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STRESZCZENIE

W dobie intensywnego rozwoju nauki i mozliwosci wykorzystania nowoczesnych
technologii ponownie wzrosto zainteresowanie antybakteryjnymi wtasno$ciami srebra
w formie nanometrycznej. Ze wzgledu na swoje cechy nanosrebro znajduje obecnie
szerokie zastosowanie w wielu produktach codziennego uzytku. Powszechna obecnosé¢
produktow zawierajgcych nanoczastki srebra sprawia, ze obawy odnosnie ich stosowania
stajg si¢ coraz wigksze. Juz dzi§ wiadomo, ze nanoczastki wywieraja szkodliwy wptyw
na organizmy i przyczyniaja si¢ do powstawania powaznych uszkodzen w strukturach
komorkowych. Zaburzenia homeostazy prowadzace do uposledzenia procesow
fizjologicznych moga nie$¢ za sobg konsekwencje nie tylko dla konkretnego gatunku,
ktory jest narazony na okreslony czynnik, lecz takze dla wielu innych gatunkow
powigzanych zalezno$ciami w sieciach troficznych.

Pajaki uwazane s3 za wazne regulatory liczebno$ci wielu populacji owadow
w ekosystemach fakowych, lesnych i rolniczych Jednocze$nie naleza do bezkregowcow
0 najwyzszych notowanych st¢zeniach metali. Dotychczasowe analizy zawartosci metali
w ich tkankach odnosity si¢ wylacznie do form czasteczkowych zwigzkdéw metali. Brak
jest danych na temat kumulacji 1 komérkowych efektow nanoczastek metali (w tym
nanosrebra) u tych drapieznych bezkr¢gowcoéw. Celem niniejszej pracy byto
sprawdzenie, czy i do jakiego stopnia srebro w postaci AgNO3 oraz w dwoch réznych
formach nanometrycznych (PVP—AgNPs — nanosrebro w osnowie poliwinylopirolidonu
1 AgNPs — nanosrebro koloidalne ultraczyste jonowe), podawane pajgkom Steatoda
grossa (Theridiidae) w stezeniach subletalnych, w uproszczonym modelu fancucha
pokarmowego (pozywka suplementowana r6znymi formami srebra — muchy Drosophila
hydei — pajak), mogg powodowac efekty cytotoksyczne w wybranych narzadach lub
tkankach (gruczoty przedne, gruczoly jelita sSrodkowego, hemolimfa) oraz modyfikowac
wybrane wtasciwosci fizykochemiczne przedzy townej. Prowadzenie badan w aspekcie
krétko— 1 dlugoterminowej intoksykacji pozwolito, takze poréwnaé stopien zmian
degeneracyjnych w wymienionych narzadach.

Badane parametry oraz metody i techniki ich analiz zebrano w ponizsze;j tabeli:

Parametr Metoda / technika
Stezenie srebra w ciatach pajakow i ich ofiar  Absorpcyjna spektrometria atomowa (AAS)
Parametry stresu oksydacyjnego Spektrofotometria, cytometria przeplywowa

Ilosciowa ocena komorek apoptotycznych,

nekrotycznych i autofagicznych Cytometria przeptywowa




Ilosciowa ocena komorek ze
zdepolaryzowanymi mitochondriami
Stosunek ADP/ATP i stezenie ATP Luminometria
Ilosciowa ocena bialek
metalotioneinopodobnych (MTs)

Cytometria przeplywowa

Test immunoenzymatyczny (ELISA)

Ocena ultrastruktury tkanek Transmisyjna mikroskopia elektronowa

(TEM)
Tlosciowa i jakosciowa ocena sktadu Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa
aminokwasow w przedzy lownej (TLC) z densytometria
Ocena architektury sieci Skaningowa mikroskopia elektronowa
(SEM)
Analiza sktadu pierwiastkowego sieci Analiza rentgenowska z dyspersjg energii
townych (EDX)
Ocena kalorycznosci sieci fownych Il\(/lzg%rzf;netrla z mikrobombg tlenows typu

Ekspozycja samic S. grossa na karme¢ suplementowang wybranymi formami
srebra skutkowata bioakumulacja tego metalu w ich ciatach, bowiem stezenie metalu
zwickszato si¢ wraz z wydluzeniem czasu intoksykacji. Pajgki karmione ofiarami
zanieczyszczonymi nanoczastkami srebra przez okres 12 miesigcy cechowaly sie
nizszym ste¢zeniem tego pierwiastka w ciele, niz w przypadku zastosowania AgNOs.
Ponadto suplementacja diety zwigzkami srebra powodowala uruchomienie reakcji
antyoksydacyjnych, nasilenie produkcji bialek metalotioneinopodobnych oraz
wystgpienie zmian apoptotycznych, nekrotycznych i autofagicznych w badanych
narzagdach. Zmianom tym towarzyszylo zmniejszenie poziomu potencjatu
mitochondrialnego 1 stezenia ATP oraz wzrost wielkosci wskaznika ADP/ATP. Rezultaty
tych badan wskazaly, na silniejsze prooksydacyjne dziatanie zanieczyszczen
w postaci AgNOs, niz zastosowanych form nanoczastek srebra. Najwieksze zmiany
w poziomie wymienionych parametréw odnotowano w komorkach gruczotu jelita
srodkowego, co moze potwierdzac jego znaczaca rolg jako filtru ksenobiotykow i miejsca
procesOw detoksykacyjnych, ktérym poddawane sg zwigzki dostajace si¢ do organizmu
droga pokarmowga. Potwierdzono réwniez zmniejszenie Srednicy wiokien jedwabiu
1 kalorycznosci sieci w warunkach ekspozycji na zwiazki srebra. Jednak stopien tych
zmian w badanych grupach byt poréwnywalny niezaleznie od zastosowanej formy srebra.
Moze to wskazywa¢ na alokacje energii na kosztowne energetycznie reakcje

detoksykacyjne, w celu przeciwdzialania toksycznos$ci srebra w pokarmie.



Stowa Kkluczowe: Steatoda grossa, pajaki, nanosrebro, parametry antyoksydacyjne,
apoptoza, nekroza, autofagia, hemolimfa, gruczot jelita srodkowego, amputkowate

gruczoty przgdne, jedwab pajeczy



ABSTRACT

In the era of intensive scientific development and the possibility of using modern
technologies, increased interest in the antibacterial properties of nano-sized silver can be
observed. With its specific properties, nano-sized silver is widely used in a number
of everyday products. The widespread presence of products containing silver
nanoparticles increases concerns about their use. Today, nanoparticles are known to have
a harmful effect on organisms and to contribute to serious damage to cellular structures.
Disturbances in homeostasis leading to impairment of physiological processes may have
consequences not only for a specific species exposed to a specific agent, but also for many
other species interlinked through trophic interactions.

Spiders are considered important regulators of the size of many insect populations
in meadow, forest and agricultural ecosystems. At the same time, they are among
the invertebrates with the highest recorded concentrations of metals. To date, analyses
of metal content in their tissues have referred to the molecular forms of metal compounds
only. There is no data on the accumulation and cellular effects of metal nanoparticles
(including nanosilver) in these predatory invertebrates. This project is primarily intended
to verify whether and to what extent silver with the chemical formula AgNO3 and in two
different nano-sized forms (PVP-AgNPs; nanosilver in groundwork polyvinylpyrrolidone
and AgNPs; non-ionic colloidal silver) administered to Steatoda grossa (Theridiidae)
spiders in a simplified food chain model (medium supplemented with various forms of
silver — Drosophila hydei flies — spider) can cause cytotoxic effects in selected organs
and tissues (the ampullate silk glands, midgut glands, haemolymph) and modify certain
physicochemical properties of the hunting web. The research on the aspect of short- and
long-term in’toxication will also make it possible to assess the extent of degenerative and
metabolic changes in the organ.

The tested parameters as well as the methods and techniques of their analysis are

summarized in the table below:

Parameter Method / technique

Silver concentration in the bodies of spiders
and their victims

Oxidative stress parameters Spectrophotometry, Flow cytometric analysis
Quantitative assessment of apoptotic cells,
necrotic cells and autophagic cells
Quantitative assessment of cells with
depolarized mitochondria

ADP/ATP ratio and ATP concentration Luminometric methods

Atomic absorption spectrometry (AAS)

Flow cytometric analysis

Flow cytometric analysis




Quantification of metallothioneins (MTs) Enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA)
Assessment of tissue ultrastructure Transmission electron microscopy (TEM)
Quantitative and gualitative assessment of Thin layer chromatography (TLC) with
amino acid composition in spider silk densitometry
Spider web architecture assessment Scanning electron microscopy (SEM)
Analysis of the elemental composition of . . .
spider webs Energy Dispersive X-Ray Analysis (EDX)
@Zf;ssment of the calorific value of spider Oxygen micro-bomb calorimetry MBC-3

Exposure of S. grossa females to food supplemented with selected forms of silver
resulted in the bioaccumulation of this metal in their bodies, as the concentration of the
metal increased along with the extension of the intoxication time. Contamination of prey
with silver nanoparticles resulted in a lower concentration of this element in the spiders'
bodies after long-term exposure than when AgNOs; was used. Moreover, dietary
supplementation with silver compounds resulted in the activation of antioxidant reactions,
intensified production of metallothionein-like proteins and the occurrence of apoptotic,
necrotic and autophagic changes in the analysed organs. These changes were concurrent
to a decrease in the level of mitochondrial potential and ATP concentration, and an
increase of the ADP/ATP ratio. However, the results indicated a stronger pro-oxidant
effect of AgNOs impurities than of the silver nanoparticle forms used. The greatest
changes in the levels of the above parameters were recorded in the cells of the midgut
gland, which may confirm its significant role as a filter of xenobiotics and a place of
detoxification processes to which compounds entering the body through the digestive
system are subjected. A reduction in the diameter of silk fibres and the calorific value of
the spider webs in conditions of exposure to silver compounds was also confirmed.
However, the extent of these changes in the analysed groups was comparable regardless
of the form of silver used. This may indicate that energy is allocated to energy-intensive

detoxification reactions to counteract the toxicity of dietary silver.

Keywords: Steatoda grossa, spiders, nanosilver, antioxidant parameters, apoptosis,
necrosis, autophagy, haemolymph, midgut gland, ampullate silk glands, spider silk
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WYKAZ SKROTOW

AAS
ABTS
ABTS*
ADP
AgNPs
ATP
CAT
EDX
GPOx
GR
GSH
GST
GSTPx
MTs
PBS
ROS
SEM
SOD
TAC
TEM
TLC

absorpcyjna spektrometria atomowa
2,2-azytnobis(3etylobenzotiazolini-6-sulfonian)
rodnik 2,2-azytnobis(3etylobenzotiazolini-6-sulfonianu)
adenozyno-5'-difosforan

nanoczastki srebra

adenozyno-5'-trifosforan

Katalaza

analiza rentgenowska z dyspersja energii
peroksydaza glutationowa selenozalezna
reduktaza glutationowa

glutationu zredukowany

transferaza glutationowa

peroksydaza glutationowa selenoniezalezna
Metalotioneiny

zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
reaktywne formy tlenu

skaningowa mikroskopia elektronowa
dysmutaza ponadtlenkowa

catkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna
transmisyjna mikroskopia elektronowa

cienkowarstwowa chromatografia cieczowa
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1. WSTEP

1.1. Srebro jonowe a nanoczastki srebra — zastosowanie i toksycznos$¢

Srebro (Ag, tac. argemtum) jest pierwiastkiem chemicznym z grupy metali
przejsciowych w uktadzie okresowym. Charakteryzuje si¢ srebrzystobialym kolorem
oraz najwi¢ksza przewodnoscig elektryczng i termiczng (Bielanski, 2012). W przyrodzie
wystepuje w stanie wolnym, a takze w mineratach, takich jak argentyt czy chlorargyryt.
Wigkszos¢ wydobywanego srebra wystepuje jako domieszka rud miedzi, ztota, otowiu
i cynku (Christie i Brathwaite, 1996).

Stosowanie srebra przez cztowieka datowane jest jeszcze przed rewolucja
neolityczng. Starozytni Grecy wykorzystywali srebrne naczynia do przechowywania
wody 1 zywnoSci, aby przedtuzy¢ czas ich przydatno$ci do spozycia. Srebro byto rowniez
stosowane do zaopatrywania ran i owrzodzen (Bugla—Ptoskonska i Oleszkiewicz, 2007;
Lysakowska i Denys, 2009; Fries i in., 2010; Guo i in., 2013). Do czasu narodzin
nanotechnologii, czerpano korzysci tylko z jego podstawowej formy. Po otrzymaniu
srebra w skali nano okazalo si¢, iz jego wlasciwo$ci mozna wykorzysta¢ w wielu
dziedzinach, przez co stato si¢ jednym z najbardziej zyskownych nanomateriatow
(Vaidyanathan i in., 2009).

Nanosrebro najczesciej wystepuje w postaci zawiesiny sktadajacej sie z czastek
wielko$ci <100 nm (Khan i in., 2010). Z naukowego punktu widzenia, posiada ono szereg
zalet, takich jak: stabilno$¢ chemiczna, przewodno$¢ termiczna, aktywnos¢ katalityczna
1 antybakteryjna. Dzieki swoim specyficznym wlasciwosciom jest wykorzystywane
w wielu technologiach i réznych gateziach przemystu. Szerokie zastosowanie znalazto
w wielu produktach codziennego uzytku — na przyktad w kosmetykach, detergentach,
sprayach, ubraniach i opakowaniach do przechowywania zywnosci. Pokrycie produktéw
nanosrebrem w znaczacy sposob podnosi ich skuteczno$¢ oraz podwyzsza jakos¢. Jego
zastosowanie siega coraz dalej do innych dobr konsumenckich, wlaczajac plastry
opatrunkowe, szczoteczki do zebow i produkty tak rdéznorodne jak skarpetki sportowe,
lodowki, materialy przewodzace czy ogniwa fotowoltaiczne (Benn i in., 2010; Fries i in.,
2010; Guo 1 1in., 2012; Foltynowicz 1 in., 2013; Schluesener i Schluesener, 2013).

Zagrozeniem dla S$rodowiska naturalnego najczesciej staja si¢ nanoczastki
projektowane. Biorac pod uwage ich obieg, stwierdza si¢, Ze przenikajg one do systemow
naturalnych, takich jak powietrze, woda oraz gleby przez S$cieki przemystowe

1 komunalne oraz w postaci substancji dodawanych do $rodkéw ochrony roslin.
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Potencjalnym zagrozeniem dla $rodowiska jest bioakumulacja nanoczastek w tych
systemach. Wazng kwestiag w ocenie toksyczno$ci nanostruktur projektowanych jest nie
tylko okreslenie czy i w jakim stopniu ulegajg one degradacji w §rodowisku, lecz takze
wykazanie komoérkowych efektow ich dziatania (Baun 1 in., 2009; Bystrzejewska—
Piotrowska i in., 2009; Brar i in., 2010).

Nanostruktury srebra wykazuja si¢ duzg aktywnoscia biobdjcza. Przenikajac
do srodowiska naturalnego, stanowig powazny problem w prawidtowym funkcjonowaniu
ekosystemow, w szczegdlnosci mikroorganizméw wystepujacych w glebie. Nanosrebro
eliminujac podatne na jego dziatanie gatunki obniza ich bior6znorodno$¢. Pierwiastek ten
moze stanowi¢ zagrozenie dla drobnoustrojow stosowanych w procesach bioremediacji
gruntow i biodegradacji zanieczyszczen. Ponadto nanoczastki srebra zagrazaja bakteriom
z rodzaju Bradyrhizobium, ktére to odpowiedzialne sa za wigzanie azotu, co moze
prowadzi¢ do zaburzenia cyklu obiegu pierwiastkow w przyrodzie (Kumar i in., 2011).

Nanoczastki przedostaja si¢ do Srodowiska naturalnego ze zrddet
powierzchniowych lub punktowych. Zrodta punktowe to oczyszczalnie $ciekow,
spalarnie 1 skladowiska odpaddéw oraz miejsca produkeji nanostruktur. Natomiast
powierzchniowe zrodta s zwigzane z uwalnianiem nanoczastek poprzez uzytkowanie
produktow, ktoére je zawieraja (Farkas i in., 2011; Walser i in., 2011; Vlachogianni
1 Valavanidis 2014; Mrowiec i Kosut, 2015).

Pierwotnie nanoczastki srebra uwazane byly za nietoksyczne dla komorek
zwierzat. Ich przedawkowanie wigzato si¢ gtownie ze zmiang pigmentacji skory, zwang
argyrig (srebrzyca). Niemniej jednak ostatnie badania coraz czg¢sciej ukazujg toksyczne
dziatanie nanosrebra, zwlaszcza wobec ssakow. W wielu badaniach wykazano,
ze nanoczastki srebra moga przechodzi¢ do organizmu droga pokarmowg oraz
inhalacyjna. Natomiast badania nad przedostawaniem si¢ tego metalu droga dermalna
nie sg jednoznaczne. Wraz z wdychanym powietrzem, nanosrebro dociera do ptuc, skad
jest wchtaniane do krwioobiegu. W ten sposob dostaje si¢ ono do narzadow
wewnetrznych. Droga pokarmowa nanoczastki przedostaja si¢ do jelit, a nastepnie
sa wchlaniane do krwi i dalej do innych organow, podobnie jak ma to miejsce przy
inhalacji (Swidwinska—Gajewska i Czerczak, 2014).

W ostatnich latach opublikowane zostaty liczne prace badawcze, ktore miaty
na celu ocen¢ wplywu srebra w postaci nanoczastek na rozne linie komorek ssaczych —
ocenie poddawany byt efekt cytotoksyczny oraz genotoksyczny (Shin i in., 2007; Kim

1 1in., 2010; Prabhu i Poulose, 2012). Badania w warunkach in vitro wykazaly, ze srebro
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w formie nanoczastek, przybiera tak maty rozmiar, ze moze przenika¢ bton¢ komorek
1 przyczynia¢ si¢ do zaburzen w ich funkcjonowaniu i metabolizmie (Zhu i in., 2015).
Verano-Braga i1 in. (2014) w eksperymencie prowadzonym na ludzkich komorkach
nerkowych wykazali, ze nanosrebro prowadzi do formowania si¢ szkodliwych wolnych
rodnikow w komorkach oraz przyczynia si¢ do pojawiania zmian jakosciowych
1 ilosciowych w produkcji bialek, co moze w konsekwencji by¢ przyczyna powaznych
schorzen i chorob. Jednakze, mato jest prac dotyczacych oddziatywania nanosrebra
na organizmy zywe przy roznych poziomach 1 czasach ekspozycji tego typu
ksenobiotykéw (Zhu i in., 2015). Wickszo$¢ doswiadczen, w ktorych badano toksycznosé
nanosrebra, prowadzona byla w warunkach in vitro. Jak dotad eksperymenty
wykonywano na komorkach ryb, glondow, skorupiakéw, pierwotniakéw 1 nicieni oraz
na liniach komorkowych pochodzacych od ssakéw (Zhu i in., 2008; Zhu i in., 2009; Zook
iin., 2012; Bondarenko i in., 2013; Magesky i Pelletier, 2018). Badania w warunkach in
vivo przeprowadzano na kawii, myszach, szczurach, krolikach, rybach oraz na $wini
domowej (Ahamed i in., 2008; Sung i in., 2008; Korani i in., 2011; Likus i in., 2013,
Wang 1 in., 2019). W do$wiadczeniach, w ktorych nanoczastki srebra dostawaty si¢
do organizmu poprzez inhalacj¢ wykazano, ze maja one toksyczny wplyw glownie
na watrobe i pluca, gdzie powodowaly procesy zapalne i zmiany histopatologiczne.
U zwierzat narazanych droga pokarmowa, obserwowano zmiany histopatologiczne jelit,
wzrost aktywnos$ci enzymow oraz procesy zapalne w watrobie 1 jelitach. Nanoczastki
docierajac do mézgu wywotywaty efekty neurotoksyczne migdzy innymi powodujac
zaburzenia pamigci krotkotrwalej oraz ostabienie procesoOw obrazujacych funkcje
poznawcze. Ponadto Park i in. (2010a) wykazali genotyksyczne dzialanie nanoczastek
srebra. W warunkach in vitro wykorzystujac test kometowy 1 mikrojadrowy uzyskano
wyniki, ktore $wiadczyly o uszkodzeniu DNA komorek (Park i1in., 2011). Istnieja rowniez
niepokojace dane, ktore przedstawiaja szkodliwy wpltyw nanosrebra na rozrodczosc.
Badajac gryzonie odnotowano, ze nanosrebro wptywa mig¢dzy innymi na opodznienie
pokwitania, obnizenie poziomu hormondéw piciowych, a takze pogorszenie jakosci

nasienia (Swidwinska—Gajewska i Czerczak, 2014).

1.2. Zastosowania nanoczastek srebra w medycynie i zyciu codziennym
W ostatnich dwoch dekadach stale rosnie zainteresowanie nanosrebrem
ze wzgledu na jego silne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Przyczynit sie do tego

przede wszystkim szybki rozwdj nanotechnologii wytwarzajacych znaczne ilo$ci
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réznorodnych form nanosrebra oraz postgpujaca wsroéd bakterii antybiotykoopornosé
(Santos i in., 2014).

Obecnie prowadzone sg intensywne badania nad skuteczno$cig roznych typow
nanoczastek srebra (AgNPs) w leczeniu zakazen konkretnymi szczepami bakterii. Takie
parametry jak wielko$¢ (Morones i in., 2005; Lok i in., 2007; Ivask i in., 2014) i typ
pokrycia nanoczastek (Santos i in., 2014) mogg mie¢ bowiem kluczowe znaczenie dla ich
wlasciwosci. Wskazuje sie¢ réwniez mozliwo$¢ zastosowania AgNPs w przypadku
zakazen grzybiczych (Gajbhiye i in., 2009; Ge i in., 2014) 1 wirusowych (Galdiero 1 in.,
2011).

Nanoczastki srebra sg stosowane w wielu produktach codziennego uzytku, takich
jak  kosmetyki, sprzet AGD, pojemniki na zywnos$¢, produkty medyczne,
nanofunkcjonalne tworzywa sztuczne, farby 1 tekstylia. Dzigki skutecznym
wlasciwosciom przeciwko bakteriom, grzybom i wirusom AgNPs znalazly swoje
zastosowania w trzech glownych sektorach: biomedycynie, produkcji opakowan
spozywczych 1 przemysle tekstylnym (Nowack i in.,, 2011). Silne dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe nanomateriatdéw na bazie Ag, nawet przeciwko drobnoustrojom
wielolekoopornym (Peng i in., 2020), doprowadzito do ich zastosowan w sektorze opieki
zdrowotnej, takich jak implanty i sprzet medyczny (Lackner i in., 2008), opatrunki
na rany (Nadworny i in., 2008), leki przeciwnowotworowe (Venugopal i in., 2017) oraz
systemy dostarczania lekow przeciwnowotworowych (Benyettou i in., 2015).
Jony Ag uwalniane przez AgNPs odgrywaja istotng role w dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym. Po uwolnieniu jonow Ag" przez AgNPs, aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa inicjuja kationy metali, a nie nanoczastki metali (Choi 1 in.,
2018). Ponadto AgNPs moga by¢ uzywane jako pasywne (Patra i in., 2015; Barbinta—
Patrascu i in., 2016) lub aktywne (Ding i in., 2017; Poudel i in., 2018) nanono$niki lekow
przeciwnowotworowych.

Wiele produktow do pakowania zywnosci zawierajacych AgNPs jest latwo
dostepnych na catym $wiecie (Bumbudsanpharoke i Ko, 2015). Nanosrebro jest
wykorzystywane w termoplastycznych materiatach do produkcji opakowan, takich jak
polietylen (PE), polipropylen (PP), polistyren (PS) i nylon (Youssef i Abdel-Aziz, 2013;
Carbone 1 in., 2016). Antybakteryjne powtloki na bazie nanosrebra moga przedtuzy¢
zywotnos$¢ styropianowych opakowan (Egodage i in., 2016), a takze bezpieczenstwo
1 jako$¢ zywnos$ci w §rodku (Sharma i in., 2020; Ahari i in., 2021). Glownymi zaletami

nanotechnologii w dziedzinie tekstyliow sg jej wiasciwosci zwiekszajagce wytrzymatose,
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niezawodnos¢ i wielokrotne wykorzystanie (Asif i Hasan, 2018). Nanoczastki srebra sg
szeroko stosowane w produkcji kombinezonow chirurgicznych, bandazy, przescieradet,
poszewek na poduszki, dywandéw i ubran dla zwierzat ze wzgledu na ich gestg strukture
(Wu i in., 2021). Dodatkowo opatrunki z AgNPs mogg hamowa¢ wzrost drobnoustrojow
wokot rany, a tym samym przyspiesza¢ proces gojenia (Huang i in., 2007). Tabela 1.

zawiera list¢ roznych zastosowan AgNPs.

Tab. 1. Zastosowania nanoczgstek srebra w roznych dziedzinach zycia.

ZASTOSOWANIE PRZYKLADY
Produkcja opatrunkow, produktow do stosowania na rany
i bandazy (Huang i in., 2007)

Produkcja cewnikoéw z powloka zawierajaca AgNPs (Lackner
i in., 2008).

Medycyna i biomedycyna | i cia nici i implantow chirurgicznych (Yagoob i in., 2020)
Produkcja $§rodkoéw dezynfekcyjnych (Yan i in., 2018)

Produkcja rusztowan do hodowli tkanek (Shah i in., 2018)

Produkcja kubkow i butelek dla niemowlat (Momin i in., 2013)

. Produkcja opakowan na soki owocowe (Emamifar i in., 2010)
Przemysl spozywczy

Produkcja opakowan na migso (Fernandez i in., 2010)

Produkcja nanokompozytu do produkcji tkanin

o wlasciwos$ciach przeciwbakteryjnych i trudnopalnych (Attia
i Morsy, 2016)

Przemyst tekstylny Powtoka tkanin uzywanych komercyjnie do produkcji skarpet,
odziezy chirurgicznej, przescieradel, poszewk na poduszki,
dywanow i odziezy dla zwierzat (Radeti¢, 2013; Varner i in.,
2010)

Produkcja polimerowych nanokapsulek zatopionych w
ultramate nanoklastry srebra dla synergistycznej farmakologii i
lepszego dostarczania doustnego  docetakselu  (Sohail
iin., 2018)

Farmaceutyka
Systemy do kontrolowanego dostarczania/ uwalniania lekow
przeciwnowotworowych (Sohail i in., 2018)
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1.3. Drogi narazenia i biodystrybucja nanoczastek srebra

Powszechna obecno$¢ produktow zawierajacych nanoczgstki, w tym nanoczastki
srebra sprawia, ze obawy odnosnie ich stosowania stajg si¢ coraz wicksze. Mimo tego,
ze nanostruktury od zawsze wystepuja w naturze to dynamiczny wzrost ich produkcji
1 wzrastajgca popularnos$¢ zastosowania nanosrebra przyczynia si¢ do zwigkszenia liczby
organizmow narazonych na takie formy metalu (Weldon i in., 2016; Wolska i in., 2017).
Nanoczastki srebra wykazuja silne wiasciwosci bakteriobdjcze, grzybobdjcze oraz
wirusobojcze przez co znajdujg szerokie zastosowanie w produktach codziennego uzytku.
Srebro w postaci nanometrycznej moze by¢ uwalniane do srodowiska na kazdym etapie
cyklu zycia produktow, a jego gldownym no$nikiem sag $cieki. Proces migracji metalu
w S$rodowisku powoduje, Zze na jego toksyczne dzialanie narazone sg organizmy
wszystkich poziomow troficznych ekosysteméw wodnych 1 ladowych (Benn
I Westerhoff, 2008; Farkas i in., 2011; Kumar i in., 2011; Vlachogianni i Valavanidis,
2014).

Badania, ktore prezentujag model przeptywu Ag pochodzenia antropogenicznego
w $§rodowisku wykazaly, ze w najwigkszej ilosci jest ono kumulowane w glebie,
natomiast znikoma ilo$¢ wystepuje w wodzie 1 powietrzu (Gottschalk i in., 2009). Analizy
geochemiczne w skali kontynentalnej (Australia, Chiny, Europa) wykazaty, ze ogdlna
mediana dla organogenicznej wierzchniej warstwy gleby wynosi 0,21 mg/kg; dla
mineralogennej wierzchniej warstwy gleby wynosi 0,057 mg/kg; a dla podglebia
0,016 mg/kg. Badania wykazaly ponadto, ze maksymalny poziom rozproszonych
zanieczyszczen lokalnych 1 regionalnych srebra w glebie wynosit 0,02 mg/kg (Reimann
1 Fabian, 2022). Na obszarach USA i UE potowa lub wiecej osadow $ciekowych jest
dezynfekowana z wykorzystaniem nanosrebra w celu utworzenia biosolidow, ktore
s nastgpnie stosowane jako nawozy na polach uprawnych (Judy i in., 2015b).

Srebro pochodzace z produkcji, zastosowan przemystowych i konsumenckich
zwykle przedostaje si¢ do sciekow. W przypadku oczyszczalni $ciekow komunalnych
wykazano, ze Ag w duzej mierze tworzy osady state AgxS niezaleznie od formy
wyjsciowej wprowadzanej do strumienia $ciekoéw po wejsciu do oczyszczalni §ciekow
(Kaegiiin., 2011; Lombi i in., 2013; Ma i in., 2014). Skutkuje to wysoka zawartoscig Ag
w osadach $ciekowych, dochodzaca do 856 mg/kg suchej masy (Fijalkowski 1 in., 2017).
Osady $ciekowe mozna usuwaé na sktadowiska, spala¢ lub stosowac jako nawozy
(biosolidy). W przypadku spalania warto zauwazy¢, ze Ag>S mozna przeksztatcié w Ag’

(Meier i in., 2016). Popioty z procesu spalania trafiajg przede wszystkim na sktadowiska
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odpadow (Donatello i Cheeseman, 2013). Wigksza cze$§¢ Ag trafia do osadow
sciekowych, zamiast wyptywac ze §ciekami (Li i in., 2013). Jednak cze$¢ Ag pozostajaca
w $ciekach jest nadal odpowiedzialna za zanieczyszczenie srebrem poprzez osadzanie si¢
na osadach. Pomiary probek terenowych wykazaty, ze zawartos¢ Ag w osadach wynosi
zwykle kilkaset ng/g lub kilka pg/g (Coynel i in., 2016; Juncos i in., 2017; Metcalfe i in.,
2018; Vogt 1 in., 2019). Na przykltad stwierdzono, ze Ag ze S$ciekow
gromadzito si¢ gléwnie w osadach w poblizu punktu zrzutu oczyszczalni $ciekow
(0,98 + 0,62 pg/g), a nastepnie rozktadalo si¢ rownomiernie w st¢zeniach miedzy 0,09
a 0,13 pg/g w osadach jeziora przyjmujacego $cieki (Vogt i in., 2019). Pod wplywem
zaburzen naturalnych (sztormy, turbulencje, gradienty temperatury i gatunki bentosowe)
lub antropogenicznych (poglebianie i1 kilwatery statkdw) nanoczastki Ag i na bazie Ag
moga z czasem by¢ transportowane do innych cze$ci zbiornikow wodnych (Purcell
i Peters, 1998; Vogt i in., 2019). Metcalfe i in. (2018) wykazali, ze niewielka frakcja
(15-25%) catkowitego Ag w osadach bylta nietrwata i po wstrzasnieciu moze przedostaé
si¢ do wody w postaci rozpuszczonej lub koloidalne;.

W rzekach, jeziorach, ujsciach rzek i oceanach st¢zenia catkowite Ag oszacowano
na poziomie ponizej 10 ng/L (Purcell i Petersa, 1998; Luoma, 2008; Shotyk i in., 2017).
Shafer i in. (1994), ktérzy przeanalizowali zawartos¢ Ag w 49 rzekach, stwierdzili,
ze catkowite stezenie Ag w wodach wynosito 1-5 ng/L, 29,1 + 26,4 ng/L, 12,2 + 6,8 ng/L
odpowiednio na obszarach o niskim zanieczyszczeniu, obszarach miejskich 1 obszarach
gtownych rzek, do ktorych wplywa wiele zlewni. Powszechne stosowanie Ag 1 AgNPs
moze skutkowac¢ ich celowym lub niezamierzonym przedostaniem si¢ do srodowiska
wodnego poprzez $cieki lub zrzuty przemyslowe (Deycard i in., 2017; Sanchis i in.,
2020). Powszechne wprowadzanie i stosowanie produktéw zawierajacych AgNPs
spowodowato wzrost typowych stezen Ag w wodach powierzchniowych, ktoére obecnie
mieszczg si¢ w zakresie 0,1-10 ng/l (Johnson 1 in., 2014; Shotyk 1 in., 2017; Metcalfe
11n., 2018; Sanchis 1 in., 2020; Javed 1 in., 2020; Wang 1 in., 2020). Szacuje si¢, ze przy
intensywnym stosowaniu produktéw biobojczych na bazie Ag, jego st¢zenia
prawdopodobnie wzrosng na obszarach, ktore sa silnie zanieczyszczone, narazone
na wplyw cztowieka lub posiadajgce ograniczone oczyszczalnie sciekow (Galon i Flegal,
2015).

Powszechna dostepnos¢ produktow zawierajacych AgNPs, podwyzsza ryzyko ich
przenikania do organizmoéw. Moze ono zachodzi¢ droga pokarmowa, wziewna, dermalng

lub w wyniku dozylnego podania (podczas stosowania preparatow medycznych).
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Gltéwng droga narazenia na nanosrebro jest droga pokarmowa. AgNPs obecne
w opakowaniach zywno$ci moga by¢ czg¢sciowo do niej uwalniane i najczgsciej ulegaja
przy tym modyfikacjom (np. agregacja, utlenianie), ktore majg wplyw na ich wtasciwosci
1 toksycznos¢. Dotychczasowe badania wykazaty, ze proces uwalniania nie jest
szczegblnie wydajny, ale podwyzszona temperatura i dluzszy czas kontaktu AgNPs
z zywnoscig nasilaja to zjawisko (Quadros i in., 2013; Goetz i in., 2013; Artiaga i in.,
2015). Podobnie jest w przypadku nanostruktur wchodzacych w sktad past 1 szczoteczek
do zebow (Mackevica 1 in., 2016). Ponadto wzrastajagcy poziom zanieczyszczenia
srodowiska nanoczgstkami moze powodowa¢ zwigkszone przyjmowanie AgNPs wraz
z wodg pitng lub zanieczyszczonymi organizmami wodnymi. Konieczne jest wiec
poznanie farmakokinetyki AgNPs, aby zapobiega¢ ich nadmiernej kumulacji
w organizmach zwierzat i cztowieka.

Mato jest badan dotyczacych wchtaniania AgNPs z przewodu pokarmowego. Park
iin. (2011a) obserwowali, ze biodostepnos¢ AgNPs o wielkosci 7,9 nm po podaniu ich
szczurom drogg pokarmowg wynosila tylko kilka procent (1,2% — 4,2% w zaleznos$ci od
dawki), przy czym nie jest pewne w jakiej postaci sag one wchtaniane. Po przeniknigciu
do uktadu krazenia, AgNPs sg transportowane gldwnie do watroby i $ledziony (Xue i in.,
2012; Lee i in., 2013¢). Jednak ich obecnos¢ stwierdzono réwniez w innych narzadach
1 tkankach, m.in. we krwi, ptucach, nerkach, sercu, mézgu i narzadach rozrodczych (Sung
11in., 2009; Kim i in., 2010; Loeschner i in., 2011; Park 1 in., 2011a; Xue i in., 2012; Lee
11in., 2013a; Lee 1 in., 2013c). Badania nad farmakokinetykag AgNPs wykazaly rowniez,
ze wigkszos¢ tkanek 1 narzadow jest zdolna do ich usunigcia po zaprzestaniu ekspozycji,
z wyjatkiem narzadow rozrodczych i mozgu, ktdre wykazuja zwigkszong ich retencje
(Zande 1 in., 2012; Lee i in., 2013a). W badaniach, w ktérych zastosowano model
narazenia na AgNPs droga pokarmowa wykazano, Zze ulegaja one biodystrybucji
do licznych narzadow. Podawanie szczurom duzych dawek AgNPs o wielkosci 56 nm
przez 90 dni skutkowalo ich obecnoscia we krwi, watrobie, nerkach, plucach, jadrach
1 mozgu badanych zwierzat (Kim 1 in., 2010). Po 28—dniowym narazeniu szczurOw na
stabilizowane poliwinylopirolidonem (PVP) AgNPs o wielkosci 14 = 4 nm (w dawce
9 mg/kg m.c.) stwierdzono ich obecnos¢ w osoczu, watrobie, nerkach, zotadku, plucach,
migsniach, moézgu 1 jelicie cienkim (Loeschner 1 in., 2011). Réwniez podawanie AgNPs
(o wielkos$ci 22, 42 lub 71 nm) myszom przez 14 dni w dawce 1 mg/kg m.c. prowadzilo
do ich biodystrybucji w watrobie, nerkach, ptucach, mézgu i jadrach (Park i in., 2010a).

Podsumowujac, przedtuzona ekspozycja szczurow na AgNPs w rdznej dawce i o rdznej
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wielko$ci prowadzita do kumulowania si¢ srebra w wigkszo$ci narzadow oraz we krwi.
Ponadto pomiar stezenia Ag, wykonany po 4 miesigcach od zaprzestania ekspozycji
na AgNPs wykazatl, ze jedynie w mdzgu 1 narzgdach rozrodczych nie zmniejszyto si¢ ono,
w porownaniu do wczesniejszych punktow czasowych (Lee i in., 2013a).

Mozliwo$¢ wnikania AgNPs do organizmu droga wziewna (np. poprzez inhalacje
kurzu lub pytéw je zawierajacych) lub tez kontaktowa dotyczy gléwnie pracownikow
zatrudnionych przy produkcji nanoczastek oraz produktow je zawierajacych. Z tego
powodu pojawiajg si¢ wytyczne dotyczace dopuszczalnych wartoSci narazenia
na nanoczastki srebra w miejscu pracy (OEL, ang occupational exposure limit). Dane
literaturowe wskazuja, ze OEL dla AgNPs w przypadku subchronicznej ekspozycji droga
wziewng powinien wynosié 0,19 ug/m* (Weldon i in., 2016). Chroniczna ekspozycja na
AgNPs droga wziewna moze réwniez prowadzi¢ do ich obecnosci w uktadzie krazenia.
Wykazano, ze u szczur6w narazonych tg droga na AgNPs o wielkosci 18 — 19 nm (przez
13 tygodni, 5 dni tygodniowo, 6 godzin dziennie), kumulujg si¢ one gtdwnie w watrobie
1 plucach, a w mniejszym stopniu w nerkach, opuszce wechowej, mozgu i we krwi (Sung
11in., 2009). Zaobserwowano réwniez, ze jednorazowe podanie donosowe myszom duzej
dawki (100 lub 500 mg/kg m.c.) AgNPs o wielkos$ci 25 nm skutkuje nagromadzeniem si¢
nanogranul w jamie nosowej, plucach, sledzionie, nerkach i mézgu (Genter i in., 2012).

Osoby cierpiace na tuszczyce, atopowe zapalenie skory czy majace uszkodzenia
skéry moga by¢ narazone na przenikanie AgNPs droga dermalna, obecnych
w kosmetykach, ubraniach czy bieliznie do uktadu krazenia (Monteiro—Riviere, 2014).

Poréwnanie  biodystrybucji  AgNPs niestabilizowanych (< 20 nm)
1 stabilizowanych PVP (< 15 nm) wykazato podobny profil lokalizacji u szczuréw, tzn.
ich obecno$¢ stwierdzono w watrobie, nerkach, ptucach, sercu, $ledzionie, mozgu,
pecherzu moczowym, jadrach, jelicie, zotadku oraz we krwi, przy czym poziom srebra
w mozgu 1 jadrach nie zmienial si¢ w ciggu 8 tygodni od podania (Zande 1 in., 2012).
Sposéb wydalania nanoczastek z organizmu zostal réwniez zbadany. Stwierdzono,
ze AgNPs sa usuwane z organizmu gldwnie z katem, a w niewielkim stopniu z moczem.
Oznacza to, ze AgNPs sg przede wszystkim wydalane wraz z z6tcig do $wiatla jelita (Park

1in., 2011a; Lee 1 in., 2013c¢; Jimenez—Lamana i in., 2014).

