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1. WSTEP

Uklad pokarmowy, obok powtlok ciala uwazany jest za narzad, poprzez ktory
zwierzeta majg kontakt ze $rodowiskiem zewnetrznym. Drogg pokarmowa do
organizmu oprocz sktadnikéw odzywczych zawartych w pokarmie moga przedostawaé
si¢ takze inne substancje, w tym ksenobiotyki takie jak np. metale ci¢zkie, ktore moga
wptywac na homeostazg organizmu.

Uktad pokarmowy, zwlaszcza jego srodkowy odcinek u licznych bezkregowcow
jest odpowiedzialny m.in. za trawienie, syntez¢ 1 wydzielanie enzyméw trawiennych,
wchtanianie 1 gromadzenie materiatow zapasowych oraz detoksykacje. Z racji tego, ze
jelito $rodkowe pelni funkcje bariery pomigdzy Srodowiskiem zewngtrznym a ciatem
zwierzecia, jest ono uwazane za kluczowy narzad w utrzymaniu homeostazy, dlatego
tez cieszy si¢ sporym zainteresowaniem ws$rod badaczy (Hyra i inni 2016, Lipovsek i

inni 2018, Rost-Roszkowska i1 inni 2019, 2020ab, 2021a).

1.1. Skorupiaki jako bioindvkatory §r iska n

Do oceny stanu zbiornikow slodkowodnych wykorzystywane sa liczne
obserwacje zarowno krotko-, jak i dlugoterminowe zwierzat stodkowodnych (Dziock i
inni 2006). Bioindykacja pozwala nie tylko na ocen¢ zmian w $rodowisku wodnym
wywotanym obecno$cia w nim licznych ksenobiotykow, ale takZze na ocen¢ zmian,
jakie moze dany ksenobiotyk wywotywaé¢ w organizmach zyjacych w danym
srodowisku (Tomczak i Dominiak 2016). Organizmami najcz¢$ciej wykorzystywanymi
w monitorowaniu srodowiska wodnego sa glony (Schneider 1 Lindstrem 2009, Rajfur i
inni 2010), skorupiaki, matze, czy ryby (Sasikumar 1 Krishnakumar 2011, Tomczak 1
Dominiak 2016). Bioindykatorami wrazliwymi nalezagcymi do bezkrggowcow sa
miedzy innymi Polycelis nigra (wielooczka czarna), Dendrocoelum lacteum (wyptawek
biaty), Ancylys fluviatilis (przytulik strumieniowy), Gammarus pulex (kietz zdrojowy),
Daphnia magna (rozwielitka), Lymnaea stagnalis (blotniarka stawowa), Astacus
astacus (rak szlachetny), a takze liczne larwy owaddéw nalezacych do chruscikow, jetek

i widelnic (Rinderhagen 1 inni 2000). Najwigcej badan nad wykorzystaniem



skorupiakéw w monitorowaniu wod zwigzanych jest z wodami morskimi i
oceanicznymi (Suciu i inni 2018). Zwierzeta te sa dobrymi wskaznikami wpltywu
cztowieka na srodowisko morskie, poniewaz wykazuja fizjologiczng tolerancje na stres,
plastyczno$¢ behawioralng i ro6znorodne strategie zyciowe, ktore pozwalaja im
reagowa¢ na szeroki zakres zmian S$rodowiskowych (Ottaviano i Scapini 2010,
Schlacher 1 Thompson 2012, Schlacher 1 inni 2016). Dla przyktadu, do biomonitoringu
wyznaczonych stanowisk Zatoki Gdanskiej pod katem $ladowych ilo$ci metali Cu, Zn,
Cd, Fe, Pb, Mn i Ni wykorzystano skorupiaki z rodziny Balanus improvisus (Rainbow i
inni 2004). Natomiast wsrod skorupiakéw wykorzystywanych do bioindykacji wod
stodkich wykorzystuje si¢ do badan przede wszystkim rozwielitki Daphnia magna oraz
Ceriodaphnia sp (Traczewska 2011). Bioindykacja umozliwia wykrycie toksycznosci
szkodliwych substancji (Tomczak i Dominiak 2016).

Sposrdéd organizméw wodnych w gltdwnej mierze u bezkrggowcoOw mierzy si¢
potencjalne zagrozenia ze strony chemikaliow w ekosystemach, ze wzgledu na fakt, iz
s3g one przedstawicielami roznych sieci pokarmowych w systemach wodnych.
Skorupiaki to najwazniejsza grupa bezkrggowcow; sg najczegsciej wykorzystywane jako
organizmy modelowe do oceny badan ekotoksykologicznych materialow
niebezpiecznych w ekosystemach wodnych. Zwierzeta te moga izolowac toksyczne
metale w postaci granul swoich tkankach (Ruppert i inni 2004). Ponadto, skorupiaki to
grupa organizmoéw bezkregowych zawierajaca wiele waznych handlowo gatunkéw
hodowlanych i dzikich. Gatunki morskie krewetki biale (Penaeus vannamei) 1 krewetki
tygrysie (Penaeus monodon) to najczegsciej hodowane gatunki, a pozostate skorupiaki

akwakultury sa hodowane gtéwnie w wodach stodkich (Urdes i inni 2023).

1.2. Jelito Srodkowe skorupiakow

Jelito $rodkowe skorupiakow moze mie¢ posta¢ prostej rury pozbawionej
jakichkolwiek uchytkéw (Sousa i Petriella 2006, Rost-Roszkowska 1 inni 2012) lub tez
moze posiada¢ uchylki najczesciej zlokalizowane w przedniej czgsci jelita (Coleman
1990). W drugim przypadku jest zréznicowany na dwa polaczone ze soba narzady:
jelito oraz gruczotl watrobotrzustkowy tworzony przez liczne uchylki oraz S$lepo

zakonczone cewki. U niektorych gatunkoéw brak jest jelita, a funkcje trawienne petni



gruczot trawienny, nazywany watrobotrzustka (Sousa i Petriella 2001, Symonova 2007).
W budowie nablonka wyscielajacego jelito Srodkowe skorupiakéw wyrdznia sig
obecnos¢ kilku rodzajow komorek, roznigcych si¢ pod wzgledem lokalizacji 1 funkcji

(Tabela 1).



Tabela 1. Rola 1 lokalizacja komoérek nablonkowych w endodermalnym fragmencie jelita skorupiakéw (za Sonakowska 1 inni 2015)

Typy Funkcja Zrédto Lokalizacja Zrédto
komorek
Komorki R | detoksykacja i recykling Arnaud i inni 1978; proksymalny obszar Sousa i Petriella 2000; 2001;
poprzez gromadzenie Al-Mohanna i1 Nott 1987, watrobotrzustki 2007
lipidow, polisacharydow, Nassiri 1 inni 2000 proksymalny i medialny Franceschini-Vicentini 1 inni
metali oraz dostarczanie obszar watrobotrzustki 2009
energii w okresach gtodu, medialny obszar Moritz i inni 1973; Correia i
linienia i reprodukcji watrobotrzustki inni 2002; Sousa i inni 2005
na catej dlugosci cewek Caceci iinni 1988;
watrobotrzustki Al-Mohanna i Nott 1989
Komérki B | trawienie Al-Mohanna i Nott 1986; medialna i dystalna czg$¢ Franceschini-Vicentini 1 inni
wewnatrz-komorkowe, Sousa i Petriella 2007, watrobotrzustki 2009
gromadzenie wchionigtych | Sonakowska i inni 2015 medialna czes¢ Sousa i inni 2005
materialow 1 watrobotrzustki
wydzielanie proksymalny obszar Al-Mohanna i Nott 1989;
watrobotrzustki Sousa i inni 2005; Sousa i
Petriella 2007; Sonakowska i
inni 2015
Komorki F | synteza i wydzielanie Arnaud i inni 1978; medialna i proksymalna Al-Mohanna i Nott 1989; Vogt

enzymoOw trawiennych

Al-Mohanna i Nott 1989;
Vogt 1 inni 1989; Sousa 1
Petriella 2006, 2007;
Sonakowska 1 inni 2015

czes¢ watrobotrzustki

1inni 1989; Sousa i inni 2005

na catej dtugos$ci organu

Franceschini-Vicentini 1 inni
2009

proksymalny obszar
watrobotrzustki

Sonakowska 1 inni 2015




cd. Tabela 1. Rola 1 lokalizacja komodrek nabtonkowych w endodermalnym fragmencie jelita skorupiakow (za Sonakowska 1 inni 2015)

Typy Funkcja Zrédto Lokalizacja Zrédto
komorek
Komoérki M | akumulacja lipidow 1 Icely i Nott 1984 na catej dtugosci organu Vogt i inni 1989
polisacharydow nieobecne Vogt i inni 1989
Komorki E | regeneracja jelita Arnaud i inni 1978; przednia czg$¢ jelita Arnaud i inni 1978;
srodkowego Musko6 1988; Sonakowska 2015
Ceccaldi 1989; dystalna i medialna czegs¢ Mycles 1979;
Sousa i Petriella 2001; watrobotrzustki Sonakowska i inni 2015
Sousa 1 inni 2005; nieobecne Prosi 1 inni 1983; Tam 1
Sonakowska 1 inni 2015 Avenant-Oldewage 2009ab;
Rost-Roszkowska i inni 2012;
Komoérki D | synteza i wydzielanie Sonakowska 1 inni 2015 jelito Sonakowska 1 inni 2015

enzymoOw trawiennych
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1.2.1. Jelito sSrodkowe Neocaridina davidi

Uklad pokarmowy Neocaridina davidi znajduje si¢ po grzbietowej stronie ciata
zwierzecia. Zaczyna go znajdujacy si¢ z przodu ciata otwor gebowy, ktory nastepnie
przechodzi kolejno w jelito przednie, jelito $rodkowe, jelito tylne, a konczy otwor
odbytniczy.

Jelito srodkowe N. davidi sktada si¢ z dwoch narzadow o pochodzeniu
endodermalnym: jelita oraz watrobotrzustki.

Jelito majace posta¢ diugiej prostej rury jest wyscielone jednowarstwowym
nabtonkiem walcowatym spoczywajacym na bezkomodrkowej blaszce podstawnej, do
ktorej od strony jamy ciata przylegaja migs$nie trzewne. Nablonek jelita buduja dwa
typy komorek: trawienne (D) oraz regeneracyjne (E). Komoérki E zlokalizowane sa
jedynie w przedniej czesci jelita (Sonakowska 1 inni 2015).

Komorki trawienne (D) wykazuja regionalizacj¢ w rozmieszczeniu organelli
komorkowych, na podstawie ktorej wyrdzni¢ mozna rejon apikalny, okotojadrowy,
bazalny. W cze¢sci apikalnej, btona komoérkowa tworzy mikrokosmki, ktérych korzenie
filamentéw zakotwiczajg si¢ w cytoplazmie apikalnej tworzgc warstwe kortykalng. Pod
nig znajduja si¢ liczne cysterny gtadkiego i szorstkiego retikulum endoplazmatycznego,
mitochondria, ciata wielopgcherzykowe, pecherzyki geste i jasne elektronowo. Dla
obszaru okotojadrowego charakterystyczna jest obecnos¢ duzego, owalnego jadra
komoérkowego, z chromatyng o $redniej gestosci elektronowej. Wokot jadra wystepuja
licznie cysterny szorstkiego 1 gladkiego retikulum endoplazmatycznego oraz aparaty
Golgiego, natomiast mitochondria sg nielicznie. W obszarze bazalnym, bazalna btona
komorkowa tworzy niewielkie pofaldowania, w sasiedztwie ktérych obserwuje si¢
liczne mitochondria, aparaty Golgiego oraz cysterny gladkiego i szorstkiego retikulum
endoplazmatycznego. Komorki trawienne nie gromadza materiatow zapasowych, sa
PAS, Sudan Czarny B i BPB negatywne (Sonakowska i inni 2015).

Komoérki regeneracyjne (E) owalnego ksztaltu, znajduja si¢ pomigdzy
sasiadujacymi komoérkami trawiennymi, natomiast sg duzo nizsze i nie maja kontaktu z
Swiattem jelita. Blona bazalna nie jest pofaldowana, cytoplazma jest uboga w organelle
komorkowe. Pojedyncze mitochondria 1 cysterny szorstkiego i gladkiego retikulum

endoplazmatycznego obserwuje si¢ wokot duzego owalnego jadra komorkowego.
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Ultrastrukturalnie komorki te sa bardzo podobne do komorek regeneracyjnych
spotykanych w dystalnym rejonie cewek w watrobotrzustce (Sonakowska i inni 2015).

Watrobotrzustka jest narzagdem endodermalnym odchodzacym od przedniej
czescli jelita, tak wigc Swiatto tego narzadu kontaktuje si¢ ze Swiatlem jelita. Sklada si¢ z
dwoch uchytkow, ktore rozdzielajg sie na liczne $lepo zakonczone kanaliki (cewki). W
kanalikach tych wyr6znia si¢ obecno$¢ trzech obszarow: proksymalnego, medialnego
(srodkowego) oraz dystalnego (Sonakowska i inni 2015).

W obszarze proksymalnym wystepuja komorki F - fibrylarne, komorki B -
magazynujace oraz komorki R - resorpcyjne. W obszarze medialnym wystepuja
pojedyncze komorki regeneracyjne (E) oraz komorki w fazie roznicowania, natomiast w
obszarze dystalnym wystepuja tylko komorki regeneracyjne (E) (Sonakowska 1 inni
2015, Sonakowska-Czajka 1 inni 2021).

Komorki F - fibrylarne (typ I) stanowig gtowna czg$¢ wszystkich komorek
nablonkowych watrobotrzustki. W obrebie cytoplazmy komorek tych nie obserwuje si¢
regionalizacji w rozmieszczeniu organelli komoérkowych. Btona apikalna tworzy
mikrokosmki, ktérych filamenty wchodza do apikalnej cytoplazmy tworzac cienka
warstwe kortykalng. W obrebie tej warstwy obserwuje si¢ pojedyncze, mate pecherzyki
z  elektronowo  przejrzysta zawarto$cig, cysterny  szorstkiego  retikulum
endoplazmatycznego, wolne rybosomy. Jadro komodrkowe jest owalnego ksztaltu i
zawiera nukleoplazm¢ o $redniej gestosci elektronowej. Natomiast cytoplazma catej
komorki obfituje w cysterny szorstkiego 1 gladkiego retikulum endoplazmatycznego,
aparaty Golgiego, a mitochondria wystepuja pojedynczo i1 sporadycznie. Dobrze
wyksztalcone cysterny szorstkiego retikulum endoplazmatycznego tworza owalne
pecherzyki o roznej wielkosci. Blona bazalna tworzy niewielkie pofatdowania. Co
ciekawe, zaobserwowano korelacj¢ pomiedzy ultrastrukturg komoérek a odlegloscia od
strefy roznicowania w cewkach watrobotrzustki. Im bardziej ta odlegto$¢ sie zwigksza,
tym bardziej elektronowo - gesta i bogatsza w organelle staje si¢ cytoplazma komorek.
Komorki te nie gromadza materialdow zapasowych, co przejawia si¢ negatywnym
wynikiem barwien: PAS, Sudan Czarny B, blgkit rtgciowobromofenolowy (Sonakowska
11nni 2015).

Komoérki B - magazynujace (typ II), ich cytoplazma takze nie wykazuje

regionalizacji w rozmieszczeniu organelli komorkowych. Podobnie jak w przypadku
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komorek fibrylarnych, btona apikalna tworzy mikrokosmki, natomiast nie obserwuje si¢
wyraznie wyksztalconej warstwy kortykalnej. Cala cytoplazma jest uboga w organelle
komorkowe takie jak cysterny szorstkiego i gltadkiego retikulum endoplazmatycznego,
natomiast jest bogata w mitochondria i wolne rybosomy. Ponadto, w obrgbie
cytoplazmy obserwuje si¢ obecno$¢ materialdw zapasowych: polisacharydow i
glikogenu (pozytywny wynik reakcji PAS) oraz ttuszczow (pozytywny wynik barwienia
Sudanem Czarnym B). W przypadku tych komoérek obserwuje si¢ podobng zalezno$¢
pomiedzy ultrastrukturg komorek a odlegloscia od strefy réznicowania w cewkach
watrobotrzustki. Wraz ze wzrostem odleglosci zwigksza si¢ ilos¢ materiatow
zapasowych oraz cystern szorstkiego i1 gladkiego retikulum endoplazmatycznego
(Sonakowska 1 inni 2015).

Komoérki regeneracyjne (E) - nie posiadaja mikrokosmkéw, pofaldowanej
btony bazalnej, ani materiatow zapasowych. Ich cytoplazma nie wykazuje regionalizacji
w rozmieszczeniu organelli komorkowych. Wokot owalnego jadra komorkowego
obserwuje si¢ mitochondria oraz pojedyncze cysterny szorstkiego retikulum
endoplazmatycznego (Sonakowska 1 inni 2015).

Komoérki resorpcyjne (R) - obserwowane sg w stadium rozwojowym zoea 111,
cytoplazma komorek tych zawiera liczne cysterny szorstkiego i gtadkiego retikulum
endoplazmatycznego, aparaty Golgiego oraz pecherzyki o $redniej gestosci
elektronowej, zlokalizowane gléwnie w apikalnej cze$ci komorki. Autofagosomy
wystepuja ponizej warstwy kortykalnej (Sonakowska-Czajka 1 inni 2021).

Poréwnanie ultrastruktury komorek tworzacych jelito srodkowe Neocaridina davidi

przedstawia Tabela 2.
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Tabela 2. Porownanie ultrastruktury komorek budujacych jelito srodkowe Neocaridina davidi (na podstawie Sonakowska i inni 2015,

Sonakowska-Czajka i inni 2021)

glikogen, lipidy

Cecha Komorki D Komorki E Komorki F Komorki B Komorki R
Lokalizacja oraz najliczniejsze komorki w jelicie - gtéwnie proksymalny obszar proksymalny obszar proksymalny obszar
liczebnos¢ jelitowe przednia czgs¢; cewek watrobotrzustki, | cewek watrobotrzustki, | cewek watrobotrzustki,
w watrobotrzustce w ok 70 % komorek ok 30 % komorek w stadium zoea III
obszarze dystalnym
Regionalizacja organelli wystepuje brak brak brak brak
Btona apikalna obecna, wyrazna brak obecna, cienka warstwa [ obecne, brak wyraznej obecne
tworzaca mikrokosmki |  warstwa kortykalna kortykalna warstwy kortykalnej
Pofatdowana blona tak, niewielkie fatdy nie stabo pofaldowana stabo pofatdowana stabo pofaldowana
bazalna
Owalne jadro tak, z euchromatyng o tak, z bardzo gesta tak tak tak
komoérkowe $redniej gestosci elektronowo
elektronowe; heterochromatyna
RER, SER, liczne w czesci nieliczne woko6t jadra liczne nieliczne, liczne liczne
aparaty Golgiego apikalnej i bazalnej komoérkowego rybosomy
Mitochondria liczne w czesci nieliczne wokot jadra pojedyncze liczne liczne
apikalnej, nieliczne w komorkowego
czesci bazalnej
Materialy zapasowe brak brak brak obecne: polisacharydy, | obecne: polisacharydy,

glikogen, lipidy

Objasnienia: (RER) - cysterny szorstkiego retikulum endoplazmatycznego, (SER) - cysterny gtadkiego retikulum endoplazmatycznego
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Jelito srodkowe N. davidi bierze udziat w licznych procesach, spos$rod ktorych
wyrdzni¢ mozna: syntez¢ 1 sekrecje enzymoOw trawiennych, trawienie, absorpcje,
gromadzenie materialbw  zapasowych, detoksykacje, wchtanianie zwigzkoéw
odzywczych. Badania eksperymentalne zwigzane z analiza wptywu réznych stresorow
(np. brak pokarmu, pestycydy, bisfenol) na strukture jelita $rodkowego N. davidi
wykazaty, ze narzad ten (zaréwno jelito, jak 1 watrobotrzustka) bierze udziat w
utrzymywaniu homeostazy organizmu. Zachodzace w nim procesy degeneracyjne
(apoptoza, nekroza, autofagia, zmiany mitochondrialne) wywotane stresorem beda
stanowily ochrong przed jego wpltywem na pozostate narzady organizmu (Wtodarczyk i
inni 2017, 2019ab, Ostrézka i inni 2022). Ze wzgledu na prostote hodowli, tatwos¢
pozyskania materiatu do badan (liczne hodowle N. davidi), prosta budowe ciala, a takze
coraz wigksze zainteresowanie badanym gatunkiem krewetki, wydaje si¢ by¢ ona
dobrym gatunkiem do prowadzenia badan eksperymentalnych zwigzanych z

ekotoksykologig srodowiska stodkowodnego.

1.3. Nikiel w Srodowisku — znaczenie biologiczne i toksykologia

Nikiel (Ni) jest 24-tym najbardziej rozpowszechnionym pierwiastkiem w
skorupie ziemskiej, stanowigc 3% jej skiadu. Natomiast pod wzgledem wielkosci
zajmuje pigte miejsce wsrod najpowszechniejszych pierwiastkow, zaraz za: zelazem,
tlenem, magnezem, krzemem (Coogan i inni 1989, Clayton 1 Clayton 1994, Young
1995). W skorupie ziemskiej nikiel gtownie wigze si¢ z tlenem oraz siarkg tworzac
tlenki oraz siarczki (Das i1 inni 2019), te z kolei wystgpuja naturalnie w wielu
mineralnych formach (Coogan i inni 1989, Clayton 1 Clayton 1994, Young 1995),
glownie w mineralach takich jak pentlandyt, garnieryt, milleryt, nikolit i ulmannit
(Harasim i Filipek 2015).

Nikiel jest jednym z wielu pierwiastkow sladowych szeroko rozprzestrzenionym
w $rodowisku 1 moze wystgpowac zaroOwno w powietrzu, wodzie, jak 1 w materii
biologicznej (Grandjean 1984, Clarkson 1988, Clayton i Clayton 1994, von Burg 1997)

oraz w kazdym rodzaju gleby, a takze w meteorytach (Das i inni 2019).
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Nikiel wystepuje w roznych stezeniach we wszystkich ekosystemach (Das 1 inni
2019), np. w wodzie morskiej w stezeniach od 0,1 do 0,5 pg/l (Szefer 2002a), wody
Battyku zawieraja 0,09 - 1,08 pug Ni/l (Szefer 2002b), natomiast $rednia zawarto$¢ niklu
w rzekach wynosi 0,7 pg/l (Gaillardet i inni. 2003).

Pierwiastek ten do $rodowiska moze si¢ uwalnia¢ zaréwno ze zrodet
naturalnych, jak 1 na skutek dziatalnoSci antropogenicznej. Naturalnym Zrodtem niklu
jest pyt przenoszony przez wiatr, ktory powstaje na skutek procesoOw wietrzenia skat i
gleb, erupcji wulkanicznych, pozaréw lasow (Grandjean 1984, Clarkson 1988, Clayton i
Clayton 1994, von Burg 1997).

Metal ten moze pojawi¢ si¢ takze w Srodowisku na skutek dziatalno$ci
cztowieka m.in. poprzez: spalanie wegla, oleju napedowego i opatowego, spalanie
odpadow, w $ciekach (Grandjean 1984, Clarkson 1988, Clayton i Clayton 1994, von
Burg 1997). Nikiel przedostaje si¢ do atmosfery migdzy innymi z powodu jego
wydobycia, czy tez na skutek dzialania np. elektrowni, przemystu gumowego 1 tworzyw
sztucznych, przemystu baterii niklowo-kadmowych, przemystu galwanicznego (Das i
inni 2019).

Nikiel oraz zwigzki niklu znajduja wiele zastosowan przemystowych i
handlowych (Scott-Fordsmand 1997, Haber 1 inni 2000, Diagomanolin i inni 2004). W
przemysle gtownie jest wykorzystywany do produkcji stali nierdzewnej 1 innych stopow
niklu o wysokiej odpornosci na korozje i temperature. Nikiel metaliczny i jego stopy sa
wykorzystywane w metalurgii, chemii i1 przemys$le przetworstwa spozywczego,
zwlaszcza jako katalizatory 1 pigmenty (Grandjean 1984, Clarkson 1988, Barceloux 1
Barceloux 1999). Przykladami produktéw zawierajacych nikiel sa np.: implanty
dentystyczne 1 ortopedyczne, kuchenne utensylia ze stali nierdzewnej oraz bizuteria
(Cempel 1 Nikiel 2006 ).

Szerokie zastosowanie niklu w réznych galeziach przemystu oraz jego
wykorzystanie w procesach produkcyjnych, ale takze jego recykling i utylizacja (Das 1
inni 2019), a takze rosngcy poziom uprzemystowienia przyczynit si¢ do zwigkszonej
emisji tego pierwiastka i zanieczyszczenia ekosystemow (Scott-Fordsmand 1997, Haber
1 inni 2000, Diagomanolin 1 inni 2004). Przy czym autorzy podaja, ze gldéwng przyczyna
zanieczyszczenia wod s3 $cieki komunalne (Nriagu i1 Pacyna 1988, Baratkiewicz i

Siepak 1999).
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Nikiel fatwo akumuluje si¢ w fitoplanktonie oraz roslinach wodnych, ktore sa
wrazliwymi bioindykatorami zanieczyszczenia wody. Moze by¢ osadzony w osadzie
poprzez takie procesy jak wytrgcanie, kompleksowanie i adsorpcja na czgsteczkach
gliny i poprzez wchlanianie przez faung i flor¢ (Nriagu i Pacyna 1988, Baratkiewicz i
Siepak 1999).

Metal ten takze ma znaczenie w ujeciu biologicznym. Jest niezbednym metalem
Sladowym dla co najmniej kilku gatunkow zwierzat, mikroorganizméw oraz ro$lin,
dlatego tez przy niewystarczajacej, badz nadmiernej podazy tego pierwiastka moga
wystapi¢ objawy niedoboru, czy toksycznosci (Bencko 1983, Klaassen 1996, Barceloux
1 Barceloux 1999, Scott-Fordsmand 1997, Cempel i1 Nikiel 2006). U zwierzat tych jest
zaangazowany w metabolizm lipidow, szczegolnie w regulacje zawartosci lipidow w
tkankach oraz w syntezg fosfolipidow (Stangl i Kirchgessner 1996). Jest sktadnikiem
dziewieciu metaloenzyméw, w tym ureazy, ktora uczestniczy w hydrolizie mocznika
(Harasim 1 Filipek 2015). Metale odgrywaja integralng role poprzez koniugacje w
miejscach aktywnych enzyméw 1 przyczyniajac si¢ bezposrednio w procesie
katalitycznym, stabilizujgc w ten sposéb makroczasteczke struktury biatek 1 kwasow
nukleinowych oraz wplywajac na integracje strukturalng i funkcjonalng (Das i inni
2019). Natomiast u niektorych roslin obecnos$¢ niklu stanowi przystosowanie obronne,
chronigc je przed patogenami i owadami roslinozernymi (Harasim 1 Filipek 2015).

Wchtanianie niklu zalezy od jego wlasciwosci fizykochemicznych (Barceloux i
Barceloux 1999, Haber i inni 2000, von Burg 1997). Metaliczny nikiel, siarczki niklu i
tlenki niklu sg stabo rozpuszczalne w wodzie, natomiast dobrze rozpuszczalnymi w
wodzie solami niklu sg chlorki, azotany, siarczany (Barceloux i Barceloux 1999).
Dobrze rozpuszczalne w wodzie zwigzki niklu tatwiej si¢ takze wchtaniajg. U zwierzat
1-10% niklu z pozywienia jest wchlaniana przez przewod pokarmowy (Barceloux i
Barceloux 1999, Haber i inni 2000, von Burg 1997). Rozpuszczalne w wodzie zwiazki
niklu sg tez bardziej toksyczne niz zwigzki mniej rozpuszczalne. Stwierdzono, ze mniej
rozpuszczalne zwigzki niklu, takie jak tlenek niklu i podsiarczek maja LD50 wigksze
niz 3600 mgNi/kg masy ciata u szczurdéw, podczas gdy rozpuszczalne zwiazki niklu, tj.
siarczan niklu 1 octan, wykazywaly LD50 w zakresie 39-141 mg Ni/kg mc u szczurdéw 1
myszy (Cempel i Nikiel 2006). Badania na zwierzg¢tach wykazaty rakotworczy potencjat

roznych zwigzkow niklu, takich jak podsiarczek niklu, chlorek niklu, tlenek niklu i
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siarczan niklu itp. (Diwan 1 inni 1992). Toksyczne funkcje niklu wynikajg
prawdopodobnie przede wszystkim z jego zdolno$ci do zastgpowania innych jondéw
metali w enzymach 1 bialkach lub wigzania si¢ ze zwigzkami komoérkowymi
zawierajacymi atomy O, S i N, takimi jak enzymy i kwasy nukleinowe, ktore nastepnie
s3 hamowane (Scott-Fordsmand 1997, Coogan i inni 1989). Jednym z mozliwych
sposobow, w jaki nikiel powoduje $mier¢ i/lub uszkodzenie komorek, moga by¢ reakcje
oksydacyjne, takie jak indukowana niklem peroksydacja lipidow (LPO) (Cempel i
Nikiel 2006).

Co wigcej, metale cigzkie, takie jak nikiel, moga wytwarza¢ wolne rodniki z
czasteczki dwuatomowej przez proces dwuetapowy i wytworzy¢ anion nadtlenekowy.
Aniony ponadtlenkowe tacza si¢ z protonami i ulatwiajg dysmutacj¢ z wytworzeniem
nadtlenku wodoru, ktory jest najwazniejsza przyczyng indukowanego obecnoscig niklu

pojawiania si¢ zmian patologicznych w zywych organizmach (Das 1 inni 2019).
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2. CELE PRACY I HIPOTEZY BADAWCZE

Celem pracy bylo opisanie zmian w komodrkach nabtonka jelita oraz
watrobotrzustki stodkowodnej krewetki Neocaridina davidi (Crustacea, Malacostraca)
powstatych w wyniku ekspozycji zwierzat na nikiel, a takze przeanalizowanie zmian
regeneracyjnych, ktore moga pojawi¢ si¢ na skutek ponownego hodowania zwierzat w
wodzie czystej po wezesniejszej ekspozycji na metal. Tak wiec cele szczegotowe badan
to:

1. Dokonanie analizy i opisu zmian na poziomie ultrastrukturalnym, ktore pojawiajg sie

w nablonku jelita 1 watrobotrzustki na skutek ekspozycji zwierzat na nikiel obecny w
srodowisku zycia.

2. Analiza aktywacji 1 przebiegu procesoOw $mierci komoérkowej (autofagia, apoptoza,
nekroza) w nabtonku jelita i watrobotrzustki badanej krewetki pod wptywem niklu.

3. Analiza zmian w mitochondriach komorek nabtonka jelita i watrobotrzustki
wywotanych obecnoscig niklu w srodowisku zycia badanych krewetek.

4. Dokonanie analizy i opisu na poziomie ultrastrukturalnym zmian regeneracyjnych,
ktoére moga pojawi¢ si¢ w komorkach jelita 1 watrobotrzustki N. davidi w wyniku
umieszczenia zwierzat w wodzie czystej po wezesniejszej ekspozycji na nikiel.

5. Zanalizowanie zmian aktywacji gromadzenia reaktywnych form tlenu, zmian
mitochondrialnych 1 poziomu ATP w komorkach jelita i watrobotrzustki stodkowodnej
krewetki wywotanych obecnoscig niklu w wodzie, a takze po umieszczeniu zwierzat w
wodzie czystej po wezesniejszej ekspozycji na nikiel.

6. Opisanie regeneracyjnych zdolnosci komorek jelita 1 watrobotrzustki aktywowanych
lub nie na skutek zycia w $rodowisku zanieczyszczonym niklem, a takze zycia w
wodzie czystej po wezesniejszej ekspozycji na metal.

Badania miaty na celu zweryfikowanie (potwierdzenie lub wykluczenie)
nast¢pujacych hipotez badawczych:

e H,,: obecnos¢ niklu w wodzie wywoluje =zmiany na poziomie
ultrastrukturalnym w  komorkach nabtonka jelita 1  watrobotrzustki
stodkowodnych krewetek;

e H,;: obecno$¢ niklu w wodzie nie wywoluje zadnych zmian na poziomie
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ultrastrukturalnym w  komorkach nabtonka jelita 1  watrobotrzustki
stodkowodnych krewetek;

H,,: wraz z wydluzajacym si¢ czasem zycia stodkowodnych krewetek w wodzie
zawierajacej nikiel pojawiaja si¢ liczne zmiany degeneracyjne w komorkach
nablonka jelita i watrobotrzustki;

H, ,: brak zaleznosci pomigedzy wydtuzajacym si¢ czasem zycia stodkowodnych
krewetek w wodzie zawierajacej nikiel a zmianami degeneracyjnymi w
komorkach nabtonka jelita i watrobotrzustki;

H;,: obecnos¢ niklu w wodzie wptywa na aktywacje autofagii i/lub apoptozy u
badanego gatunku stodkowodnej krewetki, co moze by¢ zwigzane ze strategia
przetrwania w czasie dziatania niekorzystnych warunkow bytowania lub
uszkodzeniami wywotanymi obecnoscig metalu w §rodowisku zycia;

H; ;. obecnos¢ niklu w wodzie nie wywotuje aktywacji autofagii i/lub apoptozy
u badanej stodkowodnej krewetki, co moze sugerowac¢ aktywacje mechanizmow
chronigcych komorki/tkanki;

H,: obecnos¢ niklu w wodzie wptywa na aktywacje gromadzenia reaktywnych
form tlenu, zmiany mitochondrialne i/lub poziom ATP w komdrkach jelita i
watrobotrzustki stodkowodnej krewetki;

H,,. obecno$¢ niklu w wodzie nie ma wplywu na aktywacje gromadzenia
reaktywnych form tlenu, zmiany mitochondrialne i/lub poziom ATP w
komorkach jelita 1 watrobotrzustki stodkowodnej krewetki;

H;,y: hodowanie zwierzat w wodzie czystej po wczesniejszej ekspozycji na
nikiel ma wptyw na procesy regeneracyjne w komorkach jelita i watrobotrzustki;
Hs,: hodowanie zwierzat w wodzie czystej po wczesniejszej ekspozycji na
nikiel nie ma wplywu na procesy regeneracyjne w komorkach jelita i
watrobotrzustki;

Hgy: w wybranych do badan narzadach zachodza odmienne procesy
degeneracyjne/regeneracyjne wywotane obecno$cig niklu w $rodowisku lub
wywolane umieszczeniem zwierzat ponownie w wodzie czystej;

Hg;: w wybranych do badan narzadach zachodza podobne procesy
degeneracyjne/regeneracyjne wywotane obecnoscig niklu w §rodowisku lub po

umieszczeniu zwierzat ponownie w wodzie czystej.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Materiat

Materiat do badan stanowily doroste osobniki (samice i samce) stodkowodne;j
krewetki Neocaridina davidi (Crustacea, Malacostraca). Zwierzgta zakupiono od
lokalnych hodowcéw oraz hodowano w warunkach laboratoryjnych. Narzadem do

badan byto jelito srodkowe, ktore sktada si¢ z jelita oraz watrobotrzustki.

3.1.1. Charakterystyka biologii Neocaridina davidi

Neocaridina davidi (Bouvier 1904) (Crustacea, Decapoda) jest stodkowodna,
wszystkozerng, krewetka ozdobng pochodzaca z Tajwanu. Cho¢ gatunek ten pochodzi z
Azji, to aktualnie jest szeroko rozprzestrzeniony w stodkich wodach na §wiecie, a w
2018 r. stwierdzono jego inwazyjng obecnos¢ w Dolnej Odrze (Jabtonska 2018).

Krewetki te wskazuja tolerancj¢ na glodzenie zar6wno na wczesnych etapach
rozwoju (Pantaledo i inni 2015), jak 1 jako doroste osobniki (Wtodarczyk i inni 2019b),
a takze wykazuja tolerancj¢ ze wzgledu na temperaturg wody (Tropea 1 inni 2015).

Zwierzeta te ze wzgledu na prostote hodowli ciesza si¢ duzym zainteresowaniem
wsrod akwarystow na caltym $wiecie (Gehrmann 2021). Przedstawicieli tego gatunku
mozna spotka¢ w wielu wariantach kolorystycznych, np. czerwonym, zottym,
niebieskim, co jest uwarunkowane obecno$cia chromatoforéw w ich pancerzach
(Tropea 1 inni 2015). Natomiast najpopularniejsza spotykang odmiang jest czerwona,
nazywana komercyjnie Red Cherry (Pantaledo i inni 2015).

