PODSUMOWANIE

UZASADNIENIE PODJECIA BADAN

Rte¢ (Hg) uznawana jest za jeden z najniebezpieczniejszych metali wystepujgcych
w srodowisku. Jako neurotoksyna o dziataniu mutagennym, wptywa negatywnie na uktad
krazenia i centralny system nerwowy, powodujgc trwate uszkodzenie komdérek mdzgowych
(Splading i in., 2000; Rutkiewicz i in., 2011). Jest tez zaliczana do substancji endokrynnie
aktywnych, tj. zaburzajacych dziatanie uktadu hormonalnego (zZhu i in., 2000). Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) umiescita rte¢ — obok m.in. dioksyn czy innych metali ciezkich —
na liscie dziesieciu substancji najbardziej zagrazajacych zdrowiu i zyciu ludzi (WHO, 2010).
Ze wzgledu na globalny transport i depozycje w miejscach dalekich od zrédet emisji, Program
Narodéw Zjednoczonych ds. Srodowiska (UNEP) uznat rte¢ za substancje szkodliwg
o znaczeniu Swiatowym (UNEP, 2013). W zwigzku z koniecznoscig podjecia dziatan
rozwigzujgcych problem skazenia srodowiska rtecig w 2013 roku przyjeto Konwencje
Minamata. Jej celem jest ochrona zdrowia ludzkiego i Srodowiska przed antropogenicznymi

emisjami rteci oraz jej zwigzkéw (Council Decision (EU) 2017/939).

Do $rodowiska morskiego rte¢ dostaje sie gtéwnie w formie nieorganicznej Hg?* lub
jako Hg®(Driscoll iin., 2013). Tam tez przy udziale mikroorganizmoéw (Berman i Bartha 1986)
i podczas chemicznej metylacji (Weber, 1993), ulega przemianie do metylorteci (MeHg)
i w takiej postaci jest wtaczana w tancuch troficzny (Evers i in., 2007; Scheuhammer i in.,
2007). Metylorte¢ jest formg rteci, ktéra ulega najwiekszej biokumulacji w organizmach
morskich. Ponadto, ze wzgledu na swojg toksycznos¢, to wtasnie ta forma stanowi dla nich
najwieksze zagrozenie (Eagle-Smith i in., 2018; Hsu-Kim i in., 2018). Ssaki morskie, zajmujac
wysoka pozycje w piramidzie troficznej, kumulujg rteé na poziomie czesto nawet tysigce razy
przekraczajgcym stezenia wystepujgce w otaczajgcym srodowisku (Das i in., 2003; Das i in.,
2008; Bossart, 2006; Scheuhammer et al., 2007). Pobierana z pokarmem metylorte¢ poprzez
krew jest dystrybuowana do narzgdéw wewnetrznych, gtdwnie nerek i watroby, gdzie moze
ulega¢ transformacji do mniej toksycznych form (National Research Council, 2000).
Usuwanie rteci z organizmu odbywa sie codziennie poprzez wydalanie z katem i moczem
(Nigro i in., 2002). W przypadku fokowatych rte¢ moze by¢ dodatkowo wbudowywana
w pazuryisier$¢ (Habraniin., 2013; Cossabooniin., 2015; Grajewska iin., 2019). Wyjatkowo

grozna dla ssakéw jest zdolnos¢ przenikania metylorteci przez bariery biologiczne krew-



mozg i krew-tozysko (WHO, 2012). Stwarza to zagrozenie dla prawidtowego rozwoju juz w
okresie prenatalnym, co czyni uktad nerwowy, bedacy docelowym miejscem dziatania

toksyny, szczegdlnie wrazliwym na jej obecnosc.