1.4. Toksyczno$¢ nanoczastek srebra
Wykorzystanie wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych nanometrycznego srebra

stalo si¢ bardzo waznym aspektem, a zarazem wyzwaniem dla nanotechnologii.
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Doswiadczenia nad oceng wptywu AgNPs na drobnoustroje chorobotwodrcze wskazuja
wiele korzysci z ich stosowania, ale nie powinno si¢ zapomina¢ o mozliwych
zagrozeniach 1 niepozadanych skutkach ich masowego zastosowania. Stosowanie
nanoczastek metali niesie za sobg nieprzewidywalne skutki dla §rodowiska. Naukowcy
ostrzegaja, ze wzrastajaca ilo$¢ odpaddéw zawierajacych nanoczastki moze spowodowaé
ich przedostawanie si¢ do $srodowiska naturalnego i oddziatywanie na Zyjace w nim
organizmy. Ich toksyczno$¢ moze zagraza¢ organizmom zaréwno srodowisk wodnych,
jak 1 ladowych. Biorgc pod uwage przeciwdrobnoustrojowe dziatanie nanoczastek Ag
i towarzyszgcego im jonu Ag’, wazne jest zrozumienie oceny ryzyka ekologicznego ich

wystepowania w glebie i ekosystemie wodnym (Eckelman i in., 2007).

1.4.1. Toksycznos¢ wzgledem mikroogranizmow

W licznych badaniach wykazano, ze Ag ma znaczacy wptyw na funkcjonowanie
1 strukture mikroorganizmow glebowych, ktore wydaja si¢ by¢ wrazliwym ,,receptorem”
ekosystemu. Zdecydowana wigkszo$¢ tych badan koncentrowata si¢ na produkowanych
AgNPs i byla prowadzona w ciagu ostatniej dekady. Bylo to spowodowane obawami
dotyczacymi nanoczastek Ag pochodzacych z tekstyliow 1 innych produktow
konsumenckich przedostajacych si¢ do $ciekow, rozdzielajacych si¢ na osady $ciekowe
1 ostatecznie wykorzystywanych na gruntach jako biosolidy. Wiele z tych badan obejmuje
rowniez AgNOs jako produkt kontrolny lub transformacyjny AgNPs, gtownie do Ag>S
(Carbone i in., 2014; Chunjaturas 1 in., 2014; Griin 1 in., 2019).

Inne badania obejmowaly Ag>S—-NPs lub biosolidy, w ktorych Ag zostal
przeksztalcony w Ag>S (Colman i in., 2013; Doolette i in., 2016; Courtois 1 in., 2019).
Siarczkowanie Ag wydaje si¢ zmniejsza¢ toksycznos¢ wzgledem drobnoustrojow
(Doolette 1 in., 2016). Jednak nawet wtedy, gdy czastki s3 w duzym stopniu zasiarczone,
mozna zaobserwowa¢ zmiany w liczebnosci 1 strukturze drobnoustrojow. Na przyktad
Colman i in. (2013) zaobserwowali zmiany w liczebnosci i1 funkcjonowaniu
drobnoustrojow przy niskich stezeniach Ag na poziomie pg/kg w osadach, ktore byty
inkubowane z Ag" i AgNPs, co skutkowalo siarczkowaniem. Efekty byly bardziej
widoczne w przypadku AgNPs i obejmowaly zwigkszong emisj¢ N>O, silnego gazu
cieplarnianego (Colman i in., 2013). Ponadto Doolette i in. (2016) zaobserwowali zmiany
w nitryfikacji oraz w kluczowych genach nitryfikacyjnych u bakterii w glebach
zanieczyszczonych Ag’, AgNPs i Ag>S. W tym badaniu warto$ci progowe dla zmian

drobnoustrojéw na podstawie danych z sekwencjonowania byty podobne miedzy Ag"
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1 AgNPs przy okoto 1,4 mg Ag/kg; jednak podobne odpowiedzi obserwowano tylko przy
5,9 mg/kg dla Ag>S. Zmiany nitryfikacji zaobserwowane przez Doolette i in. (2016) moga
odnosi¢ si¢ do wzrostu NoO obserwowanego przez Colmana i in. (2013). Forstner 1 in.
(2019) podobnie zaobserwowali zmiany w liczebnosci 1 strukturze drobnoustrojow w
siarczkowanych AgNPs oraz wykazali, Ze rosngce zasolenie gleby zwigksza zmiany
sktadu drobnoustrojow. Wykazano takze, ze zanieczyszczenie gleby Ag’, AgNPs i Ag,S
niekorzystnie wptywa na kolonizacj¢ roslin przez bakterie nitryfikacyjne (Judy 1 in.,
2015a). Dowiedziono takze, ze wysokie stezenie réznych form Ag w glebie selekcjonuje
bakterie oporne na metale (Vasileiadis i in., 2015). Zatem wptyw Ag na spotecznos$ci
drobnoustrojéw glebowych moze powodowaé rézne niekorzystne skutki, z ktorych
niektore moga niekorzystnie wptywac na podstawowe ustugi ekosystemowe swiadczone
przez glebe, w tym obieg azotu.

Rosngca opornos¢ drobnoustrojéw na dostepne antybiotyki i chemioterapeutyki
zmusza do trwajacych od lat poszukiwan produktow lub strategii, ktore stworzylyby
nowe mozliwo$ci terapeutyczne. Szczegdlnym zainteresowaniem badaczy ciesza si¢
nanoczastki, a najwiekszy nacisk polozony jest na nanoczastki srebra (Niemirowicz i in.,
2012). Przypuszczano, ze srebro w formie nanometrycznej bedzie jeszcze bardziej
skutecznym $rodkiem przeciwdrobnoustrojowym niz stosowane dotychczas zwigzki
srebra. Wykazano, ze AgNPs moga by¢ stosowane zard6wno w zakazeniach
spowodowanych przez bakrerie Gram—dodatnie, jak np. Staphylococcus aureus oraz
bakterie Gram—ujemne, takie jak Pseudomonas aeruginosa czy Escherichia coli (Sondi
1 in., 2004; Morones 1 in., 2005; Tamboli 1 in., 2013). Intensywne badania trwaja
szczegblnie nad ich skutecznoscig wzgledem szczepow bakterii wielolekoopornych
(Allahverdiyev 1 in., 2011; Ge i in., 2014), a takze probuje si¢ je wykorzystywaé jako
srodek niszczacy biofilm bakteryjny lub zapobiegajacy jego powstawaniu (Kalishwaralal
11n., 2010; Palanisamy 1 in., 2014).

Sam mechanizm przeciwdrobnoustrojowego dziatania AgNPs nie zostal
jednoznacznie okreslony. Niektorzy badacze uwazaja, ze jest on $cisle zwigzany z jonami
srebra uwolnionymi wewnatrz komorek mikroorganizmoéw (Lok i in., 2007; Hachicho
1 in., 2014), aczkolwiek pojawiajg si¢ rOwniez opinie, ze same nanoczastki oddziatujg
bezposrednio na mikroorganizmy (Joshi 1 in., 2015). Jak dotad najlepiej poznano
mechanizmy dziatania przeciwbakteryjnego nanosrebra. AgNPs bezposrednio lub
za posrednictwem uwolnionych z ich powierzchni Ag" powodujg uszkodzenia bton

biologicznych. Srebro przylega do $ciany komorkowej bakterii 1 powoduje nastepnie
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zmiany strukturalne w biatkach btony komodrkowej, co w konsekwencji prowadzi do ich
inaktywacji 1 uwalniania oraz izomeryzacji cis—trans nienasyconych kwasoéw
thuszczowych. Wspomniane procesy przyczyniaja si¢ do zwickszenia przepuszczalnosci
btony komorkowej bakterii, co w konsekwencji powoduje, ze komorka staje si¢ bardziej
podatna na dziatanie szkodliwych czynnikéw s$rodowiskowych (Sondi i in., 2004;
Hachicho i in., 2014). Uwaza sie, ze szczegdlnie wrazliwe na dzialanie AgNPs lub Ag”®
sg biatka strukturalne i enzymy zawierajace liczne grupy tiolowe (Shrivastava, 2007).
Wykazano, ze w wyniku oddziatywania srebra z grupami —SH enzymow Staphylococcus
epidermidis dochodzi do zaburzenia funkcji niektérych z nich (Gordon i in., 2010).
Ponadto obie formy srebra moga oddziatywaé¢ na material genetyczny, co skutkuje
zaburzeniem procesu replikacji w konsekwencji prowadzi do zahamowania podziatu
komorki (Feng 1 in., 2000; Shrivastava, 2007). Wykazuje si¢ takze, ze zdolnos¢
generowania wolnych rodnikéw pod wptywem AgNPs, moze by¢ réwniez istotnym
elementem ich dzialania przeciwbakteryjnego (Lee i in., 2014a; Joshi i in., 2015).
AgNPs wykazuja takze dzialanie przeciwwirusowe oraz przeciwgrzybicze.
Wykazano ich skuteczno$¢ wzgledem Cladosporium cladosporoides, Aspergillus niger
(Pulit i in., 2013), Trichophyton rubrum (Pereira i in., 2014) oraz Candida sp. (Monteiro
i in., 2015). Badania nad ich dziataniem przeciwwirusowym wykazaty, ze AgNPs sg
skuteczne w zwalczaniu takich wirusow jak: HIV-1 (Lara i in., 2010), wirus zapalenia
watroby typu B (Lu i in., 2008), wirus opryszczki typu 1 (Baram—Pinto i in., 2009) i typu
2 (Orlowski 1 in., 2014) oraz wirus grypy (Xiang 1 in., 2013). Mechanizm ich dziatania
przeciwwirusowego jest wcigz badany. Uwaza si¢, ze AgNPs oddziatujg z receptorami
glikoproteinowymi wirusa (Lara 1 in., 2010), jego otoczka (Xiang i in., 2013) lub nicia
DNA/RNA (Lu i in., 2008), co w konsekwencji hamuje replikacje materiatu

genetycznego wirusa i uniemozliwia wigzanie si¢ z komorkami gospodarza.

1.4.2. Toksyczno$¢ wzgledem ssakow

Powszechne stosowanie nanoczastek srebra zwieksza narazenie na ich dziatanie
ludzi i zwierzat r6znymi drogami (Du i in., 2018). Gtowne drogi przenikania AgNPs do
organizmu zwierzat i cztowieka obejmujg uktad oddechowy, przewod pokarmowy 1 skore
(Korani 1 in., 2015). Potwierdzajg to eksperymenty in vitro i in vivo przeprowadzane
w celu oceny toksycznosci AgNPs przy uzyciu réznych systemow biologicznych, w tym
ludzi i zwierzat (Ghosh 1 in., 2012). Cytotoksyczno$¢ i1 genotoksyczno$¢ AgNPs zaleza

od czasu trwania ekspozycji, dawki oraz wielko$ci nanoczastek (Cho 1 in., 2018; Liao
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1 in., 2019). Po wniknigciu do ukltadu krazenia, nanoczastki przenikaja do tkanek
1 narzadow, gdzie przejawiaja dziatanie toksyczne. Dane literaturowe pokazuja,
ze systematyczna i chroniczna ekspozycja na AgNPs prowadzi do rozwoju stanow
zapalnych i efektow cytotoksycznych w obrgbie wielu narzadéw (Liao i in., 2019).

Ocena toksycznosci AgNPs z zastosowaniem eksperymentdw in vitro z ludzkimi
limfocytami wykazata genotoksyczny efekt przy dawce 25 pg/ml. Nanoczastki srebra
powodowaty réwniez pgknigcia DNA i znaczny wzrost powstawania ROS przy roznych
dawkach (25-200 pg/ml) (Ghosh 1 in., 2012). Zaobserwowano, ze dlugotrwata
ekspozycja droga wziewna u szczurow prowadzita do uszkodzen ptuc, m.in. stwierdzono
znaczacy spadek objetosci oddechowej oraz zmiany histopatologiczne w nabtonku (Sung
iin., 2008).

Dane literaturowe dowodza rowniez, ze AgNPs wywotuja efekt nefrotoksyczny.
Badania przeprowadzone na szczurach wykazaly obecno$¢ zmian histopatologicznych
w obrgbie nerek oraz podwyzszenie stezenia mocznika i kreatyniny we krwi (Feng 1 in.,
2014; Sarhan 1 in., 2014). Ponadto dozylne podanie AgNPs prowadzilo do gromadzenia
si¢ glikozoaminoglikandw w btonie podstawnej nerek, co skutkowato uposledzeniem ich
czynno$ci (Feng 1 in., 2014). Zwraca si¢ rowniez uwag¢ na uposledzenie procesu
spermatogenezy 1 znaczny spadek liczby plemnikéw w najadrzach (Gromadzka—
Ostrowska 1 in., 2012; Sleiman i in., 2013) oraz zmiany histopatologiczne w $ledzionie
1 weztach chlonnych (Jong i in., 2013) pod wpltywem ekspozycji na AgNPs u szczurow.

Szczegbdlnie waznym aspektem badan jest ocena wptywu AgNPs na watrobe,
ktora ze wzgledu na pelnienie funkcji detoksykacyjnych organizmu narazona jest
w najwiekszym stopniu na dzialanie nanoczastek. U gryzoni narazonych na AgNPs
zaobserwowano szereg zmian w watrobie, m.in. zmiany histopatologiczne w postaci
wakuolizacji cytoplazmy hepatocytow, hiperplazji nabtonka przewodow Zzotciowych
1 obrzgku wokot naczyn krwiono$nych oraz zmiany nekrotyczne i zapalne (Kim 1 in.,
2010; Lee 1 in., 2013b; Al Gurabi i in., 2015; El Mahdy 1 in., 2015; Patlolla 1 in., 2015).
Ponadto wykazano wzrost aktywno$ci enzymoéw watrobowych, takich jak fosfataza
alkaliczna, aminotransferaza alaninowa i asparaginianowa (Park i in., 2010a; Al Gurabi
11n., 2015; Heydrnejad 1 in., 2015) oraz hipercholesterolemig, ktora objawiala si¢ zbyt
wysokim poziomem cholesterolu catkowitego 1 frakcji LDL w surowicy (Kim i in., 2010;
Ebabe Elle i in., 2013). AgNPs powodowalo réwniez nadprodukcje wolnych rodnikow
1 stan zapalny w tym narzadzie (Park i in., 2010a; Jong 1 in., 2013; Ebabe Elle i in., 2013;

Patlolla i in., 2015). Pojawily si¢ takze informacje na temat nasilenia procesOw autofagii
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1 apoptozy, ktore odgrywaja wazng rol¢ w mechanizmach hepatotoksycznosci tych
nanoczastek (Lee i in., 2013b).

Innym sposobem narazenia ludzi i zwierzat na Ag jest transfer troficzny. Troficzna
dostepnos¢ metali wyrazana jest jako troficzny wspotczynnik transferu (TTF), opisywany
matematycznie jako stosunek stezenia metalu u drapieznika do jego stezenia w ciele
ofiary. Wyniki badan sugeruja, ze TTF dla AgNPs wynosi <1 w tancuchach
pokarmowych, co wskazuje na brak postepu akumulacji Ag wraz ze wzrostem poziomow
troficznych (Dang 1 in., 2021). Istnieje jednak wiele luk w badaniach zwigzanych
z mechanizmami toksyczno$ci, procesami oraz czynnikami kontrolujacymi przenoszenie
troficzne Ag z upraw prowadzonych na terenach, na ktoérych stosowano biosolidy
do organizmoéw ludzi 1 zwierzat oraz powigzan migdzy nimi, a scenariuszami narazenia
1 skutkami toksykologicznymi.

Pewng trudno$¢ w usystematyzowaniu wiedzy na temat efektow toksycznych
wywolanych przez AgNPs u ssakow, sprawia r6znorodno$¢ nanoczastek, zastosowanych
w poszczeg6Olnych badaniach. Nie tylko dawka, czas 1 droga narazenia majg znaczenie,

ale rowniez wielko$¢ nanoczastek czy typ ich pokrycia.

1.4.3. Toksycznos¢ wzgledem bezkregowcow

Badania prowadzone nad toksyczno$cig nanosrebra wzgledem organizmow
bezkregowych dotycza gléwnie zwierzat zyjacych w glebie, takich jak nicienie,
dzdzownice, wazonkowce, skoczogonki 1 maczniki. Doswiadczenia majace na celu
poréwnanie toksyczno$ci jonow Ag" i AgNPs wykazaly, ze jest ona zalezna od gatunku
i rodzaju gleby. W wiekszosci przypadkow jony Ag™ wykazywaly wigksza toksycznos$é
niz AgNPs (Velicogna i in., 2016). Wystepuja jednak wyjatki, na przyktad u dzdzownicy
Eisenia andrei, gdzie zaobserwowano spadek reprodukcji tylko w odpowiedzi na gleby
wzbogacone AgNPs, a nie AgNOs. Stato si¢ tak dlatego, ze czgs¢ nanoczastek Ag
w badaniu pozostata w postaci czastek dyspergowalnych, a wigkszo$¢ z nich byla
cze$ciowo zasiarczona, co umozliwito uwolnienie Ag"” w glebie i skutkowato wigkszymi
ekstrahowalnymi frakcjami Ag"” w poréwnaniu z AgNOs (Jesmer i in., 2017). Istniejg
rowniez gatunki, takie jak macznik mtynarek (7enebrio molitor), ktore sa narazone
glownie na Ag poprzez wod¢ porowa w glebie, polykaja tylko niewielka ilo$¢ gleby
1 maja wysoki wspoltczynnik eliminacji Ag, co skutkuje ogolnie niska toksyczno$cig
w wyniku narazenia na jony Ag’ i AgNPs (Khodaparast i in., 2021). Zatem
w przypadku bezkregowcow, w zaleznosci od gatunku, toksycznos¢ AgNPs moze si¢
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r6zni¢ ze wzgledu na réznice we wskaznikach wychwytu i eliminacji Ag oraz drodze
narazenia.

Wiele badan nad oceng mechanizmu toksyczno$ci Ag" i AgNPs o roznej wielko$ci
1 powlokach w obecnos$ci materii organicznej i po przemianach $rodowiskowych
wykorzystuje Caenorhabditis elegans jako organizm modelowy. Zaobserwowano m.in.,
ze ekspozycja na AgNPs z réznymi powlokami skutkowata wplywem na wzrost
C. elegans ze wzgledu na roznice w szybkosci ich rozpuszczania, przy czym najbardziej
toksyczne 1 mniej stabilne byly AgNPs w osnowie z gumy arabskiej, a nast¢pnie
poliwinylopirolidonu (PVP) i powlekane cytrynianem (Yang i in., 2012). Wykazano takze
réznice w wychwycie i dystrybucji Ag po ekspozycji na AgNPs w osnowie z cytrynianem
1 PVP, gdzie tylko AgNPs z powloka cytrynianowa wykryto w zarodkach za pomoca
hiperspektralnej mikroskopii ciemnego pola (Meyer i in., 2010; Yang i in., 2014).

Roéznica w wychwycie Ag byta najwigksza w przypadku AgNPs po transformacji.
Badano siarczkowane AgNPs (sAg NPs), gdzie przy réwno toksycznych stezeniach LC30
wykryto znacznie mniej Ag w nicieniach za pomocg synchrotronowej mikroskopii
rentgenowskiej, w pordwnaniu z tymi eksponowanymi na dziatanie Ag" lub PVP—AgNPs
(Starnes i in., 2015). Otrzymane wyniki dowodza, ze w pordwnaniu z niestabilizowanymi
AgNPs, mniejsza ilos¢ Ag kumulowana jest wewnatrz organizmu podczas narazenia
C. elegans na transformowane AgNPs i wydaje si¢ wywotywaé¢ podobny poziom
toksycznos$ci. Potrzebne sa jednak dalsze analizy na innych organizmach, poniewaz
ostatnie badania podkres$lajg, ze biodostepnos¢ AgNPs moze by¢ podobna do Ag” (Dang
11n., 2020). Podstawowym procesem przemiany AgNPs po przedostaniu si¢ do $ciekow,
biosolidow 1 gleb jest siarczkowanie. Wykazano, Ze toksycznos$¢ nietransformowanych
AgNPs jest wyzsza, w poréwnaniu z transformowanymi, bardziej stabilnymi AgNPs,
przy czym EC50 dla reprodukcji wynosi 566 pg/l dla AgNPs w porownaniu z 4011 pg /1
dla AgNPs (Starnes 1 in., 2015). W badaniu transkryptomicznym, przeprowadzonym
przez Starnes 1 in. (2016), zbadano wplyw ekspozycji modelowych nicieni glebowych
Caenorhabditis elegans na nietransformowane AgNPs i Ag". Zweryfikowano ekspresje
4 gendéw (numr—1, rol-8, col-158 i grl-20) 1 wykazano kilka wspdlnych odpowiedzi
zwigzanych ze stresem, co wskazuje, ze toksyczno$¢ byta przynajmniej czgsciowo
spowodowana rozpuszczaniem. Jednak transformowane AgNPs wykazywaty catkowicie
odrebne sygnatury transkryptomiczne od nietransformowanych lub jonow Ag", ktorych

nie wyjasniono rozpuszczaniem (Starnes i in., 2016).
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Obecnos¢ srebra moze réwniez wptywac na jego toksyczno$¢ w srodowiskach
glebowych innych materiatéw, takich jak witokna mikroplastiku. Wspodtekspozycja
dzdzownic Eisenia andrei na mikroplastik 1 AgNPs spowodowata 3—krotny wzrost
toksyczno$ci reprodukcyjnej, w porownaniu z indywidualng ekspozycja AgNPs
(Khodaparast 1 in., 2021; Tourinho i in., 2021). Co cieckawe, nie zaobserwowano
zwigkszenia toksycznosci dla tgcznego narazenia na mikroplastiki z jonowym Ag’,
co sugeruje efekt czastek statych. Dodatkowo, u innego gatunku, Enchytraeus crypticus,
nie wykazano roznicy w toksycznosci obserwowanej miedzy indywidualnymi
1 polaczonymi ekspozycjami na AgNPs i widkna mikroplastiku. Wskazuje to, ze taczone
ekspozycje, w zalezno$ci od organizmu, moga nasila¢ lub tagodzi¢ toksycznosé
obserwowang w przypadku nanoczastek Ag. Wiele produktéw zawierajacych nanosrebro,
ktore sg opracowywane dla réznych aplikacji (np. nanosensory), oprocz AgNPs, czesto
zawieraja rowniez inne materialy (nanokompozyty) lub metale (nanostopy) i ich
stabilno$¢ moze wplywac na toksyczno$¢ przez obecno$¢ innych materiatéw. W ocenie
interakcji miedzy AgNPs i AuNPs, wykazano, ze te NPs moga tworzy¢ stabilny
bimetaliczny stop Ag\\Au, a zatem moga redukowac toksyczno$¢ AgNPs. Jednakze, gdy
AgNPs wchodzity w interakcje z TiO2 NPs, szczegolnie w ciemnosci nastgpitby wzrost
uwalniania jonow Ag”, co wskazuje na to, ze te interakcje mogg potencjalnie zwigkszaé
toksyczno§¢ (Sharma i in., 2019). Badania, w ktorych oceniano toksyczno$¢ Ag
w polaczeniu z innymi nanoczastkami lub materiatami, przeprowadzono gtéwnie
na bezkrggowcach wodnych. Zatem wiedza na temat tego, jak interakcje, a nawet
wspotwystepowanie nanoczastetk Ag z innymi nanoczgstkami metali (stopami),
nanomateriatami 2D (tlenek grafenu z Ag) czy zaawansowanymi nanomateriatami

wptywaja na ich toksyczno$¢ dla bezkrggowcoOw glebowych jest ograniczona.

1.5. Mechanizmy toksycznosci nanoczastek srebra

Toksyczno$¢ nanoczastek Ag dla uktadow biologicznych wynika glownie
z przylaczania nanoczastek do jednostek biologicznych, po czym nastepuja reakcje.
Potencjalne reakcje obejmujg rozpad btony komoérkowej, wytwarzanie ROS, wychwyt
komorkowy 1 pozniejsza genotoksyczno$é, utlenianie biatek, zakldcenie transdukcji
energii 1 uwalnianie toksycznych pierwiastkow (Yuan i in., 2018). Park i in. (2010b)
podali, ze AgNPs indukuja cytotoksycznos¢ poprzez mechanizm typu konia trojanskiego,
tj. AgNPs sg internalizowane w komorkach, a nastepnie jonizowane, aby uwolni¢ wysoki
poziom toksycznych jonow Ag . Hsiao i in. (2015) stwierdzili, ze H2O», ktory jest
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kluczowym wewnatrzkomorkowym ROS, reaguje z AgNPs, tworzgc Ag'. Badania in
vitro 1 in vivo wykazaly, ze AgNPs indukujg stres oksydacyjny w systemach
biologicznych (Das 1 in., 2017; Du i in., 2018). Stres oksydacyjny wyzwala powstawanie
ROS, ktore zaburzaja rownowage potencjalu redoks komoérek, tj. mechanizmy
antyoksydacyjne komorek nie sa w stanie zwalczy¢ toksycznych zwigzkoéw (Patlolla i in.,
2015).

Na przemiang AgNPs w srodowisku wodnym wptywa wiele czynnikéw, w tym
rodzaj zewnetrznych powtok, pH, rodzaj elektrolitow, sita jonowa, ligandy organiczne,
materia organiczna, warunki redoks i §wiattlo (Sharma i in., 2014). Proponowane
mechanizmy zwigzane z genotoksycznoscia AgNPs obejmuja dezintegracje DNA,
kondensacj¢ jadrowa, powstawanie hipodiploidalnych jader DNA 1 apoptoze komorek
(Du 1 in., 2018). W kilku badaniach opisano cytotoksyczno$¢ i genotoksycznos¢
biologicznie i chemicznie syntetyzowanych AgNPs w komorkach ludzkich (AshRrani
i in., 2009; Lima 1 in., 2012). Mozliwy mechanizm toksycznosci AgNPs dla komoérek
ludzkich wynika z przerwania mitochondrialnego tancucha oddechowego, co prowadzi
do powstawania ROS 1 zaktocenia syntezy ATP, co z kolei moze spowodowac
uszkodzenie DNA (AshRrani i in., 2009).

Literatura dotyczaca biodostepnosci AgNPs jest ograniczona, a wickszo$¢ badan
to kontrolowane badania laboratoryjne, przeprowadzane gléwnie na szczurach, myszach
lub organizmach wodnych z wykorzystaniem podania dozylnego, wkraplania lub
inhalacji, jako srodkow kontrolowanego narazenia (Behra i in., 2013; Tortella 1 in., 2020).
Park 1 in. (2011) podali, Zze biodostepnos¢ doustnie podanych AgNPs wynosita 1,2%
u szczuroOw eksponowanych na 1 mg/kg AgNPs 1 4,2% u zwierzat eksponowanych na 10
mg/kg AgNPs. W innym badaniu stwierdzono, Ze Ag byt obecny we wszystkich badanych
narzadach szczur6w narazonych na nanoczastki Ag, a ekspozycja doustna wydawala si¢
by¢ podobna do ekspozycji na sole Ag (Zande 1 in., 2012). W swoich badaniach autorzy
stwierdzili, ze stezenie Ag w narzgdach bylo silnie skorelowane z iloscig Ag"
w zawiesinie AgNPs, co wskazuje, ze gtdwnie Ag”, a w znacznie mniejszym stopniu
AgNPs przechodzity przez jelita u narazonych szczuré6w (Zande i in., 2012). Podobnie
niedawno opublikowana praca Gao 1 in. (2021) wskazata bezposrednie dowody na to, ze
toksyczno$¢ indukowana AgNPs pochodzi gtdwnie z rozpuszczonego Ag”, utworzonego
z pierwotnych AgNPs. Jednak mechanizmy toksyczno$ci AgNPs s3 nadal niejasne,
poniewaz ich wlasciwosci i rozpuszczanie Ag” wydajg sie dyktowaé ich biodostepnosé

(Tortella 1 in., 2020).

27



Podsumowujac, najnowsza literatura wskazuje, ze AgNPs moga by¢
internalizowane i gromadzone w organizmach wodnych i ladowych poprzez rdzne
mechanizmy, a po wejsciu do organizmu AgNPs moga uwalnia¢é Ag" i promowaé
wytwarzanie ROS. Jednak opinie naukowe i wyniki nadal r6znig si¢ w odniesieniu do
tego, czy toksyczno$¢ jest spowodowana rozpuszczonym Ag', czy samymi AgNPs.
Wiedza o mechanizmach toksyczno$ci AgNPs wcigz jest niepetna i wymaga dalszej
weryfikacji, a zwlaszcza wskazane sg badania nad ich toksycznoscig z zastosowaniem
modelu in vivo. Kluczowym pytaniem badawczym dotyczacym oceny ryzyka
nanoczastek Ag jest to, czy ich toksycznos$¢ wynika z tego samego mechanizmu dziatania
toksycznego, co Ag'. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie konieczne sg dalsze badania
toksykologiczne w celu oceny takich parametréw jak genotoksycznos¢,
immunotoksyczno$¢, oznaki stresu oksydacyjnego i1 neurotoksyczno$¢. Na Ryc. 1
przedstawione zostaty skutki toksycznosci AgNP dla roslin, drobnoustrojéw, ludzi

1 zwierzat.

* zmiany w liczebnosci
i funkcjach drobnoustrojéw,

« zaburzenia w funkcjonowaniu
ekosystemow glebowych,

* zaburzenia procesu nitryfikacji

uszkodzenia DNA,
generowanie produkcji ROS,
wyczerpanie glutationu,
inaktywacja aktywnosci SOD

EKSPOZYCJA

l

TOKSYCZNOSC
SREBRA

WIELKOSC
NPs

VNZ21901019
JSONdilsoa

bioakumulacja,
generowanie produkcji ROS,
spadek biomasy roslinnej, DAWKA
spadek zawartosci chlorofilu, aberracje chromosomowe,
zahamowanie kietkowania zmiany w parametrach
nasion, hematologicznych

« zahamowanie wzrostu rosliny

akumulacja w narzadach,
uszkodzenia DNA,
generowanie produkcji ROS,

Ryec. 1. Toksycznos¢ srebra dla drobnoustrojow, roslin, zwierzat i ludzi
(na podstawie: Ale i in., 2024).
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1.5.1. Parametry fizykochemiczne wplywajace na toksyczno$¢ nanoczastek srebra

1.5.1.1. Wielkos$¢ i typ pokrycia

Dane literaturowe dowodza, ze najwickszy wplyw na toksyczno$¢ nanoczastek
ma ich wielko$¢, a im mniejsza nanoczgstka, tym jest ona bardziej toksyczna (Cho i in.,
2018; Liao i in., 2019). Zaleznos$¢ ta wykazano gtownie dzigki ekspozycji réznych linii
komorek ssaczych na AgNPs o réznej $rednicy. AgNPs o §rednicy mniejszej niz 10 nm
wykazywaly wyzszg toksyczno$¢ w porownaniu z wigkszymi nanoczgstkami. Dodanie
4,7 nm AgNPs (dawka: 3,36-13,45 pug/ml) do pozywki dla ludzkiej linii komorek
nowotworowych watrobiaka (HepG2) wykazaly przezywalno$¢ komorek migdzy
4 a 14 %, podczas gdy przezywalno$¢ komoérek narazonych na dzialanie AgNPs
o $rednicy 42 nm (dawka: 6,72-26,9 pg/ml) byta wyzsza (80-90 %) (Avalos i in., 2014).
Rowniez inkubacja linii komorkowej L929 fibroblastow z AgNPs o wielkosci 20, 80
1 113 nm wykazala, Zze nanoczastki 20 nm byly bardziej cytotoksyczne, genotoksyczne
1 prozapalne niz pozostate (Park i in., 2011b). Podobne wnioski uzyskano w badanich
prowadzonych na ludzkich komoérkach ptuc linii BEAS-2B (Gliga i in., 2014),
makrofagach pecherzykéw ptucnych (Carlson i in., 2008), linii komdrkowej nowotworu
watrobowokomodrkowego HepG2, linii komorkowej A549 niedrobnokomdrkowego raka
ptuc (Liu 1 in., 2010). Ponadto wykazano, Zze mniejsze nanoczastki tatwiej przenikaja
do wnetrza komorki niz wigksze, a w zwigzku z tym wywolujg rowniez silniejsze efekty
cytotoksyczne. Najmniejsze AgNPs powodowaly najwigkszy spadek przezywalnosci
komorek, nasilaty produkcje ROS oraz uwalnianie mediatoréw stanu zapalnego (Carlson
1in., 2008; Liu i in., 2010; Gliga i in., 2014).

Typ pokrycia jest kolejnym czynnikiem, ktéry w znacznym stopniu moze
wptywaé¢ na toksyczno$¢ nanoczgstek srebra. Powierzchnia AgNPs jest czgsto
modyfikowana dzigki wprowadzaniu roéznych grup funkcyjnych, co ma na celu
zapobieganie tworzenia agregatow oraz zwigkszenie ich stabilno$ci w $rodowisku.
Najczesciej] wykorzystywane zwigzki do stabilizacji AgNPs to cytrynian, chitosan,
poliwinylopirolidon (PVP), polisacharydy, peptydy 1 zwigzki wegla (Kim 1 in., 2013).
Charakter toksycznos$ci AgNPs moze zmienia¢ si¢ wraz ze zmiang stosowanych srodkow
stabilizujacych. W badaniu linii ludzkich komérek HepG2, poréwnujacym toksycznosé
AgNPs pokrytych osnowg z poliwinylopirolidonu (PVP) 1 bez osnowy, wykazano
silniejsze efekty pod wzgledem uszkodzenia DNA w przypadku AgNPs bez osnowy.

Ponadto ekspozycja na PVP-AgNPs wywotala aberracj¢ chromosomowa
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w przeciwienstwie do komorek eksponowanych na AgNPs bez osnowy (Wang i in.,
2019). Vazquez—Muiioz i in. (2017), ktoérzy prowadzili badania nad oceng toksycznego
dziatania nanoczgstek Ag w osnowie z PVP (rozmiar: 30 nm) na rézne uktady biologiczne
— wirusy, bakterie, mikroalgi, grzyby, komorki zwierzece oraz ludzkie (komorki rakowe),
zaobserwowali jego cytotoksyczny wplyw na wszystkie analizowane uktady biologiczne
przy stezeniu wynoszacym 10 pg/ml. Badanie to wskazuje, ze PVP-AgNPs wykazuja
dziatanie toksyczne na wszystkie typy organizmow, niezaleznie od ich poziomu
ztozonosci (np. grupy taksonomicznej) (Vazquez—Muiioz i in., 2017). AgNPs majace
rézne tadunki powierzchniowe wykazuja r6zny wptyw na ludzkie komorki skory. Ocena
ekspozycji ludzkiej skory na trzy rozne typy AgNPs (rozmiar: 20 nm) wykazata,
ze AgNPs, ktore byly obojetne (stabilizowane glikolem polietylenowym) i dodatnio
natadowane (stabilizowane rozgal¢ziong polietylenoiming) penetruja ludzka skore
po podaniu w wyzszych ste¢zeniach niz ujemnie natadowane AgNPs (stabilizowane
cytrynianem). Zawarto$¢ Ag w skorze ludzkiej wynosita 3,14, 8,88 141,18 ng Ag/g skory
odpowiednio dla ujemnie, obojetnie i dodatnio natadowanych AgNPs (Kraeling i in.,
2018). Nieliczne badania majace na celu poréwnanie toksyczno$¢ AgNPs w zaleznoS$ci
od typu pokrycia sugeruja, ze ten parametr odgrywa dos¢ istotng rolg. Stwierdzono m.in.,
ze AgNPs pokryte zwigzkami wegla nie wptywaja tak znaczaco na ograniczenie
przezywalnosci komorek, jak pozbawione grup funkcyjnych AgNPs o podobnej
wielkosci (Nishanth 1 in., 2011). Z kolei AgNPs stabilizowane polisacharydami okazaty
si¢ by¢ bardziej toksyczne niz nanoczgstki bez pokrycia (Ahamed 1 in., 2008).
W kolejnych doniesieniach pokazano, ze nanoczastki srebra pokryte PVP (Kim 1 in.,
2013) lub peptydami (Haase i in., 2011) sa bardziej toksyczne od AgNPs stabilizowanych
cytrynianem, ktore z kolei przewyzszaja toksyczno$cig nanoczastki stabilizowane

glikolem polietylenowym (Bastos i in., 2016).

1.5.1.2. Uwalnianie jonéw Ag* z powierzchni

Cze$¢ badaczy uwaza, ze za toksycznos¢ AgNPs odpowiadaja wylacznie jony
srebra uwolnione z ich powierzchni wewnatrz komoérki. Ten mechanizm dziatania
okreslono jako ,,efekt konia trojanskiego” (Park i in., 2010b; Haase i in., 2011). Co wigcej
udowodniono, ze ilo§¢ uwalnianych jonow jest odwrotnie proporcjonalna do wielkosci
nanoczgstek (Gliga i in., 2014). Uwalnianic Ag" jest zwigzane z reakcja utleniania
zachodzaca na powierzchni AgNPs, przy czym proces ten zachodzi z okoto 50—krotnie
wicksza wydajno$ciag wewnatrz komorek, niz w czystej] wodzie (Singh i in., 2012).
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Najkorzystniejsze warunki do utleniania AgNPs wystepuja wewnatrz lizosomow,
ze wzgledu na wystepujace tam niskie pH (okoto 4,8) (Setyawati i in., 2014; De Matteis
iin., 2015).

Z drugiej strony pojawiajg si¢ rowniez doniesienia, ze za toksycznos¢ AgNPs
odpowiadaja zaréwno jony uwolnione z ich powierzchni, jak i same nanoczastki (Chae
1 1in., 2009; Powers i in., 2011; Garcia—Reyero i in., 2014). Garcia—Reyero i in. (2014)
porownali toksyczno$¢ AgNPs stabilizowanych PVP oraz jonéw srebra w modelu
narazenia ryb. Obydwie formy srebra prowadzity do powstania stresu oksydacyjnego
1 zaburzenia homeostazy jonow sodowych, potasowych i wodorowych. Niekorzystne
skutki AgNPs byly zwigzane z aktywacja kilku receptorow jadrowych i zablokowaniem
wiazania ligandéw do receptorow dopaminergicznych, a u ryb narazonych na jony srebra
zaobserwowano zablokowanie wigzania ligandow do receptoréw adrenergicznych typu
al 1 02 oraz do receptora kannabinoidowego CB1. Wykazano ponadto, ze kwas
askorbinowy skutecznie chroni neuronalne komoérki PC12 przed stresem oksydacyjnym
indukowanym przez jony srebra, ale jest nieskutecznym antyoksydantem, w przypadku
narazenia tych komorek na AgNPs (Powers 1 in., 2011). Z kolei Chae i in. (2009)
zaobserwowali, ze profil ekspresji gendéw zwigzanych ze stresem oksydacyjnym,
w watrobie ryb z gatunku ryzanka japonska (Oryzias latipes) jest inny dla Ag* i AgNPs.
Jony srebra nasilaty gtownie ekspresje gendw zwigzanych ze stanem zapalnym, podczas
gdy ekspozycja ryb na form¢ nanometryczna spowodowala wzmozong ekspresj¢ gendw

zwigzanych z uszkodzeniami DNA, kancerogeneza 1 stresem oksydacyjnym.

