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ABSTRACT

The aim of the study was to assess the effects of exposure to low doses of cadmium dissolved in
drinking water (at a concentration 200-fold of maximum permissible limit) on selected biochemical
parameters of 60 Wistar rats during three subsequent generations. Animals were divided into two
groups — control and experimental group exposed to low dose of cadmium (at a concentration of 20
umol/l of tap water). Biochemical parameters such as total protein, aloumin, transferrin and ferritin
in the serum were evaluated. Total protein content increased after exposure to cadmium (P<0.001)
in P and F1 generations, while albumin decreased after exposure to cadmium in P generation and
increased in F2 generation (P<0.001). Transferrin and ferritin increased after exposure to lead
(P<0.001) in comparison to control. Statistically significant increase in filial generations compared
to parental generation was observed only after exposure to cadmium in F1 and F2 generations
(P<0.05). Increase in transferrin and ferritin in serum are potential supplementary marker of chronic

intoxication with cadmium.
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UVOD

NajnebezpecnejSim sprievodnym javom industrializécie je neustale sa zvySujuce znecistenie
zivotného prostredia. Preto sa venuje velkd pozornost’ u€inkom tazkych kovov aich zlicenin na
zdravie cloveka azvierat (ATSDR, 2008). Tieto patria medzi velmi nebezpecné
a nedegradovatel'né¢ kontaminanty zivotného prostredia. Z uvedeného dovodu je kontaminécia
prostredia, vratane zdrojov pitnej vody vel'mi zavazny problém (Sharpley, 2007).

Kadmium (Cd) je ubikvitarny polutant Zivotného prostredia a jeho biologické ucinky
u zivoc¢ichov, najmé u zvierat nie st jasné. Pre ¢loveka je potrava hlavnym zdrojom expozicie Cd

(EFSA, 2009). Biologickd dostupnost kadmia z potravy je dolezitym determinantom jeho
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potencialneho rizika. Faj¢enie cigariet predstavuje druhy hlavny zdroj expozicie kadmiom (Jarup et
al., 1998), ktory patri medzi 10 najtoxickejSich latok pre zdravie ¢loveka (ATSDR, 2008). Cd sa
klasifikuje ako karcinogén prvej kategorie pre ¢loveka a zvierata (IARC, 1993). Cd inhibuje viacero
enzymovych systémov prostrednictvom tvorby reaktivnych foriem kyslika (Lovasova et al., 2010).
V literature st dobre popisané Gc¢inky kadmia pri akatnej intoxikacii. Relativne malo tdajov je ale
0 chronickej, najmé celozivotnej expozicii (Lukacinova et al., 2008). Pri chronickej expozicii
nizkymi davkami je tazké predvidat mozné nasledky nielen u exponovanej populacie, ale najma
V naslednych generacidch.

Na zéklade uvedenych predpokladov smerovala tato S$tadia, v snahe poskytnut
komplexnejSie posudenie ucinkov celozivotnej expozicie nizkymi ddvkami kadmia, na vybrané

sérove proteiny pocas troch naslednych generacii potkanov.