W niniejszej pracy omdwiono drogi wnikania rteci do fok szarych (Publikacja 1,
Publikacja 2). Oprdocz — majgcej najwieksze znaczenie dla dorostych osobnikéw — drogi
pokarmowej, szczegdlng uwage poswiecono okresowi zycia prenatalnego oraz pierwszym
tygodniom zycia zwierzat, podczas ktérych rteé przekazywana jest szczenietom w dwojaki
sposob: z krwig poprzez tozysko oraz z mlekiem w czasie karmienia (Habran i in., 2011;
Habran i in., 2013). Na zasadnos$¢ podjetych dziatann wskazuje réwniez zaobserwowany
w Battyku wzrost Smiertelnosci szczenigt fok szarych (Harding i in., 2007). Potencjalnej
przyczyny zjawiska upatruje sie w zanieczyszczeniu morza, w tym metalami $ladowymi.
Biorgc pod uwage, ze osobniki mtodociane sg szczegdélnie wrazliwe na zmiany zachodzace
w Srodowisku, a ich kondycja i stan zdrowia w pierwszym okresie zycia bedg miaty
zasadniczy wptyw na ich dalszy los, kluczowe jest poznanie transferu substancji toksycznych

na drodze samica-szczenie w poczatkowej fazie zycia.

Przy statym doptywie rteci wraz z pokarmem, efektywnosé i tempo eliminacji moga
mie¢ decydujacy wptyw na utrzymanie stezenia rteci na poziomie niezagrazajagcym zyciu
i zdrowiu fok. Rownolegle w pracy podjeto wiec dyskusje dotyczaca najwazniejszych drog
eliminacji rteci z organizmow fok (Publikacja 3), wsrdd ktérych wyrdzniono wydalanie rteci
wraz z odchodami oraz wbudowywanie jej w sier$é podczas wymiany futra. Ponadto
przedstawiono tez inne spojrzenie na matczyny transfer, ktéry bedac niebezpiecznym dla
potomstwa, dla samicy jest mechanizmem oczyszczajgcym, dajgcym mozliwosé usuniecia

z organizmu pewnego tadunku toksycznej substancji (Publikacja 1, Publikacja 2).

Forma, w jakiej wystepuje rteé, warunkuje jej toksycznos¢ (WHO, 2010). Zaréwno
w przypadku wnikania, jak i eliminacji, ustalenie, w jakim stopniu procesy zachodzg
z udziatem najbardziej toksycznych form, moze dostarczy¢ waznych informacji na temat
transformacji rteci wewnatrz organizmu. Dlatego poszerzono zakres badan i oprdocz rteci
catkowitej (THg) wtaczono do pomiardw rte¢ organiczng (Hgors; Publikacja 1), ktérg
w organizmach fok stanowi w przewazajgcej czesci metylorteé¢ (MeHg). Zakup nowoczesnej
aparatury i wdrozenie metody oznaczania metylorteci pozwolity na pdzniejsze wtaczenie do

badan réwniez i tej formy metalu (Publikacja 2, Publikacja 3).



Odchody i sier$é¢ fok mogg by¢ traktowane jako potencjalne, wtérne zrédto rteci
w rejonach przybrzeznych morz i oceanéw (Cossaboon i in.,, 2015). Dla ekosystemu
najwieksze znaczenie ma forma powracajacej rteci. Biodostepna rtec¢ (Hg(l1) lub MeHg) moze
by¢ szybciej ponownie wtgczona do tancucha troficznego (Jedruch i in., 2018). Wydzielenie
z catkowitej zawartosci rteci form labilnych i stabilnych (Publikacja 3) pozwolito na ocene

wewnetrznego recyklingu tego pierwiastka.

Jako parametr dodatkowy do pracy wtgczono selen (Publikacja 1, Publikacja 2) —
pierwiastek mogacy obnizac toksycznos¢ rteci poprzez formowanie komplekséw (CH3Hg),Se
(Berry i Ralston, 2008; Correa i in., 2014; Das i in., 2016). W przypadku ssakéw proces ten
moze byc¢ szczegdlnie istotny, gdyz srodowisko morskie zapewnia duzg dostepnos¢ tego
pierwiastka (Correa i in., 2014). Potaczenie rteci z selenem wplywa tez znaczgco na
dystrybucje narzgdowg oraz tempo usuwania rteci z organizmu (Gailer, 2007; Khan i Wang,

2009).



