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Gléwnym zagrozeniem nie tylko dla cztowicka czy
zwierzat wyzszych, ale takze dla organizmow zasie-
dlajacych zanieczyszczone wody sa wystepujace w tym
srodowisku substancje chemiczne oraz mikroorgani-
zmy. Wigkszo$¢ substanciji zanieczyszczajacych sro-
dowisko wodne wptywa niekorzystnie migdzy innymi
na funkcje czynnosciowe elementéw ukladu obronnego
ryb (3, 14, 52-54, 58, 60, 61, 63, 68-70, 73, 75, 79, 80).

Oddzialywanie zwiazkow chemicznych na organizm
ryb i jego funkcje jest wielokierunkowe (20, 21). W
warunkach sztucznie wytworzonych do§wiadczalnych,
z uzyciem substancji fosforoorganicznych (20, 21),
pyretroidow (40, 81) oraz metali cigzkich (4, 20, 21,
25, 62) wykazano, ze postgpujaca degradacja srodo-
wiska wodnego sprzyja rozwojowi wielu chorob ryb,
takze tla infekcyjnego (8, 22, 37, 51, 56). Reakcja or-
ganizmu ryb na dziatanie substancji chemicznych (che-
micznych bodzcow stresowych), jest przede wszyst-
kim wyrazem rozwoju odpowiedzi stresowej, a w efek-
cie, najczesciej niewydolnosci mechanizmow uktadu
obronnego. Podkresli¢ nalezy, ze dziatanie wybranych
substancji chemicznych na organizm réznych gatun-
koéw ryb moze by¢ bardzo odmienne i $ciSle zwigzane
z wrazliwo$cia gatunkowa (41, 58). Istotny jest row-
niez fakt, zwlaszcza z punktu widzenia potrzeb dia-
gnostycznych, ze wptyw substancji chemicznych, mig-
dzy innymi na uklad odpornosciowy ryb, pozostaje
takze w bezposredniej zaleznosci od wczesniej prze-
bytego procesu adaptacji ryb do okreslonych warun-
kow $rodowiskowych (kontaktu z niskimi dawkami
substancji toksycznej), badZ braku tego procesu. Ryby,
jak wynika z nielicznych danych pismiennictwa (19,
37, 68) przejawiaja najprawdopodobniej bardzo duze
zdolno$ci adaptacyjne, zwlaszcza po diuzszym okre-
sie przebywania w srodowisku obarczonym substan-
cjami chemicznymi, wystgpujacymi w stgzeniach nie
wywotujacych objawow klinicznych. Funkgeje fizjolo-
giczne/czynno$ciowe tych zwierzat, pierwotnie zakto-
cone, powracaja po pewnym czasie do normy. Swiad-
cza o tym migdzy innymi wyniki badan nad wptywem
permetryny (68), siarczanu miedzi (19, 37) czy sub-
stancji zanieczyszczajacych wody Odry (72) na funk-
cje czynnosciowe uktadu odpornosciowego ryb.
Wpltyw substancji chemicznych na elementy ukladu
odporno$ciowego moze przejawiac sig dzialaniem
bezposrednio uszkadzajacym komorki tego uktadu lub
za posrednictwem uktadu nerwowego (poprzez pobu-
dzenie uktadu wegetatywnego oraz centralnego ukta-
du nerwowego) i hormonalnego. Uktad odpornoscio-

wy, jak sie okazato stosunkowo niedawno (7, cyt. 32,
55, 59), dzigki unerwieniu narzadéw limfoidalnych
oraz poprzez receptory dla neurotransmiterow 1 neu-
ropeptydow obecne na powierzchni wigkszosci komo-
rek odporno$ciowych, odbiera bodzce z uktadu ner-
wowego (33, 41,42, cyt. 55, 66, 78). Ponadto jak wy-
kazano (5, cyt. 31, 32, 55) powiazania migdzy ukia-
dem neuroendokrynowym a uktadem odpomosciowym
zaleza rowniez od wpltywu cytokin (np. IL-1, IL-2, IL-4,
IL-6, TNF-c¢ produkowanych m.in. przez astrocyty i
komorki gleju) na uktad endokrynowy oraz od pro-
dukcji niektorych hormondw (np. kortykotropina, ty-
reotropina, somatostatyna) przez komorki uktadu od-
pornosciowego (cyt. 55, 66, 71). W zachowaniu ho-
meostazy organizmu fundamentalna rolg speiniaja za-
tem spojnie zardbwno uktad nerwowy, hormonalny jak
i uktad odporno$ciowy (cyt. 55, 66, 71).

