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Wstep

Intensywny rozwoj nanotechnologii we wspét-
czesnym Swiecie wynika z korzysci, jakie oferu-
je zastosowanie nanoczastek (Nanoparticles, NPs)
w réznorodnych dziedzinach zycia - od dziatalno-
$ci przemystowej do biomedycyny. Niekiedy dia-
metralne réznice w wykazywanych wiasciwosciach
fizykochemicznych przez struktury, ktérych choé
jeden wymiar nie przekracza 100 nm (107m) w sto-
sunku do materialéw konwencjonalnych, predys-
ponuje nanomaterialy (Nanomaterials, NMs) do
zastepowania dotychczasowych tworzyw w pro-
duktach uzyteczno$ci badawczej, konsumpcyjnej
iustugowej [1].

Jednym z istotniejszych czynnikéw uprzywile-
jowujacych NMs w stosunku do materialéw kon-
wencjonalnych w zastosowaniach technologicznych
i biotechnologicznych jest rozwiniecie powierzch-
ni czynnej, wynikajace z obnizenia wymiaréw linio-
wych czastek [2]. Ma to szczeg6lne znaczenie w za-
stosowaniach kontaktowych, gdzie interakcja ze
$rodowiskiem zewnetrznym zmierza do bezposred-
niego oddzialywania z otaczajacymi NM obiektami.
Przykladem mogg by¢ tutaj nanoczgsteczkowe kata-
lizatory palladowe stosowane w reakcjach tworze-
nia wigzari C-C[3] lub nanoczastki srebra (Ag-NPs)
wykorzystywane jako czynniki antybakteryjne na
drodze wigzania sie z biatkami powierzchniowymi
drobnoustrojow [4].

Wynikajace z matych rozmiaréw i niespotykanej
w $wiecie ,,makro” wysokiej proporcji atoméw po-
wierzchniowych i przypowierzchniowych w czast-
kach, warunki reaktywno$ci w uktadach biologicz-
nych niosa zagrozenia toksykologiczne ze strony
NMs. Internalizacja NPs do komorki, ale i ich zdol-
nos$¢ przechodzenia przez blone mitochondrialng
na poziomie subkomérkowym, powoduja ryzyko
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uszkodzen struktury i funkeji biomolekut o pod-
stawowym znaczeniu dla wewnatrzustrojowej ho-
meostazy i integralnosci poszczegélnych ukladow.
Jednym z potencjalnych efektéw pierwotnych
wspomnianego oddzialywania jest zaburzenie we-
wnatrzkomoérkowej réwnowagi pro-/antyoksyda-
cyjnej ze wzgledu na nadmierng produkcje reak-
tywnych form tlenu i azotu (ROS/RNS) [5, 6].

Rozwijajacy sie stan stresu oksydacyjnego (Oxi-

dative Stress, OS) jest w przypadku utrzymywa-
nia sie dlugotrwalego, powtarzanego narazenia,
okolicznoscia generujaca uruchomienie proce-
s6w nekrotycznych i apoptotycznych. Feng i wsp.
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wymienia OS obok apoptozy, autofagii, odpowiedzi
zapalnej i zaburzen szlakéw sygnalowych jako wio-
dacy mechanizm dzialania neurotoksycznego me-
talicznych NPs [7]. W przypadku niemetalicznych
NPs, takich jak nanorurki weglowe (carbon nano-
tubes, CNT) czy SiO,-NPs, o nasileniu OS decydu-
je oprécz stezenia substancji réwniez charaktery-
styka ksztaltu [8].

W pracy przedstawiono aktualny poglad na role
OS w toksyczno$ci NMs, proponowane w pismien-
nictwie mechanizmy powstawania OS pod wply-
wem NPs oraz wplyw charakterystyki nanostruktur
na powstawanie i rozwoj OS w ukladach biologicz-
nych. Zagadnienia te poprzedzono wprowadzeniem
w podstawy wiedzy o NMs i powstawaniu OS w or-
ganizmach zywych.