1.6. Pajaki w badaniach ekotoksykologicznych

Postepujacy rozwoj przemystu i1 rolnictwa oraz urbanizacja, doprowadzity
do uwolnienia wielu zanieczyszczen do S$rodowiska naturalnego. Jednym
z najpowszechniej wystepujacych sg zanieczyszczenia metalami, ktore ze wzgledu na
zdolno$¢ do transferu wzdhuz tancuchow troficznych ekosystemow wodnych 1 ladowych,
wysoka reaktywno$¢ oraz stabilno$¢ w Srodowisku naturalnym, wywieraja toksyczny
wplyw zar6wno na poziomie pojedynczych organizméw, jak i calych populacji.
Potwierdzono, ze obecnos¢ metali w $rodowisku moze prowadzi¢é rowniez
do zmniejszenia biordznorodnosci, a takze tempa wzrostu populacji (Eraly 1 in., 2011).

Pajaki to powszechnie wystepujace bezkregowce, bedace wazng czgécia
tancuchéw pokarmowych w ekosystemach ladowych. Drapiezniki te spotykane sg licznie

zarbwno na obszarach czystych, jak i1 zanieczyszczonych dziatalno$cig przemystu,
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aczkolwiek obserwuje si¢ wyrazne roznice w sktadzie gatunkowym arachnocenoz. Bedac
kluczowymi drapieznikami wielu gatunkow owadow, sg coraz czesciej wykorzystywane
jako Dbioindykatory zanieczyszczenia s$rodowisk metalami, w szczegdlnosci tych
przeksztatconych antropogenicznie. W poréwnaniu do innych bezkregowcow, pajaki
bioakumuluja metale w wysokich stezeniach, podobnych do tych, ktore rejestrowane sa
u organizmow detrytusozernych 1 wielokrotnie wyzszych, w porownaniu
z roslinozercami. (Hunter 1 in., 1987; Hendrickx i in., 2003; Wilczek i in., 2003; 2004;
2005; 2008). Uwzgledniajgc wartosci wspotczynnikéw bioakumulacji metali (BAF),
drapiezniki te zaliczono do grupy makrokoncentratoréw tych elementéw (Dallinger,
1993). Badania porownawcze zawarto$ci metali u réznych gatunkéw pajakow wskazuja,
ze poziomy metali w ich ciele zalezg od strategii i1 intensywnos$ci polowania oraz sposobu
neutralizacji tego typu elementéw (Hendrickx i in., 2003; Wilczek i in., 2003; 2004; 2005;
2008; Stalmach i in., 2015a). W warunkach wysokiego zanieczyszczenia Srodowiska
metalami ciezkimi potwierdzono tez u pajakdéw nasilenie procesdw enzymatycznej
biotransformacji ksenobiotykow, w tym aktywacj¢ uktadéw antyoksydacyjnych (Wilczek
iin., 2004; 2008; 2013; 2014).

Badania ekotoksykologiczne poswigcaja wiele uwagi komoérkowym efektom
skazenia metalami u owadow, podczas gdy u pajakdéw, mechanizmy warunkujace
tolerancj¢ na wzrastajace stgzenia metali w organizmie sg nadal stabo poznane (Chen
1in., 2011). W dostepnej literaturze brakuje informacji na temat reakcji obronnych u tych
drapieznikéw w warunkach dziatania tego typu zanieczyszczen, a w szczegolnosci
zanieczyszczen nanoczastkami metali. Poznanie kondycji uktadow tej grupy
bezkregowcdéw w odpowiedzi na chroniczny kontakt z nanoczastkami metali moze by¢
pomocne w wyjasnieniu mechanizméw determinujacych tolerancje pajakdw na wysokie
stezenia pierwiastkOw w organizmie oraz pozwoli prognozowaé zdolno$¢ tych
drapieznikéw do kolonizacji terenow zdegradowanych.

Dla wielu gatunkéw pajakow sie¢ towna stanowi niezbedne narzedzie
do zdobywania pokarmu (Eberhard, 1990), dlatego zmiana wtasciwosci chemicznych
oraz zaburzenie struktury budujacych ja wlokien moze skutkowaé powaznymi
konsekwencjami, zar6wno na poziomie osobnika, jak 1 ekosystemu. W dostepnej
literaturze brak jest jednak danych czy ksenobiotyki, w tym metale w formie nanoczastek,
ktére dostaja si¢ do organizmu pajaka droga pokarmowa (jako naturalng dla tych
drapieznikéw droga ekspozycji na zanieczyszczenia), moga zmienia¢ wlasciwosci

chemiczne 1 strukturalne wtokien jedwabiu pajeczego. We wcezesniejszych badaniach
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dotyczacych toksycznych efektow kadmu i miedzi u samic i samcow S. grossa wskazano
na mozliwos¢ przenikania kadmu z przewodu pokarmowego do komorek gruczotéw jelita
srodkowego oraz hemolimfy, gdzie pierwiastek ten wywierat efekt genotoksyczny
(Stalmach i in., 2015a). Podobne dziatanie wykazano takze u pajaka nie budujgcego siecCi
Xerolycosa nemoralis (Lycosidae) w odniesieniu do takich czynnikow stresogennych jak
pestycydy fosforoorganiczne czy glodzenie (Wilczek i in., 2016).

Nie mozna wykluczy¢, ze metale pobrane wraz z pokarmem mogg docieraé takze
do innych narzadéw, w tym gruczotéw przednych i oddziatywac (bezposrednio lub
posrednio) na jakos¢ produkowanych wiokien przedzy pajeczej. W odniesieniu do tej
grupy drapieznych bezkregowcoéw wiedza na temat oddzialywania nanoczastek metali na
komorki  gruczotow  przednych  oraz  jako$¢  przedzy jest niewielka.
Z ekotoksykologicznego punktu widzenia sieci pajgcze rozpatrywane byty gléwnie jako
skuteczne 1 dostepne narzgdzie do monitorowania zanieczyszczenia sSrodowiska metalami
cigzkimi (Hose 1 in., 2002; Xiao—li i in., 2006; Ayedun i in., 2013). W takim ujeciu
uwzgledniano jednak tylko metale, ktére pochodzity z pytlu osadzajacego si¢
na powierzchni sieci. Nieliczne s3 takze badania efektow powierzchniowego
oddziatywania metali na wtokna sieci pajeczej w warunkach in vitro. Wykorzystujac
natywny jedwab pozyskiwany od pajakéw z rodzaju Pholcus sp. wykazano, ze materiat
ten ze wzgledu na bogata strukture bialek moze stuzy¢ jako skuteczny biosorbent dla
wybranych jonéw metali (Pelit 1 in., 2011). Gltéwnie z badan na krggowcach wynika,
ze metale dostajg si¢ do komorek na drodze dyfuzji prostej 1 przy udziale uktadow
transportujgcych metale biogenne (Bridges 1 Zalups, 2005; Martelli 1 in., 2006), gdzie
fatwo wiaza si¢ z biatkami wystepujacymi zar6wno w cytozolu, jak i w jadrze
komoérkowym oraz blonach mitochondrialnych (Bertin i Averbeck, 2006). Jednak czy
1 w jakim stopniu mozliwe jest wigzanie metali, zwlaszcza w formie nanoczastek przez
biatka jedwabiu pajeczego w warunkach in vivo wymaga badan, podobnie jak konieczne
jest rozpoznanie mechanizmoéw pobierania/oddzialywania tego typu form metali

na komorki gruczotow przednych.
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2. ZALOZENIAICELE PRACY

Pajaki jako obligatoryjne drapiezniki, stanowiag wazny element tancuchow
pokarmowych w ekosystemach ladowych, a jako makrokoncentratory metali (Dallinger,
1993) sg takze w wigkszym stopniu niz inne organizmy narazone na toksyczne dziatanie
pierwiastkow. Dotychczasowe analizy zawartosci metali w tkankach pajakow odnosza
si¢ jednak wylacznie do form czasteczkowych zwigzkéw metali. Brak jest danych na
temat kumulacji i komorkowych efektow nanoczastek metali (w tym nanosrebra) u tych
bezkregowcow.

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie, czy i1 do jakiego stopnia srebro
w postaci AgNO3 oraz w dwoch roéznych formach nanometrycznych (PVP—-AgNPs
— nanosrebro w osnowie poliwinylopirolidonu i AgNPs — nanosrebro koloidalne
ultraczyste jonowe), podawane pajakom Steatoda grossa (Theridiidae) w uproszczonym
modelu tancucha pokarmowego (pozywka suplementowana réznymi formami srebra —
muchy Drosophila hydei — pajak), moga powodowacé efekty cytotoksyczne
w wybranych narzadach lub tkankach (gruczoty przgdne, gruczoly jelita srodkowego,
hemolimfa) oraz modyfikowa¢ wilasciwosci fizykochemiczne przedzy towne;.
Prowadzenie badan w aspekcie krotko— 1 dlugoterminowej intoksykacji pozwolito, takze

oceni¢ stopien zmian degeneracyjnych w wymienionych narzadach.

Zasadniczym celem pracy byto:

1. Sprawdzenie, czy 1 w jakim stopniu wybrane formy srebra podawane wraz
z pokarmem, zmieniajg parametry antyoksydacyjne w hemolimfie, gruczole jelita
srodkowego oraz w amputkowatych gruczotach przednych pajagka w zaleznosci
od czasu ekspozycji.

2. Zbadanie, czy i w jakim stopniu obecnos$¢ zastosowanych form metalu w diecie
powoduje wystgpienie zmian cytotoksycznych w tkankach analizowanych
narzadow w zalezno$ci od zadanego czasu ekspozycji.

3. Ocena wlasciwosci fizykochemicznych przedzy townej samic analizowanego
gatunku pajaka w zaleznosci od zastosowanej formy srebra i czasu narazenia.

4. Porownanie poziomu biatek metalotioneinopodobnych w badanych tkankach

w warunkach krotko— 1 dlugoterminowej ekspozycji na wybrane formy srebra.

34



Uwzgledniajac powyzsze cele gléwne, sformutowano nastgpujace hipotezy
badawcze:
H 10: Zmiany cytotoksyczne oraz charakter 1 stopien nasilenia zmian
degeneracyjnych w ultrastrukturze hemocytéw, komorek gruczotu jelita srodkowego
1 komoérek amputkowatych gruczotow przednych zaleza od zastosowanej formy srebra

1 zadanego czasu ekspozycji.

H 1.1.: Zwigzki srebra w zastosowanych stezeniach, zarbwno w formie jonowe;,
jak 1 nanoczastek, w podobnym stopniu wywotujg zmiany cytotoksyczne oraz modyfikuja

ultrastrukture analizowanych komorek, w kolejnych czasach ekspozycji.

H 2..: Niezaleznie od czasu ekspozycji na subletalne stezenia wybranych form srebra
nastgpuje nasilenie reakcji antyoksydacyjnych w tkankach samic pajaka S. grossa,
Oznacza to, ze forma metalu nie réznicuje stopnia zmian analizowanych wskaznikoéw

stresu oksydacyjnego.

H 2.1.: Sprawno$¢ obrony antyoksydacyjnej w komorkach hemolimfy, gruczolow
jelita srodkowego i1 ampulkowatych gruczotow przednych ulega ostabieniu wraz
z wydluzeniem czasu ekspozycji na metal, a skala zmian wielko$ci analizowanych

wskaznikow jest zalezna od formy metalu.

H 22.: Poziom wskaznikéw antyoksydacyjnych w hemolimfie, gruczolach jelita
srodkowego 1 amputkowatych gruczotach przednych nie zmienia si¢ wskazujac,
ze niezaleznie od czasu ekspozycji, subletalne stezenia zastosowanych form srebra

sg dobrze tolerowane przez organizm i nie wykazujg dziatania prooksydacyjnego.

H 3.0.: Ekspozycja na wybrane formy srebra nie skutkuje zmiang wlasciwosci
fizykochemicznych sieci townych samic pajagka S. grossa, w zastosowanych czasach

intoksykacji.

H 3.1.: Wlasciwosci fizykochemiczne sieci townych pajaka S. grossa ulegaja zmianie,

zaleznie od zastosowanej formy srebra i zadanego czasu ekspozycji.

H 4.0.: Zdolno$¢ pajakoéw do produkcji biatek metalotioneinopodobnych w warunkach
krétko— 1 dlugotrwatej ekspozycji na wybrane formy srebra jest podobna we wszystkich

grupach badawczych.

H 4.1.: Czas ekspozycji i forma metalu roznicuje stopien nasilenia produkcji biatek

metalotioneinopodobnych.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Charakterystyka gatunku

Steatoda grossa (C. L. Koch, 1838) jest gatunkiem pajgka z rodziny
omatnikowatych (Theridiidae). Przez swoje morfologiczne podobienstwo do rodzaju
Latrodectus spp. jest czgsto okre§lany nazwa ,,falszywa czarna wdowa” (ang. false black
widow) (Graudins i in., 2002; Richard i in., 2018). Jad pajagkow tego gatunku zawiera
rowniez o—latrotoksyne, ale w mniej niebezpiecznej formie niz u Latrodectus spp.
Ukaszenie przez S. grossa moze by¢ przez to dotkliwe, ale nie jest tak zagrazajace, jak
ukaszenie czarnej] wdowy (Graudins i in., 2002; Vetter, 2017; Richard i in., 2018).
S. grossa jest gatunkiem kosmopolitycznym i synantropijnym, przez co wystepuje
w bardzo szerokim zasiggu geograficznym, obejmujacym rozne strefy klimatyczne
1 ekologiczne. Osobniki najczes$ciej mozna spotka¢ w najblizszym otoczeniu cztowieka,
lecz w odosobnionych, spokojnych miejscach takich jak piwnice, przestrzenie mi¢dzy
szafami, stosy drewna, pod skalami i mostami.

Podobnie jak inni przedstawiciele rodziny Theridiidae, pajaki tego gatunku,
buduja silnie splatane, trojwymiarowe 1 nieregularne sieci lowne przymocowane
do podioza za pomoca lepkich nici, ktore zawieraja u podstawy lepkie krople,
co umozliwia im tapanie ofiar, ktorymi sg gtéwnie owady oraz inne gatunki pajakow
(Benjamin 1 Zschoke, 2002). U samic S. grossa w wytwarzaniu jedwabiu bierze udziat
kilka typow gruczotow przednych: gruczoly ampulkowate wigksze, amputkowate
mniejsze, gruczoly koroniaste, gruszkowate, ztozone, rurkowate i gronkowate, podczas
gdy u samcoéw nie wystepuja gruczolty rurkowate i gronkowate. Kazdy typ gruczotu
wytwarza jedwab o wlasciwos$ciach odpowiednich dla jego specyficznej funkcji (Moon

1 An, 2006; Correa—Garhwal i in., 2017) (Ryc. 3.1.).
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Ryec. 3.1. Rodzaje jedwabiu pajeczego produkowane przez samice S. grossa (na podstawie:

Romer i Scheibel, 2008).

Omawiany gatunek charakteryzuje caloroczny okres reprodukcyjny, dlatego
zarowno osobniki dorosle, jak 1 mlodociane mozna spotka¢ w tym samym czasie,
niezaleznie od pory roku. Dymorfizm plciowy u tego gatunku jest bardzo wyrazny.
Samice, ktore osiggnely dojrzatos¢ ptciowa (Fot. 3.1 A) sg znacznie wigksze niz samce
(Fot. 3.1 B). Dlugos¢ ich ciala miesci si¢ w zakresie od 6 — 11 mm (bez odndzy), a masa
od 88 — 160 mg!. Odwtok stanowi okoto 80% ciata doroslej samicy i przybiera barwe
oleiscie czarng lub ciemnobragzowa z jasnoszarym, waskim, ksiezycowatym wzorem
w jego gornej czesci (niektore osobniki moga nie posiadaé wzoru na odwtloku).
Glowotutow jest znacznie mniejszy 1 jednolicie ubarwiony w kolorze podobnym
do opistosomy. Dorosta samica w sprzyjajacych warunkach moze zy¢ az 5 lat, a po

zaptodnieniu ztozy¢ od 5 do 6 kokondw, w ktorych jest srednio 90 jaj. Dojrzate ptciowo

! Masa pajgkéw moze ulega¢ zmianie w zaleznosci od dostepnosci pokarmu, stopnia nawodnienia
organizmu oraz gotowosci do rozrodu.
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samce sg duzo mniejsze i smuklejsze od samic, osiggajac rozmiary od 4 — 7 mm (bez
odndzy) i mase od 12 — 39 mg. Odwlok i glowotutéw majg zblizone rozmiary oraz sg
jednolicie ubarwione. Zazwyczaj sg ciemnobrgzowe, a na odwloku w czesci grzbietowe]
posiadaja wyrazny kremowy wzér. Odndéza samcOéOw sa natomiast jasnobrazowe
lub zéttawe. W odréznieniu od samic, samce zyja krotko, okoto 1,5 — 2 lat. Roznica ta
wynika z tego, ze po osiagni¢ciu dojrzatosci ptciowej niektdre osobniki moga przestac
zerowac, koncentrujac si¢ gtbwnie na znalezieniu partnerki i zazwyczaj po kopulacji ging,
najczesciej zostajac zjedzone przez samice (Hann, 1994; obserwacje wlasne autora).
Cykl rozwojowy pajakéw z gatunku S. grossa trwa okoto szeSciu miesigcy
od opuszczenia mtodych z oston jajowych do osiggnigcia dojrzatosci piciowej. Pajaki te
przechodzag 7 — 8 wylinek. Rozw0j jaj od momentu zlozenia kokonu do chwili
opuszczenia kokonu przez formy larwalne, trwa okolo 30 dni, przy czym pierwsze
stadium rozwojowe pozostaje przez okoto 7 do 14 dni w jego wnetrzu, gdzie nastgpuje
pierwsza wylinka. Po opuszczeniu oprzedu formy larwalne przez jakis$ czas zyja w grupie
1 sa tolerowane przez samice, ktore dopuszczaja je do ztapanej ofiary. Osobniki
mtodociane mogg tez wspdlnie polowac 1 grupowo zjada¢ ofiare, co moze by¢ uznawane
za przejaw zachowan spotecznych. Jednak im pajaki sg starsze, tym czgsciej zaczynaja
wykazywaé coraz wyrazniejsze zachowania kanibalistyczne (Khandelwal i Sharma,

2013; obserwacje wtasne autora).

A B

Fot. 3.1. Steatoda grossa (C. L. Koch, 1838): A — dojrzata ptciowo samica; B — dojrzaly piciowo

samiec (fotografie wlasne autora).
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3.2. Warunki hodowli

Hodowla pajakow S. grossa prowadzona jest w Laboratorium Hodowli Pajakow
Instytutu  Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Wydzialu Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach nieprzerwalnie od 2013 roku.
Od tego czasu z powodzeniem uzyskiwane sg kolejne stadia rozwojowe badanego
gatunku pajaka. Osobniki przetrzymywane sa3 w komorach hodowlanych posiadajacych
standardowe warunki os$wietlenia (12L:12D), temperatury (L:24 °C, D:18 °C)
1 wilgotnosci (70% =+ 10%). Takie warunki ulatwiaja pajakom osigganie kolejnych
stadiow rozwojowych 1 pozwalaja optymalizowa¢ dlugo$¢ cyklu reprodukcyjnego.
Ze wzgledu na silny kanibalizm poszczegdlne osobniki sg izolowane w plastikowych
pojemnikach o wymiarach 10,5 x 8 x 5,5 cm. Kazdy pojemnik zaopatrzony jest
w drewniany stelaz utatwiajacy budowanie sieci townych oraz ich zbior do analiz. Samice
sktadajg kokony najczesciej na sieci, co ogranicza mozliwo$¢ ich przemieszczania
oraz zmniejsza narazenie na potencjalne rozerwanie. W prawidlowo zlozonym kokonie
widoczne sa biale jaja, ktore na poszczegdlnych etapach rozwoju zmieniajg kolor
1 w koncowej fazie stajg si¢ czarne, co $wiadczy o tym, ze larwy opuscity juz ostonki
jajowe i w najblizszym czasie powinny takze opusci¢ oprzed. Mtode pajaki bezposrednio
po opuszczeniu kokonu mogag by¢ pozostawiane w grupie przez kilka dni, poniewaz ich
szczekoczulki sg jeszcze stabo rozwinigte, co wyklucza wzajemne ataki 1 przeciwdziata
kanibalizmowi. Nastepnie mtode osobniki przenoszone sg, po 3 — 4 sztuki, do osobnych,
mniejszych pojemnikéw, co ulatwia im polowanie 1 zZerowanie, a takze sprzyja
wyselekcjonowaniu osobnika, ktory jako najsilniejszy ma potencjalnie najwigksze szanse
na osiggnigcie dojrzatosci ptciowej. Po przejsciu 4 — 5 wylinek pajaki sa izolowane
do wigkszych pojemnikéw i w nich hodowane, az do osiagnigcia dojrzato$ci ptciowe;.

Pajaki karmiono dwa razy w tygodniu, w 3 dniowych odstgpach, co pokrywato
ich zapotrzebowanie energetyczne. Sktad jakosciowy diety zalezny byt od wieku pajakow
1 dostosowany do ich rozmiarow. Stadia larwalne bezposrednio po opuszczeniu kokonu
zwykle nie zeruja, co jest prawdopodobnie zwigzane z tym, ze wykorzystuja jeszcze
zgromadzone zapasy zottka. Kiedy zaczynaja zerowaé (okoto dwa tygodnie pozniej)
ze wzgledu na swoje mate rozmiary (I — 1,5 mm) otrzymujag muchy Drosophila
melanogaster. Kolejne stadia rozwojowe karmione sg muchami Drosophila hydei,

a najstarsze osobniki dokarmiane s3 dodatkowo larwami muchy domowej
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Musca domestica®. Takie zroznicowanie diety umozliwia optymalny rozwoj pajakow,
a w konsekwencji utrzymanie hodowli w dobrej kondycji, z dostepem do osobnikéw obu
ptci w r6znych stadiach rozwojowych.

Pajaki jako obligatoryjne drapiezniki, wymagajg dostarczania im ofiar, dlatego
rownolegle do hodowli pajakéw prowadzono hodowle much z rodzaju Drosophila sp.
dostosowane do wieku poszczegdlnych stadiow rozwojowych. Wnetrza pojemnikow
hodowlanych dla pajagkow regularnie zwilzano wodg, w celu utrzymania odpowiedniej

wilgotnosci otoczenia.

3.3. Charakterystyka grup doswiadczalnych

W niniejszej pracy samice S. grossa eksponowano na subletalne stezenia
wybranych form srebra, ktére podawano droga pokarmowa w ciele ofiar (D. hydei).
W badaniach zastosowano komercyjnie dostepny azotan srebra (AgNO3) (POCH S.A.
Gliwice, Polska) oraz dwie formy nanoczastek srebra:

e nanosrebro koloidalne ultraczyste jonowe (AgNPs) (NTW Wroctaw, Polska)

o $rednicy czastek 20 £ 5 nm,

e nanosrebro w osnowie poliwinylopirolidonu (AgNPs—PVP) (SliverCon, Polska)

o $rednicy czastek 60 = 5 nm.

W celu przeprowadzenia eksperymentu, zaprojektowano prosty model tancucha
pokarmowego, w ktorego sktad wchodzity: pozywka nieskazona (kontrola) lub skazona
srebrem w roznych formach: AgNOs, AgNPs, PVP—-AgNPs — D. hydei — doroste samice
S. grossa. Ekspozycja na wybrane formy srebra podawane drogg pokarmowa trwata 1, 3
1 12 miesigcy. Wczesniej uzyskane wyniki badan obrazujace poziom zanieczyszczen
srodowiska oraz efekt ekspozycji organizmoéw na nanosrebro, pozwolity ustali¢ takie
stezenie zastosowanych form tego metalu, ktore bylo wystarczajace do wywotania
wykrywalnego stgzenia srebra w ciele osobnikow, lecz nie zwigkszato $miertelno$ci
pajakow oraz ich ofiar (Demir i in., 2011; Avalos i in., 2015; Alaraby i in., 2019).
Wszystkie z badanych form srebra stosowano w stezeniu 0,1 mM, osiggajac wyzej
wymienione warunki. Pajgki z grupy kontrolnej karmiono muchami D. hydei
hodowanymi na standardowej, niezanieczyszczonej pozywce (Shukla i in. 2011).

Niezaleznie od grupy doswiadczalnej pajaki mialy nieograniczony dost¢gp do wody.

2 Larwy much dostepne z hodowli komercyjnych.
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Wszystkie wyrdznione grupy badawcze przedstawiono na ponizszym schemacie (Ryc.
3.2).
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Ryec. 3.2. Schemat tancucha pokarmowego zastosowanego w badaniach

W niniejszej pracy material badawczy wykorzystywany do analiz stanowila
hemolimfa, gruczot jelita srodkowego, amputkowate gruczoty prz¢dne oraz sieci towne
pozyskiwane od samic pajaka S. grossa (Ryc. 3.3.). W celu pobrania tkanek i organow
pajaki anestezjowano na lodzie, co spowalniato ich ruch 1 tym samym umozliwiato
sprawne pobranie materialu. Hemolimfe pobierano w miejscu potaczenia odnozy
z glowotutowiem, przez naciecie. Gruczot jelita sSrodkowego oraz amputkowate gruczoty

przedne pobierano z opistosomy. Bezposrednio po pobraniu, tkanki zawieszano
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w buforze PBS (pH 7,4). Sieci zostaty zebrane z drewnianych stelazy, umieszczonych

w pojemnikach hodowlanych, ktore samice wykorzystywaly jako podpory dla swoich

putapek townych (Fot. 3.2.).
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Ryec. 3.3. Schemat obrazujgcy materiat biologiczny wykorzystywany w badaniach oraz oceniane

parametry.

Fot. 3.2. Stelaz uzyty do zbioru sieci fownych.
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3.4. Analizy wybranych parametrow komodrkowych, fizykochemicznych
wlasSciwosci przedzy lownej oraz poziomu metalu w ciele badanego gatunku
pajaka

W  odpowiednio przygotowanym materiale wykonywane zostaly analizy

nastgpujacych parametrow (Tab. 3.1.):

Tabela 3.1. Analizowane parametry i stosowane techniki/metody

Parametr Metoda/ technika

Stezenie srebra w ciatach pajakow iich ofiar  Absorpcyjna spektrometria atomowa (AAS)
Parametry stresu oksydacyjnego:
CAT, TAC
Ilo$ciowa ocena komorek autofagicznych,
apoptotycznych i nekrotycznych
Ilociowa ocena komorek ze
zdepolaryzowanymi mitochondriami
Stosunek ADP/ATP i stezenie ATP Luminometria
Ilosciowa ocena bialek
metalotioneinopodobnych (MTs)
Ocena ultrastruktury hemocytow i Transmisyjna mikroskopia elektronowa
amputkowatych gruczotéw przednych (TEM)
Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa
(TLC) z densytometria

Spektrofotometria, cytometria przeptywowa

Cytometria przeptywowa

Cytometria przeptywowa

Test immunoenzymatyczny (ELISA)

Ilo$ciowa i jakosciowa ocena sktadu
aminokwasow w przedzy townej

Ocena architektury sieci Skaningowa mikroskopia elektronowa

(SEM)
Analiza sktadu pierwiastkowego sieci Analiza rentgenowska z dyspersja energii
townych (EDX)
Ocena kalorycznosci sieci lownych Kalorymetria z ml\l/lkg)(];i);an tlenowa typu

CAT- katalaza; TAC - calkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna

3.4.1. Pomiar stezenia srebra w cialach pajakow oraz ich ofiar

Analiz¢ stgzenia srebra w materiale biologicznym przeprowadzono technika
absorpcyjnej spektrometrii atomowej (AAS). Do przygotowania probek wykorzystano
cate ciala pajgkoéw (2—3 osobniki na probe) oraz ich ofiary — muchy Drosophila hydei
(~120 much na prébe).

Przygotowane proby najpierw dokladnie wysuszono i zwazono, a nastgpnie
poddano mineralizacji w kwasie azotowym (ok. 65%, Suprapur, Merck KgaA Darmstadt,
Niemcy). Ten etap procedury skladat si¢ z dwoch faz. Na poczatku odwazone proby
zalewano kwasem azotowym i pozostawiano do maceracji na 12 h w temperaturze
pokojowej, nastgpnie proby mineralizowano w temperaturze 150 °C do uzyskania

klarownego roztworu. Zmineralizowane proby studzono 1 wuzupetniano woda
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redestylowang do objetosci 2 ml. Pomiary wykonano z wykorzystaniem absorpcyjnego
spektrometru atomowego Solaar Unicam 939. Stgzenie metalu obliczano w oparciu
o standardy firmy Merck. Doktadno$¢ oznaczen kontrolowano w oparciu o wzorzec,
jakim byta watroba bydlgca BRC-185 (IRMM, Geel, Belgia). Ste¢zenia metali wyrazono
jako pg - g'! suchej masy.

3.4.2. Parametry stresu oksydacyjnego
3.4.2.1. Katalaza (CAT; EC 1.11.1.6)

Aktywno$¢ katalazy oznaczano w hemolimfie, gruczole jelita srodkowego oraz
w amputkowatych gruczotach przgdnych metoda opracowang przez Orra (1970), w ktorej
wykorzystuje si¢ zjawisko katalitycznego rozkladu nadtlenku wodoru przez enzym.
Do oznaczenia aktywnosci CAT uzyto 50 pl 0,05 M buforu fosforanowego (Na2HPO4—
KH>PO4) o pH 7,4, zawierajacego 10 mM H>0O» (30%, Sigma). Reakcje inicjowano przez
dodanie 100 pl proby przygotowanej przez zawieszenie 5 pl wyjsciowego homogenatu
w 495 ul 0,05 M buforu Sérensena o pH 7,4. Pomiaru dokonywano wobec proby slepej
(woda zamiast H,0»), przy dhugosci fali A=230 nm w spektrofotometrze Tecan Infinite®
R200. Jednorazowo pomiar trwal 30 sekund w miarg obnizania si¢ ekstynkcji. Aktywno$¢
enzymu obliczano uzywajac wartosci molowego wspodlczynnika ekstynkcji

40 mol™! - em™ i wyrazano pmol H>O; - min™! - mg™! biatka (Orr, 1970).

3.4.2.2. Pomiar calkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC)

Calkowita pojemnos$¢ antyoksydacyjna (TAC — Total Antioxidant Capacity)
oceniana byla z wykorzystaniem reakcji redukcji kationowych rodnikéw ABTS®
pochodzacych z ABTS (2,2—azynobis (3etylobenzotiazolino—6—sulfonian)). Rodnik
ABTS" przygotowano wedlug metody Re i in. (1999). W tym celu w 19,5 mg ABTS oraz
3,3 mg nadsiarczanu potasu (K2S,03) rozpuszczono w 7 ml 0,1 M buforu sodowo—
fosforanowego o pH 7,4. Roztwor pozostawiono w ciemnosci, w temperaturze pokojowe;j
na 16 h. Nastgpnie roztwor rozcienczono czterokrotnie i do czasu oznaczen
przetrzymywano w temperaturze —20 °C. Oznaczenia TAC zostaly przeprowadzone
w 96—dotkowych ptytkach polistyrenowych przy wykorzystaniu czytnika TECAN
Infinite® M200. Do kazdego dotka plytki dodawano 10 pul odpowiednio rozcienczonej
proby (hemolimfy, gruczotu jelita sSrodkowego 1 amputkowatych gruczotéw przednych)

oraz 90 pl roztworu rodnika ABTS'. Przygotowang mieszaning inkubowano przez

44



5 minut w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej, po tym czasie wykonano pomiar
absorbancji przy dlugosci fali A=734 nm. Wyniki odczytywano z niezaleznie
sporzadzonej krzywej wzorcowej dla troloxu (97%, Sigma, Aldrich) (analog witaminy
E). W tym celu przygotowano 16 puM alkoholowy roztwodr troloxu, a nastepnie
sporzadzono szereg rozcienczen, przez dodanie do 3900 ul PBS 100 pl roztworu
wyjsciowego, otrzymujac roztwor o stezeniu 4 uM. Kolejne stezenia otrzymywano
wedtlug ponizszego schematu (Ryc. 3.4.). Jako probe Slepg wykorzystano bufor PBS.
Pojemno$¢ przeciwutleniajacag prob wyrazono w postaci ekwiwalentu potencjatu
antyoksydacyjnego troloksu (analogu tokoferolu rozpuszczalnego w wodzie) — TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) w reakcji z rodnikiem ABTS®
i wyrazano w uM - mg biatka ! (Re i wsp., 1999).

100 pul TROLOX'u

3900 ul PBS

LYY LYY

-- -----
-. ozsul MM“

Ryc. 3.4. Schemat przygotowywania krzywej wzorcowej wykorzystywanej do obliczenia
catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej badanych prob.

3.4.3. Ocena zywotnosci komorek w wybranych narzadach
3.4.3.1. Pomiar poziomu komorek apoptotycznych i nekrotycznych

Ilosciowej oceny komorek apoptotycznych i1 nekrotycznych w hemolimfie,
gruczole jelita srodkowego oraz w amputkowatych gruczotach przednych badanych
pajakéw dokonano przy uzyciu testu z aneksynag V (Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit ab14085, Abcam). W komorkach pdznoapoptotycznych, ujemne grupy
fosfatydyloseryny (PS) ulegaja translokacji ze strony wewngtrznej na powierzchni¢
zewngtrzng btony komorkowej. Anneksyna V jest biatkiem wigzacym fosfolipidy
zaleznym od jonéw wapnia (Ca*"). Posiada duze powinowactwo do PS i wigze si¢ tylko
do komorek posiadajacych odstonigty fosfolipid na swojej powierzchni (Wilczek 1 wsp.,
2014). Komorki taczace si¢ z anneksyna V, znakowang barwnikiem FITC (izotiocyjanina
fluoresceiny), emituja zielong fluorescencje. RoOwnoczesne zastosowanie drugiego
barwnika PI  (jodek  propidyny), emitujagcego  czerwong  fluorescencje,

pozwala na rozroznienie komodrek nekrotycznych 1 pdznoapoptotycznych
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od wczesnoapoptotycznych, z zachowang integralno$ciag btony komorkowej (Tab. 3.2.,
Ryc. 3.5.).

Tabela. 3.2. Powinowactwo wigzania si¢ barwnikéw fluorescencyjnych stosowanych w tescie
do komorek o r6znej kondycji fizjologiczne;.
barwnik komorki komorki komorki komorki
fluorescencyjny zywe wczesnoapoptotyczne péznoapoptotyczne nekrotyczne

aneksyna - + + _
V-FITC
jodek propidyny - - + +
(P1)
komorki komérki
wczesnoapoptotyczne pdéinoapoptotyczne

rd

AneksynaV - FITC

.
i
«
N

-10° 100 10 10 10°
Jodek propidyny (PI)

komorki zywe

komérki nekreotyczne

Ryc. 3.5. Przykltadowa cytometryczna analiza komorek apoptotycznych i nekrotycznych przy
zastosowaniu anneksyny V znakowanej FITC (Anneksyna V-FITC) i jodku propidyny (PI)
(Annexin V-FITC kit; Abcam, zmodyfikowane).

W  celu przeprowadzenia iloSciowej oceny komodrek apoptotycznych,
do wczedniej przygotowanego materiatu sktadajacego sie¢ z hemolimfy, gruczotu jelita
srodkowego 1/lub amputkowatych gruczoléw przednych oraz buforu PBS (o tacznej
objetosci okoto 210 pl), dodano 5 pl anneksyny V-FITC oraz 5 pl PI. Catos$¢ inkubowano
przez 15 minut w ciemno$ci, w temperaturze pokojowej. W celu ustalenia zakresu regionu
negatywnego przygotowano kontrole negatywna, ktora stanowila zawiesina komorek z
buforem reakcyjnym bez dodatku barwnikow. Przygotowane w ten sposob probki

analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego Beckman Coulter Instrument FC
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500 z laserem argonowym, o dtugosci fali 488 nm. Korzystajac z programu do analizy
danych cytometrycznych CXP Analysis, uzyskano wyniki na podstawie pomiaru

poziomu fluorescencji.

3.4.3.2. lloSciowa ocena komorek ze zdepolaryzowanymi mitochondriami

Zmiany transmembranowego potencjatu mitochondrialnego (AWm) $ledzono
dzigki zastosowaniu zestawu MitoPT® JC-1 Assay firmy ImmunoChemistry
Technologies z barwnikiem kationowym JC-1 (jodek 5,5°,6,6’—tetrachloro—1,1",3,3’—
tetraetylo—benzymidazolo—karbocyjaninowy), ktory w zaleznosci od wielkosci
potencjatu mitochondrialnego w réznym stopniu akumuluje si¢ w mitochondriach.
Barwnik ten rdéznicuje komorki z wysokim potencjatem mitochondrialnym, widoczna
pomaranczowa fluorescencja (mitochondria spolaryzowane) oraz te z niskim potencjalem
mitochondrialnym — zielona fluorescencja (mitochondria zdepolaryzowane) (Wilczek
1wsp., 2014). Im wyzszy stosunek pomaranczowej do zielonej fluorescencji, tym wigksza
polaryzacja btony mitochondrialnej. W komorkach z niskim A¥m, barwnik JC-1
pozostaje w formie monomerycznej, natomiast u tych posiadajacych wysoki potencjat
mitochondrialny tworzy tak zwane ,,J—agregaty”.

Postepujac zgodnie z dolaczong do zestawu procedura, do zawiesiny komorek
dodano 10 pl 1,5 mM JC-1 i calo$¢ inkubowano przez 15 minut w ciemnosci,
w temperaturze pokojowej. Przygotowane w ten sposob probki analizowano przy uzyciu
cytometru przeplywowego Beckman Coulter Instrument FC 500. Rezultaty
przeprowadzonego testu prezentowano jako odsetek komorek ze zdepolaryzowanymi

mitochondriami.

3.4.3.3. Autofagia

Autofagie¢ oceniano za pomocg dwoch parametrow: $redniej intensywnosci
autofagii 1 wspodlczynnika indukcji autofagii, uzyskanych metoda cytometrii
przeplywowej, przy uzyciu cytometru przeplywowego Muse Cell Analyzer (EMD
Millipore Corporation) i zestawu Muse Autophagy LC3—Antibody Based Kit, zgodnie
z protokotem producenta. Oznaczenia wykonywano w probdéwkach typu eppendorf
o pojemnosci 1,5 ml. Komoérki zawieszone w buforze PBS odwirowano (300 x g, 5 min,
temperatura 4 °C), nastepnie zlano supernatant i1 dodano 5 pl Alexa Fluor oraz 10 pl

1x Autophagy Reagent B. W kolejnym kroku probki inkubowano przez 30 min. na lodzie
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1 po tym czasie poddano je wirowaniu. W nastepnej kolejnosci przeptukano prébki 100
ul buforu 1 ponownie odwirowano, po czym dodano do nich 100 pl buforu
1 przeprowadzono natychmiastowy pomiar. Muse® Autophagy Assay Kit, wykorzystuje
przeciwcialo monoklonalne anty—LC3 skoniugowane z Alexa Fluor®555, uzywane
do pomiaru i $§ledzenia pozioméw LC3 w komorce.

Dane wygenerowane za pomocg analizatora komdrek Muse® Cell Analyzer wraz
z odpowiednim modutem oprogramowania Muse® umozliwiaja pomiar §redniej wartosci
autofagii (zarowno dla probek kontrolnych, jak i testowych), wspdlczynnika indukcji
autofagii (fluorescencja badanej probki w stosunku do kontroli) oraz odsetka komoérek

ze zwickszong autofagia (probka testowa vs. kontrola).