Jednym z wazniejszych zagadnien wspotczesne)
biologii jest poznanie reakcji komérki w sytuacjach
nagle zmieniajacych si¢ warunkow otoczenia. Mecha-
nizm molekularnej odpowiedzi na stres, wspolny
wszystkim organizmom, nawet tym najnizej usytuowa-
nym na szczeblach rozwoju filogenetycznego, spro-
wadza si¢ do syntezy bialek stresowych komorki, po-
zwalajacych jej na przystosowanie si¢ do okreslonych
warunkow. Reakcja organizmu na toksyczne dziala-
nie czynnikéw chemicznych rozwija sig na poziomie
molekularnym i wiaze sig z tzw. stresem biochemicz-
nym komorek. Stres biochemiczny rozumiany jako
zaburzenia w prawidlowym funkcjonowaniu komorek,
prowadzi do naruszenia homeostazy komérkowej, co
z kolei jest sygnatem do uruchomienia reakcji kom-
pensacyjnych, majacych przywroci¢ rownowagg me-
taboliczno-funkcjonalna komorek.

Toksyczne czynniki chemiczne dzialajac w bardzo
niskich dawkach powoduja uruchomienie mechani-
zmow obronnych, ktore umozliwiaja komorkom osta-
bienie szkodliwego wplywu tych samych substancji
podanych w wyzszych stezeniach, indukujgcych stres
lub szok komorkowy. Znamienne jest bowiem to, Ze
czesto w odpowiedzi na niskie stgzenia szkodliwych
substancji chemicznych rownowaga metaboliczno-
-funkcjonalna, w zakresie wahan fizjologicznych, usta-
la sie na poziomie wyzszym niz przed ekspozycja.
Utrzymanie jej, wyrazajace si¢ zachowana badz wyz-
sza aktywnos$cia enzymow i systemow kontrolujacych
przemiany komorkowe, warunkuje uruchamianie me-
chanizméw deaktywujacych i/lub eliminujacych
czynniki szkodliwe oraz proceséw naprawczych. Neu-



