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Zbadano wplyw obnizenia poziomu biatka w paszy szezuréw z 24% do
4/ na kumulacje kadmu i cynku w wagtrobie oraz zdolnosé tego na-
r2qdu do syntezy metalotioneiny po jednorazowym dootrzewnym pode-
niu 3 mg Cdlkg masy ciala. Oznaczono zawartoddé metolotioneiny, kad-
mu i cynku w waqtrobie szezuréw, spozywajqcych przez 3—28 dni pa-
sze, zawierajgce 0%, 4%, 20% i 40° bigika i takq ilo§é kadmu, ktéra
zapewniale jednakowe jego pobranie, wynoszqce 10 mg/dzien/kg masy
ciala, przez zwierzeta ze wszystkich grup.

Coraz szersze wykorzystanie kadmu w wielu galeziach przemystu
i zwigzane z tym zwiekszenie zanieczyszczenia $rodowiska powodujg
wzrost zainteresowania toksykologow tym metalem. Oprécz oznaczania
zawartosei kadmu w $rodowisku oraz jego toksycznego dzialania na zwie-
rzeta i czlowieka, jednym z kierunkow badan bylo wyjasnienie, w jakiej
postaci wystepuje on w tkankach i narzadach ustroju.

W 1957 roku Margoshes i Vallee wykazali, Ze w nerce konia kadmn

nia, sklad i wiasciwosci tego biatka, nazwanego metalotioneing. Ma ono
ciezar czgsteczkowy ok. 10000 (nowsze dane podaja ok. 6000), duzg za-
wartosé grup sulfhydrylowych (26 na gramoczasteczke) oraz kadmu (ok.
6%). Posiada réwniez charakterystyczng zdolnogé absorpcji $wiatta przy
250 nm (specyficzng dla wigzania kadm-cysteina) oraz jej brak przy 280
nm (brak aminokwaséw aromatycznych). Ostatnio okreélono sekwencje
aminokwaséw w czgsteczce metalotioneiny, wyizolowanej z watroby nie-
ktérych zwierzat.

Poniewaz w pismiennictwie nie spotkano danych, dotyczacych wpltywu
poziomu biatka w pPaszy na zawartoseé metalotioneiny w narzgdach zwie-
rzat, celem niniejszych badan byto stwierdzenie, czy obnizenie poziomu
biatka w paszy wplywa na zdolnosé watroby do syntezy metalotioneiny
po podaniu Jednorazowej dawki kadmu oraz jak wplywa obnizenie i pod-
wyzszenie poziomu bialka w paszy, zawierajacej kadm, na zawartosé me-
talotioneiny w watrobie szczuréw.

C 2205

*) Wyciag z pracy doktorskiej. Praca wykonana w ramach problemu MR-12
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Dla stwierdzenia, czy w warunkach niedoboru bialkowego istnieje za-
leznoé¢ miedzy stezeniem kadmu i cynku oraz poziomem metalotioneiny
w watrobie, wykonano rowniez oznaczenie zawartosci obu metali w tym
narzadzie.

MATERIAL I METODY

Badania (dwa doswiadczenia) wykonano na szezurach-samcach rasy Wistar,
4 5-tygodniowych o poczatkowej masie ciala 50—60 g umieszczonych w klatkach
po 5 szt. w kazdej.

W doéwiadczeniu pierwszym zwierzgla podzielono na 10 grup po 5 szt. w kai-
dej. 5 grup otrzymywalo przez 10 tygodni polsyntetyczna paszeg kontrolna, zawiera-
jaca 24% bialka, a pozostale 5 grup -— paszg o obnizonym do 4% poziomie bialka
(pasza niedoborowa). Po 10 tygodniach karmienia szczurom podano dootrzewnowo
jednorazowsg dawke chlorku kadmowego w ilogei 3mg Cd/kg masy ciata. Po 11 4
godzinach oraz 1 i 7 dniach od podania zwierzgta zabijano i wycinano waltrobe,
w ktérej oznaczano zawarto$é kadmu, cynku i metalotioneiny.

