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Dr Monika Tarnawska - ekotoksykolog, adiunkt w Katedrze Fi-
zjologii Zwierzat i Ekotoksykologii Uniwersytetu Slgskiego. Spe-
cjalizuje sie w ekotoksykologii bezkregowcdw, w tym szczeg6lnie
skorupiakéw ladowych. Uczestniczyta w kilku projektach badaw-
czych prowadzonych w ramach porozumienia dwustronnego mie-
dzy rzadami Polski i Republiki Potudniowej Afryki. Zaowocowato
to m. in. udzialem w badaniach terenowych w RPA oraz pobytem
w osrodku nuklearnym iThemba LABS w Somerset West; gdzie
uczyta sie, a nastepnie wykonywata analizy mapowania pierwiast-
kéw z uzyciem mikrowigzki protonowej (particle-induced X-ray
émission).

Jest jednym z nauczycieli akademickich prowadzacych zajecia do-
tyczace problematyki Srodowiskowej dla studentow i doktorantow
Uniwersytetu Slaskiego w ramach Balic University Programme ko-

ordynowanego przez Uniwersytet w Uppsali.

Wyglada niepozornie: mate, nie przekraczajace 18 mm, szare, owalne stworzonko z wyraznie zazna-
czonymi segmentami ,pancerzyka”, spod ktérych wysuwaja si¢ liczne odnéza. Prosionek, czyli stonég
szorstki wbrew polskiej nazwie gatunkowej, stapa na czternastu nézkach i przemyka cichcem, gdy tylko
zapadnie zmrok.

Napotkany — przywodzi na my$l matego karalucha, cho¢ w istocie blizej jest spokrewniony z rakiem niz
z jakimkolwiek owadem. Widywany jest z rzadka, cho¢ kazdy z nas mija go niemal co dzien, schodzac
do piwnicy lub otwierajac garaz - takie bowiem miejsca prosionek wybiera sobie na mieszkanie. Nie
jest sgsiadem uciazliwym: jest bezbronny, nie jest agresywny, nie zostawia $mieci, a niektore z nich
wrecz pozera, no i nie robi hatasu. Nie moze mie¢ wigc nic wspéinego z heavy metalem, cho€ juz z me-
talami ciezkimi - owszem, bardzo wiele.

Ta drobna istotka posiada bowiem ceche, ktéra w oczach ekotoksykologa czyni ja wielka: gdy w za-
mieszkiwanym Srodowisku zmuszona jest odzywia¢ sie pokarmem zanieczyszczonym metalami, lokuje
je w komorkach swej watrobotrzustki i przechowuje tam przez reszte swego trzyletniego zycia. Kazdy
kolejny positek tego skorupiaka, zwtaszcza jesli zyje on w poblizu huty, autostrady czy zaktadu przemy-
stowego, zwieksza stezenie metali w jego ciele. Swoisty zapis prosionkowego jadtospisu w czasie
okreslonego wycinka zycia skorupiaka jest cennym zrodtem informacji, z ktérych korzysta ekotoksyko-
logia, a sam ston6g znalazt sie w panteonie biowskaznikéw. Jest bohaterem prac naukowych, ksigzek
popularnonaukowych i podrecznikéw akademickich.

Kariera naukowa godna - nie przymierzajgc - heavymetalowego showbiznesu, i to bez doktoratu.
Poznajmy zatem kolejnego z naszych sasiadéw, ktéremu nie straszna jest ludzka dziatalno$¢, zmienia-
jaca naturalne ekosystemy. Czy doceniajgc jego zalety, mozemy co$ zrobi¢ dla prosionka? Owszem,
pozostawi¢ w kacie ogrodu kilka butwiejacych desek, niewielka sterte lisci i kilka wiekszych kamieni,
aby mogt przetrwaé kolejng zime (przyp. red. z serwisu internetowego www.us.edu.pl).


http://www.us.edu.pl

Réwnonogi ladowe {Isopoda), do ktorych nalezy prosionek szorstki (Porcel-
lio scaber) sg jedynymi skorupiakami, ktdre opanowaly to Srodowisko; wystepuja
niemal we wszystkich ekosystemach i siedliskach ladowych, nawet na pustyniach
[SUTTON, 1980; WARBURG, 1995]. Gatunkowe bogactwo Isopoda zalezy od typu
siedliska ale réwniez w przypadku siedlisk ubogich w gatunki ich liczebno$¢ moze
by¢ znaczna. Dane dotyczace zageszczenia i biomasy tej grupy zwierzat sg bardzo
rozbiezne nawet w obrebie jednego gatunku i zalezg od warunkéw klimatycznych,
typu siedliska oraz jego przestrzennego zréznicowania [DAVIS i in., 1977, HORNUNG
i WARBURG, 1995]. W przypadku zagrozenia 0gd6lng reakcja obronng réwnonogow sg
zachowania agregacyjne. W ciggu dnia ukrywajg sie pod kamieniami, konarami
drzew, warstwag lisci, czyli w miejscach o wysokiej wilgotnosci [HORNUNG, 1991].
Jako ze sg to zwierzeta o aktywnos$ci nocnej, ich naturalnymi wrogami sg gtdwnie
chrzgszcze z rodziny biegaczowatych {Carabidae), aktywnie polujace, nie budujace
sieci pajaki z rodziny pogoricowatych {Lycosidae), wije, ropuchy i polujace noca ptaki
[SUTTON, 1980].

Roéwnonogi odzywiajq sie materig oiganiczna, preferujac rozkladajace sie liscie,
gtownie roslin dwulisciennych. Konsumpcja sciotki przez Isopoda przyczynia sie bez-
posrednio i posrednio do jej rozktadu [HASSALL i in., 1987; VAN WENSEM, 1989]; bez-
posrednio przez jej zjadanie i produkcje odchodéw bogatych w substancje mineralne,
a posrednio poprzez stymulowanie aktywnosci mikrobiologicznej. Funkcja ekologiczna
tych zwierzat, zaliczanych razem z krocionogami {Diplopoda) do kategorii makrode-
koncentratoréw, polega na fragmentacji martwego materiatu roslinnego. W ten sposob
udostepniajg go skoczogonkom i roztoczom, ktdre jako mikrodestruenci, petnig podobng
role w tancuchu pokarmowym [DALLINGER i in., 1992].
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Rownonogi w sSrodowisku zanieczyszczonym

Ztozone zaleznosci pomiedzy bezkregowcami zyjacymi na powierzchni gleby, ich
ciggly kontakt z glebg oraz fakt, ze wiele z nich prowadzi raczej osiadty tryb zycia
sprawia, ze mogg by¢ one wykorzystane do bioindykacji zmian wiasciwosci gleby,
powstatych w sposéb naturalny, a takze pod wptywem dziatalnosci cztowieka [VAN
STRAALEN, 1998]. Organizmami modelowymi wykorzystywanymi w ocenie wply-
wu metali sg wsrdod zwierzat glebowych gléwnie dzdzownice [MA, 1982;
Bengtsson i in,, 1983; Honda i in., 1984; van Gestel i in., 1993], a wérod zwig-
zanych z jej powierzchnig skoczogonki [VAN GESTEL | KOOLHAAS, 2004] oraz la-
dowe roéwnonogi [DROBNE, 1997]. Wymienione powyzej grupy zwierzat cechuje
zréznicowana wrazliwo$é na metale [Bargagli, 1998].

Metale przenikajg do wnetrza ciata bezkregowcéw lagdowych gtdéwnie przez
nabtonek przewodu pokarmowego i cewki Malpighiego (u owaddw), a zatem tam
gdzie bariera jest najstabsza, gdyz tworzy strukture jednowarstwowa. W mniejszym
stopniu udziat w tym majg powtoki ciata, ktére pokryte chityng i woskiem ograni-
Czaja do minimum transport przez powierzchnie ciata [MIGULA, 1991]. Analiza
koncentracji metali w narzadach i tkankach tych zwierzat moze by¢ drogg do okre-
$lenia stopnia ich ekspozycji na metale ciezkie [Tyler i in., 1989].