CELE PRACY

Ze wzgledu na trudnosci zwigzane z pozyskaniem materiatu, badania ssakéw

morskich rzadko sg mozliwe do zrealizowania. Wcigz niewiele wiadomo o wptywie zywienia,

kondycji czy stanu fizjologicznego na stezenia metali Sladowych w ssakach morskich (Habran

i in., 2011). Przedtozona praca miata za zadanie dostarczy¢ nowych informacji dotyczacych

procesow wnikania i eliminacji rteci u przedstawicieli jednego z gatunkéw ssakdéw morskich

— battyckiej foki szarej — oraz przyczynic sie do weryfikacji nastepujacych hipotez:

Intoksykacja rtecig szczeniecia foki szarej na drodze matczynego transferu
redukowana jest procesami ochronnymi juz w okresie prenatalnym i pierwszych
miesigcach zycia, co sprawia, ze zdrowie mtodego organizmu nie jest zagrozone.

Odchody i sier$é¢ fok stanowig istotne ogniwo krazenia rteci w $rodowisku ich

bytowania.

Hipotezy zweryfikowano poprzez realizacje nastepujacych celéw badawczych:

1.
2.
a)
b)
3.
a)
b)

Ocena narazenia na rte¢ drogg pokarmowg (Publikacja 2, Publikacja 3).

Ocena wybranych proceséw eliminacji rteci z organizmu (Publikacja 3):
porownanie efektywnosci eliminacji rteci z organizmu battyckiej foki szarej poprzez
odchody i siers¢

oszacowanie jaka cze$¢ eliminowanej rteci dostaje sie do Srodowiska w formie
biodostepnej.

Identyfikacja miedzypokoleniowego transferu rteci i selenu (Publikacja 1,
Publikacja 2):

okreslenie roli tozyska w transporcie rteci organicznej, nieorganicznej i selenu
z krwig samicy do ptodu

zbadanie transferu rteci i selenu do kolejnego pokolenia z mlekiem matki w czasie
laktacji

zbadanie zmian stezen rteci i selenu we krwi szczeniecia w pierwszych miesigcach
zycia, gdy przechodzi ono przez trzy nastepujace po sobie fazy — karmienie przez

matke, fizjologiczng gtoddwke i diete rybna.



ZEBRANY MATERIAL | ANALIZY CHEMICZNE

Foka szara (Halichoerus grypys grypus; Fabricius, 1791) to najliczniejszy gatunek
fokowatych, z trzech wystepujgcych w Morzu Battyckim. Obecnie jest to gatunek chroniony
we wszystkich krajach nadbattyckich (HELCOM, 2013), a liczebnos¢ populacji od 2014 roku
utrzymuje sie na poziomie ok. 30 000 osobnikéw. Badania zrealizowano we wspotpracy ze
Stacjg Morskg im. prof. Krzysztofa Skéry w Helu, jednostka terenowg podlegajgca
Instytutowi Oceanografii Uniwersytetu Gdanskiego. Jednym z zadan Stacji Morskiej jest
czynna ochrona battyckich fok i ich siedlisk. Obecnie najwazniejszym dziataniem
podejmowanym w tym zakresie jest ograniczenie nadmiernej Smiertelnosci ssakéw
w Battyku. Funkcjonujace w ramach Stacji fokarium zajmuje sie rehabilitacjg i leczeniem
chorych i ostabionych szczeniat, znajdowanych na battyckich plazach. W latach 2001-2018
w fokarium realizowano takze program restytucji fok szarych na obszarze potudniowego
Battyku, w ramach ktérego rozmnazano zamieszkujace jednostke stado hodowlane. Wazne
z punktu widzenia przedtozonej pracy doktorskiej jest to, ze zycie szczenigt w fokarium
przebiegato analogicznie do zycia zwierzat dzikich. Najpierw zwierzeta przez okres okoto 21
dni po porodzie pozostawaty pod opiekg matek, w tym czasie tracity lanugo i zyskiwaty nowa
sier$¢, nastepnie przechodzity dwutygodniowy okres gtodéwki, w czasie ktdrego
przystosowywaty organizm do zycia w wodzie. Po tym czasie uczone byty polowania na ryby.
Po zdobyciu umiejetnosci niezbednych do przezycia na wolnosci (samodzielne zdobywanie

pokarmu) i osiggnieciu wtasciwej masy ciata, wypuszczane byty do wéd Morza Battyckiego.

