosowanego stresora.
W przypadku samcéw zmiany te miaty charak-
ter wielokierunkowy, obejmujac zar6wno wskaz-
niki Smierci komérkowej, biatka stresu, jak i ro-
dzaj uruchamianych reakcji antyoksydacyjnych.
Samce z grup poddanych dziataniu szoku ter-
micznego (T), pestycydu (P) oraz stresowi
taczonemu (T+P), w poréwnaniu z samicami,
cechowaly si¢ istotnie wiekszym odsetkiem ko-
morek nekrotycznych w gruczotach jelita Srod-
kowego. Zmiany te dotyczyly jednak wytacznie
pajakow pochodzacych z Olkusza (ryc. 4.4
G, H, I). Gtodzenie skutkowalo zwickszeniem
liczby komoérek apoptotycznych, 13-krotnym
w przypadku pajakéw z Olkusza i prawie 2-krot-
nym w przypadku pajakéw z Pilicy (ryc. 4.3 E).
Gtodzone samice mialy Srednio o 40% wigcej
komorek nekrotycznych (ryc. 4.4 J). W odniesie-
niu do pozostatych wskaznikéw $mierci komor-
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kowej (liczba komérek ze zdepolaryzowanymi
mitochondriami, aktywnos$¢ Cas-3) wyzszy za-
kres zmian wymienionych parametréw charakte-
ryzowal samce z Olkusza z grupy T+P anizeli
samice (ryc. 4.1 J, ryc. 4.2 J).

Stwierdzono, ze liczba komérek Mt pozytyw-
nych generalnie byta podobna u obu pici z po-
szczegblnych  grup eksperymentalnych, za
wyijatkiem samcéw z Olkusza, u ktérych ekspo-
zycja na pestycyd wywolala zwigkszenie odset-
ka komérek Mt pozytywnych (ryc. 4.6 H). Sam-
ce z Olkusza, w poréwnaniu z samicami, cecho-
waly si¢ takze wyzsza aktywnoscia GPOX
(P, P+T, G) (ryc. 4.14 H, 1, J), GSTPx (P+T, G)
(ryc. 4.15 1, J), GST (P, P+T) (ryc. 4.16 H, 1)
i CAT (P) (ryc. 4.18 H).

Reakcje samic na zastosowane czynniki stre-
sogenne byly zdecydowanie stabsze niz samcéw
i dotyczyly gtéwnie zmian wielkosci wskaZni-
kéw apoptotycznych. Odsetek komoérek apopto-
tycznych byt u samic z Olkusza z grup P i T+P
istotnie wyzszy niz ten odnotowany u samcéw
z analogicznych grup (ryc. 4.3 H, I). W przy-
padku osobnikéw z Pilicy podobne réznice mig-
dzy ptciami dotyczyly pajakéw z grupy T+P
(ryc. 4.3 D). Laczne dziatanie stresu termiczne-
go 1 dimetoatu wptyngto na 2-krotne podwyz-
szenie liczby komoérek apoptotycznych w gru-
czolach jelita Srodkowego samic w poréwnaniu
z dzialaniem samego pestycydu (P), podczas
gdy sam szok termiczny (T) nie wywolal istot-
nych zmian wartosci tego wskaznika §mierci ko-
moérkowej (ryc. 4.3).

Samice ze stanowiska w Olkuszu traktowane
pestycydem oraz pestycydem i szokiem termicz-
nym zareagowaly wigkszym niz u samcéw z po-
dobnych grup wzrostem liczby komdérek Hsp70
pozytywnych, a stopieii zmian wartosci tego pa-
rametru w grupie pajakéw poddanych tacznemu
dziataniu szoku termicznego i pestycydu moze
wskazywaé na efekt synergistyczny obu streso-
éw (ryc. 4.5 C, D).

Xerolycosa nemoralis

Samce z grup P i T+P z Olkusza charaktery-
zowata istotnie wyzsza niz samice liczba ko-
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morek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami
(ryc. 4.7 H, I). W grupie G liczba komérek
apoptotycznych byta blisko 2-krotnie wyzsza
u samcOw niz u samic, niezaleznie od stanowi-
ska (ryc. 4.9 J). Takze liczba komoérek nekro-
tycznych byta wyzsza u samcOw niz u samic
w grupie G z Olkusza (ryc. 4.10 J) oraz w gru-
pie T+P z Pilicy (ryc. 4.10 D). Samice z Olku-
sza, w porOwnaniu z samcami, cechowal wigk-
szy odsetek komoérek apoptotycznych w gru-
pach  poddanych dziataniu  pojedynczych
czynnikéw stresogennych: T oraz P, odpowied-
nio 4- i 3-krotnie wzgledem wartosci kontrol-
nych (ryc. 4.9 G, H).

Wyzszy procent komérek Mt pozytywnych
wykazano u samic poddanych tacznemu
dziataniu temperatury i pestycydu (T+P), nieza-
leznie od miejsca ich odtowu (ryc. 4.12 B, G, C,

H), jak réwniez w przypadku gtodzonych samic
z Olkusza (ryc. 4.12 J). Odmienne reakcje cha-
rakteryzowaly samce, u ktérych wzrosta liczba
komérek Hsp70 pozytywnych po aplikacji pe-
stycydu oraz po lacznym dzialaniu pestycydu
i temperatury (T+P). Stopien zmian wymienio-
nego parametru w obu grupach doswiadczal-
nych byt podobny (ryc. 4.11 C, H, D, I).

Samce z grupy T+P w poréwnaniu z samica-
mi reagowaly wzrostem st¢zenia GSH + GSSG
(ryc. 4.19 C, D), jak réwniez wyzsza aktywno-
Scia GPOX (ryc. 4.20 C, D) i GSTPx (ryc. 4.21
C, D). Aktywnos¢ CAT, niezaleznie od pici,
byta podobna w przypadku osobnikéw z Olku-
sza, podczas gdy u osobnikéw z grupy P z Pili-
cy aktywnos¢ CAT byla istotnie wyzsza u sam-
c6w niz u samic, lecz istotnie nizsza u samcoOw
z grupy T+P (ryc. 4.24 C, D, H, 1).



5. Dyskusja

Gatunki pajakéw, ktére wybrano do niniej-
szych badaf, cechuje wiele réznic w beha-
wiorze 1 biologii, jak réwniez w zdolnosciach
detoksykacyjnych zwiazanych ze sposobem neu-
tralizacji metali, a takze z procesami enzyma-
tycznej biotransformacji zwiazkéw toksycznych
(WiLczek i in., 2003; 2004; 2007). Uzyskane
wyniki potwierdzaja odmienne gatunkowo reak-
cje na réznego typu czynniki stresowe. Uwi-
docznily si¢ one w odniesieniu do stwier-
dzonych w komoérkach gruczotéw jelita Srodko-
wego skutkéw dziatania stresoréw w postaci
zmian apoptotycznych i/lub nekrotycznych oraz
rodzaju uruchamianych reakcji antyoksydacyj-
nych.

W badaniach uwzgledniono wiele parame-
tréw, ktérych zmiany mogty swiadczy¢ o skut-
kach wywotywanych przez zastosowane stresory,
dlatego w celu lepszego udokumentowania kie-
runku tych zmian postanowiono na podstawie
wartosci Srednich wyznaczy¢ wskazniki wzgled-
ne. Wyrazono je stosunkiem S$redniej wartoSci
parametru w grupie doswiadczalnej do Sredniej
wartosci parametru w grupie kontrolnej (tab.
51—-5.4).

Nalezy zaznaczy¢, ze prezentowane wskazni-
ki maja charakter orientacyjny, a pogrubione
wartoSci wskazuja jedynie, ze stwierdzone zmia-
ny w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych
r6znig si¢ istotnie wzgledem wartosci uzyska-
nych dla grup kontrolnych, nie informuja nato-
miast o réznicach istotnych statystycznie ze
wzgledu na ple¢ czy stanowisko.

5.1. Rodzaj czynnika stresowego
a zmiany poziomu wskaznikéw
smierci komorkowej u pajakow

Ilosciowa ocena komoérek wykazujacych ce-
chy $mierci komdrkowej w gruczotach jelita
srodkowego pajakéw z poszczegdlnych grup do-
Swiadczalnych pozwolita wykazaé proapopto-
tyczny i pronekrotyczny charakter dziatajacych
czynnikéw. Najsilniejszym z nich okazato sig
gtodzenie, najstabszym za$ stresor termiczny.
Na tej podstawie mozna tez stwierdzi¢ zrézni-
cowana gatunkowo wrazliwo$¢ pajakéw na
dziatanie zastosowanych stresoréw ze wskaza-
niem na X. nemoralis, u ktérego czynniki streso-
genne w wigkszym stopniu niz u A. labyrinthica
byty przyczyna nasilenia proceséw prowa-
dzacych do $mierci apoptotycznej i/lub nekro-
tycznej.

W przypadku pajakéw trudno jest jednak, nie
dysponujac danymi poréwnawczymi, oceni¢ bez-
posrednie skutki wzrostu wartos$ci wskaznikéw
Smierci komdrkowej w gruczotach jelita Srodko-
wego analizowanych gatunkéw po krétkotrwa-
tym dziataniu stresoréw o réznym charakterze.
Nie poznano dotychczas, w jakim stopniu ilo-
Sciowe zmiany liczby komorek apoptotycznych
i nekrotycznych moga by¢ tolerowane przez
przedstawicieli tej grupy drapieznych bezkre-
gowcéw, a przy jakim ich poziomie nastgpuje
bezwzgledne zaburzenie integralnosci analizo-
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wanego narzadu z ogoélnoustrojowymi konse-
kwencjami wtacznie. W przypadku obu gatun-
koéw najwicksze zmiany powodowat gtéd, odse-
tek bowiem komoérek apoptotycznych w gru-
czotach jelita Srodkowego pajakéw osiagat
poziom, ktéry maksymalnie ponad 100- i 50-
-krotnie przewyzszat wartosci kontrolne rejestro-
wane odpowiednio dla A. labyrinthica 1 X. nemo-
ralis (tab. 5.1, tab. 5.2). Nasilenie apoptozy
w organizmach eksponowanych na dziatanie
czynnikéw stresogennych moze stanowi¢ jeden
z gtéwnych mechanizméw regulujacych usuwa-
nie uszkodzonych komérek, skutecznie chroniac
integralnos¢ narzadu podczas indukowanej tok-
sycznosci (HABEEBU i in., 1998; Vaux, 2002).
Moze tez by¢ wyrazem silnego stresu, w wyniku
ktérego zaburzona zostaje homeostaza komorek
danego narzadu, prowadzac nawet do Smierci
organizmu. Brak rejestrowanego zwigkszenia
Smiertelnosci w populacjach obu gatunkéw pa-
jakéw podczas 14-dniowego okresu gtodu moze
wskazywad na wariant pierwszy.

Tabela 5.1

Wzgledny wskaznik zmian poziomu analizowanych para-

metréow (stosunek Sredniej wartosci parametru w danej gru-

pie doswiadczalnej do Sredniej wartosci tego parametru

w grupie kontrolnej) w gruczotach jelita Srodkowego samic
(F) 1 samcow (M) A. labyrinthica

Stano- Grupy doswiadczalne
Parametr Pte¢ .
wisko | T P | T+P | G
a4, F P 58 | 2,7 | 3.2 1,0
O 38 | 40 | 44 | 2,0
M P |50 ]23]|29 03
O 85 | 81 [ 150 | 0,5
Cas-3 F P 135 | 2.2 1,3 2,2
O 1,6 2.4 8,0 | 52
M P 43 38 | 16,5 | 68
(0] 23,0 | 36,0 |140,0| 22,0
Aneksyna*, PI"| F P 1,6 1,9 2,7 | 20,1
O 0,9 14 | 3,5 8,5
M P 1,1 3,2 1,1 | 35,0
O 4,5 7,0 3,0 [111,0
Aneksyna-, PI*| F P 1,3 1,3 1,0 | 6,9
O 2,3 1,1 3,3 | 22,0
M P 1,5 1,8 1,8 5,0
O 50 | 40 | 200 | 104

Objasnienia: P — Pilica, O — Olkusz. Wartosci pogrubio-
ne wskazujg na zmiany istotne statystycznie wzgledem kontroli
w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych (p < 0,05).
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Tabela 5.2

Wzgledny wskaznik zmian poziomu analizowanych para-

metréw (stosunek Sredniej wartosci parametru w grupie

doswiadczalnej do Sredniej wartosci parametru w grupie

kontrolnej) w gruczotach jelita Srodkowego samic (F)
i samcow (M) X. nemoralis

Stano- Grupy doswiadczalne
Parametr Pte¢ .
wisko T P T+P G
4y, F 1433|1209
1,0 | 9,5 | 13,9 | 83
M 95 | 124 | 135 | 5,0
11,0 | 20,0 | 25,0 | 7.9
Cas-3 F 13,6 | 5.2 8,2 [117.4
42,5 | 24,0 | 18,5 | 86,0
M 2,1 2,2 2,0 3,7

2,7 2,0 | 3,2 | 46
2,3 7,3 | 10,6 | 47,4
1,8 1,3 1,7 | 8,1
2,3 1.4 34 | 38,3
1,2 14 | 6,8 | 58,1
1,3 | 154 | 8,8 | 48
16,5 | 16,0 | 19,0 | 15,0
84 | 14,2 | 17,1 | 8,5
2,0 1,6 | 54 | 245
Objasnienia: P — Pilica, O — Olkusz. Wartosci pogrubio-

ne wskazuja na zmiany istotne statystycznie wzgledem kontroli
w poszczegSlnych grupach doswiadczalnych (p < 0,05).

Aneksyna*, PI"| F

Aneksyna-, PI*| F

M

OW|OUW|OvW|OTW|Ow|OT"|Ow|O

Potwierdzenia proapoptotycznych konsekwen-
cji gtodu dostarczaja badania prowadzone na
organizmach z bardzo odlegtych nieraz filo-
genetycznie grup systematycznych. Proapopto-
tyczne skutki glodzenia wykazano na przyktad
w badaniach na drozdzach Saccharomyces ce-
revisiae, u ktérych przewlekty niedobor lizyny
i histydyny wywolywal w komoérkach zmiany
fenotypowo przypominajace apoptoze — W po-
staci fragmentacji DNA i kondensacji chromaty-
ny (EISLER i in., 2004). Nasilona apoptoze reje-
strowano takze w komoérkach jajnikéw chomika,
gdy zwierzgta okresowo pozbawiono pokarmu
(SmoN, KaArmv, 2001). Badania na muszkach
D. melanogaster wskazuja, ze brak pokarmu
zmienial ekspresj¢ genu BR-C, zaburzajac pro-
ces oogenezy i indukujac zmiany apoptotyczne
w komoérkach jajowych (TERASHIMA, BOWNES,
2004).

Wiele informacji na temat roli skiadnikéw
odzywczych w regulacji $mierci apoptotycznej
dostarczaja badania prowadzone w warunkach in



vitro na kulturach komérkowych. Wykazano na
przyktad, ze wzrost ggstosci komdrek w hodow-
li moze indukowaé zmiany apoptotyczne wobec
braku towarzyszacego uzupelniania sktadnikéw
odzywczych w medium hodowlanym (ARDEN,
BETENBAUGH, 2004). Stymulacje zmian apopto-
tycznych obserwowano réwniez w sytuacji, gdy
medium, w ktérym hodowano matpie komoérki
linii VERO, nie suplementowano glutaming
i galaktoza (MENDONCA i in., 2002). Takze
w komorkach nabtonka jelita szczurow (RIE-1)
pozbawionych niektérych aminokwaséw (gluta-
miny, metioniny, cysteiny) wykazano obnizenie
liczby zywych komoérek, przy czym tylko
w przypadku, gdy komodrki nie otrzymywaty
glutaminy, rejestrowano nasilenie apoptozy, co
potwierdza rolg tego sktadnika jako waznego
czynnika warunkujacego prawidlowe funkcjono-
wanie enterocytow (PAPACONSTANTINOU i in.,
1998). Badania prowadzone z wykorzystaniem
komérek jajnika chomika sugeruja regulacyjna
funkcje proceséw apoptotycznych takze w od-
niesieniu do asparaginy (SiMON, Karmv, 2001).

Mechanizm indukcji proceséw apoptotycz-
nych w komérkach réznego typu nie jest do
korica wyjasniony. Uwaza sig, Ze niektdre ami-
nokwasy hamuja ekspresje genéw prowadzacych
do uszkodzei DNA (LENGWEHASATIT, DICKSON,
2002) lub wzmagaja procesy skutkujace prze-
mianami chemicznymi substancji mi¢dzykomor-
kowej, ktére nasilaja separacje komoérek w tkan-
ce (CHor i in., 2002). Zwigkszenie liczby komo-
rek apoptotycznych ~w  gruczolach jelita
srodkowego obu gatunkéw pajakéw moze byc
wynikiem braku w diecie niezbednych dla pa-
jakéw aminokwaséw, co wyjasniatloby podobny
typ ogdlnej reakcji pajakéw w odpowiedzi na
gtodzenie.

W poréwnaniu z warto$ciami otrzymanymi
w grupie kontrolnej stopiefi zmian nekrotycz-
nych w gruczotach jelita Srodkowego pajakéw
badanych po 14-dniowym okresie glodzenia byt
podobny u obu gatunkéw, lecz wyraZniej zazna-
czony u osobnikéw z Olkusza. Nie mozna wy-
kluczy¢, ze w przypadku pajakéw ze stanowiska
zanieczyszczonego metalami brak pokarmu oka-
zal si¢ silnym dodatkowym stresorem dla ko-
moérkowego mechanizmu ochronnego. Spowodo-

walo to wzmozenie proceséw prowadzacych do
Smierci nekrotycznej. Przyjmuje si¢ bowiem, ze
w sytuacji gdy uszkodzenia komoérek sa zbyt
duze, proces apoptotyczny nie moze by¢ w petni
realizowany i komoérki gina na drodze nekrozy
(CHANDRA 1 in., 2000). W takim ujgciu, gdy zo-
stanie pominiety czynnik pici, oba gatunki wy-
daja si¢ w podobnym stopniu wrazliwe na gtdd.
Jezeli natomiast uwzgledni sie fakt, ze u X. ne-
moralis istotny wzrost liczby komoérek nekro-
tycznych dotyczyt gruczotdw jelita srodkowego
samcow, podobne zmiany zas u A. labyrinthica
cechowaty zar6wno samce, jak i samice, anali-
zowany gatunek niesieciowy wydaje si¢ mniej
wrazliwy na wymieniony stresor (tab. 5.1—5.2).

W pracach podkresla sig, Zze gltodzenie stymu-
luje produkcje reaktywnych form tlenu, a sku-
tecznos¢ obrony antyoksydacyjnej w takich wa-
runkach oceniana zmianami aktywnosci wybra-
nych enzyméw jest gatunkowo specyficzna
i moze zaleze¢ od czasu deprywacji pokarmo-
wej. Przyktadowo, w gruczotach trawiennych
Slimakéw Nacella concinna, ktére glodzono
przez 4 tygodnie, w stosunku do grup kon-
trolnych wykazano wzrost aktywnosci SOD
w pierwszym tygodniu eksperymentu, w drugim
tygodniu osiagata ona maksimum. Aktywnos¢
CAT i GST u gtodzonych §limakéw wzrosta
istotnie w drugim tygodniu doswiadczenia i na
takim poziomie utrzymywata si¢ juz podczas
dalszego okresu glodzenia (ANSALDO i in.,
2007). Podobne zmiany aktywnosci enzyméw
antyoksydacyjnych notowano u estywujacych
Slimakéw Otala lactea, u ktérych wzrosta ak-
tywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy
1 selenozaleznej peroksydazy glutationowej
(HERMES-LIMA, STOREY, 1995).