Charakterystyka nanomaterialéw

Bleeker i wsp. w swej krytycznej pracy doty-
czacej definicji i regulacji prawnych w zakresie na-
nostruktur w Unii Europejskiej przywoluje reko-
mendacje Komisji Europejskiej okreslajaca NM jako
material naturalny, powstaly przypadkowo lub ce-
lowo wytworzony, w ktérym w rozkladzie wielko-
$ci czastek w formie swobodnej, aglomeratéw badz
agregatow, posiadajacych jeden lub wiecej wymia-
réow w przedziale 1-100 nm, uzyskuje sie wartosé
co najmniej 50% [9, 10]. W szczegdlnych przypad-
kach, uzasadnionych wzgledami ochrony zdrowia
lub $rodowiska, mozna zastapi¢ wskazang wartosé
progows liczba z zakresu 1-50%.

Jak wida¢, uwzglednienie Zrédla pochodzenia
NM prowadzi do podstawowej klasyfikacji, istot-
nej réwniez z punktu widzenia dzialania biologicz-
nego nanostruktur i jego badan. O ile bowiem NMs
pochodzenia naturalnego (Natural Nanomaterials,
NNMs) oraz NMs powstajace przypadkowo, np. jako
produkty uboczne w procesach technologicznych
(Incidental Nanomaterials, INMs) posiadaja znacz-
nie wieksze zréznicowanie wymiaréw liniowych
ze wzgledu na brak intencjonalnej kontroli w pro-
cesie tworzenia, o tyle produkowane przez czlo-
wieka NMs (Engineered Nanomaterials, ENMs) sa
znacznie bardziej jednorodne w zakresie parame-
tréw wielkosci i ksztattu w obrebie danej partii czy
serii produktu finalnego.

Dobryg ilustracja powyzszych rozwazan jest ze-
stawienie czastek wystepujacych w powietrzu at-
mosferycznym, ktore jako frakcja PM (Particulate
Matter), w ramach tzw. frakcji respirabilnej, zacho-
wuje ciaglos¢ rozkladu wymiaru liniowego, dzie-
lgc sie na gruboziarniste (coarse) (2,5-10 mm),
drobne (fine) (<2,5 mm) i najdrobniejsze (ultrafi-
ne, UF) (<100 nm). Zgodnie z przedstawionym po-
gladem definiujacym, tylko czastki w tym ostatnim
zakresie moga by¢ traktowane jako NM i stanowi¢
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material poréwnawczy jako mieszanina NNMs
i INMs z ENMs, np. w badaniach skutkéw naraze-
nia drogg inhalacyjna [11].

Zréznicowanie jakosciowe NMs dotyczy
w pierwszej kolejnosci natury chemicznej i fizyko-
chemicznej. Czesto spotykany jest podzial na na-
nostruktury metaliczne i niemetaliczne zaréwno
w ukladach jednopierwiastkowych (np. Al, Ag, Au,
C, S, Si), jako zwiazki chemiczne, najezesciej w po-
staci tlenkéw (np. AL O,, TiO,, ZnO, SiO,), oraz
w postaci kompozytéw o bardzo szerokim skiadzie
faz. Na tak okreslony profil elementarny naklada-
ja sie wyrézniki wymiarowosci, morfologii, jed-
norodnoéci i stanu aglomeracji [12]. Klasy 1D, 2D
i 3D to NMs posiadajace odpowiednio 1 wymiar li-
niowy w skali nano (1-100 nm), 2 wymiary i 3 wy-
miary w tej skali. Sg to zatem kolejno nanostruktury
o charakterze nanopowierzchni, np. jako nanofolie
lub napylony cienki film warstwy nano na plaszczy-
zne no$nika (1D), nanorurki lub nanodruty swo-
bodne lub przyczepione do powierzchni, ale réw-
niez nanopory o $rednicy nano (2D) i tzw. kropki
kwantowe swobodne lub przyczepione do nosni-
ka i réwniez nanopory o trzech wymiarach w ska-
li nano (3D).

Wzgledy morfologiczne pozwalaja pogrupowac
NPs na te o wysokim i niskim wspélczynniku pro-
porcji (high-, low-aspect ratio). W grupie o wy-
sokim wspoélczynniku pojawiaja sie m.in. oprécz
wspomnianych nanorurek i nanodrutéw nanoheli-
sy lub nanozygzaki, a w grupie o niskim wspélczyn-
niku m.in. nanosfery, nanokostki czy nanopirami-
dy. Dodatkowo, NM moze zawiera¢ NPs o réznym
stopniu jednorodnosci i o réznym poziomie zaglo-
merowania.