tralizowane sa w takich warunkach takze bodzce do-
datkowe, silniejsze od poprzednich (28, cyt. 45). W
niektorych jednak przypadkach, zwlaszcza w wyniku
oddzialywania wyzszych dawek czynnikéw chemicz-
nych, przekraczajacych mozliwosci adaptacyjne ko-
morki, stan rownowagi metaboliczno-funkcjonalne;
przekracza zakres wahan fizjologicznych, w wyniku
czego dochodzi do uksztattowania sig tatwo naruszal-
nego stanu rownowagi chwiejnej, a ostatecznie do prze-
niesienia zaburzen z poziomu molekularnego na po-
ziom subkomorkowy i komérkowy oraz wystapienia
objawow klinicznych. Proces przygotowania komorki
do skutecznego neutralizowania wyzszych dawek sub-
stancji szkodliwych okresla si¢ mianem hormezy, a
substancje wywotujace ten proces czynnikami horme-
tycznymi (11, 45). Wérod substancji wykazujacych
takie wlasciwoéci wymienia si¢ m.in. metale cigzkie
(Cu, Cd, Zn, Hg), polichlorowane bifenyle, insektycy-
dy oraz antybiotyki (cyt. 45). Komorka odpowiadajac
na dziatanie chemicznych czynnikow stresogennych,
reaguje przede wszystkim zmiang aktywno$ci genow
kodujacych syntezg bialek stresowych. Wyraza sig to
zmniejszeniem ogolnej syntezy biatek przy jednocze-
snym wzroscie syntezy polipeptydow komorkowych
okreélanych jako ,,bialka stresowe”, ,biatka szoku”,
..biatka szoku termicznego™ (hsp — heat shock prote-
ins) badz jako ,.bialka opiekuncze” (29, 43, 44, cyt.
45). Synteza tych biatek wykazana zostala u wszyst-
kich organizméw komoérkowych, takze u ryb (cyt. 24,
26, 38,45, 55). Wykazano, ze hsp produkowane sa nie
tylko w warunkach stresu np. w czasie ekspozycji na
wysokie temperatury czy metale cigzkie badz w okre-
sie rozwoju inwazji pasozytniczej czy infekeji na tle
bakteryjnym lub wirusowym (cyt. 2, 46, 57), ale takze
w warunkach fizjologicznych np. w przebiegu proce-
su wzrostu i réznicowania sig komorek. Hsp zalicza
sie do glownych elementéw wptywajacych na ustala-
nie sie rownowagi migdzy procesami degradacji bia-
tek zdenaturowanych m.in. przez szkodliwe dziatanie
substancji chemicznych, a procesami przywracajacy-
mi im prawidlowa strukturg. Kazdorazowo jednak,
zardwno w warunkach stresowych jak i fizjologicznych,
w zjawiskach tych uczestniczq poza hsp réwniez cza-
steczki ubikwityny — niskoczasteczkowe biatka szoku.
Stosujac kryterium masy czasteczkowej bialka stre-
sowe u zwierzat, w tym prawdopodobnie u ryb, dzieli
sie na podgrupy lub rodziny (9, 35, 82). Wyrdznia sig
biatka o niskiej (13-30 kDa) i $redniej (58-78 kDa)
masie czasteczkowej oraz biatka o duzej masie cza-
steczkowej (80-100 kDa). Biatka poszczego6lnych ro-
dzin pelnig roZne funkcje. Wiazac sig z hydrofobowy-
mi powierzchniami zdenaturowanych peptydow dzia-
taja one podobnie jak detergent. Rozbijaja powstate w
czasie szoku agregaty bialkowe, modyfikujac w ten
sposob ich funkcjg i przeznaczenie oraz umozliwiajg
im przywrocenie normalnej struktury funkcjonalnej
(35, 36, 39, 47, 50, 64). Inng wazng funkcja jaka naj-
prawdopodobniej petnia hsp jest ich udziat w translo-
kacji antygenow zgodnosci tkankowej (MHC) oraz w
procesach wychwytywania, transportu i prezentacji
antygenow rozpoznawanych w kontekscie antygenow

MHC klasy II (15, cyt. 55, 77). Nie wykluczone jest
rowniez, ze biatka te moga samodzielnie wynosi¢ krot-
kie peptydy na powierzchnig komorki bez udziatu ewo-
lucyjnie mtodszych biatek MHC (30). Jesli tak to hsp
stanowityby wspdlne dla calego krolestwa zwierzat
ogniwo reakcji odpornosciowych (30, cyt. 55). Hsp
speiniaja takze funkcje antygenéw np. drobnoustro-
jow chorobotworezych lub w komérkach nowotworo-
wych. Ponadto warto dodag, ze syntezie bialek streso-
wych, zwlaszcza z rodziny hsp 70, towarzyszy spadek
biosyntezy cytokin m.in. IL-11 TNF-« (18, 27, 67), co
nie jest obojetne dla funkcjonowania mechanizmow
obronnych i w efekcie catego organizmu.

W odniesieniu do hsp 70 powszechnie akceptowa-
na jest ich funkcja protekcyjna w procesie syntezy
nowo powstajacych polipeptydow, a réwniez w pro-
cesie wewnatrzkomérkowego transportu biatek (6, 76).
Wykazano m.in. ze biatko z rodziny hsp 70 tzw. bial-
ko wigzace tancuch cigzki (HCBP — heavy chain bin-
ding protein) uczestniczy w taczeniu tancuchow im-
munoglobulin i wpltywa na ich wewnatrzkomoérkowe
przemieszczanie (49). Bialka tej rodziny przypuszczal-
nie odgrywaja istotna, a nawet kluczowa rolg w roz-
poznawaniu wewnatrzkomorkowego nagromadzania
sie biatek uszkodzonych badz zdenaturowanych w
wyniku dzialania czynnika stresogennego, ktore w
dalszych etapach rozwoju odpowiedzi komorki mu-
sza byé w procesie proteolizy lizosomalnej roztozone
badz tez ktérych funkcja powinna by¢ odtworzona w
procesie naprawy (9, 13, 23, 48, 74). Biatka rodziny
hsp 70 najprawdopodobniej odgrywaja istotna rolg
rowniez w strategii obronnej organizmu przed zaka-
zeniami wirusowymi (65).