Wiele informacji odnosnie do omawianego
zagadnienia pochodzi z badan prowadzonych na
kreggowcach wodnych. Na przyktad dlugotermi-
nowe pozbawienie pokarmu dorady Sparus au-
rata stymuluje aktywnos$¢ SOD, aktywnos¢ CAT
za$ ulega w tym czasie istotnemu obnizeniu
(PascuaL i in., 2003). Z badan MORALES i in.
(2004) wynika z kolei, ze przedtuzajace si¢
glodzenie leszcza morskiego Dentex dentex wy-
wiera u niego stymulujacy wptyw na generowa-
nie w watrobie rodnikéw ponadtlenkowych
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i nadtlenku wodoru, z jednoczesnym wzrostem
aktywnosci SOD, CAT i GPOX w tym
narzadzie w stosunku do grupy kontrolnej. Po-
dobnie jest u dorszy Gadus morhua, u ktérych
podczas gtodzenia aktywno$¢ CAT w watrobie
wzrasta, aktywno$¢ S-transferazy glutationowej
(GST) zas nie zmienia si¢ istotnie wzgledem
kontroli (GUDERLEY 1 in., 2003).

Uwzgledniajac powigzania migdzy stresem
oksydacyjnym a procesami $mierci komdrkowej,
mozliwe jest zalozenie, ze w przypadku niedo-
statecznej obrony antyoksydacyjnej nasilenie
produkcji reaktywnych form tlenu moze mieé
proapoptotyczny i/lub pronekrotyczny charakter.
Generalnie, w przypadku pajakéw A. labyrinthi-
ca z obu stanowisk w grupach pajakéw gtodzo-
nych liczba komoérek ginacych na drodze apop-
tozy byta ujemnie skorelowana z aktywnoS$cig
CAT, a pozytywnie skorelowana z liczba komo-
rek Hsp70 i Mt pozytywnych. Zmiany nekro-
tyczne pozostawaly w podobnych zaleznosciach
7z wymienionymi parametrami tylko u samic
z tych grup. W przypadku X. nemoralis z obu
stanowisk odsetek komdrek apoptotycznych i ne-
krotycznych byl pozytywnie skorelowany z od-
setkiem komoérek Mt pozytywnych. Poziom in-
nych wskaznikéw antyoksydacyjnych w relacji
do wskaznikéw $mierci komdrkowej byt u tych
pajakéw zalezny od pici, z silniej zaznaczonymi
efektami gléwnie u samic. Moze to sugerowac,
ze wzmozenie reakcji antyoksydacyjnych cha-
rakterystycznych dla X. nemoralis, w poréwna-
niu z A. labyrinthica, daje skuteczniejsza ochro-
n¢ tym pajakom i w warunkach glodu lepiej
chroni komérki analizowanego narzadu przed
Smiercia komodrkowa, zwlaszcza o charakterze
nekrotycznym.

Komérkowe efekty dziatania innych czynni-
kéw stresogennych (szok termiczny i/lub zatru-
wanie dimetoatem) byly u obu gatunkéw mniej
nasilone od tych, ktére powodowato gtodzenie.
Niezaleznie od rodzaju dzialajacego stresora sil-
niejsze zmiany kompensacyjne analizowanych
czynnikéw rejestrowano u X. nemoralis (tab. 5.1
i 5.2). Liczba komoérek nekrotycznych w gru-
czotach jelita Srodkowego przedstawiciela po-
goncowatych wzrosta istotnie po ekspozycji na
dimetoat (P) oraz stres taczony (T+P). Efekt ten
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byt silniejszy w poréwnaniu z glodzeniem czy
ekspozycja tych pajakéw tylko na szok termicz-
ny. U reprezentanta Agelenidae stopieii zmian
nekrotycznych w grupach eksponowanych na
szok termiczny i/lub pestycyd byl mniejszy niz
u pajakéw niebudujacych sieci. Nieznaczny
wzrost odsetka komoérek apoptotycznych u obu
gatunkéw po dziataniu szoku termicznego mogt
wynikaé¢ z indukcji antyapoptotycznych bialek,
np. DADI, ktérych ekspresje potwierdzono tak-
ze u pajakéw w warunkach zmiany temperatury
w otoczeniu (LEE i in., 2003). Wedlug cytowa-
nych autoréw, poziom AvDADI mRNA u krzy-
zakowatych Araneus ventricosus w odpowiedzi
zarOwno na wysoka (37°C), jak i niska (4°C)
temperaturg znaczaco wzrastal, w poréwnaniu
z kontrola (25°C), osiagajac najwyzszy poziom
po 5 godz. ekspozycji. Wyniki tych badan suge-
ruja, ze nadekspresja AvDAD1 mRNA moze
stanowi¢ wyraz cytoprotekcji komoérek w celu
zahamowania apoptozy powodowanej przez ze-
wnetrzny bodziec termiczny. Podobne efekty
stwierdzono réwniez w badaniach ssaczych linii
komérkowych. Ochronng rolg DADI1  przed
wplywem wysokiej temperatury wykazano bo-
wiem w komorkach linii tsBN7 chomika, ktére
wchodzily w apoptoze w wysokiej temperaturze
(39,5°C) (NAKASHIMA i in., 1993). Nie jest za-
tem wykluczone, ze wymieniony mechanizm
chroni komérki gruczotéw jelita Srodkowego
badanych gatunkéw pajakéow przed silnymi
zmianami apoptotycznymi w odpowiedzi na
szok termiczny. Jednak catkowicie im nie prze-
ciwdziatal. Wskazuja na to wartosci wzglednego
wskaznika zmian apoptotycznych w analizowa-
nym narzadzie obu gatunkéw pajakow (tab. 5.1
i5.2).

Istnienie zaleznos$ci migdzy $miercia komor-
kowa a dziataniem egzogennych czynnikéw stre-
sogennych, jak zmiany termiczne czy substancje
chemiczne, wykazano zaréwno w badaniach na
bezkrggowcach, jak i kregowcach. Ekspozycja
matzy Crassostrea virginica na wysoka dla tego
gatunku temperature 28°C skutkowata nasile-
niem apoptozy w hematocytach, podczas gdy
temperatury nizsze (12°C i 20°C) nie wywo-
tywaty takich efektéw (CHERKASOV i in., 2007).
Podobne zmiany notowano w komdrkach na-



btonkowych cewek Malpighiego pluskwiakéw
Panstrongylus megistus (Hemiptera) podda-
nych krétko- (1 godz.) i dlugoterminowemu
(12 godz.) dziataniu szoku termicznego (40°C)
(GARra1A i in., 2000). Z kolei u dzdzownic (Eise-
nia fetida) eksponowanych na subletalne steze-
nia malationu w glebie (0, 80, 150, 300, 600 mg
zwiazku na kg gleby; LD50 = 880 mg - kg™')
metodami histologicznymi potwierdzono zmia-
ny apoptotyczne w jadrach (EsPINOZA-NAVARRO,
BusTos-OBREGON, 2004). Proapoptotyczny efekt
wykazano takze w komoérkach tkanki nerwowej
kijanek i osobnikéw dorostych ropuchy Bufo
arenarum, traktowanych cypermetryna, o czym
Swiadczyta masowa fragmentacja jader w ko-
moérkach nerwowych, szczegdlnie u osobnikéw
mtodych (Casco i in., 2006).

Szczegétowych informacji na temat Smierci
komérkowej w powiazaniu z okreslonymi czyn-
nikami egzogennymi dostarczaja badania prowa-
dzone z uzyciem linii komérkowych, w ktérych
wykazano zalezno$¢ migdzy stresem oksydacyj-
nym a ekspozycja komoérek na czynniki fizyczne
i chemiczne. Eksperymenty przeprowadzone
w warunkach in vitro, m.in. na komorkach linii
nowotworowych  biataczki ~ promielocytowe;j
HL-60 (He, Fox, 1997; GOrRMAN i in., 1999) czy
chloniaka U937 kregowcéw (SamALI, COTTER,
1996), ujawnity zwigkszona produkcje reaktyw-
nych form tlenu i towarzyszace nasilenie zmian
apoptotycznych w odpowiedzi na wysoka tempe-
rature. Z kolei badania komorek linii HL-60
i BIAB poddanych dzialaniu rotenonu (TADA-
-OIKAWA 1 in., 2003) czy mysich komorek
chtoniaka EL4 eksponowanych na paraoxon
(SALEH i in., 2003) wskazuja na prooksydacyjna
i proapoptotyczng funkcje pestycydéw. Mecha-
nizm dziatania czynnikéw chemicznych prawdo-
podobnie polega na indukcji nadtlenku wodoru,
ktéry powoduje istotne zmiany transmembrano-
wego potencjatu mitochondrialnego (4¥,,). Cy-
totoksycznos¢ wymienionych zwiazkéw moze
wynika¢ z blokowania przeptywu elektronéw
w mitochondrialnym faiicuchu oddechowym, co
w ostatecznosci sprzyjato formowaniu si¢ rodni-
kéw ponadtlenkowych, ktére spontanicznie lub
w obecnosci Mn-SOD przechodzity w H;0,.
Gromadzacy si¢ produkt tej reakcji prowadzi do

10 Komoérkowe...

otwarcia megakanatéw i uruchomienia kolej-
nych etapéw apoptozy, w tym aktywacji kaspaz
(MizutanNt 1 in., 2002; TADA-OIKAWA 1 in.,
2003). Nie jest takze wykluczone, ze stymulacja
depolaryzacji mitochondriéw moze wynikac
z lipofilnej natury zwiazkéw fosforoorganicz-
nych, ktdéra utatwia interakcje z btonami komér-
kowymi, prowadzac do zmian ich wtasciwosci
fizykochemicznych, w tym zwigkszenia prze-
puszczalno$ci, sprzyjajac przemieszczaniu si¢
protein z organelli do cytozolu lub poza komor-
ke (VIDEIRA i in., 2001). Badania prowadzone
w warunkach in vitro znajduja potwierdzenie
takze w badaniach in vivo. W celomocytach si-
kwiakéw Themiste petricola (Sipuncula) nad-
tlenek wodoru w stgzeniu 100 mM indukuje
zmiany morfologiczne i biochemiczne w postaci
kondensacji chromatyny, segmentacji jader,
zmniejszenia objetoSci komérek i formowania
cial apoptotycznych. W komdrkach tych nastg-
puje takze ekspozycja fosfatydyloseryny na ze-
wnetrznej powierzchni btony komoérkowej, jak
roéwniez obnizenie wielkosci potencjatu mito-
chondrialnego (BLANCO i in., 2005).

W niniejszych badaniach liczba komdrek ze
zdepolaryzowanymi mitochondriami w gruczo-
tach jelita srodkowego obu gatunkéw pajakéw
eksponowanych na dimetoat (P) lub szok ter-
miczny (T) wzrosta istotnie wzgledem grupy
kontrolnej, podczas gdy aktywnos¢ proteazy ka-
spazopodobnej w podobnych warunkach gene-
ralnie nie zmienita si¢. Wskazuje to na znaczacy
wplyw wymienionych stresoréw gtéwnie w od-
niesieniu do zmian wielkoSci potencjatu mito-
chondrialnego (tab. 5.1—5.2). W przypadku
X. nemoralis eksponowanych na dimetoat tylko
u osobnikéw z Olkusza wymienione wskaZniki
byty ze soba skorelowane, przy czym kazdy
z tych parametréw zostat takze dodatnio skorelo-
wany ze stopniem nasilenia §mierci nekrotycznej
w komorkach analizowanego narzadu. Ekspozy-
cja na szok termiczny i stres taczony ujawnita
takie zaleznoSci réwniez w odniesieniu do
zmian odsetka komdrek  apoptotycznych.
W przypadku A. labyrinthica dodatnie korelacje
miedzy liczba komoérek ze zdepolaryzowanymi
mitochondriami 1 aktywnos$cia proteazy kaspa-
zopodobnej wykazano we wszystkich grupach
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eksponowanych na szok termiczny i/lub pesty-
cyd. Oba wymienione parametry byly dodatnio
skorelowane z ilosSciowymi zmianami komdrek
apoptotycznych i/lub nekrotycznych, zaleznie od
rodzaju stresora. Stwierdzone wzajemne po-
wigzania migdzy wskaZnikami S$mierci komor-
kowej w gruczotach jelita srodkowego pajakow
sugeruja, ze u obu gatunkéw analizowane para-
metry mozna zastosowaé jako biomarkery stresu
komérkowego skutkéw oddziatywan czynnikéw
naturalnych i antropogennych przekraczajacych
zakres tolerancji tych pajakéw. Brak jednak jed-
noznacznych zaleznosci migdzy poziomem
wskaznikéw $mierci komodrkowej a rodzajem
oddziatujacych stresoréw nie pozwala precyzyj-
nie réznicowaé przyczyn zaistniatych zmian,
a jedynie informuje o istniejacym stresie.
Ilosciowe zmiany wartosci analizowanych
wskaznikéw $mierci komérkowej u X. nemoralis
sktaniaja do przypuszczen, ze pajaki te w natu-
ralnym S$rodowisku bytowania w konfrontacji
z podobnymi czynnikami sa bardziej wrazliwe
na stres niz A. labyrinthica. Uwzgledniajac jed-
nak fakt, ze warunki laboratoryjnej ekspozycji
zwierzat na dziatajace stresory po czeSci unie-
mozliwiaty naturalne reakcje behawioralne tych
drapieznikéw wobec réznych jakosciowo streso-
réw, mozna zatozyé, ze w Srodowisku ich byto-
wania odpowiedzi komdrkowe na zastosowane
czynniki w przypadku X. nemoralis moga by¢
stabsze. Przyjmuje si¢, ze osobniki tego gatunku
ze wzgledu na aktywny tryb zycia w warunkach
naturalnych beda wybieraé miejsca bardziej
sprzyjajace pod wzgledem chemicznym i ter-
micznym. Wydaje si¢ zatem, ze wigksza wytrzy-
mato$¢ na gtodzenie, pomimo wykazanej w wa-
runkach laboratoryjnych stabszej tolerancji in-
nych czynnikéw, daje tym pajakom wigksze
szanse przezycia w sytuacji nagle pojawiajacych
sie¢ dodatkowych czynnikéw stresogennych. Po-
twierdzeniem owych przypuszczei sa komple-
mentarne badania autorki, w ktérych poréwny-
wano wplyw szoku termicznego w zakresach
gérnych temperatur krytycznych na aktywnos¢
acetylocholinesterazy (AChE) u pajakéw z ro-
dziny Agelenidae (42°C) i Lycosidae (45°C),
ktére wskazuja, ze przedstawiciele pogoricowa-
tych P. lugubris, w odréznieniu od przedstawi-
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ciela pajakéw tunelowych A. labyrinthica, sa
mniej wrazliwe na dzialanie wymienionego stre-
sora. Swiadczyla o tym niezmieniona aktywno$é
AChE w trakcie trwania eksperymentu, a takze
jeszcze po godzinie od jego zakoriczenia.
W przypadku A. labyrinthica aktywnos¢ AChE
byla istotnie nizsza niz w kontroli zaréwno po
godzinie, jak i po uplywie doby od zastosowa-
nia szoku termicznego (WILCZEK, dane niepu-
blikowane). Moze to sugerowad, ze dziatanie
wysokiej temperatury w warunkach naturalnych
tez nie zmniejszy w sposob natychmiastowy
zdolnosci  lokomotorycznych pogoncowatych
P.  lugubris (brak zmian w aktywno$ci
acetylocholinesterazy). Stabe efekty inhibicyjne
w odniesieniu do AChE wykazano ponadto
w przypadku wymienionego przedstawiciela Ly-
cosidae w odpowiedzi na dzialanie pestycydu
fosforoorganicznego. Analiza aktywnoSci AChE
u P. lugubris po topikalnym zastosowaniu di-
metoatu w dawkach subletalnych wskazuje, ze
jednorazowa ekspozycja na pestycyd nie uposle-
dza zdolnosci lokomotorycznych pajakéw (BAB-
CZYNSKA 1 in., 2006). Mozna zatem zatozy¢, ze
w sytuacji nagle pojawiajacych si¢ dodatkowych
czynnikow stresogennych przedstawiciele rodzi-
ny Lycosidae sa w stanie dluzej niz Agelenidae
tolerowa¢ niekorzystne warunki zycia, a przede
wszystkim aktywnie chroni¢ si¢ przed dzia-
fajacymi czynnikami.

5.2. Antyoksydacyjna obrona
u pajakow w odpowiedzi
na czynniki stresowe

Niezaleznie od charakteru dziatajacych czyn-
nikéw stresogennych pajaki X. nemoralis uru-
chamialy enzymatyczne reakcje neutralizujace
reaktywne formy tlenu, jak tez nasilaly synteze
biatek stresu. Podstawe antyoksydacyjnych od-
powiedzi komérkowych u pajakéw sieciowych
A. labyrinthica stanowity natomiast giéwnie
Hsp70 i glutation, ktérych synteza wzrosta po
ekspozycji na wszystkie zastosowane czynniki



stresogenne, przy stabo zaznaczonych enzyma-
tycznych reakcjach antyoksydacyjnych.

Szczeg6blnie wyraznie u obu gatunkéw uwi-
docznily si¢ réznice dotyczace zmian odsetka
komoérek Hsp70 pozytywnych w odpowiedzi na
stres. Mimo Ze w warunkach kontrolnych liczba
tych komérek w gruczotach jelita Srodkowego
A. labyrinthica byta blisko 5-krotnie nizsza niz
u X. nemoralis, to zakres zmian wartosci tego
parametru w odpowiedzi na zastosowane czyn-
niki byl wyzszy u tego pierwszego.

Produkcja Hsp70 najsilniej byta stymulowana
w gruczotach jelita srodkowego u gtodzonych
samcow pajakow A. labyrinthica, podczas gdy
w pozostatych grupach doswiadczalnych utrzy-
mywala si¢ na poziomie od ponad 2-krotnie
(grupa P) do blisko 17-krotnie (grupa T+P)
wyzszym niz w grupie kontrolnej (tab. 5.3).
Poréwnujac stopien zmian tego parametru
u X. nemoralis, odpowiedZ byla zréznicowana
w zaleznosci od pici. U samic podwyzszenie
odsetka komoérek Hsp70 pozytywnych zareje-
strowano tylko w grupach poddanych szokowi
termicznemu. U samcéw podobna tendencja
wystapita we wszystkich grupach doswiadczal-
nych (tab. 5.4).

