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I. Wykaz skrotow

4-HHE - 4-hydroksyheksanal

4-HNE - 4-hydroksynonenal

4-HNE z chromogenem - N-metylo-2-fenyloindol w acetonitrylu
8-OHdG - 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna
8-OHG - 8-hydroksyguanozyna

AAS - spektrometria atomowo absorpcyjna
Abs — absorbancja

AC - anhydraza weglanowa

ACAN- agrekan

AChE — acetylocholinoesteraza

AP - fosfataza alkaliczna

BMS - zespo6t pieczenia jamy ustnej

BMSC- mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego
CAL - kalibrator

CAT — katalaza

Cd- kadm

CdMT - kadmotioneina

CdO- tlenek kadmu

COL2A1- kolagen 2A1

CPC - chlorek cetylopirydyniowy

CTRL - préby kontrolne

DAbs/min - zmiana absorbancji na minutg
DAG- diacyloglicerol

DCT1 - transporter metali dwuwarto$ciowych 1
DMT1 - Divalent metal transporter 1

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DNPH - 2,4-dinitrofenylhydrazyna

ECM- macierz pozakomoérkowa

ENZ - roztwoér enzymu

EtOH - alkohol etylowy

FAO - Organizacja Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa
GFR —ang. glomerular filtration rate



GPx - peroksydaza glutationowa

GR - reduktaza glutationowa

GSH — glutation

GSH-Px - Peroksydaza glutationowa

GSSG - dimer glutationu

GSSG - utleniony glutation

GST - transferaza glutationowa

H — wodor

H* - jon wodorowy

H> - wodor dwuatomowy

H>0> - Nadtlenek wodoru

HCI- kwas solny

HCOs™- jon wodoroweglanowy

IARC - Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem
IP3- inozytolotrdjfosforan

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry
K — grupa kontrolna

LPO — peroksydacja lipidow

LR - wspdtczynniki liniowos$ci

MDA - dialdehyd malonowy

MMP - matrix metalloproteinases

MSA - kwas metanosulfonowy

MT — metalotioneina

MTP1- metal transporter protein 1

NADPH - Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
NADPH - Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
NO — tlenek azotu

O2 - Anionorodnik ponadtlenkowy

OSMF - zwtoknienie podsluzowkowe jamy ustnej
PC - biatka karbonylowe

PER - roztworu nadtlenku

RAS - nawracajace aftowe zapalenie jamy ustnej
RECSOL - roztwor do rozpuszczania

REFBUF A - bufor reakcyjny A



REFBUF B - bufor reakcyjny B
RFT- reaktywne formy tlenu

RNA — kwas rybonukleinowy

SE - btad standardowy

-SH - grupa sulfthydrylowa

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa
STOP - roztwor stop

TAS - catkowity status przeciwutleniajgcy
TCA - kwas trichlorooctowy

TMB - 1,3,5-trimetylobenzen
TMORP - 1,1,3,3-tetrametoksypropan
TOS - catkowity status oksydacyjny
WHO - World Health Organization
WR- wolne rodniki

Zn —cynk

ZnCl; — chlorek cynku

ZnO- tlenek cynku



1. Wstep
2.1 Kadm

2.1.1 Rodzaje i Zrodla narazenia

Kadm (Cd) jest metalem ciezkim catkowicie zbednym dla naszego ustroju. Nalezy do
grupy ksenobiotykow, ktorym wspotczesna nauka poswigca wiele uwagi. Wynika to m. in. z
powszechno$ci jego wystepowania, silnych wiasnosci kumulacyjnych oraz dlugiego
biologicznego okresu pottrwania w organizmach zywych [8, 27, 28, 49, 106, 108, 150].

W $rodowisku naturalnym obecny jest w znikomych ilosciach. Stwierdza si¢ go na
obszarach, gdzie wystepuja rudy cynku, miedzi lub otowiu, a ich wydobycie zwicksza skazenie
srodowiska tym pierwiastkiem. Naturalnymi procesami uwalniania kadmu do atmosfery sa
erupcje wulkanoéw, wietrzenie skal i pozary lasow. Réwniez dziatalno$¢ cztowieka prowadzi
do uwalniania znacznych ilosci tego metalu do $rodowiska. Kadm jest, bowiem
wykorzystywany do produkcji stabilizatorow  polichlorku ~ winylu (PCV), farb
fluorescencyjnych, nawozoéw sztucznych (gtownie magnezowo-wapniowych i fosforowych),
ochrony powlok stalowych przed korozja, produkcji sztucznych ogni, barwienia szkla
borokrzemianowego [8, 49]. Tlenek i tellurek kadmu w postaci cienkich warstw znalazty
zastosowanie, jako potprzewodniki typu n w fotodiodach, fototranzystorach, fotowoltaicznych
ogniwach stonecznych, przezroczystych elektrodach i powlokach antyodbiciowych [5, 49,
106].

Dla populacji generalnej podstawowym zZrodlem narazenia na kadm jest Zywnos¢ 1 woda
pitna. Przecigtne pobranie tego metalu z Zywnoscig moze wykazywa¢ duze wahania w
zalezno$ci od rodzaju diety oraz stopnia skazenia artykutow spozywczych [121]. Dlatego tez
wspolny Komitet Ekspertow FAO/WHO ustalit tolerowane spozycie Cd na poziomie 25 ug na
kg masy ciata na miesiac (0,83 pg/kg masy ciata/dzien lub 58 pg/dzien dla osoby o wadze 70
kg) [121]. W celu ochrony zdrowia ludnosci przed szkodliwym dziataniem tego metalu
wyznaczono limity bezpieczenstwa (maksymalne dopuszczalne st¢zenie) dotyczace zawartosci
Cd w $rodowisku (3 mg/kg dla gleb, ktore sa wykorzystywane do produkcji roslin spozywczych
oraz 3 ug/L dla wody pitnej) 1 niektorych srodkach spozywcezych (0,1 mg/kg dla ziemniakow i
0,4 mg/kg suchej masy ziarna dla ryzu) [25, 121].

75% kadmu czlowiek pobiera z zywno$cia pochodzenia ro$linnego, zwlaszcza z
warzyw korzeniowych (ziemniaki, marchew, seler, rzodkiew), roslin lisciastych (salata,

szpinak), zboz (pszenica, ryz) oraz nasion (fasola, stonecznik, soja) [121 - 123]. W produktach



pochodzenia zwierzecego najwigksze ilosci tego metalu stwierdza si¢ w podrobach (watroba,
nerki), a nieco mniejsze w tkankach ryb i skorupiakow [81].

Dodatkowym, istotnym, a niekiedy gtownym zrodlem Cd jest palenie tytoniu. Jeden
papieros zawiera 1-2 pg Cd. Przyjmujac, ze w gtownym strumieniu dymu papierosowego
znajduje si¢ ok. 10% Cd, a jego retencja w plucach wynosi 40%-50% wypalenie 20 papierosow
dziennie spowoduje dodatkowe wchionigcie do ptuc okoto 2 ug tego pierwiastka [49, 94].

Stwierdzono, ze stezenie kadmu w krwi, moczu i tkankach palaczy jest kilkakrotnie

wigksze niz u niepalacych [94, 95].

2.1.2 Metabolizm kadmu w ustroju

Wochtanianie Cd odbywa si¢ gtownie przez drogi oddechowe oraz w mniejszym stopniu
przez przewo6d pokarmowy, natomiast absorpcja przez skorg jest stosunkowo rzadko spotykana
[5, 49].

Wdychanie dymow i pylow zawierajacych duze ilosci tlenku kadmu (CdO) ma miejsce
przede wszystkim w warunkach przemystowych i u palaczy papierosow. Okoto 10%
wchlonigtego ta droga Cd kumuluje si¢ w plucach, a pozostata cz¢s¢ przenika do krazenia
ogoblnego [27, 28, 49].

Absorpcja tego pierwiastka z przewodu pokarmowego jest niewielka, wynosi zaledwie
3%-8% 1 dodatkowo zalezy od sktadnikow diety oraz stanu odzywienia organizmu [27]. Niska
podaz biatka i sktadnikow mineralnych (cynku, miedzi, wapnia i zelaza) z pokarmem zwigksza
wchtanianie kadmu z jelit 1 jego kumulacj¢ w organizmie, natomiast suplementacja diety tymi
biopierwiastkami zmniejsza intensywno$¢ wchtaniania tego toksycznego metalu [9]. Wynika
to z faktu, ze zar6wno biopierwiastki, jak 1 kadm s3 wchtaniane za pomoca tych samych
uktadow transportujacych i konkurujg miedzy sobg o przenosnik [6, 9].

W zZoladku jony kadmu reaguja z kwasem solnym tworzgc CdClz, ktory moze
indukowac ostre stany zapalne btony sluzowej przewodu pokarmowego [27].

Proces wchtaniania Cd w jelitach przebiega w dwoch etapach. W pierwszym z nich
nastgpuje szybka absorpcja i gromadzenie tego pierwiastka w enterocytach kosmkow
jelitowych, z czego najwigksza ilos¢ gromadzona jest w dwunastnicy. W kolejnym etapie metal
ten jest powoli transportowany do krwiobiegu [27].

W enterocytach, w absorpcji i transporcie kadmu, uczestniczy niespecyficzny
przenos$nik jonéw dwuwartosciowych DMT1 (divalent metal transporter) oraz MTP1 (metal

transporter protein 1). Metal ten moze by¢ rowniez wchlaniany poprzez kanaly wapniowe 1



system przeno$nikow odpowiedzialnych za transport cynku (hZTL1 1 ZNT1) oraz w potaczeniu
z grupami tiolowymi —SH cysteiny (jako Cd-cysteina) lub glutationu (jako Cd-GSH) [27, 101,
156].

We krwi ok. 60% tego pierwiastka znajduje si¢ w erytrocytach, gldwnie w postaci
zwigzanej z btong krwinki lub hemoglobing. Pozostala ilo$¢ jest transportowana w potaczeniu
z albuminami, cysteing i glutationem [27].

Zaabsorbowane jony Cd zyla wrotng sg transportowane do watroby, gdzie przy udziale
DMT1 oraz przez kanaly wapniowe wnikajg do wnetrza hepatocytow [27, 101]. W komorkach
watrobowych pod wplywem kadmu zachodzi synteza metalotioneiny (MT),
niskoczasteczkowego biatka (7—8 KDa), zawierajacego liczne grupy —SH (18-23 z cysteiny). U
ssakow wyrdzniamy 4 izoformy tego biatka (MT1, MT2, MT3, MT4), a ich grupy —SH moga
kompleksowaé siedem kationow dwuwarto$ciowych, takich jak Zn?* i Cd?*, lub 12 jonow
metali jednowartosciowych (Ag*, Cu™) [112, 115, 118].

MT odgrywa niezwykle istotng role nie tylko w metabolizmie Cd, ale takze cynku i
miedzi. Biatko to wigzac jony Zn?*, Cu?* i Cu* reguluje ich homeostaze, natomiast wigzac jony
Cd% zapobiega ich dziataniu toksycznemu wewnatrz komorek [9, 28, 112, 118, 156]. Ponadto
MT petni funkcj¢ antyoksydacyjna, unieczynnia bowiem wolne rodniki powstajace w stresie
oksydacyjnym [115].

Kompleks CAMT (metalotineina zwigzana z Cd) w niewielkich ilo$ciach jest uwalniany
z watroby do krwi i w tej formie transportowany do nerek, gdzie tatwo ulega filtracji w
kigbuszkach, a nastgpnie wchtanianiu zwrotnemu w kanalikach proksymalnych. W komoérkach
nabtonkowych tych kanalikow potaczenie CAMT ulega degradacji, a do cytoplazmy uwalniane
sg jony Cd?*, ktore kumuluja si¢ w korze nerek i uszkadzaja ten narzad [9, 27, 101, 115, 156,
157].

50-75% calkowitej ilosci kadmu w organizmie kumuluje si¢ w nerkach i watrobie, ktore
sg narzgdami tarczowymi dla dziatania tego metalu [112, 156]. Pierwiastek ten gromadzi si¢
takze w ptucach, kosciach, osrodkowym uktadzie nerwowym, jadrach i trzustce [13, 16, 49].

Rozmieszczenie i kumulacja kadmu w organizmie zalezy nie tylko od jego postaci
chemicznej, ale takze od wieku i plci. Potaczenia nieorganiczne np. CdClz sg kumulowane
gltownie w watrobie, natomiast kompleks CAMT wykazuje wigksze powinowactwo do nerek
[27]. W badaniach na zwierzgtach wykazano, ze samice w porownaniu z samcami kumuluja
wiecej kadmu w narzadach tarczowych. Takze mlode osobniki wykazuja wigksza zdolnos¢ do

wchlaniania kadmu niz doroste [27].
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Zarowno wolny jak i zwigzany z metalotioneing kadm jest wydalany z organizmu
przede wszystkim przez nerki, a jego st¢zenie w moczu moze odzwierciedla¢ stopien zatrucia
tym metalem. Niewielkie ilosci kadmu wydalane sg tez z katem, najczesciej w formie

sprz¢zonej z cysteing, glutationem lub MT [27].

2.1.3 Mechanizmy dziatania toksycznego i skutki zdrowotne narazenia

Mechanizm wptywu kadmu na organizmy zywe jest wielokierunkowy (Ryc. 1), a u
podstaw duzej toksyczno$ci tego metalu lezy oddzialywanie na systemy enzymatyczne
komorek polegajace na wigzaniu z grupami sulfhydrylowymi (-SH), aminowymi,
disiarczkowymi, imidazolowymi i karboksylowymi. Jony Cd?* moga tez wchodzi¢ w interakcje
ze wszystkimi organellami komérkowymi, w tym mitochondrium oraz zwigzkami biologicznie
czynnymi w cytoplazmie komorki, takimi jak, biatka, lipidy i kwasy nukleinowe prowadzac do

ich uszkodzenia, a tym samym do zaburzenia funkcjonowania organizmu [27, 28, 49, 106].

Mutacje
Hamowanie _— Uszkodzenia w genach Zmiany
Indukcja naprawy DNA DNA odpowiedzialnych preneoplastyczne
apoptozy ‘ za wzrost i podziat
\ 3 \
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Uszkodzenia S metylacji DNA
struktur S (
komorkowych g, S ’ Indukcja
~ [N ¢ protoonkogenow
SO S 4
~ Cd +2
Obnizenie S s Akt j
~ ywacja
potencjatu “, 4 B Sciezek
antyoksydacyjnego ,“ Y 4 sygnatowych Promocja
. o ¢ proliferacji
.. ‘Q o
.-: 0‘, ’ E
3 Y Obnizenie :
’ ’ o statusu tiolowego Dysfunkcja :
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AO"... v
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Zaburzenia .m,,.......y
adhezji  °*****
komorkowe;j

Rycina 1. Mechanizmy dziatania toksycznego kadmu [27].
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Metal ten wchodzi rowniez w interakcje z obecnymi w komoérkach jonami cynku,
miedzi, zelaza, magnezu, wapnia czy selenu, powodujac zakldcenie ich homeostazy oraz
zaburzenia metabolizmu komoérkowego, czego skutkiem sg zmiany morfologiczne i
funkcjonalne w narzadach [27].

Jednym z podstawowych mechanizméw toksycznego dziatania Cd na komorki wielu
tkanek i1 narzadow jest indukcja stresu oksydacyjnego (Ryc. 2). Metal ten nie wykazuje
zdolnosci do bezposredniej generacji reaktywnych form tlenu (RFT), ale na drodze
mechanizmow  posrednich, poprzez  hamowanie  aktywnosci  przeciwutleniaczy
enzymatycznych i nieenzymatycznych oraz uwalnianie metali o wysokiej aktywnosci redoks,
gtownie Fe?* i Cu*, z miejsc ich wystepowania (np. biatek Zelazawo-siarkowych lancucha
oddechowego, ceruloplazminy, ferrytyny) indukuje stan prooksydacyjny w komoérkach [8, 27,
49]. Udzial Cd w indukcji stresu oksydacyjnego zwigzany jest takze z upo$ledzeniem
przepltywu elektronow przez kompleks III (cytochrom bcl) mitochondrialnego tancucha
transportu elektronow [49].

d+2 —_—
. Zaburzenia przeptywu elektronéw
Zaburzenia Obnizenie Uwalnianie wtaricuchu oddechowym
W systemie | metali przejsuowych
antyoksydacyjnym statusu tlo owego ST e
......... .'0'0‘ .““n-u""‘
...... » .‘-""‘
“n ARFT T o
Lipidy Biatka DNA
Peroksydacja Utlenianie Modyfikacja Zaburzenia Indukcja
lipidow biatek zasad naprawy pekniec
. " azotowych DNA nici DNA
: : Pl e
v ¥ v “y’ “‘_,.'-6‘.'.... '.,.. '
Uszkodzenie bion Dysfunkgja A a RN
komérkowych biatek Mutageneza/ Smier¢
Kancerogeneza komorki

https://phmd.pl/api/files/viewHtmlImageByName/20100527095156.jpg
Rycina 2. Udziat kadmu w indukcji stresu oksydacyjnego [27].
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Niezaleznie od rodzaju mechanizmu prooksydacyjnego wplywu kadmu na
makroczagsteczki komodrkowe dochodzi do wzrostu ilosci RFT w komorce, co skutkuje
zmianami w strukturze i metabolizmie biatek, lipidow oraz kwasow nukleinowych i prowadzi
do uszkodzenia oraz utraty ich funkcji biologicznych. RFT reagujac z biatkami i
wielonienasyconymi kwasami thuszczowymi bton komorkowych zapoczatkowuja proces ich
oksydacji, ktorego efektem sg zmiany gradientu blonowego oraz utrata integralnosci blon
komorkowych [27, 28, 49, 55].

Mitochondria sg gtowna strukturg docelowg dziatania kadmu na poziomie
subkomorkowym. Jony kadmu wnikajg do ich wnetrza przy udziale kanatéw wapniowych.
Metal ten wigze si¢ z grupami —SH biatek znajdujacych si¢ w ich wewngetrznej btonie, co
skutkuje zmianami konformacyjnymi tych czasteczek i wzrostem przepuszczalnosci bilon
mitochondrialnych. Dochodzi do zaburzenia potencjalu bltonowego mitochondrium i
rownowagi jonowej w komorkach, czemu towarzyszy uwalnianie do cytoplazmy cytochromu
¢ oraz aktywacja kaspaz, kluczowych enzyméw apoptozy, aktywujacych dalsze proteazy
efektorowe. Istnieja dwa rézne szlaki apoptotyczne, tj. szlak zewnetrzny, ktory wyzwala
apoptoze w odpowiedzi na bodzce zewnetrzne (RFT, promieniowanie UV, jonizujace, Ca?*,
Cd?") oraz $ciezka wewnetrzna aktywujaca apoptoze w odpowiedzi na bodzce wewnetrzne
(uszkodzenie DNA, produkcja RFT przez mitochondria). Jony Cd®* wptywaja na oba szlaki
apoptozy poprzez aktywacje kaspazy-8 (szlak zewnetrzny) 1 kaspazy-9 (szlak wewngtrzny),
ktore z kolei aktywujg kaspaze-3 i kaspaze-7 prowadzac do apoptotycznej fragmentacji DNA
[49]. Do indukcji apoptozy przez kadm moze tez dochodzi¢ na drodze niezaleznej od kaspaz.
Stwierdzono, ze jony Cd?* mobilizujac jony Ca®* z retikulum endoplazmatycznego, aktywuija
kalpainy, prowadzac ostatecznie do fragmentacji DNA [49].

Dodatkowo kadm moze oddziatywa¢ niekorzystnie na komorkowe szlaki
sygnalizacyjne na kazdym etapie transdukcji sygnalu, od receptora poprzez drugie przekazniki
w komorce (np. inozytolotrojfosforan (IP3) 1 diacyloglicerol (DAG)) do czynnikow
transkrypcyjnych (np. NF-xB, NRF2) [102].

Cd 1 jego zwiazki sg klasyfikowane wedlug IARC (Miedzynarodowa Agencja Badan
nad Rakiem) jako czynniki rakotworcze od 1993 roku [60]. Badania wskazuja na zwigzek
miedzy ekspozycja na Cd, a ryzykiem rozwoju nowotwordw u ludzi, takich jak rak piersi,
prostaty, nerki, ptuc, jamy nosowo-gardtowej, trzustki, pgcherza moczowego i zotadka [21, 53,
63, 92, 172, 173].

Poznany jest tez mechanizm kancerogennego dzialania kadmu. Obejmuje on przede

wszystkim zmiany strukturalne w tancuchu DNA (nieprawidtowa metylacja), dysfunkcje
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enzymoéw naprawczych DNA (8-okso-DNA-glikozydazy i endonukleazy 1l1), inhibicje
przylaczania biatek do miejsc uszkodzen DNA (np. biatka XPA), indukcj¢ stresu
oksydacyjnego oraz utrate integralnosci tkanek (zmiana konformacji E-kadheryn i zaburzenia
w przekazywania sygnalu przez B-kateniny) [8, 27, 28, 49, 172]. Na skutek tych zmian
dochodzi do aktywacji protoonkogendéw, wzmozonej proliferacji komoérek i rozwoju
nowotworow [27, 28, 49, 172].

W zaleznosci od czasu ekspozycji, drogi wchianiania 1 wielkosci przyjetej dawki
zatrucia kadmem mogg przebiegaé w postaci ostrej lub przewlekte;.

Glownymi objawami zatru¢ ostrych u ludzi sa zapalenie ptuc w wyniku ekspozycji
inhalacyjnej oraz zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego w wyniku spozycia produktow
zanieczyszczonych zwigzkami kadmu [108].

Zatrucia droga wziewng wystepuja w warunkach przemystowych. Sa szczegdlnie
niebezpieczne, gdyz po poczatkowych objawach rozpoznawanych jako ,.goraczka
odlewnikow” (kaszel, dusznos¢, krotki oddech, goraczka i dreszcze) moze wystapi¢ obrzek
ptuc prowadzacy do niewydolno$ci oddechowej i zgonu, co zostato potwierdzone u 78 letniego,
wczesniej zdrowego mezczyzny, ktory byt narazony na opary kadmu podczas lutowania i zmart
w ciggu 25 dni od ekspozycji [108]. Jednak zatrucia takie sg bardzo rzadkie.

Zdecydowanie czgéciej dochodzi do zatrucia spowodowanego dilugotrwatym
oddziatywaniem kadmu na organizm, a skutki zdrowotne chronicznego narazenia ludzi to
przede wszystkim dysfunkcja nerek, watroby, ko$ci, ptuc, mozgu, jader i1 uktadu
krwiotworczego [11, 12, 49, 76, 82, 92, 95, 108, 109, 150, 156, 174].

Nerki sg organem krytycznym w przypadku przewleklego zatrucia kadmem 1 gtownym
miejscem jego kumulacji oraz detoksykacji w organizmie. Kumulacja Cd w nerkach prowadzi
do zmniejszenia wskaznika filtracji kigbuszkowej (GFR —ang. glomerular filtration rate),
wielomoczu i uogodlnionej dysfunkcji kanalikow proksymalnych. Jako markery wczesnych
skutkow dzialania Cd na czynnos¢ nerek wykorzystuje si¢ oznaczenia biatka Kim-1
(transbtonowa glikoproteina typu pierwszego), [2-mikroglobuliny, N-acetylo-p-D-
glukozamidazy (NAG) i cystatyny C w moczu [101, 105].

Wykazano, ze nawet niska ekspozycja na ten toksyczny metal moze skutkowaé
dysfunkcja nerek, a najwczesniejszym objawem zmian czynnosciowych w tym narzadzie jest
mikroproteinuria, ktora zwykle charakteryzuje si¢ obecnoscig p2-mikroglobuliny w moczu [34,
83, 101, 149]. Ponadto zmniejszona zdolno$¢ wchlaniania przez komorki kanalikow
proksymalnych moze prowadzi¢ do wystapienia zespotu Fanconiego charakteryzujacego si¢

glukozuriag, aminoacyduria, hiperfosfaturig i hiperkalciurig [101].
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U os06b przewlekle narazonych na Cd, wzrasta rowniez czgsto$¢ wystgpowania kamieni
nerkowych prawdopodobnie z powodu zaburzenia gospodarki wapniowej (zwigkszonego
stezenia wapnia w plynie cewkowym i moczu) oraz metabolizmu witaminy D w nerkach [62].

Chroniczne wdychanie aerozoli zawierajacych czasteczki kadmu, ktore ma miejsce
gléwnie w warunkach zawodowych, moze skutkowa¢ podraznieniem drég oddechowych,
zapaleniem tkanki ptucnej, obturacyjng choroba ptuc, rozedma oraz nowotworami ptuc [49].

W wyniku inhalacji nanoczgstek CdO zaobserwowano zmiany ultrastrukturalne w
plucach, w tym przekrwienie naczyn wlosowatych 1 niewielki obszary niedodmy, a
nanoczgsteczki CdO wykryto w cytoplazmie oskrzelikow, a takze w przestrzeniach
pecherzykowych [49].

Chroniczna ekspozycja na kadm przyczynia si¢ rowniez do wystapienia choréb uktadu
krazenia wliczajac miazdzycg. Spowodowane jest to uszkodzeniem struktury $rodbtonka i
komorek mie$ni gladkich naczyn [30, 46]. Udokumentowano takze bezposrednie
kardiotoksyczne dzialanie tego metalu polegajace na obnizeniu kurczliwo$ci mig$nia
sercowego, co skutkuje zmniejszeniem pojemnosci minutowej i wyrzutowej [106].