Osobniki tego gatunku moga zy¢ 1-2 lata. Przy pelnym wzros$cie moga osiaggnac
nawet 4 cm dlugosci (Gehrmann 2021). Zwierzeta te wykazujg wyrazny dymorfizm
plciowy. Samce sa przewaznie mniejsze, stabiej wybarwione i posiadaja ptaski odwlok,
natomiast samice sg wicksze, lepiej wybarwione i1 posiadaja wypukly odwlok, po
brzusznej stronie ktorego znajduje si¢ miejsce legowe (przeznaczone do
przechowywania jaj) (Suen i Gillett 2021).

Jak wigkszos¢ skorupiakow, krewetki te odgrywaja kluczowa role w

ekosystemie wodnym, poniewaz stanowig zrodlo pozywienia dla innych organizmoéw, a
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takze biorg udziat w recyklingu sktadnikéw pokarmowych Zerujac na rozktadajacej sie

ros$linnosci (Weber 1 Traunspurger 2016).

3.1.2. Warunki hodowli Neocaridina davidi

Zakupione krewetki hodowalno w warunkach laboratoryjnych. W akwarium
utrzymywano state parametry: temperatury (21°C), pH (warto$¢ 7) oraz twardosci wody
(10°GH). Zwierzgta karmiono dedykowanym dla krewetek pokarmem JBL Novo

Prawn.

3.2. Eksperyment

Pierwszym etapem badan majacych na celu okreslenie wplywu niklu na jelito
srodkowe N. davidi bylo wyznaczenie odpowiedniego stezenia metalu (N1), dla ktorego
analizowane beda opisane ponizej zmiany. Opierajac si¢ na danych literaturowych (Ali i
inni 2005, Leonard i inni 2011), droga eksperymentalng sprawdzono 3 stezenia
wodnego roztworu niklu w postaci NiCl,: 0,2 mg/l, 2 mg/l, 8 mg/l (ktére na stezenie
samego niklu przedstawiaty si¢ nastgpujaco: 0,09 mg/l, 0,9 mg/l oraz 3,63 mg/l). Aby
mozliwa byla stopniowa obserwacja potencjalnie pojawiajacych si¢ zmian, do
eksperymentu wybrano st¢zenie 3,63 mgNi/l, przy ktérym obserwowano ok. 50%
$miertelnos$¢ populacji po 14 dniach.

Zwierzeta traktowano ksenobiotykiem, ale takze po czasach ekspozycyjnych
dodatkowo przywracano do czystej wody, w celu weryfikacji, czy potencjalnie
pojawiajace si¢ zmiany sg odwracalne. Schemat eksperymentu przedstawia Fig. 1.
Zwierzeta podzielono wiec na nastepujace grupy eksperymentalne (Tabela 3):

CT - kontrola - zwierzeta caty eksperyment przebywaly w czystej wodzie akwariowej,
w warunkach opisanych powyzej;

Ni 1:0 - krewetki hodowane w wodzie akwariowej z dodatkiem niklu przez 1 tydzien;
Ni 2:0 - krewetki hodowane w wodzie akwariowej z dodatkiem niklu przez 2 tygodnie;
Ni 1:1 - krewetki po tygodniowe] hodowli w wodzie akwariowej z dodatkiem niklu,
przywrocono do czystej wody 1 hodowano przez 1 tydzien;

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

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

przywrocone do czystej wody na 1 tydzien;

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

przywrocone do czystej wody na 2 tygodnie.

Pozostate warunki hodowli w/w opisanych grup eksperymentalnych byly takie same jak

dla osobnikow kontrolnych.

Tabela 3. Podziat na grupy eksperymentalne

Grupa eksperymentalna Ekspozycja na nikiel Czysta woda
CT - caty eksperyment

Ni 1:0 1 tydzien -

Ni 2:0 2 tygodnie -

Ni 1:1 1 tydzien 1 tydzien
Ni 1:2 1 tydzien 2 tygodnie
Ni 2:1 2 tygodnie 1 tydzien
Ni 2:2 2 tygodnie 2 tygodnie

Objasnienia: (CT) - kontrola

Jak wczesniej wspomniano, material do badan stanowito wyizolowane z dorostych

osobnikow wszystkich grup eksperymentalnych jelito srodkowe, a wiec jego dwa

odcinki: jelito oraz watrobotrzustka.

chloroformem i dekapitowane.

Zwierzgta przed

sekcja byly usypiane

Liczba osobnikow wykorzystanych do badan zostata przedstawiona w Tabeli 4.
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Tabela 4. Liczba osobnikéw Neocaridina davidi wykorzystywanych do badan

Metody jakosciowe Metody ilo§ciowe
Mikroskopia Cytometria przeptywowa
konfokalna
Grupy badawcze TEM + T
M Trgcsl?er DHE TXRF | Aneksyna | Multi | Oxidative Mito ATP + Cell Ki67
Red \Y Caspase Stress Potential | ADP/ATP | Cycle
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
. samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
Ni 1:0
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
) samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
Ni 2:0
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
. samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
Ni1:1
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
) samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
Ni 1:2
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
. samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
Ni2:1
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
) samice 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5
Ni 2:2
samce 4 3 3 15 5 5 5 5 5 5 5

Objasnienia: (TEM) — transmisyjna mikroskopia elektronowa, (MS) - mikroskopia $wietlna, (DHE) — dihydroetydyna, (TXRF) — rentgenowska

spektrometria fluorescencyjna z catkowitym odbiciem promieniowania
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3.3. Metody

3.3.1. Mikroskopia Swietlna i histochemia

Osobniki z uzyskanych wszystkich grup eksperymentalnych poddano dekapitacji
oraz wyizolowano jelito srodkowe, czyli jelito oraz watrobotrzustke. Nastgpnie tkanki
utrwalano w 2,5% glutaraldehydzie (2 h, temp. pokojowa), przeptukano 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 przeptukano kilkukrotnie w buforze
fosforanowym. Tkanki nastepnie poddano stopniowemu odwadnianiu w rosngcym
szeregu alkoholowym (50%, 70%, 80%, 90%, 96% po 15 minut, 4 x 100% po 15
minut), acetonie (15 minut), mieszaninie acetonu z zywicg epoksydowa (Epoxy
Embedding Medium Kit, Sigma) (1,5 h, buteleczki zamknigte), przepojono oraz
zatopiono w zywicy epoksydowej (Wrébel 1 inni 2005), zgodnie z procedurg opisang we
wczesniejszych pracach dotyczacych N. davidi (Sonakowska 1 inni 2015, 2016,
Sonakowska-Czajka i inni 2021, Wlodarczyk i inni 2017, 2019b).

Bloczki eponowe pokrojono na mikrotomie Leica Ultracut UCT25. Uzyskane
skrawki polcienkie (o grubosci 0,8 pm) wybarwiono 1% biekitem metylenowym w
0,5% boraksie (dla wizualizacji ogélnej topografii tkanki). Wykonano takze nastepujace
barwienia histochemiczne: metodg PAS, biekitem rteciowobromofenolowym, Sudanem

Czarnym B.

3.3.1.1. Barwienie metoda PAS — detekcja obojetnych polisacharydéw oraz
glikogenu

Szkietka podstawowe zawierajace skrawki eponowe (poélcienkie) z
analizowanymi tkankami przeplukano 70% etanolem, nast¢pnie inkubowano 10 min w
1% roztworze kwasu nadjodowego, po czym ponownie przeplukano 70% etanolem.
Kolejnym krokiem bylo naniesienie na skrawki eponowe mieszaniny redukujacej (1g
jodku potasu, 1g tiosiarczanu sodu, 30 ml 95% etanolu, 20 ml wody destylowanej oraz
0,5 ml 2N HCI) na 1 minutg i ponowne przeptukanie 70% etanolem. Tak przygotowane
preparaty barwiono odczynnikiem Schiff'a przez 24 godziny w 37 °C. Preparaty
phukano w biezacej wodzie i zamknigto szkietka przy pomocy DPX (Litwin 1985). Tak
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przygotowane preparaty analizowano i fotografowano w mikroskopie s$wietlnym
Olympus BX60.

W _pozytywnym wyniku tego barwienia, polisacharydy i glikogen zabarwiajg si¢ na

kolor malinowy, czerwony.

3.3.1.2. Barwienie bl¢kitem rteciowobromofenolowym - detekcja cial biatkowych

Pierwszym etapem barwienia bylo naniesienie na preparaty 2% kwasu
nadjodowego 1 przeptukanie ich woda po uptywie 10 minut. Nastepnie materiat przez
24 godziny byt barwiony blekitem rteciowobromofenolowym w temperaturze 37°C. Po
uplywie tego czasu preparaty przeptukano biezaca woda, az do zmiany zabarwienia z
zotte] na niebieskg oraz przeptukano w wodzie destylowanej. Na koniec zamknigto
szkietka przy pomocy DPX (Litwin 1985). Tak przygotowane preparaty analizowano i
fotografowano w mikroskopie §wietlnym Olympus BX60.

W_pozytywnym wyniku tego barwienia ciala biatkowe zabarwiajg si¢ na kolor

niebieski.

3.3.1.3. Barwienie Sudanem Czarnym B — detekcja lipidow

Procedura barwienia preparatow z wykorzystaniem tego odczynnika obejmuje
dziesigciominutowe barwienie skrawkow Sudanem Czarnym B w temperaturze
pokojowej, szybkie przeptukanie 50% etanolem, przeptukanie w wodzie destylowane;j
(Litwin 1985). Szkietka zamknig¢to w DPX tuz przed fotografowaniem. Tak
przygotowane preparaty analizowano 1 fotografowano w mikroskopie $wietlnym
Olympus BX60.
W_pozytywnym wyniku tego barwienia krople lipidowe zabarwiajg si¢ na rozne

odcienie czerni, szarosci, brazu i granatu.

3.3.2. Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Przygotowanie materialu na potrzeby analiz w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym byto podobne do opisanej powyzej procedury dla mikroskopii $wietlne;j.
Skrawki ultracienkie (o grubosci 70 nm) zostaty pokrojone na ultramikrotomie Leica

Ultracut EM UC7 RT, a w dalszych etapach zostaty przeniesione na miedziane siatki i
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wykontrastowane za pomocg octanu uranylu i cytrynianu otowiu (Sonakowska i inni
2015, 2016, Sonakowska-Czajka i inni 2021, Wlodarczyk i inni 2017, 2019b).

Tak przygotowane preparaty analizowano w mikroskopie elektronowym Hitachi H500
przy napigciu 75kV. Uzyskane wyniki udokumentowano na kliszach negatywowych

Kodak Electron Microscope Film 4489.

3.3.3. Rentgenowska spektrometria fluorescencyjna z calkowitym odbiciem
promieniowania (TXRF) - analiza stezenia niklu gromadzonego w krewetkach

W celu oszacowania stezenia niklu gromadzonego w krewetkach na skutek
przeprowadzonego eksperymentu, cale osobniki (po usunigciu pancerzy) suszono przez
7 dni w 110°C. Nastgpnie probki poddano mineralizacji w HNO, w mineralizatorze
mikrofalowym. Tak przygotowane probki analizowano technikg rentgenowskiej
spektrometrii  fluorescencyjnej z calkowitym odbiciem promieniowania TXRF
(spektrometr S4 T-STAR, Bruker, Niemcy). Technik¢ te¢ wybrano ze wzgledu na
mozliwo$¢ uzyskania granic wykrywalnosci na poziomie ng mL"' (ppb)

(Fernandez-Ruiz 2022).

3.3.4. Mikroskopia konfokalna - analiza jakoSciowa

3.3.4.1. Barwienie odczynnikiem LysoTracker Red — detekcja silnie kwasnych
struktur komorkowych w zywych komorkach

Sondy LysoTracker sktadaja si¢ z hydrofobowego fluoroforu potaczonego ze
stabg zasada, ktoéra jest tylko czeSciowo protonowana w obojetnym pH. W stanie
neutralnie natadowanym sondy LysoTracker moga swobodnie dyfundowaé przez
nienaruszone btony plazmatyczne zywych komoérek. Ze wzgledu na z natury kwasne
wlasciwosci lizosomu, po dyfuzji do jego wnetrza stabo zasadowe ugrupowanie jest
protonowane. W tym stanie naladowanym sonda nie dyfunduje tatwo przez blong
organelli, zapewniajac zlokalizowana akumulacje dla wyraznego barwienia kwasnych
organelli, stad jest to metoda czgsto stosowana do analizy procesu autofagii (informacja

ze strony producenta - https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/L. 7528).

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

nastgpnie TBS + triton, inkubowano w ciemno$ci przez 5 min w 2,5 mmol/L
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LysoTrackerRed DND-99 (Molecular Probes, L 7528) rozpuszczonym w TBS.
Materiat kilkukrotnie przeptukano w TBS, podbarwiono jadra komoérkowe, przy uzyciu
lug/ml DAPI (4',6-diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride), ponownie przeptukano
w TBS. Tak przygotowane tkanki umieszczono w szkietku podstawowym z tezka,
zamknigto w vectashield oraz obserwowano w mikroskopie konfokalnym Olympus
FluoView FV1000. Dhugos¢ $wiatta wzbudzajacego (laser argon/krypton) 543 nm dla
LysoTracker Red i 405 nm dla barwnika DAPI. (Sonakowska i inni 2016, Wtodarczyk i
inni 2019b).

Wynik barwienia: niebieska fluorescencja jader komodrkowych oraz czerwona

fluorescencja silnie kwasnych struktur w obrebie cytoplazmy komorki.

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

Dihydroetydyna (DHE) jest barwnikiem swobodnie przenikajacym przez btony
komorkowe 1 umozliwiajagcym monitorowanie wytwarzania reaktywnych form tlenu w
obrgbie komoérek. Sonda ta w kontakcie z ROS oksyduje i wytwarza czerwony
fluorescencyjny produkt, ktory interkaluje do DNA (Koss-Mikotajezyk 1 inni 2017).
Stad barwnik ten jest powszechnie wykorzystywany w ocenie lokalizacji
nagromadzenia reaktywnych form tlenu w komorkach i tkankach.

Wyizolowane jelita 1 watrobotrzustki bez utrwalania ptukano w TBS (badanie
przyzyciowe), nastgpnie w TBS + triton, barwiono w 30uM DHE (Invitrogen)
sporzagdzonym z 30mM DHE w DMSO, ponownie przeptukano w TBS. Kolejnym
krokiem bylo podbarwienie jader komodrkowych przy pomocy DAPI (30 min, RT),
ponowne ptukanie w TBS, zamykanie szkietek vectashield (Wtodarczyk 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 jader komorkowych oraz czerwona

fluorescencja wskazujgca na lokalizacje ROS w obrebie komorki.
3.3.5. Cytometria przeplywowa - analiza iloSciowa

W celu przeprowadzenia analiz iloSciowych wyizolowane z dorostych

osobnikdow jelita oraz watrobotrzustki byly 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 procesow smierci komorkowej

Dla celéw analizy ilosciowej (liczba komoérek zywych, komorek na wezesnych i
poznych etapach apoptozy oraz liczby komorek nekrotycznych w obrgbie jelita
srodkowego N. davidi) wykorzystano zestaw do detekcji apoptozy Annexin V-FITC
apoptosis detection (Abcam®, Ne ab14085).

Homogenaty wyizolowanych narzagdow umieszczono w eppendofach w 300ul
PBS przeprowadzono procedure zgodnie z protokolem producenta (Annexin V-FITC
apoptosis detection): dodano 500 ul 1x Binding Buffer, nastgpnie po 5 pul Aneksyny
V-FITC 1 jodku propidyny. Tak przygotowane probki inkubowano w ciemno$ci w
temperaturze pokojowej przez 5 minut. Uzyskang zawiesing komorek analizowano w
cytometrze przeptywowym Beckman Coulter Instrument FC 500 z laserem argonowym
488 nm. Wyniki poziomu fluorescencji badano za pomoca oprogramowania CXP

Analysis (Poprawa i inni 2022).

3.3.5.2. Muse Multicaspase Kit — analiza aktywacji kaspaz

Muse Multicaspase Kit wykorzystywany jest w analizie ilo$ciowe] komorek
zywych, zywych z aktywnymi kaspazami, martwych z aktywnymi kaspazami oraz
martwych. Tak wigc wykorzystywany jest w analizie proceséw $mierci komorkowe;j:
apoptozy oraz nekrozy, a takze udziatlu kaspaz apoptotyczych w funkcjonowaniu
komorek. Jelito oraz watrobotrzustka wyizolowane z osobnikéw N. davidi z wszystkich
grup badanych zostalo bez utrwalania (badanie przyzyciowe) po przygotowaniu
homogenatu  przygotowane do  analizy  wedlug protokolu  producenta
(https://www.luminexcorp.com/muse-multicaspase-kit/#overview): inkubacja w Muse
MultiCaspase Reagent (30 minut, temp. 37°C, w ciemnos$ci), inkubacja w Muse
Caspase 7-AAD 95 minut, temperatura pokojowa, w ciemno$ci). Materiat analizowano

w cytometrze MUSE.

29


https://www.luminexcorp.com/muse-multicaspase-kit/#%5Ch

3.3.5.3. Oxidative Stress — analiza poziomu reaktywnych form tlenu

Analizy z wykorzystaniem zestawu MUSE OXIDATIVE STRESS KIT (Merck
Millipore, No. MCHI100111) umozliwiajg iloSciowy pomiar populacji komorek
zawierajacych ROS.

Po wyizolowaniu z dorostych osobnikow N. davidi z wszystkich grup
badawczych jelita oraz watrobotrzustki przy uzyciu homogenizatora wykonano
zawiesing komorkowa, nastgpnie bez utrwalania (analiza przyzyciowa) przeprowadzono
procedure zgodnie z zaleceniami producenta dla MUSE OXIDATIVE STRESS KIT
(Merck Millipore, No. MCH100111): ptukanie w 1X Assay Buffer, inkubacja w
roztworze roboczym Muse Oxidative Stress (30 minut, 37°C, w ciemnosci). Tak
przygotowane probki analizowano w cytometrze MUSE (Wtodarczyk 1 inni 2019a).

Wyniki: Procentowy udzial komorek ROS(+) oraz ROS(-)

3.3.54. Muse MitoPotential Kit - analiza aktywnych i nieaktywnych
mitochondriow

Muse MitoPotential Kit wykorzystywany jest w analizie iloSciowej komorek z
mitochondriami  spolaryzowanymi/zdepolaryzowanymi. Tak wigc zliczany jest
procentowy udziat komorek zywych, zZywych zawierajacych mitochondria
zdepolaryzowane, martwych zawierajagcych mitochondria zdepolaryzowane oraz
komoérek martwych.

Po wyizolowaniu z dorostych osobnikow N. davidi z wszystkich grup
badawczych jelita oraz watrobotrzustki przy uzyciu homogenizatora wykonano
zawiesing komorkowa, nastepnie przeprowadzono procedure zgodnie z protokotem
producenta dla MUSE MitoPotential Kit (analiza przyzyciowa)
(https://www.luminexcorp.com/muse-mitopotential-kit/#overview): do 100 ul zawiesiny
komorkowej dodano 95 pl MitoPotential working solution (sporzadzony przez
rozcienczenie MitoPotential Dye w 1X Assay Buffer w stosunku 1:1000) 1 inkubowano
przez 20 min w 37 °C, nastgpnie dodano 5 pl Muse 7-AAD i inkubowano 5 min w
temperaturze pokojowej. Tak przygotowane probki analizowano w cytometrze

przeptywowym MUSE.
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3.3.5.5. Metoda luminometryczna (stezenie ATP i stosunek ADP/ATP)

W celu oceny stezenia ATP oraz wielkosci stosunku ADP/ATP wykorzystano
zestawy: ApoSENSOR ATP Cell Viability Bioluminescence Assay Kit (BioVision, Ne
K254 oraz ApoSENSOR ADP/ATP Ratio Bioluminescence Assay Kit (BioVision, Ne
K255). Analize¢ wymienionych parametrow w wyizolowanych narzadach osobnikow z
poszczegdlnych grup eksperymentalnych przeprowadzono zgodnie z protokotami
producenta. Oznaczanie st¢zenia ATP opiera si¢ na reakcji oksydacyjnej
dekarboksylacji  lucyferyny katalizowanej przez lucyferaze, w  obecnosci
wysokoenergetycznego ATP i jonow magnezu. Natezenie S$wiatta mierzono przy
dhugosci fali 562 nm. Poziom ADP mierzono przez jego konwersj¢ do ATP, ktory jest
wykrywany przy uzyciu tej samej reakcji. Wyniki wyrazono jako nmol ATP - mg-1
biatka. Zawarto$¢ biatka mierzono zgodnie z metoda Bradford, stosujac albuming

bydleca (zawarto$¢ biatka > 95%, Fluka) jako standard (Poprawa i inni 2022).

3.3.5.6. Muse Cell Cycle Kit — analiza aktywnych i nieaktywnych mitochondriow
Muse Cell Cycle Kit umozliwia analize¢ ilo§ciowg komoérek bedacych w roznych
fazach cyklu komoérkowego: G,/G,, S, G,/M. Wyizolowane z dorostych osobnikéw
krewetek jelita oraz watrobotrzustki zostaty przygotowane do analizy z wykorzystaniem
cytometru MUSE wedlug protokolu zalecanego na stronie producenta
(https://www.luminexcorp.com/muse-cell-cycle-kit/#overview): utrwalanie w  70%
etanolu (24h, w lodzie), ptukanie w buforze PBS, inkubacja w Muse Cell Cycle Reagent

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

3.3.5.7. Muse Ki67 Proliferation Kit — analiza proliferacji komorek

Muse Ki67 Proliferation Kit umozliwia ilosciowa analize komodrek ulegajacych
proliferacji (Ki67+) oraz nieproliferujacych (Ki67-) w oparciu o ekspresje biata Ki67.
Wyizolowane narzady z osobnikow krewetki z wszystkich grup badawczych zostaty bez
utrwalania przygotowane wedlug protokotu dedykowanemu temu zestawowi
(https://www.luminexcorp.com/muse-ki67-proliferation-kit/#overview). Homogenat
narzgdow utrwalano w 1X Fixation Buffer (15 minut, temperatura pokojowa), ptukano
(2 x w 1X Assay Buffer), inkubowano w Permeabilization Buffer (15 minut,

temperatura pokojowa), ponownie tukano w 1X Assay Buffer, inkubowano w
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mieszaninie przeciwcial 10uL. Muse Hu IgG1-PE oraz 10 pL Muse Hu Ki67-PE) (30
minut, temperatura pokojowa, w ciemno$ci), a nastgpnie analizowano z

wykorzystaniem cytometru MUSE.

3.4. Analiza statystyczna

Wyniki analizy statystycznej zostaly przedstawione jako warto$ci §redniej = SD.
Normalno$¢ sprawdzono za pomoca testu Shapiro — Wilk'a. Dane pod katem
jednorodnosci wariancji byly przeanalizowane za pomoca testu Levene'a réwnos$ci
wariancji btedow. Aby okresli¢ istotnosci rdéznic w poziomach analizowanych
parametrow w odniesieniu do roéznych terminow traktowania niklem zastosowano
metode jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), stosujac t—Studenta na
poziomie p < 0,05. Korelacje wartosci 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 - stezenie niklu w krewetkach

Zanieczyszczenie $rodowiska zycia krewetek niklem powoduje gromadzenie

metalu w ciele zwierzat. Najwyzsze warto$ci obserwuje si¢ po tygodniowej ekspozycji

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

pierwiastka jest nizszy niz po 1 tygodniu ekspozycji, co moze $wiadczyé o

“przyzwyczajeniu si¢” 1 przystosowaniu si¢ krewetek do obecnosci ksenobiotyku oraz

aktywacji proceséw detoksyfikujacych. Po przywroceniu krewetek do wody czystej

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

Tabela 5. Pomiary zawarto$ci niklu w ciele dorostych osobnikow N. davidi (TXRF)

Stezenie [mg kg-1]
PARAMETRY
Oznaczenie | Oznaczenie 11 Oznaczenie 11

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+04
Ni 2:1 56+4 90+4 63+2
Ni 2:2 42,1+0,1 53,6 £0,2 68,6 +0,3

Objasnienia: (TXRF) - rentgenowska spektrometria fluorescencyjna z catkowitym
odbiciem promieniowania, (CT) - grupa kontrolna, (<LOD) - ponizej granicy

wykrywalnosci

33




4.2. Zmiany w ultrastrukturze nablonka jelita i watrobotrzustki Neocaridina davidi

4.2.1. Zmiany w ultrastrukturze komorek jelita N. davidi wywolane obecnoscia

niklu w srodowisku

4.2.1.1. Jelito osobnikow kontrolnych

Nabtonek jednowarstwowy cylindryczny jelita N. davidi sklada si¢ w
dominujacym stopniu z komoérek trawiennych (komorki D) oraz w mniejszym stopniu z
komoérek regeneracyjnych (komorki E), zlokalizowanych w przedniej czgsci jelita.
Nablonek spoczywa na bezkomorkowej blaszce (btonie) podstawnej, pod ktora

zlokalizowane sg mig$nie trzewne.

Komorki D (Fig. 2A-B) wykazuja regionalizacj¢ w rozmieszczeniu organelli w
cytoplazmie, na podstawie czego mozna wyrdzni¢ 3 obszary: bazalny, okotojadrowy
oraz apikalny. Dla cytoplazmy bazalnej charakterystyczna jest obecno$¢ pofatdowane;j
bazalnej blony komorkowej, cystern retikulum endoplazmatycznego (ER), aparatow
Golgiego, mitochondriow. W czesci okolojadrowej oprocz jadra komodrkowego
zaobserwowa¢ mozna cysterny retikulum endoplazmatycznego szorstkiego (RER) i
gtadkiego (SER). Cze$¢ apikalna natomiast obfituje w liczne mitochondria, cysterny
retikulum endoplazmatycznego, ciala wielopgcherzykowe oraz pecherzyki o roznej
gestosci elektronowej. W cze$ci tej blona apikalna tworzy mikrokosmki (Fig. 2B).
Autofagia, apoptoza oraz nekroza byly obserwowane sporadycznie w komorkach D
jelita osobnikéw grupy kontrolnej. Komorki apoptotyczne charakteryzujg sie¢
elektronowo gesta cytoplazmg, w ktoérej transformacji ulegaja organelle takie jak
cysterny retikulum endoplazmatycznego, mitochondria, a jadro komodrkowe ulega
fragmentacji. Cytoplazma komoérek nekrotycznych jest jasna elektronowo, organelle
ulegaja rozdgciu. Btony w takiej komorce ulegajg rozerwaniu. Natomiast autofagia
zwigzana jest z gromadzeniem w komorkach nabtonka licznych struktur autofagicznych
(autofagosomy, autolizosomy, ciata resztkowe). Komorki E z kolei nie majg kontaktu
ze Swiatlem jelita, a ich cytoplazma uboga jest w organelle, a zawiera nieliczne
mitochondria, cysterny RER czy elektronowo geste ziarnistosci (Fig. 2C). Doktadny

opis ultrastruktury komoérek nabtonka jelitowego N. davidi znajduje si¢ w publikacjach
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dotyczacych budowy jelita srodkowego N. davidi (Sonakowska 1 inni 2015,
Sonakowska-Czajka 1 inni 2021), a procesy degeneracyjne (nekroza, apoptoza,
autofagia) opisane zostaly przez Sonakowska 1 inni (2016). W trakcie
przeprowadzonych analiz zaobserwowane zmiany dotyczyly w przypadku jelita tylko
komoérek D. Nie zaobserwowano zadnych zmian ultrastrukturalnych w komorkach E,

stad ponizszy opis dotyczy jedynie komorek D.

4.2.1.2. Jelito -_zmian lan noscia nikl

Ekspozycja na nikiel wplyneta na ultrastruktur¢ komorek trawiennych krewetki
N. davidi. Zmiany degeneracyjne nasilaly si¢ wraz z wydluzeniem czasu ekspozycji na
ksenobiotyk. Natomiast w komodrkach regeneracyjnych nie zaobserwowano zmian w

zadnej z grup eksperymentalnych.

Po tygodniu ekspozycji na nikiel (Ni 1:0) wickszo$¢ komodrek trawiennych nie
wykazywata zmian na poziomie ultrastrukturalnym. W pojedynczych komoérkach D
zaobserwowano zwakuolizowane obszary cytoplazmy — obecno$¢ licznych wakuol o
elektronowo jasnym wnetrzu (Fig. 3A-C), skrécone mikrokosmki (Fig. 3A-B),
autofagosomy (Fig. 3A-C). Wiele komorek miato takze zdegenerowane mitochondria

(Fig. 3A).

Po 2 tygodniach ekspozycji na nikiel (Ni 2:0) w cytoplazmie komoérek D
obserwowane byly liczne autofagosomy (Fig. 4A-D). Mitochondria byly zniszczone,
rozdegte 1 pozbawione grzebieni (Fig. 4A). Ponadto obserwowano rozdgte cysterny RER,
SER oraz wakuole o jasnym elektronowo wnetrzu. Blony apikalne niektorych komorek
tracg ciaglos¢, co skutkuje wydostaniem si¢ zawartosci komorek trawiennych do $wiatta
jelita (Fig. 4C). Natomiast btona podstawna nabtonka oraz zlokalizowane ponizej

miegs$nie wisceralne nie wykazujg zmian ultrastrukturalnych (Fig. 4D).

W wyniku ekspozycji zwierzat na nikiel zaobserwowano intensyfikacj¢ procesu
autofagii wraz z wydluzeniem ekspozycji krewetek na ksenobiotyk. Na terenie
cytoplazmy komoérek D mozna bylo zaobserwowal wzrastajaca liczbe struktur
autofagicznych (autofagosomy, autolizosomy, ciata resztkowe) Pojedyncze zmiany

nekrotyczne pojawiaty si¢ w grupie Ni 1:0, natomiast zjawisko silnie narasta w grupie
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Ni 2:0. Pojawiajace si¢ komorki nekrotyczne charakteryzowaty sie uboga w organelle
komorkowe cytoplazma, w ktorej czgsto blony organelli lub btony komoérkowe ulegaty
rozerwaniu. Podczas badan ultrastrukturalnych nie zaobserwowano komorek

apoptotycznych na terenie nablonka jelita badanego gatunku krewetki.

4.2.1.3. Jelito - zmiany wywolane przywroceniem zwierzat do Srodowiska
nieskazonego po wczesniejszej ekspozycji na nikiel

Przywrécenie krewetek do czystej wody skutkowalo zmniejszeniem liczebnosci
oraz intensywnos$ci zmian degeneracyjnych w komorkach trawiennych. Regeneracja
nablonka nastgpowala skuteczniej przy 2 tygodniach przywrdcenia do czystej wody,
zardwno zwierzat hodowanych wczesniej w wodzie z niklem przez okres 1, jak i 2

tygodni.

Ultrastruktura komorek trawiennych jelita krewetek z grupy Ni 1:1 przypomina
Ni 1:0. W grupie tej w pojedynczych komoérkach trawiennych obserwuje si¢ obecnos¢
nielicznych autofagosomow (Fig. 5A-C) oraz znieksztalconych mitochondriow (Fig.
5A). Ponadto mikrokosmki niektorych komorek trawiennych nadal sg skrécone (Fig.
5A). Mozna jednak zaobserwowacé, ze w wielu komoérkach mitochondria i cysterny ER
majg strukture prawidtowa (Fig. 5C). W grupie Ni 1:2, a wigc gdy czas zycia w wodzie
czystej zostat wydluzony o kolejny tydzien, cytoplazma komoérek D przypomina swoja
ultrastrukturg cytoplazme grupy kontrolnej (Fig. 6A-B). Wciaz jednak znalez¢ mozna
pojedyncze komorki ze zdegenerowanymi mitochondriami (Fig. 6A). Natomiast w

obrebie nabtonka komorki nekrotyczne wcigz byty obserwowane (Fig. 6C).

Nablonek jelitowy osobnikow z grupy Ni 2:1 w przewazajacej mierze jest
catkowicie zdegenerowany, ultrastrukturalnie przypomina grupe Ni 2:0. Komorki
wykazuja silne zmiany nekrotyczne (Fig. 7A-C), otoczki jadrowe jader komdrkowych
sa uszkodzone (Fig. 7B). Ponadto w dalszym ciggu obserwuje si¢ obecno$¢ licznych
autofagosomow, jednak intensywnos$¢ autofagii wyraznie spada (Fig. 7A-B). Wzrasta
liczba zdegenerowanych mitochondridow, ktére sg rozdete i maja skrocone grzebienie i
jasng elektronowo cytoplazme (Fig. 7A). W nabtonku wystgpuja takze komorki z
prawidtowa budowg ultrastrukturalng (Fig. 7D).
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W grupie Ni 2:2 wiele komorek D jelita wykazuje nadal cechy nekrotyczne (Fig.
8A), maja jasng elektronowo cytoplazme¢ (Fig. 8A), w obrgbie ktorej wystepuja
pojedyncze autofagosomy (Fig. 8B), uszkodzone, rozdete mitochondria (Fig. 8A-B),
rozdete cysterny ER. Ponadto, w btonie apikalnej obserwuje si¢ silnie skrocone
mikrokosmki (Fig. 8A). Znalez¢é mozna bylo jednak komoérki o prawidltowe;j
ultrastrukturze, w ktorej jedynie mitochondria byly rozdete i1 posiadaty skrocone
grzebienie (Fig. 8B). Pomimo wydluzajacego si¢ czasu hodowania zwierzat w wodzie
czyste] po 2 tygodniach ekspozycji na nikiel, zmiany degeneracyjne na poziomie
ultrastrukturalnym wcigz byly obserwowane, w tym intensywnie zachodzily procesy

nekrotyczne.

4.2.2. Zmiany w ultrastrukturze komorek watrobotrzustki /N. davidi wywolane

obecnoscig niklu w Srodowisku

4.2.2.1. Watrobotrzustka osobnikow kontrolnych

Watrobotrzustka badanego gatunku krewetki zbudowana jest z dwoch uchytkow
rozgaleziajacych si¢ na liczne Slepo zakonczone cewki. W obrebie cewek wyroznia si¢
3 obszary: dystalny, srodkowy oraz proksymalny. Obszar dystalny, zajmujacy koncowa
cz¢$¢ cewek narzadu charakteryzuje obecno$¢ komorek regeneracyjnych (komorki E);
srodkowy - komoérek niezréznicowanych; natomiast w odcinku proksymalnym

wystepuja trzy typy komorek.

Komorki E - w komoérkach regeneracyjnych obecne sa mitochondria oraz cysterny
RER zlokalizowane wokét duzego, owalnego jadra komérkowego. Btona bazalna tych
komorek nie jest pofatdowana, a w cytoplazmie obserwuje si¢ niewielka ilo$¢ organelli

komodrkowych. Btona apikalna tych komorek nie tworzy mikrokosmkow (Fig. 9A).

Komorki F - maja cytoplazm¢ nie wykazujaca regionalizacji w rozmieszczeniu
organelli komorkowych, btona bazalna jest slabo pofaldowana, natomiast blona
apikalna tworzy mikrokosmki. Komoérki te wyrdznia obecno$¢ licznych rozdetych
cystern RER, SER oraz aparatow Golgiego. RER jest dobrze rozwini¢te w postaci

pecherzykow o roznej $rednicy (Fig. 9B-D).
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Komoérki B — maja cytoplazme nie wykazujacg regionalizacji w rozmieszczeniu
organelli komorkowych, a btona apikalna tworzy mikrokosmki. Cala cytoplazma tych
komorek jest uboga w cysterny RER, SER, natomiast bogata w mitochondria oraz
wolne rybosomy. Charakterystyczna dla tych komorek jest takze obecnos¢ licznych kul

o roznej gestosci elektronowej z materialami zapasowymi (Fig. 9B).

Komérki R — cata cytoplazma, w ktorej jadro zajmuje czgsto centralng czes$¢, jest
bogata w cysterny RER oraz SER, a takze aparaty Golgiego. Pecherzyki o roznej
gestosci elektronowej zlokalizowane sa w poblizu btony apikalnej, pod ktora znajduje
si¢ warstwa korowa posiadajaca korzenie filamentow mikrokosmkow, a takze liczne
struktury autofagiczne (Fig. 9C-D).

Doktadny opis ultrastruktury komorek watrobotrzustki znajduje sie¢ w publikacji
dotyczacej budowy jelita $rodkowego N. davidi (Sonakowska 1 inni 2015,
Sonakowska-Czajka 1 inni 2021). Analiza nie wykazata zadnych zmian w komorkach
zajmujacych dystalny oraz srodkowy region cewek tego narzadu, stad tez ponizszy opis

dotyczy jedynie komorek wystepujacych w regionie proksymalnym.