MATERIAL A METODIKA
Zvierata a podmienky chovu

60 potkanov kmetia Wistar (20 samcov a 20 samiciek a ich mlédd’atd pre reprodukény pokus,
20 samcov pre hlavny pokus, vo veku 4 tyzdiov, o priemernej hmotnosti 120 £19 g, tab. 1) sme
ziskali z SPF chovu Centralneho zvieratnika Lekarskej fakulty UPJS (CZ LF UPJS) a pouzili ako
parentalnu generaciu rozdelenti nahodne do dvoch skupin, kontrolnej a kadmiom exponovanej
skupiny (10 samcov a 10 samic v kazdej skupine pre reprodukény pokus, a 10 samcov v kazdej
skupine pre hlavny pokus). Expozicia kadmiom bola zhodnd ako v hlavnhom pokuse. Mlad’ata
z reprodukéného pokusu boli pouzité ako F1 (1. filidlna) generacia a boli podobne rozdelené¢ do
dvoch skupin. Ich mlad’atd boli pouzité ako F2 (2. filidlna) generacia a boli podobne rozdelené do
dvoch skupin. Potkany v reprodukénom pokuse boli drzané v plastovych klietkach (1 samec a 1
samica v Kklietke). Potkany v hlavnom pokuse boli drzané individualne v celosklenenych
metabolickych klietkach s voI'nym pristupom k pitnej vode a potrave od 52. dha veku (0. den
v hlavnom pokuse). VSetky skupiny dostévali Standardné krmivo a pitna vodu, ale pokusné skupiny
dostavali chlorid kademnaty v pitnej vode (vid' hlavny pokus) pocas celého trvania pokusu.
Reprodukény pokus bol ukonceny v 78. tyzdni. Hlavny pokus bol ukonceny v 156. tyzdni pokusu
vo vSetkych sledovanych generaciach. Zvierata boli drzané v miestnosti s konstantnou teplotou 22
+2 °C, relativnou vlhkostou 50 %, a pri svetelnom rezime 12 h svetlo : 12 h tma. Pokusy boli
vykonané v CZ LF UPIJS, ktoré mé akreditaciu pre chovné a pokusné zariadenie. Pokusy boli

schvalené Etickou komisiou LF UPJS a Statnou veterindrnou a potravinovou spravou SR (&. Ro-
7879/04-220/3).
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Tabul’ka 1 Rozdelenie potkanov do skupin

REPRODUKCNY POKUS
C Cd
Parentalna generacia (P)
104 + 109 104 + 109
1. filidlna generacia (F1) (mlad’atd z P generacie)
103 + 109 103 + 109
2. filidlna generacia (F2) (mlad’ata z F1

generacie)
104 + 109 108 + 109

ZAKLADNY POKUS

C Cd
Parentélna generacia (P)

103 10d

1. filidlna generacia (F1) (mlad’atd z P generécie)
103 108
2. filidlna generacia (F2) (mlad’ata z F1

generacie)

108 108

Experimentalny protokol hlavného pokusu

Potkany boli ndhodne rozdelené do dvoch skupin (n = 10 samcov v kazdej skupine) v kazdej
generacii. Kontrolna skupina (C, n = 10) dostavala Cista pitni vodu. Experimentalna skupina
(Cd, n = 10) dostavala pitni vodu obsahujucu chlorid kademnaty dvojvody V koncentracii 20
umol.I™; tj. 2,0 mg Cd.I" pitnej vody, o zodpovedalo 200-nasobku MPK (maximalne pripustna
koncentracia) vo vode. Toto usporiadanie platilo aj pre F1 a F2 generaciu.

Kazdych 13 tyzdnov pokusu sme stanovili prezivanie, priemerni dobu Zivota, prijem
potravy, prijem vody a celkové hladiny proteinu, albuminu, transferinu a feritinu v sére. Krv bola

odoberana vzdy rano medzi 7. a 9 hodinou.

Biochemickeé analyzy
Priprava vzoriek: Krv bola odoberana z chvostovej zily. Vysetrovali sme nasledovné ukazovatele:
Celkové proteiny. Pouzili sme biuretovi metddu pre jej jednoduchost’, rychlost’ a spolahlivost’

v modifikacii ako popisali Flack a Woollen (1984).
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Albumin, transferin a feritin boli stanovené pouzitim komercnych testov firmy Dot Diagnostics,

s. 1. 0., Ceska republika.

Statistické analyzy

Vysledky boli vyhodnotené Studentovym t-testom a Mann—Whitney U-testom alebo
jednocestnou ANOVA s naslednym Newman-Keuls post hoc testom. Na korelaént analyzu sme
pouzili Spearmanov test. Vysledky st vyjadrené ako priemer + S.D. Za Statisticky vyznamnu sme

povazovali hladinu P<0,05.