3.4.3.4.Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny poddano ocenie za pomoca kitu Muse® Oxidative Stress Kit,
ktéry pozwala na iloSciowe pomiary reaktywnych form tlenu (ROS) w komorkach
poddawanych stresowi oksydacyjnemu w oparciu o wewnatrzkomérkowe wykrywanie
rodnikow ponadtlenkowych. Badanie pozwolilo okre§li¢ w analizowanym materiale
wzgledny odsetek komoérek ROS ujemnych (ROS") i dodatnich (ROS) uzyskanych
metoda cytometrii przeplywowej przy uzyciu analizatora komorek Muse (EMD Millipore
Corporation) zgodnie z protokolem producenta. W celu przeprowadzenia ilo$ciowej
oceny komorek ROS*, do wcze$niej przygotowanego w probowkach typu eppendorf
materialu sktadajacego si¢ z wybranych tkanek 1 buforu PBS (o tacznej objetosci 20 pl),
dodano 80 pl odczynnika stresu oksydacyjnego Muse® opartego na dihydroetydynie
(DHE), ktoéra jest szeroko stosowana do wykrywania reaktywnych form tlenu
w populacjach komorkowych. DHE po przejsciu do wnetrza komoérki w reakcji
z anionami ponadtlenkowymi ulega utlenieniu, tworzac wigzacy DNA fluorofor, ktory
interkaluje z DNA, powodujac czerwona fluorescencje¢ (Bindokas 1 in., 1996). Nastepnie
analizowany material poddano inkubacji w temperaturze 37 °C przez 30 minut, po czym
doktadnie wymieszano 1 przeprowadzono odczyt. W badaniu wyr6ézniono dwie populacje
komorek: ROS(") — zywe komorki 1 ROS(+) — komérki wykazujace cechy stresu
oksydacyjnego.
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3.4.3.5. ATP, ATP/ADP

Stosunek ADP do ATP mierzono przy uzyciu kitu ApoSENSORTM ADP/ATP
Ratio Assay Kit (BioVision), ktéry bazuje na wykrywaniu réznic w bioluminescencji
zaleznie od poziomu ADP 1 ATP. Zmiany wartosci ADP/ATP stuzg do jednoczesnego
okreslania i rozrdznienia komorek apoptotycznych, nekrotycznych, z zahamowanym
wzrostem oraz tych intensywnie proliferujacych (Tab.3.3). Test wykorzystuje enzym
lucyferaze, ktory katalizuje reakcje z lucyferyng i AMP, prowadzaca do emisji Swiatta
mierzonego przy uzyciu luminometru. Poziom ADP mierzony jest przez jego konwersje

do ATP, ktora wykrywano przy uzyciu tej samej reakcji (Ryc.3.6.).

M 2+
lucyferyna + ATP + O, —_— oksylucyferyna + AMP + pirofosforan + CQ, + §wiatlo
lucyferaza

Ryc.3.6. Reakcja emisji $wiatta z wykorzystaniem enzymu lucyferazy (BioVision, zmienione).

Oznaczenie ADP/ATP w probkach prowadzono stosujac 96-dotkowe mikroptytki
polistyrenowe. Do kazdego dotka przeznaczonego do pomiaru dodano 100 pl mieszaniny
reakcyjnej, sktadajacej si¢ z 10 ul lucyferazy (ATP Monitoring Enzyme) i 90 ul buforu
uwalniajacego nukleotydy (Nucleotide Releasing Buffer) i odczytano luminescencje tta
(Data A). Nastepnie do odpowiednich dotkéw dodawano 10 pl supernatantu i po
dokladnym wymieszaniu reagentow, po uptywie 2 minut, luminometrycznie mierzono
intensywno$¢ emitowanego Swiatta, wyrazong we wzglednych jednostkach swietlnych
RLU (Relative Light Units) (Data B). Aby okresli¢ poziom ADP w komorkach, po
uplywie 10 minut, powtorzono mierzenie probek (Data C), po czym dodano 1 pl enzymu
konwertujacego ADP (ADP Converting Enzyme). Po uptywie 2 minut, ponownie
luminometrycznie mierzono intensywnos$¢ emitowanego $wiatla (Data D). Wielko$¢

ADP/ATP wyznaczono w oparciu 0 wWzor :

Data D — Data C
Data B — Data A

Tab.3.3. Interpretacja wynikow analizy dotagczona przez producenta zestawu (BioVision,

zmienione).
Los komérek Poziom ADP Poziom ATP ADP/ATP
Proliferacja bardzo niski wysoki bardzo niski
zahamowanie wzrostu Niski nieznacznie wzrasta Niski
Apoptoza Wysoki niski Wysoki
Nekroza znacznie wyzszy bardzo niski Z WYZSZY
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Mozna przyja¢, ze gdy stosunek ADP/ATP przyjmuje wartosci ponizej 0,1
$wiadczy to o przewadze proceséw proliferacji, ktorym sprzyja wysokie stezenie ATP;
wartosci 0,1 — 1, wskazuja na zmiany apoptotyczne, tym wigksze im wyzsza warto$¢
wskaznika. Wartosci powyzej 1 §wiadcza o wyczerpaniu zapaséw ATP 1 rozwijajacych
si¢ procesach nekrotycznych (Nentwig, 2013).

Stezenie ATP mierzono przy uzyciu kitu ApoSENSOR™ Cell Viability Assay Kit
(BioVision), ktorego mechanizm dzialania opiera si¢ na tej samej reakcji, ktorg opisano
wyzej. Oznaczenie st¢zenia ATP w badanych préobach prowadzono stosujac mikroptytki
96-dotkowe. Do odpowiednich dotkow podawano 10 ul supernatantu, 100 pl buforu
uwalniajacego nukleotyd (Nucleotide Releasing Buffer) i 10 pl lucyferazy (ATP
Monitoring Enzyme). Po dokltadnym wymieszaniu reagentow, po uptywie 1-2 minut,
luminometrycznie  mierzono intensywno$¢ emitowanego Swiatla  wyrazong
we wzglednych jednostkach $wietlnych RLU (Relative Light Units). Dla kazdej serii
pomiaréw sporzadzano niezalezng krzywa wzorcowa, uwzgledniajagca intensywnosé
wydzielonych kwantéw §wiatta dla serii rozcienczen czystego ATP (m.cz. 551) w zakresie
1,8 107~ 1,8 - 10! mmola. Stezenie ATP w badanych probach wyrazono w jednostce

nmol - mg! bialka.

3.4.4. IloSciowa ocena metalotionein metoda immunoenzymatyczna ELISA

W celu ilo$ciowego oznaczenia poziomu MT uzyto posredniego testu ELISA
(ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), ktory przeprowadzono wedlug
standardowego protokotu (Crowther, 2009), zoptymalizowanego dla analizowanego
materiatu pajeczego (Babczynska i in., 2011).

Oznaczenie wykonano na transparentnych, plaskodennych, 96—dotkowych
ptytkach Corning (Bionovo ®), w ktorych umieszczono probki zawierajace 70 pg biatka.
Scisle okreslone stezenia biatka dla kazdej probki dostosowano przez rozcienczenie
supernatantow odpowiednig objetosciag buforu homogenizacyjnego. Po inkubacji (16h
w 4 °C) supernatant usuni¢to 1 probki ptukano czterokrotnie po 5 minut roztworem PBS
z Tween20 (Polyethylene glycol sorbitan monolaurate 20; Sigma—Aldrich®) (0,1 M;
pH 7.4). Plukanie miato na celu zapobiec tworzeniu si¢ niespecyficznego tla reakcji
poprzez eliminacj¢ pozostatych niezwigzanych przeciwcial (antygenow). W kolejnym
etapie dodano bufor blokujacy (5% roztwor albuminy bydlecej w buforze
homogenizacyjnym) celem zablokowania niezwigzanych =z biatkiem miejsc

na powierzchni dotkdéw i inkubowano w temperaturze 37 °C przez 1 godzing. Plytki
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ponownie przeplukano 2-krotnie po 5 minut roztworem Tween—PBS. Nastepnym
krokiem byta inkubacja z roztworem przeciwciata I-rzedowego specyficznym dla
metalotionein — Metallothionein (UCIMT) mAb produced in mouse (Enzo Life Sciences;
1:1000) przez 2 godziny w temperaturze 37 °C. Ponownie ptytki przeptukano roztworem
Tween—PBS 4-krotnie po 5 minut. Nastepnie dodano przeciwciato II-rzedowe
specyficzne dla globuliny zwierzecia, z ktérego pochodzi przeciwciato I-rzedowe.
Przeciwciatem Il-rzedowym w przypadku metalotionein bylo anti-mouse IgG pAb
(Enzo Life Sciences; 1:1000). Przeciwcialo drugorzedowe sprzg¢zone jest z fosfatazg
alkaliczng, ktéora po dodaniu odpowiedniego substratu katalizuje reakcje barwna.
Po godzinnej inkubacji w temperaturze 37 °C ponownie przeptukano plytke 4—krotnie
po 5 minut roztworem Tween—PBS. Ostatnim etapem byto dodanie substratu fosfatazy:
pNpp (p—nitrophenyl phosphate, Termo Fisher Scientific, USA) w 10 mM buforze
dietanoloaminowym (MgCl,, woda dejonizowana, dietanoloamin; pH 9,5) oraz inkubacja
w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Po uplywie tego czasu intensywnosc
zabarwienia mierzono w czytniku mikroptytek przy A=405 nm z wykorzystaniem
spektrofotometru UV—Vis (TECAN Infinite M200, Austria).

Taka samg procedure¢ oznaczenia zastosowano dla serii roztworo6w metalotioneiny
wzorcowej (metallothionein—1H; FL-61; Santa Cruz Biotechnology). Poziom MTs
oszacowano na podstawie krzywej wzorcowej i wyrazono jako procent (%) biatka
catkowitego. Calkowite stezenie biatka w probkach oznaczono metoda Bradford (1976)

stosujac jako wzorzec albuming surowicy bydlecej (zawartos¢ biatka >95%, Fluka).

3.4.5. Pomiar calkowitego stezenia bialtka

Stezenie biatka w probach mierzono spektrofotometrycznie z wykorzystaniem
metody opracowanej przez Bradford (1976). Metoda ta opiera si¢ na zjawisku wigzania
w $rodowisku kwasnym czasteczek barwnika Coomasie Brillant Blue G-250 (CBB
G-250) z biatkiem, co powoduje zmiang¢ zabarwienia roztworu z brgzowo—czerwonej na
niebieska.

Przygotowany wcze$niej odczynnik Bradford skladajacy si¢ z: 0,01% CBB
G-250; 4,7% etanolu oraz 8,5% kwasu ortofosforowego przed rozpoczgciem oznaczen
nalezy rozcienczy¢ w stosunku 1:4 z woda destylowang. Pomiary wykonywano
z wykorzystaniem 96—dotkowych mikroptytek Corning (Bionovo®). Do kazdego dotka
wprowadzano 5 pl proby, a nastepnie 250 pl rozcienczonego odczynnika Bradford. Tak

przygotowang mieszaning pozostawiano na 10 minut w ciemnos$ci. Po tym czasie
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wykonywano pomiar absorbancji przy dlugosci fali A=595 nm, przy uzyciu czytnika
ptytek TECAN Infinite M200.

Stezenie biatka obliczano w oparciu o krzywa biatkowa wykonang na podstawie
szeregu rozcienczen wyjsciowego roztworu albuminy bydlecej (BSA), sporzadzonego
przez rozpuszczenie 10 mg BSA w 10 ml buforu PBS (pH 7,4) (Tab. 3.4.). Wyniki
pomiaréw stezenia biatka wykorzystano do obliczen aktywno$ci opisanych powyzej

enzymoOw oraz poziomu bialek metalotioneinopodobnych.

Tabela 3.4. Szereg rozcienczen albuminy bydlgcej (BSA) do krzywej wzorcowe;.

BSA

(] - 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
PBS

(] 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 -

3.4.6. Mikroskopowa ocena ultrastruktury komérek w wybranych narzadach

W celu oceny ultrastruktury hemocytdéw oraz komoérek budujacych amputkowate
gruczoty przedne samic pajaka S. grossa, proby zawierajace cate osobniki, utrwalono
w 2,5% roztworze aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze fosforanowym (PBS) (pH 7,4)
w temperaturze 4 °C przez 24 godziny. Po przeptukaniu probek 0,1 M PBS, materiat
zostat ponownie utrwalony 2% roztworem tlenku osmu (OsO4) w 0,1 M buforze PBS,
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie proby odwodniono przy uzyciu
serii wzrastajacych stezen etanolu (50%, 70%, 90%, 96% 1 100%) w czterokrotnym
powtorzeniu, kazde po 10 minut w temperaturze pokojowej oraz acetonie (dwukrotne
powtorzenie, kazde po 10 minut w temperaturze pokojowej). Po odwodnieniu materiat
zatopiono w zywicy epoksydowej (Epoxy Embedding Medium Kit; Sigma). Skrawki
polcienkie i ultracienkie pocigto na ultramikrotomie Leica ultracut UCT25. Skrawki
ultracienkie (50 nm grubo$ci) wybarwiono octanem uranylu i cytrynianem otowiu.
Wybrane proby analizowano przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego

(TEM) Hitachi H500.

3.4.7. llosciowa i jakosciowa ocena skladu aminokwasow w przedzy lownej

metoda chromatografii cienkiej warstwy (TLC) z densytometria

[losciowa 1 jako$ciowa ocen¢ sktadu aminokwasow w analizowanej przedzy

townej przeprowadzono z zastosowaniem chromatografii cienkiej warstwy (TLC)
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i densytometrii. 1 mg probki oczyszczonych sieci, pochodzace od pajakoéow z grupy
kontrolnej i grup eksponowanych na roézne formy srebra, zostaly odpowiednio
potraktowane 1 ml 6 M kwasu solnego (PPH POCh, Gliwice, Polska) 1 byly inkubowane
w temperaturze 110 °C przez 2 do 3 godzin, az do catkowitego rozpuszczenia 1 hydrolizy
bialek i peptydow. Na koniec kwas solny zostal przynajmniej cz¢$ciowo usunigty
z probek strumieniem azotu. Roztwory wzorcowe przygotowano przez odwazenie =1 mg
a—aminokwasow: alaniny, glicyny, histydyny i fenyloalaniny do butelek o pojemnosci
2 ml i1 rozpuszczono w roztworze woda : metanol 7:3 (v/v) 1 umieszczono w tazni
ultradzwickowej przez 15 minut, w temperaturze 40 °C. Chromatografia
cienkowarstwowa byta prowadzona w komorach chromatograficznych w temperaturze
22 £ 1 °C. Przed analiza komory byly nasycane parami fazy ruchomej przez okres
30 min. Hydrolizaty jedwabiu pajeczego zostaly naniesione na  szklane ptytki
chromatograficzne pokryte zelem krzemionkowym (20 cm x 20 cm; Merck, Darmstadt,
Niemcy; nr kat. 1.05721) w porcjach po 3 ul. Jako faz¢ ruchoma wykorzystano
mieszaning 2-butanol : aceton : kwas octowy : woda, 7:7:2:4 (v/v). Wszystkie
analizowane probki oraz roztwory wzorcowe byly aplikowane w odlegtosci 1,5 cm
powyzej dolnej krawedzi ptytki, 1 cm od lewej i prawej strony ptytki oraz w odlegtosci
1 cm od siebie. Chromatogramy wywolywano na odlegtos¢ 16 cm, a czas wywotywania
wynosit ok. 4 godz. Wywotane i wysuszone chromatogramy wizualizowano za pomoca
0,5% roztworu ninhydryny w metanolu i podgrzewano w temperaturze 100—110°C przez
ok. 10 min, aby odstoni¢ charakterystyczne fioletowe plamki aminokwaséw na z6itym
tle. Zwizualizowane chromatogramy skanowano densytometrycznie przy uzyciu
densytometru Desaga (Heidelberg, Niemcy) model CD 60 wyposazonego
w oprogramowanie ProQuant. Profile stezen $ciezek rozwojowych zostaty
zarejestrowane w trybie reflektancji, przy starannie dobranej dtugosci fali A=500 nm
1 przy uzyciu geometrii prostokatnej wigzki §wiatta rownej 0,2 mm x 1,0 mm. Uzyskane

wyniki dodatkowo rejestrowano aparatem cyfrowym.

3.4.8. Ocena architektury sieci metodg skaningowej mikroskopii elektronowej
(SEM)

Badania materialu przeprowadzono przy uzyciu wysokorozdzielczego
skaningowego mikroskopu elektronowego z zimng emisjg polowa UHR FE-SEM Hitachi

SU 8010 z mikrosondg rentgenowska EDX oraz systemem mrozacym. Umozliwito to
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jednoczesne badanie zarowno wiasciwosci strukturalnych, jak i fizykochemicznych
przedzy pajeczej w zalezno$ci od rodzaju stosowanego stresora. Zastosowanie techniki
SEM, umozliwilo szczegdotowg analize struktury widkien na poziomie mikro—
1 nanometrycznym. Analizie poddane zostaly nastepujace elementy sieci: uktad
1 rozmieszczenie widkien — wzor struktury przestrzennej pajgczyny, typy morfologiczne
wldkien i czgstos¢ ich wystepowania — widkna pojedyncze, podwojne i wielokrotne wraz
z pomiarem ich $rednicy.
Etapy przygotowania materialu do badan SEM byly nastepujace:

e wybranie reprezentatywnych probek przedzy pajecze;j,

e umieszczenie badanych probek pajeczyny (przy pomocy binokularu)
na aluminiowych stolikach mikroskopowych, pokrytych adhezyjng tasma
weglowa,

e napylenie probki warstwa przewodzaca (zlotem technicznym) o grubosci 15 nm
w napylarce prozniowej Safematic CCU-010 HV (Safematic GmbH),

e obrazowanie mikrostruktury wtokien przedzy pajeczej w warunkach regulowane;j
prézni, wykorzystujac sygnaly elektronéw wtornych (kontrast topograficzny
probki), wstecznie rozproszonych (kontrast kompozycyjny) i transmisyjnych
badanej probki przy napigciu przyspieszajacym 10 kV,

e identyfikacja jakosSciowa i iloSciowa pierwiastkow w mikroobszarach probki
przedzy pajeczej (analizy punktowe, liniowe, rozklad powierzchniowy
pierwiastkow) wykorzystujac metod¢ SEM—EDX z zastosowaniem spektrometra
rentgenowskiego z dyspersjg energii (EDS) NORAN System 7 (Thermo Fisher

Scientific), w pelni zintegrowanego mikroskopem.

3.4.9. Kalorymetria

Energi¢ probek mierzono w kalorymetrze z mikrobombg tlenowa typu MBC-3
(Wilczek 1 in., 2017; Wilczek 1 in., 2018), wyposazonym w oprogramowanie
digitalizujace sygnaty elektryczne z termopar. Probki zawieraty od 1 do 6 pojedynczych
sieci utkanych przez samice S. grossa. Nici zostaly umieszczone w zwazonej, malej
platynowej kapsule, a nastepnie ponownie zwazone z doktadnoscig do 0,1 mg 1 potaczone
drutem stalowym z elektrodami mikrobomby. Caltkowite spalanie nastapilo poprzez
zapton pod wysokim ci$nieniem tlenu (2,8 MPa). Ciepto uwalniane z probki rejestrowano

cyfrowo w wysokiej rozdzielczo$ci, a warto$¢ kaloryczng obliczano w J-mg™! suchej
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masy w stosunku do krzywej kalibracji. Kalorymetr zostal skalibrowany kwasem
benzoesowym, jako wzorcem termochemicznym, przy uzyciu zakresu mas probek.
Po spaleniu platynowe kapsuly zostaly wysuszona i ponownie zwazona w celu
zmierzenia mozliwej zawartosci popiotu. Pozwolito to na obliczenie zawartosci energii
w przeliczeniu na mas¢ materii organicznej w probce. Warto$¢ opatowa (y) wszystkich
probek zostata obliczona na podstawie krzywej kalibracji otrzymanej z odpowiednich

nawazek kwasu benzoesowego.

3.4.10. Analizy statystyczne i prezentacja graficzna wynikow

Analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem programu Statistica 13.3
(StatSoft Polska). Dla kazdego z badanych parametréw policzono statystyki opisowe
obejmujace wartos$ci: $redniej, odchylenia standardowego, mediang, warto$¢ minimalnag,
warto$¢ maksymalng oraz kwartyla dolnego (Q25) i gérnego (Q75) (Aneks 1). Otrzymane
dane w poszczegdlnych grupach poddano ocenie normalnos$ci rozktadu za pomoca testu
Shaphiro—Wilka oraz Kotomogorowa—Smirnowa z poprawka Lillieforsa. Warto$¢ funkcji
testowych (W, d) oraz otrzymane prawdopodobienstwo wskazywaty, ze w przypadku
wigkszo$ci analizowanych parametrow rozktad danych odbiegal od normalnego.
W odniesieniu do wybranych parametrow, rowniez test Levene’a, wskazal na
niechomogeniczno$¢ wariancji w grupach uwzgledniajacych forme metalu, czas
ekspozycji na metale oraz rodzaj tkanki. Dla sprawdzenia istotnosci réznic mig¢dzy
grupami w kolejnych punktach czasowych zastosowano test Kruskala—Wallisa oraz test
U Manna—Whitney’a dla dwoch prob niezaleznych, przyjmujac za istotny poziom
p<0,05.

W  przypadku danych dotyczacych stezenia metali w ciatach ofiar
1 osobnikéw analizowanego gatunku pajgka, S$rednicy wiokien jedwabnych oraz
kalorycznosci sieci potwierdzono zaréwno rozklad normalny oraz homogeniczno$¢
wariancji w grupach, co upowaznito do zastosowania parametrycznych testow
statystycznych. Istotno$¢ réznic miedzy grupami w kolejnych punktach czasowych
sprawdzano stosujac test Tukey’a (p<0,05) dla nieréwnych liczebnos$ci grup oraz test t—
Studenta (p<0.05).

Prezentacj¢ graficzng wynikow przygotowano w postaci wykresow, tablic oraz

fotografii. Wykresy wykonano w programie Statistica 13.3.
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4. WYNIKI

4.1. Stezenie srebra w cialach pajakow Steatoda grossa oraz ich ofiar

Stezenie srebra w cialach samic pajgkow po ekspozycji na pokarm suplementowany
zastosowanymi formami metalu istotnie wzrastalo, w poréwnaniu do kontroli,
wraz z wydluzeniem czasu ekspozycji. Miesigczna suplementacja pokarmu AgNOs,
PVP-AgNPs i AgNPs skutkowata odpowiednio 39—krotnym (p=0,0002), 21-krotnym
(»=0,0008) 1 25-krotnym (p=0,0003) zwigkszeniem stezenia srebra w tkankach,
w odniesieniu do kontroli. Z kolei trzymiesi¢czne narazenie samic na dzialanie
wymienionych form srebra spowodowato istotny wzgledem kontroli wzrost stezenia tego
metalu w ciele osobnikow odpowiednio 45—krotny (p=0,0002), 28—krotny (p=0,0002)
1 33—krotny (p=0,0002). W przypadku rocznej ekspozycji wykazano 65—krotny
(p=0,0002) wzrost stezenia srebra w ciele w przypadku AgNO3, 43—krotny (p=0,0002)
po podaniu PVP—AgNPs i 53—krotny (p=0,0002) dla AgNPs . Zastosowane formy
nanosrebra wykazywaly stabsza zdolnos¢ do kumulacji srebra w organizmie samic pajaka

niz AgNOs (Tab. 4.1.; Aneks, Tab. A.1. 1 Tab. A.2.).

Tab. 4.1. Stgzenie srebra w ciatach much Drosophila hydei oraz samic pajakow Steatoda grossa
eksponowanych na metal w wybranych formach przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rozne litery
(a, b, ¢) oznaczaja rdznice istotne statystycznie pomiedzy grupami otrzymujacymi zastosowane
zwiazki srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test
Tukey’a; p<0,05; test t—Studenta; p<0,05); * oznaczono roznice istotne statystycznie w obrebie
danej formy srebra (AgNO3;, PVP-AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3
i 12 miesigcy) (test Tukeya; p<0,05); A, B, C oznaczono rdznice istotne statystycznie
w wybranych grupach badawczych wzgledem grupy kontrolnej wytacznie w przypadku D. hydei
(test Tukey’a; p<0,05); n=8-10.

Steatoda grossa

Grupa 1 miesiac 3 miesiace 12 miesi¢cy D. hyde
[pg - g tsuchej masy]
Kontrola 0,19+0,122 0,19+0,122 0,19+0,122 0,210,024
AgNOs 7,48+0,98° 8,64+0,70° 12,37+0,96"" 2,02+0,418
PVP-AgNPs 3,99+1,21¢ 5,27+1,22° 8,63+1,50° 0,954+0,04¢
AgNPs 4,72+41,12¢ 6,23+1,01° 10,07+0,69¢" 1,38+0,248¢
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4.2. Poziom wybranych parametrow antyoksydacyjnych w analizowanych

tkankach pajaka S. grossa

4.2.1. Katalaza [CAT; EC 1.11.1.6]

Ekspozycja osobnikoéw na zastosowane formy srebra doprowadzita do nasilenia
aktywnosci katalazy w analizowanych narzadach wzgledem kontroli. Najwyzsza
aktywnos¢ CAT wykazano w gruczole jelita srodkowego. Wsrdd zastosowanych form
srebra, najwyzszg aktywno$¢ tego enzymu indukowat AgNO3 we wszystkich
analizowanych tkankach i interwatach czasowych. W przypadku obu zastosowanych
rodzajow nanosrebra aktywnos¢ katalazy utrzymywata si¢ na poréwnywalnym poziomie
(Ryc.4.1.,4.2.,4.3.; Aneks, Tab. A.3.).

W hemolimfie pajakéw eksponowanych na AgNO; w pokarmie, aktywno$¢
katalazy wzrosta prawie 4—, 3— i 2—krotnie kolejno w czasie 1, 3 1 12 miesiecy, wzgledem
kontroli. Poziom aktywnosci CAT w tej tkance réznit si¢ istotnie statystycznie migdzy
badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12 miesigcy: odpowiednio p=0,0002, p=0,0002,
p=0,0003). Z kolei ekspozycja na metal w postaci PVP-AgNPs 1 AgNPs spowodowata
ponad 2—krotny wzrost po 1 i 3 miesigcach ekspozycji, a po 12 miesigcach 1,5—krotny
wzrost aktywnos$ci tego enzymu wzgledem kontroli (1, 3 1 12 miesigecy: odpowiednio
p=0,0002, p=0,0002, p=0,0003). Jednak poziom aktywnosci CAT w hemolimfie
osobnikdw narazonych na nanosrebro w postaci PVP—AgNPs 1 AgNPs przez okres 12
miesigcy obnizyl si¢ istotnie, w porownaniu do wartosci aktywnosci uzyskanych dla
pozostatych czasow ekspozycji na te zwigzki (1 1 3 miesigce) (odpowiednio PVP—AgNPs:
p=0,002; AgNPs: p=0,002). Niezaleznie od czasu ekspozycji na metal w pokarmie
najwyzsza aktywno$¢ CAT notowano w hemolimfie osobnikéw poddanych dziataniu
AgNOs. Po pierwszym miesigcu trwania eksperymentu roéznica migdzy poziomem
aktywnos$ci CAT w wymienionej grupie, a grupami otrzymujacymi PVP—AgNPs 1 AgNPs
wynosita §rednio 44% (p=0,0002), podczas gdy po 3 miesigcach 39% (p=0,0002), a po
12 miesigcach tylko 17% (p=0,0003) (Ryc. 4.1.; Aneks, Tab. A.3.).
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Ryc. 4.1. Aktywnos$¢ katalazy (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny)
w hemolimfie samic pajaka S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres
1, 3 1 12 miesigcy. Rozne litery (a, b, ¢) oznaczaja roznice istotne statystycznie pomiedzy
grupami narazonymi na poszczegolne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12
miesi¢cy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—Whitneya;
p<0,05); *** *** oznaczono réznice istotne statystycznie w obrebie danej formy srebra
(AgNOs, PVP-AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12 miesigcy)
(test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

Poziom aktywnosci katalazy w gruczole jelita srodkowego po suplementacji
pokarmu AgNO3 wzrost 3—krotnie w czasie 1 1 3 miesigcy ekspozycji, natomiast po 12
miesigcach 2-krotnie wzgledem kontroli (1, 3 1 12 miesigcy odpowiednio p=0,01,
p=0,01; p=0,003). Jednak tylko w przypadku osobnikéw poddanych ekspozycji 12
miesigczne] na AgNOs;, poziom aktywnosci CAT roznit si¢ istotnie statystycznie
od wartosci uzyskanych dla krotszych czasow ekspozycji (p=0,02). W przypadku
suplementacji pokarmu wybranymi formami nanosrebra we wszystkich interwatach
czasowych aktywno$¢ katalazy wzrosta okoto 1,5-krotnie, w poréwnaniu do kontroli
(1, 31 12 miesigcy odpowiednio p=0,01; p=0,01; p=0,003) (Ryc. 4.2.; Aneks, Tab. A.3.).

Podobnie jak w przypadku hemolimfy, niezaleznie od czasu ekspozycji na srebro
w pokarmie, najwyzsza aktywno$¢ CAT notowano w gruczolach jelita srodkowego
osobnikow narazonych na AgNO3. Po pierwszym miesigcu trwania eksperymentu réznica
miedzy poziomem aktywnosci CAT w grupie otrzymujacej srebro w postaci tego

zwigzku, a grupami narazonymi na PVP-AgNPs i AgNPs w pokarmie wynosita $rednio
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53% (p=0,02), podczas gdy po 3 miesigcach 47% (p=0,02), a po 12 miesigcach 40%
(p=0,003) (Ryc. 4.2.; Aneks, Tab. A.3.).
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Ryc. 4.2. Aktywnos$¢ katalazy (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny)
w gruczole jelita srodkowego samic pajgka S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra
przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rozne litery (a, b, ¢) oznaczaja roznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami narazonymi na poszczegélne formy srebra w danym czasie ekspozycji
i w odniesieniu do kontroli (1, 3 lub 12 miesiecy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U
Manna-Whitneya; p<0,05); * oznaczono roznice istotne statystycznie w obrebie danej formy
srebra (AgNOs;, PVP—AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12
miesigcy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n= 6 — 10.

Niezaleznie od stosowanej formy srebra i czasu trwania narazenia na metal
w pokarmie, wzorzec zmian aktywnosci katalazy w amputkowatych gruczolach
przednych badanych osobnikéw byt podobny jak w hemolimfie 1 gruczole jelita
srodkowego. Nie mniej jednak poziom aktywnosci tego enzymu w gruczotach przednych
byt §rednio czterokrotnie nizszy, niz w pozostatych tkankach. W grupie samic narazonych
przez 1, 3 1 12 miesigcy na AgNO3 aktywnos¢ katalazy w gruczotach amputkowatych
wzrosta kolejno 4—, 3— i 2—krotnie wzgledem kontroli (odpowiednio: p=0,005; p=0,005;
p=0,01). Podanie PVP-AgNPs i AgNPs spowodowato natomiast 2—krotny wzrost
enzymu w czasie 1 1 3 miesiecy ekspozycji (p=0,005; p=0,005), a po 12 miesigcach
wzrost 1,5-krotny (p=0,013), w poréwnaniu do kontroli. W kazdym czasie trwania
eksperymentu aktywno$¢ enzymu u osobnikéw poddanych dziataniu AgNOs; istotnie
przewyzszata wartosci aktywnosci CAT notowane w grupach otrzymujacych srebro

Ww postaci nanoczastek. Po pierwszym miesigcu trwania eksperymentu rdéznica mig¢dzy
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poziomem aktywnosci CAT w grupie otrzymujacej srebro w postaci zwigzku AgNOs,
a grupami narazonymi na PVP-AgNPs i AgNPs w pokarmie wynosita $rednio 44%
(p=0,02), podczas gdy po 3 miesigcach 52% (p=0,02), a po 12 miesigcach tylko 38%
(p=0,048) (Ryc. 4.3.; Aneks, Tab. A.3.).
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Ryc. 4.3. Aktywno$¢ katalazy (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny)
w amputkowatych gruczotach przednych samic pajgka S. grossa eksponowanych na wybrane
formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rozne litery (a, b, ¢) oznaczaja rdznice istotne
statystycznie pomigdzy grupami narazonymi na poszczegolne formy srebra w danym czasie
ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05;
test U Manna—Whitneya; p<0,05); *, **, *** oznaczono rdznice istotne statystycznie w obrebie
danej formy srebra (AgNO3, PVP—AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1,
31 12 miesigcy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

4.2.2. Calkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna (TAC)

Zastosowane formy srebra spowodowaly istotny statystycznie wzrost poziomu
catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) w komorkach hemolimfy po 1 1 3
miesigcach ekspozycji w odniesieniu do osobnikéw kontrolnych. W przypadku
ekspozycji na AgNO3 wzrost ten byt 2,3—krotny (po 1 miesigcu) 1 1,5-krotny (po 3
miesigcach), natomiast podanie nanosrebra w formie PVP-AgNPs 1 AgNPs
spowodowato poréwnywalny, 1,5-krotny, wzrost wielkosci TCA w hemolimfie po
wymienionych wyzej czasach ekspozycji, wzgledem wartosci kontrolnych (dla 1 1 3
miesi¢gcy odpowiednio: p=0,017; p=0,037). Niezaleznie od zastosowanego zwigzku

poziom TAC w hemolimfie osobnikéw po 12 miesigcach narazenia na srebro w pokarmie
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utrzymywata si¢ na poréwnywalnym poziomie, jednak istotnie nizszym, §rednio o 40%,
29%, 26% (odpowiednio dla AgNOs: p=0,02; PVP-AgNPs: p=0,03; AgNPs: p=0,03),
w porownaniu z warto$ciami dla tego parametru uzyskanymi w pozostatych czasach

ekspozycji (Ryc. 4.4.; Aneks, Tab. A .4.).
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Ryc. 4.4. Zmiany poziomu catkowitej pojemnos$ci antyoksydacyjnej (TAC) (mediana; Q25 —
kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny) w komorkach hemolimfy samic pajaka S. grossa
eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rozne litery (a, b)
oznaczajg roéznice istotne statystycznie pomigdzy grupami narazonymi na poszczegdlne formy
srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesi¢cy) i w odniesieniu do kontroli (test
Kruskala-Wallisa; p<0,05; test U Manna-Whitneya; p<0,05); * oznaczono réznice istotne
statystycznie w obrgbie danej formy srebra (AgNOs, PVP-AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi
czasami ekspozycji (1, 3 i 12 miesiecy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n= 6 — 10.

W komorkach gruczotu jelita srodkowego nastapil istotny wzgledem kontroli
wzrost poziomu aktywnosci TAC we wszystkich punktach czasowych ekspozycji
na zastosowane formy metalu. Najwyzszy poziom tego parametru obserwowano
po miesigcznym narazeniu osobnikéw na AgNOs, ktory blisko 3—krotnie przewyzszat
poziom kontrolny. Z kolei 3— i 12-miesi¢czna ekspozycja na AgNO3; spowodowata
odpowiednio ponad 2-krotny i 1,5-krotny wzrost poziomu calkowitej pojemnosci
antyoksydacyjnej, wzgledem kontroli (odpowiednio dla 1, 3 i 12 miesigcy: p=0,015;
p=0,012; p=0,035). W przypadku form nanometrycznych srebra odnotowano ponad
2—krotny wzrost analizowanego parametru po miesi¢cznej intoksykacji (p=0,015) i okoto

1,5-krotny wzrost po trzymiesiecznej 1 dwunastomiesigeczne]j ekspozycji w odniesieniu

61



do grupy kontrolnej (odpowiednio 3 i 12 miesigcach: p=0,012; p=0,035) (Ryc. 4.5
Aneks, Tab. A.4.).
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Ryc. 4.5. Zmiany poziomu catkowitej pojemnos$ci antyoksydacyjnej (TAC) (mediana; Q25 —
kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny) w komorkach gruczotu jelita srodkowego samic pajaka
S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rozne litery
(a, b) oznaczaja rdznice istotne statystycznie pomigdzy grupami narazonymi na poszczegolne
formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test
Kruskala-Wallisa; p<0,05; test U Manna-Whitneya; p<0,05); * oznaczono rdznice istotne
statystycznie w obrebie danej formy srebra (AgNOs, PVP—AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi
czasami ekspozycji (1, 3 i 12 miesiecy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n= 6 — 10.

W komoérkach amputkowatych gruczotow przednych nie wykazano istotnych
statystycznie réznic w poziomie catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej w odniesieniu
do kontroli, po uwzglednieniu zard6wno czasu ekspozycji, jak 1 zastosowanych form

metalu (Ryc. 4.6.; Aneks, Tab. A.4.).
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Ryc. 4.6. Zmiany poziomu catkowitej pojemnos$ci antyoksydacyjnej (TAC) (mediana; Q25 —
kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny) w komorkach amputkowatych gruczotow przednych
samic pajaka S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy.
Te same litery (a,) oznaczaja brak rdéznic istotnych statystycznie pomiedzy grupami
narazonymi na poszczegolne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i
w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna-Whitneya; p<0,05);
n=6 - 10.

4.3. IloSciowa ocena zywotnosci komorek w wybranych narzadach

4.3.1. Hemolimfa

Niezaleznie od podawanej formy srebra, w hemolimfie osobnikéw z grup
otrzymujacych metal przez okres 1 1 3 miesiecy rejestrowano istotny wzgledem kontroli
wzrost odsetka komoérek wczesnoapoptotycznych. W przypadku wszystkich
analizowanych grup po miesigcu ekspozycji wzrost odsetka komorek we wczesnej
apoptozie byl ponad S5-krotny, natomiast w przypadku 3 miesiecznej ekspozycji
notowano wzrost ponad 4—krotny, w porownaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio dla
1 13 miesigcy: p=0,036; p=0,04). Z kolei po 12 miesigcach ekspozycji nie obserwowano
istotnych zmian tego parametru wzgledem kontroli (Ryc. 4.7.; Aneks, Tab. A.5.).
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Ryc. 4.7. Poziom komodrek wczesnoapoptotycznych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 —
kwartyl gérny) w hemolimfie samic pajaka S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra
przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rozne litery (a, b) oznaczaja rdznice istotne statystycznie
pomigdzy grupami narazonymi na poszczeg6lne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1,
3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—
Whitneya; p<0,05); * oznaczono rdznice istotne statystycznie w obrgbie danej formy srebra
(AgNOs, PVP-AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12 miesigcy)
(test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

Odsetek komorek pdznoapoptotycznych w hemolimfie byt istotnie wyzszy
we wszystkich analizowanych grupach 1 zadanych punktach czasowych ekspozycii,
w porownaniu do kontroli. Najwigkszy odsetek komodrek pozostajacych w pdznej
apoptozie odnotowano w przypadku grupy narazonej na dzialanie AgNOs, ktory ponad
14—, 11— 1 6-krotnie przewyzszat wartosci kontrolne, kolejno po 1, 3 1 12 miesigcach
ekspozycji (odpowiednio p=0,006, p=0,015, p=0,03). Nie mniej jednak wraz
z wydhuzeniem czasu ekspozycji na tg forme¢ metalu obserwowano istotne zmniejszenie
odsetka komorek pdznoapoptotycznych w hemolimfie o 26% po 3 miesigcach 1 53%
po 12 miesigcach. Poziom tego parametru roznit si¢ istotnie statystycznie miedzy
badanymi czasami ekspozycji (p=0,026). Narazenie na formy nanometryczne srebra
spowodowato natomiast ponad 6—krotny wzrost odsetka komorek pdznoapoptotycznych
po miesiecznej ekspozycji (p=0,006) i okolo S5—krotny wzrost odsetka po 3 i1 12
miesigcach narazenia, w porownaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio p=0,015

1 p=0,03) (Ryc. 4.8.; Aneks, Tab. A.6.).
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Ryc. 4.8. Poziom komorek poznoapoptotycznych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 —
kwartyl gérny) w hemolimfie samic pajaka S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra
przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rozne litery (a, b, ¢) oznaczaja roznice istotne statystycznie
pomigdzy grupami narazonymi na poszczeg6lne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1,
3 lub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—
Whitneya; p<0,05); *, **, *** gznaczono roznice istotne statystycznie w obrgbie danej formy
srebra (AgNOs;, PVP—AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12
miesigey) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

Nasilenie procesow nekrotycznych w komoérkach hemolimfy obserwowano tylko
po dwunastu miesigcach ekspozycji na AgNO31 byto ono 5—krotnie wyzsze niz w kontroli

(»p=0,039) (Ryc. 4.9.; Aneks, Tab. A.7.).
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Ryc. 4.9. Poziom komorek nekrotycznych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl
gorny) w hemolimfie samic pajgka S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra przez
okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rdzne litery (a, b) oznaczaja rdznice istotne statystycznie pomiedzy
grupami narazonymi na poszczegolne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12
miesi¢gcy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—
Whitneya; p<0,05); * oznaczono réznice istotne statystycznie w obrgbie danej formy srebra
(AgNOs, PVP-AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12 miesigcy)
(test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.
4.3.2. Gruczol jelita Srodkowego
Niezaleznie od podanego zwiazku srebra, w gruczole jelita srodkowego odsetek
komorek wczesnoapoptotycznych byl istotnie wyzszy we wszystkich analizowanych
grupach 1 zadanych czasach ekspozycji, w poréwnaniu do kontroli. Po miesigcznej
ekspozycji byl on na poziomie prawie 4-krotnie wyzszym w grupie osobnikow
narazonych na AgNO3z (p=0,02) w pokarmie 1 ponad 3—krotnie wyzszy w grupach
narazonych na PVP-AgNPs (p=0,02) 1 AgNPs (p=0,02) w stosunku do grupy kontrolne;j.
W najkrotszym  czasie  eksperymentu  najwigkszy  odsetek = komorek
wczesnoapoptotycznych rejestrowano w gruczotach osobnikdéw narazonych na AgNOs,
ktory istotnie przewyzszal poziom analizowanego parametru w grupach poddanych
dzialaniu srebra w postaci nanoczastek (PVP—-AgNPs; o 18%, p=0,04; AgNPs o 15%,
p=0,04). Trzymiesigczna ekspozycja na AgNO3 spowodowata 2,8—krotny (p=0,006)
wzrost odsetka komodrek wczesnoapoptotycznych, z kolei ekspozycja na srebro

w formach nanometrycznych spowodowata ponad 2,6—krotny wzrost w odniesieniu do

kontroli (PVP—AgNPs: p=0,06, AgNPs: p=0,06). We wszystkich analizowanych grupach
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po 12 miesigcach ekspozycji obserwowano istotny i $rednio 2—krotny wzrost liczby
komorek we wczesnej apoptozie wzgledem kontroli (p=0,002) (Ryc. 4.10.; Aneks, Tab.
A.5.). Dodatkowo odsetek komorek wczesnoapoptotycznych po 1 miesigcu ekspozycji
na AgNOs byt istotnie wyzszy od warto$ci notowanych w grupach komplementarnych
dla pozostatych czaséw, w ktorych obserwowano obnizenie odsetka tych komorek.
Réznica ta wynosita 22% (p=0,03) po 3 miesigcach i 39% (p=0,04) po 12 miesigcach
(Ryc. 4.10.; Aneks, Tab. A.5.).
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Ryc. 4.10. Poziom komorek wczesnoapoptotycznych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 —
kwartyl gorny) w gruczole jelita $rodkowego samic pajgka S. grossa eksponowanych
na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rézne litery (a, b, ¢) oznaczajg réznice
istotne statystycznie pomiedzy grupami narazonymi na poszczegdlne formy srebra w danym
czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa;
p<0,05; test U Manna-Whitneya; p<0,05); * oznaczono rdznice istotne statystycznie
w obrebie danej formy srebra (AgNOs, PVP-AgNPs, AgNPs) miedzy badanymi czasami
ekspozycji (1, 3 i 12 miesiecy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n= 6 — 10.