Dotychczasowe badania podkreslaja znaczng
konserwatywnos$¢ genéw z rodziny hsp70, wska-
zujac, ze w odpowiedzi na stres moga one ule-
ga¢ ekspresji w dwojaki sposéb. Pierwszy
z nich, zwiazany z grupa genéw hsp70 odpowie-
dzialnych za ekspresj¢ biatek szoku termicznego
(Hsp70), zaktada bardzo niski podstawowy po-
ziom wymienionych biatek, gdy na organizm nie
dziataja dodatkowe czynniki, i silna stymulacje
ich syntezy w warunkach stresu. W przypadku
drugiej grupy gendw hsc70, kodujacych biatka
okreslane mianem Hsc70 podobnych biatek
stresu (heat shock cognate 70; Hsc70), ich eks-
presja jest stale utrzymywana w komdrce na
wyzszym poziomie i zmienia si¢ w niewielkim
stopniu w odpowiedzi na stres, na przyklad niska
lub wysoka temperaturg (KARLIN, BROCCHIERI,
1998; KREGEL, 2002). W Swietle niniejszych ba-
dan, zakres zmian poziomu biatek Hsp70 noto-
wany w przypadku A. labyrinthica w kontroli,
jak 1 w odpowiedzi na stres o réznym charakte-
rze moze by¢ przyktadem pierwszego z wymie-
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Tabela 5.3

Wzgledny wskaznik zmian poziomu analizowanych para-

metréw (stosunek Sredniej wartosci parametru w grupie

doswiadczalnej do Sredniej wartosci parametru w grupie

kontrolnej) w gruczotach jelita Srodkowego samic (F)
i samcow (M) A. labyrinthica

Stano- Grupy doswiadczalne
Parametr Ptec¢ .

wisko | T P | T+P | G
Mt F P 14,0 | 7.2 | 13,0 | 25,2
o 1,3 14 | 08 1,2
M P | 33,0 | 33,0 | 67,0 | 48,6

o 1,3 | 16,0 | 3,4 6,2

Hsp70 F P 3,1 2,2 26 | 29
o 53 | 52 | 13,1 | 14,0
M P 6,9 | 85 | 16,6 | 44,0

0) 98 | 23 | 3,1 | 18,0

GSH+GSSG | F P 4,5 1,7 3,1 1,2
o 49 | 40 | 3,7 3,2

M P 1,4 1,9 1,9 1,6

o 1,6 1,5 1,8 | 2,0

GPOX F P 09 | 0,7 0,5 0,6
(6] 1,0 1,6 1,6 1,1

M P 1.3 1,3 L5 0,5

(6] 0,8 3,1 4,7 1,9

GSTPx F P 1,1 0,9 1,3 | 09
o Lr | 07 | 08 | 0,6

M P | 14 ] 16 | 20| 23

(6] 1,3 1,0 | 2,8 1,3

GST F P 0,9 1,0 | 0,7 1,5
(0] 1,3 1,5 1,6 1,5

M P 1.0 1.2 L5 0,4

(0] 2,5 24 | 65 | 08

SOD F P 1.1 1.4 1.3 1.4
(0] 09 10,79 09 | 0,7

M P 0,6 1,0 | 0,7 0,8

(6] 0,8 0,9 0,7 0,6

CAT F P 1,9 1,1 1,0 | 04
(0] 0,7 0,9 04 | 04

M P 1,5 1,4 1.8 0,5

(0] 0,8 1,5 0,7 0,2

Objasnienia: P — Pilica, O — Olkusz. Wartosci pogrubio-
ne wskazujg na zmiany istotne statystycznie wzglegdem kontroli
w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych (p < 0,05).

nionych mechanizméw, podczas gdy drugi jest
charakterystyczny dla X. nemoralis. Badania
prowadzone na roztoczach Tetranychus urticae
eksponowanych na niska (4°C) lub wysoka tem-
perature (38°C) wskazuja, ze niezaleznie od
zastosowanego stresora poziom transkryptéw
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Tabela 54

Wzgledny wskaznik zmian poziomu analizowanych para-

metréw (stosunek Sredniej wartosci parametru w grupie

doswiadczalnej do Sredniej wartoSci parametru w grupie

kontrolnej) w gruczotach jelita Srodkowego samic (F)
i samcéw (M) X. nemoralis

Stano- Grupy doswiadczalne
Parametr Ptec¢ .

wisko | T P | T+P | G
Mt F P 1,2 55 | 4,1 2,3
(6] 30 | 35 38 | 5,6
M P 0,7 4,6 1.6 23
o 1.9 2,2 1,0 0,8
Hsp70 F P 1,3 0,9 1.1 0,8
o 4,0 | 07 0,7 0,6
M P 38 | 38 | 11,2 | 3,9
0 68 | 48 | 53 | 07
GSH+GSSG | F P 1,5 2,1 2,8 7,9
o 2,4 1,0 1,0 | 2.2
M P 1,8 | 3,1 3,7 0,9
o 1,2 14 1,5 0,9
GPOX F P 1.0 2,1 14 | 2,6
O 0,5 | 05 0,4 1,3
M P 1.8 55 | 3,9 1,0
(6] 1,6 | 35 | 31 1,9
GSTPx F P 1,7 1,2 0,7 2,0
0] 03 | 04 | 0,6 | 1,6
M P 1,5 1,8 23 | 22
(6] 1.7 22 | 28 | 21
GST F P 1,7 3,2 1.4 | 09
(0] 0,7 0.8 1,1 1,2
M P 1,5 1.7 2,1 0,3
(6] 5,0 1,9 | 21 0,5
SOD F P 3.1 1,3 1.8 1.9
(0] 63 | 34 | 4,1 2,2
M P | 1,6 | 1,7 | 1,7 | 09
(0] 1,2 1.2 1.1 0,3
CAT F P 2,0 1,2 | 34 1,4
(6] 36 | 40 | 47 | 28
M P 2,0 | 2,5 | 2,7 1.4
(0] 1,9 1,9 | 2,1 1,6

Objasnienia: P — Pilica, O — Olkusz. Wartosci pogrubio-
ne wskazujg na zmiany istotne statystycznie wzgledem kontroli
w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych (p < 0,05).

hsc70 byl zblizony do wartosci kontrolnych
(SHM 1 in., 2006). Podobne odpowiedzi na szok
termiczny rejestrowano w ciele tluszczowym
i w tkance nerwowej szaraficzy Locusta migra-
toria (45°C przez 3 godz.) (QIN i in., 2003) oraz
u chrzaszcza Tribolium castaneum (40°C przez
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1 godz.), lecz dotyczyto to tylko starszych larw,
poczwarek i dorostych (MAHROOF i in., 2003).

Ekspresja bialek szoku termicznego w odpo-
wiedzi na stres gtodzenia jest specyficzna gatun-
kowo i zalezy od trybu zycia zwierzgcia. Wyka-
zano na przyktad, Ze glodzenie nie zmieniato
istotnie, w poréwnaniu z warto$ciami kontrolny-
mi, poziomu bialek Hsp70 u Julus scandinavius
(Diplopoda) (ZANGER, KOHLER, 1996). Z kolei
w watrobie gtodzonych myszy ekspresja biatek
chaperonowych byla niska, a w limfocytach §le-
dziony nie ulegla zmianie (DHAHBI i in., 1997).
Powr6t do normalnego zerowania powodowat
u myszy szybka ekspresje genéw hsc70 (DHAHBI
1 in., 2002). Inaczej byto u samic roztocza Tetra-
nychus urticae, u ktérych poziom produktéw
genu hsc70 nie zmienial si¢ istotnie nawet po 6
godz. normalnego zywienia (SHIM i in., 2006).
Wykazano takze, ze nawet chwilowy brak po-
karmu moze powodowaé aktywacje biatek regu-
lowanych glukoza 78 (grp78) (MOTE i in., 1998),
ktére sa homologiczne do Hsp70 i moga reago-
waé z tymi samymi przeciwciatami (ZANGER
i in., 1996). Wiazanie si¢ przeciwcial anty-
-Hsp70 z biatkami grp78 moze utrudniaé¢ gene-
ralng oceng biatek Hsp70 w okresie glodu.
Znaczacy wzrost odsetka komérek Hsp70 pozy-
tywnych, ktéry cechowatl pajaki, zwlaszcza gto-
dzone samce A. labyrinthica ze stanowiska
w Pilicy, moze odzwierciedla¢ taka wlasnie
przyczyng rejestrowanych zmian, tym niemniej
sugeruje, ze pajaki te sa znacznie bardziej niz
pozostate osobniki wrazliwe na niedobory sktad-
nikéw odzywczych i energetycznych. Przypusz-
czenia te znajduja potwierdzenie takze w silniej-
szych zmianach nekrotycznych i apoptotycznych
w analizowanym narzadzie samcéw ze stanowi-
ska w Pilicy niz samcéw ze stanowiska w Olku-
SzZu.

Ekspresja biatek stresu moze si¢ nasila¢ pod-
czas stresu oksydacyjnego, wywolanego dzia-
taniem ré6znych czynnikéw. Bialka te uwaza si¢
za wazny element obrony antyoksydacyjnej
w wielu grupach zwierzat (SAMALI, ORRENIUS,
1998; CREAGH i in., 2000; SREEDHAR, CSERMELY,
2004). Na przyktad badania prowadzone na
matzach Donax variabilis eksponowanych na
stresory o réznym charakterze (siarczek wodoru,



hipoksja, hiperoksja) wskazuja, ze tylko w wa-
runkach hiperoksji poziom Hsp70 wzrést istot-
nie wzgledem kontroli, podczas gdy pozostale
stresory nie wywoltywaly ilosciowych zmian
w biatkach szoku termicznego (JOYNER-MATOS
i in., 2006). Dodatnie korelacje migdzy produk-
cja aktywnych form tlenu i indukcja biatek Hsp
znaleziono takze w komorkach miegsnia serco-
wego szczurOw (SREEDHAR i in., 2002), w mo-
nocytach kregowcéw (HONG i in., 1998), czy
w ludzkich liniach komérkowych (Caco-2) po-
chodzacych z nabtonka jelita (GEBHARDT i in.,
1999). Produkcja biatek Hsp70 w gruczotach je-
lita Srodkowego A. labyrinthica w grupach pod-
danych dziataniu wysokiej temperatury i/lub pe-
stycydu ma zatem charakter cytoprotekcyjny,
czego wyraznym przejawem sg stosunkowo nie-
wielkie, w odniesieniu do wartosci kontrolnych,
iloSciowe zmiany apoptotyczne i nekrotyczne
w analizowanym narzadzie. W przypadku A. la-
byrinthica z wigkszosci grup doswiadczalnych
stwierdzono réwniez dodatnie korelacje migdzy
liczba komdrek apoptotycznych i liczba komo-
rek Hsp70 pozytywnych w gruczotach jelita
srodkowego. Jak wynika z badan PoLLA i in.
(1996), nasilenie produkcji biatek Hsp72 w ko-
moérkach ssakéw eksponowanych na szok ter-
miczny przeciwdzialato niskiemu 4¥,, przez ha-
mowanie powstawania w mitochondriach H,O,.
Nasilona ekspresja biatek szoku termicznego
moze hamowaé apoptoze¢ takze przez blokowa-
nie wyplywu biatek mitochondrialnych do cyto-
plazmy (SAMALI, ORRENIUS, 1998). Potwierdzo-
no tez hamujaca role Hsp70 w dalszych etapach
procesu apoptozy, ktéra polegata na przeciw-
dziataniu aktywacji kaspaz i zapobieganiu zmia-
nom jadrowym (CREAGH i in., 2000; PARCELLIER
i in., 2003). W przypadku pochodzacych z obu
stanowisk samic i samcéw sieciowego A. laby-
rinthica ekspozycja na taczony stres (T+P) oraz
szok termiczny (T) i dimetoat (P), dziatajace od-
dzielnie, powodowata zwigkszenie liczby ko-
morek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami
w gruczotach jelita sSrodkowego bez wzgledu na
pte¢ osobnikéw i miejsce ich odlowu. Jednak
zmiany aktywno$ci proteazy kaspazopodobnej
nie byly tak jednoznaczne, gdyz stymulacja do-
tyczyta tylko grup eksponowanych na stres

taczony (T+P). Mogto to oznaczad, ze rejestro-
wano wczesne etapy apoptozy, kiedy zmiany
ograniczaly si¢ gléwnie do mitochondrium.
Zwiazek migdzy wysokim odsetkiem komoérek
apoptotycznych i nekrotycznych w analizowa-
nym narzadzie gtodzonych osobnikéw A. laby-
rinthica z towarzyszacymi stabymi zmianami
zaréwno liczby komérek ze zdepolaryzowanymi
mitochondriami, jak i aktywnosci proteazy ka-
spazopodobnej, jest niejasny. Podobnie jak
watpliwa jest w przypadku tej grupy doswiad-
czalnej (G) cytoprotekcyjna funkcja analizowa-
nych biatek szoku termicznego, pomimo bo-
wiem wysokiego odsetka komdrek Hsp70 pozy-
tywnych w gruczotach jelita srodkowego pajaka
sieciowego rejestrowano nasilenie wzgledem
kontroli zmian apoptotycznych i nekrotycznych.
Podobnie stabe zaleznosci migdzy iloSciowymi
zmianami komoérek Hsp70 pozytywnych a ilo-
Sciowymi zmianami komdrek apoptotycznych
i/lub nekrotycznych dotyczyly X. nemoralis
w odniesieniu do wigkszosci dziatajacych stre-
soréw. W przypadku samic i samcé6w pogonico-
watych z grup eksponowanych na szok termicz-
ny zanotowano dodatnie korelacje miedzy wy-
mienionymi  parametrami. Z kolei tylko
u samcéw glodzenie, dimetoat, taczne dziatanie
temperatury 1 pestycydu nasility produkcje
Hsp70 i zmiany apoptotyczne. Zaleznosci mig-
dzy liczba komérek Hsp70 pozytywnych i zmia-
nami nekrotycznymi byty w przypadku obu ga-
tunkéw stabo zaznaczone.

Stymulacji ekspresji biatek Hsp moze towa-
rzyszy¢ wzrost aktywnosci innych wskaznikéw
antyoksydacyjnych. Badania prowadzone na §li-
makach mutowych Ilyanassa obsoleta wskazuja,
ze stresory naturalne i antropogeniczne, takie
jak szok termiczny, kadm czy pestycydy byty
przyczyna silnego stresu oksydacyjnego, co
przejawialo sig¢ stymulacja produkcji biatek
Hsp70, Hsp60, GSH oraz wzrostem aktywnosci
SOD i innych enzyméw, na przyklad zwiaza-
nych z cytochromem P450 (Downs i in., 2001).
W niniejszych badaniach zaleznos$ci migdzy po-
ziomem bialek stresu a innymi parametrami an-
tyoksydacyjnymi nie zaznaczyly si¢ w sposob
istotny, tylko bowiem w przypadku A. labyrin-
thica z grupy poddanej dziataniu szoku termicz-
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nego (T) znaleziono dodatnie korelacje migdzy
liczba komérek Hsp70 pozytywnych a steze-
niem glutationu catkowitego. Z kolei w gru-
czotach jelita srodkowego samic X. nemoralis
eksponowanych na szok termiczny (T), jak row-
niez samcow tego gatunku, poddanych taczne-
mu dziataniu temperatury i pestycydu (T+G)
wzrost odsetka komoérek Hsp70 pozytywnych
byt skorelowany dodatnio z poziomem
GSH + GSSG i CAT.

Jezeli zatozymy, ze zastosowane czynniki
stresogenne sprzyjaly generowaniu reaktywnych
form tlenu, to na podstawie stopnia zmian anali-
zowanych parametréw antyoksydacyjnych moz-
na wnioskowa¢ o ich potencjale ochronnym
w stosunku do komérek gruczotéw jelita Srodko-
wego analizowanych gatunkéw pajakow. Z prze-
prowadzonych badan wynika, ze rodzaj urucha-
mianych reakcji obronnych byt gatunkowo spe-
cyficzny. W odpowiedzi na stres wywotany
dzialaniem czynnikéw egzogennych w gru-
czotach jelita Srodkowego obu gatunkéw
pajakéw wzrastalo stezenie glutationu catkowite-
go. Poziom tego tripeptydu notowany w analizo-
wanym narzadzie zwierzat kontrolnych byt, nie-
zaleznie od stanowiska i plci, okolo dwa razy
wyzszy u X. nemoralis niz u A. labyrinthica.
Przyczyna zaistniatych réznic moze by¢ lepsze
wykorzystanie detoksykacyjnej funkcji glutatio-
nu przez X. nemoralis, odnoszace si¢ zaréwno
do metali, jak i zwiazkéw organicznych. Bez-
posredni  udzial zredukowanego glutationu
w wigzaniu jonéw metali odbywa si¢ dzigki
obecnosci grupy tiolowej, ktéra z wymienionymi
elementami tworzy kompleksy (VIARENGO i in.,
1997; Sies, 1999). Reszta sulfhydrylowa cyste-
iny, nadajaca czasteczce GSH wysoki potencjat
redukcyjny, odpowiada tez za mozliwos¢ udziatu
glutationu w enzymatycznych reakcjach anty-
oksydacyjnych (J1, LEEUWENBURGH, 1996). Po-
niewaz w niniejszych badaniach nie stwierdzono
wyraznych miedzygatunkowych réznic w kon-
trolnym poziomie aktywnosci GPOX i GSTPx,
mozna przyjac, ze X. nemoralis skuteczniej niz
A. labyrinthica wykorzystuje glutation w bezpo-
Srednim wiazaniu metali. Uzasadnia to fakt bli-
sko 2-krotnie wyzszego st¢zenia Cd, Cu, Zn
w gruczotlach jelita srodkowego pogonicowatych
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X. nemoralis niz A. labyrinthica z Pilicy oraz Pb
niezaleznie od stanowiska (WILCZEK 1 in., 2007).
Wigksze predyspozycje pogoncowatych do ku-
mulowania metali w gruczotach jelita sSrodkowe-
go mogly zatem sprzyjaé¢ utrzymywaniu gluta-
tionu na wyzszym poziomie celem wykorzysta-
nia go w bezposrednim unieczynnianiu metali.

Aktywno$¢ GST — waznego enzymu II fazy
detoksykacji, zuzywajacego glutation w reak-
cjach sprzegania ksenobiotykéw, w analizowa-
nym narzadzie kontrolnych pajakéw niesiecio-
wych byla Srednio 2-krotnie wyzsza niz pajakéw
tunelowych (A. labyrinthica). Otrzymane rezul-
taty wskazuja na to, ze w przypadku X. nemora-
lis reakcje sprzegania stanowig wazny element
biotransformacji ksenobiotykéw. Wydaje si¢ za-
tem, ze u przedstawiciela rodziny Lycosidae
udziat GSH w reakcjach enzymatycznych katali-
zowanych przez peroksydazy glutationowe moze
by¢ mniejszy. Potwierdzaja to takze wyniki
wczesniejszych badain u innego przedstawiciela
rodziny Lycosidae, P. lugubris, z terendw silnie
zanieczyszczonych, u ktérego stezenie glutatio-
nu oraz aktywnos¢ GPOX i GSTPx byty kilku-
krotnie nizsze niz u A. labyrinthica (WILCZEK
1 in., 2004). Podobnie w badaniach na P. palu-
stris (Lycosidae) wykazano, ze u osobnikdéw,
ktére miaty wysokie stezenie Zn, Pb i Cd,
w ciele tez byla wysoka aktywnoS$¢ katalazy
(WiLczek, MicuLa, 1996). Rezultaty niniejszej
pracy réowniez pokazuja, ze w odpowiedzi na
zastosowane czynniki stresogenne znamienne
dla X. nemoralis bylo nasilenie aktywnosci
CAT. Aktywnos$¢ wymienionego enzymu dodat-
nio korelowata z aktywnoscia SOD w grupach
poddanych dziataniu szoku termicznego i/lub
pestycydu. Z kolei aktywnos¢ peroksydaz gluta-
tionowych u X. nemoralis utrzymywata si¢ na
poziomie bliskim kontrolnemu lub w wymienio-
nych grupach obnizata si¢ istotnie, zwlaszcza
u samic.