Ze wzgledu na zdolno$¢ do akumulowania metali Isopoda z terenéw zanie-
czyszczonych mogg by¢ wykorzystane do monitorigu skazenia metalami ciezkimi
[HOPKIN, 1989; DALLINGER i in., 1992]. Wsrdd tej grupy bezkregowcéw Porcellio
scaber jest jednym z najbardziej odpowiednich gatunkdw, ktéry moze byé wykorzy-
stany do kontrolowania biodostepnosci metali w ekosystemach lagdowych [HOPKIN
iin., 1993]. Jest to bowiem gatunek pospolity zamieszkujgcy warstwe $ciotki, a wiec
Srodowisko gdzie metale sg najbardziej akumulowane [MARTIN i in., 1982]. Istnieje
poglad jakoby ocena stezert metali w watrobotrzustce tego gatunku byta najprostsza
miarg zanieczyszczenia gleby tymi ksenobiotykami. Moga by¢ takze w tym celu
uzyte zmiany struktury komorek tego narzadu [KOHLER i in., 1996a]. Sprzyja temu
specyficzna budowa i funkcja poszczegélnych elementdw uktadu trawiennego tych
zwierzat (Rys. 1). W przewodzie pokarmowym Isopoda wyrdznia sie: jelito przednie
(stomodeum) jjelito tylne (proctodeum) - obydwa te odcinki majg pochodzenie
ektodermalne, i pokryte sg od strony Swiatta jelita warstwa kutikuli. Watrobotrzust-
ke, ktora jest zredukowanym jelitem $rodkowym (mesenterori), tworzg cztery $lepo
zakonczone cewki otwierajgce sie do bardzo krétkiego jelita przedniego [HOLDICH
i Ratcliffe, 1970].
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Rys. 1. Schemat budowy przewodu pokarmowego i watrobotrzustki P. scaber.
1 —jelito przednie (stomodeunp. 2 — typhlosole, 3 — komora przednia jelita tylnego, 4-
region brodawkowaty jelita tylnego. 5 — rectum, 6 — watrobotrzustka (Rys. Matgorzata
Scheiki).

Watrobotrzustka zbudowana jest z dwadch typow komorek. Komorki typu B
produkujg enzymy trawienne i zachodzi w nich trawienie wewnatrzkomorkowe.
Duza liczba komorek tego typu ulega degradacji w trwajacym 24 h cyklu. Komdrki
typu S nie podlegajace tak czestym wymianom funkcjonuja gtéwnie jako miejsca
sktadowania metali [HOPKIN, 1989]. Jelito tylne jest prostg rurg, w ktdrej przebiegu
mozna wyr6zni¢: komore przednig z parzystymi kanatami na grzbietowej po-
wierzchni {typhlosole), posredni region brodawkowaty, ktéry koiczy sie zwieraczem
oraz rectum (Rys. 1). Jelito tylne jest miejscem bytowania r6znych mikroorgani-
zmow [BiGNELL, 1984].

Jak juz wspomniano powyzej, pierwotnym miejscem skladowania metali
u P. scaber jest watrobotrzustka, w ktdrej gromadzi sie wiecej metali ciezkich niz
w jakiejkolwiek migkkiej tkance innych zwierzat, metale mogg bowiem stanowi¢ do
3% suchej masy tego narzadu [HOPKIN i Martin, 1982; HOPKIN i wsp., 1986]. Sg
one sktadowane w wewnatrzkomorkowych granulach watrobotrzustki nalezacych do
systemu lizosomalnego [WIESER i KLIMA, 1969; HOPKIN i MARTIN, 1984; PROSI
i DALLINGER, 1988]. DONKER [1992] zatozyta, ze tolerancja na metale u P. scaber nie
opiera sie na zwiekszonej efektywnosci usuwania metali, ale na nasileniu ich unie-
czynniania.
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Rys. 2. Mozliwe szlaki poboru i usuwania metali u prosionka P. scaber (za: Donker, 1992,
zmieniono)

Badania opisujgce ten sposob unieszkodliwiania metali doczekaty sie juz szer-
szych opracowan monograficznych [Brown, 1982; Taylor i Simkiss, 1990].

Badania histochemiczne watrobotrzustki P. scaber [PROSI i DALLINGER, 1988]
pokazaly, ze w strukturach nalezacych do systemu lizosomalnego odktada sie otow,
miedz, cynk i kadm, a ponadto znaczna cze$¢ otowiu, miedzi i kadmu pojawia sie
w matych strukturach znajdujacych sie na zewnatrz ograniczonych btonami organel-
li. HOPKIN [1989] podaje, ze w taki sposob moga by¢ réwniez magazynowane jony
niklu, brak jednak byto do tej pory szczeg6towych badan na ten temat.

Nikiel jako pierwiastek niezbedny i toksyczny

Nikiel jest waznym pierwiastkiem Sladowym, niezbednym do normalnego rozwoju
wielu gatunkéw mikroorganizmoéw, roslin i niektérych kregowcow [Eisler, 2000].
Pierwiastek ten wystepuje w biosferze powszechnie. Wprowadzony do $Srodowiska
ze zrédet naturalnych, badz sztucznie, na skutek dziatalnosci cztowieka, krazy pod-
legajac wielu procesom fizycznym i chemicznym, przenikajac takze do organizméw
roslin i zwierzat [Sevin, 1980; WHO, 1991]. Naturalne wystepowanie niklu ograni-
czone jest do terendw bogatych w pentlandyt ((FeNijgSg) - rude niklu z domieszka
kobaltu. Dotyczy to obszaréw na terenie Kanady, Potudniowej Afryki, Rosji, Finlandii
jAustralii [USPHS, 1993]. Lokalne zanieczyszczenie $rodowiska niklem zdarza sie
przy wydobyciu i wytopie rud tego metalu, spalaniu kopalin, dziatalnosci przemy-
stowej (niklowanie, tworzenie stopéw, produkcja baterii). Zrodtem skazenia sg row-
niez odpady stale (zuzle) i Scieki [Cain i Pafford, 1981; Chau i Kulikovsky-
Cordeiro, 1995].
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Biodostepnos¢ niklu, a w konsekwencji jego toksycznosé, jest zalezna zaréwno
od czynnikow abiotycznych (w szczegdélnosci od pH) jak i biotycznych [Morgan
i in,, 2005]. Za toksyczny efekt dziatania zwigzkéw zawierajgcych nikiel odpowie-
dzialny jest jon Ni'+. Negatywne skutki dziatania zwigzkow niklu sg zwigzane
z powstajagcymi pod jego wpltywem tlenowymi uszkodzeniami DNA i bialek oraz
hamowaniem komdrkowej obrony antyoksydacyjnej [Rodriguez i in., 1996].
W komorkach ssakéw nikiel akumuluje sie w jadrze komoérkowym i jaderku, taczac
sie tam z biatkami, jadrowym RNA i wreszcie samym DNA. Uszkadza w ten spos6b
material genetyczny powodujac zerwania nici i inne aberracje chromosomowe,
a takze zaktoca metabolizm DNA obnizajac synteze RNA i aktywno$¢ mitotyczng
oraz ekspresje genow [USEPA, 1980; SUNDERMAN i in., 1984; KASPRZAK, 1987].
Przytaczanie sie niklu do DNA jest hamowane przez sole wapnia, miedzi, magnezu
manganu i cynku [WHO, 1991]. Obecnos¢ cynku obniza toksycznos¢ niklu, praw-
dopodobnie poprzez konkurowanie z niklem o miejsca wigzania si¢ z DNA i biat-
kami [USEPA, 1985; WHO, 1991; USPHS, 1993; HARTWIG i in. 1994; EISLER,
2000]. Miejsca zawierajgce cynk w biatkach regulujacych transkrypcje (tzw. palce
cynkowe) sg czesto celem ataku metali. Tak jest tez w przypadku niklu, ktorego jony
moga wypiera¢ z nich cynk. Taka substytucja moze zaktoca¢ indukowang niklem
ekspresje genéw, poprzez wigczanie sie tego pierwiastka w reakcje wolnorodniko-
we. Moze to zaowocowa¢ zerwaniem nici, formowaniem potgczenn DNA-biatka i zabu-
rzeniami mitozy [WHO, 1991].

Nikiel do organizméw ludzi i zwierzat moze przedostawa¢ sie droga pokarmo-
wa, drogami oddechowymi oraz poprzez powioki ciata [WHO, 1991]. Wiele gatun-
kéw zwierzat wypracowato mechanizmy kontrolowania i regulowania stezen niklu
przenikajagcego do ich cial. Potwierdzajg to szczegGtowe badania prowadzone na
stonce Chrysolina pardalina (Chrysomelidae), ktorej caty cykl zyciowy zwigzany
jest z hyperakumulatorem niklu z rodziny Asteraceae - Berkheya coddii
[Augustyniak i in., 2002]. Z wiasnych obserwacji (dane niepublikowane) wiado-
mo, ze ekosystemy o wysokich stezeniach Ni w podiozu (gleby serpentenitowe,
Agnes Mine, RPA) sg malo atrakcyjne dla Isopoda, gdyz zwierzeta te wystepujg tam
nieliczne. Niewiele jest réwniez danych na temat stezen niklu u ladowych bezkre-
gowcow zyjacych poza terenami naturalnego wystepowania tego pierwiastka.