Cynk i kadm oznaczano metodg atomowe] spektrofotomerii absorpcyjnej, sto-
sujagc przyrzad firmy Pye Unicam SP 90 Series 2. 1 g watroby spalano na mokro
w kolbach Kieldahla w mieszaninie kwasoéw siarkowego, nadchlorowego i azotowe-
go w stosunku 1:2:10. Uzyskany mineralizat rozcienczano woda redestylowang, a za-
wartoéé metali oznaczano Pprzy nastepujacych parametrach aparatu, zalecanych
przez producenta:

Kadm Cynk

Dlugoé¢ fali (nm) 228,8 213,9
Szerokos$¢ szezeliny (mm) 0,1 0,1
Przeplyw acetylenu (I/min) 0,9 0,9
Przeplyw powietrza (1/min) 5,0 5,0

Dla oznaczania zawarto$ci metalotioneiny zastosowano metode, polegajacg na
sgczeniu wyciggu tkankowego na zelu Sephadex G 175 i obliczeniu zawarto$ci tego
bialka na podstawie molarnego stezenia kadmu i cynku we frakecjach, odpowia-
dajgcych metalotioneinie.

1,5 g tkanki homogenizowano w 5 emd 0,001 M buforu Tris-HC1 o pH 8,0, za-
wierajacego 2,92 g NaCldm? i 250 mg NaNs/dm? i wirowano przy 20000g przez 30
min. Do supernatantu dodawano 0,5 cm?® stezonego roztworu sacharozy a nastepnie
2/3 preparatu, odpowiadajace 1 g narzgdu, nanoszono na kolumne o wymiarach
52 em X 2,2 cm, wypelniona selem Sephadex G 75. Metalotioneine eluowano tym
samym roztworem z szybkoscig 20 cm?/godzine. Zbierano frakcje po 5,4 cm?, w kto-
rych oznaczano absorbancie przy diugosci fali 280 nm oraz zawarto$é kadmu i cyn-
ku metodsg atomowej spektrofotometrii absorpcyjnej bez mineralizacji.

We frakcjach, otrzymanych w wyniku sgczenia badanego materialu na kolum-
nie z zelem Sephadex G 75 obserwowano jedno maksimum zawartosei kadmu, przy-
padajace na 102 cm? eluatu, co odpowiadalo stosunkowi objetosci eluacyjnej do
objetosci swobodnej stosowanej kolumny réwnemu ok. 2. Przyjeto wiec, ze mak-
simum to odpowiada metalotioneinie.

Z danych piSmiennictwa wynika, ze stosunek molarny sumy metali, zawartych
w czgsteczce metalotioneiny do jej cigzaru czgsteczkowego wynosi od 6 gramoato-
moéw/mol, réwny 6600, do 8,9 gramoatomow/mol, rowny 10500, W pracy przyieto
stosunek 8,9 gramoatoméw metali/mol réwny 10000. Poniewaz zawarto$é miedzi
w metalotioneinie watrobowej jest nieznaczna w poréwnaniu z zawarto$cig kadmu
i cynku (ok. 5% ogblnej zawartosel metali), zalozono, ze jedna gramoczasteczka me-
talotioneiny, rowna 10000, zawiera 7,7 gramoatoméw kadmu i cynku. Po oznaczeniu
sumy zawarto$ci Zn i Ccd we frakcjach, odpowiadajacych metalotioneinie, wyrazo-
nych w ug/g tkanki, przeliczano ich stezenie na stezenie molowe i na podstawie
przyjetego stosunku molarnego sumy kadmu i cynku do metalotioneiny oraz cigza-
ru czgsteczkowego tego bialka obliczano zawarto§é metalotioneiny w mg/g tkanki

Doswiadczenie drugie wykonano na 55 szezurach, podzielonych na 4 grupy, otrzy-
mujgce pasze, zawierajace: 0% (pasza bezbiatkowa), 4% (pasza niskobiatkowa), 20%
(pasza kontrolna) i 40%0 (pasza wysokobiaikowa) biatka. W oparciu 0 pomiary spo-
zycia paszy, do pasz o réznym poziomie bialka dodawano kadm w takiej ilosci, aby
w ciggu calego dodwiadczenia zwierzeta ze wszystkich grup pobraly jednakowe jego
iloéci 10 meg/kg masy ciala/dzien. Pasza kontrolna sawierala wiec 100 mg Cd/kg,
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a pasza bezbialkowa, niskobialkowa i wysokobialkowa odpowiednio 65, 70 i 110 mg
Cd/kg. W czasie doswiadczenia spozycie paszy bylo kontrolowane. Po uplywie 3 dni
oraz 2 i 4 tygodni karmienia zwierzeta zabijano i wycinano watrobe, w ktoérej ozna-
czano zawarto§é kadmu, cynku i metalotioneiny opisanymi wyzej metodami.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wyniki, uzyskane w obu wykonanych dos$wiadczeniach, przedstawiono
w tabelach I i II.