Katalaza jest enzymem, ktéry reaguje bardzo
szybko (k,, rzedu 1 mol - I"') (Bartosz, 1995),
wykazujac dwoisty mechanizm katalityczny: ka-
talazowy, uczestniczac w reakcji dysproporcjacji
nadtlenku wodoru, oraz peroksydazowy, utle-
niajac takie substancje jak: metanol, etanol czy
chinony (HosgrTi, FrosT, 1993). Pomimo ze ka-



talaza 1 peroksydazy glutationowe moga
wspoéldziata¢ ze soba w ochronie komoérki przed
reaktywnymi formami tlenu, to zwykle o tym,
ktéry z tych enzyméw jest bardziej aktywny
w neutralizacji nadtlenku wodoru, decyduje ste-
zenie tego substratu w komorce. Nizsze stgzenia
H,0, sprzyjaja uruchomieniu peroksydazy glu-
tationowej, a wyzsze aktywizuja katalazg. Przy-
czyng tych réznic jest prawdopodobnie wysoki
koszt energetyczny cyklu, w ktérym peroksyda-
za glutationowa kieruje atak nadtlenku wodoru
na glutation, gdyz zuzywa NADPH. Nie jest
wigc wykluczone, ze w przypadku X. nemoralis
to, ze skuteczniejsza obrong antyoksydacyjna
mogta zabezpiecza¢ CAT, moglo mieé¢ takze
podioze oszczgdzania energii. Enzymatyczne
odpowiedzi antyoksydacyjne A. labyrinthica
byly stabsze, a wzajemne relacje migdzy para-
metrami antyoksydacyjnymi dotyczyly gtéwnie
wskaznikéw zwigzanych z metabolizmem gluta-
tionu. Wyniki te koresponduja z rezultatami
wczesniejszych badan, w ktérych wykazano, ze
samice A. labyrinthica z terenu silnie zanie-
czyszczonego charakteryzowata wysoka aktyw-
no$¢ peroksydazy zardwno selenozaleznej
(GPOX), jak i niezaleznej od selenu (GSTPx)
oraz wysokie stgzenie glutationu (GSH+GSSG)
(WILCZEK 1 in., 2004). Wydaje si¢ wigc, ze pod-
czas obrony antyoksydacyjnej przedstawiciele
Agelenidae w wigkszym stopniu niz Lycosidae
wykorzystuja enzymy zwiagzane z glutationem,
a zatem strategie antyoksydacyjne pajakow
w warunkach ekspozycji na dzialanie réznorod-
nych stresorow sa gatunkowo specyficzne, co
pokazuje, ze nie mozna danych uzyskanych dla
jednego gatunku bezposrednio ekstrapolowaé na
inny (WILCZEK i in., 2003; 2004).

W literaturze przedmiotu mozna znalezé
przyktady, ktére podkreslaja, ze zmiany wielko-
Sci parametréw antyoksydacyjnych w odpowie-
dzi na czynniki stresogenne sa gatunkowo spe-
cyficzne, a rodzaj uruchamianych reakcji zalezy
od charakteru dziatajacych czynnikéw (natural-
ne/antropogeniczne, biotyczne/abiotyczne), cza-
su ekspozycji oraz ich natezenia. W badaniach
tych czgsto sie podkresla, ze czutym biomarke-
rem odpowiadajacym na dziatanie zwiazkéw or-
ganicznych i metali cigzkich sa zmiany st¢Zenia

zredukowanego glutationu. Na przyktad w eks-
perymentach prowadzonych na Carassius aura-
tus wykazano, ze 40-dniowa ekspozycja tych
ryb na 2.4-dichlorofenol (0,1 mg - ™", sktadnik
wielu herbicydéw, doprowadza do szybkiej re-
dukcji stezenia GSH w watrobie, gdy tymcza-
sem stgzenie utlenionej formy tripeptydu
(GSSG) oraz reduktazy glutationowej (GR) nie
zmieniaty si¢ istotnie podczas trwania tego eks-
perymentu (ZHANG i in., 2005). Z kolei efektem
dziatania subletalnych stezeri insektycydu fosfo-
roorganicznego (RPR-II; 0,017 mg - 1I'; 1/10
LC50), w ktérych przetrzymywano tilapi¢ mo-
zambijskia Oreochromis mossambicus przez 3,
7, 15 1 30 dni bylo obnizenie stgzenia GSH
w mozgu, skrzelach i watrobie oraz wzmozenie
procesu peroksydacji lipidéw, z réwnoczesnym
nasileniem aktywnoSci GST w tych narzadach
jako odzwierciedlenie mozliwosci protekcyj-
nych w odpowiedzi na stres chemiczny. Po 7
dniach od zaprzestania dziatania czynnika stre-
sogennego stgzenie glutationu w skrzelach
i mézgu wracalo do wartosci kontrolnych,
a w watrobie utrzymywato si¢ na poziomie Sred-
nio o 21% nizszym w poréwnaniu z kontrolnym
(Rao, 2000). Z kolei kietbie Mugil sp. odtowio-
ne z rzeki zanieczyszczonej weglowodorami
aromatycznymi (44 mg - kg™!) i cyklicznymi bi-
fenylami (2,3 mg - kg™!) przejawialy wzrost syn-
tezy GSH, a takze aktywnoSci enzymoéw
zwigzanych z metabolizmem tego tripeptydu
(RODRIGUEZ-ARIZA 1 in., 1993).

Skutki dziatania zwiazkéw toksycznych, za-
leznie od ich chemicznych wtasciwosci, nawet
u tego samego organizmu moga by¢ odmienne.
Eksponujac matze Perna perna na otéw (1 ppm)
i/lub parakwat (10 ppm) przez 48 godz., wyka-
zano, ze metal nie wywotat istotnych zmian
w aktywnosci CAT, GST i GR, gdy tymczasem
zwiazek organiczny wzmagal aktywno$¢ GR
i obnizal aktywnos¢ GST (DAFRE i in., 2004).
Z kolei dtugotrwata ekspozycja wegorza Anguil-
la anguilla na wysokie st¢zenia herbicydu (mo-
linian, 5/4 LC50: 41,8 mg - I wykazata, ze
dtugos¢ zycia ryb w takich warunkach byta po-
zytywnie skorelowana ze st¢zeniem glutationu
w watrobie oraz z aktywnosScia GR w watrobie
1 w migSniach (PENA-LLOPIS i in., 2001). Badania
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te pokazuja, ze zwierzeta, u ktérych indukowana
jest aktywnos$¢ reduktazy glutationowej, wzrasta
stezenie GSH i utrzymuje si¢ wlasciwy stosunek
GSH do GSSG w watrobie, moga lepiej przezy-
waé warunki stresu oksydacyjnego niz te osob-
niki, u ktérych zaburzona zostaje homeostaza
wymienionego tripeptydu. W niniejszych bada-
niach stopiefi zmian poziomu GSH + GSSG
w stosunku do kontroli réwniez byl gatunkowo
zréznicowany i zalezal od rodzaju dziatajacego
czynnika stresowego. W przypadku X. nemora-
lis wzgledny wskaZnik zmian glutationu byt naj-
wyzszy w grupie glodzonych samic, podczas
gdy u A. labyrinthica stopiefi wzrostu stezenia
tego tripeptydu byl podobny u przedstawicieli
obu pici w kazdej z grup do§wiadczalnych. Od-
setek komorek ginacych na drodze nekrozy oka-
zal sie nizszy w grupach pajakow, u ktérych
notowano wyzsze st¢zenie glutationu, co moze
potwierdzaé cytoprotekcyjng funkcje wymienio-
nego zwigzku.

Dane literaturowe wskazuja, ze takze w od-
niesieniu do innych parametréw antyoksydacyj-
nych ich poziom moze by¢ gatunkowo zréznico-
wany, w zaleznosci od rodzaju dziatajacych
czynnikéw. Efekt dziatania dimetoatu u konika
polnego Chorthippus brunneus przejawial sig
w postaci istotnego wzgledem kontroli zmniej-
szenia aktywnosci SOD, GPOX, GSTPx, a takze
obnizenia poziomu zredukowanego glutationu
(GSH) (AUGUSTYNIAK i in., 2005). W przypadku
matzy Anodonta cygnea eksponowanych na za-
nieczyszczenia, w ktérych przewazaty pestycy-
dy, wykazano stabe zaleznosci migdzy aktywno-
Scia CAT i stgzeniem zastosowanych substancji
chemicznych (ROBILLARD i in., 2003). Autorzy
tej pracy podkreslaja jednak, Ze istotna rolg
w regulacji aktywnosci CAT, a takze GST
i AChE moga u tego gatunku odgrywaé czynni-
ki abiotyczne, takie jak temperatura czy pH.
Z kolei badania DurMAZA i in. (2006), przepro-
wadzone na pielegnicy nilowej (Oreochromis ni-
loticus), wskazuja, ze ekspozycja ryb na pesty-
cyd fosforoorganiczny indukowata wytwarzanie
rodnikéw ponadtlenkowych w przewodzie po-
karmowym, co stymulowato aktywnos$¢ dysmu-
tazy ponadtlenkowej i katalazy. Stabe reakcje na
stres w odniesieniu do SOD i CAT wykazano
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natomiast w gruczotach jelita oraz w skrzelach
matzy Unio tumidus, eksponowanych w warun-
kach laboratoryjnych przez 3 doby na miedz
i/lub pestycyd. Aktywnos¢ SOD nie zmieniata
si¢ istotnie wzgledem kontroli, z kolei aktyw-
no$¢ CAT w tych warunkach malata. W bada-
niach tych bardziej czule reakcje wykazano
w odniesieniu do poziomu GSH, GPOX i GR,
dlatego tez enzymy te proponuje si¢ jako dobre
biomarkery ogélnego stresu w organizmach
(DoyortTE i in., 1997). Takze i w tej pracy za-
znaczyly si¢ migdzygatunkowe réznice w reak-
cjach na stres wywotany ekspozycja na czynniki
o roznym charakterze. Szczegdlnie wyraznie
réznice te uwidocznily si¢ w przypadku analizy
aktywnosci SOD i CAT, ktérych poziom w gru-
czotach jelita Srodkowego A. labyrinthica nie
zmieniat si¢ lub istotnie si¢ obnizatl wzgledem
grupy kontrolnej (np. w grupie samic i samcoéw
z Olkusza, niezaleznie od rodzaju stosowanego
stresora), gdy tymczasem u X. nemoralis enzy-
my te stanowity wazny element obrony antyok-
sydacyjnej, o czym S$wiadczylo nasilenie ich
aktywnosci we wszystkich grupach doswiad-
czalnych. W przypadku pogoricowatych (X. ne-
moralis) o cytoprotekcyjnej funkcji wymienio-
nych enzyméw moga S$wiadczy¢ takze pozy-
tywne zaleznosci, jakie znaleziono migdzy
aktywnoscia SOD i/lub CAT i liczba komérek
ginacych na drodze nekrozy lub apoptozy. Jesli
poréwna si¢ z nimi pajaki tunelowe (A. labyrin-
thica), to zaleznoSci miedzy prezentowanymi
parametrami byly stabe lub cechowaly je wza-
jemne ujemne korelacje.

5.3. Reakcje samic i samcow pajakow
w odpowiedzi na stres

Dotychczasowe badania poréwnawcze
uwzgledniajace pte¢ pajakéw skupialy sie glow-
nie na cechach behawioralnych i fizjologicz-
nych. W pracach tych podkreslano przede
wszystkim réznice migdzy samicami i samcami
dotyczace zachowar seksualnych, dlugosci zycia
(FoeLix, 1996), tempa metabolizmu (ANDERSON,



1974; TANAKA, ITO, 1982) czy przezywania nie-
korzystnych warunkéw, jak na przyktad okresy
niedoboru pozywienia (WISg, 1993), niska lub
wysoka temperatura (PuLz, 1987; SCHMALHOFER,
1999; Li, JACKSON, 1996), narazenie na pestycy-
dy (HoFf i in., 1995) i inne. Mierzac wybrane
wskazniki detoksykacyjne u pajakow, zwraca
takze uwage duza tolerancja samic na dziatanie
zanieczyszczen przemystowych (WILCZEK i in.,
2003; 2004; 2007).

Istotnych informacji na temat komérkowych
réznic migdzy piciami w reakcjach pajakéw na
stres dostarczyty rezultaty przedstawiajace wiel-
kosci analizowanych parametréw, ktére zmierzo-
no u osobnikéw odlowionych z poszczegdlnych
stanowisk bez narazania ich na dodatkowe czyn-
niki stresowe (kontrola). Liczba komérek ekspo-
nujacych fosfatydyloseryng na powierzchni
btony komdrkowej w komérkach gruczotéw jeli-
ta srodkowego samcéw X. nemoralis i A. laby-
rinthica ze stanowiska silnie zanieczyszczonego
byta istotnie nizsza niz u samic, co sugeruje, ze
procesy apoptotyczne u samcéw tych gatunkéw
zachodza znacznie slabiej. Jedna z przyczyn
réznic miedzy plciami w poziomie zmian apo-
ptotycznych bylo u wymienionych gatunkéw
utrzymywanie si¢ wysokiego st¢zenia metali
w gruczotach jelita Srodkowego samcéw. Jak
przedstawiono wczesniej, samce pajakow, nieza-
leznie od stopnia zanieczyszczenia stanowisk
metalami ciezkimi, cechowato Srednio 2-krotnie
wyzsze stgzenie Cd, Cu i Zn zaréwno w catych
osobnikach, jak i w gruczotach jelita srodkowe-
go (WiLczek 1 in., 2003; 2005; 2007). Efekty
modulacyjnego dziatania metali na procesy apo-
ptozy stwierdzali réwniez inni badacze. Stosun-
kowo wczesnie udokumentowano na przyktad
udzial cynku w regulacji tego procesu u ssakéw
(ELMEs, 1977). Metal ten w niskich stezeniach
stymulowal procesy apoptotyczne w kryptach je-
lita cienkiego szczuréw. Zwigkszong czgstosé
komoérek apoptotycznych odnotowano takze
u osobnikéw dorostych, pozostajacych na diecie
niskocynkowej oraz w nabtonku uktadu nerwo-
wego ptodéw szczurzych matek utrzymywanych
na takiej diecie. Deficyt cynku uwrazliwia ko-
morki na inne induktory apoptozy, jego suple-
mentacja za$§ prowadzaca do wzrostu jego

11 Komérkowe...

wewnatrzkomoérkowego stgZenia stanowi czyn-
nik ochraniajacy wiele typéw komorek przed
apoptoza. Takze w badaniach in vitro cynk oraz
kadm hamowaty apoptoze w tymocytach ssa-
kéw (CHUKHLOVIN i in., 2001). Pruski i Dixon
(2002) wykazali, ze Cd hamowat lub opdZniat
apoptoze wywotang stresem oksydacyjnym
u matzy Mytilus edulis. Metal ten byl takze
efektywnym inhibitorem aktywnosci kaspazy-3,
gdyz nawet w niskich stgzeniach, w blisko 60%
hamowal wymieniony enzym w komoérkach jaj-
nika chomika (Yuan i in., 2000). Wysokie ste-
zenia metali w komoérkach gruczotéw jelita
srodkowego samcOw pajakow zatem mogly
skutkowa¢ hamujacym dzialaniem w odniesie-
niu do proceséw apoptotycznych. Z kolei odse-
tek komdrek nekrotycznych tylko w przypadku
kontrolnych samcéw X. nemoralis z Olkusza byt
istotnie wyzszy niz u samic, podczas gdy
u A. labyrinthica samice 1 samce nie r6znity si¢
pod tym wzgledem. Wyzszy odsetek komoérek
nekrotycznych w gruczotach jelita Srodkowego
samcOw X. nemoralis w porOwnaniu z samcami
A. labyrinthica moze wskazywa¢ na mniejsza
tolerancj¢ przedstawicieli pogoficowatych na
wzrastajace st¢zenie metali w wymienionym
narzadzie. Nasilenie zmian nekrotycznych bo-
wiem moze sprzyjaé zmianom zapalnym i ob-
nizeniu si¢ kondycji fizjologicznej gruczotéw
jelita srodkowego. Jest to prawdopodobne, po-
niewaz stezenie Cu i Pb w gruczotach jelita
Srodkowego X. nemoralis, niezaleznie od stop-
nia zanieczyszczenia stanowisk badawczych,
bylo Srednio 2-krotnie wyzsze niz w wymienio-
nym narzadzie A. labyrinthica (WILCZEK 1 in.,
2007) — tab. 3.2.

W odniesieniu do zmian apoptotycznych i ne-
krotycznych samice réznity si¢ od samcéw. Na-
silenie apoptozy w gruczotach jelita srodkowego
samic nalezacych do grup kontrolnych, w po-
réwnaniu z samcami, przejawiato si¢ wysokim
odsetkiem komorek pozytywnie reagujacych
z aneksyna V (Aneksyna*/PI"), co sugeruje, ze
apoptoza jest mechanizmem ochronnym, dzigki
ktéremu mozliwe jest usuwanie uszkodzonych
komérek i potencjalnie zagrazajacych organi-
zmowi. Ponadto niska frekwencja komoérek ne-
krotycznych w gruczotach jelita Srodkowego sa-
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mic wskazuje, ze poziom stresu w naturalnym
Srodowisku zycia (stopieil obcigzenia metalami
cigzkimi) nie uposledza proceséw metabolicz-
nych w komérkach wymienionego narzadu.