Poniewaz kutikula P. scaber zbudowana jest z chityny wzmocnionej solami
wapnia, przedostawanie sie metali do jego organizmu bedzie sie odbywa¢ gtdwnie
z przyjmowanym pokarmem, a kontakt z powierzchnig ciata bedzie miat niewielkie
znaczenie. Rozmieszczenie niklu w tkankach tego zwierzecia moze zmieniac sie
zaleznie od tempa bioakumulacji, a to bedzie bezposrednio zaleze¢ od ilosci metalu
pobranej z pokarmem. Nasuwajg sie wiec pytania: jak upakowywany jest Ni w tkan-
kach majacych bezposredni kontakt z tym metalem przyjmowanym wraz z pokar-
mem a wiec w przewodzie pokarmowym i watrobotrzustce? Czy odktadanie to be-
dzie selektywne w wybranych partiach narzadu, czy tez rozmieszczenie bedzie
miato charakter losowy? Czy wysokie stezenie niklu w tych tkankach pozostanie bez
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wplywu na stezenie innych metalicznych pierwiastkow biogennych? Wykonanie
analizy rozmieszczenia oraz badania stezenia niklu i innych pierwiastkow
w watrobotrzustce i przewodzie pokarmowym (w tym makro- i mikroelementow)
powinno da¢ odpowiedZ na temat miejsca i sposobu unieszkodliwiania niklu oraz
wzajemnych relacji pomiedzy roznymi pierwiastkami w warunkach ekspozycji
P. scaber na nikiel w pokarmie. Kolejne pytania to: czy odtozony w tkankach nikiel
powoduje ich uszkodzenia? Czy P. scaber potrafi jedynie biernie reagowac na prze-
nikajacy do jego organizmu nikiel upakowywujgc go w wybranych kompartmentach
tkanek narazonych na dziatanie tego metalu? A moze aktywnie przeciwdziata takie-
mu stresowi uruchamiajac precyzyjne systemy obronne?

Aby dokona¢ takiej analizy zaplanowano dos$wiadczenie, w ktérym poddano
zwierzeta chronicznej ekspozycji na nikiel w pokarmie. Hodowle macierzystg zapo-
czatkowaly osobniki obu pici o dlugosci ciata 10-15 mm i $redniej masie okoto
50 mg zebrane na Jurze Krakowsko-Czestochowskiej (okolice Myszkowa). Zwierze-
ta te hodowano w klimatyzowanych komorach, w kontrolowanych warunkach tem-
peratury (18+2°C) i fotoperiodu (cykl dobowy: 16L : 8D) [HOPK.IN, 1990]. Zwie-
rzeta przebywalty w plastikowych terrariach wylozonym warstwg gipsu ulatwiajgca
utrzymywanie statej wilgotnosci [ODENDAAL i REINECKE, 1999]. Pokarm stanowity
jesienne (zebrane po opadnieciu w tym samym terenie co zwierzeta), wysuszone i pocie-
te na drobne fragmenty liscie klonu (Acer platanoides L.). Po dwutygodniowym okre-
sie aklimacji zwierzat do warunkOw laboratoryjnych rozpoczeto doswiadczenie
24-tygodniowej ekspozycji P. scaber na nikiel. Przez ten okres zwierzeta otrzymy-
waty pokarm o zroznicowanym stezeniu Ni. W tym celu z hodowli macierzystej
wybrano doroste osobniki obu pici. Zwierzeta podzielono na 4 grupy doswiadczalne:
K, Ni 1, Ni 2 i Ni 3. Osobniki P. scaber z kazdej z grup doswiadczalnych karmiono
odpowiednio przygotowanymi lisémi A. platanoides: moczonymi przez 24 h w wodzie
destylowanej (kontrola) i roztworach chlorku niklu o nastepujacych stezeniach tego
metalu: 10, 100 i 1000 mg Ni ' I'l. Metal obecny w roztworze przechodzit w znacznym
procencie do lisci, co dato rzeczywiste stezenia niklu w tak przygotowanym pokarmie
rzedu: 0,1 (kontrola), 8,0 (Ni 1), 75 (Ni 2) i 270 (Ni 3) pg ' g'l suchej masy. Pokarm
dostarczano bez ograniczen. Co 4 tygodnie diete wzbogacano niewielka iloscig
rozdrobnionej w mozdzierzu suchej karmy dla pséw, zabezpieczajgc im w ten spo-
so6b dodatkowe zrodto niezbednych aminokwaséw [Donker i BOGERT, 1991].

W nastepnych podrozdziatach zostang oméwione wybrane wskazniki stresu
chemicznego (wywotanego nadmiarem niklu w pokarmie), ktére zastosowano jako
biomarkery w odniesieniu do dziatania tego metalu na prosionka - P. scaber.
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Akumulacja i rozmieszczenie wybranych pierwiastkéw
w przewodzie pokarmowym i watrobotrzustce P. scaber

Posrednie z zastosowanych w pokarmie stezed Ni (grupa Ni 2) spowodowato, ze
jego stezenie w przewodzie pokarmowym byto bardzo wysokie i siegato prawie
potowy zawartosci Ni w diecie. Mozna wiec wnioskowa¢ o mozliwosciach stondg
do regulacji nadmiaru Ni. Zgodnie z Klasyfikacjg zaproponowang przez
Dallingera i Rainbowa (1993) P. scaber mozna zaliczy¢ do tzw. regulatoréw
wzgledem niklu. Takze w tej grupie stwierdzono najwyzsze wartosci stezenia dla
takich pierwiastkow jak wapn, mangan, zelazo brom i stront. Jednocze$nie nizsze
byly stezenia pierwiastkow bedacych miedzy innymi sktadnikami cytoplazmy takich jak
chlor i potas; najwiecej chloru byto u stondg z grupy K, najmniej u stondg z grupy Ni 3.
Podobne zaleznosci dotyczyly stezen potasu. Malejace stezenia Cl i K stwierdzone
w kolejnych grupach doswiadczalnych (K > Ni 1 > Ni 2 > Ni 3) potwierdzajg przy-
puszczenie, ze to nadmiar Ni ma wptyw na transport i rozmieszczenie tych jondw
w tkankach.

Rozmieszczenie makroelementéw: chloru, potasu i wapnia w przewodzie po-
karmowym byto podobne. We wszystkich grupach doswiadczalnych obszary wyste-
powania Cl i K czesciowo pokrywaly sie, obejmujac gtéwnie czesci peryferyjne
tego narzadu. Wapn rozkladat sie bardziej réwnomiernie i wystepowat na caltym
obszarze skanowanych regionéw, z pominieciem brzegéw tkanek. Réwnomierne
rozmieszczenie wapnia mozna ttumaczy¢ funkcja transportujgcg nabtonka przewodu
pokarmowego P. scaber. Prawidtowa gospodarka Ca2+ jest dla tego gatunku bardzo
wazna, miedzy innymi ze wzgledu budowe okryw ciata inkrustowanych tym pier-
wiastkiem [HOPKIN i MARTIN, 1984; HOPKIN, 1989; DONKER, 1992]. Rozmieszcze-
nie miedzi i cynku w obrebie przewodu pokarmowego pokrywato sie. W przypadku
cynku jego stezenie pozostawato w odwrotnej zaleznosci do wzrastajacego stezenia
niklu w diecie P. scaber i malato wraz z pobieraniem pokarmu zawierajgcego wzra-
stajgce stezenie niklu (Rys. 3a-d, 4a-d). Wskazuje to na stuszno$¢ wczesniejszych
przypuszczen, ze jony niklu moga wypieraé cynk z biatek regulujacych procesy
transkrypcji (z tzw. palcy cynkowych), co w konsekwencji moze zaktdcaé ekspresje
roznych genow [Eisler, 2000].