Zagrozenie zdrowotne stwarzaja NPs uwalniaja-
ce sie do powietrza atmosferycznego, przechodza-
ce przez bariery biologiczne podczas bezpo$rednie-
go kontaktu (np. ze skéra, dostajace sie do swiatla
przewodu pokarmowego) oraz podawane intencjo-
nalnie jako dokomdérkowe nanotransportery lekéw
lub substancji wskaznikowych. Nie stwarzaja za-
grozenia NMs trwale zwigzane z no$nikiem lub te
zawierajace nanopory [12, 13].

Zastosowanie NMs wiaze sie $cisle z wykorzy-
stywaniem okreslonych wlasciwosci fizykoche-
micznych ujawnionych w tych strukturach badz
zwielokrotnionych w postaci nano w stosunku do
postaci konwencjonalnej. Raport Komisji Euro-
pejskiej dotyczacy oceny bezpieczerstwa w $ro-
dowisku w zwigzku ze stosowaniem NMs wytwa-
rzanych przez czlowieka z 2017 r. wymienia dla
siedmiu najczesciej uzywanych NMs czterdziesci
przykladowych zastosowan [ 14]. Wsréd nich sa po-
wszechnie znane zastosowania fulerenéw jako nie-
zwykle wytrzymalych i bardzo lekkich elementéw
konkstrukeyjnych sprzetu sportowego (np. w kijach
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golfowych, rakietach tenisowych i badmintono-
wych), ditlenku tytanu (TiO,) lub tlenku cynku
(ZnO) jako skutecznych filtréw przeciwslonecz-
nych dzieki rozwinietej powierzchni w postaci nano
w skiadzie preparatéw kosmetycznych czy Ag-NPs
stosowanych jako czynniki antybakteryjne w pro-
duktach medycznych (np. opatrunki, bandaze, pla-
stry), w opakowaniach do zywnosci i jako dodatki
konserwujace.

W tym samym Raporcie Komisja Europej-
ska podaje za Thomas i wsp. najczesciej spotyka-
ne przypadki uwalniania NPs stwarzajace warunki
do bezposredniego narazenia organizméw zywych
w srodowisku [15]. Oprécz wspomnianej wezesniej
bezposredniej ekspozycji skéry na TiO,-NPs, ZnO-
-NPs czy Ag-NPs podczas uzywania preparatéw ko-
smetycznych czy wyposazonych w aseptyczne war -
stwy ubran, pojawiaja sie przypadki emisji CNT na
skladowiskach odpadéw elektronicznych, emisja
NPs tlenku ceru (CeO,-NPs) w spalinach samocho-
dowych (dodawanych jako wskaznik do kataliza-
tor6w), emisje NPs w procesach spalania oraz pod-
czas produkcji NMs.

Warunki bezposredniego narazenia tkanek stwa-
rzajq zamierzone ekspozycje na NPs w zastosowa-
niach medycznych. Z bardziej spektakularnych
wymieni¢ mozna stosowanie nanostopéw tytano-
wo-niklowych z tzw. pamiecig ksztaltu w stomato-
logii, ortopedii i angiologii, hipertermiczne metody
terapii nowotworéw z uzyciem NPs zlota (Au-NPs),
czy uzycie grafenu (monoatomowa warstwa wegla
wigzanego w szesciokaty) jako nosnika lekéw w on-
kologicznej terapii fotodynamicznej i genowej [16].

Stres oksydacyjny (OS)

Utrwalone zaburzenie réwnowagi pro-/anty-
oksydacyjnej w ukiadach biologicznych prowa-
dzi do nasilenia proceséw utleniania, rozwijajac
sie w niekontrolowany stan OS. Szczegélowa ana-
liza bezposredniej przyczyny powstania warunkow
do zaistnienia OS za podstawe przyjmuje wzajem-
ne mozliwe relacje pomiedzy iloscia powstajacych
ROS/RNS a pojemnoscig wewnatrzkomdrkowej ba-
riery antyoksydacyjnej [17]. Sposréd hipotetycz-
nych pieciu przypadkéw wspomnianej relacji, dwa
z nich odpowiadajg sytuacji zréwnowazonej, gdy
nawet wzrost poziomu ROS/RNS jest bilansowa-
ny mobilizacjq bariery. Trzy przypadki skutkuja
OS i dwa sposréd nich dotycza oslabienia barie-
ry (przy stabilnym i wzrastajgcym poziomie ROS/
RNS), a trzeci wynika z niewydolnosci nieoslabio-
nej bariery w stosunku do nadmiernej ilosci gene-
rowanych ROS/RNS.