W literaturze przedmiotu brak jest danych
umozliwiajacych poréwnanie komoérkowych re-
akcji na stres u samic i samcow pajakéw wobec
réznych jakosciowo i iloSciowo dzialajacych
czynnikéw. W przypadku pajakéw wykazano, ze
réznice miedzy piciami w odpowiedzi na zasto-
sowane czynniki stresogenne byly gatunkowo
zréznicowane, lecz zalezne od rodzaju dzia-
tajacego czynnika. W przypadku X. nemoralis
najsilniejsze efekty w odniesieniu do wartosci
kontrolnych uzyskano u gtodzonych samcéw
oraz tych narazonych na stres termiczny wraz
z pestycydem. Przejawem dziatania wymienio-
nych stresoréw bylo zwigkszenie liczby komodrek
ze zdepolaryzowanymi mitochondriami w gru-
czotach jelita Srodkowego i, prawdopodobnie
jako konsekwencja tych zmian, wzrost odsetka
komérek apoptotycznych i nekrotycznych. Ilo-
Sciowy wzrost wymienionych parametréw zano-
towano takze u samic, lecz ich nasilenie byto
mniejsze niz u samcéw. W przypadku samcéw
A. labyrinthica zmiany nekrotyczne okazaty sie
bardziej zaawansowane niz u samic i wystapity
tylko w grupie T+P. Wraz ze zwigkszeniem od-
setka komorek nekrotycznych w odpowiedzi na
taczony stres u tych pajakéw wzrosta aktywnosé
proteazy kaspazopodobnej i liczba komoérek ze
zdepolaryzowanymi  mitochondriami. Intere-
sujace, ze w przypadku samcow pajaka siecio-
wego nie zmienit si¢ w takich warunkach odse-
tek komorek apoptotycznych, gdy tymczasem
u samic ulegl on znacznemu podwyzszeniu. Nie
jest wykluczone, ze dla samcéw A. labyrinthica
byt to na tyle silny stres, ze powodowat rozlegte
zmiany w obrgbie mitochondriéw, w konse-
kwencji prowadzace do nekrozy. Silne efekty
komérkowe u  przedstawicieli  Agelenidae
wystapity takze w przypadku glodzenia, ale i tu
zaznaczyly si¢ wyrazne réznice migdzy ptciami.
Zwigkszenie czestosci nekroz byto charaktery-
styczne dla samic, u samcéw za$ takie reakcje
dotyczyly zmian apoptotycznych. Moze to wska-
zywaé na wigksza tolerancje gtodu u samcow
tego gatunku pajaka niz u samic.
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Fakt mniejszej wrazliwosci samic niz samcoéw
na szeroko pojety stres potwierdzono w réznych
grupach systematycznych, zaréwno u krggow-
cOw (BORrrAS 1 in., 2003; CARRANZA i in., 2004;
Sanz i in., 2007), jak i bezkregowcéw (Kurtz,
SAUER, 2001; KLOSTERHAUS i in., 2003). Sposréd
wielu przyczyn tych réznic na pierwszy plan
wysuwa si¢ sprawniejsza ochrona antyoksyda-
cyjna u samic niz u samcéw, prawdopodobnie
zwigzana z rola czynnika hormonalnego. W ba-
daniach na ssakach wykazano na przyktad, ze
w mitochondriach niektérych narzadéw samic
szczuréw powstaje mniej RFT niz u samcéw,
dzieki czemu $redni czas zycia samic jest dtuz-
szy (BORRAS i in., 2003; JANG i in., 2004). Vina
i in. (2005) prowadzac badania m.in. na szczu-
rach linii Fisher 344 i Wistar, podkredlili, ze
przyczyna obserwowanych réznic we wrazliwo-
Sci na czynniki stresogenne mig¢dzy samcami
i samicami jest sprawna obrona antyoksydacyjna
zwiazana zazwyczaj z Wwyzsza aktywnoscia
Mn-SOD oraz peroksydaz glutationowych u sa-
mic, za co odpowiada wyzsze stgzenie estroge-
néw. Wedlug tych autoréw, ochronny mecha-
nizm dzialania wymienionych hormondéw ste-
roidowych prawdopodobnie jest zwiazany
z regulacja ekspresji gendw kodujacych enzymy
antyoksydacyjne (VINA i in., 2005). W niekt6-
rych pracach podkresla si¢ takze ochronna role
estrogenéw w regulacji stezenia zredukowanego
glutationu (WANG 1 in., 2003; CHEN, YAGER,
2004), ktéry przeciwdziatajac powstawaniu re-
aktywnych form tlenu w taicuchu mitochon-
drialnym, posrednio wykazuje antyapoptotyczne
wtasciwosci (CHEN 1 in., 2000). Analiza wskaz-
nikéw apoptotycznych u samic i samcoéw szczu-
réw linii Fisher 344 nie potwierdzila natomiast
réznic w poziomie wskaznikéw apoptotycznych,
w tym takich enzymow, jak kaspaza-3 czy ka-
spaza-9 (SANz i in., 2007). Badania prowadzono
jednak na mtodych osobnikach, nie jest wigc
wykluczone, ze takie réznice moga si¢ pojawic
u osobnikéw starszych.

Uktad endokrynny bezkregowcéw, w tym
pajakow, rézni si¢ istotnie od tego u krggowcow,
totez poszukiwanie hormonalnych przyczyn
w réznicach odpowiedzi na stres w tej grupie
stawonogow jest trudne, takze z uwagi na fakt,



ze kontrola endokrynna u pajakéw jest nadal
stabo poznana. Na przyktad obecnos¢ ekdystero-
idoéw, ktére u wszystkich stawonogdéw, zaréwno
samcéw jak i samic, spetniaja funkcj¢ m.in. hor-
mondéw wzrostu, w przypadku pajakéw potwier-
dzono tylko u paru gatunkéw: Opilio ravennae
(RoMER, GNATzY, 1981), Pisaura mirabilis
(BonNaRric, DE REGal, 1997), Coelotes terrestris
i Tegenaria domestica (TRABALON i in., 1992).
Hormony te uczestnicza u tych zwierzat w wi-
tellogenezie, modyfikuja tez zachowania seksu-
alne samic w okresie godowym (TRABALON i in.,
2005). Wykazano na przyktad, ze przed zaptod-
nieniem poziom 20-hydroksyekdysonu (20E)
u samic pajakow jest wysoki, przyczyniajac si¢
do zmniejszenia kanibalizmu, dzigki czemu
samce w okresie reprodukcyjnym moga bez ry-
zyka przebywaé w obecnosci samic (TRABALON
i in., 2005).

Wiele zwiazkéw chemicznych moze silnie
oddzialywa¢ na uktad hormonalny bezkrggow-
cOw, posrednio wpltywajac na procesy metabo-
liczne. Zwrdcenie uwagi na regulacyjna funkcje
uktadu endokrynnego w odniesieniu do reakcji
na stres i mozliwo$¢ odmiennych reakcji obu
plci na czynniki stresowe sugeruja wyniki badani
prowadzone na bezkrggowcach wodnych. Ekspo-
zycja widtonogéw Amphiascus tenuiremis na in-
sektycyd (fipronil) opdZniata linienie i osiagnig-
cie zdolnosci reprodukcyjej u samcéw, podczas
gdy u samic pestycyd ten nie wywotywat po-
dobnych zmian (CARY i in., 2004). Takze w ba-
daniach skorupiakéw Palaemonetes pugio dlugo-
terminowa ekspozycja na piren zmieniata proce-
sy linienia i opdzniata osiagnigcie dojrzatosci
plciowej przez samce tego gatunku (OBERDOR-
STER 1 in., 2000). W przypadku samcéw wymie-
nionego gatunku skorupiaka  zastosowany
zwiazek mogt zmieniaé biosyntezg 20-hydroksy-
ekdysonu lub aktywno$¢ hormonu hamujacego
linienie (MIH), w konsekwencji zaburzajac pro-
cesy reprodukcji (RODRIGUEZ i in., 2007). Wyni-
ki badain OBERDORSTER i in. (2000) wskazuja po-
nadto, ze piren tylko u samcéw P. pugio wy-
wotywat podwyzszenie aktywnosci ECOD
(deetylaza etoksykumaryny). Z kolei u roz-
gwiazdy Asterias rubens polichlorowane bifeny-
le silniej u samic niz u samcéw aktywowaty hy-
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droksylaze benzo(a)pirenu (DEN BESTEN i in.,
1991). Nie jest wykluczone, ze ksenobiotyki
wlaczone w szlaki enzymatycznej detoksykacji
posrednio oddzialuja na syntez¢ okreslonych
hormonéw. Wykazano bowiem, ze w szlakach
biosyntezy ekdyzonu uczestnicza na przykiad
monooksygenazy cytochromu P450 — wazne
elementy I fazy enzymatycznej biotransformacji
ksenobiotykéw.  Ekspresja  genu  CYP45
w watrobotrzustce Homarus americanus byla
proporcjonalna do zmian poziomu ekdysteroidu
w hemolimfie po okresie linienia (SYNDER,
CHANG, 1991). Podobnie, gdy bezkrggowcom
tym podano egzogenny 20-hydroksyekdyson
(20E), nastapilo istotne nasilenie ekspresji
CYP45 (SNYDER, 1998). Hormonopodobne efek-
ty stymulacji ekspresji wymienionych genéw
wywotywaly takze insektycydy polichlorowe
czy fenobarbital w watrobotrzustce skorupiakéw
i w gruczolach trawiennych matzy (GALLI i in.,
1988). Badania prowadzone na H. americanus
eksponowanych przez dobg na insektycyd poli-
chlorowy — heptachlor wskazuja, ze zwiazek
ten stymulowat ekspresj¢ CYP45 i hsp70, mody-
fikujac procesy linienia (SYNDER, MULDER,
2001). Ingerencja ksenobiotykéw w szlaki meta-
boliczne zwiazkéw hormonalnych moze wigc
skutkowaé okreslonymi dysfunkcjami, ktérych
konsekwencje mogg by¢ odmienne w zaleznosci
od pfci.

W pracach podkresla si¢, ze metabolizm sam-
cOw sprzyja generowaniu reaktywnych form tle-
nu. Potwierdzaja to m.in. badania prowadzone
na ssakach (VINA i in., 2005), rybach (WINZER
11in., 2001; VEGA-LOPEZ 1 in., 2007), owadach (L1
i in., 2005; McCLELLAN-GREEN i in., 2007) czy
skorupiakach (MOURENTE, DiAz-SALvAGO, 1999).
Odnoszac sie do poziomu parametréw antyoksy-
dacyjnych zmierzonych w gruczotach jelita srod-
kowego samcoéw grupy kontrolnej A. labyrinthi-
ca charakterystyczne bylo wyzsze niz u samic
stezenie glutationu catkowitego oraz aktywnos¢
SOD, podczas gdy u X. nemoralis zwracala uwa-
ge wyzsza u samcéw niz u samic aktywnosc
CAT przy podobnym stezeniu glutationu u obu
plci. Mozna przyja¢, ze czynniki stresogenne
w gruczofach jelita Srodkowego samcéw bardziej
niz u samic stymulowaly synteze reaktywnych
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form tlenu, co manifestowalo sie uruchomie-
niem okreslonych reakcji antyoksydacyjnych.
Wigksze nasilenie reakcji antyoksydacyjnych
u samcéw w poréwnaniu z samicami w odpo-
wiedzi na stres chemiczny zanotowano takze
u samcow ryb Girardinichthychs viviparus,
u ktérych ekspozycja na polichlorowane bifeny-
le stymulowata procesy lipoperoksydacji, wzma-
gata tez aktywno$¢ SOD i CAT w stopniu wyz-
szym niz u samic (VEGA-LopEz i in., 2007).
Nasilenie lipoperoksydacji oraz wzmozenie pro-
cesOw usuwania reaktywnych form tlenu byto
wigksze w hepatocytach samcéw niz samic stor-
ni Platichthys flesus eksponowanych na nitrofu-
rantoing (WINZER 1 in., 2001). Z kolei w przy-
padku samcéw Oxya chinensis (Orthoptera)
w odpowiedzi na kadm zanotowano silng stymu-
lacje aktywnosci CAT (L1 i in., 2005).

W gruczotach jelita Srodkowego samcéw obu
gatunkéw pajakow po ekspozycji na dimetoat
(P), wysoka temperatur¢ (T) i stres taczony
(T+P) nasility sie¢ reakcje sprzggania, co uwi-
docznito si¢ podwyzszona wzgledem wartosci
uzyskanych dla grupy kontrolnej aktywnoS$cig
GST, podczas gdy glodzenie (G) wywotlatlo ob-
nizenie aktywnosci tego enzymu (tab. 5.3 1 5.4).
Podobnych reakcji nie odnotowano u samic
z wymienionych grup, u ktérych aktywnos¢
GST zmieniala si¢ w niewielkim stopniu. Nie
jest wykluczone, ze u samcéw analizowanych
gatunkéw GST odgrywa znaczaca role w detok-
sykacji enzymatycznej zwiazkéw organicznych.
Fakt ten potwierdzaja takze wczesniejsze bada-
nia wskazujace, ze samce pogoricowatych P. [u-
gubris mialy wyzsza aktywnos¢ GST niz sami-
ce, lecz dotyczylto to tylko osobnikéw z terendéw
stabo zanieczyszczonych (WILCZEK i in., 2004).
Wigkszy udziat GST u samcéw niz u samic
w detoksykacji zwigzkéw organicznych potwier-
dzaja takze badania na myszach w odniesieniu
do benzo(a)pirenu (SHARMA i in., 1997) oraz na
rybach w odniesieniu do parakwatu (FIGUEIRE-
DO-FERNANDES i in., 2006). Z innych badan wy-
nika, ze pte¢ nie zawsze w sposéb jednoznaczny
determinuje aktywnos$¢ GST. Aktywnos¢ tego
enzymu u innych pogoncowatych, Lycosa hila-
ris, eksponowanych na dwa fosforoorganiczne
insektycydy: diazinon i chloropyrifos nie zmie-
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niala si¢ istotnie u samic i samcOow, chociaz
zwiazki te byty bardziej toksyczne dla samcéw
niz samic, gdyz ich $miertelno$¢ byla wyzsza
(VAN Erp i in., 2002). Z kolei STONE i in. (2002)
wykazali, ze stopiefl zanieczyszczenia stanowisk
badawczych metalami cigzkimi nie réznicowat
aktywnosci GST u samcéw chrzaszczy Pterosti-
chus oblongopunctatus. AktywnoS¢ tego enzy-
mu nie zmieniata si¢ réwniez u samcow D. me-
lanogaster w odpowiedzi na fenobarbital i atra-
zyng (LE GOFF i in., 2006).

W przypadku samcéw A. labyrinthica w od-
powiedzi na pestycyd (P) i stres taczony (T+P)
wykazano wigksza niz u samic stymulacje ak-
tywnosci peroksydaz glutationowych. Wysoka
aktywnos$¢ tych enzyméw w wymienionych gru-
pach moze wskazywaé na zjawisko synergizmu
migdzy zastosowanymi czynnikami, poniewaz
efekt temperatury i pestycydu dzialajacych poje-
dynczo byl zdecydowanie stabszy niz taczne
dziatanie obu czynnikéw. Takze samce X. nemo-
ralis z wymienionych wczesniej grup doswiad-
czalnych cechowato wyzsze niz u samic stezenie
glutationu catkowitego oraz wyzsza aktywnos¢
GPOX i GSTPx.

Na podstawie tych wynikéw mozna zatozyc,
7ze waznym elementem obrony dla samcow
pajakéw X. nemoralis jest GSH, zaréwno przez
jego udzial w bezposrednim wiazaniu metali,
jak i posrednio przez enzymatyczna neutraliza-
cje reaktywnych form tlenu powstajacych w wy-
niku proceséw metabolicznych zachodzacych
w organizmie i indukowanych przez okreSlone
czynniki egzogenne. W przypadku samic i sam-
cOw drugiego gatunku st¢zenie glutationu byto
podobne u obu pici, lecz istotnie wyzsze niz
w kontroli. Pokazuje to, ze bez wzgledu na ptec
funkcja ochronna glutationu jest znaczaca.

Stwierdzone zalezno$ci migdzy stgzeniem
glutationu catkowitego i liczba komérek gi-
nacych na drodze nekrozy i apoptozy u przedsta-
wicieli obu plci A. labyrinthica i samcow X. ne-
moralis z grupy P i T+P byly wysoko istotne.
W przypadku samic gatunku niesieciowego za-
leznosci te zaznaczyly si¢ stabiej. By¢é moze sty-
mulacja produkcji glutationu w odpowiedzi na
stres u pajakéw z wymienionych grup byta nie-
wystarczajaca w stosunku do rzeczywistego za-



potrzebowania organizmu, na co wskazuje
wzrost liczby ginacych komoérek. Potwierdzono
bowiem, ze w przebiegu apoptozy indukowanej
dziataniem czynnikéw egzogennych nastgpuje
zwykle obnizenie wewnatrzkomoérkowego steze-
nia zredukowanego glutationu (SHIMIZU i in.,
1997). Nie jest jednak do konca jasne, czy ob-
nizenie st¢zenia GSH poprzedza proces apopto-
zy czy tez jest to reakcja odwrotna, chociaz
wedtug niektérych badaczy samo obnizenie ste-
Zenia glutationu nie jest wystarczajacym czynni-
kiem indukujacym apoptoze (CHANDRA 1 in.,
2000). Redukcja zasobéw glutationu prawdopo-
dobnie nie wynika z hamowania jego syntezy
czy utleniania formy zredukowanej GSH do
GSSG, ale zwigkszenia jego wykorzystania
w procesach metabolicznych, a takze jego
wyplywu poza komoérke (VAN DEN DOBBELSTEEN
i in., 1996). Tripeptyd ten jest syntezowany
gtéwnie w cytosolu, skad jest transportowany
m.in. do mitochondriéw i jadra komdrkowego.
Jadrowa pula glutationu, w poréwnaniu z maga-
zynami cytoplazmatycznymi, wydaje si¢ bar-
dziej odporna na dziatanie zwiazkéw, ktore
przyspieszatyby jego wyciek z tego organellum,
co sugeruje ochronng role glutationu dla DNA
i biatek jadrowych przed uszkodzeniami (CHAN-
DRA 1 in., 2000).

Udokumentowano, ze dlugotrwate obciaze-
nie organizmu ksenobiotykami, prowadzace do
obnizenia stezenia GSH, moze by¢ przyczyna
zmian mutagennych (VIARENGO, 1989; SMITH,
1991). Wykazano takze, ze 10—15% komoérko-
wych zasobéw zredukowanego glutationu jest
zlokalizowane w mitochondriach, obnizenie zas
mitochondrialnej puli tego tripeptydu sprzyja
produkcji reaktywnych form tlenu, czego skut-
kiem jest nadmierne gromadzenie si¢ nadtlenku
wodoru (TAN 1 in.,, 1998). W sytuacji gdy
zwigzek ten nie moze by¢ skutecznie usuwany,
dochodzi do generowania rodnika hydroksy-
lowego, ktérego silna reaktywnos$¢ prowadzi do
rozlegtych uszkodzen mitochondriéw, uwol-
nienia czynnikéw proapoptycznych i w rezulta-
cie do Smierci komorki (FERNANDEZ-CHECA,
2003).

5.4. Przedekspozycyjne
wskazniki stresu u zwierzat
z terenow referencyjnych
i silnie zanieczyszczonych

Badania wskazuja na mozliwo$¢ odmiennych
reakcji na stres populacji, ktére zamieszkuja te-
reny w réznym stopniu zanieczyszczone, takze
metalami cigzkimi. Zaktada si¢ przy tym, ze or-
ganizmy wystepujace na terenach zanieczysz-
czonych sa znacznie bardziej wrazliwe na dodat-
kowe stresory niz osobniki z terenu referencyj-
nego i pojawienie si¢ nowego czynnika badz
nasilenie juz istniejacego moze tatwiej zaktocaé
homeostaze organizmu. Wigksza wrazliwos¢ or-
ganizméw ze Srodowisk skazonych metalami,
traktowanych dodatkowo czynnikami stresogen-
nymi o réznym charakterze, wykazano na przy-
ktad u drapieznych chrzaszczy P. oblongopunca-
tus. Zwierzgta ze Srodowiska silnie zanieczysz-
czonego cynkiem 1 ofowiem, a nastgpnie
gtodzone lub traktowane dimetoatem w warun-
kach laboratoryjnych, przejawialy wigksza
Smiertelno§¢ w poréwnaniu z osobnikami pod-
danymi takiemu samemu dzialaniu, ale po-
chodzacymi z terenéw w mniejszym stopniu za-
nieczyszczonych (STONE i in., 2001).