Stezenie niklu w watrobotrzustce P. scaber bylo nizsze anizeli w przewodzie po-
karmowym, lecz wzrastato w kolejnych grupach doswiadczalnych proporcjonalnie do
stezenia Ni w diecie tych zwierzat. Rozmieszczenie Ni w analizowanych fragmentach
watrobotrzustki byto réwnomierne i podobne u stonég z réznych grup doswiadczal-
nych (Rys. 5a-d) cho¢ na mapie rozmieszczenia tego pierwiastka reprezentatywnej dla
stonog z grupy Ni 3 (Rys. 5d) punkty odpowiadajagce maksymalnym wartosciom stezen
(kolor biaty) wystepujgw wiekszych skupieniach. Sgto miejsca, ktore zapewne odpo-
wiadaja strukturom granulamym charakterystycznym dla komorek watrobotrzustki
osobnikéw grupy Ni 3, a wykazanym na zdjeciach z mikroskopu elektronowego
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(dyskutowane w kolejnym podrozdziale). Podobne struktury stwierdzono takze
w analizie ultrastruktury komdrek watrobotrzuski P. scaber poddanych dziataniu
kadmu [KOHLER i in., 1996aJ. Oprécz niklu najwyzsze wartosci stezen w grupie
Ni 3 stwierdzono dla chloru i wapnia. Mimo ze wraz ze wzrostem stezenia niklu
w diecie grup doswiadczalnych (Ni 1, Ni 2 i Ni 3) stezenie Zn malato, to jednak
utrzymywato sie na poziomie wyzszym anizeli w grupie kontrolnej. Najwyzsze byto
w watrobotrzustce osobnikow z grupy Ni 1, lecz takze u stonog z grup Ni 2 i Ni 3
byto blisko 4- i 2-krotnie wyzsze od kontroli. Swiadczy to o tym, Ze wypieranie
cynku przez nikiel jest zdecydowanie stabsze, za$ podwyzszone stezenie pierwszego
z wymienionych pierwiastkow wskazuje na intensyfikacje reakcji obronnych doko-
nujacych sie w tym narzadzie [CHANG, 1996].

a b c d

Rys. 3. Mapy rozmieszczenia niklu w wybranym obszarze przewodu pokarmowego
P. scaber (a-grupa K, kontrola; b — grupa Ni 1; c-grupa Ni 2; d-grupa Ni 3).

a d

Rys. 4. Mapy rozmieszczenia cynku w wybranym obszarze przewodu pokarmowego
P. scaber; (a - grupa K, kontrola; b — grupa Ni 1; c — grupa Ni 2; d — grupa Ni 3).
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Rys. 5. Mapy rozmieszczenia niklu w wybranym obszarze watrobotrzustki P. scaber
(a-grupa K, kontrola; b- grupa Ni 1; c- grupa Ni 2; d- grupa Ni 3).

a b c d

Rys. 6. Mapy rozmieszczenia cynku w wybranym obszarze watrobotrzustki P. scaber
(a - grupa K, kontrola; b — grupa Ni 1; c — grupa Ni 2; d — grupa Ni 3).

Rozmieszczenie Cl, Ca oraz K na badanych obszarach watrobotrzustki byto
rownomierne we wszystkich grupach i czesciowo pokrywato sie ze sobg. Zupehie
inaczej wygladat rozktad Cu i Zn w watrobotrzustce. Pierwiastki te znajdowaty sie
gtownie na granicy pomiedzy cztonami budujacymi pojedyncze naczynie, co szcze-
golnie dobrze uwidaczniajg mapy wykonane dla stonogi z grupy Ni 2 (Rys. 6c).

Zmiany w ultrastrukturze komoérek
przewodu pokarmowego i watrobotrzustki P. scaber

Dla skorupiakéw zaproponowano dwa mozliwe mechanizmy unieczynniania metali:
kompleksowanie poprzez biatka je wigzace - metalotioneiny [WEBB i CAIN, I'>-2:
White i Rainbow, 1986; Wong i Rainbow, 1986] oraz przechowywanie w grane,
lach [W1ESER, 1968; PROSI i in,, 1983; PROSI i Dallinger, 1988]. Cechg wspolng
obu strategii jest zapobieganie uszkodzeniom organelli komorkowych poprzez wig-
zanie nadmiaru metali. W watrobotrzustce P. scaber funkcjonujg prawdopodobnie oby-
dwa te powigzane ze sobg mechanizmy: indukcja wigzacych metal biatek oraz wewnatrz-
komorkowe odosobnienie unieczynnionych metali w granulach. Drugi z mechanizméw
unieczynniania metali - powstawanie zawierajgcych metale granul, ma miejsce
u wielu bezkregowcéw [LUDWIG i ALBERTI, 1988]. Badania opisujgce ten sposéb
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unieszkodliwiania metali doczekaty sie juz szerszych opracowan monograficznych
[BROWN, 1982; TAYLOR i SIMKISS, 1990]. Omoéwiono w nich dokfadnie skiad
i strukture tych granul, jednak nie wyjasniono do konca ich funkcji. HOPKIN
i Martin [1982] stwierdzili ze watrobotrzustka Isopoda z terendéw zanieczyszczo-
nych metalami, zawiera wiecej tych struktur niz u osobnikéw z terenu referencyjne-
go. Sugeruje to, ze granule powstaly jako twory stuzgce do przechowywania metali
az do czasu ich utylizacji. W 1984 autorzy Ci wycofali sie z tej tezy i stwierdzili, ze
raz zdeponowane w granulach metale pozostajg tam az do $mierci danego osobnika.

HOPKIN [1989] podat klasyfikacje granul w zaleznosci od ich sktadu i sposobu
powstawania, wyrdzniajac cztery ich typy:

e granule typu A, zbudowane z koncentrycznych warstw fosforanéw wapnia
i magnezu, mogace gromadzi¢ takze mangan i cynk;

e granule typu B, zawierajgce duze ilosci siarki wigzacej takie metale jak kadm,
miedz i cynk, a takze otéw i zelazo;

e granule typu C, ztozone prawie wylgcznie z zelaza pochodzacego z rozpadu
ferrytyny;

e granule typu D, powstajgce jedynie zewnatrzkomorkowo, duzo wieksze od
trzech pierwszych, zawierajgce prawie wytgcznie wapn w postaci weglandw.

Sposréd wymienionych typdw granul najistotniejsze w detoksykacji nieenzymatycz-
nej wydaja sie by¢ granule typu B.

W prezentowanych badaniach podjeto sie oszacowania jakie zmiany zachodzg
w ultrastrukturze komdrek watrobotrzustki i przewodu pokarmowego P. scaber pod
wptywem niklu, a takze jaki jest udziat tych narzadéw w bioakumulacji tego pier-
wiastka. Analize zaobserwowanych zmian ultrastruktury komorek przewodu pokar-
mowego i watrobotrzustki, powstatych pod wplywem ekspozycji na nikiel
w pokarmie, wykonano w oparciu 0 obrazy uzyskane technikg transmisyjnej mikro-
skopii elektronowej (TEM).

W porownaniu z obrazem przewodu pokarmowego osobnikéw z grupy kontro-
Inej, elektronogramy przewodu pokarmowego stondg z wszystkich pozostatych grup
doswiadczalnych pokazujg roznorodne zaburzenia w budowie bazalnego! i apikal-
negoZ labiryntu bton i pojawienie sie w cytoplazmie wypetnionych elektronowo
gestg zawartosciag lizosomow (ly), najliczniej reprezentowanych w komorkach sto-
nog z grupy Ni 3 (Fot. 1). Ponadto, w komorkach zwierzat z grup Ni | i Ni 3 obecne sg
duze mitochondria, z wyraznie zaznaczajagcymi sie ziamistosciami w ich wnetrzu
(Fot. 1).

W poréwnaniu do obrazéw kontrolnych, na elektronogramach watrobotrzustki
osobnikow z grup niklowych obserwuje sie retikulum szorstkie (rER) w postaci
drobnych pecherzykdw, pojawiajg sie liczne struktury pseudomielinowe (mis),

Bazalny - dolny (przyp. red.).
2 Apikalny — goérny (przyp. red.).
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stwierdza sie ponadto cytoplazmatyczne granule (g), ktore sg lizosomami wtornymi
zawierajgcymi upakowany, elektronowo gesty materiat.

Fot |. Przewdd pokarmowy P. scaber. Grupa Ni 3, fragment wnetrza komorki. Objasnienia:
—» — ziarnistosci we wnetrzu mitochondrium, ly - lizosom, m - mitochondrium.
n —jadro komoérkowe. ER - retikulum endoplazmatyczne gtadkie (Fot. M. Tarnawska).

Fot. 2. Fragment watrobotrzustki P. scaber. Grupa Ni 3, czes¢ bazalna komérki (od strony
hemocelu). Objasnienia: bla — blaszka podstawna, ly - lizosom, m - mitochondrium,
rER- retikulum endoplazmatyczne szorstkie (Fot. M. Tarnawska).
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W ultrastrukturze komorek watrobotrzustki zwierzat z grupy Ni 3 stwierdzono najlicz-
niejsze zmiany w stosunku do kontroli. Na terenie cytoplazmy tych komorek pojawity
sie struktury grantlame (g) (Fot. 2). Mitochondria sg ,,napeczniate”, o zaburzonym
uktadzie grzebieni, obecne sgtakze duze struktury koncentrycznie utozonego retikulum
szorstkiego (rER), otaczajace lizosomy o charakterze wtérnym (Fot. 2).