Do gléwnych biologicznych Zrédel ROS/RNS
naleza mitochondrialny i mikrosomalny taiicuch
transportu elektronéw, uklady enzymatyczne
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oksydaz NADPH zaleznych komdrek fagocytuja-
cych i niefagocytujacych oraz liczne procesy jed-
nolelektronowego utleniania i redukeji wystepuja-
ce na szlakach przemian metabolicznych substancji
endogennych i egzogennych [18]. W wiekszosci
wymienionych Zrédet w zréznicowanych propor-
cjach pojawiaja sie czasteczki anionorodnika po-
nadtlenkowego (O, ), nadtlenku wodoru (H,0,)
oraz najbardziej reaktywnego rodnika hydroksylo-
wego (‘OH). W grupie RNS wystepuje tlenek azotu
(NO’) oraz anion nadtlenoazotynowy (ONOO-) po-
wstajacy w reakeji anionorodnika ponadtlenkowe-
go z tlenkiem azotu.

W stanie zréwnowazonym ROS/RNS odgrywaja
istotna role fizjologiczng na szlakach sygnatowych
zwigzanych z procesami wzrostu komorek, apop-
tozy, aktywnosci proteaz i ekspresji genéw. Biorg
udzial w odpowiedzi komdrek na czynniki stresowe,
w regulacji funkcji mitochondriéw oraz w kontro-
li pozioméw antyoksydantéw. ROS/RNS specyficz-
nie aktywuja inflamasomy NLRP3 oraz uczestnicza
w tworzeniu dlugotrwalego wzmocnienia synap-
tycznego (Long-term potentiation, LTP) [19].
W rozwijajacym sie OS destrukcyjny wplyw ROS/
RNS dotyczy lipidéw, bialek, weglowodandéw i kwa-
s6w nukleinowych, co przeklada sie bezposrednio
na uszkodzenia struktury i funkeji poszczegdélnych
ukladéw. Reaktywnosé chemiczna decyduje w tym
przypadku o dwdéch parametrach: o intensywnosci
oddzialywania, a zatem i stopniu uszkodzenia bio-
molekut oraz o lokalizacji uszkodzen w stosunku
do miejsca powstawania ROS/RNS. ‘OH jest najak-
tywniejsza ze znanych ROS (stala szybkoscei reakeji
z nienasyconymi kwasami tluszczowymi o 11 rze-
dow wielkosci wigksza od O, ), totez przyjmuje sig,
7e dziala bezposrednio w miejscu powstania [17].
Jest to szczegdlnie istotne w kontekscie OS induko-
wanego przez niektére metaliczne NMs. Jony zela-
za, miedzi, ale tez kobaltu, niklu, manganu i chro-
mu maja zdolnos¢ katalizowania reakeji Fentona,
w ktérej w obecnosci H,0, i O, powstaje wiasnie
‘OH [18].

Jako prébe usystematyzowania mechanizméw
oddzialywania OS na homeostaze komdérkows, zo-
stal zaproponowany tzw. hierarchiczny model OS
(rycina 1) [20].

Obrazuje on jako$ciowe zmiany na szlakach
przekaznictwa sygnalowego, poczawszy od odpo-
wiedzi genetycznej, poprzez reakcje obronne i ak-
tywacje wtérnych przekaznikéw, na ostatecznym
efekcie patologicznym koriczac. W stabo nasilonym
OS (POZIOM 1, rycina 1) dochodzi do indukeji en-
zymow bariery antyoksydacyjnej II fazy za posred-
nictwem ARE (Antioxidant Response Element) ak-
tywowanym przez czynnik transkrypcyjny Nrf-2,
dzieki czemu uklad prébuje przywrdécié réwnowage
pro-/antyoksydacyjna. W umiarkowanym stadium
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Rycina 1.
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oksydacyjnego
(08) (wg [20])
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OS (POZIOM 2, rycina 1) aktywacja kaskady MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinases) i czynnika
transkrypcyjnego NF-«B indukuje odpowiedZ pro-
zapalng. Wysoki poziom OS (POZIOM 3, rycina 1)
skutkuje wzrostem przepuszczalno$ci blony mito-
chondrialnej w wyniku formowania sie mPTP (mi-
tochondrial Permeability Transition Pore) i zabu-
rzeniami w taricuchu transportu elektronéw, co
prowadzi do apoptozy lub nekrozy.