Kadm wplywa tez negatywnie na uktad rozrodczy. U mezczyzn prowadzi do dysfunkcji
jader oraz uposledzenia czynno$ci hormonalnych i wydzielniczych gruczotu krokowego, co
skutkuje zaburzeniem spermatogenezy (obnizenie jakos$ci nasienia), a w konsekwencji
prowadzi do bezptodnosci [76, 106]. U kobiet za§ moze wptywaé negatywnie na funkcje
jajnikow 1 hamowaé rozwdj oocytdw. Ponadto metal ten moze niszczy¢ strukture
morfologiczng tozyska, przenika¢ do zarodka 1 przyczynia¢ si¢ do powstawania wad
rozwojowych ptodu, a takze wyzszego odsetka poronien samoistnych [50, 106].

Dhugotrwata ekspozycja na kadm skutkuje rdwniez zaburzeniami w o$rodkowym i
obwodowym uktadzie nerwowym. Obejmujg one migdzy innymi zmiany w syntezie i/lub
metabolizmie amin biogennych i aminokwaséw neuroprzekaznikowych oraz jonéw Ca?*, jak
rowniez inhibicj¢ aktywnosci acetylocholinoesterazy, monoaminooksydazy oraz fosfatazy
kwasnej 1 zasadowej [77, 106]. U ludzi ekspozycja na kadm wigze si¢ z zaburzeniami
neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Parkinsona, Alzheimera i Huntingtona, ktorym
towarzyszy utrata pamigci i zmiany behawioralne [77, 106].

Kadm uposledza réwniez wzrok i stuch [92, 153]. U 0s6b chorujacych na zwyrodnienie
plamki zottej stwierdzono podwyzszone stezenie tego pierwiastka [153].

Dhugotrwate narazenie na kadm wptywa tez negatywnie na jame ustng, gdzie obserwuje

si¢ sucho$¢, metaliczny posmak, powstawanie zottych rabkow u nasady zgbow czyli tzw.
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pierscieni kadmowych, ktére powigkszaja si¢ wspotmiernie do czasu ekspozycji na ten
pierwiastek i maja tendencj¢ do samoistnego ustgpowania po ustaniu narazenia [28].

Przy postepujacym zanieczyszczeniu srodowiska kadmem najbardziej niepokojace
wydaja si¢ by¢ efekty odlegle dziatania tego toksycznego metalu takie, jak genotoksyczne,
kancerogenne i teratogenne [5, 8, 27, 49, 60].

2.1.4 Wplyw kadmu na ukiad kostny i z¢by

Negatywny wplyw Cd na uktad kostny jest jednym z gltownych efektéw zaréwno
srodowiskowego, jak i zawodowego narazenia na ten ksenobiotyk [19, 79, 95].

W badaniach epidemiologicznych z ostatnich lat wykazano, iz nawet niska ekspozycja
na ten toksyczny metal, ktora aktualnie ma miejsce w krajach wysoko uprzemystowionych, jest
istotnym czynnikiem ryzyka uszkodzenia kosci [19, 20, 34, 147, 148].

Potwierdzeniem negatywnego odziatywania kadmu na uklad szkieletowy jest choroba
Itai-Itai. Pierwszym udokumentowanym przypadkiem tej choroby bylo masowe zatrucie
kadmem w prowincji Toyama w Japonii, w 1964 roku. Wysokie narazenie miejscowej ludnos$ci
na kadm bylo zwigzane ze spozywaniem ryzu uprawianego na polach, nawadnianych
zanieczyszczong kadmem woda z rzeki. Chorowaty gtownie kobiety, wielorodki, a cecha
charakterystyczna choroby byla demineralizacja ko$ci, potaczona z dysfunkcja kanalikow
nerkowych. U chorych wystgpowala tez osteoporoza, ktorej towarzyszyly silne bole kosci,
migsni oraz stawow, gtdwnie kregostupa i konczyn dolnych [61].

Mechanizmy wplywu kadmu na kosci wcigz nie sg do konca jasne, ale sugeruje si¢
zardbwno posrednie, jak i bezposrednie dziatanie tego metalu na tkanke kostng (Ryc. 3) [82, 147,
148].

Za mechanizm pierwotny uwaza si¢ bezposredni wpltyw Cd na komorki kostne, w tym
na procesy ich réznicowania i aktywnos$¢ metaboliczng [82, 148].

Aktywno$¢ metaboliczna tkanki kostnej zwigzana jest z procesem przebudowy kosci 1
zalezy od aktywnosci komorek kostnych, tj. osteoblastow, osteoklastow i osteocytow [82].
Osteoblasty sa komorkami budujgcymi kos$¢, natomiast osteoklasty odpowiadaja za jej
destrukcje, osteocyty zas stanowig 90-95% wszystkich komoérek kostnych 1 odgrywaja istotng

role w regulacji funkcji osteoklastow i osteoblastow [26, 137].
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Rycina 3. Mechanizmy wplywu kadmu na ko$ci - opracowanie wilasne na podstawie
[20, 26, 82, 137, 147, 148].
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Cd wptywa na funkcj¢ mezenchymalnych komorek macierzystych szpiku kostnego
(BMSC), ktore odgrywaja zasadnicza role w utrzymaniu prawidtowej liczby osteoblastow oraz
reguluja metabolizm i przebudowe tkanki kostnej [90]. Traktowanie BMSC Cd (1545 uM)
przez 2448 godzin znacznie zmniejszyto zywotnos¢ tych komoérek w sposob zalezny od dawki
1 czasu narazenia oraz prowadzito do zmian morfologicznych, uszkodzenia DNA i wzrostu
wewnatrzkomérkowego Ca?* [59]. Mehranjani i Mosavi [90] stwierdzili, ze 21 dniowa
ekspozycja na Cd (0,75-2 uM) znacznie obnizata zywotno$¢ komérek BMSC i poziom
mineralizacji macierzy kostnej. Zmniejszenie zywotnosci BMSC moze wptywaé na tworzenie
osteoblastow, co dodatkowo hamuje tworzenie kosci. Takze Rodriguez i Mandalunis [110]
stwierdzili, ze Cd hamuje réznicowanie BMSC w osteoblasty, ale zwigksza ich ré6znicowanie
w adipocyty.

Ponadto Cd hamujac réznicowanie BMSC do osteoblastow bezposrednio prowadzi do
ich apoptozy m.in. poprzez aktywacje kaspazy-3 [82, 171]. Apoptoza odgrywa kluczowa rolg
w dysfunkcji osteoblastow wywotanej przez Cd, poniewaz jest waznym elementem
przebudowy kosci, a przebiegajac nieprawidtowo moze przyczyniac si¢ do utraty masy kostnej,
powodujac osteoporozg. Ponadto stres oksydacyjny moze odgrywaé kluczowa role w
indukowanej przez Cd $mierci osteoblastow, niszczac struktur¢ btony mitochondriow i
retikulum endoplazmatycznego [82]. Ekspozycja na kadm komoérek MG-63 (podobnych do
ludzkich osteoblastow) w stezeniu 20 1 50 uM Cd przez 24 1 48 godzin prowadzita do zaleznego
od dawki wzrostu kumulacji tego metalu w komorkach i obnizenia ich Zywotnosci, zwlaszcza
po 48 godzinach. Obie dawki Cd indukowaly wzrost wystgpowania mikrojader, mostkoéw
nukleoplazmatycznych i fragmentacje DNA, co potwierdza cytotoksycznos¢ 1 genotoksycznos¢
Cd w ludzkich komorkach kostnych [100].

Cd wplywa tez na aktywacje osteoklastow i sprzyja resorpcji kosci. Wykazano, ze
dlugotrwate narazenie na ten metal skutkuje utrata masy kostnej, osteopenia i osteoporoza,
zwigkszajac nawet czestos¢ ztaman. Ponadto Cd zwigksza zdolnos¢ osteoklastow do resorpcji
kos$ci poprzez regulacje produkcji prostaglandyny PGEz, ktdra zostata uznana za silny czynnik
resorpcyjny [57, 82].

W innych badaniach wykazano, ze Cd wplywa na morfologi¢ i funkcj¢ osteocytow oraz
aktywuje metaloproteinazy (MMP) zwigzane z degradacja macierzy zewnatrzkomorkowe;j
(MMP1, MMP3, MMP9 i MMP13) chrzastki stawowej w chondrocytach, wptywajac na
ekspresje agrekanu (ACAN) i kolagenu 2A1 (COL2A1) oraz stgzenie glikozaminoglikanow i
proteoglikanow poprzez reakcje zapalng (aktywacja IL-1p i IL-6) i stres oksydacyjny
(tworzenie O i H0y) [144, 159].
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Posredni wplyw Cd na ko$ci zwigzany jest gtownie z niedoborem skladnikéw
mineralnych, w tym wapnia i cynku, na skutek zmniejszonej absorpcji tych metali z przewodu
pokarmowego i zwigkszonej eliminacji z moczem w wyniku dysfunkcji nerek. Mozliwym
mechanizmem pos$rednim jest tez zmniejszone wytwarzanie aktywnej witaminy D
(1,25(0OH)2D) w nerkach, co skutkuje zmniejszonym wychwytem wapnia i fosforu z jelit [148].

Ponadto Cd zmniejsza ekspresj¢ markeréw roznicowania osteoblastow (Runx2,
osteokalcyna), biatek zewnatrzkomoérkowej macierzy kostnej (kolagen typu I) oraz hamuje
aktywno$¢ enzymow bioragcych udziat w procesie mineralizacji (alkalicznych fosfataz) [38,
109].

Z¢by sa najtwardszym organem w organizmie i sktadaja si¢ ze szkliwa, zgbiny 1 miazgi
zgbowej, a toksycznos¢ Cd w stosunku do zgbow koncentruje si¢ gtownie na rozwoju szkliwa
i prochnicy zebow [82, 139]. Jak wykazata Swietlicka i wsp. [139] znaczacy wzrost poziomu
kadmu w zgbach dorostych szczuréw narazonych na kadm (4 mg Cd/kg mc przez 10 tygodni)
skutkowal zmniejszeniem zawarto$ci hydroksyapatytu, zmiang w kolorze zebow,
zmniejszeniem dlugosci 1 wzrostem twardosci pigmentowanego szkliwa oraz wigksza
nieregularno$cia jego powierzchni w poréwnaniu do kontroli.

Natomiast znaczna kumulacja Cd w kosci wyrostka zebodotowego wykazana w
badaniach Browar i wsp. [12] sugeruje bezposrednie dziatanie osteotoksyczne tego metalu.

Ponadto badania prowadzone przez Malara i wsp. [84] oraz Wychowanskiego i
Matkiewicza [154] potwierdzaja, ze twarde tkanki zebow mogg stanowi¢ cenny material do
oceny dtugotrwatego narazenia srodowiskowego na jony kadmu.

Analiza porownawcza danych wykazata, ze szkliwo 1 z¢bina mieszkancow terenow
uprzemystowionych zawieraja istotnie wigksze ilosci kadmu niz twarde tkanki zgbow
mieszkancow terenéw rolniczych [154].

W innych badaniach okreslono stezenie kadmu w zebach trzonowych i ko$ciach
otaczajacych zeby. Probki pochodzity od ludzi mieszkajacych na dwdch obszarach o réznym
stezeniu metali cigzkich w $rodowisku. Stezenie kadmu w badanym materiale byto istotnie
wyzsze U 0s6b zamieszkujacych tereny silnie zanieczyszczone (Ruda Slaska) niz u osob
mieszkajacych w rejonie mniej zanieczyszczonym (Bielsko-Biata) [84].

Wyniki wskazuja, ze zeby zuchwy 1 otaczajace je kosci moga odzwierciedla¢ narazenie

ludzi na kadm obecny w §rodowisku.
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2.2 Cynk

Cynk (Zn) jest jednym z mikroelementow niezbednych do prawidtowego wzrostu i
rozwoju wszystkich tkanek i narzgdow organizmu ludzkiego [47, 129 — 131, 152]. Odgrywa
kluczowa role w wielu procesach komorkowych, przez co wpltywa na metabolizm
ogoélnoustrojowy [22, 47, 129, 130].

W przyrodzie pierwiastek ten nie wystepuje w formie metalicznej, a tylko w zwigzkach
chemicznych (mineratach — sfaleryt, smitsonit) na +2 stopniu utlenienia. Jest metalem o
wlasciwosciach amfoterycznych, nie reaguje bezposrednio z wodg, natomiast reaguje z
kwasami, zwtaszcza beztlenowymi i zasadami [103].

Cynk metaliczny jest stosowany do produkcji stopow odlewniczych z aluminium (znal)
oraz miedzig (mosiadz i tombak). Tlenek cynku (ZnO) wykorzystuje si¢ m.in. w kosmetyce
(jako pigment 1 stabilizator promieni UV), w stomatologii (do tymczasowych wypehien), w
dermatologii (jako sktadnik masci i zasypek leczacych roézne choroby skorne), a takze jako
wypelniacz i stabilizator gum, kauczuku i tworzyw sztucznych oraz w $rodkach do impregnacji
drewna. Szerokie zastosowanie ma takze chlorek cynku, m.in. w stomatologii do produkcji
cementoOw magnezytowych, w pltynach antyseptycznych do plukania jamy ustnej, w $rodkach
Sciggajacych, do produkcji pergaminu i jedwabiu sztucznego czy do produkcji bomb dymnych.
Inny zwigzek tego metalu — ortofosforan cynku wykorzystuje si¢ jako cement dentystyczny do
cementowania koron, mostow i aparatow ortodontycznych oraz jako podstawe do uzupetnien
protetycznych 1 wypehlien tymczasowych. W medycynie zastosowanie znalazt tez siarczan
(VD) cynku jako $rodek $ciagajacy i wymiotny oraz wodorotlenek cynku jako adsorbent w

opatrunkach medycznych [103].

2.2.1 Zapotrzebowanie organizmu na cynk i homeostaza tego biopierwiastka

Podstawowym zrodtem Zn dla populacji generalne;j jest dieta. Najlepszym Zrodlem tego
biopierwiastka sg produkty migsne i drobiowe w tym jagnigcina, wotowina, krélik, kurczak
oraz owoce morza, szczeg6lnie ostrygi i homary [41]. Ponadto produkty pelnoziarniste takie
jak ryz, sezam, chleb i makaron oraz seler, rosliny straczkowe (fasola, groch i soczewica),
produkty sojowe, grzyby, orzechy i nasiona slonecznika oraz migdaty s3a réwniez dobrym
zrodtem cynku [129].

Ogolnie biodostepnos¢ cynku z pokarmdéw pochodzenia zwierzecego jest wyzsza niz z

pokarmow ro$linnych. Zawarte w produktach roslinnych fityniany, lignina i btonnik utrudniaja
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jego przyswajalnos¢. Stosunek molowy fitynian:cynk wigkszy niz 15:1 znacznie obniza
wchtanianie cynku [56].

Natomiast diety rafinowane o niskiej zawarto$ci btonnika zbozowego i kwasu
fitynowego oraz odpowiednia zawartos¢ biatka, gtownie ze zrodet nieroslinnych, takich jak
migso i ryby, zwigkszajg biodostgpnosé tego mikroelementu [56, 127].

Zalecane dzienne spozycie cynku waha si¢ od 1,5 mg/24h u niemowlat do 13 mg/24h u
ci¢zarnych i karmigcych kobiet [129].

Bioragc pod uwage biodostepnos¢ cynku, a zawlaszcz zawarto$¢ fityniandw w
spozywanych produktach, Haasea i wsp. [56] opracowali wartosci referencyjne dla spozycia
tego biopierwiastka na poziomie 11-16 mg Zn/24h dla me¢zczyzn oraz 7-10 mg Zn/24h dla
kobiet. Wyzsze spozycie Zn jest rekomendowane dla kobiet ci¢zarnych (1 trymestr 7-11 mg
Zn/24h; 2 i 3 trymestr 9-13 mg Zn/24h) oraz karmigcych (11-14 mg Zn/24h). Zgodnie z
przyjetymi przez Haasea i wsp. [56] kryteriami, dzieci w wieku od 0 do roku powinny spozywac
od 1,5 do 2,5 mg Zn/24h.

Zn znajduje si¢ we wszystkich tkankach i1 ptynach ustrojowych, a jego calkowita
zawarto$¢ w organizmie szacowna jest na 2-3g. Mezczyzni zazwyczaj maja nieco wyzszg
zawarto$¢ cynku w organizmie (2,5 g) w porownaniu do kobiet (1,5 g). Biopierwiastek ten jest
rozmieszczony nierownomiernie w roéznych narzadach i tkankach. Prostata, trzustka, migénie i
kos$ci sg znacznie bogatsze w cynk (zawieraja do 200 ug Zn/g) niz serce, mozg i osocze, gdzie
stezenia Zn sg stosunkowo niskie, na poziomie 1-23 pg/g. Chociaz we krwi krazy tylko 1
ugZn/g, to jest to prawdopodobnie najwazniejszy organ uczestniczacy w utrzymaniu
homeostazy tego biopierwiastka [56, 129, 152]. Poniewaz Zn nie ulega kumulacji, wymagane
jest regularne dostarczanie organizmowi tego elementu, aby zapobiec jego niedoborom, a co za
tym idzie wielu dolegliwo$ciom i schorzeniom [56, 129 — 131, 152].

25-66% cynku przyjmowanego doustnie wchiania si¢ w jelicie cienkim, a szczeg6lnie
w dwunastnicy. Transport Zn w glab enterocyta zachodzi przy pomocy transportera metali
dwuwartosciowych 1 (DCT1), ktory jest zlokalizowany w rabku szczoteczkowym [163]. DCT1
transportuje roOwniez inne metale, jak miedz, Zelazo, kadm, mangan, nikiel, kobalt i otow.

Subkomoérkowo cynk jest rozmieszczony glownie w specyficznych pecherzykach
magazynujacych zwanych cynkosomami (ok. 50%) 1 jadrze (30-40%), a pozostala czgs¢ w
cytoplazmie w retikulum endoplazmatycznym lub aparacie Golgiego [152]. W cytoplazmie Zn
jest w duzej mierze wigzany przez biatka chelatujace zwane metalotioneinami, ktére odgrywaja
wazng role w homeostazie tego pierwiastka poprzez kompleksowanie okoto 20%

wewnatrzkomoérkowego cynku. Dystrybucja cynku miedzy cytozolem, a organellami odbywa
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si¢ za posrednictwem swoistych biatek transportujacych z rodziny Zip (14) oraz ZNT (10) [22,
64, 163]. Biatka ZIP znajduja si¢ w blonach komoérkowych i sg glownie odpowiedzialne za
transport Zn?* z przestrzeni zewnatrzkomorkowej lub organelli do cytoplazmy. Ich ilo$é jest
regulowana stezeniem Zn>*. Gdy stezenie Zn®* wzrasta, ZIP sa usuwane z powierzchni komorki
na drodze endocytozy, chroniac je przed nadmiarem tego elementu. Natomias wigkszo$¢ biatek
ZNT znajduje si¢ w btonie komorek nablonka jelitowego i jest odpowiedzialna za przenoszenie
cytoplazmatycznego Zn?* do przestrzeni pozakomorkowej [64, 163].

Homeostaza cynku jest zatem kontrolowana przez 24 bialka transportujace cynk i cztery
MT (MT1-4), ktore odgrywaja znaczaca role w dystrybucji, transporcie i utrzymaniu
wewnatrzkomoérkowego poziomu cynku [143, 163].

We krwi cynk wigze si¢ z biatkami, glownie albuminami (57%), a2-makroglobuling
(40%), transferryng i aminokwasami (3%), ktore odpowiadaja za jego dystrybucje w
organizmie. Albumina wiaze cynk ze stosunkowo niskim powinowactwem, a2-makroglobulina
ze $rednim, a transferryna z wysokim [152].

Eliminacja cynku z organizmu nast¢puje gtdéwnie przez przewod pokarmowy (az 50%
catego wydalonego metalu). Wazng role w wydalaniu tego biopierwiastka odgrywa trzustka,
ktorej komorki groniaste sg bogate w czasteczki proenzymu wymagajacego do prawidtowego
funkcjonowania jonow Zn?*. ZNT2 jest rozmieszczony w czasteczkach tego proenzymu i bierze
udzial w jego transporcie w komorkach groniastych poprzez szlak regulacyjny MTF-1,
kontrolujac wydalanie Zn?* z trzustki [54]. Jest to wazny proces w regulacji rownowagi tego
biopierwiastka w organizmie. Innymi fizjologicznymi szlakami utraty Zn?* z ustroju sa pot,

mocz i nasienie [68].

2.2.2 Rola cynku w organizmie czlowieka

Biologiczna rola cynku zwigzana jest gldéwnie z wplywem tego metalu na sklad
enzymow i biatek regulatorowych (czynnikow transkrypcyjnych) [143].

Metal ten jest kofaktorem ok. 300 metaloenzymow, w tym anhydrazy weglanowe;j,
fosfatazy alkalicznej, dehydrogenazy alkoholowej, dysmutazy ponadtlenkowej, polimerazy
DNA, polimerazy RNA 1 i Il, karboksypeptydazy A, B, C oraz metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej [143].

MMP nalezag do enzymow proteolitycznych, ktére bezposrednio reguluja procesy
zachodzace w macierzy pozakomorkowej (ECM), w tym degradacje¢ biatek (kolagen, laminina,

proteoglikany, fibronektyna). W warunkach fizjologicznych te metaloenzymy sa
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odpowiedzialne za embriogeneze¢, angiogenez¢ i gojenie si¢ ran, a takze uczestniczg w wielu
procesach immunologicznych [22]. Zhang i wsp. [168] zaobserwowali, ze w Sledzionie myszy
z niedoborem Zn?*, ekspresja MMP-2, MMP-9 i MMP-13 byta nizsza niz u zwierzat
kontrolnych, co nasilalo widknienie tego narzadu.

Cynk jako kofaktor fosfatazy alkalicznej (AP) bierze udziat w procesie mineralizacji
kosci. W badaniach wykazano, ze wysoka aktywno$¢ AP przeklada si¢ na zwigkszong
aktywnos$¢ osteoblastow, natomiast niska aktywnos¢ prowadzi do uposledzenia mineralizacji
kosci, hiperkalcemii i przedwczesnej utraty zebow [91, 99]. Ponadto udokumentowano, ze cynk
wptywa na proliferacj¢ i réznicowanie osteoblastow i osteoklastow poprzez komodrkowy szlak
RANK/RANKL/OPG [15, 39, 91].

Natomiast obecno$¢ Zn w anhydrazie weglanowej (AC) pozwala na prawidtowe
utrzymanie gospodarki kwasowo - zasadowej organizmu, zarowno w plucach, podczas
wydalania CO., jak 1 w kanalikach nerkowych, warunkujac odtwarzanie jonu
wodoroweglanowego (HCO3) i wydalanie jonu wodorowego (H*) [47]. Ponadto AC jest
waznym czynnikiem w utrzymaniu smaku. Wysoka aktywnos$¢ AC stwierdzono w brodawkach
jezyka zwigzanych z kubkami smakowymi [22].

Wazna rolg cynku w organizmie jest jego udziat w procesach antyoksydacyjnych. Metal
ten petni funkcje antyoksydacyjng na wiele sposobow [22, 131]. Cynk ma silne dziatanie
przeciwutleniajace, glownie jako sktadnik dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), ktora katalizujac
dysmutacje anionorodnikéw ponadtlenkowych do nadtlenku wodoru, zapobiega powstawaniu
innych toksycznych wolnych rodnikéw 1 ich pochodnych, np. hydroksylowych czy
peroksyazotynowych zaréwno w cytoplazmie, jak i macierzy zewnatrzkomorkowej [22, 131].
Inny mechanizm antyoksydacyjnego dziatania cynku polega na jego antagonizmie o miejsca
wigzania w biatkach, lipidach czy DNA z jonami metali przejsciowych tj. Zelazem lub miedzia,
Ktore uczestniczg w powstawaniu wolnych rodnikow (np. w reakcji Fentona lub Habbera-
Weissa). Jony Zn?" zajmujac miejsca ich wiazania przeciwdziataja tym reakcjom [22, 131].
Cynk uczestniczy rowniez w ochronie grup sulthydrylowych biatek przed utlenianiem poprzez
tworzenie chelatdow hamujacych zmiany przestrzenne ich struktury. Jednym z przyktadow jest
biatko Keapl. Biatko to ma na swojej powierzchni liczne reszty cysteiny, ktore moga ulec
utlenieniu, a w wyniku tej reakcji zmienia sie¢ jego struktura, uwalniaja Zn?* i czynnik
transkrypcyjny Nrf2, ktory w warunkach fizjologicznych wystgpuje w cytoplazmie w postaci
zwigzanej z bialkiem Keapl cytoszkieletu [88]. Dodatkowo wzrost stezenia wolnego cynku w
wyniku rozpadu chelatow biatkowych moze dziata¢ jako czynnik prewencyjny, regulujacy

odpowiedz na stres oksydacyjny za pomocg Nrf2, ktorego rolg jest ochrona komorek przed
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szkodliwymi skutkami stresu. W warunkach nadmiaru RFT Nrf2 ulega dysocjacji od
nieaktywnego kompleksu z Keapl, przemieszcza si¢ do jadra i wigze z czasteczka DNA.
Prowadzi to do transkrypcji genéw kodujacych biatka antyoksydacyjne o matej masie
czasteczkowej (np. tioredoksyna, ferrytyna, metalotioneiny), ktore sa odpowiedzialne za
ochrong¢ komorki przed reaktywnymi formami tlenu. Zaréwno wspomniane zmiany
konformacyjne w biatku Keapl, jak i fosforylacja Nrf2 moze leze¢ u podstaw dysocjacji
kompleksu Nrf2-Keapl. Bialtko Keapl dziata jako ,,czujnik” stresu oksydacyjnego i jest
czasteczkg posrednio odpowiedzialng za regulacje ekspresji genow zaleznych od Nrf2 [88].

