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1. WSTĘP

Układ pokarmowy, obok powłok ciała uważany jest za narząd, poprzez który

zwierzęta mają kontakt ze środowiskiem zewnętrznym. Drogą pokarmową do

organizmu oprócz składników odżywczych zawartych w pokarmie mogą przedostawać

się także inne substancje, w tym ksenobiotyki takie jak np. metale ciężkie, które mogą

wpływać na homeostazę organizmu.

Układ pokarmowy, zwłaszcza jego środkowy odcinek u licznych bezkręgowców

jest odpowiedzialny m.in. za trawienie, syntezę i wydzielanie enzymów trawiennych,

wchłanianie i gromadzenie materiałów zapasowych oraz detoksykację. Z racji tego, że

jelito środkowe pełni funkcję bariery pomiędzy środowiskiem zewnętrznym a ciałem

zwierzęcia, jest ono uważane za kluczowy narząd w utrzymaniu homeostazy, dlatego

też cieszy się sporym zainteresowaniem wśród badaczy (Hyra i inni 2016, Lipovšek i

inni 2018, Rost-Roszkowska i inni 2019, 2020ab, 2021a).

1.1. Skorupiaki jako bioindykatory środowiska wodnego

Do oceny stanu zbiorników słodkowodnych wykorzystywane są liczne

obserwacje zarówno krótko-, jak i długoterminowe zwierząt słodkowodnych (Dziock i

inni 2006). Bioindykacja pozwala nie tylko na ocenę zmian w środowisku wodnym

wywołanym obecnością w nim licznych ksenobiotyków, ale także na ocenę zmian,

jakie może dany ksenobiotyk wywoływać w organizmach żyjących w danym

środowisku (Tomczak i Dominiak 2016). Organizmami najczęściej wykorzystywanymi

w monitorowaniu środowiska wodnego są glony (Schneider i Lindstrøm 2009, Rajfur i

inni 2010), skorupiaki, małże, czy ryby (Sasikumar i Krishnakumar 2011, Tomczak i

Dominiak 2016). Bioindykatorami wrażliwymi należącymi do bezkręgowców są

między innymi Polycelis nigra (wielooczka czarna), Dendrocoelum lacteum (wypławek

biały), Ancylys fluviatilis (przytulik strumieniowy), Gammarus pulex (kiełż zdrojowy),

Daphnia magna (rozwielitka), Lymnaea stagnalis (błotniarka stawowa), Astacus

astacus (rak szlachetny), a także liczne larwy owadów należących do chruścików, jętek

i widelnic (Rinderhagen i inni 2000). Najwięcej badań nad wykorzystaniem
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skorupiaków w monitorowaniu wód związanych jest z wodami morskimi i

oceanicznymi (Suciu i inni 2018). Zwierzęta te są dobrymi wskaźnikami wpływu

człowieka na środowisko morskie, ponieważ wykazują fizjologiczną tolerancję na stres,

plastyczność behawioralną i różnorodne strategie życiowe, które pozwalają im

reagować na szeroki zakres zmian środowiskowych (Ottaviano i Scapini 2010,

Schlacher i Thompson 2012, Schlacher i inni 2016). Dla przykładu, do biomonitoringu

wyznaczonych stanowisk Zatoki Gdańskiej pod kątem śladowych ilości metali Cu, Zn,

Cd, Fe, Pb, Mn i Ni wykorzystano skorupiaki z rodziny Balanus improvisus (Rainbow i

inni 2004). Natomiast wśród skorupiaków wykorzystywanych do bioindykacji wód

słodkich wykorzystuje się do badań przede wszystkim rozwielitki Daphnia magna oraz

Ceriodaphnia sp (Traczewska 2011). Bioindykacja umożliwia wykrycie toksyczności

szkodliwych substancji (Tomczak i Dominiak 2016).

Spośród organizmów wodnych w głównej mierze u bezkręgowców mierzy się

potencjalne zagrożenia ze strony chemikaliów w ekosystemach, ze względu na fakt, iż

są one przedstawicielami różnych sieci pokarmowych w systemach wodnych.

Skorupiaki to najważniejsza grupa bezkręgowców; są najczęściej wykorzystywane jako

organizmy modelowe do oceny badań ekotoksykologicznych materiałów

niebezpiecznych w ekosystemach wodnych. Zwierzęta te mogą izolować toksyczne

metale w postaci granul swoich tkankach (Ruppert i inni 2004). Ponadto, skorupiaki to

grupa organizmów bezkręgowych zawierająca wiele ważnych handlowo gatunków

hodowlanych i dzikich. Gatunki morskie krewetki białe (Penaeus vannamei) i krewetki

tygrysie (Penaeus monodon) to najczęściej hodowane gatunki, a pozostałe skorupiaki

akwakultury są hodowane głównie w wodach słodkich (Urdes i inni 2023).

1.2. Jelito środkowe skorupiaków

Jelito środkowe skorupiaków może mieć postać prostej rury pozbawionej

jakichkolwiek uchyłków (Sousa i Petriella 2006, Rost-Roszkowska i inni 2012) lub też

może posiadać uchyłki najczęściej zlokalizowane w przedniej części jelita (Coleman

1990). W drugim przypadku jest zróżnicowany na dwa połączone ze sobą narządy:

jelito oraz gruczoł wątrobotrzustkowy tworzony przez liczne uchyłki oraz ślepo

zakończone cewki. U niektórych gatunków brak jest jelita, a funkcje trawienne pełni
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gruczoł trawienny, nazywany wątrobotrzustką (Sousa i Petriella 2001, Symonova 2007).

W budowie nabłonka wyścielającego jelito środkowe skorupiaków wyróżnia się

obecność kilku rodzajów komórek, różniących się pod względem lokalizacji i funkcji

(Tabela 1).

8
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Tabela 1. Rola i lokalizacja komórek nabłonkowych w endodermalnym fragmencie jelita skorupiaków (za Sonakowska i inni 2015)

Typy
komórek

Funkcja Źródło Lokalizacja Źródło

Komórki R detoksykacja i recykling
poprzez gromadzenie
lipidów, polisacharydów,
metali oraz dostarczanie
energii w okresach głodu,
linienia i reprodukcji

Arnaud i inni 1978;
Al-Mohanna i Nott 1987;
Nassiri i inni 2000

proksymalny obszar
wątrobotrzustki

Sousa i Petriella 2000; 2001;
2007

proksymalny i medialny
obszar wątrobotrzustki

Franceschini-Vicentini i inni
2009

medialny obszar
wątrobotrzustki

Moritz i inni 1973; Correia i
inni 2002; Sousa i inni 2005

na całej długości cewek
wątrobotrzustki

Caceci i inni 1988;
Al-Mohanna i Nott 1989

Komórki B trawienie
wewnątrz-komórkowe,
gromadzenie wchłoniętych
materiałów i
wydzielanie

Al-Mohanna i Nott 1986;
Sousa i Petriella 2007;
Sonakowska i inni 2015

medialna i dystalna część
wątrobotrzustki

Franceschini-Vicentini i inni
2009

medialna część
wątrobotrzustki

Sousa i inni 2005

proksymalny obszar
wątrobotrzustki

Al-Mohanna i Nott 1989;
Sousa i inni 2005; Sousa i
Petriella 2007; Sonakowska i
inni 2015

Komórki F synteza i wydzielanie
enzymów trawiennych

Arnaud i inni 1978;
Al-Mohanna i Nott 1989;
Vogt i inni 1989; Sousa i
Petriella 2006, 2007;
Sonakowska i inni 2015

medialna i proksymalna
część wątrobotrzustki

Al-Mohanna i Nott 1989; Vogt
i inni 1989; Sousa i inni 2005

na całej długości organu Franceschini-Vicentini i inni
2009

proksymalny obszar
wątrobotrzustki

Sonakowska i inni 2015
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cd. Tabela 1. Rola i lokalizacja komórek nabłonkowych w endodermalnym fragmencie jelita skorupiaków (za Sonakowska i inni 2015)

Typy
komórek

Funkcja Źródło Lokalizacja Źródło

Komórki M akumulacja lipidów i
polisacharydów

Icely i Nott 1984 na całej długości organu Vogt i inni 1989

nieobecne Vogt i inni 1989

Komórki E regeneracja jelita
środkowego

Arnaud i inni 1978;
Muskó 1988;
Ceccaldi 1989;
Sousa i Petriella 2001;
Sousa i inni 2005;
Sonakowska i inni 2015

przednia część jelita Arnaud i inni 1978;
Sonakowska 2015

dystalna i medialna część
wątrobotrzustki

Mycles 1979;
Sonakowska i inni 2015

nieobecne Prosi i inni 1983; Tam i
Avenant-Oldewage 2009ab;
Rost-Roszkowska i inni 2012;

Komórki D synteza i wydzielanie
enzymów trawiennych

Sonakowska i inni 2015 jelito Sonakowska i inni 2015
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1.2.1. Jelito środkowe Neocaridina davidi

Układ pokarmowy Neocaridina davidi znajduje się po grzbietowej stronie ciała

zwierzęcia. Zaczyna go znajdujący się z przodu ciała otwór gębowy, który następnie

przechodzi kolejno w jelito przednie, jelito środkowe, jelito tylne, a kończy otwór

odbytniczy.

Jelito środkowe N. davidi składa się z dwóch narządów o pochodzeniu

endodermalnym: jelita oraz wątrobotrzustki.

Jelito mające postać długiej prostej rury jest wyścielone jednowarstwowym

nabłonkiem walcowatym spoczywającym na bezkomórkowej blaszce podstawnej, do

której od strony jamy ciała przylegają mięśnie trzewne. Nabłonek jelita budują dwa

typy komórek: trawienne (D) oraz regeneracyjne (E). Komórki E zlokalizowane są

jedynie w przedniej części jelita (Sonakowska i inni 2015).

Komórki trawienne (D) wykazują regionalizację w rozmieszczeniu organelli

komórkowych, na podstawie której wyróżnić można rejon apikalny, okołojądrowy,

bazalny. W części apikalnej, błona komórkowa tworzy mikrokosmki, których korzenie

filamentów zakotwiczają się w cytoplazmie apikalnej tworząc warstwę kortykalną. Pod

nią znajdują się liczne cysterny gładkiego i szorstkiego retikulum endoplazmatycznego,

mitochondria, ciała wielopęcherzykowe, pęcherzyki gęste i jasne elektronowo. Dla

obszaru okołojądrowego charakterystyczna jest obecność dużego, owalnego jądra

komórkowego, z chromatyną o średniej gęstości elektronowej. Wokół jądra występują

licznie cysterny szorstkiego i gładkiego retikulum endoplazmatycznego oraz aparaty

Golgiego, natomiast mitochondria są nielicznie. W obszarze bazalnym, bazalna błona

komórkowa tworzy niewielkie pofałdowania, w sąsiedztwie których obserwuje się

liczne mitochondria, aparaty Golgiego oraz cysterny gładkiego i szorstkiego retikulum

endoplazmatycznego. Komórki trawienne nie gromadzą materiałów zapasowych, są

PAS, Sudan Czarny B i BPB negatywne (Sonakowska i inni 2015).

Komórki regeneracyjne (E) owalnego kształtu, znajdują się pomiędzy

sąsiadującymi komórkami trawiennymi, natomiast są dużo niższe i nie mają kontaktu z

światłem jelita. Błona bazalna nie jest pofałdowana, cytoplazma jest uboga w organelle

komórkowe. Pojedyncze mitochondria i cysterny szorstkiego i gładkiego retikulum

endoplazmatycznego obserwuje się wokół dużego owalnego jądra komórkowego.
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Ultrastrukturalnie komórki te są bardzo podobne do komórek regeneracyjnych

spotykanych w dystalnym rejonie cewek w wątrobotrzustce (Sonakowska i inni 2015).

Wątrobotrzustka jest narządem endodermalnym odchodzącym od przedniej

części jelita, tak więc światło tego narządu kontaktuje się ze światłem jelita. Składa się z

dwóch uchyłków, które rozdzielają się na liczne ślepo zakończone kanaliki (cewki). W

kanalikach tych wyróżnia się obecność trzech obszarów: proksymalnego, medialnego

(środkowego) oraz dystalnego (Sonakowska i inni 2015).

W obszarze proksymalnym występują komórki F - fibrylarne, komórki B -

magazynujące oraz komórki R - resorpcyjne. W obszarze medialnym występują

pojedyncze komórki regeneracyjne (E) oraz komórki w fazie różnicowania, natomiast w

obszarze dystalnym występują tylko komórki regeneracyjne (E) (Sonakowska i inni

2015, Sonakowska-Czajka i inni 2021).

Komórki F - fibrylarne (typ I) stanowią główną część wszystkich komórek

nabłonkowych wątrobotrzustki. W obrębie cytoplazmy komórek tych nie obserwuje się

regionalizacji w rozmieszczeniu organelli komórkowych. Błona apikalna tworzy

mikrokosmki, których filamenty wchodzą do apikalnej cytoplazmy tworząc cienką

warstwę kortykalną. W obrębie tej warstwy obserwuje się pojedyncze, małe pęcherzyki

z elektronowo przejrzystą zawartością, cysterny szorstkiego retikulum

endoplazmatycznego, wolne rybosomy. Jądro komórkowe jest owalnego kształtu i

zawiera nukleoplazmę o średniej gęstości elektronowej. Natomiast cytoplazma całej

komórki obfituje w cysterny szorstkiego i gładkiego retikulum endoplazmatycznego,

aparaty Golgiego, a mitochondria występują pojedynczo i sporadycznie. Dobrze

wykształcone cysterny szorstkiego retikulum endoplazmatycznego tworzą owalne

pęcherzyki o różnej wielkości. Błona bazalna tworzy niewielkie pofałdowania. Co

ciekawe, zaobserwowano korelację pomiędzy ultrastrukturą komórek a odległością od

strefy różnicowania w cewkach wątrobotrzustki. Im bardziej ta odległość się zwiększa,

tym bardziej elektronowo - gęsta i bogatsza w organelle staje się cytoplazma komórek.

Komórki te nie gromadzą materiałów zapasowych, co przejawia się negatywnym

wynikiem barwień: PAS, Sudan Czarny B, błękit rtęciowobromofenolowy (Sonakowska

i inni 2015).

Komórki B - magazynujące (typ II), ich cytoplazma także nie wykazuje

regionalizacji w rozmieszczeniu organelli komórkowych. Podobnie jak w przypadku
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komórek fibrylarnych, błona apikalna tworzy mikrokosmki, natomiast nie obserwuje się

wyraźnie wykształconej warstwy kortykalnej. Cała cytoplazma jest uboga w organelle

komórkowe takie jak cysterny szorstkiego i gładkiego retikulum endoplazmatycznego,

natomiast jest bogata w mitochondria i wolne rybosomy. Ponadto, w obrębie

cytoplazmy obserwuje się obecność materiałów zapasowych: polisacharydów i

glikogenu (pozytywny wynik reakcji PAS) oraz tłuszczów (pozytywny wynik barwienia

Sudanem Czarnym B). W przypadku tych komórek obserwuje się podobną zależność

pomiędzy ultrastrukturą komórek a odległością od strefy różnicowania w cewkach

wątrobotrzustki. Wraz ze wzrostem odległości zwiększa się ilość materiałów

zapasowych oraz cystern szorstkiego i gładkiego retikulum endoplazmatycznego

(Sonakowska i inni 2015).

Komórki regeneracyjne (E) - nie posiadają mikrokosmków, pofałdowanej

błony bazalnej, ani materiałów zapasowych. Ich cytoplazma nie wykazuje regionalizacji

w rozmieszczeniu organelli komórkowych. Wokół owalnego jądra komórkowego

obserwuje się mitochondria oraz pojedyncze cysterny szorstkiego retikulum

endoplazmatycznego (Sonakowska i inni 2015).

Komórki resorpcyjne (R) - obserwowane są w stadium rozwojowym zoea III,

cytoplazma komórek tych zawiera liczne cysterny szorstkiego i gładkiego retikulum

endoplazmatycznego, aparaty Golgiego oraz pęcherzyki o średniej gęstości

elektronowej, zlokalizowane głównie w apikalnej części komórki. Autofagosomy

występują poniżej warstwy kortykalnej (Sonakowska-Czajka i inni 2021).

Porównanie ultrastruktury komórek tworzących jelito środkowe Neocaridina davidi

przedstawia Tabela 2.
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Tabela 2. Porównanie ultrastruktury komórek budujących jelito środkowe Neocaridina davidi (na podstawie Sonakowska i inni 2015,

Sonakowska-Czajka i inni 2021)

Cecha Komórki D Komórki E Komórki F Komórki B Komórki R
Lokalizacja oraz

liczebność
najliczniejsze komórki

jelitowe
w jelicie - głównie

przednia część;
w wątrobotrzustce w
obszarze dystalnym

proksymalny obszar
cewek wątrobotrzustki,

ok 70 % komórek

proksymalny obszar
cewek wątrobotrzustki,

ok 30 % komórek

proksymalny obszar
cewek wątrobotrzustki,

w stadium zoea III

Regionalizacja organelli występuje brak brak brak brak
Błona apikalna

tworząca mikrokosmki
obecna, wyraźna

warstwa kortykalna
brak obecna, cienka warstwa

kortykalna
obecne, brak wyraźnej
warstwy kortykalnej

obecne

Pofałdowana błona
bazalna

tak, niewielkie fałdy nie słabo pofałdowana słabo pofałdowana słabo pofałdowana

Owalne jądro
komórkowe

tak, z euchromatyną o
średniej gęstości

elektronowej

tak, z bardzo gęstą
elektronowo

heterochromatyną

tak tak tak

RER, SER,
aparaty Golgiego

liczne w części
apikalnej i bazalnej

nieliczne wokół jądra
komórkowego

liczne nieliczne, liczne
rybosomy

liczne

Mitochondria liczne w części
apikalnej, nieliczne w

części bazalnej

nieliczne wokół jądra
komórkowego

pojedyncze liczne liczne

Materiały zapasowe brak brak brak obecne: polisacharydy,
glikogen, lipidy

obecne: polisacharydy,
glikogen, lipidy

Objaśnienia: (RER) - cysterny szorstkiego retikulum endoplazmatycznego, (SER) - cysterny gładkiego retikulum endoplazmatycznego
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Jelito środkowe N. davidi bierze udział w licznych procesach, spośród których

wyróżnić można: syntezę i sekrecję enzymów trawiennych, trawienie, absorpcję,

gromadzenie materiałów zapasowych, detoksykację, wchłanianie związków

odżywczych. Badania eksperymentalne związane z analizą wpływu różnych stresorów

(np. brak pokarmu, pestycydy, bisfenol) na strukturę jelita środkowego N. davidi

wykazały, że narząd ten (zarówno jelito, jak i watrobotrzustka) bierze udział w

utrzymywaniu homeostazy organizmu. Zachodzące w nim procesy degeneracyjne

(apoptoza, nekroza, autofagia, zmiany mitochondrialne) wywołane stresorem będą

stanowiły ochronę przed jego wpływem na pozostałe narządy organizmu (Włodarczyk i

inni 2017, 2019ab, Ostróżka i inni 2022). Ze względu na prostotę hodowli, łatwość

pozyskania materiału do badań (liczne hodowle N. davidi), prostą budowę ciała, a także

coraz większe zainteresowanie badanym gatunkiem krewetki, wydaje się być ona

dobrym gatunkiem do prowadzenia badań eksperymentalnych związanych z

ekotoksykologią środowiska słodkowodnego.

1.3. Nikiel w środowisku – znaczenie biologiczne i toksykologia

Nikiel (Ni) jest 24-tym najbardziej rozpowszechnionym pierwiastkiem w

skorupie ziemskiej, stanowiąc 3% jej składu. Natomiast pod względem wielkości

zajmuje piąte miejsce wśród najpowszechniejszych pierwiastków, zaraz za: żelazem,

tlenem, magnezem, krzemem (Coogan i inni 1989, Clayton i Clayton 1994, Young

1995). W skorupie ziemskiej nikiel głównie wiąże się z tlenem oraz siarką tworząc

tlenki oraz siarczki (Das i inni 2019), te z kolei występują naturalnie w wielu

mineralnych formach (Coogan i inni 1989, Clayton i Clayton 1994, Young 1995),

głównie w minerałach takich jak pentlandyt, garnieryt, milleryt, nikolit i ulmannit

(Harasim i Filipek 2015).

Nikiel jest jednym z wielu pierwiastków śladowych szeroko rozprzestrzenionym

w środowisku i może występować zarówno w powietrzu, wodzie, jak i w materii

biologicznej (Grandjean 1984, Clarkson 1988, Clayton i Clayton 1994, von Burg 1997)

oraz w każdym rodzaju gleby, a także w meteorytach (Das i inni 2019).
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Nikiel występuje w różnych stężeniach we wszystkich ekosystemach (Das i inni

2019), np. w wodzie morskiej w stężeniach od 0,1 do 0,5 μg/l (Szefer 2002a), wody

Bałtyku zawierają 0,09 - 1,08 μg Ni/l (Szefer 2002b), natomiast średnia zawartość niklu

w rzekach wynosi 0,7 μg/l (Gaillardet i inni. 2003).

Pierwiastek ten do środowiska może się uwalniać zarówno ze źródeł

naturalnych, jak i na skutek działalności antropogenicznej. Naturalnym źródłem niklu

jest pył przenoszony przez wiatr, który powstaje na skutek procesów wietrzenia skał i

gleb, erupcji wulkanicznych, pożarów lasów (Grandjean 1984, Clarkson 1988, Clayton i

Clayton 1994, von Burg 1997).

Metal ten może pojawić się także w środowisku na skutek działalności

człowieka m.in. poprzez: spalanie węgla, oleju napędowego i opałowego, spalanie

odpadów, w ściekach (Grandjean 1984, Clarkson 1988, Clayton i Clayton 1994, von

Burg 1997). Nikiel przedostaje się do atmosfery między innymi z powodu jego

wydobycia, czy też na skutek działania np. elektrowni, przemysłu gumowego i tworzyw

sztucznych, przemysłu baterii niklowo-kadmowych, przemysłu galwanicznego (Das i

inni 2019).

Nikiel oraz związki niklu znajdują wiele zastosowań przemysłowych i

handlowych (Scott-Fordsmand 1997, Haber i inni 2000, Diagomanolin i inni 2004). W

przemyśle głównie jest wykorzystywany do produkcji stali nierdzewnej i innych stopów

niklu o wysokiej odporności na korozję i temperaturę. Nikiel metaliczny i jego stopy są

wykorzystywane w metalurgii, chemii i przemyśle przetwórstwa spożywczego,

zwłaszcza jako katalizatory i pigmenty (Grandjean 1984, Clarkson 1988, Barceloux i

Barceloux 1999). Przykładami produktów zawierających nikiel są np.: implanty

dentystyczne i ortopedyczne, kuchenne utensylia ze stali nierdzewnej oraz biżuteria

(Cempel i Nikiel 2006 ).

Szerokie zastosowanie niklu w różnych gałęziach przemysłu oraz jego

wykorzystanie w procesach produkcyjnych, ale także jego recykling i utylizacja (Das i

inni 2019), a także rosnący poziom uprzemysłowienia przyczynił się do zwiększonej

emisji tego pierwiastka i zanieczyszczenia ekosystemów (Scott-Fordsmand 1997, Haber

i inni 2000, Diagomanolin i inni 2004). Przy czym autorzy podają, że główną przyczyną

zanieczyszczenia wód są ścieki komunalne (Nriagu i Pacyna 1988, Barałkiewicz i

Siepak 1999).
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Nikiel łatwo akumuluje się w fitoplanktonie oraz roślinach wodnych, które są

wrażliwymi bioindykatorami zanieczyszczenia wody. Może być osadzony w osadzie

poprzez takie procesy jak wytrącanie, kompleksowanie i adsorpcja na cząsteczkach

gliny i poprzez wchłanianie przez faunę i florę (Nriagu i Pacyna 1988, Barałkiewicz i

Siepak 1999).

Metal ten także ma znaczenie w ujęciu biologicznym. Jest niezbędnym metalem

śladowym dla co najmniej kilku gatunków zwierząt, mikroorganizmów oraz roślin,

dlatego też przy niewystarczającej, bądź nadmiernej podaży tego pierwiastka mogą

wystąpić objawy niedoboru, czy toksyczności (Bencko 1983, Klaassen 1996, Barceloux

i Barceloux 1999, Scott-Fordsmand 1997, Cempel i Nikiel 2006). U zwierząt tych jest

zaangażowany w metabolizm lipidów, szczególnie w regulację zawartości lipidów w

tkankach oraz w syntezę fosfolipidów (Stangl i Kirchgessner 1996). Jest składnikiem

dziewięciu metaloenzymów, w tym ureazy, która uczestniczy w hydrolizie mocznika

(Harasim i Filipek 2015). Metale odgrywają integralną rolę poprzez koniugację w

miejscach aktywnych enzymów i przyczyniając się bezpośrednio w procesie

katalitycznym, stabilizując w ten sposób makrocząsteczkę struktury białek i kwasów

nukleinowych oraz wpływając na integrację strukturalną i funkcjonalną (Das i inni

2019). Natomiast u niektórych roślin obecność niklu stanowi przystosowanie obronne,

chroniąc je przed patogenami i owadami roślinożernymi (Harasim i Filipek 2015).

Wchłanianie niklu zależy od jego właściwości fizykochemicznych (Barceloux i

Barceloux 1999, Haber i inni 2000, von Burg 1997). Metaliczny nikiel, siarczki niklu i

tlenki niklu są słabo rozpuszczalne w wodzie, natomiast dobrze rozpuszczalnymi w

wodzie solami niklu są chlorki, azotany, siarczany (Barceloux i Barceloux 1999).

Dobrze rozpuszczalne w wodzie związki niklu łatwiej się także wchłaniają. U zwierząt

1-10% niklu z pożywienia jest wchłaniana przez przewód pokarmowy (Barceloux i

Barceloux 1999, Haber i inni 2000, von Burg 1997). Rozpuszczalne w wodzie związki

niklu są też bardziej toksyczne niż związki mniej rozpuszczalne. Stwierdzono, że mniej

rozpuszczalne związki niklu, takie jak tlenek niklu i podsiarczek mają LD50 większe

niż 3600 mgNi/kg masy ciała u szczurów, podczas gdy rozpuszczalne związki niklu, tj.

siarczan niklu i octan, wykazywały LD50 w zakresie 39–141 mg Ni/kg mc u szczurów i

myszy (Cempel i Nikiel 2006). Badania na zwierzętach wykazały rakotwórczy potencjał

różnych związków niklu, takich jak podsiarczek niklu, chlorek niklu, tlenek niklu i
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siarczan niklu itp. (Diwan i inni 1992). Toksyczne funkcje niklu wynikają

prawdopodobnie przede wszystkim z jego zdolności do zastępowania innych jonów

metali w enzymach i białkach lub wiązania się ze związkami komórkowymi

zawierającymi atomy O, S i N, takimi jak enzymy i kwasy nukleinowe, które następnie

są hamowane (Scott-Fordsmand 1997, Coogan i inni 1989). Jednym z możliwych

sposobów, w jaki nikiel powoduje śmierć i/lub uszkodzenie komórek, mogą być reakcje

oksydacyjne, takie jak indukowana niklem peroksydacja lipidów (LPO) (Cempel i

Nikiel 2006).

Co więcej, metale ciężkie, takie jak nikiel, mogą wytwarzać wolne rodniki z

cząsteczki dwuatomowej przez proces dwuetapowy i wytworzyć anion nadtlenekowy.

Aniony ponadtlenkowe łączą się z protonami i ułatwiają dysmutację z wytworzeniem

nadtlenku wodoru, który jest najważniejszą przyczyną indukowanego obecnością niklu

pojawiania się zmian patologicznych w żywych organizmach (Das i inni 2019).
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2. CELE PRACY I HIPOTEZY BADAWCZE

Celem pracy było opisanie zmian w komórkach nabłonka jelita oraz

wątrobotrzustki słodkowodnej krewetki Neocaridina davidi (Crustacea, Malacostraca)

powstałych w wyniku ekspozycji zwierząt na nikiel, a także przeanalizowanie zmian

regeneracyjnych, które mogą pojawić się na skutek ponownego hodowania zwierząt w

wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na metal. Tak więc cele szczegółowe badań

to:

1. Dokonanie analizy i opisu zmian na poziomie ultrastrukturalnym, które pojawiają się

w nabłonku jelita i wątrobotrzustki na skutek ekspozycji zwierząt na nikiel obecny w

środowisku życia.

2. Analiza aktywacji i przebiegu procesów śmierci komórkowej (autofagia, apoptoza,

nekroza) w nabłonku jelita i wątrobotrzustki badanej krewetki pod wpływem niklu.

3. Analiza zmian w mitochondriach komórek nabłonka jelita i wątrobotrzustki

wywołanych obecnością niklu w środowisku życia badanych krewetek.

4. Dokonanie analizy i opisu na poziomie ultrastrukturalnym zmian regeneracyjnych,

które mogą pojawić się w komórkach jelita i wątrobotrzustki N. davidi w wyniku

umieszczenia zwierząt w wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na nikiel.

5. Zanalizowanie zmian aktywacji gromadzenia reaktywnych form tlenu, zmian

mitochondrialnych i poziomu ATP w komórkach jelita i wątrobotrzustki słodkowodnej

krewetki wywołanych obecnością niklu w wodzie, a także po umieszczeniu zwierząt w

wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na nikiel.

6. Opisanie regeneracyjnych zdolności komórek jelita i wątrobotrzustki aktywowanych

lub nie na skutek życia w środowisku zanieczyszczonym niklem, a także życia w

wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na metal.

Badania miały na celu zweryfikowanie (potwierdzenie lub wykluczenie)

następujących hipotez badawczych:

● H1,0: obecność niklu w wodzie wywołuje zmiany na poziomie

ultrastrukturalnym w komórkach nabłonka jelita i wątrobotrzustki

słodkowodnych krewetek;

● H1,1: obecność niklu w wodzie nie wywołuje żadnych zmian na poziomie
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ultrastrukturalnym w komórkach nabłonka jelita i wątrobotrzustki

słodkowodnych krewetek;

● H2,0: wraz z wydłużającym się czasem życia słodkowodnych krewetek w wodzie

zawierającej nikiel pojawiają się liczne zmiany degeneracyjne w komórkach

nabłonka jelita i watrobotrzustki;

● H2,1: brak zależności pomiędzy wydłużającym się czasem życia słodkowodnych

krewetek w wodzie zawierającej nikiel a zmianami degeneracyjnymi w

komórkach nabłonka jelita i wątrobotrzustki;

● H3,0: obecność niklu w wodzie wpływa na aktywację autofagii i/lub apoptozy u

badanego gatunku słodkowodnej krewetki, co może być związane ze strategią

przetrwania w czasie działania niekorzystnych warunków bytowania lub

uszkodzeniami wywołanymi obecnością metalu w środowisku życia;

● H3,1: obecność niklu w wodzie nie wywołuje aktywacji autofagii i/lub apoptozy

u badanej słodkowodnej krewetki, co może sugerować aktywację mechanizmów

chroniących komórki/tkanki;

● H4,0: obecność niklu w wodzie wpływa na aktywację gromadzenia reaktywnych

form tlenu, zmiany mitochondrialne i/lub poziom ATP w komórkach jelita i

wątrobotrzustki słodkowodnej krewetki;

● H4,1: obecność niklu w wodzie nie ma wpływu na aktywację gromadzenia

reaktywnych form tlenu, zmiany mitochondrialne i/lub poziom ATP w

komórkach jelita i wątrobotrzustki słodkowodnej krewetki;

● H5,0: hodowanie zwierząt w wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na

nikiel ma wpływ na procesy regeneracyjne w komórkach jelita i watrobotrzustki;

● H5,1: hodowanie zwierząt w wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na

nikiel nie ma wpływu na procesy regeneracyjne w komórkach jelita i

watrobotrzustki;

● H6,0: w wybranych do badań narządach zachodzą odmienne procesy

degeneracyjne/regeneracyjne wywołane obecnością niklu w środowisku lub

wywołane umieszczeniem zwierząt ponownie w wodzie czystej;

● H6,1: w wybranych do badań narządach zachodzą podobne procesy

degeneracyjne/regeneracyjne wywołane obecnością niklu w środowisku lub po

umieszczeniu zwierząt ponownie w wodzie czystej.
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3. MATERIAŁY I METODY

3.1. Materiał

Materiał do badań stanowiły dorosłe osobniki (samice i samce) słodkowodnej

krewetki Neocaridina davidi (Crustacea, Malacostraca). Zwierzęta zakupiono od

lokalnych hodowców oraz hodowano w warunkach laboratoryjnych. Narządem do

badań było jelito środkowe, które składa się z jelita oraz wątrobotrzustki.

3.1.1. Charakterystyka biologii Neocaridina davidi

Neocaridina davidi (Bouvier 1904) (Crustacea, Decapoda) jest słodkowodną,

wszystkożerną, krewetką ozdobną pochodzącą z Tajwanu. Choć gatunek ten pochodzi z

Azji, to aktualnie jest szeroko rozprzestrzeniony w słodkich wodach na świecie, a w

2018 r. stwierdzono jego inwazyjną obecność w Dolnej Odrze (Jabłońska 2018).

Krewetki te wskazują tolerancję na głodzenie zarówno na wczesnych etapach

rozwoju (Pantaleão i inni 2015), jak i jako dorosłe osobniki (Włodarczyk i inni 2019b),

a także wykazują tolerancję ze względu na temperaturę wody (Tropea i inni 2015).

Zwierzęta te ze względu na prostotę hodowli cieszą się dużym zainteresowaniem

wśród akwarystów na całym świecie (Gehrmann 2021). Przedstawicieli tego gatunku

można spotkać w wielu wariantach kolorystycznych, np. czerwonym, żółtym,

niebieskim, co jest uwarunkowane obecnością chromatoforów w ich pancerzach

(Tropea i inni 2015). Natomiast najpopularniejszą spotykaną odmianą jest czerwona,

nazywana komercyjnie Red Cherry (Pantaleão i inni 2015).

Osobniki tego gatunku mogą żyć 1-2 lata. Przy pełnym wzroście mogą osiągnąć

nawet 4 cm długości (Gehrmann 2021). Zwierzęta te wykazują wyraźny dymorfizm

płciowy. Samce są przeważnie mniejsze, słabiej wybarwione i posiadają płaski odwłok,

natomiast samice są większe, lepiej wybarwione i posiadają wypukły odwłok, po

brzusznej stronie którego znajduje się miejsce lęgowe (przeznaczone do

przechowywania jaj) (Suen i Gillett 2021).

Jak większość skorupiaków, krewetki te odgrywają kluczową rolę w

ekosystemie wodnym, ponieważ stanowią źródło pożywienia dla innych organizmów, a
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także biorą udział w recyklingu składników pokarmowych żerując na rozkładającej się

roślinności (Weber i Traunspurger 2016).

3.1.2. Warunki hodowli Neocaridina davidi

Zakupione krewetki hodowalno w warunkach laboratoryjnych. W akwarium

utrzymywano stałe parametry: temperatury (21oC), pH (wartość 7) oraz twardości wody

(10oGH). Zwierzęta karmiono dedykowanym dla krewetek pokarmem JBL Novo

Prawn.