Prébki do badan pozyskano od 6 fok tworzgcych stado hodowlane (4 samice i 2
samce) fokarium Stacji Morskiej oraz od urodzonych tam w okresie trwania badan 13
szczenigt. Pobrany materiat stanowito 30 tozysk (Publikacja 1), 153 probki krwi i 53 prébki
mleka (Publikacja 2) oraz 95 prébek odchodéw i 36 prébek siersci (Publikacja 3). Dodatkowo
pobrano 29 $ledzi (Clupea harengus membras; Linneusz, 1761), ktére stanowig gtéwny
sktadnik pokarmu przebywajacych w fokarium osobnikéw (Publikacja 2). Szczegdtowy opis

materiatu zestawiono w Tabeli 1.

Pomiaru stezen rteci catkowitej (THg) dokonano, wykorzystujac spektrometr
absorpcji atomowej AMA 254 (Altec) (Publikacja 1, Publikacja 2, Publikacja 3). Analize rteci
organicznej (Hgors) (Publikacja 1) przeprowadzono poprzez ekstrakcje tej formy ze
zliofilizowanej prébki, a nastepnie przeniesienie jej na hydrofobowy nosnik (Carbonell i in.,

2009; Kwasniak i in., 2012). Pomiardéw rteci w otrzymanych ekstraktach dokonano przy



uzyciu analizatora AMA- 254. Metylorte¢ (MeHg) (Publikacja 2, Publikacja 3) analizowano,
w probkach poddanych 12-godzinnej mineralizacji w 30-procentowym kwasie azotowym,
w temperaturze nieprzekraczajgcej 60° C, z zastosowaniem metody atomowej spektroskopii
fluorescencyjnej po uprzedniej separacji metodg chromatografii gazowej z uzyciem aparatu
MERX-M (Brooks Rand) zgodnie z metodyka U.S. EPA, 2002. Dodatkowo w wybranych
probkach (Publikacja 3) dokonano analizy udziatu poszczegdlnych form rteci metoda
termodesorbcji, zaproponowang przez Jedruch i wspotpracownikéw (2018), wykorzystujac
analizator DMA-80 (Milestone). Uzycie tej metody pozwolito na wydzielenie pieciu grup
zawierajgcych zwiazki rteci o podobnych wiasciwosciach, réznigce sie biodostepnoscia
w Srodowisku. W ten sposdb otrzymano trzy frakcje labilne: HgLabiina1a (rte¢ zwigzana gtdwnie
z halogenkami), Hguabiina 16 (rtec¢ organiczna, w tym MeHg), Hgiabina 2 (Siarczan i tlenek rteci)
oraz dwie stabilne: HgS (siarczek rteci), Hgrezyduama (rte¢ rezydualna). Selen oznaczono
w prébkach poddanych mineralizacji, w warunkach podwyzszonego ci$nienia i temperatury,
technikg generacji wodorkéw (HGAAS), przy uzyciu spektrometru absorpcji atomowe;j
pofaczonego z FIAS 200 (Publikacja 1) i spektrometrii mas z plazma indukcyjnie wzbudzong

(ICP-MS) na aparacie Nexion 300X (Perkin Elmer) (Publikacja 2).

Tabela 1. Materiat badawczy.