Cynk jest réwniez sktadnikiem metalotionein, ktére wykazuja zdolno$¢ do zmiatania
rodnikow hydroksylowych 1 jest ona 300 razy wigksza niz zdolno$¢ antyoksydacyjna
glutationu. MT sg to biatka drobnoczgsteczkowe, bogate w reszty tiolowo-cysteinowe (20 z 61
aminokwasow to cysteina), dzialajace jako zmiatacze wolnych rodnikow w skorze, watrobie 1
komorkach szpiku kostnego [114]. MT sa waznymi regulatorami poziomu cynku w komorkach.
Cynk i miedz sg fizjologicznymi induktorami MT, chociaz biatka te wigza si¢ réwniez z innymi
jonami dwuwarto$ciowymi. Pojedyncza czasteczka MT jest zdolna do wigzania siedmiu jonow
Zn?* i 12 jonéw jednowartosciowych Cu* [9, 112].

MT zidentyfikowano zaréwno w S$rodowisku zewnatrzkomorkowym, jak i
wewnagtrzkomoérkowym. Ich wewnatrzkomorkowa pula odpowiada za detoksykacje metali
ciezkich, w tym kadmu oraz reaktywnych form tlenu i azotu. Natomiast zewnatrzkomorkowe
MT dziataja jako przeciwutleniacze, transportuja metale miedzy tkankami i biorg udziat w
odpowiedzi komorkowej na stres. Wyrdzniamy 4 izoformy MT, tj MT-1, MT-2, MT-3 i MT-
4. MT-1 i MT-2 ulegajg ekspresji w roznych tkankach, podczas gdy MT-3 tylko w mozgu, a
MT-4 jest ograniczona do nablonka wielowarstwowego ptaskiego skory i gérnych cze$ci
przewodu pokarmowego [131, 152]. Izoformy MT-1 i MT-2 uczestnicza w metabolizmie Zn,
przyczyniajac si¢ do zachowania jego homeostazy poprzez dystrybucj¢ i uwalnianie [114].
Ponadto biatka te chronig struktur¢ DNA przed uszkodzeniem, a chroniczny niedobor cynku
zwigksza podatnos¢ na uszkodzenia wywotane przez RFT [58].

Homeostaza cynku jest niezbedna takze dla wielu aspektow prawidlowego
funkcjonowania uktadu odporno$ciowego, w tym hematopoezy, dojrzewania i ré6znicowania
komorek oraz progresji cyklu komorkowego. Zaro6wno niedobdr, jak 1 nadmiar tego
mikroelementu uposledza czynno$¢ tego uktadu. Zn pomaga w utrzymaniu prawidtowej liczby
limfocytow, w tym regulatorowych, pomocniczych i cytotoksycznych limfocytow T, ktore
petnig funkcje ochronng przed infekcja [152]. Moze tez odwracalnie hamowac fosfodiesteraze

btonowg 1 zmniejsza¢ ekspresje mRNA dla tego enzymu, co z kolei zmniejsza wytwarzanie
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zapalnych cytokin, w tym czynnika martwicy nowotworu alfa (TNF-a) i interleukiny 1 beta
(IL-1B), powodujac dziatanie przeciwzapalne [22, 136]. Hypocynkemii towarzyszy
podwyzszony poziom mediatorow stanu zapalnego, np. RFT 1 peptydow
przeciwdrobnoustrojowych, takich jak kalprotektyna lub MMP, ktére powodujg uszkodzenie
tkanek, zwlaszcza watroby, ptuc i §ledziony [152].

Cynk ma udowodnione dziatanie przeciwwirusowe. Wykazano ze zapobiega swinskiej
grypie (HIN1) [119]. W zawigzku z tym wielu badaczy przypuszcza, ze zwigzki tego metalu
mogg by¢ stosowane jako uzupetienie terapii COVID-19 [129, 167].

Cynk odgrywa istotng role¢ w zachowaniu stabilnosci struktury i funkcji ludzkiego
genomu [58]. Deficyt cynku moze prowadzi¢ do zwigkszonej produkcji RFT, co z Kolei
skutkuje peknigciem nici 1 oksydacyjnymi modyfikacjami DNA, a tym samym przyczynia si¢
do procesu transformacji nowotworowej [170]. Ponadto, jak wspomniano wczesniej
biopierwiastek ten wystepuje w polimerazie DNA i RNA oraz w biatkach zawierajacych tzw.
»palce cynkowe”, do ktérych zalicza si¢ jadrowe czynniki transkrypcyjne odpowiedzialne za
kontrole proliferacji i réznicowania komorek. Przyktadem jest biatko A20, ktérego ekspresje
indukuje cynk. Dodatkowo wykazano, Ze suplementacja cynkiem poprzez zwickszenie
ekspresji mMRNA dla tego biatka, hamuje aktywacj¢ NF«B, ktory jest istotnym czynnikiem w
procesie onkogenezy i progresji nowotworu [131].

Ponadto jony Zn?* uczestnicza w apoptozie komorek. Suplementacja cynkiem
zapobiega aktywacji kaspazy 9, przerywajac tym samym zaprogramowang smier¢ komorki i
aktywujac proliferacje komorek uszkodzonych [35].

Zn zapewnia tez prawidlowe funkcjonowanie narzadéw rozrodczych zarowno meskich,
jak 1 zenskich. Jest konieczny do syntezy hormondéw gonadotropowych - hormonu
folikulotropowego (FSH) i hormonu luteinizujacego (LH) oraz testosteronu. Wykazano, ze
zawarto$¢ Zn w nasieniu jest od 85 do 90 razy wyzsza niz we krwi, a jego niedobor w diecie
skutkuje powstaniem niskiej jakosci nasienia, a takze idiopatyczng nieptodnoscia meska [146].
Ponadto odpowiednie stezenie tego biopierwiastka w organizmie matki jest potrzebne dla
prawidtowego rozwoju ptodu (wytworzenia mozgu, serca, podniebienia, warg, ptuc i1 uktadu
plciowego i moczowego) [146].

Inng wazng funkcja cynku w organizmie jest jego udziat w regulacji glikemii poprzez
wplyw na synteze, gromadzenie i wydzielanie insuliny w komorkach B trzustki. Jony Zn?* biora
tez udzial w regulacji wydzielania glukagonu oraz aktywacji trzustkowych enzymow

trawiennych [152].
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Utrzymanie stezen Zn?* na normalnym poziomie jest niezbedne dla zdrowia
psychicznego cztowieka, w tym prawidlowego przebiegu proceséw poznawczych, regulacji
nastrojOw oraz uczenia si¢. Brak rownowagi w homeostazie tego biopierwiastka stwierdzono
m.in. w chorobie Alzheimera, Parkinsona, depresji, stwardnieniu rozsianym czy schizofrenii
[152].

Niedobor tego pierwiastka jest powigzany z wypadaniem wtoséw. Cynk odpowiada za
metabolizm kolagenu, podziaty komérkowe w macierzy wtosa oraz jest aktywatorem licznych

enzymow kontrolujacych produkcje biatek whosa [75].

2.2.3 Zatrucie cynkiem

Pomimo, iz cynk jest jednym z biopierwiastkow, koniecznych do prawidlowego
rozwoju 1 funkcjonowania organizmu, to jego nadmiar moze by¢ szkodliwy. Na Rycinie 4
porownano skutki zdrowotne zatrucia cynkiem z niedoborem tego biopierwiastka.

Zatrucie pokarmowe tym pierwiastkiem wystepuje rzadko ze wzgledu na istnienie
mechanizméw regulacyjnych w przewodzie pokarmowym. Opisano przypadki zatrucia
ostrego, wynikajace ze spozycia owocdéw 1 warzyw opryskiwanych preparatami cynku lub
pokarmoéw i napojéw przechowywanych w pojemnikach ocynkowanych. Do objawow zatrucia
ostrego ta droga mozna zaliczy¢ zaburzenia zoladkowo-jelitowe (nudnosci, wymioty, biegunka,
bol w nadbrzuszu) oraz ospatos¢, zmeczenie, zawroty glowy i niedokrwisto$¢ [96, 104, 145].

Zatrucie przewlekle tym metalem dotyka przede wszystkim pracownikow przemyshu
wydobywczego 1 przetworczego. Powstajagce w procesie wytapiania, odlewania czy spawania
drobne czasteczki tlenku cynku (< 1 pm) wnikaja do ptuc i prowadza do wystapienia zespotu
objawdw nazywanych ,,goragczka odlewnikdw”. Do wczesnych symptoméw tego zatrucia
zalicza si¢ metaliczny smak w ustach oraz podraznienie gardta. Nastepnie pojawia si¢ goraczka,
dreszcze, bol glowy, bolesno$¢ migsni, wzmozona potliwosé, ogolne ostabienie oraz objawy ze
strony uktadu oddechowego, w tym bol zamostkowy 1 duszno$¢. Goraczce towarzyszy
obnizenie wskaznikéw czynno$ciowych phluc (objetos¢ oddechowa, wymuszona pojemnosc
wdechowa i wydechowa, pojemno$¢ zyciowa) [96, 103, 104]. Objawy oddechowe sa
odwracalne i na ogoét ustepujg po 1-4 dniach [103].
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Rycina 4. Porownanie skutkéw zatrucia z niedoborem cynku w organizmie [75, 103, 104, 143,

145, 146, 152].
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Na podstawie istniejacych danych literaturowych mozna stwierdzi¢, ze wchtanianie
cynku przez skore nie stanowi znaczacego zagrozenia toksykologicznego. Jedynie chlorek
cynku wykazuje wyrazne dziatanie draznigce na skorg [104].

Dhugotrwata suplementacja cynkiem (>40 mg/24h) jest przyczyng wystgpowania
interakcji miedzy cynkiem i innymi biopierwiastkami, w tym miedzia i Zelazem. Jony Zn?*
zmniejszaja  wchlanianie miedzi, co skutkuje inhibicja aktywno$ci enzymow
antyoksydacyjnych (SOD) i ceruloplazminy oraz absorpcjg zelaza czego wynikiem moze by¢
obnizenie stezenia hemoglobiny, anemia syderoblastyczna, neutropenia i makrocytoza [96].

Ponadto dlugotrwate spozywanie nadmiernych ilosci cynku moze prowadzi¢ do
dysfunkcji uktadu immunologicznego oraz wzrostu ryzyka wystapienia chordb serca poprzez
wzrost poziomu cholesterolu catkowitego w surowicy krwi oraz obnizenie frakcji cholesterolu
o wysokiej gestosci (HDL) [32, 96].

Takze stosowane w biomedycynie, kosmetyce i przemys$le nanoczastki tlenku cynku
mogg by¢ przyczyng zatrucia tym metalem [138]. Dostepne wyniki badan wskazuja na
sktonnos¢ tych zwigzkéw do kumulacji m.in. w nerkach, ptucach, §ledzionie 1 watrobie oraz

rozwoju miazdzycy poprzez zwigkszone przyleganie monocytow do $rodbtonka naczyn [138].

2.2.4 Rola cynku w zdrowiu i chorobie jamy ustnej

W jamie ustnej cynk jest naturalnie obecny w $linie, ptytce nazgbnej oraz w twardych
tkankach zgbow. W praktyce stomatologicznej za§ zwiagzki cynku, takie jak tlenek cynku,
chlorek, cytrynian, mleczan i siarczan sg stosowane w roznych produktach do pielggnacji jamy
ustnej, jako pasty do zebow 1 ptukanki do ust, aby kontrolowa¢ tworzenie si¢ ptytki nazebnej i
hamowa¢ odktadanie kamienia nazebnego. Ponadto sole tego metalu hamujg produkcje lotnych
zwiazkow siarki, przyczyniajac si¢ w ten sposob do zmniejszenia nieprzyjemnego zapachu z
ust [36, 80, 145]. Suplementacja cynkiem wspomaga leczenie zapalenia dzigset, przyzebia czy
cuchngcego oddechu, podczas gdy niedobdr tego pierwiastka jest zwigzany z ostabieniem
prawidlowego funkcjonowania jamy ustne;j i przyzgbia [7, 36, 113, 145, 169].

W surowicy pacjentdw z liszajem ptaskim, nawracajacym, aftowym zapaleniem jamy
ustnej (RAS), zespolem pieczenia jamy ustnej (BMS) oraz kserostomig stwierdzono
zdecydowanie nizsze poziomy cynku niz u 0séb zdrowych [7, 36, 52, 160].

Rosing i wsp. [113] u pacjentow, ktorzy stosowali do plukania ust ptyn zawierajacy
chlorek cetylopirydyniowy (CPC) i 0,28% mleczanu cynku przez okres szesciu tygodni

wykazali wigksze zmniejszenie ptytki nazgbnej i wskaznikow dzigstowych niz w przypadku
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stosowania ptynu z samym CPC. Mehdipour i wsp. [89] w swoim badaniu stwierdzili, ze ptyn
do ptukania jamy ustnej zawierajacy cynk byl skuteczny w procesie gojenia si¢ ran i leczeniu
nawracajgcego aftowego zapalenie jamy ustnej.

W innym badaniu, w ktorym oceniano wplyw niedoboru cynku na tkanke jamy ustnej
szczurdw, zwierzeta karmiono dieta ubogo lub bogato cynkowa. Wykazano wigksza, $rednia
glebokos¢ kieszonek dzigstowych u szczurow z niedoborem cynku w poréwnaniu do
suplementowanych tym metalem. Ponadto u zwierzat z niedoborem Zn stwierdzono réwniez
liczne afty na dnie jamy ustnej, ktorych u szczuréw karmionych dieta bogatocynkowa nie byto.
Autorzy powyzszego badania wnioskuja, ze stan zdrowia jamy ustnej i przyzebia byt lepszy u
szczurdw suplementowanych cynkiem niz u szczuréw z niedoborem tego biopierwiastka [128].

Suplementacja cynkiem jest skuteczna w prewencji chorob dzigsel, a szczegdlnie w
walce z patogenami takimi, jak Fusobacterium nucleatum i Prevotella intermedia, ktore
powoduja zapalenie dzigset. Cynk hamuje rowniez proteazy wytwarzane przez Porphyromonas
gingivalis, a nanoczgstki tlenku cynku zaburzajg integralno$¢ btony komérkowej w gatunkach
Campylobacter [36].

W 6-miesigcznym badaniu klinicznym poréwnano dwa rodzaje past do zebow. Jedna
zawierata sam fluor, a druga fluor i cynk. Srodek do czyszczenia zgbéw oparty na cynku
zapewnit znaczaca redukcje ptytki nazebnej i zmniejszenie objawdw klinicznych zapalenia
dzigset [169]. W innym badaniu udowodniono, ze pasta do z¢béw zawierajaca fluor i cynk
skuteczniej zapobiega demineralizacji szkliwa 1 hamuje powstawanie ptytki nazgbnej, ktora
przyczynia si¢ do rozwoju prochnicy [36].

Oceniano tez role cynku w trakcie rozwoju narzadu zucia. Niedawne badanie kliniczne
potwierdzito, Zze suplementacja cynkiem kobiet ci¢zarnych byta skorelowana ze zmniejszonym
ryzykiem wystapienia rozszczepu wargi i/lub podniebienia [98].

Badano tez homeostaz¢ cynku i innych pierwiastkow §ladowych, w tym miedzi i Zelaza
w stanie przednowotworowym jakim jest zwloknienie podsluzowkowe jamy ustnej (OSMF).
Yadav i wsp. [155] stwierdzili nizszy poziom cynku i zelaza oraz wyzszy poziom miedzi w
surowicy pacjentow z OSMF niz w grupie kontrolnej. Autorzy sugeruja, ze obserwowany niski
poziom cynku moze wynika¢ z faktu iz komorki nowotworowe potrzebujg wiecej cynku i
obnizaja jego poziom w surowicy lub moze by¢ wynikiem interakcji pomigdzy Zn i Cu.
Dodatkowo niedobdr cynku hamuje aktywno$¢ SOD u pacjentow z OSMF oraz zwigksza
aktywnosc¢ cyklooksygenazy-2 (COX-2), ktora z kolei hamuje apoptoze jednoczesnie nasilajac
proliferacje komorek i przyczynia si¢ w ten sposob do ztosliwej transformacji OSMF w raka

jamy ustnej [116]. Dlatego odpowiedni poziom cynku jest wazny, aby zapobiec tym zmianom
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[116, 107]. Autorzy powyzszych badan wskazuja, ze stezenie Zn w surowicy moze byc¢
potencjalnym markerem w diagnostyce i rokowaniu OSMF oraz mie¢ znaczenie ochronne

przed inicjacjg i progresjg nowotworu [107, 116].

2.3 Zrédlta wolnych rodnikéw i procesy oksydacyjno-redukcyjne w jamie ustnej.

Dhugotrwaly stres wywiera niekorzystny wptyw na nasze zdrowie, w tym zdrowie jamy
ustnej 1 jest uwazany za przyczyng zapalenia dzigset, zebow 1 kosSci, owrzodzenia dzigset (afty),
nadmiernej suchosci (kserostomii), bruksizmu, zespotu Sjégrena, tworzenia ptytki nazebne;,
powstawania zmian okotowierzchotkowych, a takze nowotworow jamy ustnej [65, 74, 120,
151, 169].

Jama ustna stanowi jedno z niewielu miejsc w ludzkim organizmie, ktore jest narazone
na dziatanie licznych czynnikow zewngtrznych, takich jak zanieczyszczenia powietrza,
zywnosci 1 wody pitnej, drobnoustroje (bakterie, grzyby i wirusy), a takze alkohol, leki,
materialy stomatologiczne oraz substancje szkodliwe zawarte w dymie papierosowym. Czes¢
z nich wykazuje znaczny potencjat utleniajacy i zdolnos¢ do generowania wolnych rodnikow
tlenowych, co moze prowadzi¢ do niekorzystnych skutkow zdrowotnych nie tylko w obrebie
jamy ustnej ale i catego organizmu [177].

Zapalenie przyzgbia jest jednym z podstawowych zrdédel wolnych rodnikow w jamie
ustnej [141]. Brak rownowagi pomiedzy florag bakteryjng zlokalizowang w kieszonkach
przyzebnych, a mechanizmami obronnymi gospodarza, w tym uwalnianie RFT z neutrofili,
skutkuje uszkodzeniem tkanek przyzgbia [51, 141, 151]. Udowodniono, zZe stres oksydacyjny
ostabia struktur¢ wtokien kolagenowych 1 metloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (np.
poprzez wzrost aktywnosci osteoklastow) i zwigksza produkcje mediatoréw zapalenia [4].
Ponadto nadmierna produkcja RFT moze skutkowaé zaburzeniem syntezy proteoglikandw i
depolimeryzacja kwasu hialuronowego prowadzac do zaniku integralnosci tkanek przyzgbia 1
ostabienia ich wlasciwos$ci biochemicznych [151].

Dostepne dane literaturowe wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania markerow stresu
oksydacyjnego w ptynie dzigstowym, $linie i surowicy w diagnostyce rdznych typoéw
paradontozy [51]. Obnizenie catkowitego potencjalu antyoksydacyjnego w tym materiale
biologicznym stwierdzono u pacjentéw z przewlektym i/lub agresywnym zapaleniem przyzebia
W poréwnaniu z osobami zdrowymi [51, 141]. Jednak Acquier i wsp. [1] wykazali znacznie
wyzsza produkcje RFT 1 wyzsze stgzenie substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym,
jako markerem uszkodzenia lipidow, tylko w §linie pacjentdw z agresywnym zapaleniem

przyzebia w przeciwienstwie do osob z przewlektym zapaleniem przyzebia.
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Bioragc pod uwage fakt, ze stres oksydacyjny odgrywa wazna role w patogenezie
paradontozy, od dawna sugerowano, ze suplementacja antyoksydantami moze zmniejszy¢ lub
spowolni¢ uszkodzenia przyzebia. Badania Ambati i wsp. [4] oraz Tothova i Celec [141]
dostarczajg dowodow na skutecznos¢ terapii antyoksydacyjnej w zapaleniu przyzgbia. Muniz
1 wsp. [97] udowodnili wigksza skuteczno$¢ antyoksydantow lipofilowych (takich jak witamina
E) w przeciwienstwie do antyoksydantow hydrofilowych.

Stres oksydacyjny zaliczany jest rowniez do glownych czynnikow majacych
destrukcyjny wptyw na gruczoty §linowe m.in. w przebiegu choréb metabolicznych (otytos¢,
cukrzyca typu 1 i 2), neurodegeneracyjnych (demencje, choroba Alzheimera) oraz
autoimmunologicznych (reumatoidalne zapalenie stawow, choroba Sjogrena, twardzina
uktadowa) [23, 37, 142, 164, 165].

Takze codzienne spozywanie pokarmow wplywa na procesy utleniania i redukcji w
jamie ustnej. W zywnosci sa bowiem zawarte substancje zarowno utleniajace, jak i redukujace,
ktore mogg wplywac, przynajmniej czasowo, na stan oksydacyjno-redukcyjny jamy ustnej.
Spozywanie nadmiernej ilo$ci kalorii, a takze dieta wysokobiatkowa i wysokotluszczowa moze
zwigksza¢ produkcje wolnych rodnikow w jamie wustnej oraz ostabia¢ potencjat
antyoksydacyjny i wzmaga¢ oksydacyjne uszkodzenia DNA, biatek i lipidow [66, 67, 166].
Natomiast korzystne dzialanie wykazuja antyoksydanty zawarte m.in. w herbacie, kawie,
czerwonym winie czy miodzie, a ich spozywanie moze zmniejsza¢ produkcje RFT i chroni¢
przed uszkodzeniami oksydacyjnymi w jamie ustnej [4, 29, 176]

Roéwniez spozywanie alkoholu etylowego (EtOH) pod r6znymi postaciami, ma wplyw
na zachodzgce w jamie ustnej procesy oksydacyjne. Metabolizm EtOH generuje powstawanie
wolnych rodnikéw, zwlaszcza anionu ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru, posrednio poprzez
regulacje wielu szlakow prooksydacyjnych i bezposrednio przez dehydrogenaze alkoholowa
(ADH), katalaze 1 aktywacje¢ CYP2E1. Ponadto nadekspresja indukowalnej syntazy tlenku
azotu (iNOS) generuje reaktywne formy azotu (RNS) [40]. EtOH zaburza rowniez aktywno$¢
mitochondridéw 1 nieenzymatyczng barier¢ antyoksydacyjng poprzez obnizenie stezenia
glutationu. W konsekwencji obserwuje si¢ uszkodzenie migzszu i dysfunkcje gruczotow
slinowych [134]. Zmiany przedrakowe oraz rak jamy ustnej i gardla, owrzodzenie bton
sluzowych czy sialoadenoza §linianki przyusznej sg efektem modyfikacji oksydacyjnych
zwigzanych z przewlekltym spozywaniem alkoholu [177].

Dym papierosowy zawiera wiele toksycznych substancji, w tym zwigzki o dziataniu
prooksydacyjnym i rakotworczym [43, 73, 169]. Ogromna liczba i r6znorodnos¢ wolnych

rodnikéw 1 reaktywnych form tlenu, azotu 1 wegla w dymie papierosowym sprawia, ze jest to
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jeden z najsilniejszych induktoréow stresu oksydacyjnego, ktory prowadzi m.in. do ostabienia
mechanizmoéw obronnych $liny, w tym bariery antyoksydacyjnej, co skutkuje rozwojem choréb
jamy ustnej, ktore czesciej wystepuja u palaczy niz u niepalagcych. Wykazano, ze substancje
utleniajagce zawarte w dymie papierosowym odgrywaja kluczowa role w rozwoju raka,
poniewaz latwo reaguja z DNA prowadzac do zmiany zasad, zerwania nici i indukcji ekspresji
protoonkogenéw. Szacuje si¢, ze dym papierosowy zwicksza wskaznik uszkodzenia
oksydacyjnego DNA 0 35-50%. Narazenie na dym papierosowy odpowiada za 50-90%
przypadkow raka ptaskonablonkowego jamy ustnej, ponadto ryzyko zachorowania na ten
rodzaj raka jest 7-10 razy wigksze u palaczy niz u niepalacych [169]. Palenie tytoniu zwicksza
réwniez ryzyko zapalenia przyzebia, stanow zapalnych tkanek wokot implantu zgba, prochnicy,
zapalenia ko$ci wyrostka zebodotowego 1 halitozy, chociaz te choroby mniej zagrazaja zyciu
niz rak ptaskonabtonkowy [43].

Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze kadm zawarty w dymie papierosowym moze zastapié
zelazo 1 miedz w bialkach cytoplazmatycznych zwigkszajac w ten sposob ilos¢ wolnej miedzi
i zelaza, co dodatkowo zwigksza stres oksydacyjny poprzez reakcje Fentona [176].