3.2. Eksperyment

Pierwszym etapem badań mających na celu określenie wpływu niklu na jelito

środkowe N. davidi było wyznaczenie odpowiedniego stężenia metalu (Ni), dla którego

analizowane będą opisane poniżej zmiany. Opierając się na danych literaturowych (Ali i

inni 2005, Leonard i inni 2011), drogą eksperymentalną sprawdzono 3 stężenia

wodnego roztworu niklu w postaci NiCl2: 0,2 mg/l, 2 mg/l, 8 mg/l (które na stężenie

samego niklu przedstawiały się następująco: 0,09 mg/l, 0,9 mg/l oraz 3,63 mg/l). Aby

możliwa była stopniowa obserwacja potencjalnie pojawiających się zmian, do

eksperymentu wybrano stężenie 3,63 mgNi/l, przy którym obserwowano ok. 50%

śmiertelność populacji po 14 dniach.

Zwierzęta traktowano ksenobiotykiem, ale także po czasach ekspozycyjnych

dodatkowo przywracano do czystej wody, w celu weryfikacji, czy potencjalnie

pojawiające się zmiany są odwracalne. Schemat eksperymentu przedstawia Fig. 1.

Zwierzęta podzielono więc na następujące grupy eksperymentalne (Tabela 3):

CT – kontrola - zwierzęta cały eksperyment przebywały w czystej wodzie akwariowej,

w warunkach opisanych powyżej;

Ni 1:0 - krewetki hodowane w wodzie akwariowej z dodatkiem niklu przez 1 tydzień;

Ni 2:0 - krewetki hodowane w wodzie akwariowej z dodatkiem niklu przez 2 tygodnie;

Ni 1:1 - krewetki po tygodniowej hodowli w wodzie akwariowej z dodatkiem niklu,

przywrócono do czystej wody i hodowano przez 1 tydzień;

Ni 1:2 - krewetki po tygodniowej hodowli w wodzie akwariowej z dodatkiem niklu

przywrócono do czystej wody na 2 tygodnie;
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Ni 2:1 - krewetki po 2 tygodniowej hodowli w wodzie akwariowej z dodatkiem niklu

przywrócone do czystej wody na 1 tydzień;

Ni 2:2 - krewetki po 2 tygodniowej hodowli w wodzie akwariowej z dodatkiem niklu

przywrócone do czystej wody na 2 tygodnie.

Pozostałe warunki hodowli w/w opisanych grup eksperymentalnych były takie same jak

dla osobników kontrolnych.

Tabela 3. Podział na grupy eksperymentalne

Grupa eksperymentalna Ekspozycja na nikiel Czysta woda

CT - cały eksperyment

Ni 1:0 1 tydzień -

Ni 2:0 2 tygodnie -

Ni 1:1 1 tydzień 1 tydzień

Ni 1:2 1 tydzień 2 tygodnie

Ni 2:1 2 tygodnie 1 tydzień

Ni 2:2 2 tygodnie 2 tygodnie
Objaśnienia: (CT) - kontrola

Jak wcześniej wspomniano, materiał do badań stanowiło wyizolowane z dorosłych

osobników wszystkich grup eksperymentalnych jelito środkowe, a więc jego dwa

odcinki: jelito oraz wątrobotrzustka. Zwierzęta przed sekcją były usypiane

chloroformem i dekapitowane.

Liczba osobników wykorzystanych do badań została przedstawiona w Tabeli 4.
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Tabela 4. Liczba osobników Neocaridina davidi wykorzystywanych do badań

Grupy badawcze

Metody jakościowe Metody ilościowe

TEM +
MŚ

Mikroskopia
konfokalna

TXRF

Cytometria przepływowa

Lyso
Tracker

Red
DHE Aneksyna

V
Multi

Caspase
Oxidative

Stress
Mito

Potential
ATP +

ADP/ATP
Cell

Cycle Ki67

CT
samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5

Ni 1:0
samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5

Ni 2:0
samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5

Ni 1:1
samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5

Ni 1:2
samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5

Ni 2:1
samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5

Ni 2:2
samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5

Objaśnienia: (TEM) – transmisyjna mikroskopia elektronowa, (MŚ) - mikroskopia świetlna, (DHE) – dihydroetydyna, (TXRF) – rentgenowska
spektrometria fluorescencyjna z całkowitym odbiciem promieniowania
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3.3. Metody

3.3.1. Mikroskopia świetlna i histochemia

Osobniki z uzyskanych wszystkich grup eksperymentalnych poddano dekapitacji

oraz wyizolowano jelito środkowe, czyli jelito oraz wątrobotrzustkę. Następnie tkanki

utrwalano w 2,5% glutaraldehydzie (2 h, temp. pokojowa), przepłukano kilkukrotnie w

0,1 M buforze fosforanowym, utrwalano w 1% czterotlenku osmu w 0,1 M buforze

fosforanowym (2 h, temp. 4°C) oraz ponownie przepłukano kilkukrotnie w buforze

fosforanowym. Tkanki następnie poddano stopniowemu odwadnianiu w rosnącym

szeregu alkoholowym (50%, 70%, 80%, 90%, 96% po 15 minut, 4 x 100% po 15

minut), acetonie (15 minut), mieszaninie acetonu z żywicą epoksydową (Epoxy

Embedding Medium Kit, Sigma) (1,5 h, buteleczki zamknięte), przepojono oraz

zatopiono w żywicy epoksydowej (Wróbel i inni 2005), zgodnie z procedurą opisaną we

wcześniejszych pracach dotyczących N. davidi (Sonakowska i inni 2015, 2016,

Sonakowska-Czajka i inni 2021, Włodarczyk i inni 2017, 2019b).

Bloczki eponowe pokrojono na mikrotomie Leica Ultracut UCT25. Uzyskane

skrawki półcienkie (o grubości 0,8 µm) wybarwiono 1% błękitem metylenowym w

0,5% boraksie (dla wizualizacji ogólnej topografii tkanki). Wykonano także następujące

barwienia histochemiczne: metodą PAS, błękitem rtęciowobromofenolowym, Sudanem

Czarnym B.

3.3.1.1. Barwienie metodą PAS – detekcja obojętnych polisacharydów oraz

glikogenu

Szkiełka podstawowe zawierające skrawki eponowe (półcienkie) z

analizowanymi tkankami przepłukano 70% etanolem, następnie inkubowano 10 min w

1% roztworze kwasu nadjodowego, po czym ponownie przepłukano 70% etanolem.

Kolejnym krokiem było naniesienie na skrawki eponowe mieszaniny redukującej (1g

jodku potasu, 1g tiosiarczanu sodu, 30 ml 95% etanolu, 20 ml wody destylowanej oraz

0,5 ml 2N HCl) na 1 minutę i ponowne przepłukanie 70% etanolem. Tak przygotowane

preparaty barwiono odczynnikiem Schiff`a przez 24 godziny w 37 oC. Preparaty

płukano w bieżącej wodzie i zamknięto szkiełka przy pomocy DPX (Litwin 1985). Tak
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przygotowane preparaty analizowano i fotografowano w mikroskopie świetlnym

Olympus BX60.

W pozytywnym wyniku tego barwienia, polisacharydy i glikogen zabarwiają się na

kolor malinowy, czerwony.

3.3.1.2. Barwienie błękitem rtęciowobromofenolowym - detekcja ciał białkowych

Pierwszym etapem barwienia było naniesienie na preparaty 2% kwasu

nadjodowego i przepłukanie ich wodą po upływie 10 minut. Następnie materiał przez

24 godziny był barwiony błękitem rtęciowobromofenolowym w temperaturze 37oC. Po

upływie tego czasu preparaty przepłukano bieżącą wodą, aż do zmiany zabarwienia z

żółtej na niebieską oraz przepłukano w wodzie destylowanej. Na koniec zamknięto

szkiełka przy pomocy DPX (Litwin 1985). Tak przygotowane preparaty analizowano i

fotografowano w mikroskopie świetlnym Olympus BX60.

W pozytywnym wyniku tego barwienia ciała białkowe zabarwiają się na kolor

niebieski.

3.3.1.3. Barwienie Sudanem Czarnym B – detekcja lipidów

Procedura barwienia preparatów z wykorzystaniem tego odczynnika obejmuje

dziesięciominutowe barwienie skrawków Sudanem Czarnym B w temperaturze

pokojowej, szybkie przepłukanie 50% etanolem, przepłukanie w wodzie destylowanej

(Litwin 1985). Szkiełka zamknięto w DPX tuż przed fotografowaniem. Tak

przygotowane preparaty analizowano i fotografowano w mikroskopie świetlnym

Olympus BX60.

W pozytywnym wyniku tego barwienia krople lipidowe zabarwiają się na różne

odcienie czerni, szarości, brązu i granatu.

3.3.2. Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Przygotowanie materiału na potrzeby analiz w transmisyjnym mikroskopie

elektronowym było podobne do opisanej powyżej procedury dla mikroskopii świetlnej.

Skrawki ultracienkie (o grubości 70 nm) zostały pokrojone na ultramikrotomie Leica

Ultracut EM UC7 RT, a w dalszych etapach zostały przeniesione na miedziane siatki i
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wykontrastowane za pomocą octanu uranylu i cytrynianu ołowiu (Sonakowska i inni

2015, 2016, Sonakowska-Czajka i inni 2021, Włodarczyk i inni 2017, 2019b).

Tak przygotowane preparaty analizowano w mikroskopie elektronowym Hitachi H500

przy napięciu 75kV. Uzyskane wyniki udokumentowano na kliszach negatywowych

Kodak Electron Microscope Film 4489.

3.3.3. Rentgenowska spektrometria fluorescencyjna z całkowitym odbiciem

promieniowania (TXRF) - analiza stężenia niklu gromadzonego w krewetkach

W celu oszacowania stężenia niklu gromadzonego w krewetkach na skutek

przeprowadzonego eksperymentu, całe osobniki (po usunięciu pancerzy) suszono przez

7 dni w 110oC. Następnie próbki poddano mineralizacji w HNO3 w mineralizatorze

mikrofalowym. Tak przygotowane próbki analizowano techniką rentgenowskiej

spektrometrii fluorescencyjnej z całkowitym odbiciem promieniowania TXRF

(spektrometr S4 T-STAR, Bruker, Niemcy). Technikę tę wybrano ze względu na

możliwość uzyskania granic wykrywalności na poziomie ng mL-1 (ppb)

(Fernandez-Ruiz 2022).

3.3.4. Mikroskopia konfokalna - analiza jakościowa

3.3.4.1. Barwienie odczynnikiem LysoTracker Red – detekcja silnie kwaśnych

struktur komórkowych w żywych komórkach

Sondy LysoTracker składają się z hydrofobowego fluoroforu połączonego ze

słabą zasadą, która jest tylko częściowo protonowana w obojętnym pH. W stanie

neutralnie naładowanym sondy LysoTracker mogą swobodnie dyfundować przez

nienaruszone błony plazmatyczne żywych komórek. Ze względu na z natury kwaśne

właściwości lizosomu, po dyfuzji do jego wnętrza słabo zasadowe ugrupowanie jest

protonowane. W tym stanie naładowanym sonda nie dyfunduje łatwo przez błonę

organelli, zapewniając zlokalizowaną akumulację dla wyraźnego barwienia kwaśnych

organelli, stąd jest to metoda często stosowana do analizy procesu autofagii (informacja

ze strony producenta - https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/L7528).

Wyizolowane narządy bez utrwalania umieszczono w TBS (Tris buffered saline),

następnie TBS + triton, inkubowano w ciemności przez 5 min w 2,5 mmol/L
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LysoTrackerRed DND-99 (Molecular Probes, L 7528) rozpuszczonym w TBS.

Materiał kilkukrotnie przepłukano w TBS, podbarwiono jądra komórkowe, przy użyciu

1ug/ml DAPI (4′,6-diamidine-2′-phenylindole dihydrochloride), ponownie przepłukano

w TBS. Tak przygotowane tkanki umieszczono w szkiełku podstawowym z łezką,

zamknięto w vectashield oraz obserwowano w mikroskopie konfokalnym Olympus

FluoView FV1000. Długość światła wzbudzającego (laser argon/krypton) 543 nm dla

LysoTracker Red i 405 nm dla barwnika DAPI. (Sonakowska i inni 2016, Włodarczyk i

inni 2019b).

Wynik barwienia: niebieska fluorescencja jąder komórkowych oraz czerwona

fluorescencja silnie kwaśnych struktur w obrębie cytoplazmy komórki.

3.3.4.2. Barwienie odczynnikiem DHE – detekcja reaktywnych form tlenu (ROS)

Dihydroetydyna (DHE) jest barwnikiem swobodnie przenikającym przez błony

komórkowe i umożliwiającym monitorowanie wytwarzania reaktywnych form tlenu w

obrębie komórek. Sonda ta w kontakcie z ROS oksyduje i wytwarza czerwony

fluorescencyjny produkt, który interkaluje do DNA (Koss-Mikołajczyk i inni 2017).

Stąd barwnik ten jest powszechnie wykorzystywany w ocenie lokalizacji

nagromadzenia reaktywnych form tlenu w komórkach i tkankach.

Wyizolowane jelita i wątrobotrzustki bez utrwalania płukano w TBS (badanie

przyżyciowe), następnie w TBS + triton, barwiono w 30µM DHE (Invitrogen)

sporządzonym z 30mM DHE w DMSO, ponownie przepłukano w TBS. Kolejnym

krokiem było podbarwienie jąder komórkowych przy pomocy DAPI (30 min, RT),

ponowne płukanie w TBS, zamykanie szkiełek vectashield (Włodarczyk i inni 2019a).

Tak przygotowane preparaty obserwowano w mikroskopie konfokalnym Olympus

FluoView FV1000 (559 nm dla DHE i 405 nm dla DAPI).

Wynik barwienia: niebieska fluorescencja jąder komórkowych oraz czerwona

fluorescencja wskazująca na lokalizację ROS w obrębie komórki.

3.3.5. Cytometria przepływowa - analiza ilościowa

W celu przeprowadzenia analiz ilościowych wyizolowane z dorosłych

osobników jelita oraz wątrobotrzustki były homogenizowane w zimnym buforze
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PBS/TBS z wykorzystaniem mechanicznego homogenizatora BEAD BUG

MICROTUBE HOMOGENIZER.

3.3.5.1. Aneksyna V – detekcja procesów śmierci komórkowej

Dla celów analizy ilościowej (liczba komórek żywych, komórek na wczesnych i

późnych etapach apoptozy oraz liczby komórek nekrotycznych w obrębie jelita

środkowego N. davidi) wykorzystano zestaw do detekcji apoptozy Annexin V-FITC

apoptosis detection (Abcam®, № ab14085).

Homogenaty wyizolowanych narządów umieszczono w eppendofach w 300µl

PBS przeprowadzono procedurę zgodnie z protokołem producenta (Annexin V-FITC

apoptosis detection): dodano 500 ul 1x Binding Buffer, następnie po 5 μl Aneksyny

V-FITC i jodku propidyny. Tak przygotowane próbki inkubowano w ciemności w

temperaturze pokojowej przez 5 minut. Uzyskaną zawiesinę komórek analizowano w

cytometrze przepływowym Beckman Coulter Instrument FC 500 z laserem argonowym

488 nm. Wyniki poziomu fluorescencji badano za pomocą oprogramowania CXP

Analysis (Poprawa i inni 2022).

3.3.5.2. Muse Multicaspase Kit – analiza aktywacji kaspaz

Muse Multicaspase Kit wykorzystywany jest w analizie ilościowej komórek

żywych, żywych z aktywnymi kaspazami, martwych z aktywnymi kaspazami oraz

martwych. Tak więc wykorzystywany jest w analizie procesów śmierci komórkowej:

apoptozy oraz nekrozy, a także udziału kaspaz apoptotyczych w funkcjonowaniu

komórek. Jelito oraz wątrobotrzustka wyizolowane z osobników N. davidi z wszystkich

grup badanych zostało bez utrwalania (badanie przyżyciowe) po przygotowaniu

homogenatu przygotowane do analizy według protokołu producenta

(https://www.luminexcorp.com/muse-multicaspase-kit/#overview): inkubacja w Muse

MultiCaspase Reagent (30 minut, temp. 37°C, w ciemności), inkubacja w Muse

Caspase 7-AAD 95 minut, temperatura pokojowa, w ciemności). Materiał analizowano

w cytometrze MUSE.
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3.3.5.3. Oxidative Stress – analiza poziomu reaktywnych form tlenu

Analizy z wykorzystaniem zestawu MUSE OXIDATIVE STRESS KIT (Merck

Millipore, No. MCH100111) umożliwiają ilościowy pomiar populacji komórek

zawierających ROS.

Po wyizolowaniu z dorosłych osobników N. davidi z wszystkich grup

badawczych jelita oraz watrobotrzustki przy użyciu homogenizatora wykonano

zawiesinę komórkową, następnie bez utrwalania (analiza przyżyciowa) przeprowadzono

procedurę zgodnie z zaleceniami producenta dla MUSE OXIDATIVE STRESS KIT

(Merck Millipore, No. MCH100111): płukanie w 1X Assay Buffer, inkubacja w

roztworze roboczym Muse Oxidative Stress (30 minut, 37°C, w ciemności). Tak

przygotowane próbki analizowano w cytometrze MUSE (Włodarczyk i inni 2019a).

Wyniki: Procentowy udział komórek ROS(+) oraz ROS(-)

3.3.5.4. Muse MitoPotential Kit – analiza aktywnych i nieaktywnych

mitochondriów

Muse MitoPotential Kit wykorzystywany jest w analizie ilościowej komórek z

mitochondriami spolaryzowanymi/zdepolaryzowanymi. Tak więc zliczany jest

procentowy udział komórek żywych, żywych zawierających mitochondria

zdepolaryzowane, martwych zawierających mitochondria zdepolaryzowane oraz

komórek martwych.

Po wyizolowaniu z dorosłych osobników N. davidi z wszystkich grup

badawczych jelita oraz watrobotrzustki przy użyciu homogenizatora wykonano

zawiesinę komórkową, następnie przeprowadzono procedurę zgodnie z protokołem

producenta dla MUSE MitoPotential Kit (analiza przyżyciowa)

(https://www.luminexcorp.com/muse-mitopotential-kit/#overview): do 100 ul zawiesiny

komórkowej dodano 95 μl MitoPotential working solution (sporządzony przez

rozcieńczenie MitoPotential Dye w 1X Assay Buffer w stosunku 1:1000) i inkubowano

przez 20 min w 37 oC, następnie dodano 5 μl Muse 7-AAD i inkubowano 5 min w

temperaturze pokojowej. Tak przygotowane próbki analizowano w cytometrze

przepływowym MUSE.
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3.3.5.5. Metoda luminometryczna (stężenie ATP i stosunek ADP/ATP)

W celu oceny stężenia ATP oraz wielkości stosunku ADP/ATP wykorzystano

zestawy: ApoSENSOR ATP Cell Viability Bioluminescence Assay Kit (BioVision, №

K254 oraz ApoSENSOR ADP/ATP Ratio Bioluminescence Assay Kit (BioVision, №

K255). Analizę wymienionych parametrów w wyizolowanych narządach osobników z

poszczególnych grup eksperymentalnych przeprowadzono zgodnie z protokołami

producenta. Oznaczanie stężenia ATP opiera się na reakcji oksydacyjnej

dekarboksylacji lucyferyny katalizowanej przez lucyferazę, w obecności

wysokoenergetycznego ATP i jonów magnezu. Natężenie światła mierzono przy

długości fali 562 nm. Poziom ADP mierzono przez jego konwersję do ATP, który jest

wykrywany przy użyciu tej samej reakcji. Wyniki wyrażono jako nmol ATP ∙ mg-1

białka. Zawartość białka mierzono zgodnie z metodą Bradford, stosując albuminę

bydlęcą (zawartość białka > 95%, Fluka) jako standard (Poprawa i inni 2022).

3.3.5.6. Muse Cell Cycle Kit – analiza aktywnych i nieaktywnych mitochondriów

Muse Cell Cycle Kit umożliwia analizę ilościową komórek będących w różnych

fazach cyklu komórkowego: G0/G1, S, G2/M. Wyizolowane z dorosłych osobników

krewetek jelita oraz wątrobotrzustki zostały przygotowane do analizy z wykorzystaniem

cytometru MUSE według protokołu zalecanego na stronie producenta

(https://www.luminexcorp.com/muse-cell-cycle-kit/#overview): utrwalanie w 70%

etanolu (24h, w lodzie), płukanie w buforze PBS, inkubacja w Muse Cell Cycle Reagent

(30 minut, temperatura pokojowa, w ciemności) i analizowane w cytometrze MUSE.

3.3.5.7. Muse Ki67 Proliferation Kit – analiza proliferacji komórek

Muse Ki67 Proliferation Kit umożliwia ilościową analizę komórek ulegających

proliferacji (Ki67+) oraz nieproliferujących (Ki67-) w oparciu o ekspresję biała Ki67.

Wyizolowane narządy z osobników krewetki z wszystkich grup badawczych zostały bez

utrwalania przygotowane według protokołu dedykowanemu temu zestawowi

(https://www.luminexcorp.com/muse-ki67-proliferation-kit/#overview). Homogenat

narządów utrwalano w 1X Fixation Buffer (15 minut, temperatura pokojowa), płukano

(2 x w 1X Assay Buffer), inkubowano w Permeabilization Buffer (15 minut,

temperatura pokojowa), ponownie łukano w 1X Assay Buffer, inkubowano w
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mieszaninie przeciwciał 10µL Muse Hu IgG1-PE oraz 10 µL Muse Hu Ki67-PE) (30

minut, temperatura pokojowa, w ciemności), a następnie analizowano z

wykorzystaniem cytometru MUSE.

3.4. Analiza statystyczna

Wyniki analizy statystycznej zostały przedstawione jako wartości średniej ± SD.

Normalność sprawdzono za pomocą testu Shapiro – Wilk'a. Dane pod kątem

jednorodności wariancji były przeanalizowane za pomocą testu Levene'a równości

wariancji błędów. Aby określić istotności różnic w poziomach analizowanych

parametrów w odniesieniu do różnych terminów traktowania niklem zastosowano

metodę jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), stosując t–Studenta na

poziomie p < 0,05. Korelację wartości parametrycznych wykonano na podstawie

analizy regresji Pearsona z wykorzystaniem modelu regresji wielorakiej. Uzyskane dane

uznawano za istotne przy poziomie p < 0,05. Analizy statystyczne wykonano z

wykorzystaniem pakietu oprogramowania STATISTICA 10.0 (StatSoft, Inc. (2010)

wersja 10.0. http://www.statsoft.com).
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4. WYNIKI

4.1. TXRF - stężenie niklu w krewetkach

Zanieczyszczenie środowiska życia krewetek niklem powoduje gromadzenie

metalu w ciele zwierząt. Najwyższe wartości obserwuje się po tygodniowej ekspozycji

na nikiel (w grupie Ni 1:0). Po dwóch tygodniach ekspozycji (grupa Ni 2:0) poziom

pierwiastka jest niższy niż po 1 tygodniu ekspozycji, co może świadczyć o

“przyzwyczajeniu się” i przystosowaniu się krewetek do obecności ksenobiotyku oraz

aktywacji procesów detoksyfikujących. Po przywróceniu krewetek do wody czystej

poziom pierwiastka minimalnie spada, ale jest nadal obecny w ciele zwierząt (Tabela 5).

Tabela 5. Pomiary zawartości niklu w ciele dorosłych osobników N. davidi (TXRF)

PARAMETRY
Stężenie [mg kg-1]

Oznaczenie I Oznaczenie II Oznaczenie III

CT <LOD <LOD <LOD

Ni 1:0 85 ± 6 72,73 ± 0,01 84,9 ± 0,3

Ni 1:1 52 ± 1 60 ± 1 60,3 ± 0,2

Ni 1:2 48 ± 1 36 ± 4 34 ± 1

Ni 2:0 36 ± 4 52 ± 1 53,7 ± 0,4

Ni 2:1 56 ± 4 90 ± 4 63 ± 2

Ni 2:2 42,1 ± 0,1 53,6 ± 0,2 68,6 ± 0,3

Objaśnienia: (TXRF) - rentgenowska spektrometria fluorescencyjna z całkowitym
odbiciem promieniowania, (CT) - grupa kontrolna, (<LOD) - poniżej granicy
wykrywalności
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4.2. Zmiany w ultrastrukturze nabłonka jelita i wątrobotrzustki Neocaridina davidi

4.2.1. Zmiany w ultrastrukturze komórek jelita N. davidi wywołane obecnością

niklu w środowisku

4.2.1.1. Jelito osobników kontrolnych

Nabłonek jednowarstwowy cylindryczny jelita N. davidi składa się w

dominującym stopniu z komórek trawiennych (komórki D) oraz w mniejszym stopniu z

komórek regeneracyjnych (komórki E), zlokalizowanych w przedniej części jelita.

Nabłonek spoczywa na bezkomórkowej blaszce (błonie) podstawnej, pod którą

zlokalizowane są mięśnie trzewne.

Komórki D (Fig. 2A-B) wykazują regionalizację w rozmieszczeniu organelli w

cytoplazmie, na podstawie czego można wyróżnić 3 obszary: bazalny, okołojądrowy

oraz apikalny. Dla cytoplazmy bazalnej charakterystyczna jest obecność pofałdowanej

bazalnej błony komórkowej, cystern retikulum endoplazmatycznego (ER), aparatów

Golgiego, mitochondriów. W części okołojądrowej oprócz jądra komórkowego

zaobserwować można cysterny retikulum endoplazmatycznego szorstkiego (RER) i

gładkiego (SER). Część apikalna natomiast obfituje w liczne mitochondria, cysterny

retikulum endoplazmatycznego, ciała wielopęcherzykowe oraz pęcherzyki o różnej

gęstości elektronowej. W części tej błona apikalna tworzy mikrokosmki (Fig. 2B).

Autofagia, apoptoza oraz nekroza były obserwowane sporadycznie w komórkach D

jelita osobników grupy kontrolnej. Komórki apoptotyczne charakteryzują się

elektronowo gęstą cytoplazmą, w której transformacji ulegają organelle takie jak

cysterny retikulum endoplazmatycznego, mitochondria, a jądro komórkowe ulega

fragmentacji. Cytoplazma komórek nekrotycznych jest jasna elektronowo, organelle

ulegają rozdęciu. Błony w takiej komórce ulegają rozerwaniu. Natomiast autofagia

związana jest z gromadzeniem w komórkach nabłonka licznych struktur autofagicznych

(autofagosomy, autolizosomy, ciała resztkowe). Komórki E z kolei nie mają kontaktu

ze światłem jelita, a ich cytoplazma uboga jest w organelle, a zawiera nieliczne

mitochondria, cysterny RER czy elektronowo gęste ziarnistości (Fig. 2C). Dokładny

opis ultrastruktury komórek nabłonka jelitowego N. davidi znajduje się w publikacjach
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dotyczących budowy jelita środkowego N. davidi (Sonakowska i inni 2015,

Sonakowska-Czajka i inni 2021), a procesy degeneracyjne (nekroza, apoptoza,

autofagia) opisane zostały przez Sonakowska i inni (2016). W trakcie

przeprowadzonych analiz zaobserwowane zmiany dotyczyły w przypadku jelita tylko

komórek D. Nie zaobserwowano żadnych zmian ultrastrukturalnych w komórkach E,

stąd poniższy opis dotyczy jedynie komórek D.

4.2.1.2. Jelito - zmiany wywołane obecnością niklu w środowisku

Ekspozycja na nikiel wpłynęła na ultrastrukturę komórek trawiennych krewetki

N. davidi. Zmiany degeneracyjne nasilały się wraz z wydłużeniem czasu ekspozycji na

ksenobiotyk. Natomiast w komórkach regeneracyjnych nie zaobserwowano zmian w

żadnej z grup eksperymentalnych.

Po tygodniu ekspozycji na nikiel (Ni 1:0) większość komórek trawiennych nie

wykazywała zmian na poziomie ultrastrukturalnym. W pojedynczych komórkach D

zaobserwowano zwakuolizowane obszary cytoplazmy – obecność licznych wakuol o

elektronowo jasnym wnętrzu (Fig. 3A-C), skrócone mikrokosmki (Fig. 3A-B),

autofagosomy (Fig. 3A-C). Wiele komórek miało także zdegenerowane mitochondria

(Fig. 3A).

Po 2 tygodniach ekspozycji na nikiel (Ni 2:0) w cytoplazmie komórek D

obserwowane były liczne autofagosomy (Fig. 4A-D). Mitochondria były zniszczone,

rozdęte i pozbawione grzebieni (Fig. 4A). Ponadto obserwowano rozdęte cysterny RER,

SER oraz wakuole o jasnym elektronowo wnętrzu. Błony apikalne niektórych komórek

tracą ciągłość, co skutkuje wydostaniem się zawartości komórek trawiennych do światła

jelita (Fig. 4C). Natomiast błona podstawna nabłonka oraz zlokalizowane poniżej

mięśnie wisceralne nie wykazują zmian ultrastrukturalnych (Fig. 4D).

W wyniku ekspozycji zwierząt na nikiel zaobserwowano intensyfikację procesu

autofagii wraz z wydłużeniem ekspozycji krewetek na ksenobiotyk. Na terenie

cytoplazmy komórek D można było zaobserwować wzrastająca liczbę struktur

autofagicznych (autofagosomy, autolizosomy, ciała resztkowe) Pojedyncze zmiany

nekrotyczne pojawiały się w grupie Ni 1:0, natomiast zjawisko silnie narasta w grupie
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Ni 2:0. Pojawiające się komórki nekrotyczne charakteryzowały się ubogą w organelle

komórkowe cytoplazmą, w której często błony organelli lub błony komórkowe ulegały

rozerwaniu. Podczas badań ultrastrukturalnych nie zaobserwowano komórek

apoptotycznych na terenie nabłonka jelita badanego gatunku krewetki.

4.2.1.3. Jelito - zmiany wywołane przywróceniem zwierząt do środowiska

nieskażonego po wcześniejszej ekspozycji na nikiel

Przywrócenie krewetek do czystej wody skutkowało zmniejszeniem liczebności

oraz intensywności zmian degeneracyjnych w komórkach trawiennych. Regeneracja

nabłonka następowała skuteczniej przy 2 tygodniach przywrócenia do czystej wody,

zarówno zwierząt hodowanych wcześniej w wodzie z niklem przez okres 1, jak i 2

tygodni.

Ultrastruktura komórek trawiennych jelita krewetek z grupy Ni 1:1 przypomina

Ni 1:0. W grupie tej w pojedynczych komórkach trawiennych obserwuje się obecność

nielicznych autofagosomów (Fig. 5A-C) oraz zniekształconych mitochondriów (Fig.

5A). Ponadto mikrokosmki niektórych komórek trawiennych nadal są skrócone (Fig.

5A). Można jednak zaobserwować, że w wielu komórkach mitochondria i cysterny ER

mają strukturę prawidłową (Fig. 5C). W grupie Ni 1:2, a więc gdy czas życia w wodzie

czystej został wydłużony o kolejny tydzień, cytoplazma komórek D przypomina swoją

ultrastrukturą cytoplazmę grupy kontrolnej (Fig. 6A-B). Wciąż jednak znaleźć można

pojedyncze komórki ze zdegenerowanymi mitochondriami (Fig. 6A). Natomiast w

obrębie nabłonka komórki nekrotyczne wciąż były obserwowane (Fig. 6C).

Nabłonek jelitowy osobników z grupy Ni 2:1 w przeważającej mierze jest

całkowicie zdegenerowany, ultrastrukturalnie przypomina grupę Ni 2:0. Komórki

wykazują silne zmiany nekrotyczne (Fig. 7A-C), otoczki jądrowe jąder komórkowych

są uszkodzone (Fig. 7B). Ponadto w dalszym ciągu obserwuje się obecność licznych

autofagosomów, jednak intensywność autofagii wyraźnie spada (Fig. 7A-B). Wzrasta

liczba zdegenerowanych mitochondriów, które są rozdęte i mają skrócone grzebienie i

jasną elektronowo cytoplazmę (Fig. 7A). W nabłonku występują także komórki z

prawidłową budową ultrastrukturalną (Fig. 7D).
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W grupie Ni 2:2 wiele komórek D jelita wykazuje nadal cechy nekrotyczne (Fig.

8A), mają jasną elektronowo cytoplazmę (Fig. 8A), w obrębie której występują

pojedyncze autofagosomy (Fig. 8B), uszkodzone, rozdęte mitochondria (Fig. 8A-B),

rozdęte cysterny ER. Ponadto, w błonie apikalnej obserwuje się silnie skrócone

mikrokosmki (Fig. 8A). Znaleźć można było jednak komórki o prawidłowej

ultrastrukturze, w której jedynie mitochondria były rozdęte i posiadały skrócone

grzebienie (Fig. 8B). Pomimo wydłużającego się czasu hodowania zwierząt w wodzie

czystej po 2 tygodniach ekspozycji na nikiel, zmiany degeneracyjne na poziomie

ultrastrukturalnym wciąż były obserwowane, w tym intensywnie zachodziły procesy

nekrotyczne.

4.2.2. Zmiany w ultrastrukturze komórek wątrobotrzustki N. davidi wywołane

obecnością niklu w środowisku

4.2.2.1. Wątrobotrzustka osobników kontrolnych

Wątrobotrzustka badanego gatunku krewetki zbudowana jest z dwóch uchyłków

rozgałęziających się na liczne ślepo zakończone cewki. W obrębie cewek wyróżnia się

3 obszary: dystalny, środkowy oraz proksymalny. Obszar dystalny, zajmujący końcową

część cewek narządu charakteryzuje obecność komórek regeneracyjnych (komórki E);

środkowy - komórek niezróżnicowanych; natomiast w odcinku proksymalnym

występują trzy typy komórek.

Komórki E - w komórkach regeneracyjnych obecne są mitochondria oraz cysterny

RER zlokalizowane wokół dużego, owalnego jądra komórkowego. Błona bazalna tych

komórek nie jest pofałdowana, a w cytoplazmie obserwuje się niewielką ilość organelli

komórkowych. Błona apikalna tych komórek nie tworzy mikrokosmków (Fig. 9A).

Komórki F - mają cytoplazmę nie wykazującą regionalizacji w rozmieszczeniu

organelli komórkowych, błona bazalna jest słabo pofałdowana, natomiast błona

apikalna tworzy mikrokosmki. Komórki te wyróżnia obecność licznych rozdętych

cystern RER, SER oraz aparatów Golgiego. RER jest dobrze rozwinięte w postaci

pęcherzyków o różnej średnicy (Fig. 9B-D).
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Komórki B – mają cytoplazmę nie wykazującą regionalizacji w rozmieszczeniu

organelli komórkowych, a błona apikalna tworzy mikrokosmki. Cała cytoplazma tych

komórek jest uboga w cysterny RER, SER, natomiast bogata w mitochondria oraz

wolne rybosomy. Charakterystyczna dla tych komórek jest także obecność licznych kul

o różnej gęstości elektronowej z materiałami zapasowymi (Fig. 9B).

Komórki R – cała cytoplazma, w której jądro zajmuje często centralną część, jest

bogata w cysterny RER oraz SER, a także aparaty Golgiego. Pęcherzyki o różnej

gęstości elektronowej zlokalizowane są w pobliżu błony apikalnej, pod którą znajduje

się warstwa korowa posiadająca korzenie filamentów mikrokosmków, a także liczne

struktury autofagiczne (Fig. 9C-D).