W gruczole jelita srodkowego obserwowano wzrost odsetka komorek w poznej
apoptozie po 1 1 3 miesigcach po podaniu srebra w pokarmie w wybranych formach.
W przypadku AgNO; w wymienionych czasach nastapit porownywalny, ponad 6—krotny
wzrost liczby komorek poznoapoptotycznych w odniesieniu do kontroli (1 miesiac,
p=0,005; 3 miesigce p=0,01). Podanie nanosrebra spowodowalo po miesigcu wzrost
ponad 4—krotny (p=0,005), a po 3 miesigcach ponad 3—krotny wzrost (p=0,01) wzglgdem

grupy kontrolnej. Najnizszy odsetek komorek pdzZnoapoptotycznych, zblizony
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do wartosci kontrolnych, rejestrowano w gruczotach jelita srodkowego osobnikéw po
12-miesigcznej ekspozycji, niezaleznie od stosowanych zwigzkow srebra. Warto$ci
uzyskane w najdluzszym czasie eksperymentu roznity si¢ istotnie od wartosci

omawianego parametru w pozostatych czasach badania (Ryc. 4.11.; Aneks, Tab. A.6.).
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Ryc. 4.11. Poziom komorek pdznoapoptotycznych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 —
kwartyl gorny) w gruczole jelita $rodkowego samic pajgka S. grossa eksponowanych
na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rézne litery (a, b, ¢) oznaczaja réznice
istotne statystycznie pomiedzy grupami narazonymi na poszczegdlne formy srebra w danym
czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa;
p<0,05; test U Manna-Whitneya; p<0,05); * oznaczono rdznice istotne statystycznie
w obrebie danej formy srebra (AgNOs, PVP—-AgNPs, AgNPs) miedzy badanymi czasami
ekspozycji (1, 3 i 12 miesigcy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n= 6 — 10.

Niezaleznie od rodzaju zastosowanego zwigzku srebra, po 1 1 3 miesigcach
ekspozycji wykazano istotny statystycznie wzrost odsetka komoérek nekrotycznych
w gruczotach jelita sSrodkowego osobnikow. Wzrost ten byt ponad 4—krotny w przypadku
suplementacji AgNOs; 1 prawie 3—krotny w przypadku suplementacji nanosrebrem
w stosunku do kontroli (odpowiednio dla 1 i1 3 miesigcy: p=0,01/ 1 p=0,03). Po
12 miesigcach ekspozycji, istotne podwyzszenie odsetka komodrek nekrotycznych,
wzgledem grupy kontrolnej, ponad 2—krotne, odnotowano tylko w grupie eksponowanej
na AgNOs (p=0,04). Tym nie mniej, niezaleznie od stosowanych zwiazkow srebra,
odsetek komorek nekrotycznych rejestrowany w gruczotach jelita S$rodkowego

osobnikow byl najnizszy po ekspozycji 12 miesigcznej. Wartosci uzyskane
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w najdluzszym czasie eksperymentu roznity si¢ istotnie od warto$ci omawianego

parametru w pozostatych czasach badania (Ryc. 4.12., Aneks, Tab. A.7.).
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Ryc. 4.12. Poziom komorek nekrotycznych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl
gorny) w gruczole jelita sSrodkowego samic pajagka S. grossa eksponowanych na wybrane formy
srebra przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rozne litery (a, b, ¢) oznaczajg rdoznice istotne
statystycznie pomiedzy grupami narazonymi na poszczegolne formy srebra w danym czasie
ekspozycji (1, 3 Iub 12 miesigey) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05;
test U Manna—Whitneya; p<0,05); * oznaczono rdznice istotne statystycznie w obrebie danej
formy srebra (AgNOs, PVP-AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 31 12
miesigcy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

4.3.3. Gruczol przedny

Niezaleznie od podawanej formy srebra, zmiany wczesnoapoptotyczne
w gruczotach przgdnych notowano wylacznie po najkrotszym czasie ekspozycji (Ryec.
4.13.). W przypadku analizowanych grup po miesigcu ekspozycji wzrost odsetka
komodrek we wczesnej apoptozie byt srednio 2—krotny we wszystkich analizowanych
grupach (odpowiednio dla AgNOs: p=0,04; PVP—AgNPs: p=0,04 1 AgNPs: p=0,04),
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Z kolei po 3 1 12 miesigcach ekspozycji
nie obserwowano istotnych zmian w liczbie komorek wczesnoapoptotycznych wzgledem

kontroli (Ryc. 4.13.; Aneks, Tab. A.5.).
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Ryc. 4.13. Poziom komorek wczesnoapoptotycznych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 —
kwartyl gorny) w amputkowatych gruczotach przgdnych samic pajgka S. grossa
eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rozne litery (a, b)
oznaczaja roéznice istotne statystycznie pomigdzy grupami narazonymi na poszczegdlne formy
srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesi¢cy) i w odniesieniu do kontroli (test
Kruskala-Wallisa; p<0,05; test U Manna—Whitneya; p<0,05); * oznaczono rdznice istotne
statystycznie w obrebie danej formy srebra (AgNOs, PVP—AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi
czasami ekspozycji (1, 3 i1 12 miesigcy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n= 6 — 10.

Wzrost poziomu odsetka komoérek w pdznej apoptozie zaobserwowano tylko po
1 1 3 miesigcach wylacznie w grupie eksponowanej na AgNOs3 i byt on ponad 2—krotny
w stosunku do kontroli (1 miesigc, p=0,03; 3 miesiace, p=0,04) (Ryc. 4.14.; Aneks, Tab.
A.6.).
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Ryc. 4.14. Poziom komorek pdznoapoptotycznych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 —
kwartyl gorny) w amputkowatych gruczotach przgdnych samic pajgka S. grossa
eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rozne litery (a, b)
oznaczaja roéznice istotne statystycznie pomigdzy grupami narazonymi na poszczegdlne formy
srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesi¢cy) i w odniesieniu do kontroli (test
Kruskala-Wallisa; p<0,05; test U Manna—Whitneya; p<0,05); * oznaczono rdznice istotne
statystycznie w obrebie danej formy srebra (AgNOs, PVP—AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi
czasami ekspozycji (1, 3 i1 12 miesigcy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n= 6 — 10.

Nie wykazano istotnych roznic wzgledem kontroli w odsetku komorek
nekrotycznych w gruczotach przednych pajakéw po zastosowaniu réznych zwigzkow

srebra w zadanych czasach eksperymentu (Ryc. 4.15.; Aneks, Tab. A.7.).
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Ryc. 4.15. Poziom komoérek nekrotycznych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny)
w amputkowatych gruczotach przednych samic pajaka S. grossa eksponowanych na wybrane formy
srebra przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Te same litery (a) oznaczajg brak roznic istotnych statystycznie
pomiedzy grupami narazonymi na poszczegélne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub
12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—Whitneya;
p<0,05); n=6 — 10.
4.3.4. llosciowa ocena poziomu potencjalu mitochondrialnego
Wylacznie w przypadku grup, ktorym pokarm suplementowano srebrem w postaci
AgNOs; wykazano istotne wzgledem kontroli, obnizenie wielkoSci potencjatu
mitochondrialnego w komoérkach hemolimfy we wszystkich zastosowanych interwatach
czasowych. Roznice te w odniesieniu do kontroli dla kolejnych punktow czasowych

wynosity: 10% (p=0,04), 16% (p=0,03) i 22% (p=0,03) (Ryc. 4.16.; Aneks, Tab. A.8.).
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Ryc. 4.16. Zmiany poziomu potencjatu mitochondrialnego (mediana; Q25 — kwartyl dolny;
Q75 — kwartyl gorny) w komoérkach hemolimfy samic pajgka S. grossa eksponowanych
na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rozne litery (a, b) oznaczajg rdéznice
istotne statystycznie pomiedzy grupami narazonymi na poszczegdlne formy srebra w danym
czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa;
p<0,05; test U Manna—Whitneya; p<0,05); * oznaczono rdznice istotne statystycznie
w obrebie danej formy srebra (AgNOs;, PVP-AgNPs, AgNPs) miedzy badanymi czasami
ekspozycji (1, 3 i 12 miesi¢cy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n= 6 — 10.

Podobnie w komorkach gruczotu jelita srodkowego, w przypadku wylacznie
AgNO;s odnotowano istotne obnizenie potencjatu mitochondrialnego, lecz dopiero po 3
1 12 miesigcach ekspozycji, w porownaniu z kontrolag. Réznice te w odniesieniu do
kontroli dla kolejnych punktow czasowych wynosity: 32% (p=0,03) 1 37% (p=0,03)
(Ryc. 4.17.; Aneks, Tab. A.8.).
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Ryc. 4.17. Zmiany poziomu potencjatu mitochondrialnego (mediana; Q25 — kwartyl dolny;
Q75 — kwartyl gérny) w komorkach gruczohu jelita $srodkowego samic pajgka S. grossa
eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rozne litery (a, b)
oznaczaja roéznice istotne statystycznie pomigdzy grupami narazonymi na poszczegdlne formy
srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesi¢cy) i w odniesieniu do kontroli (test
Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—Whitneya; p<0,05); n=6 — 10.

Z kolei w przypadku komodrek amputkowatych gruczotdow przednych istotne
wzgledem grupy kontrolnej zmiany wielko$ci potencjalu mitochondrialnego
rejestrowano wytacznie po 12 miesigcach ekspozycji osobnikéow tylko na AgNOs.
Roéznica ta w odniesieniu do kontroli dla wymienionego punktu czasowego wynosita:
21% (p=0,04). Ekspozycja na formy nanosrebra nie wywotata istotnych zmian
w poziomie analizowanego parametru, zar6wno w komorkach hemolimfy, gruczotu jelita

srodkowego, jak 1 amputkowatych gruczotéw przednych (Ryc. 4.18.; Aneks, Tab. A.8.).
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Ryc. 4.18. Zmiany poziomu potencjatu mitochondrialnego (mediana; Q25 — kwartyl dolny;
Q75 — kwartyl goérny) w komorkach amputkowatych gruczotéw przednych samic pajaka
S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rozne litery
(a, b) oznaczaja rdznice istotne statystycznie pomigdzy grupami narazonymi na poszczegolne
formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test
Kruskala—Wallisa; p<0,05); n= 6 — 10.
4.3.5. Ilosciowa ocena intensywnoSci autofagii
Niezaleznie od podawanej formy srebra, zmiany poziomu intensywnosci autofagii
w hemolimfie notowano wylacznie po najkrétszym czasie ekspozycji. Po miesigcu
ekspozycji wzrost odsetka komoérek autofagicznych w hemolimfie byt 1,7—, 1,6—1 1,5—
krotny, odpowiednio dla AgNOs (p=0,039), PVP—AgNPs (p=0,039) 1 AgNPs (p=0,041),
w porownaniu do grupy kontrolnej. Z kolei po 3 1 12 miesigcach ekspozycji

nie obserwowano istotnych zmian w intensywnos$ci autofagii wzgledem kontroli (Ryc.

4.19.; Aneks, Tab. A.9.).
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Ryc. 4.19. Poziom intensywnos$ci autofagii (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl
gorny) w hemolimfie przednych samic pajgka S. grossa eksponowanych na wybrane formy
srebra przez okres 1, 3 1 12 miesigcy. Rozne litery (a, b) oznaczajg rdznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami narazonymi na poszczegélne formy srebra w danym czasie ekspozycji
(1, 3 Iub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U
Manna-Whitneya; p<0,05); * oznaczono roznice istotne statystycznie w obrgbie danej formy
srebra (AgNOs;, PVP—AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12
miesiecy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

W gruczole jelita Srodkowego rejestrowany odsetek komorek autofagicznych byt
istotnie wyzszy, niz w kontroli u osobnikdw po 1 13 miesigcach intoksykacji w przypadku
wszystkich zastosowanych form metalu. Po miesigcu ekspozycji wzrost odsetka
komorek autofagicznych w gruczole jelita srodkowego byt 1,6—, 1,5- 1 1,3—krotny
(odpowiednio dla AgNOs: p=0,043, PVP-AgNPs: p=0,044, AgNPs: p=0,044),
w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Podobne rezultaty uzyskano po trzech miesigcach
intoksykacji, bowiem wzrost odsetka komorek autofagicznych w gruczole jelita
srodkowego byt 1,6—, 1,5 1 1,4—krotny (odpowiednio dla AgNOs: p=0,04, PVP-AgNPs:
p=0,04, AgNPs: p=0,04). Dhlugoterminowa ekspozycja doprowadzita do zmniejszenia
odsetka autofagii we wszystkich grupach doswiadczalnych, nie mniej jednak
nie odnotowano istotnie wyzszych wartosci tego parametru, w poréwnaniu z kontrola

(Ryc. 4.20.; Aneks, Tab. A.9.).
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Ryc. 4.20. Poziom intensywnos$ci autofagii (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl
gorny) w gruczole jelita Srodkowego samic pajaka S. grossa eksponowanych na wybrane formy
srebra przez okres 1, 3 1 12 miesigcy. Rozne litery (a, b) oznaczajg rdznice istotne statystycznie
pomigdzy grupami narazonymi na poszczegélne formy srebra w danym czasie ekspozycji
(1, 3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test
U Manna-Whitneya; p<0,05); * oznaczono réznice istotne statystycznie w obrebie danej formy
srebra (AgNOs;, PVP—AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12
miesigcy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

Po miesigcu ekspozycji wzrost odsetka komorek autofagicznych w gruczole
przednym byt o 83%, 68% 1 50% wyzszy (odpowiednio dla AgNOs: p=0,04;,
PVP-AgNPs: p=0,04; AgNPs: p=0,04), w porownaniu do grupy kontrolnej. Trzy—
1 dwunastomiesigczna ekspozycja nie ujawnity istotnych zmian w poziomie tego

parametru, w odniesieniu do grupy kontrolnej (Ryc. 4.21.; Aneks, Tab. A.9.).
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Ryc. 4.21. Poziom intensywnos$ci autofagii (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl
gorny) w amputkowatych gruczotach przednych samic pajgka S. grossa eksponowanych
na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rdzne litery (a, b,) oznaczajg réznice
istotne statystycznie pomiedzy grupami narazonymi na poszczegdlne formy srebra w danym
czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa;
p<0,05; test U Manna—Whitneya; p<0,05); n= 6 — 10.

4.3.6. llosciowa ocena poziomu stresu oksydacyjnego

W hemolimfie nastgpit istotny wzgledem kontroli wzrost poziomu odsetka
komoérek ROS+ we wszystkich punktach czasowych ekspozycji na zastosowane formy
metalu. Najwyzszy poziom tego parametru obserwowano po miesi¢cznym narazeniu
osobnikdw na AgNO;s, ktory blisko 22—krotnie przewyzszal poziom kontrolny (p=0,002).
Z kolei 3— 1 12—miesigczna ekspozycja na AgNO; spowodowata odpowiednio 8—krotny
1 4—krotny wzrost poziomu odsetka komdrek ROS+, wzgledem kontroli (odpowiednio
p=0,01 1 p=0,004). W przypadku zastosowania pozostalych zwigzkéw: PVP-AgNPs
1 AgNPs wykazano odpowiednio ponad 13—, 8—1 3—krotny wzrost poziomu populacji
komorek z ROS+ (PVP-AgNPs: p=0,002; p=0,012; p=0,004) oraz wzrost 12—, 7—1 3—
krotny (AgNPs: p=0,002; p=0,012; p=0,004) w odniesieniu do grupy kontrolne;.
Najnizszy poziom komorek ROS+ w hemolimfie notowano u osobnikow najdiuzej

eksponowanych na stosowane zwigzki srebra (Ryc. 4.22.; Aneks, Tab. A.10.).
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Ryc. 4.22. Poziom populacji komérek ROS+ (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl
gorny) w hemolimfie samic pajgka S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra przez
okres 1, 3 1 12 miesiecy. Rozne litery (a, b, ¢) oznaczaja réznice istotne statystycznie pomiedzy
grupami narazonymi na poszczegolne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12
miesi¢ey) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—Whitneya;
p<0,05); ****** oznaczono roznice istotne statystycznie w obrgbie danej formy srebra
(AgNOs, PVP-AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12 miesigcy)
(test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

W gruczole jelita srodkowego rowniez odnotowano istotny wzrost odsetka
komoérek ROS+ w odpowiedzi na zastosowane zwigzki srebra 1 czasy ekspozycji.
Najwigkszy odsetek komoérek ROS+ rejestrowano w tym narzadzie u osobnikow
poddanych najkrotszemu czasowi narazenia na zwigzki srebra. Po miesigcu ekspozycji
na ofiary hodowane na pozywce zawierajace] AgNO3 odsetek komorek ROS+ wzrost
blisko 9—krotnie (p=0,03), podczas gdy dodanie do pozywki PVP-AgNPs i AgNPs
skutkowalo 7— krotnym (p=0,03) zwigkszeniem odsetka komorek ROS+ w grupach
narazonych na wybrane formy nanosrebra, w poréwnaniu z kontrola. Trzymiesigczna
intoksykacja doprowadzita do istotnego i blisko 6—krotnego wzrostu wielkosci tego
parametru w przypadku wszystkich zastosowanych form srebra (p=0,03). Takze
12-miesieczne narazenie na AgNOs3; oraz nanoczastki srebra w postaci PVP—AgNPs
1 AgNPs wywotatlo kolejno ponad 5— (p=0,04) i 4—krotny (p=0,04; p=0,04) wzrost
poziomu komoérek ROS+, w odniesieniu do kontroli (Ryc. 4.23.; Aneks, Tab. A.10.).
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Ryc. 4.23. Poziom populacji komérek ROS+ (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl
gorny) w gruczole jelita sSrodkowego samic pajagka S. grossa eksponowanych na wybrane formy
srebra przez okres 1, 3 1 12 miesiecy. Rozne litery (a, b) oznaczajg rdznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami narazonymi na poszczeg6lne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1,
3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—
Whitneya; p<0,05); *,** oznaczono roznice istotne statystycznie w obrebie danej formy srebra
(AgNOs, PVP-AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12 miesigcy)
(test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

Ekspozycja na wybrane zwigzki srebra doprowadzita rowniez do wzrostu odsetka
komorek z ROS+ w amputkowatych gruczotach przednych. Najwigkszy odsetek takich
komorek rejestrowano po najkrotszym czasie ekspozycji na wszystkie stosowane zwiazki
srebra. Wykazano, ze miesigczne podawanie srebra w pokarmie spowodowato 13—
(»p=0,01), 10— (p=0,01) 1 11-krotny (p=0,01) wzrost ROS+ kolejno w grupach AgNO3,
PVP-AgNPs oraz AgNPs, w porownaniu z kontrola. Z kolei w odniesieniu do grupy
kontrolnej, trzymiesigczna ekspozycja wywolala we wszystkich grupach $rednio
S5—krotny wzrost odsetka ROS+ (p=0,02). Istotnych zmian nie zaobserwowano, natomiast
po dtugotrwatej intoksykacji wszystkimi wymienionymi zwigzkami (Ryc. 4.24.; Aneks,

Tab. A.10.).
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Ryec. 4.24. Poziom populacji komoérek ROS+ (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl
gorny) w amputkowatyuch gruczotach przednych samic pajaka S. grossa eksponowanych
na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rézne litery (a, b) oznaczaja rdznice
istotne statystycznie pomigdzy grupami narazonymi na poszczegoélne formy srebra w danym
czasie ekspozycji (1, 3 Iub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa;
p<0,05; test U Manna—Whitneya; p<0,05); *, **, *** oznaczono rdoznice istotne statystycznie
w obregbie danej formy srebra (AgNOs, PVP-AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami
ekspozycji (1, 3 1 12 miesiecy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

4.3.7. Ocena stezenie ATP

Wzrost stezenia ATP w hemolimfie wykazano, niezaleznie od czasu ekspozycji,
w grupie narazonej na AgNO3z, w poréwnaniu z kontrolg. Zwigkszenie stezenia tego
nukleotydu w odniesieniu do kontroli bylo 4-krotne po 1 miesigcu narazenia na
wymieniony  zwiazek (p=0,03), 4-krotne po 3 miesigcach (p=0,023)
1 3—krotne po 12 miesigcach (p=0,043). Istotny wzrost stezenia tego nukleotydu
odnotowano rowniez po 3 miesigcach ekspozycji na PVP—AgNPs, ktore ponad

3—krotnie przewyzszato wartosci kontrole (p=0,023) (Ryc. 4.25.; Aneks, Tab. A.11.).
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Ryc. 4.25. Stezenie ATP (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl géorny) w komorkach
hemolimfy samic pajgka S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i
12 miesigecy. Rozne litery (a, b) oznaczajg roznice istotne statystycznie pomig¢dzy grupami
narazonymi na poszczegolne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i
w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna-Whitneya; p<0,05);
* ** oznaczono réznice istotne statystycznie w obrebie danej formy srebra (AgNOs, PVP—
AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 1 12 miesigcy) (test Kruskala—
Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

W gruczole jelita srodkowego odnotowano istotny statystycznie spadek stezenia
ATP, wzgledem wartosci rejestrowanych dla grupy kontrolnej, niezaleznie
od zastosowanej formy srebra 1 zastosowanego czasu ekspozycji. Miesigczna ekspozycja
na srebro spowodowata zmniejszenie st¢zenia ATP na poziomie 5—krotnym w grupie
narazonej na AgNOs | 7-krotnym w grupie narazonej na PVP—AgNPs oraz 6—krotnym
w grupie narazonej na PVP—AgNPs, w odniesieniu do kontroli (p=0,04). Trzymiesi¢czne
podawanie metalu w pokarmie skutkowato kolejno 4—, 5—1 3—krotnym spadkiem st¢zenia
ATP w grupie AgNOs (p=0,04), PVP—AgNPs (p=0,04) 1 AgNPs (p=0,04), w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Dlugotrwata ekspozycja na wybrane formy srebra nie wywolala

istotnych zmian, w odniesieniu do kontroli (Ryc.4.26.; Aneks, Tab. A.11.).
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Ryc. 4.26. Stgzenie ATP (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny) w komarkach
gruczotu jelita srodkowego samic pajagka S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra
przez okres 1, 3 i 12 miesi¢cy. Rdézne litery (a, b) oznaczajg rdznice istotne statystycznie
pomigdzy grupami narazonymi na poszczegélne formy srebra w danym czasie ekspozycji
(1, 3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test
U Manna-Whitneya; p<0,05); n=6 — 10.

W komoérkach amputkowatych gruczotéw przednych nie odnotowano zadnych
zmian w poziomie st¢zenia ATP wzgledem grupy kontrolnej (Ryc. 4.27.; Aneks, Tab.
A.11)).
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Ryc. 4.27. Stgzenie ATP (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny)

w komorkach amputkowatych gruczotéw przednych samic pajaka S. grossa eksponowanych

na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Te same litery (a) oznaczajg brak

roznic istotnych statystycznie pomigdzy grupami narazonymi na poszczeg6lne formy srebra w

danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test

Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—Whitneya; p<0,05); n=6 — 10.
4.3.8. Ocena stosunku ADP/ATP

Najwigksze zmiany wielko$ci stosunku ADP/ATP rejestrowano w hemolimfie.

Po miesigcznej intoksykacji nanoczastkami srebra nastgpil blisko 4—krotny wzrost
wielkosci stosunku ADP/ATP w grupie narazonej na PVP—AgNPs oraz 7—krotny w grupie
narazonej na AgNPs, w odniesieniu do kontroli (odpowiednio p=0,02 1 p=0,02).
W przypadku 3 miesigcznego narazenia na AgNOs, wykazano zwigkszenie wielkosci
ADP/ATP blisko 8—krotne w poréwnaniu do kontroli (p=0,03). Z kolei 12—miesigczna

intoksykacja AgNO; skutkowata 4—krotnym zwigkszeniem wielko$ci tego parametru,

w porownaniu z grupg kontrolng (p=0,04) (Ryc. 4.28.; Aneks, Tab. A.12.).
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Ryc. 4.28. Stosunek ADP/ATP (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny)
w komorkach hemolimfy samic pajgka S. grossa eksponowanych na wybrane formy srebra
przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rozne litery (a, b) oznaczaja rdznice istotne statystycznie
pomigdzy grupami narazonymi na poszczegélne formy srebra w danym czasie ekspozycji
(1, 3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test
U Manna-Whitneya; p<0,05); * oznaczono réznice istotne statystycznie w obrebie danej formy
srebra (AgNOs;, PVP—AgNPs, AgNPs) migdzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12
miesiecy) (test Kruskala—Wallisa; p<0,05); n=6 — 10.

Niezaleznie od zastosowanej formy srebra i czasu ekspozycji w komorkach
gruczotu jelita srodkowego wykazano istotny wzrost wielkosci ADP/ATP, wzgledem
grupy kontrolnej. W grupie AgNO3 1 AgNPs po miesieczne] ekspozycji odnotowano
kolejno 8—krotny wzrost (p=0,02), natomiast w grupie PVP—AgNPs wzrost 15—krotny
(p=0,02). Z kolei trzymiesigczna ekspozycja w grupie AgNO3; wywotata 12—krotny
wzrost wielko$ci tego parametru (p=0,02), w przypadku grup otrzymujacych
PVP-AgNPs wzrost ponad 7-krotny (p=0,02), natomiast w grupie narazonej na AgNPs
13—krotny (p=0,02), w odniesieniu do kontroli. Dlugotrwale narazenie na AgNOs,
PVP-AgNPs oraz AgNPs skutkowato kolejno 13— (p=0,038), 11— (p=0,03) i 12—krotnym
(p=0,03) wzrostem wielkosci ADP/ATP, w poréwnaniu do wartosci kontrolnych (Ryc.

4.29.; Aneks, Tab. A.12.).
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Ryc. 4.29. Stosunek ADP/ATP (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl goérny)
w komorkach gruczotu jelita sSrodkowego samic pajgka S. grossa eksponowanych na wybrane
formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rozne litery (a, b, ¢) oznaczaja rdznice istotne
statystycznie pomiedzy grupami narazonymi na poszczegolne formy srebra w danym czasie
ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05;
test U Manna—Whitneya; p<0,05); n= 6 — 10.

W komorkach amputkowatych gruczotow przgdnych nie odnotowano istotnych
zmian w grupach badawczych w odniesieniu do grupy kontrolnej (Ryc. 4.30.; Aneks, Tab.

A12).
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Ryc. 4.30. Stosunek ADP/ATP (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 — kwartyl gorny)
w komorkach amputkowatych gruczotéw prz¢dnych samic pajgka S. grossa eksponowanych
na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesi¢cy. Te same litery (a) oznaczajg brak
roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupami narazonymi na poszczegoélne formy srebra w
danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—
Wallisa; p<0,05; test U Manna-Whitneya; p<0,05); n= 6 — 10.

4.4. IloSciowa ocena bialek metalotioneinopodobnych (MTs)

Wydhuzenie czasu ekspozycji na dziatanie zastosowanych form srebra skutkowato
istotnym  zwigkszeniem zawartosci  bialek  metalotioneinopodobnych  (MTs)
w hemolimfie samic pajgka S. grossa. W przypadku ekspozycji trwajacej jeden miesigc
notowano 10-krotny wzrost poziomu MTs we wszystkich analizowanych grupach
badawczych, w odniesieniu do kontroli (p=0,04). Trzymiesigczna suplementacja AgNO3
wywotata 18—krotny (p=0,03), a dwunastomiesigczna 20—krotny wzrost MTs (p=0,04),
w odniesieniu do grupy kontrolnej. W grupie narazonej na PVP—AgNPs odnotowano 10—
(p=0,03) 1 1l1-krotny (p=0,04) wzrost poziomu MTs, kolejno po trzech i dwunastu
miesigcach ekspozycji, w odniesieniu do grupy kontrolnej. Z kolei trzy—
1 dwunastomiesigczna suplementacja pokarmu AgNPs skutkowata kolejno 11— (p=0,03)
1 15—krotnym (p=0,04) wzrostem zawartosci tych bialek. Nie wykazano jednak ro6znic
istotnych statystycznie w poziomie tego parametru pomi¢dzy komplementarnymi
grupami (AgNOs;, PVP-AgNPs, AgNPs) w badanych czasach ekspozycji (1, 3 1 12
miesiecy) w tej tkance (Ryc. 4.31.; Aneks, Tab. A.13.).
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Ryc. 4.31. Poziom biatek metalotioneinopodobnych (mediana; Q25 — kwartyl dolny;
Q75 — kwartyl gorny) w hemolimfie samic pajgka S. grossa eksponowanych na wybrane formy
srebra przez okres 1, 3 1 12 miesiecy. Rozne litery (a, b) oznaczajg rdznice istotne statystycznie
pomiedzy grupami narazonymi na poszczeg6lne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1,
3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—
Whitneya; p<0,05); n=6 —10.

W przypadku gruczotu jelita Srodkowego rowniez zaobserwowano istotny wzrost
stezenia MTs, w odniesieniu do grupy kontrolnej po podaniu badanych form srebra
w kazdym czasie ekspozycji. W grupie samic narazonych na dzialanie AgNO3
w pokarmie przez miesigc wykazano 5—krotny wzrost (p=0,04), a po 3 1 12 miesigcach
13—krotny wzrost st¢zenia biatek metalotioneinopodobnych (odpowiednio: p=0,02;
p=0,02), w stosunku do kontroli. Z kolei w grupie eksponowanej na PVP-AgNPs
notowano 4-krotny wzrost MTs po miesigcu ekspozycji (p=0,04), natomiast
po 3 (p=0,02) 1 12 miesigcach (p=0,02) 8—krotny wzrost poziomu tych biatek,
w odniesieniu do grupy kontrolnej. Splementacja pokarmu AgNPs, w pordwaniu
z kontrola, skutkowata kolejno 4—, 8—1 10—krotnym wzrostem poziomu MTs po 1, 31 12
miesigcach ekspozycji (odpowiednio: p=0,04; p=0,02; p=0,02). Jednoczesnie wykazano
istotne réznice w poziomie tego parametru pomiedzy komplementarnymi grupami
(AgNOs;, PVP-AgNPs, AgNPs) w badanych czasach ekspozycji (1, 3 1 12 miesiecy).
W grupie pajakéw najkrocej narazonych na stosowane formy srebra poziom biatek MTs
byl nizszy od warto$ci notowanych u pajagkéw poddanych ekspozycji przez 3 1 12
miesi¢cy. Suplementacja pokarmu dla samic wybranymi formami srebra skutkowata

srednio 2—krotnym wzrostem poziomu tych biatek po trzy— i dwunastomiesi¢czne]
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intoksykacji, w odniesieniu do krétkoterminowej ekspozycji (AgNOs3: p=0,03;
PVP-AgNPs: p=0,04; AgNPs: p=0,04) (Ryc. 4.32.; Aneks, Tab. A.13.).
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Ryc. 4.32. Poziom biatek metalotioneinopodobnych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 —
kwartyl gérny) w gruczole jelita srodkowego samic pajgka S. grossa eksponowanych na
wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesiecy. Rozne litery (a, b, ¢) oznaczaja réznice
istotne statystycznie pomiedzy grupami narazonymi na poszczeg6lne formy srebra w danym
czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Kruskala—Wallisa;
p<0,05); * oznaczono roznice istotne statystycznie w obrgbie danej formy srebra (AgNOs,
PVP—-AgNPs, AgNPs) miedzy badanymi czasami ekspozycji (1, 3 i 12 miesiecy) (test
Kruskala-Wallisa; p<0,05); n= 6 — 10.

W komoérkach amputkowatych gruczotéw przednych nie odnotowano istotnych
zmian w poziomie MTs, pomi¢dzy analizowanymi grupami badawczymi, w odniesieniu

do grupy kontrolnej (Ryc. 4.33.; Aneks, Tab. A.13.).
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Ryc. 4.33. Poziom biatek metalotioneinopodobnych (mediana; Q25 — kwartyl dolny; Q75 —

kwartyl gorny) w amputkowatych gruczotach przgdnych samic pajgka S. grossa

eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12 miesigcy. Te same litery (a)

oznaczaja brak roznic istotnych statystycznie pomiedzy grupami narazonymi na poszczeg6lne

formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test

Kruskala—Wallisa; p<0,05; test U Manna—Whitneya; p<0,05); n=6 — 10.
4.5. Ocena ultrastruktury komorek w wybranych tkankach

Gruczotly przedne pajakow sktadajg si¢ z odcinka gruczotowego 1 diugiego
przewodu. Odcinek gruczolowy jest wyscielony nabtonkiem jednowarstwowym
spoczywajacym na bezkomorkowej blaszce podstawnej tworzac nablonek wydzielniczy.
W przypadku osobnikéw kontrolnych cytoplazma apikalna tych komorek byla bogata
w cysterny szorstkiego retikulum endoplazmatycznego 1 niewielkie pecherzyki o wnetrzu
jasnym elektronowo. Blona apikalna komorek formowata mikrokosmki. W okolicy
platowatego jadra komodrkowego identyfikowano liczne cysterny retikulum
endoplazmatycznego szorstkiego. Cata cytoplazma byla bogata w duze wakuole
z materialem klaczkowatym wewnatrz i1 liczne mitochondria. Ponadto obserwowano
nieliczne krople materialu zapasowego (Fot. 4.1. A). W przewodzie gruczotow przednych
lokalizowano nabtonek jednowarstwowy, ktorego komorki zawieraly glownie
mitochondria oraz cysterny szorstkiego retikulum endoplazmatycznego.
W grupach eksperymentalnych eksponowanych na AgNOs po 1, 3 1 12

miesigcach zaobserwowano stopniowg degeneracj¢ organelli i1 struktur komorkowych,
ktora poglebiata si¢ wraz z wydhuzajacym si¢ czasem eksperymentu. Cysterny retikulum

endoplazmatycznego oraz mitochondria ulegaty rozdgciu, ilos¢ ktaczkowatego materiatu
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wewnatrz wakuol malata, redukcji ulegaty takze krople materialu zapasowego (Fot. 4.1.
B-D). W grupie AgNO;s po roku ekspozycji wiele komorek gruczotu wykazywato cechy
nekrotyczne z rozdgtymi organellami oraz rozerwang blong komorkowa (Fot. 4.1. D).
W grupach narazonych na PVP-AgNPs po 1 oraz 3 miesigcach ekspozycji nie
zaobserwowano zadnych zmian na poziomie ultrastrukturalnym w komorkach
gruczotowych, w pordwnaniu z grupa kontrolng (Fot. 4.1. E-F). Natomiast w komoérkach
gruczotu osobnikéw z grup PVP-AgNPs po roku ekspozycji (Fot. 4.1. G) cysterny
retikulum endoplazmatycznego ulegaly rozdgciu, a w mitochondriach obserwowano
mniejsza liczbe grzebieni mitochondrialnych. Tak wigc w grupie tej uwidoczniono
aktywacj¢ procesow degeneracyjnych, jednak nie tak intensywna jak w grupie AgNOs po
roku ekspozycji. W cytoplazmie komorek gruczotu osobnikow z grup AgNPs po 1,31 12
miesigcach  ekspozycji nie zaobserwowano zadnych zmian na poziomie
ultrastrukturalnym, w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Fot. 4.1. H-J). Jedynie w grupach
tych pojawity sie liczne elektronowo geste ziarnistosci (Fot. 4.2.) nie obserwowane ani

w kontroli, ani w pozostatych grupach eksperymentalnych.
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Fot. 4.1. Komorki sekrecyjne amputkowatych gruczotow przednych S. grossa w grupie
kontrolnej (A) oraz grupach eksperymentalnych: AgNOs 1 miesigc (B), AgNOs 3 miesiace (C),
AgNOs 12 miesigey (D), PVP—AgNPs 1 miesiac (E), PVP-AgNPs 3 miesiace (F), PVP—AgNPs
12 miesigcy (G), AgNPs 1 miesigc (H), AgNPs 3 miesigce (I), AgNPs 12 miesigcy (J). Cysterny
reticulum endoplazmatycznego (er), mitochondria (m), jadro komoérkowe (n), wakuole (v),
materiat zapasowy (r). TEM. (A) Bar = 1.1 um. (B) Bar = 1.7 um. (C) Bar =1 um. (D) Bar= 1.8
um. (E) Bar = 1.7 um. (F) Bar = 1.1 um. (G) Bar = 1.6 um. (H) Bar = 1.7 um. (I) Bar = 1.1 um.
(J) Bar = 1.8 pm.
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Fot. 4.2. Fragment komorki sekrecyjnej amputkowatych gruczotéw przednych samicy pajaka
S. grossa z grupy eksponowanej na AgNPs przez 3 miesigce. Mitochondria (m), wakuole (v),

elektronowo—ggste ziarnistosci (strzatki, okrag). TEM. Bar = 0.3 um.