Stres oksydacyjny
indukowany przez nanomaterialy

Jak juz wspomniano, OS jest wskazywany jako
gléwny, pierwotny efekt dzialania toksycznego
NMs [21, 22]. Wynika to ze zdolnosci NPs do ge-
nerowania ROS/RNS zaréwno w warunkach abio-
tycznych, jak i w obrebie ukladéw biologicznych.
W pierwszym przyblizeniu mozna przyjaé, ze nad-
produkcja ROS/RNS jest powodowana zwigkszong
reaktywnosciag NPs wymuszona duzym rozwinie-
ciem powierzchni czastek o rozmiarach w ska-
li nano. W przypadku metalicznych NPs wzrastaé
bedzie zatem skala oddziatywan jednoelektrono-
wych, wprost przekladajaca sie na procesy utle-
niania i redukcji w obecnosci tlenu czasteczkowe-
go i wody. Powstajacy w wyniku jednolektronowej
redukcji O, anionorodnik ponadtlenkowy jest ini-
cjatorem szeregu proceséw wolnorodnikowych,
z ktérych dobrze poznano i opisano laiicuchowy
proces peroksydacji lipidéw, lezacy u podstaw
wielu schorzen cywilizacyjnych (m.in. arterio-
skleroza naczyn wieicowych, choroby neurode-
generacyjne) [23].

W sposéb mniej bezposredni, ale réwniez ze
wzgledu na maly rozmiar i ksztalt czastek, na two-
rzenie ROS/RNS oddziatuja CNT. Sg one zdolne
do internalizacji w mitochondrium i wywierania
wplywu na proces oddychania. Ten mechanizm jest
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najbardziej prawdopodobny w przypadku toksycz-
nego oddzialywania na pluca, gdzie dodatkowych
ilosci ROS/RNS mogg przysparzac niecatkowita fa-
gocytoza CNT oraz obecnos$c jonéw metali na roz-
winietej powierzchni czastek. Metale takie jak Fe,
Cu czy Ni moga towarzyszy¢ tym ENMs jako zanie-
czyszezenia na etapie wytwarzania [24]. Rozwija-
jacy sie w tych warunkach OS osiaga poziom 2 i 3
(por. rycina 1) i nasila odpowied? prozapalng pro-
wadzac nawet do apoptozy. Uaktywnieniu ulegaja
szlaki sygnalowe MAPK i NF-«B, ktére sq odpowie-
dzialne m.in. za proces zwldknienia ptuc. Taki me-
chanizm wykazano w badaniach in vitro w stosun-
ku do powstajacego pod wplywem jednosciennych
(single-walled, SW) SW CNT rodnika hydroksylo-
wego inicjujacego proliferacje komorek i progresje
nowotworowg [25].

Badania nad OS w plucach wywolywanym przez
frakeje UF w powietrzu atmosferycznym wska-
zuja na odmienny mechanizm. Na komdrkach
$rédblonka mikronaczyniowego pluc myszy po-
twierdzono aktywujacy wplyw UFPs na NADPH
oksydaze wykazujac obnizony poziom ROS/RNS
po uzyciu DPI (diphenyleneiodonium), specyficz-
nego inhibitora dla tego enzymu. Zastosowanie in-
hibitora dla mitochondrialnego laricucha transpor-
tu elektronéw nie wplynelo w tych warunkach na
produkcje ROS/RNS [26]. Na rozwijajacy sie w plu-
cach proces zapalny pod wplywem UFPs wskazuje
obserwowane pod ich wplywem zwiekszone wy-
dzielanie prozapalnego czynnika TNF-o (Tumor
Necrosis Factor-alpha) oraz prozapalnej cytoki-
ny I1-6 [20].