Dokładny opis ultrastruktury komórek wątrobotrzustki znajduje się w publikacji

dotyczącej budowy jelita środkowego N. davidi (Sonakowska i inni 2015,

Sonakowska-Czajka i inni 2021). Analiza nie wykazała żadnych zmian w komórkach

zajmujących dystalny oraz środkowy region cewek tego narządu, stąd też poniższy opis

dotyczy jedynie komórek występujących w regionie proksymalnym.

4.2.2.2. Wątrobotrzustka - zmiany wywołane obecnością niklu w środowisku

Obecność niklu w środowisku życia N. davidi wpłynęła na ultrastrukturę

komórek budujących region proksymalny cewek wątrobotrzustki, a więc na komórki F,

B i R. Nie zaobserwowano żadnych zmian w komórkach E, stąd dalsze badania dotyczą

jedynie komórek F, B oraz R.

Po tygodniowej ekspozycji na nikiel (grupa Ni 1:0) na terenie cytoplazmy

komórek tworzących nabłonek proksymalnej części cewek zaobserwować można było

pojedyncze zmiany degeneracyjne, zwakuolizowane obszary cytoplazmy, a także

nieznaczny wzrost liczby autofagosomów na terenie komórek F, B oraz R (Fig. 10A-B).

Brak zmian związanych z materiałami zapasowymi nagromadzonymi na terenie

komórek B (Fig. 10B). Natomiast przy wydłużającej się ekspozycji na ksenobiotyk (2

tygodnie, Ni 2:0) nasilała się intensywność oraz częstotliwość obserwowanych zmian

degeneracyjnych. Zaobserwowano wzrost intensywności procesu nekrozy (Fig. 11A), a

także wzrost liczby autofagosomów na terenie wszystkich opisywanych typów komórek
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(Fig. 11A-C). Komórki F posiadają silnie skrócone mikrokosmki. Cytoplazmę

komórek tych cechuje obecność licznych autofagosomów, zdegenerowanych

mitochondriów, rozdętych cystern ER oraz obecność obszarów zwakuolizowanych (Fig.

11A-B). Komórki B, a także komórki R wykazują wakuolizację w obrębie cytoplazmy

oraz obecność rozdętych cystern ER (Fig. 11A, 11C). Analiza z wykorzystaniem TEM

nie wykazała obecności komórek apoptotycznych w przypadku opisywanych typów

komórek.

4.2.2.3. Wątrobotrzustka - zmiany wywołane przywróceniem zwierząt do

środowiska nieskażonego po wcześniejszej ekspozycji na nikiel

Przywrócenie krewetek po tygodniowej ekspozycji na nikiel do wody czystej

przyczyniło się do częściowej regeneracji komórek na poziomie ultrastrukturalnym,

zwłaszcza przy 2 tygodniach w czystej wodzie, gdzie ultrastruktura wszystkich

komórek tworzących proksymalny region cewek tego narządu u zwierząt grupy Ni 1:2

przypomina grupę kontrolną (CT). W grupie Ni 1:1 oraz Ni 1:2 zaobserwować można

było wciąż pojedyncze zmiany degeneracyjne (Fig. 12A-C, Fig. 13 A-B) wskazujące na

proces nekrozy (cytoplazma jasna elektronowo, uboga w organelle, które często są

rozdęte lub mają rozerwane błony). W grupach Ni 1:1 oraz Ni 1:2 obserwowano wzrost

liczby struktur autofagicznych, a także spadek liczby kul z elektronowo gęstym

materiałem zapasowym. Kule, które występują na terenie cytoplazmy stają się jasne

elektronowo.

W przypadku zwierząt hodowanych w środowisku niklowym, po przeniesieniu

ich do wody czystej na 1 tydzień (Ni 2:1), silne zmiany degeneracyjne (nekrotyczne)

wciąż dotyczyły wszystkich typów komórek regionu proksymalnego cewek narządu

(Fig. 14 A-C). Tak więc wiele organelli komórek B, F oraz R jest rozdętych, a

cytoplazma elektronowo jasna zawiera niewielkie ich ilości.

W komórkach F obserwowano silnie zwakuolizowane obszary cytoplazmy,

natomiast nie tak silne jak w przypadku grupy Ni 2:0. Cytoplazmę komórek tych

cechuje też mniejsza liczba autofagosomów oraz w dalszym ciągu obecność rozdętych

cystern ER (Fig. 14C). W cytoplazmie komórek B zaobserwowano liczne kule
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materiału zapasowego, natomiast cytoplazma nadal wykazuje silną wakuolizację oraz

obecność rozdętych cystern ER, a także autofagosomów (Fig. 14B).

2 tygodnie życia zwierząt w czystej wodzie po 2 tygodniach ekspozycji na

ksenobiotyk (Ni 2:2) nie jest także wystarczające dla pełnej regeneracji tkanki (Fig. 15

A-C). W obrębie komórek F zwakuolizowane obszary cytoplazmy nie dotyczą już

znacznych obszarów komórki, lecz miejscowych pojedynczych obszarów. Natomiast

obserwuje się liczne autofagosomy oraz rozdęte cysterny ER (Fig. 15A-B). Komórki B

wyróżnia obecność materiałów zapasowych w trakcie trawienia, co nie było zauważalne

w grupie Ni 2:1. Ponadto widoczne są liczne autofagosomy (Fig. 15C).

4.3. Histochemia – analiza zmian w materiałach zapasowych jelita i

wątrobotrzustki N. davidi w trakcie eksperymentu

Jelito - Traktowanie krewetek niklem nie wpłynęło na gromadzenie materiałów

zapasowych w obrębie komórek trawiennych i regeneracyjnych. Komórki te we

wszystkich grupach eksperymentalnych, podobnie jak w kontroli nie gromadzą

materiałów zapasowych i są: PAS-negatywne, BPB-negatywne, Sudan Czarny

B-negatywne (Fig. 16A-C, 17-19).

Wątrobotrzustka - Obecność niklu w środowisku życia krewetek wpływa na

obecność gromadzonych w komórkach materiałów zapasowych. W grupie kontrolnej

komórki typu B gromadzą materiały zapasowe w postaci polisacharydów oraz lipidów,

tak w grupach Ni 1:0 oraz Ni 2:1 obok materiału zawierającego lipidy oraz

polisacharydy, zaobserwowano gromadzenie białek (BPB-pozytywne), podczas gdy w

pozostałych grupach materiały zapasowe uległy wyraźnej redukcji (Fig. 16D-F, 17-19).

4.4. Autofagia w nabłonku jelita i wątrobotrzustki N. davidi – analiza jakościowa

Analiza z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej potwierdziła obecność silnie

kwaśnych struktur, do których należą struktury autofagiczne w cytoplazmie komórek D

jelita. Obecność niklu w środowisku życia krewetek wpłynęła na intensyfikację procesu

autofagii, tak więc najsilniejsze sygnały pochodziły z komórek D w obu narządach
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zwierząt eksponowanych na nikiel przez okres 2 tygodni (Ni 2:0). U zwierząt

przywróconych do wody nieskażonej zaobserwowano spadek intensywności sygnałów

emitowanych przez silnie kwaśne struktury komórkowe. Sygnały emitowane przez

struktury silnie kwaśne są słabsze, adekwatnie do czasu oczyszczania (czyli

obserwowane jeszcze przy 1 tygodniu w czystej wodzie w grupie Ni 1:1 i występujące

rzadziej przy 2 tygodniach w czystej wodzie, grupa Ni 2:2 (Fig. 20).

W wątrobotrzustce zaobserwowano wzrost intensywności sygnałów

pochodzących od silnie kwaśnych struktur wraz z wydłużającym się czasem ekspozycji

zwierząt na nikiel (najsilniejsze sygnały – grupa Ni 2:0). Przywrócenie zwierząt do

życia w wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na ksenobiotyk wpływa na

obniżenie intensywności sygnałów pochodzących z silnie kwaśnych struktur, jednak w

grupach Ni 1:1 oraz Ni 1:2 sygnały te nadal są silne (Fig. 20). Przywrócenie do wody

czystej w przypadku wątrobotrzustki skutkuje obecnością rozproszonych w całej

cytoplazmie czerwonych sygnałów w grupach Ni 1:1, mniejszych, licznych, skupionych

czerwonych sygnałów w grupie Ni 2:1 oraz dużych czerwonych skupionych sygnałów

w grupie Ni 2:2. W grupie Ni 1:2 czerwone sygnały wyraźnie słabną. Porównując oba

narządy, w wątrobotrzustce sygnały są liczniejsze niż w nabłonku jelitowym (Fig. 20).

4.5. Śmierć komórkowa w jelicie i wątrobotrzustce N. davidi - analiza ilościowa

Ilościowa analiza wykazała więcej komórek wczesno-apoptotycznych i komórek

późno-apoptotycznych w wątrobotrzustce niż w jelicie niezależnie od długości

ekspozycji na metal (Fig. 21A-B, 22A-B). Po jednym oraz dwóch tygodniach

ekspozycji na metal średni odsetek komórek apoptotycznych w wątrobotrzustce wynosił

odpowiednio: 5,1% i 6,5% oraz 14,1% i 30,8% dla komórek późno-apoptotycznych

(Fig. 21B, 22B). Natomiast w jelicie wartości procentowe były średnio prawie 5-krotnie

niższe dla komórek wczesno-apoptotycznych oraz 7-krotnie i 15-krotnie niższe dla

komórek późno-apoptotycznych odpowiednio dla jednego i dwóch tygodni ekspozycji

na metal (Ni grupy -1 tydzień i Ni - 2 tygodnie) (Fig. 21A, 22A).

Z kolei średni odsetek komórek z przejawami nekrozy wynosił w wątrobotrzustce

odpowiednio 12,3% i 10,7%, natomiast w jelicie 9,5% i 8,3% odpowiednio po 1
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tygodniu i 2 tygodniach ekspozycji na Ni (Fig. 23). Jedynie w przypadku

wątrobotrzustki różnice te były istotne w stosunku do grupy kontrolnej, niezależnie od

czasu ekspozycji na metal (Ni: 1 tydzień: P=0,001; Ni: 2 tygodnie: P=0,01) (Fig. 23B).

Przebywanie w czystej wodzie powodowało stopniowy i postępujący spadek liczby

komórek apoptotycznych, późnoapoptotycznych i nekrotycznych w wątrobotrzustce do

poziomu kontrolnego, podczas gdy w jelicie ich liczba wzrastała po jednym lub dwóch

tygodniach przebywania w nieskażonej wodzie (Fig. 21-23).

Finalnie, po powrocie do czystej wody, odsetek żywych komórek wątrobotrzustki był

podobny do kontroli (Fig. 24B), natomiast w jelicie był istotnie niższy niż w grupie

kontrolnej, u osobników po jednym lub dwóch tygodniach ekspozycji na metal i

jednocześnie przebywaniu w czystej wodzie (odpowiednio: P=0,007, P=0,0003 jeden

tydzień w czystej wodzie; P=0,02, P=0,001 dwa tygodnie w czystej wodzie) (Fig. 24A).

Analiza ilościowa z użyciem MUSE® MultiCaspase Kit wykazała, że obecność

niklu w środowisku życia krewetek ma wpływ na aktywację kaspaz, które z kolei

świadczą o aktywacji procesu apoptozy w komórce. Po tygodniu ekspozycji na nikiel

poziom żywych komórek kaspazo-pozytywnych w wątrobotrzustce wzrósł trzykrotnie,

natomiast w jelicie nie zwiększył się. Przywrócenie do wody czystej przyczyniło się do

obniżenia poziomu aktywnych kaspaz, zwłaszcza w wątrobotrzustce (Fig. 25 i 26).

Najmniejszy odsetek komórek żywych (LL) zanotowano w jelitach osobników

poddanych ekspozycji dwutygodniowej na Ni i oczyszczaniu trwającemu 1 tydzień

(P<0,00001). Poziom tego parametru w komórkach jelita osobników narażonych na

nikiel, był o 31% niższy niż w kontroli (Fig. 25A).

Najmniejszy odsetek żywych komórek kaspazo-pozytywnych (LR), średnio

ośmiokrotnie niższy niż w kontroli, zanotowano w jelitach osobników poddanych

ekspozycji jednotygodniowej na Ni i oczyszczaniu trwającemu 2 tygodnie (Ni 1:2)

(P=0,00001) (Fig. 25B). W pozostałych grupach poddanych ekspozycji

jednotygodniowej, poziom analizowanego parametru był także niższy, średnio o 40%,

niż w kontroli (P=0,023). Z kolei odsetek żywych komórek kaspazo-pozytywnych w

komórkach jelita osobników narażonych na nikiel przez dwa tygodnie i oczyszczanych

przez tydzień (Ni 2:1), był prawie pięciokrotnie wyższy niż w pozostałych grupach,

poddanych 2 tygodniowej ekspozycji na metal (P<0, 0000). Wykazano istotne różnice

42

42:4448206039



statystyczne w poziomie tego parametru między komplementarnymi grupami

podlegającymi oczyszczeniu, przy obu czasach ekspozycji (Fig. 25B).

Najmniejszy odsetek martwych komórek kaspazo-pozytywnych, pięciokrotnie

niższy niż w kontroli zanotowano w jelitach osobników poddanych ekspozycji

jednotygodniowej na Ni i oczyszczaniu trwającemu 2 tygodnie (Ni 1:2) (P<0,0000)

(Fig. 25C). W pozostałych grupach poddanych ekspozycji jednotygodniowej, poziom

analizowanego parametru był niższy niż w kontroli, lecz tylko w przypadku osobników

z grupy narażonej na Ni, ale nie poddanej oczyszczeniu, były to różnice istotne

statystycznie względem kontroli (P=0,00003). Z kolei odsetek martwych komórek

kaspazo-pozytywnych w komórkach jelita osobników narażonych na nikiel przez dwa

tygodnie i oczyszczanych przez tydzień (Ni 2:1), był prawie 0,5% wyższy niż w

kontroli (CT) (P=0, 0007). Najniższą wartość tego parametru (0,37%) zanotowano w

jelitach osobników narażonych na nikiel przez dwa tygodnie i oczyszczanych przez 2

tygodnie (Ni 2:2). Wykazano istotne różnice statystyczne w poziomie tego parametru

między komplementarnymi grupami podlegającymi oczyszczeniu, po 1 tygodniu

oczyszczania (P=0,00004) (Fig. 25C). W obu czasach ekspozycji na Ni

(jednotygodniowa/dwutygodniowa) najniższy odsetek komórek martwych (UR)

odnotowano w jelitach osobników poddanych oczyszczaniu trwającemu 2 tygodnie (Ni

1:2, Ni 2:2). Uzyskane wartości różniły się istotnie od wartości kontrolnych

(odpowiednio: 0, 38 %, P=0,00003; 0,26 %, P=0,00001) (Fig. 25D).

W przypadku wątrobotrzustki niezależnie od czasu ekspozycji na nikiel

największy odsetek komórek żywych (LL) zanotowano w wątrobotrzustce osobników

poddanych oczyszczaniu trwającemu 2 tygodnie (Ni 1:2, Ni 2:2). Poziom tego

parametru w wątrobotrzustce osobników narażonych na nikiel był o 6% wyższy niż w

kontroli (CT) w przypadku osobników poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni

(Ni 1:0) i 5 % w przypadku osobników poddanych ekspozycji dwutygodniowej (Ni

2:0). Z kolei najmniejszy odsetek żywych komórek wykazano w wątrobotrzustkach

osobników poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni (75, 8%) (Fig. 26A).

Największy odsetek żywych komórek kaspazo-pozytywnych (LR), średnio

trzykrotnie wyższy niż w kontroli, zanotowano w watrobotrzustce osobników

poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni (Ni 1:0) (P<0,00000) (Fig. 26B). Z kolei

najmniejszy odsetek żywych komórek kaspazo-pozytywnych (LR), średnio
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siedmiokrotnie niższy niż w kontroli, zanotowano w wątrobotrzustce osobników

poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni i oczyszczaniu trwającemu 2 tygodnie

(Ni 1:2) (P<0,00000). Oczyszczanie trwające jeden tydzień (Ni 1:1) wywołało

obniżenie wartości tego parametru do poziomu kontrolnego (Fig. 26B). Z kolei odsetek

żywych komórek kaspazo-pozytywnych w wątrobotrzustce osobników narażonych na

nikiel przez dwa tygodnie i oczyszczanych przez tydzień (Ni 2:1), był prawie

siedmiokrotnie wyższy niż w grupie kontrolnej (CT) (P<0, 0000). Wykazano istotne

różnice statystyczne w poziomie tego parametru między komplementarnymi grupami

podlegającymi oczyszczeniu, w obu czasach ekspozycji (Fig. 26B).

Najmniejszy odsetek martwych komórek kaspazo-pozytywnych,

dziesięciokrotnie niższy niż w kontroli zanotowano w wątrobotrzustkach osobników

poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni (Ni 1:0) (P=0,016) (Fig. 26C).

Ekspozycja dwutygodniowa na ten metal nie spowodowała wyraźnych zmian w

wielkości tego parametru w porównaniu z kontrolą. Największy odsetek martwych

komórek kaspazo-pozytywnych, ponad dwukrotnie większy niż w kontroli, wykazano w

wątrobotrzustce osobników poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni i

oczyszczanych przez 1 tydzień (Ni 1:1) (P=00005). Wykazano istotne różnice

statystyczne w poziomie tego parametru między komplementarnymi grupami

podlegającymi oczyszczeniu, po 1 tygodniu oczyszczania (P=0,00001) (Fig. 26C).

Odsetek komórek martwych (UR) w wątrobotrzustce osobników poddanych

ekspozycji jednotygodniowej na Ni i oczyszczanych przez 1 tydzień (Ni 1:1) lub 2

tygodnie (Ni 1:2) był istotnie wyższy niż w kontroli, średnio trzykrotnie (Fig. 26D).

Poziom tego parametru w wątrobotrzustce osobników narażonych na nikiel przez 2

tygodnie był najwyższy (2,09%) u osobników przebywających w wodzie czystej przez 1

tydzień. Wykazano istotne różnice statystyczne w poziomie tego parametru między

komplementarnymi grupami podlegającymi dwutygodniowemu oczyszczeniu (P=0,025)

(Fig. 26D).

4.6. Poziom reaktywnych form tlenu (ROS) w jelicie i wątrobotrzustce N. davidi

Analiza jakościowa z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej (barwienie

odczynnikiem DHE) wykazała, że ekspozycja krewetek na nikiel przyczynia się do
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intensyfikacji stresu oksydacyjnego w komórkach budujących analizowane narządy.

Czerwone sygnały świadczące o obecności ROS w obrębie cytoplazmy komórek, czy

jąder komórkowych są szczególnie liczne w grupach ekspozycyjnych obu

analizowanych narządów. Przywrócenie krewetek do czystej wody na tydzień nie

przyczynia się do zmniejszenia intensywności sygnałów emitowanych przez komórki

ROS-pozytywne zarówno w jelicie, jak i wątrobotrzustce. Porównując oba narządy,

stres oksydacyjny wywołany ekspozycją krewetek na nikiel jest wyższy w

wątrobotrzustce we wszystkich grupach eksperymentalnych, co może wiązać się z

istotną funkcją tego narządu w procesach detoksykacji. W obu narządach w grupie Ni

2:1 zaobserwowano silny wzrost sygnałów emitowanych przez komórki

ROS-pozytywne (Fig. 27).

Uzyskane wyniki z analizy jakościowej stresu oksydacyjnego są zbieżne z

wynikami z analizy ilościowej z cytometru (MUSE® Oxidative Stress Kit). Niezależnie

od czasu ekspozycji na metal, odsetek komórek ROS-pozytywnych w obu narządach

był istotnie wyższy w porównaniu z kontrolą (Fig. 28): wyższe średnio 2- i 3-krotnie w

jelicie oraz 2-krotnie i 5-krotnie w przypadku wątrobotrzustki odpowiednio dla jednego

i dwóch tygodni ekspozycji na metal (Ni 1:0, Ni 2:0) (Fig. 28). Po umieszczeniu

zwierząt w wodzie czystej odsetek komórek ROS-pozytywnych w obu narządach był

znacznie wyższy w porównaniu z osobnikami grupy kontrolnej (CT) i podobny do grup

po tygodniowej lub dwutygodniowej ekspozycji na metal. Jedynie w wątrobotrzustce

osobników po tygodniowej ekspozycji na Ni odsetek komórek ROS-pozytywnych był

istotnie niższy niż u osobników ponownie przebywających w wodzie nieskażonej.

4.7. Aktywność mitochondrialna w komórkach jelita i wątrobotrzustki N. davidi

Analiza ilościowa wykazała, że największy odsetek komórek ze

zdepolaryzowanymi mitochondriami, średnio dwukrotnie wyższy niż w kontroli,

zanotowano w jelitach osobników poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni i

oczyszczaniu trwającemu 2 tygodnie (Ni 1:2) (P=0,002) (Fig. 29). Dwutygodniowa

ekspozycja na nikiel (Ni 2:0) skutkowała blisko dwukrotnym, względem kontroli,

wzrostem liczby komórek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami (P=0,049). Nie
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stwierdzono różnic w odniesieniu do kontroli w poziomie tego parametru w komórkach

jelita osobników z grup Ni 2:1 i Ni 2:2. Dwutygodniowe oczyszczanie w czystej

wodzie osobników z grupy otrzymującej nikiel przez dwa tygodnie skutkowało istotnie

niższym poziomem komórek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami niż w przypadku

ekspozycji jednotygodniowej (P=0,022) (Fig. 29).

Analiza ilościowa wątrobotrzustki wykazała największy odsetek komórek ze

zdepolaryzowanymi mitochondriami, średnio 130-krotnie wyższy niż w kontroli, w

wątrobotrzustce osobników poddanych ekspozycji dwutygodniowej na metal (Ni 2:0,

P<0,0000) (Fig. 30). Jednotygodniowa ekspozycja na nikiel (Ni 1:0) skutkowała ponad

trzydziestokrotym względem kontroli, wzrostem liczby komórek ze zdepolaryzowanymi

mitochondriami, ale nie były to różnice istotne statystycznie. Nie stwierdzono różnic w

odniesieniu do kontroli, w poziomie tego parametru w watrobotrzustce osobników

narażonych na nikiel przez dwa tygodnie i przeniesionych do wody czystej na okres 1 i

2 tygodni (Ni 2:1, Ni 2:2). Jedno– i dwutygodniowe oczyszczanie w czystej wodzie

osobników z grupy otrzymującej nikiel przez 1 tydzień (Ni 1:1, Ni 1:2) skutkowało

istotnie wyższym poziomem komórek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami w

porównaniu z kontrolą (odpowiednio P=0,017; P=0, 00008) (Fig. 30).

4.8. Zmiany poziomu ATP i ADP w komórkach jelita i wątrobotrzustki N. davidi

Tygodniowa ekspozycja na nikiel (grupa Ni 1:0) nie spowodowała zmian

stężenia ATP w komórkach jelita, podczas gdy ekspozycja dwutygodniowa (Ni 2:0)

wywołała ponad dwukrotne zmniejszenie stężenia ATP w porównaniu z kontrolą (CT)

(P=0,0004) (Fig. 31A). Stężenie ATP w jelicie osobników poddanych jednotygodniowej

ekspozycji na Ni i oczyszczaniu było zbliżone, lecz istotnie niższe niż w kontroli (Ni

1:1: P=0,019; Ni 1:2: P=0.009). W przypadku osobników eksponowanych na metal

przez 2 tygodnie, długość czasu oczyszczania nie wpłynęła na poziom stężenia ATP w

komórkach jelita, bowiem był on istotnie niższy niż w kontroli, prawie dwukrotnie w

odniesieniu do kontroli (Ni 2:1: P=0,008; Ni 2:2: P=0.022) i nie różnił się istotnie od

poziomu ATP notowanego w jelitach osobników nie poddanych oczyszczeniu (Fig.

31A).
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Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian wielkości wskaźnika ADP/ATP w

komórkach jelita po jednotygodniowej ekspozycji na nikiel (grupa Ni 1:0), podczas gdy

ekspozycja dwutygodniowa (Ni 2:0) wywołała blisko czterokrotny wzrost tego

wskaźnika w porównaniu z kontrolą (CT) (P=0,024) (Fig. 31B). Poziom ADP/ATP w

jelicie osobników poddanych jednotygodniowej ekspozycji na Ni i jednotygodniowemu

oczyszczeniu w czystej wodzie (Ni 1:1) był istotnie wyższy w odniesieniu zarówno do

kontroli, jak i grupy poddanej działaniu metalu w wymienionym czasie (P=0,018). W

przypadku osobników eksponowanych na metal przez 2 tygodnie, jednotygodniowe

oczyszczanie (Ni 2:1) spowodowało wzrost wielkości ADP/ATP w komórkach jelita w

odniesieniu do kontroli (P=0.0001), podczas gdy w grupie Ni 2:2 wielkość wskaźnika

nie różniła się od kontroli (Fig. 31B).

Ekspozycja na nikiel (grupa Ni 1:0 i Ni 2:0) spowodowała istotne względem

kontroli obniżenie stężenia ATP w komórkach wątrobotrzustki: blisko dwukrotne po

ekspozycji jednotygodniowej (Ni 1:0, P=0,03) i prawie pięciokrotne po ekspozycji

dwutygodniowej (Ni 2:0, P=0,0002 (Fig. 32A). Długość okresu życia zwierząt w

wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na nikiel nie zmieniła poziomu ATP w

komórkach tego narządu, bowiem był on porównywalny u osobników wszystkich grup

(Fig. 32A).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian wielkości wskaźnika ADP/ATP w

komórkach wątrobotrzustki po jednotygodniowej ekspozycji na nikiel (grupa Ni 1:0),

podczas gdy ekspozycja dwutygodniowa (Ni 2:0) wywołała blisko trzynastokrotny

krotny wzrost tego wskaźnika w porównaniu z kontrolą (CT) (P=0,0006) (Fig. 32B).

Poziom ADP/ATP w wątrobotrzustce osobników poddanych jednotygodniowej

ekspozycji na Ni i jednotygodniowemu oczyszczeniu (Ni 1:1) w czystej wodzie był

blisko trzynastokrotnie wyższy w odniesieniu do kontroli (P=0,036). Oczyszczanie

dwutygodniowe (Ni 1:2) spowodowało obniżenie wielkości wskaźnika do poziomu,

który nie różnił się od kontroli. W przypadku osobników eksponowanych na metal

przez 2 tygodnie, zarówno jedno- jak i dwutygodniowe oczyszczanie (Ni 2:1, Ni 2:2)

spowodowało obniżenie wskaźnika ADP/ATP do poziomu kontrolnego (Fig. 32B).
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4.9. Analiza cyklu komórkowego w komórkach jelita i wątrobotrzustki N. davidi

W obu czasach ekspozycji na nikiel, niezależnie od długości okresu

oczyszczania, odsetek komórek w fazie G0/G1 w jelicie był istotnie niższy, niż w

pozostałych grupach doświadczalnych (P<0.0000). Ponadto, niezależnie od czasu

narażenia zwierząt na nikiel, najwyższy odsetek tego parametru zanotowano u

osobników poddanych działaniu tylko metalu (98,6%) (Fig. 33A).

Niezależnie od czasu ekspozycji na nikiel, wykazano istotne, w odniesieniu do

kontroli, obniżenie w jelicie odsetka komórek w fazie S (Fig. 33B) i G2/M (Fig. 33C)

(P<0.0000). W przypadku obu parametrów, odsetek komórek w jelicie po jedno- i

dwutygodniowym oczyszczaniu, był istotnie wyższy w grupie poddanej 1

tygodniowemu narażeniu na nikiel, w porównaniu z okresem narażenia

dwutygodniowego (P<0.0000) (Fig. 33B-C).

W przypadku wątrobotrzustki w grupie osobników poddanych jednotygodniowej

ekspozycji na metal odsetek komórek w fazie G0/G1 u osobników poddanych ekspozycji

na metal (98,4%) był zbliżony do kontroli, jednak istotnie wyższy, w porównaniu do

wartości notowanych u osobników po jednym (P=0,03) i dwóch tygodniach

oczyszczania (P=0,01) (Fig. 34A).

Niezależnie od czasu ekspozycji na nikiel, wykazano w wątrobotrzustce

obniżenie odsetka komórek w fazie S (Fig. 35B) i G2/M (Fig. 34C), jednak nie były to

zmiany istotne względem kontroli. W przypadku obu parametrów (%S i %G2/M) po

dwutygodniowym oczyszczaniu, odsetek komórek był istotnie wyższy w grupie

poddanej 1 tygodniowemu narażeniu na nikiel, w porównaniu z okresem narażenia

dwutygodniowego (P<0.0000) (Fig. 34B-C).

4.10. Proliferacja komórek jelita i wątrobotrzustki N. davidi

Analiza ilościowa z wykorzystaniem MUSE® Ki67 Proliferation Kit wykazała,

że najwyższy odsetek komórek Ki67-pozytywnych (ulegających proliferacji)

zanotowano w jelitach osobników poddanych jednotygodniowej ekspozycji na nikiel

(Ni 1:0). W tym czasie ekspozycji był on blisko o 6% wyższy niż w kontroli (CT,

P=0,0007), o 9% wyższy niż u osobników przebywających w wodzie czystej przez

tydzień (Ni 1:1, P=0,0001) oraz o 10% wyższy niż u osobników oczyszczanych przez 2
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tygodnie (Ni 1:2, P=0,0001) (Fig. 35). Z kolei w grupie osobników poddanych

dwutygodniowej ekspozycji (Ni 2:0) na metal odsetek komórek Ki67-pozytywnych był

porównywalny do w kontroli (CT). Tylko w przypadku osobników poddanych

dwutygodniowemu oczyszczaniu (Ni 2:2) zanotowano istotne, blisko trzykrotne,

obniżenie odsetka tych komórek względem kontroli i pozostałych grup. Wykazano

ponadto istotne różnice statystyczne w poziomie tego parametru między

komplementarnymi grupami zwierząt przebywającymi w środowisku skażonym niklem

przez jeden (Ni 1:0) i dwa tygodnie (Ni 2:0) oraz podlegającymi oczyszczeniu przez

okres 1 tygodnia (Ni 1:1, Ni 2:1) (Fig. 35).

W przypadku wątrobotrzustki, jednotygodniowa ekspozycja na Ni (Ni 1:0)

spowodowała wzrost odsetka komórek Ki67-pozytywnych średnio o 3%, względem

kontroli (P=0,04). Dla tego czasu ekspozycji na metal zanotowano także istotny

względem kontroli wzrost odsetka tych komórek po jednym tygodniu oczyszczania (Ni

1:1), blisko o 6% (P=0,00008). Dwutygodniowe oczyszczanie (Ni 1:2) wywołało

jednak istotne względem kontroli obniżenie (o prawie 5%) odsetka tych komórek

(P=0,00009) (Fig. 36). Z kolei w grupie osobników poddanych dwutygodniowej

ekspozycji na metal odsetek komórek Ki67-pozytywnych w wątrobotrzustce, tylko w

grupie poddanej jednotygodniowemu oczyszczaniu (Ni 2:1) był istotnie wyższy niż w

kontroli (CT) o blisko 7 % (P=0,00002). Wykazano ponadto istotne różnice

statystyczne w poziomie tego parametru między komplementarnymi grupami

hodowanymi w wodzie skażonej niklem przez jeden i dwa tygodnie (Ni 1:0, Ni 2:0)

oraz podlegającymi oczyszczeniu przez okres 2 tygodni (Ni 1:2, Ni 2:2) (P<0,00000)

(Fig. 36).
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5. DYSKUSJA

5.1. Stężenie niklu w środowisku wodnym

Nikiel jest uważany za jeden z metali obok ołowiu i kadmu, który może

negatywnie wpływać na funkcjonowanie organizmów, może zaburzać homeostazę

tkanek i komórek, a w konsekwencji wywoływać efekty letalne. Może także

kumulować się w organizmach i ostatecznie przekazywany będzie do kolejnych ogniw

łańcuchów troficznych. W przypadku wód słodkich podaje się, że stężenia niklu nie

powinno przekraczać 0,03 mg/l, jednak jako najwyższe dopuszczalne stężenie tego

metalu w wodach słodkich to 0,02 mg/l. W wodzie mineralnej pakowanej w butelkach

stężenie niklu wynosi najczęściej 25 µg/l (Allen i inni 1989), 1,9 μg/l, 20 μg/l lub nawet

30,3 μg/l (Bertoldi i inni 2011). Natomiast dopuszczalne stężenie niklu w wodzie pitnej

lub w wodzie mającej kontakt z powłokami niklowymi to 0,2 mg/l. Wiele badań

prowadzonych było na kręgowcach, jak i bezkręgowcach słodkowodnych w celu

ustalenia stężeń letalnych oraz dopuszczalnych, w których zwierzęta ta przeżywają, czy

nie wykazują żadnych efektów letalnych, a także są zdolne do rozwoju i rozrodu. Jak się

okazuje dla różnych gatunków ryb słodkowodnych dochodzi do obniżenia liczebności,

czy rozrodczości zwierząt przy różnych stężeniach niklu (Pickering 1974, Blaylock i

Frank, 1979). Prowadzi się badania między innymi z wykorzystaniem parametrów:

LD50, LC50 czy LT50, gdzie LD50 - mówi o dawce substancji wywołującej śmierć u

połowy badanej populacji; LC50 - odnosi się do stężenia substancji wywołującej śmierć

u połowy badanej populacji; natomiast LT50 mówi o czasie, po którym obserwuje się

śmierć w 50% populacji. Badania wykorzystujące parametr LT50 prowadzono między

innymi na słodkowodnych małżach z rodziny racicznicowatych Dreissena polymorpha,

Dreissena rostriformis bugensis. Badacze eksponowali zwierzęta na nikiel w stężeniu

2,3 mg/l i na podstawie LT50 wykazali różną tolerancję w badanych populacjach (Potet

i inni 2018).

W przypadku skorupiaków słodkowodnych toksyczne stężenie, wywołujące

śmiertelność połowy badanych populacji wynosi 8 mg/l. Wiele badań, które opierały się

na analizie wpływu niklu na liczebność populacji, śmiertelność, rozrodczość
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prowadzono także przy stężeniu 0,8 mg/l (Ali i inni 2005, Leonard i inni 2011).

Subletalne stężenie niklu dla słodkowodnych krabów Carcinus maenas wynosiło 8,2,

500, a nawet 3000 μg/l w zależności od okresu przez jaki zwierzęta żyły w danym

środowisku (Blewett i inni 2015). Natomiast u raka Astacus leptodactylus prowadzono

badania z wykorzystaniem stężenia 70 mg/l NiCl2 (Zarnescu i inni 2017). Natomiast za

modelowy w badaniach toksykologicznych gatunek słodkowodnego skorupiaka uważa

się rozwielitkę Daphnia magna, u której wykonywano badania toksyczności ostrej,

przewlekłej oraz chronicznej (Wdowczyk 2018).