Z niniejszych badari wiadomo, ze odpowiedzi
komérkowe, mierzone poziomem analizowanych
wskaznikéw u pajakow z silnie zanieczyszczone-
go Srodowiska (Olkusz), réznity si¢ od tych,
ktére zarejestrowano u osobnikéw z terenu refe-
rencyjnego (Pilica), a jednoczesnie byly gatun-
kowo zréznicowane i niejednokrotnie odmienne
u przedstawicieli obu pici w obrgbie gatunku.
W pracach zajmujacych sie problemem preeks-
pozycji rzadko réznicuje si¢ reakcje metabolicz-
ne organizméw ze wzgledu na plte¢ osobnikow.
Uwzglednienie pici u pajakéw jest istotne, gdyz
w tej pracy wykazano réznice w wielkosci anali-
zowanych parametréw migdzy samicami i sam-
cami pajakéw z obu stanowisk, bez wprowadza-
nia dodatkowych czynnikéw stresogennych. Sa-
mice X. nemoralis 1 A. labyrinthica z Olkusza
cechowat wyzszy niz u osobnikéw z Pilicy odse-
tek komoérek apoptotycznych. Natomiast dla
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samcow X. nemoralis z Olkusza wykazano wig-
kszy odsetek komorek nekrotycznych. Rezultaty
te, co podkreslano wczesniej, wskazuja na wig-
ksza wrazliwos¢ samcéw w odniesieniu do wa-
runkéw panujacych na stanowisku silnie zanie-
czyszczonym. Daja réwniez podstawy do wyko-
rzystywania wskaznikéw zmian apoptotycznych
1 nekrotycznych jako biomarkeréw oceny nara-
zenia lub wykazania skutkéw dziatania zanie-
czyszczen na organizm. Czgsto$§¢ wystgpowania
apoptozy i nekrozy jako biomarkera stresu an-
tropogenicznego sugeruja m.in. badania prowa-
dzone na zimnicach Limanda limanda, ekspono-
wanych na kadm oraz polichlorowane bifenyle:
PCB 118 i PCB 77. Ekspozycja zwierzat zarOw-
no na metal jak i PCB 118 skutkowata nasile-
niem zmian apoptotycznych ocenianych przez
fragmentacje DNA, podczas gdy PCB 77 pro-
wadzito do zmian nekrotycznych (PIECHOTTA
i in., 1999).

Odnoszac si¢ do parametréw antyoksydacyj-
nych, ktére analizowano w gruczotach jelita
Srodkowego pajakéw z grup kontrolnych, samice
i samce X. nemoralis z Olkusza cechowato wyz-
sze niz u osobnikéw z Pilicy stezenie glutationu,
przy czym dla samic tego gatunku podobne
wzorce dotyczyly takze enzymdéw zwiazanych
z metabolizmem wymienionego tripeptydu. Dla
obu pici A. labyrinthica z zanieczyszczonego
stanowiska w Olkuszu znamienny byl wzrost
odsetka komérek Mt pozytywnych w poréwna-
niu z wartoSciami kontrolnymi stwierdzonymi
u pajakéw z Pilicy. W tym ostatnim przypadku
mozna zatozy¢, ze A. labyrinthica w warunkach
stresu zwiazanego z chronicznym oddzialywa-
niem metali cigzkich w wigkszym stopniu niz
X. nemoralis wykorzystuja metalotioneiny,
wspomagajac inne mechanizmy uruchamiane
dla neutralizacji wymienionych ksenobiotykéw
(np. magazynowanie w granulach). W przypad-
ku X. nemoralis analogiczna funkcje moze
spetnia¢ glutation. Odmienne gatunkowo reakcje
na dlugotrwaly kontakt z zanieczyszczeniami
potwierdzaja takze badania prowadzone na
dwoéch gatunkach Isopoda: Onsicus asellus
i Porcellio scaber, ktére odlawiano na roz-
niacych si¢ stopniem zanieczyszczenia stanowi-
skach w Avonmouth (Wielka Brytania) oraz
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w Tiibingen (Niemcy) jako stanowisku referen-
cyjnym. W watrobotrzustce O. asellus, wraz ze
zmniejszaniem si¢ odlegtosci od gtéwnego
Zrédla zanieczyszczen, wzrastata liczba i roz-
miary sferytow. Malaty takze rezerwy energe-
tyczne, gdyz zmniejszaly si¢ zapasy tluszczow
i glikogenu. Podobnych zmian nie stwierdzono
jednak u P. scaber, u ktérego analizowane para-
metry utrzymywaty si¢ na stalym poziomie bez
wzgledu na stopieil zanieczyszczenia stanowisk
badawczych.

Uzyskane rezultaty wskazuja, ze przezycie
w warunkach dtugotrwatego stresu umozliwiaja
osobnikom wymienionych gatunkéw odmienne
strategie adaptacyjne, ktére w réznym stopniu
naruszaly rezerwy energetyczne ustroju na
przyktad przez selektywny wybdr pokarmu, usu-
wanie metali wraz z kalem, produkcje biatek
Hsp70 itp. (ScHILL, KOHLER, 2004b).

W odniesieniu do pajakéw wyraznie zazna-
czyly sie takze réznice migdzygatunkowe i mig-
dzy pitciami w kontrolnym poziomie bialek stre-
su Hsp70, zaleznie od miejsca ich odtowu. Licz-
ba komdrek Hsp70 pozytywnych u samic obu
gatunkéw z Olkusza byla istotnie nizsza niz
u pajakéw pochodzacych z Pilicy. KOHLER 1 in.
(2000), badajac zmiany stezenia Hsp70 w popu-
lacjach Isopoda z zanieczyszczonych rejonéw
Niemiec, wykazali, ze dtugoterminowa ekspozy-
cja na zanieczyszczenia u tych bezkregowcéw
moze si¢ przejawia¢ niskim poziomem wymie-
nionych biatek stresu. Podobne strategie obser-
wowano w przypadku skorupiakéw P. scaber
zamieszkujacych zanieczyszczone metalami te-
reny potudniowej Anglii, u ktérych réwniez nie
stwierdzono zwigkszonego poziomu Hsp70
(ARTS i in., 2004). By¢ moze, utrzymywanie ni-
skiego poziomu bialek stresu u pajakéw w wa-
runkach silnej presji zanieczyszczen prze-
mystowych jest mozliwe, gdyz nasilaja si¢ inne
reakcje obronne. Wobec tego stwierdzone reak-
cje metaboliczne u samic i samcéw obu ga-
tunkéw pajakéw na terenach w réznym stop-
niu zanieczyszczonych mogty stanowi¢ wyraz
odpowiedzi kompensacyjnych lub adaptacyj-
nych na warunki panujace w okreslonym Srodo-
wisku.



5.4.1. Komérkowe reakcje samic
1 samcow pajakow na dodatkowe
czynniki stresogenne
a wczesniejsza preekspozycja
na zanieczyszczenia

W pracy wykazano, ze rodzaj uruchamianych
reakcji komodrkowych oraz stopien ich nasilenia
u przedstawiciela pogonicowatych X. nemoralis
zalezal zaréwno od pici osobnikéw, miejsca ich
odlowu, jak i rodzaju zastosowanych czynnikéw
stresogennych. Samice pogoncowatych z Olku-
sza w grupach eksponowanych na szok termicz-
ny, dimetoat i oba czynniki facznie w wigkszym
stopniu niz samice z Pilicy nasilaly aktywnos¢
proteazy kaspazopodobnej. Réwniez wzrost od-
setka komorek ze zdepolaryzowanymi mitochon-
driami byt wigkszy u samic z Olkusza niz u sa-
mic ze stanowiska referencyjnego. W konse-
kwencji wigcej komoérek gingto na drodze
nekrozy, co szczegdlnie uwidocznito si¢ w gru-
czolach jelita Srodkowego samic po szoku ter-
micznym i w stresie faczonym (T+P). Nasilenie
zmian nekrotycznych w grupach T, P oraz T+P
samcéw w poréwnaniu z samicami byto wigksze
u pajakéw ze stanowiska referencyjnego.
W przypadku pozostatych wskaZnikéw S$mierci
komoérkowej zmiany byty podobne do samic,
aczkolwiek zalezaly od rodzaju dziatajacego
stresora. W odpowiedzi na wszystkie czynniki
stresogenne liczba komérek ze zdepolaryzowa-
nymi mitochondriami wzrastata bardziej u osob-
nikéw odtowionych w Olkuszu. Z kolei u sam-
cOw ze stanowiska zanieczyszczonego aktyw-
nos¢ proteazy kaspazopodobnej i liczba
komorek apoptotycznych przewyzszaty wartosci
notowane u samcéw z Pilicy, lecz tylko w gru-
pach T+P oraz G. Wynika z tego, ze samce ze
stanowiska referencyjnego sa bardziej wrazliwe
na stosowane stresory niz samce z Olkusza,
podczas gdy w przypadku samic zwigkszona
wrazliwos¢ cechuje osobniki ze stanowiska sil-
nie zanieczyszczonego.

Analiza zmian iloSciowych uwzgledniajacych
parametry antyoksydacyjne wykazata, ze rodzaj
uruchamianych reakcji obronnych zalezat od pitci

pajakow. Preeksponowane samice X. nemoralis
miaty wyzsza aktywno$¢ SOD i CAT niz osob-
niki z terenu referencyjnego, niezaleznie od ro-
dzaju dziatajacych czynnikéw stresogennych,
gdy tymczasem reakcje antyoksydacyjne preeks-
ponowanych samcOw nie rdznity si¢ istotnie
i byly niezalezne od stanowiska. Dzialanie szo-
ku termicznego na osobniki pochodzace ze sta-
nowiska w okolicy Olkusza spowodowato
zwigkszenie liczby komdrek Mt i Hsp70 pozy-
tywnych niezaleznie od pifci. Wynika z tego, ze
r6znorodne odpowiedzi komdrkowe samcow
i samic pogoncowatych potwierdzaja znaczenie
plci w tego typu badaniach i wskazuja, ze trak-
towanie wszystkich osobnikéw tacznie moze nie
ujawniac istniejacych zaleznosci miedzy pozio-
mem analizowanych parametréw a miejscem
bytowania pajakow.

Zdecydowanie bardziej jednoznaczne odpo-
wiedzi na stres zanotowano u obu pici A. laby-
rinthica. Samice i samce tego gatunku z terenu
silnie  zanieczyszczonego odpowiadaty na
wszystkie stresory wzrostem liczby komoérek ze
zdepolaryzowanymi mitochondriami, wzrostem
aktywnosci proteazy kaspazopodobnej oraz nasi-
leniem zmian nekrotycznych. Chociaz samce re-
agowaly silniej niz samice, to, niezaleznie od
pici i stanowiska, efekty te dotyczyly gléwnie
osobnikéw  poddanych tacznemu dzialaniu
dwoch stresoréw (T+P). Takze reakcje antyoksy-
dacyjne byty bardziej wzmozone u pajakow ze
stanowiska w Olkuszu, lecz tylko w odniesieniu
do takich parametréow, jak: GSH + GSSG,
GPOX, GST. Z kolei samice i samce z terenu re-
ferencyjnego mialy wigkszy odsetek komoérek
Mt pozytywnych niz osobniki z Olkusza. Nieza-
leznie od stanowiska liczba komoérek Hsp70 po-
zytywnych w gruczotach jelita S$rodkowego
pajakéw tego gatunku wzrosta istotnie w kazdej
grupie eksperymentalnej. Podobny sposéb re-
agowania na okreslone czynniki stresogenne sa-
mic i samcéw pajakéw z rodziny Agelenidae
moze oznaczaé, ze w przypadku A. labyrinthica
gtéwnym czynnikiem rdéznicujacym poziom
wskaznikéw $mierci komdrkowej i enzymatycz-
nych reakcji antyoksydacyjnych jest miejsce ich
bytowania, pte¢ za$ nie réznicuje rodzaju uru-
chamianych reakcji, chociaz w zaleznosci od
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plci zmienia si¢ stopie nasilenia odpowiedzi
antyoksydacyjnych.

W innych pracach tez podkresla sie, ze wcze-
Sniejszy kontakt z zanieczyszczeniami moze
mie¢ istotny wplyw na tolerancj¢ okreslonych
stresoréw. Aktywnos$¢ GST na przyktad u koni-
koéw polnych Chorthippus brunneus (Orthoptera)
z terendw stabo zanieczyszczonych obnizata sig,
jesli w laboratorium poddano je krétkotrwatemu
dziataniu kadmu. Osobniki tego gatunku z tere-
néw zanieczyszczonych reagowaly podwyzsze-
niem aktywnoSci GST zaréwno podczas krétko-
trwatej, jak i dlugotrwatej ekspozycji na metal
(AuGusTYNIAK, MiGuLa, 2000). Potwierdzaja to
badania mréwek Formica polyctena z terenéw
zanieczyszczonych, u ktérych w odpowiedzi na
nadmiar kadmu podawanego z pokarmem noto-
wano wzrost aktywnosci GST (MiGguLa, Gro-
WACKA, 1996). Pomiar czasu retencji czerwieni
obojetnej uzyty jako miara stabilnosci bton lizo-
somalnych w hemocytach pre- i niepreekspono-
wanych na zanieczyszczenia dzdzownic Eisenia
fetida, ktére w laboratorium traktowano subletal-
nymi st¢zeniami Pb(NOs),, wskazuje natomiast,
ze byl on znacznie krétszy u osobnikéw pre-
eksponowanych (REINECKE, REINECKE, 2003).
Dzdzownice z terendw niezanieczyszczonych,
przetrzymywane przez 4 tygodnie w réznych ste-
zeniach wymienionego zwiazku, charakteryzo-
waly sie wyrazna zaleznoscia czasu retencji
czerwieni obojetnej a stezeniem otowiu w tkan-
kach. Podobnych efektéw nie obserwowano jed-
nak u zwierzat, ktére miaty wczesniejszy kon-
takt z metalem. Zdaniem tych autoréw, rézna
wrazliwos¢ zwierzat zyjacych w srodowisku za-
nieczyszczonym metalami moze utrudnia¢ wnio-
skowanie na temat tolerancji okreslonych czyn-
nikéw stresowych na podstawie wybranych
biomarkeréw. W tym przypadku byta to zrézni-
cowana lizosomalna odpowiedZ na Pb, gdy reak-
cje w laboratorium badano na osobnikach po-
chodzacych z terenéw o réznym stopniu zanie-
czyszczenia. Tego typu analizy maja znaczenie,
gdy poréwnywane sa reakcje organizmdéw po-
chodzacych z tego samego stanowiska lub gdy
wiadomo, jakich skutkéw mozna si¢ spodziewac
w odniesieniu do danego biomarkera w przy-
padku zwierzat zyjacych na terenach zanie-
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czyszczonych okreslonymi substancjami che-
micznymi.

Opinie na temat znaczenia preekspozycji na
zanieczyszczenia, w odniesieniu do rodzaju uru-
chamianych reakcji oraz ich nasilenia, w sytuacji
pojawienia si¢ dodatkowych czynnikéw streso-
gennych moga si¢ jednak rézni¢. W pracy KOH-
LERA 1 in. (1999 a) skoczogonki Tomocerus
[flavescens z zanieczyszczonych stanowisk miaty
w fazie poczatkowej doswiadczenia wyzszy po-
ziom biatek Hsp70 niz Orchesella bifasciata, ale
oba gatunki w podobny sposéb reagowaty na za-
stosowane czynniki stresowe. Z kolei SCHILL
i KOHLER (2004 a) badajac kielze Gammarus
fossarum wykazali, ze reakcje metaboliczne
osobnikéw tego gatunku, mierzone zmianami
wskaznika tadunku energetycznego adenylatow
(AEC), jak réwniez poziomu Hsp70, lipidéw
i glikogenu, stanowily fizjologiczna odpowiedZ
na stres i nie wynikaty ze zréznicowania gene-
tycznego badanych populacji w zwiazku z ich
zréznicowana ekspozycja na zanieczyszczenia.
Osobniki przeniesione z terenéw silnie zanie-
czyszczonych do laboratorium, gdzie wyelimino-
wano zanieczyszczenia, reagowaty stabo, szcze-
gb6lnie w odniesieniu do poziomu Hsp70. We
wszystkich  przypadkach warto§¢ wskaznika
AEC oraz stosunek ATP do ADP utrzymywaty
si¢ u tych zwierzat w granicach fizjologicznie
optymalnych, podobnie jak poziom lipidéw oraz
glikogenu, ktdérych st¢zenie nie zalezato od stop-
nia zanieczyszczenia. Na podstawie uzyskanych
wynikéw cytowani autorzy wnioskuja, ze dla or-
ganizmu bardziej istotna jest biezaca ekspozycja
na zanieczyszczenia, a nie preekspozycja na
stresor (ScHILL, KOHLER, 2004 a). Rowniez sto-
nogi Porcelio scaber eksponowane na wysokie
stezenia olowiu reagowaly wzrostem tempa re-
spiracji bez wzgledu na to, czy pochodzily z te-
renu niezanieczyszczonego czy tez skazonego
metalami (KNIGGE, KOHLER, 2000). We wcze-
$niejszych badaniach KHALIL i in. (1995) nie za-
obserwowali wptywu intoksykacji kadmem na
tempo respiracji stondg (P. scaber) zaréwno
w przypadku zwierzat zyjacych w poblizu ko-
palni cynku i ofowiu, jak i na stanowisku kon-
trolnym. Takze u raka Procambarus acutus tem-
po respiracji osobnikdw z terenéw zanieczysz-



czonych metalami nie réznito si¢ istotnie od
zmierzonego u osobnikéw populacji kontrol-
nej (Rowe i in., 2001). REINECKE i REINECKE
(2003) nie wykazali zwigzku migdzy masa ciata
dzdzownic preeksponowanych wczesniej na me-
tale i nie eksponowanych w sytuacji, gdy byly
one w laboratorium traktowane subletalnymi
dawkami otowiu. Biorac pod uwage wyniki ni-
niejszej pracy, wydaje si¢ jednak, ze w przy-
padku obu analizowanych gatunkéw pajakow,
pomimo wyraznych réznic migdzy samicami
1 samcami w sposobie reagowania na zastoso-
wane stresory, warunki Srodowiskowe w miej-
scu ich bytowania wptywaja zaréwno na rodzaj,
jak 1 stopiei odpowiedzi komérkowych. Moze
to mie¢ bezposrednie przetozenie na mozliwosci
tolerowania dodatkowych czynnikéw stresogen-
nych. W przypadku pajakéw okazato si¢ jednak,
ze osobniki z terenéw silnie zanieczyszczonych
byty bardziej wrazliwe na stosowane stresory,
niz te, ktére wczesniej nie byly eksponowane na
zanieczyszczenia w miejscu swego wystgpowa-
nia. Swiadczyl o tym istotnie wyzszy niz
u osobnikéw z terenu referencyjnego poziom
zmierzonych wskaznikéw komérkowych i anty-
oksydacyjnych.

OdpowiedZ metaboliczna organizmu moze
zalezed takze od czasu ekspozycji i stopnia nasi-
lenia dziatajacego czynnika. Omuitki Unio tumi-
dus eksponowane w laboratorium na miedz i/lub
thiram (fungicyd), a takze w badaniach tereno-
wych poddane dziataniu zanieczyszczen z kok-
sowni, przejawialy obnizenie st¢zenia GSH, ak-
tywnosci GPOX oraz GR w skrzelach i w gru-
czotach jelita srodkowego (DOYOTTE i in., 1997).
Autorzy uwazaja, ze silne hamowanie aktywno-
Sci enzyméw GPOX i GR (do 70%) oraz zmniej-
szenie stezenia GSH (do 50%) moze stanowié
pierwsza faze odpowiedzi na kontakt z zanie-
czyszczeniami, przy czym odpowiedZ organizmu
na zastosowane zwiazki moze si¢ zmienia¢ pod-
czas przedtuzajacej si¢ ekspozycji. Podobny sce-
nariusz zmian wielkosci parametréw systemu an-
tyoksydacyjnego wykazano u ryb Limanda li-
manda eksponowanych na zanieczyszczenia
przemystowe. W pierwszej fazie bylo to hamo-
wanie, lecz p6Zniej aktywizacja proceséw detok-
sykacyjnych (LIVINGSTONE i in., 1993). W niniej-

12 Komoérkowe...

szych badaniach czas ekspozycji pajakéw na
czynniki stresogenne zapewne byt wystarczajacy
do uruchomienia okreslonych reakcji komorko-
wych, w tym antyoksydacyjnych, co pozwolito
wykaza¢ migdzygatunkowe 1 migdzyplciowe
réznice w ich sposobie reakcji na zastosowane
stresory. Nie pozwala to, niestety, wnioskowac
na temat kierunku dalszych zmian analizowa-
nych parametréw w przypadku dtuzszej ekspo-
zycji pajakéw na wymienione czynniki.

