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Summary

The aim of the study was to evaluate the effect of cadmium on the antioxidant enzyme activity in rat
hepatocytes. The experiments were conducted on isolated rat hepatocytes, which were incubated for two
hours in modified Williams’ E medium (MWE) with 25, 50, and 200 pM cadmium chloride (CdCl,). Hepato-
cytes incubated in MWE medium without cadmium chloride were used as a control. The activity of anti-
oxidant enzymes — superoxide dismutases (SOD1 and SOD?2), catalase (CAT), total glutathione peroxidase
(tot. GSHPx), selenium-dependent glutathione peroxidase (Se-GSHPx), glutathione S-transferase (GST) and
glutathione reductase (GSHR) - and the values of the studied oxidative stress markers — the concentration
of tiobarbituric-acid-reacting substances (TBARS) and reduced glutathione (GSH) — indicate that cadmium
induces oxidative stress in rat hepatocytes, which impairs antioxidative mechanisms.
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Wsrod chemicznych zanieczyszczen srodowiska sta-
nowiacych powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi
1 zwierzat szczegdlne miejsce zajmuje kadm (Cd*).
Ten powszechnie wystepujacy w srodowisku metal
cigzki, jest obecny w powietrzu, glebie, wodzie oraz
w tkankach ros$lin i zwierzat (13). W organizmie ludzi
1 zwierzat kadm kumuluje si¢ w przede wszystkim
w nerkach 1 watrobie (15). Narzadami narazonymi na
dzialanie tego metalu sa réwniez: ptuca, kos$ci 1 uktad
immunologiczny (5). Kadm jest pierwiastkiem o udo-
wodnionym dziataniu nefrotoksycznym, hepatotok-
sycznym i neurotoksycznym oraz dziataniu odlegtym:
mutagennym i kancerogennym. Zalicza si¢ go do czyn-
nikow $rodowiskowych o dziataniu rakotwodrczym dla
ludzi (kategoria A1) (1). Ekspozycja na dziatanie kad-
mu prowadzi do indukcji nowotworow nerek, trzust-
ki, ptuc 1 prostaty (29, 30).

Wielokierunkowy charakter toksycznego dziatania
kadmu na organizm wynika z jego interakcji z cyn-
kiem (Zn), miedzia (Cu) zelazem (Fe) i selenem (Se)
polegajacej, migdzy innymi, na wzajemnym wypiera-
niu si¢ z komplekséw z metalotioneing oraz z wiaza-

nia si¢ z reaktywnymi grupami funkcyjnymi waznych
biologicznie makroczasteczek (np. -SH, -OH, -COOH,
NH,, -PO,H,, w ktorych atomy N i O sa donorami elek-
tronow) (20). Dziatanie kadmu moze prowadzi¢ do
zaburzenia czynnosci narzadow 1 uktadow organizmu.
Mimo intensywnych badan mechanizm toksycznego
dziatania kadmu na organizmy zywe nie zostat do kon-
ca poznany. Obecny stan wiedzy wskazuje, ze toksycz-
ne dziatanie kadmu na komérki organizmu moze by¢
wynikiem r6znych mechanizméw. Jednym z nich moze
by¢ zaburzenie w komorkach homeostazy oksyda-
cyjno-redukcyjnej, czego konsekwencja jest indukcja
stresu oksydacyjnego, ostabienie systemu antyoksyda-
cyjnego i utrata integralno$ci blon komérkowych (21,
25, 27).

Biorac po uwagg fakt, iz watroba obok nerek jest
organem narazonym zaré6wno na kumulacjg, jak 1 tok-
syczne dzialanie kadmu, podjeto badania majace na
celu okreslenie wplywu tego metalu na aktywnos¢ en-
zymow antyoksydacyjnych w izolowanych hepatocy-
tach szczura. Do realizacji badan wykorzystano izolo-
wane hepatocyty szczura jako alternatywny model ba-



dawczy in vitro, uznany powszechnie za odpowiedni
do badania metabolizmu ksenobiotykow oraz dziata-
nia hepatotoksycznego i ogélnego dziatania cytotok-
sycznego.

Materiat i metody

Do badan wykorzystano szczury szczepu Wistar (sam-
ce) o masie ciata 200-250 g.