4.2.2.2. Watrobotrzustka - zmiany wywolane obecnoscia niklu w Srodowisku

Obecnos$¢ niklu w $rodowisku zycia N. davidi wplyneta na ultrastrukture
komorek budujacych region proksymalny cewek watrobotrzustki, a wigc na komorki F,
B 1 R. Nie zaobserwowano zadnych zmian w komorkach E, stad dalsze badania dotycza

jedynie komorek F, B oraz R.

Po tygodniowej ekspozycji na nikiel (grupa Ni 1:0) na terenie cytoplazmy
komorek tworzacych nabtonek proksymalnej czesci cewek zaobserwowaé mozna byto
pojedyncze zmiany degeneracyjne, zwakuolizowane obszary cytoplazmy, a takze
nieznaczny wzrost liczby autofagosomow na terenie komorek F, B oraz R (Fig. 10A-B).
Brak zmian zwigzanych z materialami zapasowymi nagromadzonymi na terenie
komorek B (Fig. 10B). Natomiast przy wydtuzajacej si¢ ekspozycji na ksenobiotyk (2
tygodnie, Ni 2:0) nasilata si¢ intensywno$¢ oraz czgstotliwos$¢ obserwowanych zmian
degeneracyjnych. Zaobserwowano wzrost intensywnosci procesu nekrozy (Fig. 11A), a

takze wzrost liczby autofagosomow na terenie wszystkich opisywanych typéw komorek
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(Fig. 11A-C). Komérki F posiadajg silnie skrocone mikrokosmki. Cytoplazme
komorek tych cechuje obecno$¢ licznych autofagosoméw, zdegenerowanych
mitochondridéw, rozdetych cystern ER oraz obecno$¢ obszarow zwakuolizowanych (Fig.
11A-B). Komoérki B, a takze komoérki R wykazuja wakuolizacje w obrebie cytoplazmy
oraz obecno$¢ rozdetych cystern ER (Fig. 11A, 11C). Analiza z wykorzystaniem TEM
nie wykazala obecnosci komorek apoptotycznych w przypadku opisywanych typow

komorek.

4.2.2.3. Watrobotrzustka - zmiany wywolane przywroéceniem zwierzat do
sSrodowiska nieskazonego po wczesniejszej ekspozycji na nikiel

Przywrocenie krewetek po tygodniowej ekspozycji na nikiel do wody czystej
przyczynito si¢ do czg¢sciowe] regeneracji komorek na poziomie ultrastrukturalnym,
zwlaszcza przy 2 tygodniach w czystej wodzie, gdzie ultrastruktura wszystkich
komorek tworzacych proksymalny region cewek tego narzadu u zwierzat grupy Ni 1:2
przypomina grup¢ kontrolng (CT). W grupie Ni 1:1 oraz Ni 1:2 zaobserwowa¢ mozna
bylo wciaz pojedyncze zmiany degeneracyjne (Fig. 12A-C, Fig. 13 A-B) wskazujace na
proces nekrozy (cytoplazma jasna elektronowo, uboga w organelle, ktore czesto sa
rozdete lub maja rozerwane btony). W grupach Ni 1:1 oraz Ni 1:2 obserwowano wzrost
liczby struktur autofagicznych, a takze spadek liczby kul z elektronowo gestym
materiatem zapasowym. Kule, ktore wystepuja na terenie cytoplazmy stajg si¢ jasne

elektronowo.

W przypadku zwierzat hodowanych w $srodowisku niklowym, po przeniesieniu
ich do wody czystej na 1 tydzien (Ni 2:1), silne zmiany degeneracyjne (nekrotyczne)
wcigz dotyczyly wszystkich typow komorek regionu proksymalnego cewek narzadu
(Fig. 14 A-C). Tak wigc wiele organelli komorek B, F oraz R jest rozdetych, a

cytoplazma elektronowo jasna zawiera niewielkie ich ilosci.

W komorkach F obserwowano silnie zwakuolizowane obszary cytoplazmy,
natomiast nie tak silne jak w przypadku grupy Ni 2:0. Cytoplazm¢ komorek tych
cechuje tez mniejsza liczba autofagosomow oraz w dalszym ciaggu obecnos$¢ rozdetych

cystern ER (Fig. 14C). W cytoplazmie komorek B zaobserwowano liczne kule
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materialu zapasowego, natomiast cytoplazma nadal wykazuje silng wakuolizacje oraz

obecnos$¢ rozdetych cystern ER, a takze autofagosomow (Fig. 14B).

2 tygodnie zycia zwierzat w czystej] wodzie po 2 tygodniach ekspozycji na
ksenobiotyk (Ni 2:2) nie jest takze wystarczajace dla pelnej regeneracji tkanki (Fig. 15
A-C). W obregbie komorek F zwakuolizowane obszary cytoplazmy nie dotycza juz
znacznych obszarow komorki, lecz miejscowych pojedynczych obszarow. Natomiast
obserwuje si¢ liczne autofagosomy oraz rozdete cysterny ER (Fig. 15A-B). Komorki B
wyr6znia obecnos$¢ materiatow zapasowych w trakcie trawienia, co nie byto zauwazalne

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

4.3. Histochemia — analiza zmian w__materialach zapasowych jelita i

watrobotrzustki V. davidi w trakcie eksperymentu

Jelito - Traktowanie krewetek niklem nie wptyneto na gromadzenie materialow
zapasowych w obrebie komoérek trawiennych i1 regeneracyjnych. Komorki te we
wszystkich grupach eksperymentalnych, podobnie jak w kontroli nie gromadza
materiatlow zapasowych 1 s3: PAS-negatywne, BPB-negatywne, Sudan Czarny

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

Watrobotrzustka - Obecno$¢ niklu w §rodowisku zycia krewetek wptywa na
obecno$¢ gromadzonych w komoérkach materiatow zapasowych. W grupie kontrolnej
komorki typu B gromadza materiaty zapasowe w postaci polisacharydow oraz lipidow,
tak w grupach Ni 1:0 oraz Ni 2:1 obok materialu zawierajacego lipidy oraz
polisacharydy, zaobserwowano gromadzenie biatek (BPB-pozytywne), podczas gdy w

pozostalych grupach materiaty zapasowe ulegly wyraznej redukcji (Fig. 16D-F, 17-19).

4.4. Autofagia w nablonku jelita i watrobotrzustki /V. davidi — analiza jakoSciowa

Analiza z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej potwierdzita obecnos¢ silnie
kwasnych struktur, do ktorych nalezg struktury autofagiczne w cytoplazmie komoérek D
jelita. Obecno$¢ niklu w srodowisku zycia krewetek wptyneta na intensyfikacje procesu

autofagii, tak wigc najsilniejsze sygnaty pochodzily z komérek D w obu narzadach
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zwierzat eksponowanych na nikiel przez okres 2 tygodni (Ni 2:0). U zwierzat
przywroconych do wody nieskazonej zaobserwowano spadek intensywnosci sygnatéw
emitowanych przez silnie kwasne struktury komorkowe. Sygnaty emitowane przez
struktury silnie kwasne sg stabsze, adekwatnie do czasu oczyszczania (czyli
obserwowane jeszcze przy 1 tygodniu w czystej wodzie w grupie Ni 1:1 1 wystgpujace

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

W  watrobotrzustce  zaobserwowano  wzrost intensywno$ci  sygnalow
pochodzacych od silnie kwasnych struktur wraz z wydluzajacym si¢ czasem ekspozycji
zwierzat na nikiel (najsilniejsze sygnaty — grupa Ni 2:0). Przywrécenie zwierzat do
zycia w wodzie czyste] po wczesniejszej ekspozycji na ksenobiotyk wplywa na
obnizenie intensywnosci sygnatow pochodzacych z silnie kwasnych struktur, jednak w
grupach Ni 1:1 oraz Ni 1:2 sygnaly te nadal s3 silne (Fig. 20). Przywrocenie do wody
czyste] w przypadku watrobotrzustki skutkuje obecno$cig rozproszonych w catlej
cytoplazmie czerwonych sygnatow w grupach Ni 1:1, mniejszych, licznych, skupionych
czerwonych sygnatéw w grupie Ni 2:1 oraz duzych czerwonych skupionych sygnatéw
w grupie Ni 2:2. W grupie Ni 1:2 czerwone sygnaly wyraznie stabng. Poréwnujac oba

narzady, w watrobotrzustce sygnaly sa liczniejsze niz w nabtonku jelitowym (Fig. 20).

[losciowa analiza wykazala wigcej komorek wczesno-apoptotycznych i komorek
pdzno-apoptotycznych w watrobotrzustce niz w jelicie niezaleznie od dlugosci
ekspozycji na metal (Fig. 21A-B, 22A-B). Po jednym oraz dwoch tygodniach
ekspozycji na metal $redni odsetek komorek apoptotycznych w watrobotrzustce wynosit
odpowiednio: 5,1% 1 6,5% oraz 14,1% 1 30,8% dla komoérek pdzno-apoptotycznych
(Fig. 21B, 22B). Natomiast w jelicie wartosci procentowe byly srednio prawie 5-krotnie
nizsze dla komorek wczesno-apoptotycznych oraz 7-krotnie i 15-krotnie nizsze dla
komorek pdzno-apoptotycznych odpowiednio dla jednego i dwoch tygodni ekspozycii

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

Z kolei $redni odsetek komorek z przejawami nekrozy wynosil w watrobotrzustce

odpowiednio 12,3% 1 10,7%, natomiast w jelicie 9,5% 1 8,3% odpowiednio po 1
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tygodniu 1 2 tygodniach ekspozycji na Ni (Fig. 23). Jedynie w przypadku
watrobotrzustki réznice te byly istotne w stosunku do grupy kontrolnej, niezaleznie od
czasu ekspozycji na metal (Ni: 1 tydzien: P=0,001; Ni: 2 tygodnie: P=0,01) (Fig. 23B).
Przebywanie w czystej wodzie powodowalo stopniowy i postepujacy spadek liczby
komorek apoptotycznych, pé6znoapoptotycznych i nekrotycznych w watrobotrzustce do
poziomu kontrolnego, podczas gdy w jelicie ich liczba wzrastata po jednym lub dwoch

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

Finalnie, po powrocie do czystej wody, odsetek zywych komorek watrobotrzustki byt
podobny do kontroli (Fig. 24B), natomiast w jelicie byt istotnie nizszy niz w grupie
kontrolnej, u osobnikow po jednym lub dwoéch tygodniach ekspozycji na metal i
jednoczes$nie przebywaniu w czystej wodzie (odpowiednio: P=0,007, P=0,0003 jeden

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

Analiza ilosciowa z uzyciem MUSE® MultiCaspase Kit wykazata, ze obecnos¢
niklu w $rodowisku zycia krewetek ma wpltyw na aktywacj¢ kaspaz, ktore z kolei
swiadczg o aktywacji procesu apoptozy w komorce. Po tygodniu ekspozycji na nikiel
poziom zywych komorek kaspazo-pozytywnych w watrobotrzustce wzrdst trzykrotnie,
natomiast w jelicie nie zwigkszyt sie. Przywrdcenie do wody czystej przyczynito si¢ do

obnizenia poziomu aktywnych kaspaz, zwlaszcza w watrobotrzustce (Fig. 251 26).

Najmniejszy odsetek komoérek zywych (LL) zanotowano w jelitach osobnikéw
poddanych ekspozycji dwutygodniowej na Ni i oczyszczaniu trwajacemu 1 tydzien
(P<0,00001). Poziom tego parametru w komorkach jelita osobnikow narazonych na
nikiel, byt 0 31% nizszy niz w kontroli (Fig. 25A).

Najmniejszy odsetek zywych komorek kaspazo-pozytywnych (LR), srednio
osmiokrotnie nizszy niz w kontroli, zanotowano w jelitach osobnikow poddanych
ekspozycji jednotygodniowej na Ni i oczyszczaniu trwajagcemu 2 tygodnie (Ni 1:2)
(P=0,00001) (Fig. 25B). W pozostatych grupach poddanych ekspozycji
jednotygodniowej, poziom analizowanego parametru byl takze nizszy, $srednio o 40%,
niz w kontroli (P=0,023). Z kolei odsetek zywych komorek kaspazo-pozytywnych w
komorkach jelita osobnikéw narazonych na nikiel przez dwa tygodnie 1 oczyszczanych
przez tydzien (Ni 2:1), byl prawie pigciokrotnie wyzszy niz w pozostatych grupach,

poddanych 2 tygodniowej ekspozycji na metal (P<0, 0000). Wykazano istotne rdznice
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statystyczne w poziomie tego parametru miedzy komplementarnymi grupami
podlegajacymi oczyszczeniu, przy obu czasach ekspozycji (Fig. 25B).

Najmniejszy odsetek martwych komorek kaspazo-pozytywnych, pieciokrotnie
nizszy niz w kontroli zanotowano w jelitach osobnikéw poddanych ekspozycji
jednotygodniowe] na Ni i oczyszczaniu trwajacemu 2 tygodnie (Ni 1:2) (P<0,0000)
(Fig. 25C). W pozostatych grupach poddanych ekspozycji jednotygodniowej, poziom
analizowanego parametru byt nizszy niz w kontroli, lecz tylko w przypadku osobnikow
z grupy narazonej na Ni, ale nie poddanej oczyszczeniu, byly to rdznice istotne
statystycznie wzglgdem kontroli (P=0,00003). Z kolei odsetek martwych komorek
kaspazo-pozytywnych w komorkach jelita osobnikow narazonych na nikiel przez dwa
tygodnie 1 oczyszczanych przez tydzien (Ni 2:1), byl prawie 0,5% wyzszy niz w
kontroli (CT) (P=0, 0007). Najnizszg warto$¢ tego parametru (0,37%) zanotowano w
jelitach osobnikow narazonych na nikiel przez dwa tygodnie i oczyszczanych przez 2
tygodnie (Ni 2:2). Wykazano istotne rdznice statystyczne w poziomie tego parametru
mi¢dzy komplementarnymi grupami podlegajacymi oczyszczeniu, po 1 tygodniu
oczyszczania (P=0,00004) (Fig. 25C). W obu czasach ekspozycji na Ni
(jednotygodniowa/dwutygodniowa) najnizszy odsetek komorek martwych (UR)
odnotowano w jelitach osobnikow poddanych oczyszczaniu trwajacemu 2 tygodnie (Ni
1:2, Ni 2:2). Uzyskane wartosci réznity si¢ istotnie od wartosci kontrolnych
(odpowiednio: 0, 38 %, P=0,00003; 0,26 %, P=0,00001) (Fig. 25D).

W przypadku watrobotrzustki niezaleznie od czasu ekspozycji na nikiel
najwiekszy odsetek komorek zywych (LL) zanotowano w watrobotrzustce osobnikow
poddanych oczyszczaniu trwajagcemu 2 tygodnie (Ni 1:2, Ni 2:2). Poziom tego
parametru w watrobotrzustce osobnikow narazonych na nikiel byt o 6% wyzszy niz w
kontroli (CT) w przypadku osobnikow poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni
(Ni 1:0) 1 5 % w przypadku osobnikow poddanych ekspozycji dwutygodniowej (Ni
2:0). Z kolei najmniejszy odsetek zywych komoérek wykazano w watrobotrzustkach
osobnikow poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni (75, 8%) (Fig. 26A).

Najwiekszy odsetek zywych komorek kaspazo-pozytywnych (LR), $rednio
trzykrotnie wyzszy niz w kontroli, zanotowano w watrobotrzustce osobnikoéw
poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni (Ni 1:0) (P<0,00000) (Fig. 26B). Z kolei

najmniejszy odsetek zywych komorek kaspazo-pozytywnych (LR), $rednio
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siedmiokrotnie nizszy niz w kontroli, zanotowano w watrobotrzustce osobnikdéw
poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni i oczyszczaniu trwajagcemu 2 tygodnie
(Ni 1:2) (P<0,00000). Oczyszczanie trwajace jeden tydzien (Ni 1:1) wywotato
obnizenie wartosci tego parametru do poziomu kontrolnego (Fig. 26B). Z kolei odsetek
zywych komorek kaspazo-pozytywnych w watrobotrzustce osobnikoOw narazonych na
nikiel przez dwa tygodnie 1 oczyszczanych przez tydzien (Ni 2:1), byl prawie
siedmiokrotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej (CT) (P<0, 0000). Wykazano istotne
roznice statystyczne w poziomie tego parametru mi¢dzy komplementarnymi grupami
podlegajacymi oczyszczeniu, w obu czasach ekspozycji (Fig. 26B).

Najmniejszy odsetek martwych komorek kaspazo-pozytywnych,
dziesigciokrotnie nizszy niz w kontroli zanotowano w watrobotrzustkach osobnikow
poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni (Ni 1:0) (P=0,016) (Fig. 26C).
Ekspozycja dwutygodniowa na ten metal nie spowodowata wyraznych zmian w
wielkosci tego parametru w porownaniu z kontrolg. Najwigkszy odsetek martwych
komorek kaspazo-pozytywnych, ponad dwukrotnie wigkszy niz w kontroli, wykazano w
watrobotrzustce osobnikow poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni i
oczyszczanych przez 1 tydzien (Ni 1:1) (P=00005). Wykazano istotne rdznice
statystyczne w poziomie tego parametru miedzy komplementarnymi grupami
podlegajacymi oczyszczeniu, po 1 tygodniu oczyszczania (P=0,00001) (Fig. 26C).

Odsetek komoérek martwych (UR) w watrobotrzustce osobnikoéw poddanych
ekspozycji jednotygodniowej na Ni i oczyszczanych przez 1 tydzien (Ni 1:1) lub 2
tygodnie (Ni 1:2) byt istotnie wyzszy niz w kontroli, $rednio trzykrotnie (Fig. 26D).
Poziom tego parametru w watrobotrzustce osobnikdw narazonych na nikiel przez 2
tygodnie byt najwyzszy (2,09%) u osobnikéw przebywajacych w wodzie czystej przez 1
tydzien. Wykazano istotne rdznice statystyczne w poziomie tego parametru migdzy
komplementarnymi grupami podlegajacymi dwutygodniowemu oczyszczeniu (P=0,025)

(Fig. 26D).

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

Analiza jako$ciowa z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej (barwienie

odczynnikiem DHE) wykazata, ze ekspozycja krewetek na nikiel przyczynia si¢ do
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intensyfikacji stresu oksydacyjnego w komorkach budujacych analizowane narzady.
Czerwone sygnaty $§wiadczace o obecnosci ROS w obrebie cytoplazmy komorek, czy
jader komorkowych sg szczegdlnie liczne w grupach ekspozycyjnych obu
analizowanych narzadow. Przywrdcenie krewetek do czystej wody na tydzien nie
przyczynia si¢ do zmniejszenia intensywnos$ci sygnatow emitowanych przez komorki
ROS-pozytywne zarowno w jelicie, jak 1 watrobotrzustce. Poréwnujac oba narzady,
stres oksydacyjny wywolany ekspozycja krewetek na nikiel jest wyzszy w
watrobotrzustce we wszystkich grupach eksperymentalnych, co moze wigzaé si¢ z
istotng funkcja tego narzadu w procesach detoksykacji. W obu narzadach w grupie Ni
2:1 zaobserwowano silny wzrost sygnalow emitowanych przez komorki

ROS-pozytywne (Fig. 27).

Uzyskane wyniki z analizy jakoS$ciowej stresu oksydacyjnego s3 zbiezne z
wynikami z analizy ilo$ciowej z cytometru (MUSE® Oxidative Stress Kit). Niezaleznie
od czasu ekspozycji na metal, odsetek komoérek ROS-pozytywnych w obu narzadach
byt istotnie wyzszy w porownaniu z kontrolg (Fig. 28): wyzsze $rednio 2- i 3-krotnie w
jelicie oraz 2-krotnie i1 5-krotnie w przypadku watrobotrzustki odpowiednio dla jednego
1 dwoéch tygodni ekspozycji na metal (Ni 1:0, Ni 2:0) (Fig. 28). Po umieszczeniu
zwierzat w wodzie czystej odsetek komorek ROS-pozytywnych w obu narzadach byt
znacznie wyzszy w poréwnaniu z osobnikami grupy kontrolnej (CT) i podobny do grup
po tygodniowej lub dwutygodniowej ekspozycji na metal. Jedynie w watrobotrzustce
osobnikow po tygodniowej ekspozycji na Ni odsetek komdrek ROS-pozytywnych byt

istotnie nizszy niz u osobnikOw ponownie przebywajacych w wodzie nieskazonej.

4.7. Aktywnos¢ mitochondrialna w komorkach jelita i watrobotrzustKi V. davidi

Analiza iloSciowa wykazala, ze najwickszy odsetek komorek ze
zdepolaryzowanymi mitochondriami, $rednio dwukrotnie wyzszy niz w kontroli,
zanotowano w jelitach osobnikow poddanych ekspozycji jednotygodniowej na Ni 1
oczyszczaniu trwajacemu 2 tygodnie (Ni 1:2) (P=0,002) (Fig. 29). Dwutygodniowa
ekspozycja na nikiel (Ni 2:0) skutkowata blisko dwukrotnym, wzgledem kontroli,

wzrostem liczby komorek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami (P=0,049). Nie
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stwierdzono r6znic w odniesieniu do kontroli w poziomie tego parametru w komorkach
jelita osobnikéw z grup Ni 2:1 i Ni 2:2. Dwutygodniowe oczyszczanie w czystej
wodzie osobnikow z grupy otrzymujacej nikiel przez dwa tygodnie skutkowato istotnie
nizszym poziomem komorek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami niz w przypadku

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

Analiza ilosciowa watrobotrzustki wykazala najwiekszy odsetek komorek ze
zdepolaryzowanymi mitochondriami, $rednio 130-krotnie wyzszy niz w kontroli, w
watrobotrzustce osobnikow poddanych ekspozycji dwutygodniowej na metal (Ni 2:0,
P<0,0000) (Fig. 30). Jednotygodniowa ekspozycja na nikiel (Ni 1:0) skutkowata ponad
trzydziestokrotym wzgledem kontroli, wzrostem liczby komoérek ze zdepolaryzowanymi
mitochondriami, ale nie byly to réznice istotne statystycznie. Nie stwierdzono réznic w
odniesieniu do kontroli, w poziomie tego parametru w watrobotrzustce osobnikow
narazonych 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
osobnikow z grupy otrzymujacej nikiel przez 1 tydzien (Ni 1:1, Ni 1:2) skutkowato
istotnie wyzszym poziomem komorek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami w

poréwnaniu z kontrolg (odpowiednio P=0,017; P=0, 00008) (Fig. 30).

4.8. Zmiany poziomu ATP i ADP w komérkach jelita i watrobotrzustki V. davidi

Tygodniowa ekspozycja na nikiel (grupa Ni 1:0) nie spowodowala zmian
stezenia ATP w komorkach jelita, podczas gdy ekspozycja dwutygodniowa (Ni 2:0)
wywolala ponad dwukrotne zmniejszenie st¢zenia ATP w poroéwnaniu z kontrolg (CT)
(P=0,0004) (Fig. 31A). Stezenie ATP w jelicie osobnikow poddanych jednotygodniowej
ekspozycji na Ni 1 oczyszczaniu bylo zblizone, lecz istotnie nizsze niz w kontroli (Ni
1:1: P=0,019; Ni 1:2: P=0.009). W przypadku osobnikow eksponowanych na metal
przez 2 tygodnie, dlugo$¢ czasu oczyszczania nie wpltyne¢ta na poziom stgzenia ATP w
komorkach jelita, bowiem byt on istotnie nizszy niz w kontroli, prawie dwukrotnie w
odniesieniu do kontroli (Ni 2:1: P=0,008; Ni 2:2: P=0.022) i nie ro6znit si¢ istotnie od
poziomu ATP notowanego w jelitach osobnikéw nie poddanych oczyszczeniu (Fig.

31A).
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Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian wielko$ci wskaznika ADP/ATP w
komorkach jelita po jednotygodniowej ekspozycji na nikiel (grupa Ni 1:0), podczas gdy
ekspozycja dwutygodniowa (Ni 2:0) wywotata blisko czterokrotny wzrost tego
wskaznika w porownaniu z kontrolg (CT) (P=0,024) (Fig. 31B). Poziom ADP/ATP w
jelicie osobnikéw poddanych jednotygodniowej ekspozycji na Ni i jednotygodniowemu
oczyszczeniu w czystej wodzie (Ni 1:1) byt istotnie wyzszy w odniesieniu zard6wno do
kontroli, jak i grupy poddanej dziataniu metalu w wymienionym czasie (P=0,018). W
przypadku osobnikéw eksponowanych na metal przez 2 tygodnie, jednotygodniowe
oczyszczanie (Ni 2:1) spowodowato wzrost wielkosci ADP/ATP w komorkach jelita w
odniesieniu do kontroli (P=0.0001), podczas gdy w grupie Ni 2:2 wielko$¢ wskaznika
nie réznita si¢ od kontroli (Fig. 31B).

Ekspozycja na nikiel (grupa Ni 1:0 i Ni 2:0) spowodowala istotne wzgledem
kontroli obnizenie stezenia ATP w komorkach watrobotrzustki: blisko dwukrotne po
ekspozycji jednotygodniowej (Ni 1:0, P=0,03) i prawie pigciokrotne po ekspozycji
dwutygodniowej (Ni 2:0, P=0,0002 (Fig. 32A). Dlugo$¢ okresu zycia zwierzat w
wodzie czystej po wczesniejsze] ekspozycji na nikiel nie zmienita poziomu ATP w
komorkach tego narzadu, bowiem byt on porownywalny u osobnikéw wszystkich grup
(Fig. 32A).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian wielkos$ci wskaznika ADP/ATP w
komorkach watrobotrzustki po jednotygodniowej ekspozycji na nikiel (grupa Ni 1:0),
podczas gdy ekspozycja dwutygodniowa (Ni 2:0) wywotata blisko trzynastokrotny
krotny wzrost tego wskaznika w poréwnaniu z kontrolg (CT) (P=0,0006) (Fig. 32B).
Poziom ADP/ATP w watrobotrzustce osobnikow poddanych jednotygodniowe;j
ekspozycji na Ni i jednotygodniowemu oczyszczeniu (Ni 1:1) w czystej wodzie byt
blisko trzynastokrotnie wyzszy w odniesieniu do kontroli (P=0,036). Oczyszczanie
dwutygodniowe (Ni 1:2) spowodowato obnizenie wielko$ci wskaznika do poziomu,
ktory nie roznit si¢ od kontroli. W przypadku osobnikéw eksponowanych na metal
przez 2 tygodnie, zaréwno jedno- jak i dwutygodniowe oczyszczanie (Ni 2:1, Ni 2:2)

spowodowato obnizenie wskaznika ADP/ATP do poziomu kontrolnego (Fig. 32B).
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4.9. Analiza cyklu komodrkowego w komérkach jelita i watrobotrzustki V. davidi

W obu czasach ekspozycji na nikiel, niezaleznie od dlugosci okresu
oczyszczania, odsetek komorek w fazie Gy/G, w jelicie byl istotnie nizszy, niz w
pozostalych grupach doswiadczalnych (P<0.0000). Ponadto, niezaleznie od czasu
narazenia zwierzat na nikiel, najwyzszy odsetek tego parametru zanotowano u
osobnikow poddanych dzialaniu tylko metalu (98,6%) (Fig. 33A).

Niezaleznie od czasu ekspozycji na nikiel, wykazano istotne, w odniesieniu do
kontroli, obnizenie w jelicie odsetka komoérek w fazie S (Fig. 33B) i G,/M (Fig. 33C)
(P<0.0000). W przypadku obu parametrow, odsetek komodrek w jelicie po jedno- i
dwutygodniowym oczyszczaniu, byt istotnie wyzszy w grupie poddanej 1
tygodniowemu narazeniu na nikie, w poréwnaniu z okresem narazenia
dwutygodniowego (P<0.0000) (Fig. 33B-C).

W przypadku watrobotrzustki w grupie osobnikéw poddanych jednotygodniowe;j
ekspozycji na metal odsetek komorek w fazie G/G, u osobnikow poddanych ekspozycji
na metal (98,4%) byt zblizony do kontroli, jednak istotnie wyzszy, w poréwnaniu do
warto$ci notowanych u osobnikow po jednym (P=0,03) i1 dwoch tygodniach
oczyszczania (P=0,01) (Fig. 34A).

Niezaleznie od czasu ekspozycji na nikiel, wykazano w watrobotrzustce
obnizenie odsetka komorek w fazie S (Fig. 35B) 1 G,/M (Fig. 34C), jednak nie byly to
zmiany istotne wzgledem kontroli. W przypadku obu parametréw (%S 1 %G,/M) po
dwutygodniowym oczyszczaniu, odsetek komorek byt istotnie wyzszy w grupie
poddanej 1 tygodniowemu narazeniu na nikiel, w poroOwnaniu z okresem narazenia

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

4.10. Proliferacja komorek jelita i watrobotrzustki /N. davidi

Analiza ilosciowa z wykorzystaniem MUSE® Ki67 Proliferation Kit wykazata,
ze najwyzszy odsetek komorek Ki67-pozytywnych (ulegajacych proliferacji)
zanotowano w jelitach osobnikow poddanych jednotygodniowej ekspozycji na nikiel
(Ni 1:0). W tym czasie ekspozycji byt on blisko o 6% wyzszy niz w kontroli (CT,
P=0,0007), o 9% wyzszy niz u osobnikow przebywajacych w wodzie czystej przez

tydzien (Ni 1:1, P=0,0001) oraz o 10% wyzszy niz u osobnikow oczyszczanych przez 2
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tygodnie (Ni 1:2, P=0,0001) (Fig. 35). Z kolei w grupie osobnikow poddanych
dwutygodniowej ekspozycji (Ni 2:0) na metal odsetek komorek Ki67-pozytywnych byt
poréwnywalny do w kontroli (CT). Tylko w przypadku osobnikow poddanych
dwutygodniowemu oczyszczaniu (Ni 2:2) zanotowano istotne, blisko trzykrotne,
obnizenie odsetka tych komoérek wzgledem kontroli i pozostalych grup. Wykazano
ponadto istotne roznice statystyczne w poziomie tego parametru miedzy
komplementarnymi grupami zwierzat przebywajacymi w srodowisku skazonym niklem
przez jeden (Ni 1:0) i dwa tygodnie (Ni 2:0) oraz podlegajagcymi oczyszczeniu przez
okres 1 tygodnia (Ni 1:1, Ni 2:1) (Fig. 35).

W przypadku watrobotrzustki, jednotygodniowa ekspozycja na Ni (Ni 1:0)
spowodowata wzrost odsetka komoérek Ki67-pozytywnych Srednio o 3%, wzgledem
kontroli (P=0,04). Dla tego czasu ekspozycji na metal zanotowano takze istotny
wzgledem kontroli wzrost odsetka tych komorek po jednym tygodniu oczyszczania (Ni
1:1), blisko o 6% (P=0,00008). Dwutygodniowe oczyszczanie (Ni 1:2) wywotalo
jednak istotne wzgledem kontroli obnizenie (o prawie 5%) odsetka tych komorek
(P=0,00009) (Fig. 36). Z kolei w grupie osobnikow poddanych dwutygodniowe;j
ekspozycji na metal odsetek komorek Ki67-pozytywnych w watrobotrzustce, tylko w
grupie poddanej jednotygodniowemu oczyszczaniu (Ni 2:1) byl istotnie wyzszy niz w
kontroli (CT) o blisko 7 % (P=0,00002). Wykazano ponadto istotne rdznice
statystyczne w poziomie tego parametru miedzy komplementarnymi grupami
hodowanymi w wodzie skazonej niklem przez jeden i dwa tygodnie (Ni 1:0, Ni 2:0)
oraz podlegajacymi oczyszczeniu przez okres 2 tygodni (Ni 1:2, Ni 2:2) (P<0,00000)
(Fig. 36).
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5. DYSKUSJA

1. Stezenie nikl Sr isk nvm

Nikiel jest uwazany za jeden z metali obok otowiu i kadmu, ktory moze
negatywnie wptywa¢ na funkcjonowanie organizmoéw, moze zaburza¢ homeostaze
tkanek 1 komoérek, a w konsekwencji wywotywac efekty letalne. Moze takze
kumulowa¢ si¢ w organizmach i ostatecznie przekazywany bedzie do kolejnych ogniw
tancuchéw troficznych. W przypadku wod stodkich podaje sig, ze stezenia niklu nie
powinno przekracza¢ 0,03 mg/l, jednak jako najwyzsze dopuszczalne stezenie tego
metalu w wodach stodkich to 0,02 mg/l. W wodzie mineralnej pakowanej w butelkach
stezenie niklu wynosi najczesciej 25 ug/l (Allen 1 inni 1989), 1,9 pg/l, 20 pg/l lub nawet
30,3 ng/l (Bertoldi i inni 2011). Natomiast dopuszczalne stgzenie niklu w wodzie pitnej
lub w wodzie majacej kontakt z powlokami niklowymi to 0,2 mg/l. Wiele badan
prowadzonych bylo na kregowcach, jak i bezkrggowcach stodkowodnych w celu
ustalenia stezen letalnych oraz dopuszczalnych, w ktorych zwierzeta ta przezywaja, czy
nie wykazuja zadnych efektow letalnych, a takze sa zdolne do rozwoju i1 rozrodu. Jak si¢
okazuje dla roznych gatunkow ryb stodkowodnych dochodzi do obnizenia liczebnosci,
czy rozrodczosci zwierzat przy roéznych stezeniach niklu (Pickering 1974, Blaylock i
Frank, 1979). Prowadzi si¢ badania mi¢dzy innymi z wykorzystaniem parametrow:
LD50, LC50 czy LT50, gdzie LD50 - méwi o dawce substancji wywolujacej $mier¢ u
potowy badanej populacji; LC50 - odnosi si¢ do stezenia substancji wywotujacej $mier¢
u potowy badanej populacji; natomiast LT50 mowi o czasie, po ktorym obserwuje si¢
smieré w 50% populacji. Badania wykorzystujace parametr LT50 prowadzono migdzy
innymi na stodkowodnych matzach z rodziny racicznicowatych Dreissena polymorpha,
Dreissena rostriformis bugensis. Badacze eksponowali zwierzeta na nikiel w stezeniu
2,3 mg/l 1 na podstawie LT50 wykazali r6Zng tolerancj¢ w badanych populacjach (Potet
11nni 2018).

W przypadku skorupiakéw stodkowodnych toksyczne stezenie, wywotujace
$miertelnos¢ polowy badanych populacji wynosi 8 mg/l. Wiele badan, ktore opieraty sig¢

na analizie wptywu niklu na liczebno$¢ populacji, $miertelnos¢, rozrodczosé
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prowadzono takze przy stezeniu 0,8 mg/l (Ali i inni 2005, Leonard i1 inni 2011).
Subletalne st¢zenie niklu dla stodkowodnych krabow Carcinus maenas wynosito 8,2,
500, a nawet 3000 pg/l w zaleznosci od okresu przez jaki zwierzeta zylty w danym
srodowisku (Blewett i inni 2015). Natomiast u raka Astacus leptodactylus prowadzono
badania z wykorzystaniem st¢zenia 70 mg/l NiCl, (Zarnescu i inni 2017). Natomiast za
modelowy w badaniach toksykologicznych gatunek stodkowodnego skorupiaka uwaza
si¢ rozwielitke Daphnia magna, u ktoérej wykonywano badania toksycznosci ostrej,
przewlektej oraz chronicznej (Wdowczyk 2018).

W niniejszych badaniach wybrano do analizy kilka st¢zen niklu, tak aby oceni¢
przy jakim stezeniu dojdzie do zmniejszenia liczebnosci populacji o polowe. Droga
eksperymentalng sprawdzono 3 stezenia wodnego roztworu niklu w postaci NiCl,: 0,2
mg/l, 2 mg/l, 8 mg/l (czyli stezenia metalu to: 0,09 mg/l, 0,9 mg/l oraz 3,63 mg/l). Dla
testowanych stezen uzyskano nastepujace wartosci LT50: dla 0,09 mgNi/l - brak
zgonoOw w ciagu 4 tygodni, dla 0,9 mgNi/l - okoto 27 dni oraz dla 3,63 mgNi/l okoto 14
dni. Aby mozliwa byta stopniowa obserwacja potencjalnie pojawiajacych si¢ zmian, do
eksperymentu wybrano stezenie 8 mg NiCl,/, a wigc stezenie samego metalu to 3,6 mg/I
wody akwariowej, przy ktorym obserwowano okoto 50% $miertelnos¢ populacji po 14
dniach.