Oddziatywanie niklu na komoérki przypomina inne pierwiastki obecne w stezeniach
wywolujacych efekty toksyczne. Podobne zmiany opisano w komorkach tego narzadu
P. scaber powstate pod wptywem innych metali, takich jak Cd, Pb i Zn [KOHLER i in.,
1996a; ODENDAAL i REINECKE, 2003; ZnidarSIC i in., 2003]. Autorzy pierwszej
z cytowanych prac sugeruja, ze najwyzsze z zastosowanych w tej pracy stezen metali,
niekorzystnie wptywaly na stan btony komorkowej czesci apikalnej komorek nabtonka
watrobotrzustki, co mogto powodowaé obnizenie tempa wchtaniania sktadnikéw od-
zywczych. Nakladajac sie ze wzrostem proceséw unieczynniania metali mogto to
prowadzi¢ do ogdlnego niedoboru energii, obserwowanego w watrobotrzustce, jak
np. jako zmniejszenie liczby kropli thuszczu. KOHLER i wspdtpracownicy [1996a]
whnioskowali aby zaobserwowane skutki uzywac¢ jako biomarkery niekorzystnego
wptywu metali ciezkich. Takze w tych badaniach wykazano, ze metale wptywaty na
zmiany w ultrastrukturze komdrek watrobotrzustki, a ich nasilenie wskazywato na
zaleznos¢ od stezenia metali. Niskie stezenia metali powodowaly zmiany tylko
w obrebie organelli komérkowych, za$ wyzsze prowadzity do patologicznych zmian
na poziomie catych komorek. W przypadku badar przeprowadzonych w ramach mojej
pracy obserwowano analogiczne zmiany w ultrastrukturze komorek watrobotrzustki
P. scaber u osobnikéw eksponowanych na nikiel podobne do tych powstatych pod
wptywem innych metali. Struktury grandlame pojawity sie tylko w komorkach osobni-
kéw z grup ,,niklowych”. Wyzsze stezenia niklu powodowaty zmiany na poziomie orga-
nelli (co szczegdlnie zaznaczato sie w zaburzeniach budowy mitochondriéw i retikulum
szorskiego) oraz catych komorek.

Zmiany w komorkach nabtonka przewodu pokarmowego i watrobotrzustki
P. scaber powstate pod wptywem niklu sg réznego typu. KORSLOOT i wspdtpracownicy
[2004] zaproponowali trzystopniowy podziat uszkodzen powstajacych w komorkach
w zalezno$ci od rodzaju stresora i czasu ekspozycji. Uwzgledniajgc ich wzrost ilo-
Sciowy oraz charakter uszkodzen od nieistotnych do determinujgcych zywotnos¢,
wyrdzniajg oni nastepujace poziomy uszkodzen:

1. uszkodzenia ktore moga by¢ naprawione przez komoérkowe systemy obronne,
z mozliwoscig przywrocenia homeostazy komorkowej;

2. posredni poziom uszkodzen, kiedy komorka, pozostajac przy zyciu, jest zdolna
do naprawy tylko niektérych uszkodzen i czeSciowego przywrocenia homeosta-
zy;

3. wysoki poziom uszkodzen, ktorych komorki nie mogajuz naprawi¢. Podstawo-
we procesy komorkowe sg zahamowane, a ich organella komorkowe tracg swoja
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integralno$¢. Komdrka rozpoczyna proces apoptozy lub obumierania na drodze
nekrozy.

Na przedstawiony podziat uszkodzen jakie moga powstawa¢ w komarce naktada sie

trzystopniowy podziat skutkéw pozostajagcych w Scistej zaleznosci od czasu trwania

narazenia na czynnik stresowy. Na tej podstawie mozna wyrézni¢ 3 poziomy skut-
kow:

e pierwszego stopnia: uszkodzenia powstajacych biatek, denaturacja biatek en-
zymatycznych i strukturalnych, zmiany w wigzaniach kowalencyjnych centréw
aktywnych enzymow, utlenianie lipidow i nukleotyddw;

e drugiego stopnia: uszkodzenia struktur (bton, DNA, cytoszkieletu) i wptyw na
takie procesy komérkowe jak oddychanie i produkcja energii;

e trzeciego stopnia: odpowiadajgce konsekwencjom uszkodzer okreslonych
struktur i wptywu na procesy metaboliczne, doprowadzajgce do obnizenia lub
catkowitej utraty integralnosci struktur i zahamowania metabolizmu komaérko-
wego [KORSLOOT i in., 2004].

W Swietle tak przyjetego podziatu zmiany zachodzace w komérkach nabtonka
przewodu pokarmowego i watrobotrzustki P. scaber pod wptywem niklu mozna
wiec zaliczy¢ do réznych kategorii uszkodzen. Zastosowana w badaniach technika
transmisyjnej mikroskopii elektronowej pozwala na obserwacje uszkodzer na po-
ziomie organelli komérkowych i catych komorek. Zmiany w obrebie przewodu
pokarmowego spowodowane ekspozycjg na metal jak: zaburzenia budowy labiryntu
bton w czesci apikalnej i bazalnej komorek oraz dezintegracja bton mitochondrial-
nych obrazujg uszkodzenia odpowiadajace skutkom drugiego stopnia. Przypuszczal-
nie uszkodzenia tych struktur miaty réwniez znaczacy wptyw na kondycje osobni-
kéw z grup ,.niklowych”, gdyz $wiadcza o tym, ze musialy nastapi¢ zaburzenia
systemu bton wewnatrzkomorkowych transportu jonéw i wody, za$ znieksztatcenia
mitochondriéw wptywatyby na dysfunkcje metabolizmu tlenowego. Czesto pojawia-
jace sie w komorkach watrobotrzustki osobnikéw z grupy Ni 3 otoczone retikulum
szorstkim lizosomy moga $wiadczy¢ o wysokim poziomie uszkodzen w obrebie tego
narzagdu powodowanym przez nikiel, gdyz sa one jednym z wazniejszych sympto-
moéw zachodzacego procesu apoptozy.

Komorki zwierzat w warunkach stresu

W warunkach stresowych organizmy eukariotyczne mogg uruchamiaé sprawne
mechanizmy obronne. W przypadku bezkregowcow lgdowych, podobnie jak
u innych grup zwierzat, mozna wyréznic¢ pie¢ podstawowych systemoéw odpowiedzi
na stres.

Sa to: biatka stresu, system obrony antyoksydacyjnej, metalotioneiny, oksyge-
nazy (cytochrom P-450) i aktywowany stresem system z udziatem kinaz biatkowych
[KORSLOOQT i in., 2004]. W normalnych warunkach systemy te wkgczone sg w prawi-
dtowy przebieg rozwoju i utrzymanie komorkowej homeostazy. Biatka stresu odpowie-
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dzialne sg za poprawne fatdowanie i wewnatrzkomdrkowy transport powstajacych bia-
fek. Skfadniki systemu odpowiedzi na stres oksydacyjny uczestniczg w usuwaniu wol-
nych rodnikéw tlenowych powstajacych podczas wewnatrzkomorkowego oddychania
i innych proceséw metabolicznych. Metalotioneiny biorg udziat w komdrkowej ho-
meostazie metali niezbednych komorce do prawidtowego funkcjonowania, a system
oksygenaz jest wigczony w biotransformacje i sprzeganie hormonéw, ich metaboli-
tow oraz ksenobiotykéw. W warunkach stresu, systemy te w powiazaniu z ich pod-
stawowymi zadaniami spetniajg rowniez dodatkowe funkcje. Biatka stresu chronig
wazne z punktu widzenia funkcjonowania komdrki inne biatka, po to aby zachowa¢
komorkows integralno$¢. Skiadniki systemu obrony antyoksydacyjnej eliminujg
wolne rodniki, utrzymujac prawidtowy stan redox i inicjujac naprawe uszkodzen.
Metalotioneiny uczestnicza w unieczynnianiu jonéw metali ciezkich i w usuwaniu
wolnych rodnikdw. Niektére enzymy systemu oksygenaz sg aktywowane gdy kse-
nobiotyki (gtownie zwigzki hydrofobowe) wnikajac do komérki powodujg jej
uszkodzenia. Bodzce stresowe sg przekazywane przez podstawowy system sygna-
towy do aparatu transkrypcyjnego w jadrze komoérkowym, stajac sie czescig komor-
kowej obrony przed stresem. W ten sposéb komérka uzywa petnego zestawu syste-
mow obronnych w odpowiedzi na stres srodowiskowy [KORSLOOT i in., 2004].

Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny jest jednym z istotnych elementéw stresu Srodowiskowego.
Czynniki oksydacyjne moga generowac wolne rodniki tlenowe takie jak anionorod-
nik ponadtlenkowy (O2°“\ rodnik wodorotlenowy (OH) , tlenek azotu (NO*), nad-
tlenek wodoru (H202) oraz tlen singletowy ('02). Wymienione reaktywne formy
tlenu powstajgw normalnych warunkach jako produkty posrednie procesow redukcji
tlenu, reakcji redox i podczas metabolizowania réznych zwigzkéw chemicznych.
W ciele organizméw poddanych stresowi $rodowiskowemu produkowana jest do-
datkowa pula tych zwiazkow, co prowadzi¢ moze do przekroczenia progu toksycz-
nego. Aby temu zapobiec, komdrki musza uruchamia¢ systemy obronne, w ktorych
uczestniczg:

e system enzymatyczny pozwalajgcy na utrzymywanie reaktywnych form tlenu
(RFT) na poziomie nie zagrazajacym organizmowi poprzez ich redukcje do
H20;

e nieenzymatyczne ,,zmiatacze” wolnych rodnikéw [KORSLOOT i in., 2004].