W niniejszych badaniach wybrano do analizy kilka stężeń niklu, tak aby ocenić

przy jakim stężeniu dojdzie do zmniejszenia liczebności populacji o połowę. Drogą

eksperymentalną sprawdzono 3 stężenia wodnego roztworu niklu w postaci NiCl2: 0,2

mg/l, 2 mg/l, 8 mg/l (czyli stężenia metalu to: 0,09 mg/l, 0,9 mg/l oraz 3,63 mg/l). Dla

testowanych stężeń uzyskano następujące wartości LT50: dla 0,09 mgNi/l - brak

zgonów w ciągu 4 tygodni, dla 0,9 mgNi/l - około 27 dni oraz dla 3,63 mgNi/l około 14

dni. Aby możliwa była stopniowa obserwacja potencjalnie pojawiających się zmian, do

eksperymentu wybrano stężenie 8 mg NiCl2/, a więc stężenie samego metalu to 3,6 mg/l

wody akwariowej, przy którym obserwowano około 50% śmiertelność populacji po 14

dniach.

Niniejsze badania w ujęciu toksykologicznym można uznać za badania

toksyczności chronicznej, w której zwierzęta są eksponowane na substancję toksyczną

w niższych stężeniach. Badanie takie wówczas trwa dłużej niż w przypadku

toksyczności ostrej (24, 48, 92 h), a rezultaty obserwuje się po dłuższym czasie.

Z uwagi na fakt, że stężenia wywołujące efekty w testach chronicznych są też z

reguły mniejsze, niż w toksyczności ostrej, dlatego też testy te są znacznie czulszym i

bliższym warunkom naturalnym wskaźnikiem negatywnych efektów środowiskowych

(Traczewska 2011).

Jak się okazuje przy stężeniu niklu w wodzie słodkiej (akwariowej o stałych

parametrach: temperatura 21 oC, pH 7, twardości wody - 10oGH) o wartości 3,6 mgNi/l

(8 mg NiCl2/l) połowa zwierząt umiera po okresie 2 tygodni. Okres 2 tygodni wybrany

został jako ostateczny, w którym można by spodziewać się zmian degeneracyjnych,

natomiast okres 1 tygodnia wybrany został jako połowa okresu ostatecznie

wywołującego efekt letalny w 50% populacji. Tak więc takie stężenie niklu oraz czasy
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hodowli zwierząt w tym stężeniu (1 oraz 2 tygodnie) zostało wybrane do badań

eksperymentalnych, w celu zrealizowania założonych celów związanych z opisem

wpływu wybranego metalu na procesy degeneracyjne w komórkach jelita środkowego,

które pojawiają się wraz z umieralnością zwierząt. Kolejny etap badań związany był z

kolei z ustaleniem, czy ponowne hodowanie zwierząt w czystej wodzie akwariowej (po

okresach 1 oraz 2 tygodniu ekspozycji na nikiel) aktywuje procesy naprawcze, a jeśli

tak, to czy procesy te będą wystarczające aby zwierzęta przeżyły. Okazuje się, że część

ze zwierząt, które przeżyły okres 1 oraz 2 tygodniu w wodzie z 8 mg NiCl2/l przeżyły

kolejne okresy eksperymentu, a więc 1 lub 2 tygodnie w wodzie czystej. Sugeruje to, że

doszło do aktywacji procesów regeneracyjnych. Podobnych obserwacji dokonała w

swych badaniach na N. davidi Włodarczyk i inni (2017, 2019ab). W doświadczeniu tym

dorosłe osobniki były poddane różnym okresom głodzenia, po których ponownie

podawana im była standardowa karma przeznaczona dla krewetek. Podczas gdy okres

głodzenia aktywował stopniową degenerację komórek i organelli w jelicie oraz

watrobotrzustce, to powrót do spożywania pokarmu wskazał na aktywację procesów

regeneracyjnych (Włodarczyk i inni 2017, 2019ab).

5.2. Budowa jelita środkowego u skorupiaków

U skorupiaków zaobserwowano różnorodność w morfologii endodermalnej

części układu pokarmowego, gdzie może stanowić ona jedynie długą prostą rurę

pozbawioną uchyłków, rurę posiadającą uchyłki w przedniej części narządu, może być

tworzona przez dwa narządy połączone ze sobą anatomicznie (jelito i watrobotrzustka)

lub być tworzona jedynie przez duży gruczoł wątrobotrzustkowy (Herrera-Alvarez i inni

2000, Sousa i Petriella 2001, 2006, Symonova 2007, Rost-Roszkowska i inni 2012,

Sonakowska i inni 2015).

U dziesięcionogów (Decapoda) wyróżnia się obecność 4 stref w kanalikach

wątrobotrzustkowych: strefę komórek E, strefę różnicowania, komórek B oraz obszar

proksymalny. Komórki E macierzyste dają początek komórkom F, F, B. W

proksymalnej części brak komórek B, ponieważ na końcu strefy B są one na drodze

holokrynowej sekrecji wydalane na późnej fazie trawienia (Štrus i inni 2019).
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U raków regeneracja całej wątrobotrzustki na podstawie autoradiografii trwa

krócej niż 2 tygodnie (Davis i Burnett 1964).

Niezwykłym aspektem przewodu pokarmowego skorupiaków jest jego funkcja

przechowywania rezerwy składników odżywczych. Rezerwy te są wykorzystywane

podczas fazy intermolt każdego linienia cyklu do budowy nowych tkanek. Specjalne

endokrynne mechanizmy regulują syntezę enzymów trawiennych, a niektóre, jak np.

proteazy o niskiej wadze, zostały znalezione tylko u skorupiaków. Pomimo

różnorodności grup skorupiaków, istnieją pewne wspólne struktury komórkowe

zaangażowane we wchłanianie i odkładanie składników odżywczych, które należy

uznać za charakterystyczne skorupiaków (Ceccaldi 1998).

Początkowo zgodnie z Hirsch i Jacobs 1928, 1930 klasyczne nazewnictwo i

funkcja komórek przedstawia się następująco: komórki E (lub Embryonalzellen), które

mają cechy embrionalne; komórki R (lub Restzellen), które mają funkcję

przechowywania; Komórki F (lub Fibrenzellen), które mają włóknisty wygląd; komórki

B (lub Blasenzellen), które pełnią funkcję wydzielniczą, i zawierają jedną lub więcej

ważnych wakuoli wydzielniczych. Natomiast aktualny stan wiedzy na ten temat jest

większy.

Nabłonek tworzący jelito środkowe skurupiaków zawiera liczne komórki,

spośród których opisano komórki D – trawienne, E – embrionalne, regeneracyjne, R –

resorpcyjne, B – magazynujące, F – fibryllarne, M – podstawne, główne (Arnaud i inni

1978, Hames i Hopkin 1991, Sousa i Petriella 2001, 2006, Žnidaršč i inni 2003,

Rost-Roszkowska i inni 2012, Sonakowska i inni 2015). Lokalizacja i funkcja komórek

jest przedstawiona we wstępie w Tabeli 1. Poniższy opis zawiera informacje na temat

budowy komórek, która może się nieco różnić w zależnosci od gatunku.

Charakterystyka komórek jelita środkowego skorupiaków:

Komórki D – trawienne, cylindrycznego kształtu, występują w nabłonku

jelitowym. Ultrastrukturalnie cechują się wyraźną regionalizacją cytoplazmy, na

podstawie czego wyróżnić można rejon apikalny, okołojądrowy oraz bazalny. Dla

pierwszego obszaru charakterystyczną cechą jest obecność mikrokosmków, bądących

wytworem błony apikalnej, filamenty zakotwiczają się w cytoplazmie tworząc warstwę

korową, obecne są także mitochodria, cysterny gładkiego i szorstkiego retikulum

endoplazmatycznego, autofagosomy. Dla obszaru okołojądrowego, jak nazwa wskazuje,
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charakterystyczna jest obecność dużego, owalnego jądra komórkowego wokół którego

znajdują się aparaty Golgiego, cysterny gładkiego i szorstkiego retikulum

endoplazmatycznego. W obszarze bazalnym, błona bazalna tworzy pofałdowania,

pomiędzy którymi w obrębie cytoplazmy mieszczą się liczne mitochondria, aparaty

Golgiego, cysterny szorstkiego i gładkiego retikulum endoplazmatycznego

(Sonakowska i inni 2015).

Komórki E – embrionalne, regeneracyjne, występują zarówno w jelicie jak i

wątrobotrzustce. W jelicie znajdują się w bazalnej części nabłonka pomiędzy

sąsiadującymi komórkami trawiennymi, nigdy nie osiągając światła jelita. Natomiast w

wątrobotrzustce komórki te występują w obszarze dystalnym kanalików.

Ultrastrukturalnie komórki te są owalnego kształtu, ich błona komórkowa nie tworzy

pofałdowań w części apikalnej i bazalnej komórki. Cechą charakterystyczą tej komórki

jest obecność dużego owalnego jądra komórkowego zajmującego większą część

cytoplazmy. Sama cytoplazma jest raczej uboga w organelle komórkowe. W obrębie

cytoplazmy spotyka się pojedyncze mitochondria oraz cysterny gładkiego i szorstkiego

retikulum endoplazmatycznego (Sonakowska i inni 2015). Komórki E są

niewyspecjalizoane i zawierają relatywnie duże jądro komórkowe w stosunku do

rozmiaru komórki. Cytoplazma posiada zredukowaną ilość RER i SER u kraba Scylla

serrata, komórka ma wysokość 25 μm i szerokość 5 μm (Barker i Gibson 1979,

Ceccaldi 1998).

Komórki R – resorpcyjne, występują w proksymalnej części kanalika w

wątrobotrzustce. Błona apikalna tych komórek wytwarza mikrokosmki, poniżej których

znajduje się warstwa kortykalna. W cytoplazmie, głównie w części apikalnej komórki

znajdują się autofagosomy, liczne cysterny gładkiego i szorstkiego retikulum

endoplazmatycznego, aparaty Golgiego a także pęcherzyki o średniej gęstości

elektronowej (Sonakowska-Czajka i inni 2021). Przeważnie komórki R mają

następujący rozmiar 60 x 10 μm, są obfite i zawierają liczne wakuole zapełnione

osmofilnymi lipidami. Ich rąbek szczoteczkowy ma wysokość 1 do 2 μm. Występują

również niewielkie struktury wapienne i ziarna glikogenu. Dojrzałe komórki R mają

kropelki lipidów i cząsteczki glikogenu. Komórki charakteryzują także wakuole, które

stopniowo tworzą nadjądrowe inkluzje zawierające metale (Ceccaldi 1998), u

niektórych gatunków, takich jak rak Procambarus clarkii, opisany przez Ogurę (1959),
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komórki te zawierają granulki miedzi. Komórki R są najliczniejszym typem komórek

wątrobotrzustki. Mają polarną architekturę. Część apikalna składa się z

mikrokosmkowej granicy, mitochondriów, któtkimi cysternami szorstkiego retikulum

endoplazmatycznego. Część bazalna zawiera zatokę hemolimfy (z cysternami gładkiego

retikulum endoplazmatycznego), cysterny szorstkiego retikulum endoplazmatycznego,

mitochondria. Część środkowa komórki zawiera jądro komórkowe, lipidy, cysterny

szorstkiego retikulum endoplazmatycznego, mitochondria, aparaty Golgiego,

peroksysomy, autofagosomy, gęste elektronowo lizosomy. pęcherzyki aparatów

Golgiego gęste elektronowo, glikogen u raków i krabów (Štrus i inni 2019).

Komórki B – magazynujące, mogą osiągnąć wysokość 50 μm i zawierać dużo

owalnych wakuoli. W części apikalnej cytoplazmy znajduje się grupa małych wakuol,

tuż poniżej rąbka szczoteczkowego. Komórki te produkują enzymy trawienne (Ceccaldi

1998). Komórki B są najbardziej tajemniczymi typami komórek wątrobotrzustki.

Dojrzałe komórki B charakteryzują się dużą centralną wakuolą. Są uwalniane z

nabłonka pod koniec strefy komórek B poprzez wydzielanie holokrynowe, w

nieznanym związku z trawieniem. Komórki te nie syntetyzują proteolitycznych

enzymów trawiennych, natomiast syntetyzują białka ale także wchłaniają materiały

zapasowe ze światła kanalików (Štrus i inni 2019).

Komórki F – fibryllarne, posiadają następujące wymiary: 50-90 μm. Jądro

komórkowe jest zlokalizowane w bazalnym rejonie komórki. Szorstkie retikulum

endoplazmatyczne jest rozległe (Ceccaldi 1998). U raka Astacus astacus, aparaty

Golgiego produkują wakuole enzymatyczne podczas określonych etapów cyklu

karmienia (Icely i Nott 1992). Immunohistochemia z przeciwciałami skierowanymi

przeciwko proteinazom astacynie, trypsynie i karboksypeptydazie wykazała intensywne

barwienie ciałek/pęcherzyków Golgiego komórek F i światła komórek kanalików

wątrobotrzustkowych (Vogt i inni 1989). Komórki R i komórki B były na ogół

negatywne.

Komórki M – podstawne, główne (midget cell) zostały opisane w

wątrobotrzustce krewetki Penaeus semisulcatus. Komórki te są bogate w białka i

zawierają duże wakuole. Posiadają sferyczny kształt. Ich istnienie, wygląd i materiał

zapasowy zmieniają się w ciągu okołodobowego cyklu trawiennego (Al-Mohanna i Nott

1985). Stanowią najmniejsze i najrzadsze w nabłonku wątrobotrzustki i były najpierw
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opisane przez Al-Mohanna. Są pojedynczo zlokalizowane na błonie podstawnej z

bliskim kontaktem do zatoki hemolimfy i nie mają kontaktu ze światłem kanalika

wątrobotrzustki. Ultrastrukturalnnie wykazują typową, syntetyzującą białka komórkę

enkokrynną. Forma ich ziarnistych inkluzji jest bardzo zróżnicowana między gatunkami

(Štrus i inni 2019). U Penaeus monodon występuje głównie jedna duża inkluzja,

natomiast u Astacus astacus na ogół liczne drobne granulki (Vogt 1994).

U badanego gatunku krewetki słodkowodnej jelito środkowe tworzone jest przez

dwa narządy: rurowate jelito oraz połączony z nim w przedniej części gruczoł

nazywany wątrobotrzustką. Nabłonek jelita tworzony jest przez dwa typy komórek: D

oraz E, natomiast długie i ślepo zakończone cewki wątrobotrzustki wykazały obecność

komórek E (w regionie dystalnym), różnicujących się (w regionie środkowym), F, B

oraz R w regionie proksymalnym cewek. Dokładna struktura obu narządów została

opisana w pracach: Sonakowska i inni 2015 oraz Sonakowska-Czajka i inni 2021, z

uwzględnieniem także badań histochemicznych wykazujących obecność lub brak

materiałów zapasowych.

Jelito środkowe bezkręgowców, które jest odpowiedzialne za procesy syntezy,

sekrecji, absorpcji, magazynowania substancji, stanowi jedną z pierwszych barier

chroniących przed wpływem na cały organizm licznych ksenobiotyków znajdujących

się w pożywieniu, czy środowisku życia. Dlatego też traktowane jest za dobry narząd

modelowy do analiz procesów degeneracyjnych, czy regeneracyjnych uruchamianych w

wyniku kontaktu komórek z ksenobiotykami (Wilczek i inni 2014, El-Saad i inni 2017,

Bonelli i inni 2019).

5.3. Zmiany degeneracyjne w nabłonku jelita środkowego Neocaridina davidi pod

wpływem niklu

Ze względu na fakt, że osobniki N. davidi traktowane były niklem, wykonano

analizy zawartości tego metalu, aby sprawdzić, czy dochodzi do jego kumulacji w ciele

zwierząt, a także czy przywrócenie ich do życia w wodzie czystej będzie miało wpływ

na usuwanie niklu z organizmu (oczyszczanie). U osobników kontrolnych poziom niklu

w organizmie był poniżej poziomu wykrywalności. W wyniku tygodniowej ekspozycji

na nikiel (grupa Ni 1:0) zaobserwowano, że krewetki gromadzą ten metal. Co więcej,
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w grupie tej notuje się wyższe stężenia gromadzonego ksenobiotyku w ciele krewetek w

porównaniu z grupą Ni 2:0. Zjawisko to tłumaczyć można faktem rozpoczynającej się

mobilizacji metabolizmu zwierząt do procesów detoksykacyjnych. Ultrastrukturalnie

natomiast, po tygodniowym traktowaniu zwierząt niklem większość komórek

budujących jelito środkowe N. davidi przypominało grupę kontrolną (CT).

Nikiel jest metalem ciężkim, który nie podlega degradacji przez

mikroorganizmy, lecz akumuluje się w środowisku (wodzie, glebie, powietrzu) w

konsekwencji zanieczyszczając łańcuchy troficzne, co z kolei zwiększa ryzyko

zachwiania homeostazy organizmów żywych (Carocci i inni 2016). Wykazano, że metal

ten, jak również inne metale takie jak między innymi Cd, Pb, Mn, Co mają zdolność do

kumulowania się w ciałach zwierząt kręgowych i bezkręgowych. Ezemonye i inni 2019

podczas badań oszacowali stężenie niklu w rzece Benin w Nigerii, a także zmierzyli

poziom pierwiastka w krewetce Macrobrachium macrobrachion oraz rybie Brycinus

longipinnis. Przy stężeniu niklu w rzece wynoszącym 0,42 mg/l w ciałach zwierząt

odnotowano następujące wartości niklu: 33,03 mg/kg oraz 53,57 mg/kg, dla krewetki

oraz ryby odpowiednio. Wśród skorupiaków gromadzenie niklu odnotowano także

między innymi u raka Astacus leptodactylus (Zarnescu i inni 2017), krewetki Penaeus

semisulcatus, gdzie analizę stężenia metalu sprawdzano sezonowo i choć pierwiastek

był w krewetce obecny cały rok, tak w ciągu października odnotowano najwyższe

wartości w porównaniu do stycznia, kwietnia, lipca (Yılmaz i Yılmaz 2007).

Badania ultrastrukturalne związane z wpływem niklu na komórki nabłonka jelita

środkowego wykazały zmiany jedynie na terenie komórek D jelita oraz komórek

proksymalnego odcinka cewek wątrobotrzustki. Nie zaobserwowano zmian na terenie

komórek E jelita i wątrobotrzustki, ani komórek różnicujących się wątrobotrzustki.

Podobne obserwacje opisane zostały w przypadku badań eksperymentalnych

związanych z głodzeniem dorosłych osobników N. davidi (Włodarczyk i inni 2017,

2019ab), czy traktowania ich pestycydem (Ostróżka i inni 2022). Tak więc wyniki

badań z wykorzystaniem niklu, potwierdzają wcześniejszą konkluzję, że komórki

regeneracyjne muszą być chronione przez dodatkowe mechanizmy, dzięki którym nie

podlegają one procesom degeneracyjnym.
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Zmiany degeneracyjne na poziomie ultrastrukturalnym w grupie Ni 1:0

krewetek N. davidi obserwowano sporadycznie, w pojedynczych komórkach, gdzie

przejawiały się poprzez obecność: skróconych mikrokosmków, zdegenerowanych

mitochondriów, zwakuolizowanych obszarów cytoplazmy (zmian nekrotycznych),

autofagosomów (autofagia). Barwienie odczynnikiem LysoTracker, użyte w celu

detekcji silnie kwaśnych struktur (w tym autofagosomów), także wykazało obecność

pojedynczych sygnałów, mniej licznych w porównaniu z grupą Ni 2:0. Nie

obserwowano apoptozy. Tygodniowa ekspozycja na nikiel (grupa Ni 1:0) nie wpłynęła

także na gromadzenie materiałów zapasowych w komórkach trawiennych (komórki D)

jelita. Oddziaływanie to zaobserwowano w komórkach B wątrobotrzustki, gdzie

gromadzone materiały zapasowe charakteru lipidowego oraz polisacharydowego uległy

znacznej redukcji, ponadto w porównaniu do kontroli, komórki B zaczęły gromadzić

także ciała białkowe (pozytywny wynik barwienia BPB).

Po dwóch tygodniach ekspozycji krewetek na nikiel (grupa Ni 2:0) zwierzęta w

dalszym ciągu gromadzą metal, natomiast w niższym stężeniu w porównaniu z grupą Ni

1:0. Obserwowane niższe wartości tego parametru tłumaczyć można prawdopodobną

adaptacją krewetek do zanieczyszczonego środowiska i aktywacją procesów

detoksykacyjnych. Procesy takie mogą mieć na celu między innymi usunięcie

uszkodzonych organelli i struktur komórkowych (np. autofagia), czy wręcz usuwanie z

tkanek i narządów całych uszkodzonych komórek (np. apoptoza, nekroza). Procesy te

będą wtedy mechanizmami chroniącymi narządy przed powstaniem stanu zapalnego

(Broker i inni 2005, Tettamanti i inni 2011, Chandra i Tang 2009, Franzetti i inni 2012,

Wilczek i inni 2014). Analiza ultrastrukturalna wykazała więc stopniowy wzrost

intensywności oraz częstotliwości obserwowanych zmian degeneracyjnych w jelicie

środkowym (komórki D jelita oraz komórki F, B, R wątrobotrzustki). W komórkach

trawiennych (komórki D) jelita występują zniszczone mitochondria (rozdęte,

pozbawione grzebieni), czy rozdęte cysterny szorstkiego i gładkiego retikulum

endoplazmatycznego. Utracie ciągłości podlegają błony apikalne niektórych komórek,

co skutkuje przedostawaniem się cytoplazmy do światła jelita. W obrębie komórek tych

obserwuje się wzrost intensywności procesu autofagii oraz nekrozy w porównaniu do

grupy Ni 1:0. W obrębie komórek F wątrobotrzustki dwutygodniowa ekspozycja na

nikiel (grupa Ni 2:0) wywołała silne skrócenie mikrokosmków, degenerację
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mitochondriów, rozdęcie cystern retikulum endoplazmatycznego, zwiększenie liczby

autofagosomów oraz obszarów zwakuolizowanych. W obrębie cytoplazmy komórek B i

R wątrobotrzustki obserwowano obszary zwakuolizowane oraz rozdęte cysterny

retikulum endoplazmatycznego. W grupie Ni 2:0 jelita środkowego N. davidi nie

zaobserwowano apoptozy na poziomie ultrastrukturalnym. Tak więc analiza

ultrastrukturalna wyraźnie wykazała wzrost intensywności procesów degeneracyjnych

wraz z wydłużającym się okresem narażenia zwierząt na działanie stresora.

Jak wspomniano, obecność stresorów w środowisku życia zwierząt może się

wiązać z pojawieniem zmian na poziomie ultrastrukturalnym/komórkowym tkanek.

Wpływ na to może mieć między innymi rodzaj stresora oraz długość trwania bodźca.

Podobne obserwacje dotyczyły także innych zwierząt bezkręgowych poddawanych

ekspozycji na działanie metali ciężkich (Cebollero i inni 2012, Bednarska i inni 2016,

Rost-Roszkowska i inni 2021b, 2022, Poprawa i inni 2022) w tym skorupiaków

słodkowodnych (Schuwerack i Lewis 2003, Chiodi Boudet i inni 2015, Wu i inni 2015,

Naboka i inni 2018) oraz skorupiaków morskich (Vogt i Quinitio 1994, Manisseri i

Menon 1995, Zhu i inni 2018, Vogt 2020, Barathkumar i inni 2022). Wiele badań

wykazało zmiany histologiczne/histopatologiczne w jelicie środkowym owadów, które

to wywołane były obecnością metali w środowisku życia zwierząt. Zhang i inni (2001)

opisali silną wakuolizacje komórek nabłonka jelita środkowego Blattella germanica

(Blattodea) traktowanych metalami ciężkimi (Hg, Pb i Cr). Al-Dhafar i Sharaby (2012)

wykazali silną degenerację, wakuolizację i obkurczanie komórek nabłonka jelita

środkowego larw Rhynchophorus ferrugineus (Coleoptera) pod wpływem cynku.

Podobne obserwacje zostały opisane dla Blaps polychresta (Coleoptera) traktowanych

niklem (El-Ashram 2021), czy Aedes aegypti (Diptera) traktowanych cynkiem

(Banumathi i inni 2017). Badania nad wpływem kadmu na zmiany degeneracyjne

zachodzące w nabłonku jelita środkowego prowadzone były także na glebowych

stawonogach, np. Lithobius forficatus (Myriapoda) (Rost-Roszkowska i inni 2020b,

2021b, 2022, Poprawa i inni 2022).

Prowadzi się także badania nad zmianami degeneracyjnymi w układzie

pokarmowym słodkowodnych skorupiaków indukowanymi obecnością metali w

szczególności kadmu. Ekspozycja na kadm (Cd) słodkowodnej krewetki Palaemon

argentinus spowodowała zanik i nekrozę nabłonka cewek wątrobotrzustki (Chiodi
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Boudet i inni 2015). Podobny efekt działania kadmu zaobserwowano u słodkowodnego

kraba Sinopotamon henanense, gdzie zaobserwowano, że ekspozycja na kadm

przyczyniła się do powstania dużych obszarów nekrotycznych w komórkach jelita i

wątrobotrzustki, ponadto komórki oddzieliły się od blaszki podstawnej nabłonka (Wu i

inni 2015). Ekspozycja na kadm (Cd) słodkowodnego kraba Potamonautes warreni

wiązała się z gromadzeniem krystalicznych osadów metalu przy blaszce podstawnej

oraz u podstawy mikrokosmków, a sam kadm był obecny w cytoplazmie, pęcherzykach

Golgiego i granulkach fosforanu wapnia komórek R. Ekspozycja na wyższe stężenia

wiązała się z zwiększeniem osadzania kryształów wzdłuż błon komórkowych,

spowodowała zmniejszenie zapasów lipidów, nabrzmienie jąder komórkowych z

pęcherzykowatymi jąderkami, zwiększenie aktywności RER w komórkach R.

Natomiast ostra ekspozycja spowodowała dysocjację komórek, w tym nekrozę

mitochondriów, rozpuszczenie pól glikogenu i rozerwanie błon komórkowych

(Schuwerack i Lewis 2003). Badania nad ekspozycją słodkowodnego raka Procambarus

virginalis na nikiel (Ni), ołów (Pb) i mangan (Mn) wykazały, że spośród badanych

metali ciężkich jony niklu najbardziej negatywnie wpływały na wskaźniki wagowe i

śmiertelność skorupiaków. Metale ciężkie wpłynęły na wielkość płatów wątrobotrzustki

oraz zmniejszyły średnicę światła gruczołu szczególnie przy ekspozycji na mangan i

ołów (Naboka i inni 2018).

Wśród morskich skorupiaków badania prowadzono między innymi na kadmie

(Cd), miedzi (Cu), ołowiu (Pb), rtęci (Hg), żelazie (Fe). Manisseri i Menon (1995)

eksponowali morską krewetkę Metapenaeus dobsoni na miedź (Cu) i wykazali

uszkodzenia ER, mitochondriów, blaszki podstawnej i jądra w wątrobotrzustce.

Andersen i Baatrup (1988) z wykorzystaniem radioaktywnej rtęci 230Hg wyśledzili

przenoszony przez wodę metal u krewetki brunatnej Crangon crangon i wykryli go

głównie w gęstych elektronowo ziarnistościach komórek R oraz w znacznie mniejszym

stopniu w ziarnistościach komórek F. W pobliżu jąder komórkowych rtęć była

zamknięta w lizosomopodobnych organellach. Eksponowanie kraba błotnego Scylla

paramamosain na kadm wywoływało zmiany w obrębie jąder i mitochondriów w

komórkach wątrobotrzustki. Chromatyna stawała się coraz bardziej skondensowana i

marginalizowana. Liczba mitochondriów zmniejszyła się, a pozostałe mitochondria były

rozmyte i miały prawie nie do odróżnienia grzebienie (Zhu i inni 2018). Natomiast
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zmiany nekrotyczne w wątrobotrzustce obserwowano u młodych osobników Scylla

serrata wystawionych na działanie uranu (Barathkumar i inni 2022). Krewetka tygrysia

Penaeus monodon eksponowana na Cd nie wykazywała ziarnistości detoksykacyjnych

w wątrobotrzustce, ale widoczne były wyraźne objawy cytopatologiczne, zarówno pod

względem obserwowanej śmiertelności, jak i ultrastruktury komórek. Po 10 dniach

zaobserwowano szczególnie wyraźne dezorganizacje w proksymalnych częściach

cewek i przewodów zbiorczych. Wszystkie typy komórek wykazywały liczne zmiany

degeneracyjne w organellach komórkowych. Najbardziej rzucającymi się w oczy

objawami w komórkach R było rozjaśnienie cytoplazmy i wyraźna redukcja kropel

lipidów, RER i wolnych rybosomów. W komórkach F aparaty Golgiego były

zwakuolizowane. Doszło także do zmiany gęstości elektronowej składnika włóknistego

jąderka, które w próbie kontrolnej było jednorodnie gęste elektronowo (Vogt 2020).

Penaeus monodon eksponowany na miedź, ołów, rtęć i żelazo nie wykazał żadnych

cytopatologii (Vogt 2020). Jednak gęste elektronowo ziarnistości detoksykacyjne

powstały w komórkach R po ekspozycji na miedź oraz w mniejszych ilościach, po

ekspozycji na Hg. Natomiast po ekspozycji na Fe i Pb nie pojawiły się opisywane

zmiany (Vogt i Quinitio 1994).

Analiza histochemiczna jelita i wątrobotrzustki N. davidi poddanych ekspozycji

na nikiel w porównaniu z grupą kontrolną wykazała brak materiałów zapasowych w

komórkach trawiennych (komórki D) jelita, natomiast w wątrobotrzustce w komórkach

B gromadzone materiały zapasowe PAS pozytywne (polisacharydy) i Sudan Czarny B

pozytywne (lipidy) uległy znacznej redukcji. Redukcja materiałów zapasowych pod

wpływem pojawiającego się stresora z jednoczesną aktywacją procesu autofagii

uważane są za procesy dostarczające energii wykorzystywanej na uruchamianie różnych

procesów detoksykacyjnych w narządach (Fontanetti i inni 2006, Liu i Czaja 2013,

Lipovšek i inni 2014, 2018, Lipovšek i Novak 2016, Rost-Roszkowska i inni 2019,

Włodarczyk i inni 2019). Lipidy są na przykład metabolizowane w trakcie lipofagii

(autofagia selektywna) lub w trakcie lipolizy, a w rezultacie będą wpływały na

fizjologię komórek (Singh i inni 2009, Zechner i inni 2017). W procesie autofagii ma

miejsce degradacja różnych organelli komórkowych i innych składników

cytoplazmatycznych, poprzez otoczenie ich strukturą błoniastą, z wytworzeniem

autofagosomu, następnie autolizosomu i ciała resztkowego. Może także dochodzić do
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trawienia materiałów zapasowych, będących źródłem energii dla licznych przemian

biochemicznych w komórce. Tak więc autofagia będzie procesem chroniącym komórki

przed śmiercią (Levine i Klionsky 2004, Kourtis i Tavernarakis 2009, Klionsky i inni

2016, 2021). Dochodzi do zneutralizowania uszkodzonych organelli wewnątrz

autofagosomów, a nawet do ich strawienia (powstają ciałka resztkowe), w wyniku

czego nie dochodzi do aktywacji degeneracji. W jelicie środkowym wielu

bezkręgowców opisano udział autofagii w utrzymaniu homeostazy tkanek i narządów

(Lipovšek i inni 2014, 2018, Wilczek i inni 2014, Lipovšek i Novak 2016, Włodarczyk i

inni 2019b, Rost-Roszkowska i inni 2021a, 2022). Jednak gdy zbyt dużo struktur

autofagicznych jest nagromadzonych na terenie cytoplazmy komórek, dochodzi do

aktywacji śmierci komórkowej. W tym przypadku intensywna autofagia wywołuje

proces degeneracyjny (Levine i Klionsky 2004; Giusti i inni 2007; Rost-Roszkowska i

inni 2010b, 2015, 2018, 2019; Franzetti i inni 2012).

Wpływ na ultrastrukturę komórek, w tym na procesy degeneracyjne może mieć

rodzaj działającego na organizm stresora (np. fizyczny, chemiczny), a także czas jego

działania. W pracy Włodarczyk i inni (2017) autorzy zaobserwowali, że w przypadku 7

dniowego głodzenia osobników N. davidi nie obserwuje się znaczących zmian w

obrębie ultrastruktury komórek jelita środkowego. Obecność długotrwałego stresora w

postaci 14-to dniowego głodzenia krewetek N. davidi aktywuje procesy degeneracyjne,

a także zwiększenie odsetka zdepolaryzowanych mitochondriów oraz redukcję

materiałów zapasowych. Odnotowano więc intensyfikację procesu autofagii i apoptozy

w tym układzie eksperymentalnym, zwłaszcza przy dłuższym głodzeniu (Włodarczyk i

inni 2019b). Eksponowanie krewetek N. davidi na pestycyd – dimetoat, także

przyczyniło się do pojawienia się zmian w obrębie jelita środkowego. Ilość zmian

degeneracyjnych, podobnie jak w niniejszych badaniach, zwiększała się wraz z

wydłużeniem czasu ekspozycji na pestycyd. Analiza ilościowa procesu nekrozy

wykazała, że w jelicie proces ten występuje częściej niż w wątrobotrzustce. Natomiast

autofagię obserwowano na podobnym poziomie w jelicie i wątrobotrzustce (Ostróżka i

inni 2022). W badaniach nad wpływem kadmu na ultrastrukturę komórek jelita

środkowego glebowych bezkręgowców także wykazano wzrost intensywności

procesów degeneracyjnych, czy zmian w ilości materiałów zapasowych skorelowane z
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autofagią wraz z wydłużającym się czasem trwania narażenia zwierzęcia na działanie

stresora (Rost-Roszkowska i inni 2020ab, 2021, 2022).

Analiza ilościowa wpływu niklu na proces śmierci komórkowej u N. davidi przy

użyciu Aneksyny V wykazała, że niezależnie od czasu ekspozycji więcej komórek

apoptotycznych (zarówno wczesno-, jak i późnoapoptotycznych) obserwuje się w

wątrobotrzustce, natomiast w jelicie różnice te nie są istotne statystycznie. Z kolei ilość

komórek ze zmianami nekrotycznymi w obu analizowanych tkankach była na

podobnym poziomie (w wątrobotrzustce nekroza zachodzi nieco intensywniej). Wraz z

wydłużającym się czasem ekspozycji zwierząt na działanie metalu, zwiększał się

procent komórek zarówno apoptotycznych, jak i nekrotycznych w nabłonku

wątrobotrzustki, przy czym szczególny wzrost % komórek późnoapoptycznych

zaobserwowano w wątrobotrzustce zwierząt z grupy Ni 2:0. Analiza ilościowa śmierci

komórkowej z udziałem aktywnych kaspaz wykazała, że w wątrobotrzustce wraz z

wydłużającym się czasem ekspozycji zwierząt na działanie niklu (Ni 1:0, Ni 2:0) spada

odsetek komórek żywych kaspazo-pozytywnych oraz martwych kaspazo-negatywnych,

ale wzrasta odsetek komórek martwych kaspazo-pozytywnych (Ni 1:0 i Ni 2:0), co

świadczy o aktywacji apoptozy wraz z wydłużaniem czasu ekspozycji zwierząt na

działanie ksenobiotyku. W przypadku jelita N. davidi analiza wykazała, że główny

udział w procesach degeneracyjnych ma nekroza, co potwierdzone zostało wzrostem

liczby komórek martwych kaspazo-negatywnych wraz z wydłużającym się czasem

ekspozycji krewetek na działanie niklu. W przypadku tego narządu analiza wykazała

także nieznaczny wzrost liczby komórek martwych kaspazo-pozytywnych.