Okres

Publikacja Prébka . . Liczba prébek Wykonane analizy
pobierania
Publikacja 1 fozysko 2007-2016 30 THg; Hgore; Se;
krew samic fok 76
krew szczenigt 73
2014-2017
Publikacja 2 krew pepowinowa 4 THg; MeHg; Se
mleko 53
Sledzie 2017 29
odchody fok dorostych 71
2016-2017
odchody szczeniat 24
Publikacja 3 THg; MeHg;
sieré¢ fok dorostych 14 frakcje Hg
lanugo szczeniat 2014-2017 13

sier$¢ szczeniat 9




WNIOSKI

Dorosta foka wraz z pozywieniem pobiera dziennie 140 ug rteci (Publikacja 2;
Publikacja 3). Poprzez odchody i siers¢ organizm foki jest w stanie usung¢ prawie 50% rteci
przyjmowanej z pokarmem. Za prawie 90% tego tadunku odpowiedzialne s3 odchody.
Eliminacja rteci wraz z odchodami jest wiec procesem daleko bardziej efektywnym dla
organizmu niz wbudowywanie jej w nowo powstajgcg co roku siers¢ (Publikacja 3).
Relatywnie niski udziat metylorteci w odchodach (17%) w poréwnaniu do pokarmu,
w ktédrym metylorte¢ stanowi ponad 80% dowodzi jednak, ze wydalana wraz z odchodami
rte¢ ulega wczesniej transformacji wewnatrz organizmu zwierzecia. Zaréwno w odchodach,
jak i siersci wiecej rteci (>95% dla odchoddéw i >85% dla siersci) wystepuje w formie labilnej,
ktéra moze szybko zosta¢ ponownie wigczona do obiegu. Moze to mieé szczegdlne
znaczenie w rejonach przybrzeznych bedgcych miejscami odpoczynku i rozrodu fok
(Publikacja 3). Bazujgc na wynikach otrzymanych w helskim fokarium, obliczono, ze
populacja fok szarych, liczaca w Battyku 30 000 osobnikéw, moze poprzez odchody i futro
dostarczac¢ do wéd Morza Battyckiego 800 g rteci w ciggu roku. W odniesieniu do ogdlnego
tadunku rteci dostajgcego sie do Battyku wartos$é ta ma mate znaczenie. Odchody i futro
ssakow nie powinny by¢ postrzegane jako dodatkowe zrédto skazenia rtecia morskiego
taincucha troficznego. Procesy zyciowe kontrolujg czas i forme, w jakiej rte¢ powraca do
srodowiska, ale nie majg istotnego wptywu na catkowity tadunek rteci krgzacy z udziatem

fok w catym ekosystemie.

tozysko odgrywa istotng role w transferze rteci, posredniczgc w wymianie substancji
pomiedzy samicg a ptodem. Wykazano, ze jest ono miejscem kumulacji nieorganicznych
form rteci, nie stanowigc jednak bariery dla najbardziej toksycznych organicznych form,
w tym metylorteci (Publikacja 1). Systematyczny spadek stezenia rteci catkowitej
i metylorteci we krwi samicy przez caty okres trwania cigzy, prowadzacy do obnizenia stezen
rteci we krwi o okoto 40% tuz przed porodem, dowodzit jej skutecznej detoksykacji.
Réwnoczesnie, najwyzszy, prawie 100-procentowy, udziat metylorteci w rteci catkowitej we
krwi pepowinowej, wskazywat na intoksykacje szczeniecia (Publikacja 2). Nie stwierdzono
jednoznacznie, czy tozysko stanowi bariere dla selenu. Nizsze — wzgledem stezenia we krwi
samic — stezenie selenu we krwi pepowinowej Swiadczyto o mniejszej roli tozyska

w miedzypokoleniowym transferze selenu (Publikacja 2). Ze wzgledu na wysokie stosunki



Se:Hg w tkance tozyska, nie mozna jednak wykluczy¢, ze obecny tam selen mdgt ograniczaé

przedostawanie sie toksycznej rteci do ptodu (Publikacja 1).