5.4.2. Hsp70 i metalotioneiny
u pajakow z terenow
w réznym stopniu
zanieczyszczonych
w odpowiedzi
na zadane stresory

W przypadku obu gatunkéw pajakéw naj-
wigksze zmiany liczby komérek Hsp70 pozy-
tywnych w odpowiedzi na stres termiczny zare-
jestrowano u osobnikéw pochodzacych z Olku-
sza, przy dwukrotnie stabszej odpowiedzi
u pajakoéw z Pilicy (tab. 5.3 i tab. 5.4). Nie moz-
na wykluczyé, ze zréznicowane nasilenie wy-
mienionych reakcji u tych drapieznikéw stano-
wito wyraz zdolnosci kompensacyjnych lub ad-
aptacyjnych do warunkéw zanieczyszczonego
Srodowiska. Taka mozliwos¢ potwierdzaja takze
badania na slimakach. Ekspozycja tych zwierzat
na ekstremalne temperatury zwiekszata szanse
ich przezycia przez indukcj¢ syntezy Hsp70
w warunkach wczesniejszego chronicznego na-
razenia na zanieczyszczenia (SANDERS 1 in.,
1991). Takze u zawtotni Chlamydomonas rein-
hardtii poziom bialek stresu zalezal od czasu
ekspozycji na czynniki stresogenne i byt utrzy-
mywany w wyzszych stezeniach do czasu
zmniejszenia si¢ iloSci uszkodzonych biatek
(ApaMS, 1994). Z kolei badania dwdch populacji
dorostych przedstawicieli Isopoda Oniscus asel-
lus, pochodzacych z lesnych Srodowisk w okoli-
cach Heidelbergu (Niemcy), w réznym stopniu
zanieczyszczonych metalami (kadmem, olowiem
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i cynkiem) i w laboratorium eksponowanych na
kadm i otéw (w podazy pojedynczej i tacznej)
wykazaty, ze u osobnikéw z terenéw o mniej-
szym stopniu zanieczyszczenia indukcja syn-
tezy Hsp70 byta stabsza niz u osobnikéw ze-
branych w bezposrednim sasiedztwie kopalni
(ECKWERT, KOHLER, 1997).

W niniejszej pracy stwierdzono, ze po ekspo-
zycji pajakéw na czynniki stresogenne zazna-
czyly si¢ wyraZzne, zalezne od pici i gatunku,
ilosciowe réznice dotyczace analizowanych para-
metréw, zalezne takze od miejsca, skad pocho-
dzity te zwierzgta. W gruczotach jelita srodko-
wego samic X. nemoralis z Olkusza dimetoat
(P), stres taczony (T+P) oraz glodzenie (G) nie
zmieniaty odsetka komérek Hsp70 pozytywnych
lub nieznacznie je obnizyly. Towarzyszyt temu
wzrost aktywnosci SOD, CAT i odsetka komo-
rek Mt pozytywnych oraz niska aktywnos¢
GPOX i GSTPx. Moze to wskazywaé, ze zasto-
sowane czynniki stresowe dziatalty hamujaco na
indukcje biatek Hsp70, ale nie przeciwdziataty
innym reakcjom chronigcym organizm przed
nadmiarem reaktywnych form tlenu. Inaczej od-
powiadaty samice A. labyrinthica z tego stano-
wiska, gdyz, jak wykazano, czynniki stresogen-
ne spowodowaty u nich wzrost liczby komoérek
Hsp70 pozytywnych, szczegdlnie u osobnikéw
gtodzonych lub poddanych dziataniu stresu
taczonego (T+P). Zmianom tym towarzyszyto
podwyzszenie aktywnosci proteazy kaspazo-
podobnej, nasilenie apoptozy i nekrozy, jak
réwniez obnizenie aktywnosci CAT, GPOX
i GSTPx.

W przypadku samic X. nemoralis ze stanowi-
ska referencyjnego zmiany odsetka komodrek
Hsp70 pozytywnych zarejestrowano tylko
w gruczotach jelita Srodkowego osobnikéw, kto-
re poddano szokowi termicznemu, a w przypad-
ku A. labyrinthica u samic z grup T i G. Wzro-
stowi liczby komdrek Hsp70 pozytywnych u sa-
mic pogoncowatych (X. nemoralis) z grupy T
towarzyszylo nasilenie zmian apoptotycznych,
a u glodzonych samic A. labyrinthica takze ne-
krotycznych, przy podwyzszonej aktywnosci
CAT i zwigkszonej syntezie metalotionein. Wy-
niki te daja podstawe do stwierdzenia, ze biatka
Hsp70 pelnia wazna funkcje ochronng u samic
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A. labyrinthica, ale ich synteza, przy braku in-
nych, wspierajacych, reakcji antyoksydacyjnych
moze okazaé si¢ jednak niewystarczajaca
w utrzymaniu  homeostazy = komdrkowe;.
W przypadku X. nemoralis zmiany poziomu
Hsp70 byly mniejsze niz u A. labyrinthica, ale
towarzyszylo im nasilenie syntezy Mt i zwigk-
szenie aktywnoSci enzymoéw antyoksydacyj-
nych, co prawdopodobnie skutecznie chronito
komoérki, nie dopuszczajac do zaburzenia ho-
meostazy, gtéwnie w sytuacji braku pokarmu.

Reakcje samcéw na zastosowane w pracy
stresory byly bardziej jednoznaczne. Dla
zwierzat obu gatunkéw z Pilicy byt to wzrost
odsetka komérek Hsp70 pozytywnych, niezalez-
nie od rodzaju dziatajacego czynnika. Byto to
réwnieZz nasilenie apoptozy (gléwnie pajaki
glodzone), jak réwniez nasilenie nekrozy (pajaki
zatruwane dimetoatem i z grupy T+P). IloSciowe
zaleznosci pomigdzy komodrkami wykazujacymi
cechy $mierci i odsetkiem komdérek Hsp70 pozy-
tywnych dotyczyly tylko samcéw X. nemoralis
eksponowanych na szok termiczny.

W innych badaniach odpowiedzi zwierzat
preeksponowanych i niepreeksponowanych na
zanieczyszczenia réwniez zalezaly od rodzaju
analizowanego parametru. Badania KNIGGE
i KOHLER (2000) na dwéch populacjach Isopoda
P. scaber (jedna z terenéw zanieczyszczonych
otowiem, druga z terenu nieskazonego metala-
mi), w ktérych oceniano wskazniki behawioral-
ne i fizjologiczne (konsumpcja pokarmu, tempo
respiracji, stezenie substratéw energetycznych
i bialek stresu), po dodatkowej 80-dniowej eks-
pozycji w laboratorium na rozne st¢zenia Pb
wskazuja, ze stonogi z obu populacji zwigkszaty
tempo respiracji i stgzenie glikogenu. Efekty
dziatania otowiu byty jednak silniejsze u osobni-
kéw preeksponowanych. Okazato si¢ ponadto, ze
synteza Hsp70 u stondég z zanieczyszczonych
stanowisk, odmiennie niz u osobnikéw z popula-
cji ,,czystych”, byla stabsza przy niskich steze-
niach otowiu w pokarmie. Wynika z tego, ze
chroniczny kontakt z metalami wptywal ha-
mujaco na zdolno$¢ tych zwierzat do syntezy
Hsp70 i byt zalezny od st¢zenia metalu i czasu
ekspozycji (KNIGGE, KOHLER, 2000). Podobny
charakter zmian Hsp70 dotyczyl réwniez dwdch



gatunkéw skoczogonkéw: Orchesella bifasciata
i Tomocerus flavescens, pochodzacych z obsza-
réw w gradiencie stgzen metali cigzkich (Kon-
LER 1 in., 1999 a). Populacje O. bifasciata ze
stanowiska umiarkowanie zanieczyszczonego
miaty o 40% wigcej Hsp70 niz populacje ze sta-
nowisk skrajnie zanieczyszczonych. Gdy osob-
niki z terenéw silnie zanieczyszczonych i kon-
trolnych otrzymywaty pokarm zawierajacy wy-
sokie stezenie metalu, poziom bialek stresu
obnizal si¢, przy czym najnizsze wartosci
osiggal u zwierzat kontrolnych, co mogio by¢
przejawem uszkadzajacego dziatania metalu na
komorki. Udokumentowano, ze w warunkach,
gdy ekspozycja na stresor osiagnie poziom letal-
ny, Srednie tempo degradacji Hsp70 przekracza
tempo ich syntezy, prowadzac do nieodwracal-
nego uszkodzenia bton komoérkowych, wyczer-
pania si¢ zapaséw Hsp70 i wzrostu Smiertelno-
Sci zwierzat (PAWERT 1 in., 1996). Takie efekty
wykazano takze u §limakéw Deroceras reticula-
tum (KOHLER 1 in., 1996). Dlatego osobniki
oporne na substancje chemiczne, zaréwno z po-
pulacji z terenéw silnie zanieczyszczonych, jak
i kontrolnych, moga by¢ w wigkszym stopniu
niz osobniki z terenéw Srednio zanieczyszczo-
nych narazone na stres spowodowany dzia-
taniem metali, nie sa bowiem w stanie reagowac
przez wzrost syntezy Hsp70 adekwatnie do ak-
tualnego zapotrzebowania.

Niski kontrolny odsetek komérek Mt pozy-
tywnych w gruczotach jelita Srodkowego pa-
jakéw X. nemoralis z obu analizowanych stano-
wisk sugeruje, ze stezenia metali stwierdzone
w analizowanym narzadzie pogoricowatych nie
indukowaly syntezy tego typu biatek. Pajaki
X. nemoralis prawdopodobnie stosuja strategi¢
magazynowania metali w wewnatrzkomorko-
wych granulach. Mozna zalozy¢, ze deponowa-
nie pierwiastkéw w formie nierozpuszczalnych
konkrecji mineralnych jest w ich przypadku
energetycznie oszczedniejsze od syntezy nowych
czasteczek metalotionein, ktérych  funkcja
ochronna by¢ moze przejawia si¢ dopiero pod-
czas reakcji antyoksydacyjnych. Niemniej jed-
nak istotnie wyzszy odsetek komérek Mt pozy-
tywnych u samic A. labyrinthica z terendéw sil-
nie zanieczyszczonych nie wyklucza, ze u tego
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gatunku metalotioneiny moga by¢ indukowane
takze w odpowiedzi na wysokie stgzenie metali
w komorkach.

Ekspozycja pajakéw na czynniki stresogenne
spowodowata nasilenie syntezy metalotionein
w gruczotach jelita Srodkowego, przy czym
wzrost liczby komérek Mt pozytywnych w po-
szczegoOlnych grupach doswiadczalnych, w sto-
sunku do poziomu kontrolnego, zalezat od ga-
tunku i stanowiska. W przypadku X. nemoralis
ze stanowiska w Pilicy, eksponowanych na di-
metoat (P) i faczne dziatanie pestycydu oraz wy-
sokiej temperatury (T+P), wykazano zwigksze-
nie, w stosunku do uzyskanych wartosci kontrol-
nych, odsetka komérek Mt pozytywnych.
Podobne zmiany liczby komérek Mt pozytyw-
nych stwierdzono w przypadku A. labyrinthica
z Pilicy, lecz dotyczylo to wszystkich zastosowa-
nych czynnikéw stresogennych. Mozna przyjaé,
7ze w odniesieniu do wymienionego parametru
pajaki, ktére wczesniej nie byty poddane chro-
nicznemu dziataniu metali ciezkich, cechuje
wigksza wrazliwo$S¢ na czynniki stresogenne,
czego efektem byto nasilenie, zaleznie od rodza-
ju i sily stresora, reakcji obronnych zwiazanych
z synteza Mt.

W pracach podkresla si¢ ochronng rol¢ meta-
lotionein w stresie oksydacyjnym. Taka mozli-
wo$¢ dokumentuja m.in. badania na myszach
traktowanych antymycyna i 2,4-dinitrofenolem
(KoNDOH 1 in., 2001). Wykazano u nich wzmo-
zong synteze Mt w watrobie, podczas gdy ak-
tywno$¢ takich antyoksydantéw, jak CAT czy
Cu/Zn-SOD nie ulegala zmianie w wymienio-
nym narzadzie. Ocena wzajemnych zaleznosci
miedzy wielkoScia analizowanych parametréw
antyoksydacyjnych i liczbg komérek Mt pozy-
tywnych wskazuje, ze w grupie T+P samic
X. nemoralis z Olkusza liczba komérek Mt po-
zytywnych byta dodatnio skorelowana z aktyw-
nosciag CAT i SOD, lecz negatywnie z aktywno-
Scia GPOX. Podobne zaleznosci, ale tylko w od-
niesieniu do SOD, wystapity w grupie P samic
tego gatunku z Olkusza. Bardzo stabe zalezno-
Sci w odniesieniu do prezentowanych parame-
trow cechowaty natomiast A. labyrinthica, u kt6-
rych niezaleznie od pici tylko w przypadku
pajakéw grupy P z Pilicy wzrostowi odsetka ko-
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morek Mt pozytywnych towarzyszyto zwieksze-
nie st¢zenia glutationu. Uzyskane rezultaty su-
geruja, ze w odpowiedziach antyoksydacyjnych
pajakow moga uczestniczyé takze Mt, ktdre
wspotdziataja z innymi elementami systemu an-
tyoksydacyjnego, w przypadku niesieciowego
X. nemoralis z SOD i CAT, podczas gdy
u pajakéw tunelowych A. labyrinthica — z glu-
tationem.

Metalotioneiny moga aktywowaé drogi sy-
gnalizacyjne wzmagajace apoptoz¢ w komor-
kach, zapobiegajac w ten sposéb przejsciu
uszkodzonych czasteczek DNA do fazy S cyklu
komérkowego (Car i in., 1999; Cal, CHERIAN,
2003). Zgodnie z koncepcja BERNTSSENA i in.
(2001), ktérzy badali, jak kadm wptywa na pro-
cesy apoptozy, proliferacji komérek i na produk-
cj¢ metalotionein u lososia Salmo salar, regular-
ne usuwanie uszkodzonych komérek jelita na
drodze apoptozy jest mozliwe dopiero po
osiagnigciu maksymalnej indukcji Mt. Tym sa-
mym wzrasta tolerancja zwierzat na pokarm
skazony kadmem. Jak wykazano w niniejszej
pracy, wzrost liczby komérek Mt pozytywnych
i komoérek apoptotycznych lub wykazujacych
inne cechy wchodzenia komdérek na droge
Smierci (np. zmiany aktywnosci proteazy kaspa-
zopodobnej, wzrost odsetka komédrek ze zde-
polaryzowanymi  mitochondriami)  dotyczyt
gtéwnie samic X. nemoralis, niezaleznie od sta-
nowiska i rodzaju stresora. Zaleznosci te u A. la-
byrinthica byty slabiej zaznaczone i dotyczyty
osobnikéw z Pilicy z grup P, G i T+P. Nie moz-
na wykluczy¢, ze nasilenie zmian apoptotycz-
nych i towarzyszacy wzrost liczby komdrek Mt
pozytywnych w odpowiedzi na stres odzwier-
ciedlat ochronng funkcje tych biatek u przedsta-
wicieli analizowanych gatunkéw pajakéw. Takze
i w tym przypadku zwraca uwage gatunkowo
zréznicowana wrazliwo$¢ na rodzaj zastosowa-
nego czynnika i znaczenie faktu wczesniejszej
preekspozycji na zanieczyszczenia.
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5.5. Podsumowanie

Wyniki niniejszej pracy potwierdzaja od-
mienne reakcje na stres przedstawicieli dwéch
behawioralnie i biologicznie zréznicowanych ga-
tunkow pajakéw. Réznice te uwidocznity sie za-
réwno w odniesieniu do komérkowych efektow
dziatania stresoréw (zmiany apoptotyczne i/lub
nekrotyczne), jak i rodzaju uruchamianych reak-
cji antyoksydacyjnych (tab. 5.5 a, b).

Analizowane wskaZniki Smierci komédrkowe;j
w przypadku obu gatunkéw pajakéw sa dobrymi
biomarkerami stresu ogélnego wywotanego eks-
pozycja zaréwno na czynniki naturalne, jak i an-
tropogeniczne. Wynika to z braku jednoznacz-
nych zaleznosci migdzy iloSciowymi zmianami
mierzonych parametréw a rodzajem od-
dziatujacych stresoréw. Dlatego na podstawie
wartosci oznaczanych parametréw nie mozna
precyzyjnie rdéznicowaé przyczyn zaistniatych
zmian, lecz jedynie potwierdziC istnienie stresu,
ktéry w zaleznosci od stopnia nasilenia czynni-
kéw stresowych wzmagat procesy apoptotyczne
i/lub nekrotyczne. Analiza stosunkéw iloscio-
wych tego typu parametréw umozliwia poréw-
nywanie wrazliwosci gatunkéw na zastosowane
czynniki stresogenne.

Uzyskane rezultaty potwierdzily wykazane
we wczesniejszych badaniach gatunkowe zrézni-
cowanie odnosnie do rodzaju uruchamianych re-
akcji antyoksydacyjnych u pajakéw. Niezaleznie
od rodzaju dziatajacego czynnika stresogennego
w przypadku X. nemoralis wazna funkcjeg
ochronng w gruczotach jelita $rodkowego
spelnia SOD 1 CAT, a u A. labyrinthica sa to
GSH i biatka Hsp70. Ilosciowe zmiany komdrek
Mt pozytywnych w poszczegdlnych grupach do-
Swiadczalnych moga wskazywaé, ze rola metalo-
tionein u pajakéw w wigkszym stopniu dotyczy
ochrony antyoksydacyjnej niz bezposredniego
wigzania metali.



Tabela 5.5

Kierunki stwierdzonych zmian ilosciowych analizowanych parametréw w gruczotach jelita Srodkowego pajakéw z po-
szczegblnych grup eksperymentalnych: a) A. labyrinthica, b) X. nemoralis

a)
Stanowisko
Pilica \ Olkusz \ Pilica \ Olkusz
Parametr Grupa
Samice Samce
T[T ]P ||| TP ]G] TP |™P] s
Wskazniki $mierci komérkowe;j
4%,
Cas-3

Apoptoza [%]

Nekroza [%]

Mt

Hsp70

Biatka stresu

Parametry antyoksydacyjne

GSH + GSSG

GPOX

GSTPx

GST

SOD

CAT

b)

Wskazniki $mierci komdrkowe;j

A¥,

Cas-3

Apoptoza [%]

Nekroza [%]

Mt

Hsp70

Biatka stresu

GSH + GSSG

GPOX

GSTPx

GST

SOD

Parametry antyoksydacyjne

CAT

R e —

Objasnienia: Kolor brazowy — wartosci parametru istotnie wyzsze od wartosci kontrolnych; kolor niebieski — wartosci parametru
istotnie nizsze od wartosci kontrolnych; brak wypetnienia — nie stwierdzono réznic istotnych w odniesieniu do wartosci kontrolnych.
K — kontrola (A, F), T — szok termiczny (B, G), P — pestycyd (C, H), T+P — szok termiczny i pestycyd, (D, I), G — gtodzenie (E, J).