Jednym z takich ,,zmiataczy” wolnych rodnikdw - jest glutation (GSH). Jest to
tripeptyd: y-glutamylo-cysteino-glicyna, wystepujacy powszechnie w komérkach
eukariotycznych. Jest najczesciej wystepujgcym w komorce tiolem3 o malej masie

Tiole - tioalkohole (dawniej merkaptan) to grupa zwiazkéw organicznych, odpowiedni-
kéw alkoholi, w ktérych atom tlenu grupy hydroksylowej zostat zastgpiony atomem siarki. Zawie-
raja grupe -SH, zwana grupa tiolowa (przyp. red.).
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molekularnej. Reszta sulfhydrylowa4 cysteiny nadaje tej czagsteczce wysoki potencijat
redukcyjny co sprawia, ze zredukowany glutation odgrywa wazng role w wielu
procesach detoksykacyjnych. GSH wechodzi w interakcje z wolnymi rodnikami
i czynnikami utleniajgcymi, takimi jak H202, O2‘~, OH' (Rys. 7) oraz produktami
peroksydacji lipidow [Yu, 1994; MEISTER, 1995].

Rys. 7. Schemat reakcji zwigzanych z glutationem oraz z usuwaniem reaktywnych form tle-
nu (zmodyfikowane za: Bartosz [2003] oraz J1 i Leeuwenburgh [1996]).
Objasnienia: O;’ - anionorodnik ponadtlenkowy, H202 - nadtlenek wodoru. OH”-
rodnik wodorotlenowy, ’'O2-tlen singletowy, GS’ - rodnik glutationylowy,

GSOO’ - rodnik nadtlenku glutationu. X - ksenobiotyk, SOD - dysmutaza ponad-
tlenkowa, CAT - katalaza, GST - S-transferaza glutationowa, GSH - glutation zre-
dukowany, GSSG - glutation utleniony, GR - reduktaza glutationowa. GPOX -
peroksydaza glutationowa. (Rys. Matgorzata Scheiki).

W prawidtowych warunkach glutation wystepuje prawie wytgcznie w formie
zredukowanej (GSH), znikoma cze$¢ komorkowej puli glutationu stanowi utleniona
posta¢ tego zwigzku (GSSG). GSH utrzymuje w postaci zredukowanej reszty sulfhy-
drylowe wielu biatek w komorce, a takze odgrywa wazna role w metabolizmie kwasow
nukleinowych, poprzez redukcje rybonukleotydéw do deoksyrybonukleotydéw. GSH

4 Reszta sulfhydrylowa - grupa -SH, zwana grupa tiolowa (przyp. red.).
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bierze réwniez udziat w redukcji réznych antyoksydantéw w komorce, w tym po-
wstatych pod wptywem rodnikéw nadtlenkéw lipidow utlenionych form witaminy C i E,
umozliwiajgc im ponownie petnienie funkcji antyoksydacyjnych [Jl i LEEUWENBURGH,
1996]. Jak juz wspomniano wczesniej, w reakcjach nieenzymatycznych glutation pehni
w komérce role zmiatacza wolnych rodnikéw:

R'+ GSH — RH + GS' 1)

Reakcje te prowadza do odtworzenia wyjsciowej struktury czasteczki, z ktdrej
powstat wolny rodnik. Powstaty w tej reakcji rodnik glutationylowy (GS*) moze
dimeryzowac:

2GS'—»GSSG (2)
lub w reakcji z tlenem tworzy¢ rodnik nadtlenku glutationu:

GS' + 02 -> GSOO' 3)

[J1 i LEEUWENBURGH, 1996].

Dzigki obecnosci grupy tiolowej GSH bierze takze udziat w unieczynnianiu jo-
now metali ciezkich, tworzac z nimi kompleksy [VIARENGO i in., 1997].

Obecnos¢ niklu w pokarmie nie mogta wiec pozosta¢ bez wptywu na zawartos$c¢
glutationu (GSH) w przewodzie pokarmowym i watrobotrzustce P. scaber. Jego
stezenie w przewodzie pokarmowym stondég z grupy Ni3 bylo najwyzsze
w poréwnaniu z innymi grupami. (Rys. 8). Moze to $wiadczy¢ o tym, ze glutation
uczestniczy w tej tkance unieczynnianiu niklu i jego odktadaniu w granulach w postaci
nieczynnej (zwigzanej z GSH).

Zupehnie inaczej wyglada obraz stezenia glutationu w watrobotrzustce stondg
z rdznych grup doswiadczalnych. Wykazano bowiem ujemng korelacje pomiedzy steze-
niem GSH a stezeniem niklu zakumulowanego w tym narzadzie (Rys. 8). Moze to
Swiadczy¢ otym, iz obecno$¢ niklu w pokarmie obniza iloS¢ tego zwigzku
w watrobotrzustce. Potwierdzeniem tego moga by¢ badania wykonane na innych przed-
stawicielach bezkregowcow, lecz z wykorzystaniem innych metali [BABCZYNSKA
i MIGULA, 2002].

Analiza stezen glutationu pomiedzy narzadami wykazata istotne statystycznie
roznice jedynie dla zwierzat z grupy kontrolnej - w watrobotrzustce stondg z tej
grupy stezenie glutationu byto prawie 8 razy wyzsze niz w przewodzie pokarmo-
wym (Ryc. 8).

Jest to zapewne efekt szczegolnej roli jaka petni watrobotrzustka w usuwaniu
skutkéw dziatania wolnych rodnikéw. Jesli w watrobotrzustce ilos¢ tego zwigzku
maleje proporcjonalnie do narazenia na metal, moze to $wiadczy¢ o zachodzacych
w tym narzadzie nieenzymatycznych reakcjach sprzegania oraz nasileniu reakcji
usuwania wolnych rodnikdw zwiazanych z tym tréjpeptydem [WILCZEK i in., 2004;
Augustyniak i in., 2005; Wilczek, 2005].
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Poniewaz wzrost stezenia niklu w pokarmie Porcellio scaber powinien prowa-
dzi¢ do nasilonych reakcji wolnorodnikowych, za$ posrednie jego dziatanie mogto
powodowaé ograniczenie sprawnosci katalitycznej enzymoéw, uczestniczacych
w procesach wolnorodnikowych, poziom aktywnosci tych enzyméw w warunkach
zmiennego obcigzenia czynnikiem stresowym moze by¢é waznym biomarkerem za-
rowno narazenia jak i skutkdw toksycznych powodowanych przez ten metal. Przeana-
lizowano zatem jak zmienia aktywno$¢ niektorych enzymoéw wigczonych w system
obrony antyoksydacyjnej.

Nadtlenek wodoru jest rozktadany do wody przez dwa systemy enzymatyczne: ka-
talaze (CAT) i peroksydaze glutationowg(GPOX) (Rys. 7). Drugi z enzymow katalizuje
reakcje redukcji H202 i wodoronadtlenkéw organicznych (ROOH). GPOX uczestniczy
w tej reakcji wykorzystujgc glutation (GSH) jako substrat:

H202 +2 GSH — GSSG + 2 H20 4)

lub:
ROOH +2 GSH — ROH + H20 + GSSG (5)

[Bartosz, 2003].

Powstaty w wyniku katalizowanych przez peroksydaze reakcji utleniony gluta-
tion (GSSG) jest bezuzyteczny w komdrce, a nagromadzony w wiekszych steze-
niach moze by¢ toksyczny. Dlatego jest on ponownie przeksztatcany w posta¢ zre-
dukowang przy udziale reduktazy glutationowej (GR) (Rys. 7), dla ktorej donorem
elektronow jest NADPHS:

GSSG + NADPH + H+—> 2 GSH + NADP+ (6)

[Allen i Sohal, 1986].

Reakcja ta pozwala na utrzymywanie w komorce stalego poziomu zredukowanego
glutationu, aktywnego w procesach utleniania i redukc;ji.