W czasie kwarantanny (2 tygodnie) i przed samym ekspe-
rymentem zwierz¢ta miaty wolny dostep do wody i karmy.

Izolowanie i inkubacja hepatocytéw z chlorkiem kad-
mu (CdCL). Hepatocyty izolowano z watréb szczurow
zgodnie z protokotem INVITTOX Nr 20 obejmujacym: wy-
konanie zabiegu chirurgicznego, przeprowadzenie dwustop-
niowej perfuzji watroby, otrzymanie zawiesiny izolowanych
hepatocytow oraz jej jakosciowa i ilosciowa ocena. Do
badan wykorzystano komorki, ktorych przezywalnos¢ ozna-
czana testem wychwytu biekitu trypanu (28) przekraczata
85%. Izolowane hepatocyty (1 x 10° zywych komédrek/ml)
inkubowano przez 2 godziny w modyfikowanym (pozba-
wionym fosforanow i weglanow) medium Williams’E
(MWE) o pH 7,35 w obecnosci chlorku kadmu w steze-
niach: 25, 501200 uM. Uktad kontrolny stanowity hepato-
cyty inkubowane w hodowlanym medium MWE bez do-
datku chlorku kadmu. Inkubacj¢ hepatocytow przeprowa-
dzano w kolbkach Erlenmayera w tazni wodnej (Hermle-
-Labortechnik, Niemcy) o temperaturze 38°C, ze stalym
wytrzasaniem (100 cykli na minute). Podczas inkubacji
zawiesing hepatocytow wysycano karbogenem (5% CO,
+95% O,). Probki do analiz pobierano w momencie roz-
poczgceia oraz po 1. 12. godzinie inkubacji. Wykonano 3 od-
dzielne do$wiadczenia.

Izolowanie i inkubacj¢ hepatocytow z chlorkiem kadmu
przeprowadzono w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii
SGGW. Na wykonanie badan uzyskano zgodg III Lokalnej
Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach przy
SGGW w Warszawie (Nr 16/2006).

Badania biochemiczne. Przed i po 1- i 2-godzinnej in-
kubacji w zawiesinie hepatocytow oznaczono aktywno$¢
enzymow antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowe;j
(SOD1 i SOD2), katalazy (CAT), calkowitej peroksydazy
glutationowej (cat. GSHPx), selenozaleznej peroksydazy
glutationowej (SeGSHPx), transferazy glutationowej (GST)
i reduktazy glutationowej (GSHR) oraz markery stresu
oksydacyjnego: stgzenie zwiazkdw reagujacych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS), ktore okresla poziom perok-
sydacji lipidow i stezenie zredukowanego glutationu (GSH).
Ponadto oznaczano stezenie biatka catkowitego w hepato-
cytach. Wszystkie oznaczenia wykonano Katedrze i Zakta-
dzie Biochemii WUM.

Oznaczanie aktywnosci enzymow antyoksydacyj-
nych. Aktywnos$¢ miedziowo-cynkowej dysmutazy ponad-
tlenkowej (CuZnSOD; SOD1) (EC 1.15.1.1) oznaczano za
pomoca zestawu RANSOD firmy RANDOX (Wielka Bry-
tania). W metodzie tej w reakcji ksantyny z oksydaza ksan-
tynowa powstaje anionorodnik ponadtlenkowy, ktéry re-
dukuje chlorek 2-(4-jodofenylo)-3(4-nitrofenylo)-5-5 feny-
lotetrazylu (INT), tworzac barwny formazan. Aktywno$¢
manganowej dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD; SOD2)
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(EC 1.15.1.1) oznaczano wg metody Beauchamp i Frido-
vich (3), zmodyfikowanej przez Oberleya i Spitza (16).
Powstajacy w reakcji ksantyny z oksydaza ksantynowa
anionorodnik ponadtlenkowy redukuje chlorek btekitu ni-
trotetrazolowego — NBT (chlorek 2,2’-di-p-nitrofenylo-5,5-
-difenylo-3,3’-[3,3’-dimetoxy-4,4’difenyleno]-ditetrazolu),
tworzac barwny kompleks. Aktywnos¢ katalazy (CAT) (EC
1.11.1.6) oznaczano wg Goth (10). Metoda polega na po-
miarze szybkosci rozktadu nadtlenku wodoru. Catkowita
aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (cal. GSHPx) (EC
1.11.1.9) oznaczano wg metody Wendel (32). W metodzie
tej GSHPx katalizuje utlenianie GSH przy udziale nadtlen-
ku kumenu. Aktywnos¢ selenozaleznej peroksydazy gluta-
tionowej (Se-GSHPx) (EC 1.11.1.9) oznaczano na podsta-
wie metody opisanej przez Wendel (32) oraz Paglia i Va-
lentine (18). W metodzie tej Se-GSHPx katalizuje utlenia-
nie GSH przy udziale nadtlenku wodoru. Aktywnos¢ trans-
ferazy glutationowej (GST) (EC 2.5.1.18) oznaczano wg
metody Habig i wsp. (11), stosujac jako substrat 1-chloro-
2,4-dinitrobenzen (CDNB). Aktywno$¢ reduktazy glutatio-
nowej (GSHR) (EC 1.6.4.2) oznaczano wedlug metody
opisanej przez Goldberg i Spooner (9). Jako substratu uzy-
to utlenionego glutationu (GSSG).