Niniejsze badania w ujeciu toksykologicznym mozna uzna¢ za badania
toksyczno$ci chronicznej, w ktorej zwierzgta sg eksponowane na substancje toksyczng
w nizszych stezeniach. Badanie takie wowczas trwa dluzej niz w przypadku
toksycznosci ostrej (24, 48, 92 h), a rezultaty obserwuje si¢ po dluzszym czasie.

Z uwagi na fakt, ze stezenia wywolujace efekty w testach chronicznych sa tez z
reguly mniejsze, niz w toksycznos$ci ostrej, dlatego tez testy te sa znacznie czulszym i1
blizszym warunkom naturalnym wskaznikiem negatywnych efektow $rodowiskowych
(Traczewska 2011).

Jak si¢ okazuje przy stezeniu niklu w wodzie stodkiej (akwariowej o statych
parametrach: temperatura 21 °C, pH 7, twardosci wody - 10°GH) o wartosci 3,6 mgNi/l
(8 mg NiCl,/l) potowa zwierzat umiera po okresie 2 tygodni. Okres 2 tygodni wybrany
zostal jako ostateczny, w ktorym mozna by spodziewa¢ si¢ zmian degeneracyjnych,
natomiast okres 1 tygodnia wybrany zostat jako potowa okresu ostatecznie

wywolujacego efekt letalny w 50% populacji. Tak wiec takie stezenie niklu oraz czasy
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hodowli zwierzat w tym stezeniu (1 oraz 2 tygodnie) zostalo wybrane do badan
eksperymentalnych, w celu zrealizowania zatozonych celow zwigzanych z opisem
wpltywu wybranego metalu na procesy degeneracyjne w komorkach jelita srodkowego,
ktére pojawiaja si¢ wraz z umieralno$cig zwierzat. Kolejny etap badan zwigzany byt z
kolei z ustaleniem, czy ponowne hodowanie zwierzat w czystej wodzie akwariowej (po
okresach 1 oraz 2 tygodniu ekspozycji na nikiel) aktywuje procesy naprawcze, a jesli
tak, to czy procesy te beda wystarczajace aby zwierzgta przezyty. Okazuje sie, ze czesé
ze zwierzat, ktére przezyly okres 1 oraz 2 tygodniu w wodzie z 8 mg NiCl,/1 przezyly
kolejne okresy eksperymentu, a wiec 1 lub 2 tygodnie w wodzie czystej. Sugeruje to, ze
doszto do aktywacji procesOw regeneracyjnych. Podobnych obserwacji dokonata w
swych badaniach na N. davidi Wtodarczyk i inni (2017, 2019ab). W do$§wiadczeniu tym
doroste osobniki byty poddane réznym okresom glodzenia, po ktérych ponownie
podawana im byla standardowa karma przeznaczona dla krewetek. Podczas gdy okres
glodzenia aktywowal stopniowg degeneracje komodrek i organelli w jelicie oraz
watrobotrzustce, to powrot do spozywania pokarmu wskazal na aktywacje proceséw

regeneracyjnych (Wilodarczyk i inni 2017, 2019ab).

5.2. Budowa jelita Srodkowego u skorupiakow

U skorupiakéw zaobserwowano réznorodno$¢ w morfologii endodermalne;
czgsci uktadu pokarmowego, gdzie moze stanowi¢ ona jedynie dluga prosta rurg
pozbawiong uchytkéw, rure posiadajaca uchytki w przedniej czgsci narzadu, moze by¢
tworzona przez dwa narzady potaczone ze sobg anatomicznie (jelito 1 watrobotrzustka)
lub by¢ tworzona jedynie przez duzy gruczot watrobotrzustkowy (Herrera-Alvarez i inni
2000, Sousa i Petriella 2001, 2006, Symonova 2007, Rost-Roszkowska i inni 2012,
Sonakowska 1 inni 2015).

U dziesigcionogéw (Decapoda) wyrdznia si¢ obecno$¢ 4 stref w kanalikach
watrobotrzustkowych: strefe komorek E, strefe roznicowania, komoérek B oraz obszar
proksymalny. Komoérki E macierzyste dajg poczatek komorkom F, F, B. W
proksymalnej cze$ci brak komodrek B, poniewaz na koncu strefy B sa one na drodze

holokrynowej sekrecji wydalane na poznej fazie trawienia (Strus i inni 2019).
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U rakow regeneracja calej watrobotrzustki na podstawie autoradiografii trwa
krocej niz 2 tygodnie (Davis 1 Burnett 1964).

Niezwyklym aspektem przewodu pokarmowego skorupiakéw jest jego funkcja
przechowywania rezerwy skladnikéw odzywczych. Rezerwy te sa wykorzystywane
podczas fazy intermolt kazdego linienia cyklu do budowy nowych tkanek. Specjalne
endokrynne mechanizmy regulujg synteze enzymow trawiennych, a niektore, jak np.
proteazy o niskiej wadze, zostaly znalezione tylko u skorupiakow. Pomimo
roznorodnosci grup skorupiakow, istnieja pewne wspolne struktury komorkowe
zaangazowane we wchtanianie i odktadanie skladnikéw odzywczych, ktore nalezy
uzna¢ za charakterystyczne skorupiakow (Ceccaldi 1998).

Poczatkowo zgodnie z Hirsch 1 Jacobs 1928, 1930 klasyczne nazewnictwo i
funkcja komorek przedstawia si¢ nastepujaco: komorki E (lub Embryonalzellen), ktore
maja cechy embrionalne; komorki R (lub Restzellen), ktéore maja funkcje
przechowywania; Komorki F (lub Fibrenzellen), ktore majg wtoknisty wyglad; komorki
B (lub Blasenzellen), ktore petnig funkcje wydzielnicza, 1 zawieraja jedng lub wiecej
waznych wakuoli wydzielniczych. Natomiast aktualny stan wiedzy na ten temat jest
wigkszy.

Nabtonek tworzacy jelito $rodkowe skurupiakéw zawiera liczne komorki,
sposrdd ktorych opisano komoérki D — trawienne, E — embrionalne, regeneracyjne, R —
resorpcyjne, B — magazynujace, F — fibryllarne, M — podstawne, gtéwne (Arnaud i inni
1978, Hames i Hopkin 1991, Sousa i Petriella 2001, 2006, Znidar$¢ i inni 2003,
Rost-Roszkowska 1 inni 2012, Sonakowska 1 inni 2015). Lokalizacja 1 funkcja komorek
jest przedstawiona we wstepie w Tabeli 1. Ponizszy opis zawiera informacje na temat
budowy komorek, ktora moze si¢ nieco ro6zni¢ w zaleznosci od gatunku.

Charakterystyka komorek jelita sSrodkowego skorupiakdw:

Komoérki D — trawienne, cylindrycznego ksztattu, wystepuja w nabtonku
jelitowym. Ultrastrukturalnie cechuja si¢ wyrazng regionalizacja cytoplazmy, na
podstawie czego wyrdzni¢ mozna rejon apikalny, okotojadrowy oraz bazalny. Dla
pierwszego obszaru charakterystyczng cechg jest obecno$¢ mikrokosmkow, badacych
wytworem btony apikalnej, filamenty zakotwiczajg si¢ w cytoplazmie tworzac warstwe
korowa, obecne sa takze mitochodria, cysterny gladkiego i szorstkiego retikulum

endoplazmatycznego, autofagosomy. Dla obszaru okotojagdrowego, jak nazwa wskazuje,
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charakterystyczna jest obecnos$¢ duzego, owalnego jadra komérkowego wokoét ktorego
znajduja si¢ aparaty Golgiego, cysterny gladkiego 1 szorstkiego retikulum
endoplazmatycznego. W obszarze bazalnym, blona bazalna tworzy pofatdowania,
pomigdzy ktorymi w obrebie cytoplazmy mieszczg si¢ liczne mitochondria, aparaty
Golgiego, cysterny szorstkiego 1 gladkiego retikulum endoplazmatycznego
(Sonakowska 1 inni 2015).

Komoérki E — embrionalne, regeneracyjne, wystepuja zarowno w jelicie jak 1
watrobotrzustce. W jelicie znajduja si¢ w bazalnej czgSci nablonka pomiedzy
sasiadujacymi komoérkami trawiennymi, nigdy nie osiggajac $wiatla jelita. Natomiast w
watrobotrzustce  komorki te  wystepuja w  obszarze dystalnym kanalikow.
Ultrastrukturalnie komoérki te sg owalnego ksztattu, ich blona komorkowa nie tworzy
pofatdowan w czesci apikalnej i bazalnej komorki. Cechg charakterystycza tej komorki
jest obecno$¢ duzego owalnego jadra komorkowego zajmujacego wigkszg cze$¢
cytoplazmy. Sama cytoplazma jest raczej uboga w organelle komorkowe. W obrgbie
cytoplazmy spotyka si¢ pojedyncze mitochondria oraz cysterny gtadkiego i szorstkiego
retikulum endoplazmatycznego (Sonakowska 1 inni 2015). Komorki E s3
niewyspecjalizoane i zawieraja relatywnie duze jadro komodrkowe w stosunku do
rozmiaru komorki. Cytoplazma posiada zredukowang ilos¢ RER i SER u kraba Scylla
serrata, komorka ma wysoko$§¢ 25 pum 1 szerokos¢ 5 pum (Barker i Gibson 1979,
Ceccaldi 1998).

Komorki R — resorpcyjne, wystepuja w proksymalnej cze$ci kanalika w
watrobotrzustce. Btona apikalna tych komorek wytwarza mikrokosmki, ponizej ktorych
znajduje si¢ warstwa kortykalna. W cytoplazmie, glownie w cze$ci apikalnej komorki
znajduja si¢ autofagosomy, liczne cysterny gladkiego 1 szorstkiego retikulum
endoplazmatycznego, aparaty Golgiego a takze pecherzyki o $redniej gestosci
elektronowej (Sonakowska-Czajka 1 inni 2021). Przewaznie komodrki R maja
nastepujacy rozmiar 60 x 10 um, sg obfite i zawierajg liczne wakuole zapelnione
osmofilnymi lipidami. Ich rabek szczoteczkowy ma wysoko$¢ 1 do 2 um. Wystepuja
rowniez niewielkie struktury wapienne i ziarna glikogenu. Dojrzate komoérki R maja
kropelki lipidow 1 czasteczki glikogenu. Komorki charakteryzujg takze wakuole, ktore
stopniowo tworza nadjadrowe inkluzje zawierajagce metale (Ceccaldi 1998), u

niektorych gatunkow, takich jak rak Procambarus clarkii, opisany przez Ogure (1959),
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komorki te zawieraja granulki miedzi. Komoérki R sa najliczniejszym typem komorek
watrobotrzustki. Maja polarng architekture. Czg$¢ apikalna sklada si¢ =z
mikrokosmkowej granicy, mitochondriow, ktotkimi cysternami szorstkiego retikulum
endoplazmatycznego. Cze$¢ bazalna zawiera zatoke hemolimfy (z cysternami gtadkiego
retikulum endoplazmatycznego), cysterny szorstkiego retikulum endoplazmatycznego,
mitochondria. Cze$¢ srodkowa komorki zawiera jadro komorkowe, lipidy, cysterny
szorstkiego retikulum endoplazmatycznego, mitochondria, aparaty Golgiego,
peroksysomy, autofagosomy, geste elektronowo lizosomy. pecherzyki aparatow
Golgiego geste elektronowo, glikogen u rakow i krabow (Strus i inni 2019).

Komorki B — magazynujace, moga osiagna¢ wysokos¢ 50 um i zawiera¢ duzo
owalnych wakuoli. W czg¢s$ci apikalnej cytoplazmy znajduje si¢ grupa matych wakuol,
tuz ponizej rabka szczoteczkowego. Komorki te produkuja enzymy trawienne (Ceccaldi
1998). Komoérki B sa najbardziej tajemniczymi typami komorek watrobotrzustki.
Dojrzale komorki B charakteryzuja si¢ duza centralng wakuolg. Sa uwalniane z
nabtonka pod koniec strefy komoérek B poprzez wydzielanie holokrynowe, w
nieznanym zwigzku z trawieniem. Komorki te nie syntetyzuja proteolitycznych
enzymOw trawiennych, natomiast syntetyzuja biatka ale takze wchlaniajg materiaty
zapasowe ze $wiatta kanalikow (Strus i inni 2019).

Komoérki F — fibryllarne, posiadaja nastepujace wymiary: 50-90 pm. Jadro
komorkowe jest zlokalizowane w bazalnym rejonie komorki. Szorstkie retikulum
endoplazmatyczne jest rozlegte (Ceccaldi 1998). U raka Astacus astacus, aparaty
Golgiego produkuja wakuole enzymatyczne podczas okreslonych etapow cyklu
karmienia (Icely i Nott 1992). Immunohistochemia z przeciwciatami skierowanymi
przeciwko proteinazom astacynie, trypsynie i karboksypeptydazie wykazata intensywne
barwienie ciatek/pecherzykow Golgiego komoérek F 1 $swiatla komodrek kanalikow
watrobotrzustkowych (Vogt i inni 1989). Komorki R i komorki B byly na ogot
negatywne.

Komoérki M — podstawne, glowne (midget cell) zostaly opisane w
watrobotrzustce krewetki Penaeus semisulcatus. Komorki te sa bogate w bialka i
zawierajg duze wakuole. Posiadajg sferyczny ksztalt. Ich istnienie, wyglad i materiat
zapasowy zmieniajg si¢ w ciaggu okotodobowego cyklu trawiennego (Al-Mohanna i Nott

1985). Stanowig najmniejsze 1 najrzadsze w nabtonku watrobotrzustki 1 byty najpierw

55



opisane przez Al-Mohanna. S3 pojedynczo zlokalizowane na btonie podstawnej z
bliskim kontaktem do zatoki hemolimfy i nie maja kontaktu ze $§wiattem kanalika
watrobotrzustki. Ultrastrukturalnnie wykazuja typowa, syntetyzujacg biatka komorke
enkokrynng. Forma ich ziarnistych inkluzji jest bardzo zr6znicowana mi¢dzy gatunkami
(Strus i inni 2019). U Penaeus monodon wystepuje gtownie jedna duza inkluzja,
natomiast u Astacus astacus na ogot liczne drobne granulki (Vogt 1994).

U badanego gatunku krewetki stodkowodne;j jelito srodkowe tworzone jest przez
dwa narzady: rurowate jelito oraz potaczony z nim w przedniej czesci gruczot
nazywany watrobotrzustka. Nablonek jelita tworzony jest przez dwa typy komorek: D
oraz E, natomiast diugie i $lepo zakonczone cewki watrobotrzustki wykazaty obecno$¢
komorek E (w regionie dystalnym), réznicujacych si¢ (w regionie srodkowym), F, B
oraz R w regionie proksymalnym cewek. Doktadna struktura obu narzadéw zostala
opisana w pracach: Sonakowska i1 inni 2015 oraz Sonakowska-Czajka i inni 2021, z
uwzglednieniem takze badan histochemicznych wykazujacych obecnos¢ lub brak
materialéw zapasowych.

Jelito srodkowe bezkregowcow, ktore jest odpowiedzialne za procesy syntezy,
sekrecji, absorpcji, magazynowania substancji, stanowi jedng z pierwszych barier
chronigcych przed wplywem na caty organizm licznych ksenobiotykéw znajdujacych
si¢ w pozywieniu, czy srodowisku zycia. Dlatego tez traktowane jest za dobry narzad
modelowy do analiz proceséw degeneracyjnych, czy regeneracyjnych uruchamianych w
wyniku kontaktu komorek z ksenobiotykami (Wilczek 1 inni 2014, El-Saad 1 inni 2017,
Bonelli 1 inni 2019).

5.3. Zmiany degeneracyjne w nablonku jelita Srodkowego Neocaridina davidi pod
wplywem niklu

Ze wzgledu na fakt, ze osobniki N. davidi traktowane byty niklem, wykonano
analizy zawartosci tego metalu, aby sprawdzié, czy dochodzi do jego kumulacji w ciele
zwierzat, a takze czy przywrocenie ich do zycia w wodzie czystej bedzie miato wptyw
na usuwanie niklu z organizmu (oczyszczanie). U osobnikéw kontrolnych poziom niklu
w organizmie byt ponizej poziomu wykrywalnosci. W wyniku tygodniowej ekspozycji

na nikiel (grupa Ni 1:0) zaobserwowano, ze krewetki gromadza ten metal. Co wigcej,
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w grupie tej notuje si¢ wyzsze stezenia gromadzonego ksenobiotyku w ciele krewetek w
poréwnaniu z grupa Ni 2:0. Zjawisko to ttumaczy¢ mozna faktem rozpoczynajacej si¢
mobilizacji metabolizmu zwierzat do procesow detoksykacyjnych. Ultrastrukturalnie
natomiast, po tygodniowym traktowaniu zwierzat niklem wigkszo$¢ komorek
budujacych jelito srodkowe N. davidi przypominalo grupe kontrolng (CT).

Nikiel jest metalem ciezkim, ktory nie podlega degradacji przez
mikroorganizmy, lecz akumuluje si¢ w $rodowisku (wodzie, glebie, powietrzu) w
konsekwencji zanieczyszczajac tancuchy troficzne, co z kolei zwieksza ryzyko
zachwiania homeostazy organizmoéw zywych (Carocci i inni 2016). Wykazano, ze metal
ten, jak rowniez inne metale takie jak migdzy innymi Cd, Pb, Mn, Co maja zdolnos$¢ do
kumulowania si¢ w ciatach zwierzat kregowych i1 bezkregowych. Ezemonye 1 inni 2019
podczas badan oszacowali st¢zenie niklu w rzece Benin w Nigerii, a takze zmierzyli
poziom pierwiastka w krewetce Macrobrachium macrobrachion oraz rybie Brycinus
longipinnis. Przy stezeniu niklu w rzece wynoszacym 0,42 mg/l w ciatach zwierzat
odnotowano nastgpujace wartosci niklu: 33,03 mg/kg oraz 53,57 mg/kg, dla krewetki
oraz ryby odpowiednio. Wsrod skorupiakéw gromadzenie niklu odnotowano takze
migdzy innymi u raka Astacus leptodactylus (Zarnescu i inni 2017), krewetki Penaeus
semisulcatus, gdzie analize stezenia metalu sprawdzano sezonowo i cho¢ pierwiastek
byt w krewetce obecny caly rok, tak w ciggu pazdziernika odnotowano najwyzsze
warto$ci w porownaniu do stycznia, kwietnia, lipca (Y1lmaz i Yilmaz 2007).

Badania ultrastrukturalne zwigzane z wptywem niklu na komorki nabtonka jelita
srodkowego wykazaty zmiany jedynie na terenie komorek D jelita oraz komorek
proksymalnego odcinka cewek watrobotrzustki. Nie zaobserwowano zmian na terenie
komorek E jelita 1 watrobotrzustki, ani komorek réznicujacych si¢ watrobotrzustki.
Podobne obserwacje opisane zostaly w przypadku badan eksperymentalnych
zwigzanych z glodzeniem dorostych osobnikow N. davidi (Wiodarczyk 1 inni 2017,
2019ab), czy traktowania ich pestycydem (Ostrézka i inni 2022). Tak wigc wyniki
badan z wykorzystaniem niklu, potwierdzaja wcze$niejsza konkluzje, ze komorki
regeneracyjne musza by¢ chronione przez dodatkowe mechanizmy, dzieki ktorym nie

podlegaja one procesom degeneracyjnym.
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Zmiany degeneracyjne na poziomie ultrastrukturalnym w grupie Ni 1:0
krewetek N. davidi obserwowano sporadycznie, w pojedynczych komorkach, gdzie
przejawialy si¢ poprzez obecno$¢: skroéconych mikrokosmkow, zdegenerowanych
mitochondriow, zwakuolizowanych obszaréw cytoplazmy (zmian nekrotycznych),
autofagosomow (autofagia). Barwienie odczynnikiem LysoTracker, uzyte w celu
detekcji silnie kwasnych struktur (w tym autofagosomow), takze wykazato obecnos¢
pojedynczych sygnatow, mniej licznych w poréwnaniu z grupa Ni 2:0. Nie
obserwowano apoptozy. Tygodniowa ekspozycja na nikiel (grupa Ni 1:0) nie wplyneta
takze na gromadzenie materialow zapasowych w komorkach trawiennych (komoérki D)
jelita. Oddziatywanie to zaobserwowano w komodrkach B watrobotrzustki, gdzie
gromadzone materialy zapasowe charakteru lipidowego oraz polisacharydowego ulegly
znacznej redukcji, ponadto w poréwnaniu do kontroli, komérki B zaczety gromadzié
takze ciala biatkowe (pozytywny wynik barwienia BPB).

Po dwoch tygodniach ekspozycji krewetek na nikiel (grupa Ni 2:0) zwierzeta w
dalszym ciggu gromadza metal, natomiast w nizszym stezeniu w pordwnaniu z grupa Ni
1:0. Obserwowane nizsze wartosci tego parametru tlumaczy¢ mozna prawdopodobnag
adaptacjag krewetek do zanieczyszczonego $rodowiska 1 aktywacja procesow
detoksykacyjnych. Procesy takie moga mie¢ na celu miedzy innymi usunigcie
uszkodzonych organelli i1 struktur komoérkowych (np. autofagia), czy wrecz usuwanie z
tkanek i1 narzadéw calych uszkodzonych komorek (np. apoptoza, nekroza). Procesy te
beda wtedy mechanizmami chronigcymi narzady przed powstaniem stanu zapalnego
(Broker 1 inni 2005, Tettamanti 1 inni 2011, Chandra i Tang 2009, Franzetti 1 inni 2012,
Wilczek 1 inni 2014). Analiza ultrastrukturalna wykazala wigc stopniowy wzrost
intensywnos$ci oraz czestotliwosci obserwowanych zmian degeneracyjnych w jelicie
srodkowym (komorki D jelita oraz komorki F, B, R watrobotrzustki). W komoérkach
trawiennych (komorki D) jelita wystgpuja zniszczone mitochondria (rozdgte,
pozbawione grzebieni), czy rozdete cysterny szorstkiego 1 gladkiego retikulum
endoplazmatycznego. Utracie cigglosci podlegaja btony apikalne niektérych komorek,
co skutkuje przedostawaniem si¢ cytoplazmy do §wiatla jelita. W obrebie komorek tych
obserwuje si¢ wzrost intensywnos$ci procesu autofagii oraz nekrozy w poréwnaniu do
grupy Ni 1:0. W obrebie komoérek F watrobotrzustki dwutygodniowa ekspozycja na

nikiel (grupa Ni 2:0) wywotala silne skrocenie mikrokosmkow, degeneracje
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mitochondridow, rozdecie cystern retikulum endoplazmatycznego, zwigkszenie liczby
autofagosomow oraz obszaréw zwakuolizowanych. W obrgbie cytoplazmy komorek B 1
R watrobotrzustki obserwowano obszary zwakuolizowane oraz rozdegte cysterny
retikulum endoplazmatycznego. W grupie Ni 2:0 jelita srodkowego N. davidi nie
zaobserwowano apoptozy na poziomie ultrastrukturalnym. Tak wigc analiza
ultrastrukturalna wyraznie wykazata wzrost intensywnos$ci procesoOw degeneracyjnych
wraz z wydluzajacym si¢ okresem narazenia zwierzat na dziatanie stresora.

Jak wspomniano, obecno$¢ stresorow w Srodowisku zycia zwierzat moze si¢
wigza¢ z pojawieniem zmian na poziomie ultrastrukturalnym/komorkowym tkanek.
Wplyw na to moze mie¢ migdzy innymi rodzaj stresora oraz dtugo$¢ trwania bodZca.
Podobne obserwacje dotyczyly takze innych zwierzat bezkregowych poddawanych
ekspozycji na dziatanie metali ciezkich (Cebollero i inni 2012, Bednarska i inni 2016,
Rost-Roszkowska i inni 2021b, 2022, Poprawa i inni 2022) w tym skorupiakow
stodkowodnych (Schuwerack 1 Lewis 2003, Chiodi Boudet 1 inni 2015, Wu 1 inni 2015,
Naboka i inni 2018) oraz skorupiakéw morskich (Vogt i Quinitio 1994, Manisseri i
Menon 1995, Zhu 1 inni 2018, Vogt 2020, Barathkumar i inni 2022). Wiele badan
wykazato zmiany histologiczne/histopatologiczne w jelicie srodkowym owadow, ktore
to wywolane byly obecnoscia metali w §rodowisku zycia zwierzat. Zhang 1 inni (2001)
opisali silng wakuolizacje komorek nabtonka jelita srodkowego Blattella germanica
(Blattodea) traktowanych metalami cigzkimi (Hg, Pb i Cr). Al-Dhafar i Sharaby (2012)
wykazali silng degeneracj¢, wakuolizacje 1 obkurczanie komorek nablonka jelita
srodkowego larw Rhynchophorus ferrugineus (Coleoptera) pod wplywem cynku.
Podobne obserwacje zostaty opisane dla Blaps polychresta (Coleoptera) traktowanych
niklem (El-Ashram 2021), czy Aedes aegypti (Diptera) traktowanych cynkiem
(Banumathi i inni 2017). Badania nad wptywem kadmu na zmiany degeneracyjne
zachodzace w nablonku jelita $Srodkowego prowadzone byly takze na glebowych
stawonogach, np. Lithobius forficatus (Myriapoda) (Rost-Roszkowska 1 inni 2020b,
2021b, 2022, Poprawa i inni 2022).

Prowadzi si¢ takze badania nad zmianami degeneracyjnymi w uktadzie
pokarmowym slodkowodnych skorupiakow indukowanymi obecnoscia metali w
szczegdlnosci kadmu. Ekspozycja na kadm (Cd) stodkowodnej krewetki Palaemon

argentinus spowodowata zanik 1 nekroze nabtonka cewek watrobotrzustki (Chiodi
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Boudet i inni 2015). Podobny efekt dzialania kadmu zaobserwowano u stodkowodnego
kraba Sinopotamon henanense, gdzie zaobserwowano, ze ekspozycja na kadm
przyczynita si¢ do powstania duzych obszaréw nekrotycznych w komorkach jelita i
watrobotrzustki, ponadto komorki oddzielity si¢ od blaszki podstawnej nabtonka (Wu i
inni 2015). Ekspozycja na kadm (Cd) stodkowodnego kraba Potamonautes warreni
wigzata si¢ z gromadzeniem krystalicznych osadow metalu przy blaszce podstawnej
oraz u podstawy mikrokosmkow, a sam kadm byl obecny w cytoplazmie, pecherzykach
Golgiego 1 granulkach fosforanu wapnia komoérek R. Ekspozycja na wyzsze stg¢zenia
wigzala si¢ z zwigkszeniem osadzania krysztatow wzdluz blon komorkowych,
spowodowata zmniejszenie zapaséw lipidow, nabrzmienie jader komoérkowych z
pecherzykowatymi jaderkami, zwigkszenie aktywnosci RER w komodrkach R.
Natomiast ostra ekspozycja spowodowata dysocjacje komodrek, w tym nekroze
mitochondridw, rozpuszczenie po6l glikogenu 1 rozerwanie bton komorkowych
(Schuwerack 1 Lewis 2003). Badania nad ekspozycja stodkowodnego raka Procambarus
virginalis na nikiel (Ni), olow (Pb) i mangan (Mn) wykazatly, ze sposrdd badanych
metali ciezkich jony niklu najbardziej negatywnie wptywaty na wskazniki wagowe i
$miertelnos$¢ skorupiakow. Metale ciezkie wplynely na wielko$¢ ptatow watrobotrzustki
oraz zmniejszyly $rednice $wiatta gruczolu szczegdlnie przy ekspozycji na mangan i
otéw (Naboka i1 inni 2018).

Wsrod morskich skorupiakéw badania prowadzono miedzy innymi na kadmie
(Cd), miedzi (Cu), otowiu (Pb), rteci (Hg), zelazie (Fe). Manisseri i Menon (1995)
eksponowali morska krewetke Metapenaeus dobsoni na miedz (Cu) 1 wykazali
uszkodzenia ER, mitochondriow, blaszki podstawnej 1 jadra w watrobotrzustce.
Andersen i Baatrup (1988) z wykorzystaniem radioaktywnej rteci *°Hg wysledzili
przenoszony przez wode metal u krewetki brunatnej Crangon crangon i wykryli go
gléwnie w gestych elektronowo ziarnisto§ciach komodrek R oraz w znacznie mniejszym
stopniu w ziarnistosciach komorek F. W poblizu jader komodrkowych rte¢ byla
zamknigta w lizosomopodobnych organellach. Eksponowanie kraba blotnego Scylla
paramamosain na kadm wywotywato zmiany w obrgbie jader i mitochondriow w
komorkach watrobotrzustki. Chromatyna stawata si¢ coraz bardziej skondensowana i
marginalizowana. Liczba mitochondriow zmniejszyla si¢, a pozostate mitochondria byty

rozmyte 1 mialy prawie nie do odrdznienia grzebienie (Zhu i inni 2018). Natomiast
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zmiany nekrotyczne w watrobotrzustce obserwowano u mtodych osobnikow Scylla
serrata wystawionych na dziatanie uranu (Barathkumar i inni 2022). Krewetka tygrysia
Penaeus monodon eksponowana na Cd nie wykazywata ziarnisto$ci detoksykacyjnych
w watrobotrzustce, ale widoczne byly wyrazne objawy cytopatologiczne, zar6wno pod
wzgledem obserwowanej $miertelnosci, jak 1 ultrastruktury komorek. Po 10 dniach
zaobserwowano szczegllnie wyrazne dezorganizacje w proksymalnych cze$ciach
cewek 1 przewodow zbiorczych. Wszystkie typy komorek wykazywaty liczne zmiany
degeneracyjne w organellach komoérkowych. Najbardziej rzucajagcymi si¢ w oczy
objawami w komorkach R bylo rozjasnienie cytoplazmy i wyrazna redukcja kropel
lipidow, RER 1 wolnych rybosoméw. W komorkach F aparaty Golgiego byly
zwakuolizowane. Doszto takze do zmiany gestosci elektronowej sktadnika witoknistego
jaderka, ktore w probie kontrolnej bylo jednorodnie geste elektronowo (Vogt 2020).
Penaeus monodon eksponowany na miedz, otow, rte¢ i zelazo nie wykazatl zadnych
cytopatologii (Vogt 2020). Jednak geste elektronowo ziarnistosci detoksykacyjne
powstaly w komorkach R po ekspozycji na miedZz oraz w mniejszych ilo$ciach, po
ekspozycji na Hg. Natomiast po ekspozycji na Fe i Pb nie pojawily si¢ opisywane
zmiany (Vogt 1 Quinitio 1994).

Analiza histochemiczna jelita 1 watrobotrzustki N. davidi poddanych ekspozycji
na nikiel w poréwnaniu z grupa kontrolng wykazata brak materialéw zapasowych w
komorkach trawiennych (komorki D) jelita, natomiast w watrobotrzustce w komoérkach
B gromadzone materiaty zapasowe PAS pozytywne (polisacharydy) i Sudan Czarny B
pozytywne (lipidy) ulegly znacznej redukcji. Redukcja materialow zapasowych pod
wplywem pojawiajacego si¢ stresora z jednoczesng aktywacja procesu autofagii
uwazane sg za procesy dostarczajace energii wykorzystywanej na uruchamianie ro6znych
procesow detoksykacyjnych w narzadach (Fontanetti i inni 2006, Liu i Czaja 2013,
Lipovsek 1 inni 2014, 2018, Lipovsek i Novak 2016, Rost-Roszkowska 1 inni 2019,
Wtodarczyk 1 inni 2019). Lipidy sa na przykilad metabolizowane w trakcie lipofagii
(autofagia selektywna) lub w trakcie lipolizy, a w rezultacie beda wpltywaly na
fizjologi¢ komorek (Singh i inni 2009, Zechner i inni 2017). W procesie autofagii ma
miejsce degradacja roznych organelli komorkowych 1 innych skladnikow
cytoplazmatycznych, poprzez otoczenie ich strukturg btoniasta, z wytworzeniem

autofagosomu, nastepnie autolizosomu i ciata resztkowego. Moze takze dochodzi¢ do
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trawienia materialdow zapasowych, bedacych zréodlem energii dla licznych przemian
biochemicznych w komorce. Tak wiec autofagia bedzie procesem chronigcym komorki
przed $miercig (Levine 1 Klionsky 2004, Kourtis 1 Tavernarakis 2009, Klionsky i inni
2016, 2021). Dochodzi do zneutralizowania uszkodzonych organelli wewnatrz
autofagosomow, a nawet do ich strawienia (powstaja cialka resztkowe), w wyniku
czego nie dochodzi do aktywacji degeneracji. W jelicie $rodkowym wielu
bezkrggowcoOw opisano udziat autofagii w utrzymaniu homeostazy tkanek i narzadow
(Lipovsek 1 inni 2014, 2018, Wilczek i inni 2014, Lipovsek 1 Novak 2016, Wiodarczyk i
inni 2019b, Rost-Roszkowska i inni 2021a, 2022). Jednak gdy zbyt duzo struktur
autofagicznych jest nagromadzonych na terenie cytoplazmy komorek, dochodzi do
aktywacji $mierci komorkowej. W tym przypadku intensywna autofagia wywotuje
proces degeneracyjny (Levine i Klionsky 2004; Giusti i inni 2007; Rost-Roszkowska i
inni 2010b, 2015, 2018, 2019; Franzetti i inni 2012).

Wplyw na ultrastrukturg komoérek, w tym na procesy degeneracyjne moze miec
rodzaj dziatajacego na organizm stresora (np. fizyczny, chemiczny), a takze czas jego
dziatania. W pracy Wtodarczyk 1 inni (2017) autorzy zaobserwowali, ze w przypadku 7
dniowego glodzenia osobnikow N. davidi nie obserwuje si¢ znaczacych zmian w
obrebie ultrastruktury komorek jelita srodkowego. Obecno$¢ dlugotrwatego stresora w
postaci 14-to dniowego glodzenia krewetek N. davidi aktywuje procesy degeneracyjne,
a takze zwickszenie odsetka zdepolaryzowanych mitochondriow oraz redukcje
materialdéw zapasowych. Odnotowano wigc intensyfikacj¢ procesu autofagii i apoptozy
w tym ukladzie eksperymentalnym, zwlaszcza przy dluzszym glodzeniu (Wlodarczyk 1
inni 2019b). Eksponowanie krewetek N. davidi na pestycyd — dimetoat, takze
przyczynito si¢ do pojawienia si¢ zmian w obrebie jelita §rodkowego. Ilo$¢ zmian
degeneracyjnych, podobnie jak w niniejszych badaniach, zwigkszata si¢ wraz z
wydtuzeniem czasu ekspozycji na pestycyd. Analiza ilo$ciowa procesu nekrozy
wykazata, ze w jelicie proces ten wystepuje czesciej niz w watrobotrzustce. Natomiast
autofagi¢ obserwowano na podobnym poziomie w jelicie 1 watrobotrzustce (Ostrézka i
inni 2022). W badaniach nad wptywem kadmu na ultrastrukture komorek jelita
srodkowego glebowych bezkregowcoéw takze wykazano wzrost intensywnosci

procesow degeneracyjnych, czy zmian w ilo$ci materialdow zapasowych skorelowane z
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autofagia wraz z wydluzajacym si¢ czasem trwania narazenia zwierzecia na dzialanie
stresora (Rost-Roszkowska 1 inni 2020ab, 2021, 2022).

Analiza ilo$ciowa wptywu niklu na proces $mierci komoérkowej u N. davidi przy
uzyciu Aneksyny V wykazata, ze niezaleznie od czasu ekspozycji wigcej komorek
apoptotycznych (zaré6wno wczesno-, jak 1 podznoapoptotycznych) obserwuje si¢ w
watrobotrzustce, natomiast w jelicie roznice te nie sg istotne statystycznie. Z kolei ilos¢
komorek ze zmianami nekrotycznymi w obu analizowanych tkankach byla na
podobnym poziomie (w watrobotrzustce nekroza zachodzi nieco intensywniej). Wraz z
wydluzajacym si¢ czasem ekspozycji zwierzat na dziatanie metalu, zwickszal si¢
procent komoérek zaré6wno apoptotycznych, jak 1 nekrotycznych w nablonku
watrobotrzustki, przy czym szczegolny wzrost % komodrek podZnoapoptycznych
zaobserwowano w watrobotrzustce zwierzat z grupy Ni 2:0. Analiza iloSciowa $mierci
komoérkowej z udzialem aktywnych kaspaz wykazata, ze w watrobotrzustce wraz z
wydtuzajacym si¢ czasem ekspozycji zwierzat na dziatanie niklu (Ni 1:0, Ni 2:0) spada
odsetek komorek zywych kaspazo-pozytywnych oraz martwych kaspazo-negatywnych,
ale wzrasta odsetek komorek martwych kaspazo-pozytywnych (Ni 1:0 i Ni 2:0), co
swiadczy o aktywacji apoptozy wraz z wydluzaniem czasu ekspozycji zwierzat na
dziatanie ksenobiotyku. W przypadku jelita N. davidi analiza wykazala, ze gléwny
udziat w procesach degeneracyjnych ma nekroza, co potwierdzone zostalo wzrostem
liczby komorek martwych kaspazo-negatywnych wraz z wydluzajacym si¢ czasem
ekspozycji krewetek na dziatanie niklu. W przypadku tego narzadu analiza wykazata
takze nieznaczny wzrost liczby komorek martwych kaspazo-pozytywnych.