VYSLEDKY
Dizka zivota a prezivanie

Dizka Zivota v jednotlivych skupinach a generaciach v 156. tyzdni pokusu je uvedena na obr. la.
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Obrizok 1 DiZka Zivota (a) a percento preZivania (b) v 156. tyZdni pokusu (priemer +S.D.).
(P = parentalna generacia; F1 a F2 = filidlne generacie, a = P <0,05 medzi kontrolnou

a exponovanou skupinou; b = P <0,05 medzi P a F1 alebo F2 generacia)

Medzi skupinami ani generaciami neboli zistené Statisticky vyznamné rozdiely pri hodnoteni
dizky Zivota.PreZivanie potkanov je uvedené na obr. 1b. V P generacii sme zistili 75 % preZivanie
U potkanov po expozicii kadmiom, ¢o je Statisticky vyznamne nizSie ako v kontrolnej skupine
(P<0,05), kde prezivalo 90% potkanov. V skupine po expozicii kadmiom Vv naslednych generaciach
prezivanie vyznamne stupalo (P<0,05) az na troven v kontrolnej skupine.

NajcastejSou pri¢inou mortality boli tumory. NajbeznejSie nalezy ziskané pri prehliadkach

zdravotného stavu a naslednou pitvou uhynutych potkanov uvadzame v tab. 2.
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Tabulka 2 Bezné nalezy u exponovanych

a kontrolnych zvierat (P/F1/F2)

Nalez C Cd
Nadory 0/1/1 2/3/5
Nalezy na GIT 1/1/0 1/0/0
Retardacia rastu 0/0/2 0/3/3
Alopécia 0/0/2 0/2/6
Strata chvostov 0/0/0 0/0/3
GIT = gastrointestindlny trakt

V expozi¢nych hladinach (toxikologické ukazovatele) medzi vySetrovanymi generaciami

neboli zistené vyznamné rozdiely (tab. 3).

Tabul’ka 3 Vybrané toxikologické ukazovatele

Ukazovatel’ Cd
GENERACIA P F1 F2
Celkova davka obdriand pocas pokusu | 1444 148,1 139,8
vmg.kg™ Zhm.

% LDso 64,2 65,8 62,1
ADD v mg.kg™.deii™ 0,132 | 0,134 | 0,130
LADD v mg.kg™.desi™ 0,129 | 0,130 | 0,127
P = parentdlna generacia; F1 a F2 = filidlne generacie; LDsy = 50%-na
letdlna davka 50%; ADD = priemernd denna davka;, LADD =
celoZivotnd priemerna denné davka

Telesna hmotnost, prijem potravy a vody

Telesna hmotnost’ (obr. 2a) bola vyznamne nizs$ia (P<0,001) vo vSetkych generaciach.
V ramci skupin medzi generdciami rozdiely neboli vyznamné.

Prijem potravy nebol odlisny medzi skupinami, aj ked’ u exponovanych potkanov bol mierne

nizsi, ale Statisticky nevyznamny. Medzi generaciami rozdiely neboli (obr. 2b).
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Obrazok 2 Telesna hmotnost’ (a), prijem potravy (b) a vody (c) v 156. tyZdni pokusu
(priemer £S.D.). (P = parentalna generacia; F1 a F2 = filidlne generacie, a = P<0,001;
b = P<0,05 medzi kontrolnou a exponovanou skupinou; ¢ = P<0,05 medzi P a F1 alebo

F2 generéciou)

Prijem vody bol vyznamne niz§i (P<0,001 v P generacii a P<0,05 v F1 a F2 generacii)
U potkanov exponovanych kadmiom (obr. 2c¢). Medzi generaciami u exponovanych zvierat nebol
zisteny vyznamny rozdiel. U neexponovanych kontrolnych potkanov v néaslednych generaciach

prijem vody klesal.

Vphv na celkovy protein v sére

Celkovy protein v 156. tyZdni pokusu v sledovanych skupinach je uvedeny na obr. 3a. Zistili
sme Statisticky vyznamny vzostup hladin celkovych proteinov (P<0,001) u potkanov po expozicii
kadmiom v P a F1 generacii oproti kontrolnej skupine. Medzi filidlnymi generaciami neboli zistené

Statisticky vyznamné rozdiely v hladinach celkovych proteinov v sére.