Oznaczenia markerow stresu oksydacyjnego. Poziom
peroksydacji lipidow oznaczano wg metody Ohkawa i wsp.
(17). Metoda polega na oznaczeniu stgzenia substancji re-
agujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) — dialde-
hydu malonowego (MDA) i innych wtérnych produktow
peroksydacji lipidow. Stezenie zredukowanego glutationu
(GSH) oznaczano na podstawie metody opracowanej przez
Ellman (7), Sedlak i Lindsay (23). Metoda ta oparta jest na
tworzeniu barwnego produktu, ktory powstaje w reakcji
GSH z kwasem 5,5’-ditio-bis-nitrobenzenowym (DTNB).
Stezenie biatka oznaczano zgodnie z metoda Bradford (4).

Aktywno$¢ badanych enzyméw wyrazono w U/mg biat-
ka. Stezenie GSH i TBARS wyrazono odpowiednio w pmol/
mg biatka i nmol/mg biatka. Wszystkie wyniki przedsta-
wiono jako $rednie arytmetyczne z trzech niezaleznych
doswiadczen + SD. Analizg statystyczna uzyskanych wy-
nikow przeprowadzono wykorzystujac testy analizy warian-
¢ji (ANOVA). Istotno$¢ réznic oznaczono testem t-Studenta.
Réznice miedzy srednimi arytmetycznymi przyjeto za istot-
ne statystycznie przy p < 0,05.

Wyniki i omowienie

Zmiany w poziomie markerow stresu oksydacyj-
nego. Ekspozycja izolowanych hepatocytéw szczura
na chlorek kadmu (25, 50 1 200 uM) doprowadzata do
podwyzszenia poziomu peroksydacji lipidow ocenia-
nego na podstawie stgzenia TBARS (ryc. 1). Stopien
wzrostu stezenia TBARS zalezat zarowno od czasu
ekspozycji komoérek na kadm, jak i od stgzenia kad-
mu. W przypadku hepatocytow inkubowanych w obec-
no$ci kadmu przez 1 godzing istotne podwyzszenie po-
ziomu peroksydacji lipidow (w poréwnaniu do stwier-
dzonego w hepatocytach kontrolnych) obserwowano
jedynie w komorkach eksponowanych na chlorek kad-
mu w stezeniu 200 uM (ryc. 1). Dluzsze (dwugodzin-
ne) narazenie hepatocytéw na chlorek kadmu dopro-
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Ryec. 2. Wplyw chlorku kadmu na stezenie GSH w izolowanych he-