Znacznie mniej wiadomo na temat roli biatek z ro-
dziny hsp 90 tzn. biatek stresowych o duzej masie cza-
steczkowej. Przyjmuje sig, Ze uczestnicza one W pro-
cesach transportu wewnatrzkomorkowego syntetyzo-
wanych biatek, w regulacji aktywno$ci enzymow oraz
w procesach wigzania, a nastgpnie transportu z cyto-
plazmy do jadra komorkowego kompleksow biatko —
hormon sterydowy. Jest to niezwykle istotny moment
wynikajacy z udziatu hormonow sterydowych w reak-
cjach towarzyszacych stresowi komérkowemu. Sg one
bowiem aktywatorami procesu syntezy mRNA dla bia-
tek stymulujacych przemiany wewnatrzkomoérkowe.
Zachodzi to w ten sposob, ze hormon sterydowy zwia-
zany z cytoplazmatycznym specyficznym biatkiem
receptorowym jest transportowany z cytoplazmy do
jadra komorkowego, gdzie nastgpnie wiaze sig z se-
kwencja regulacyjna DNA poprzedzajaca gen, ktory
ma ulec aktywacji. Ta reakcja jest sygnatem do podje-
cia aktywnej transkrypeji genu i syntezy mRNA. Rola
ochronna hsp 90 wynika z faktu, iz wiazac sig z recep-
torem dla hormonow sterydowych zapobiega ich nie-
kontrolowanej reakcji z jadrowym DNA lub polacze-
niu si¢ samego biatka receptorowego z sekwencja re-
gulacyjng DNA (12, 16).

Najmniej poznang rodzing biatek stresowych sg bial-
ka o niskiej masie czasteczkowej (hsp 22. hsp 23, hsp
27, hsp 28). Przypisuje sig im rolg sygnalizacyjng, istot-
na we wstepnym etapie odpowiedzi na stres (cyt. 2).
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Wazrost syntezy hsp 27 jest m.in., co wynika z dotych-
czasowych danych, czutym wskaznikiem toksyczno-
$ci substancji podawanych do hodowli komorkowych
(cyt. 2).