Jak wynika z tabeli I, obnizenie poziomu bialka w paszy z 24% do 4%
nie wplyneto na zawartos¢ metalotioneiny w watrobie szczuréw.

Rowniez poziom obu badanych metali w tym narzadzie do 7 dnia dos-
wiadcezenia byl jednakowy. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze nie-
dobory biatkowe nie wplywaja na zdolnose watroby do syntezy metalo-
tioneiny po jednorazowym podaniu kadmu.

Tabela I. Wplyw obnizenia poziomu biatka w paszy na zawartos¢ kadmu, cynku i metalo-
tioneiny w watrobie szezuréw

Badany skladnik

" 3 kadm cynk me‘talotioneiﬁ;_
Czas trwania I | mg/
do$wiadczenia . ueg . Hg/8 g/8
% biatka w paszy
24 4 24 4 24 4
0 0,0 0,0 22.8% 18,1% 0,05%* 0,05%*
+3,3 +2,2
1 godzina 8,5% 11,2% 21,9 16,2 0,05 0,05
+0,9 +1,3 43,6 +1,4
4 godziny 13,3 14,4 21,6 19,9 0,10 0,10
+1,1 +1,1 +2,8 43,8
1 dzien 18,1 21,1 44,1 45,1 0,20 0,25
+2,8 +2,0 +5,1 +3,6
7 dni 22.2 14,9 49,9 49,7 0,45 0,50
43,3 +2,1 +6,3 +4,9

* $rednia arytmetyczna z 5 pomiaréw 4+ odchylenie standardowe
** $rednia arytmetyczna z 2—3 pomiaréw

Badajac wplyw niedoboréow bialkowych na synteze bialek w watrobie,
Goto i wsp. stwierdzili minimalne obnizenie wlgczania C"-fenyloalaniny
do bialek mikrosomalnych watroby szczuréw, karmionych przez 10 dni
pasza bezbialkows. Wskazywaloby to na brak wplywu niedoboréw biat-
kowych na synteze biatek we frakcji mikrosomalnej.

Jednak jak wykazali Anthony i Edozien, obnizenie zawartosci biatka
W paszy powoduje obnizenie poziomu DNA, RNA i biatka w watrobie oraz
zmniejszenie ilo$ci polisoméw i zwiekszenie frakeji wolnyech rybosomow
w hepatocytach, skorelowane ze zmniejszeniem zdolnosci tego narzadu do
syntezy biatka. Przy tym zdolno$¢ hepatocytow zwierzgt, karmionych pa-
szg niedoborowa, do wbudowywania znakowanych aminokwaséw (argi-
niny i leucyny) w czgsteczki biatka byla zwiekszona. Ten pozorny para-
doks mozna wyjasni¢ tym, ze niedobory biatkowe z jednej strony powo-
dujg obnizenie aktywnosci enzyméw cyklu powstawania mocznika, a z
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drugiej zwiekszajg aktywnos¢ enzymow, aktywujacych wolne aminokwa-
sy. W tej sytuacji aminokwasy te s3 z wiekszym prawdopodobienstwem
wbudowywane w czgsteczki biatka, niz metabolizowane do mocznika.

Obserwowane przez Anthony’ego i Edoziena zmniejszenie syntezy biat-
ka pod wplywem niedoboréw biatkowych byto wyrazne dopiero przy
drastycznym obnizeniu poziomu biatka w paszy do 0,8 i 0,4%, gdy tym-
czasem w pracy wlasnej poziom biatka obnizono do 4%. Ponadto Water-
low i Stephen wskazuja na duzg zdolnosé adaptacyjng organizmu do pa-
szy niskobiatkowe]j poprzez zmiang proceséw przemiany biatkowej. Moze
to ttumaczy¢ brak wptywu stosowanych niedoboréw biatkowych na zdol-
nosé¢ watroby do syntezy metalotioneiny.

7 tabeli II wynika, ze u szczurdw spozywajacych pasze o zawartosci
bialka réwnej 20% i 40% wzrasta poziom kadmu i cynku w watrobie, co
szezegblnie wyraznie wida¢ po 4 tygodniach karmienia. Réwniez zawar-
toéé metalotioneiny u zwierzat z obu tych grup byla dwukrotnie wyzsza
niz u zwierzat, spozywajacych 4% bialka w paszy.