patocytach szczura
Objasnienia: jak w tab. 1

wadzato do wyraznego wzrostu st¢zenia TBARS w ko-

morkach; istotny, w poréwnaniu do
hepatocytéw kontrolnych, wzrost
stgzenia TBARS stwierdzano juz
w hepatocytach eksponowanych na
chlorek kadmu w najnizszym
(25 uM) stosowanym w doswiad-
czeniu stezeniu (ryc. 1). Jednoczes-
nie stwierdzony w tych warunkach
poziom peroksydacji lipidow byt
istotnie wyzszy od obserwowanego
w komorkach poddanych 1-godzin-
nej ekspozycji na chlorek kadmu
w stezeniu 25 uM. Ekspozycja he-
patocytow na kadm w wyzszych
(501200 uM) stezeniach doprowa-
dzata do dalszego wzrostu poziomu
peroksydacji lipidow; najwyzsze
stezenie TBARS obserwowano w he-
patocytach inkubowanych przez
2 godziny w obecnosci chlorku kad-
mu w stezeniu 200 uM (ryc. 1).
Ekspozycja hepatocytdéw na chlo-
rek kadmu doprowadzata réwniez
do wyraznego wzrostu stgzenia
zredukowanego glutationu (GSH)
w komorkach (ryc. 2). Statystycz-
nie istotny wzrost stgzenia GSH
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(w poréwnaniu z uktadem kontrolnym) stwierdza-
no juz podczas inkubacji hepatocytow w obec-
nosci kadmu w najnizszym stosowanym w do-
$wiadczeniu stezeniu (25 pM). Ekspozycja hepa-
tocytow na kadm w wyzszych st¢zeniach (501 200
uM) prowadzita do dalszego wzrostu stezenia
GSH, przy czym stezenie GSH w hepatocytach
narazonych na dziatanie chlorku kadmu przez
2 godziny byto nizsze od obserwowanego po jed-
nogodzinnej ekspozycji komoérek na ten metal
(ryc. 2). Statystycznie istotne roznice stwierdza-
no w przypadku hepatocytéw eksponowanych na
kadm w stezeniu 200 uM; stezenie GSH w hepa-
tocytach poddanych dwugodzinnej ekspozycji
bylto 0 26,3% nizsze od stwierdzonego po jedno-
godzinnym narazeniu komorek na kadm (ryc. 2).

Zmiany aktywnoS$ci enzymow antyoksyda-
cyjnych. Aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyj-
nych przedstawiono w tab. 1. Statystycznie istot-
ny wzrost aktywnosci SOD1 1 SOD2 w hepato-
cytach (w poroéwnaniu z uktadem kontrolnym)
stwierdzono w komorkach eksponowanych przez
jedna lub dwie godziny na kadm w st¢zeniu 50
1200 uM. Najwyzsza aktywno$¢ obu izoenzymow
SOD stwierdzono w hepatocytach eksponowa-
nych na chlorek kadmu w st¢zeniu 200 pM. Zna-
mienne rdéznice aktywnosci enzymodw, zalezne od
czasu ekspozycji komoérek na kadm stwierdzono
tylko w odniesieniu do aktywnosci SOD1 i jedy-
nie w przypadku narazenia komorek na kadm

w stezeniu 200 uM (tab. 1).

Tab. 1. Wplyw chlorku kadmu na aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych w izolo-
wanych hepatocytach szczura

Aktywno$ ¢ Czas Stezenie chlorku kadmu
enzyméw | ekspozycji
U/mg biatka | (godz.) 0 25 50 200
S0D1 1 1,84 + 0,47 2,19 £ 0,50 2,50 + 0,50* 2,90 + 0,66*
2 1,75 £ 0,44 1,95 + 0,33 2,25 + 0,62* 3,42 £ 0,76*/**
S 1 1,23 + 0,25 1,60 £ 0,30 1,84 £ 0,49* 2,26 = 0,85*
2 1,48 £ 0,20 1,60 + 0,25 1,96 + 0,20* 2,56 + 0,68*
- 1 265,40 = 63 474,07 = 195* 577,80 = 106* | 709,00 = 195*
2 267,50 = 75 473,80 = 137* 495,80 = 63* | 332,80 + 48 */**
1 0,50 + 0,10 0,60 + 0,13 0,66 + 0,05 0,67 + 0,16
cat. GSHPx
2 0,43 + 0,15 0,44 + 0,11** 0,47 £ 0,07** 0,49 + 0,15**
1 0,36 + 0,10 0,33 + 0,09 0,30 + 0,03 0,39 + 0,10
Se-GSHPx
2 0,28 + 0,10 0,28 + 0,14 0,33 + 0,05 0,32 +0,13**
asT 1 0,25 + 0,02 0,31 £ 0,02* 0,34 + 0,04* 0,44 + 0,07*
2 0,30 + 0,02 0,30 + 0,02 0,36 + 0,07* 0,37 £ 0,03*/**
T 1 0,055 = 0,01 0,056 + 0,02 0,066 + 0,01 0,083 + 0,02*
2 0,085 + 0,02 | 0,100 +0,02** | 0,13 + 0,06*/** | 0,18 £ 0,05*/**