Waznym biatkiem szoku termicznego bioracym
udzial w reakcji odpowiedzi komorki na dzialanie
czynnikow chemicznych — stresogennych, powszech-
nie wystepujacym w Swiecie zwierzat 1 roslin jest ubi-
kwityna. Sekwencja aminokwasowa tego biatka, wy-
stqu_] acego powszechnie w §wiecie zwierzat, jest pra-
wie niezmienna (cyt. 2, 45), nawet u przedstawicieli
tak réznorodnych 1 odleglych gatunkow jak np. zaba
szponiasta (Xenopus laevis) i cztowiek. W przeciwien-
stwie do innych biatek stresowych ubikwityna petni,
najogolniej ujmujac, funkcje aktywatora procesow
proteolizy zdenaturowanych biatek (cyt. 2, 45). W
szczegodtach zas funkcje tego biatka daja sig uja¢ w
dwie klasy, ktérymi sa: odwracalna, posyntetyczna
modyfikacja biatek oraz nieodwracalna, ale selektyw-
na ich destrukcja (cyt. 2). Wymienione funkcje tego
biatka zachodza w trzech strukturach komérkowych
tzn. w cytoplazmie, jako droga selektywnej pozalizo-
somowej proteolizy, w jadrze komorkowym oraz w
blonie komérkowej. To niskoczasteczkowe bialtko o
masie 8,6 kDa zbudowane z 76 aminokwasowow 1a-
czy si¢ z substratem tzn. z biatkiem przeznaczonym
do rozktadu, po uprzednim zwigzaniu si¢ z enzymem
aktywujacym oraz po przetransportowaniu go na sub-
strat za posredmctwem tzw. bialek wiazacych. Pota-
czenie to moze mie¢ charakter potaczenia odwracal-
nego, kiedy do substratu przytaczone zostaja pojedyn-
cze czasteczki ubikwityny lub nieodwracalnego, kie-
dy substrat zostaje ,,opleciony” tancuchem utworzo-
nym z kilku czasteczek tego biatka. Wiadomo, ze biatka
zdenaturowane lub uszkodzone m.in. szkodliwym od-
dzialywaniem substancji chemicznych sg substratami
preferencyjnymi dla enzymow proteolitycznych. Nie-
zaleznie jednak od tego, warunkiem niezbgdnym roz-
poczecia procesu proteolizy jest przylaczenie do zde-
naturowanego biatka tancucha ztozonego z kilku cza-
steczek ubikwityny. Przytaczenie tylko jednej z nich
powoduje, ze dziata ona tak jak biatka z rodziny hsp
tzn. sprzyja renaturacji biatka i przywrdceniu jego cza-
steczce pierwotnej konformacji, aktywnej czynnoscio-
wo (cyt. 2,45). Jednym z istotnych sygnatéw zewngtrz-
nych decydujacych o tym, ze biatko ma zosta¢ podda-
ne ubikwitynozaleznej proteolizie, sa zmiany w jego
strukturze trzeciorzedowej tzn. w obrebie rodzaju i licz-
by wiazan pomigdzy grupami czynnymi danego poli-
peptydu.

Reasumujac, zasadne wydaje si¢ podkreslenie fak-
tu, 1z przed szkodhwym wptywem czynnikow streso-
gennych zar6wno pochodzenia abiotycznego jak 1 bio-
tycznego, organizm krggowcow broni si¢ w drodze
uruchomienia mechanizméw obronnych na poziomie
molekularnym tj. hormetycznego systemu obronnego
(24, 45, 55) 1 najprawdopodobniej biochemicznego
systemu obronnego (10) oraz poprzez uruchomienie
mechanizmow immuno-neoro-endokrynnych w obreg-
bie ktorych podwzgorzowo — przysadkowo — nadner-
czowa ,,0$ stresu” jest jednym z uktadéw moduluja-

cych reakcje odpornosciowe (1, 32, 34, cyt. 55, 56,
66, 71, 83). Na podstawie przytoczonych danych na-
lezy przede wszystkim podkresli¢, ze wyniki dotych-
czasowych badan stanowia obszerne zrodlo informa-
cji na temat zagrozen ryb zwiazanych z ekspozycja tych
zwierzat na substancje chemiczne wystgpujace w §ro-
dowisku wodnym w roznych stgzeniach. Badania te
wykazaly, co wydaje sig bardzo istotne, ze przebywa-
nie ryb w Srodowisku obarczonym czynnikami szko-
dliwymi m.in. chemicznymi nie zawsze jest TOWno-
znaczne z ich niekorzystnym wplywem na organizm
tych zwierzat. W zwigzku z tym nasuwa SIQ sugestia by
w dalszych badaniach uwzgledni¢ rowniez rozpozna-
nie roli oraz znaczenia hormetycznego systemu obron-
nego u ryb. Pozwoli to z pewnoscia na lepsza inter-
pretacje 1 oceng zjawisk obserwowanych u ryb pocho-
dzacych z akwendéw w roznym stopniu zanieczyszczo-
nych. Rozpoznanie tego zagadnienia wydaje sig.o tyle
wazne, ze ryby w badaniach immunotoksykologicz-
nych i dotyczacych oceny stanu §rodowiska wodnego

uznane zostaly za zwierzgta modelowe (17, 73).
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Rytmy biologiczne

Uporzqdkowanle procesow fizjologicznych w cza-
sie jest cechg zycia. Wszystkie organizmy, zaréwno
wielokomoérkowe, jak i jednokomdrkowe, reaguja na
cykliczne zmiany czasu, potrafia sterowa¢ wewngtrz-
nymi procesami fizjologicznymi powtarzajacymi sig
w ciagu doby, w cyklach miesigcznych, sezonowych
czy tez rocznych. Czynniki §rodowiska zewngtrznego
pelnia rolg synchronizatoréw. Sposrdd wszystkich zna-
nych rytméw biologicznych rytmy okotodobowe od-
grywaja zasadnicza rolg w adaptacji istot Zywych do
warunkOw otoczenia. Sg one wyrazem przystosowa-
nia najwyzszego stopnia.