Zrédtem RFT w jamie ustnej sa takze nieinwazyjne, bezbolesne metody leczenia
(ozonoterapia, ultradzwigki, Swiatlo lasera, promienienie UV, plazma nietermiczna) oraz rdzne
materiaty dentystyczne stosowane w leczeniu odtworczym, higienicznym i ortodontycznym, a
takze w chirurgii lub implantologii [177].

Popularnymi materiatami dentystycznymi stosowanymi do odbudowy zepsutych,
zniszczonych lub uszkodzonych zgbdw sg zywice kompozytowe, ktorych najwigksza zaletg jest
mozliwo$¢ dostosowania ich koloru do barwy zebow. Sktadajg si¢ one z organicznej macierzy
polimerowej (np. dimetakrylan i tetrametakrylan uretanu, dimetakrylanu glikolu, dimetakrylan
bisfenylu), czynnika wiagzacego 1 czastek wypelniacza. Wtasciwosci fizykochemiczne
kompozytéw 1 ich biokompatybilno$¢ z tkanka zeba, sa zalezne od efektywnej polimeryzacji
monomerdw, ktora niestety nigdy nie jest pelna. Udowodniono, ze monomery resztkowe
zubozaja wewnatrzkomorkowy zapas glutationu, a obnizenie jego stezenia skutkuje
obnizeniem aktywnosci peroksydazy glutationowej i zwigkszeniem st¢zenia nadtlenku wodoru
[71, 126]. Wykazano, ze komodrki naczyniowe miazgi zgba w wyniku ekspozycji na niebieskie
swiatto wykorzystywane do polimeryzacji zywicy generujg znaczne ilosci RFT, w tym anion
ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy, tlen singletowy oraz nadtlenki lipidowe [162].

Ze statych aparatéw ortodontycznych uwalniane sg znaczne ilo$ci jonow metali, ktore
wytwarzaja RFT na drodze posredniej poprzez reakcje Fentona (nikiel, kobalt) Iub
bezposrednio (chrom) [135]. Buczko i wsp. [18] u oséb uzywajacych standardowego tuku
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niklowo-chromowego stwierdzili pozytywna korelacj¢ pomigdzy st¢zeniem niklu, a poziomem
RFT w $linie tych pacjentow. Natomiast Spalij i wsp. [135] wykazali, ze tuki miedziano-
niklowo-tytanowe, tytanowo-molibdenowe i kobaltowo-chromowe moga rowniez indukowac
stres oksydacyjny ale jest on znacznie mniej nasilony niz w przypadku standardowego tuku
niklowo-chromowego.

Powszechnie wiadomo, ze duze i mate gruczoty §linowe stanowig istotng czgs¢ jamy
ustnej, a wytwarzana przez nie $lina petni nie tylko funkcj¢ buforujgcg, przeciwbakteryjng i
remineralizujaca, ale jest takze bogatym zrddlem enzymatycznych i1 nieenzymatycznych
antyoksydantow, co pozwala na utrzymanie rownowagi redoks i zapobiega jej zaburzeniom nie
tylko w jamie ustnej, ale i w catym organizmie [24, 177]. Do enzymatycznych antyoksydantow
obecnych w §linie naleza dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydazy, tj.
laktoperoksydaza (peroksydaza Slinowa) oraz mieloperoksydaza [125]. Enzymy te, oprocz
redukcji toksycznego nadtlenku wodoru hamujg drobnoustroje obecne w jamie ustnej poprzez
reakcj¢ oksydacji obecnych w $linie tiocyjanianéw do kwasu hypotiocyjanowego [125, 133].

Istotny udziat we wilasciwym funkcjonowaniu bariery antyoksydacyjnej sliny maja
réwniez przeciwutleniacze nieenzymatyczne, w tym glutation, kwas askorbinowy, tokoferole i
tokotrienole oraz kwas moczowy, ktéry odpowiada za niemalze 70% jej aktywnosci
antyoksydacyjnej [24, 72, 125].

W zwiazku z tym nalezy uznaé, ze jama ustna jest pierwsza linig obrony organizmu

przeciwko wolnym rodnikom tlenowym.
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I11. Cel i zalozenia pracy

Kadm jest jednym z gtownych zanieczyszczen srodowiska stwarzajagcym potencjalne
zagrozenie zdrowia ludzi i zwierzat. Dhugotrwale narazenia na ten metal obok dysfunkcji nerek
prowadzi do zmian w uktadzie kostnym o charakterze osteoporozy ze zwigkszong czgstoscia
ztaman.

Skutki dziatania kadmu na organizmy zywe oraz mechanizmy tego wptywu od lat budza
zainteresowanie badaczy. Z uwagi na coraz liczniejsze doniesienia i prognozy, ze ekspozycja
na ten metal bedzie rosta [122, 123, 150] oraz fakt, ze aktualne narazenie srodowiskowe na
kadm stwarza ryzyko dla zdrowia, w badaniach do$wiadczalnych poszukuje si¢ sposobdw,
ktore pozwola zapobiegac skutkom ekspozycji na ten pierwiastek. Dostepne dane wskazuja, ze
z uwagi na dziatanie prooksydacyjne kadmu i udziat stresu oksydacyjnego w mechanizmach
jego dziatania skuteczne pod tym wzgledem moga by¢ substancje o wlasciwosciach
przeciwutleniajacych, w tym cynk [86, 87].

Badania ostatnich lat wykazaly, ze podawanie tego biopierwiastka zwierzgtom
doswiadczalnym podczas ekspozycji na kadm moze chroni¢ przed kumulacja tego toksycznego
metalu w organizmie i zapobiegac licznym skutkom jego dziatania, w tym uszkodzeniom tkanki
kostnej [15, 16]. Z perspektywy lekarza dentysty wazna jest ocena toksycznego wptywu kadmu
na kosci narzadu zucia oraz roli cynku w zapobieganiu skutkom tego dzialania. Jednak takich
badan dotychczas nie prowadzono. Wykazano jedynie, ze kadm obecny w zywnosci i wodzie
pitnej oraz nalogowe palenie moze przyczynia¢ si¢ do powstawania przebarwien 1 ubytkow w
szkliwie zgbow, rogowacenia btony §luzowej jamy ustnej i indukcji procesow zapalnych w
tkankach przyzebia [73]. Natomiast badania kliniczne dowodza, Zze jony cynku zmniejszaja
szybkos¢ demineralizacji kosci 1 szkliwa oraz nieprzyjemny zapach z ust, a takze odgrywaja
istotng role w utrzymaniu zdrowia przyzgbia ze wzgledu na miejscowy, przeciwzapalny wptyw
tego biopierwiastka na tkanki migkkie jamy ustnej [48, 80, 145].

Ponadto wyniki badan z ostatnich lat wskazuja, Zze kadm na drodze stresu
oksydacyjnego moze prowadzi¢ do zaburzen w metabolizmie tkanki kostnej, a stan
oksydacyjno-redukcyjny tej tkanki ma bezposredni wptyw na aktywnos$¢ tych procesow [109,
124]. Poniewaz cynk wykazuje wlasciwosci przeciwutleniajace i moze chroni¢ przed rozwojem
stresu oksydacyjnego indukowanego przez kadm w narzadach migzszowych [13, 45, 70, 111]
w badaniach wtasnych za niezbedne uznano oceng¢ czy zwigkszona podaz cynku moze chronié¢

przed stresem oksydacyjnym rowniez w tkance kostnej zuchwy.
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Hipoteza badawcza

Zwigkszona podaz cynku w stosunku do spozycia tego biopierwiastka z dieta
standardowg podczas chronicznej, umiarkowanej i wzglednie wysokiej (odpowiednio 51 50 mg
Cd/dm?®) ekspozycji na kadm chroni przed rozwojem stresu oksydacyjnego i uszkodzeniami
oksydacyjnymi makroczasteczek komorkowych (DNA/RNA, biatka i lipidy) w tkance kostnej
zuchwy i na tej drodze zmniejsza ryzyko uszkodzenia tego narzadu.

Aby zbada¢ postawiong hipotez¢ dokonano:
» oceny wpltywu suplementacji cynkiem na kumulacje kadmu w tkance kostnej zuchwy
= oceny wplywu narazenia na kadm na stan oksydacyjno - redukcyjny 1 stopien uszkodzen
oksydacyjnych kwasow nukleinowych, biatek i lipidow w tkance kostnej zuchwy
» oceny dlugotrwalej suplementacji cynkiem na stan oksydacyjno - redukcyjny tkanki
kostnej zuchwy
» oceny czy zwigkszona podaz cynku podczas umiarkowanego i wzglednie wysokiego

narazenia przewleklego na kadm chroni przed rozwojem stresu oksydacyjnego i

zapobiega uszkodzeniom oksydacyjnym DNA/RNA, biatek i lipidow, w tkance kostne;j

zuchwy
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IV. Materialy i metodyka badan
4.1 Odczynniki i aparatura

Odczynniki i roztwory

W trakcie prowadzenia badan uzywano nastepujacych odczynnikow i roztworow:
acetonitryl (Merck, Darmstad, Niemcy)

bufor fosforanowy 50 mM o pH = 7,4 przygotowany z diwodorofosforanu potasu (KH2POyg;
POCh, Gliwice, Polska) i wodorofosforanu dipotasu (K2HPO4; POCh, Gliwice, Polska)
bufor fosforanowy 0.2 M o pH = 7,0 przygotowany z diwodorofosforanu sodu (NaH2POyg;
POCh, Gliwice, Polska) i wodorofosforanu disodu (NazHPO4; POCh, Gliwice, Polska)
butylohydroksytoluen (BHT; Sigma-Aldrich Chemie Gmbh; Steinheim, Niemcy)

woda redestylowana i ultra czysta

zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS; Biomed-Lublin, Lublin, Polska)

30% H20, (CHEMPUR; Piekary Slaskie, Polska)

zestawy diagnostyczne do oznaczania wskaznikow stanu oksydacyjno - redukcyjnego oraz

stezenia biatka.

Aparatura i sprzet laboratoryjny

Podczas badan korzystano z nizej wymienionej aparatury i sprzgtu laboratoryjnego:
spektrofotometr atomowo - absorpcyjny (HITACHI Z-5000, Tokio, Japonia) wyposazony
w kuwete grafitowa (Pyro cuvette A) i lampy z katoda wnekowa do oznaczania metali
metodg AAS (Photron, Narre Waren, Australia)

mineralizator mikrofalowy (Uni Clever II, Plazmatronika, Wroctaw, Polska)

uniwersalny czytnik mikroptytek (EPOCH, BIO-TEK INSTRUMENTS INC., Winooski
USA)

automatyczna phuczka mikroptytek (Thermolabsystems Wellwash 4, Labsystems, HelsinKi,
Finlandia)

spektrofotometr (UV-VIS SPECORD 50PLUS, Analityk, Jena, Niemcy) wyposazony w
kuwety kwarcowe

cieplarka (inkubator) (SalvisLAB, Rotkreuz, Szwajcaria)

pH metr (METTLER TOLEDO, Schwarzenbach, Szwajcaria)

mikroshaker (IKA-MS-3-Digital, Staufen, Niemcy)

wirowka laboratoryjna (MPW-350R, Medical Instruments; Warszawa, Polska)
homogenizator nozowy (Ultra-Turrax T25, IKA, Staufen, Niemcy)

waga laboratoryjna (AS 60/220R2, Radwag, Radom, Polska)
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e system oczyszczania wody (Purewater 300, Purite, Thame, Wielka Brytania)
o drobny sprzet laboratoryjny (zlewki, probowki i kolby miarowe - szklane [

z polipropylenu, probéwki typu Eppendorf, pipety automatyczne)

4.2 Zwierzeta i uklad doswiadczalny

Do badan bedacych przedmiotem niniejszej pracy wykorzystano kosci zuchwy
szczurdw, ktére pobrano i zabezpieczono podczas eksperymentu wczesniej prowadzonego w
Zaktadzie Toksykologii UM w Biatymstoku, na ktéry uzyskano zgode Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzg¢tach w Biatymstoku (nr opinii 2004/03).

Badania przeprowadzono na 72 dorostych szczurach, samcach szczepu Wistar
[Crl:WI(Han)] o poczatkowym ci¢zarze ciata 220g. Doswiadczenie trwato 12 miesiecy. W
trakcie trwania badan zwierz¢ta znajdowaly si¢ w klatkach ze stali nierdzewnej, w
pomieszczeniu, w ktorym byly standardowe warunki hodowlane (wilgotno$¢ wzgledna 50 +
10%, temperatura 22 + 2 °C, 12-godzinny cykl dobowy) 1 mialy nieograniczony dostep do wody
pitnej oraz standardowej diety typu LSM (Agropol; Motycz, Polska), ktora zawierata 1.11%
Ca, 0.72% P, 1 IU witaminy Da/g, 48 nug Zn/g (dane producenta) oraz 0,098 ug Cd/g [16].
Szczury zostaty podzielone losowo na 9 grup, z ktorych kazda liczyta 8 osobnikéw (Rycina

5).
Uktad do$wiadczalny przedstawiat si¢ nastepujaco:

e Grupa kontrolna (K) — szczury przez caty okres eksperymentu otrzymywaty do picia
wodg¢ wolng od zanieczyszczen i1 pasz¢ standardowa typu LSM

e Grupa Zn30 — zwierzgtom podawano, jako jedyny ptyn do picia, wodny roztwor
chlorku cynku (ZnCly) o stezeniu 30 mg Zn/dm? i pasze standardowa typu LSM

e Grupa Zn60 — zwierz¢tom podawano, jako jedyny plyn do picia, wodny roztwor
chlorku cynku (ZnCly) o stezeniu 60 mg Zn/dm? i pasze standardowa typu LSM

e Grupa Cd5 — szczurom podawano, jako jedyny ptyn do picia, wodny roztwor chlorku
kadmu (CdCl,) o stezeniu 5 mg Cd/dm? oraz pasze standardowa typu LSM

e Grupa Cd5 + Zn30 — zwierzgetom podawano, jako jedyny ptyn do picia, wodny roztwor
CdCl, w stezeniu 5 mg Cd/dm® i ZnCl; w stezeniu 30 mg Zn/dm® oraz pasze
standardowg typu LSM
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Grupa Cd5 + Zn60 — zwierzetom podawano, jako jedyny ptyn do picia, wodny roztwor
CdCl; w stezeniu 5 mg Cd/dm® i ZnCl, w stezeniu 60 mg Zn/dm® oraz pasze
standardowa typu LSM

Grupa Cd50 — szczurom podawano, jako jedyny ptyn do picia, wodny roztwor CdClz 0
stezeniu 50 mg Cd/dm? oraz pasze standardowa typu LSM

Grupa Cd50 + Zn30- zwierzetom podawano, jako jedyny ptyn do picia, wodny roztwor
CdCl, w stezeniu 50 mg Cd/dm® i ZnCl, w stezeniu 30 mg Zn/dm® oraz pasze
standardowg typu LSM.

Grupa Cd50 + Zn60 — zwierzetom podawano, jako jedyny ptyn do picia, wodny roztwor
CdCl; w stezeniu 50 mg Cd/dm® i ZnCl; w stezeniu 60 mg Zn/dm® oraz pasze
standardowg typu LSM.
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Rycina 5. Schemat modelu doswiadczalnego z uwzglednieniem wykonanych badan.
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Dodatek ZnCl, do wody pitnej w stezeniu 30 i 60 mg Zn/dm® pozwolit zwigkszy¢
dobowa podaz tego biopierwiastka odpowiednio o 71% i 146% w poréwnaniu z jego spozyciem
z dietg standardowg [16].

Dobowe spozycie cynku w grupach, ktérym podawano ten biopierwiastek w stezeniu
30 i 60 mg Zn/dm? osobno, jak i podczas narazenia na kadm byto na tym samym poziomie i
miescito si¢ w zakresie 0.980 - 3.980 mg/kg m.c. oraz 2.020 - 7.710 mg/kg m.c i wynosito
$rednio (Srednia + blad standardowy (SE)) odpowiednio 1,904 + 0,123 mg/kg m.c. i 3,699 +
0,213 mg/kg m.c. [16].

Podawanie szczurom w wodzie pitnej CdCl, w stezeniu 5 i 50 mg Cd/dm? odzwierciedla
umiarkowane i wzglednie wysokie narazenie cztowieka na ten ksenobiotyk. Dobowe spozycie
tego metalu toksycznego osobno i tgcznie z cynkiem miescito si¢ w zakresie odpowiednio 0,163
- 0,753 mg/kg m.c. oraz 1.740 - 4.440 mg/kg m.c. i wynosito $rednio 0,340 + 0,026 mg/kg m.c.
12,498 + 0,093 mg/kg m.c. [16].

Po zakonczeniu eksperymentu zwierzeta wprowadzono w stan glebokiej narkozy
barbituranowej (podanie dootrzewne Vetbutalu w dawce 30 mg/kg m.c.). Pobrano krew z serca
oraz tkanki i narzady, wliczajac kosci zuchwy. Narzady zostaly wyplukane w soli fizjologiczne;j
(0,9% chlorek sodu) i osuszone przy pomocy bibuty. Nastepnie zwazono je i zamrozono (-80
°C) do czasu wykonania badan.

Kosci zuchwy dodatkowo zostaly zabezpieczone przed wysychaniem folia aluminiow3.

4.3 Metodyka badan

4.3.1 Przygotowanie homogenatow 7 kosci Zuchwy.

Rycina 6. Ko$¢ zuchwy szczura (pobrana w trakcie do§wiadczenia).
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Kosci zuchwy po oczyszczeniu z tkanek migkkich, dzielono na 3 czgsci (Ryc. 6.).
Pierwsza, poddano homogenizacji w zimnym buforze fosforanowym o pH = 7,4 przy uzyciu
homogenizatora nozowego (Ultra-Turrax T25 firmy IKA) w celu sporzadzenia 10%
homogenatoéw. Aby zapobiec autooksydacji badanego materialu do prob dodawano 0.5M BHT
w acetonitrylu (0.01cm?® na 1cm?® homogenatu). Bezposrednio po przygotowaniu homogenaty
dzielono na 2 porcje i wirowano. Jedng do znaczen CAT, TAS, LPO, H20O2 i TOS wirowano
700 x g przez 20 minut w temperaturze 4°C, drugg do oznaczania SOD, GPx i GR 20 000 x g
przez 30 minut w temperaturze 4°C, po czym niezwlocznie oddzielono supernatant. Uzyskany
nadsacz przechowywano w stanie zamrozenia (-80°C) do czasu wykonania zaplanowanych
oznaczen [117].

Drugg czes¢ (doktadnie po 0,1 g) wykorzystano do oznaczen oksydacyjnych uszkodzen
DNA/RNA (8-hydroksyguanozyna (8-OHG), 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna (8-OHdG) i 8-
hydroksyguanina). Ekstrakcje materiatu genetycznego z kosci zuchwy prowadzono zgodnie z
procedurg Nuclear Extraction Kit firmy Cayman.

W trzeciej czgséci oznaczono stezenie Zn i Cd.
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4.3.2 Oznaczanie steienia cynku i kadmu

Stezenie kadmu i cynku w tkance kostnej zuchwy oznaczono metoda spektrometrii
atomowo absorpcyjnej (AAS) z uzyciem mineralizatora Uni Clever II firmy Plazmatronika z
wykorzystaniem metody elektrotermicznej na spektrometrze Z-5000 firmy Hitachi
wyposazonym w kuwetg grafitowa (Pyro kuweta A, Hitachi) oraz lampe z katodg wnekowa do
oznaczania metali metodg ASA (Photron, Narre Waren, Australia ).

Stezenie Cd 1 Zn oznaczone w jednoczesnie analizowanym materiale referencyjnym
byto zgodne z wartoscig podang przez producenta (popidt kostny referencyjny nr 1400,
Narodowy Instytut Norm i Technologii; Gaithersburg, USA).

Precyzja metody wyrazona jako wspotczynnik zmiennosci (CV) dla pomiaréw Cd i Zn

wynosita <3% .

4.3.3 Antyoksydanty
Oznaczanie aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPx)
Do oznaczenia aktywnosci GPx wykorzystano zestaw Bioxytech® GPx-340 ™ firmy

Oxis Research™ division of AOXRE LLC (Burlingame, CA, USA) sktadajacy sie z:

Q buforu do oznaczen o pH = 7,6, ktory jest gotowy do uzycia

O NADPH, ktéry rozcienczono przed uzyciem dodajac do fiolki 7,5 cm®buforu do oznaczen

Q nadtlenku tert — butylu, ktory rozcienczono przed uzyciem woda ultra czysta w stosunku
1:10 000

Zasada metody

GPx katalizuje rozktad H202 do wody z jednoczesnym utlenianiem czasteczki GSH.
Powstajacy GSSG jest nastgpnie redukowany przez reduktazg glutationowa (GR). W reakc;ji tej
NADPH utleniany jest do NADP*, co wiaze si¢ z obnizeniem absorbancji mierzonej przy
dhugosci fali 340 nm. Obnizenie absorbancji jest wprost proporcjonalne do aktywnosci GPx w

probie.
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Wykonanie oznaczenia:

do kuwety spektrofotometrycznej dodano po 350 ul buforu do oznaczen i rozciehczonego
NADPH oraz 70 pul préby

nastepnie umieszczono kuwete w spektrofotometrze i dodano 350 pl rozcienczonego
nadtlenku tert — butylu

dokonano pomiaru absorbancji (Abs) metoda kinetyczng (7 pomiarow co 30 sek.) przy
dhugosci fali A= 340 nm i wyliczono zmian¢ absorbancji na minute (AAbs/min)

aktywnos$¢ GPx obliczano ze wzoru:

GPx mU/ml = (AAbs/min/0.00622) x 16
gdzie:

= 0.00622 - molowy wspotczynnik ekstynkcji (¢) dla NADPH

= 16 —rozcienczenie proby

Aktywnos¢ GPx w homogenacie zuchwy wyrazono w mU/mg biatka.

Precyzja metody wyrazona jako wspolczynnik zmienno$ci CV byta < 4%.

Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oznaczono spektrofotometrycznie przy

uzyciu zestawu Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical Company; Ann Arbor,
MI, USA), ktory sktadat sie z:

Q

buforu do oznaczen (50 mM Tris-HCI, pH = 8.0 zawierajacy 0,1 mM DTPA i 0.1 mM
hipoksantyne), ktory przed uzyciem rozcienczono 10 krotnie wodg ultra czysta

buforu do prob (50 mM Tris-HCI, pH = 8.0), ktory przed uzyciem rozcieficzono 10 krotnie
woda ultra czysta

roztworu standardowego SOD, ktory przed uzyciem rozcienczono przy uzyciu buforu do
prob (aktywnos¢ SOD od 0 do 0,05 U/ml)

detektora rodnikéw (0.25 cm?® soli tetrazoliowej), ktory przed uzyciem rozcienczono
dodajac do 0,05 cm®soli 19.95 cm? rozcienczonego buforu do oznaczen

oksydazy ksantynowej (0.15cm?® r-ru oksydazy ksantynowej), ktérg przed uzyciem
rozcienczono przez dodanie do 0.05 cm?® oksydazy ksantynowej 1.95 cm?® rozcienczonego

buforu do préb
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Q ptytki 96-dotkowej
Zasada metody

Enzym ten katalizuje reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (O-) do tlenu
czasteczkowego 1 nadtlenku wodoru (H202). W probce wykrywany jest O~ generowany przez
oksydaze ksantynowa i hipoksantyne, ktory po dodaniu soli tetrazoliowej tworzy barwny

kompleks wykazujacy maksimum absorbancji przy A = 450 nm.

Wykonanie oznaczenia:

O do wszystkich dotkéw mikroptytki dodano po 200 pl rozcienczonego detektora rodnikow

O do odpowiednich dotkéw odmierzono po 10 ul roztworow wzorcowych oraz probek
badanych

O reakcje zapoczatkowano dodajac do kazdej studzienki po 20 pl rozcienczonej oksydazy
ksantynowej

O mikroptytke przykryto folig i inkubowano przez 30 min. w temp. pokojowej jednocze$nie
wytrzasajac

O odczytano absorbancje (Abs) wzorcoOw i prob badanych na czytniku mikroptytek przy
dtugosci fali A = 450 nm

Q na podstawie zmierzonych Abs roztwordw wzorcowych policzono wspdtczynniki
liniowosci (LR) dla kazdego wzorca dzielac Abs danego wzorca przez Abs wzorca 0

O nastepnie sporzadzono krzywa wzorcowg dla SOD w uktadzie zaleznos$ci wspotczynnik
LR danego wzorca - stezenie wzorca (wzor krzywej y = 29,4x + 1,100)

O policzono wspdlczynniki LR dla wszystkich prob (Abs wzorca 0/Abs proby)

a aktywnos¢ SOD obliczono wg. nastepujacego wzoru:

(LR proby —1,1)
SOD U/ml = X 23
29,4

Aktywnos¢ SOD w homogenacie zuchwy wyrazono w U/mg biatka.

Precyzja metody wyrazona jako wspotczynnik zmiennosci (CV) byla < 4%.

44



Oznaczanie aktywnosci katalazy (CAT)

Aktywnos¢ CAT oznaczono metodg spektrofotometryczng wg. Aebi [2]. Zasada metody
opiera si¢ na pomiarze szybkos$ci rozktadu H202 przez ten enzym przy dlugosci fali A= 240

nm.