Objasnienia: * — roznica statystycznie istotna w odniesieniu do uktadu kontrolnego
(p = 0,05); ** —roznica statystycznie istotna w odniesieniu do 1-godzinnej ekspozycji
hepatocytdéw szczura na chlorek kadmu (p < 0,05); uktad kontrolny stanowity hodowle
hepatocytow inkubowane w medium MWE bez dodatku chlorku kadmu



Ekspozycja hepatocytow na kadm doprowadzata do
wzrostu aktywnosci CAT; znamienny (w porOwnaniu
z uktadem kontrolnym) wzrost aktywnos$ci enzymu
stwierdzano juz w hepatocytach inkubowanych (przez
jedna lub dwie godziny) w obecnosci chlorku kadmu
w st¢zeniu 25 pM. Jednogodzinne narazenie komoérek
na kadm w wyzszych stgzeniach (50, 200 uM) dopro-
wadzato do znacznego, zaleznego od st¢zenia kadmu
podwyzszenia aktywno$ci CAT (tab. 1). Aktywnosé
CAT w hepatocytach eksponowanych przez 2 godziny
na chlorek kadmu w stezeniu 200 uM byla statystycz-
nie istotnie nizsza od obserwowanej w hepatocytach
inkubowanych w obecnosci kadmu w takim samym
stgzeniu przez 1 godzing (tab. 1).

Aktywnos¢ cal. GSHPx i Se-GSHPx w hepatocy-
tach eksponowanych przez jedna lub dwie godziny na
chlorek kadmu (25, 50 1 200 uM) nie réznita sig istot-
nie od aktywnosci tych enzymow w hepatocytach in-
kubowanych w medium MWE bez dodatku kadmu
(tab. 1). Wyrazne zmiany aktywnos$ci wymienionych
enzymOw obserwowano natomiast w hepatocytach
narazonych na dziatanie kadmu w zalezno$ci od cza-
su ekspozycji komorek na ten metal. W hepatocytach
poddanych dwugodzinnej ekspozycji na kadm istot-
nie nizsza (od obserwowanej po jednogodzinnej eks-
pozycji) aktywnos¢ cal. GSHPx stwierdzono w hepa-
tocytach inkubowanych w obecnosci kadmu w steze-
niach: 25, 501200 pM, a aktywno$¢ Se-GSHPX jedy-
nie w komodrkach eksponowanych na kadm w stgze-
niu 200 uM (ale wyzsza w poréwnaniu z kontrola)
(tab. 1).

Aktywnos¢ GST w hepatocytach eksponowanych
przez jedna lub dwie godziny na chlorek kadmu byta
wyzsza w porownaniu do stwierdzonej w hepatocy-
tach kontrolnych; po jednogodzinnej ekspozycji ko-
morek na kadm istotny wzrost aktywnosci GST stwier-
dzano juz w hepatocytach inkubowanych w obecnos-
ci kadmu w najnizszym stosowanym st¢zeniu (25 uM),
a po dwugodzinnej ekspozycji w hepatocytach ekspo-
nowanych na kadm w dwukrotnie wyzszym (50 uM)
stezeniu. Najwyzsza aktywno$¢ GST stwierdzono po
jednogodzinnej ekspozycji komorek na kadm w ste-
zeniu 200 uM; dwugodzinne narazenie hepatocytow
na kadm w tym st¢zeniu doprowadzato do istotnego
obnizenia aktywnos$ci GST (tab. 1).