Aktywnos$¢ selenozaleznej peroksydazy glutationowej (GPOX) mierzona wzgle-
dem nadtlenku wodoru w przewodzie pokarmowym P. scaber byfa najnizsza u zwierzat
z grupy kontrolnej, a stonogi z grup ,,niklowych” (Ni 1, Ni 2 i Ni 3) wykazywaty aktyw-
no$¢ odpowiednio 2-, blisko 4- i 6-krotnie wyzszg (Rys. 9). W watrobotrzustce najwyz-
szg aktywnos$¢ GPOX stwierdzono u osobnikow z grupy Ni 3, a najnizsza, stanowigcy
niespetna 10% wartosci zmierzonej dla grupy Ni 3, w grupie kontrolnej. Aktywno$¢
GPOX w przewodzie pokarmowym i watrobotrzustce wzrastata w kolejnych grupach
doswiadczalnych i nie stwierdzono zadnej istotnej statystycznie roznicy w aktywnosci
tego enzymu w tych samych grupach miedzy badanymi narzadami (Rys. 9). W niniejszej
pracy stwierdzono réwniez istotng dodatnig korelacje pomiedzy aktywnoscig peroksyda-

5 NADPH - zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (przyp. red.).
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zy a stezeniem niklu w tkance zaréwno w przewodzie pokarmowym jak i w watrobo-
trzustce, a wiec zaleznosci te mogtyby potwierdza¢ prooksydacyjne dziatanie niklu.

Wydaje sie, ze przy malejacym stezeniu GSH efektywno$¢ proceséw sprzega-
nia powinna by¢ bardzo wysoka, szczeg6lnie u stonég z grup Ni 2 i Ni 3, czemu
towarzyszy zapewne szybkie powrotne przeksztatcanie glutationu w posta¢ zredu-
kowang z udziatem reduktazy glutationowej [MIGULA i in., 2004; WILCZEK i in.,
2004; WILCZEK, 2005]. Wskazuje na to wysoka aktywnos¢ reduktazy glutationowej
(GR) w przewodzie pokarmowym P. scaber u stonog z grupy Ni 3, tam byta bowiem
najwyzsza i istotnie réznita sie wzgledem wszystkich pozostatych grup. Podobnie
byto w watrobotrzustce, gdzie aktywnos¢ GR byta najwyzsza w grupie Ni 3, za$
najnizsza w grupie kontrolnej (Rys. 10).

W niniejszej pracy analizowano aktywno$¢ réznych enzyméw wigczonych
w komorkowy system usuwania reaktywnych form tlenu. Pelen obraz sprawnosci
tego ukladu enzymoéw moze da¢ ocena wzajemnych powigzan miedzy nimi. Intere-
sujgce wyniki data analiza korelacji pomiedzy aktywnos$cig enzymow i stezeniem
glutationu w obrebie narzaddéw P. scaber. Dla przewodu pokarmowego pozwolita
stwierdzi¢, ze stezenie GSH jest dodatnio skorelowane miedzy innymi
z aktywnoscig GPOX, czyli enzymu wykorzystujgcego ten zwigzek. Wspomniano
juz weczesniej, ze za przejscie GSSG w GSH odpowiada reduktaza glutationowa
(GR). W tych badaniach, aktywno$¢ GR byfa dodatnio skorelowana ze stezeniem
glutationu i zapewniata odpowiedni poziom tego zwigzku. Fakt ten potwierdza row-
niez dodatnia korelacja pomiedzy aktywnosciag GPOX i GR. Wraz z obcigzeniem
organizmu niklem wzrastato wiec znaczenie szlakéw metabolicznych zwigzanych
z glutationem. Dla watrobotrzustki analiza zaleznosci miedzy aktywnoscig enzymow
i stezeniem glutationu wykazata, ze stezenie glutationu jest ujemnie skorelowane
z aktywnoscig GPOX. Niskie stezenie glutationu w watrobotrzustce ston6g z grupy
Ni 3 moze $wiadczy¢ o znaczacej roli procesow sprzegania z GSH zachodzacych
u osobnikdw z tej grupy, a wiec zwigzane jest ze zuzyciem substratu tej reakcji ja-
kim jest glutation. Dodatnia zalezno$¢ pomiedzy GPOX i GR potwierdza wspdtprace
obu enzymdw rowniez w tej tkance - aktywno$é GPOX jest przeciez zalezna od tempa
odtwarzania zredukowanego glutationu przez reduktaze glutationowg [PARDINI, 1995].

Brak w literaturze odpowiednich danych poréwnawczych odnoszacych sie do
oddziatywan samego niklu na wzajemne relacje miedzy enzymami analizowanymi
w tej pracy. Istniejgjednak takie badania w odniesieniu do innych metali, a ich wyniki
sg zbiezne. Miedzy innymi WILCZEK i wspotpracownicy [2004] stwierdzili istotng do-
datnig korelacje pomiedzy stezeniem GSH a aktywnoscig GPOX u samic pajgka lej-
kowca labiryntowego (Agelena labyrinthica). Tak wiec sgto procesy, ktdre kompensu-
jac skutki toksycznosci metali, przebiegajg do$¢ podobnie w odlegtych
systematycznie grupach bezkregowcow, jednak ich nasilenie moze sie zasadniczo
roznic.
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Rys. 8. Aktywnosc¢ selenozaleznej peroksydazy glutationowej (GPOX) mierzona wzgledem
nadtlenku wodoru (wartosci srednie + odchylenie standardowe wyrazone w nmolach
NADPH * min'l1 mg biatka'l) w przewodzie pokarmowym i watrobotrzustce
P. scaber w grupach doswiadczalnych (n = 7 dla kazdej grupy i narzadu).

Te same litery oznaczajg grupy homogenne w obrebie narzadu przy p < 0,05).

Rys. 9. Stezenie glutationu [GSH] (wartoéci $rednie + odchylenie standardowe wyrazone

w ng glutationu catkowitego 1 mg biatka'l) w przewodzie pokarmowym i watrobotrzustce
P. scaber w grupach doswiadczalnych (n = 1 dla kazdej grupy i narzadu). Te same litery
oznaczaja grupy homogenne w obrebie narzadu przy p < 0.05).

* — réznice istotne statystycznie w stezeniu GSH pomiedzy tymi samymi grupami
z r6znych narzadéw dla p < 0,05).
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Rys. 10. Aktywnos$¢ reduktazy glutationowej (GR) (wartosci $rednie + odchylenie standardowe
wyrazone w U1 min'l1 mg biatka'l) w przewodzie pokarmowym i watrobotrzustce

P. scaber w grupach doswiadczalnych (n = 7 dla kazdej grupy i narzadu).
Te same litery oznaczajg grupy homogenné w obrebie narzadu przy p < 0,05).

Biatka stresu

W odpowiedzi na réznorodne czynniki stresowe, wszystkie komorki, zarébwno pro-
kariotyczne jak i eukariotyczne produkujg specyficzne biatka o roznej charaktery-
styce i funkcjach, dla ktérych przyjeto ostatnio nazwe biatka stresu. Do tej grupy
biatek zaliczamy biatka szoku cieplnego (ang.: heat shock proteins, hsps), odkryte
w gruczotach Slinowych muszki owocowej {Drosophila) w odpowiedzi na wysoka
temperature [RITOSSA, 1962] a zidentyfikowane w 1974 przez T1SSIERES i wspot-
pracownikéw. W oparciu o zréznicowanie mas molekularnych tych biatek wyroznia
sie wérdd nich nastepujace rodziny: hsp90 (79-98 kDa), hsp70 (66-78 kDa), hsp60
(55-65 kDa) i LMWSs - rodzina hsp o malej masie molekularnej (13,5-39 kDa)
[Sanders, 1993]. Sposréd wymienionych grup tych wysoce konserwatywnych
biatek rodzina hsp70 jest najliczniejsza i najlepiej zbadana. Biatka stresu reprezentu-
jace rodzine hsp70 wykrywane sa u wszystkich organizméw [Lindquist, 1986;
SANDERS, 1993; BIERKENS, 2000]. Charakteryzujasie one statg ekspresjg i w normal-
nych warunkach uczestnicza w powstawaniu wiasciwej struktury innych biatek, trans-
porcie prekursoréw protein do organelli komoérkowych takich jak mitochondria i retiku-
lum endoplazmatyczne. Transportujg réwniez uszkodzone biatka badz ich agregaty do
lizosoméw, gdzie te ulegajq degradacji [CHIANG i in., 1989; Gething i Sambrook,
1992]. Uczestnicza przez to w réznych procesach metabolicznych oraz we wzroscie
i rozwoju komorek, a tym samym sg niezbedne dla prawidtowego ich funkcjonowa-
nia [Ashburner, 1982; Ellis i van der Vies, 1991; Welch, 1993; Elefant
i Palter, 1999].