Odczynniki:

e bufor fosforanowy 0,2 M o pH = 7,0 sporzadzony z diwodorofosforanu sodu i

wodorofosforanu di-sodu
e 30% H20O;

Wykonanie oznaczenia:

O do kuwety kwarcowej odmierzono 0,1 cm® proby badanej i 0,750 cm® buforu
fosforanowego o pH = 7,0 (zawierajacego 0,1 cm® 30% H20;na kazde 50 cm®)

O zawarto$§¢ kuwety niezwlocznie wymieszano, po czym odczytano warto$¢ obnizenia
absorbancji co 5s przez 20s przy A= 240 nm.

O obnizenie absorbancji o 0,1 odpowiada rozktadowi przez CAT 3,5x 102 g H,0..

Aktywnos¢ CAT w homogenatach zuchwy wyrazono w (mmol H2O2/min/mg biatka).

Precyzja metody wyrazona jako wspolczynnik zmienno$ci CV byta < 3%.

Oznaczanie aktywnosci reduktazy glutationowej (GR)

Do oznaczenia aktywnosci GR wykorzystano zestaw Bioxytech® GR-340 ™ firmy Oxis
Research™ division of AOXRE LLC, (Burlingame, CA, USA) skladajacy sie z:

Q buforu do rozciefczania o pH = 7,6, ktdry jest gotowy do uzycia

O NADPH (liofilizat), ktéry rozcienczono przed uzyciem dodajac do fiolki 7em® wody ultra
czystej

Q GSSG (utleniony glutation w buforze potasowo-fosforanowym zawierajacym EDTA o pH
7,5)
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Zasada metody

Reduktaza glutationowa katalizuje redukcje utlenionego glutationu (GSSG) do
glutationu (GSH). Jednoczes$nie w reakcji tej jedna czasteczka NADPH jest utleniana do
NADP+, co wiaze si¢ z obnizeniem absorbancji mierzonej przy dlugosci fali 340 nm. Obnizenie

absorbancji jest wprost proporcjonalne do aktywnosci GR w prébie.

Wykonanie oznaczenia:

Q do kuwety kwarcowej dodano 100 pl proby i 200 pul GSSG, wymieszano i umieszczono
kuwete w spektrofotometrze

O nastepnie dodano 200 pl rozcienczonego NADPH i dokonano pomiaru absorbancji (Abs)
metoda kinetyczng (5 pomiardéw co 60 sek.) przy dtugosci fali A= 340 nm

a wyliczono AAbs/min

Q aktywnos$¢ GR obliczano ze wzoru:

GR mU/ml = (AAbs/min/0.00622) x 5
gdzie:

= 0.00622 - molowy wspotczynnik ekstynkcji (¢) dla NADPH

= 5 - rozcienczenie proby

Aktywnos¢ GR w homogenacie zuchwy wyrazono w mU/mg bialka.

Precyzja metody wyrazona jako wspotczynnik zmiennosci CV byta <5%.

Oznaczanie catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (TAS)

Stezenie TAS oznaczono przy uzyciu zestawu ImAnOx (TAS) Kit (Immundiagostik AG,

Bensheim, Niemcy) sktadajacego si¢ z:

Q kalibratora (CAL) o stezeniu 219 umol/l (liofilizat, ktory przed uzyciem rozcienczano
dodajac 250 pul roztworu do rozpuszczania)

Q prob kontrolnych (CTRL) (liofilizaty, ktore przed uzyciem rozcienczano dodajac po 250
ul roztworu do rozpuszczania) o stgzeniach:

= CTRL1-170-230 pmol/l
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= CTRL 2-195-263 pmol/l

buforu reakcyjnego A (REFBUF A) i bufor reakcyjny B (REFBUF B)
roztworu nadtlenku (PER)

roztworu enzymu (ENZ)

roztworu do rozpuszczania (RECSOL)

roztworu stop (STOP)

2 plytek 96 dotkowych

O 0O 0D 0O 0 Od

Zasada metody

Metoda jest oparta na reakcji antyoksydantow z dodawanym do proby H20», ktorego
pozostato$¢ oznacza si¢ fotometrycznie w oparciu o reakcj¢ enzymatyczng i przejscie kwasu 5-
tio-2-nitrobenzoesowego (TMB) do barwnego produktu, ktorego intensywnos¢ jest mierzona

przy dlugosci fali A= 450 nm.

Wykonanie oznaczenia:

Przygotowanie mieszanin reakcyjnych:

Mieszanina reakcyjna 1

 roztwor podstawowy - 5 ml buforu reakcyjnego A i 10 ul roztworu nadtlenku

Mieszanina reakcyjna 2

a/ 10 ml buforu reakcyjnego A + 200 ul buforu reakcyjnego B + 10 pl roztworu enzymu
b/ 10 ml buforu reakcyjnego A + 200 ul buforu reakcyjnego B

O do odpowiednich dotkéw mikroptytki dodano w 2 powtdrzeniach po 10 ul probek badanych,

kalibratora oraz probek kontrolnych

Q nastepnie dodano po 100 pl mieszaniny reakcyjnej 1 1 po wymieszaniu inkubowano plytki

przez 10 min. w temperaturze 37°C.

O nastepnie dodano po 100 ul przygotowanej mieszaniny reakcyjnej 2 odpowiednio do potowy

2a (Abs 2a) 1 2b (Abs 2b) 1 inkubowano ptytki przez 5 min. w temperaturze pokojowe;j

Q po inkubacji dodano 50 ul stop roztworu i zmierzono absorbancje¢ przy A =450 nm przy uzyciu

spektrofotometru
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TAS (umol/l) =392 — (392-219) x

Stezenie TAS obliczono ze wzoru:

(Abs 2a proby — Abs 2b proby)

(Abs 2a CAL — Abs 2b CAL)

Stezenie TAS w homogenacie zuchwy wyrazono w nmol/mg biatka.

Warto$ci TAS oznaczone w probkach kontrolnych wchodzacych w sktad zestawu wynosity

189,5+7,500 1230,0+£13,00 pmol/l ($rednia £ SEM, n = 2) i miescity si¢ w zakresach warto$ci

podanych przez producenta.

Precyzja metody wyrazona jako wspotczynnik zmiennosci CV byta <5%.

4.3.4 Markery stresu oksydacyjnego

Oznaczanie oksydacyjnych uszkodzen DNA/RNA

Stezenie utlenionych metabolitow guaniny (8-hydroksyguanozyny (8-OHG), 8-

hydroksy-2'-deoksyguanozyny (8-OHdG) i 8-hydroksyguaniny) oznaczono przy uzyciu
zestawu DNA/RNA Oxidative Damage (Hihg Sensitivity) ELISA Kit (Cayman Chemical
Company; Ann Arbor, MI, USA) sktadajacego si¢ z:

Q

O 0O 0O O

przeciwciala monoklonalnego (liofilizat), do ktorego przed uzyciem dodawano 6 ml buforu
ELISA

koniugatu acetylocholinoesterazy z 8-OH-dG (AChE znacznik - liofilizat), do ktorego
przed uzyciem dodawano 6 ml buforu ELISA

roztworu standardu o wyjsciowym stezeniu 300 ng/ml, ktéry postuzyt do przygotowania
wzorcow o stezeniach od 10,3 do 3000 pg/ml niezbednych do wykonania krzywe;j
WZ0rcowej

ELISA buforu, ktory przed uzyciem rozcieficzano 10 krotnie woda ultra czysta

buforu ptuczacego, ktéry przed uzyciem rozcienczano 400 krotnie wodg ultra czysta

96 dotkowej ptytki optaszczonej kozim, poliklonalnym przeciwciatem przeciw mysiej IgG

odczynnika Ellmana
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Zasada metody

Metoda oparta jest na wspotzawodnictwie pomigdzy utlenionymi metabolitami guaniny
pochodzacymi z badanej proby, a koniugatem 8-OH-dG-acetylocholinesterazy, ktory petni role
znacznika, o ograniczong ilo$¢ przeciwciat monoklonalnych uszkadzajacych DNA/RNA.

Poniewaz ilo$¢ znacznika jest utrzymywana na statym poziomie, a st¢zenie uszkodzonej
przez utlenianie guaniny zmienia si¢, ilo$¢ znacznika, ktéra jest w stanie zwigzaé si¢ z
przeciwcialem monoklonalnym, begdzie odwrotnie proporcjonalna do stezenia guaniny

uszkodzonej przez utlenianie.
Wykonanie oznaczenia:

A do odpowiednich dotkéw mikroptytki dodano po 50 pl roztworéw wzorcowych oraz prob
badanych

O nastgpnie dodano po 50 ul AChE znacznika i przeciwciata monoklonalnego do wszystkich
dotkéw z wyjatkiem blanku

O mikroptytke przykryto folig i inkubowano przez 18 godzin w 4 °C

Q po inkubacji oprézniono dotki i ptukano je pigciokrotnie buforem ptuczacym

O nastepnie do kazdego dotka dodano 200 pl odczynnika Ellmana i po uptywie 90 -120 minut
odczytano absorbancj¢ (Abs) wzorcoéw i1 prob badanych na czytniku mikroptytek przy A =
412 nm

Q przy uzyciu programu komputerowego sporzadzono krzywa wzorcowa (4P), z ktorej
odczytano stgzenie utlenionych metabolitéw guaniny (pg/ml) w badanych probkach
Stezenie utlenionych metabolitéw guaniny w tkance Zuchwy wyrazono w pg/mg bialka.

Precyzja metody wyrazona jako wspotczynnik zmiennosci CV byta <2%.
Oznaczanie steZenia biatek karbonylowych (PC)
Stezenie PC 0znaczono przy uzyciu zestawu Protein Carbonyl Assay Kit (Cayman Chemical
Company; Ann Arbor, MI, USA) sktadajacego si¢ z:
Q kwasu solnego 12 M, ktory przed uzyciem rozcienczano woda ultra czystg uzyskujac 2,5M

HCI
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O O U 0D 0 O

2,4-dinitrofenylhydrazyny (DNPH), ktora przed uzyciem rozpuszczano w 2,5M HCI
kwasu trichlorooctowego (TCA), z ktorego sporzadzano roztwor 20 1 10%

alkoholu etylowego

octanu etylu

chlorowodorku guanidyny

ptytki 96 dotkowe;j

Zasada metody

Metoda oparta jest na reakcji addycji PC do 2,4 dinitrofenylohydrazyny (DNPH).

Powstajgcy barwny produkt reakcji (2,4 dinitrofenylohydrazon) wykazuje maksimum absorpcji

przy dhugosci fali A = 360 - 385nm.

Wykonanie oznaczenia:

a
a

do odpowiednich probowek dodano po 100 ul badanej proby i po 400 ul DNPH

probki inkubowano w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej przez 4 godziny mieszajac co
15 minut kazdg probowke

nastepnie do kazdej z prob dodano po 500 ul 20% TCA, zamieszano, umieszczono w lodzie
i inkubowano przez 5 minut

probki odwirowano 10 000 x g przez 10 minut w 4 °C, nadsacz odrzucono, a osad
zawieszono w 500 ul 10% TCA, po czym umieszczono w lodzie na 5 minut

probki odwirowano 10 000 x g przez 10 minut w 4 °C, nadsacz odrzucono, a osad
zawieszono w 500 pl mieszaniny alkohol etylowy : octan etylu (1:1)

osad doktadnie wymieszano, a nastepnie odwirowano 10 000 x g przez 10 minut w 4 °C,
plukanie osadu mieszaning alkohol etylowy : octan etylu (1:1) powtdrzono jeszcze
dwukrotnie

po ostatnim ptukaniu osad biatka zawieszono w 250 pul chlorowodorku guanidyny

probki odwirowano 10 000 x g przez 10 minut w 4 °C

z kazdej proby przeniesiono 110 pl nadsaczu do odpowiedniego dotka mikroptytki i
zmierzono absorbancje przy dlugosci fali A = 370 nm wobec blanku (2,5M HCI) przy
uzyciu czytnika mikroptytek

Stezenie PC obliczono z ponizszego wzoru:

PC(nmol/ml)=[ABS/0,011uM"1]x2,5
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gdzie: ABS — warto$¢ absorbancji
0,011uM™ — wspotczynnik ekstynkcji dla DNPH

Stezenie PC w tkance zuchwy wyrazono w nmol/mg biatka.

Precyzja metody wyrazona jako wspotczynnik zmiennosci CV byta <4%.

Oznaczanie steZenia LPO

Stezenie LPO oznaczono przy uzyciu zestawu Bioxytech®LPO-586™ firmy

OxisResearch™ division of AOXRE LLC, (Burlingame, CA, USA), ktory skladat si¢ z:

a

N-metylo-2-fenyloindolu w acetonitrylu (R1), ktory przed uzyciem rozcieniczono poprzez
dodanie do 3 objetosci tego roztworu 1 objetosci rozpuszczalnika

rozpuszczalnika (jony zelaza (I1I) w alkoholu metylowym)

kwasu metanosulfonowego (MSA) (R2)

TMOP (1,1,3,3-tetrametoksypropan) - wzorca MDA o stezeniu 10 mM w buforze Tris-
HCIl, ktory przed uzyciem rozcienczono woda ultra czysta w stosunku 1:500 uzyskujac
roztwor o stezeniu 20 uM; roztwor ten postuzyt do przygotowania wzorcéw o stezeniach

od 0 do 4 uM, niezbednych do wykonania krzywej wzorcowe;j

Zasada metody

Metoda oparta jest na reakcji barwnej MDA i 4-HNE z chromogenem (N-metylo-2-

fenyloindol w acetonitrylu) w temp. 45°C. Barwny produkt wytworzony podczas reakcji

wykazuje maksimum absorpcji przy A = 586 nm.

Wykonanie oznaczenia:

Q

do odpowiednich probéwek dodano po 50 pl roztworéw wzorcowych oraz prob badanych
oraz po 162,5 pl rozcienczonego R1 i wymieszano

nastepnie do wszystkich probowek dodano po 37,5 ul R2 i po doktadnym wymieszaniu
inkubowano w temp. 45°C przez 60 min.

mierzono absorbancj¢ wzorcow i prob badanych przy A = 586 nm.

51



Q przy pomocy programu komputerowego sporzadzono krzywa wzorcowa, z ktorej

automatycznie odczytano stezenie LPO

Stezenie LPO w tkance zuchwy wyrazono w nmol/mg bialka.

Precyzja metody wyrazona jako wspotczynnik zmiennosci CV byla < 5%.

Oznaczanie stezenia nadtlenku wodoru (H20>)

Stezenie H202 w homogenatach kosci zuchwy oznaczono przy uzyciu zestawu
Bioxytech® H202-560™ firmy OxisResearch™ division of AOXRE LLC, (Burlingame, CA,
USA), ktory sktadat si¢ z:

Q roztworu R1 — 25 mM siarczanu zelazowo(Il)amonowego w 2.5M kwasie siarkowym
Q roztworu R2 — 100 mM sorbitolu zawierajacego 125 mM oranz ksylenolowy

Q 25 mM roztworu H20; — roztwor wzorcowy

Zasada metody

Stezenie H,02 oznaczono metoda spektrofotometryczng oparta na reakcji utleniania jonow Fe?*
do Fe*. Powstale jony Fe®" wiaza si¢ z oranzem ksylenolowym tworzac trwaly barwny
kompleks, ktorego intensywnos$¢, mierzona przy A = 580 nm, jest wprost proporcjonalna do

stezenia H202 w badanej probie.

Wykonanie oznaczenia:

Q przygotowano roztwory wzorcowe H202 w zakresie stezen 0 - 100 uM

O do odpowiednich probowek dodano 1 objetos¢ proby lub wzorca i 10 objetosci roztworu
roboczego przygotowanego poprzez zmieszanie w stosunku 1:100 roztworéw R1i R2

Q po doktadnym wymieszaniu mierzono absorbancj¢ wzorcow i prob badanych przy A = 560
nm.

Q przy pomocy programu komputerowego sporzadzono krzywa wzorcowa, z ktorej

automatycznie odczytano stezenie H20>

Stezenie H,O2 w homogenatach zuchwy wyrazono w nmol/mg biatka.

Precyzja metody wyrazona jako wspolczynnik zmiennosci CV byta < 2%.
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Oznaczanie catkowitego potencjatu oksydacyjnego (TOS)

Stezenie TOS oznaczono przy uzyciu zestawu PerOx (TOS) Kit firmy Immundiagnostik

AG (Bensheim, Niemcy) zawierajacego:

a

O 0O 0 00

kalibrator (CAL) o stezeniu 376 umol/I (liofilizat, do ktorego przed uzyciem dodano 250
ul roztworu do rozpuszczania)
proby kontrolne (CTRL) (liofilizaty, do ktérych przed uzyciem dodano po 250 ul roztworu
do rozpuszczania) o st¢zeniach:
= CTRL1 116-—194 pmol/l
= CTRL2 423-705 pmol/l
bufor reakcyjny A (REFBUF A) i (REFBUF B) B
roztwor enzymu (ENZ)
roztwor do rozpuszczania (RECSOL)
roztwor stop (STOP)
ptytka 96 dotkowa

Zasada metody

Metoda oparta jest na reakcji peroksydazy z nadtlenkami podczas ktoérej dochodzi do

przemiany 1,3,5-trimetylobenzenu (TMB) do barwnego produktu, ktorego intensywno$¢ jest

mierzona fotometrycznie przy dtugosci fali A = 450 nm.

Wykonanie oznaczenia

Przed przeprowadzeniem analizy przygotowano mieszaning reakcyjng skladajaca si¢ z:

= 10 ml buforu reakcyjnego A
= 200 pul buforu reakcyjnego B

= 10 pl roztworu enzymu

Q do odpowiednich dotkéw mikroptytki dodano po 10 ul probek badanych, kalibratora i

probek kontrolnych oraz odpipetowano po 100 ul buforu reakcyjnego A i po wymieszaniu

odczytano absorbancj¢ (Abs 1) przy dlugosci fali A = 450 nm.

O nastepnie dodano po 100 pul przygotowanej mieszaniny reakcyjnej i inkubowano ptytke

przez 15 min. w 37°C.

Q po inkubacji dodano 50 pl stop roztworu i ponownie zmierzono absorbancj¢ (Abs 2)
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Stezenie TOS obliczono ze wzoru:

(Abs 2 proby — Abs 1 proby)
TOS (umol/l) = X 376
(Abs 2 CAL — Abs 1 CAL)

Stezenie TOS w tkance zuchwy wyrazono w nmol/mg bialka.

Wartosci TOS oznaczone w probkach kontrolnych znajdujacych si¢ w zestawie wynosity
odpowiednio 173,443,1501661,7+£28,70 umol/l ($rednia = SE, n = 2) i mieScily si¢ w zakresach
podanych przez producenta. Precyzja metody wyrazona jako CV byta < 3%.

Oznaczanie stezenia biatka w homogenatach

Celem wyrazenia badanych wskaznikow stanu oksydacyjno-redukcyjnego w
przeliczeniu na mg biatka w homogenatach zuchwy oznaczono st¢zenie biatka catkowitego

zestawem diagnostycznym firmy BioMaxima zgodnie z instrukcjg producenta.

4.4 Analiza statystyczna wynikéw badan

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej za pomocg programu komputerowego
Statistica 13 (StatSoft; Tulsa, USA).

Poniewaz test Shapiro —Wilka wykazat brak rozktadu normalnego danych w celu oceny
znamiennosci statystycznej roznic miedzy grupami doswiadczalnymi przeprowadzono
nieparametryczny test Kruskala-Wallisa. Wyniki przedstawiono w postaci mediany oraz
zakresu stezen (minimum — maksimum) dla 8 szczuréw w kazdej z grup.

Przeprowadzono takze analiz¢ korelacji Pearsona miedzy stg¢zeniem Cd 1 Zn a
ocenianymi wskaznikami stanu osydacyjno-redukcyjnego w tkance kostnej zuchwy.

Roéznice miedzy grupami 1 korelacje pomiedzy zmiennymi uznano za istotne

statystycznie przy p < 0,05.
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V. Wyniki
5.1 Stezenie Zn i Cd w tkance kostnej zuchwy
Wyniki oznaczen stezen Zn i Cd w tkance kostnej zuchwy u zwierzat ze wszystkich

grup doswiadczalnych przedstawiono w Tabeli | i na Rycinach 7, 8.

Tabela I. Wptyw kadmu i/lub cynku na stezenie tych metali w tkance kostnej zuchwy.

Zn pglg Cd pg/g
276.3 0,0094
kontrola 205.3 -302.1 0.0058 — 0.0130
280.7 0.0094
30 mg Zn/dm?® 218.8 - 353.8 0.0072 - 0.0110
288.3 0.0084
60 mg Zn/dm?® 252.1-320.7 0.0054 - 0.0251
197.7 a* 0.1441 a' bf ¢
5 mg Cd/dm?3 1745 - 286.1 0.1203 - 0.2825
5 mg Cd/dm?® + 271.5df 0.0505 a* b* c* d*
30 mg Zn/dm?® 254.1 —338.3 0.0401 - 0.0722
5 mg Cd/dm3 + 275.0 df 0.0608 a* b* c* d*
60 mg Zn/dm?® 256.5 —307.7 0.0453 — 0.0886
200.5 a*ef ff 0.3795 a* b* ctd* ef f*
50 mg Cd/dm?® 182.9 - 252.9 0.2463 — 0.5309
50 mg Cd/dm?® + 266.3 d*g' 0.2088 a* b* cte* f* ¢f
30 mg Zn/dm?® 242.5 - 285.8 0.1101 — 0.2463
50 mg Cd/dm?® + 263.6 d* g 0.2443 a*b* ctdf e’ f' gf
60 mg Zn/dm?® 252.1-297.6 0.2000 - 0.3612

Warto$ci przedstawiajg mediang oraz zakres stezen (minimum — maksimum) dla 8 zwierzat w grupie.
"p <0,05; 'p<0,01; p <0,001 wzgledem kontroli, ©30 mg Zn/dm?, °60 mg Zn/dm?, 5 mg Cd/dm? ¢5 mg Cd/dm?
+ 30 mg Zn/dm?, '5 mg Cd/dm?+60 mg Zn/dm?3, 950 mg Cd/dm3.
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Rycina 7. Stezenie cynku (ng/g tkanki) w tkance kostnej zuchwy szczurow.

Stezenie Zn w tkance kostnej zuchwy szczuréw kontrolnych wynosito 276.3 ng/g tkanki.
U zwierzat otrzymujacych 30 lub 60 mg Zn/dm? przez 12 miesigcy stezenie tego metalu byto
na poziomie grupy kontrolnej i wynosito odpowiednio 280.7 i 288.3 nug/g tkanki.

Narazanie szczuréw na kadm w stezeniu 5 mg/dm? prowadzito do obnizenia stezenia
cynku w badanej tkance 0 28% wzgledem grupy kontrolnej. U zwierzat, ktorym przez caly
okres narazenia na 5 mg Cd/dm® podawano 30 lub 60 mg Zn/dm? stezenie Zn byto wyzsze
odpowiednio o 37 i 39% w stosunku do grupy, ktorej podczas ekspozycji na ten ksenobiotyk
nie podawano cynku 1 nie r6znito si¢ od stezenia tego biopierwiastka w grupie kontrolne;.

Narazenie na kadm w stezeniu 50 mg/dm? przez 12 miesiecy prowadzito do obnizenia
stezenia cynku o 27% wzgledem grupy kontrolnej. Natomiast w grupach szczurdéw
otrzymujacych 30 lub 60 mg Zn/dm? przez caty okres ekspozycji na 50 mg Cd/dm? stezenie Zn
byto wyzsze odpowiednio 0 33% i 31% w stosunku do grupy, ktorej podczas ekspozycji na ten
ksenobiotyk nie podawano cynku i nie roznito si¢ od stezenia tego biopierwiastka w grupie

kontrolnej.

56



0.60

o Mediana atptct
0 25%-75% dt et ff
0.50 T Mn-Maks
Ny \ atbt
65% 58% 459, ctdf
0.40 etff
+ 1 [] ¢
atbt 5x  6.5x atbt
0.30 ct ctet
fegt
0.20
N
a*b* @ b 36%
0.10 4 cd ¢ d R
15x '__—_vf_—__fi' 40x 22x  26x
0.0 e
Zn 0 30 60 0 30 60 0 30 60 mg/dm?
Cd 0 0 0 5 5 5 50 50 50 mgldm?
-0.10

"p <0,05; fp < 0,01; ¥p < 0,001; wzgledem 2kontroli, °30 mg Zn/dm?, °60 mg Zn/dm?, 95 mg Cd/dm? 5 mg Cd/dm?®
+ 30 mg Zn/dm?3, '5 mg Cd/dm?®+60 mg Zn/dm?, 950 mg Cd/dm3.

T wzrost w stosunku do grupy kontrolnej; v obnizenie w poréwnaniu do odpowiedniej grupy narazanej na kadm
(5 lub 50 mg Cd/dm?)

Rycina 8. Stezenie kadmu (ng/g tkanki) w tkance kostnej zuchwy szczurow.

Stezenie Cd w tkance kostnej zuchwy szczuréw kontrolnych wynosito 0,0094 ng/g
tkanki. U zwierzat otrzymujacych 30 lub 60 mg Zn/dm? przez 12 miesiecy stezenie tego metalu
byto na poziomie grupy kontrolnej i wynosito odpowiednio 0.0094 i 0.0084 nug/g tkanki.