W hepatocytach eksponowanych przez jedna godzi-
n¢ na kadm istotna zmiang aktywnosci GSHR stwier-
dzono jedynie w komoérkach inkubowanych w obec-
nosci kadmu w najwyzszym (200 pM) stosowanym
stqzenlu Dwugodzinne narazenie komorek na dziata-
nie kadmu doprowadzato do znacznego, zaleznego od
stezenia kadmu, statystycznie istotnego podwyzszenia
aktywno$ci GSHR: znamienny (w poréwnaniu z ukta-
dem kontrolnym i krétszym czasem ekspozyCJ 1) wzrost
aktywnos$ci enzymu stwierdzano juz w komoérkach
eksponowanych na kadm w stgzeniu 25 uM (tab. 1).

Mechanizm toksycznego dzialania kadmu nie jest
dobrze poznany. Wiadomo z piSmiennictwa, ze pier-

Medycyna Wet. 2009, 65 (1)

wiastek ten bezposrednio nie uczestniczy w powsta-
waniu wolnych rodnikow tlenowych i ich reaktywnych
form (RFT) (14). Wazna role w ochronie komorek
przed jego toksycznym dzialaniem wydaja sig¢ petni¢
enzymy antyoksydacyjne i drobnoczasteczkowe anty-
oksydanty (8, 25).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze mechanizm toksycz-
nego dzialania kadmu na hepatocyty szczura wiaze si¢
z indukcja stresu oksydacyjnego, a w konsekwencji
z ostabieniem systemu antyoksydacyjnego komorek.
Wyrazem tego jest podwyzszenie poziomu peroksy-
dacji lipidéw (TBARS) i wyrazny wzrost st¢zenia zre-
dukowanego glutationu (GSH) w hepatocytach eks-
ponowanych przez 1 i 2 godziny na dzialanie r6znych
dawek chlorku kadmu w poréwnaniu z uktadem kon-
trolnym. Dla obu markeréw stresu oksydacyjnego
stwierdzono zalezno$¢ czas—dawka—efekt.

Podwyzszony poziom peroksydacji lipidow w izo-
lowanych hepatocytach eksponowanych na dziatanie
kadmu wskazuje, ze metal ten zwigksza w komoérkach
lo$¢ RFT. Jest to mozliwe w wyniku uwolnienia przez
kadm metali przejSciowych z miejsc ich naturalnego
wystepowania w komodrkach. Kadm, wiazac si¢ z ce-
ruloplazmina lub ferrytyna w watrobie, moze wypie-
ra¢ znich jony zelaza i miedzi, ktore biora udzial w po-
wstawaniu najbardziej reaktywnego rodnika hydro-
ksylowego w reakcji Fentona (5, 20, 27, 30). Wedtug
danych pi$miennictwa, kadm moze rowniez uszkadzaé
mitochondria, co prowadzi do uwolnienia Fe*? z kom-
plekséw enzymatycznych, wchodzacych w sktad tan-
cucha oddechowego. Jeszcze inng mozliwo$cia wy-
twarzania RFT w wyniku dzialania kadmu jest zaha-
mowanie aktywnosci Il kompleksu fancucha oddecho-
wego (oksydoreduktaza cytochromu c), odpowiedzial-
nego za transport elektronéw z ubichnonu na cyto-
chrom c (6, 31).

Wzrost stezenia GSH w hepatocytach eksponowa-
nych przez 1 12 godziny na kadm w poréwnaniu z ukta-
dem kontrolnym réwniez wskazuje na stres oksyda-
cyjny. Fakt znacznego obnizenia ilo§ci GSH w hepa-
tocytach eksponowanych przez 2 godziny na kadm
w wysokim st¢zeniu w poréwnaniu od obserwowane-
go po jednogodzinnej ekspozycji komorek na ten me-
tal $wiadczy o aktywnym udziale GSH w obronie ko-
morek przed dziataniem RFT.

Wykazanie w niniejszej pracy, ze kadm w wysokich
stezeniach i przy dtugim czasie ekspozycji moze wtor-
nie obniza¢ stezenie GSH w izolowanych hepatocy-
tach szczura (co przyczynia si¢ do powstawania w nich
nadmiaru RFT) jest zgodne z wynikami opublikowa-
nym przez Pourahmad i O’Brien (20).

