9. STRESZCZENIE

Kadm (Cd) nalezy do podstawowych zanieczyszczen chemicznych srodowiska, ktérych
obecnos¢ nawet w niewielkich st¢zeniach moze wywotaé efekt toksyczny. Bezwzgledna
toksycznos$¢ jego, tatwos¢ wchlaniania, zdolno$¢ do bioakumulacji w organizmach zywych
1 biomagnifikacji w tancuchu troficznym powoduje, ze pierwiastek ten stanowi coraz wiek-
sze zagrozenie dla zdrowia zwierzat oraz ludzi, co potwierdzone jest duzg liczbg badan i
doniesien naukowych.

Cd wchtaniania si¢ do organizmu zwierzgcego glownie droga oddechowg oraz pokar-
mow3g, powodujgc znaczne uszkodzenia narzadéw wewnetrznych. Najwieksze gromadze-
nie si¢ tego pierwiastka stwierdza si¢ w watrobie i nerkach (70%).

Giéwnym mechanizmem toksycznego dziatania Cd jest wywotywanie stresu oksyda-
cyjnego oraz peroksydacja lipidéw bton komérkowych. Stres oksydacyjny pod wptywem
Cd zachodzi posrednio jako konsekwencja zwigkszonego stezenia reaktywnych form tlenu,
takich jak: rodnik hydroksylowy, anionorodnik ponadtlenkowy, tlen singletowy, nadtlenek
wodoru czy nadtlenoazotyn, co prowadzi do zmian w metabolizmie i strukturze komodrek
oraz ich nieodwracalnego uszkodzenia. Cd wykazuje powinowactwo do grup tiolowych
transporterow nukleotydéw adeninowych, ktére usytuowane sg w wewnetrznej btonie mi-
tochondrialnej i aczac si¢ z nimi powoduje wzrost przepuszczalnosci bton.

Zwigkszona liczba RFT moze wystapi¢ takze w przypadku zaburzonej ich eliminacji, w
warunkach ostabienia lub catkowitego zahamowania dziatania systemu antyoksydacyjnego
komorki. RFT reaguja stosunkowo tatwo z wielonienasyconymi kwasami ttuszczowymi
doprowadzajac do peroksydacji lipidéw bton komdrkowych, co przyczynia si¢ do zmian w
funkcjonowaniu blonowych biatek enzymatycznych, zaniku integralnosci btony komoérko-
wej 1 naruszenia gradientu jonowego bton komérkowych.

Kolendra siewna (Coriandrum sativum L.) jest jednoroczng rosling zielng uprawiang
gtownie z uwagi na silnie aromatyczne -w okresie wegetacji- zielone cze$ci, a takze nasio-
na, z ktérych pozyskuje si¢ olejek eteryczny. W swym sktadzie chemicznym zar6wno ziele
jak 1 nasiona kolendry zawieraja znaczng ilo$¢ substancji aktywnych biologicznie, ktdre
maja duze znaczenie prozdrowotne. Zwigzki te zawarte w poszczegdlnych czesciach ro-
sliny, jak w jej ekstraktach wykazuja szeroki zakres dziatania leczniczego, takich jak: dzia-
tanie antybiotyczne, przeciwcukrzycowe, antyutleniajace, przeciwrobacze, uspokajajgco-
nasenne, przeciwdrgawkowe, obnizajace poziom cholesterolu, dziatanie antynowotworowe
1 hepatotropowe.

Przypuszcza¢ mozna, iz kolendra ze wzgledu na swoje wlasciwosci, moze mie¢ protek-
cyjny wplyw na organizm w przypadku narazenia na kadm. Wyciggi z nasion i lisci kolen-
dry a takze olejki eteryczne posiadaja wiasciwosci antyoksydacyjne, gléwnie ze wzgledu

na obecnos¢ w nich zwiazkéw terpenowych: kamfory, limonenu, alfa-pinenu, geraniolu

96




oraz flawonoidéw. Zwigzki te wykazujg zdolno$¢ do wiazania i neutralizowania wolnych
rodnikéw, reaktywnych form tlenu oraz chelatowania metali ciezkich.

Celem badan byto okreslenie przydatnosci stosowania bioaktywnych sktadnikéw ko-
lendry siewnej (Coriandrum sativum) w przeciwdziataniu toksycznosci kadmu u szczuréw.