Biatka szoku cieplnego sa syntetyzowane w komdrkach réwniez pod wplywem
szeregu czynnikdw szkodliwych takich jak: wysoka i niska temperatura, jony metali
w stezeniach toksycznych i wielu innych [NOVER, 1991; PYZA i in.. 1997]. Bezposred-
nim czynnikiem powodujagcym indukcje tej grupy biatek moze by¢ pojawienie sie
w komorce zdenaturowanych lub uszkodzonych biatek [WELCH, 1993]. Reakcja tajest
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czesto bardzo szybka. Niektore biatka stresu pojawiajg sie juz w ciggu kilku minut
od zadziatania czynnika indukujgcego ich produkcje, osiggajac wysokie stezenia po
godzinie [Lindquist, 1986].

W warunkach stresu hsp chronig najwazniejsze biatka komoérkowe przed denatu-
racja, pomagajg w naprawie uszkodzen i podobnie jak w normalnych warunkach
uczestniczg w degradacji nieprawidtowo zbudowanych biatek [SANDERS, 1990]. Do-
datkowo, prawdopodobnie wigczajg sie w mechanizm regulacji odpowiedzi na stres
poprzez oddziatywanie na czynniki transkrypcyjne genéw [WICKNER i in., 1991].

Niektérzy autorzy postulujg rowniez funkcje anty-apoptotyczne hsp70, majace
polega¢ na unieczynnianiu jednego z czynnikdw inicjujacych proces apoptozy
[Beere i in,, 2000; Saleh i in., 2000].

Biatka stresu obok metalotionein sg wykorzystywane jako biomarkery naraze-
nia na obecno$¢ nadmiaru metali w Srodowisku lub w pobieranym pokarmie
[Sanders i in., 1994; Depledge i in. 1995; Kohler i in, 1996a; Regoli, 1998;
TENDEGREN i in., 1999]. Jak dotad wykazano ich przydatno$¢ jako wskaznik nad-
miaru kadmu i miedzi u zwierzat wodnych i lgdowych [Sanders i in.,, 1994;
Kohler i in, 1996b; Pedersen i in., 1997; Arts i in., 2004].

Poniewaz dotychczasowe badania wskazuja, ze u Isopoda hsp70 sa najbardziej
odpowiednim wskaznikiem w badaniu proteotoksycznosci metali [KOHLER i in.,
1992; Eckwert i in., 1997] podjeto prébe odpowiedzi na pytanie czy biatka
z rodziny hsp70 u P. scaber moga by¢ takze uznawane za dobry biomarker ekspozy-
cji w odniesieniu do niklu.

24-tygodniowa ekspozycja P. scaber na nikiel w diecie, spowodowata zalezne
od stezenia tego metalu réznice w ekspresji biatek stresu hsp70 w przewodzie po-
karmowym. Osobniki wszystkich grup ,,niklowych” (Ni 1, Ni 2, Ni 3) charaktery-
zowato obnizenie wzglednego stezenia hsp70 w stosunku do kontroli. Najsilniej
zahamowana byta ekspresja tych biatek stresu w grupie eksponowanej na najwyzsze
stezenie niklu (Ni 3).

W?zorzec reakcji biatek stresu w watrobotrzustce w odpowiedzi na nikiel byt
nieco inny w poréwnaniu z przewodem pokarmowym; krzywa zaleznosci stezenie
metalu - poziom ekspresji hsp70 miata charakter U-ksztattny. Ekspozycja na naj-
wyzsze stezenie niklu w diecie (grupa Ni 3) praktycznie nie nasilita indukcji biatek
stresu hsp70 wzgledem kontroli; grupy Ni ! i Ni2 charakteryzowato natomiast
bardzo silne obnizenie stezenia wzglednego tych biatek.

Niektorzy autorzy uwazajg, ze produkcja biatek stresu nie zawsze musi by¢
proporcjonalna do (wielkosci) intensywnosci czynnika stresowego. Potwierdzaja to
dobrze badania Pyzy i wspotpracownikéw [1997], w ktérych poréwnywano pozio-
my hsp70 u wija Lithobius mutabilis z terenéw potozonych w r6znej odlegtosci od
zaktadu przerébki rud otowiu i cynku z osobnikami z terenow kontrolnych. Nie
stwierdzono réznic w poziomie tych biatek pomiedzy osobnikami z terenéw kontro-
Inych i zanieczyszczonych, a ponadto poziomy hsp70 byly podobne u osobnikdw
zebranych w réznych miejscach gradientu zanieczyszczenia. Wysunieto wniosek, ze
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gatunkowo specyficzna tolerancja moze by¢ osiggnieta poprzez wzrost ilosci hsp
tylko do okreslonego poziomu, charakterystycznego dla danego gatunku. Powodéw
takich reakcji upatruje sie w mozliwosciach energetycznych organizmu. Koszt eks-
presji hsp70 moze przewazy¢ korzysci ptynace z obecnosci tych biatek w komorce
[Pyza i in., 1997]. Tak mozna by réwniez ttumaczy¢ wzorzec ekspresji biatek szoku
wykazany w przewodzie pokarmowym P. scaber. Wysoki wyjsciowy poziom hsp70
u osobnikéw z grupy kontrolnej obnizat sie nieznacznie u osobnikéw z grupy Ni 1.
U stondg z grupy Ni 2 byt juz czterokrotnie nizszy od stwierdzonego u osobnikow
kontrolnych. W grupie Ni 3 wzgledne stezenie hsp70 byto nawet o 94% nizsze.
Wskazuje to na wrazliwos$¢ tych biatek na nikiel i zmniejszanie ich udziatu w ochro-
nie przed skutkami jego dziatania w komorce. Moga to potwierdzi¢ obrazy uzyskane
technika TEM, wskazujace na znaczne zmiany ultrastruktury komoérek przewodu
pokarmowego, co posrednio moze wptywac na wszystkie procesy w nim zachodza-
ce, takze na produkcje biatek stresu. Przy poréwnaniach wynikow badan prowadzo-
nych w terenie i laboratorium trzeba jednak pamieta¢, ze bardzo czesto synteza
hsp70 jest duzo wieksza w odpowiedzi na szok termiczny niz na toksyczne zwigzki
chemiczne w stezeniach toksycznych [Sanders, 1990]. Taki kierunek strategii
obronnej u P. scaber ttumacza réwniez opisane u tego gatunku strategie rozwojowe
w warunkach obcigzenia innymi metalami. Juz w 1992 DONKER wykazata bowiem,
ze mechanizmy adaptacyjne na poziomie osobniczym polegaja na skroceniu rozwoju
i przy mniejszych rozmiarach ciata wczesniejsze podejmowanie proceséw rozrod-
czych bez dbatosci o naprawe funkcjonalng organizmu. A wiec strategia rozwojowa
stondg prowadzi w takich warunkach do jak najszybszego wejscia w okres rozrod-
czy, bez kierowania naktadéw energetycznych na procesy naprawy w uszkodzonych
komérkach. Braku indukcji hsp70 u tych zwierzat w stresie powodowanym wyso-
kimi stezeniami niklu jest wiec potwierdzeniem stusznosci wczesniejszych obserwa-
cji na poziomie osobniczym i populacyjnym [DONKER, 1992].

Zasadnicze znaczenie w interpretacji wynikow uzyskanych dzieki pomiarom
odpowiedzi stresowej jest wiedza jak akumulacja biatek stresu koreluje z innymi
parametrami fizjologicznymi i toksykologicznymi [BIERKENS, 2000]. Zgodnie z tym
adekwatnos¢ odpowiedzi stresowej nalezy ocenia¢ majac na uwadze takze inne
zmiany zachodzace w organizmie. Powigzanie ich ze sobg moze da¢ peiny obraz
efektéw jakie moze wywotaé dana substancja w organizmie. Dlatego analize ekspre-
sji biatek hsp70 uP. scaber réwniez w tym doswiadczeniu powinno sie interpreto-
waé majac na uwadze pozostale analizowane parametry.

W podsumowaniu mozna stwierdzié, ze nie wszystkie z uzytych w tej pracy
wskaznikow okazaty sie dobrymi biomarkerami przydatnymi do oceny wptywu
chronicznego zatrucia niklem na P. scaber. Niektore z nich, jak np. ekspresja biatek
hsp70, okazaty sie by¢ zmienne, nie dajagce jednoznacznych odpowiedzi co do stop-
nia narazenia na Ni. Inne, jak np. aktywno$¢ niektorych enzyméw zwigzanych
z glutationem (GPOX czy GR) wykazaly Scistg zalezno$¢ od stezenia niklu w po-
karmie, ale takze stezenia tego pierwiastka w tkankach P. scaber. Podobnie byto
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w przypadku stopnia akumulacji niklu w watrobotrzustce oraz zmian powstatych
pod wptywem tego metalu w komérkach przewodu pokarmowego i watrobotrzustki.
Analogicznie jak w przypadku innych metali mozna uzna¢ te parametry jako dobre
wskazniki narazenia tych zwierzat na nadmiar niklu, a samego prosionka szorstkie-
go, jako gatunek uzyteczny w biomonitoringu Srodowiska.
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