Nekroza jest og6lnie charakteryzowana jako niekontrolowana i niezalezna od
energii $Smier¢ komorki, pojawiajaca si¢ na skutek ciezkiego urazu, badz naglego szoku
(promieniowanie, ciepto, chemikalia, niedotlenienie itp.), na tyle powaznego, ze
komorka nie jest w stanie funkcjonowaé i reaguje obrzgkiem (proces znany jako
onkoza), pojawiajacym si¢ poniewaz komodrka nie utrzymuje homeostazy ze swoim
srodowiskiem. Proces ten czegsto obejmuje regulacje réznych bialek 1 zwigzkow
prozapalnych, takich jak czynnik jadrowy-xB, co powoduje pekniecie blony
komorkowej, powodujac rozlanie zawartosci komorki do otaczajacych obszardéw, a to

skutkuje kaskadg zapalenia 1 uszkodzeniem tkanek (D’Arcy 2019).
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W przeciwienstwie do nekrozy (martwicy), apoptoza jest wysoce regulowanym i
kontrolowanym procesem, ktory zapewnia korzysci w czasie cyklu zycia organizmu
(Menze 1 inni 2010). Zmiany apoptotyczne obejmuja kurczenie si¢ komorek,
fragmentacj¢  jadra  komodrkowego, kondensacj¢ chromatyny, fragmentacja
chromosomalnego DNA i globalny rozpad RNA (Zhang i inni 2018). Istniejg dwie
glowne Sciezki, dzigki ktorym komorki mogg ulega¢ $mierci apoptotycznej. Pierwsza
jest aktywowana przez sygnaly wewnatrzkomorkowe generowane, gdy komorki pod
wpltywem stresora aktywujg biatka z rodziny Bcl-2. Druga $ciezka apoptozy jest
aktywowana przez zewnatrzkomoérkowe wigzanie ligandéw do receptorow $mierci na
powierzchni komoérki (TNF, Tumor Necrosis Factor), co prowadzi do wytwarzania
kompleksu sygnalizacyjnego wywotujacego $mieré. W $ciezce wewnetrznej $Smierc
komorki nastepuje z powodu stresu komdrkowego, podczas gdy w $ciezce zewnetrznej
komorka “zabija si¢” z powodu otrzymanych sygnatéow z innych komodrek. Oba szlaki
indukujg jednak $mier¢ poprzez aktywacje kaspaz (proteaz cysteinowych) lub enzymow
rozktadajacych biatka (Genchi i inni 2020a). Jony niklu umozliwiajg uwolnienie Cyt ¢ z
mitochondriow w cytozolu, gdzie Cyt C rozszczepia prokaspazg-9 z aktywacja
kaspazy-9, ktoéra z kolei aktywuje kaspazy 3, 6 i 7. Na powierzchni komorki jony Ni
promuja interakcj¢ migdzy Fas (pierwszy sygnal apoptotyczny) a FasL (ligand Fas) z
utworzeniem indukujgcego $mier¢ kompleksu sygnalizacyjnego, ktory zawiera FADD
oraz prokaspaze-8 i -10. Tak wigc stopniowo dochodzi do aktywacji kolejnych kaspaz
(8, 10, 3, 6 1 7) (Genchi 1 inni 2020a). Analiza iloSciowa z wykorzystaniem MUSE®
Multicaspase Kit pozwolita na oceng¢ liczby komorek kaspazo-pozytywnych lub
kaspazo-negatywnych, a co za tym idzie okre$lenie ktdry z proceséw, apoptoza czy
nekroza, jest w gldwnej mierze odpowiedzialny za procesy degeneracyjne wywotlane
obecnoscig niklu w $rodowisku zycia zwierzat. Jak wida¢ watrobotrzustka wydaje si¢
by¢ narzadem bardziej wrazliwym na dziatanie ksenobiotyku. Szybciej pojawiaja si¢ w
niej zmiany degeneracyjne nablonka, zaréwno apoptoza, jak i nekroza, a to moze
swiadczy¢ o tym, ze w jelicie beda istniaty jakie§ dodatkowe mechanizmy ochronne.
Poréwnujac z autofagia, ktora zachodzi w watrobotrzustce intensywniej niz w jelicie,
mozna przypuszcza¢, ze w jelicie beda musialy by¢ uruchamiane dodatkowe
mechanizmy chronigce nabtonek przed aktywacja $mierci komérkowe;j. Jednak biorac

pod uwage fakt, ze zbyt duza liczba struktur autofagicznych (zwlaszcza ciat
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resztkowych) bedzie aktywowata $mier¢ komorkowa (Lipovsek i Novak 2016;
Wiodarczyk 1 inni 2019b, Rost-Roszkowska 1 inni 2021a, 2022), mozna
wywnioskowaé, ze w watrobotrzustce w wyniku intensywniej zachodzacej auutofagii,
doszlo szybciej do aktywacji apoptozy i nekrozy niz w przypadku jelita N. davidi.

W aktywacji procesoOw $mierci komorkowej (apoptozy, nekrozy) wazng role
odgrywa stres oksydacyjny, pojawiajacy si¢ na skutek wzrostu poziomu reaktywnych
form tlenu. ROS (z ang. reactive oxygen species) czyli reaktywne formy tlenu sa
aktywnymi chemicznie czasteczkami powstajacymi w przewazajacej mierze w
enzymatycznych lub nieenzymatycznych reakcjach metabolizmu komorkowego. W
ramach reakcji enzymatycznych, wyrozni¢ mozna tancuch oddechowy, fagocytoze,
syntez¢ prostaglandyn 1 uklad cytochromu P-450. Natomiast w przypadku reakcji
nieenzymatycznych, ROS moga by¢ wytwarzane w reakcjach tlenu ze zwigzkami
organicznymi oraz w ramach odpowiedzi komoérek na niekorzystne warunki
srodowiskowe, jak np. promieniowanie nadfioletowe czy jonizujace, badz obecnos¢
toksycznych zwigzkéw chemicznych (Lobo i inni 2010). Reaktywne formy tlenu petnig
istotne funkcje fizjologiczne poprzez branie udziatu w szlakach sygnalizacyjnych
wewnatrz- i zewnatrzkomorkowych zaangazowanych w procesy proliferacji komorek,
ich réznicowania, wzrostu, starzenia, czy apoptozy komorek (Ray i inni 2012, Ye i inni
2015, Zuo 1 inni 2015). Dlatego tez nie stanowig zagrozenia w prawidlowym
funkcjonowaniu komorek tak dtugo, jak utrzymywana bedzie w nich tzw. homeostaza
redoksowa, czyli stan rdwnowagi pomiedzy ilo$cig reaktywnych form tlenu a st¢zeniem
substancji przeciwutleniajacych. Za kontrolowanie poziomu ROS odpowiedzialny jest
antyoksydacyjny system obronny organizmu. W sytuacji, gdzie nadmiar ROS nie
zostanie zneutralizowany, w obrebie komodrek moze wytworzy¢ si¢ stres oksydacyjny,
ktéry z kolei moze powodowac¢ oksydacyjne uszkodzenie wielu czasteczek, jak lipidow,
bialek 1 kwaséw nukleinowych (Rahman 1 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 narzadach w stosunku
do wydluzajacego si¢ czasu ekspozycji zwierzat na nikiel. Poréwnujac jelito i
watrobotrzustk¢ mozna zauwazy¢, ze wzrost ten byl silniejszy w przypadku tego

drugiego narzadu, co potwierdzatoby intensywniej zachodzace w watrobotrzustce
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procesy degeneracyjne. Chociaz molekularne mechanizmy toksyczno$ci indukowane;j
niklem nie s3 jeszcze jasne, uwaza si¢, ze wazng rol¢ odgrywa stres oksydacyjny i
dysfunkcje mitochondrialne. Moze wystapi¢ uszkodzenie mitochondridow wywotane
przez nikiel, z powodu uposledzenia potencjatu btony mitochondrialnej, zmniejszenia
stezenia mitochondrialnego ATP 1 destrukcji DNA mitochondriow (Genchi 1 inni
2020a). Z koler dysfunkcje mitochondriow moga zakloca¢ funkcjonowanie tancucha
oddechowego i zwigkszy¢ poziom ROS w komorkach (Xu i inni 2015). Apoptoza
indukowana siarczanem niklu zostata opisana w komorkach Leydiga jader szczura
poprzez aktywacje mitochondriow zaleznych od ROS (activating ROS-dependent
mitochondria). Wyniki badan wykazaty, ze siarczan niklu indukowat wytwarzanie ROS
z deformacja jadra i apoptoza w komorkach Leydiga (Zou 1 inni 2017). Z kolei Kong 1
inni (2016) wykazali, ze nanoczastki niklu wywoluja efekt toksyczny w ujeciu
reprodukcyjnym u samic szczurOw. Badacze eksponowali zwierzgta na nikiel droga
pokarmowa 1 jako wyznacznik wybrali nastepujace parametry: ROS, enzymy
utleniajace, przeciwutleniajace i czynniki zwigzane z apoptozg komodrek. Nanoczastki
niklu zmniejszyty istotnie aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i1 katalazy
(CAT) oraz zwigkszyty poziom ROS, dialdehydu malonowego (MDA, marker
peroksydacji lipidow) i tlenku azotu (NO) w poréwnaniu z grupa kontrolng. Ponadto,
autorzy wykazali pecznienie mitochondriow 1 zanik grzebieni w mitochondriach
jajnikow eksponowanych szczuréw. Ekspresje mRNA kaspaz (proteazy cysteinowe) i
ekspresja biatek Cyt C, Bax 1 Bid w jajnikach istotnie wzrosly, podczas gdy ekspresja
biatka Bcl-2 drastycznie spadta (Kong 1 inni 2016). Wzrost poziomu reaktywnych form
tlenu, a takze zmiany w aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych (np. dysmutazy
ponadtlenkowe, katalaza, peroksydaza) wywotlane obecnoscig niklu w §rodowisku zycia
zwierzat bezkrggowych opisano gléwnie u owaddéw, migdzy innymi u Acheta
domesticus (Orthoptera) (Deska 2020), Blaps polychresta (Coleoptera) (El-Ashram i
inni 2021), czy Spodoptera litura (Lepidoptera) (Sun in inni 2008). Podwyzszenie
poziomu ROS w wyniku réznych stresorow zaobserwowano takze mig¢dzy innymi u
krewetek N. davidi poddanych stresowi w postaci gtodzenia (Wtodarczyk i1 inni 2019b),
krewetek N. davidi eksponowanych na pestycyd — dimetoat (Ostroézka i inni 2022), w

wyniku ekspozycji na kadm u wija z gatunku Lithobius forficatus (Rost — Roszkowska 1
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inni 2020), gluten u wija Telodeinopus aoutii (Bltaszczyk 2022), czy Pardosa cupreus
(Opisthothelae) pod wptywem kadmu (Wilczek 1 inni 2004).

U stodkowodnych skorupiakow takze analizowano zmiany poziomu ROS oraz
zmiany poziomu enzyméw detoksykacyjnych wywotane obecnoscig —stresorow.
Ekspozycja na kadm stodkowodnej krewetki Macrobrachium nipponense przyczynita
si¢ do wzrostu ROS, stresu oksydacyjnego i apoptozy w watrobotrzustce (Wang 1 inni
2021). Osobniki stodkowodnego raka luzijanskiego Procambarus clarkii eksponowano
na kadm, co w rezultacie wigzato si¢ z podwyzszeniem poziomu ROS (Wei i inni 2020).
Ekspozycja na kadm i miedz u tego zwierzecia wywotata wzrost poziomu enzymow
antyoksydacyjnych w watrobotrzustce. Zawarto$¢/aktywnos¢ MDA, GSH, CZ-SOD i
CAT byla znaczaco zwiekszona w grupie stymulowanej Cu®’. Tymczasem w grupie
stymulowanej Cd** GPx, MDA, GSH, CZ-SOD i CAT byly istotnic podwyzszone.
Dodatkowo metale indukowaly uszkodzenia w watrobotrzustce (Wang 1 inni 2022).
Natomiast stresor w postaci amoniaku 1 temperatury roéwniez wigzal si¢ z
podwyzszeniem poziomu ROS u tego gatunku oraz wptywat na poziom SOD, POD,
GPX 1 CAT. Wyniki eksperymentu wskazuja, ze wplyw amoniaku (lub temperatury)
moze by¢ modyfikowany przez temperatur¢ (lub amoniak). Potaczone wpltywy
amoniaku 1 temperatury sa bardziej wyrazne niz kazdy z tych dwoch czynnikéw
osobno. Stres oksydacyjny jest wzmacniany przez potaczone wpltywy amoniaku i
temperatury, co prowadzi do nadmiernej produkcji ROS. System enzymow
antyoksydacyjnych jest aktywowany w celu usuni¢cia nadmiaru ROS - rdzna
odpowiedz enzymatyczna w zaleznosci od grupy eksperymentalnej (Zhang i inni 2023).

Przeprowadzono badania na czterech gatunkach krabéw — Cardiosoma armatum,
Goniopsis pelli, Callinectes amnicola, Portunus validus egzystujacych w ich
naturalnym $rodowisku zycia i zbadano antyoksydacyjny mechanizm obronny w
odniesieniu do st¢zenia metali cigzkich w tkankach krabow. W$rod mierzonych metali
(kadm, otow, kobalt, miedz, cynk) najwyzsze gromadzone stezenie przypadto na kadm.
U  wszystkich gatunkéw  zaobserwowano  wysoki  poziom  biomarkerow
(antyoksydantéw). Zaobserwowano, ze C. armatum mial podwyzszony poziom
dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, glutationotransferazy, zredukowanego glutationu i
peroksydazy glutationowej w poréwnaniu z innymi gatunkami, przy czym C. amnicola

odnotowata najnizsze stezenie biomarkerow (Lawal-Are 1 inni 2019).
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Natomiast niemetaliczny stresor w postaci mikroplastiku u raka blotnego Scylla
serrata indukowat stres oksydacyjny w watrobotrzustce 1 aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych (Yang i1 inni 2023). Takze obecno$¢ nanoczasteczek ($rednica
ponizej 100 nm) przyczynia si¢ do wzrostu zmian degeneracyjnych u organizmow
wodnych poprzez wzrost ROS (Singh 1 inni 2023).

Strategie obrony antyoksydacyjnej stosowane przez wodne skorupiaki
(Decapoda) réznig si¢ w zaleznos$ci od gatunku. Enzymy przeciwutleniajace moga by¢
indukowane lub hamowane przez metale w zaleznosci od gatunku, stezenia i czasu
ekspozycji. Niektore enzymy przeciwutleniajace, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa,
zwigkszaja swoja aktywno$¢ przy niskich poziomach metali i1 krotszej ekspozycji, ale
ich aktywno$¢ jest hamowana przy wyzszych stezeniach metali 1 dtuzszym czasie
ekspozycji (Frias-Espericueta i inni 2022).

W przypadku osobnikow N. davidi poddanych ekspozycji na nikiel mozna
wywnioskowa¢, ze wzrost poziomu ROS w komoérkach obu narzadéw miat wptyw na
aktywacj¢ proceséw degeneracyjnych.

W synteze ROS wlaczone sg mitochondria. Pojawiajace si¢ w nich zmiany beda
swiadczyly zardwno o intensywnej syntezie ROS, ale takze rozpoczgciu proceséw
Smierci komorkowej (Wtodarczyk i inni 2017, Villalpando-Rodriguez i Gibson, 2021).
Wplyw metali cigzkich na aktywno$¢ mitochondrialng w wielu narzadach 1 tkankach
zwierzat zostat opisany jako aktywujacy degeneracje tych organelli i czgsto prowadzacy
do zmian w ich potencjale blonowym (Meyer i inni 1991, Ahearn i inni 2004, Judova
2006, Sanni 1 inni 2008, Genchi 1 inni 2020b, Rost-Roszkowska 1 inni 2021ab).

Mitochondria sg gtéwnym miejscem syntezy ATP w komorkach, ale uczestnicza
takze w wielu procesach metabolicznych komorek zwigzanych z ich proliferacja,
wzrostem, roznicowaniem, czy degeneracja. Liczne badania wykazaly, ze wigksza
liczba tych organelli wigze si¢ z wigkszym zapotrzebowaniem na energi¢ w komorce
(De Paz 1986, Moyes i inni 1998). W wyniku stresu oksydacyjnego dochodzi do zmian
w przepuszczalno$ci blon tych organelli, a wigc do zmiany w ich potencjale (potencjat
tadunkow elektrycznych wzdluz wewngtrznej blony mitochondrialnej). Zmiany w
potencjale, a wiec przeptyw elektrondéw/protondow ma miejsce, gdy istnieje
zapotrzebowanie na syntez¢ ATP (Hames i Hooper 2002, Rupniewska i Bojarska-Junak

2004). Potencjal transbtonowy mitochondrium jest wiec wywolany rozproszeniem
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gradientu protondéw. Obnizony potencjal blonowy mitochondriow moze $wiadczy¢ o
zaburzeniu funkcji tych organelli (Wilczek 2008).

Stresory moga wplywa¢ na zmiany ultrastrukturalne mitochondriow
(Kalashnikova 1979, Rost-Roszkowska 1 inni 2012, Cano i inni 2014,
Karpeta-Kaczmarek 1 inni 2016a). Metale cigzkie zmieniaja przepuszczalno$¢ btony
mitochondrialnej, generuja zwigkszong ilos¢ reaktywnych form tlenu (ROS), zmieniajac
struktur¢ enzymu klirensowego ROS hamujac jego aktywno$¢. Ze wzgledu na szybkie i
wzmozone wytwarzanie ROS oraz obnizony stan enzymow antyoksydacyjnych, w
narazonych organizmach gromadza si¢ rozne zanieczyszczenia $rodowiskowe, co
prowadzi do indukcji stresu oksydacyjnego w mitochondriach. Zwigkszona generacja
ROS powoduje réwniez uszkodzenie mitochondrialnego *tancucha oddechowego,
rozprzeganie fosforylacji oksydacyjnej, zaburzenia syntezy ATP 1 apoptoze
mitochondriéw (Sun i inni 2022).

Podczas degeneracji mitochondria moga by¢ spuchnigte lub skurczone, ich
grzebienie mogg si¢ skroci¢ i1 ostatecznie znikngé. Macierz mitochondrialna staje si¢
elektronowo gesta lub elektronowo jasna (Greene i inni 2003, Karpeta-Kaczmarek 1 inni
2016a, Rost-Roszkowska i1 inni 2015). Zdegenerowane mitochondria moga by¢
zneutralizowane w selektywnym procesie autofagii, zwanym mitofagia (Youle i
Narendra 2001, Narendra 1 inni 2008, Rost-Roszkowska 1 inni 2015,
Karpeta-Kaczmarek i inni 2016a). Zmiany w ultrastrukturze mitochondriéw, w tym ich
grzebieni razem ze zmianami potencjalu blonowego mitochondriow mogg by¢ zwigzane
z aktywacja $mierci komorkowej, m.in. apoptozy (Sonakowska 1 inni 2016).
Wydzielanie cytochromu c i innych kofaktoréw z wewngetrznej btony mitochondrialne;j
jest zwigzane z rekonstrukcjg grzebieni mitochondrialnych (Frezza 1 inni 2006).
Natomiast jak wspomniano wczesniej, uwolniony z mitochondriéw Cyt ¢ do cytozolu
rozszczepia prokaspaze-9, ktora z kolei przyczynia si¢ do aktywacji apoptozy (Genchi i
inni 2020a).

Mitochondria odgrywaja kluczowa rolg¢ zardwno w apoptozie, jak i nekrozie
poprzez otwarcie mega-kanatow (MPTP z ang. mitochondrial permeability transition
pore). Otwarcie MPTP powoduje pegcznienie 1 rozprzeganie mitochondriow, co
prowadzi do nekrozy. Przejsciowe otwarcie MPTP moze by¢ rowniez zaangazowane w

apoptozg, poczatkowo powodujac obrzgk i peknigcie btony zewnetrznej skutkujac
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uwolnieniem cytochromu ¢ (cyt c¢), ktory nastgpnie aktywuje kaskade kaspazy i
wprawia w ruch apoptozg. PdZniejsze zamknigcie MPTP pozwala na utrzymanie
pozioméw ATP, zapewniajac, ze S$mier¢ komorki pozostaje apoptotyczna, a nie
nekrotyczna (Halestrap i inni 2000).

Wazrost poziomu zdegenerowanych mitochondriow na skutek ekspozycji na
stresor zaobserwowano mie¢dzy innymi u: krewetek N. davidi poddanych stresowi w
postaci glodzenia (Wtodarczyk i inni 2019b), krewetek N. davidi eksponowanych na
pestycyd — dimetoat (Ostrozka i inni 2022), w wyniku ekspozycji na kadm u wija z
gatunku Lithobius forficatus (Rost — Roszkowska i inni 2021), gluten u wija
Telodeinopus aoutii (Btaszczyk 2022), Pardosa cupreus (Opisthothelae) pod wplywem
kadmu (Wilczek 1 inni 2004). Zwigkszenie odsetka zdepolaryzowanych mitochondriow
zaobserwowano takze w: jelicie $rodkowym muszki owocéwki (Drosophila
melanogaster) w wyniku spozywania nanoczastek bezpostaciowej krzemionki (Pandey 1
inni 2013), czy u rozwielitki wielkiej (Daphnia magna) eksponowanej na fluoksetyng
(lek z grupy antydepresantow) (Over i inni 2020).

Ekspozycja krewetek z gatunku N. davidi na nikiel wplywatla na ultrastrukturg
mitochondriéw oraz ich potencjal btonowy. Uzyskane wyniki r6znig si¢ w zaleznosci od
analizowane]j tkanki. Obserwowane zmiany w wigkszym stopniu obserwowano w
obrebie jelita, natomiast w niewielkim w watrobotrzustce.

W obrgbie komoérek D jelita po tygodniowej ekspozycji (grupa Ni 1:0)
obserwowano wiele komorek ze zdegenerowanymi mitochondriami, w poréwnaniu do
kontroli, gdzie takie mitochondria wystepuja sporadycznie. W grupie Ni 2:0
obserwowano zniszczone, rozdgte mitochondria bez grzebieni. Uzyskane wyniki
potwierdza analiza ilo$ciowa potencjalu mitochondrialnego, gdzie w grupie Ni 1:0
odnotowano wzrost ilosci komorek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami. Natomiast
po dwoch tygodniach ekspozycji (Ni 2:0) zaobserwowano dwukrotny wzrost tej
wartosci w poréwnaniu do kontroli.

W watrobotrzustce ultrastrukturalnie w kontroli duzo mitochondriéw obserwuje
si¢ w komodrkach B. Tydzien ekspozycji na nikiel (grupa Ni 1:0) spowodowata
pojawienie si¢ pojedynczych zmian w analizowanych organellach, natomiast przy
wydluzajacej si¢ ekspozycji na nikiel do 2 tygodni (Ni 2:0) w obrebie komoérek F

obserwowano liczne zdegenerowane mitochondria. W ujeciu iloSciowym poziomu
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komoérek ze zdegenerowanymi mitochondriami, najwigkszy wzrost tego parametru
zaobserwowano w grupie Ni 2:0, natomiast w grupie Ni 1:0 wzrost parametru w
odniesieniu do kontroli nie byt istotny statystycznie.

W trakcie niniejszych badan dokonano takze analizy st¢zenia ATP oraz
wskaznika ADP/ATP. Wraz z wydtuzajacym si¢ czasem ekspozycji na nikiel wzrastala
warto$¢ wskaznika ADP/ATP w obu analizowanych narzadach. Wzrost wskaznika
ADP/ATP wskazuje na spadek stezenia ATP 1 wzrost stgzenia ADP, wskazujac na
mozliwos$¢ zahamowania wzrostu i/lub nasilenia procesow degeneracyjnych w komorce
(Rost-Roszkowska 1 inni 2020b). Stgzenie ATP bylo znacznie zmniejszone w
komorkach nabtonka jelita Srodkowego, szczegolnie w grupie Ni 2:0. Proporcjonalny
do czasu ekspozycji spadek stezenia ATP zaobserwowano w watrobotrzustce.
Fizjologiczng roznica w  przebiegu apoptozy 1 nekrozy jest poziom
wewnatrzkomorkowego ATP. Wyczerpanie ATP indukuje nekrozg, co wskazuje, ze
nekroza jest procesem niezaleznym od ATP, podczas gdy apoptoza jest zalezna od ATP.
Wysokie poziomy ATP kieruja komodrke na droge apoptozy, podczas gdy niskie
poziomy ATP sprzyjaja nekrozie (Eguchi i inni 1997). Uzyskane dane wskazuja, ze ze
wzgledu na indukowane obecnoscig niklu w $rodowisku zmniejszone stg¢zenie ATP
moglto stanowi¢ przyczyng obserwowane] nekrozy jako gléwnego obserwowanego

rodzaju $mierci komorkowe;.

5.4. Zmiany w jelicie i watrobotrzustce po przywréceniu /N. davidi do czystej wody
po uprzedniej ekspozycji na nikiel

Wiedza o wiasciwosciach toksykokinetycznych, gdzie toksykokinetyka jest
definiowana jako przenoszenie toksycznych substancji / zwigzkéw chemicznych migdzy
organizmem a jego $rodowiskiem, jest kluczowa dla zrozumienia jego kumulacji w
organizmie 1 jest pierwszym krokiem w przewidywaniu jego potencjalnych skutkéw
toksycznych. Toksykokinetyka metali §ladowych, takich jak cynk, miedz, kadm lub
nikiel jest szczegodlnie interesujgca, poniewaz metale nie ulegaja degradacji przez

organizm 1 jedyna regulacja ich wewnetrznego st¢zenia w ciele nastgpuje poprzez
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wychwyt, unieruchomienie i oczyszczenie. Metale §ladowe maja ogdlnie podobne
wlasciwosci fizykochemiczne, wigc mozna oczekiwaé, ze begda mialy podobne
wlhasciwosci  toksykokinetyczne. W organizmach zwierzat stezenia niezbednych
substancji, czy pierwiastkow, w tym metali (jak np. Zn, Cu), muszg by¢ utrzymywane w
zakresach (normach, granicach fizjologicznych), aby mozliwe bylo zaspokojenie
potrzeb fizjologicznych. Czyli stezenie potrzebnych substancji musi by¢ na
odpowiednim poziomie, nie moze by¢ ani niedoboru, ani nadmiaru. To z kolei wigze si¢
z odpowiednig regulacja proceséw asymilacji i eliminacji. Spetienie tych wymagan
oznacza, ze w przypadku niskich stezen substancji w $rodowisku, metal musi by¢
aktywnie asymilowany i1 sekwestrowany przez organizm, podczas gdy w wysokich
stezeniach musi by¢ skutecznie eliminowany z ciata by zapobiec potencjalnym efektom
toksycznym. W normalnych warunkach $rodowiskowych metale ksenobiotyczne (np.
Pb lub Cd) nie sa potrzebne do prawidtowego przebiegu procesow fizjologicznych, ani
zwykle nie wystepuja w Srodowisku na niebezpiecznie wysokim poziomie st¢zenia.
Postawiono wigc hipotezg, ze regulacja stezenia metali w organizmie powinna by¢
bardziej efektywna dla metali odzywczych niz ksenobiotykow (Spurgeon i Hopkin
1999, Kramarz 1999ab, Bednarska i inni 2015, 2016), natomiast nieznane sg
mechanizmy fizjologiczne, ktore moga by¢ odpowiedzialne za ogdlng regulacje metali
oraz roznic mi¢dzy nimi.

Wedtug Argasinski i inni (2012) wewngetrzne stezenie metali u bezkregowcow,
pojawiajace si¢ w wyniku spozywania Zywnosci zanieczyszczonej metalami o wysokim
stezeniu, moze by¢ skutkiem ubocznym gromadzenia si¢ metali w komorkach nabtonka
jelita, skutkujac toksycznoscia w obrgbie komorek, ktore stanowig pierwsza lini¢
obrony przed nadmiernym skupieniem metali w organizmie 1 ich toksyczno$cig
(Rost-Roszkowska i inni 2008).

Uszkodzenie komorek jelitowych powinno zaleze¢ zarowno od st¢zenie metalu, jak i
jego naturalnej toksycznosci. Wyzsze stezenia metali, zwlaszcza jesli metal jest bardzo
toksyczny, powinny powodowaé rozlegte uszkodzenie nabtonka jelit oraz co si¢ z tym
wiaze, zwigkszone usuwanie martwych i/lub dysfunkcyjnych komoérek. W badaniu
toksykokinetycznym mozna to zaobserwowac jako zwigkszong szybkos¢ eliminacji z
powodu wydalania ztuszczonych komorek 1 spadek szybkosci asymilacji z przewodu

pokarmowego z powodu uszkodzenia nabtonka jelitowego. Wyjasnienie
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obserwowanego specyficznego zjawiska w niektorych badaniach nad toksykokinetyka
metali u bezkrggowcow, a mianowicie naglym wzrostem wewnetrznego st¢zenia metalu
po ekspozycji na zywno$¢ zanieczyszczona metalami, a nastgpnie stopniowe
zmniejszanie si¢ stezenia, nawet jesli zwierze byto nadal narazone na skazong zywnos¢,
thumaczy model teoretyczny sformutowany przez Argasinskiego i1 innych (2012)
(Bednarska 1 inni. 2011, Lagisz 1 inni 2005).

Tradycyjnie opisano toksykokinetyke metali u bezkregowcoéw przez klasyczny
jedno-kompartmentowy model z pobieraniem metalu, ktory zalezy od jego stezenia w
pozywieniu oraz stalej asymilacji, ktora moze by¢ specyficzna dla metali i gatunku.
Przypuszcza sig, ze skoro asymilacja zalezy migdzy innymi od st¢zenia substancji, tak
w przypadku nadmiaru metali o jego wydalaniu z organizmu bedzie decydowala
(zalezna od gatunku/metalu) stata eliminacji. Na przykilad Janssen i1 inni (1991)
wykazali, ze wchlanianie kadmu 1 wskaznik eliminacji rdznily si¢ znacznie mig¢dzy
gatunkami reprezentujagcymi rézne pozycje taksonomiczne. Do podobnych wnioskow
mozna doj$¢ porownujac toksykokinetyke metali Cd 1 Zn u chrzagszcza biegacza
Poecilus cupreus (Kramarz 1999a) i wija Lithobius mutabilis (Kramarz 1999b). Po
zbadaniu parametrow toksykokinetycznych dla zakresu narazenia na rézne stgzenia Zn i
Cd swierszcza Gryllus assimilis, autorzy doszli do wniosku, ze zar6wno wspotczynnik
asymilacji, jak 1 eliminacji mogg si¢ zmienia¢ w zalezno$ci od stezenia podczas
ekspozycji. Odkrycie to posrednio potwierdza sformutowang tez¢ przez Argasinskiego i
innych (2012), a wigc, ze to wewnetrzne stezenie metalu u bezkregowcdéw moze byc,
przynajmniej w pewnym stopniu, bezposrednim wynikiem toksycznosci metali dla
komorek nabtonka jelita. Uszkodzenie jelita powinno skutkowa¢ zmniejszeniem tempa
przyswajania metali, natomiast wydalanie martwych komorek — zwigkszeniem tempa
eliminacji (Bednarska i inni 2016).

Przywrocenie krewetek N. davidi do czystej wody na czas 1 1 2 tygodni po
tygodniowej ekspozycji na nikiel (Ni 1:1 1 Ni 1:2) przyczynito si¢ do proporcjonalnego
do czasu oczyszczania, spadku warto$ci kumulowanego pierwiastka. Natomiast w
grupach Ni 2:1 1 Ni 2:2 stezenie niklu bylo podobne do grupy Ni 2:0. Na podstawie
uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze nawet czas 2 tygodni przebywania zwierzat
w czystej wodzie po dwoch tygodniach ekspozycji na nikiel nie jest czasem

wystarczajgcym do catkowitego oczyszczenia organizmu z ksenobiotyku. Podobne
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rezultaty uzyskano podczas karmienia chrzaszczy =z gatunku Pterostichus
oblongopunctatus pokarmem zanieczyszczonym w kadm (Cd), nikiel (Ni) oraz cynk
(Zn), a nastepnie karmienia pokarmem pozbawionym tych metali (Bednarska i inni
2016).

