Summary

Cadmium (Cd) is an environmental and industrial pollutant of growing concern that
adversely affects various organs in human and animals. This study was carried out to
investigate the protective potentials of bovine milk proteins (casein, whey proteins) on
Cd-induced toxicity throughout in vitro and in vivo studies.

The in vitro study was performed by testing different concentration of Cd on
fibroblast cell culture after the addition of different concentrations of casein and whey
peptides by the use of the Electric Cell substrate Impedance Sensing (ECIS) assay. While
the in vivo study was conducted on 72 male and female albino Wistar rats strain
randomly divided into six groups. (T1 - Cd group; +ve control) received CdCl, and
control diet, (T2; -ve control) the group received filtered water and control diet, (T3 -
Casein+CdCl,) the group received Cd and a casein based diet, (T4 - Casein) the group
received filtered water and a casein based diet, (T5 - Whey Proteins+CdCl,) the group
received Cd and a whey proteins based diet, (T6 - Whey Proteins) the group received
filtered water and a whey based diet. The CdCl, was offered in drinking water at the
concentration of 19.4 mM/L for 10 weeks. All of rats received a basal diet during the first
five weeks of the experiment but during the 2nd five weeks they received different
feeding treatments as follow: (T1,T2 -basal diet), (T3,T4 — casein based diet), ( T5,T6 —
whey protein based diet ).

The in vitro ECIS experiment was conducted to study an intermediate-term
exposure (20-25h) of different Cd concentration, in order to observe the fibroblast cell
behavior in the presence or lack of casein and whey peptides in the medium. In the
microscopic evaluation of time-dependent cytotoxicity, gradual morphological changes
were observed and they were represented in early cell shrinkage, and round or oval-
shaped appearances of fibroblast cells, which were the most obvious effects observed in
the case of fibroblast treated with cadmium. In contrast, these types of morphological
changes. were not observed in fibroblast cultures treated with casein and whey protein
peptides, which showed prophylactic activity against cadmium cytotoxicity. The whey
protein peptides revealed better prophylactic activity against cadmium fibroblast
cytotoxicity as compared with casein peptides.

In ECIS assay, with higher Cd concentration (6.2 pM), the value of the

impedance decreased sharply with the time, which is an indication of cell death. While



earlier addition of casein and whey proteins peptides to the culture increased markedly
the impedance value and protected from Cd toxicity. It could be stated that Cd could
bind the milk peptides present in the medium avoiding its interaction with the fibroblast
cell membrane.

In the in vivo study, administration of cadmium resulted in disturbance of serum
calcium, cholesterol and triglycerides concentration, which increased significantly
mainly in female rats receiving Cd and the control diet, while in rats exposed to Cd and
fed on casein or whey protein based diet the cholesterol and triglycerides level were not
affected. After the period of Cd exposure almost all of blood indices were not affected in
both sexes of exposed rats. An exception were WBC and platelets counts in the blood of
females rats, which were shown elevated values in both casein and whey proteins feeding
groups.

Kidney and liver of rats of +ve control group showed significantly (P <0.05)
higher Cd concentration as compared to other groups. In rats fed casein and whey
protein+Cd in both sexes, a relatively decreased accumulation of cadmium in liver, and
increased Cd elimination via hair and feces were observed. Cadmium exposition affected
copper content in rat tissues, which is evidenced by a significantly increased
concentration of this mineral in blood and liver of rats of both sex. Tissue accumulation
of cadmium was associated with a decreased concentration of copper in the kidney, and
decreased concentration of zinc in the liver. CdCl; at the dose of 19.4 mM/L in drinking
water resulted in hepato-renal toxicity, which was indicated by the histopathological
changes in liver and kidney. Cd treated rats showed hepatocyte necrosis, fatty changes,
degeneration signs and inflammatory cell infiltrations. The kidney of Cd exposed rats
showed glomerular and tubular changes shrinking and degeneration. Furthermore, Cd
induced multiple foci of hemorrhage, congestions, edema, in the liver and kidneys. These
alterations that are associated with Cd-toxicity were decreased by whey protein and
casein feeding. The present study provided evidence that bovine milk proteins whey
protein ‘and casein have a protective efect against Cd toxicity. This could be due to
enhanced antioxidant defense and metal chelating, therefore, whey proteins, casein could

be useful nutritional-supplement to reduce the Cd toxicity.
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BADANIA NAD WPLYWEM KAZEINY I BIALEK SERWATKOWYCH MLEKA
KROWIEGO NA TOKSYCZNOSC KADMU U SZCZUROW

STRESZCZENIE

Skazenie $rodowiska kadmem (Cd) spowodowane jego uwolnieniem ze zrodet
naturalnych i przemystowych jest narastajagcym problemem zdrowotnym ze wzgledu na
negatywne dzialanie na strukturg i funkcje wielu narzadow ludzi i zwierzat.

Niniejsze badania przeprowadzono w celu okreslenia potencjalnego dziatania
ochronnego bialek mleka krowiego (kazeinia i bialka serwatkowe) przeciwko
toksycznosci kadmu w warunkach in vitro i in vivo.

W badaniach in vitro zostato okreslone dziatanie zréznicowanych dawek kadmu
na hodowle fibroblastow, do ktorych uprzednio dodano zréznicowane dawki peptydow
kazeinowych lub bialek serwatkowych przy uzyciu sytemu ECIS (Electric Cell substrate
Impedance Sensing), stuzacego do pomiaru impedancji i okreslania zachowania komoérek
W czasie rzeczywistym.