Granulocyty bedace najliczniejszymi hemocytami w hemolimfie pajakéw

S. grossa posiadaty platowate lub owalne jadro komorkowe z elektronowo gestymi
skupiskami heterochromatyny. Cala cytoplazma byla bogata w homo— i heterogenne
granule z materiatem o roéznej gestosci elektronowej, liczne mitochondria oraz ziarna
glikogenu. Cytoplazma zawierata takze pojedyncze niewielkie wakuole o wngtrzu jasnym
elektronowo oraz cysterny retikulum endoplazmatycznego (Fot. 4.3. A). W cytoplazmie
granulocytow grupy AgNOs po 1 1 3 miesigcach ekspozycji zaobserwowano zmniejszong
liczbe elektronowo gestych granuli charakterystycznych dla tych komorek, natomiast
zmiany w ultrastrukturze organelli komorkowych nie byty odnotowane (Fot. 4.3. B-C).
W grupie AgNO; po 12 miesigcach ekspozycji w cytoplazmie wielu granulocytow
wykazano cechy nekrotyczne: jasng elektronowo i ubogg w organelle, ktorych btony
czgsto sg porozrywane. W takich granulocytach dochodzito do redukcji liczby
elektronowo gestych ziarnistosci (Fot. 4.3. D). W grupie PVP-AgNPs po 1, 3 1 12
miesigcach ekspozycji cytoplazma byta jasna elektronowo i dochodzito do zmniejszenia
liczby organelli wystepujacych na jej terenie. Organelle jednak nie posiadaty zmienione;j
ultrastruktury, w pordwnaniu z grupg kontrolng (Fot. 4.3. E-G). W cytoplazmie
granulocytow osobnikow z grupy AgNPs po 1, 3 i 12 miesigcach ekspozycji nie
zaobserwowano zadnych zmian na poziomie ultrastrukturalnym, w poréwnaniu do grupy
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kontrolnej (Fot. 4.3. H-J). Brak jednak elektronowo gestych ziarnisto$ci obserwowanych

w cytoplazmie gruczoldow przednych z tych grup eksperymentalnych.

Fot. 4.3. Hemocyty S. grossa w
1 miesigc (B), AgNOs 3 miesiace (C), AgNO; 12 miesiecy (D), PVP—AgNPs 1 miesiagc (E), PVP—
AgNPs 3 miesigce (F), PVP-AgNPs 12 miesiecy (G), AgNPs 1 miesigc (H), AgNPs 3 miesigce
(I), AgNPs 12 miesiecy (J). Ziarnistosci o rd6znej gestosci elektronowe;j (g), jadro komorkowe (n),
wakuole (v), mitochondria (m). TEM. (A) Bar = 1.1 um. (B) Bar = 1.4 pm. (C) Bar = 1.6 um.
(D) Bar = 1.7 ym. (E) Bar = 1.8 um. (F) Bar = 1.8 pm. (G) Bar = 1.6 um. (H) Bar = 1.3 pm. (I)
Bar=1.6 um. (J) Bar = 1.5 pm.
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4.6. IloSciowa i jakosciowa ocena skladu aminokwaséw w przedzy lownej

IloSciowa 1 jakoSciowa analiza sktadu aminokwaséw w przedzy lownej samic
pajaka S. grossa metoda chromatografii cienkowarstwowej z densytometrig potwierdzita
obecnos$¢ czterech gtownych aminokwasow budujacych jedwab pajeczy — alaniny (Ala),
glicyny (Gly), histydyny (His) i fenyloalaniny (Phy). Analiza jako$ciowa skladu
aminokwasowego oraz iloSciowa ocena zawarto$ci poszczegdlnych aminokwasow
w analizowanych grupach badawczych nie wykazata istotnych réznic, w poréwnaniu

do grupy kontrolnej (Tab. 4.2., 4.3.; Fot. 4.4.).

Fot. 4.4. Przykltadowy chromatogram przedstawiajacy Sciezki rozdziatu aminokwasow
w hydrolizatach jedwabiu pajeczego uzyskanych od pajakoéw nalezacych do analizowanych
grup badawczych (1 — kontrola, 2 — AgNO;3 1 miesigc, 3 — AgNO; 3 miesigce, 4 — AgNO;
12 miesigecy, 5 — PVP—AgNPs 1 miesiagc, 6 — PVP—AgNPs 3 miesigce, 7 — PVP-AgNPs
12 miesigcy, 8 ~AgNPs 1 miesigc, 9 —AgNPs 3 miesiace, 10 — AgNPs 12 miesigcy dla czterech
wzorcow o—aminokwasow (His, Gly, Phe i Ala).
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Tab. 4.2. Warto$ci wspotczynnika korelacji (Rr), krzywe kalibracyjne oraz odpowiednie wartosci LOD i LOQ dla czterech standardow o—aminokwasow (n = 6).

a—aminokwas Re krzywa wspolczynnik SD LOD LOQ
(£0.02) kalibracji korelacji, r [ng [ng
y=ax+bhb
L-histydyna (His) 0,11 y =116,9x + 273,6 0,995 7,07 190 568
L—glicyna (Gly) 0,36 y =370,1x + 176,2 0,990 16,22 156 459
L-alanina (Ala) 0,47 y=7249x + 1745 0,989 20,99 102 304
L—fenyloalanina (Phe) 0,74 y =199,2x + 144,9 0,995 9,19 154 457
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Tab. 4.3. Zawarto$¢ (ug = mg jedwabiu™') czterech e—aminokwasow w sieciach pajeczych (pochodzacych z grupy kontrolnej oraz z grup eksponowanych na
AgNOs, AgNPs—PVP i AgNPs przez okres odpowiednio 1 miesigca, 3 miesiecy i 12 miesigcy) oraz catkowita zawarto$¢ czterech o—aminokwaséw w badanym
jedwabiu pajeczym (n = 6).

a—aminokwas RF kontrola AgNOs AgNPs-PVP AgNPs
(£0.02)
ug = mg jedwabiu?
1 3 12 1 3 12 1 3 12
miesigc  miesiace miesiecy miesigc  miesigce miesiecy miesigc  miesigce miesiecy
L-histydyna (His) 0,11 127,02 122,41 121,36 121,36 124,52 126,32 125,72 121,46 123,86 12,11
L—glicyna (Gly) 0,36 130,28 122,87 126,81 125,78 127,94 128,58 129,38 124,73 125,37 128,27
L-alanina (Ala) 0,47 115,24 111,96 109.16 114,07 119,78 116,14 115,42 113,26 116,06 112,54

L—fenyloalanina (Phe) 0,74 163,49 156,85 151.89 158,99 177,17 168,29 165,99 161,84 160,93 162,03

Suma 536,02 514,09 509,19 520,36 549,41 539,33 536,51 521,29 526,22 528,95
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4.7. Ocena architektury sieci

Niezaleznie od zastosowanej formy srebra oraz zadanego czasu ekspozycji,
zarowno w przypadku struktur jednoniciowych, dwuniciowych jak i wieloniciowych
obserwowano istotne zmniejszenie srednicy wtokien, w porownaniu z grupg kontrolng.

Ekspozycja na AgNOs spowodowala zmniejszenie S$rednicy widkien
pojedynczych o 51% (odpowiednio dla 1 miesiagc: p=0,01; 3 miesigce: p=0,003;
12 miesigcy: p=0,001), w strukturach dwuniciowych $rednica wtokna zmniejszyta sig¢
o 54% (p=0,0002), 48% (p=0,0001) 1 50% (p=0,0002), natomiast w strukturach
wieloniciowych o 48% (p=0,0001), 32% (p=0,0001) 1 52% (p=0,0001), kolejno po 1, 3,
1 12 miesigcach narazenia na AgNO3, w odniesieniu do kontroli (Ryc. 4.34.; Ryc. 4.35.;
Ryc. 4.36.; Aneks, Tab. A.14.; Fot. 4.5.; Fot. 4.6.; Fot. 4.7.).

Podawanie PVP-AgNPs w pokarmie, kolejno przez 1, 3, i 12 miesiecy,
skutkowalo zmniejszeniem $rednicy witokna o 59% (p=0,002), 54% (p=0,002) i 62%
(p=0,0014) w strukturach jednoniciowych, 19% (p=0,0002), 38% (p=0,0001) i 19%
(p=0,0002) w strukturach dwuniciowych oraz 32% (p=0,007), 28% (p=0,0001) i 52%
(p=0,0001) w strukturach wieloniciowych, w poréwnaniu do wartos$ci kontrolnych
(Ryc. 4.34.; Ryc. 4.35.; Ryc. 4.36.; Ancks, Tab. A.14.; Fot. 4.5.; Fot. 4.6.; Fot. 4.7.).

Suplementacja pokarmu AgNPs spowodowata zmniejszenie $rednicy widkien
w strukturach jednoniciowych $rednio o 59% (p=0,001), 54% (p=0,001) 1 70%
(p=0,0003), w strukturach dwuniciowych o 38% (p=0,0002), 42% (p=0,0001) 1 54%
(»p=0,0002), natomiast w strukturach wieloniciowych o 40% (p=0,0001), 52%
(»=0,0001) 1 56% (p=0,0001), kolejno po 1, 3 1 12 miesigcach (Ryc. 4.34.; Ryc. 4.35,;
Ryc. 4.36.; Aneks, Tab. A.14.; Fot. 4.5.; Fot. 4.6.; Fot. 4.7.).
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Ryc. 4.34. Poréwnanie srednicy pojedynczych wiokien jedwabiu pajeczego samic pajaka
S. grossa (um) ($rednia = SD) eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3 i 12
miesiecy. Rozne litery (a, b) oznaczajg rdznice istotne statystycznie pomiedzy grupami
narazonymi na poszczegolne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesiecy)
Tukey’a;

1 w odniesieniu do kontroli

n=15 - 20.
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Ryc. 4.35. Porownanie srednicy wtokien w strukturach dwuniciowych jedwabiu pajeczego samic
pajaka S. grossa (um) (srednia + SD) eksponowanych na wybrane formy srebra przez okres 1, 3
i 12 miesiecy. Rozne litery (a, b) oznaczaja roznice istotne statystycznie pomiedzy grupami
narazonymi na poszczeg6lne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i w

p<0,05;

test t-Studenta;
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odniesieniu do kontroli (test Tukey’a; p<0,05; test t—Studenta; p<0,05); n= 15 — 20.
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Ryc. 4.36. Porownanie $rednicy widkien w strukturach wieloniciowych jedwabiu pajeczego
samic pajgka S. grossa (um) ($rednia = SD) eksponowanych na wybrane formy srebra przez
okres 1, 3 i 12 miesigcy. Rdzne litery (a, b) oznaczaja roznice istotne statystycznie pomiedzy
grupami narazonymi na poszczegoélne formy srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12
miesiecy) i w odniesieniu do kontroli (test Tukey’a; p<0,05; test t-Studenta; p<0,05);
n=15 - 20.
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Fot. 4.5. Wizualizacja reprezentatywnych wildkien (um) wystepujacych jako pojedyncze
struktury w sieciach produkowanych przez samice Steatoda grossa z poszczegdlnych grup
doswiadczalnych (Im, 3m, 12m — czas ekspozycji na metal; AgNOs, PVP—AgNPs, AgNPs —
zwigzki, ktoérymi suplementowano pozywki, na ktorych hodowano ofiary pajakow).
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Fot. 4.6. Wizualizacja reprezentatywnych wiokien (um) wystepujacych jako struktury
dwuniciowe w sieciach produkowanych przez samice Steatoda grossa z poszczegoélnych grup
doswiadczalnych (Im, 3m, 12m — czas ekspozycji na metal; AgNOs, PVP—AgNPs, AgNPs —
zwigzki, ktorymi suplementowano pozywki, na ktérych hodowano ofiary pajakow).
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Fot. 4.7. Wizualizacja reprezentatywnych wiokien (um) wystepujacych jako struktury
wieloniciowe w sieciach produkowanych przez samice Steatoda grossa z poszczegdlnych grup
doswiadczalnych (Im, 3m, 12m — czas ekspozycji na metal; AgNOs, PVP—AgNPs, AgNPs —
zwigzki, ktorymi suplementowano pozywki, na ktérych hodowano ofiary pajakow).
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Dodatkowo dla wszystkich analizowanych grup uzyskano obrazy SEM
i odpowiadajace im widma EDX. Fot. 4.8. pokazuje przykladowe mikrofotografie
1 widma emisji promieniowania rentgenowskiego dla losowo wybranych punktow
we wioknach jedwabiu, uzyskanych w poszczegolnych grupach badawczych. Wyniki
analizy EDX wykazaty w sktadzie pierwiastkowym wybranych obszaréw pasm gtownie
wegiel, azot i tlen, ktore powszechnie wystepuja w aminokwasach budujacych jedwab
pajeczy. Sygnaty swiadczace o obecnosci ztota i aluminium wynikaly z obecnosci tych
pierwiastkow w powtoce napylajace;j i stoliku, do ktorego przymocowano sieci. Analiza

EDX nie potwierdzita obecnosci srebra w sieciach.
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Fot. 4.8. Przyktady obrazéw SEM i odpowiadajacych im widm EDX uzyskanych dla nici wytwarzanych przez samice narazone na Ag;

srebra osiagneta 0%.

KONTROLA

12000

105

10 um

AgNPs
|9343m€5535

zawartos¢



4.8. Ocena kalorycznosci sieci fownych

Przeprowadzona ocena kalorycznosci sieci townych w przeliczeniu na
J-g 7! suchej masy jedwabiu nie wykazata istotnych réznic pomiedzy analizowanymi
grupami badawczymi, w odniesieniu do grupy kontrolnej (Tab. 4.4.; Aneks, Tab. A.15.).

Analiza kaloryczno$ci sieci w przeliczeniu na osobnika po intoksykacji AgNO3
wykazata 43% (p=0,04), 62% (p=0,0002) 1 43% (p=0,02) zmniejszenie kalorycznos$ci
sieci, kolejno po 1, 3 1 12 miesigcach ekspozycji, w poréwnaniu do kontroli. W przypadku
podania pokarmu suplementowanego PVP—AgNPs spadek ten wynosit 50% (p=0,012),
57% (p=0,0002) 1 45% (p=0,03) w odniesieniu do kontroli, natomiast narazenie
na AgNPs spowodowato spadek na poziomie 52% (p=0,01), 57% (p=0,0002) 1 48%
(p=0,03), kolejno po 1, 3 12 miesigcach ekspozycji, w porownaniu z grupa kontrolng
(Tab. 4.4.; Aneks, Tab. A.16.).
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Tab. 4.4. Warto$ci kaloryczne sieci fownych w przeliczeniu na J-g™' suchej masy jedwabiu oraz w przeliczeniu na osobnika. Rozne litery (a, b) oznaczajg roznice
istotne statystycznie pomiedzy poszczegdlnymi formami srebra w danym czasie ekspozycji (1, 3 lub 12 miesigcy) i w odniesieniu do kontroli (test Tukey’a;
p<0,05; test t—Studenta; p<0,05); * oznaczono roznice istotne statystycznie pomi¢dzy komplementarnymi grupami (kontrola, AgNOs;, PVP—-AgNPs, AgNPs) w
badanych czasach ekspozycji (1, 3 1 12 miesiecy) ( test Tukey’a; p<0,05); n=10 — 15.

J-g"! suchej masy jedwabiu

AgNO; AgNPs-PVP AgNPs
kontrola 1 3 12 1 3 12 1 3 12
miesigc miesiace  miesiecy miesiac miesigce miesiecy  miesiagc  miesigce  miesigcy
Srednia 21,9522 22,531% 18,365  21,517% 16,595 23,069%  14,764*  16,655%  21,683%  14,045°
SD +1,825 +4,405 +4,645 +4,873 +5,908 +10,680  £6,211 +6,256 +8,618 +5,936
J/osobnika
AgNO; AgNPs-PVP AgNPs
kontrola 1 3 12 1 3 12 1 3 12
miesiac miesiagce  miesiecy miesiac miesigce miesiecy  miesiagc  miesigce  miesigcy
Srednia ~ 25500* 12,027° 7,908 ®* 11,895° 10,495° 8,958° 11,626° 9,944° 9,137° 11,354°
SD +4,799 +3,033 +1,768 +4,105 +5,031 +1,366 +4,603 +5,282 +0,494 +4,865
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5. DYSKUSJA

Nanoczastki wykorzystuje si¢ w wielu galgziach przemystu, a ich obecnos¢
w produktach stosowanych w zyciu codziennym staje si¢ coraz bardziej powszechna.
Poczatkowe przekonanie badaczy, ze nanoczastki nie wywotujg niekorzystnych zjawisk
w S$rodowisku naturalnym i w organizmach, jest obecnie kwestionowane. Szybki
i niekontrolowany rozwdj nanotechnologii prowadzi do wystepowania zagrozen
zwigzanych z emisjg nanoczastek do atmosfery, zbiornikow wodnych i gleby, gdzie moga
one ulega¢ transformacjom lub gromadzeniu. Jak wykazano, szczegdlne
niebezpieczenstwo moga stanowi¢ nanoczastki nieorganiczne, ktére sa oparte o metale
cigzkie. Losy nanoczastek w $rodowisku nie s3 do konca poznane, nie mozna wigc
wykluczy¢ powstania bardziej toksycznych polaczen. W zwiazku z tym, stopniowo
wdrazane sg metody oceny zagrozen $rodowiskowych, zwigzanych z ich stosowaniem
oraz wprowadzane sg normy $rodowiskowego i zawodowego narazenia na takie formy
zanieczyszczen (Stander i in., 2011; Hristozov i in., 2016; Velicogna i in., 2016; Vazquez—
Mufioz i in., 2017; Vogt i in., 2019; Ale 1 in.; 2024). Jednakze rzetelna analiza zagrozen
jest trudna do przeprowadzenia ze wzgledu na duze zrdznicowanie toksycznos$ci
poszczeg6lnych nanoczastek, nawet jesli zostaly one utworzone z tego samego materiatu.

Utrzymanie homeostazy organizmu bezposrednio koreluje ze skuteczng adaptacja
do czynnikéw stresowych, wystepujacych w §rodowisku naturalnym. Jak przedstawiono
we wstepie, nanosrebro jest induktorem stresu oksydacyjnego na poziomie
komoérkowym, a generowane reaktywne formy tlenu (ROS) zaburzajg procesy
metaboliczne oraz aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych 1 detoksykacyjnych (Carlson
1in., 2008; Foldbjerg i in., 2009; Yin i in., 2013; Gliga i in., 2014; Sendra i in., 2017; Ale
1 in., 2018a; Ale i in., 2018b; Hazeem 1 in., 2019; Pham, 2019; Ale i in., 2024).
W dostegpnej literaturze brakuje informacji na temat wplywu nanoczastek, w tym
nanosrebra na pajgki. Pajgki bedac konsumentami drugiego 1 wyzszych rzedow,
odgrywaja kluczowg role w obiegu materii i1 energii w sieciach troficznych. Jednak ta
pozycja w lancuchach pokarmowych sprzyja wysokim stezeniom metali w ich ciele
w wyniku proceséw biomagnifikacji. Powszechna obecno$¢ pajakéw w srodowiskach
skazonych metalami, wskazuje na powstawanie 1 wykorzystanie specyficznych
mechanizmow adaptacyjnych, ktore chronig te drapiezniki przed szkodliwym dzialaniem
metali, przedostajacych si¢ do ich organizmu przede wszystkim przez uktad pokarmowy.

W niniejszej pracy analizowano, czy i do jakiego stopnia srebro w postaci AgNO;
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1 w dwoch réznych formach nanometrycznych (PVP—AgNPs; nanosrebro w osnowie
poliwinylopirolidonu i AgNPs; niejonowe srebro koloidalne), podane pajakom Steatoda
grossa (Theridiidae) w uproszczonym modelu tancucha pokarmowego (pozywka
suplementowana r6znymi formami srebra — muchy Drosophila hydei — pajak), moga
powodowac efekty cytotoksyczne w wybranych narzadach (gruczotach przednych,
gruczole jelita S$rodkowego 1 hemolimfie) oraz modyfikowa¢ wiasciwosci
fizykochemiczne przedzy townej. Prowadzenie badan w aspekcie krotko—
1 dhugoterminowej intoksykacji mialo na celu oceni¢ stopien zmian degeneracyjnych

1 metabolicznych w wymienionych tkankach.

5.1. Stezenie srebra w cialach pajakow

Pajaki jako bezkregowce drapiezne 1 polifagiczne sg  zaliczane
do makrokoncentratorow metali, czyli gatunkéw kumulujacych metale powyzej stezenia
srodowiskowego (Dallinger, 1993). Badania ekotoksykologiczne wykazaty, ze roznice
w poziomie kumulacji metali przez pajaki zaleza zarowno od rodzaju odtawianych ofiar,
jak rowniez strategii zdobywania pokarmu i intensywnosci towieckiej (Babczynska i in.,
2011a; Wilczek, 2017). Wykazano, ze aktywnie polujace gatunki (nie budujace sieci)
gromadzg znacznie wigksze st¢zenia metali w ciele, w pordwnaniu do gatunkéw
sieciowych. Poziom metali moze by¢ zrdéznicowany takze w zaleznosci od plci 1 wieku
osobnikoéw (Wilczek i in., 2008; Migula i in., 2013; Wilczek, 2017; Rybak i in., 2019).

Wigkszos¢ danych literaturowych odnosnie transferu srebra w tancuchach
pokarmowych odnosi si¢ do pobierania AgNPs przez organizmy na skutek
jednorazowych ekspozycji na okreslone st¢zenia metali w kontrolowanych testach
laboratoryjnych (Makama i in., 2016). W kilku doniesieniach opisano takze procesy
bioakumulacji srebra obecnego w glebie w formie AgNPs wraz z drogg przemieszczania
si¢ metalu z gleby do sieci troficznych, z uwzglednieniem mozliwosci pobierania tego
pierwiastka przez organizmy denne, rosliny i ryby, wraz z prognozowanymi
konsekwencjami dla organizmu cztowieka (Zhao i in., 2021). Krétko— 1 dlugoterminowa
(do 52 tygodni) ekspozycja na AgNPs potwierdzita wyrazng zdolno$¢ do przyswajania
i akumulacji srebra u skaposzczetow z gatunku Eisenia fetida (Diez—Ortiz i in., 2015).
Z kolei wyniki badan 28-dniowej ekspozycji na rozne formy AgNPs wskazaty
na zroznicowanie szybkos$ci bioakumulacji u dzdzownic Lumbricus rubellus w zaleznosci
od rodzaju zastosowanej osnowy dla nanoczgstek (Makama i in., 2016). Ponadto

absorpcja i akumulacja AgNPs zostala wielokrotnie wykazana u organizméw wodnych.

109



Na przyktad ryby stodkowodne (Prochilodus lineatus, Piaractus mesopotamicus,
Cyprinus carpio) gromadzity AgNPs w mozgu, jelitach, skrzelach i watrobie zar6wno po
krotkotrwatym, jak i dlugotrwatym narazeniu na metal (Lee 1 in., 2012; Ale 1 in., 2018a;
Ale 1in., 2018b; Cazenave i in., 2019; Ale i in., 2021a; Ale 1 in., 2021b; Haghighat i in.,
2021). Podobne wyniki otrzymano w przypadku stodkowodnych stawonogow
zaliczanych do grupy wioslarek Daphnia similis (Artal i in., 2013; Yan i in., 2020).
W innych badaniach, pomimo przewidywalnej sedymentacji w wodzie morskiej
i potencjalnego zmniejszenia biodostepnosci metalu, bioakumulacje AgNPs
zaobserwowano takze u matzy morskich np. Mytilus galloprovincialis, Chlamys
islandica, Scrobicularia plana (Al-Sid—Cheikh i1 in., 2013; Buffet i in., 2013; Ale i in.,
2019) oraz wieloszczetow Nereis diversicolor w uj$ciach rzek (Cong i in., 2014; Garcia—
Reyeroiin., 2015). Z kolei w przypadku stodkowodnych alg z gatunku Chlorella vulgaris
I Ochromonas danica wykazano, ze AgNPs sg wigzane na powierzchni komorek i nie sg
przez nie przyswajane, natomiast jony Ag* sa w stanie przeniknag¢ do komorek (Miao
1in., 2010; Kalman i in., 2015; Chen i in., 2019; Corsi i in., 2022).

W przypadku zastosowania uktadu eksperymentalnego z samicami pajaka
S. grossa eksponowanymi krotko— 1 dlugoterminowo na wybrane formy srebra,
odnotowano wzrost stezenia tego pierwiastka w ciele wraz z wydluzeniem czasu
narazenia, wzgledem grupy kontrolnej. Po dwunastomiesigcznej ekspozycji, st¢zenie
srebra w grupach otrzymujacych srebro w karmie w postaci AgNOz, PVP-AgNPs lub
AgNPs wzrosto odpowiednio 65—, 43— i 45—krotnie, w odniesieniu do grupy otrzymujace;j
karme¢ niezanieczyszczong. Dodatkowo, stezenie srebra w ciele osobnikow
otrzymujacych pokarm zanieczyszczony przez okres 12 miesigcy byto $rednio 26—, 22—
I 28-krotnie wyzsze, niz u pajakow eksponowanych na srebro przez cztery tygodnie,
kolejno w grupach suplementowanych AgNOs, PVP-AgNPs i AgNPs. Otrzymane
rezultaty wskazuja, ze zdolno$¢ do gromadzenia srebra przez S. grossa jest zalezna
od formy metalu, ktérg suplemntowano ofiary pajakow. Zanieczyszczenie karmy
formami nanoczastek srebra, skutkowato nizszym stgzeniem tego pierwiastka w ciele
pajakow po dlugotrwatej ekspozycji, niz w przypadku podania AgNOs. Dodatkowo
zawartos¢ srebra w ciele pajgkéw zalezalta od dlugosci okresu narazenia
na zanieczyszczony pokarm. W zwiazku z tym, ze w trakcie trwania eksperymentu nie
obserwowano nasilonej $miertelnosci osobnikow w grupach narazonych na srebro,
w pordwnaniu z kontrola, mozna wnioskowac¢, ze S. grossa cechujg si¢ duza tolerancja

na wysokie stezenia tego metalu w organizmie.
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5.2. Wplyw AgNPs na parametry antyoksydacyjne i efekt cytotoksyczny

Ekspozycja organizmu na zanieczyszczenia, w tym nanoczastki srebra, moze by¢
zrodtem stresu oksydacyjnego, wynikajacego ze zwigkszonej produkcji reaktywnych
form tlenu (ROS) i/lub hamowania aktywno$ci przeciwutleniajacej systemow
antyoksydacyjnych komorek (Park i in., 2010; McShan i in., 2014). W literaturze mozna
znalez¢ wiele doniesien dotyczacych biodystrybucji AgNPs w organizmach, ale wiedza
dotyczgca mechanizmoéw ich toksycznosci weigz wymaga dalszych badan 1 uzupehnienia.
Szczegdlnie malo uwagi poswigca si¢ badaniu form nanometrycznych srebra
w warunkach in vivo, pomimo ich narastajacej obecnos$ci w produktach konsumenckich
i r6znych technologiach.

Wigkszo§¢ zmian biochemicznych w komoérkach byla spowodowana
toksyczno$cig AgNPs, co zostalo potwierdzone w kilku modelach in vitro (Ale 1 in.,
2024). AgNPs ze wzgledu na silng reaktywno$¢ powoduja wzmozenie produkceji
reaktywnych form tlenu, ktorych skutki cytotoksyczne wykazano w badaniach
prowadzonych na roznych grupach zwierzat (Carlson i in., 2008; Gliga 1 in., 2014).
Analiza markerow stresu oksydacyjnego w organizmach narazonych na dziatanie AgNPs,
pozwolita potwierdzi¢, ze jest to jeden z glownych mechanizméw toksycznosci
wymienionych form srebra w odpowiedzi na ich internalizacje do komorek (zjawisko
znane réwniez jako ,.efekt konia trojanskiego”) (Park i in.,2010; McShan 1 in., 2014).
Po przedostaniu si¢ do komoérek, AgNPs generuja wytwarzanie reaktywnych form tlenu
1 w konsekwencji aktywacj¢ ukladu antyoksydacyjnego. Nadprodukcja ROS moze
spowodowac uszkodzenia oksydacyjne w skladnikach komorkowych, takich jak DNA,
biatka i lipidy (Rocha i in., 2013). Wykazano, ze AgNPs zmniejszaja przezywalnos¢
wielu ssaczych linii komoérkowych, np.: monocytéw (Foldbjerg i in., 2009) i makrofagow
(Carlson i in., 2008). Stwierdzono, ze jest to spowodowane powstaniem stresu
oksydacyjnego i nadprodukcja ROS, ktora prowadzi do $§mierci komoérkowej na drodze
nekrozy lub apoptozy (Carlson i in., 2008; Foldbjerg 1 in., 2009). Podobne rezultaty
zwigzane z nasileniem proceséw $mierci komorkowej uzyskano w przypadku inkubacji
szczurzych komorek ziarnistych mézdzku z AgNPs. Nanoczastki srebra powodowaty
wzrost produkcji ROS, czemu towarzyszyto zmniejszenie puli zredukowanego glutationu
(GSH) (Yin i in., 2013). Nasilenie stresu oksydacyjnego obserwowano réwniez podczas
ekspozycji pierwotnych korowych komodrek neuronalnych na AgNPs. W tym przypadku
odnotowano wzrost produkcji ROS, karbonylacje bialek i podwyzszong ekspresje biatka

HO-1 (Haase i in., 2012), majacego wlasciwosci przeciwutleniajace 1 cytoprotekcyjne
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oraz bioragcego udzial w wyciszeniu stanu zapalnego (Kozakowska i in., 2015).
Szczegoblnie u gatunkow fitoplanktonowych szeroko opisuje si¢ uszkodzenia oksydacyjne
w przypadku zanieczyszczen wody AgNPs (Sendraiin., 2017; Hazeemiin., 2019; Pham,
2019). Zmiany aktywnos$ci enzyméw przeciwutleniajagcych opisano miedzy innymi
w watrobie 1 skrzelach ryb stodkowodnych, jako narzadéw najbardziej narazonych na
dziatanie AgNPs (Lee i in., 2012; Bacchetta i in., 2017; Ale i in., 2018a; Ale i in., 2018b).
Wsroéd opisanych enzymow przeciwutleniajagcych najczesciej badano dysmutaze
ponadtlenkowa (SOD), katalazg (CAT) 1 S—transferaze glutationowa (GST). Poza tym
uzytecznym markerem nieenzymatycznym okazal si¢ GSH, ktérego poziom byt istotnie
obnizony oraz wielko$¢ catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC) (Massarsky
1in., 2014; Taju i in., 2014; Ale 1 in., 2021a; Ale 1 in., 2021b).

Dotychczasowe analizy procesow detoksykacyjnych u pajagkow narazonych
na dziatanie metali, przeprowadzone u osobnikow odlowionych z terenu, potwierdzaja
mozliwo§¢  uruchamiania  enzymatycznych i1  nieenzymatycznych  reakcji
antyoksydacyjnych 1 wskazuja rowniez na specyficzno$¢ gatunkowg takich odpowiedzi
(Wilczek 1 Migula, 1996; Wilczek i in., 2003; Wilczek i in., 2004; Wilczek 1 in., 2008).
Samice sieciowego pajaka Agelena labyrinthica odlowione z terendw silnie
zanieczyszczonych otowiem 1 cynkiem cechowal wysoki poziom aktywnosci
peroksydazy selenozaleznej (GPOx) 1 niezaleznej od selenu (GSTPx), a takze wysokie
stezenie glutationu (GSH). Jednoczes$nie w tych samych warunkach pajaki nie budujace
sieci Pardosa lugubris charakteryzowaly si¢ znaczaco nizszym poziomem GSH, GPOx
1 GSTPx niz pajgki sieciowe (Wilczek 1 in.,, 2004). Podobnie w badaniach
przeprowadzonych na innym przedstawicielu rodziny Lycosidae, Pardosa palustris
wykazano, ze wysokiemu st¢zeniu w ciele takich metali jak Zn, Pb 1 Cd towarzyszyta
wysoka aktywnos$¢ katalazy. Z kolei u przedstawicieli osnuwikowatych, Linyphia
triangularis nasileniu reakcji antyoksydacyjnych zwigzanych z aktywnoscig CAT 1 SOD,
towarzyszyta niska kumulacja metali w tkankach (Wilczek 1 Migula, 1996). W przypadku
pajakéw, wykazano rowniez plciowe rdéznice w zdolnosciach do obrony
antyoksydacyjnej. U samic wilczego pajaka Xerolycosa nemoralis narazenie na pestycyd
spowodowato wzrost aktywnosci CAT 1 SOD , za$ u samcoéw wzrosta aktywnos¢ GPOx,
GSTPx 1 CAT (Wilczek i in., 2013). Ponadto samice tego gatunku byty bardziej odporne
na stres zwigzany z wydluzeniem okresu gtodzenia niz samce, u ktérych w warunkach
niedoboru pokarmu obserwowano wzrost aktywnos$ci CAT, GSTPx, GR (reduktaza

glutationowa) oraz poziomu TAC (Stalmach i in., 2015a). Zr6znicowanie komorkowych
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odpowiedzi antyoksydacyjnych, be¢dacych wyrazem uruchamianych mechanizméw
obronnych, moga przektada¢ si¢ u pajakow na okreslone zdolnosci do kompensowania
efektow, wywolanych dziataniem czynnikéw stresogennych i decydowaé o sktadzie
gatunkowym arachnocenoz na terenach zanieczyszczonych (Wilczek i in., 2008).

W odniesieniu do tej grupy bezkregowcdw nie ma jednak danych literaturowych
na temat wplywu nanoczastek metali, w tym nanoczastek srebra na komoérkowe
odpowiedzi antyoksydacyjne. W pracy tej Scisle kontrolowano warunki eksperymentu
zaré6wno w odniesieniu do czasu ekspozycji, jak i dawki oraz formy metalu, co pozwolito
porownac efekty zastosowanych form srebra, w odniesieniu do wybranych parametrow
antyoksydacyjnych i cytotoksycznych. Wykazano, ze suplementacja ofiar pajakow
zarowno AgNOs, jak 1 PVP-AgNPs oraz AgNPs powodowala nasilenie stresu
oksydacyjnego w komorkach hemolimfy, gruczotu jelita $rodkowego oraz
amputkowatych gruczotach przednych S. grossa. Poziom aktywno$ci mierzonych
parametrow antyoksydacyjnych zalezal jednak wyraznie od formy metalu i czasu
ekspozycji. Najwyzsza aktywnos¢ katalazy, ktora uczestniczy w neutralizacji nadtlenku
wodoru, odnotowano w komorkach gruczolu jelita $rodkowego. W narzadzie tym,
suplementacja pokarmu AgNO3 spowodowata 3—krotny wzrost aktywnosci CAT po 113
miesigcach ekspozycji, natomiast po 12 miesigcach wzrost ten byt 2-krotny,
w odniesieniu do osobnikéw z grupy kontrolnej. Nieco stabsza odpowiedzZ rejestrowano
w wymienionych gruczotach, w przypadku ekspozycji na pokarm suplementowany
wybranymi formami nanosrebra, bowiem wzrost ten byt 1,5-krotny, w odniesieniu
do kontroli we wszystkich zadanych czasach ekspozycji.

Z kolei w hemolimfie S. grossa na ofiary zanieczyszczone AgNO3 notowano
nasilenie aktywnosci CAT, w odniesieniu do warto$ci kontrolnych. Aktywnos¢ CAT byta
kolejno 4—, 3— 1 2-krotnie wyzsza, niz w grupie kontrolnej po miesigcznej,
trzymiesiecznej 1 dwunastomiesiecznej ekspozycji. Z kolei suplementacja pokarmu
wybranymi formami nanometrycznymi skutkowata 2—krotnym wzrostem CAT po 113
miesigcach ekspozycji, zas po 12 miesigcach 1,5-krotnym, w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Rezultaty tych badan wskazaly na silniejsze prooksydacyjne dziatanie
zanieczyszczen w postaci AgNOs, niz zastosowanych form nanoczastek badanego
metalu. Wskazaly takze na stopniowe zmniejszenie poziomu aktywnos$ci tego enzymu
wraz z wydluZzeniem czasu ekspozycji na zanieczyszczony pokarm, niezaleznie od

zastosowanej formy metalu.

113



Sposrdd analizowanych tkanek, najnizszy poziom aktywno$ci katalazy
odnotowano w komoérkach amputkowatych gruczotow przgdnych. Tym nie mniej,
podobnie jak w gruczotach jelita srodkowego i hemolimfie, aktywnos¢ CAT byta
najwyzsza w przypadku osobnikéw, ktorych karme¢ suplementowano AgNOs.
W kolejnych etapach trwania eksperymentu poziom aktywnosci tego enzymu byt 4—, 3—
1 2—krotnie wyzszy, niz w grupie kontrolnej. Ekspozycja na PVP—AgNPs i AgNPs
skutkowata stabilnym, kolejno 2—krotnie 1 1,5-krotnie wyzszym poziomem CAT, niz
kontrola, niezaleznie od okresu ekspozycji na srebro.

Nieco stabsze odpowiedzi w badanych tkankach pajakow na zastosowane zwigzki
srebra rejestrowano w odniesieniu do poziomu catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej
(TAC). Parametr ten jest miarg przeciwutleniajacego potencjatu obronnego ustroju
przeciwko wzrastajagcemu stezeniu ROS w komorkach, dlatego pozwala oceni¢ stan
redoks organizmu i jego wrazliwo$¢ na stres oksydacyjny (Livingstone, 2001; Camus
i in., 2002). W komorkach hemolimfy samic S. grossa, otrzymujacych karme
suplementowang AgNOs i stosowanymi formami nanosrebra, po miesigcu narazenia,
poziom TAC byt kolejno 2,3— i1 1,5-krotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej.
Trzymiesigczna ekspozycja na zastosowane formy srebra wykazata 1,5-krotny wzrost
poziomu TAC, za$ po 12 miesigcach nie obserwowano zmian w wielko$ci tego parametru
w odniesieniu do kontroli, niezaleznie od grupy do$wiadczalnej. Wykazano ponadto, ze
najwyzszy poziom TAC wystapit w komodrkach gruczotu jelita srodkowego, gdzie po
miesigcu suplementacji pokarmu AgNO3 1 wybranymi formami nanosrebra byl on
kolejno 3— 1 2—krotnie wyzszy w odniesieniu do grupy kontrolnej, a po 3 miesigcach 2—
1 1,5-krotnie wyzszy. Dwunastomiesi¢czna ekspozycja spowodowata natomiast 1,5—
krotny wzrost tego parametru we wszystkich analizowanych grupach, wzgledem kontroli.
Z kolei poziom TAC w komorkach ampulkowatych gruczotow przednych utrzymywat
si¢ na stalym poziomie podczas catego okresu trwania eksperymentu, niezaleznie od
stosowanej formy metalu. Uzyskane rezultaty mogg potwierdza¢ znaczacg rolg bariery
jelitowej wraz z gruczotami jelita Srodkowego dla metali, ktore skutecznie ograniczaja
wnikanie ksenobiotykéw do organizmu, chronigc inne narzady przed uszkodzeniami.