Nekroza jest ogólnie charakteryzowana jako niekontrolowana i niezależna od

energii śmierć komórki, pojawiającą się na skutek ciężkiego urazu, bądź nagłego szoku

(promieniowanie, ciepło, chemikalia, niedotlenienie itp.), na tyle poważnego, że

komórka nie jest w stanie funkcjonować i reaguje obrzękiem (proces znany jako

onkoza), pojawiającym się ponieważ komórka nie utrzymuje homeostazy ze swoim

środowiskiem. Proces ten często obejmuje regulację różnych białek i związków

prozapalnych, takich jak czynnik jądrowy-κB, co powoduje pęknięcie błony

komórkowej, powodując rozlanie zawartości komórki do otaczających obszarów, a to

skutkuje kaskadą zapalenia i uszkodzeniem tkanek (D’Arcy 2019).
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W przeciwieństwie do nekrozy (martwicy), apoptoza jest wysoce regulowanym i

kontrolowanym procesem, który zapewnia korzyści w czasie cyklu życia organizmu

(Menze i inni 2010). Zmiany apoptotyczne obejmują kurczenie się komórek,

fragmentację jądra komórkowego, kondensację chromatyny, fragmentacja

chromosomalnego DNA i globalny rozpad RNA (Zhang i inni 2018). Istnieją dwie

główne ścieżki, dzięki którym komórki mogą ulegać śmierci apoptotycznej. Pierwsza

jest aktywowana przez sygnały wewnątrzkomórkowe generowane, gdy komórki pod

wpływem stresora aktywują białka z rodziny Bcl-2. Druga ścieżka apoptozy jest

aktywowana przez zewnątrzkomórkowe wiązanie ligandów do receptorów śmierci na

powierzchni komórki (TNF, Tumor Necrosis Factor), co prowadzi do wytwarzania

kompleksu sygnalizacyjnego wywołującego śmierć. W ścieżce wewnętrznej śmierć

komórki następuje z powodu stresu komórkowego, podczas gdy w ścieżce zewnętrznej

komórka “zabija się” z powodu otrzymanych sygnałów z innych komórek. Oba szlaki

indukują jednak śmierć poprzez aktywację kaspaz (proteaz cysteinowych) lub enzymów

rozkładających białka (Genchi i inni 2020a). Jony niklu umożliwiają uwolnienie Cyt c z

mitochondriów w cytozolu, gdzie Cyt C rozszczepia prokaspazę-9 z aktywacją

kaspazy-9, która z kolei aktywuje kaspazy 3, 6 i 7. Na powierzchni komórki jony Ni

promują interakcję między Fas (pierwszy sygnał apoptotyczny) a FasL (ligand Fas) z

utworzeniem indukującego śmierć kompleksu sygnalizacyjnego, który zawiera FADD

oraz prokaspazę-8 i -10. Tak więc stopniowo dochodzi do aktywacji kolejnych kaspaz

(8, 10, 3, 6 i 7) (Genchi i inni 2020a). Analiza ilościowa z wykorzystaniem MUSE®

Multicaspase Kit pozwoliła na ocenę liczby komórek kaspazo-pozytywnych lub

kaspazo-negatywnych, a co za tym idzie określenie który z procesów, apoptoza czy

nekroza, jest w głównej mierze odpowiedzialny za procesy degeneracyjne wywołane

obecnością niklu w środowisku życia zwierząt. Jak widać wątrobotrzustka wydaje się

być narządem bardziej wrażliwym na działanie ksenobiotyku. Szybciej pojawiają się w

niej zmiany degeneracyjne nabłonka, zarówno apoptoza, jak i nekroza, a to może

świadczyć o tym, że w jelicie będą istniały jakieś dodatkowe mechanizmy ochronne.

Porównując z autofagią, która zachodzi w wątrobotrzustce intensywniej niż w jelicie,

można przypuszczać, że w jelicie będą musiały być uruchamiane dodatkowe

mechanizmy chroniące nabłonek przed aktywacją śmierci komórkowej. Jednak biorąc

pod uwagę fakt, że zbyt duża liczba struktur autofagicznych (zwłaszcza ciał
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resztkowych) będzie aktywowała śmierć komórkową (Lipovšek i Novak 2016;

Włodarczyk i inni 2019b, Rost-Roszkowska i inni 2021a, 2022), można

wywnioskować, że w wątrobotrzustce w wyniku intensywniej zachodzącej auutofagii,

doszło szybciej do aktywacji apoptozy i nekrozy niż w przypadku jelita N. davidi.

W aktywacji procesów śmierci komórkowej (apoptozy, nekrozy) ważną rolę

odgrywa stres oksydacyjny, pojawiający się na skutek wzrostu poziomu reaktywnych

form tlenu. ROS (z ang. reactive oxygen species) czyli reaktywne formy tlenu są

aktywnymi chemicznie cząsteczkami powstającymi w przeważającej mierze w

enzymatycznych lub nieenzymatycznych reakcjach metabolizmu komórkowego. W

ramach reakcji enzymatycznych, wyróżnić można łańcuch oddechowy, fagocytozę,

syntezę prostaglandyn i układ cytochromu P-450. Natomiast w przypadku reakcji

nieenzymatycznych, ROS mogą być wytwarzane w reakcjach tlenu ze związkami

organicznymi oraz w ramach odpowiedzi komórek na niekorzystne warunki

środowiskowe, jak np. promieniowanie nadfioletowe czy jonizujące, bądź obecność

toksycznych związków chemicznych (Lobo i inni 2010). Reaktywne formy tlenu pełnią

istotne funkcje fizjologiczne poprzez branie udziału w szlakach sygnalizacyjnych

wewnątrz- i zewnątrzkomórkowych zaangażowanych w procesy proliferacji komórek,

ich różnicowania, wzrostu, starzenia, czy apoptozy komórek (Ray i inni 2012, Ye i inni

2015, Zuo i inni 2015). Dlatego też nie stanowią zagrożenia w prawidłowym

funkcjonowaniu komórek tak długo, jak utrzymywana będzie w nich tzw. homeostaza

redoksowa, czyli stan równowagi pomiędzy ilością reaktywnych form tlenu a stężeniem

substancji przeciwutleniających. Za kontrolowanie poziomu ROS odpowiedzialny jest

antyoksydacyjny system obronny organizmu. W sytuacji, gdzie nadmiar ROS nie

zostanie zneutralizowany, w obrębie komórek może wytworzyć się stres oksydacyjny,

który z kolei może powodować oksydacyjne uszkodzenie wielu cząsteczek, jak lipidów,

białek i kwasów nukleinowych (Rahman i inni 2012, Schieber i Chandel 2014, Sies

2015).

W wyniku ekspozycji na nikiel krewetek N. davidi zaobserwowano stopniowy

wzrost poziomu reaktywnych forma tlenu w obu analizowanych narządach w stosunku

do wydłużającego się czasu ekspozycji zwierząt na nikiel. Porównując jelito i

wątrobotrzustkę można zauważyć, że wzrost ten był silniejszy w przypadku tego

drugiego narządu, co potwierdzałoby intensywniej zachodzące w wątrobotrzustce
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procesy degeneracyjne. Chociaż molekularne mechanizmy toksyczności indukowanej

niklem nie są jeszcze jasne, uważa się, że ważną rolę odgrywa stres oksydacyjny i

dysfunkcje mitochondrialne. Może wystąpić uszkodzenie mitochondriów wywołane

przez nikiel, z powodu upośledzenia potencjału błony mitochondrialnej, zmniejszenia

stężenia mitochondrialnego ATP i destrukcji DNA mitochondriów (Genchi i inni

2020a). Z kolei dysfunkcje mitochondriów mogą zakłócać funkcjonowanie łańcucha

oddechowego i zwiększyć poziom ROS w komórkach (Xu i inni 2015). Apoptoza

indukowana siarczanem niklu została opisana w komórkach Leydiga jąder szczura

poprzez aktywację mitochondriów zależnych od ROS (activating ROS-dependent

mitochondria). Wyniki badań wykazały, że siarczan niklu indukował wytwarzanie ROS

z deformacją jądra i apoptozą w komórkach Leydiga (Zou i inni 2017). Z kolei Kong i

inni (2016) wykazali, że nanocząstki niklu wywołują efekt toksyczny w ujęciu

reprodukcyjnym u samic szczurów. Badacze eksponowali zwierzęta na nikiel drogą

pokarmową i jako wyznacznik wybrali następujące parametry: ROS, enzymy

utleniające, przeciwutleniające i czynniki związane z apoptozą komórek. Nanocząstki

niklu zmniejszyły istotnie aktywność dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy

(CAT) oraz zwiększyły poziom ROS, dialdehydu malonowego (MDA, marker

peroksydacji lipidów) i tlenku azotu (NO) w porównaniu z grupą kontrolną. Ponadto,

autorzy wykazali pęcznienie mitochondriów i zanik grzebieni w mitochondriach

jajników eksponowanych szczurów. Ekspresje mRNA kaspaz (proteazy cysteinowe) i

ekspresja białek Cyt C, Bax i Bid w jajnikach istotnie wzrosły, podczas gdy ekspresja

białka Bcl-2 drastycznie spadła (Kong i inni 2016). Wzrost poziomu reaktywnych form

tlenu, a także zmiany w aktywności enzymów antyoksydacyjnych (np. dysmutazy

ponadtlenkowe, katalaza, peroksydaza) wywołane obecnością niklu w środowisku życia

zwierząt bezkręgowych opisano głównie u owadów, między innymi u Acheta

domesticus (Orthoptera) (Deska 2020), Blaps polychresta (Coleoptera) (El-Ashram i

inni 2021), czy Spodoptera litura (Lepidoptera) (Sun in inni 2008). Podwyższenie

poziomu ROS w wyniku różnych stresorów zaobserwowano także między innymi u

krewetek N. davidi poddanych stresowi w postaci głodzenia (Włodarczyk i inni 2019b),

krewetek N. davidi eksponowanych na pestycyd – dimetoat (Ostróżka i inni 2022), w

wyniku ekspozycji na kadm u wija z gatunku Lithobius forficatus (Rost – Roszkowska i
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inni 2020), gluten u wija Telodeinopus aoutii (Błaszczyk 2022), czy Pardosa cupreus

(Opisthothelae) pod wpływem kadmu (Wilczek i inni 2004).

U słodkowodnych skorupiaków także analizowano zmiany poziomu ROS oraz

zmiany poziomu enzymów detoksykacyjnych wywołane obecnością stresorów.

Ekspozycja na kadm słodkowodnej krewetki Macrobrachium nipponense przyczyniła

się do wzrostu ROS, stresu oksydacyjnego i apoptozy w wątrobotrzustce (Wang i inni

2021). Osobniki słodkowodnego raka luzijańskiego Procambarus clarkii eksponowano

na kadm, co w rezultacie wiązało się z podwyższeniem poziomu ROS (Wei i inni 2020).

Ekspozycja na kadm i miedź u tego zwierzęcia wywołała wzrost poziomu enzymów

antyoksydacyjnych w wątrobotrzustce. Zawartość/aktywność MDA, GSH, CZ-SOD i

CAT była znacząco zwiększona w grupie stymulowanej Cu2+. Tymczasem w grupie

stymulowanej Cd2+ GPx, MDA, GSH, CZ-SOD i CAT były istotnie podwyższone.

Dodatkowo metale indukowały uszkodzenia w wątrobotrzustce (Wang i inni 2022).

Natomiast stresor w postaci amoniaku i temperatury również wiązał się z

podwyższeniem poziomu ROS u tego gatunku oraz wpływał na poziom SOD, POD,

GPX i CAT. Wyniki eksperymentu wskazują, że wpływ amoniaku (lub temperatury)

może być modyfikowany przez temperaturę (lub amoniak). Połączone wpływy

amoniaku i temperatury są bardziej wyraźne niż każdy z tych dwóch czynników

osobno. Stres oksydacyjny jest wzmacniany przez połączone wpływy amoniaku i

temperatury, co prowadzi do nadmiernej produkcji ROS. System enzymów

antyoksydacyjnych jest aktywowany w celu usunięcia nadmiaru ROS - różna

odpowiedz enzymatyczna w zależności od grupy eksperymentalnej (Zhang i inni 2023).

Przeprowadzono badania na czterech gatunkach krabów – Cardiosoma armatum,

Goniopsis pelli, Callinectes amnicola, Portunus validus egzystujących w ich

naturalnym środowisku życia i zbadano antyoksydacyjny mechanizm obronny w

odniesieniu do stężenia metali ciężkich w tkankach krabów. Wśród mierzonych metali

(kadm, ołów, kobalt, miedź, cynk) najwyższe gromadzone stężenie przypadło na kadm.

U wszystkich gatunków zaobserwowano wysoki poziom biomarkerów

(antyoksydantów). Zaobserwowano, że C. armatum miał podwyższony poziom

dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, glutationotransferazy, zredukowanego glutationu i

peroksydazy glutationowej w porównaniu z innymi gatunkami, przy czym C. amnicola

odnotowała najniższe stężenie biomarkerów (Lawal-Are i inni 2019).
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Natomiast niemetaliczny stresor w postaci mikroplastiku u raka błotnego Scylla

serrata indukował stres oksydacyjny w wątrobotrzustce i aktywność enzymów

antyoksydacyjnych (Yang i inni 2023). Także obecność nanocząsteczek (średnica

poniżej 100 nm) przyczynia się do wzrostu zmian degeneracyjnych u organizmów

wodnych poprzez wzrost ROS (Singh i inni 2023).

Strategie obrony antyoksydacyjnej stosowane przez wodne skorupiaki

(Decapoda) różnią się w zależności od gatunku. Enzymy przeciwutleniające mogą być

indukowane lub hamowane przez metale w zależności od gatunku, stężenia i czasu

ekspozycji. Niektóre enzymy przeciwutleniające, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa,

zwiększają swoją aktywność przy niskich poziomach metali i krótszej ekspozycji, ale

ich aktywność jest hamowana przy wyższych stężeniach metali i dłuższym czasie

ekspozycji (Frías-Espericueta i inni 2022).

W przypadku osobników N. davidi poddanych ekspozycji na nikiel można

wywnioskować, że wzrost poziomu ROS w komórkach obu narządów miał wpływ na

aktywację procesów degeneracyjnych.

W syntezę ROS włączone są mitochondria. Pojawiające się w nich zmiany będą

świadczyły zarówno o intensywnej syntezie ROS, ale także rozpoczęciu procesów

śmierci komórkowej (Włodarczyk i inni 2017, Villalpando-Rodriguez i Gibson, 2021).

Wpływ metali ciężkich na aktywność mitochondrialną w wielu narządach i tkankach

zwierząt został opisany jako aktywujący degeneracje tych organelli i często prowadzący

do zmian w ich potencjale błonowym (Meyer i inni 1991, Ahearn i inni 2004, Júdová

2006, Sanni i inni 2008, Genchi i inni 2020b, Rost-Roszkowska i inni 2021ab).

Mitochondria są głównym miejscem syntezy ATP w komórkach, ale uczestniczą

także w wielu procesach metabolicznych komórek związanych z ich proliferacją,

wzrostem, różnicowaniem, czy degeneracją. Liczne badania wykazały, że większa

liczba tych organelli wiąże się z większym zapotrzebowaniem na energię w komórce

(De Paz 1986, Moyes i inni 1998). W wyniku stresu oksydacyjnego dochodzi do zmian

w przepuszczalności błon tych organelli, a więc do zmiany w ich potencjale (potencjał

ładunków elektrycznych wzdłuż wewnętrznej błony mitochondrialnej). Zmiany w

potencjale, a więc przepływ elektronów/protonów ma miejsce, gdy istnieje

zapotrzebowanie na syntezę ATP (Hames i Hooper 2002, Rupniewska i Bojarska-Junak

2004). Potencjał transbłonowy mitochondrium jest więc wywołany rozproszeniem

68

68:5954026524



gradientu protonów. Obniżony potencjał błonowy mitochondriów może świadczyć o

zaburzeniu funkcji tych organelli (Wilczek 2008).

Stresory mogą wpływać na zmiany ultrastrukturalne mitochondriów

(Kalashnikova 1979, Rost-Roszkowska i inni 2012, Cano i inni 2014,

Karpeta-Kaczmarek i inni 2016a). Metale ciężkie zmieniają przepuszczalność błony

mitochondrialnej, generują zwiększoną ilość reaktywnych form tlenu (ROS), zmieniając

strukturę enzymu klirensowego ROS hamując jego aktywność. Ze względu na szybkie i

wzmożone wytwarzanie ROS oraz obniżony stan enzymów antyoksydacyjnych, w

narażonych organizmach gromadzą się różne zanieczyszczenia środowiskowe, co

prowadzi do indukcji stresu oksydacyjnego w mitochondriach. Zwiększona generacja

ROS powoduje również uszkodzenie mitochondrialnego łańcucha oddechowego,

rozprzęganie fosforylacji oksydacyjnej, zaburzenia syntezy ATP i apoptozę

mitochondriów (Sun i inni 2022).

Podczas degeneracji mitochondria mogą być spuchnięte lub skurczone, ich

grzebienie mogą się skrócić i ostatecznie zniknąć. Macierz mitochondrialna staje się

elektronowo gęsta lub elektronowo jasna (Greene i inni 2003, Karpeta-Kaczmarek i inni

2016a, Rost-Roszkowska i inni 2015). Zdegenerowane mitochondria mogą być

zneutralizowane w selektywnym procesie autofagii, zwanym mitofagią (Youle i

Narendra 2001, Narendra i inni 2008, Rost-Roszkowska i inni 2015,

Karpeta-Kaczmarek i inni 2016a). Zmiany w ultrastrukturze mitochondriów, w tym ich

grzebieni razem ze zmianami potencjału błonowego mitochondriów mogą być związane

z aktywacją śmierci komórkowej, m.in. apoptozy (Sonakowska i inni 2016).

Wydzielanie cytochromu c i innych kofaktorów z wewnętrznej błony mitochondrialnej

jest związane z rekonstrukcją grzebieni mitochondrialnych (Frezza i inni 2006).

Natomiast jak wspomniano wcześniej, uwolniony z mitochondriów Cyt c do cytozolu

rozszczepia prokaspazę-9, która z kolei przyczynia się do aktywacji apoptozy (Genchi i

inni 2020a).

Mitochondria odgrywają kluczową rolę zarówno w apoptozie, jak i nekrozie

poprzez otwarcie mega-kanałów (MPTP z ang. mitochondrial permeability transition

pore). Otwarcie MPTP powoduje pęcznienie i rozprzęganie mitochondriów, co

prowadzi do nekrozy. Przejściowe otwarcie MPTP może być również zaangażowane w

apoptozę, początkowo powodując obrzęk i pęknięcie błony zewnętrznej skutkując
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uwolnieniem cytochromu c (cyt c), który następnie aktywuje kaskadę kaspazy i

wprawia w ruch apoptozę. Późniejsze zamknięcie MPTP pozwala na utrzymanie

poziomów ATP, zapewniając, że śmierć komórki pozostaje apoptotyczna, a nie

nekrotyczna (Halestrap i inni 2000).

Wzrost poziomu zdegenerowanych mitochondriów na skutek ekspozycji na

stresor zaobserwowano między innymi u: krewetek N. davidi poddanych stresowi w

postaci głodzenia (Włodarczyk i inni 2019b), krewetek N. davidi eksponowanych na

pestycyd – dimetoat (Ostróżka i inni 2022), w wyniku ekspozycji na kadm u wija z

gatunku Lithobius forficatus (Rost – Roszkowska i inni 2021), gluten u wija

Telodeinopus aoutii (Błaszczyk 2022), Pardosa cupreus (Opisthothelae) pod wpływem

kadmu (Wilczek i inni 2004). Zwiększenie odsetka zdepolaryzowanych mitochondriów

zaobserwowano także w: jelicie środkowym muszki owocówki (Drosophila

melanogaster) w wyniku spożywania nanocząstek bezpostaciowej krzemionki (Pandey i

inni 2013), czy u rozwielitki wielkiej (Daphnia magna) eksponowanej na fluoksetynę

(lek z grupy antydepresantów) (Över i inni 2020).

Ekspozycja krewetek z gatunku N. davidi na nikiel wpływała na ultrastrukturę

mitochondriów oraz ich potencjał błonowy. Uzyskane wyniki różnią się w zależności od

analizowanej tkanki. Obserwowane zmiany w większym stopniu obserwowano w

obrębie jelita, natomiast w niewielkim w wątrobotrzustce.

W obrębie komórek D jelita po tygodniowej ekspozycji (grupa Ni 1:0)

obserwowano wiele komórek ze zdegenerowanymi mitochondriami, w porównaniu do

kontroli, gdzie takie mitochondria występują sporadycznie. W grupie Ni 2:0

obserwowano zniszczone, rozdęte mitochondria bez grzebieni. Uzyskane wyniki

potwierdza analiza ilościowa potencjału mitochondrialnego, gdzie w grupie Ni 1:0

odnotowano wzrost ilości komórek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami. Natomiast

po dwóch tygodniach ekspozycji (Ni 2:0) zaobserwowano dwukrotny wzrost tej

wartości w porównaniu do kontroli.

W wątrobotrzustce ultrastrukturalnie w kontroli dużo mitochondriów obserwuje

się w komórkach B. Tydzień ekspozycji na nikiel (grupa Ni 1:0) spowodowała

pojawienie się pojedynczych zmian w analizowanych organellach, natomiast przy

wydłużającej się ekspozycji na nikiel do 2 tygodni (Ni 2:0) w obrębie komórek F

obserwowano liczne zdegenerowane mitochondria. W ujęciu ilościowym poziomu
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komórek ze zdegenerowanymi mitochondriami, największy wzrost tego parametru

zaobserwowano w grupie Ni 2:0, natomiast w grupie Ni 1:0 wzrost parametru w

odniesieniu do kontroli nie był istotny statystycznie.

W trakcie niniejszych badań dokonano także analizy stężenia ATP oraz

wskaźnika ADP/ATP. Wraz z wydłużającym się czasem ekspozycji na nikiel wzrastała

wartość wskaźnika ADP/ATP w obu analizowanych narządach. Wzrost wskaźnika

ADP/ATP wskazuje na spadek stężenia ATP i wzrost stężenia ADP, wskazując na

możliwość zahamowania wzrostu i/lub nasilenia procesów degeneracyjnych w komórce

(Rost-Roszkowska i inni 2020b). Stężenie ATP było znacznie zmniejszone w

komórkach nabłonka jelita środkowego, szczególnie w grupie Ni 2:0. Proporcjonalny

do czasu ekspozycji spadek stężenia ATP zaobserwowano w wątrobotrzustce.

Fizjologiczną różnicą w przebiegu apoptozy i nekrozy jest poziom

wewnątrzkomórkowego ATP. Wyczerpanie ATP indukuje nekrozę, co wskazuje, że

nekroza jest procesem niezależnym od ATP, podczas gdy apoptoza jest zależna od ATP.

Wysokie poziomy ATP kierują komórkę na drogę apoptozy, podczas gdy niskie

poziomy ATP sprzyjają nekrozie (Eguchi i inni 1997). Uzyskane dane wskazują, że ze

względu na indukowane obecnością niklu w środowisku zmniejszone stężenie ATP

mogło stanowić przyczynę obserwowanej nekrozy jako głównego obserwowanego

rodzaju śmierci komórkowej.

5.4. Zmiany w jelicie i wątrobotrzustce po przywróceniu N. davidi do czystej wody

po uprzedniej ekspozycji na nikiel

Wiedza o właściwościach toksykokinetycznych, gdzie toksykokinetyka jest

definiowana jako przenoszenie toksycznych substancji / związków chemicznych między

organizmem a jego środowiskiem, jest kluczowa dla zrozumienia jego kumulacji w

organizmie i jest pierwszym krokiem w przewidywaniu jego potencjalnych skutków

toksycznych. Toksykokinetyka metali śladowych, takich jak cynk, miedź, kadm lub

nikiel jest szczególnie interesująca, ponieważ metale nie ulegają degradacji przez

organizm i jedyna regulacja ich wewnętrznego stężenia w ciele następuje poprzez
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wychwyt, unieruchomienie i oczyszczenie. Metale śladowe mają ogólnie podobne

właściwości fizykochemiczne, więc można oczekiwać, że będą miały podobne

właściwości toksykokinetyczne. W organizmach zwierząt stężenia niezbędnych

substancji, czy pierwiastków, w tym metali (jak np. Zn, Cu), muszą być utrzymywane w

zakresach (normach, granicach fizjologicznych), aby możliwe było zaspokojenie

potrzeb fizjologicznych. Czyli stężenie potrzebnych substancji musi być na

odpowiednim poziomie, nie może być ani niedoboru, ani nadmiaru. To z kolei wiąże się

z odpowiednią regulacją procesów asymilacji i eliminacji. Spełnienie tych wymagań

oznacza, że   w przypadku niskich stężeń substancji w środowisku, metal musi być

aktywnie asymilowany i sekwestrowany przez organizm, podczas gdy w wysokich

stężeniach musi być skutecznie eliminowany z ciała by zapobiec potencjalnym efektom

toksycznym. W normalnych warunkach środowiskowych metale ksenobiotyczne (np.

Pb lub Cd) nie są potrzebne do prawidłowego przebiegu procesów fizjologicznych, ani

zwykle nie występują w środowisku na niebezpiecznie wysokim poziomie stężenia.

Postawiono więc hipotezę, że regulacja stężenia metali w organizmie powinna być

bardziej efektywna dla metali odżywczych niż ksenobiotyków (Spurgeon i Hopkin

1999, Kramarz 1999ab, Bednarska i inni 2015, 2016), natomiast nieznane są

mechanizmy fizjologiczne, które mogą być odpowiedzialne za ogólną regulację metali

oraz różnic między nimi.

Według Argasiński i inni (2012) wewnętrzne stężenie metali u bezkręgowców,

pojawiające się w wyniku spożywania żywności zanieczyszczonej metalami o wysokim

stężeniu, może być skutkiem ubocznym gromadzenia się metali w komórkach nabłonka

jelita, skutkując toksycznością w obrębie komórek, które stanowią pierwszą linię

obrony przed nadmiernym skupieniem metali w organizmie i ich toksycznością

(Rost-Roszkowska i inni 2008).

Uszkodzenie komórek jelitowych powinno zależeć zarówno od stężenie metalu, jak i

jego naturalnej toksyczności. Wyższe stężenia metali, zwłaszcza jeśli metal jest bardzo

toksyczny, powinny powodować rozległe uszkodzenie nabłonka jelit oraz co się z tym

wiąże, zwiększone usuwanie martwych i/lub dysfunkcyjnych komórek. W badaniu

toksykokinetycznym można to zaobserwować jako zwiększoną szybkość eliminacji z

powodu wydalania złuszczonych komórek i spadek szybkości asymilacji z przewodu

pokarmowego z powodu uszkodzenia nabłonka jelitowego. Wyjaśnienie
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obserwowanego specyficznego zjawiska w niektórych badaniach nad toksykokinetyką

metali u bezkręgowców, a mianowicie nagłym wzrostem wewnętrznego stężenia metalu

po ekspozycji na żywność zanieczyszczona metalami, a następnie stopniowe

zmniejszanie się stężenia, nawet jeśli zwierzę było nadal narażone na skażoną żywność,

tłumaczy model teoretyczny sformułowany przez Argasinskiego i innych (2012)

(Bednarska i inni. 2011, Lagisz i inni 2005).

Tradycyjnie opisano toksykokinetykę metali u bezkręgowców przez klasyczny

jedno-kompartmentowy model z pobieraniem metalu, który zależy od jego stężenia w

pożywieniu oraz stałej asymilacji, która może być specyficzna dla metali i gatunku.

Przypuszcza się, że skoro asymilacja zależy między innymi od stężenia substancji, tak

w przypadku nadmiaru metali o jego wydalaniu z organizmu będzie decydowała

(zależna od gatunku/metalu) stała eliminacji. Na przykład Janssen i inni (1991)

wykazali, że wchłanianie kadmu i wskaźnik eliminacji różniły się znacznie między

gatunkami reprezentującymi różne pozycje taksonomiczne. Do podobnych wniosków

można dojść porównując toksykokinetykę metali Cd i Zn u chrząszcza biegacza

Poecilus cupreus (Kramarz 1999a) i wija Lithobius mutabilis (Kramarz 1999b). Po

zbadaniu parametrów toksykokinetycznych dla zakresu narażenia na różne stężenia Zn i

Cd świerszcza Gryllus assimilis, autorzy doszli do wniosku, że zarówno współczynnik

asymilacji, jak i eliminacji mogą się zmieniać w zależności od stężenia podczas

ekspozycji. Odkrycie to pośrednio potwierdza sformułowaną tezę przez Argasińskiego i

innych (2012), a więc, że to wewnętrzne stężenie metalu u bezkręgowców może być,

przynajmniej w pewnym stopniu, bezpośrednim wynikiem toksyczności metali dla

komórek nabłonka jelita. Uszkodzenie jelita powinno skutkować zmniejszeniem tempa

przyswajania metali, natomiast wydalanie martwych komórek – zwiększeniem tempa

eliminacji (Bednarska i inni 2016).

Przywrócenie krewetek N. davidi do czystej wody na czas 1 i 2 tygodni po

tygodniowej ekspozycji na nikiel (Ni 1:1 i Ni 1:2) przyczyniło się do proporcjonalnego

do czasu oczyszczania, spadku wartości kumulowanego pierwiastka. Natomiast w

grupach Ni 2:1 i Ni 2:2 stężenie niklu było podobne do grupy Ni 2:0. Na podstawie

uzyskanych wyników można stwierdzić, że nawet czas 2 tygodni przebywania zwierząt

w czystej wodzie po dwóch tygodniach ekspozycji na nikiel nie jest czasem

wystarczającym do całkowitego oczyszczenia organizmu z ksenobiotyku. Podobne
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rezultaty uzyskano podczas karmienia chrząszczy z gatunku Pterostichus

oblongopunctatus pokarmem zanieczyszczonym w kadm (Cd), nikiel (Ni) oraz cynk

(Zn), a następnie karmienia pokarmem pozbawionym tych metali (Bednarska i inni

2016).

Analiza ultrastrukturalna komórek w obrębie jelita N. davidi wykazała, że

przywrócenie krewetek do życia w wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na nikiel

wiąże się ze zmniejszeniem liczebności i intensywności obserwowanych zmian

degeneracyjnych w komórkach trawiennych jelita (komórkach D). Ultrastruktura

komórek D grupy Ni 1:1 jest podobna do grupy Ni 1:0. W obrębie cytoplazmy komórek

tych obserwuje się nieliczne autofagosomy, zniekształcone mitochondria, a w

niektórych komórkach skrócone mikrokosmki, jednakże wiele komórek ma strukturę

prawidłową. Natomiast ultrastruktura komórek D z grupy Ni 1:2 przypomina grupę

kontrolną, choć zaobserwować można pojedyncze komórki ze zdegenerowanymi

mitochondriami i komórki nekrotyczne. Ultrastruktura komórek D grupy Ni 2:1

przypomina grupę Ni 2:0. Nabłonek jest w przeważającej mierze całkowicie

zdegenerowany. Występują silne zmiany nekrotyczne, uszkodzone są otoczki jądrowe

jąder komórkowych, natomiast spada intensywność autofagii. Wzrasta także liczba

zdegenerowanych mitochondriów, rozdętych ze skróconymi grzebieniami. W grupie Ni

2:2 wiele komórek nadal jest nekrotycznych. W obrębie cytoplazmy wielu komórek z

grupy tej zaobserwować można pojedyncze autofagosomy, uszkodzone i rozdęte

mitochondria oraz cysterny retikulum endoplazmatycznego oraz silnie skrócone

mikrokosmki. W grupie Ni 2:2 występują też komórki o prawidłowej ultrastrukturze, a

mitochondria komórek tych są rozdęte i posiadają skrócone grzebienie. Pomimo

przywrócenia do czystej wody na czas dwóch tygodni zmiany są wciąż obserwowane, w

tym obserwowana była intensywna nekroza. Barwienie odczynnikiem LysoTracker

także wykazało spadek intensywności sygnałów emitowanych przez struktury silnie

kwaśne (w tym autofagosomy), adekwatnie do czasu oczyszczania. Świadczy to tym, że

autofagia nie jest już procesem wymaganym do dalszej ochrony komórek przed

działaniem toksycznego metalu (Rost-Roszkowska i inni 2020b, 2022). Przywrócenie

krewetek do czystej wody przyczyniło się także do częściowej regeneracji komórek

budujących wątrobotrzustkę N. davidi, zwłaszcza po 2 tygodniach przywrócenia do

czystej wody. Komórki w tym narządzie u zwierząt z grup Ni 1:1 oraz Ni 1:2
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charakteryzują się pojedynczymi zmianami wskazującymi na proces nekrozy, tj. rozdęte

organelle z pękniętymi błonami komórkowymi. W grupach tych obserwuje się wzrost

procesu autofagii i spadek ilości materiałów zapasowych. Komórki wątrobotrzustki z

grupy Ni 1:2 w budowie ultrastrukturalnej przypominają grupę kontrolną. Wyniki z

barwienia LysoTracker wskazują na obniżenie intensywności sygnałów, natomiast w

grupach Ni 1:1 i Ni 1:2 sygnały są nadal silne, rozproszone, przy czym w grupie Ni 1:2

sygnały stopniowo słabną. Natomiast przywrócenie do czystej wody na tydzień i dwa

po dwutygodniowej ekspozycji na nikiel (grupy Ni 2:1 i Ni 2:2) nie było

wystarczającym czasem dla pełnej regeneracji na poziomie ultrastrukturalnym komórek

wątrobotrzustki. W grupie Ni 2:1 wciąż obserwuje się silne zmiany nekrotyczne we

wszystkich komórkach, których organelle są rozdęte, a cytoplazma jasna elektronowo z

niewielką ilością organelli. Komórki F mają silnie zwakuolizowane obszary

cytoplazmy, ale w mniejszym stopniu niż w grupie Ni 2:0. Mniej też występuje

autofagosomów, natomiast w dalszym ciągu występują rozdęte cysterny retikulum

endoplazmatycznego. Podobne zmiany obserwuje się w komórkach B, w cytoplazmie

których dodatkowo występują liczne kule materiału zapasowego. W grupie Ni 2:2

komórki F w dalszym ciągu posiadają liczne wakuole, natomiast zmiany dotyczą

pojedynczych obszarów cytoplazmy. Obserwuje się liczne autofagosomy i rozdęte

cysterny retikulum endoplazmatycznego. W komórkach B z kolei oprócz obecności

licznych autofagosomów występują materiały zapasowe w trakcie trawienia (co nie było

obserwwoane w grupie Ni 2:1). Wyniki barwienia LysoTracker były zbieżne z

wynikami uzyskanymi z TEM. Przy czym sygnały w grupach Ni 2:1 i Ni 2:2 były

bardziej skupionie, w przeciwieństwie do rozproszonych pojedynczych sygnałów w

grupach Ni 1:1 i Ni 1:2. Podobne zależności obserwowano u N. davidi eksponowanej

na dimetoat i przywracanej do czystej wody, gdzie 1 tydzień w czystej wodzie nie był

wystarczający dla całkowitej regeneracji, zwłaszcza przy dłuższych ekspozycjach

(Ostróżka i inni 2022), a także poddanej stresowi w postaci głodzenia i ponownie

karmionej (Włodarczyk i inni 2017). Wydłużenie czasu przywrócenia do warunków

kontrolnych wiązało się ze zmniejszeniem częstotliwości i intensywności

obserwowanych zmian ultrastrukturalnych. Jednak zwłaszcza przy dłuższych czasach

ekspozycji na stresor czasem nawet taki sam czas przywrócenia do warunków

kontrolnych, nie jest czasem wystarczającym i zmiany degeneracyjne są nadal obecne.
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Autofagia w trakcie oczyszczania N. davidi jest wyciszana w jelicie, natomiast w

wątrobotrzustce wciąż zachodzi intensywnie. U krewetki Artemesia longinaris zbadano

wpływ zasolenia na ultrastrukturę komórek wątrobotrzustki. Zwierzęta stopniowo i

gwałtownie eksponowano na różne wartości zasolenia w różnych przedziałach

czasowych, po czym przywracano do wartości początkowych na 30 dni. Drastyczne

obniżenie poziomu zasolenia wiązało się z dużą śmiertelnością krewetek, natomiast w

przypadku niewielkich zmian zasolenia i przywrócenia warunków kontrolnych,

wątrobotrzustka odzyskała niezmienioną strukturę. Powrót do wyższych wartości

zasolenia wiązał się z obserwowanym wzrostem wysokości komórek F, R, B, natomiast

spadek zasolenia wiązał się ze zmniejszeniem wysokości tych komórek, co autorzy

tłumaczyli stresem osmotycznym (Masson i inni 2012). U przypadku chrząszcza P.

oblongopunctatus, po 6 dniach oczyszczania po wcześniejszej ekspozycji na nikiel,

pojawiły się pierwsze symptomy regeneracji jelita środkowego, przejawiające się

bardziej regularnymi kryptami w jelicie środkowym i odnową w pierwszej warstwie

komórek nabłonkowych. Mimo to, wysokość nabłonka była znacznie niższa niż przed

ekspozycją nawet pod koniec eksperymentu. Nabłonek nie został zregenerowany także

w przypadku przywrócenia tych zwierząt do nieskażonego pożywienia po ekspozycji na

cynk. Pod koniec doświadczenia nabłonek miał nieregularną budowę, przy czym jego

wysokość była taka sama jak w grupie kontrolnej. Sugeruje się, że uzyskane wyniki

zarówno ze stężeń gromadzonych metali, jak i stanu jelita środkowego, mogą się różnić

ze względu na zmienność międzyosobniczą. Wysoka zmienność obserwowana w

stężeniach metali u chrząszczy w całym okresie eksperymentu może być

odzwierciedleniem tych różnic w jelicie środkowym tempa wymiany komórek u

poszczególnych chrząszczy (Bednarska i inni 2016).