Vplhv na albumin v sére

Hladina albuminu vyznamne klesla v parentalnej generacii (P<0,001) po expozicii kadmiom
(obr. 3b). V F1 a F2 generacii hladiny albuminu v sére stupali po expozicii kadmiom, ale tento
vzostup bol vyznamny len v F2 generacii (P<0,001). V porovnani ku parentalnej generacii bol

vyznamny vzostup v hladinach albuminu po expozicii kadmiom (P<0,05) v F1 aj F2 generacii.
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Obrazok 3 Celkovy protein (a) a albumin in sére (b) v 156. tyZdni pokusu (priemer £S.D.).

(P = parentalna generacia; F1 a F2 = filidlne generacie, a = P<0,001 medzi kontrolnou

a exponovanou skupinou; b = P<0,05 medzi P a F1 alebo F2 generaciou)

Vplyv na transferin v sére

Hladiny transferinu v sére stipli vysoko vyznamne (P<0,001) vo vSetkych skupinich

exponovanych kadmiom (obr. 4a). Medzi generaciami neboli zistené Statisticky vyznamné rozdiely

ani v jednej zo sledovanych skupin.
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Obrazok 4 Transferin (a) a feritin v sére (b) v 156.

tyzdni pokusu (priemer +S.D.).

(P = parentalna generacia; F1 a F2 = filialne generacie, a = P<0,001 medzi kontrolou

a exponovanou skupinou; b = P<0,05 medzi P a F1 alebo F2 generaciou)
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Vplyv na feritin v sére
U potkanov exponovanych kadmiom (obr. 4b) boli hladiny feritinu vysoko vyznamne
zvysené (P<0,001). Medzi generdciami neboli zistené vyznamné rozdiely v ziadnej zo sledovanych

skupin.

DISKUSIA

Na zaklade analyzy sticasného stavu poznania a naSich pokusov s celozivotnou expoziciou
potkanov s nizkymi davkami kadmia v pitnej vode sme ziskali vel'mi zaujimavé vysledky,
Vv neposlednom rade nové pohl'ady na zostavenie experimentalnych protokolov, moznych sposobov
interpretacie vysledkov takychto studii. Je potrebné podotknut, ze pokusy tohto typu st naro¢né na
Cas, pracu a vyzaduju vysoké ekonomické naklady.

Nizky ucinok kadmia pri hodnoteni doby Zivota oproti inym tazkym kovom (Nistiar et al.,
2010) je mozné vysvetlit' tym, ze kadmium je povazovany za esencidlny stopovy prvok (Lafuente et
al., 2001). Dalsim moznym vysvetlenim moze byt to, Ze potkany za celi dobu pokusu prijali len
62 — 66% LDsp pre jednorazovi aplikaciu per os. Za LDsp sa povazuje davka 225 mg.kg™* z.hm.
(Kotsonis a Klaasen, 1977).

Telesna hmotnost’ vykazovala pozitivnu korelaciu s prijmom potravy (r = +0,77) a ¢iastocne
aj S prijmom vody (r = +0,64). Predpokladame, Ze prijem vody by mohol byt uréujucim faktorom
prijmu potravy a zaroveil aj prirastku hmotnosti. Takuto zdvislost’ popisali aj iné Stadie (Shibutani
et al., 2001). V kazdom pripade vSak prijem kadmia zavisel od prijmu vody.

Hladiny celkového proteinu (TP) Vv sére potkanov kmena Wistar na zaklade udajov CZ LF
UPIJS sa pohybuju okolo 65 £5 g/l (Nistiarova a Nistiar, osobné referencie). Mierne niz$ie hodnoty
udavaju Windberger a spol. (2003), ktori zistili hladiny okolo 61 (54 — 65) g/l. Komeréni
dodavatelia potkanov kmena Wistar udavajia hodnoty v rozmedzi 61 — 65 g/l pre samce 1-2 mesiace
staré. Hodnoty moéZzu zavisiet od kfmenia, hygienického rezimu, sposobu chovu, sposobu
manipulacie a experimentalnych ukonov. U kontrolnych (neexponovanych) potkanov hladiny TP
klesali poc¢as pokusu postupne (od hodndt 84 po 62 g/l). U potkanov exponovanych kadmiom
hladiny TP v P generacii postupne klesali do 104. tyzdia pokusu a potom mali stupajtci trend az do
konca pokusu. V F1 generacii exponovanych potkanov TP klesali do 104. tyzdia a potom az do
konca pokusu ostali na rovnakej urovni, zatial co v F2 generécii klesali az do konca pokusu
podobne ako u kontrolnej skupiny. Na zaklade zistenych udajov hladiny celkovych proteinov sa
nejavia ako marker chronickej intoxikacie kadmiom.