Wiadomo, ze powstawanie duzych ilosci RFT w he-
patocytach prowadzi do zuzywania mechanizméw
antyoksydacyjnych 1 wyczerpywania zdolnos$ci obron-
nych komorek przed skutkami ich dziatania (14). He-
patocyty maja ograniczong zdolnos¢ do funkcjonowa-
nia w warunkach stresu oksydacyjnego (21). Niewy-
dolno$¢ systemu antyoksydacyjnego zmniejsza elimi-
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nacj¢ RFT z komoérek watroby, co jeszcze bardziej
nasila w nich uszkodzenia struktur komérkowych i pro-
wadzi do utraty ich integralnosci.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaty, ze nara-
zenie hepatocytéw na kadm doprowadza do obnizenia
w nich potencjatu antyoksydacyjnego. Ostabienie an-
tyoksydacyjnych mechanizméw obronnych w hepato-
cytach manifestowato si¢ zmianami aktywnosci bada-
nych enzyméw antyoksydacyjnych.

Wzrost aktywnosci SOD1 1 SOD2 w hepatocytach
obserwowany po jedno- i dwugodzinnym narazeniu
komorek na kadm (zwlaszcza w wyzszych dawkach)
wskazuje na probe adaptaciji komorek watroby do funk-
cjonowania w warunkach silnego stresu oksydacyjne-
go. Wyzsza aktywno$¢ katalazy stwierdzona w hepa-
tocytach narazonych przez 1 godzing na dziatanie kad-
mu (w poroéwnaniu z uktadem kontrolnym) §wiadczy,
ze komorki bronia si¢ przed nadmiarem powstalego
w wyniku dziatania SOD nadtlenku wodoru. Spadek
aktywno$ci tego enzymu w drugiej godzinie ekspozy-
cji hepatocytow na kadm w najwyzszym stosowanym
w do$wiadczeniu stezeniu (100 pM) sugeruje, ze ak-
tywnos¢ katalazy jest hamowana. Prawdopodobnie do-
chodzi do wyparcia z grupy prostetycznej katalazy Fe**
co manifestuje si¢ obnizeniem aktywnos$ci enzymu (6)
Dwugodzinne narazenie izolowanych hepatocytow na
kadm w wysokim stezeniu powoduje nie tylko wtorny
spadek stezenia GSH (w porownaniu do warto$ci
stwierdzanych po Jednogodzmnej ekspozycji komo-
rek na kadm), ale rowniez obnizenie aktywnos$ci en-
zyméw cyklu glutationowego — GSHPx (cal. GSHx
1 Se-GSHPx) 1 GST (tab. 1), ktore sa odpowiedzialne
za unieczynnianie nadtlenku wodoru, nadtlenkoéw or-
ganicznych czy endo- i egzogennych zwiazkow elek-
trofilowych (12).

O stresie oksydacyjnym w hepatocytach poddanych
dziataniu kadmu $wiadczy rowniez wzrost aktywnos-
ci GSHR - enzymu odpowiedzialnego za odtwarzanie
z GSSG zredukowanej formy glutationu (GSH).

W $wietle uzyskanych wynikow wydaje sig, ze me-
chanizm toksycznego dziatania kadmu w hepatocytach
zwiazany jest nie tylko z indukcja peroksydacji lipi-
dow, ale rowniez ze zdolnoscia kadmu wiazania grup
-SH obecnych w GSH i1 wypieraniem z centrum ak-
tywnego lub z grupy prostetycznej Se czy Fe.

GSH pelni w hepatocytach rol¢ ochronna, poniewaz
wiazac kadm zmniejsza narazenie komorek na cyto-
toksyczne dziatanie tego metalu. Wiadomo, ze w wa-
runkach fizjologicznych GSH dziata jako komorkowy
,oufor tiolowy”, ktory bardzo skutecznie przeciwdziata
efektom utleniania grup -SH. Zapobiega to utracie
aktywnosci biologicznej wielu funkcjonalnych biatek
komoérkowych. Potwierdzeniem tego jest obnizenie
stezenia GSH 1 podobny charakter zmian aktywno$ci
katalazy 1 Se-GSHPx w hepatocytach narazonych przez
2 godziny na kadm w najwyzszym stosowanym st¢ze-
niu (200 uM). Kadm, wiazac si¢ z GSH, obniza jego
ilo$¢ w hepatocytach, co uposledza w nich reakcje ka-

talizowane przez enzymy cyklu glutationowego redox,
w ktorych GSH uczestniczy jako kosubstrat. Zmniej-
szenie st¢zenia GSH w komorkach prowadzi do per-
oksydacji lipidow i biatek (12, 19, 24, 26).