Analiza ultrastrukturalna komoérek w obrgbie jelita N. davidi wykazata, ze
przywrdcenie krewetek do zycia w wodzie czystej po wczesniejszej ekspozycji na nikiel
wigze si¢ ze zmniejszeniem liczebno$ci 1 intensywnosci obserwowanych zmian
degeneracyjnych w komorkach trawiennych jelita (komorkach D). Ultrastruktura
komoérek D grupy Ni 1:1 jest podobna do grupy Ni 1:0. W obrebie cytoplazmy komoérek
tych obserwuje si¢ nieliczne autofagosomy, znieksztalcone mitochondria, a w
niektorych komoérkach skrocone mikrokosmki, jednakze wiele komorek ma strukture
prawidlowa. Natomiast ultrastruktura komoérek D z grupy Ni 1:2 przypomina grupg
kontrolng, cho¢ zaobserwowaé¢ mozna pojedyncze komorki ze zdegenerowanymi
mitochondriami 1 komoérki nekrotyczne. Ultrastruktura komorek D grupy Ni 2:1
przypomina grupe Ni 2:0. Nabtonek jest w przewazajacej mierze catkowicie
zdegenerowany. Wystepuja silne zmiany nekrotyczne, uszkodzone sa otoczki jadrowe
jader komodrkowych, natomiast spada intensywno$¢ autofagii. Wzrasta takze liczba
zdegenerowanych mitochondriéw, rozdetych ze skroconymi grzebieniami. W grupie Ni
2:2 wiele komorek nadal jest nekrotycznych. W obrebie cytoplazmy wielu komorek z
grupy tej zaobserwowa¢ mozna pojedyncze autofagosomy, uszkodzone i rozdete
mitochondria oraz cysterny retikulum endoplazmatycznego oraz silnie skrdcone
mikrokosmki. W grupie Ni 2:2 wystepuja tez komorki o prawidtowej ultrastrukturze, a
mitochondria komorek tych sa rozdgte 1 posiadaja skrocone grzebienie. Pomimo
przywrdcenia do czystej wody na czas dwoch tygodni zmiany sg wcigz obserwowane, w
tym obserwowana byta intensywna nekroza. Barwienie odczynnikiem LysoTracker
takze wykazato spadek intensywnos$ci sygnatow emitowanych przez struktury silnie
kwasne (w tym autofagosomy), adekwatnie do czasu oczyszczania. Swiadczy to tym, ze
autofagia nie jest juz procesem wymaganym do dalszej ochrony komorek przed
dzialaniem toksycznego metalu (Rost-Roszkowska 1 inni 2020b, 2022). Przywrocenie
krewetek do czystej wody przyczynito si¢ takze do czeSciowej regeneracji komorek
budujacych watrobotrzustke N. davidi, zwlaszcza po 2 tygodniach przywrdcenia do

czyste] wody. Komoérki w tym narzadzie u zwierzat z grup Ni 1:1 oraz Ni 1:2

74



charakteryzuja si¢ pojedynczymi zmianami wskazujacymi na proces nekrozy, tj. rozdete
organelle z pgknigtymi btonami komérkowymi. W grupach tych obserwuje si¢ wzrost
procesu autofagii 1 spadek ilosci materialdow zapasowych. Komoérki watrobotrzustki z
grupy Ni 1:2 w budowie ultrastrukturalnej przypominaja grupe kontrolng. Wyniki z
barwienia LysoTracker wskazuja na obnizenie intensywnosci sygnatow, natomiast w
grupach Ni 1:1 1 Ni 1:2 sygnaly sg nadal silne, rozproszone, przy czym w grupie Ni 1:2
sygnaty stopniowo stabng. Natomiast przywrdcenie do czystej wody na tydzien i dwa
po dwutygodniowej ekspozycji na nikiel (grupy Ni 2:1 1 Ni 2:2) nie bylo
wystarczajacym czasem dla pelnej regeneracji na poziomie ultrastrukturalnym komorek
watrobotrzustki. W grupie Ni 2:1 wcigz obserwuje si¢ silne zmiany nekrotyczne we
wszystkich komorkach, ktorych organelle sg rozdgte, a cytoplazma jasna elektronowo z
niewielkg iloscig organelli. Komoérki F majg silnie zwakuolizowane obszary
cytoplazmy, ale w mniejszym stopniu niz w grupie Ni 2:0. Mniej tez wystepuje
autofagosomow, natomiast w dalszym ciggu wystepuja rozdete cysterny retikulum
endoplazmatycznego. Podobne zmiany obserwuje si¢ w komoérkach B, w cytoplazmie
ktorych dodatkowo wystepuja liczne kule materiatu zapasowego. W grupie Ni 2:2
komoérki F w dalszym ciggu posiadaja liczne wakuole, natomiast zmiany dotycza
pojedynczych obszarow cytoplazmy. Obserwuje si¢ liczne autofagosomy 1 rozdete
cysterny retikulum endoplazmatycznego. W komorkach B z kolei oprocz obecnosci
licznych autofagosomoéw wystepuja materiaty zapasowe w trakcie trawienia (co nie byto
obserwwoane w grupie Ni 2:1). Wyniki barwienia LysoTracker byly zbiezne z
wynikami uzyskanymi z TEM. Przy czym sygnaly w grupach Ni 2:1 1 Ni 2:2 byly
bardziej skupionie, w przeciwienstwie do rozproszonych pojedynczych sygnalow w
grupach Ni 1:1 1 Ni 1:2. Podobne zaleznosci obserwowano u N. davidi eksponowanej
na dimetoat i przywracanej do czystej wody, gdzie 1 tydzien w czystej wodzie nie byt
wystarczajacy dla calkowitej regeneracji, zwlaszcza przy dluzszych ekspozycjach
(Ostrozka 1 inni 2022), a takze poddanej stresowi w postaci glodzenia i ponownie
karmionej (Wtodarczyk i inni 2017). Wydhuzenie czasu przywrocenia do warunkow
kontrolnych wigzalo si¢ ze zmniejszeniem czgstotliwo$ci 1 intensywnos$ci
obserwowanych zmian ultrastrukturalnych. Jednak zwlaszcza przy dluzszych czasach
ekspozycji na stresor czasem nawet taki sam czas przywrocenia do warunkow

kontrolnych, nie jest czasem wystarczajagcym i zmiany degeneracyjne sg nadal obecne.
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Autofagia w trakcie oczyszczania N. davidi jest wyciszana w jelicie, natomiast w
watrobotrzustce wcigz zachodzi intensywnie. U krewetki Artemesia longinaris zbadano
wplyw zasolenia na ultrastrukture komorek watrobotrzustki. Zwierzeta stopniowo 1
gwaltownie eksponowano na roézne wartosci zasolenia w réznych przedziatach
czasowych, po czym przywracano do wartosci poczatkowych na 30 dni. Drastyczne
obnizenie poziomu zasolenia wigzato si¢ z duza Smiertelnoscig krewetek, natomiast w
przypadku niewielkich zmian zasolenia i1 przywrocenia warunkoéw kontrolnych,
watrobotrzustka odzyskata niezmieniong strukturg¢. Powrdét do wyzszych wartosci
zasolenia wigzat si¢ z obserwowanym wzrostem wysokosci komorek F, R, B, natomiast
spadek zasolenia wigzal si¢ ze zmniejszeniem wysokosci tych komorek, co autorzy
thumaczyli stresem osmotycznym (Masson 1 inni 2012). U przypadku chrzaszcza P.
oblongopunctatus, po 6 dniach oczyszczania po wcze$niejszej ekspozycji na nikiel,
pojawily si¢ pierwsze symptomy regeneracji jelita $rodkowego, przejawiajace sie
bardziej regularnymi kryptami w jelicie srodkowym 1 odnowa w pierwszej warstwie
komorek nabtonkowych. Mimo to, wysoko$¢ nabtonka byta znacznie nizsza niz przed
ekspozycja nawet pod koniec eksperymentu. Nabtonek nie zostal zregenerowany takze
w przypadku przywrdcenia tych zwierzat do nieskazonego pozywienia po ekspozycji na
cynk. Pod koniec do$wiadczenia nablonek miat nieregularng budowe, przy czym jego
wysoko$¢ byta taka sama jak w grupie kontrolnej. Sugeruje si¢, ze uzyskane wyniki
zaré6wno ze stezen gromadzonych metali, jak i stanu jelita rodkowego, moga si¢ r6zni¢
ze wzgledu na zmienno$¢ miedzyosobniczg. Wysoka zmienno$¢ obserwowana w
stezeniach metali u chrzaszczy w caltym okresie eksperymentu moze by¢
odzwierciedleniem tych roznic w jelicie $srodkowym tempa wymiany komodrek u
poszczegodlnych chrzaszczy (Bednarska i inni 2016).

Przywrocenie krewetek N. davidi do czystej wody nie mialo wplywu na
gromadzenie materiatlow zapasowych w obrgbie cytoplazmy komodrek D jelita,
natomiast w watrobotrzustce zaobserwowano w grupie Ni 2:1 dodatkowe (oprécz
lipidow 1 polisacharydow, jak w grupie kontrolnej) gromadzenie ciat biatkowych jako
materialéw zapasowych. W przypadku N. davidi eksponowanej na dimetoat w obrebie
komorek trawiennych (komorek D) jelita obserwuje si¢ gromadzenie kropel
thuszczowych przy krétszych ekspozycjach i przywroceniu do czystej wody. Natomiast

w watrobotrzustce materiaty te ulegly redukcji w poroéwnaniu do kontroli, ale

76



przywrocenie do czystej wody spowodowato zwigkszenie ich ilosci w pordwnaniu do
grup ekspozycyjnych (Ostrézka i inni 2022). Ponadto zaobserwowano, ze ponowne
karmienie krabow Cherax quadricarinatus glodzonych przez 80 dni, nastepnie
karmionych przez 30 dni przyczynito si¢ do wzrostu st¢zenia glikogenu i lipidow w
obrgbie watrobotrzustki w poréwnaniu do osobnikow glodzonych przez ten czas
(Sacristan 1 inni 2016). Gromadzenie materialdw zapasowych moze by¢ zwigzane z
faktem, Ze u organizmow zyjacych w zanieczyszczonym $rodowisku lub narazonych na
dziatanie stresorow wzrasta wydatek energetyczny zwierzecia, zwigzany z detoksykacja
i wydalaniem szkodliwych substancji (Sibly i Calow 1989). Moze to prowadzi¢ do
gromadzenia si¢ w narzadach substancji magazynujacych (Bednarska i inni 2013), ktore
moga by¢ wykorzystane w utrzymaniu homeostazy energetycznej w komorkach (Stone 1
inni 2001, De Coen i Janssen 2003a, Moolman i inni 2007, Lipovsek i inni 2018).
Niektore analizy zwigzane z budzetami energetycznymi (akumulacja lipidéw, biatek i
polisacharydow) zostaty przeprowadzone na kilku organizmach wodnych (De Coen 1
Janssen 1997, 2003a, 2003b, Verslycke i inni 2004, Graham i Thompson 2009,
Smolders 1 inni 2003) i ladowych (Donker 1992, Bednarska i inni 2013). Zmiany
zachodzace w komorkach i tkankach pod wptywem substancji toksycznych sg tatwiej
regenerowane w przypadku zwigkszonego wydatku energetycznego (Rowe 1 inni 1998,
Calow 1991, Maryanski 1 inni 2002, Pook 1 inni 2009, Bednarska i1 inni 2013, Bednarska
1 Stachowicz 2013). Pojawienie si¢ materiatu o charakterze biatkowym w grupie Ni 2:1
w watrobotrzustce moze by¢ zwigzane z intensyfikacja syntezy licznych enzymoéw, w
tym biorgcych takze udziat w procesach $mierci komorkowej, czy procesach
detoksykacji (Sukharev i inni 1997). Swiadczy o tym duzy wzrost liczby komérek
zywych kaspazo-pozytywnych w watrobotrzustce N. davidi. Kaspazy sg biatkami
enzymatycznymi nalezacymi do proteaz cysteinowych (Nicholson 1999). Podobny
wzrost tych komodrek zaobserwowano w jelicie w tej samej grupie eksperymentalne;.
Jednak komorki D jelita N. davidi nie pelnia w organizmie roli magazynujacej
substancje zapasowe, a biatka wymagane do syntezy odpowiednich enzyméw, w tym
migdzy innymi kaspaz beda dostarczane wiasnie z narzadow je magazynujacych (tu:
watrobotrzustka).

Podczas apoptozy pojawiaja si¢ zmiany na poziomie ultrastrukturalnym takie jak

na przyklad kurczenie si¢ komorek, fragmentacja jadra komodrkowego, kondensacja
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chromatyny, fragmentacja chromosomalnego DNA (Zhang i inni 2018). Zanim jednak
pojawig si¢ jakiekolwiek zmiany na tym poziomie, uruchamiana jest cata kaskada
procesOw majacych na celu aktywacje enzymow apoptotycznych (Menze 1 inni 2010,
Zhang 1 inni 2018, Genchi i inni 2020a), stad tez pomimo, ze zmiany na poziomie
ultrastrukturalnym nie bedg widoczne, to jednak proces apoptozy zostaje uruchomiony.
Dlatego tez w niniejszych badaniach przeprowadzona zostala analiza iloSciowa z
wykorzystaniem cytometrii przeplywowej. Analiza zwigzana z procesami $mierci
komorkowej w jelicie N. davidi wykazata, ze w grupie Ni 1:1 wystepuje najwyzszy
odsetek komorek apoptotycznych w catym jelicie, a nekrotycznych jak w grupie Ni 1:0.
Natomiast udziat komorek apoptotycznych w grupie Ni 1:2 jest zblizony do poziomu
grupy kontrolnej. Z kolei udziat komorek nekrotycznych w grupie tej jest zdecydowanie
wyzszy niz w grupie Ni 1:0. W grupie Ni 2:1 udziat komoérek apoptotycznych jest
wyzszy niz w grupie Ni 2:0, natomiast ilos¢ komorek nekrotycznych wzrasta
proporcjonalnie do czasu oczyszczania. W obregbie watrobotrzustki zaobserwowano
inne niz w jelicie zalezno$ci migdzy czasem przywracania zwierzat do czystej wody a
aktywacja apoptozy i nekrozy. W przeciwienstwie do jelita, przywrdcenie do czystej
wody na 1 i 2 tygodnie po tygodniowej ekspozycji na nikiel (grupy Ni 1:1 oraz Ni 1:2)
przyczynito si¢ do spadku intensywno$ci apoptozy ponizej warto$ci kontrolnych, przy
czym spadek ten byt wiekszy w grupie z 2 tygodniami oczyszczania (Ni 1:2). Z kolei
pod wzgledem nekrozy, w przeciwienstwie do jelita, gdzie czas oczyszczania stopniowo
wzmagat nekroze, tak w watrobotrzustce we wszystkich grupach z przywrdceniem do
wody czystej (tj. grupy Ni 1:1, Ni 1:2, Ni 2:1 oraz Ni 2:2) zaobserwowano powrot
parametru do poziomu grupy kontrolnej. Ogdlnie mozna stwierdzi¢, ze przywrdcenie
zwierzat do zycia w wodzie czystej powodowato stopniowy i postepujacy spadek liczby
komorek apoptotycznych, pé6znoapoptotycznych i nekrotycznych w watrobotrzustce do
poziomu kontrolnego, podczas gdy w jelicie ich liczba wzrastata po jednym lub dwoch
tygodniach przebywania w nieskazonej wodzie. Zestawiajgc intensywnos¢ autofagii
oraz apoptozy/nekrozy mozna stwierdzi¢, ze w jelicie w trakcie oczyszczania
organizmu intensywno$¢ autofagii spada, natomiast apoptoza i nekroza wciaz zachodza
intensywnie. Natomiast w watrobotrzustce zaobserwowano zjawisko odwrotne, wzrost
autofagii oraz spadek liczby komodrek apoptotycznych/nektorycznych wraz z

wydtuzajacym si¢ czasem zycia zwierzat w wodzie czystej. Mozna wywnioskowaé, ze
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w watrobotrzustce w trakcie oczyszczania organizmu intensywna autofagia bedzie
petita funkcje ochronna, powodujac spadek intensywno$ci procesOw $mierci
komorkowej. Autofagia bedzie wigc odgrywata wazng role w ochronie komorek tego
narzadu, co jak wiadomo jest elementem szlaku przezycia (Levine i Klionsky 2004,
Broker i inni 2005, Tettamanti 1 inni 2011, Chandra i Tang 2009, Kourtis i Tavernarakis
2009, Franzetti 1 inni 2012, Klionsky 1 inni 2016, 2021). Natomiast w przypadku jelita,
autofagia nie bedzie procesem wystarczajacym, ktory chronitby komorki przed dalsza
degeneracja. Jednak ze wzgledu na fakt, ze jelito uwazane jest jako jeden z pierwszych
narzadéw (obok pokrycia ciata), ktory stanowi barier¢ dla calego organizmu przed
wplywem na niego ksenobiotykow (das Dores Teixeira i inni 2013, Wilczek i1 inni
2014), mozna przypuszczaé, ze $mier¢ uszkodzonych komoérek w tym narzadzie bedzie
chroni¢ pozostale narzady przed na przyktad powstaniem stanu zapalnego. To mogloby
takze wyjasnia¢ stopniowa 1 szybsza regeneracj¢ watrobotrzustki. W przypadku obu
narzgdow mozna wigc zaobserwowac typowa zalezno$¢ miedzy autofagia a apoptoza
(Rost-Roszkowska i inni 2018, 2019).

Analiza ilo$ciowa $mierci komoérkowej z udzialem aktywnych kaspaz wykazata
korelacje z powyzszymi analizami apoptozy i nekrozy w badanych narzadach. W jelicie
grupy Ni 1:1 poziom komorek zywych kaspazo-pozytywnych (wczesna apoptoza) jest
podobny do grupy Ni 1:0, natomiast w grupie Ni 1:2 odsetek ten jest juz nizszy niz w
grupie kontrolnej. Wartosci ponizej kontrolnych obserwuje si¢ takze w grupach Ni 1:1 i
Ni 1:2 pod wzglgdem komoérek martwych kaspazo-pozytywnych (pdzna apoptoza). W
grupie Ni 2:1 poziom komorek zywych kaspazo-pozytywnych byt kilkukrotnie wyzszy
niz w kontroli, natomiast w grupie Ni 2:2 poziom ten byl ponizej warto$ci notowanych
dla grupy kontrolnej. Komoérki martwe kaspazo-pozytywne miaty nizszy udziat
procentowy w porownaniu z grupa kontrolng. W obrebie watrobotrzustki, poziom
komorek zywych kaspazo-pozytywnych w wyniku przywrdcenia do czystej wody w
odniesieniu do kontroli byl nast¢pujacy: w grupie Ni 1:1 podobny, Ni 1:2 nizszy, Ni 2:1
wyzszy, Ni 2:2 nizszy, natomiast martwych kaspazo-pozytywnych ponizej warto$ci
kontrolnych z wyjatkiem grupy Ni 1:1. Uzyskane wyniki wskazuja na réznice w
analizowanych narzadach. Cho¢ zmiany degeneracyjne po tygodniowej 1
dwutygodniowej ekspozycji na nikiel byly zdecydowanie silniejsze w watrobotrzustce,

tak tez to watrobotrzustka w wyniku przywrocenia do czystej wody zdecydowanie
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szybciej si¢ regeneruje. Na podstawie powyzszego mozna stwierdzi¢, ze
watrobotrzustka ze wzgledu na pelnione funkcje, posiada mechanizmy detoksykujace.
Komorki budujace jelito 1 watrobotrzustke w celu regulacji 1 przywrocenia homeostazy
tkanek wykorzystuja zarowno apoptozg, jak i1 nekroze. Gléwnym obserwowanym
rodzajem $mierci komorkowej jest nekroza, natomiast po przywrdceniu zwierzat do
czyste] wody apoptoze mozna uwaza¢ za proces wspomagajacy naprawe tkanek.
Eksponowanie krewetek N. davidi na dimetoat i przywrocenie do czystej wody, réwniez
wigzato si¢ z obnizeniem ilo$ci zmian nekrotycznych w watrobotrzustce, zwtaszcza
przy krotkich ekspozycjach i dlugim czasie oczyszczania, natomiast w obrgbie jelita te
zmiany byly zdecydowanie czgstsze. W tym uktadzie eksperymentalnym, zaden czas
przywrdcenia do czystej wody nie spowodowat obnizenia nekrozy do wartosci
kontrolnych (Ostrézka i inni 2022). Powr6ét do karmienia glodzonych N. davidi
przyczynit si¢ z kolei do obnizenia intensywnosci apoptozy (Wtodarczyk i inni 2019b).
Znaczacg poprawe zaobserwowano takze w obrebie ultrastruktury komorek
watrobotrzustki krabow Cherax quadricarinatus gtodzonych przez 80 dni, nast¢pnie
karmionych przez 30 dni (Sacristan i inni 2016). W eksperymencie polegajacym na
eksponowaniu chrzaszczy P oblongopunctatus metalami ciezkimi, powr6t do
warunkéw kontrolnych wigzat si¢ z pojawieniem zaleznych od metalu zmian. W 32
dniu doswiadczenia (ekspozycji na cynk), po 4 dniach oczyszczania, wickszos$¢
komoérek w kryptach regeneracyjnych byta TUNEL-pozytywna, a wigc aktywowana
byta apoptoza (Bednarska 1 inni 2016).

W warunkach fizjologicznych apoptoza umozliwia zachowanie réwnowagi
miedzy tempem proliferacji a eliminacja zniszczonych lub niepotrzebnych komorki
(Zakeri 1 Lockshin 2002). Natomiast czg¢sciej wsrod badaczy wptywu metali ciezkich na
bezkregowce obserwowana byta autofagia niz apoptoza. Jednak autofagi¢ i apoptoze nie
nalezy traktowac jako wzajemnie wykluczajace si¢ zjawiska, ale raczej jako procesy
wspotdziatajace w tworzeniu odpowiedzi komoérek na zmiany warunkéw srodowiska
(Bednarska 1 inni 2016, Rost-Roszkowska 1 inni 2022). Procesy te moga zachodzi¢ w
tym samym czasie 1 w tej samej tkance. W tym przypadku autofagia posredniczy w
indukcji apoptozy (Eisenberg-Lerner 1 inni 2009, Franzetti 1 inni 2012). Natomiast, co
cickawe, pomimo faktu, Ze nekroza w przewazajacej mierze jest rodzajem

dominujgcego rodzaju $mierci komorkowej w badaniach z uzyciem stresorow, prawie
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nie zarejestrowano komorek nekrotycznych (martwiczych) przy zastosowaniu réznych
stezen kadmu u $limaka winniczka Helix pomatia (Chabicovsky i inni 2004).

Opisane wyzej wyniki badan nad krewetka traktowang niklem nie przektadaja
si¢ jednak na wynik badan apoptozy mierzony przy pomocy Aneksyny V, w ktorych to
grupach (zaré6wno tych z jedno- jak i dwutygodniowym z przywrdceniem do czystej
wody) w przypadku jelita poziom apoptozy nie rosnie az tak znaczaco, jak moglaby
wskazywaé liczba komorek kaspazo-pozytywnych, a w watrobotrzustce wrecz poziom
apoptozy 1 nekrozy jest ponizej wartosci kontrolnych, cho¢ poziom komoérek
kaspazo-pozytywnych w grupach tych ponad trzykrotnie przekraczal warto$ci grupy
kontrolnej.  Aneksyna V wykorzystywana jest do analizy apoptozy zaréwno na jej
wczesnych, jak 1 pdznych etapach. Wczesne etapy apoptozy sa wykrywane poprzez
polaczenie barwnika z fosfatydyloserynag na powierzchni blony komoérkowe;.
Fosfatydyloseryna jest w zywych komoérkach wbudowana w wewnetrzng warstwe btony
komorkowej, natomiast kiedy pojawi si¢ sygnat apoptotyczny, zostaje ona przeniesiona
na powierzchni¢, co umozliwia rozpoznanie komorki (Darzynkiewicz i inni 2001,
Martinez 1 Freyssinet 2001). Co warto zaznaczy¢, na tym etapie apoptozy nastepuje
utrata symetrii w rozmieszczeniu lipidow btonowych w warstwie zewnetrznej i
wewnetrznej, ktoéra pojawia si¢ bez naruszenia integralnosci btony komorkowe;j
(Lizarbe 1 inni 2013). Chociaz proporcje w lipidach blonowych sg rozne w zaleznos$ci
od typu komorki, waznym jest utrzymanie w btonie komorkowej sktadu lipidow, dla
zachowania struktury 1 funkcji w komorce. Jak wczedniej wspomniano
fosfatydyloseryna, bedaca glicerofosfolipidem, wystepuje w wyzszych ilosciach po
wewnetrznej stronie btony. Jest ujemnie natadowana, dlatego tez wewnetrzna warstwa
btony jest bardziej ujemnie natadowana niz zewng¢trzna, a za utrzymanie tego stanu
odpowiada enzym nazywany flipazg. Kiedy pojawia si¢ sygnat apoptotyczny i flipaza
zostaje zablokowana, a skramblaza aktywowana, dochodzi do wyréwnania lipidéw
wewnetrznej 1 zewnetrznej warstwy btony, w tym pojawienie si¢ fosfatydyloseryny na
powierzchni blony (Bratton i inni 1997, Blankenberg i inni 2000). A konkretniej, w
komoérkach apoptotycznych aktywna kaspaza-3 rozszczepia flipaze (ATP11A/C) w
nieodwracalnie nieaktywny stan, ponadto kaspaza-3 rozszczepia skramblazg (XKRS),
powodujac jej dimeryzacje i nieodwracalng aktywacje (Shlomovitz i inni 2019). Jak

dowiedziono, przemieszczenie fosfatydyloseryny jest wczesnym etapem apoptozy.
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Zjawisko to zachodzi przed obnizeniem si¢ potencjatu transblonowego mitochondriow
oraz uwolnieniem z ich przestrzeni mi¢dzyblonowych cytochromu ¢ (Denecker i inni
2001).

Aneksyny z kolei stanowig rodzing biatek cytoplazmatycznych, ktore wiaza
waph, a takze cechujg si¢ zdolnoscig do (zaleznej od Ca*) interakcji z btong o ujemnym
fadunku (Lizarbe i inni 2013). W metodzie wykorzystanej do badan nad krewetka
traktowang niklem, aneksyna zwigzana jest chemicznie z FITC (tioizocyjaninem
fluoresceiny), w zwigzku z czym po polaczeniu z fosfatydyloseryna mozna
zaobserwowa¢ fluorescencje (Skierski 2008). Natomiast przemieszczenie si¢
fosfatydyloseryny i1 aktywacja kaspaz stanowia sygnat do rozpoczgcia wykonawczej
fazy apoptozy (Blankenberg 1 inni 2000).

Komorki bedace we wczesnych etapach apoptozy pod wzgledem
morfologicznym sg trudne do rozpoznania (Darzynkiewicz i1 inni 1997), poniewaz
zachowana jest jeszcze integralnos$¢ strukturalna komorki, a takze zachowanych jest
wiekszo$¢ funkcji pelnionych przez blone komorkowa (Israel i Israel 1999, Nagata
2000, Trzcinska 2003). Ponadto, pomimo spadku mitochondrialnego potencjatu
transblonowego, organelle komoérkowe nie sg uszkodzone (Pollack i Leeuwenburgh
2001). Odréznienie komorek apoptotycznych na pdznym etapie procesu jest mozliwe do
zmierzenia poprzez wykorzystywany w metodzie (Aneksyna V) jodek propidyny, ktory
bedzie przenikat przez integralnie zaburzone na skutek apoptozy blony komorkowe,
nastepnie bedzie gromadzit si¢ wewnatrz komorki 1 wykazywatl mierzalng fluorescencje
komorki (Darzynkiewicz 1 inni 2001, Martinez 1 Freyssinet 2001, Skierski 2008).

Morfologicznie, w obrgbie komorek apoptotycznych wiodacy udzial maja
zmiany w jadrze komorkowym. Na poczatku, w poblizu blony jadrowej, chromatyna
ulega zaggszczeniu, potem zaczyna wypetnia¢ cate jadro komoérkowe, ktére nastepnie
staje si¢ pyknotyczne. Endonukleazy przyczyniaja si¢ do fragmentacji DNA, a nast¢pnie
na kolejnym etapie powstaja tzw. cialka apoptotyczne, begdace fragmentami jadra
komoérkowego oraz nieuszkodzonych organelli komoérkowych, ktére sa szczelnie
otoczone blong komoérkowa (Cory 1998, Halicka i inni 2000). Z kolei uzycie
MultiCaspase Kit umozliwa detekcj¢ poziomu kaspaz (wedlug informacji zawartych na
stronie producenta: kaspza-1, -3, -4, -5, -6, -7, -8 oraz -9), ktore sa zaangazowane w

fazy kontrolno-decyzyjnag i wykonawczg apoptozy. Tak wigc aktywowane s3a po
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rozpoznaniu bodzca i decyzji o skierowaniu komorki na ten szlak $mierci komorkowe;j.
Kaspazy spehniaja rozne funkcje. Podstawowa ich klasyfikacja, bez uwzglgdniania
metakaspaz 1 parakaspaz (Minina i1 inni 2020) dzieli kaspazy na 3 grupy, mianowicie na:
aktywatory cytokin (kaspazy: 1, -4, -5, -11, -12, -13, -14), inicjujace szlak apoptotyczny
(8, -9, -10) oraz odpowiedzialne za faz¢g wykonawcza apoptozy (-3, -6, -7) (Chang 1
Yang 2000). Chociaz przekazywanie sygnatow do wejscia komorki w apoptoze moze
przebiega¢ z wykorzystaniem réznych skomplikowanych szlakéw sygnalizacyjnych, tak
kaspazy wykonawcze uwaza si¢ za centralny punkt, ktory skupia rézne sygnaly
apoptotyczne. Kiedy nastepuje ich aktywacja przez kaspazy inicjujace, czy tez inne
bialka (np. GrB) wowczas osiaggnigty zostaje “punkt kontrolny”, w ktérym nie ma juz
odwrotu w apoptozie (ang. point of no return). Etap ten podlega Scistej regulacji miedzy
innymi przez biatka z rodziny Bcl2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma-2) oraz przez 1AP
(ang. inhibitor apoptosis proteins) (Gross 1 inni 1999). Wszystkie sposrdd dotychczas
poznanych kaspaz cechujg si¢ tym, ze przecinajg tancuch bialkowy substratu w miejscu,
gdzie znajduje si¢ w nim kwas asparaginowy oraz tym, ze same dla siebie stanowia
enzymy aktywujace. To oznacza, ze aktywacja jednej z kaspaz moze wywota¢ kaskade
reakcji, podczas ktorych z zymogendw (prokaspaz) aktywuje si¢ wiele aktywnych
kaspaz. Kaspazy natomiast przyczyniaja si¢ do niszczenia biatek enzymatycznych i
strukturalnych komorki. Dla przyktadu, podczas apoptozy w obrebie wielu komoérek
obserwuje si¢ proteolityczny rozpad takich biatek jak: laminy jadrowe, histony,
polimeraza poli-ADP-rybozy (PARP), biatka strukturalne, czy biatka decydujace o
przebiegu cyklu komoérkowego. Natomiast degradacja biatkowej kinazy DNA i PARP
czyni niemozliwym naprawe uszkodzonego DNA (Smolewski i inni 2001, Trzcinska
2003). Brak korelacji miedzy wynikami uzyskanymi z wykorzystaniem Aneksyny V
oraz MultiCaspase Kit mozna wigc thumaczy¢ adaptacja krewetek do zmieniajacego si¢
srodowiska z niklowego na czysta wod¢. W zwigzku z brakiem koniecznos$ci
przeprowadzania intensywnych procesow degeneracyjnych/regeneracyjnych, bo
ekspozycja na ksenobiotyk si¢ skonczyla, musialy nastapi¢ procesy regulacyjne
zatrzymujace $mier¢ komorki poprzez apoptozg.

Jak wczesniej wspomniano, apoptoza jest procesem programowanej $mierci
komorki, ktory podlega regulacji. Ekspresja odpowiednich gendéw bedzie przyczyniata

si¢ do aktywowania, bgdz hamowania apoptozy. W przypadku organizmu modelowego
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nicienia Caenorhabditis elegans, ekspresja gendw ced-3 1 ced-4 bedzie powodowata
wejscie komorki w apoptozg. Mutacja w obrebie tych gendw powoduje, ze komorki,
ktore powinny zosta¢ wyeliminowane przezywaja. Natomiast ekspresja tych genow jest
zalezna od genu ced-9, ktéry to gen dodatkowo jest odpowiedzialny za kodowanie
bialka hamujacego proces apoptozy. W wyniku ekspresji genu ced-9 powstaje biatko
CED-9, ktore stanowi gtdéwna ochrone komorek przed $miercig (Rudner 1 inni 2001). U
ssakow odpowiednikami dla genu ced-9 jest gen bcl-2, ktérego ekspresja stanowi silny
inhibitor apoptozy. Obnizenie ekspresji tego genu przyczynia si¢ do skierowania
komorki na droge apoptozy, natomiast nadmierna aktywnos$¢ doprowadzi do inhibicji
procesu (Gaczarzewicz 1 inni 2000). U krewetek wystepuje takze ekspresja genu bcl-2,
miedzy innymi u gatunku Litopenaeus vannamei (Fei 1 inni 2020). Produkt biatkowy
ekspresji genu bcl-2 przyczynia si¢ do blokowania sygnalizacji apoptozy na krytycznym
etapie procesu, czyli uwolnienia/wyplywu jondéw wapnia znajdujacych si¢ w siateczce
$rodplazmatycznej. Z kolei uwolnione jony Ca? biorg udzial w aktywacji dwoch
enzymow, ktore przyczyniaja si¢ do proceséOw dezintegracji, mianowicie endonukleazy
DNA oraz transglutaminazy zwigzanej z tworzeniem ciat apoptotycznych (Nakamura 1
inni 2000, Trzcinska 2003). Spadek ilo$ci wolnego wapnia opdznia rozpoczecie si¢
procesu apoptozy (Fuller i Shields 2000). W obrgbie rodziny biatek Bcel-2 wystepuja te
biatka, ktore beda stymulowaty apoptoz¢ (jak np. Bax, Bak, Bcl-Xs, Bok/Mtd) oraz te
biatka, ktére bedg hamowaty apoptoze (Bcl-2, Bel-X-L, Bel-W, Mcl-1, Nr-13) (Fadeel i
inni 1999, Gross 1 inni 1999, Trzcinska 2003). Wspomniane biatka wystepuja w blonach
siateczki  $rodplazmatycznej, otoczki okotojadrowej oraz mitochondrialnej. Sa
odpowiedzialne za regulacje przepuszczalno$ci bton mitochondrialnych. W fazie
wykonawcze] apoptozy dochodzi do zaburzenia potencjatu bton w mitochondriach
(spadku  mitochondrialnego  potencjatu  transblonowego), zwickszeniu ulega
przepuszczalno$§¢ blon mitochondrialnych, a to z kolei skutkuje uwolnieniem z
mitochondriéw czynnikéw indukujacych apoptoze AIF (apoptosis inducing factor) oraz
cytochromu c¢ (Apaf-2) (Shimizu i1 inni 2001, Trzcinska 2003). W warunkach
fizjologicznych cytochrom c¢ uczestniczy w przekazywaniu elektrondow w tancuchu
oddechowym, jednakze w czasie apoptozy, uwolniony do cytozolu, taczy si¢ z kaspaza
9 przyczyniajac si¢ do wspomnianej wczesniej kaskady kaspaz doprowadzajacej w

rezultacie do $mierci komorki. Co wigcej, biatka Bax 1 Bak sg w stanie laczy¢ si¢ z
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biatkiem VDAC (z ang. voltage-dependent anion channel), ktore to biatko nalezy do
jednego z gléwnych skladnikow zewnetrznej btony mitochondrialnej w komorkach
eukariotycznych. W warunkach fizjologicznych kanat VDAC nie jest przepuszczalny
dla cytochromu c, natomiast gdy potaczy si¢ z biatkami Bax i Bak wowczas staje si¢
przepuszczalny dla cytochromu c, przyczyniajac si¢ do swobodnego przechodzenia
cytochromu ¢ przez kanal z mitochondriow do cytoplazmy. Natomiast biatko Bcl-2
powoduje inhibicje uwalniania AIF i cytochromu ¢ oraz hamuje bezposrednia interakcje
z Apaf-1 (odpowiednik biatka CED-4 u C. elegans) (Fadeel i inni 1999, Trzcinska
2003).

Wysoki poziom komoérek kaspazo-pozytywnych w trakcie eksperymentu na
krewetkach hodowanych w wodzie niklowej, nie korespondujacy z wysokim poziomem
komorek na wezesnym i péznym etapie apoptozy (mierzony za pomoca Aneksyny V)
thumaczy¢ mozna takze faktem, ze aneksyna mierzy poziom apoptozy poprzez: z jednej
strony obecno$¢ fosfatydyloseryny na powierzchni btony komorkowej, ktéra na
zewngtrznej blonie pojawia si¢ dzigki aktywnosci kaspazy 3 (wczesny etap apoptozy), a
z drugiej strony poprzez zaburzenia przepuszczalnosci blony komorkowej (pdzna
apoptoza). Natomiast ogoélny poziom kaspaz w obrebie cytoplazmy mierzony za
pomoca MultiCaspase Kit moze wzrosnag¢ na skutek obecno$ci innych kaspaz, np.
inicjatorowych, lub innych niz kaspaza-3 kaspaz wykonawczych, ktére sprawia, ze w
bawieniu komoérka bedzie kaspazo-poztywna. Bedzie to jednak etap zachodzacy przed
aktywacja kaspazy 3. Stgzenie kaspaz w obrgbie cytoplazmy komorki moze wzrosnaé
zewnetrznie (droga zewnatrzpochodna), badz wewnetrznie (droga
wewnatrzchpochodna). Z kolei drogi aktywacji kaspaz mozna podzieli¢ ze wzgledu na
zrodlo pochodzenia sygnalu, mianowicie na: receptorowe, indukowane stresem np.
uszkodzenie DNA oraz pochodzenia mitochondrialnego (Zou i inni 1999, Srinivasula i
inni 1998). W przypadku zewnatrzpochodnej indukcji apoptozy ligand przylacza si¢ do
zewnatrzkomorkowej domeny receptorow S$mierci. Przyktadami ligandow dla
wspomnianych receptorow moga by¢: ligand Fas (FasL) albo czynnik martwicy
nowotworu (TNF) (Peter i inni 1998, Wajant 2002). Kiedy receptor $mierci Fas jest
aktywny, wowczas moze poprzez domen¢ FADD zwigza¢ cytoplazmatyczne biatko
DED (dla receptora TNFR domena to TRADD). Natomiast w obrgbie biatka DED

uaktywniona efektorowa domena $mierci wigze si¢ z domenami kapazy-8,
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zlokalizowanej przy cytoplazmatycznej stronie blony komodrkowej. To prowadzi do
powstania kompleksu DISC, dochodzi do oligomeryzacji i autoaktywacji kaspazy-8. W
kompleksie DISC niezaleznie od kaspazy-8 moze doj$¢ do aktywacji kaspazy-10 (Hsu 1
inni 1995, Kischkel i inni 1995, Kelliher i inni 1998). Wymienione kaspazy moga
przyczyni¢ si¢ do aktywacji prokaspazy-3, a takze do mitochondrialnej drogi
autodestrukcji dzigki aktywacji biatka Bid, bedacego proapoptotycznym biatkiem z
rodziny Bcl-2 (Li i inni 1998). Aktywacj¢ kaspazy-8 moze takze wywota¢ cytochrom c
(biatko mitochondrialne) oraz cigcie przez kaspaze-6. Wowczas bedzie to niezalezna od
kompleksu DISC droga aktywacji kaspazy-8. Ponadto, blonowe receptory $mierci kiedy
sa aktywowane mogg tez zwigza¢ prokaspazg-2 za posrednictwem biatka RIP (Holler 1
inni 2000). Natomiast w wewnatrzpochodnej drodze aktywacji kaspaz, kaspazg zalezna
od mitochondrium jest prokaspaza-9. Jak wcze$niej wspomniano, w konsekwencji
stresu oksydacyjnego w mitochondrium nastgpuja zmiany prowadzace do uwolnienia do
cytoplazmy cytochromu ¢ (Garrido i1 inni 2006). Obecno$¢ w obrebie cytoplazmy
cytochromu c, prokaspazy-9, Apaf-1 (czynnik aktywujacy proteazy), ATP przyczynia
si¢ do powstania apoptosomu (Goldstein i inni 2000), kompleksu majgcego na celu
aktywacj¢ kaspaz inicjatorowych (Bao i Shi 2007). Natomiast oddzialywanie Apaf-1 i
prokaspazy-9 powoduje aktywacje¢ kaspazy-9. Ta z kolei bedzie uaktywnia¢ kaspaze-3,
-7. Kaspaza-3 z kolei moze uaktywni¢ prokaspaze-9 na drodze dodatniego sprzezenia
zwrotnego. Jak wczesniej wspomniano, kaspazy wykonawcze sg kluczowymi
kaspazami zbierajagcymi sygnaty apoptotyczne. Kaspaza-3 stanowi najwazniejsza
kaspaze efektorows, ktorej aktywacja moze nastgpi¢ w wyniku obecnosci enzyméow 1
biatek, jak kaspaza-8-,-9,-10, czy granzymu B, biatka CPP-32. Z kolei kaspaza-3 moze
nastepnie oddzialywaé na prokaspazeg-3,-6,-9, polimeraze¢ poli-ADP-ryboze (PARP),
enzym fosfokinaze (PKC) (Lazebnik i inni 1994). A cigcie biatek strukturalnych
komorki przez kaspazy ma wpltyw na charakterystyczny obraz komorki apoptotyczne;j
(Gervais 1 inni 1998). Do duzej grupy substratow kaspaz nalezg biatka, ktore decyduja o
naprawie DNA, jak np. ICAD — inhibitor deoksyrybonukleazy, gdzie kaspaza moze
uskuteczni¢ degradacje DNA (Enari 1 inni 1998ab, Sakahira i inni 1998). W$rdd biatek
cietych przez kaspazy podczas apoptozy mozna wymieni¢ biatka regulujace cykl
komorkowy. Oddziatywanie kaspaz moze dotyczy¢ takze: kinaz antyapoptotycznych,

czynnikéw transkrypcyjnych, kinaz promujacych $mieré¢ komorki, sygnatowych
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molekut dla czynnikow transkrypcyjnych (Fischer i inni 2003). Dla kaspazy-3
homologicznymi sa kaspazy-6, -7, przez co maja one wiele wspolnych substratow i
wymiennie mogg dziata¢ w réznych komorkach jako kaspazy efektorowe (Lassus i inni
2002). Zlokalizowana w siateczce §rddplazmatycznej kaspaza-12 takze uczestniczy w
kaskadzie sygnalizacyjnej, cho¢ w gldwnej mierze jej substratem jest prokaspaza-9. Ze
wzgledu na rozmieszczenie, najwigcej kaspaz znajduje si¢ w cytoplazmie, aczkolwiek
niektore prokaspazy wystepuja w mitochondriach (prokaspaza-3), a takze w aparacie
Gogliego (kaspaza-2, -9) (Zhivotovsky i inni 1999).