Przywrócenie krewetek N. davidi do czystej wody nie miało wpływu na

gromadzenie materiałów zapasowych w obrębie cytoplazmy komórek D jelita,

natomiast w wątrobotrzustce zaobserwowano w grupie Ni 2:1 dodatkowe (oprócz

lipidów i polisacharydów, jak w grupie kontrolnej) gromadzenie ciał białkowych jako

materiałów zapasowych. W przypadku N. davidi eksponowanej na dimetoat w obrębie

komórek trawiennych (komórek D) jelita obserwuje się gromadzenie kropel

tłuszczowych przy krótszych ekspozycjach i przywróceniu do czystej wody. Natomiast

w wątrobotrzustce materiały te uległy redukcji w porównaniu do kontroli, ale
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przywrócenie do czystej wody spowodowało zwiększenie ich ilości w porównaniu do

grup ekspozycyjnych (Ostróżka i inni 2022). Ponadto zaobserwowano, że ponowne

karmienie krabów Cherax quadricarinatus głodzonych przez 80 dni, następnie

karmionych przez 30 dni przyczyniło się do wzrostu stężenia glikogenu i lipidów w

obrębie wątrobotrzustki w porównaniu do osobników głodzonych przez ten czas

(Sacristán i inni 2016). Gromadzenie materiałów zapasowych może być związane z

faktem, że u organizmów żyjących w zanieczyszczonym środowisku lub narażonych na

działanie stresorów wzrasta wydatek energetyczny zwierzęcia, związany z detoksykacją

i wydalaniem szkodliwych substancji (Sibly i Calow 1989). Może to prowadzić do

gromadzenia się w narządach substancji magazynujących (Bednarska i inni 2013), które

mogą być wykorzystane w utrzymaniu homeostazy energetycznej w komórkach (Stone i

inni 2001, De Coen i Janssen 2003a, Moolman i inni 2007, Lipovšek i inni 2018).

Niektóre analizy związane z budżetami energetycznymi (akumulacja lipidów, białek i

polisacharydów) zostały przeprowadzone na kilku organizmach wodnych (De Coen i

Janssen 1997, 2003a, 2003b, Verslycke i inni 2004, Graham i Thompson 2009,

Smolders i inni 2003) i lądowych (Donker 1992, Bednarska i inni 2013). Zmiany

zachodzące w komórkach i tkankach pod wpływem substancji toksycznych są łatwiej

regenerowane w przypadku zwiększonego wydatku energetycznego (Rowe i inni 1998,

Calow 1991, Maryański i inni 2002, Pook i inni 2009, Bednarska i inni 2013, Bednarska

i Stachowicz 2013). Pojawienie się materiału o charakterze białkowym w grupie Ni 2:1

w wątrobotrzustce może być związane z intensyfikacją syntezy licznych enzymów, w

tym biorących także udział w procesach śmierci komórkowej, czy procesach

detoksykacji (Sukharev i inni 1997). Świadczy o tym duży wzrost liczby komórek

żywych kaspazo-pozytywnych w watrobotrzustce N. davidi. Kaspazy są białkami

enzymatycznymi należącymi do proteaz cysteinowych (Nicholson 1999). Podobny

wzrost tych komórek zaobserwowano w jelicie w tej samej grupie eksperymentalnej.

Jednak komórki D jelita N. davidi nie pełnią w organizmie roli magazynującej

substancje zapasowe, a białka wymagane do syntezy odpowiednich enzymów, w tym

między innymi kaspaz będą dostarczane właśnie z narządów je magazynujących (tu:

wątrobotrzustka).

Podczas apoptozy pojawiają się zmiany na poziomie ultrastrukturalnym takie jak

na przykład kurczenie się komórek, fragmentacja jądra komórkowego, kondensacja
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chromatyny, fragmentacja chromosomalnego DNA (Zhang i inni 2018). Zanim jednak

pojawią się jakiekolwiek zmiany na tym poziomie, uruchamiana jest cała kaskada

procesów mających na celu aktywację enzymów apoptotycznych (Menze i inni 2010,

Zhang i inni 2018, Genchi i inni 2020a), stąd też pomimo, że zmiany na poziomie

ultrastrukturalnym nie będą widoczne, to jednak proces apoptozy zostaje uruchomiony.

Dlatego też w niniejszych badaniach przeprowadzona została analiza ilościowa z

wykorzystaniem cytometrii przepływowej. Analiza związana z procesami śmierci

komórkowej w jelicie N. davidi wykazała, że w grupie Ni 1:1 występuje najwyższy

odsetek komórek apoptotycznych w całym jelicie, a nekrotycznych jak w grupie Ni 1:0.

Natomiast udział komórek apoptotycznych w grupie Ni 1:2 jest zbliżony do poziomu

grupy kontrolnej. Z kolei udział komórek nekrotycznych w grupie tej jest zdecydowanie

wyższy niż w grupie Ni 1:0. W grupie Ni 2:1 udział komórek apoptotycznych jest

wyższy niż w grupie Ni 2:0, natomiast ilość komórek nekrotycznych wzrasta

proporcjonalnie do czasu oczyszczania. W obrębie wątrobotrzustki zaobserwowano

inne niż w jelicie zależności między czasem przywracania zwierząt do czystej wody a

aktywacją apoptozy i nekrozy. W przeciwieństwie do jelita, przywrócenie do czystej

wody na 1 i 2 tygodnie po tygodniowej ekspozycji na nikiel (grupy Ni 1:1 oraz Ni 1:2)

przyczyniło się do spadku intensywności apoptozy poniżej wartości kontrolnych, przy

czym spadek ten był większy w grupie z 2 tygodniami oczyszczania (Ni 1:2). Z kolei

pod względem nekrozy, w przeciwieństwie do jelita, gdzie czas oczyszczania stopniowo

wzmagał nekrozę, tak w wątrobotrzustce we wszystkich grupach z przywróceniem do

wody czystej (tj. grupy Ni 1:1, Ni 1:2, Ni 2:1 oraz Ni 2:2) zaobserwowano powrót

parametru do poziomu grupy kontrolnej. Ogólnie można stwierdzić, że przywrócenie

zwierząt do życia w wodzie czystej powodowało stopniowy i postępujący spadek liczby

komórek apoptotycznych, późnoapoptotycznych i nekrotycznych w wątrobotrzustce do

poziomu kontrolnego, podczas gdy w jelicie ich liczba wzrastała po jednym lub dwóch

tygodniach przebywania w nieskażonej wodzie. Zestawiając intensywność autofagii

oraz apoptozy/nekrozy można stwierdzić, że w jelicie w trakcie oczyszczania

organizmu intensywność autofagii spada, natomiast apoptoza i nekroza wciąż zachodzą

intensywnie. Natomiast w watrobotrzustce zaobserwowano zjawisko odwrotne, wzrost

autofagii oraz spadek liczby komórek apoptotycznych/nektorycznych wraz z

wydłużającym się czasem życia zwierząt w wodzie czystej. Można wywnioskować, że
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w wątrobotrzustce w trakcie oczyszczania organizmu intensywna autofagia będzie

pełniła funkcję ochronną, powodując spadek intensywności procesów śmierci

komórkowej. Autofagia będzie więc odgrywała ważną rolę w ochronie komórek tego

narządu, co jak wiadomo jest elementem szlaku przeżycia (Levine i Klionsky 2004,

Broker i inni 2005, Tettamanti i inni 2011, Chandra i Tang 2009, Kourtis i Tavernarakis

2009, Franzetti i inni 2012, Klionsky i inni 2016, 2021). Natomiast w przypadku jelita,

autofagia nie będzie procesem wystarczającym, który chroniłby komórki przed dalszą

degeneracją. Jednak ze względu na fakt, że jelito uważane jest jako jeden z pierwszych

narządów (obok pokrycia ciała), który stanowi barierę dla całego organizmu przed

wpływem na niego ksenobiotyków (das Dores Teixeira i inni 2013, Wilczek i inni

2014), można przypuszczać, że śmierć uszkodzonych komórek w tym narządzie będzie

chronić pozostałe narządy przed na przykład powstaniem stanu zapalnego. To mogłoby

także wyjaśniać stopniową i szybszą regenerację wątrobotrzustki. W przypadku obu

narządów można więc zaobserwować typową zależność między autofagią a apoptozą

(Rost-Roszkowska i inni 2018, 2019).

Analiza ilościowa śmierci komórkowej z udziałem aktywnych kaspaz wykazała

korelację z powyższymi analizami apoptozy i nekrozy w badanych narządach. W jelicie

grupy Ni 1:1 poziom komórek żywych kaspazo-pozytywnych (wczesna apoptoza) jest

podobny do grupy Ni 1:0, natomiast w grupie Ni 1:2 odsetek ten jest już niższy niż w

grupie kontrolnej. Wartości poniżej kontrolnych obserwuje się także w grupach Ni 1:1 i

Ni 1:2 pod względem komórek martwych kaspazo-pozytywnych (późna apoptoza). W

grupie Ni 2:1 poziom komórek żywych kaspazo-pozytywnych był kilkukrotnie wyższy

niż w kontroli, natomiast w grupie Ni 2:2 poziom ten był poniżej wartości notowanych

dla grupy kontrolnej. Komórki martwe kaspazo-pozytywne miały niższy udział

procentowy w porównaniu z grupą kontrolną. W obrębie wątrobotrzustki, poziom

komórek żywych kaspazo-pozytywnych w wyniku przywrócenia do czystej wody w

odniesieniu do kontroli był następujący: w grupie Ni 1:1 podobny, Ni 1:2 niższy, Ni 2:1

wyższy, Ni 2:2 niższy, natomiast martwych kaspazo-pozytywnych poniżej wartości

kontrolnych z wyjątkiem grupy Ni 1:1. Uzyskane wyniki wskazują na różnice w

analizowanych narządach. Choć zmiany degeneracyjne po tygodniowej i

dwutygodniowej ekspozycji na nikiel były zdecydowanie silniejsze w wątrobotrzustce,

tak też to wątrobotrzustka w wyniku przywrócenia do czystej wody zdecydowanie
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szybciej się regeneruje. Na podstawie powyższego można stwierdzić, że

wątrobotrzustka ze względu na pełnione funkcje, posiada mechanizmy detoksykujące.

Komórki budujące jelito i wątrobotrzustkę w celu regulacji i przywrócenia homeostazy

tkanek wykorzystują zarówno apoptozę, jak i nekrozę. Głównym obserwowanym

rodzajem śmierci komórkowej jest nekroza, natomiast po przywróceniu zwierząt do

czystej wody apoptozę można uważać za proces wspomagający naprawę tkanek.

Eksponowanie krewetek N. davidi na dimetoat i przywrócenie do czystej wody, również

wiązało się z obniżeniem ilości zmian nekrotycznych w wątrobotrzustce, zwłaszcza

przy krótkich ekspozycjach i długim czasie oczyszczania, natomiast w obrębie jelita te

zmiany były zdecydowanie częstsze. W tym układzie eksperymentalnym, żaden czas

przywrócenia do czystej wody nie spowodował obniżenia nekrozy do wartości

kontrolnych (Ostróżka i inni 2022). Powrót do karmienia głodzonych N. davidi

przyczynił się z kolei do obniżenia intensywności apoptozy (Włodarczyk i inni 2019b).

Znaczącą poprawę zaobserwowano także w obrębie ultrastruktury komórek

wątrobotrzustki krabów Cherax quadricarinatus głodzonych przez 80 dni, następnie

karmionych przez 30 dni (Sacristán i inni 2016). W eksperymencie polegającym na

eksponowaniu chrząszczy P. oblongopunctatus metalami ciężkimi, powrót do

warunków kontrolnych wiązał się z pojawieniem zależnych od metalu zmian. W 32

dniu doświadczenia (ekspozycji na cynk), po 4 dniach oczyszczania, większość

komórek w kryptach regeneracyjnych była TUNEL-pozytywna, a więc aktywowana

była apoptoza (Bednarska i inni 2016).

W warunkach fizjologicznych apoptoza umożliwia zachowanie równowagi

między tempem proliferacji a eliminacją zniszczonych lub niepotrzebnych komórki

(Zakeri i Lockshin 2002). Natomiast częściej wśród badaczy wpływu metali ciężkich na

bezkręgowce obserwowana była autofagia niż apoptoza. Jednak autofagię i apoptozę nie

należy traktować jako wzajemnie wykluczające się zjawiska, ale raczej jako procesy

współdziałające w tworzeniu odpowiedzi komórek na zmiany warunków środowiska

(Bednarska i inni 2016, Rost-Roszkowska i inni 2022). Procesy te mogą zachodzić w

tym samym czasie i w tej samej tkance. W tym przypadku autofagia pośredniczy w

indukcji apoptozy (Eisenberg-Lerner i inni 2009, Franzetti i inni 2012). Natomiast, co

ciekawe, pomimo faktu, że nekroza w przeważającej mierze jest rodzajem

dominującego rodzaju śmierci komórkowej w badaniach z użyciem stresorów, prawie
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nie zarejestrowano komórek nekrotycznych (martwiczych) przy zastosowaniu różnych

stężeń kadmu u ślimaka winniczka Helix pomatia (Chabicovsky i inni 2004).

Opisane wyżej wyniki badań nad krewetką traktowaną niklem nie przekładają

się jednak na wynik badań apoptozy mierzony przy pomocy Aneksyny V, w których to

grupach (zarówno tych z jedno- jak i dwutygodniowym z przywróceniem do czystej

wody) w przypadku jelita poziom apoptozy nie rośnie aż tak znacząco, jak mogłaby

wskazywać liczba komórek kaspazo-pozytywnych, a w wątrobotrzustce wręcz poziom

apoptozy i nekrozy jest poniżej wartości kontrolnych, choć poziom komórek

kaspazo-pozytywnych w grupach tych ponad trzykrotnie przekraczał wartości grupy

kontrolnej. Aneksyna V wykorzystywana jest do analizy apoptozy zarówno na jej

wczesnych, jak i późnych etapach. Wczesne etapy apoptozy są wykrywane poprzez

połączenie barwnika z fosfatydyloseryną na powierzchni błony komórkowej.

Fosfatydyloseryna jest w żywych komórkach wbudowana w wewnętrzną warstwę błony

komórkowej, natomiast kiedy pojawi się sygnał apoptotyczny, zostaje ona przeniesiona

na powierzchnię, co umożliwia rozpoznanie komórki (Darzynkiewicz i inni 2001,

Martinez i Freyssinet 2001). Co warto zaznaczyć, na tym etapie apoptozy następuje

utrata symetrii w rozmieszczeniu lipidów błonowych w warstwie zewnętrznej i

wewnętrznej, która pojawia się bez naruszenia integralności błony komórkowej

(Lizarbe i inni 2013). Chociaż proporcje w lipidach błonowych są różne w zależności

od typu komórki, ważnym jest utrzymanie w błonie komórkowej składu lipidów, dla

zachowania struktury i funkcji w komórce. Jak wcześniej wspomniano

fosfatydyloseryna, będąca glicerofosfolipidem, występuje w wyższych ilościach po

wewnętrznej stronie błony. Jest ujemnie naładowana, dlatego też wewnętrzna warstwa

błony jest bardziej ujemnie naładowana niż zewnętrzna, a za utrzymanie tego stanu

odpowiada enzym nazywany flipazą. Kiedy pojawia się sygnał apoptotyczny i flipaza

zostaje zablokowana, a skramblaza aktywowana, dochodzi do wyrównania lipidów

wewnętrznej i zewnętrznej warstwy błony, w tym pojawienie się fosfatydyloseryny na

powierzchni błony (Bratton i inni 1997, Blankenberg i inni 2000). A konkretniej, w

komórkach apoptotycznych aktywna kaspaza-3 rozszczepia flipazę (ATP11A/C) w

nieodwracalnie nieaktywny stan, ponadto kaspaza-3 rozszczepia skramblazę (XKR8),

powodując jej dimeryzację i nieodwracalną aktywację (Shlomovitz i inni 2019). Jak

dowiedziono, przemieszczenie fosfatydyloseryny jest wczesnym etapem apoptozy.
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Zjawisko to zachodzi przed obniżeniem się potencjału transbłonowego mitochondriów

oraz uwolnieniem z ich przestrzeni międzybłonowych cytochromu c (Denecker i inni

2001).

Aneksyny z kolei stanowią rodzinę białek cytoplazmatycznych, które wiążą

wapń, a także cechują się zdolnością do (zależnej od Ca2+) interakcji z błoną o ujemnym

ładunku (Lizarbe i inni 2013). W metodzie wykorzystanej do badań nad krewetką

traktowaną niklem, aneksyna związana jest chemicznie z FITC (tioizocyjaninem

fluoresceiny), w związku z czym po połączeniu z fosfatydyloseryną można

zaobserwować fluorescencję (Skierski 2008). Natomiast przemieszczenie się

fosfatydyloseryny i aktywacja kaspaz stanowią sygnał do rozpoczęcia wykonawczej

fazy apoptozy (Blankenberg i inni 2000).

Komórki będące we wczesnych etapach apoptozy pod względem

morfologicznym są trudne do rozpoznania (Darzynkiewicz i inni 1997), ponieważ

zachowana jest jeszcze integralność strukturalna komórki, a także zachowanych jest

większość funkcji pełnionych przez błonę komórkową (Israel i Israel 1999, Nagata

2000, Trzcińska 2003). Ponadto, pomimo spadku mitochondrialnego potencjału

transbłonowego, organelle komórkowe nie są uszkodzone (Pollack i Leeuwenburgh

2001). Odróżnienie komórek apoptotycznych na późnym etapie procesu jest możliwe do

zmierzenia poprzez wykorzystywany w metodzie (Aneksyna V) jodek propidyny, który

będzie przenikał przez integralnie zaburzone na skutek apoptozy błony komórkowe,

następnie będzie gromadził się wewnątrz komórki i wykazywał mierzalną fluorescencję

komórki (Darzynkiewicz i inni 2001, Martinez i Freyssinet 2001, Skierski 2008).

Morfologicznie, w obrębie komórek apoptotycznych wiodący udział mają

zmiany w jądrze komórkowym. Na początku, w pobliżu błony jądrowej, chromatyna

ulega zagęszczeniu, potem zaczyna wypełniać całe jądro komórkowe, które następnie

staje się pyknotyczne. Endonukleazy przyczyniają się do fragmentacji DNA, a następnie

na kolejnym etapie powstają tzw. ciałka apoptotyczne, będące fragmentami jądra

komórkowego oraz nieuszkodzonych organelli komórkowych, które są szczelnie

otoczone błoną komórkową (Cory 1998, Halicka i inni 2000). Z kolei użycie

MultiCaspase Kit umożliwa detekcję poziomu kaspaz (według informacji zawartych na

stronie producenta: kaspza-1, -3, -4, -5, -6, -7, -8 oraz -9), które są zaangażowane w

fazy kontrolno-decyzyjną i wykonawczą apoptozy. Tak więc aktywowane są po
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rozpoznaniu bodźca i decyzji o skierowaniu komórki na ten szlak śmierci komórkowej.

Kaspazy spełniają różne funkcje. Podstawowa ich klasyfikacja, bez uwzględniania

metakaspaz i parakaspaz (Minina i inni 2020) dzieli kaspazy na 3 grupy, mianowicie na:

aktywatory cytokin (kaspazy: 1, -4, -5, -11, -12, -13, -14), inicjujące szlak apoptotyczny

(8, -9, -10) oraz odpowiedzialne za fazę wykonawczą apoptozy (-3, -6, -7) (Chang i

Yang 2000). Chociaż przekazywanie sygnałów do wejścia komórki w apoptozę może

przebiegać z wykorzystaniem różnych skomplikowanych szlaków sygnalizacyjnych, tak

kaspazy wykonawcze uważa się za centralny punkt, który skupia różne sygnały

apoptotyczne. Kiedy następuje ich aktywacja przez kaspazy inicjujące, czy też inne

białka (np. GrB) wówczas osiągnięty zostaje “punkt kontrolny”, w którym nie ma już

odwrotu w apoptozie (ang. point of no return). Etap ten podlega ścisłej regulacji między

innymi przez białka z rodziny Bcl2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma-2) oraz przez IAP

(ang. inhibitor apoptosis proteins) (Gross i inni 1999). Wszystkie spośród dotychczas

poznanych kaspaz cechują się tym, że przecinają łańcuch białkowy substratu w miejscu,

gdzie znajduje się w nim kwas asparaginowy oraz tym, że same dla siebie stanowią

enzymy aktywujące. To oznacza, że aktywacja jednej z kaspaz może wywołać kaskadę

reakcji, podczas których z zymogenów (prokaspaz) aktywuje się wiele aktywnych

kaspaz. Kaspazy natomiast przyczyniają się do niszczenia białek enzymatycznych i

strukturalnych komórki. Dla przykładu, podczas apoptozy w obrębie wielu komórek

obserwuje się proteolityczny rozpad takich białek jak: laminy jądrowe, histony,

polimeraza poli-ADP-rybozy (PARP), białka strukturalne, czy białka decydujące o

przebiegu cyklu komórkowego. Natomiast degradacja białkowej kinazy DNA i PARP

czyni niemożliwym naprawę uszkodzonego DNA (Smolewski i inni 2001, Trzcińska

2003). Brak korelacji między wynikami uzyskanymi z wykorzystaniem Aneksyny V

oraz MultiCaspase Kit można więc tłumaczyć adaptacją krewetek do zmieniającego się

środowiska z niklowego na czystą wodę. W związku z brakiem konieczności

przeprowadzania intensywnych procesów degeneracyjnych/regeneracyjnych, bo

ekspozycja na ksenobiotyk się skończyła, musiały nastąpić procesy regulacyjne

zatrzymujące śmierć komórki poprzez apoptozę.

Jak wcześniej wspomniano, apoptoza jest procesem programowanej śmierci

komórki, który podlega regulacji. Ekspresja odpowiednich genów będzie przyczyniała

się do aktywowania, bądź hamowania apoptozy. W przypadku organizmu modelowego
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nicienia Caenorhabditis elegans, ekspresja genów ced-3 i ced-4 będzie powodowała

wejście komórki w apoptozę. Mutacja w obrębie tych genów powoduje, że komórki,

które powinny zostać wyeliminowane przeżywają. Natomiast ekspresja tych genów jest

zależna od genu ced-9, który to gen dodatkowo jest odpowiedzialny za kodowanie

białka hamującego proces apoptozy. W wyniku ekspresji genu ced-9 powstaje białko

CED-9, które stanowi główną ochronę komórek przed śmiercią (Rudner i inni 2001). U

ssaków odpowiednikami dla genu ced-9 jest gen bcl-2, którego ekspresja stanowi silny

inhibitor apoptozy. Obniżenie ekspresji tego genu przyczynia się do skierowania

komórki na drogę apoptozy, natomiast nadmierna aktywność doprowadzi do inhibicji

procesu (Gączarzewicz i inni 2000). U krewetek występuje także ekspresja genu bcl-2,

między innymi u gatunku Litopenaeus vannamei (Fei i inni 2020). Produkt białkowy

ekspresji genu bcl-2 przyczynia się do blokowania sygnalizacji apoptozy na krytycznym

etapie procesu, czyli uwolnienia/wypływu jonów wapnia znajdujących się w siateczce

śródplazmatycznej. Z kolei uwolnione jony Ca2+ biorą udział w aktywacji dwóch

enzymów, które przyczyniają się do procesów dezintegracji, mianowicie endonukleazy

DNA oraz transglutaminazy związanej z tworzeniem ciał apoptotycznych (Nakamura i

inni 2000, Trzcińska 2003). Spadek ilości wolnego wapnia opóźnia rozpoczęcie się

procesu apoptozy (Fuller i Shields 2000). W obrębie rodziny białek Bcl-2 występują te

białka, które będą stymulowały apoptozę (jak np. Bax, Bak, Bcl-Xs, Bok/Mtd) oraz te

białka, które będą hamowały apoptozę (Bcl-2, Bcl-X-L, Bcl-W, Mcl-1, Nr-13) (Fadeel i

inni 1999, Gross i inni 1999, Trzcińska 2003). Wspomniane białka występują w błonach

siateczki śródplazmatycznej, otoczki okołojądrowej oraz mitochondrialnej. Są

odpowiedzialne za regulację przepuszczalności błon mitochondrialnych. W fazie

wykonawczej apoptozy dochodzi do zaburzenia potencjału błon w mitochondriach

(spadku mitochondrialnego potencjału transbłonowego), zwiększeniu ulega

przepuszczalność błon mitochondrialnych, a to z kolei skutkuje uwolnieniem z

mitochondriów czynników indukujących apoptozę AIF (apoptosis inducing factor) oraz

cytochromu c (Apaf-2) (Shimizu i inni 2001, Trzcińska 2003). W warunkach

fizjologicznych cytochrom c uczestniczy w przekazywaniu elektronów w łańcuchu

oddechowym, jednakże w czasie apoptozy, uwolniony do cytozolu, łączy się z kaspazą

9 przyczyniając się do wspomnianej wcześniej kaskady kaspaz doprowadzającej w

rezultacie do śmierci komórki. Co więcej, białka Bax i Bak są w stanie łączyć się z
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białkiem VDAC (z ang. voltage-dependent anion channel), które to białko należy do

jednego z głównych składników zewnętrznej błony mitochondrialnej w komórkach

eukariotycznych. W warunkach fizjologicznych kanał VDAC nie jest przepuszczalny

dla cytochromu c, natomiast gdy połączy się z białkami Bax i Bak wówczas staje się

przepuszczalny dla cytochromu c, przyczyniając się do swobodnego przechodzenia

cytochromu c przez kanał z mitochondriów do cytoplazmy. Natomiast białko Bcl-2

powoduje inhibicję uwalniania AIF i cytochromu c oraz hamuje bezpośrednią interakcję

z Apaf-1 (odpowiednik białka CED-4 u C. elegans) (Fadeel i inni 1999, Trzcińska

2003).

Wysoki poziom komórek kaspazo-pozytywnych w trakcie eksperymentu na

krewetkach hodowanych w wodzie niklowej, nie korespondujący z wysokim poziomem

komórek na wczesnym i późnym etapie apoptozy (mierzony za pomocą Aneksyny V)

tłumaczyć można także faktem, że aneksyna mierzy poziom apoptozy poprzez: z jednej

strony obecność fosfatydyloseryny na powierzchni błony komórkowej, która na

zewnętrznej błonie pojawia się dzięki aktywności kaspazy 3 (wczesny etap apoptozy), a

z drugiej strony poprzez zaburzenia przepuszczalności błony komórkowej (późna

apoptoza). Natomiast ogólny poziom kaspaz w obrębie cytoplazmy mierzony za

pomocą MultiCaspase Kit może wzrosnąć na skutek obecności innych kaspaz, np.

inicjatorowych, lub innych niż kaspaza-3 kaspaz wykonawczych, które sprawią, że w

bawieniu komórka będzie kaspazo-poztywna. Będzie to jednak etap zachodzący przed

aktywacją kaspazy 3. Stężenie kaspaz w obrębie cytoplazmy komórki może wzrosnąć

zewnętrznie (droga zewnątrzpochodna), bądź wewnętrznie (droga

wewnątrzchpochodna). Z kolei drogi aktywacji kaspaz można podzielić ze względu na

źródło pochodzenia sygnału, mianowicie na: receptorowe, indukowane stresem np.

uszkodzenie DNA oraz pochodzenia mitochondrialnego (Zou i inni 1999, Srinivasula i

inni 1998). W przypadku zewnątrzpochodnej indukcji apoptozy ligand przyłącza się do

zewnątrzkomórkowej domeny receptorów śmierci. Przykładami ligandów dla

wspomnianych receptorów mogą być: ligand Fas (FasL) albo czynnik martwicy

nowotworu (TNF) (Peter i inni 1998, Wajant 2002). Kiedy receptor śmierci Fas jest

aktywny, wówczas może poprzez domenę FADD związać cytoplazmatyczne białko

DED (dla receptora TNFR domena to TRADD). Natomiast w obrębie białka DED

uaktywniona efektorowa domena śmierci wiąże się z domenami kapazy-8,
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zlokalizowanej przy cytoplazmatycznej stronie błony komórkowej. To prowadzi do

powstania kompleksu DISC, dochodzi do oligomeryzacji i autoaktywacji kaspazy-8. W

kompleksie DISC niezależnie od kaspazy-8 może dojść do aktywacji kaspazy-10 (Hsu i

inni 1995, Kischkel i inni 1995, Kelliher i inni 1998). Wymienione kaspazy mogą

przyczynić się do aktywacji prokaspazy-3, a także do mitochondrialnej drogi

autodestrukcji dzięki aktywacji białka Bid, będącego proapoptotycznym białkiem z

rodziny Bcl-2 (Li i inni 1998). Aktywację kaspazy-8 może także wywołać cytochrom c

(białko mitochondrialne) oraz cięcie przez kaspazę-6. Wówczas będzie to niezależna od

kompleksu DISC droga aktywacji kaspazy-8. Ponadto, błonowe receptory śmierci kiedy

są aktywowane mogą też związać prokaspazę-2 za pośrednictwem białka RIP (Holler i

inni 2000). Natomiast w wewnątrzpochodnej drodze aktywacji kaspaz, kaspazą zależną

od mitochondrium jest prokaspaza-9. Jak wcześniej wspomniano, w konsekwencji

stresu oksydacyjnego w mitochondrium następują zmiany prowadzące do uwolnienia do

cytoplazmy cytochromu c (Garrido i inni 2006). Obecność w obrębie cytoplazmy

cytochromu c, prokaspazy-9, Apaf-1 (czynnik aktywujący proteazy), ATP przyczynia

się do powstania apoptosomu (Goldstein i inni 2000), kompleksu mającego na celu

aktywację kaspaz inicjatorowych (Bao i Shi 2007). Natomiast oddziaływanie Apaf-1 i

prokaspazy-9 powoduje aktywację kaspazy-9. Ta z kolei będzie uaktywniać kaspazę-3,

-7. Kaspaza-3 z kolei może uaktywnić prokaspazę-9 na drodze dodatniego sprzężenia

zwrotnego. Jak wcześniej wspomniano, kaspazy wykonawcze są kluczowymi

kaspazami zbierającymi sygnały apoptotyczne. Kaspaza-3 stanowi najważniejszą

kaspazę efektorową, której aktywacja może nastąpić w wyniku obecności enzymów i

białek, jak kaspaza-8-,-9,-10, czy granzymu B, białka CPP-32. Z kolei kaspaza-3 może

następnie oddziaływać na prokaspazę-3,-6,-9, polimerazę poli-ADP-rybozę (PARP),

enzym fosfokinazę (PKC) (Lazebnik i inni 1994). A cięcie białek strukturalnych

komórki przez kaspazy ma wpływ na charakterystyczny obraz komórki apoptotycznej

(Gervais i inni 1998). Do dużej grupy substratów kaspaz należą białka, które decydują o

naprawie DNA, jak np. ICAD – inhibitor deoksyrybonukleazy, gdzie kaspaza może

uskutecznić degradację DNA (Enari i inni 1998ab, Sakahira i inni 1998). Wśród białek

ciętych przez kaspazy podczas apoptozy można wymienić białka regulujące cykl

komórkowy. Oddziaływanie kaspaz może dotyczyć także: kinaz antyapoptotycznych,

czynników transkrypcyjnych, kinaz promujących śmierć komórki, sygnałowych
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molekuł dla czynników transkrypcyjnych (Fischer i inni 2003). Dla kaspazy-3

homologicznymi są kaspazy-6, -7, przez co mają one wiele wspólnych substratów i

wymiennie mogą działać w różnych komórkach jako kaspazy efektorowe (Lassus i inni

2002). Zlokalizowana w siateczce śródplazmatycznej kaspaza-12 także uczestniczy w

kaskadzie sygnalizacyjnej, choć w głównej mierze jej substratem jest prokaspaza-9. Ze

względu na rozmieszczenie, najwięcej kaspaz znajduje się w cytoplazmie, aczkolwiek

niektóre prokaspazy występują w mitochondriach (prokaspaza-3), a także w aparacie

Gogliego (kaspaza-2, -9) (Zhivotovsky i inni 1999).

Wysoki poziom kaspaz niekorespondujący z wysokimi wynikami uzyskanymi z

analizy z wykorzystaniem Aneksyny V, można tłumaczyć też faktem, iż aktywowane

kaspazy biorą udział także w wydarzeniach komórkowych nie będących apoptozą.