Doswiadczenie przeprowadzono na 60 szczurach szczepu Wistar (30 samcach
1 30 samicach) w standardowych warunkach wiwaryjnych (temperatura 22 + 2°C, wilgot-
nos¢ wzgledna 53,7 + 4,2 %, cykl jasno$é/ciemnosé — 12h/12h). Przez okres pierwszych 14
dni zwierzgta poddane byty adaptacji do warunkéw zwierzetarni przy zapewnieniu im sta-
tego dostgpu do wody i paszy kontrolnej o sktadzie: maczka rybna (65% CP), plazma krwi
(75% CP), skrobia kukurydziana, olej sojowy, premiks mineralny, premiks witaminowy,
DL-metionina, celuloza.

Po aklimatyzacji szczury podzielono na dwie grupy kontrolne i trzy grupy do$wiadcza-
ne, po 6 samcéw i 6 samic w kazdej. Przez okres pierwsych 5 tygodnii do$wiadczenia
wszystkie szczury otzymywaty te samg pasze pasze dowoli. Szczury grupy kontroli ujem-
nej otrzymywaty wode bez dodatku Cd, za$ szczury pozostatych otrzymywaly wode w
ilosci 200 ml/dzief z dodatkiem z dodatkiem chlorku kadmu (CdCl; - 4,43 g/l; Aldrich
Chemical Co.). Przez okres ostatnich 5 tygodnii do$wiadczenia SZCzury zywiono paszg
kontrolng z dodatkiem lub bez dodadtku ekstraktéw kolendry siewnej:

- Grupa K+ - grupa kontrolna dodatnia — woda z CdCl, + pasza kontrolna

- Grupa K- — grupa kontrolna ujemna — woda bez CdCl, + pasza kontrolna

- Grupa do$wiadczalna (Cd+CSE) - woda z CdCl, + pasza z 0,25% wyciagiem z nasion
kolendry

- Grupa doswiadczalna (Cd+CLE) - woda z CdCl, + pasza z 0,25% wyciagiem z lisci
kolendry

- Grupa doswiadczalna (Cd+CL) - woda z CdCl: + pasza z 5% suszonymi li$émi ko-
lendry

Okreslono ilos¢ spozytej paszy oraz wody, a takze przyrosty masy ciala u badanych
osobnikow.

Po okresie 12 tygodni trwania do$wiadczenia zwierzeta usmiercono przy uzyciu
dwutlenku wegla (CO 2) w celu pozyskania materiatu do badan. Do analiz pobrano krew,
watrobe, nerki, siers¢ i kat, ktére przechowywano w temperaturze -20°C do czasu wyko-
nania analiz.

Okreslenie zwigzkéw czynnych zawartych w owocach i lisciach kolendry siewnej do-
konano przy uzyciu tandemowej spektrometrii mas (HPLC-DAD/ESI-TOF-MS). Przy
uzyciu techniki chromatograficznej w potaczeniu ze spektrometria masowa zdentifikowano
14 skfadnikéw aktywnych biologicznie w metanolowym wyciagu z nasion kolendry siew-
nej, natomiast w wyciagu z lisci wyizolowano 22 aktywne biologicznie sktadniki.

Zawartos¢ kadmu, miedzi, zelaza, cynku w tkankach i narzadach wewnetrznych sam-

cOw i samic szczuréw okreslono przy uzyciu spektrometru absorpcji atomowej ze wzbu-
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dzeniem elektrotermicznym i deuterowg korekcjg tta Zeeman, SpektrAA 220Z (Varian
Australia) oraz spektrometru absorpcji atomowej ze wzbudzeniem w ptomieniu, powietrze-
acetylen, Avanta PM (GBC, Australia)

Oceng ukladu antyoksydacyjnego szczuréw wykonano przy uzyciu testu immunoen-
zymatycznego ELISA oznaczajac aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy, a
takze st¢zenia glutationu w surowicy krwi szczuréw.

Badanie morfologiczne krwi obejmowato okreslenie liczby biatych krwinek (WBC),
limfocytéw (LYM), granulocytéw (GRAN), czerwonych krwinek (RBC), okre$lenie war-
tosci hematokrytowej (HTC), st¢zenie hemoglobiny (HGB), a takze liczby ptytek krwi
(PLT):

W badaniu biochemicznym okreslono st¢zenie biatka catkowitego (TP), kreatyniny
(CREA), a takze aktywnosci aminotransferazy alaninowej (ALT) oraz aminotransferazy
asparaginowej (AST), fosfatazy zasadowej (ALP) oraz amylazy (Amyl).

W badaniach wtasnych nie stwierdzono istotnych réznic migdzy $rednimi wartosciami
masy ciata w poszczegblnych grupach samic oraz samcow szczuréw.