Kadm, wypierajac i zastgpujac inne metale w meta-
loenzymach, moze wptywac na ich aktywnos¢, czego
konsekwencja moga by¢ zmiany w metabolizmie bia-
tek, kwasow nukleinowych, weglowodandw 1 lipidow.

Niezaleznie od mechanizmu, w ktérym kadm bez-
posrednio lub posrednio indukuje stres oksydacyjny
w hepatocytach, prowadzi to do zmian w strukturze
waznych biologicznie makroczasteczek (biatkach, li-
pidach, DNA i innych), a w efekcie do nieodwracal-
nych uszkodzen i zaburzen ich biologicznych funkcji.
Peroksydacja lipidow powoduje nie tylko utratg inte-
gralnosci bton komoérkowych hepatocytdw, ale row-
niez narusza gradient jonowy oraz modyfikuje dziala-
nie wielu biatek btonowych (np. enzymoéw, recepto-
réw, kanatow 1 innych) (2). Stres oksydacyjny induko-
wany w hepatocytach przez kadm moze si¢ nasila¢
w wyniku ostabienia zdolno$ci redukcyjnych komo-
rek na skutek hamowania przez ten metal aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych. Hamujac aktywno$¢ wy-
mienionych enzyméw kadm moze posrednio uczest-
niczy¢ w oksydacyjnym uszkodzeniu biatek, lipidow
czy DNA. Toksyczne dziatanie kadmu moze si¢ row-
niez wiazac¢ z zaburzeniem szlakow sygnalizacyjnych
1 indukcja apoptozy w hepatocytach narazonych na
kadm (22, 24). Zdolno$¢ kadmu do indukcji stresu
oksydacyjnego, ktory powoduje oksydacyjne uszko-
dzenia DNA tlumaczy udziat tego metalu w powsta-
waniu u ludzi nowotwordéw pluc, prostaty, trzustki i in-
nych (29, 30).

Podsumowanie

Uzyskane w badaniach wyniki wskazuja, ze toksycz-
ne dziatanie kadmu wynika z ostabienia mechanizméw
antyoksydacyjnych w izolowanych hepatocytach
szczura, czego konsekwencja sa w nich zmiany st¢ze-
nia GSH i podwyzZszony poziom peroksydacji lipidéw
mierzony ilosciag TBARS. O wplywie kadmu na in-
dukcje stresu oksydacyjnego w komoérkach swiadczy
réwniez wzrost aktywnosci izoenzymow SOD (SOD1
1 SOD2), bioracych udziat w eliminacji anionorodni-
ka ponadtlenkowego — prekursora wszystkich rodni-
kow tlenowych i ich reaktywnych pochodnych. Kadm
powoduje spadek aktywnosci GSHPx 1 GST odpowie-
dzialnych za unieczynnianie nadtlenku wodoru i nad-
tlenkéw lipidowych oraz tworzenie S-koniugatéw z en-
dogennymi i egzogennymi zwiazkami elektrofilowy-
mi, co prowadzi do ich inaktywacji i obnizenia tok-
syczno$ci. Metal ten zwigksza wyraznie aktywno$é
GSHR — enzymu, ktory odtwarza w komorkach
z GSSG pulg zredukowanego GSH. Zmiany aktywno$-
ci enzymOw antyoksydacyjnych i stgzen TBARS 1 GSH
w komorkach watroby szczura wywotane dziataniem
kadmu in vitro zaleza zar6wno od jego st¢Zenia, jak 1 od
czasu ekspozycji komorek na dzialanie tego metalu.



Zwigkszenie poziomu peroksydacji lipidow oraz
towarzyszace im zmiany stezenia GSH i aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych (szczegdlnie cyklu glu-
tationowego) w izolowanych hepatocytach szczura
wywolane dziataniem kadmu, $wiadcza o zaburzeniu
w komorkach réwnowagi prooksydacyjno-antyoksy-
dacyjne;j.
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