Tabela IL. Wplyw poziomu biatka w paszy, zawierajacej kadm, na zawartosé kadmu, cynku
i metalotioneiny w watrobie szezuréw

Czas trwania doéwiadczenia

Grapa o~ 3dni 2 tygodnie B 4 tygodnic -
zwierzat bialka B badany p:irarhetr ] 777 77777
W PasZy "T0a Zn M*  Cd  Zn  M*  Cd Zn M*
o uglg  ugle  mgig  pgle  pge  mgls pels _vels melg
T 0 9.9%% 25,2 0,15%F% 4T 21,2%K Q,15%FF  — — —
40,5 +3,6 10,5 43,6
I 4 1,9 25,7 0,15 2,9 182 0,12 7,7 26,8%% 0,26% ¥
+0,2 + 3.8 +0,6 £2.2 +08 £42
111 20 3,7 21,2 0,14 8,4 30,4 0.24 15,6 66,5 0,49
+0,5 14,2 40,8 +4.1 +1,4 +£71
v 40 3,2 238 0,15 10,0 30,7 0,26 16,5 65,6 0,50
+0,2 128 40,6 -+3,8 41,8 48,8

* metalotioneina
#* 4rednia arytmetyczna z 5 pomiaréw - odchylenie standardowe
##% {rednia arytmetyczna z 2—3 pomiaréw

Na uwage zasluguje rowniez fakt, ze spozywanie paszy bezbialkowe]
(podobnie jak wysokobiatkowe]) powodowalo rowniez lekkie zwiekszenie
kumulacji kadmu w watrobie.

Otrzymane wyniki roznig sie od wynikow, uzyskanych przez Zechalko,
ktora w 10-tygodniowym doswiadczeniu na szezurach stwierdzita, ze ob-
nizenie poziomu kazeiny w paszy, zawierajacej 100 mg Cd/kg, z 27% do
9% spowodowalo prawie dwukrotne zwiekszenie zawartosci kadmu w wa-
trobie. Jednak gdy kadm podawano w wodzie do picia w stezeniu 50
mg/dm?®, zadnych zmian W jego kumulacji w tym narzadzie nie obser-
wowano.

Wydaje sie, ze rozbieznosci te mogg by¢ czesciowo spowodowane T0z-
nicg w iloéci i sposobie podania kadmu (50 lub 100 mg/kg, w paszy lub
w wodzie do picia). Nalezy roéwniez podkreslié, ze w pracy wlasnej za-
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pewniono jednakowe pobranie tego metalu przez zwierzeta ze wszystkich
grup. Wraz z obnizeniem poziomu biatka w paszy wzrasta jej spozycie
przez zwierzeta, w przypadku wiec statego poziomu kadmu w obu po-
rownywanych dietach wzrasta takze spozycie tego metalu, czego konsek-
wencjg moze by¢ zwiekszona jego kumulacja w watrobie i nerkach.

Podobng jak w pracy wlasnej zaleznosé migdzy poziomem bialka w pa-
szy i kumulacjg metalu w narzadach stwierdzili Milew i wsp. oraz Barl-
trop 1 wsp. w przypadku otowiu. Przypuszcza sie, ze niski poziom biatka
W paszy moze uszkadza¢ procesy metaboliczne w watrobie (a byé moze
i w jelicie cienkim) co powoduje zwickszenie wchlaniania i kumulacji
ofowiu. Z kolei Stephens i Waldron podaja, ze wysokobialkowa dieta moze
zwiekszaé wchlanianie olowiu na skutek tworzenia rozpuszczalnych kom-
pleksow z aminokwasami, Poréwnujac te dane z wynikami wlasnymi
mozna przypuszczaé, ze zblizone procesy moga mie¢ miejsce takze w
przypadku wchlaniania i kumulacji kadmu, przy czym optymalng z pun-
ktu widzenia pobrania kadmu i cynku bylaby iloé¢ biatka w paszy, za-
warta w granicach 4—20%.