Narazanie szczuréw na 5 mg Cd/dm?® prowadzito do 15-krotnego wzrostu stezenia tego
metalu w tkance kostnej zuchwy wzgledem grupy kontrolnej. W grupach szczuréw, ktérym
przez caty okres ekspozycji na kadm w stezeniu 5 mg/dm® podawano 30 lub 60 mg Zn/dm?
stezenie Cd bylo nizsze odpowiednio o 65 1 58% w stosunku do grupy, ktorej podczas
ekspozycji na ten ksenobiotyk nie podawano cynku i wyzsze niz w grupie kontrolnej
odpowiednio 5.4—i 6.5— krotnie.

Narazenie na kadm w stezeniu 50 mg/dm? przez 12 miesiecy spowodowalo znaczny, bo
az 40-krotny wzrost stgzenia tego metalu w badanej tkance wzgledem grupy kontrolnej. W
grupach zwierzat, ktéorym przez caty okres ekspozycji na kadm w stezeniu 50 mg/dm?®
podawano 30 lub 60 mg Zn/dm? stezenie Cd byto nizsze odpowiednio 0 45 i 36% w stosunku
do grupy, ktorej podczas ekspozycji na ten ksenobiotyk nie podawano cynku 1 wyzsze niz w

grupie kontrolnej odpowiednio 22— i 26— krotnie.
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5.2 Wplyw Zn na enzymatyczng bariere antyoksydacyjng w tkance kostnej zuchwy

szczurow narazanych na kadm.

Wyniki oznaczen aktywnosci SOD, CAT, GPx i GR w tkance kostnej zuchwy u

zwierzat ze wszystkich grup doswiadczalnych przedstawiono w Tabeli Il i na Rycinach 9 - 12.
Tabela II. Wplyw kadmu i/lub cynku na aktywno$¢ SOD, CAT, GPx i GR w tkance kostnej

zuchwy.

GPx SOD CAT GR

mU/mg protein | U/mg protein mmol H,O,/min/ | mU/mg protein

mg protein

Kontrola 175.9 10.02 4.098 13.79

79.88 —224.7 7.670—11.62 3.475-7.489 10.79 — 28.39
30 mg Zn/dm3 159.2 8.726 7.514 15.10

131.7-199.3 7.673 —10.06 6.302 — 10.95 11.96 — 32.27
60 mg Zn/dm3 158.3 8.822 6.563 8.487 a*

140.6 — 179.6 7.812-10.61 5.529 — 9.606 5.310-10.14
5 mg Cd/dm?® 92.09 a! b* c* 6.711 a* 3.822 18.60 ct

70.80 —100.9 6.149 — 7.556 3.132-5.621 17.25-20.46
5 mg Cd/dm?® 97.93 5.911 af 14.58 a' df 6.890 af d*

+30 mg Zn/dm?® | 84.30 - 122.5 5.022 -7.726 9.055-17.34 4.812 - 10.75

5 mg Cd/dm?® 126.6 d* 9.193 d* 16.03 a df 6.554 af d*
+60 mg Zn/dm? 102.8-183.0 6.110 -10.78 14.49 - 19.64 5.377-8.577

57.14a' bict 5.380 af 1.506 a* e' f+ 20.16 ctet f
50 mg Cd/dm? 37.90 — 78.60 4.435-9.427 1.147 - 2.692 11.91 - 25.91
50 mg Cd/dm? 121.2 ¢t 9.786 g 16.35af df gt 17.39 c* ef f*
+30 mg Zn/dm3 87.50-164.4 6.230 — 10.57 11.65-19.08 13.33-20.00
50 mg Cd/dm? 144.8 gt 9.763 ef g* 18.57 a* d* gt 16.88 c* ef f*
+60 mg Zn/dm3 141.3-188.7 8.446 — 13.96 17.05-20.60 14.43 -18.64

Wartosci przedstawiajg mediane oraz zakres stgzen (minimum — maksimum) dla 8 zwierzat w grupie.

“p < 0,05; fp < 0,01; *p < 0,001; wzgledem 2kontroli, °30 mg Zn/dm?, 60 mg Zn/dm?, 95 mg Cd/dm?3 ¢5

mg Cd/dm?+ 30 mg Zn/dm?, '5 mg Cd/dm?+60 mg Zn/dm?, 950 mg Cd/dm?.
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Rycina 9. Aktywno$¢ GPx (mU/mg biatka) w tkance kostnej zuchwy szczurow.

Aktywnos$¢ GPx w tkance kostnej zuchwy szczuréw kontrolnych wynosita 175.9
mU/mg bialka. Podawanie zwierzgtom cynku w obu st¢zeniach nie mialo wpltywu na
aktywno$¢ tego enzymu.

Narazanie szczuréw na 5 lub 50 mg Cd/dm? prowadzilo do obnizenia aktywno$ci GPx
odpowiednio 0 48% i 68% w stosunku do grupy kontrolnej.

W grupie zwierzat, ktorym przez caly okres ekspozycji na 5 mg Cd/dm® podawano 30
mg Zn/dm® aktywno$¢ GPx nie réznita si¢ w stosunku do grupy szczuréw, ktorym nie
podawano tego biopierwiastka podczas narazenia na kadm 1 nie réznita si¢ wzgledem grupy
kontrolnej. Natomiast suplementacja cynkiem w stezeniu 60 mg Zn/dm?® podczas ekspozycji
na kadm (grupa 5 mg Cd/dm?® + 60 mg Zn/dm? ) prowadzita do wzrostu aktywnosci GPx 0 37%
w porownaniu do grupy, ktorej nie podawano cynku (grupa 5 mg Cd/dm?) i nie réznita sie
wzgledem szczuréw kontrolnych.

W grupie zwierzat, ktorym przez caly okres ekspozycji na 50 mg Cd/dm?® podawano 30
lub 60 mg Zn/dm? aktywno$é GPx w tkance kostnej zuchwy byta wyzsza w poréwnaniu do
grupy, w ktorej nie zastosowano suplementacji cynkiem odpowiednio 2-krotnie oraz 2.5-

krotnie 1 nie réznita si¢ wzgledem grupy kontrolne;.
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Rycina 10. Aktywno$¢ SOD (U/mg biatka) w tkance kostnej zuchwy szczurow.

Aktywnos¢ SOD w tkance kostnej zuchwy szczurdéw z grupy kontrolnej wynosita 10.02
U/mg biatka. Podawanie zwierzetom cynku w obu stezeniach nie miato wptywu na aktywno$¢
tego enzymu.

Narazanie szczuréw na 5 lub 50 mg Cd/dm?® prowadzito do obnizenia aktywno$ci SOD
odpowiednio 0 33% i 46% wzgledem grupy kontrolnej. W grupie zwierzat, ktorym przez caly
okres ekspozycji na 5 mg Cd/dm? podawano 30 mg Zn/dm? aktywnos$¢ SOD nie réznita sie w
porownaniu do grupy, w ktorej nie zastosowano suplementacji cynkiem i byta 0 41% nizsza niz
w grupie kontrolnej. Natomiast w grupie szczuréw otrzymujacych 5 mg Cd/dm® + 60 mg
Zn/dm?® aktywnosé¢ SOD byta wyzsza o 37% w stosunku do grupy zwierzat, ktérym nie
podawano cynku i pozostawata na poziomie grupy kontrolne;j.

Takze w grupach zwierzat, ktorym przez caty okres ekspozycji na kadm w stezeniu 50
mg/dm? podawano 30 lub 60 mg Zn/dm? aktywnos$é¢ SOD byla wyzsza w poréwnaniu do grupy,
w ktorej nie zastosowano suplementacji cynkiem odpowiednio 0 82% i 81% i pozostawata na

poziomie grupy kontrolnej.
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Rycina 11. Aktywno$¢ CAT (mmol H2O2/min/mg biatka) w tkance kostnej zuchwy

SZCZUrow.

Aktywnos¢ CAT w tkance kostnej zuchwy szczuréw kontrolnych wynosita 4.098 mmol
H202/min/mg biatka. Podawanie szczurom cynku nie wptywato na aktywno$¢ tego enzymu

Ekspozycja zwierzat na kadm jedynie w stezeniu 50 mg/dm? prowadzita do obnizenia
aktywnos¢ CAT w tkance kostnej zuchwy o 63% wzgledem grupy kontrolnej.

W grupie szczuréw, ktorym przez caty okres ekspozycji na 5 mg Cd/dm?® podawano 30
lub 60 mg Zn/dm® aktywno$¢ CAT byla wyzsza w poréwnaniu do grupy, w ktorej nie
zastosowano suplementacji cynkiem odpowiednio 3.8-krotnie oraz 4-krotnie i byta wyzsza niz
w grupie kontrolnej odpowiednio 3.6-krotnie oraz 4-krotnie.

Takze w grupie szczuréw, ktorym przez caly okres ekspozycji na 50 mg Cd/dm?
podawano 30 lub 60 mg Zn/dm?3 aktywnos$¢ CAT byta wyzsza w pordéwnaniu do grupy, w ktorej
nie zastosowano suplementacji tym biopierwiastkiem odpowiednio 11-krotnie oraz 12-krotnie

1 wyzsza niz w grupie kontrolnej odpowiednio 4-krotnie oraz 4.5-krotnie.
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kadm (5 lub 50 mg Cd/dm?)

Rycina 12. Aktywno$¢ GR (mU/mg biatka) w tkance kostnej zuchwy szczurow.

Aktywnos$¢ GR w tkance kostnej zuchwy szczuréw kontrolnych wynosita 13.79 mU/mg
biatka. Podawanie szczurom 60 mg Zn/dm? prowadzito do obnizenia aktywnoéci tego enzymu
0 38% wzgledem grupy kontrolne;.

Ekspozycja zwierzat na 5 i 50 mg mCd/dm? nie miata wptywu na aktywnos$¢ GR.

W grupie szczuréw, ktorym przez caly okres ekspozycji na 5 mg Cd/dm? podawano 30
lub 60 mg Zn/dm?3 aktywno$¢ GR byla nizsza w poréwnaniu do grupy, w ktorej nie zastosowano
cynku odpowiednio 0 63% oraz 0 65% oraz nizsza niz w grupie kontrolnej odpowiednio 50%
ora 52%.

Natomiast w grupie szczuréw, ktorym przez caly okres ekspozycji na 50 mg Cd/dm?
podawano 30 lub 60 mg Zn/dm?3 aktywno$¢ GR nie roznita sie w poréwnaniu do grupy, w ktorej
nie zastosowano suplementacji tym biopierwiastkiem i pozostawata na poziomie grupy

kontrolnej.
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5.3 Wplyw Zn na oksydacyjne wskazniki stresu w tkance kostnej zuchwy szczurow

narazonych na kadm.

Wyniki oznaczen DNA/RNA, PC, LPO i H,0, w tkance kostnej zuchwy u zwierzat ze

wszystkich grup doswiadczalnych przedstawiono w Tabeli Il i na Rycinach 13 - 16.

Tabela I1l. Wplyw kadmu i/lub cynku na stezenie DNA/RNA, PC, LPO i H,O2 w tkance kostnej

zuchwy.
DNA/RNA PC LPO H20:
pg/mg biatka nmol/mg biatka nM/g bialka nmol/mg bialka
399.2 31.30 4.973 128.6
Kontrola 331.6 —446.3 25.86 — 46.30 4.131 -6.480 105.9-1504
287.4 a* 32.84 4.293 91.27 a*
30 mg Zn/dm3 248.9 - 3534 24.62 — 42.69 3.685-7.093 76.52 —157.8
277.3 a* 32.29 4.010 a* 86.83 af
60 mg Zn/dm3 211.5-346.2 24.28 — 42.17 2.886 —5.071 64.37 —106.1
464.0 a* ct 111.2 at b¥ ¢t 8.100 atbt ¢t 141.3 cf
5 mg Cd/dm?3 448.8 — 602.8 87.97-129.0 7.781—-12.06 136.7 —182.7
5 mg Cd/dm?3 199.1 at d* 23.25 d* 2.599 af d* 60.85 a* d*
+30 mg Zn/dm® | 168.6 —294.3 20.61 —38.05 2.307 — 4.687 51.44 —87.23
5 mg Cd/dm?3 332.4 d* 35.08 df 4.832 d* 101.7 d*
+60 mg Zn/dm® | 245.2 —390.1 32.38 —45.42 3.737 -5.672 76.23 - 116.7
464.6 a*c' et 107.5 a* b* ct et 7.206 afb* c* et 273.8 af b*ct et f*
50 mg Cd/dm?® 420.3-561.0 103.2-123.1 5.884 - 12.81 201.8 - 306.7
50 mg Cd/dm?3 325.2 gf 27.09 d* ff gt 4.668 df gt 98.94 gf
+30 mg Zn/dm® | 240.8 - 373.8 21.98 —30.32 3.350 - 5.821 73.55 -107.6
50 mg Cd/dm? 303.6 g 30.07dfg! 4.479df gt 92.37 g
+60 mg Zn/dm® | 275.2 -399.4 22.19 — 35.65 3.691-6.011 83.60 — 108.1

Wartosci przedstawiajg mediane oraz zakres stgzen (minimum — maksimum) dla 8 zwierzat w grupie.
“p < 0,05; 'p < 0,01; *p < 0,001; wzgledem kontroli, °30 mg Zn/dm?, ©60 mg Zn/dm?3, 95 mg Cd/dm?3 ¢5
mg Cd/dm?+ 30 mg Zn/dm?, '5 mg Cd/dm®+ 60 mg Zn/dm?3, 950 mg Cd/dm?,
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Rycina 13. Stezenie DNA/RNA (pg/mg biatka) w tkance kostnej zuchwy szczurow.

Stezenie DNA/RNA w tkance kostnej zuchwy szczuréw kontrolnych wynosito 399.2
pg/mg biatka. U zwierzat, ktorym przez 12 miesiecy podawano cynk w stezeniu 30 i 60 mg/dm?®
warto$¢ tego parametru obnizyla si¢ w porownaniu do grupy kontrolnej odpowiednio o 28% i
30%.

Narazenie na kadm w stezeniu 5 mg/dm® spowodowato 16% wzrost DNA/RNA w
tkance kostnej zuchwy wzgledem grupy kontrolnej. W grupie zwierzat, ktorej w czasie
narazenia na kadm podawano 30 lub 60 mg Zn/dm? (grupa 5 mg Cd/dm?® + 30 i/lub 60 mg
Zn/dm?3) stezenie DNA/RNA byto nizsze wzgledem grupy, ktérej nie podawano cynku podczas
narazenia na ten ksenobiotyk odpowiednio 0 57% oraz 28% i nizsze wzgledem grupy kontrolnej
0 50% jedynie u szczuréw otrzymujacych 5 mg Cd/dm? + 30 mg Zn/dm?,

Ekspozycja szczuréw na kadm w stezeniu 50 mg/dm® spowodowata 16% wzrost
DNA/RNA w tkance kostnej zuchwy wzgledem grupy kontrolne;j.

U szczuréw otrzymujacych 30 lub 60 mg Zn/dm? przez caty okres narazenia na kadm
DNA/RNA byto nizsze wzgledem grupy, ktorej nie podawano cynku w czasie narazenia na ten

ksenobiotyk odpowiednio 0 30% oraz 35% i pozostawalo na poziomie grupy kontrolnej.
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(5 lub 50 mg Cd/dm?)

Rycina 14. Stezenie PC (nmol/mg biatka) w tkance kostnej zuchwy szczurdéw.

Stezenie PC w tkance kostnej zuchwy szczurow kontrolnych wynosito 31.30 nmol/mg
biatka. U zwierzat, ktorym przez 12 miesieccy podawano cynk w stezeniu 30 i 60 mg/dm?®
warto$¢ tego parametru nie roznita si¢ w porownaniu do grupy kontrolne;.

Narazenie na kadm w stezeniu 5 mg/dm® spowodowato znaczny, bo az 3.6-krotny
wzrost PC wzgledem grupy kontrolnej. W grupie szczurdéw, ktorym podczas ekspozycji na
kadm podawano 30 lub 60 mg Zn/dm? stezenie PC bylo nizsze wzgledem grupy, ktérej nie
podawano cynku podczas narazenia na ten ksenobiotyk odpowiednio o 79% oraz 68% i nie
roznito si¢ wzgledem grupy kontrolne;.

Roéwniez ekspozycja na kadm w stezeniu 50 mg/dm?® spowodowata znaczny, bo az 3.4-
krotny wzrost PC wzgledem grupy kontrolnej. U szczuréw otrzymujacych 30 lub 60 mg Zn/dm?®
przez caly okres wzglednie wysokiego narazenia na kadm PC bylo nizsze wzgledem grupy,
ktorej nie podawano cynku w czasie narazenia na ten ksenobiotyk odpowiednio o 75% oraz

72% i nie roznito si¢ wzgledem grupy kontrolne;j.
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narazanej na kadm (5 lub 50 mg Cd/dm?)

Rycina 15. Stezenie LPO (uM/g biatka) w tkance kostnej zuchwy szczurow.

Stezenie LPO w tkance kostnej zuchwy szczuréw kontrolnych wynosito 4.973 (uM/g
biatka). U zwierzat otrzymujacych 30 mg Zn/dm? stezenie LPO pozostawalo na poziomie grupy
kontrolnej, natomiast podawanie 60 mg Zn/dm?® skutkowato 19% obnizeniem LPO wzgledem
grupy kontrolnej.

Narazanie szczuréw na 5 mg Cd/dm?® prowadzito do wzrostu stezenia LPO 0 63% w
stosunku do grupy kontrolnej. W grupie zwierzat, ktorym przez caly okres ekspozycji na kadm
W tym stezeniu podawano 30 mg Zn/dm? stezenie LPO byto nizsze 0 68% niz w grupie zwierzat
narazanych tylko na kadm i nizsze o 48% w stosunku do warto$ci odnotowanych w grupie
kontrolnej. Natomiast u szczuréw otrzymujacych 60 mg Zn/dm?podczas narazenia na ten metal
LPO bylto nizsze 0 40% niz w grupie zwierzat, ktorym nie podawano cynku (grupa 5 mg
Cd/dm?3) i nie roznito sie w stosunku do wartosci odnotowanych w grupie kontrolne;.

Narazanie szczuréw na 50 mg Cd/dm?® prowadzito do wzrostu LPO 0 45% wzgledem
grupy kontrolnej. W grupach zwierzat, ktérym przez caty okres ekspozycji na 50 mg/dm?
podawano 30 lub 60 mg Zn/dm® LPO bylo nizsze odpowiednio o 35% i 38% w stosunku do
szczuréw narazanych jedynie na kadm (grupa 50 mg Cd/dm?®) i nie réznito sie wzgledem grupy

kontrolnej.
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Rycina 16. Stezenie H202 (nmol/mg biatka) w tkance kostnej zuchwy szczurow.

Stezenie H202 w tkance kostnej zuchwy szczuréw kontrolnych wynosito 128.6 nmol/mg
biatka. Podawanie zwierzgtom cynku w stezeniu 30 lub 60 mg/dm? skutkowato obnizeniem
stezenia H202 odpowiednio 0 29% i 32% wzglgdem grupy kontrolne;.

Narazanie szczuréw na 5 mg Cd/dm? nie miato wptywu na stezenie H205.

Natomiast w grupach zwierzat, ktérym podawano 30 lub 60 mg Zn/dm® podczas
narazenia na 5 mg Cd/dm? stezenie H,O byto nizsze odpowiednio o 57% i 28% niz w grupie
zwierzat, ktorym nie podawano cynku podczas narazenia na ten ksenobiotyk. Ponadto w grupie
szczuréw otrzymujacych 5 mg Cd/dm3+30 mg Zn/dm? stezenie H20, byto nizsze niz w grupie
kontrolnej o 53%.

Narazanie szczuréw na 50 mg Cd/dm® prowadzito do 2-krotnego wzrostu H2O-
wzgledem grupy kontrolnej. Natomiast w grupach szczuréw, ktorym przez caly okres
ekspozycji na kadm w tym stezeniu podawano 30 lub 60 mg Zn/dm? stezenie H202 byto nizsze
odpowiednio 0 64% i 66% w stosunku do grupy zwierzat, ktorym nie podawano cynku podczas

narazenia na ten metal i pozostawato na poziomie grupy kontrolnej.
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5.4 Wplyw Zn na stezenie TOS, TAS oraz stosunek TOS/TAS (OSI) w tkance kostnej

zuchwy szczurow narazanych na kadm.

Wyniki oznaczen TOS, TAS i OSI w tkance kostnej zuchwy u zwierzat ze wszystkich

grup doswiadczalnych przedstawiono w Tabeli IV i Rycinach 17 - 19

Tabela IV. Wptyw cynku i /lub kadmu na stezenie TOS, TAS i OSI w tkance kostnej

zuchwy.
TOS TAS
nmol/mg biatka nmol/mg biatka (ON]|
3.252 428.5 0.0079
Kontrola 2.040 —5.901 368.4 - 504.3 0.0054 - 0.0129
4.134 493.5 0.0082
30 mg Zn/dm3 2.541 -5.347 467.7 - 622.5 0.0058 - 0.0101
3.123 498.4 0.0071
60 mg Zn/dm3 1.704 - 4.379 322.6 —521.6 0.0036 - 0.0140
11.68 a* b* cf 242.3 at bt ¢t 0.0462 a* bt ¢t
5 mg Cd/dm? 10.24 — 13.67 165.3-362.0 0.0237 - 0.0927
5 mg Cd/dm?® 3.066 df 401.6 df 0.0042 d*
+30 mg Zn/dm3 2.805 —5.440 307.8 -531.3 0.0035 - 0.0171
5 mg Cd/dm?® 4.692 d* 485.8 df 0.0123 d*
+ 60 mg Zn/dm3 3.614 —7.423 329.2-571.4 0.0042 - 0.0147
10.08 at b*c ef 180.8 at b¥ ¢t f* 0.0573 a* b* ¢t et
50 mg Cd/dm?® 8.541 - 16.34 151.6 — 269.9 0.0307 - 0 0915
50 mg Cd/dm? 6.742 at c* ef g* 646.0 a* df gt 0.0115 gt
+30 mg Zn/dm3 6.058 — 10.32 403.2-742.3 0.0082 - 0.0250
50 mg Cd/dm? 8.238 atc*ef g* 660.3 af d* g* 0.0117 gt
+60 mg Zn/dm3 4.251 -10.92 508.0 - 910.6 0.0067 - 0.0203

Wartosci przedstawiajg mediane oraz zakres stgzen (minimum — maksimum) dla 8 zwierzat w grupie.

“p < 0,05; fp < 0,01; ¥p < 0,001; wzgledem 2kontroli, °30 mg Zn/dm?, 60 mg Zn/dm?, 95 mg Cd/dm?3 ¢5

mg Cd/dm?+ 30 mg Zn/dm?, '5 mg Cd/dm3+60 mg Zn/dm?, 950 mg Cd/dm?.
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Rycina 17. Stezenie TOS (nmol/mg biatka) w tkance kostnej zuchwy.

Stezenie TOS w tkance kostnej zuchwy szczuréw kontrolnych wynosito 3,252 nmol/mg
biatka. U zwierzat, ktorym przez 12 miesieccy podawano cynk w stezeniu 30 i 60 mg/dm?®
warto$¢ tego parametru osiggala odpowiednio 4,134 nmol/mg biatka i1 3,123 nmol/mg biatka i
nie roznita si¢ w porownaniu do grupy kontrolnej.

Narazenie na kadm w stezeniu 5 mg/dm?® spowodowato znaczny, az 3.6-krotny wzrost
TOS w tkance kostnej zuchwy (11.68 nmol/mg biatka) wzgledem grupy kontrolnej. W grupie
zwierzat, ktorej w czasie narazenia na kadm w tym stezeniu podawano 30 lub 60 mg Zn/dm?
TOS byt nizszy odpowiednio 3.8-krotnie i 2.5-krotnie wzgledem grupy otrzymujacej 5 mg
Cd/dm?3 i nie roznit sie wzgledem grupy kontrolne;j.

Ekspozycja szczuréw na kadm w stezeniu 50 mg/dm? spowodowata 3.1-krotny wzrost
TOS w tkance kostnej zuchwy (10.08 nmol/mg biatka) wzgledem grupy kontrolnej. U szczuréw
otrzymujacych 30 lub 60 mg Zn/dm? przez caty okres narazenia na kadm TOS byt nizszy
odpowiednio 0 33% i 18% wzgledem grupy otrzymujacej 50 mg Cd/dm® oraz wyzszy,

odpowiednio 2.1-krotnie i 2.5-krotnie niz w grupie kontrolne;j.
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Rycina 18. Stezenie TAS (nmol/mg biatka) w tkance kostnej zuchwy.

Stezenie TAS w tkance kostnej zuchwy szczurow kontrolnych wynosito 428.5
nmol/mg biatka. U zwierzat, ktorym przez caty okres doswiadczenia podawano cynk w st¢zeniu
30 mg/dm?®lub 60 mg Zn/dm?® TAS byto na poziomie grupy kontrolnej i wynosito odpowiednio
493.5 i 498.4 nmol/mg bialka.