Najwigksze spozycie wody przez samice zaobserwowano w pierwszym tygodniu, na-
tomiast najmniejsze w siddmym tygodniu trwania do§wiadczenia. Wykazano wystepowa-
nie istotnych statystycznie réznic w spozyciu wody pomie¢dzy samcami a samicami w 9
oraz 12 tygodniu doswiadczenia.

Najwigksza ilo$¢ spozywanej paszy zaobserwowano u samic w trzecim tygodniu trwa-
nia doswiadczenia, gdy wszystkie grupy spozywaly pasze kontrolng natomiast najmniejszg
w dziewigtym tygodniu, kiedy to grupy doswiadczalne otrzymywaly pasze z dodatkiem
réznych frakcji kolendry. Istotne statystycznie r6znice w ilosci spozywanej paszy pomig-
dzy nie wystapily pomie¢dzy poszczegdlnymi grupami samic szczuréw.

Najwieksza 1los¢ paszy samce szczurOw spozywaly w pierwszym tygodniu trwania do-
swiadczenia, natomiast najmniejszg w dziewigtym tygodniu. Zaobserwowano istotne staty-
stycznie réznice w ilosci spozywanej paszy pomiedzy samcami a samicami wszystkich
grup w tygodniu pigtym (p = 0,0000083), széstym (p = 0,04), 6smym (p = 0,01) oraz
dziewiatym (p = 0,03) trwania doswiadczenia.

Grupy szczuréw intoksykowanych CdCl, wykazywaty tendencje do zmniejszania przy-
rostOw masy ciala w nastgpstwie ekspozycji na Cd wraz z biegiem czasu. Najwiekszy spa-
dek zaobserwowano w grupie kontrolnej dodatniej otrzymujacej chlorek kadmu i pasze¢
kontrolng w poréwnaniu do innych grup. Stwierdzono wystepowanie istotnych statystycz-
nie réznic w Sredniej zawartosci kadmu we krwi samic pomigdzy grupg kontrolng dodatnig
a ujemng oraz mi¢dzy ujemng a pozostatymi doswiadczalnymi.

Istotne statystycznie réznice w $redniej zawartosci kadmu nie wystapily w narzadach
wewnetrznych oraz tkankach samcoéw szczuréw.

Zobserwowano wystgpowanie istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupg kontrolng

dodatnig a ujemng, a takze grupg kontrolng ujemng a pozostalymi grupami doswiadczal-
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nymi w zawartosci miedzi w watrobie, nerkach oraz kale. Zobserwowano wystepowanie
istotnych statystycznie r6znic w koncentracji miedzi w watrobie, u samcéw pomiedzy gru-
pg kontrolng ujemng K- a grupami do$wiadczalnymi Cd+CSE oraz Cd+CL.

Istotne statystycznie réznice w zawartosci miedzi zaobserowano takze w kale samcéw
pomiedzy grupg kontrolng dodatnia K+ a ujemna oraz miedzy grupa kontrolng ujemng a
grupami doswiadczalnymi Cd+CSE, Cd+CLE; Cd+CL.

W niniejszym do$wiadczeniu zaobserwowano istotny wzrost stezenia glutationu u sa-
mic grupy kontrolnej dodatniej w poréwnaniu do kontroli ujemne;j. Swiadczyé to moze o
odpowiedzi ukfadu antyoksydacyjnego na ekspozycje na kadm. Zaréwno u samic jak i
samcow grup doswiadczalnych stezenie GSH byto nizsze w poréwnaniu do osobnikéw
grupy kontrolnej dodatniej, co moze sugerowaé¢ na zdolno$¢ zwigkszania aktywnosci en-
zymoOw oksydacyjnych przez przeciwutleniacze zawarte w kolendrze siewnej, co w konse-
kwencji prowadzi do ostabienia mechanizméw antyoksydacyjnych i zmniejszenia stezenia
glutationu.

W dos$wiadczeniu wykazano takze wzrost aktywnosci katalazy w grupach kontrolnych
dodatnich samcéw i samic w poréwnaniu do grup kontrolnych ujemnych i pozostatych
grup doswiadczalnych obu pici. Wynik ten wskazywaé moze na odpowiedz uktadu antyok-
sydacyjnego na stres wywotany ekspozycja na kadm.

Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej byta wyzsza u samcéw grupy Cd+CL w po-
rownaniu do grupy kontrolnej ujemnej, co sugerowa¢ moze fakt, iz liscie kolendry siewnej
zawierajg wiecej przeciwutleniaczy zwigkszajacych aktywno$é enzyméw antyoksydacyj-
nych.