W dostepnej literaturze znalez¢ mozna rozbiezne dane dotyczace wptywu AgNPs
na aktywno$¢ wybranych parametrow antyoksydacyjnych u zwierzat, w tym CAT i TAC.
Ribeiro i in. (2015), ktorzy poddali ocenie wptyw AgNPs i Ag™ na zdolno$¢ wywolania
stresu oksydacyjnego u modelowego gatunku skaposzczeta glebowego Enchytraeus

crypticus wykazali, ze obie formy srebra cechuje zréznicowany potencjat
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prooksydacyjny. Wykazano, ze jony Ag" w wiekszym stopniu indukujg stres
oksydacyjny, niz AgNPs, przy czym w obydwu przypadkach stwierdzono wzmozong
peroksydacje¢ lipidow, podczas gdy aktywnos¢ CAT, GPOx, GST, GR i stezenie MTs
bylo wyzsze u osobnikéw poddanych dziataniu jonow Ag". Ponadto kazda z form srebra
w odmienny sposob wplywata na aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych.
Po ekspozycji na AgNPs wzrosta aktywno$¢ CAT i stezenie MTs, podczas gdy Ag’
zwiekszyty aktywno$¢ GST i1 GPOx (Ribeiro 1 wsp., 2015), sugerujac odmienne
mechanizmy dziatania zastosowanych form srebra. Z kolei w przypadku matzy morskich
Mytilus galloprovincialis nie obserwowano wzrostu aktywnosci CAT pod wplywem
ekspozycji na AgNPs w warunkach in vivo. Odnotowano natomiast wzrost aktywnos$ci
dialdehydu malonowego (MDA) oraz GST 1 MTs (Ale i in., 2019). Buffet i in. (2013)
w badaniach na morskich malzach Scrobicularia plana narazonych bezposrednio przez
wodg oraz poprzez diete (mikroalgi) na Ag* i AgNPs, wykazali podwyzszenie poziomu
CAT, GST iSOD w ich organizmie. Jednak odpowiedz antyoksydacyjna osobnikdéw byta
silniejsza po pokarmowej ekspozycji na wybrane formy srebra, w poréwnaniu
z ekspozycja kontaktowa przez wodg. Ponadto nie odnotowano réznic w aktywnosci
enzymatycznej pomiedzy zastosowanymi formami srebra (Buffet i in., 2013). Badania
McCarthy 1 in. (2013) wykazaly jednak, ze odpowiedz takich biomarkerow
antyoksydacyjnych jak: CAT, SOD czy GSH w tkankach ostryg Crassostrea virginica
roznita sie w przypadku Ag" i AgNPs. Wielkos$ci tych parametréw poréwnywano
w tkankach skrzeli i watrobotrzustki. Tkanki skrzeli byly bardziej podatne na
toksycznos$¢, gdy stosowano rozpuszczone Ag”, podczas gdy tkanki watrobotrzustki byly
bardziej wrazliwe na AgNPs (McCarthy 1 in., 2013). Powyzsze dane literaturowe oraz
wyniki uzyskane w niniejszej pracy moga $wiadczy¢ o istnieniu unikalnych wiasnos$ci
nanoczastek determinujacych ich specyficzne narzadowe dziatanie. Wskazuja takze,
ze toksyczno$ci nanoczastek metali nie mozna doktadnie przewidzie¢ na podstawie
toksycznos$ci jonow metali.

AgNPs dostajac si¢ do komorki, zaktocaja funkcjonowanie mitochondrialnego
tancucha oddechowego, prowadzac zarowno do produkcji ROS, jak i przerwania syntezy
ATP (Gomes 1 in., 2013a; Katsumiti 1 in.,2015; Rocha i in., 2016). W niniejsze] pracy
potwierdzono wystgpienie wymienionych wyzej efektow w przypadku narazenia samic
pajaka S. grossa na zastosowane formy srebra. Ocenie ilo$ciowej poddano zmiany
odsetka komorek ROS+ w wybranych tkankach, wielko$¢ potencjatu mitochondrialnego,

stezenie ATP oraz wielko$¢ wskaznika ADP/ATP. Najwiekszy wzrost odsetka komorek
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ROS+ po ekspozycji na wybrane formy srebra odnotowano w gruczole jelita srodkowego
we wszystkich grupach doswiadczalnych i zadanych czasach ekspozycji. Zmianom tym
towarzyszyto zmniejszenie poziomu potencjatu mitochondrialnego, stezenia ATP oraz
wielkosci wskaznika ADP/ATP. Zaobserwowane zmiany w wielko$ci tych parametrow
wynikaja z funkcji gruczotu jelita srodkowego jako filtru ksenobiotykow i miejsca
procesoOw detoksykacyjnych, ktorym poddawane sa zwigzki, ktére dostajg sie
do organizmu droga pokarmowsa.

Jak juz wczesniej sygnalizowano, AgNPs moga indukowac¢ nadprodukcje ROS
1 powodowa¢ zaburzenia funkcji mitochondriow, co w konsekwencji prowadzi
do powstania stresu oksydacyjnego (Lee i in., 2014b; Zieminska i in., 2014). Moga
rowniez aktywowa¢ makroautofagie, czyli proces pozyskiwania energii na drodze
degradacji utlenionych biatek czy uszkodzonych pod wptywem stresu oksydacyjnego
organelli, pozwalajacy zahamowaé¢ wewnatrzkomorkowa produkcje ROS. Z kolei
przedhuzajaca si¢ makroautofagia moze prowadzi¢ do $mierci komodrkowej, migdzy
innymi na drodze apoptozy. Opisana kaskada zalezno$ci zostala zaobserwowana
w ocenie toksycznosci AgNPs gtoéwnie w warunkach in vitro m.in. u myszy (Chen i in.,
2007; Lee i in., 2014b). Do chwili obecnej niewiele jest danych literaturowych na temat
wplywu nanoczastek, w tym AgNPs, na proces autofagii. W badaniach prowadzonych
w warunkach in vitro wykazano, ze inkubacja ludzkich fibroblastow z nanoczastkami
zlota aktywuje ten proces. Obserwowano wystepowanie autofagosomow oraz istotny
statystycznie w porownaniu do kontroli wzrost poziomu biatek biorgcych udziat w tym
procesie (MAP LC3-II oraz bekliny 1) (Li 1 in., 2010). Podobne wyniki otrzymano
inkubujac mysie fibroblasty linii NIH 3T3 z AgNPs (Lee i in., 2014b). Ponadto wykazano
réwniez aktywacje autofagii z nastgpujaca po niej $miercia komérkowa na drodze
apoptozy w komorkach watroby szczuroéw, ktore otrzymaty AgNPs jednorazowo droga
dootrzewnowa (Lee 1 in., 2013Db).

W niniejszej pracy zmierzono poziom intensywnos$ci autofagii w komorkach
hemolimfy, gruczotu jelita $rodkowego oraz amputkowatych gruczotow przednych.
W przypadku hemolimfy odnotowano istotny wzrost odsetka komorek autofagiczych po
miesieczne] ekspozycji na zastosowane formy srebra: AgNO3 — 9%, PVP-AgNPs — 8%
1 AgNPs —7% , w odniesieniu do grupy kontrolnej. Po wydtuzeniu czasu ekspozycji na
wymienione formy srebra intensywnos¢ autofagii w hemolimfie byta zblizona, jak
w kontroli, podczas gdy w gruczole jelita Srodkowego obserwowano istotny wzrost

poziomu intensywnos$ci autofagii takze po 3 miesigcach ekspozycji na zastosowane formy
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ksenobiotyku. Z kolei miesigczna i trzymiesigczna ekspozycja na AgNO3z, PVP-AgNPs
1 AgNPs w pokarmie skutkowata zblizonym, §rednio 9—, 7—1 6—procentowym wzrostem
odsetka komorek autofagicznych, w odniesieniu do grupy kontrolnej. W amputkowatych
gruczotach przednych podobnie jak w hemolimfie proces ten obserwowano tylko po
miesigcznej ekspozycji, a poziom komorek autofagicznych w odniesieniu do grupy
kontrolnej byt wyzszy o 12%, 10% 1 9%, kolejno w grupach narazonych na obecno$¢
AgNO3, PVP-AgNPs i AgNPs w pokarmie.

Indukcje apoptozy pod wptywem AgNPs rejestrowano u zwierzat, zardéwno
w badaniach prowadzonych w warunkach in vitro, jak i in vivo. Wykazano ja podczas
inkubacji ludzkich fibroblastow (Hsin i in., 2008), ludzkich hepatocytow (Piao i in.,
2011), czy komorek ziarnistych moédzdzku (Yin 1 in., 2013) z AgNPs. Ponadto
odnotowano, ze 14—dniowa ekspozycja szczurow na AgNPs droga pokarmowa wywotuje
apoptoze w hipokampie (Bagheri—Abassi i in., 2015), a jednorazowe podanie zwigzku
droga dootrzewnowa moze indukowac ten proces w watrobie szczurow (Lee i in., 2013b).
Niniejsze badania prowadzone na modelu samic pajaka S. grossa, takze potwierdzity
wystapienie apoptozy w badanych tkankach i1 narzadach pod wplywem narazenia
na zastosowane formy srebra. Najwigkszy stopien indukcji tego procesu odnotowano
w gruczole jelita srodkowego. Podwyzszenie odsetka komorek wczesnoapototycznych
w tym narzadzie, rejestrowane bylo we wszystkich grupach do$wiadczalnych
1 wszystkich czasach ekspozycji, natomiast wzrost poziomu komorek
poznoapoptotycznych odnotowano we wszystkich grupach eksponowanych na wybrane
formy srebra, ale tylko po krotkoterminowej ekspozycji (1 1 3 miesigce), w odniesieniu
do kontroli. Najwigkszy odsetek komodrek apoptotycznych wystapit po ekspozycji na
AgNOs. Zwigzek ten przyczynil si¢ rowniez do wzrostu poziomu komorek
nekrotycznych niezaleznie od dlugo$ci ekspozycji. Nasilenie nekrozy w przypadku
zastosowania nanoczgstek srebra notowano w gruczole jelita srodkowego tylko po 113
miesigcach ekspozycji. Z kolei w hemolimfie poziom komdérek wczesnoapoptotycznych
wzrdst we wszystkich grupach po 1 1 3 miesigcach ekspozycji na zastosowane formy Ag,
podczas gdy zwigkszenie odsetka komoérek poédznoapoptotycznych rejestrowano
we wszystkich zadanych czasach ekspozycji, w odniesieniu do grupy kontrolne;.
Nasilenie czesto$ci nekroz obserwowano tylko po dwunastomiesigcznej ekspozycji
na AgNOs.

Najmniej zmian degeneracyjnych odnotowano w komoérkach amputkowatych

gruczotow przednych. Wzrost odsetka komorek we wcezesnej apoptozie obserwowano
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tylko po miesigcznej ekspozycji na zastosowane formy ksenobiotyku. AgNO; nasilat
powstawanie komorek pdznoapoptotycznych po 1 1 3 miesigcach ekspozycji.
W gruczotach przednych nie obserwowano jednak zwigkszenia odsetka zmian
nekrotycznych. Rejestrowany wzrost odsetka komorek apoptotycznych 1 autofagicznych
moze S$wiadczy¢é o uruchomieniu mechanizméw obronnych majacych zapobiec
uszkodzeniu tego narzadu. Sugeruje si¢ bowiem, ze zjawisko autofagii moze mieé
kluczowe znaczenie w odpowiedzi komorkowej skierowanej przeciwko toksycznemu
dziataniu AgNPs (Lee i wsp., 2014Db).

Innym, w mniejszym stopniu opisanym markerem narazenia organizmu na
AgNPs, jest indukcja metalotionein (MTs). Jak juz wcze$niej wspomniano, gldwna
funkcja tych bialek jest udziat w homeostazie metali biogennych oraz neutralizacja tych,
ktore sa biologicznie zbedne (Dallinger, 1996). Biatka te maja zdolno$¢ do wigzania
nanosrebra w celu regulacji metabolizmu Ag, detoksykacji Ag* i/lub usuwania ROS (Ale
i 1in., 2024). W niniejszej pracy sprawdzono czy zastosowane zwigzki srebra wywotuja
zmiany w poziomie biatek metalotioneinopodobnych (MTs) w badanych tkankach samic
pajaka S. grossa i w jakim stopniu czas ekspozycji oraz forma zwigzku decyduje o stopniu
nasilenia indukcji tych biatek. Wyniki badan wskazuja, ze ekspozycja osobnikéw na
zastosowane formy srebra skutkowata zwigkszeniem poziomu MTs w hemolimfie
1 gruczole jelita Srodkowego, natomiast w ampulkowatych gruczotach prz¢dnych nie
odnotowano istotnych statystycznie réznic w ich st¢zeniu, w odniesieniu do grupy
kontrolnej. Dodatkowo, poziom tych biatek w wymienionych tkankach wzrastal wraz
z wydluzeniem czasu ekspozycji. W przypadku osobnikow poddanych miesigcznej
suplementacji pokarmu badanymi formami srebra w hemolimfie obserwowano 10—
krotny wzrost poziomu tych biatek. Podczas gdy trzymiesigczna ekspozycja skutkowata
nasileniem syntezy MTs: 18—, 10— 1 11-krotnym, a dwunastomiesigczna z kolei 20—, 11—
1 15—krotnym odpowiednio w grupach otrzymujacych AgNO3, PVP-AgNPs oraz AgNPs.
W gruczole jelita srodkowego po miesigcu narazenia na AgNO3 odnotowano 5—krotny
wzrost poziomu MTs, natomiast formy nanometryczne powodowaty wzrost 4—krotny.
Trzy— 1 dwunastomiesi¢czna ekspozycja skutkowaty w tym narzadzie 13—krotnym 1 8—
krotnym zwigkszeniem stezenia MTs kolejno w grupach suplementowanych AgNO3 oraz
PVP-AgNPs, natomiast w przypadku AgNPs wzrost ten byt 8— 1 10—krotny. Uzyskane
wyniki potwierdzaja, Ze ekspozycja na wybrane formy srebra moze stymulowac synteze
metalotionein w organizmie pajakéw S. grossa, glownie podczas intoksykacji

dtugoterminowej. AgNO3, w porownaniu do nanosrebra, w wigkszym stopniu nasilat
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produkcje tych bialek w gruczole jelita $rodkowego wraz z wydluZzeniem czasu
ekspozycji. Rowniez w innych badaniach potwierdzono zalezno$¢ migdzy poziomem
MTs w organizmie, a ekspozycja na AgNPs . Ale i in. (2019), ktorzy badali enzymatyczne
1 nieenzymatyczne odpowiedzi detoksykacyjne u matza morskiego M. galloprovincialis,
w tym poziom metalotionein wykazali, ze osobniki eksponowane na AgNPs obecne
w wodzie przez okres 4 dni, cechowaly si¢ wzrostem stezenia MTs w gruczole
trawiennym . Podobnie Gomes i in. (2014) w badaniach na tym samym gatunku malzy
wykazali, ze 3—, 7—1 15—dniowa ekspozycja na nanoczastki srebra skutkowata wzrostem
poziomu MTs w skrzelach i gruczole trawiennym wraz z wydtuzeniem czasu ekspozycji,
jednak najwyzszy poziom tych bialek odnotowano w skrzelach. Podobne zaleznos$ci
wykazali rowniez Ringwooda 1 in. (2009) u osiadtego malza Crassostrea virginica oraz
Gagne 1 in. (2013) u matzy stodkowodnych Elliptio complanata narazonych na dziatanie
nanoczgstek. Podobnie w badaniach prowadzonych na szczurzych astrocytach
w warunkach in vitro inkubowanych w pozywce suplementowanej AgNPs, wykazano
aktywacje mechanizmoéw protekcyjnych, polegajaca na wzroscie poziomu metalotionein
(Luther 1 in., 2012). Powyzsze doniesienia wskazuja, ze dlugotrwata ekspozycja
organizméw na AgNPs indukuje synteze metalotionein, co ma na celu zapobieganie
toksycznosci srebra. MTs to biatka zawierajace liczne reszty cysteinowe, majace zdolnosé
wigzania jonéw metali cigzkich. Potwierdzono takze udziat tych biatek w reakcjach
ochronnych przed stresem oksydacyjnym, gdyz maja wilasciwosci przeciwutleniajace
(Luther 11n., 2012).

W przypadku pajakdéw nie ma jak do tej pory zadnych doniesien na temat istnienia
zalezno$ci migdzy ekspozycja na nanoczastki srebra, a wystapieniem okreslonych reakcji
obronnych, w tym nasileniem produkcji metalotionein. W badaniach prowadzonych na
réznych gatunkach pajakow, potwierdzono jednak stymulujacy wptyw innych metali na
poziom MTs w tkankach. Ocena enzymatycznych 1 nieenzymatycznych odpowiedzi
detoksykacyjnych u wilczych pajakdow: Lycosa terrestris (Lycosidae) 1 Pardosa
birmanica (Lycosidae) wykazala, Zze u osobnikow eksponowanych na miedz i otow przez
okres 10, 20 1 40 dni, nastgpowat wzrost stezenia MTs wraz ze wzrostem stezenia metali
w ciatach osobnikéw. W badaniach tych wykazano ponadto, ze st¢zenie MTs bylo prawie
dwukrotnie wyzsze po narazeniu osobnikoéw na metal biogenny, niz na zastosowany
ksenobiotyk. Wyniki te wskazuja wigc, ze rodzaj zastosowanego metalu oraz dtugos¢
czasu narazenia majg znaczacy wptyw na indukcje syntezy MTs u pajakow (Aziz 1 Butt,

2020). Takze w badaniach Babczynskiej i in. (2011a) u pajakoéw z gatunku A. labyrinthica
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(Agelenidae) obserwowano zalezno$¢ pomigdzy stezeniem metali w ciele, a poziomem
biatek metalotioneinopodobnych, jednocze$nie wykazujac znaczenie takich czynnikéw,
jak wiek 1 pte¢ osobnikow. Samce, samice oraz formy mtodociane odlowione z rejonow
w roéznym stopniu zanieczyszczonych metalami i dodatkowo w warunkach
laboratoryjnych poddane ekspozycji na miedz i kadm w pokarmie przez okres 3 tygodni,
cechowaty si¢ zwigkszonym poziomem zawartosci tych biatek. Poziom MTs byt
pozytywnie skorelowany ze stezeniem badanych metali w ciatach tych osobnikéw.
Najwyzsze stezenia MTs odnotowano u samic eksponowanych na kadm, niezaleznie
od miejsca z ktorego pochodzily, w porownaniu do osobnikow z grupy kontrolne;j.
W kolejnych badaniach tego zespotu (Babczynska i in., 2011b), w ktorych oceniano rolg
MTs w strategii neutralizacji metali u trzech gatunkow pajakow.: Araneus diadematus
(Araneidae), A. labyrinthica (Agelenidae) i L. triangularis (Linyphiidae) odtowionych
z rejondw roznigcych sie poziomem zanieczyszczen metalami, potwierdzono dodatnie
korelacje miedzy st¢zeniem metali w organizmie, a poziomem metalotionein.
Odnotowano istotng korelacj¢ miedzy stezeniem otowiu w cialach osobnikéw
A. labyrinthica i L. triangularis, a stezeniem metalotionein, natomiast w przypadku
osobnikow z gatunku A. diadematus dodatnia korelacja wystapita w odniesieniu
do stezenia kadmu w ciatach pajakow. U wszystkich gatunkéw poddanych w tym badaniu
analizie wykazano roéwniez zalezno$¢ pomiedzy zawarto$cig cynku w organizmie,
a poziomem MTs. Tylko w przypadku miedzi nie znaleziono istotnych korelacji miedzy
badanymi parametrami. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w przypadku badanych gatunkow
pajakow cynk, otéw i kadm skutecznie stymuluja synteze MTs. Podobne wyniki
uzyskano w badaniach majacych na celu ocen¢ wplywu wysokiej temperatury oraz
dimetoatu na sprawnos$¢ enzymow antyoksydacyjnych oraz ilo§ciowe zmiany w poziomie
biatek metalotioneinopodobnych u pajaka tunelowego A. labyrinthica (Agelenidae) oraz
walgsaka P. lugubris (Lcosidae). W tych badaniach wykazano, ze zastosowane stresory
przyczynity si¢ do wzrostu stezenia MTs. Ponadto zaobserwowano rowniez, ze pajaki
odlowione z terenow silnie zanieczyszczonych metalami, miaty $rednio dwa razy
wigkszy poziom MTs, w pordwnaniu z osobnikami odlowionymi z terenéw w mniejszym
stopniu zanieczyszczonych. Sugeruje to, ze chroniczne narazenie pajgkdw na metale
sprzyja produkcji biatek metalotioneinopodobnych, co moze utatwiaé przetrwanie tym
drapieznikom na terenach zanieczyszczonych. Udokumentowano takze antyoksydacyjna
funkcj¢ omawianych bialek, ktorych synteza byta indukowana w odpowiedzi na czynniki

stresowe o r6znym charakterze (Wilczek, 2005).
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5.3. Ocena ultrastruktury hemolimfy i gruczolow prze¢dnych

Hemocyty odgrywaja kluczowa role w odpowiedziach odpornosciowych
bezkregowcoOw. W niniejszej pracy, wykorzystujac transmisyjny mikroskop elektronowy
(TEM), oceniono ultrastrukture granulocytow, bedacych najliczniejszymi hemocytami
w hemolimfie S. grossa. Odnotowano, ze granulocyty pobrane od osobnikow z grupy
kontrolnej, charakteryzowatly si¢ cytoplazmag bogata w homo— i heterogenne granule
z materiatem o rdznej gestosci elektronowej, liczne mitochondria oraz ziarna glikogenu.
Ponadto cytoplazma zawierala rowniez pojedyncze niewielkie wakuole oraz cysterny
retikulum endoplazmatycznego. Krétkoterminowa ekspozycja (1 1 3 miesigce) pajakow
na pokarm suplementowany AgNOs skutkowata zmniejszeniem liczby elektronowo
gestych granuli w granulocytach. Z kolei dlugoterminowe narazenie réwniez skutkowato
redukcjg liczby elektronowo gestych ziarnisto$ci 1 ponadto cytoplazma stata si¢ jasna
elektronowo i uboga w organelle, ktoérych btony czgsto byly porozrywane, co $wiadczy
0 wystgpieniu zmian nekrotycznych. W przypadku ekspozycji samic na PVP—AgNPs
w pokarmie, takze obserwowano zmiany w cytoplazmie, ktéra stala si¢ jasna elektronowo
1 nastgpito zmniejszenie liczby organelli na jej terenie. Nie stwierdzono jednak zaburzenia
ich ultrastruktury, w poréwnaniu z grupa kontrolng. W przypadku hemocytow pajakoéw
narazonych na AgNPs, nie stwierdzono istotnych réznic w ultrastrukturze komorek,
w odniesieniu do kontroli.

Amputkowate gruczoly przedne biorg udziat w produkeji jedwabiu wiodacego
1 pomocniczego, ktérych zadaniem jest tworzenie rusztowania pajeczyny 1 jej
wzmocnienie. U osobnikoéw z grupy kontrolnej, komorki budujgce czgsé gruczotowa
amputkowatych gruczotow przednych, cechowaty si¢ cytoplazma bogata w duze wakuole
z klaczkowatym materialem wewnatrz, nieliczne krople materialu zapasowego oraz
liczne mitochondria, cysterny szorstkiego retikulum endoplazmatycznego i1 niewielkie
pecherzyki o wnetrzu jasnym elektronowo. Wraz z wydhtuzeniem ekspozycji na AgNOs3,
obserwowano stopniowa degeneracje organelli 1 struktur komodrkowych. Cysterny
retikulum endoplazmatycznego oraz mitochondria ulegly rozdeciu, a ilo$¢ ktaczkowatego
materialu wewnatrz wakuol zmalata. Redukcji ulegly takze krople materiatu zapasowego.
Ponadto dlugoterminowa intoksykacja AgNOs3 skutkowata nasileniem zmian
nekrotycznych.

Kroétkoterminowa intoksykacja PVP—AgNPs nie wywotata Zadnych zmian

w ultrastrukturze gruczotéw przednych, natomiast w przypadku dlugoterminowe;j

intoksykacji zaobserwowano aktywacje procesow degeneracyjnych, w postaci rozdecia
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cystern  retikulum  endoplazmatycznego 1 zmniejszenia liczby  grzebieni
mitochondrialnych. W  przypadku podania pajgkom AgNPs w pokarmie,
nie zaobserwowano zadnych zmian na poziomie ultrastrukturalnym, w pordéwnaniu
do grupy kontrolnej. Jednak w przeciwienstwie do pozostatych form srebra, w grupie
narazonej na AgNPs obserwowano liczne elektronowo geste ziarnisto$ci, ktore
przypuszczalnie mogg by¢ nagromadzonymi nanoczastkami srebra.

Podobne zmiany w komorkach zostaly zaobserwowane przez Luo i in. (2022)
oraz Lou i Wang (2022) w badaniach prowadzonych na hemocytach ostryg Crassostrea
hongkongensis po intoksykacji AgNPs. Wykazano, ze AgNPs przedostawaly si¢
do hemocytow ostryg na drodze fagocytozy, co skutkowato r6znymi odpowiedziami
immunologicznymi w subpopulacjach hemocytow. Internalizacja AgNPs indukowata
tworzenie si¢ granul w cytoplazmie hemocytéw i1 zwigkszata udzial granulocytow
w populacji wszystkich hemocytow. Narazenie na AgNPs rozpuszczone w wodzie
skutkowalo ponadto gromadzeniem sie¢ Ag" w lizosomach, powodujac ich dysfunkcje,
co wskazuje na to, ze lizosomy sg najbardziej narazonymi strukturami komoérkowymi

na dziatanie AgNPs (Luo i in., 2022; Luo i Wang, 2022).

5.4. Wplyw AgNOs i nanosrebra na parametry fizykochemiczne sieci lownych
pajaka S. grossa

Putapki lowne w postaci sieci stanowia niezbedne narzedzie do zdobywania
pokarmu dla wielu gatunkéw pajagkow (Eberhard, 1990). W przypadku tej grupy
bezkregowcoOw wiedza dotyczaca oddzialywania metali na komorki gruczotow
przednych oraz jakos$¢ produkowanej przez nie przgdzy towne;j jest niewielka. Do chwili
obecnej sieci lowne rozpatrywane byty gldwnie jako narzedzie do monitorowania jakosci
powietrza poprzez analize skladu chemicznego osadzajacych si¢ na ich powierzchni
zanieczyszczen (Hose 1 in., 2002; Xiao-li 1 in., 2006; Ayedun 1 in., 2013; Rybak, 2019).

Gltownie z badan na kregowcach wynika, ze metale dostajg si¢ do komorek
narzagdow na drodze dyfuzji prostej i przy udziale ukltadow transportujacych metale
biogenne (Bridges i Zalups, 2005; Martelli 1 in., 2006), gdzie tatwo wiaza si¢ z biatkami
wystepujacymi zaréwno w cytozolu, jak 1 w jadrze komorkowym oraz btonach
mitochondrialnych (Bertin 1 Averbeck, 2006). Jednak czy 1 w jakim stopniu mozliwe jest
wigzanie metali, zwlaszcza w formie nanoczastek przez biatka jedwabiu pajeczego

w warunkach in vivo wymaga badaf, podobnie jak konieczne jest rozpoznanie
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mechanizmoéw pobierania/oddziatywania tego typu form metali na komorki gruczotow
przednych.

Pajaki produkuja jedwab wykorzystujac siedem réznych typow gruczotow
przednych, z ktorych kazdy typ jedwabiu posiada unikalne whasciwosci (Blackledge i in.,
2005). Poszczegoblne typy jedwabiu dodatkowo wykazuja zmienno$¢ migdzygatunkowa.
Mogga takze réznic¢ si¢ nawet na poziomie wewnatrz osobniczym (Madsen i in., 1999).
Zarowno potencjalne adaptacyjne wilasciwosci jak 1 mechanizmy wywotujace
to zroznicowanie nie sg jednak do konca poznane (Tso i in., 2007; Boutry i Blackledge,
2008). Dotychczasowe badania wskazuja, ze wlasciwosci strukturalne i mechaniczne
sieci sg precyzyjnie regulowane i zaleza od wielu czynnikéw, zaréwno endo—,
jak 1 egzogennych (Blackledge, 2012). Wykazano ponadto, ze wrazliwo$¢ pajakow
na czynniki $rodowiskowe w odniesieniu do jako$ciowych oraz ilosciowych cech
chrakteryzujacych produkowane sieci towne jest cechg specyficzng gatunkowo (Madsen
iin., 1999; Kohler i Vollrath, 1995; Boutry i Blackledge, 2009). Proces produkcji wiokien
jedwabiu jest niezwykle plastyczny i drapiezniki te moga dostosowywaé wilasciwosci
wytwarzanego biomateriatlu do zmieniajacych si¢ warunkow otoczenia (Boutry
i Blackledge, 2008). Bezkregowce te sg w stanie korygowacé wilasciwosci jedwabiu
zaleznie od cech morfologicznych zdobyczy i zmian wtasnej masy ciala (Vollrath
1 Kohler, 1996). Przykladowo analiza wlasciwosci mechanicznych i materiatowych
wilokien sieci produkowanych przez Achaearanea tepidariorum (Theridiidae)
potwierdzita, ze pajaki karmione duzymi i szybkimi owadami produkowaty grubsze,
sztywniejsze 1 bardziej wytrzymate wtokna jedwabiu, niz osobniki karmione ofiarami
mniejszymi i mniej ruchliwymi. W badaniach tych wykazano ponadto, ze $rednica
1 wytrzymato$¢ wiokien podwyzszaty si¢ proporcjonalnie do masy pajakow. Typ ofiary
nie zmienial obu parametrow, podczas gdy np. modut Younga zalezat od masy pajaka
I typu ofiary. Do chwili obecnej rozpoznano gtdéwne punkty krytyczne w syntezie tego
unikalnego biomaterialu. Dotycza one migdzy innymi oddziatywania takich czynnikow
jak: utrzymanie wtasciwego pH (Dicko 1 in., 2004; Xu i in., 2015) oraz stgzenia jonow
w poszczeg6lnych odcinkach kanatu przgdnego np. Na+, Cl-, K+, P, S czy H+ (Knight
i Vollrath, 2001). Zabezpieczenie wlasciwosci biologicznych tworzonych nici zalezy
takze od odpowiedniego stosunku okreslonych protein budujacych jedwab (Rising 1 in.,
2005; Boutry 1 Blackledge, 2008) oraz szybkosci procesu przedzenia (Vollrath i in.,
2001). Dla pajakéow jako organizmoéw ektotermicznych, produkcja jedwabiu

w gruczotach przednych zalezy takze od temperatury (Vollrath i in., 2001; Yang i in.,
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2005) oraz wilgotnosci srodowiska (Plaza i in., 2006; Vehoff'i in., 2007), ktére okreslaja
warunki, w ktorych ni¢ pajecza zachowuje odpowiednie cechy biochemiczne
1 mechaniczne. Potwierdzono eksperymentalnie, ze istotnym czynnikiem
determinujagcym wlasciwosci chemiczne 1 materiatlowe sieci jest takze kondycja
zywieniowa osobnikéw, w tym ilo§¢ oraz sktad ofiar. W warunkach deprywacji
sktadnikéw pokarmowych, w tym okre§lonych aminokwaséw (Madsen i in., 1999; Zax
i in., 2004; Guehrs i in., 2008) lub przy zmianie sktadu diety (Tso i in., 2005; Tso i in.,
2007; Boutry 1 Blackledge, 2008) nastepowaly zmiany chemiczne i strukturalne wtdkien
jedwabiu, ktore odzwierciedlaty si¢ w zmianach ich wlasciwosci mechanicznych
produkowanego biomateriatu. W przypadku organizméw, ktore produkuja materialy
zbudowane gltownie z substancji biatkowych szczegdlnego znaczenia nabiera wigc
wlasciwe gospodarowanie zasobami aminokwasow. Niektore z nich sg egzogenne
i konieczne jest ich pobieranie wraz z pokarmem. W przypadku aminokwasow
endogennych nalezy z kolei uwzgledni¢ rézny, w zalezno$ci od budowy, koszt
energetyczny ich produkcji, stosunkowo niski w przypadku aminokwaséw, ktore
pochodza od takich metabolitow, jak: 6-fosforan glukozy, 3-fosfoglicerynian
1 pirogronian oraz wyzszy, w przypadku aminokwaséw pochodzacych od metabolitow
cyklu Krebsa (Blamires i in. 2012). Na przyktadzie sieciowych pajagkéw Argiope
keyserlingi, ktorym dostarczano ofiary o zréznicowanej zawartosci biatka wykazano,
ze dieta nie zmieniata takich elementow architektury sieci, jak: liczba watkow
promieniowych, obszar przytwierdzenia sieci, wysokos$¢ oczek 1 liczba lepkich spiral.
Ilo§¢ energii inwestowanej w wytworzenie sieci byla tez podobna u osobnikow
hodownych zaréwno na diecie nisko— jak 1 wysokobiatkowej wskazujac, ze o jakosci
wytwarzanej sieci w wigkszym stopniu decyduje sktad przyjmowanych aminokwasow,
niz sama obecno$¢ biatka w pokarmie (Craig i in., 2000; Tso i in., 2005; Blamires i in.,
2012; Blamires i in., 2009). Przyktadowo, wykazano, ze obecnos¢ proliny zwigksza
elastycznos¢ wiokien, natomiast alanina zapewnia Im wytrzymato$¢ 1 sztywnos¢
(Hayashi i in., 1999; Hayashi i Lewis, 2001). Zmiany wiasciwos$ci mechanicznych
wiokien jedwabiu notowano takze w warunkach deprywacji wybranych sktadnikow
pokarmowych np. u Nephila edulis (Madsen i in., 1999). Z badan prowadzonych na tym
samym gatunku, ktérego diet¢ pozbawiano konkretnych aminokwasoéw wskazaty,
ze wykluczenie alaniny i1 glicyny skutkowato zmianami sztywno$ci materiatu, z kolei
argininy 1 tyrozyny zmniejszato wytrzymato$¢ jedwabiu na rozciagganie, podczas gdy

tyrozyny i leucyny zmniejszalo wytrzymato$¢ na odksztalcenia (Zax 1 in., 2004).
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W niniejszej pracy poddano ilosciowej i jako$ciowej ocenie sieci towne samic
S. grossa, ktore pozyskiwano sukcesywnie podczas kazdego etapu trwania eksperymentu.
Metoda chromatografii cienkowarstwowej z densytometria ~ w zgromadzonym
biomateriale potwierdzono obecno$¢ czterech gldéwnych aminokwasow, budujgcych
jedwab pajegczy — alaniny, glicyny, histydyny i fenyloalaniny. Niezaleznie od form srebra,
na ktore eksponowano Drosophila hydei, poziom oznaczanych aminokwaséw w sieciach
produkowanych przez pajaki wyrdznionych grup nie rdznit si¢ istotnie, w porownaniu do
grupy kontrolnej. Zatem takie czynniki jak st¢zenie uzytych zwigzkow oraz dlugosc¢ czasu
ekspozycji osobnikow na ich dzialanie nie zmienialy stezeh wymienionych
aminokwaséw. Tym nie mniej, ocena architektury sieci zwigzana z pomiarem $rednicy
wiokien jedwabnych wstepujacych zaréwno pojedynczo, jak i w kompleksach
podwojnych 1 wielokrotnych wykazata zmiejszenie $rednicy mierzonych struktur
(Srednio ponad 50%) w pajeczynach przedzonych przez osobniki wszystkich
analizowanych grup w zadanych czasach ekspozycji, w odniesieniu do pajeczyn
osobnikow nieeksponowanych na wybrane formy ksenobiotyku. Warto podkreslic,
ze stopien tych zmian w badanych grupach byt poréwnywalny niezaleznie
od zastosowanej formy srebra, zatem rozmiar nanoczastek srebra nie wptywat na
morfologie¢ wtokien. Nie zaobserwowano ponadto zmian w skladzie pierwiastkowym
analizowanego biomateriatu, bowiem analiza SEM—-EDX nie potwierdzita obecnos$ci
srebra we wioknach jedwabnych produkowanych przez pajaki narazone na ten metal
w pokarmie. Analiza kaloryczno$ci sieci technikg mikrobomby tlenowej wykazata
natomiast obnizenie kalorycznosci sieci pod wplywem suplementacji pokarmu
wybranymi formami Ag wzgledem kontroli, lecz tylko w przeliczeniu na osobnika.
Podobne zalezno$ci migdzy zmianami w archiekturze sieci i kalorycznosci biomateriatu,
a ekspozycja na metale odnotowano w badaniach nad toksycznym wplywem kadmu
i miedzi, podawanych pajgkom S. grossa w karmie w stezeniach suletalnych podczas
intoksykacji krotko— 1 dlugoterminowej (Wilczek 1 in., 2017; Michalik 1 in., 2018;
Wilczek i in., 2019; Wilczek i in., 2024). W badaniach tych wykazano ponado, ze sktad
ilosciowy 1 jako$ciowy oznaczanych aminokwaséw w jedwabiu tego gatunku nie ulegt
zmianie po zastosowaniu wymienionych metali. Wykazano, takze zmniejszenie $rednicy
wldkien oraz obnizenie kalorycznosci sieci, w przypadku biomateriatu pozyskiwanego
od osobnikéw narazonych na metale w ofiarach (Wilczek i in., 2017; Wilczek i in., 2019;
Wilczek i in., 2024).
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Mozna przypuszczaé, ze pajaki poddane ekspozycji na metale inwestowaty istotnie
mniej energii podczas produkcji jedwabnych widkien, co tym samym przyczynilo si¢
do zmniejszenia ich $rednicy, w odniesieniu do osobnikow z grupy kontrolnej. Moze
to wskazywac na alokacje¢ energii na kosztowne energetycznie reakcje detoksykacyjne,
w tym zigkszenie syntezy metalotionein, czy aktywizacje enzymow antyoksydacyjnych,
w celu przeciwdziatania toksyczno$ci ksenobiotykéw zawartych w pokarmie.
Obserwowane zmiany w $rednicy wtokien jedwabiu oraz kaloryczno$ci sieci mogg zatem
sta¢ si¢ uzytecznym biomarkerem efektéw spowodowanych narazeniem S. grossa

na metale, w tym zwigzki srebra.
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WNIOSKI

Ekspozycja samic pajagka Steatoda grossa na karme¢ zanieczyszczong wybranymi
formami srebra powodowala zwickszenie st¢zenia metalu w ich ciele wraz
z wydtuzeniem czasu intoksykacji. Srebro podawane samicom w postaci AgNO3
byto przyswajane w wigkszym stopniu niz nanosrebro.
Suplementacja pokarmu zwigzkami srebra wywolala uruchomienie reakcji
antyoksydacyjnych, nasilenie zmian apoptotycznych, nekrotycznych
i autofagicznych oraz uruchomienie produkcji biatek metalotioneinopodobnych
w badanych narzadach. Zmianom tym towarzyszylo zmniejszenie poziomu
potencjatu mitochondrialnego 1 stezenia ATP oraz wzrost wielko$ci wskaznika
ADP/ATP.
Stopien nasilenia odpowiedzi komorkowych u pajagka S. grossa w warunkach krétko—
i dlugotrwatego narazenia na karme¢ zanieczyszczong srebrem zalezat od formy
podanego metalu oraz miejsca jego dzialania.
3a. Podanie AgNO; w wigkszym stopniu generowato stres oksydacyjny, niz
zastosowane formy nanoczastek srebra.
3b. Najwicksze zmiany w poziomie mierzonych parametréw odnotowano
w komorkach gruczotu jelita srodkowego, co moze potwierdzaé jego znaczaca
role jako filtru ksenobiotykdéw i1 miejsca procesow detoksykacyjnych, ktorym
poddawane sa zwiazki dostajace si¢ do organizmu droga pokarmowa. W narzadzie
tym rejestrowano najwyzszy odsetek populacji komérek ROS+ we wszystkich
grupach doswiadczalnych 1 zadanych czasach ekspozycji.
Niezaleznie od zastosowanej formy metalu, krétkotrwata ekspozycja nasilata reakcje
antyoksydacyjne. Jednak wraz z wydtuzeniem czasu ekspozycji na zanieczyszczony
pokarm, nastepowato stopniowe zmniejszenie aktywnosci katalazy (CAT) i poziomu
catkowitej pojemnosci antyoksydacyjne; (TAC). Najwyzszy poziom tych
parametréw odnotowano w komorkach gruczotu jelita sSrodkowego.
Ekspozycja osobnikow na wybrane formy srebra powodowata pojawienie si¢ zmian
apoptotycznych, nekrotycznych i autofagii w komorkach badanych tkanek. Stopien
nasilenia zmian degeneracyjnych zalezat od formy ksenobiotyku, czasu ekspozycji
1 rodzaju tkanki/narzadu

5a. AgNO3 powodowat silniejsze cytotoksyczne dziatanie niz nanoczastki srebra
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5b. Odsetek komorek apoptotycznych, nekrotycznych oraz autofagicznych byt
najwyzszy w gruczole jelita srodkowego po krotkoterminowej intoksykacii,
czemu towarzyszylo nasilenie reakcji antyoksydacyjnych.
5c. Najmniej zmian degeneracyjnych odnotowano w komoérkach amputkowatych
gruczotow przednych. Wzrost odsetka komorek we wczesnej apoptozie
obserwowano tylko po miesigcznej ekspozycji na zastosowane formy srebra oraz
komorek pdznoapoptotycznych po 1 1 3 miesigcach ekspozycji na AgNOs.
W gruczotach tych nie obserwowano jednak zwigkszenia odsetka zmian
nekrotycznych
Wykorzystywane w badaniach formy srebra wzmagaly produkcje biatek
metalotioneinopodobnych gtéwnie w komorkach gruczolu jelita Srodkowego
1 hemolimfy. Z kolei w amputkowatych gruczotach przednych nie odnotowano
nasilenia syntezy tych bialek w odpowiedzi na podanie metalu, co moze wskazywac
na stabe bezposrednie oddziatywanie srebra na ten narzad.
Zardéwno krotko—, jak 1 dlugoterminowa ekspozycja osobnikéw na wybrane formy
srebra nie spowodowata iloSciowych 1 jakoSciowych zmian w poziomie badanych
aminokwasow w jedwabiu produkowanym przez samice pajaka S. grossa.
Suplementacja pokarmu wybranymi formami srebra skutkowata zmniejszeniem
srednicy wlokien jedwabiu oraz kalorycznosci sieci, a stopien tych zmian
w badanych grupach byl porownywalny niezaleznie od zastosowanej formy srebra.
Prawdopodobnie w warunkach ekspozycji na metal pajaki inwestowaty mniej energii
na produkcje jedwabnych wtokien, przeznaczajac cze$¢ energii na kosztowne
energetycznie reakcje detoksykacyjne.
Sktad pierwiastkowy widkien obejmowat gldwnie pierwiastki nisko atomowe, takie
jak wegiel, azot, tlen, sod i potas, ktore wchodza w sktad zwigzkéw budujacych
jedwab. Mikroanaliza rentgenowska nie potwierdzita obecnosci srebra we widknach
S. grossa po zadanych okresach pokarmowej ekspozycji osobnikéw na zastosowane
formy zwigzkow srebra, wykluczajac mozliwos¢ endogennego wbudowywania tego

pierwiastka do struktury wtokna jedwabiu.
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8. ANEKS - STATYSTYKI OPISOWE

Tab. A.1. Stezenie metali [ug - g suchej masy] w ciele much D. hydei z grup: kontrolnej oraz
eksponowanych na srebro w wybranych formach. Warto$ci §redniej, odchylenia standardowego
(£ SD), mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl goérny), minimum (Min) i maksimum

(Max).
Grupa Srednia +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 0,207 0,178 0,178 0,233 0,188 0,208 0,225
AgNO3 2,021 0,406 1,485 2,336 1,707 2,132 2,336
PVP-AgNPs 0,955 0,041 0,896 0,987 0,930 0,969 0,980
AgNPs 1,380 0,244 1,021 1,563 1,237 1,469 1,524

Tab. A.2. Stezenie metali [ug - ¢! suchej masy] w ciele samic S. grossa z grup: kontrolnej oraz
eksponowanych na srebro w wybranych formach przez 1, 3 i 12 miesigcy. Warto$ci $redniej,
odchylenia standardowego (= SD), mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl gorny),
minimum (Min) i maksimum (Max).