Narazenie szczuréw na 5 i 50 mg Cd/dm?® prowadzito do obnizenia TAS odpowiednio 0
43% i 58% w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

U zwierzat, ktérym przez caty okres ekspozycji na 5 mg Cd/dm® podawano 30 lub 60
mg Zn/dm® TAS byto wyzsze odpowiednio 0 66% i 100% niz u szczuréw nie otrzymujacych
cynku podczas narazenia na ten ksenobiotyk i nie réznito si¢ wzgledem grupy kontrolnej.

Takze w grupach zwierzat, ktorym przez caly okres narazenia na 50 mg Cd/dm?®
podawano 30 lub 60 mg Zn/dm? TAS byto wyzsze odpowiednio 3.6-krotnie i 3.7-krotnie niz u
szczurO6w nie otrzymujacych cynku podczas narazenia na ten ksenobiotyk 1 wyzsze
odpowiednio 0 51% i 54% wzgledem grupy kontrolne;.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz zwiekszone spozycie cynku (30 i 60 mg/dm?®)

zapobiegato obnizeniu TAS przy obu poziomach narazenia na kadm.
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Rycina 19. Stosunek TOS/TAS (OSI) w tkance kostnej zuchwy.

Wskaznik stresu OSI w tkance kostnej zuchwy szczuréw kontrolnych wynosit 0,0079.
U zwierzat, ktorym przez 12 miesiecy podawano cynk w stezeniu 30 i 60 mg/dm? warto$¢ tego
parametru nie rdznila si¢ w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Narazenie na kadm w stezeniu 5 mg/dm?® spowodowato znaczny, az 5.8-krotny wzrost
OSI wzgledem grupy kontrolnej. W grupie zwierzat, ktorej podczas narazenia na kadm w tym
stezeniu podawano 30 lub 60 mg Zn/dm?® OSI byt nizszy odpowiednio 11-krotnie i 3.8-krotnie
wzgledem grupy, ktorej nie podawano cynku w czasie narazenia na ten ksenobiotyk oraz nie
roznit si¢ wzgledem grupy kontrolne;.

Ekspozycja na kadm w stezeniu 50 mg/dm?® spowodowata réwniez znaczny, az 7.3-
krotny wzrost OSI wzgledem grupy kontrolnej. U zwierzat otrzymujacych 30 lub 60 mg Zn/dm?
przez caty okres narazenia na ten metal OSI byt nizszy niz w grupach szczuréw, ktoérym nie

podawano cynku w czasie narazenia na ten ksenobiotyk odpowiednio 5-krotnie oraz 4,9-krotnie

1 nie roznit sie¢ wzgledem grupy kontrolne;.
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5.5 Analiza korelacji Pearsona

Analiza korelacji Pearsona wykazata dodatnig zalezno$¢ pomiedzy stgzeniem Zn a
aktywnoscig SOD, CAT, GPx i stezeniem TAS w tkance kostnej zuchwy. Natomiast aktywno$¢
GR oraz stezenie DNA/RNA, PC, LPO, H202, TOS i OSI byly ujemnie skorelowane ze
stezeniem tego biopierwiastka (Tabela V).

Stwierdzono takze ujemng korelacj¢ pomiedzy stgzeniem Cd, a aktywnoscig GPX.
Natomiast aktywno$¢ GR oraz stezenie DNA/RNA, PC, LPO, H202, TOS i OSI byty dodatnio
skorelowane ze stezeniem tego toksycznego metalu (Tabela V).

Wykazano tez liczne korelacje pomigdzy wskaznikami stanu oksydacyjno-
redukcyjnego w tkance kostnej zuchwy (Tabela V). Stezenie TAS byto dodatnio skorelowane
z aktywnoscig SOD, CAT i GPx, natomiast ujemnie ze stezeniem DNA/RNA, PC, LPO, H20,
TOS i OSI. Natomiast stezenie TOS byto ujemnie skorelowane z aktywnoscig CAT i GPX, a
dodatnio z aktywnoscig GR i stezeniem DNA/RNA, PC, LPO, H>O2 i OSI.
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Tabela V. Korelacje Pearsona pomi¢dzy stezeniem Zn i Cd a wskaznikami stanu oksydacyjno-redukcyjnego.

Markery stanu antyoksydacyjnego

Markery stanu oksydacyjnego

SOD CAT GPx GR TAS DNA/ PC LPO H202 TOS oSl
RNA
S CAT | 0.406% -
3
w
083 GPx |0.6801% 0.298 * -
c
S | GR NS -0.236* | NS -
2 g
L S | TAS |0.753¢ 0.7181% 0.615 ¢ NS -
5 2
S 5
DNA/ | NS -0.477% | -0236* |0572% -0320°7 |-
RNA
PC -0.441% -0.625% |-0613% |0421¢ -0646% | 0795t |-
LPO | NS -0.446% |-0.3157 | 0.590% -0.348 7 [ 0.900 ¢ 0.844 1%
S5 o |H202 | NS 0511 ¢ NS 0.634 -03267 [0927% [0.742% 0.906
C [@))
@ [
2 = [TOs | Ns -0.230* | -0477% |0.447¢ -0.289* | 0669 ¢ 0.748% | 0716% | 05951
o (&]
2 3 _ _
=~ > [0Sl [-0377% [-0495% [-0563% [0379% -0598+ 0645t [0.8391% 0.713% [ 0.686% 0.831%
s 35
Zn 0.291 * 0.4131 0.502 % -0.380F |0437¢ -0544% |-0639% | -0552% [-0557F | -0553% | -0527¢F
Cd! NS NS -0.507 % 0.431% NS 0.484% | 05491 0.431% | 0.656¢ 0.7381% 0.608 %

IWarto$ci przedstawiajg wspotczynnik korelacji r, gdzie * p < 0,05; T p <0,01; ¥ p < 0,001; NS p > 0.05




V1. Dyskusja

Stres oksydacyjny definiuje si¢ jako brak roéwnowagi miedzy wytwarzaniem
reaktywnych form tlenu (RFT) i systemem obrony antyoksydacyjnej. Nadmiar wolnych
rodnikéw uposledza zdolno$¢ antyoksydacyjng organizmu i prowadzi do uszkodzenia
makroczgsteczek komoérkowych takich, jak lipidy, biatka, kwasy nukleinowe i ostatecznie
wplywa na funkcjonowanie komorek, tkanek i narzadow [55].

Stres oksydacyjny lezy tez u podstaw rozwoju licznych schorzen w organizmie, w tym
jamy ustnej, wliczajac stany zapalne tkanek migkkich oraz destrukcj¢ tkanek kostnych narzadu
zucia [10, 67, 70, 78, 161].

Ko$¢ jest dynamiczng tkanks, ktéra odnawia si¢ przez cale zycie dzieki
skoordynowanemu dzialaniu trzech gtownych typow komodrek kostnych tj. osteoklastow,
osteoblastow i1 osteocytow. Proces przebudowy kosci jest wynikiem interakcji miedzy tymi
komorkami, a wieloma czynnikami molekularnymi, w tym hormonami, czynnikami wzrostu i
cytokinami [31, 124]. RFT s3a zwigzane z procesem przebudowy tkanki kostnej, indukuja
apoptoze osteoblastow 1 osteocytow, co sprzyja osteoklastogenezie oraz hamuja mineralizacje
i osteogenezg. Ponadto nadmierna apoptoza osteocytow prowadzi do zwigkszonego obrotu
kostnego na korzys$¢ osteoklastogenezy, co skutkuje utratg masy kostnej [31, 124].

Stres oksydacyjny jest takze jednym z mechanizméw dziatania toksycznego wielu
ksenobiotykéw, na ktére cztowiek moze by¢ narazony przez cale zycie, w tym kadmu, ktory
nalezy do najbardziej toksycznych metali ciezkich [5, 27, 28, 49, 92, 150]. Dlugotrwata, niska
ekspozycja na ten pierwiastek, ktora aktualnie ma miejsce w krajach wysoko
uprzemystowionych, moze negatywnie wplywac¢ na kosci i przyczynia¢ si¢ do rozwoju
schorzen uktadu kostnego [19, 150].

Ze wzgledu na fakt, iz narazenie na kadm bedzie wzrastalo poszukuje si¢ sposobow,
pozwalajacych ograniczy¢ jego wchlanianie z diety oraz niekorzystny wpltyw na zdrowie.
Szczegdlng uwage zwraca si¢ na mozliwo$¢ wykorzystania w tym celu czynnikow
pokarmowych o wlasciwosciach antyoksydacyjnych, wliczajac cynk. W badaniach
laboratoryjnych wykazano, ze cynk zmniejsza absorpcje kadmu z przewodu pokarmowego,
kumulacj¢ w nerkach i watrobie oraz zapobiega jego dziataniu nefro-, neuro- i
osteotoksycznemu [13, 15, 16, 112].

W warunkach przewlektego narazenia kadm ulega kumulacji gtéwnie w nerkach i

kosciach, a dziatanie nefro- i osteotoksyczne tego ksenobiotyku byto przedmiotem licznych
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badan i jest szeroko opisane [13 - 16]. Jednak wptyw jonéw Cd?* na tkanke kostng zuchwy nie
byt dotychczas przedmiotem tak licznych badan, dlatego tez jest niedostatecznie poznany.

Dostepne dane epidemiologiczne wskazujg, iz narazenie Srodowiskowe ludzi na ten
metal moze skutkowa¢ jego kumulacjg w zebach i w zuchwie [12, 42, 84]. Browar i wsp. [12]
odnotowali wyzsze stezenie Cd w kosci wyrostka zebodotowego zuchwy w poréwnaniu z
ko$cig podstawng. Dodatkowo analiza korelacji wykazata zwigzek migdzy poziomem Cd w
kosci wyrostka zebodotowego zuchwy, a wystepowaniem chorob przyzebia, co moze miec
istotny wptyw na progresje zmian w kosciach zwigzanych z tymi chorobami. Ponadto autorzy
sugeruja, ze wplyw Cd na choroby przyzebia jest spowodowany jego bezposrednim dziataniem
osteotoksycznym na ko$¢ wyrostka zgbodotowego. Fischer i wsp. [42] wykazali, ze stezenie
Cd w zgbach mlecznych pochodzacych od oséb zdrowych, mieszkajacych na terenie Gornego
Slaska, ktory jest jednym z najbardziej zanieczyszczonych terendéw w Polsce, byto istotnie
wyzsze niz w zgbach statych. Ponadto zeby zlokalizowane w szczece zawieraly wyzsze st¢zenia
metali niz zgby zuchwy. Takze Malara i wsp. [84] stwierdzili, ze st¢zenie kadmu i olowiu w
probkach zgbow 1 kosci pochodzacych od o0s6b mieszkajacych w  stosunkowo
zanieczyszczonym rejonie, silnie uprzemystowionej Rudy Slaskiej bylo znacznie wyzsze w
porownania z mieszkancami Bielsko-Biatej, a wedlug autorow, przeprowadzone badania
wskazuja, ze zeby zuchwy i otaczajace je kosci moga odzwierciedla¢ §rodowiskowe narazenie
ludzi na te toksyczne metale.

W badaniach wtasnych odnotowano zalezny od poziomu narazenia wzrost st¢Zenia
kadmu w tkance kostnej zuchwy szczurdéw, ktora ma zblizong budowe do tkanki kostnej
wystepujace] w calym szkielecie, w tym do dystalnego odcinka kosci udowej, gdzie dominuje
ko$¢ o strukturze gabczastej [12]. Cytowane w literaturze st¢zenia kadmu w kosSciach zwierzat
nie narazanych na ten metal byly zbiezne z oznaczonymi w niniejszej pracy [15 - 17, 57].
Kumulacja kadmu w tkance kostnej zuchwy, chociaz nizsza niz w narzadach tarczowych [111,
112], swiadczy o tym, ze zuchwa jest waznym narzagdem w dystrybucji tego toksycznego
metalu.

Pomimo, iz jony Cd®* wykazuja dziatanie prooksydacyjne, a zaburzenie réwnowagi
pomiedzy oksydantami, a antyoksydantami odgrywa znaczaca role w funkcjonowaniu ukladu
kostnego, dopiero niedawno zwrocono uwage na mozliwos¢ wptywu tego toksycznego metalu
na ko$ci na drodze stresu oksydacyjnego. Jak wspomniano we wstepie pracy, metal ten nie
wykazuje zdolnosci do bezposredniego wytwarzania RFT, ale na drodze mechanizméw
posrednich moze prowadzi¢ do indukcji stresu. Mechanizm ten obejmuje ostabienie bariery

antyoksydacyjnej, wzrost przepuszczalnosci btony mitochondrialnej i zaktocenie przeptywu
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elektronow w tancuchu oddechowym oraz uwalnianie metali o wysokiej aktywnos$ci redoks,
gtownie Fe?" i Cu, z miejsc ich wystepowania [27, 28, 49].

Tkanka kostna posiada mechanizmy obronne chronigce ja przed szkodliwym
dziataniem RFT. Bariera antyoksydacyjna kosci sktada si¢ z przeciwutleniaczy
enzymatycznych, takich jak GPx, SOD i CAT, oraz nieenzymatycznych, w tym GSH i Mt. GPx
jest gtdéwnym sktadnikiem enzymatycznego, komoérkowego systemu obrony antyoksydacyjnej
w tkance kostnej. Enzym ten jest odpowiedzialny za rozktad nadtlenkéw lipidow 1 wraz z CAT
katalizuje redukcje H202 do tlenu i wody. Natomiast SOD jest odpowiedzialna za reakcje
dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego O?" do tlenu czasteczkowego i H.0, [131, 140].

Niniejsze badania wykazaly, ze umiarkowana i stosunkowo wysoka ekspozycja na Cd
ostabiala zdolno$¢ antyoksydacyjng tkanki kostnej zZuchwy i prowadzila do rozwoju stresu
oksydacyjnego.

Stwierdzono, ze podawanie szczurom 5 i 50 mg Cd/dm? przez 12 miesiecy skutkowato
obnizeniem aktywnos$ci GPx (odpowiednio o 48% i 68%), SOD (odpowiednio o 33% 1 46%) i
CAT (o 63%) przy narazeniu na 50 mg Cd/dm® w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych i nie
miato wplywu na aktywno§¢ GR. W tym badaniu narazenie szczurow na kadm prowadzito
takze do obnizenia TAS (odpowiednio o 43% i 58%), co mozna wytlumaczy¢ ostabieniem
enzymatycznej bariery antyoksydacyjnej pod wptywem tego ksenobiotyku.

Obnizenie aktywnosci GPx, SOD i1 CAT przez kadm moze wynika¢ ze zdolnosci tego
metalu do usuwania biopierwiastkow z ich centréw aktywnych i wigzania si¢ z grupami -SH
[15-17, 45, 174]. Ujemna korelacja migedzy stezeniem Cd a aktywnoscig GPx w tkance kostnej
potwierdza mozliwos¢ jego bezposredniego wplywu na enzymatyczng bariere
antyoksydacyjna.

Kadm moze rowniez posrednio wpltywaé na enzymy antyoksydacyjne poprzez
zubozenie organizmu w biopierwiastki niezbedne do prawidlowego funkcjonowania tych
enzymow, takie jak selen (Se), cynk, miedZ, mangan (Mn) 1 Zelazo. Wielu autoréw opisato
zaburzenia gospodarki tymi metalami w warunkach ekspozycji na kadm [8, 9, 16, 45, 112].
Wykazano, ze inhibicja aktywnosci GPx, CAT i SOD jest wynikiem wypierania przez jony
kadmu Se?* z GPx, Fe®* z CAT oraz Zn?*, Cu* i Mn?* z centrum aktywnego SOD [8, 16, 45,
49, 112]. Ponadto obnizenie aktywnosci SOD w tkance Kkostnej zuchwy tych zwierzat,
przynajmniej czgsciowo, moze by¢ wynikiem zmniejszenia stezenia cynku w tej tkance, co
stwierdzono w badaniach wtasnych, przy obu poziomach narazenia na kadm (odpowiednio o
28% 1 27%). Obnizenie stezenia cynku, stwierdzono takze w kosci udowej tych szczurow

(odpowiednio 0 7% i 19%) [16].
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Ostabienie bariery antyoksydacyjnej przez kadm doprowadzilo do zaburzenia
réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej w tkance kostnej zuchwy i w konsekwencji do
nadmiernego generowania wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu. Do RFT zalicza si¢
H202, ktorego stezenie u zwierzat eksponowanych na 50 mg Cd/dm?®byto 2-krotnie wyzsze niz
u szczurdw kontrolnych, co $wiadczy o wzmozonej produkcji i kumulacji RFT w tkance kostnej
zuchwy. Wzrost ilosci H2O2 pod wptywem kadmu, moze by¢ rowniez wynikiem uwalniania
metali przej$ciowych, takich jak miedz i Zzelazo z celruloplazminy i ferrytyny. Zelazo moze byé
réwniez uwalniane z mitochondrialnych enzymow oddechowych, a wolne jony tych metali
moga wchodzi¢ w reakcj¢ Fentona wytwarzajac bardzo toksyczny rodnik hydroksylowy (-OH)
[9, 27, 28, 49].

Dodatnia korelacja pomigdzy stgzeniem Cd a H2O2 potwierdza oddziatywanie tego
metalu na tkanke kostng na drodze stresu oksydacyjnego. Chociaz H20- jest naturalnym
produktem metabolizmu komoérkowego, to ze wzgledu na wlasciwosci utleniajace jest bardzo
toksyczny dla czasteczek 1 struktur komoérkowych. Wykazuje on zdolnos¢ do indukcji
peroksydacji lipidow bton komoérkowych oraz oksydacyjnych uszkodzen bialek i tancuchow
kwasow nukleinowych [55].

W badaniach witasnych oksydacyjne modyfikacje biatek kostnych oceniano w oparciu
0 pomiar stezenia biatek karbonylowych (PC), a zwigkszong peroksydacje¢ lipidow jako
stezenie nadtlenkéw lipidow (LPO), natomiast uszkodzenia oksydacyjne kwasow
nukleinowych w oparciu o pomiar 8-OHG, 8-OHdG i 8-hydroksyguaniny (DNA/RNA).
Odnotowano, ze 12 miesieczna ekspozycja na 5 i 50 mg Cd/dm® prowadzita do wzrostu
stezenia PC (odpowiednio 3,6- i 3,4- krotnego), nasilenia peroksydacji lipidow (wzrost LPO
odpowiednio o0 63% 1 45%) 1 uszkodzenia kwasow nukleinowych (wzrost DNA/RNA o 16%).
W tkance kostnej zuchwy u tych szczurow stwierdzono rowniez wzrost stezenia TOS
(odpowiednio 3,6- i 3,1- krotny) i wskaznika stresu oksydacyjnego (odpowiednio 5,8- i 7,3-
krotny) oraz obnizenie TAS (odpowiednio o 43% i 58%) w stosunku do zwierzat kontrolnych.
Ponadto dodatnie korelacje miedzy st¢zeniem kadmu a PC, LPO, DNA/RNA, TOS i OSI
potwierdzaja wplyw tego metalu na oksydacyjne uszkodzenia makroczasteczek komérkowych
w tkance kostnej zuchwy.

Oksydacyjne modyfikacje kwasow nukleinowych sa jednymi z najpowazniejszych
skutkéw generowanego przez kadm stresu oksydacyjnego. Lezg u podstaw rakotworczego
dziatania tego pierwiastka i moga mie¢ powazne konsekwencje dla zdrowia [27, 28, 49, 172].
Uszkodzenia DNA u zwierzat eksponowanych na kadm opisali takze inni badacze. Gatazyn-

Sidorczuk i wsp. [44] wykazali wzrost stezenia 8-OHdG w surowicy szczurdéw, ktorym przez
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12 tygodni podawano 50 mg Cd/dm3. Natomiast Mezynska i wsp. [93] w watrobie szczuréw
karmionych dieta zawierajaca 1 1 5 mg Cd/kg przez 24 miesiagce wykazata wzrost stezenia 8-
OHJG przy nizszym poziomie narazenia po 17 i 24 miesigcach (odpowiednio 2- i 2,3-krotny),
natomiast przy wyzszym juz od 10. miesigca (od 2- do 2,4-krotnie). Takze u ludzi, w badaniach
prowadzonych przez Engstrom i wsp. [33] u mieszkanek Bangladeszu eksponowanych na kadm
z dieta 1 wodg pitng stezenie 8-OHdG w moczu bylo podwyzszone, a dodatnia korelacja
pomiedzy stezeniem tego biomarkera, a st¢zeniem kadmu w moczu potwierdza udziat tego
metalu w indukcji stresu oksydacyjnego.

Konsekwencja indukowanego przez kadm zwigkszenia st¢zenia RFT, w tym H2O; jest
uszkodzenie oksydacyjne biatek kostnych i nasilenie peroksydacji lipidow, co potwierdza
dodatnia korelacja pomiedzy st¢zeniem H202 a PC 1 LPO. Wzrost stezenia PC $§wiadczy o
rozwoju stresu oksydacyjnego i jest konsekwencja zmian w strukturze biatek kostnych i w
rezultacie utraty ich aktywnos$ci biologicznej. Nasilenie peroksydacji lipidow skutkuje
natomiast utrata integralnos$ci bton biologicznych, w tym lizosomalnych i uwolnieniem
enzymow hydrolitycznych do wngtrza komorki i ostatecznie zniszczeniem komorki [55].

Potwierdzeniem badan wtasnych sa wyniki uzyskane przez Brzoske i wsp. [15, 17].
Autorzy w tkance kostnej o strukturze gabczastej pochodzacej z odcinka proksymalnego kosci
udowej, u szczuréw narazanych na 5 i 50 mg Cd/dm?3 przez 6 miesiecy, wykazali obnizong
aktywnos¢ GPx, SOD i CAT oraz stezenie TAS w porownaniu do grupy kontrolnej. Przy obu
poziomach narazenia na ten toksyczny metal stwierdzono takze wzrost st¢zenia H2O2, PC, 8-
OHdG, TOS i OSI, a stezenie LPO bylo wyzsze jedynie przy narazeniu na 50 mg Cd/dm?3.
Natomiast w mozgu tych szczuréw przy narazeniu na 5 mg Cd/dm?, autorzy wykazali nizsza
niz w grupie kontrolnej, aktywno$¢ GPx, SOD i CAT oraz stgzenie TAS [13].

Rowniez badania Kosteckiej-Sochon i wsp. [69], przynajmniej czgsciowo, potwierdzajg
uzyskane w niniejszej pracy wyniki. Autorka w tym samym modelu do$wiadczalnym (12
miesieczna ekspozycja szczuréw na 5 i 50 mg Cd/dm?) ale w $liniance podjezykowej, wykazata
przy obu poziomach narazenia zmniejszenie aktywnosci SOD (odpowiednio o 26% 1 33%) i
GPx (odpowiednio 0 39% i1 38%) w stosunku do grupy kontrolnej. Nie odnotowata natomiast
wptywu kadmu na aktywno$¢ CAT w tym gruczole. Autorka stwierdzita réwniez, ze
ekspozycja na kadm w obu stezeniach prowadzita do wzrostu poziomu H2O> (odpowiednio o
26% i 96%) i LPO (odpowiednio 2,2-krotny i 3-krotny) oraz obnizenia TAS (odpowiednio o
49% i1 44%), wzrostu TOS (odpowiednio 1,7- i 2-krotnie) i OSI odpowiednio 2,7- i 3,1-krotnie

w poréwnaniu z grupg kontrolnag [70].
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Takze Al Ibrahim i wsp. [3] w ko$ci udowej u szczurdéw, ktorym podawali podskornie
3 mg Cd/kg m.c. przez 12 tygodni wykazali zahamowanie aktywnosci CAT, SOD i GPx
(odpowiednio o 36%, 29% 1 54%) oraz wzrost st¢zenia PC 0 81% 1 LPO o 79% w pordwnaniu
do kontroli. Rowniez Yang i wsp. [158] w homogenatach ko$ci udowej myszy narazanych na
50 mg Cd/L przez 12 tygodni stwierdzili nizszg aktywnos¢ CAT, SOD i GPx niz w grupie
kontrolnej, a uzyskane wyniki potwierdzili badaniami immunohistochemicznymi. Ponadto
ekspozycja na kadm u tych myszy prowadzita do wzrostu stezenia MDA w badanej tkance.

Yin i wsp. [161] w zuchwach myszy z nokautem genu Bmil (Bmil-/-) oceniali
aktywno$¢ SOD i GPx oraz markery uszkodzenia DNA (y-H2AX i 8-oksoguaning). Bmil
odgrywa wazna rolg¢ w stymulowaniu tworzenia zebiny i kosci wyrostka zgbodotowego zuchwy
poprzez utrzymywanie homeostazy redoks. Aktywno$¢ SOD i GPx u tych zwierzat byta nizsza,
natomiast stezeni y-H2AX i 8-oksoguaniny byto wyzsze w pordwnaniu do myszy kontrolnych.

Do zaburzenia rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej w kosciach zuchwy i tkankach
migkkich jamy ustnej prowadzi takze radioterapia [78]. W napromieniowanych tkankach ko$ci
zuchwy 1 jezyka szczurow, 28 dni po zastosowaniu pojedynczej dawki 30 Gy, stwierdzono
zwigkszong ekspresje 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny oraz obnizong ekspresj¢ SOD2.