Oprécz wplywu rozmiaru liniowego NPs na
poziom stresu oksydacyjnego, co wykazano np.
dla NPs krzemu (SiNPs) w mézgu szczuréw, gdzie
stwierdzano silniejsze dzialanie czastek o wymiarze
10 nm w stosunku do 80 nm in vivo, prowadzono
badania w celu oceny wplywu ksztaltu i wlasciwosci
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chemicznych powierzchni czynnej NPs na wiel-
ko$¢ indukowanego OS [27]. M.in. Tarantola i wsp.
stwierdzili wieksza produkcje ROS/RNS w linii ko-
morkowej psich nerek MDCK II eksponowanych
na sferyczne NPs zlota (Gold Nanoparticles, GNPs)
o srednicy 43 nm w stosunku do ekspozycji w tych
samych warunkach na nanoprety zlota (Gold Na-
norods, GNR) o wymiarach 38 nm x 17 nm [28].
Podobnie, stosowany w terapii fotodynamicznej
nanotlenek itru (Y,0,) wykazuje wieksze prooksy-
dacyjne dzialanie w postaci sferycznej niz w posta-
ci nanopretow [29]. Mozna przypuszczad, Ze ma to
zwigzek z latwiejsza internalizacja czastek o ksztal-
cie sferycznym, niz sztywnych, podluznych, przy-
padkowo ulozonych wzgledem komérki, nanopre-
tow.

Zmiane oddzialywania NPs na uklady biolo-
giczne, a co za tym idzie, na rozwéj OS ze wzgle-
du na wlasciwosci chemiczne powierzchni czyn-
nej, uchwycili w swoich badaniach Wan i wsp. [30].
Oceniajac wplyw GNR pokrytych bromkiem cety-
lotrimetyloamoniowym (CTAB) na produkcje ROS
w linii komdrek ludzkiego raka HCT116, stwierdzili
istotng réznice w przypadku zastosowania dodatko-
wej modyfikacji chemicznej powierzchni przez do-
wigzanie czasteczek chlorowodorku polialliloaminy
(PAH). Dodatek ten praktycznie hamowal cytotok-
syczne dzialanie CTAB-GNRs u myszy.

Podsumowanie

Stosowanie NMs przez czlowieka niesie bar-
dzo wiele korzysci, ale i nierozpoznanych do kon-
ca zagrozen toksykologicznych. Badania wskazuja
na niebezpieczny kierunek oddzialywania NPs na
uklady biologiczne promujacy OS. Jest to stan ini-
cjujacy szereg powaznych schorzen, w tym o zasie-
gu cywilizacyjnym, takich jak: miazdzyca naczyn,
nowotwory zlosliwe, choroby neurodegeneracyj-
ne, cukrzyca typu II czy nadmierne starzenie sie
organizmu. We wszystkich tych przypadkach efek-
ty sa czesto odlegle w czasie od momentu wysta-
pienia skutecznego narazenia na czynniki pato-
genne. Rozwdj nanotechnologii jest stosunkowo
miodym zjawiskiem i aktualny obraz kliniczny
skutkéw narazenia na NMs moze nie odzwiercie-
dla¢ faktycznego ryzyka z tym zwigzanego. Tym
istotniejsze staje sie rozpoznanie skutkéw toksy-
kologicznych ekspozycji na NMs, uwzgledniajace
precyzyjne poznanie mechanizméw dzialania, co
umozliwi przeciwdzialanie rozwojowi uszkodzen
nieodwracalnych. OS jest dobrze poznanym za-
burzeniem, ktéry moze by¢ obserwowany juz na
poziomie toksykogenomiki (faza ekspresji genow)
i przypisywany do$¢ $cisle do okreslonych czyn-
nikéw sprawczych na poziomie molekularnym.
Warto$é badan prowadzonych w tym kierunku

() TOKSYKOLOGIA FARMACEUTYCZNA

w przypadku NMs tkwi w mozliwos$ci kontrolowa-
nia procesu ich wytwarzania i eliminowania tych
produktéw, ktére wykazuja nasilong aktywnos$é
oksydacyjna i prooksydacyjna. Ze wzgledéw struk-
turalnych, w niektérych przypadkach wystarcza
jedynie modyfikacja chemiczna rozwinietej po-
wierzchni NPs, co przy zachowanych korzystnych
wlasciwosciach mobilnosci czastek (np. w proce-
sie transportu lekéw do tkanek i komérek) moze
znacznie ograniczy¢ lub nawet catkowicie wyeli-
minowac efekty toksyczne, w tym wystapienie OS
pod ich wplywem.
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