Wysoki poziom kaspaz niekorespondujacy z wysokimi wynikami uzyskanymi z
analizy z wykorzystaniem Aneksyny V, mozna tlumaczy¢ tez faktem, iz aktywowane
kaspazy biorg udzial takze w wydarzeniach komérkowych nie begdacych apoptoza.
Poddajac analizie dobrze znane cele apoptotyczne kaspaz, badacze dochodza do
wniosku, ze cigcie ograniczonej liczby wybranych substratow odgrywa gtdéwna role
podczas nieapoptotycznych funkcji kaspaz. Selektywne cigcie substratu moze podlegac
regulacji przez: aktywacje czynnikoOw antyapoptotycznych, podzielong na przedziaty
aktywacj¢ kaspaz, czy poprzez ograniczong aktywnos$¢ kaspaz podczas funkcji
niezaleznych od apoptozy. Aktywne kaspazy wykazuja funkcje podczas proliferacji
wielu komorek, regulacji cyklu komodrkowego, a takze uczestniczag w rdéznicowaniu
roznych komoérek. W niektorych typach komorek réznicowanie moze morfologicznie
wyglada¢ jak niepetna apoptoza (Schwerk i Schulze-Osthoff 2003).

W przypadku inicjacji wewnatrzopochodnej, gdzie inicjacja jest niezalezna od
biatek blony komorkowej, a sygnat pochodzi =z bialkkowych czynnikow
wewnatrzkomorkowych ~ (powstajacych na  skutek  aktywnosci w  obrgbie
mitochondriéw) na skutek wzrostu ROS, ktéry przyczynia si¢ do degradacji DNA i
prowadzi do apoptozy. Z kolei wysoki poziom ROS pomimo przywrocenia krewetek N.
davidi do czystej wody po ekspozycji na nikiel wystepuje w obu analizowanych
narzadach.

Wiele przeprowadzonych badan wskazuje, ze mitochondria biorg gtéwny udziat
w procesie apoptozy. Wystgpienie stresu oksydacyjnego moze przyczyni¢ si¢ do
otwarcia megakanalu mitochondrialnego 1 wyptywu jonéw wapnia. Ma to miejsce przed
pojawieniem si¢ charakterystycznych dla apoptozy cech jak: kondensacja chromatyny,

fragmentacja DNA, zmiany w obrgbie blony komdrkowej. To moze doprowadzi¢ do
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wzrostu poziomu ROS. W tej zalezno$ci (podwyzszony poziom ROS - brak
obserwowanych zmian w ultrastrukturze komoérek) prawdopodobnie moze bra¢ udziat
biatko Bcl-2, ktore z racji bycia przeciwutleniaczem, zmniejsza uszkodzenia bion
mitochondrialnych wywolanych przez ROS, a co si¢ z tym wigze utrzymanie poziomu
Ca’" (Bartosz 1998).

Analiza jakos$ciowa 1 ilosciowa poziomu ROS u krewetek traktowanych niklem 1
hodowanych w wodzie czystej po wczesniejszej ekspozycji na nikiel wykazala, ze
przywrdcenie do czystej wody nie wplywa na spadek liczby sygnatow emitowanych
przez komoérki ROS(+). W jelicie poziom ROS jest nieco wyzszy niz w grupach
eksperymentalnych, natomiast w watrobotrzustce w grupach zwierzat poddanych
oczyszczaniu przez dwa tygodnie (Ni 1:2 1 Ni 2:2) parametry sg nieco nizsze w
poréwnaniu z tygodniowym oczyszczaniem. Niezaleznie natomiast od analizowanego
narzadu, szczegdlnie wysokie poziomy ROS obserwuje si¢ w grupie Ni 2:1.
Przywrocenie do karmienia glodzonych osobnikéw N. davidi przyczynito si¢ do spadku
poziomu ROS, jednak nie do wartosci kontrolnych w obu analizowanych narzadach
(Wlodarczyk 1 inni 2019a). Podobng zalezno$¢ wysokiego poziomu ROS pomimo
przywrocenia do kontrolnych warunkéw zaobserwowali badacze sprawdzajacy wptyw
przywrocenia normalnych warunkéw krewetce Litopenaeus vannamei poddanej
wczesniej stresowi w postaci niedostatecznie nasyconej tlenem wody oraz obecnoscig w
wodzie wysokiego poziomu dwutlenku wegla. Wzigli pod uwage ekspresje genow
antyoksydacyjnych w watrobotrzustce. Eksperyment zaplanowano na 4 i1 24 h
ekspozycji na stresor, nastgpnie regeneracje przez 0, 1, 6 lub 24 h. O ile podczas
ekspozycji na stresor odpowiedz transkrypcyjna rosta, tak przy przywroceniu do
normalnych warunkéw parametry zmniejszyty si¢ lub nie zmienity w wigkszosci
dlugoterminowych rekonwalescencji. Ekspresja genow antyoksydacyjnych zostata
zmniejszona lub wyciszona przez silniejsza ekspozycje na te warunki, pozostawiajac
krewetki potencjalnie podatne na uszkodzenia wywotane przez ROS (Kniffin 1 inni
2014). Z kolei Jiang i inni (2019) badali wptyw stresu temperaturowego na
metabolizm tlenu 1 energii w watrobotrzustce krewetki Penaeus monodon, poprzez
wplyw wspomnianego czynnika na produkcje ROS, przeciwutleniaczy oraz ATP.
Zarowno ekspozycja na obnizong temperatur¢ (15°C), jak 1 podwyzszong (temp

powyzej 30°C) indukowata produkcje ROS, aktywnos$¢ antyoksydantow (rozna
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odpowiedz zalezna od enzymu), czy produkcje ATP. Dodatkowa produkcja ATP w
wyniku stresu sugeruje wzrost zapotrzebowania organizmu na energi¢ w celu
utrzymania homeostazy w narzadach. Odpowiedz antyoksydacyjna pojawiajaca si¢ w
wyniku wzrostu st¢zenia ROS na skutek zastosowania réznych stresoréw moze by¢
rézna w zalezno$ci od samego stresora, czasu ekspozycji i regeneracji. W przypadku
eksperymentu z ekspozycja krewetek N. davidi na nikiel na skutek dziatajacego stresora
wzrasta poziom ROS, ktory nie powraca do poziomoéw kontrolnych po przywroceniu
zwierzat do normalnych warunkow i przekracza zdolnosci antyoksydacyjne komorek.
Stezenie ATP w jelicie 1 watrobotrzustce N. davidi przywroconej do czystej wody w
dalszym ciagu jest na niskim poziomie, w poréwnaniu z osobnikami kontrolnymi.
Natomiast wskaznik ADP/ATP pomimo przywrocenia krewetek do czystej wody jest
wyzszy niz wartosci kontrolne. Najwyzsze spadki wspotczynnika ADP/ATP
obserwowano w grupach z 2 tygodniami przebywania w czystej wodzie. Uzyskane
wyniki wskazywa¢ moga, ze przywrocenie do czyste] wody po ekspozycji na nikiel nie
bylo wystarczajaco diugie do pelnej regeneracji i uszkodzone mitochondria nie
produkuja odpowiedniej ilosci ATP. Innym wytlumaczeniem niskiego stezenia ATP
moze by¢ fakt zwigkszonego zapotrzebowania komoérek na ATP, zuzywanego do
odbudowy tkanek, na co z kolei takze redukcja materiatow zapasowych moze mieé
wptyw. Natomiast ekspozycja na stresory moze powodowac, ze poziom ATP jest zbyt
niski, aby mogta si¢ aktywowac apoptoza (Richter i inni 1996). Poréwnujac wyniki
zwigzane z liczbg komorek ROS(+) oraz pomiarow stezenia ATP w badanych tkankach
N. davidi eksponowanej na nikiel 1 przywroconej do zycia w czystej wodzie, obserwuje
sig, ze wraz ze wzrostem liczby komoérek ROS(+) zmniejsza si¢ stezenie ATP.
Zaleznos¢ ta nie jest zaskakujgca wzigwszy pod uwagge fakt, iz niezneutralizowane ROS
dzialaja destrukcyjnie na mitochondria i moga zaburzy¢ funkcjonowanie tancucha
oddechowego, a co si¢ z tym wigze produkcje ATP. Tylko w grupie Ni 1:0 w jelicie
obserwuje si¢, ze dwukrotny wzrost udziatu komoérek ROS-pozytywnych nie przyczynit
si¢ do spadku stezenia ATP, a wrecz spowodowal jego wzrost. Zjawisko to mozna
thumaczy¢ faktem, Zze tygodniowa ekspozycja na nikiel, z perspektywy dlugo$ci trwania
eksperymentu, byla zbyt krotkim czasem, podczas ktorego nastgpita mobilizacja
metabolizmu oraz wykorzystanie rezerw energetycznych w postaci trawienia

materiatlow zapasowych. Ponadto, tygodniowa ekspozycja nie zdazyta wywola¢ jeszcze
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znaczacych zmian na poziomie ultrastrukturalnym mitochondriéw. Jak wcze$niej
wspomniano, wewnatrzkomorkowe stezenie ATP stanowi czynnik wplywajacy na
rodzaj $mierci komorkowej. ATP w procesie apoptozy wykorzystywane jest migdzy
innymi we wszystkich szlakach aktywacji kaspaz, enzyméw proteolitycznych, ktore
kontroluja apoptoze¢ (Richter i inni 1996, Wilczek 2008). Niskie stezenie ROS chwilowo
zmienia poziom ATP, co bedzie prowadzito do apoptotycznej $mierci komorki.
Natomiast wysokie stezenie nadtlenku wodoru, ktére przyczynia si¢ do trwatego
obnizenia ATP, bedzie prowadzito do $mierci komorki na drodze nekrozy (Gardner i
inni 1997, Wilczek 2008). Jak si¢ okazuje, utrzymanie stezenia ATP w komorkach,
ktore przekracza 50% warto$ci wyjSciowych jest wystarczajace, aby zmieni¢ szlak
smierci komdrkowej z nekrotycznej na apoptotyczng. Moze jednak nastgpi¢ takze
przejscie z apoptozy do nekrozy, gdy obnizeniu ulegnie poziom ATP (Herceg i Wang
2001, Wilczek 2008). Przejsciu komorki ze szlaku $mierci apoptotycznej na
nekrotyczng moze takze towarzyszy¢ zwigckszony poziom nadtlenku wodoru, ktory
bezposrednio dziala hamujaco na kaspazy, poprzez utlenienie grup tiolowych w centrum
aktywnym enzyméw (Chandra i inni 2000). Powstajacy na skutek zaburzen w
przeptywie elektronow w tancuchu oddechowym nadtlenek wodoru moze przyczyniac
si¢. do otwarcia megakanalow oraz zmian w transblonowym potencjale
mitochondrialnym. Natomiast spadek potencjatu ponizej warto$ci bramkujacej kanaty
moze stanowi¢ pierwszy sygnal wejscia na droge apoptozy (Zamzami i inni 1995,
Wilczek 2008). Zmiany transblonwego potencjatu mitochondrialnego wystgpuja prawie
rownocze$nie we wszystkich mitochondriach w obrgbie danej komorki (Marzo 1 inni
1998). Jesli potencjat mitochondrialny dlugotrwale utrzymuje si¢ na niskim poziomie,
jest to znak, ze komorka wchodzi w apoptoz¢. Natomiast jesli depolaryzacja,
wynikajaca z obnizonego potencjatu, dotyczy tylko pojedynczych mitochondriow w
komoérce, woéwczas mitochondria takie s3 rozpoznawane jako nieprawidtowe 1 s3
utylizowane na drodze autofagii (mitofagii). Jednak gdy obnizony potencjat
mitochondrialny pojawia si¢ w wiekszej liczbie mitochondriéw, dochodzi do uwolnienia
cytochromu ¢ i AIF (czynnik indukcji apoptozy), a w warunkach odpowiedniego
stezenia ATP nastepuje takze aktywacja kaspaz. Do nekrozy natomiast dochodzi, gdy w
wigkszosci mitochondriow wystapitlo gwaltowne zatamanie si¢ potencjatu  oraz

wyczerpanie ATP. Zaobserwowano, ze gdy ponad 90% mitochondriow w obrgbie
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komorki utrzymuje wysokie warto$ci potencjatu mitochondrialnego, komoérka taka
charakteryzuje si¢ takze znaczna wydolno$cig energetycza (Lecoeur i inni 2004). W
zwigzku z powyzszym uznano, ze analizowanie zmian potencjalu mitochondrialnego
jest dobrym wskaznikiem kondycji energetycznej i fizjologicznej w obrebie komorek,
ale tez i tkanek oraz calych narzadoéw (Saleh i inni 2003, Wilczek 2008).

Analiza ultrastrukturalna mitochondridow wykazata, ze przywrécenie krewetek do
czyste] wody przyczynilo si¢ do zmniejszenia czgstotliwosci 1 intensywnosci
obserwowanych zmian degeneracyjnych w obrebie mitochondridow, proporcjonalnie do
czasu oczyszczania, zwlaszcza w jelicie, gdzie w wyniku ekspozycji te zmiany byly
najsilniejsze. W grupie Ni 1:1 w jelicie, tydzien oczyszczania po tygodniu ekspozycji na
nikiel nie byl wystarczajacy dla pelnej regeneracji. W grupie tej w komoérkach D
mitochondria sg znieksztalcone, natomiast w grupie Ni 1:2, ultrastrukturalnie
przypominaja grup¢ kontrolng. W grupie Ni 2:1 wzrasta liczba zdegenerowanych
mitochondridow, ktore sg rozdete 1 majg skrocone grzebienie. W grupie Ni 2:2 w obrebie
pojedynczych zdegenerowanych komorek obserwuje si¢ rozdgte mitochondria.
Natomiast w obrebie prawidtowych komorek tej grupy, mitochondria wcigz sg rozdete 1
posiadaja skrocone grzebienie. Podobne rezultaty uzyskano eksponujac N. davidi na
dimetoat 1 przywracajac do czystej wody (Ostrézka i inni 2022) oraz N. davidi
ponownie karmionej po stresorze w postaci gtodzenia (Wtodarczyk 1 inni 2017, 2019a).
Analiza ilo$ciowa poziomu komorek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami (o niskim
potencjale blonowym) wykazata, ze przywrocenie krewetek do czystej wody wigzato
si¢ ze zwigkszeniem odsetka badanego parametru w grupach Ni 1:1 1 Ni 1:2 w jelicie.
Przy czym w jelicie w grupie Ni 1:2 wzrost byt najwigkszy. W grupach Ni 2:1 1 Ni 2:2
zaobserwowano spadek ponizej warto$ci notowanych dla grupy ekspozycyjnej Ni 2:0.
Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w watrobotrzustce. Przywrocenie do czystej wody
nie przyczynito si¢ do powrotu parametrow do warto$ci kontrolnych zardwno w jelicie,
jak 1 watrobotrzustce. Diugotrwate glodzenie N. davidi aktywuje wzrost liczby
nieaktywnych mitochondriow w obu endodermalnych obszarach uktadu pokarmowego.
Natomiast powrot do karmienia przyczynit si¢ do spadku udzialu zdepolaryzowanych
mitochondrow. Ultrastrukturalnie mitochondria ulegly drastycznym zmianom:
zaobserwowano nabrzmiate mitochondria ze zmniejszong liczba krétkich grzebieni.

Zmniejszenie liczby komoérek z nieaktywnymi mitochondriami w jelicie 1
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watrobotrzustce N. davidi po ponownym odzywieniu mogg by¢ zwigzane z aktywacja
autofagii (mitofagii jako autofagii selektywnej) (Wtodarczyk i inni 2017, 2019ab).
Zmiany mitochondrialnego potencjatu blonowego traktowane sg jako dobre markery
wszystkich zmian prowadzacych do $mierci komoérki (Wilczek 1 inni 2014), a
obserwowane byly u raka blotnego (Scylla paramamosain) zainfekowanego wirusem
WSSV (z ang. White Spot Syndrome Virus) (Lin 1 inni 2020). Jednak dane dotyczace tej
tematyki sg bardzo ubogie w przypadku stodkowodnych bezkregowcow, w tym
skorupiakow poddanych ekspozycji na ksenobiotyki wystepujace w Srodowisku ich

zycia.

5.5. Analiza cyklu komoérkowego i proliferacji komorek w jelicie i watrobotrzustce

W nabtonku jelita $rodkowego bezkrggowcow wystepuja komorki
odpowiedzialne za jego odnowe, regeneracje. Sa to tak zwane komorki regeneracyjne
(embrionalne), ktore traktowane sg jako komodrki macierzyste dla calego nabtonka jelita
srodkowego. Tak wiec zdolne sa do proliferacji oraz do réznicowania w roézne typy
komoérek nablonkowych. Zlokalizowane sg albo pojedynczo pomiedzy bazalnymi
regionami pozostalych komoérek tworzacych nabtonek lub formujg grupy nazywane
kryptami lub  gniazdami regeneracyjnymi (Szklarzewicz 1 Tylek 1987,
Rost-Roszkowska 1 inni 2007, 2010b, Christofoletti 1 inni 2012, Sosinka 1 inni 2014,
Fontanetti i inni 2015). W przypadku skorupiakow opisane zostaly one jako komoérki E
1 zlokalizowane moga by¢ albo w przedniej czesci jelita, albo w dystalnej i medialnej
czesSci cewek watrobotrzustki w zaleznos$ci, z jakich odcinkow/narzadow zbudowane
jest jelito srodkowe. U niektorych gatunkow zyjacych przez krotki okres czasu komorki
regeneracyjne nie zostaty opisane (Arnaud i inni 1978, Mycles 1979, Prosi i inni 1983,
Musko 1988, Ceccaldi 1989, Sousa 1 Petriella 2001, Sousa 1 inni 2005, Tam 1
Avenant-Oldewage 2009ab, Rost-Roszkowska i inni 2012). U N. davidi komorki
regeneracyjne zlokalizowane sg w przedniej czesci jelita, a takze w dystalnej czesci
cewek watrobotrzustki, gdzie ulegaja one proliferacji. W regionie $srodkowym tych

cewek komorki E rdznicujg si¢ w komoérki F, B oraz R, ktére tworza proksymalne
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regiony cewek 1 jednocze$nie odpowiadaja za funkcje zwigzane z sekrecja,
magazynowaniem, absorpcja, czy detoksykacja (Sonakowska 1 inni 2015,
Sonakowska-Czajka 1 inni 2021). W trakcie przeprowadzonych analiz zmiany
degeneracyjne nie byly obserwowane na terenie komorek E jelita ani watrobotrzustki V.
davidi. Wszystkie zmiany dotyczyly pozostaltych komodrek budujacych nabtonek.
Podobne wyniki uzyskano w przypadku prowadzenia eksperymentéw polegajacych na
glodzeniu (Wlodarczyk i1 inni 2017) oraz eksponowaniu dorostych osobnikéw tego
gatunku na dimetoat (Ostrézka 1 inni 2022), czy bisfenol A (dane niepublikowane).
Podczas gdy komorki regeneracyjne w jelicie nie majg kontaktu ze $wiatlem tego
narzadu, a wigc nie maja bezposredniego kontaktu z ksenobiotykiem, to w przypadku
regionow dystalnych 1 medialnych cewek watrobotrzustki komorki te maja juz ze
Swiattem kontakt (Sonakowska i inni 2015, Sonakowska-Czajka i inni 2021). Tak wigc
brak jakichkolwiek zmian na poziomie ultrastrukturalnym w komoérkach E obu
narzagdow tworzacych u N. davidi jelito srodkowe bedzie prawdopodobnie zwigzane z
wystepowaniem innych mechanizméw utrzymujacych homeostazg w tych komorkach.

W niniejszym projekcie zaplanowano przeprowadzenie analizy cyklu
komoérkowego w jelicie oraz watrobotrzustce badanej krewetki, aby sprawdzi¢ czy pod
wplywem niklu lub w trakcie oczyszczania organizmu po wczesniejszej ekspozycji na
nikiel, dochodzi do zmian w liczbie komorek bedacych w poszczegolnych fazach cyklu
komoérkowego. Poniewaz zaréwno w jelicie, jak 1 w watrobotrzustce komodrkami
zdolnymi do podzialéw mitotycznych sa tylko komoérki E, to pomimo, ze badane
ilosciowo bylo cale jelito oraz cala watrobotrzustka (wyizolowanie pojedynczych
wszystkich komorek E z nablonka obu narzadéw nie bytoby mozliwe) to zmiany liczby
komorek bedacych w poszczegodlnych fazach cyklu komorkowego beda wskazywac na
zmiany dotyczace wlasnie komorek E. Komoérki D jelita oraz komoérki F, B i R
watrobotrzustki sa w pelni wyspecjalizowanymi komoérkami nie zdolnymi do podziatow
komorkowych (Sousa 1 inni 2005, Sonakowska 1 inni 2015, Sonakowska-Czajka 1 inni
2021).

Cykl komoérkowy jest procesem wysoce regulowanym, w ktorym zachodza
kolejne fazy: pierwsza faza G,/G, obejmujaca m.in. biosynteze biatek 1 enzymow
potrzebnych do replikacji DNA, faza S - replikacji DNA oraz faza G,/M - synteza

histonow oraz mitozy. W pozytywnej regulacji catego cyklu biorg udziat kinazy
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zalezne od cyklin (CDKs - cyclin-dependent kinases) oraz cykliny (John i inni 2001).
Komorki zwierzgce zawieraja co najmniej dziewie¢ CDK, z ktorych cztery, CDK1, 2, 3
1 4, sa bezposrednio zaangazowane w regulacje cyklu komorkowego (Morgan 2007).
Jak nazwa wskazuje, CDKs beda aktywowane wowczas, gdy nastapi (zalezna od fazy
cyklu komorkowego) synteza cyklin. Spetnienie tego warunku umozliwi stworzenie
kompleksow cyklina — kinaza zalezna od cykliny (John i inni 2001, Morgan 2007),
ktére z kolei beda fosforylowaty substraty odpowiednie dla danej fazy cyklu
komorkowego (Morgan 1997). Kompleksy cyklina - CDK z wczes$niejszej fazy cyklu
komorkowego pomagaja aktywowaé kompleksy cyklina - CDK w pdzniejszej fazie
(Morgan 2007) i beda regulowatly przechodzenie komodrki na kolejny etap cyklu
komoérkowego (John 1 inni 2001). Wsrod dwoch gtownych grup cyklin wyrdznia sig:
cykliny G,/S oraz cykliny G,/M. Cykliny G,/S sa niezbedne dla kontroli cyklu
komorkowego w przejsciu komorki z fazy G, na S. Stezenie danego rodzaju cykliny
wzrasta, po czym gwattownie maleje na skutek degradacji w okreslonym etapie cyklu
komodrkowego (John i inni 2001).

W regulacji cyklu komérkowego biorg udzial takze ,,punkty kontrolne” (ang.
checkpoint) w fazach: G,, G, oraz M. Bedac z fazie G,, w zalezno$ci od warunkow
zewngetrznych 1 wewngtrznych komorka moze op6zni¢ G;, moze wejs¢ w stan
spoczynku G, lub przej$¢ ten punkt kontrolny (Alberts i inni 2007). Uszkodzenie DNA
jest gtéwna przyczyng nie przechodzenia komodrki w cykl komodrkowy. Decyzja o
zaangazowaniu si¢ w nowa runde podziatu komoérki nastepuje, gdy komorka aktywuje
transkrypcje zalezng od kompleksu cykliny-CDK, ktéra promuje wejscie w fazg S
(Bertoli 1 inni 2013). W czasie wczesnej fazy G,, represory (pocket proteins) wiaza si¢ z
czynnikami transkrypcyjnymi E2F. Rodzina genow E2F stanowi grup¢ czynnikow
transkrypcyjnych, ktéorych celami jest wiele gendéw waznych dla kontroli cyklu
komorkowego. W punkcie kontrolnym G, komoérka ponownie sprawdza DNA pod
katem uszkodzenia, czy niepelnej replikacji, a w miejscach uszkodzen rekrutowane sg
odpowiednie kinazy, jak rowniez ma miejsce aktywacja miedzy innymi biatka p53 w
celu zatrzymania cyklu na tym etapie (Morgan 2007). Natomiast punkt kontrolny w
mitozie wystepuje na etapie wrzeciona kariokinetycznego.

Dzigki analizie z wykorzystaniem MUSE Cell Cycle Kit uzyskano procent
komorek bedacych w kolejnych fazach cyklu komoérkowego: G,/G1, S, G,/M. Uzyskane
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wyniki wskazuja, ze ekspozycja na nikiel przyczynia si¢ do zmian w przebiegu cyklu
komoérkowego komoérek budujacych zarowno jelito, jak 1 watrobotrzustke N. davidi.
Zarowno w jelicie, jak 1 w watrobotrzustce w wyniku ekspozycji na metal wzrdst udziat
procentowy komorek bedacych w fazie Gy/G,, natomiast spadl udzial komorek
bedacych w fazie S 1 G,/M. Obserwowane zmiany byly intensywniejsze w jelicie niz w
watrobotrzustce. Tak wigc mozna wywnioskowaé, ze niezaleznie od czasu trwania
ekspozycji zwierzat na nikiel dochodzito do zablokowania syntezy DNA oraz mitoz,
ktorym ulegaja komorki E.

Jak wspomniano wczesniej, ekspozycja na nikiel przyczynia si¢ do indukowania
zmian degeneracyjnych w obrebie analizowanych narzadéw, w tym powodujac
uszkodzenie DNA. Kiedy DNA komorki zostaje uszkodzone, woéwczas komorka taka
ulega zatrzymaniu w fazie G, do czasu usunigcia defektu. Jesli si¢ tak jednak nie dzieje,
wtedy nastepuje uruchomienie proceséw prowadzacych do $mierci komorki. Komorki
takie nie wchodza w faze S 1 nie sg w stanie kontynuowac cyklu komérkowego, a to z
kolei indukuje proces apoptozy (Trzcinska 2003). Na wczesnych etapach apoptozy
komorki sg w stanie podzieli¢ si¢ jedno- lub kilkukrotnie, dlatego tez morfologicznie
mogg by¢ trudne do rozréznienia (Darzynkiewicz i inni 1997, Trzcinska 2003).

Zwigkszenie liczby komorek w fazie Gy/G, z réwnoczesnym obnizeniem
odsetka komorek w fazie S na skutek gtodzenia zaobserwowano migdzy innymi u kraba
Eriocheir sinensis, u ktorego autorzy thumaczyli, ze zatrzymanie proliferacji moglo
nastgpi¢ ze wzgledu na oszczedzanie energii (Huang i inni 2020).

Przywrocenie krewetek do czystej wody przyczynito si¢ do spadku ilosci
komorek bedacych w fazie Gy/G,, obserwowane zwlaszcza w grupach Ni 1:1, Ni 1:2,
gdzie uzyskane wartosci sg nizsze niz kontrolne. W przypadku grup Ni 2:1 1 Ni 2:2
parametr przypomina warto$ci kontrolne. Analizujagc parametr S, zaobserwowano, ze w
grupach Ni 1:1 oraz Ni 1:2 warto$ci wzrosly znaczaco, natomiast w grupie Ni 2:1
warto$¢ jest wyzsza niz kontrolna, ale grupa Ni 2:2 pod tym wzgledem przypomina
kontrolg. Natomiast w przypadku fazy G,/M najwigkszy wzrost zaobserwowano w
grupach Ni 1:1 1 Ni 1:2, cho¢ proporcjonalny do czasu oczyszczania wzrost udzialu
komorek tych zaobserwowano takze w grupach Ni 2:1 i1 Ni 2:2. W watrobotrzustce
obserwowano nieznaczne zmiany w badanych parametrach cyklu komérkowego, gdzie

najwigksze roznice w otrzymanych wartoSciach wynosza okolo 1-2%. Natomiast
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uzyskane wyniki odzwierciedlaja zaleznosci zaobserwowane w jelicie. Wzrost warto$ci
odsetka komoérek bedacych w fazie S Ilub G,/M (zarowno w jelicie, jak i
watrobotrzustce) krewetki N. davidi na skutek przywrdcenia do czystej wody moze
swiadczy¢ o naprawie uszkodzonego DNA (bedacego powodem zatrzymania w fazie
Gy/G,) 1 wznowienie cyklu.

Posrednig role w regulacji faz G/G,/s 1 G,M cyklu komorkowego zaangazowana
jest cyklina C, bgdaca wysoce konserwatywnym biatkiem, ktore funkcjonalnie jest
zaangazowane zarOwno w pozytywng, jak i1 negatywna regulacj¢ transkrypcji we
wszystkich organizmach eukariotycznych (Liu i inni 1998). Funkcja ta jest realizowana
we wspotpracy z kinazami cyklinozaleznymi (CDK) CDKS8 i CDK3 podczas progresji
cyklu komorkowego (Janpoom i inni 2021). Cykliny C, A oraz B opisane zostaty na
przyktad u krewetki Penaeus monodon (Visudtiphole i1 inni 2009, Janpoom i inni 2021)
oraz CDKI1 (Phinyo i inni 2013). U krewetki Litopenaeus vannamei poddanej stresowi
w postaci hipoksji (niewystarczajacej ilosci tlenu) badano role biatka p53 w regulacji
cyklu komoérkowego oraz apoptozy w obrebie watrobotrzustki. Eksperyment
skonstruowano w taki sposéb, ze wyciszono p53 przez RNAIi i nastgpnie krewetki
eksponowano na wspomniany stresor. Jako wskaznik postepu cyklu komoérkowego
wybrano Cdk2, a kaspaze¢-3 jako wskaznik apoptozy. W rezultacie przeprowadzonego
eksperymentu poziom p53 byl znaczaco wyzszy po 48h ekspozycji. Zwigkszony
poziom ekspresji Cdk-2 zaobserwowano u krewetek z wyciszonym p53 zaréwno w
grupach kontrolnych, jak i eksperymentalnych (24 1 48 h). Wzrost ekspresji kaspazy-3
zaobserwowano w grupie z wyciszonym p53, poddanej hipoksji, ale tez w grupie
normoksycznej po 24 h. Uzyskane wyniki moga wskazywa¢ na mozliwa role pS3 w
regulacji cyklu komorkowego i1 apoptozy u analizowanej krewetki (Nufiez-Hernandez 1
inni 2018).

Ekspresj¢ genu enzymu sprzegajacego ubikwityne E2 (z ang. ubiquitin
conjugating enzyme E2 gene), odpowiedzialnego miedzy innymi za regulacje cyklu
komoérkowego, badano u krewetki Penaeus monodon poddajac zwierzeta na stres
wynikajacy z réznych wartosci zasolenia. W nizszych warunkach zasolenia
zaobserwowano nizsza ekspresj¢ genu w jelicie, natomiast wyzszg w migsniach
(Shekhar i inni 2013). W przypadku blisko spokrewnionej krewetki Homarus

americanus z kolei stres osmotyczny wywotal zwiekszone poziomy poliubikwityny
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mRNA podczas obu rodzajow stresu hipo- i hiperosmotycznego w mi¢sniach, a w
watrobotrzustce zaobserwowano znaczny wzrost poliubikwityny mRNA tylko podczas
stresu hipoosmotycznego. Te zmiany w ekspresji genow ubikwityny obserwowane
podczas stresu osmotycznego wskazuja, ze bialka moga by¢ bardziej podatne na
fluktuacje jonowe wplywajac na faldowanie powstajacych bialek po translacji (Spees
2002). Enzym sprzegajacy ubikwityne E2, zostal zidentyfikowany z chinskiej biatej
krewetki (Chinese white shrimp) Fenneropenaeus chinensis (FcUbc). Wstrzyknigcie
rekombinowanego biatka FcUbc wykazalo zmniejszong $miertelno$¢ krewetek
zakazonych wirusem zespotu plamistego (WSSV - white spot syndrome virus) i
zahamowat replikacje WSSV wskazujac na przeciwwirusowa funkcje Ubc E2 u
krewetek (Chen 1 inni 2011). Badania nad wptywem stresoréw na cykl komérkowy
prowadzono takze mig¢dzy innymi na owadach. U $wierszcza domowego (Acheta
domesticus) podanie z pozywieniem tlenku grafenu indukuje uszkodzenia DNA na
poziomie okoto 35% 1 przyczynia si¢ do zaburzenia faz cyklu komorkowego oraz
powoduje nasilenie apoptozy (Dziewiecka i inni 2017). Natomiast zywno$¢ z dodatkiem
nanodiamentéw nie wptywa na cykl komorkowy u tego gatunku przy krotkich
ekspozycjach (Karpeta-Kaczmarek i inni 2016b). Przeprowadzono takze badania nad
wplywem metali cigzkich bezposrednio na lini¢ komoérek embrionalnych komara
tygrysiego Aedes albopictus (Diptera: Culicidae). Niskie stezenia MeHgCl powodowaly
zarbwno S$mier¢ komorek, jak 1 hamowanie proliferacji komorek; HgCl2 przede
wszystkim rozrywat blony komoérkowe, podczas gdy CdCI2 glownie przyczynil si¢ do
hamowania proliferacji komorek (Braeckman 1 inni 1997). Cykl komérkowy u owadow
moze takze si¢ zmieni¢, kiedy pod wptywem niesprzyjajacych warunkow zwierzeta te
wchodza w diapauze. Wprowadzenie w warunkach laboratoryjnych muchéwki
Chymomyza costata w diapauze spowodowalo zatrzymanie komorek w cyklu
komoérkowym w fazie GO/G1 (86,6%) 1 G2 (12,8%) (Kostal 1 inni 2009).