Zaburzenia rownowagi redoks w tkance szczeki i zuchwy opisano réwniez u ludzi.
Borys i wsp. [10] wykazali, ze tytanowe implanty (stop tytanu Ti6Al4V) prowadza do
zaburzenia rownowagi redoks w tych tkankach. Autorzy w okostnej otaczajacej tytanowe
implanty zuchwy wykazali obnizenie aktywnosci SOD i stezenia TAS odpowiednio o 55% i
59%, natomiast poziom dialdehydu malonowego (MDA), 4-hydroksynonenalu (4-HNE), TOS
oraz OSI byly istotnie wyzsze w poréwnaniu z grupa kontrolng (odpowiednio o 29%, 114%,
99% i 250%).

Wyniki badan wlasnych oraz nieliczne dane innych autoréw wskazuja, ze cynk moze
odgrywa¢ wazna role w ochronie tkanki kostnej przed toksycznym dziataniem kadmu [15, 16,
85, 175].

Ochronne dziatanie cynku na kosci jest zlozone. Pierwiastek ten stymuluje wzrost
tkanki kostnej poprzez aktywacje enzymoéw wspomagajacych synteze¢ DNA, RNA 1 biatka.
Zwicksza réwniez aktywno$¢ osteoblastow i wspomaga synteze kolagenu. Z drugiej strony
hamuje osteoklastyczng resorpcje kosci i tym samym zwigksza obrot kostny na korzysé
tworzenia kosci [39, 175].

Ponadto cynk ma silne dzialanie przeciwutleniajace i jak wykazano w wielu badaniach,
moze chroni¢ przed indukowanym kadmem stresem oksydacyjnym w réznych tkankach i

narzadach oraz ostabiac¢ efekty dziatania tego toksycznego metalu [13, 15, 16, 45, 69, 70, 111,
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112]. Biorac powyzsze pod uwage wysunigto hipotezg, ze biopierwiastek ten bedzie mogh
przynajmniej czgsciowo chroni¢ przed zaburzeniami rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej w
tkance kostnej zuchwy 1 ostabia¢ uszkodzenia oksydacyjne makroczasteczek komdrkowych
bedace skutkiem stresu. Dotychczas nie badano jednak wptywu cynku na tkanke¢ kostng zuchwy
w warunkach narazenia na kadm, a niniejsze badania sg pierwszymi w tym zakresie.

Wyniki przeprowadzonych badan wtasnych jednoznacznie wskazuja, ze zwigkszona
podaz cynku 0 71% i 146% w stosunku do jego spozycia z dieta standardowa chroni
enzymatyczng barier¢ antyoksydacyjng 1 zapobiega oksydacyjnym uszkodzeniom
makromolekul komérkowych w warunkach umiarkowanego (5 mg Cd/dm®) i wzglednie
wysokiego (50 mg Cd/dm?®), dtugotrwatego narazenia na kadm. Wykazano, iz suplementacja
cynkiem podczas narazenia na kadm moze catkowicie zapobiega¢ zahamowaniu aktywnosci
GPx, SOD i CAT, a nawet zwigksza¢ aktywnos¢ CAT. Zwiekszona aktywnosci SOD i GPx
wynika z faktu, iz cynk jest kofaktorem SOD, a jego zwigkszone spozycie ulatwia
biodostepnos¢ selenu, ktory jest kofaktorem GPx [131]. Suplementacja cynkiem w warunkach
narazenia na kadm chroni takze przed obnizeniem TAS tkanki kostnej zuchwy. Ponadto
dodatnie korelacje mi¢dzy stezeniem tego biopierwiastka, a aktywnoscia GPx, SOD, CAT i1
TAS potwierdzaja mozliwo$¢ jego bezposredniego, korzystnego wplywu na enzymatyczng
barier¢ antyoksydacyjng i catkowity stan antyoksydacyjny tej tkanki.

Brzoska i wsp. [15] wykazali, ze suplementacja cynkiem podczas ekspozycji szczurow
na 5 i 50 mg Cd/dm?® przez 6 miesiecy catkowicie zapobiegta obnizeniu aktywnosci CAT i
czesciowo aktywnosci GPx, nie miata natomiast wptywu na aktywno$¢ SOD w tkance kosci
udowej. Natomiast Kostecka i wsp. [69] u tych samych zwierzat, co badane w niniejszej pracy,
wykazata ze zwiekszona podaz cynku (60 mg Zn/dm®) podczas narazenia jedynie na 5 mg
Cd/dm?® zapobiegata obnizeniu aktywnosci SOD w §liniance podjezykowej. Suplementacja
cynkiem podczas narazenia na kadm nie wptywata natomiast na aktywno§¢ CAT 1 GPx.

Waznym wynikiem niniejszej pracy jest wykazanie, iz podawanie cynku podczas
ekspozycji na kadm chroni przed nadmierng kumulacja nadtlenku wodoru w tkance kostnej
zuchwy 1 tym samym zapobiega rozwojowi stresu oksydacyjnego oraz jego skutkow.

W badaniach Sliwinskiego i wsp. [132] wykazano, ze cynk chroni ludzkie limfocyty
przed cytotoksycznoscia i genotoksyczno$ca H202, ale nasila jego toksycznos¢ w komorkach
raka ludzkiej biataczki szpikowej K562. Biopierwiastek ten w stg¢zeniach 10 - 1000 pM
zmniejszal zywotnos¢ komoérek nowotworowych i efekt ten, zwtaszcza przy niskich st¢zeniach
tego biopierwiastka, byl znacznie wyrazniejszy niz w normalnych komorkach. Cynk nie

wywotywat uszkodzen DNA w normalnych komorkach, ale powodowat je w komorkach
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rakowych. Hamowal w nich takze naprawe uszkodzen DNA indukowanych przez H20:.
Autorzy badan sugeruja, ze cynk moze chroni¢ normalne komorki przed dzialaniem
uszkadzajgcym DNA i nasila¢ to dziatanie w komodrkach nowotworowych, co wskazuje na
podwdjne dzialanie tego biopierwiastka w zaleznosci od komorek docelowych 1 moze by¢
przydatne w terapii nowotworowej.

Fakt, ze Zn catkowicie zapobiegal wywotanemu przez Cd wzrostowi stezen PC, LPO,
TOS, uszkodzen DNA/RNA oraz wartosci wskaznika OSI wskazuje, ze biopierwiastek ten
zapobiegat stresowi oksydacyjnemu i uszkodzeniom oksydacyjnym bialek, lipidow i kwasow
nukleinowych w tkance kostnej zuchwy. Ponadto wykazanie, ze suplementacja cynkiem (30 i
60 mg Zn/dm?®) u zwierzat nie narazanych na kadm obnizyta stezenie H2.O, i DNA/RNA w
tkance kostnej zuchwy, dostarcza waznych dowoddéw na bezposredni korzystny wpltyw tego
biopierwiastka na tg tkanke 1 potwierdza ochronny wptyw zwigkszonego spozycia cynku na
kumulacj¢ H202 i oksydacyjne uszkodzenia DNA/RNA wywotane przez Cd.

Takze w badaniach Brzoski i wsp. [15] wykazano, ze 6 miesi¢czne podawanie cynku w
stezeniu 30 i 60 mg/dm?® u szczuréw narazanych na kadm znaczaco obnizyto stezenie 8-OHdG,
PC, LPO, TOS oraz wartosci OSI w tkance kostnej kosci udowej w stosunku do zwierzat
kontrolnych. Ponadto sam cynk, tak jak w niniejszej pracy, znacznie obnizyt stezenie 8-OHdG
(odpowiednio o0 64% 1 62%) wzgledem grupy kontrolne;.

Potwierdzeniem badan wilasnych sa wyniki uzyskane przez Kostecka-Sochon 1 wsp.
[70] w tym samym modelu do$wiadczalnym. Autorzy stwierdzili, ze cynk catkowicie
zapobiegal wzrostowi stezenia H2O», LPO, TOS i OSI oraz chronit przed obnizeniem TAS w
sliniance podjezykowej szczurow.

Brak danych literaturowych dotyczacych tematyki niniejszej pracy nie pozwala na
szersza dyskusje wynikow badan wtasnych.

Najwazniejszym wynikiem przeprowadzonych badan jest wykazanie, iz podawanie
zwierzetom cynku podczas ekspozycji na kadm w istotny sposob chroni przed nadmierng
kumulacja H202, obnizeniem aktywnosci GPx, SOD i CAT oraz oksydacyjnymi uszkodzeniami
bialek, lipidow 1 kwasow nukleinowych.

Biorac pod uwage wyniki badan uzyskanych w niniejszej pracy, jak rowniez innych
autorow, mozna wnioskowaé, ze ochronne dziatanie cynku, w warunkach narazenia na kadm
mozna wytlumaczy¢ bezposrednim dziataniem antyoksydacyjnym tego biopierwiastka lub jego
interakcja z kadmem [15 - 17, 45, 69, 70, 111, 112]. Oba metale wspotzawodniczg na etapie
absorpcji w przewodzie pokarmowym o te same biatka transportujace [6]. Dlatego tez, dieta

bogata w cynk moze obniza¢ wchianianie kadmu z jelit, a tym samym jego kumulacje w
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organizmie i w rezultacie zmniejsza¢ dzialanie toksyczne tego metalu. W niniejszym badaniu
stezenie Cd w tkance kostnej zuchwy u szczurdw, ktore byty suplementowane cynkiem podczas
narazenia na 5 i 50 mg Cd/dm® bylo nizsze niz u zwierzat, ktérym nie podawano tego
biopierwiastka.

Ochronna rola cynku w warunkach narazenia na kadm zwigzana jest roOwniez ze
zdolnoscig tego biometalu do indukcji syntezy MT w réznych tkankach organizmu, gtownie w
watrobie i nerkach, ale takze w tkance kostnej, ktéra wigze kadm w kompleksy Cd-MT i
odgrywa znaczaca role w jego detoksykacji [6, 9, 14, 112]. Jony Cd?* zwiazane z MT nie
wykazuja dziatania toksycznego, a zatem nie indukujg tez stresu oksydacyjnego.

W $wietle dostepnych danych literaturowych przedstawiana praca jest pierwsza, w
ktorej oceniano i wykazano ochronny wptyw zwigkszonego spozycia cynku wobec zaburzen
rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej w tkance kostnej zuchwy szczuréw podczas ekspozycji
na kadm. Wyniki badan wlasnych jednoznacznie wskazuja, iz zwigkszenie podazy tego
biopierwiastka o 71% oraz 146% w warunkach umiarkowanego (5 mg Cd/dm?®) i wzglednie
wysokiego (50 mg Cd/dm?®) przewleklego narazenia na kadm zwigksza aktywno$é¢ GPx, SOD i
CAT oraz catkowicie zapobiega nagromadzeniu H2O2 i chroni przed oksydacyjnymi
uszkodzeniami biatek, kwasow nukleinowych i lipidow.

Wykazanie w modelu doswiadczalnym umiarkowanego i wzglednie wysokiego
narazenia czlowieka na Cd, Ze suplementacja Zn ma ochronny wplyw na zaburzenia
metabolizmu tkanki kostnej wywotane przez ten toksyczny metal i wynika ze zdolnosci tego
biopierwiastka do zapobiegania stresowi oksydacyjnemu i jego skutkom, jest najwazniejszym,
a zarazem praktycznym odkryciem tego badania. Moze bowiem stanowi¢ przestanke do
podjecia badan majacych na celu wykorzystanie preparatow cynkowych w profilaktyce

zagrozen dla zdrowia u os6b narazonych na kadm.
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VI1I. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan wysunigto nast¢pujace wnioski:

1.

Umiarkowane i wzglednie wysokie narazenie przewlekle na kadm indukuje stres
oksydacyjny w tkance kostnej zuchwy szczura. Charakter i nasilenie zmian nie zalezny
od poziomu narazenia na ten ksenobiotyk.

Kadm ostabia enzymatyczng barierg antyoksydacyjng (obnizenie aktywnosci SOD, CAT
1 GPx) oraz zwigksza oksydacyjne uszkodzenia kwasow nukleinowych, biatek i lipidow
(wzrost stezenia DNA/RNA, PC i LPO) w tkance kostnej zuchwy.

Chroniczna ekspozycja na kadm obniza calkowity potencjal antyoksydacyjny (TAS)
tkanki kostnej zuchwy i zwigksza catkowity stan oksydacyjny (TOS) oraz wskaznik
stresu (OSI).

Zwigkszenie podazy cynku o 71% w przypadku braku narazenia na kadm obniza
stezenie nadtlenku wodoru oraz zmniejsza oksydacyjne uszkodzenia DNA/RNA.
Zwigkszenie podazy cynku o 146% w sytuacji braku narazenia na kadm obniza
aktywnos¢ GR, zmniejsza oksydacyjne uszkodzenia DNA/RNA i peroksydacje lipidow
oraz stg¢zenie nadtlenku wodoru w tkance kostnej zuchwy.

Zwigkszenie podazy cynku w stosunku do spozycia tego biopierwiastka z dieta
standardowa o 71% i 146% w warunkach narazenia na kadm catkowicie chroni przed
utlenianiem kwasow nukleinowych, biatek i lipidow oraz zapobiega nagromadzeniu
H>0> w badanej tkance.

Zwigkszenie spozycia cynku o 71% podczas umiarkowanego 1 wzglgednie wysokiego
narazenia na kadm nie tylko catkowicie zapobiega powodowanemu przez ten
ksenobiotyk obnizeniu TAS, ale rowniez chroni przed wzrostem TOS, co skutkuje
zmniejszonym rozwojem stresu oksydacyjnego w tkance kostnej zuchwy.

Zwigkszenie podazy cynku o 146% podczas umiarkowanego i wzglednie wysokiego
narazenia na kadm calkowicie zapobiega powodowanemu przez ten ksenobiotyk
obnizeniu TAS 1 zwigkszeniu wskaznika stresu OSI oraz cze$ciowo chroni przed
wzrostem TOS.

Podawanie cynku podczas ekspozycji na kadm zapobiega rozwojowi stresu

oksydacyjnego i jego skutkow w tkance kostnej zuchwy.
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VI1I. Streszczenie w jezyku polskim

Stres oksydacyjny lezy u podstaw rozwoju licznych schorzen w organizmie, w tym jamy
ustnej, wliczajac stany zapalne tkanek migkkich oraz destrukcj¢ tkanek kostnych narzadu zucia
[10, 67, 70, 78, 161].

Stres oksydacyjny jest takze jednym z mechanizméw dziatania toksycznego wielu
ksenobiotykéw, na ktére cztowiek moze by¢ narazony przez cate zycie, w tym kadmu, ktory
nalezy do najbardziej toksycznych metali cigzkich [5, 27, 28, 49, 92, 150]. Diugotrwata, niska
ekspozycja na ten pierwiastek, ktora aktualnie ma miejsce w krajach wysoko
uprzemystowionych, moze negatywnie wplywac¢ na kosci i przyczynia¢ si¢ do rozwoju
schorzen uktadu kostnego [19, 150]. Ze wzgledu na fakt, iz narazenie na kadm bedzie wzrastato
poszukuje si¢ sposoboéw, pozwalajacych ograniczy¢ jego wchianianie z diety oraz niekorzystny
wplyw na zdrowie. Szczegdlng uwage zwraca si¢ na mozliwo§¢ wykorzystania w tym celu
czynnikow  pokarmowych o wlasciwosciach antyoksydacyjnych, wliczajac cynk.
Biopierwiastek ten moze chroni¢ przed rozwojem stresu oksydacyjnego indukowanego przez
kadm w narzadach migzszowych [13, 45, 70, 111], dlatego tez w badaniach wtasnych oceniano,
czy zwickszona podaz cynku moze chroni¢ przed stresem oksydacyjnym réwniez w tkance
kostnej zuchwy.

Badania przeprowadzono na dorostych szczurach, samcach szczepu Wistar
[Crl:WI(Han)], ktéorym podawano wodny roztwor chlorku kadmu (CdCl) o st¢zeniu 5 lub 50
mg Cd/dm3 i/lub roztwor chlorku cynku (ZnCly) o stezeniu 30 lub 60 mg Zn/dm?® oraz pasze
standardowg typu LSM przez 12 miesigcy.

Dokonano oceny stanu antyoksydacyjnego (GPx, SOD, CAT, GR i TAS) i stanu
oksydacyjnego (H202) oraz stopnia nasilenia stresu oksydacyjnego (OSI) w tkance kostnej
zuchwy, jak rowniez biomarkerow uszkodzen oksydacyjnych lipidow (LPO), bialek (PC) 1
kwasow nukleinowych (DNA/RNA) oraz stezenia Cd i Zn w tym narzadzie.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze zaréwno umiarkowana (5 mg Cd/dm?®)
jak i wzglednie wysoka (50 mg Cd/dm?), chroniczna ekspozycja szczuréw na kadm powadzita
do ostabienia enzymatycznej bariery antyoksydacyjnej, wzrostu st¢zenia prooksydantow, a w
rezultacie rozwoju stresu oksydacyjnego i1 modyfikacji oksydacyjnych lipidow, bialek i
DNA/RNA w tkance kostnej zuchwy.

Najwazniejszym wynikiem badan wlasnych jest wykazanie, po raz pierwszy, ze

zwiekszenie spozycia cynku o 71% 1 o 146% podczas ekspozycji na kadm w istotny sposob
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chroni przed nadmierng kumulacja H202, obnizeniem aktywnos$ci GPx, SOD i CAT oraz
oksydacyjnymi uszkodzeniami biatek, lipidow i kwasow nukleinowych tego narzadu.

Badania bedace przedmiotem niniejszej pracy dostarczyty wiarygodnych dowodow, iz
jony Zn?* moga chronié¢ tkanke kostna przed uszkodzeniem powodowanym umiarkowanym i
wzglednie wysokim narazeniem chronicznym na kadm. Przeprowadzone badania maja nie
tylko warto$¢ naukowa i poznawczag, ale rowniez istotne implikacje praktyczne. Wyniki badan
wilasnych, wraz z rezultatami wczes$niej przeprowadzonych badan w tym samym modelu
doswiadczalnym, pozwalajg sadzi¢, iz suplementacja cynkiem moze znalez¢ zastosowanie w
profilaktyce zagrozen dla zdrowia wynikajacych z ekspozycji na kadm. Nalezy jednak
podkresli¢, ze mozliwo$¢ zastosowania cynku w zapobieganiu skutkom narazenia na kadm, w

tym jego dziataniu toksycznemu na tkanke kostng zuchwy u ludzi wymaga dalszych badan.
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IX. Streszczenie w jezyku angielskim

Oxidative stress underlies the development of numerous diseases in the body, including
oral cavity, such as inflammation of soft tissues and destruction of bone tissues of the
masticatory apparatus [10, 67, 70, 78, 161].

Oxidative stress is also one of the mechanisms of toxicity of many xenobiotics, which a
person can be exposed to throughout life, including cadmium, which is one of the most toxic
heavy metals [5, 27, 28, 49, 92, 150]. Long-term, low exposure to this element, which currently
occurs in highly industrialized countries, can negatively affect the bones and contribute to the
development of bone diseases [19, 150]. Due to the fact that the risk of exposure to cadmium
will increase in the future, solutions are being sought to limit its absorption from the diet and
adverse effects on health. Particular attention is paid to the possibility of using for this purpose
nutrients with antioxidant properties, including zinc. This bioelement can protect against the
development of cadmium-induced oxidative stress in parenchymal organs [13, 45, 70, 111],
therefore, in own research, it was examined whether an increased supply of zinc can also protect
against oxidative stress in the mandibular bone tissue.

Studies were conducted in adult male rats of Wistar strain [Crl:WI(Han)] who were
treated with cadmium chloride (CdClz) aqueous solution with concentration of 5 or 50 mg
Cd/dm?3 and/or zinc chloride (ZnCl,) solution with concentration of 30 or 60 mg Zn/dm? and
LSM standard feed for 12 months.

Antioxidant status (GPx, SOD, CAT, GR, and TAS) and oxidative status (H20.) were

assessed, as well as the degree of severity of oxidative stress (OSI) in the mandibular bone
tissue, as well as biomarkers of oxidative damage to lipids (LPO), proteins (PC), and nucleic
acids (DNA/RNA), and Cd and Zn concentrations in this organ.
Conducted studies have shown that both moderate (5 mg Cd/dm?) and relatively high (50 mg
Cd/dm?3) chronic exposure of rats to cadmium led to a weakening of the enzymatic antioxidant
barrier, an increase in the concentration of prooxidants, and as a result, the development of
oxidative stress and oxidative modifications of lipids, proteins and DNA/RNA in the
mandibular bone tissue.

The most important result of own research is demonstration, for the first time, that an
increase in zinc intake of 71% and 146% during exposure to cadmium significantly protects
against excessive accumulation of H20», decrease in the activity of GPx, SOD and CAT, as

well as oxidative damage to proteins, lipids and nucleic acids of this organ.
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The studies in this paper provide solid evidence that Zn?* ions can protect bone tissue
from damage caused by moderate to relatively high chronic exposure to cadmium. The research
carried out has not only scientific and cognitive value, but also important practical implications.
The results of own research, together with the results of previous research in the same
experimental model, suggest that zinc supplementation can be used in the prevention of health
risks arising from exposure to cadmium. However, it should be stressed that the possibility of
using zinc to prevent the effects of exposure to cadmium, including its toxicity to the human

mandibular bone tissue, requires further studies.
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XIll. Zgoda Komisji Etycznej

przeprowadzone zostaly badania.

LOKALNA KOMISJA ETYCZNA
“% Spraw Doswiadcze na Zwlerzgtach
_ w Biatymstoku
AKLAD FIZJOLOGH DOSWI
AKADEMIA MEDYCZNA
'5-04% Bialystok, ul. Micklewicza 2A
‘ol.fax (0-85) 748 58 09

i Kierownika Zakladu,

w ktorym

Nr opinii 2004/03
Data 2004-02-25
Nr wniosku | 2004/03
Data 2004-01-26

OPINIA
LOKALNEJ KOMISJI ETYCZNEJ

(Kopia wniosku jest integralng cz¢scig opinii)

Lokalna Komisja Etyczna ds. Do$wiadczen na Zwierzetach w Biatymstoku
rozpatrzyla na posiedzeniu w dniu 25.02.2004 r. wniosek o realizacje projektu p.t.:

Ocena wptywu suplementacji cynkiem na stan kosci szczuréw po

dtugotrwatym narazeniu na kadm stanowigcym odpowiednik ekspozyciji

zawodowej i Srodowiskowej cztowieka.

zlozony przez Dr n. med. Elzbiete Kulikowska - Karpiriska

zatrudniong w Zaktadzie Toksykologii Akademii Medycznej w Biatymstoku

i uznala realizacje tego projektu za:

E] dopuszczalng (D)

Ustalono, ze:

1. Doswiadczenia nalezy zaliczy¢ do kategorii:
« badania na zywych kr¢gowcach
« testy na zywych kregowcach

D niedopuszczalng (N)

+ doswiadczenia na zywych kregowcach dla celéw dydaktycznych

2. Najwyzsza warto$¢ stopnia inwazyjnosci proponowanych procedur nie przekracza

3. Do$wiadczenia moga by¢ wykonywane na zwierzetach

=

Lp. |Gatunek

Liczba zwierzat

1) |Szczur Wistar

200

Szczegblowe uzasadnienie

Projekt nie budzi zastrzezen pod wzglgdem celowosci jego wykonania (zostato to szczegtowo
uzasadnione), ilosci uzytych zwierzat oraz samej procedury przeprowadzenia doéwiadczen.
Komisja Etyczna wyraza zgodg na realizacje projektu. Niniejsza opinia zostata wystawiona na

okres 01.10.2004 - 30.09.2006 i dotyczy 200 szczuréw w tym 200 szt. o stopniu inwazyjnosci 2.

Odwolanic od ninicjszej opinii do KKE w Warszawic przysluguje kicrownikowi jednostki i wnioskodawcy. Odwolanie sklada sic za

posrednictwem lokalnej komisji, kiéra wydala opinig, w terminie jednego micsiaca od dnia otrzymania tej opinii (Dz. U. Nr 38 poz. 361 art.

30 z dnia 21 kwictnia 1999r).

Migjsce: Bialystok
Data: 2004-02-25

PRZEWODNICZACA
j

doSplt'o inej Komis|i E

gtach

prof. b. Eﬂ@fé}

107



NCZN
+P Y UNIWERSYTET MEDYCZNY W BIALYMSTOKU
ZAKLEAD TOKSYKOLOGII
ul. Mickiewicza 2 C, 15-222 Biatystok
Tel./fax: (85) 748 56 04
e-mail: toxic@umb.edu.pl
Kierownik Zaktadu: prof. dr hab. n. med. Matgorzata M. Brzéska

Biatystok, 08.06.2022

Niniejszym wyrazam zgode na wykorzystanie materiatu biologicznego (kosci
zuchwy szczurow) pobranego i zabezpieczonego podczas doswiadczenia na
zwierzetach prowadzonego w Zaktadzie Toksykologii Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku pt. ,Ocena wptywu suplementacji cynkiem na stan ko$ci szczuréw po
diugotrwatym narazeniu na kadm stanowiacym odpowiednik ekspozycji zawodowej i
$rodowiskowej cztowieka”, na ktére uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzetach w Biatymstoku nr 2004/03, do realizacji pracy doktorskiej
lek. dent. Kamila Bijowskiego przygotowywanej pod kierunkiem dr hab. Ewy
Dabrowskiej.

KIEROWNIK
Zakladu Toksykologi

Womn

prof. dr hab. Malgorzata M. Brzoska
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