Badane parametry krwi pelnej miescily si¢ w granicach norm referencyjnych przyje-
tych dla tego gatunku zwierzat z wyjatkiem liczby limfocytéw, ptytek krwi oraz poziomu
hematokrytu. Zaobserwowano natomiast, iz ilos¢ PLT we krwi peinej byta najnizsza w
grupie kontrolnej ujemnej, natomiast w grupach doswiadczalnych (otrzymujacych rézne
frakcje kolendry w paszy) wyzsza (nawet wyzsza niz w K+) Wzrost liczby ptytek krwi u
obu pici i zmniejszenie dziatania toksycznego kadmu mozna przypisaé chelatujgcym meta-
le cigzkie wlasciwosciom bioaktywnych zwigzkéw zawartych w kolendrze.

Aktywno$¢ enzyméw watrobowych takich jak ALT i AST u badanych osobnikéw
znacznie przewyzszata gérng granicg normy wartosci referencyjnych tych parametréw dla
szczuréw, co wsl}azywaé moze na hepatotoksyczne dziatanie kadmu. Jednak da sie zauwa-
zy¢, iz aktywnos¢ enzyméw watrobowych w grupach do$wiadczalnych otrzymujacych w
wodzie do picia chlorek kadmu, a w pozywieniu r6zne frakcje kolendry byta nizsza w po-
réwnaniu do grupy kontrolnej dodatniej, ktéra otrzymywata chlorek kadmu w wodzie do
picia, natomiast zywiona byla pasza standardowa, co moze $wiadczyé o hepatoprotekcyj-
nych wiasciwosciach substancji zawartych w kolendrze.

W wyniku analizy wynikéw przeprowadzonych badan mozna wysungé nastepujace

wnioski:
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1. Rozmieszczenie kadmu w organizmie szczuréw intoksykowanych CdCl, w
wodzie do picia wykazuje zréznicowanie, ktére jest niezalezny od pici. Najwyzsza
zawartos$¢ kadmu wystepuje w kale, nizszg w watrobie i nerkach, natomiast najniz-
szg we krwi.

2. Najsilniej wyrazone protekcyjne dziatanie bioaktywnych sktadnikéw
kolendry wykazano w grupie szczuréw intoksykowanych CdCl, w wodzie do picia
w dawce 4 mmg/kg mc. otrzymujacych w pozywieniu pasz¢ z dodatkiem ekstrak-
téw z suszonych lisci i z nasion kolendry kolendry siewne;j.

3. Intoksykacja szczuréw CdCl, w wodzie do picia w dawce 4 mmg/kg mc. nie
powoduje istotnego zahamowania wzrostu a jedynie zmniejsza przyrosty masy cia-
ta proporcjonalnie do czasu ekspozycji, za$ stosowanie dodatku ekstraktéw z lisci i
z nasion kolendry siewnej do paszy szczuréw znosi to dzialanie.

4. Intoksykacja szczuréw CdCl, w wodzie do picia w dawce 4 mmg/kg mc.
przez 10 tygodnii wywoluje trobocytopenie, ktérej mozna zapobiegaé stosujaé pa-
sz¢ z dodatkiem ekstraktow z lisci i z nasion kolendry siewne;.

5. Zywienie szczuréw pasza z dodatkem ekstraktéw z lisci i z nasion kolendry
siewnej zapobiega wzrostowi poziomu enzymOw watrobowych w warunkach in-
toksykacji CdCl, w wodzie do picia.

6. Intoksykacja szczuréw CdCl, w wodzie do picia w dawce 4 mmg/kg mc.
przez 10 tygodnii wywotuje wzrost st¢zenia glutationu oraz aktywnosci katalazy i
dysmutazy ponadltenkowej, ktéremu mozna zapobiega¢ stosujac pasze z dodatkiem
ekstraktéw z lisci 1 z nasion kolendry siewne;.

7. Wyniki te sugeruja, ze bioaktywne skladniki zawarte w liSciach i nasionach
kolendrze siewnej wiaza kadm w $wietle przewodu pokarmowego i zwigkszajg je-
go wydalanie z katem oraz zwiekszajg wydalanie wchionigtego Cd z organizmu
szczuréw intoksykowanych CdCl> w wodzie do picia.

8. [Ekspozycja szczuréw na dzialanie kadmu w wodzie do picia w dawce
4mg/kg m.c. przez 10 tygodnii istotnie wptywa na zawarto$¢ Zn, Cu, Fe, w tkan-

kach, niezaleznie od obecnosci bioaktywnych sktadnikéw kolendry w pozywieniu.
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