Badania in vivo przeprowadzono na 72 szczurach samcach i samicach szczepu
Wistar, ktére zostaly losowo podzielone na szes¢ grup. (T1 - kontrola dodatnia) grupa
otrzymujaca CdCl: i diet¢ kontrolng, (T2 - kontrola ujemna) grupa otrzymujgca wode
filtrowang i diet¢ kontrolna, (T3 - kazeina+CdCly), grupa otrzymujgca Cd i diete
kazeinowa, (T4 - kazeina) grupa otrzymujgca wodg filtrowana i diete kazeinows, (TS —
biatka serwatkowe+CdClz) grupa otrzymujaca Cd i diete¢ na bazie biatek serwatkowych,
(T6 — biatka serwatkowe) grupa otrzymujgca wode¢ filtrowang i diet¢ na bazie bialek
serwatkowych.

Kadm byt podawany w wodzie do picia zawierajacej 19,4 mM/L CdCl, przez
okres 10 tygodni. Wszystkie szczury otrzymaty diet¢ kontrolng przez pierwsze 5 tygodni
doswiadczenia, lecz przez drugie 5 tygodni otrzymywaty zréznicowang diete wg. klucza:
(T1,T2 — dieta kontrolna), (T3, T4 — dieta kazeinowa), (T5, T6 — dieta na bazie biatek
serwatkowych).

Badania in vitro (ECIS) prowadzono przez okres 20-25 godzin ekspozycji na
zréznicowane stezenia Cd aby obserwowa¢ zachowanie si¢ fibroblastéw w obecnosci lub
jej braku peptydoéw kazeinowych i bialek serwatkowych w hodowli. Mikroskopowa
ocena wykazala postepujace zmiany morfologiczne fibroblastow, ktére polegaly na
wczesne obkurczenie si¢ komorek oraz pojawienie si¢ owalnych i okraglych form
fibroblastow w zaleznosci od czasu ekspozycji na kadm. W przeciwienstwie do tego, nie
stwierdzono zmian morfologicznych w hodowlach fibroblastéw traktowanych wczesnie
peptydami kazeinowymi 1 peptydami bialek serwatkowych, co wskazuje na
profilaktyczne wlasciwosci przeciwko toksycznosci kadmu. Jednakze, peptydy biatek
serwatkowych wykazaly w wigkszym stopniu dzialanie ochronne niz peptydy kazeinowe.

Badania impedancy przy pomocy ECIS wykazaly, ze wyzsze stezenia kadmu
skutkowatly szybkimi spadkami jej wartosci wskazujgc na $mier¢ fibroblastow, podczas




gdy wczesniejsze dodanie do hodowli peptydow kazeinowych i biatek serwatkowych
znacznie zwigkszylo warto$¢ impedancji i chronito przed toksycznym dziataniem kadmu.
Mozna by wysunaé hipoteze, ze kadm zostal zwigzany przez peptydy biatek mleka
krowiego obecnych w medium, co zapobieglo oddzialywanie kadmu na blong
komorkowa fibroblastow.

Podawanie kadmu szczurom w badaniach in vivo spowodowalo wzrost poziomu
wapnia, cholesterolu i triglyceridow w surowicy krwi, zwlaszcza u samic grupy
otrzymujacej Cd i diet¢ kontrolng. Natomiast u szczuréw otrzymujacych Cd i zywionych
dietg kazeinowg i zawierajgca biatka serwatkowe poziom cholesterolu i triglyceridéw nie
ulegt zmianom. Ekspozycja szczurow obojga plci na dzialanie kadmu nie wptynela
istotnie na wskazniki krwi. Wyjatek stanowila liczb krwinek bialych i ptytek krwi u
samic, ktora wzrosla w grupach zywionych dieta na bazie kazeiny i bialek
serwatkowych.

Nerki i watroba szczurow dodatniej grupy kontrolnej wykazaty istotnie wyzsze
stezenia Cd w poréwnaniu do tych narzadéw szczuréw pozostatych grup. U szczuréw
zywionych dieta kazeinowa i dietg zawierajaca biatka serwatkowe zaobserwowano
wzglednie nizszg akumulacje Cd w watrobie i w nerkach oraz zwigkszong eliminacje
tego pierwiastka przez siers¢ i z katem.

Ekspozycja na Cd wplyneta na zawarto§¢ miedzi w tkankach szczuréw, co
uwidocznilo si¢ poprzez wyzsze stezenia we krwi 1 w watrobie osobnikow obojga plci.
Akumulacja Cd w tkankach powigzano z zmniejszong zawarto$cig miedzi w nerkach
oraz zmniejszonym stezeniem cynku w watrobie.

Chlorek kadmu w stezeniu 19,4 mM/L w wodzie do picia wywarl hepato- i
nefrotoczne dziatanie i spowodowal zmiany histopatologiczne w watrobie i w nerkach.
Watroba szczurow intoksykowanych Cd charakteryzowata nekroza hepatocytow,
sttuszczenie, zmiany degeneracyjne i infiltracja komoérek zapalnych. Nerki cechowaly
zmiany ciatek nerkowych, kanalikow nerkowych (obkurczanie i degeneracja). Ponadto,
Cd spowodowat wieloogniskowe wynaczynienia, obrzgk i obstrukcje kanalikow w
watrobie i w nerkach. Te uszkodzenia zwigzane z toksycznym dzialaniem Cd byty
mniejsze w narzadach szczuréw zywionych dieta kazeinowa 1 dieta zawierajaca biatka
serwatkowe. Obecne badania dostarczyly dowody, ze biatka mleka krowiego (kazeina i
biatka serwatkowe) wywieraja protekcyjny wptyw przed toksycznoscia kadmu u
SZCZUrow.
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