Albumin je vysoko homogénny sérovy protein tvoreny jednym silne elektronegativnym
retazcom pozostavajucim z 566 — 621 aminokyselin, S molekulovou hmotnostou 67 +2 kDa
(Koltun et al., 2005). U potkanov je produkovany peceniou a hladiny v sére st v rozmedzi 36 — 49

g/l. Jeho hladiny vekom klesaju. Albumin udrziava osmoticky tlak plazmy a transportuje rézne
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latky, vratane ionizovanych kovov. Dynamika jeho hladin bola rozdielna v jednotlivych
generaciach, a preto ho nepovazujeme za vhodny marker chronickej intoxikécie kadmiom.

Transferin je polypeptidovy retazec tvoreny priblizne 676 aminokyselinami a dvoma
uhlovodikovymi retazcami, ktory viaze dva atomy Fe**. Molekulovii hmotnost’ ma okolo 81 kDa.
Podobne ako albumin je produkovany najmi pecenou, ale moze byt tvoreny aj v kostnej dreni,
slezine alymfatickych uzlinach. Jeho hlavna uloha spociva v transporte a vymene Zeleza v
organizme. Za fyziologickych podmienok je asi z 1/3 saturovany zelezom, apreto moze
transportovat’ aj iné ionizované kovy, vratane kadmia atakto ho eliminovat z organizmu.
Referenéné hodnoty v sére potkanov st okolo 2,7 az 4,8 g.I™. Vzostup transferinu v sére sa zda byt
dobrym doplnkovym markerom chronickej intoxikacie kadmiom.

Feritin je ubikvitarny, silne konzervativny protein viazuci Zelezo. 24 feritinovych
podjednotiek vytvara apoferitinovi kostru a kazda molekula apoferitinu je schopna viazat’ asi 4 500
atomov Zeleza (Harrison a Arosio, 1996). Feritin sa vyznacuje enzymovou aktivitou, oxiduje Fe®*
na Fe** internalizaciou a sekvestraciou na svoju molekulu. Sérovy feritin je chudobny na Zelezo,
a preto ma vysokt vidzbovua kapacitu pre iony inych kovov. Spolu s transferinom patri do velkej
rodiny proteinov zG¢astnenych v obrane proti stresu a zapalu (Torti et al., 1988). U potkanov st
referenéné hodnoty feritinu v rozsahu 600 — 1400 pg.I™* (Ward et al., 1977). V literatire sme nenasli
relevantné udaje o tlohe feritinu pri chronickej otrave kadmiom. Na zaklade naSich vysledkov sa
zda, ze vzostup feritinu v sére by mohol byt perspektivnym doplnkovym markerom intoxikécie
kadmiom.

Pokial’ ide o interpretaciu vysledkov bude doleZité zistit' vztahy medzi davkou, hladinou
tazkych kovov v tkanivach (distribicia) a nasledna biologicka odpoved’. Je dolezité zohladnit’ aj
druhové rozdiely, najmé pri extrapolacii vysledkov z jedného druhu na iny, ako aj pri porovnani
Studii s pouzitim nizkych alebo vysokych davok. Pre lepSiu interpretaciu vysledkov bude potrebné
Vv tychto Stadiach pokracovat, doplnit’ vySetrované parametre o d’alSie, ktoré st pre vysvetlenie

zistenych vysledkov rozhodujuce.

ZAVER
Ziskané vysledky roz8iruju nase poznatky o celoZivotnej expozicii nizkymi davkami kadmia
v pitnej vode u potkanov. Z vysledkov vyplyva, Ze transferin a feritin st vhodné doplnkové markery

chronickej intoxikacie kadmiom.
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