Nastepujacy po porodzie okres matczynej opieki i karmienia mtodych nie byt dla
samic kontynuacjg oczyszczania organizmu z toksycznej rteci. Stopniowa utrata masy ciata
wywotana gtodéwka samic oraz postepujagcg mobilizacja rezerw energetycznych
powodowata, ze w okresie karmienia obserwowano wzrost stezen rteci catkowitej
i metylorteci w ich krwi (Publikacja 2). Mimo to, badania nie wykazaty statystycznie
istotnych réznic pomiedzy stezeniami rteci we krwi samic przed i w czasie laktacji. Pozwala
to stwierdzi¢, ze transfer rteci przez tozysko skutecznie obnizat poziom rteci catkowitej
i metylorteci we krwi samic, niwelujgc wptyw krétkotrwatego wzrostu stezern wywotanego
laktacjg. Produkcja mleka doprowadzata jednak do obnizenia stezen selenu we krwi
karmigcych samic. Najintensywniejszy transfer selenu z mlekiem odbywat sie w pierwszych
dniach laktacji (Publikacja 2). Podczas 21-dniowego cyklu szczenieta otrzymywaty wraz
z mlekiem okoto 335 ug rteci, w tym 15 pug metylorteci oraz 16 mg selenu. Mleko jest wiec

mato istotnym Zrédtem rteci, ale bardzo istotnym zrédtem selenu (Publikacja 2).

Obecnos¢ rteci w lanugo, niemowlecym futrze powstajgcym jeszcze w tonie matki,
takze Swiadczy o przeptywie rteci do ptodu (Publikacja 3). Prawdopodobnie, wbudowywanie
rteci w futro jest najwazniejszg z drdg eliminacji metylorteci u nienarodzonych szczeniat. Na
skutek nieustajgcej ekspozycji na rte¢ w zyciu prenatalnym, jej najwyzsze stezenie we krwi
zaobserwowano bezposrednio po narodzinach (Publikacja 2). W zadnej pdiniejszej fazie
rozwoju szczeniecia stezenie rteci we krwi nie byto tak wysokie. Nastepstwem wysokiej
koncentracji toksyny w organizmie byto jej — natychmiastowe po przyjsciu na Swiat —
usuwanie wraz z odchodami (Publikacja 3). Pierwsze odchody charakteryzowaty sie
najnizszym stezeniem rteci catkowitej z najwyzszym udziatem metylorteci. Skuteczna
transformacja metylorteci do formy nietoksycznej ujawniata sie w kolejnych dniach zycia
szczenigt. W tym czasie, pomimo matych ilosci rteci dostarczanych z mlekiem, stezenie rteci
w odchodach zaczynato rosngé, niejednokrotnie przewyzszajac stezenia w odchodach fok
dorostych. Eliminacja poprzez odchody oraz obserwowany podczas karmienia gwattowny
przyrost masy ciata (1.51 kg dziennie) prowadzity do obnizenia poziomu stezen rteci
w szczeniecej krwi (Publikacja 2). Przeciwng tendencje wykazywat selen, ktdrego stezenia
rosty w kolejnych dniach karmienia, wskazujgc na istotng role mleka jako Zrédta tego

pierwiastka (Publikacja 2).



Stosunkowo szybka, bo juz po kilkunastu dniach od narodzenia, wymiana futra
dawata szczenietom mozliwo$é pozbycia sie z organizmu dodatkowego fadunku rteci
(Publikacja 2, Publikacja 3). Co wiecej, stezenia rteci w lanugo i nowopowstatym futrze
utrzymywaty sie na podobnym poziomie (Publikacja 3), pomimo ze lanugo,
w przeciwienstwie do nowe;j siersci, wzrastato w okresie, kiedy organizm narazony byt na
doptyw metylorteci wraz z krwig przez tozysko. W rezultacie, szczenieta opuszczajace
fokarium po okoto trzech miesigcach zycia, pomimo spozywania ryb, charakteryzowaty sie
nizszymi stezeniami rteci catkowitej i metylorteci we krwi niz w dniu przyjscia na Swiat.
Mozna wiec wnioskowaé, ze naturalny rozwdj szczeniecia pozwala na efektywne
eliminowanie rteci przekazywanej szczenieciu na drodze matczynego transferu przez
tozysko (Publikacja 2). Jednak w Zaden sposdb nie umniejsza to potencjalnego zagrozenia,
jakie moze stanowi¢ przekazywana tg drogg metylortec dla rozwijajgcego sie w tonie matki

ptodu.