93



1.

94

6. Wnioski

Sposréd zastosowanych stresoréw u obu ga-
tunkéw pajakéw najwigksze zmiany oceniane
wielkoscia odsetka komdrek apoptotycznych
w gruczotach jelita Srodkowego powodowato
glodzenie. Proapoptotyczny efekt dziatania
zastosowanych  czynnikéw  stresogennych
zmniejszatl si¢ w nastgpujacym porzadku:
glodzenie > szok termiczny + dimetoat > di-
metoat > szok termiczny.

. W grupach eksponowanych na szok termicz-

ny i/lub dimetoat stopiei zmian nekrotycz-
nych w analizowanym narzadzie Xerolycosa
nemoralis byt wiekszy niz w analogicznych
grupach Agelena labyrinthica. Sugeruje to
wigksza wrazliwo$¢ gatunku niesieciowego
na wymienione czynniki stresowe. Z Kkolei
glodzenie nie wptywato istotnie na wystapie-
nie zmian nekrotycznych w komoérkach gru-
czotéw jelita Srodkowego Xerolycosa nemo-
ralis, co sugeruje, ze przedstawicieli tego ga-
tunku cechuje znaczna tolerancja na okresy
niedoboru pokarmu.

. Enzymatyczne reakcje neutralizujace reak-

tywne formy tlenu w przypadku samic X. ne-
moralis opieraty si¢ gléwnie na aktywnosci
SOD i CAT, natomiast w odpowiedzi na
czynniki stresowe u samcoéw wzrosta zaréw-
no aktywnos$¢ SOD i CAT, jak i stezenie glu-
tationu oraz aktywnos$¢ enzyméw zwiazanych
z jego metabolizmem. Odpowiedzi antyoksy-
dacyjne rejestrowane w gruczotach jelita
srodkowego A. labyrinthica byty stabo zréz-
nicowane i dotyczyly gtéwnie wzrostu stgze-

nia glutationu oraz, w zaleznosci od ptci, ak-
tywnosci GPOX (samice i samce) lub GSTPx
(samce).

. Odpowiedzia na czynniki stresowe u pajakow

byta indukcja syntezy bialek stresu. Samice
X. nemoralis cechowata zwigkszona synteza
Mt, podczas gdy samce w podobnych warun-
kach wykazywaly wzrost produkcji Hsp70.
U samic A. labyrinthica czynniki stresowe
stymulowaly syntez¢ Hsp70, a u samcéw —
Hsp70 i Mt. Dodatnie korelacje, jakie stwier-
dzono migdzy liczba komérek Hsp70 i/lub
Mt pozytywnych oraz liczba komérek apop-
totycznych i liczba komérek ze zdepolaryzo-
wanymi mitochondriami, moga wskazywac
na antyapoptotyczna funkcje wymienionych
bialek.

. Osobniki z terenéw silnie zanieczyszczonych

sa bardziej wrazliwe na stosowane czynniki
stresowe niz te, ktore nie byly wczesniej eks-
ponowane na zanieczyszczenia. Odmiennos¢é
odpowiedzi komoérkowych samic i samcéw
pajakéw z terenéw o réznym stopniu za-
nieczyszczenia  potwierdza  koniecznos$¢
uwzgledniania w tego typu badaniach czynni-
ka pfci, traktowanie bowiem wszystkich osob-
nikéw Iacznie moze nie ujawniaé powiagzan
iloSciowych miedzy poziomem analizowa-
nych parametréw w aspekcie dlugotrwalej
preekspozycji pajakow na zanieczyszczenia:
a. Samice X. nemoralis pochodzace z Olku-
sza w poréwnaniu z samcami (za wyjat-
kiem grupy glodzonej) przejawiaty nasile-



nie proceséw nekrotycznych z towarzy-
szacymi zmianami aktywno$ci proteazy
kaspazopodobnej i zwigkszeniem odsetka
komérek ze zdepolaryzowanymi mito-
chondriami. Efektem glodzenia samic
bylo wylacznie zwigkszenie liczby komo-
rek apoptotycznych. Preeksponowane na
zanieczyszczenia samice X. nemoralis ce-
chowata wyzsza aktywno$s¢ SOD i CAT
niz osobniki z terenu referencyjnego, nie-
zaleznie od rodzaju dziatajacych dodatko-
wych czynnikéw stresogennych.

Wysoki odsetek komoérek apoptotycz-
nych stwierdzony u samcoéw ze stanowiska
w Olkuszu dotyczyt pajakéw z grup pod-
danych tacznemu dziataniu wysokiej tem-
peratury i pestycydu oraz gtodzeniu, gdy
tymczasem u osobnikéw tej pici z Pilicy
nasilaty si¢ zmiany nekrotyczne w gru-
pach: gtodzonej oraz poddanych dziataniu
temperatury i/lub pestycydu. Zmiany reak-
¢ji antyoksydacyjnych u samcéw polegaty
na wzroscie aktywnosci CAT i GSTPx.

. Nasilenie zmian nekrotycznych i apopto-
tycznych cechowato zaréwno samice, jak

i samce A. labyrinthica niezaleznie od
stopnia zanieczyszczenia stanowisk ba-
dawczych giéwnie w odpowiedzi na glo-
dzenie. Zastosowanie dimetoatu i stresu
taczonego ujawnilo zwigkszenie nekrozy
i/lub apoptozy gléwnie u osobnikow
z Olkusza. Reakcje antyoksydacyjne nasi-
laty si¢ bardziej u pajakéw ze stanowiska
w Olkuszu, lecz dotyczyly tylko takich
parametréw, jak GSH + GSSG i GPOX.

6. W przypadku reprezentanta pogorncowatych

(X. nemoralis) o cytoprotekcyjnej funkcji
SOD i CAT s$wiadcza dodatnie korelacje, ja-
kie udokumentowano migdzy ich aktywno-
S$cia i stopniem nasilenia nekrozy i/lub apo-
ptozy w analizowanym narzadzie. Jesli cho-
dzi o pajaki tunelowe (A. labyrinthica), to
oba parametry byly skorelowane ujemnie
lub brak bylo takich zaleznosci. Cytoprotek-
cyjna funkcje u A. labyrinthica spelniaja
biatka Hsp70, gdyz odsetek komdrek gi-
nacych na drodze nekrozy byl nizszy w gru-
pach doswiadczalnych, dla ktérych wykaza-
no wyzszy odsetek komodrek Hsp70 pozy-
tywnych.
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Grazyna Wilczek

Strategies of cellular reaction towards environmental stress in spiders

Summary

The aim of the work was to compare cellular ef-
fects of natural (heat shock and starvation) and
anthropogenic (organophosphorous pesticide) stress-
ors in two, behaviorally different spider species: web
building Agelena labyrinthica and wandering
Xerolycosa nemoralis, from areas variously polluted
by heavy metals. It was crucial to check whether the
response of female and male spiders, chronically
exposed to high metal concentrations in their habitats
to additional stressors, is similar as in spiders from
the slightly polluted site and decide which of the
stressogenic factors exerts the strongest additional
costs for an organism. Since they are the midgut
glands that play a strategic role in digestion and de-
toxification, the analyses were conducted in this or-
gan. Using cytometric techniques and spectrophoto-
metric methods, the following parameters were
measured:

— the intensity of apoptotic and necrotic changes as
well as the quantity of cells with depolarized mi-
tochondria and the caspase-like protease activity
level;

— the quantitative changes in the cells that posi-
tively react with metallothionein (Mt) and heat
shock protein (Hsp70) antibodies;

— the level of selected antioxidative parameters (to-
tal glutathione concentration, activity of selene-
-dependent glutathione peroxidase; GPOX, sele-
ne-independent glutathione peroxidase; GSTPx,
glutathione S-transferase; GST, superoxide dis-
mutase; SOD, catalase; CAT).

Obtained results demonstrated that the individuals
from heavily polluted areas were more sensitive to
applied stressing factors than the animals that have
not been exposed to environmental pollutants. The
diversity in the cellular response of female and male
spiders from variously polluted habitats confirms the

15%

necessity of considering the aspect of gender in this
kind of comparisons. Mixing males and females to-
gether may conceal quantitative correlations between
analysed parameters, when coping with long lasting
pre-exposure.

From among all stressing factors applied, the
most pronounced changes, measured as the percent-
age of apoptotic cells in spider midgut glands, were
caused by hunger. Pro-apoptotic effect of the expo-
sure to the applied factors diminished according to
the following order: hunger > heat shock +
dimethoate > dimethoate > heat shock. Female
X. nemoralis seemed more resistant to starvation,
since the stressing factor did not enhance necrotic
changes in the cells of their midgut glands. In heat
shock and/or dimethoate exposed groups the degree
of necrotic changes in the organ was higher than in
respective A. labyrinthica groups. This may indicate
higher sensitivity of the wandering spider species to
the remaining stressing factors.

Enzymatic neutralization of reactive oxygen spe-
cies in female X. nemoralis was revealed mainly by
the increased activity of SOD and CAT. In spiders
also glutathione concentration and activity of gluta-
thione-dependent enzymes were elevated in response
to stressing factors. Antioxidative responses regis-
tered in A. labyrinthica midgut glands were poorly
differentiated and appeared mainly as increased
glutathione concentration and gender-related GPOX
(females and males) or GSTPx (males) activity.

The exposure to stressing factors resulted also in
the induction of stress proteins in the spiders. Female
X. nemoralis had an increased Mt synthesis while
males, under the same conditions, had higher Hsp70
production. In case of female A. labyrinthica stress-
ing factors stimulated the Hsp70 synthesis, while in
males both Hsp70 and Mt production was enhanced.
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In case of wolf spiders (X. nemoralis) the
cytoprotective role of SOD and CAT may be verified
by positive correlations found for their activity and
necrosis and/or apoptosis intensity in the organ. In
case of tunnel spiders (A. labyrinthica) both parame-
ters were either negatively correlated or there were
no correlations at all. Cytoprotective role in
A. labyrinthica is likely played by Hsp70, since the
percentage of cells dying according to necrotic path-
way was lower in those groups where higher percent-
age of Hsp70 positive cells was found.

Analysed indices of cell death in case of both spi-
der species are good biomarkers of general stress,
caused by the exposure to both natural and
anthropogenic factors. However, the lack of unequi-
vocal correlations between the level of measured pa-
rameters and the kind of stressor is the reason why it

is impossible to point out precisely the cause of the
changes, but only to confirm the stress itself that, de-
pendently on its intensity, increased apoptotic and/or
necrotic changes. The analyses of quantitative ratios
may be used in the comparisons of sensitivity of the
species to applied stressing factors.

Obtained results confirmed inter-species differ-
ences in antioxidative strategies found in previous
investigations on spiders. Irrespectively of the type
of stressor, in case of X. nemoralis an important de-
fensive role in midgut glands is played by SOD and
CAT while in case of A. labyrinthica — glutathione
and Hsp70. Quantitative changes in the Mt-positive
cells in particular experimental groups may indicate
that in case of spiders the proteins contribute rather
to antioxidative defense than in direct metal bind-
ing.



Grazyna Wilczek

Zellstrategien bei der Reaktion auf Umweltstress bei Spinnen

Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit war der Vergleich der Effek-
te der Einwirkung von natiirlichen (thermischer
Schock, Hunger) und antropogenen (phosphororgani-
sche Pestizide) Stressoren auf die Zellen zweier sich
im Verhalten unterscheidenden Spinnenarten, der
netzbauenden Agelena labyrinthica (Agelenidae) und
der Jagdspinne Xerolycosa nemoralis (Lycosidae),
die aus im unterschiedlichen Grade mit Schwerme-
tallen belasteten Gebieten stammen. Wesentlich war
ebenfalls die Priifung, ob Spinnenweibchen und
Minnchen, die in ihrer natiirlichen Umgebung chro-
nisch hohen Schwermetallbelastungen ausgesetzt
sind, im Vergleich zu Exemplaren die aus schwach
belasteten Gebieten stammen, in #dhnlichem Male
auf zusitzliche Stressoren reagieren, und welche der
stressogenen Faktoren die grofite zusitzliche Bela-
stung fiir den Organismus darstellt. Unter Beriick-
sichtigung der strategischen Rolle der Mitteldarm-
driisen bei den Verdauungs- und Detoxifikationspro-
zessen, wurde die Analyse der Zellparameter auf
dieses Organ beschriankt. Unter Zuhilfenahme von
zytometrischen Techniken und spektrophotometri-
schen Methoden wurden fiir beide Spinnenarten die
folgenden vergleichenden Untersuchungen durchge-
fiihrt:

— Intensitédtsgrad der apoptotischen und nekroti-
schen Anderungen sowie der quantitativen Verin-
derungen von Zellen mit depolarisierten Mito-
chondrien sowie des Aktivititsniveaus der
Caspase dhnlichen Protease;

— Quantitative Anderung der positiv mit Antikor-
pern auf die Stressproteine Hsp70 und Metallot-
hionein (Mt) reagierenden Zellen;

— Niveau ausgewdhlter antioxidativer Parameter
(Glutathion Gesamtkonzentration sowie Aktivi-
tdt der selenabhingigen Glutathionperoxidase;
GPOX, der selenunabhingigen Glutathionperoxi-

dase; GSTPx, Glutathion-S-Transferase; GST,

Superoxid-Dismutase; SOD, Katalase; CAT).

Die erhaltenen Ergebnisse lassen die Behauptung
zu, dass Exemplare aus stark belasteten Gebieten
empfindlicher auf die Stressfaktoren reagieren, als
diejenigen, die zuvor keiner Belastung ausgesetzt wa-
ren. Die Verschiedenartigkeit der Zellreaktionen von
aus unterschiedlich belasteten Gebieten stammenden
Spinnenminnchen und Weibchen bestitigen die Not-
wendigkeit bei dieser Art von Untersuchungen den
Geschlechtsfaktor zu beriicksichtigen. Eine gemein-
same Behandlung aller Exemplare kann dazu fiihren,
dass die quantitativen Zusammenhénge zwischen den
analysierten Parametern, unter dem Aspekt einer
lang anhaltenden Einwirkung der Belastungen auf
die Spinnen, nicht zu Tage treten.

Unter den eingesetzten Stressoren hat Hunger bei
beiden Arten die groBten, auf Grundlage des prozen-
tualen Anteils von apoptotischen Zellen in den Drii-
sen des Mitteldarms der Spinnen bewerteten Ande-
rungen hervorgerufen. Der proapoptotische Effekt
der Einwirkung der eingesetzten Stressfaktoren hat
sich in folgender Reihenfolge verringert: Hunger >
thermischer Schock + Dimethoat > Dimethoat >
thermischer Schock. Es hat sich gezeigt, dass X. ne-
moralis Weibchen widerstandsfihiger gegen Hunger
sind, da dieser Stressor die nekrotischen Veridnderun-
gen in den Zellen ihrer Driisen im Mitteldarm nicht
verstirkt hat. In den Gruppen, die einem thermischen
Schock und/oder Dimethoat ausgestzt waren, war der
Grad der nekrotischen Verdnderungen in dem bei
dieser Art untersuchten Organ grofler als in den ana-
logen A. labyrinthica Gruppen. Dies suggeriert eine
groflere Empfindlichkeit der jagenden Arten gegen-
tiber den iibrigen Stressfaktoren.

Die die reaktiven Sauerstofformen neutralisieren-
den enzymatischen Reaktionen haben im Falle der
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X. nemoralis Weibchen hauptsidchlich die SOD und
CAT Aktivitit verstdarkt. In Reaktion auf die Stress-
faktoren ist bei den Ménnchen ebenfalls die Konzen-
tration des Glutathions sowie die Aktivitit der mit
seinem Metabolismus in Zusammenhang stehenden
Enzyme gestiegen. Die in den Mitteldarmdriisen von
A. labyrinthica registrierten antioxidantischen Reak-
tionen unterschieden sich nur schwach und betrafen
hauptsichlich den Anstieg der Glutathion Konzentra-
tion und in Abhingigkeit vom Geschlecht die GPOX
Aktivitdt (Méannchen und Weibchen) oder GSTPx
Aktivitdt (Méinnchen). Die Reaktion auf die Stress-
faktoren bei den Spinnen bestand in der Induktion
von Stressproteinen. Die X. nemoralis Weibchen
zeichnen sich durch eine erhohte Mt-Synthese aus,
wohingegen die Minnchen unter dhnlichen Bedin-
gungen die Produktion von Hsp70 erhoht haben. Im
Falle von A. labyrinthica haben die Stressfaktoren
bei den Weibchen die Synthese von Hsp70, bei den
Minnchen hingegen sowohl von Hsp70 als auch Mt
stimuliert.

Im Falle der Jagdspinnen (X. nemoralis) konnen
von der zellschiitzenden Funktion von SOD und
CAT die positiven Korrelationen zeugen, die zwi-
schen ihrer Aktivitit und dem Intensivierungsgrad
der Nekrose und/oder Apoptose in dem analysierten
Organ zu verzeichnen waren. Im Falle der Labyrinth-
spinnen (A. labyrinthica) waren beide Parameter ne-
gativ korreliert oder fehlten solche Abhingigkeiten
vollig. Die zellschiitzenden Funktionen iibernehmen
bei A. labyrinthica hochstwahrscheinlich Hsp70 Pro-
teine, denn ihr prozentualer Anteil an auf dem Wege
von Nekrose sterbenden Zellen war in den Versuchs-
gruppen niedriger, bei einigen wurde ein hoherer

prozentualer Anteil an Hsp70 positiven Zellen ver-
zeichnet.

Die analysierten Indikatoren des Zelltodes stellen
im Falle beider Spinnenarten gute Biomarker fiir den
allgemeinen, durch die Einwirkung von sowohl na-
tiirlichen als auch antropogenen Faktoren hervorgeru-
fenen allgemeinen Stress dar. Das Fehlen einer ein-
deutigen Abhingigkeit zwischen den quantitativen
Anderungen der gemessenen Parameter und der Art
der einwirkenden Stressoren erlauben jedoch keine
prizise Differenzierung der Ursachen der eingetrete-
nen Anderungen, sondern bestitigen lediglich die
Existenz des Stresses, der in Abhingigkeit des Inten-
sitdtsgrades der Stressfaktoren die apoptischen
und/oder nekrotischen Prozesse verstarkt hat. Die
Analyse der quantitativen Verhiltnisse dieser Art von
Parameter ermoglichte den Vergleich der Empfind-
lichkeit der Arten gegeniiber den verwendeten
Stressfaktoren.

Die erhaltenen Ergebnisse haben die in den vor-
angegangenen Untersuchungen nachgewiesene, mit
der Art der bei Spinnen in Gang gesetzten antioxida-
tiven Reaktionen in Verbindung stehende Differen-
zierung der Arten bestétigt. Unabhédngig von der Art
des einwirkenden Stressfaktors erfiillt im Falle von
X. nemoralis SOD und CAT eine wichtige Schutz-
funktion in den Driisen des Mitteldarms, wohingegen
bei A. labyrinthica Glutation und das Protein Hsp70
diese Funktion iibernimmt. Die quantitative Ande-
rung von Mt positiven Zellen in den einzelnen Ver-
suchsgruppen kann darauf hinweisen, dass im Falle
von Spinnen das Metallothionein im grofieren Male
die Rolle des antioxidativen Schutzes, als die direkte
Bindung des Metalls tibernimmt.
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