Poddając analizie dobrze znane cele apoptotyczne kaspaz, badacze dochodzą do

wniosku, że cięcie ograniczonej liczby wybranych substratów odgrywa główną rolę

podczas nieapoptotycznych funkcji kaspaz. Selektywne cięcie substratu może podlegać

regulacji przez: aktywację czynników antyapoptotycznych, podzieloną na przedziały

aktywację kaspaz, czy poprzez ograniczoną aktywność kaspaz podczas funkcji

niezależnych od apoptozy. Aktywne kaspazy wykazują funkcje podczas proliferacji

wielu komórek, regulacji cyklu komórkowego, a także uczestniczą w różnicowaniu

różnych komórek. W niektórych typach komórek różnicowanie może morfologicznie

wyglądać jak niepełna apoptoza (Schwerk i Schulze-Osthoff 2003).

W przypadku inicjacji wewnątrzopochodnej, gdzie inicjacja jest niezależna od

białek błony komórkowej, a sygnał pochodzi z białkowych czynników

wewnątrzkomórkowych (powstających na skutek aktywności w obrębie

mitochondriów) na skutek wzrostu ROS, który przyczynia się do degradacji DNA i

prowadzi do apoptozy. Z kolei wysoki poziom ROS pomimo przywrócenia krewetek N.

davidi do czystej wody po ekspozycji na nikiel występuje w obu analizowanych

narządach.

Wiele przeprowadzonych badań wskazuje, że mitochondria biorą główny udział

w procesie apoptozy. Wystąpienie stresu oksydacyjnego może przyczynić się do

otwarcia megakanału mitochondrialnego i wypływu jonów wapnia. Ma to miejsce przed

pojawieniem się charakterystycznych dla apoptozy cech jak: kondensacja chromatyny,

fragmentacja DNA, zmiany w obrębie błony komórkowej. To może doprowadzić do
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wzrostu poziomu ROS. W tej zależności (podwyższony poziom ROS – brak

obserwowanych zmian w ultrastrukturze komórek) prawdopodobnie może brać udział

białko Bcl-2, które z racji bycia przeciwutleniaczem, zmniejsza uszkodzenia błon

mitochondrialnych wywołanych przez ROS, a co się z tym wiąże utrzymanie poziomu

Ca2+ (Bartosz 1998).

Analiza jakościowa i ilościowa poziomu ROS u krewetek traktowanych niklem i

hodowanych w wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na nikiel wykazała, że

przywrócenie do czystej wody nie wpływa na spadek liczby sygnałów emitowanych

przez komórki ROS(+). W jelicie poziom ROS jest nieco wyższy niż w grupach

eksperymentalnych, natomiast w wątrobotrzustce w grupach zwierząt poddanych

oczyszczaniu przez dwa tygodnie (Ni 1:2 i Ni 2:2) parametry są nieco niższe w

porównaniu z tygodniowym oczyszczaniem. Niezależnie natomiast od analizowanego

narządu, szczególnie wysokie poziomy ROS obserwuje się w grupie Ni 2:1.

Przywrócenie do karmienia głodzonych osobników N. davidi przyczyniło się do spadku

poziomu ROS, jednak nie do wartości kontrolnych w obu analizowanych narządach

(Włodarczyk i inni 2019a). Podobną zależność wysokiego poziomu ROS pomimo

przywrócenia do kontrolnych warunków zaobserwowali badacze sprawdzający wpływ

przywrócenia normalnych warunków krewetce Litopenaeus vannamei poddanej

wcześniej stresowi w postaci niedostatecznie nasyconej tlenem wody oraz obecnością w

wodzie wysokiego poziomu dwutlenku węgla. Wzięli pod uwagę ekspresję genów

antyoksydacyjnych w wątrobotrzustce. Eksperyment zaplanowano na 4 i 24 h

ekspozycji na stresor, następnie regenerację przez 0, 1, 6 lub 24 h. O ile podczas

ekspozycji na stresor odpowiedź transkrypcyjna rosła, tak przy przywróceniu do

normalnych warunków parametry zmniejszyły się lub nie zmieniły w większości

długoterminowych rekonwalescencji. Ekspresja genów antyoksydacyjnych została

zmniejszona lub wyciszona przez silniejszą ekspozycję na te warunki, pozostawiając

krewetki potencjalnie podatne na uszkodzenia wywołane przez ROS (Kniffin i inni

2014). Z kolei Jiang i inni (2019) badali wpływ stresu temperaturowego na

metabolizm tlenu i energii w wątrobotrzustce krewetki Penaeus monodon, poprzez

wpływ wspomnianego czynnika na produkcję ROS, przeciwutleniaczy oraz ATP.

Zarówno ekspozycja na obniżoną temperaturę (15oC), jak i podwyższoną (temp

powyżej 30oC) indukowała produkcję ROS, aktywność antyoksydantów (różna
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odpowiedź zależna od enzymu), czy produkcję ATP. Dodatkowa produkcja ATP w

wyniku stresu sugeruje wzrost zapotrzebowania organizmu na energię w celu

utrzymania homeostazy w narządach. Odpowiedź antyoksydacyjna pojawiająca się w

wyniku wzrostu stężenia ROS na skutek zastosowania różnych stresorów może być

różna w zależności od samego stresora, czasu ekspozycji i regeneracji. W przypadku

eksperymentu z ekspozycją krewetek N. davidi na nikiel na skutek działającego stresora

wzrasta poziom ROS, który nie powraca do poziomów kontrolnych po przywróceniu

zwierząt do normalnych warunków i przekracza zdolności antyoksydacyjne komórek.

Stężenie ATP w jelicie i wątrobotrzustce N. davidi przywróconej do czystej wody w

dalszym ciągu jest na niskim poziomie, w porównaniu z osobnikami kontrolnymi.

Natomiast wskaźnik ADP/ATP pomimo przywrócenia krewetek do czystej wody jest

wyższy niż wartości kontrolne. Najwyższe spadki współczynnika ADP/ATP

obserwowano w grupach z 2 tygodniami przebywania w czystej wodzie. Uzyskane

wyniki wskazywać mogą, że przywrócenie do czystej wody po ekspozycji na nikiel nie

było wystarczająco długie do pełnej regeneracji i uszkodzone mitochondria nie

produkują odpowiedniej ilości ATP. Innym wytłumaczeniem niskiego stężenia ATP

może być fakt zwiększonego zapotrzebowania komórek na ATP, zużywanego do

odbudowy tkanek, na co z kolei także redukcja materiałów zapasowych może mieć

wpływ. Natomiast ekspozycja na stresory może powodować, że poziom ATP jest zbyt

niski, aby mogła się aktywować apoptoza (Richter i inni 1996). Porównując wyniki

związane z liczbą komórek ROS(+) oraz pomiarów stężenia ATP w badanych tkankach

N. davidi eksponowanej na nikiel i przywróconej do życia w czystej wodzie, obserwuje

się, że wraz ze wzrostem liczby komórek ROS(+) zmniejsza się stężenie ATP.

Zależność ta nie jest zaskakująca wziąwszy pod uwagę fakt, iż niezneutralizowane ROS

działają destrukcyjnie na mitochondria i mogą zaburzyć funkcjonowanie łańcucha

oddechowego, a co się z tym wiąże produkcję ATP. Tylko w grupie Ni 1:0 w jelicie

obserwuje się, że dwukrotny wzrost udziału komórek ROS-pozytywnych nie przyczynił

się do spadku stężenia ATP, a wręcz spowodował jego wzrost. Zjawisko to można

tłumaczyć faktem, że tygodniowa ekspozycja na nikiel, z perspektywy długości trwania

eksperymentu, była zbyt krótkim czasem, podczas którego nastąpiła mobilizacja

metabolizmu oraz wykorzystanie rezerw energetycznych w postaci trawienia

materiałów zapasowych. Ponadto, tygodniowa ekspozycja nie zdążyła wywołać jeszcze
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znaczących zmian na poziomie ultrastrukturalnym mitochondriów. Jak wcześniej

wspomniano, wewnątrzkomórkowe stężenie ATP stanowi czynnik wpływający na

rodzaj śmierci komórkowej. ATP w procesie apoptozy wykorzystywane jest między

innymi we wszystkich szlakach aktywacji kaspaz, enzymów proteolitycznych, które

kontrolują apoptozę (Richter i inni 1996, Wilczek 2008). Niskie stężenie ROS chwilowo

zmienia poziom ATP, co będzie prowadziło do apoptotycznej śmierci komórki.

Natomiast wysokie stężenie nadtlenku wodoru, które przyczynia się do trwałego

obniżenia ATP, będzie prowadziło do śmierci komórki na drodze nekrozy (Gardner i

inni 1997, Wilczek 2008). Jak się okazuje, utrzymanie stężenia ATP w komórkach,

które przekracza 50% wartości wyjściowych jest wystarczające, aby zmienić szlak

śmierci komórkowej z nekrotycznej na apoptotyczną. Może jednak nastąpić także

przejście z apoptozy do nekrozy, gdy obniżeniu ulegnie poziom ATP (Herceg i Wang

2001, Wilczek 2008). Przejściu komórki ze szlaku śmierci apoptotycznej na

nekrotyczną może także towarzyszyć zwiększony poziom nadtlenku wodoru, który

bezpośrednio działa hamująco na kaspazy, poprzez utlenienie grup tiolowych w centrum

aktywnym enzymów (Chandra i inni 2000). Powstający na skutek zaburzeń w

przepływie elektronów w łańcuchu oddechowym nadtlenek wodoru może przyczyniać

się do otwarcia megakanałów oraz zmian w transbłonowym potencjale

mitochondrialnym. Natomiast spadek potencjału poniżej wartości bramkującej kanały

może stanowić pierwszy sygnał wejścia na drogę apoptozy (Zamzami i inni 1995,

Wilczek 2008). Zmiany transbłonwego potencjału mitochondrialnego występują prawie

równocześnie we wszystkich mitochondriach w obrębie danej komórki (Marzo i inni

1998). Jeśli potencjał mitochondrialny długotrwale utrzymuje się na niskim poziomie,

jest to znak, że komórka wchodzi w apoptozę. Natomiast jeśli depolaryzacja,

wynikająca z obniżonego potencjału, dotyczy tylko pojedynczych mitochondriów w

komórce, wówczas mitochondria takie są rozpoznawane jako nieprawidłowe i są

utylizowane na drodze autofagii (mitofagii). Jednak gdy obniżony potencjał

mitochondrialny pojawia się w większej liczbie mitochondriów, dochodzi do uwolnienia

cytochromu c i AIF (czynnik indukcji apoptozy), a w warunkach odpowiedniego

stężenia ATP następuje także aktywacja kaspaz. Do nekrozy natomiast dochodzi, gdy w

większości mitochondriów wystąpiło gwałtowne załamanie się potencjału oraz

wyczerpanie ATP. Zaobserwowano, że gdy ponad 90% mitochondriów w obrębie
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komórki utrzymuje wysokie wartości potencjału mitochondrialnego, komórka taka

charakteryzuje się także znaczną wydolnością energetyczą (Lecoeur i inni 2004). W

związku z powyższym uznano, że analizowanie zmian potencjału mitochondrialnego

jest dobrym wskaźnikiem kondycji energetycznej i fizjologicznej w obrębie komórek,

ale też i tkanek oraz całych narządów (Saleh i inni 2003, Wilczek 2008).

Analiza ultrastrukturalna mitochondriów wykazała, że przywrócenie krewetek do

czystej wody przyczyniło się do zmniejszenia częstotliwości i intensywności

obserwowanych zmian degeneracyjnych w obrębie mitochondriów, proporcjonalnie do

czasu oczyszczania, zwłaszcza w jelicie, gdzie w wyniku ekspozycji te zmiany były

najsilniejsze. W grupie Ni 1:1 w jelicie, tydzień oczyszczania po tygodniu ekspozycji na

nikiel nie był wystarczający dla pełnej regeneracji. W grupie tej w komórkach D

mitochondria są zniekształcone, natomiast w grupie Ni 1:2, ultrastrukturalnie

przypominają grupę kontrolną. W grupie Ni 2:1 wzrasta liczba zdegenerowanych

mitochondriów, które są rozdęte i mają skrócone grzebienie. W grupie Ni 2:2 w obrębie

pojedynczych zdegenerowanych komórek obserwuje się rozdęte mitochondria.

Natomiast w obrębie prawidłowych komórek tej grupy, mitochondria wciąż są rozdęte i

posiadają skrócone grzebienie. Podobne rezultaty uzyskano eksponując N. davidi na

dimetoat i przywracając do czystej wody (Ostróżka i inni 2022) oraz N. davidi

ponownie karmionej po stresorze w postaci głodzenia (Włodarczyk i inni 2017, 2019a).

Analiza ilościowa poziomu komórek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami (o niskim

potencjale błonowym) wykazała, że przywrócenie krewetek do czystej wody wiązało

się ze zwiększeniem odsetka badanego parametru w grupach Ni 1:1 i Ni 1:2 w jelicie.

Przy czym w jelicie w grupie Ni 1:2 wzrost był największy. W grupach Ni 2:1 i Ni 2:2

zaobserwowano spadek poniżej wartości notowanych dla grupy ekspozycyjnej Ni 2:0.

Podobną zależność zaobserwowano w wątrobotrzustce. Przywrócenie do czystej wody

nie przyczyniło się do powrotu parametrów do wartości kontrolnych zarówno w jelicie,

jak i wątrobotrzustce. Długotrwałe głodzenie N. davidi aktywuje wzrost liczby

nieaktywnych mitochondriów w obu endodermalnych obszarach układu pokarmowego.

Natomiast powrót do karmienia przyczynił się do spadku udziału zdepolaryzowanych

mitochondrów. Ultrastrukturalnie mitochondria uległy drastycznym zmianom:

zaobserwowano nabrzmiałe mitochondria ze zmniejszoną liczbą krótkich grzebieni.

Zmniejszenie liczby komórek z nieaktywnymi mitochondriami w jelicie i
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wątrobotrzustce N. davidi po ponownym odżywieniu mogą być związane z aktywacją

autofagii (mitofagii jako autofagii selektywnej) (Włodarczyk i inni 2017, 2019ab).

Zmiany mitochondrialnego potencjału błonowego traktowane są jako dobre markery

wszystkich zmian prowadzących do śmierci komórki (Wilczek i inni 2014), a

obserwowane były u raka błotnego (Scylla paramamosain) zainfekowanego wirusem

WSSV (z ang. White Spot Syndrome Virus) (Lin i inni 2020). Jednak dane dotyczące tej

tematyki są bardzo ubogie w przypadku słodkowodnych bezkręgowców, w tym

skorupiaków poddanych ekspozycji na ksenobiotyki występujące w środowisku ich

życia.

5.5. Analiza cyklu komórkowego i proliferacji komórek w jelicie i wątrobotrzustce

Neocaridina davidi eksponowanej na nikiel i przywróconej do wody czystej

W nabłonku jelita środkowego bezkręgowców występują komórki

odpowiedzialne za jego odnowę, regenerację. Są to tak zwane komórki regeneracyjne

(embrionalne), które traktowane są jako komórki macierzyste dla całego nabłonka jelita

środkowego. Tak więc zdolne są do proliferacji oraz do różnicowania w różne typy

komórek nabłonkowych. Zlokalizowane są albo pojedynczo pomiędzy bazalnymi

regionami pozostałych komórek tworzących nabłonek lub formują grupy nazywane

kryptami lub gniazdami regeneracyjnymi (Szklarzewicz i Tylek 1987,

Rost-Roszkowska i inni 2007, 2010b, Christofoletti i inni 2012, Sosinka i inni 2014,

Fontanetti i inni 2015). W przypadku skorupiaków opisane zostały one jako komórki E

i zlokalizowane mogą być albo w przedniej części jelita, albo w dystalnej i medialnej

części cewek wątrobotrzustki w zależności, z jakich odcinków/narządów zbudowane

jest jelito środkowe. U niektórych gatunków żyjących przez krótki okres czasu komórki

regeneracyjne nie zostały opisane (Arnaud i inni 1978, Mycles 1979, Prosi i inni 1983,

Muskó 1988, Ceccaldi 1989, Sousa i Petriella 2001, Sousa i inni 2005, Tam i

Avenant-Oldewage 2009ab, Rost-Roszkowska i inni 2012). U N. davidi komórki

regeneracyjne zlokalizowane są w przedniej części jelita, a także w dystalnej części

cewek wątrobotrzustki, gdzie ulegają one proliferacji. W regionie środkowym tych

cewek komórki E różnicują się w komórki F, B oraz R, które tworzą proksymalne
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regiony cewek i jednocześnie odpowiadają za funkcje związane z sekrecją,

magazynowaniem, absorpcją, czy detoksykacją (Sonakowska i inni 2015,

Sonakowska-Czajka i inni 2021). W trakcie przeprowadzonych analiz zmiany

degeneracyjne nie były obserwowane na terenie komórek E jelita ani wątrobotrzustki N.

davidi. Wszystkie zmiany dotyczyły pozostałych komórek budujących nabłonek.

Podobne wyniki uzyskano w przypadku prowadzenia eksperymentów polegających na

głodzeniu (Włodarczyk i inni 2017) oraz eksponowaniu dorosłych osobników tego

gatunku na dimetoat (Ostróżka i inni 2022), czy bisfenol A (dane niepublikowane).

Podczas gdy komórki regeneracyjne w jelicie nie mają kontaktu ze światłem tego

narządu, a więc nie mają bezpośredniego kontaktu z ksenobiotykiem, to w przypadku

regionów dystalnych i medialnych cewek wątrobotrzustki komórki te mają już ze

światłem kontakt (Sonakowska i inni 2015, Sonakowska-Czajka i inni 2021). Tak więc

brak jakichkolwiek zmian na poziomie ultrastrukturalnym w komórkach E obu

narządów tworzących u N. davidi jelito środkowe będzie prawdopodobnie związane z

występowaniem innych mechanizmów utrzymujących homeostazę w tych komórkach.

W niniejszym projekcie zaplanowano przeprowadzenie analizy cyklu

komórkowego w jelicie oraz wątrobotrzustce badanej krewetki, aby sprawdzić czy pod

wpływem niklu lub w trakcie oczyszczania organizmu po wcześniejszej ekspozycji na

nikiel, dochodzi do zmian w liczbie komórek będących w poszczególnych fazach cyklu

komórkowego. Ponieważ zarówno w jelicie, jak i w wątrobotrzustce komórkami

zdolnymi do podziałów mitotycznych są tylko komórki E, to pomimo, że badane

ilościowo było całe jelito oraz cała wątrobotrzustka (wyizolowanie pojedynczych

wszystkich komórek E z nabłonka obu narządów nie byłoby możliwe) to zmiany liczby

komórek będących w poszczególnych fazach cyklu komórkowego będą wskazywać na

zmiany dotyczące właśnie komórek E. Komórki D jelita oraz komórki F, B i R

wątrobotrzustki są w pełni wyspecjalizowanymi komórkami nie zdolnymi do podziałów

komórkowych (Sousa i inni 2005, Sonakowska i inni 2015, Sonakowska-Czajka i inni

2021).

Cykl komórkowy jest procesem wysoce regulowanym, w którym zachodzą

kolejne fazy: pierwsza faza G0/G1 obejmująca m.in. biosyntezę białek i enzymów

potrzebnych do replikacji DNA, faza S - replikacji DNA oraz faza G2/M - synteza

histonów oraz mitozy. W pozytywnej regulacji całego cyklu biorą udział kinazy
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zależne od cyklin (CDKs - cyclin-dependent kinases) oraz cykliny (John i inni 2001).

Komórki zwierzęce zawierają co najmniej dziewięć CDK, z których cztery, CDK1, 2, 3

i 4, są bezpośrednio zaangażowane w regulację cyklu komórkowego (Morgan 2007).

Jak nazwa wskazuje, CDKs będą aktywowane wówczas, gdy nastąpi (zależna od fazy

cyklu komórkowego) synteza cyklin. Spełnienie tego warunku umożliwi stworzenie

kompleksów cyklina – kinaza zależna od cykliny (John i inni 2001, Morgan 2007),

które z kolei będą fosforylowały substraty odpowiednie dla danej fazy cyklu

komórkowego (Morgan 1997). Kompleksy cyklina - CDK z wcześniejszej fazy cyklu

komórkowego pomagają aktywować kompleksy cyklina - CDK w późniejszej fazie

(Morgan 2007) i będą regulowały przechodzenie komórki na kolejny etap cyklu

komórkowego (John i inni 2001). Wśród dwóch głównych grup cyklin wyróżnia się:

cykliny G1/S oraz cykliny G2/M. Cykliny G1/S są niezbędne dla kontroli cyklu

komórkowego w przejściu komórki z fazy G1 na S. Stężenie danego rodzaju cykliny

wzrasta, po czym gwałtownie maleje na skutek degradacji w określonym etapie cyklu

komórkowego (John i inni 2001).

W regulacji cyklu komórkowego biorą udział także „punkty kontrolne” (ang.

checkpoint) w fazach: G1, G2 oraz M. Będąc z fazie G1, w zależności od warunków

zewnętrznych i wewnętrznych komórka może opóźnić G1, może wejść w stan

spoczynku G0 lub przejść ten punkt kontrolny (Alberts i inni 2007). Uszkodzenie DNA

jest główną przyczyną nie przechodzenia komórki w cykl komórkowy. Decyzja o

zaangażowaniu się w nową rundę podziału komórki następuje, gdy komórka aktywuje

transkrypcję zależną od kompleksu cykliny-CDK, która promuje wejście w fazę S

(Bertoli i inni 2013). W czasie wczesnej fazy G1, represory (pocket proteins) wiążą się z

czynnikami transkrypcyjnymi E2F. Rodzina genów E2F stanowi grupę czynników

transkrypcyjnych, których celami jest wiele genów ważnych dla kontroli cyklu

komórkowego. W punkcie kontrolnym G2 komórka ponownie sprawdza DNA pod

kątem uszkodzenia, czy niepełnej replikacji, a w miejscach uszkodzeń rekrutowane są

odpowiednie kinazy, jak również ma miejsce aktywacja między innymi białka p53 w

celu zatrzymania cyklu na tym etapie (Morgan 2007). Natomiast punkt kontrolny w

mitozie występuje na etapie wrzeciona kariokinetycznego.

Dzięki analizie z wykorzystaniem MUSE Cell Cycle Kit uzyskano procent

komórek będących w kolejnych fazach cyklu komórkowego: G0/G1, S, G2/M. Uzyskane
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wyniki wskazują, że ekspozycja na nikiel przyczynia się do zmian w przebiegu cyklu

komórkowego komórek budujących zarówno jelito, jak i wątrobotrzustkę N. davidi.

Zarówno w jelicie, jak i w wątrobotrzustce w wyniku ekspozycji na metal wzrósł udział

procentowy komórek będących w fazie G0/G1, natomiast spadł udział komórek

będących w fazie S i G2/M. Obserwowane zmiany były intensywniejsze w jelicie niż w

wątrobotrzustce. Tak więc można wywnioskować, że niezależnie od czasu trwania

ekspozycji zwierząt na nikiel dochodziło do zablokowania syntezy DNA oraz mitoz,

którym ulegają komórki E.

Jak wspomniano wcześniej, ekspozycja na nikiel przyczynia się do indukowania

zmian degeneracyjnych w obrębie analizowanych narządów, w tym powodując

uszkodzenie DNA. Kiedy DNA komórki zostaje uszkodzone, wówczas komórka taka

ulega zatrzymaniu w fazie G1 do czasu usunięcia defektu. Jeśli się tak jednak nie dzieje,

wtedy następuje uruchomienie procesów prowadzących do śmierci komórki. Komórki

takie nie wchodzą w fazę S i nie są w stanie kontynuować cyklu komórkowego, a to z

kolei indukuje proces apoptozy (Trzcińska 2003). Na wczesnych etapach apoptozy

komórki są w stanie podzielić się jedno- lub kilkukrotnie, dlatego też morfologicznie

mogą być trudne do rozróżnienia (Darzynkiewicz i inni 1997, Trzcińska 2003).

Zwiększenie liczby komórek w fazie G0/G1 z równoczesnym obniżeniem

odsetka komórek w fazie S na skutek głodzenia zaobserwowano między innymi u kraba

Eriocheir sinensis, u którego autorzy tłumaczyli, że zatrzymanie proliferacji mogło

nastąpić ze względu na oszczędzanie energii (Huang i inni 2020).

Przywrócenie krewetek do czystej wody przyczyniło się do spadku ilości

komórek będących w fazie G0/G1, obserwowane zwłaszcza w grupach Ni 1:1, Ni 1:2,

gdzie uzyskane wartości są niższe niż kontrolne. W przypadku grup Ni 2:1 i Ni 2:2

parametr przypomina wartości kontrolne. Analizując parametr S, zaobserwowano, że w

grupach Ni 1:1 oraz Ni 1:2 wartości wzrosły znacząco, natomiast w grupie Ni 2:1

wartość jest wyższa niż kontrolna, ale grupa Ni 2:2 pod tym względem przypomina

kontrolę. Natomiast w przypadku fazy G2/M największy wzrost zaobserwowano w

grupach Ni 1:1 i Ni 1:2, choć proporcjonalny do czasu oczyszczania wzrost udziału

komórek tych zaobserwowano także w grupach Ni 2:1 i Ni 2:2. W wątrobotrzustce

obserwowano nieznaczne zmiany w badanych parametrach cyklu komórkowego, gdzie

największe różnice w otrzymanych wartościach wynoszą około 1-2%. Natomiast
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uzyskane wyniki odzwierciedlają zależności zaobserwowane w jelicie. Wzrost wartości

odsetka komórek będących w fazie S lub G2/M (zarówno w jelicie, jak i

wątrobotrzustce) krewetki N. davidi na skutek przywrócenia do czystej wody może

świadczyć o naprawie uszkodzonego DNA (będącego powodem zatrzymania w fazie

G0/G1) i wznowienie cyklu.

Pośrednią rolę w regulacji faz G0/G1/S i G2M cyklu komórkowego zaangażowana

jest cyklina C, będąca wysoce konserwatywnym białkiem, które funkcjonalnie jest

zaangażowane zarówno w pozytywną, jak i negatywną regulację transkrypcji we

wszystkich organizmach eukariotycznych (Liu i inni 1998). Funkcja ta jest realizowana

we współpracy z kinazami cyklinozależnymi (CDK) CDK8 i CDK3 podczas progresji

cyklu komórkowego (Janpoom i inni 2021). Cykliny C, A oraz B opisane zostały na

przykład u krewetki Penaeus monodon (Visudtiphole i inni 2009, Janpoom i inni 2021)

oraz CDK1 (Phinyo i inni 2013). U krewetki Litopenaeus vannamei poddanej stresowi

w postaci hipoksji (niewystarczającej ilości tlenu) badano rolę białka p53 w regulacji

cyklu komórkowego oraz apoptozy w obrębie wątrobotrzustki. Eksperyment

skonstruowano w taki sposób, że wyciszono p53 przez RNAi i następnie krewetki

eksponowano na wspomniany stresor. Jako wskaźnik postępu cyklu komórkowego

wybrano Cdk2, a kaspazę-3 jako wskaźnik apoptozy. W rezultacie przeprowadzonego

eksperymentu poziom p53 był znacząco wyższy po 48h ekspozycji. Zwiększony

poziom ekspresji Cdk-2 zaobserwowano u krewetek z wyciszonym p53 zarówno w

grupach kontrolnych, jak i eksperymentalnych (24 i 48 h). Wzrost ekspresji kaspazy-3

zaobserwowano w grupie z wyciszonym p53, poddanej hipoksji, ale też w grupie

normoksycznej po 24 h. Uzyskane wyniki mogą wskazywać na możliwą rolę p53 w

regulacji cyklu komórkowego i apoptozy u analizowanej krewetki (Nuñez-Hernandez i

inni 2018).

Ekspresję genu enzymu sprzęgającego ubikwitynę E2 (z ang. ubiquitin

conjugating enzyme E2 gene), odpowiedzialnego między innymi za regulację cyklu

komórkowego, badano u krewetki Penaeus monodon poddając zwierzęta na stres

wynikający z różnych wartości zasolenia. W niższych warunkach zasolenia

zaobserwowano niższą ekspresję genu w jelicie, natomiast wyższą w mięśniach

(Shekhar i inni 2013). W przypadku blisko spokrewnionej krewetki Homarus

americanus z kolei stres osmotyczny wywołał zwiększone poziomy poliubikwityny
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mRNA podczas obu rodzajów stresu hipo- i hiperosmotycznego w mięśniach, a w

wątrobotrzustce zaobserwowano znaczny wzrost poliubikwityny mRNA tylko podczas

stresu hipoosmotycznego. Te zmiany w ekspresji genów ubikwityny obserwowane

podczas stresu osmotycznego wskazują, że białka mogą być bardziej podatne na

fluktuacje jonowe wpływając na fałdowanie powstających białek po translacji (Spees

2002). Enzym sprzęgający ubikwitynę E2, został zidentyfikowany z chińskiej białej

krewetki (Chinese white shrimp) Fenneropenaeus chinensis (FcUbc). Wstrzyknięcie

rekombinowanego białka FcUbc wykazało zmniejszoną śmiertelność krewetek

zakażonych wirusem zespołu plamistego (WSSV - white spot syndrome virus) i

zahamował replikację WSSV wskazując na przeciwwirusową funkcję Ubc E2 u

krewetek (Chen i inni 2011). Badania nad wpływem stresorów na cykl komórkowy

prowadzono także między innymi na owadach. U świerszcza domowego (Acheta

domesticus) podanie z pożywieniem tlenku grafenu indukuje uszkodzenia DNA na

poziomie około 35% i przyczynia się do zaburzenia faz cyklu komórkowego oraz

powoduje nasilenie apoptozy (Dziewięcka i inni 2017). Natomiast żywność z dodatkiem

nanodiamentów nie wpływa na cykl komórkowy u tego gatunku przy krótkich

ekspozycjach (Karpeta-Kaczmarek i inni 2016b). Przeprowadzono także badania nad

wpływem metali ciężkich bezpośrednio na linię komórek embrionalnych komara

tygrysiego Aedes albopictus (Diptera: Culicidae). Niskie stężenia MeHgCl powodowały

zarówno śmierć komórek, jak i hamowanie proliferacji komórek; HgCl2 przede

wszystkim rozrywał błony komórkowe, podczas gdy CdCl2 głównie przyczynił się do

hamowania proliferacji komórek (Braeckman i inni 1997). Cykl komórkowy u owadów

może także się zmienić, kiedy pod wpływem niesprzyjających warunków zwierzęta te

wchodzą w diapauzę. Wprowadzenie w warunkach laboratoryjnych muchówki

Chymomyza costata w diapauzę spowodowało zatrzymanie komórek w cyklu

komórkowym w fazie G0/G1 (86,6%) i G2 (12,8%) (Kostal i inni 2009).

Analiza z wykorzystaniem MUSE Ki67 Proliferation Kit umożliwiła uzyskanie

informacji dotyczących procentowego rozkładu komórek nieproliferujących oraz

proliferujących. Podczas interfazy antygen Ki67 można wykryć wyłącznie w jądrze,

podczas gdy w mitozie większość białka jest przenoszona na powierzchnię

chromosomów. Fakt, że białko Ki67 jest obecne we wszystkich aktywnych fazach cyklu

komórkowego (G1, S, G2 i mitoza), ale nie występuje w komórkach spoczynkowych
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(G0), czyni je doskonałym markerem do określania tzw. frakcji wzrostu danej populacji

komórek (Scholzen i Gerdes 2000, Cuylen i inni 2016). Badacze twierdzą, że antygen

Ki67 działa jako środek powierzchniowo czynny, który umożliwia ruchliwość

chromosomu i jego interakcję z wrzecionem mitotycznym, zapobiegając w ten sposób

zapadnięciu się chromosomu w masę chromatyny po rozerwaniu otoczki jądrowej

(Cuylen i inni 2016). Ki67 odgrywa rolę w transkrypcji rRNA, co może wyjaśniać

związek między proliferacją komórek i jego ekspresją (Rahmanzadeh i inni 2007). Z

kolei Sobecki i inni (2016) sugerują, że Ki67 bierze udział w zagęszczaniu i organizacji

heterochromatyny przez kompleksy metylacji histonów wymagane dla utrzymania

heterochromatyny (Sobecki i inni 2016, Menon i inni 2019).

Poziom proliferacji komórek mierzony z wykorzystaniem detekcji komórek

Ki67(+) wykazał wpływ przeprowadzonego eksperymentu na jelito i wątrobotrzustkę N.

davidi. W jelicie tygodniowa ekspozycja (grupa Ni 1:0) wywołała najwyższy wzrost

ilości komórek Ki67(+), a dwutygodniowa ekspozycja (grupa Ni 2:0) spadek poniżej

wartości kontrolnych. Przywrócenie do czystej wody spowodowało w grupach Ni 1:1 i

Ni 1:2 spadek komórek Ki67(+) proporcjonalny do czasu oczyszczania, podczas gdy w

grupie Ni 2:1 obserwuje się zwiększenie liczby tych komórek, powyżej wartości

kontrolnych, a w grupie Ni 2:2 najwyższy spadek wartości parametru w całym jelicie.

W wątrobotrzustce analiza wykazała wzrost odsetka komórek Ki67(+) w prawie

wszystkich grupach eksperymentalnych, z wyjątkiem grupy Ni 1:2, gdzie obserwowano

najniższe wartości. Wzrost komórek Ki67 (+) w obrębie grup Ni 1:0 i Ni 1:2 oraz Ni

2:0 i Ni 2:1 występował proporcjonalnie do czasu trwania eksperymentu. Uzyskane

wyniki wskazują na to, że w wyniku ekspozycji na nikiel, a także ponownego

przywrócenia do wody czystej następuje regulacja cyklu komórkowego i proliferacji,

wykorzystywanych jako jeden z mechanizmów przywrócenia homeostazy.
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6. PODSUMOWANIE

Podczas eksperymentu dorosłe osobniki Neocaridina davidi były eksponowane

na nikiel przez tydzień oraz 2 tygodnie, a następnie były przywrócone do czystej wody

na tydzień i 2 tygodnie w celu weryfikacji odwracalności potencjalnie pojawiających się

zmian. Przy użyciu technik ilościowych oraz jakościowych zbadano wpływ

przeprowadzonego eksperymentu na następujące parametry:

• stężenie niklu gromadzonego w krewetkach;

• gromadzenie materiałów zapasowych w komórkach jelita i wątrobotrzustki;

• aktywację autofagii oraz ogólny poziom degeneracji komórek;

• zmiany strukturalne i funkcjonalne w mitochondriach;

• poziom stresu oksydacyjnego;

• wskaźniki śmierci komórkowej, w tym kaspazy, procesy apoptozy i nekrozy;

• proliferację komórek.

Uzyskane wyniki wskazują, że obecność niklu w środowisku życia krewetki N.

davidi wpływa na w/w parametry. Ekspozycja na nikiel przyczynia się do zwiększenia

stężenia gromadzonego niklu w ciele zwierząt, a także powoduje intensyfikację zmian

degeneracyjnych w jelicie środkowym (jelicie i wątrobotrzustce), włączając w to

degenerację organelli komórkowych, mitochondriów, intensyfikując stres oksydacyjny,

prowadząc do procesów śmierci komórkowej w postaci apoptozy i nekrozy oraz

zatrzymując cykl komórkowy i proliferację komórek. Obserwowane zmiany były

intensywniejsze zwłaszcza przy dwóch tygodniach ekspozycji na metal. A porównując

oba narządy, w jelicie zmiany zachodziły intensywniej.