Inicjatorzy badan chronobiologicznych m.in. Hal-
berg, Aschoff, Sollberger, Bunning wykazali, ze istot-
ny wptyw na przebieg procesow w organizmie maja
zmieniajace si¢ cyklicznie warunki otoczenia. Dzisiaj
wiadomo, ze rytmika proceséw fizjologicznych ma
charakter endogenny, uwarunkowany genetycznie.
Zegar biologiczny, ktdry ja kontroluje odmierza czas
bez wzgledu na zmiany $rodowiska i jest dziedziczo-
ny przez kolejne pokolenia. Potwierdzeniem tego jest
fakt utrzymywania sig¢ rytmow procesow fizjologicz-
nych w warunkach izolacji od wptywu czynnikow oto-
czenia (3, 5,9, 19, 33).

Czynniki Srodowiska zewngtrznego, glownie §wia-
tlo 1 temperatura, penia rolg synchronizatorow rytméw.
Nazywane sg ,,dawcami czasu” dla proceséw zacho-
dzacych w organizmach zywych. Modyfikuja one prace
endogennego zegara biologicznego, wptywajac na dtu-
gos¢ okresu cykli biologicznych i rozklad w czasie
poszczegblnych faz rytmu. Rytm dnia i nocy warun-
kuje odstgpy czasu niezbedne do synchronizacji we-

wnetrznych proceséw fizjologicznych w rytmie oko-
lodobowym (3, 6, 28, 33, 34).

Wielu badaczy umiejscawia centralny zegar biolo-
giczny w osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN).
Oscylatory kontrolujace okotodobowe rytmy zostaty
zlokalizowane miedzy innymi w takich o$rodkach
uktadu nerwowego jak jadro nadskrzyzowaniowe pod-
wzgorza kregowcdw, obecnie uwazane za miejsce lo-
kalizacji nadrzednego zegara biologicznego organi-
zmu, a takze w szyszynce u ptakow, ptatach wzroko-
wych i komorkach neurosekrecyjnych mézgu owadow.
Wystepowanie zegara biologicznego stwierdzono réw-
niez u organizmow jednokomoérkowych. Pojedyncza
komorka organizmu wielokomorkowego ma takze
mozliwo§¢ pomiaru czasu, na co wskazuje utrzymy-
wanie si¢ wielu przejawow rytmiki okolodobowej w
1zolowanych komorkach. Wyniki badan potwierdzaja,
ze mechanizmy generujace rytm biologiczny znajduja
si¢ we wnetrzu komorek 1 zwiazane sa z ich przemia-
nami metabolicznymi. Odliczanie czasu miatoby po-
lega¢ na spontanicznych oscylacjach tych procesow.
Kazda komoérka funkcjonuje zgodnie z rytmem 24-
-godzinnym, zwiazanym z procesami syntezy biatka,
przebiegajacymi w sposéb cykliczny, zgodnie z infor-
macja zakodowana w czasteczce DNA. Wielokrotnie
obserwowano wahania okotodobowe liczby mitoz 1
nasilenie syntezy DNA w komorkach (5, 11-14, 27,
42). Cymborowski i Dudkowski (13, 14) obserwowali
okotodobowe oscylacje stezenia mRNA oraz zmiany
natgzenia procesu syntezy biatek w komorkach neu-
rosekrecyjnych mézgu i w zwoju podprzelykowym
swierszcza domowego. Autorzy sugeruja, ze powyz-
sze zmiany stanowia mechanizm napedowy zegara
biologicznego w komorkach.