Analiza z wykorzystaniem MUSE Ki67 Proliferation Kit umozliwita uzyskanie
informacji dotyczacych procentowego rozkladu komoérek nieproliferujacych oraz
proliferujacych. Podczas interfazy antygen Ki67 mozna wykry¢ wylacznie w jadrze,
podczas gdy w mitozie wigkszoS¢ biatka jest przenoszona na powierzchnig
chromosomow. Fakt, Ze biatko Ki67 jest obecne we wszystkich aktywnych fazach cyklu

komoérkowego (G,, S, G, i mitoza), ale nie wystepuje w komorkach spoczynkowych
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(Gy), czyni je doskonatym markerem do okreslania tzw. frakcji wzrostu danej populacji
komorek (Scholzen 1 Gerdes 2000, Cuylen i inni 2016). Badacze twierdza, Zze antygen
Ki67 dziata jako $rodek powierzchniowo czynny, ktéry umozliwia ruchliwosé
chromosomu i jego interakcje z wrzecionem mitotycznym, zapobiegajac w ten sposob
zapadnigciu si¢ chromosomu w mase¢ chromatyny po rozerwaniu otoczki jadrowej
(Cuylen 1 inni 2016). Ki67 odgrywa role w transkrypcji rRNA, co moze wyjasniaé
zwigzek miegdzy proliferacja komorek i jego ekspresja (Rahmanzadeh i inni 2007). Z
kolei Sobecki i inni (2016) sugeruja, ze Ki67 bierze udzial w zaggszczaniu i organizacji
heterochromatyny przez kompleksy metylacji histondw wymagane dla utrzymania
heterochromatyny (Sobecki i inni 2016, Menon i inni 2019).

Poziom proliferacji komorek mierzony z wykorzystaniem detekcji komorek
Ki67(+) wykazal wplyw przeprowadzonego eksperymentu na jelito i watrobotrzustke M.
davidi. W jelicie tygodniowa ekspozycja (grupa Ni 1:0) wywolala najwyzszy wzrost
ilosci komérek Ki67(+), a dwutygodniowa ekspozycja (grupa Ni 2:0) spadek ponizej
warto$ci kontrolnych. Przywrocenie do czystej wody spowodowato w grupach Ni 1:1 i
Ni 1:2 spadek komoérek Ki67(+) proporcjonalny do czasu oczyszczania, podczas gdy w
grupie Ni 2:1 obserwuje si¢ zwigkszenie liczby tych komorek, powyzej wartosci
kontrolnych, a w grupie Ni 2:2 najwyzszy spadek warto$ci parametru w catym jelicie.
W watrobotrzustce analiza wykazata wzrost odsetka komorek Ki67(+) w prawie
wszystkich grupach eksperymentalnych, z wyjatkiem grupy Ni 1:2, gdzie obserwowano
najnizsze wartosci. Wzrost komorek Ki67 (+) w obrebie grup Ni 1:0 1 Ni 1:2 oraz Ni
2:0 1 Ni 2:1 wystgpowal proporcjonalnie do czasu trwania eksperymentu. Uzyskane
wyniki wskazuja na to, ze w wyniku ekspozycji na nikiel, a takZze ponownego
przywrdcenia do wody czystej nastepuje regulacja cyklu komorkowego i proliferacji,

wykorzystywanych jako jeden z mechanizméw przywrocenia homeostazy.
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6. PODSUMOWANIE

Podczas eksperymentu doroste osobniki Neocaridina davidi byty eksponowane
na nikiel przez tydzien oraz 2 tygodnie, a nastepnie byly przywrocone do czystej wody
na tydzien i 2 tygodnie w celu weryfikacji odwracalnosci potencjalnie pojawiajacych si¢
zmian. Przy wuzyciu technik iloSciowych oraz jako$ciowych zbadano wplyw
przeprowadzonego eksperymentu na nastgpujace parametry:

* stezenie niklu gromadzonego w krewetkach;

 gromadzenie materiatow zapasowych w komorkach jelita 1 watrobotrzustki;
« aktywacje autofagii oraz og6lny poziom degeneracji komorek;

 zmiany strukturalne i funkcjonalne w mitochondriach;

* poziom stresu oksydacyjnego;

* wskazniki $mierci komodrkowej, w tym kaspazy, procesy apoptozy i nekrozy;
» proliferacj¢ komorek.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze obecno$¢ niklu w §rodowisku zycia krewetki N.
davidi wptywa na w/w parametry. Ekspozycja na nikiel przyczynia si¢ do zwigkszenia
stezenia gromadzonego niklu w ciele zwierzat, a takze powoduje intensyfikacje zmian
degeneracyjnych w jelicie $srodkowym (jelicie 1 watrobotrzustce), wiaczajac w to
degeneracje¢ organelli komorkowych, mitochondriéw, intensyfikujac stres oksydacyjny,
prowadzac do proceséw $mierci komorkowej w postaci apoptozy i1 nekrozy oraz
zatrzymujac cykl komorkowy 1 proliferacje komorek. Obserwowane zmiany byly
intensywniejsze zwlaszcza przy dwoch tygodniach ekspozycji na metal. A poréwnujac
oba narzady, w jelicie zmiany zachodzity intensywnie;.

Przywrocenie krewetek do czystej wody przyczynito si¢ z kolei do czesciowego
odwrécenia zmian wywolanych obecno$cia ksenobiotyku. Regeneracja byta
intensywniejsza zwtaszcza po przywroceniu zwierzat do czystej wody na 2 tygodnie 1
szybciej nastgpowala w watrobotrzustce. Nie mniej jednak, nawet przywrdcenie
zwierzat do czystej wody na 2 tygodnie nie byto wystarczajacym czasem do peinej
regeneracji analizowanych narzadow 1 przywrdcenia parametrdw poziomow

kontrolnych w wigkszos$ci przeprowadzonych analiz.
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Podsumowanie 1 zestawienie usrednionych wartosci uzyskanych wynikéw

przedstawiaja tabele odpowiednio: dla stezenia niklu (Tabela 6), dla jelita (Tabela 7),

dla watrobotrzustki (Tabela 8). Szczegotowe opisy wykorzystanych metod oraz analiza

uzyskanych wynikow znajduja si¢ w rozdziatach Materialy i Metody oraz Wyniki.

Tabela 6. Usrednione wartos$ci stezenia niklu gromadzonego w krewetkach Neocaridina

davidi w wyniku przeprowadzonego eksperymentu

PARAMETR CT Nil:0 | Nil:1 | Nil:2 | Ni2:0 | Ni2:1 | Ni2:2
oznaclzeme <LOD 85 52 48 36 56 42
Stezenie
niklu oznaczenie | _ o 73 60 36 52 90 54
[mg kg-1 1I
suchej masy] _
oznaIcI?eme <LOD 85 60 34 54 63 67

Objasnienia: <LOD - ponizej granicy wykrywalno$ci
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Tabela 7. Usrednione warto$ci uzyskanych wynikow z analizowanych parametrow w

jelicie Neocaridina davidi w rezultacie przeprowadzonego eksperymentu

Jelito
Parametr - - - - X -
K Nil:0 [ Ni1:1T | N11:2 [ N12:0 [ Ni2:1 | Ni2:2
Histochemia - gromadzenie materiatow zapasowych (aj)
PAS - - - - - - -
BPB - - - - - - -
Sudan Czarny B - - - - - - -

Autofagia i ogolna degeneracja komorek (aj)

TEM - ogdlna degeneracja - 4 < -
LysoTracker - - < -
TEM - autofagia - 4 < -
Mitochondria
TEM - degeneracja, (aj) - 4 < +/- 4HF
MitoPotential, (ai) [%] 3,5 43 4,6 7,5 59 4,2 4,5
ATP, (ai) [nmol/mg biatka] 5,5 6,2 34 3,1 2,2 3,1 3,4
ADP/ATP, (ai) 0,25 0,2 1,3 0,8 1,25 0,8
Stres oksydacyjny
Oxidative Stres, (ai) [%] 5 10 14 13 16
ROS, (aj) +/- + + + En
Wskazniki $mierci komérkowe;j
MultiCaspase zywe () 8 5,5 6
Kit, (ai) [%] martwe (+) 23 | 085 [ 18
Apoptoza - TEM, (aj) - - - - - - -
Apoptoza 1o f | gg | 1| 25 | 25
Aneksyna V, wczesna
(ai) [%] Apoptoza pézna 2 2,5 3,5 3 2 5,5 4,5
Nekroza 6 10 8,5 - 8 13 16,5
Nekroza - TEM, (aj) - 4 4 4 G +++ -
Proliferacja komorek (ai)
Gy/G, 94 98,5 98 92 93
CellCycle [%] S 2,3 4,8 6 1,3 33 2
G,/M 3,8 0,7 7,2 7 0,7 4,7 5
Ki67 [%] 9,8 15,8 6,6 52 9 11 -

Objasnienia: (ai) - analiza ilo§ciowa, (aj) - analiza jakoSciowa, kolor r6zowy warto$ci wyzsze od kontroli,
kolor niebieski wartosci nizsze od kontroli, gradient kolorystyczny przedstawia stopien oddalenia wyniku
od wartosci kontrolnych (im intensywniejsza barwa tym wyzsza réoznca w poréownaniu do kontroli),
brak wypekienia oznacza brak istotnych réznic w stosunku do kontroli
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Tabela 8. Usrednione wartosci uzyskanych wynikéw z analizowanych parametréw w
watrobotrzustce Neocaridina davidi w wyniku przeprowadzonego eksperymentu

Watrobotrzustka
K |INil:0 | Nil:1|Nil:2|Ni2:0]|Ni2:1]|Ni2:2

Parametr

Histochemia - gromadzenie materiatdéw zapasowych w komorkach B (aj)

PAS +++
BPB -
Sudan Czarny B +4++
Autofagia i ogdlna degeneracja komorek (aj)
TEM - ogdlna degeneracja - + + - ++ ++ +
LysoTracker ++ = 4+ 4 ++ + +/-
TEM - autofagia - +* ++ ++ ++ +* ++
Mitochondria
TEM - ogolna degeneracja, (aj) - - - -
MitoPotential, (ai) [%] 0,01 0,14 0,2 0,37
ATP, (ai) [nmol/mg biatka] 10,5 6 3,75 4,75
ADP/ATP, (ai) 0,2 0,2 1,2 0,75
Stres oksydacyjny
Oxidative Stres, (ai) [%] 5 10 24 24 20
ROS, (aj) +/- + ‘ ++ + ++ ++ +
Wskazniki $mierci koméorkowe;j
MultiCaspase | zywe(H | 7.5 [JOORM| 85 | 15 | 12 [0SR ¢ |
Kit, (ai) [%] martwe (+) 1 0,1 28 [ 025 ] 07 | 085 | 0,65
Apoptoza - TEM, (aj) - - - - - - -
Apoptoza |y s 5y | ag | 18 | 65 | 36 | 18
Ancksyna V, wczesna
(ai) [%] Apoptoza pozna| 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 komorek (ai)
G/G, 98 98,5 96 96 99,4 98 98,4
CellCycle [%] S 1,25 1 2,5 2,25 0,4 1,45 1
G,/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

Objasnienia: (ai) - analiza ilo$ciowa, (aj) - analiza jako§ciowa, kolor rézowy- wartosci wyzsze od konroli,
kolor niebieski- warto$ci nizsze od kontroli, gradient kolorystyczny przedstawia stopien oddalenia
wyniku od warto$ci kontrolnych (im intensywniejsza barwa tym wyzsza réznca w poréwnaniu do
kontroli), brak wypelienia oznacza brak istotnych réznic w stosunku do kontroli
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Przeprowadzenie eksperymentu umozliwito potwierdzenie nastepujacych hipotez

badawczych:

1.

Obecnos¢ niklu w wodzie wywoluje zmiany na poziomie ultrastrukturalnym w
komorkach nabtonka jelita i watrobotrzustki stodkowodnych krewetek.

Wraz z wydhizajacym si¢ czasem zycia stodkowodnych krewetek w wodzie
zawierajacej nikiel pojawiaja si¢ liczne zmiany degeneracyjne w komorkach
nabtonka jelita i watrobotrzustki.

Obecnos¢ niklu w wodzie wptywa na aktywacj¢ autofagii i/lub apoptozy u
badanego gatunku slodkowodnej krewetki, co moze by¢ zwigzane ze strategia
przetrwania w czasie dziatania niekorzystnych warunkéw bytowania lub
uszkodzeniami wywotanymi obecnos$cig metalu w srodowisku zycia.

Obecnos¢ niklu w wodzie wplywa na aktywacj¢ gromadzenia reaktywnych form
tlenu, zmiany mitochondrialne i/lub poziom ATP w komodrkach jelita i
watrobotrzustki stodkowodnej krewetki.

Hodowanie zwierzat w wodzie czystej po wczesniejszej ekspozycji na nikiel ma
wplyw na procesy regeneracyjne w komorkach jelita i watrobotrzustki.

W  wybranych do badan narzadach zachodza podobne procesy
degeneracyjne/regeneracyjne wywotane obecnoscig niklu w §rodowisku lub po

umieszczeniu zwierzat ponownie w wodzie czystej.
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7. WNIOSKI

Na podstawie wynikéw uzyskanych z przeprowadzonego eksperymentu mozna

wywnioskowac, ze:

1.

Nikiel jest dla krewetki Neocaridina davidi metalem cytotoksycznym. Gromadzi
si¢ w ciele zwierzat w wysokich stezeniach 1 pozostaje w nich pomimo
oczyszczania. Krewetki nie dysponujg wystarczajaco wydajnym mechanizmem
oczyszczania w sytuacji obecnosci w srodowisku wysokiego stezenia metalu.

W odpowiedzi na niekorzystne warunki Srodowiska, wykorzystane zostaly
rezerwy energetyczne, nastgpita aktywacja procesow autofagii, apoptozy i
nekrozy. Dominujacy udzial w degeneracji nablonkéw miata nekroza.

Nikiel w $rodowisku zycia zwierzat przyczynit si¢ do zaburzenia struktury i
funkcji mitochondriéw oraz przyczynit si¢ do indukcji stresu oksydacyjnego w
obu analizowanych narzadach.

Obecnos¢ ksenobiotyku przyczynita si¢ do zatrzymania cyklu komérkowego
oraz spowolnila proliferacje komorek.

Ekspozycja na nikiel, zwlaszcza wydluzajaca si¢, proporcjonalnie
intensyfikowata pojawiajace si¢ zmiany w analizowanych parametrach zarowno
w jelicie, jak 1 watrobotrzustce. Natomiast w jelicie zmiany byty intensywniejsze
niz w watrobotrzustce, co moze wigza¢ si¢ z funkcjg narzadu i obecnos$cia
mechanizmoéw dektoksyfikacyjnych/ regenerujacych

Wydhuzajacy si¢ powrdt do czystej wody po wezesniejszej ekspozycji na nikiel
wigzal si¢ z proporcjonalnym do czasu oczyszczania spadkiem wartosci w
analizowanych parametrach. Jednak czas regeneracji nie byl wystarczajacy do
powrotu do warto$ci kontrolnych w wigkszos$ci analizowanych parametrow.
Krewetki wykazuja wzgledng tolerancje na nikiel, pod warunkiem krotkiego

czasu ekspozycji 1 dlugiego regeneracji.
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8. STRESZCZENIE

Nikiel jest jednym z wielu pierwiastkow szeroko rozprzestrzenionym w
srodowisku ladowym, czy stodkowodnym, a pochodzi¢ moze zaro6wno ze zrddet
naturalnych, jak i1 na skutek dziatalno$ci antropogenicznej. Jest jednak niezbg¢dnym
metalem dla niektorych gatunkow zwierzat, mikroorganizmow oraz roslin, dlatego tez
przy niewystarczajacej, badz nadmiernej podazy tego pierwiastka moga wystapié
objawy niedoboru, czy toksycznos$ci. Jednym z narzadéw, ktére maja bezposredni
kontakt z ksenobiotykami wystepujacymi w srodowisku zycia, czy spozywanej wodzie i
pokarmie jest u bezkregowcow jelito srodkowe. U stodkowodnych skorupiakdw, jak na
przyktad u popularnej wsrod hodowcow na catym $wiecie krewetce Neocaridina davidi,
jest zbudowane z jelita oraz watrobotrzustki. Narzady te wyscielone sg nabtonkiem
tworzonym przez wyspecjalizowane komorki: D (w jelicie), czy B, F i R (w

watrobotrzustce), a za funkcje regeneracyjne odpowiadaja w tych narzgdach komorki E.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu niklu na jelito Srodkowe
stodkowodnej krewetki Neocaridina davidi, ktory naturalnie nie wystepuje w wysokich
stezeniach w ich §rodowisku zycia. Zwierzeta byly eksponowane na nikiel obecny w
wodzie przez tydzien i 2 tygodnie, a nastgpnie przywrocone do czystej wody na tydzien

12 tygodnie w celu weryfikacji, czy potencjalnie pojawiajace si¢ zmiany sg odwracalne.

Przy uzyciu metod ilosciowych 1 jakosciowych zbadano wplyw
przeprowadzonego eksperymentu na:

gromadzenie si¢ metalu w ciele zwierzat;

aktywacj¢ procesow degeneracyjnych, w tym autofagie, apoptoze, nekroze;

strukture 1 funkcj¢ mitochondridw, w tym na gospodarke energetyczng komorek;

indukcje stresu oksydacyjnego;

cykl komoérkowy oraz proliferacje.

Uzyskane wyniki wskazujg na szkodliwe dziatanie niklu na krewetki N. davidi.
W grupach ekspozycyjnych obserwowano proporcjonalng do dlugosci ekspozycji

intensyfikacje¢ zmian w/w parametréw. W jelicie zmiany byly intensywniejsze niz w
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watrobotrzustce. Przywrocenie krewetek do czystej wody po wczesniejszej ekspozycji
na metal wigzato si¢ ze stopniowa regeneracja, intensywniejsza przy 2 tygodniach
oczyszczania. Natomiast w wiekszosci analizowanych parametrow czas ten nie byt

wystarczajacy do przywrocenia parametrow kontrolnych.

Cze¢s¢ uzyskanych wynikow powstata w zwigzku z realizacja

projektu badawczego nr 2021/41/N/NZ8/01436

pt. Ocena zmian w mitochondriach oraz aktywnos$ci wybranych enzymow i bialek
mitochondrialnych u stodkowodnych krewetek poddanych ekspozycji na nikiel oraz
przywroconych do zycia w wodzie nieskazonej

finansowanego ze $srodkow 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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Ekspozycja na nikiel

Fig. 1. Schemat ukladu eksperymentalnego

(A, B) pokroj ciala krewetki Neocaridina davidi, Bar = 0,54 cm
(C) jelito srodkowe krewetki Neocaridina davidi, Bar = 0,23 cm
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Fig. 2. Ultrastruktura nablonka jelita Neocaridina davidi grupy
kontrolnej (CT). Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(KD) - komorka D, (KE) - komérka regeneracyjna, (n) - jadro
komorkowe, (m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (bl) -
blona podstawna, (ER) — cysterny retikulum
endoplazmatycznego

(A) Bar = 0,48 um, (B) Bar = 1,13 um, (C) Bar =1 um
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Fig. 3. Ultrastruktura nablonka jelita Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 1:0
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

() - $wiatlo jelita srodkowego, (mK) - mikrokosmki, (au) -
autofagosom, (m) - mitochondrium, (n) - jadro komérkowe, (w kotku)
— zdegenerowane mitochondrium, (strzalka) — zwakuolizowany
obszar cytoplazmy, (w) —wakuola

(A) Bar =1 um, (B) Bar = 0,75 um, (C) Bar = 0,8 um
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Fig. 4. Ultrastruktura nablonka jelita Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 2:0. Transmisyjna mikroskopia elektronowa
(TEM)

(n) - jadro komérkowe, (M) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki,
(bl) - blona podstawna, (I) — swiatlo jelita srodkowego, (au) —
autofagosom, (w) —wakuola, (mw) — mieSnie wisceralne

(A) Bar = 0,73 um, (B) Bar = 0,8 um, (C) Bar = 0,73 um, (D) Bar =
0,9 um
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Fig. 5. Ultrastruktura nablonka jelita Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni1:1.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (l) — $wiatlo jelita
srodkowego, (au) — autofagosom

(A) Bar =0,6 um, (B) Bar =1 pm, (C) Bar =2 um
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Fig. 6. Ultrastruktura nablonka jelita Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 1:2.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) - jadro komérkowe, (mK) - mikrokosmki, (l) —$wiatlo jelita
srodkowego, (bl) - blona podstawna, (mw) — mig$nie

wisceralne, (strzalka) — zmiany nekrotyczne

(A) Bar = 0,42 um, (B) Bar = 0,63 um, (C) Bar =1 um
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Fig. 7. Ultrastruktura nablonka jelita Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 2:1.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) - jadro komérkowe, (M) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki,
(bl) - blona podstawna, (au) — autofagosom, (strzalka) — zmiany
nekrotyczne

(A) Bar = 0,44 pum, (B) Bar = 1,86 um, (C) Bar = 1,46 um, (D) Bar =
0,49 um
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Fig. 8. Ultrastruktura nablonka jelita Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 2:2.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (l) — $wiatlo jelita

srodkowego, (au) — autofagosom, (strzalka) — zmiany
nekrotyczne, (ER) — cysterny retikulum endoplazmatycznego

(A) Bar = 1,17 um, (B) Bar = 0,49 um
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Fig. 9. Ultrastruktura watrobotrzustki Neocaridina davidi grupy
kontrolnej (CT). Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) — jadro komorkowe, (*) - kula materialu zapasowego, (I) — swiatlo
jelita $rodkowego, (mk) — mikrokosmki, (m) — mitochondrium, (w) —
wakuola, (RER) — cysterny szorstkiego retikulum
endoplazmatycznego

(A) Bar = 1,66 um, (B) Bar = 1,43 um, (C) Bar = 0,75um, (D) Bar =
1,11uym

154:3727368092
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Fig. 10. Ultrastruktura watrobotrzustki Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 1:0.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) - jadro komérkowe, (m) - mitochondrium, (mk) -

mikrokosmki, (l) — swiatlo jelita $rodkowego, (au) — autofagosom, (*)
- kula materialu zapasowego, (W) — wakuola

(A) Bar =4,5 um, (B) Bar = 1,5 um
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Fig. 11. Ultrastruktura watrobotrzustki Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 2:0.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (l) — $wiatlo jelita
srodkowego, (au) — autofagosom, (*) - kula materiatu
zapasowego, (w) —wakuola, (ER) — cysterny retikulum
endoplazmatycznego

(A) Bar =1 um, (B) Bar = 1,43 um, (C) Bar =1 pm
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Fig. 12. Ultrastruktura watrobotrzustki Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 1:1.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) - jadro komérkowe, (M) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (1)

— $wiatlo jelita $rodkowego, (*) - kula materiatu zapasowego, (au) —
autofagosom, (w) — wakuola

(A) Bar = 2,6 um, (B) Bar = 1,28 um, (C) Bar = 1,19 um
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Fig. 13. Ultrastruktura watrobotrzustki Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 1:2.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(mk) - mikrokosmki, (au) —autofagosom, (ER) — cysterny retikulum
endoplazmatycznego

(A) Bar = 0,64 um, (B) Bar = 0,48 um
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Fig. 14. Ultrastruktura watrobotrzustki Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 2:1.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(m) - mitochondrium, (mk) - mikrokosmki, (l) — $wiatlo jelita

srodkowego, (*) - kula materiatu zapasowego, (au) —
autofagosom, (ER) — cysterny retikulum endoplazmatycznego

(A) Bar = 1,33 um, (B) Bar = 0,6 um, (C) Bar = 3,6 um

161:8702906415
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Fig. 15. Ultrastruktura watrobotrzustki Neocaridina davidi grupy
eksperymentalnej Ni 2:2.
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

(n) - jadro komérkowe, (m) - mitochondrium, (mk) -
mikrokosmki, (ER) — cysterny retikulum endoplazmatycznego

(A) Bar =1 um, (B) Bar = 2,25 um, (C) Bar = 0,6 um
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Fig. 16. Barwienie histochemiczne jelita iwatrobotrzustki
Neocaridina davidi w grupie kontrolnej (CT).
Mikroskopia $wietlna, powiekszenie 100x

(A'iD) - Bkkit rteciowo bromofenolowy,
(BiE) - PAS,
(CiF)-Sudan Czarny B

Bary: (A) = 12 pum, (B) = 12 pum, (C) = 12,41 um, (D) = 1647 um, (E) =
1453 pm, (F) = 125 um




JELITO

Fig. 17. Barwienie histochemiczne jelita i watrobotrzustki
Neocaridina davidi, bigkitem rteciowobromo fenolowym.
Mikroskopia $wietlna, powigkszenie 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 um, (B) = 14,4 um, (C) = 9,47 pm, (D) = 10 um, (E) =
48 um, (F) = 11,61 um, (G) = 13 um, (H) = 1453 pm, (1) = 13 um, (J) =
1444 pm, (K) = 15 um, (L) = 17,14 um

164:1781836599
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Fig. 18. Barwienie histochemiczne jelita i watrobotrzustki
Neocaridina davidi, PAS.
Mikroskopia $wietlna, powigkszenie 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 pum, (B) =16 um, (C) = 9,47 um, (D) = 14,9 um, (E) =
12,86 pum, (F) = 9,23 um, (G) = 13 um, (H) = 7,43 pm, (I) = 14,11 pym, (J) =
10,83 pum, (K) =10,91 um, (L) =12 um
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Fig. 19. Barwienie histochemiczne jelita i watrobotrzustki
Neocaridina davidi, Sudanem Czarnym B.
Mikroskopia $wietlna, powigkszenie 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 pum, (B) =12 pm, (C) = 10,29 um, (D) = 10,29 um, (E) =
12,68 um, (F) = 13,33 um, (G) = 13 pm, (H) = 10,4 pm, (1) = 14,86 pum, (J) =
16,47 um, (K) = 10,83 um, (L) = 9,63 um

166:5415994969
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CT CT

Fig. 19. Lokalizacja silnie kwa$nych struktur w nablonku jelita i
watrobotrzustki N. davidi. CT — grupa kontrolna, Ni1:0, Ni2:0, Nil:1,
Ni 1:2, Ni 2:1, Ni 2:2 — grupy eksperymentalne (opis w Metodologii).
Silnie kwasne struktury — sygnaty czerwone, jadra komorkowe -
sygnaty niebieskie. Mikroskopia konfokalna, barwienie odczynnikiem
LysoTracker Red i odczynnikiem DAPI.

Bar = 100 pum
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Fig. 21. Procent komdrek wczesno-apoptotycznych (odchylenie
standardowe+SE) w jelicie (A) i watrobotrzustce (B) osobnikow N.
davidi poddanych ekspozycji na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1 tydzien)
lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a, b) wskazujg na roznice
istotne statystycznie miedzy grupami doswiadczalnymi: CT (kontrola),
Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie
trwajace 1 tydzien), Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace
2 tygodnie), w obrebie kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test
NIR, p<0.05; * wskazuja na roznice istotne statystycznie migdzy
komplementarnymi  grupami do$§wiadczalnymi w obu czasach
ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 22. Procent komorek pdzno-apoptotycznych (odchylenie
standardowe+SE) w jelicie (A) i watrobotrzustce (B) osobnikéw N.
davidi poddanych ekspozycji na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1 tydzien)
lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a, b) wskazuja na roznice
istotne statystycznie migdzy grupami doswiadczalnymi: CT (kontrola),
Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie
trwajace 1 tydzien), Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace
2 tygodnie), w obrebie kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test
NIR, p<0.05; * wskazuja na roznice Iistotne statystycznie migdzy
komplementarnymi  grupami  doswiadczalnymi w obu czasach
ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 23. Procent komdrek nekrotycznych (odchylenie standardowe+SE)
w jelicie (A) i watrobotrzustce (B) osobnikdw N. davidi poddanych
ekspozycji na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1 tydzien) lub 2 tygodnie (Ni:
2 tygodnie). Rozne litery (a, b) wskazuja na rdéznice istotne
statystycznie mi¢dzy grupami doswiadczalnymi: CT (kontrola), Ni
(ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie
trwajace 1 tydzien), Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace
2 tygodnie), w obrebie kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test
NIR, p<0.05; * wskazuja na réznice istotne statystycznie migdzy
komplementarnymi  grupami  do$wiadczalnymi w obu czasach
ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 24. Procent zywych komdrek (odchylenie standardowe+SE) w
jelicie (A) i watrobotrzustce (B) osobnikéw N. davidi poddanych
ekspozycji na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1 tydzien) lub 2 tygodnie (Ni:
2 tygodnie). Rozne litery (a, b) wskazujg na rdéznice istotne
statystycznie migdzy grupami doswiadczalnymi: CT (kontrola), Ni
(ekspozycja na nikiel), Nil (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie
trwajace 1 tydzien), Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace
2 tygodnie), w obrebie kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test
NIR, p<0.05; * wskazuja na roznice istotne statystycznie migdzy
komplementarnymi  grupami  do§wiadczalnymi w obu czasach
ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 25. Odsetek komédrek zywych (A), komoérek zywych kaspazo-
pozytywnych (B), martwych komorek kaspazo-pozytywnych  (C),
komorek martwych (D) w jelicie osobnikdéw N. davidi eksponowanych na
nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1 tydzien) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie).
Rozne litery (a, b, ¢) wskazuja na roznice istotne statystycznie miedzy
grupami doswiadczalnymi (CT- kontrola; Ni- ekspozycja na nikiel; Ni: 1;
ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace 1 tydzien; Ni: 2; ekspozycja
na nikiel i oczyszczanie trwajace 2 tygodnie), w obrgbie kazdego czasu
ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test NIR, p< 0.05; * wskazujg na réznice
istotne statystycznie miedzy komplementarnymi grupami
doswiadczalnymi w obu czasach ekspozycji na metal (Test t-Studenta,
p<0,05).
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Fig. 26. Odsetek komorek zywych (A), komorek zywych kaspazo-
pozytywnych (B), martwych komoérek kaspazo-pozytywnych (C),
komérek martwych (D) w watrobotrzustce  osobnikéw N. davidi
eksponowanych na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1 tydzien) lub 2 tygodnie
(Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a, b, ¢, d) wskazuja na roznice istotne
statystycznie migdzy grupami doswiadczalnymi (CT- kontrola; Ni
ekspozycja na nikiel; Ni: 1; ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace
1 tydzien; Ni: 2; ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace 2
tygodnie), w obrebie kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test
NIR, p< 0.05; * wskazuja na ro6znice istotne statystycznie miedzy
komplementarnymi grupami doswiadczalnymi w obu czasach ekspozycji
na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 27. Lokalizacja reaktywnych form tlenu (ROS) w nablonku jelita i
watrobotrzustki N. davidi. CT — grupa kontrolna, Ni 1:0, Ni 2:0, Ni 1:1, Ni
1:2, Ni2:1, Ni2:2 — grupy eksperymentalne (opis w Metodologii). Struktury
ROS-pozytywne — sygnaty czerwone, jadra komorkowe - sygnaty niebieskie.
Mikroskopia konfokalna, barwienie odczynnikiem DHE i odczynnikiem
DAPI.

Bar = 33,33 um
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Fig. 28. Odsetek komorek ROS-pozytywnych (ROS+) (odchylenie
standardowexSE) w jelicie (A) i watrobotrzustce (B) osobnikow N.
davidi poddanych ekspozycji na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1 tydzien)
lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a, b) wskazuja na roznice
istotne statystycznie migdzy grupami doswiadczalnymi: CT (kontrola),
Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:l (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie
trwajace 1 tydzien), Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace
2 tygodnie), w obrebie kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test
NIR, p<0.05; * wskazujg na roznice istotne statystycznie migdzy
komplementarnymi

grupami

doswiadczalnymi

ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).

w obu
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Fig. 29. Odsetek komorek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami w
jelitach N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1
tydzien) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a, b) wskazuja
na rdznice istotne statystycznie miedzy grupami doswiadczalnymi: CT
(kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i
oczyszczanie trwajace 1 tydzien), Ni:2 (ekspozycja na nikiel i
oczyszczanie trwajace 2 tygodnie), w obrgbie kazdego czasu ekspozycji
(1 lub 2 tygodnie) test NIR, p< 0.05; * wskazujg na rdznice istotne
statystycznie miedzy komplementarnymi grupami do$wiadczalnymi w
obu czasach ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 30. Odsetek komérek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami w
watrobotrzustce osobnikdw N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1
tydzien (Ni: 1 tydzien) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a,
b) wskazuyja na rdéznice istotne statystycznie migdzy grupami
doswiadczalnymi: CT (kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:l
(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace 1 tydzien), Ni:2
(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace 2 tygodnie), w obrgbie
kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test NIR, p<0.05;
* wskazuja na réznice istotne statystycznie migdzy
komplementarnymi  grupami  do$wiadczalnymi w obu czasach
ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 31. Stezenie ATP (A) i wskaznik ADP/ATP (B) w komdrkach jelita
osobnikow N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1
tydzien) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a, b) wskazuja
na réznice istotne statystycznie miedzy grupami doswiadczalnymi: CT
(kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:l (ekspozycja na nikiel i
oczyszczanie trwajace 1 tydzien), Ni2 (ekspozycja na nikiel i
oczyszczanie trwajace 2 tygodnie), w obrebie kazdego czasu ekspozycji
(1 lub 2 tygodnie) test NIR, p<0.05; * wskazuja na roznice istotne
statystycznie migdzy komplementarnymi grupami do$wiadczalnymi w
obu czasach ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 32. Stezenie ATP (A) i wskaznik ADP/ATP (B) w watrobotrzustce
osobnikow N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1
tydzien) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a, b, ¢) wskazuja
na réznice istotne statystycznie miedzy grupami doswiadczalnymi: CT
(kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:l (ekspozycja na nikiel i
oczyszczanie trwajace 1 tydzien), Ni2 (ekspozycja na nikiel i
oczyszczanie trwajace 2 tygodnie), w obrebie kazdego czasu ekspozycji
(1 lub 2 tygodnie) test NIR, p<0.05; * wskazujg na réznice istotne
statystycznie migdzy komplementarnymi grupami do$wiadczalnymi w
obu czasach ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 33. Odsetek komoérek w fazach: GO/G1 (A), S (B) i G2/M (C) w
jelicie osobnikéw N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzien
(Ni: 1 tydzien) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a, b, c, d)
wskazuja na roznice istotne  statystycznie miedzy  grupami
doswiadczalnymi: CT (kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:l
(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace 1 tydzien), Ni:2
(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajgce 2 tygodnie), w obrgbie
kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test NIR, p< 0.05;
* wskazujg na réznice istotne statystycznie migdzy komplementarnymi
grupami doswiadczalnymi w obu czasach ekspozycji na metal (Test t-
Studenta, p<0,05).
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Fig. 34. Odsetek komorek w fazach: GO/G1(A), S (B) i G2/M (C) w
watrobotrzustce osobnikdw N. davidi eksponowanych na nikiel przez
1 tydzien (Ni: 1 tydzien) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery
(@ b, ¢, d) wskazujg na roznice istotne statystycznie miedzy grupami
doswiadczalnymi: CT (kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1
(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace 1 tydzien), Ni:2
(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace 2 tygodnie), w obrebie
kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test NIR, p<0.05; *
wskazujg na rdznice istotne statystycznie migdzy komplementarnymi
grupami doswiadczalnymi w obu czasach ekspozycji na metal (Test t-
Studenta, p<0,05).
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Fig. 35. Odsetek komorek Ki67-pozytywnych w jelicie osobnikéw N.
davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1 tydzien) lub 2
tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a, b, ¢) wskazujg na rdéznice
istotne statystycznie migdzy grupami doswiadczalnymi: CT (kontrola),
Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:1 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie
trwajace 1 tydzien), Ni:2 (ekspozycja na nikiel i oczyszczanie
trwajace 2 tygodnie), w obrebie kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2
tygodnie) test NIR, p<0.05; * wskazujg na roznice istotne
statystycznie migdzy komplementarnymi grupami doswiadczalnymi w
obu czasach ekspozycji na metal (Test t-Studenta, p<0,05).
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Fig. 36. Odsetek komorek Ki67-pozytywnych w watrobotrzustce
osobnikow N. davidi eksponowanych na nikiel przez 1 tydzien (Ni: 1
tydzien) lub 2 tygodnie (Ni: 2 tygodnie). Rozne litery (a, b, ¢)
wskazuja na roznice istotne statystycznie migdzy grupami
doswiadczalnymi: CT (kontrola), Ni (ekspozycja na nikiel), Ni:l
(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace 1 tydzien), Ni2
(ekspozycja na nikiel i oczyszczanie trwajace 2 tygodnie), w obrebie
kazdego czasu ekspozycji (1 lub 2 tygodnie) test NIR, p<0.05; *
wskazujg na réznice istotne statystycznie migdzy komplementarnymi
grupami doswiadczalnymi w obu czasach ekspozycji na metal (Test t-
Studenta, p<0,05).
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