Przywrócenie krewetek do czystej wody przyczyniło się z kolei do częściowego

odwrócenia zmian wywołanych obecnością ksenobiotyku. Regeneracja była

intensywniejsza zwłaszcza po przywróceniu zwierząt do czystej wody na 2 tygodnie i

szybciej następowała w wątrobotrzustce. Nie mniej jednak, nawet przywrócenie

zwierząt do czystej wody na 2 tygodnie nie było wystarczającym czasem do pełnej

regeneracji analizowanych narządów i przywrócenia parametrów poziomów

kontrolnych w większości przeprowadzonych analiz.
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Podsumowanie i zestawienie uśrednionych wartości uzyskanych wyników

przedstawiają tabele odpowiednio: dla stężenia niklu (Tabela 6), dla jelita (Tabela 7),

dla wątrobotrzustki (Tabela 8). Szczegółowe opisy wykorzystanych metod oraz analiza

uzyskanych wyników znajdują się w rozdziałach Materiały i Metody oraz Wyniki.

Tabela 6. Uśrednione wartości stężenia niklu gromadzonego w krewetkach Neocaridina

davidi w wyniku przeprowadzonego eksperymentu

PARAMETR CT Ni 1:0 Ni 1:1 Ni 1:2 Ni 2:0 Ni 2:1 Ni 2:2

Stężenie
niklu

[mg kg-1
suchej masy]

oznaczenie
I <LOD 85 52 48 36 56 42

oznaczenie
II <LOD 73 60 36 52 90 54

oznaczenie
III <LOD 85 60 34 54 63 67

Objaśnienia: <LOD - poniżej granicy wykrywalności

100

100:1787462475



Tabela 7. Uśrednione wartości uzyskanych wyników z analizowanych parametrów w
jelicie Neocaridina davidi w rezultacie przeprowadzonego eksperymentu

Parametr
Jelito

K Ni 1:0 Ni 1:1 Ni 1:2 Ni 2:0 Ni 2:1 Ni 2:2

Histochemia - gromadzenie materiałów zapasowych (aj)

PAS - - - - - - -

BPB - - - - - - -

Sudan Czarny B - - - - - - -
Autofagia i ogólna degeneracja komórek (aj)

TEM - ogólna degeneracja - + + - +++ +++ ++

LysoTracker - - + - ++ - -

TEM - autofagia - + + - +++ ++ +
Mitochondria

TEM - degeneracja, (aj) - + + +/- +++ +++ ++

MitoPotential, (ai) [%] 3,5 4,3 4,6 7,5 5,9 4,2 4,5

ATP, (ai) [nmol/mg białka] 5,5 6,2 3,4 3,1 2,2 3,1 3,4

ADP/ATP, (ai) 0,25 0,2 1,3 0,8 1,25 2,1 0,8

Stres oksydacyjny

Oxidative Stres, (ai) [%] 5 10 14 13 16 20 24

ROS, (aj) +/- + + + ++ +++ +++

Wskaźniki śmierci komórkowej

MultiCaspase
Kit, (ai) [%]

żywe (+) 8 5,5 6 1 8 40 6

martwe (+) 2,3 0,85 1,8 0,4 2,5 1,1 0,25

Apoptoza - TEM, (aj) - - - - - - -

Aneksyna V,
(ai) [%]

Apoptoza
wczesna 0,8 1 9,7 1 1 2,5 2,5

Apoptoza późna 2 2,5 3,5 3 2 5,5 4,5

Nekroza 6 10 8,5 22,5 8 13 16,5

Nekroza - TEM, (aj) - + + + +++ +++ ++

Proliferacja komórek (ai)

CellCycle [%]

G0/G1 94 98,5 88 87 98 92 93

S 2,3 0,8 4,8 6 1,3 3,3 2

G2/M 3,8 0,7 7,2 7 0,7 4,7 5

Ki67 [%] 9,8 15,8 6,6 5,2 9 11 3,2
Objaśnienia: (ai) - analiza ilościowa, (aj) - analiza jakościowa, kolor różowy wartości wyższe od kontroli,
kolor niebieski wartości niższe od kontroli, gradient kolorystyczny przedstawia stopień oddalenia wyniku
od wartości kontrolnych (im intensywniejsza barwa tym wyższa różnca w porównaniu do kontroli),
brak wypełnienia oznacza brak istotnych różnic w stosunku do kontroli
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Tabela 8. Uśrednione wartości uzyskanych wyników z analizowanych parametrów w
wątrobotrzustce Neocaridina davidi w wyniku przeprowadzonego eksperymentu

Parametr
Wątrobotrzustka

K Ni 1:0 Ni 1:1 Ni 1:2 Ni 2:0 Ni 2:1 Ni 2:2

Histochemia - gromadzenie materiałów zapasowych w komórkach B (aj)

PAS +++ + + + + ++ +

BPB - + - - - + -

Sudan Czarny B +++ ++ + + + + +
Autofagia i ogólna degeneracja komórek (aj)

TEM - ogólna degeneracja - + + - ++ ++ +

LysoTracker ++ +++ + + ++ + +/-

TEM - autofagia - + ++ ++ ++ + ++
Mitochondria

TEM - ogólna degeneracja, (aj) - - - - ++ - -

MitoPotential, (ai) [%] 0,01 0,14 0,2 0,37 0,5 0,05 0,13

ATP, (ai) [nmol/mg białka] 10,5 6 3,75 4,75 2 4,5 2,75

ADP/ATP, (ai) 0,2 0,2 1,2 0,75 1,9 0,4 0,25

Stres oksydacyjny

Oxidative Stres, (ai) [%] 5 10 32 24 24 29 20

ROS, (aj) +/- + ++ + ++ ++ +

Wskaźniki śmierci komórkowej

MultiCaspase
Kit, (ai) [%]

żywe (+) 7,5 22,5 8,5 1,5 12 23,5 4

martwe (+) 1 0,1 2,8 0,25 0,7 0,85 0,65

Apoptoza - TEM, (aj) - - - - - - -

Aneksyna V,
(ai) [%]

Apoptoza
wczesna 4,5 5,1 2,8 1,8 6,5 3,6 1,8

Apoptoza późna 10 14 6,5 6 3,1 6,5 6,5

Nekroza 6 12,5 6,1 5,8 10,5 5 4

Nekroza - TEM (aj) - + + + ++ ++ +

Proliferacja komórek (ai)

CellCycle [%]

G0/G1 98 98,5 96 96 99,4 98 98,4

S 1,25 1 2,5 2,25 0,4 1,45 1

G2/M 0,75 0,5 1,5 1,75 0,2 0,55 0,6

Ki67 [%] 9,5 12 14,8 4,2 11,8 16,4 12,5
Objaśnienia: (ai) - analiza ilościowa, (aj) - analiza jakościowa, kolor różowy- wartości wyższe od konroli,
kolor niebieski- wartości niższe od kontroli, gradient kolorystyczny przedstawia stopień oddalenia
wyniku od wartości kontrolnych (im intensywniejsza barwa tym wyższa różnca w porównaniu do
kontroli), brak wypełnienia oznacza brak istotnych różnic w stosunku do kontroli
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Przeprowadzenie eksperymentu umożliwiło potwierdzenie następujących hipotez

badawczych:

1. Obecność niklu w wodzie wywołuje zmiany na poziomie ultrastrukturalnym w

komórkach nabłonka jelita i wątrobotrzustki słodkowodnych krewetek.

2. Wraz z wydłużającym się czasem życia słodkowodnych krewetek w wodzie

zawierającej nikiel pojawiają się liczne zmiany degeneracyjne w komórkach

nabłonka jelita i watrobotrzustki.

3. Obecność niklu w wodzie wpływa na aktywację autofagii i/lub apoptozy u

badanego gatunku słodkowodnej krewetki, co może być związane ze strategią

przetrwania w czasie działania niekorzystnych warunków bytowania lub

uszkodzeniami wywołanymi obecnością metalu w środowisku życia.

4. Obecność niklu w wodzie wpływa na aktywację gromadzenia reaktywnych form

tlenu, zmiany mitochondrialne i/lub poziom ATP w komórkach jelita i

wątrobotrzustki słodkowodnej krewetki.

5. Hodowanie zwierząt w wodzie czystej po wcześniejszej ekspozycji na nikiel ma

wpływ na procesy regeneracyjne w komórkach jelita i watrobotrzustki.

6. W wybranych do badań narządach zachodzą podobne procesy

degeneracyjne/regeneracyjne wywołane obecnością niklu w środowisku lub po

umieszczeniu zwierząt ponownie w wodzie czystej.
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7. WNIOSKI

Na podstawie wyników uzyskanych z przeprowadzonego eksperymentu można

wywnioskować, że:

1. Nikiel jest dla krewetki Neocaridina davidi metalem cytotoksycznym. Gromadzi

się w ciele zwierząt w wysokich stężeniach i pozostaje w nich pomimo

oczyszczania. Krewetki nie dysponują wystarczająco wydajnym mechanizmem

oczyszczania w sytuacji obecności w środowisku wysokiego stężenia metalu.

2. W odpowiedzi na niekorzystne warunki środowiska, wykorzystane zostały

rezerwy energetyczne, nastąpiła aktywacja procesów autofagii, apoptozy i

nekrozy. Dominujący udział w degeneracji nabłonków miała nekroza.

3. Nikiel w środowisku życia zwierząt przyczynił się do zaburzenia struktury i

funkcji mitochondriów oraz przyczynił się do indukcji stresu oksydacyjnego w

obu analizowanych narządach.

4. Obecność ksenobiotyku przyczyniła się do zatrzymania cyklu komórkowego

oraz spowolniła proliferację komórek.

5. Ekspozycja na nikiel, zwłaszcza wydłużająca się, proporcjonalnie

intensyfikowała pojawiające się zmiany w analizowanych parametrach zarówno

w jelicie, jak i wątrobotrzustce. Natomiast w jelicie zmiany były intensywniejsze

niż w wątrobotrzustce, co może wiązać się z funkcją narządu i obecnością

mechanizmów dektoksyfikacyjnych/ regenerujących

6. Wydłużający się powrót do czystej wody po wcześniejszej ekspozycji na nikiel

wiązał się z proporcjonalnym do czasu oczyszczania spadkiem wartości w

analizowanych parametrach. Jednak czas regeneracji nie był wystarczający do

powrotu do wartości kontrolnych w większości analizowanych parametrów.

7. Krewetki wykazują względną tolerancję na nikiel, pod warunkiem krótkiego

czasu ekspozycji i długiego regeneracji.
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8. STRESZCZENIE

Nikiel jest jednym z wielu pierwiastków szeroko rozprzestrzenionym w

środowisku lądowym, czy słodkowodnym, a pochodzić może zarówno ze źródeł

naturalnych, jak i na skutek działalności antropogenicznej. Jest jednak niezbędnym

metalem dla niektórych gatunków zwierząt, mikroorganizmów oraz roślin, dlatego też

przy niewystarczającej, bądź nadmiernej podaży tego pierwiastka mogą wystąpić

objawy niedoboru, czy toksyczności. Jednym z narządów, które mają bezpośredni

kontakt z ksenobiotykami występującymi w środowisku życia, czy spożywanej wodzie i

pokarmie jest u bezkręgowców jelito środkowe. U słodkowodnych skorupiaków, jak na

przykład u popularnej wśród hodowców na całym świecie krewetce Neocaridina davidi,

jest zbudowane z jelita oraz watrobotrzustki. Narządy te wyścielone są nabłonkiem

tworzonym przez wyspecjalizowane komórki: D (w jelicie), czy B, F i R (w

watrobotrzustce), a za funkcje regeneracyjne odpowiadają w tych narządach komórki E.

Celem niniejszej pracy było zbadanie wpływu niklu na jelito środkowe

słodkowodnej krewetki Neocaridina davidi, który naturalnie nie występuje w wysokich

stężeniach w ich środowisku życia. Zwierzęta były eksponowane na nikiel obecny w

wodzie przez tydzień i 2 tygodnie, a następnie przywrócone do czystej wody na tydzień

i 2 tygodnie w celu weryfikacji, czy potencjalnie pojawiające się zmiany są odwracalne.

Przy użyciu metod ilościowych i jakościowych zbadano wpływ

przeprowadzonego eksperymentu na:

- gromadzenie się metalu w ciele zwierząt;

- aktywację procesów degeneracyjnych, w tym autofagię, apoptozę, nekrozę;

- strukturę i funkcję mitochondriów, w tym na gospodarkę energetyczną komórek;

- indukcję stresu oksydacyjnego;

- cykl komórkowy oraz proliferację.

Uzyskane wyniki wskazują na szkodliwe działanie niklu na krewetki N. davidi.

W grupach ekspozycyjnych obserwowano proporcjonalną do długości ekspozycji

intensyfikację zmian w/w parametrów. W jelicie zmiany były intensywniejsze niż w
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wątrobotrzustce. Przywrócenie krewetek do czystej wody po wcześniejszej ekspozycji

na metal wiązało się ze stopniową regeneracją, intensywniejszą przy 2 tygodniach

oczyszczania. Natomiast w większości analizowanych parametrów czas ten nie był

wystarczający do przywrócenia parametrów kontrolnych.

Część uzyskanych wyników powstała w związku z realizacją

projektu badawczego nr 2021/41/N/NZ8/01436

pt. Ocena zmian w mitochondriach oraz aktywności wybranych enzymów i białek

mitochondrialnych u słodkowodnych krewetek poddanych ekspozycji na nikiel oraz

przywróconych do życia w wodzie nieskażonej

finansowanego ze środków Narodowego Centrum Nauki (NCN)
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9. ABSTRACT

Nickel is one of the elements widely distributed in the terrestrial or freshwater

environment, and it can come from both natural sources and as a result of

anthropological activity. However, it is an essential metal for some species of animals,

microorganisms, and plants, therefore, with insufficient or excessive supply of this

element, symptoms of deficiency or toxicity may occur. One of the invertebrates’ organs

that have direct contact with xenobiotics in the living environment, or the water and

food consumed, is the midgut. In freshwater crustaceans, such as the Neocaridina

davidi, popular among breeders worldwide, it is composed of the intestine and the

hepatopancreas. These organs are covered with epithelium formed by specialized cells:

D (in the intestine) or B, F, and R (in the hepatopancreas), while E-cells are responsible

for regenerative functions in these organs.

This study aimed to investigate the effect of nickel on the midgut of the

freshwater shrimp N. davidi, which is not naturally present in high concentrations in

their habitat. The animals were exposed to nickel in the water for one week and two

weeks and then returned to clean water for one week and two weeks to verify that the

changes that appeared were reversible. Using quantitative and qualitative methods,

several parameters were checked:

- accumulation of metal in the body of animals;

- activation of degenerative processes, including autophagy, apoptosis, and necrosis;

- the structure and function of mitochondria, including the ATP level in cells;

- induction of oxidative stress;

- the cell cycle and proliferation.

The obtained results indicate the harmful effect of nickel on N. davidi shrimps.

In the exposure groups, an intensification of changes in the above-mentioned conditions

was observed, proportional to the length of exposure. In the intestine, the changes were

more intense than in the hepatopancreas. Returning the shrimp to clean water after

previous exposure to metal was associated with a gradual regeneration, more intensive

after 2 weeks of purification. However, in most of the analyzed parameters, this time

was not sufficient to restore the control parameters.
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Fig. 1. Schemat układu eksperymentalnego

(A, B) pokrój ciała krewetki Neocaridina davidi, Bar = 0,54 cm

(C) jelito środkowe krewetki Neocaridina davidi, Bar = 0,23 cm
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Fig. 2. Ultrastruktura nabłonka jelita Neocaridina davidi grupy 

kontrolnej (CT). Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(KD) - komórka D, (KE) - komórka regeneracyjna, (n) - jądro 

komórkowe, (m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (bl) - 

błona podstawna, (ER) – cysterny retikulum 

endoplazmatycznego

(A) Bar = 0,48 μm, (B) Bar = 1,13 μm, (C) Bar = 1 μm
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Fig. 3. Ultrastruktura nabłonka jelita Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 1:0

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(l) - światło jelita środkowego, (mk) - mikrokosmki, (au) - 

autofagosom, (m) - mitochondrium, (n) - jądro komórkowe, (w kółku) 

– zdegenerowane mitochondrium, (strzałka) – zwakuolizowany 

obszar cytoplazmy, (w) – wakuola

(A) Bar = 1 μm, (B) Bar = 0,75 μm, (C) Bar = 0,8 μm
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Fig. 4. Ultrastruktura nabłonka jelita Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 2:0. Transmisyjna mikroskopia elektronowa 

(TEM)

(n) - jądro komórkowe, (m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, 

(bl) - błona podstawna, (l) – światło jelita środkowego, (au) – 

autofagosom, (w) – wakuola, (mw) – mięśnie wisceralne

(A) Bar = 0,73 μm, (B) Bar = 0,8 μm, (C) Bar = 0,73 μm, (D) Bar = 

0,9 μm
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Fig. 5. Ultrastruktura nabłonka jelita Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 1:1.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (l) – światło jelita 

środkowego, (au) – autofagosom

(A) Bar = 0,6 μm, (B) Bar = 1 μm, (C) Bar = 2 μm
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Fig. 6. Ultrastruktura nabłonka jelita Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 1:2.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) - jądro komórkowe, (mk) - mikrokosmki, (l) – światło jelita 

środkowego, (bl) - błona podstawna, (mw) – mięśnie 

wisceralne, (strzałka) – zmiany nekrotyczne

(A) Bar = 0,42 μm, (B) Bar = 0,63 μm, (C) Bar = 1 μm
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Fig. 7. Ultrastruktura nabłonka jelita Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 2:1.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) - jądro komórkowe, (m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, 

(bl) - błona podstawna, (au) – autofagosom, (strzałka) – zmiany 

nekrotyczne

(A) Bar = 0,44 μm, (B) Bar = 1,86 μm, (C) Bar = 1,46 μm, (D) Bar = 

0,49 μm
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Fig. 8. Ultrastruktura nabłonka jelita Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 2:2.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (l) – światło jelita 

środkowego, (au) – autofagosom, (strzałka) – zmiany 

nekrotyczne, (ER) – cysterny retikulum endoplazmatycznego

(A) Bar = 1,17 μm, (B) Bar = 0,49 μm
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Fig. 9. Ultrastruktura wątrobotrzustki Neocaridina davidi grupy 

kontrolnej (CT). Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) – jądro komórkowe, (*) - kula materiału zapasowego, (l) – światło 

jelita środkowego, (mk) – mikrokosmki, (m) – mitochondrium, (w) – 

wakuola, (RER) – cysterny szorstkiego retikulum 

endoplazmatycznego

(A) Bar = 1,66 μm, (B) Bar = 1,43 μm, (C) Bar = 0,75μm, (D) Bar = 

1,11μm
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Fig. 10. Ultrastruktura wątrobotrzustki Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 1:0.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) - jądro komórkowe, (m) - mitochondrium, (mk) - 

mikrokosmki,  (l) – światło jelita środkowego, (au) – autofagosom, (*) 

- kula materiału zapasowego, (w) – wakuola

(A) Bar = 4,5 μm, (B) Bar = 1,5 μm
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Fig. 11. Ultrastruktura wątrobotrzustki Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 2:0.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (l) – światło jelita 

środkowego, (au) – autofagosom, (*) - kula materiału 

zapasowego, (w) – wakuola, (ER) – cysterny retikulum 

endoplazmatycznego

(A) Bar = 1 μm, (B) Bar = 1,43 μm, (C) Bar = 1 μm

156:7183924476



Komórka B

Komórka R

Komórka F

Komórka F

Komórka R

CB

A

m

mk

au

*

l

w

ER

157:3970937390



Komórka B

Komórka R

Komórka R

Komórka F

Komórka F

Komórka R

CB

A

l

au

l
mk

mk

n

au

m

*

w

Fig. 12. Ultrastruktura wątrobotrzustki Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 1:1.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) - jądro komórkowe, (m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (l) 

– światło jelita środkowego, (*) - kula materiału zapasowego, (au) – 

autofagosom, (w) – wakuola

(A) Bar = 2,6 μm, (B) Bar = 1,28 μm, (C) Bar = 1,19 μm
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Fig. 13. Ultrastruktura wątrobotrzustki Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 1:2.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(mk) - mikrokosmki, (au) – autofagosom, (ER) – cysterny retikulum 

endoplazmatycznego

(A) Bar = 0,64 μm, (B) Bar = 0,48 μm
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Fig. 14. Ultrastruktura wątrobotrzustki Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 2:1.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (l) – światło jelita 

środkowego, (*) - kula materiału zapasowego, (au) – 

autofagosom, (ER) – cysterny retikulum endoplazmatycznego

(A) Bar = 1,33 μm, (B) Bar = 0,6 μm, (C) Bar = 3,6 μm

ER
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Fig. 15. Ultrastruktura wątrobotrzustki Neocaridina davidi grupy 

eksperymentalnej Ni 2:2.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) - jądro komórkowe, (m) - mitochondrium, (mk) - 

mikrokosmki, (ER) – cysterny retikulum endoplazmatycznego

(A) Bar = 1 μm, (B) Bar = 2,25 μm, (C) Bar = 0,6 μm
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Fig. 16. Barwienie histochemiczne jelita i wątrobotrzustki 

Neocaridina davidi w grupie kontrolnej (CT).

Mikroskopia świetlna, powiększenie 100x

(A i D) - Błękit rtęciowo bromofenolowy,

(B i E) - PAS,

(C i F) - Sudan Czarny B

Bary: (A) = 12 μm, (B) = 12 μm, (C) = 12,41 μm, (D) = 16,47 μm, (E) = 

14,53 μm, (F) = 12,5 μm
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Fig. 17. Barwienie histochemiczne jelita i wątrobotrzustki 

Neocaridina davidi, błękitem rtęciowobromofenolowym.

Mikroskopia świetlna, powiększenie 100x.

grupy eksperymentalne - Ni 1:0, Ni 2:0, Ni 1:1, Ni 1:2, Ni 2:1, Ni 2:2 –

 (opis w Metodologii).

Bary: (A) = 12 μm, (B) = 14,4 μm, (C) = 9,47 μm, (D) = 10 μm, (E) = 

4,8 μm, (F) = 11,61 μm, (G) = 13 μm, (H) = 14,53 μm, (I) = 13 μm, (J) = 
14,44 μm, (K) = 15 μm, (L) = 17,14 μm
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Fig. 18. Barwienie histochemiczne jelita i wątrobotrzustki 

Neocaridina davidi, PAS.

Mikroskopia świetlna, powiększenie 100x.

grupy eksperymentalne - Ni 1:0, Ni 2:0, Ni 1:1, Ni 1:2, Ni 2:1, Ni 2:2 –

 (opis w Metodologii).

Bary: (A) = 10,59 μm, (B) = 16 μm, (C) = 9,47 μm, (D) = 14,9 μm, (E) = 

12,86 μm, (F) = 9,23 μm, (G) = 13 μm, (H) = 7,43 μm, (I) = 14,11 μm, (J) = 
10,83 μm, (K) = 10,91 μm, (L) = 12 μm
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JELITO

Fig. 19. Barwienie histochemiczne jelita i wątrobotrzustki 

Neocaridina davidi, Sudanem Czarnym B.

Mikroskopia świetlna, powiększenie 100x.

grupy eksperymentalne - Ni 1:0, Ni 2:0, Ni 1:1, Ni 1:2, Ni 2:1, Ni 2:2 –

 (opis w Metodologii).

Bary: (A) = 10,91 μm, (B) = 12 μm, (C) = 10,29 μm, (D) = 10,29 μm, (E) = 

12,68 μm, (F) = 13,33 μm, (G) = 13 μm, (H) = 10,4 μm, (I) = 14,86 μm, (J) = 
16,47 μm, (K) = 10,83 μm, (L) = 9,63 μm
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Fig. 19. Lokalizacja silnie kwaśnych struktur w nabłonku jelita i 

wątrobotrzustki N. davidi. CT – grupa kontrolna, Ni 1:0, Ni 2:0, Ni 1:1, 

Ni 1:2, Ni 2:1, Ni 2:2 – grupy eksperymentalne (opis w Metodologii). 

Silnie kwaśne struktury – sygnały czerwone, jądra komórkowe -  

sygnały niebieskie. Mikroskopia konfokalna, barwienie odczynnikiem 

LysoTracker Red i odczynnikiem DAPI.

Bar = 100 μm
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Fig. 21. Procent komórek wczesno-apoptotycznych (odchylenie 

standardowe±SE) w jelicie (A) i watrobotrzustce (B) osobników N.

davidi poddanych ekspozycji na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 tydzień) 

lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, b) wskazują na różnice 

istotne statystycznie między grupami doświadczalnymi: CT (kontrola), 

Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie 

trwające 1 tydzień),  Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 

2 tygodnie), w obrębie każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test 

NIR, p<0.05; * wskazują na różnice istotne statystycznie między 

komplementarnymi grupami doświadczalnymi w obu czasach 

ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).

k
o
m

ó
rk

i 
a
p
o
p
to

ty
c
z
n
e
 [

%
]

CT Ni Ni:1 Ni:2
0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

CT Ni Ni:1 Ni:2
0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

Ni: 1 tydzień Ni: 2 tygodnie

a
a

a a
a

a
a

b *

*

A

 Średnia 

 ±SD  

k
o
m

ó
rk

i 
a
p
o
p
to

ty
c
z
n
e
 [

%
]

CT Ni Ni:1 Ni:2
0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

CT Ni Ni:1 Ni:2
0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

Ni: 1 tydzień Ni: 2 tygodnie

a

b

ab

a

a

a

a

ab

B
 Średnia 

 ±SD  

168:3023464140



Fig. 22. Procent komórek późno-apoptotycznych (odchylenie 

standardowe±SE) w jelicie (A) i watrobotrzustce (B) osobników N.

davidi poddanych ekspozycji na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 tydzień) 

lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, b) wskazują na różnice 

istotne statystycznie między grupami doświadczalnymi: CT (kontrola), 

Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie 

trwające 1 tydzień),  Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 

2 tygodnie), w obrębie każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test 

NIR, p<0.05; * wskazują na różnice istotne statystycznie między 

komplementarnymi grupami doświadczalnymi w obu czasach 

ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 23. Procent komórek nekrotycznych (odchylenie standardowe±SE)

w jelicie (A) i watrobotrzustce (B) osobników N. davidi poddanych 

ekspozycji na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 tydzień) lub 2 tygodnie (Ni: 

2 tygodnie). Różne litery (a, b) wskazują na różnice istotne 

statystycznie między grupami doświadczalnymi: CT (kontrola), Ni 

(ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie 

trwające 1 tydzień),  Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 

2 tygodnie), w obrębie każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test 

NIR, p<0.05; * wskazują na różnice istotne statystycznie między 

komplementarnymi grupami doświadczalnymi w obu czasach 

ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 24. Procent żywych komórek (odchylenie standardowe±SE) w 

jelicie (A) i watrobotrzustce (B) osobników N. davidi poddanych 

ekspozycji na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 tydzień) lub 2 tygodnie (Ni: 

2 tygodnie). Różne litery (a, b) wskazują na różnice istotne 

statystycznie między grupami doświadczalnymi: CT (kontrola), Ni 

(ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie 

trwające 1 tydzień),  Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 

2 tygodnie), w obrębie każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test 

NIR, p<0.05; * wskazują na różnice istotne statystycznie między 

komplementarnymi grupami doświadczalnymi w obu czasach 

ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 25. Odsetek komórek żywych (A), komórek żywych kaspazo-

pozytywnych (B), martwych komórek kaspazo-pozytywnych  (C), 

komórek martwych (D) w jelicie osobników N. davidi eksponowanych na 

nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 tydzień) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). 

Różne litery (a, b, c) wskazują na różnice istotne statystycznie między 

grupami doświadczalnymi (CT- kontrola; Ni- ekspozycja na nikiel; Ni: 1; 

ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 1 tydzień;  Ni: 2; ekspozycja 

na nikiel i oczyszczanie trwające 2 tygodnie), w obrębie każdego czasu 

ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test NIR, p< 0.05; *  wskazują na różnice 

istotne statystycznie między komplementarnymi grupami 

doświadczalnymi w obu czasach ekspozycji na metal (Test t-Studenta, 

p<0,05).
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Fig. 26. Odsetek komórek żywych (A), komórek żywych kaspazo-

pozytywnych (B), martwych komórek kaspazo-pozytywnych  (C), 

komórek martwych (D) w wątrobotrzustce  osobników N. davidi 

eksponowanych na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 tydzień) lub 2 tygodnie 

(Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, b, c, d) wskazują na różnice istotne 

statystycznie między grupami doświadczalnymi (CT- kontrola; Ni-  

ekspozycja na nikiel; Ni: 1; ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 

1 tydzień;  Ni: 2; ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 2 

tygodnie), w obrębie każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test 

NIR, p< 0.05; *  wskazują na różnice istotne statystycznie między 

komplementarnymi grupami doświadczalnymi w obu czasach ekspozycji 

na metal (Test t-Studenta, p<0,05).

173:4528712120



Ni 1:2Ni 1:1

Ni 2:0Ni 1:0

CT CT

JELITO WĄTROBOTRZUSTKA

Ni 2:1 Ni 2:2 Ni 2:1 Ni 2:2

Ni 1:2Ni 1:1

Ni 2:0Ni 1:0

Fig. 27. Lokalizacja reaktywnych form tlenu (ROS) w nabłonku jelita i 

wątrobotrzustki N. davidi. CT – grupa kontrolna, Ni 1:0, Ni 2:0, Ni 1:1, Ni 

1:2, Ni 2:1, Ni 2:2 – grupy eksperymentalne (opis w Metodologii). Struktury 

ROS-pozytywne – sygnały czerwone, jądra komórkowe - sygnały niebieskie. 

Mikroskopia konfokalna, barwienie odczynnikiem DHE i odczynnikiem 

DAPI.

Bar = 33,33 μm
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Fig. 28. Odsetek komórek ROS-pozytywnych (ROS+) (odchylenie 

standardowe±SE) w jelicie (A) i wątrobotrzustce (B) osobników N.

davidi poddanych ekspozycji na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 tydzień) 

lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, b) wskazują na różnice 

istotne statystycznie między grupami doświadczalnymi: CT (kontrola), 

Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie 

trwające 1 tydzień),  Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 

2 tygodnie), w obrębie każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test 

NIR, p<0.05; * wskazują na różnice istotne statystycznie między 

komplementarnymi grupami doświadczalnymi w obu czasach 

ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 29. Odsetek komórek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami w 

jelitach N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 

tydzień) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, b) wskazują 

na różnice istotne statystycznie między grupami doświadczalnymi: CT 

(kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i 

oczyszczanie trwające 1 tydzień),  Ni:2 (ekspozycja na nikiel i 

oczyszczanie trwające 2 tygodnie), w obrębie każdego czasu ekspozycji 

(1 lub 2 tygodnie) test NIR, p< 0.05; *  wskazują na różnice istotne 

statystycznie między komplementarnymi grupami doświadczalnymi w 

obu czasach ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 30. Odsetek komórek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami w 

wątrobotrzustce osobników N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 

tydzień (Ni: 1 tydzień) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, 

b) wskazują na różnice istotne statystycznie między grupami 

doświadczalnymi: CT (kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 

(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 1 tydzień),  Ni:2 

(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 2 tygodnie), w obrębie 

każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test NIR, p<0.05; 

*  wskazują na różnice istotne statystycznie między 

komplementarnymi grupami doświadczalnymi w obu czasach 

ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 31. Stężenie ATP (A) i wskaźnik ADP/ATP (B) w komórkach jelita 

osobników N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 

tydzień) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, b) wskazują 

na różnice istotne statystycznie między grupami doświadczalnymi: CT 

(kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i 

oczyszczanie trwające 1 tydzień),  Ni:2 (ekspozycja na nikiel i 

oczyszczanie trwające 2 tygodnie), w obrębie każdego czasu ekspozycji 

(1 lub 2 tygodnie) test NIR, p<0.05; * wskazują na różnice istotne 

statystycznie między komplementarnymi grupami doświadczalnymi w 

obu czasach ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 32. Stężenie ATP (A) i wskaźnik ADP/ATP (B) w wątrobotrzustce 

osobników N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 

tydzień) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, b, c) wskazują 

na różnice istotne statystycznie między grupami doświadczalnymi: CT 

(kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i 

oczyszczanie trwające 1 tydzień),  Ni:2 (ekspozycja na nikiel i 

oczyszczanie trwające 2 tygodnie), w obrębie każdego czasu ekspozycji 

(1 lub 2 tygodnie) test NIR, p<0.05; * wskazują na różnice istotne 

statystycznie między komplementarnymi grupami doświadczalnymi w 

obu czasach ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 33. Odsetek  komórek w fazach: G0/G1 (A), S (B) i G2/M (C) w 

jelicie osobników N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzień 

(Ni: 1 tydzień) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, b, c, d) 

wskazują na różnice istotne statystycznie między grupami 

doświadczalnymi: CT (kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 

(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 1 tydzień),  Ni:2 

(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 2 tygodnie), w obrębie 

każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test NIR, p< 0.05; 

*  wskazują na różnice istotne statystycznie między komplementarnymi 

grupami doświadczalnymi w obu czasach ekspozycji na metal (Test t-

Studenta, p<0,05).
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Fig. 34. Odsetek  komórek w fazach: G0/G1(A), S (B) i G2/M (C) w 

wątrobotrzustce osobników N. davidi eksponowanych na nikiel przez 

1 tydzień (Ni: 1 tydzień) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery 

(a, b, c, d) wskazują na różnice istotne statystycznie między grupami 

doświadczalnymi: CT (kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 

(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 1 tydzień),  Ni:2 

(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 2 tygodnie), w obrębie 

każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test NIR, p<0.05; * 

wskazują na różnice istotne statystycznie między komplementarnymi 

grupami doświadczalnymi w obu czasach ekspozycji na metal (Test t-

Studenta, p<0,05).
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Fig. 35.  Odsetek komórek Ki67-pozytywnych w jelicie osobników N. 

davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 tydzień) lub 2 

tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, b, c) wskazują na różnice 

istotne statystycznie między grupami doświadczalnymi: CT (kontrola), 

Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie 

trwające 1 tydzień),  Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie 

trwające 2 tygodnie), w obrębie każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 

tygodnie) test NIR, p<0.05; * wskazują na różnice istotne 

statystycznie między komplementarnymi grupami doświadczalnymi w 

obu czasach ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 36.  Odsetek komórek Ki67-pozytywnych w wątrobotrzustce 

osobników N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzień (Ni: 1 

tydzień) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Różne litery (a, b, c) 

wskazują na różnice istotne statystycznie między grupami 

doświadczalnymi: CT (kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 

(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 1 tydzień),  Ni:2 

(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwające 2 tygodnie), w obrębie 

każdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test NIR, p<0.05; * 

wskazują na różnice istotne statystycznie między komplementarnymi 

grupami doświadczalnymi w obu czasach ekspozycji na metal (Test t-

Studenta, p<0,05).
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