Grupa Srednia +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 0,190 0,124 0,104 0,372 0,113 0,143 0,268
Im 7,481 0,982 6,579 8,852 6,806 1,247 8,157

AgNOs; 3 m 8,642 0,700 7,623 9,159 8,189 8,894 9,096
12m 12,374 0,961 10,987 13,081 11,731 12,714 13,018

P\/P_ 1m 3,990 1,207 2,896 5,552 3,047 3,756 4,933
AgNPs 3m 5,275 1,219 4,313 7,012 4,438 4,887 6,112
12m 8,628 1,503 6,524 10,006 7,604 8,991 9,652

Im 4,717 1,124 3,195 5,863 3,943 4,905 5,491

AgNPs 3m 6,231 1,011 5,234 7,612 5,529 6,040 6,934
12 m 10,070 0,690 9,254 10,902 9,564 10,061 10,576
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Tab. A.3. Aktywno$¢ katalazy [umol H,O, - min™' - mg™! bialka] w hemolimfie, komérkach
gruczotu jelita srodkowego oraz komorkach amputkowatych gruczotéw przednych samic pajaka
S. grossa z grupy kontrolnej oraz eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 1 12
miesigcy. Wartosci $redniej, odchylenia standardowego (= SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl
dolny), Q75 (kwartyl gérny), minimum (Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA

Grupa Srednia +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 6,422 0,746 5,391 7,338 5,949 6,408 7,041

Im 24,905 2,237 20,999 27,577 24,263 25,133 26,324

AgNO;3 3m 21,080 1,584 19,266 23,966 20,237 20,829 21,356

12m 12,732 2,751 10,324 17,577 10,992 11,618 14,263

PV/P_ 1m 14,269 1,074 12,388 15,345 13,977 14,352 15,201

AgNPs 3m 13,616 0,503 12,929 14,273 13,238 13,617 14,020

12m 10,107 0,697 9,345 11,128 9,388 10,102 10,576

1m 14,560 0,816 13,128 15,355 14,388 14,571 15,345

AgNPs 3m 13,250 1,088 11,996 14,786 12,255 13,126 14,212

12m 9,408 0,717 8,388 10,345 8,992 9,352 10,021

GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO

Grupa Srednia +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 10,386 1,454 8,391 11,775 9,364 10,690 11,408

1m 34791 2,873 30,999 37,577 32,631 35294 36,950

AgNO; 3m 32171 1,020 30,999 33476 31,489 32,106 32,854

12m 24,791 2,873 20,999 27,577 22,631 25,294 26,950

P\/P_ Im 16,609 1,743 14,388 18,345 15,258 16,852 17,960

AgNPs 3m 16,340 1,169 15,237 17,990 15,611 16,067 17,069

12m 14,859 0,709 14,128 15,576 14,258 14,866 15,460

1m 17,359 0,919 16,128 18,345 16,758 17,482 17,960

AgNPs 3m 17,063 0,848 15,971 17,985 16,447 17,148 17,680

12m 16,109 0,795 15,388 17,128 15,482 15,960 16,736
AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE

Grupa Srednia +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 1,886 0,403 1,391 2,338 1,583 1,908 2,190

1m 8,291 1,976 6,324 10,999 6,950 7,920 9,631

AgNOs3 3m 5,817 0,428 5,237 6,235 5,511 5,898 6,123

12m 4,041 0,533 3,324 4,577 3,662 4,131 4,420

PP 1m 4,359 0,726 3,388 5,128 3,866 4,460 4,852

AgNPs 3m 3,700 0,465 3,012 4,012 3,419 3,888 3,982

12m 2,859 0,614 2,128 3,388 2,352 2,960 3,366

Im 4,359 0,919 3,128 5,345 3,758 4,482 4,960

AgNPs 3m 3,604 0,456 2,979 4,048 3,288 3,695 3,921

12m 2,859 0,482 2,345 3,388 2,460 2852 3258
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Tab. A.4. Poziom TAC [pM troloksu'mg™ biatka] w hemolimfie, komoérkach gruczotu jelita
srodkowego oraz komoérkach amputkowatych gruczoléw przednych samic pajaka S. grossa z
grupy kontrolnej oraz eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i 12 miesiecy. Warto$ci
sredniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl
gbrny), minimum (Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA
Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 0,219 0,069 0,135 0,281 0,163 0,229 0,275
Im 0,497 0,078 0,406 0,593 0,441 0,495 0,554

AgNO; 3m 0382 0,089 0,296 0,487 0,308 0,372 0,456
12m 0,261 0,044 0,207 0,309 0,227 0,265 0,296
Im 0,391 0,090 0,317 0,505 0,319 0,370 0,462
:g;f\lplgs 3m 0,327 0,044 0,276 0,381 0,295 0,326 0,360
12m 07243 0,054 0,172 0,305 0,208 0,248 0,278
1m 0391 0,117 0,325 0,566 0,327 0,337 0,455
AgNPs 3m 0336 0,042 0,296 0,393 0,304 0,328 0,368
12m 0,247 0,057 0,173 0,310 0,208 0,253 0,287

GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 0,204 0,033 0,171 0,239 0,176 0,203 0,233
1m 0576 0,062 0,498 0,643 0,529 0,582 0,623

AgNO3 3m 0,443 0,070 0,368 0,512 0,384 0,446 0,502
12m 0,322 0,070 0,248 0,398 0,264 0,321 0,380

PVP Im 0,482 0,102 0,395 0,626 0,410 0,454 0,554
AgNFjS 3m 0357 0,047 0,303 0,409 0,319 0,358 0,395
12m 0,298 0,054 0,251 0,372 0,258 0,284 0,338

Im 0,465 0,095 0,371 0,595 0,399 0,446 0,531

AgNPs 3m 0,336 0,042 0,296 0,393 0,304 0,328 0,368
12m 0,303 0,049 0,264 0,372 0,268 0,288 0,338

AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 0,219 0,069 0,135 0,281 0,163 0,229 0,275
Im 0,260 0,083 0,180 0,362 0,194 0,250 0,327

AgNOs3 3m 0,273 0,092 0,197 0,395 0,201 0,250 0,345
12m 0,265 0,054 0,197 0,318 0,223 0,273 0,307

1m 0231 0,094 0,141 0,362 0,168 0,210 0,294

:gl/\lplgs 3m 0,258 0,075 0,176 0,346 0,199 0,255 0,318
12m 0,246 0,053 0,195 0,297 0,201 0,246 0,291

Im 0,233 0,107 0,141 0,376 0,151 0,207 0,314

AgNPs 3m 0,252 0,052 0,197 0,317 0,212 0,247 0,292
12m 0,242 0,054 0,166 0,290 0,205 0,255 0,278
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Tab. A.5. Poziom komorek wczesnoapoptotycznych [% komoérek] w hemolimfie, gruczole jelita
srodkowego oraz amputkowatych gruczolach przednych samic pajaka S. grossa z grupy
kontrolnej oraz eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i 12 miesiecy. WartoSci
sredniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl
gbrny), minimum (Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 1,120 0,177 0,860 1,260 1,020 1,180 1,220

Im 5,780 0,340 5,440 6,120 5,440 5,780 6,120

AgNO3; 3m 5050 0,446 4,540 5,370 4,540 5,240 5,370

12m 1,327 0,136 1,200 1,470 1,200 1,310 1,470

Im 5,490 0,308 5,230 5,830 5,230 5,410 5,830

:g;f\lplgs 3m 4,920 0,411 4,450 5,210 4,450 5,100 5,210

12m 1,263 0,086 1,170 1,340 1,170 1,280 1,340

1m 5470 0,390 5,020 5,710 5,020 5,680 5,710

AgNPs 3m 4917 0,205 4,710 5,120 4,710 4,920 5,120

12m 1,257 0,095 1,160 1,350 1,160 1,260 1,350

GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 1,880 0,072 1,800 1,940 1,800 1,900 1,940

1m 7,020 0,584 6,510 7,840 6,615 6,865 7,425

AgNO3 3m 5,478 0,548 4,930 6,180 5,055 5,400 5,900

12m 4,440 0,512 4,110 5,030 4,110 4,180 5,030

PP Im 5,760 0,316 5,460 6,090 5,460 5,730 6,090

AgNFjS 3m 4883 0,396 4,440 5,200 4,440 5,010 5,200

12m 4543 1,072 3,870 5,780 3,870 3,980 5,780

Im 5,813 0,206 5,580 5,970 5,580 5,890 5,970

AgNPs 3m 4,940 0,380 4,550 5,310 4,550 4,960 5,310

12m 4,600 0,556 3,970 5,020 3,970 4,810 5,020
AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 1,350 0,289 1,180 1,780 1,180 1,220 1,520

Im 2,983 0,418 2,540 3,370 2,540 3,040 3,370

AgNO3 3m 1,663 0,329 1,310 2,020 1,390 1,660 1,935

12m 1,593 0,290 1,310 1,890 1,310 1,580 1,890

VP 1m 2617 0,239 2,450 2,890 2,450 2,510 2,890

AgNPs 3m 1,490 0,175 1,320 1,670 1,320 1,480 1,670

12m 1,267 0,087 1,170 1,340 1,170 1,290 1,340

Im 2,357 0,310 2,130 2,710 2,130 2,230 2,710

AgNPs 3m 1,553 0,247 1,290 1,780 1,290 1,590 1,780

12m 1,340 0,261 1,090 1,610 1,090 1,320 1,610
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Tab. A.6. Poziom komorek podznoapoptotycznych [% komorek] w hemolimfie, gruczole jelita
srodkowego oraz amputkowatych gruczolach przednych samic pajaka S. grossa z grupy
kontrolnej oraz eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i 12 miesiecy. WartoSci
sredniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl
gbrny), minimum (Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,108 0,059 0,050 0,190 0,070 0,095 0,145

Im 1,630 0,189 1,360 1,790 1,505 1,685 1,755

AgNO3; 3m 1,250 0,135 1,110 1,380 1,110 1,260 1,380

12m 0,760 0,154 0,590 0,890 0,590 0,800 0,890

Im 0,767 0,097 0,660 0,850 0,660 0,790 0,850

:g;f\lplgs 3m 0,597 0,097 0,490 0,680 0,490 0,620 0,680

12m 0,567 0,110 0,480 0,690 0,480 0,530 0,690

1m 0,700 0,101 0,590 0,820 0,620 0,695 0,780

AgNPs 3m 0527 0,126 0,410 0,660 0,410 0,510 0,660

12m 0,627 0,047 0,590 0,680 0,590 0,610 0,680

GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,555 0,223 0,330 0,780 0,365 0,555 0,745

1m 3755 0,205 3,540 4,010 3,595 3,735 3,915

AgNO3 3m 3,373 0,421 2,940 3,780 2,940 3,400 3,780

12m 0,770 0,229 0,510 0,940 0,510 0,860 0,940

PP Im 2,498 0,392 2,090 3,010 2,210 2,445 2,785

AgNFjS 3m 1,857 0,726 1,030 2,390 1,030 2,150 2,390

12m 0,753 0,138 0,650 0,910 0,650 0,700 0,910

Im 2,473 0,350 2,020 2,870 2,240 2,500 2,705

AgNPs 3m 1,923 0,237 1,670 2,140 1,670 1,960 2,140

12m 0,688 0,135 0,510 0,830 0,590 0,705 0,785
AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,648 0,199 0,390 0,810 0,490 0,695 0,805

Im 1,575 0,366 1,080 1,910 1,305 1,655 1,845

AgNO3 3m 1,697 0,163 1,520 1,840 1,520 1,730 1,840

12m 0878 0,296 0,590 1,230 0,635 0,845 1,120

VP 1m 0,660 0,085 0,560 0,740 0,590 0,670 0,730

AgNFjS 3m 0,747 0,076 0,680 0,830 0,680 0,730 0,830

12m 0,698 0,121 0,560 0,820 0,590 0,710 0,810

Im 0,640 0,102 0,490 0,710 0,575 0,680 0,705

AgNPs 3m 0735 0,087 0,630 0,820 0,665 0,745 0,805

12m 0,702 0,106 0,590 0,820 0,600 0,710 0,790

155



Tab. A.7. Poziom komoérek nekrotycznych [% komoérek] w hemolimfie, gruczole jelita
srodkowego oraz amputkowatych gruczolach przednych samic pajaka S. grossa z grupy
kontrolnej oraz eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i 12 miesiecy. WartoSci
sredniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl
gbrny), minimum (Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,233 0,107 0,090 0,320 0,150 0,260 0,315

Im 0,263 0,076 0,180 0,330 0,180 0,280 0,330

AgNO3; 3m 0395 0,131 0,220 0,500 0,295 0,430 0,495

12m 1,213 0,387 0,970 1,660 0,970 1,010 1,660

Im 0,353 0,071 0,290 0,430 0,290 0,340 0,430

:g;f\lplgs 3m 0,348 0,078 0,240 0,410 0,290 0,370 0,405

12m 0,268 0,056 0,190 0,320 0,230 0,280 0,305

1m 0357 0,100 0,280 0,470 0,280 0,320 0,470

AgNPs 3m 0348 0,057 0,280 0,400 0,300 0,355 0,395

12m 0,293 0,062 0,210 0,360 0,250 0,300 0,335

GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,513 0,133 0,330 0,630 0,415 0,545 0,610

1m 2440 0,213 2,250 2,670 2,250 2,400 2,670

AgNO3 3m 2,187 0,532 1,590 2,610 1,590 2,360 2,610

12m 1,173 0,297 0,900 1,490 0,900 1,130 1,490

PP Im 1,570 0,207 1,340 1,740 1,340 1,630 1,740

AgNP_s 3m 1,497 0,341 1,140 1,820 1,140 1,530 1,820

12m 0,505 0,103 0,380 0,630 0,435 0,505 0,575

Im 1,510 0,204 1,280 1,670 1,280 1,580 1,670

AgNPs 3m 1,417 0,229 1,260 1,680 1,260 1,310 1,680

12m 0510 0,107 0,390 0,650 0,440 0,500 0,580
AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,530 0,151 0,390 0,690 0,390 0,510 0,690

Im 0,547 0,125 0,420 0,670 0,420 0,550 0,670

AgNO3 3m 0,623 0,091 0,540 0,720 0,540 0,610 0,720

12m 0,520 0,167 0,370 0,700 0,370 0,490 0,700

1m 0580 0,161 0,400 0,710 0,400 0,630 0,710

:gl/\lplgs 3m 0,523 0,127 0,410 0,660 0,410 0,500 0,660

12m 0,443 0,170 0,310 0,690 0,335 0,385 0,550

Im 0,583 0,271 0,280 0,800 0,280 0,670 0,800

AgNPs 3m 0575 0,211 0,290 0,800 0,440 0,605 0,710

12m 0,520 0,187 0,350 0,720 0,350 0,490 0,720
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Tab. A.8. Poziom potencjatu mitochondrialnego [%] w komodrkach hemolimfy, gruczotu jelita
srodkowego oraz amputkowatych gruczotow przednych samic pajgka S. grossa z grupy
kontrolnej oraz eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i 12 miesiecy. WartoSci
sredniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl
gbrny), minimum (Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA
Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 12,262 0,216 11,960 12,550 12,220 12,220 12,360
Im 11,150 0,227 10,990 11,410 10,990 11,050 11,410
AgNO;3 3m 10,350 0,239 10,090 10,560 10,090 10,400 10,560
12m 9,343 0,761 8,520 10,020 8,520 9,490 10,020
1m 12,235 0,244 11,920 12,500 12,060 12,260 12,410
:g;f\lplgs 3m 12,143 0,294 11,940 12,480 11,940 12,010 12,480
12 m 11,760 0,467 11,410 12,290 11,410 11,580 12,290
Im 12,207 0,095 12,110 12,300 12,110 12,210 12,300
AgNPs 3m 12,297 0,343 11,920 12,590 11,920 12,380 12,590
12 m 12,183 0,199 12,010 12,400 12,010 12,140 12,400
GRUCZOL JELTA SRODKOWEGO
Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 15,010 1,109 13,610 15,910 14,120 15,260 15,900
1m 12,433 2,126 10,050 14,290 10,640 12,695 14,225
AgNO3 3m 10,448 1,272 9,040 12,100 9,565 10,325 11,330
12m 10,675 1,167 9,100 11,700 9,800 10,950 11,550
PP Im 13,308 1,295 11,610 14,800 12,430 13,500 14,200
AgNF:s 3m 13,477 1,299 12,010 14,480 12,010 13,940 14,480
12 m 13,923 0,820 12,980 14,470 12,980 14,320 14,470
1m 13,378 1,257 11,730 14,680 12,600 13,360 14,520
AgNPs 3m 13,630 0,930 12,590 14,380 12,590 13,920 14,380
12m 14,257 0,440 13,810 14,690 13,810 14,270 14,690
AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE
Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 10,438 1,192 8,990 12,100 9,890 10,120 11,090
Im 9,860 1,111 8,360 11,030 9,150 10,010 10,750
AgNO3 3m 9,480 1,048 8,230 10,560 8,635 9,565 10,325
12m 8,284 1,376 6,920 9,840 7,020 8,070 9,570
VP 1m 9,768 1,709 8,140 12,070 8,515 9,430 11,020
AgNFjS 3m 10,010 0,992 8,940 11,010 9,175 10,045 10,845
12m 9,037 0,935 8,100 9,970 8,100 9,040 9,970
Im 10,165 1,054 9,020 11,560 9,455 10,040 10,875
AgNPs 3m 10,063 1,022 8,920 10,890 8,920 10,380 10,890
12m 9975 1,634 8,020 12,010 8,900 9,935 11,050
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Tab. A.9. Poziom intensywnosci autofagii [% komorek] w hemolimfie, gruczole jelita
srodkowego oraz amputkowatych gruczolach przednych samic pajaka S. grossa z grupy
kontrolnej oraz eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i 12 miesiecy. WartoSci
sredniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl
gbrny), minimum (Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 12,667 1,234 11,300 13,700 11,300 13,000 13,700
Im 21,567 1,960 19,500 23,400 19,500 21,800 23,400

AgNO3; 3m 14,700 2,750 12,300 17,700 12,300 14,100 17,700
12m 15333 3,001 12,700 18,600 12,700 14,700 18,600

Im 20,433 0,814 19,500 21,000 19,500 20,800 21,000

:g;/NPP_S 3m 13,767 1,457 12,400 15,300 12,400 13,600 15,300
12m 14,200 2,352 12,600 16,900 12,600 13,100 16,900
1m 19,500 0,872 18,900 20,500 18,900 19,100 20,500
AgNPs 3m 13,600 0,889 12,900 14,600 12,900 13,300 14,600
12m 13,967 1,960 11,900 15,800 11,900 14,200 15,800

GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO
Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 14,633 0,666 13,900 15,200 13,900 14,800 15,200
1m 23,800 3,219 20,800 27,200 20,800 23,400 27,200
AgNO3 3m 23,433 1,877 21,400 25,100 21,400 23,800 25,100
12m 16,500 0,794 15,600 17,100 15,600 16,800 17,100
PP Im 23,033 3,711 19,500 26,900 19,500 22,700 26,900
AgNFjS 3m 21,833 2,658 19,300 24,600 19,300 21,600 24,600
12m 15933 1,124 14,700 16,900 14,700 16,200 16,900
Im 21,167 3,754 18,900 25,500 18,900 19,100 25,500
AgNPs 3m 21,333 1,888 19,700 23,400 19,700 20,900 23,400
12m 16,200 1,539 14,900 17,900 14,900 15,800 17,900
AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 14,400 1,900 12,300 16,000 12,300 14,900 16,000
Im 25,533 2,974 22,100 27,300 22,100 27,200 27,300
AgNO3 3m 19,900 2,722 17,000 22,400 17,000 20,300 22,400
12m 15,867 1,750 14,100 17,600 14,100 15,900 17,600
1m 24,200 3,245 20,600 26,900 20,600 25,100 26,900
:gl/\lplgs 3m 19,767 2,219 17,300 21,600 17,300 20,400 21,600
12m 16,933 1,457 15,300 18,100 15,300 17,400 18,100
Im 22,600 2,805 19,900 25,500 19,900 22,400 25,500
AgNPs 3m 19,733 1,250 18,500 21,000 18,500 19,700 21,000
12m 18,600 2,862 15,300 20,400 15,300 20,100 20,400
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Tab. A.10. Poziom populacji komoérek z ROS (ROS+) [% komorek] w hemolimfie, gruczole jelita
srodkowego oraz amputkowatych gruczolach przednych samic pajaka S. grossa z grupy
kontrolnej oraz eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i 12 miesiecy. WartoSci
sredniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl
gbrny), minimum (Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA
Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 0,513 0,270 0,200 0,870 0,270 0,520 0,700
Im 11,906 1,977 9,750 15,050 10,930 11,630 12,170

AgNO3; 3m 4,067 0,764 3,400 4,900 3,400 3,900 4,900
12m 2,800 1,352 1,630 5,010 2,030 2,200 3,130

Im 6,580 1,718 4,360 8,200 5,245 6,880 7,915

:g;/NPP_S 3m 4,118 1,065 2,730 5,030 3,285 4,355 4,950
12m 1,557 0,494 1,160 2,110 1,160 1,400 2,110

1m 6,897 2,515 4,930 9,730 4,930 6,030 9,730

AgNPs 3m 3,783 1,098 2,770 4,950 2,770 3,630 4,950
12m 1,740 0,335 1,400 2,130 1,465 1,715 2,015

GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 1,808 0,735 0,850 2,590 1,275 1,895 2,340
1m 16,298 3,524 12,660 19,680 13,290 16,425 19,305

AgNO3 3m 11,683 1,968 9,660 14,020 10,090 11,525 13,275
12m 9,883 1,614 8,210 11,430 8,210 10,010 11,430
PP Im 13,117 1,513 11,800 14,770 11,800 12,780 14,770
AgNFjS 3m 10,995 1,161 9,760 12,020 10,005 11,100 11,985
12m 8,663 0,727 7,910 9,360 7,910 8,720 9,360
Im 12,950 2,043 10,970 15,050 10,970 12,830 15,050
AgNPs 3m 10,910 1,211 9,640 12,330 9,930 10,835 11,890
12m 8,397 0,949 7,530 9,410 7,530 8,250 9,410

AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 0,405 0,208 0,150 0,700 0,250 0,385 0,560
Im 5,617 0,989 4,930 6,750 4,930 5,170 6,750

AgNO3 3m 1,953 0,293 1,630 2,200 1,630 2,030 2,200
12m 0,620 0,159 0,440 0,740 0,440 0,680 0,740

1m 3973 1,024 3,100 5,100 3,100 3,720 5,100

:gl/\lplgs 3m 1,887 0,483 1,330 2,200 1,330 2,130 2,200
12m 0,543 0,121 0,430 0,670 0,430 0,530 0,670

Im 4,293 0,667 3,730 5,030 3,730 4,120 5,030

AgNPs 3m 1,743 0,456 1,240 2,130 1,240 1,860 2,130
12m 0527 0,130 0,400 0,660 0,400 0,520 0,660
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Tab. A.11. Poziom stezenia ATP [nmol ATP - mg! biatka] w komorkach hemolimfy, gruczotu jelita
srodkowego oraz amputkowatych gruczotow przednych samic pajgka S. grossa z grupy
kontrolnej oraz eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i 12 miesiecy. WartoSci
sredniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl
gbrny), minimum (Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 0,347 0,104 0,232 0,472 0,266 0,342 0,428
1m 1245 0,244 0,995 1,481 0,995 1,259 1,481

AgNO3; 3m 1,299 0,200 1,069 1,427 1,069 1,402 1,427
12m 1,069 0,225 0,812 1,230 0,812 1,164 1,230

1m 0553 0,150 0,398 0,697 0,398 0,563 0,697

:gf\lpgs 3m 1,182 0,311 0,876 1,498 0,876 1,171 1,498
12m 0,626 0,337 0,403 1,014 0,403 0,462 1,014

1m 0326 0,098 0,192 0,402 0,253 0,354 0,398

AgNPs 3m 0,366 0,200 0,173 0,646 0,244 0,323 0,488
12m 0,558 0,256 0,294 0,904 0,315 0,632 0,644

GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 40,323 27,695 11,568 66,750 16,697 41,486 63,948
1m 9,959 4,827 6,425 15,458 6,425 7,993 15,458
AgNO3; 3m 10,321 3,995 6,572 15,280 7,114 9,715 13,528
12m 14,282 7,689 6,572 24,927 9,501 12,815 19,064

VP 1m 6,969 3,589 4,313 11,053 4,313 5,541 11,053
AgNFjS 3m 7,636 3,984 4,313 12,053 4,313 6,541 12,053
12m 11,731 16,285 0,271 35,873 2,465 5,389 20,996

1m 9,021 4,929 5,369 14,628 5,369 7,066 14,628

AgNPs 3m 12,202 3,939 9,548 17,998 9,742 10,631 14,663
12m 11,385 9,057 2,033 21,605 3,899 10,952 18,871

AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 14,465 8,778 5,470 24,070 7,127 14,159 21,802
1m 13,977 7,038 7,232 21,276 7,232 13,424 21,276

AgNOs3 3m 12,196 5,363 6,308 18,789 8,082 11,844 16,311
12m 12,400 6,796 4,713 21,243 7,997 11,821 16,802

1m 7,49 4,106 2,964 10,968 2,964 8,555 10,968

:Sfupp_s 3m 13,128 7,539 5,009 23,152 8,057 12,175 18,199
12m 7,840 4,467 3,050 12,788 4,159 7,761 11,521

1m 10,249 7,852 1,782 17,293 1,782 11,671 17,293
AgNPs 3m 12,676 9,351 2,053 22,909 5,098 12,871 20,254
12m 6,743 2,075 4,500 9,301 5,140 6,585 8,346
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Tab. A.12. Stosunek ADP/ATP w komodrkach hemolimfy, gruczolu jelita $rodkowego oraz
amputkowatych gruczotow przednych samic pajaka S. grossa z grupy kontrolnej oraz
eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 1 12 miesigcy. Wartos$ci $redniej, odchylenia
standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl gérny), minimum
(Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,219 0,148 0,027 0,375 0,110 0,236 0,327

Im 0,269 0,167 0,070 0,477 0,161 0,264 0,377

AgNO3; 3m 1821 0,229 1,579 2,033 1,579 1,852 2,033

12m 1,258 1,076 0,210 2,750 0,545 1,037 1,972

Im 1,229 0,668 0,756 1,993 0,756 0,937 1,993

:g;f\lplgs 3m 0,354 0,157 0,206 0,512 0,220 0,349 0,488

12m 0273 0,246 0,119 0,636 0,123 0,168 0,423

Im 1,564 0,428 1,132 1,987 1,132 1,574 1,987

AgNPs 3m 0174 0,122 0,088 0,352 0,096 0,127 0,251

12m 0,123 0,088 0,049 0,251 0,069 0,096 0,177

GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,036 0,025 0,016 0,073 0,019 0,028 0,053

1m 0223 0,058 0,158 0,272 0,158 0,239 0,272

AgNO3 3m 0,409 0,246 0,222 0,769 0,259 0,323 0,559

12m 0,378 0,150 0,240 0,562 0,256 0,355 0,500

PP Im 0,498 0,185 0,360 0,708 0,360 0,427 0,708

AgNFjS 3m 0276 0,190 0,136 0,556 0,166 0,205 0,386

12m 0,312 0,108 0,191 0,427 0,224 0,315 0,400

Im 0,230 0,125 0,099 0,395 0,142 0,214 0,319

AgNPs 3m 0,403 0,198 0,223 0,661 0,249 0,364 0,558

12m 0,391 0,188 0,254 0,661 0,264 0,325 0,518
AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,059 0,052 0,016 0,121 0,016 0,049 0,102

Im 0,145 0,156 0,025 0,322 0,025 0,089 0,322

AgNO3 3m 0,078 0,044 0,023 0,129 0,048 0,080 0,108

12m 0,156 0,121 0,008 0,266 0,058 0,175 0,254

1m 0,166 0,109 0,073 0,287 0,073 0,139 0,287

:gl/\lplgs 3m 0,140 0,079 0,065 0,251 0,092 0,122 0,188

12m 0,175 0,215 0,042 0,493 0,044 0,082 0,306

Im 0,145 0,079 0,060 0,249 0,090 0,135 0,199

AgNPs 3m 0149 0,147 0,043 0,367 0,065 0,094 0,234

12m 0,177 0,145 0,043 0,367 0,065 0,148 0,288
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Tab. A.13. Poziom biatek metalotioneinopodobnych [% biatka catkowitego] w komorkach hemolimfy,
gruczotu jelita srodkowego oraz amputkowatych gruczotow przednych samic pajaka S. grossa z
grupy kontrolnej oraz eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i 12 miesiecy. Warto$ci
sredniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl
gbrny), minimum (Min) i maksimum (Max).

HEMOLIMFA

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,460 0,205 0,236 0,716 0,304 0,443 0,615

1m 4,744 1,426 3,439 6,266 3,439 4,527 6,266

AgNO; 3m 7,278 2,047 5,008 8,983 5,008 7,842 8,983

12m 7,892 1,629 6,023 9,008 6,023 8,646 9,008

1m 4,222 1,113 3,139 5,362 3,139 4,164 5,362

:gf\lpgs 3m 5,369 1,675 4,357 7,302 4,357 4,448 7,302

12m 6,404 1,348 5,110 7,800 5,110 6,302 7,800

1m 4,094 0,626 3,427 4,670 3,427 4,185 4,670

AgNPs 3m 5,318 1,575 3,969 7,048 3,969 4,936 7,048

12m 6,155 1,358 4,628 7,227 4,628 6,610 7,227

GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,761 0,183 0,613 0,965 0,613 0,703 0,965

1m 4,206 1,799 2,848 6,750 2,937 3,612 5,475

AgNO; 3m 8,175 1,189 6,804 8,926 6,804 8,795 8,926

12m 8519 0,912 7,486 9,215 7,486 8,855 9,215

VP 1m 2,761 0,816 2,062 3,658 2,062 2,562 3,658

AgNFjS 3m 5,170 0,931 4,110 5,851 4,110 5,550 5,851

12m 5650 0,626 5,080 6,320 5,080 5,550 6,320

1m 2,804 0,272 2,618 3,116 2,618 2,677 3,116

AgNPs 3m 5,174 0,728 4,336 5,642 4,336 5,545 5,642

12m 6,263 1,006 5,110 6,960 5,110 6,720 6,960
AMPULKOWATE GRUCZOLY PRZEDNE

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 0,758 0,660 0,130 1,689 0,360 0,607 1,156

1m 1,459 0,529 0,848 1,768 0,848 1,761 1,768

AgNO; 3m 1,388 0,354 0,981 1,627 0,981 1,557 1,627

12m 1,317 0,456 0,876 1,786 0,876 1,290 1,786

1m 1,411 0,643 0,690 1,926 0,690 1,617 1,926

:Sfupp_s 3m 1,202 0,704 0,451 1,992 0,623 1,182 1,780

12m 1611 0,747 0,813 2,595 1,086 1,518 2,136

1m 2,147 0,973 1,034 2,839 1,034 2,568 2,839

AgNPs 3m 1,658 0,814 0,965 2,582 0,974 1,542 2,342

12m 1,697 0,958 0,700 2,610 0,700 1,780 2,610
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Tab. A.14. Srednica wldkien jedwabiu [pm] wystepujacych w strukturach pojedynczych,
dwuniciowych i wieloniciowych w sieciach townych pajaka S. grossa z grupy kontrolnej oraz
eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i 12 miesigcy. Wartosci $redniej, odchylenia
standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl gérny), minimum
(Min) i maksimum (Max).

SREDNICA WEOKNA W STRUKTURACH POJEDYNCZYCH

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 3,660 1,249 1,440 5,420 2,800 3,430 4,700

1m 1,783 0,455 1,140 2,310 1,440 1,775 2,190

AgNO; 3m 1,777 0,564 0,970 2,760 1,450 1,550 2,250

12m 1,763 0,326 1,450 2,100 1,450 1,740 2,100

VP 1m 1,532 0,295 1,050 1,810 1,310 1,670 1,800

AgNP‘S 3m 1,696 0,387 0,740 2,410 1,460 1,650 1,960

12m 1,446 0,270 0,940 2,040 1,330 1,475 1,500

1m 1,466 0,386 1,140 2,440 1,260 1,380 1,490

AgNPs 3m 1,692 0,431 1,020 2,700 1,370 1,620 1,900

12m 1,134 0,358 0,780 1,950 0,925 1,105 1,140

SREDNICA WLOKNA W STRUKTURACH DWUNICIOWYCH

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 2,557 0,396 1,670 3,180 2,240 2,625 2,900

1m 1,187 0,424 0,640 1,950 0,865 1,170 1,410

AgNOs3 3m 1,649 0,476 1,150 2,920 1,350 1,410 1,770

12m 1,348 0,190 1,040 1,660 1,220 1,340 1,480

VP 1m 2,066 0,167 1,690 2,240 2,020 2,130 2,160

AgNPs 3m 1,820 0,542 1,060 2,830 1,380 1,610 2,380

12m 2,090 0,338 1,580 2,610 1,800 2,055 2,425

1m 1,625 0,251 1,270 1,950 1,380 1,575 1,905

AgNPs 3m 1,513 0,288 0,920 2,380 1,320 1,460 1,650

12m 1,192 0,327 0,630 1,740 0,940 1,185 1,470
SREDNICA WLOKNA W STRUKTURACH WIELONICIOWYCH

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75

Kontrola 2,539 0,359 2,040 3,340 2,240 2,385 2,860

1m 1,259 0,326 0,640 1,890 1,030 1,180 1,440

AgNO; 3m 1,711 0,350 1,000 2,190 1,350 1,840 2,010

12m 1,197 0,406 0,420 2,300 0,900 1,190 1,400

VP 1m 1,734 0,234 1,490 2,110 1,640 1,650 1,780

AgNP‘S 3m 1,799 0,247 1,350 2,080 1,560 1,895 2,005

12m 1,183 0,281 0,700 1,970 0,980 1,100 1,360

1m 1,546 0,458 0,860 2,790 1,100 1,495 1,860

AgNPs 3m 1,232 0,385 0,480 2,200 0,990 1,180 1,390

12m 1,040 0,325 0,430 1,600 0,740 1,065 1,310
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Tab. A.15. Wartosci kaloryczne sieci townych w przeliczeniu na J-g ! suchej masy jedwabiu
samic pajaka S. grossa z grupy kontrolnej oraz grup eksponowanych na wybrane formy srebra
przez 1, 3 i 12 miesiecy. Warto$ci $redniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me),
Q25 (kwartyl dolny), Q75 (kwartyl gorny), minimum (Min) i maksimum (Max).

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 21,952 1,825 19,376 24,012 19,560 22,232 23,451
Im 22,531 4,405 17,081 28,226 19,333 23,345 24,671

AgNO;3 3m 18,365 4,645 12,463 25,035 16,514 17,684 20,127
12m 21,517 4,873 13,018 27,015 17,523 23,937 24,778

1m 16,595 5,908 8,558 23,115 13,704 16,114 21,485

APg;f\IPI;s 3m 23,069 10,680 16,708 42,032 18,106 18,163 20,339
12 m 14,764 6,211 3,760 18,824 16,729 16,764 17,745

1m 16,655 6,256 7,978 22,846 14,040 15,809 22,601

AgNPs 3m 21,683 8,618 15,076 36,732 18,106 18,163 20,339
12m 14,045 5,936 3,536 17,978 15,896 15,945 16,870

Tab. A.16. Wartosci kaloryczne sieci townych samic pajgka S. grossa w przeliczeniu na osobnika
[J/osobnika] z grupy kontrolnej oraz grup eksponowanych na wybrane formy srebra przez 1, 3 i
12 miesigcy. Wartosci $redniej, odchylenia standardowego (+ SD), Mediany (Me), Q25 (kwartyl

dolny), Q75 (kwartyl gorny), minimum (Min) i maksimum (Max).

Grupa Srednia  +SD Min Max Q25 Me Q75
Kontrola 20,500 4,799 15,746 30,531 17,051 19,576 20,831
Im 12,027 3,033 8,339 15,339 10,661 10,796 15,000

AgNO3 3m 7,908 1,768 6,441 10,915 6,813 7,604 7,769
12m 11,895 4,1057 4,965 17,407 10,607 12,505 13,383

Im 10,495 5,031 3,783 15,949 7,983 9,830 14,932

:(SI/\IPP_S 3m 8,958 1,366 7,604 10,898 7,986 8,500 9,803
12m 11,626 4,6025 4,587 15,339 9,474 13,424 15,305

Im 9,944 5,282 2,985 15,372 1,477 8,812 15,075

AgNPs 3m 9,137 0,494 8,667 9,898 8,781 9,016 9,326
12m 11,354 4,8653 3,986 15,764 9,023 13,120 14,874
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