Dwukrotne obnizenie poziomu metalotioneiny w watrobie u Szczurow,
spozywajgcych pasze zawierajaca 4% biatka w porownaniu ze zwierzeta-
mi, otrzymujacymi 20% i 40% bialka, prawdopcedobnie nie jest bezposred-
nio spowodowane niedoborem biatka w pozywieniu, a raczej obniZeniem
kumulacji kadmu i eynku, ktoérych poziom w watrobie jest réwniez naj-
nizszy u tych zwierzat. Poniewaz kadm i cynk maja zdolno$¢ stymulo-
wania syntezy metalotioneiny, jest prawdopodobne, ze zmniejszenie. za-
wartosci tych metali w watrobie (byé moze na skutek zZmniejszenia ich
wchianiania) u szezuréw otrzymujacych pasze o 4%-owym poziomie bia}-
ka, moze zmniejszy¢ ilo$é syntetyzowanej metalotioneiny bez obnizenia
zdolnosci watroby do jej syntezy. Czesciowo potwierdzaja to wyniki,
uzyskane w pierwszym doswiadczeniu,

WNIOSKI

1. Obnizenie poziomu bialka w paszy z 24% do 4% nie wplywa na zdol-
nos¢ watroby do syntezy metalotioneiny po jednorazowym dootrzewno-
wym podaniu kadmu.

2. Sposréd zwierzat, otrzymujgeych w paszy 10 mg Cd/kg masy ciala/
/dzien i 0—40% bialka, najnizszy poziom kadmu, cynku i metalotioneiny
stwierdzono w przypadku paszy o 4% poziomie bialka.

M. KBacr

BJUSAHUE YPOBHA BEJKA B KOPME
HA COIEPXKAHUE METAJJOTUOHEUMHA B IIEYEHU KPBIC

Pezmome

Ilensio pabGorsr 6110 YCTAQHOBJIEHNE BJMAHMUA HNOHUKEHUA yPOBHs Gelka B KOpMe
Kpbic ¢ 24% g0 4% na crocobuocTh meueny CHMHTE3MPOBATE METAJIOTUOHEUH II0CTe
OAHODA30BOJ BHYTPMODIOIUMHHON WHBEKIMY KaagMMUs B KOJIM4ecTBe 3 MI/KT Beca
TeNa a TaK¥Xe OlleHKa M3MEHEHWA COMEPIKAHMA METANTOTUOHEMHA, KAOMUA U IUHKA
B HedeHu KpbIC, NONy4YallUMx KOPM cOAepzRaimmit 0%, 4%, 20% m 40% Genga
1 TaKOe KOJMYECTBO KaAMu#A, KOTOpOoe obecrmeuympBaer OZMHAKOBLBINL ero npuéM, pareH
10 Mr/kr Beca Tela/fieHb KUBOTHLIMM M3 BCeX MCCHeAyeMbIX TDYINI.

He ycranoBleHo BIMAHUA TOHMIKEHUS ypoBHA ©enKa B KOPME HA COLepaHue
KaaMusa, OMHKA M MEeTaJJIOTMOHEeMHA B IIeYeHy 9epe3 1 u 4 waca a rtagkxe 1 1 7 gueit
HOCJe OAHOPa30BOM MHBEKIIUM KagMMUA.
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B medenm XUBOTHBIX, NOTPEONAOINMX B Tedenue 2 u 4 HeJlenb KOpM c pobas-
JeHmeM KaaMmMa ¢ TOHMIKEHHBIM 70 4% copmepzkanuem 6esika ycTaHOBIIEHBI CaMble
HMBKME KOHUEHTPauMM KagMmus, IUMHKA ¥V MEeTAJJOTUMOHEMHAa II0 CPAaBHEHMIO C ZKWBOT-
HbIMM, TIONydYalolMMy KOpM JumEHHbLT Oeaxka (2 negeny) a Tak¥xkKe KOHTPOIbHBIA
KOPM ¥ KODM ¢ yBENIMYESHHBIM comepzxkauueM Oenka (2 u 4 Hepmeln).

ITonydyennnle Pe3yNbTATBI CBUAETENLCTBYIOT 00 OTCYyTCTBUM BIMAHMA HEROCTATKa
fenKka Ha CIOCOGHOCTL TIEYEHM CHMHTE3MPOBATH METANJIOTMOHEMH a TaKXKe yKa3bl-
BAIOT HA B3aBMCHMMOCTL MEXKAY YPOBHeM Oelka B KOpMe M HAKOIJIEHUEM KaaMusd
¥ LMHKA B MEYEeHU.

M. Kwast

EFFECT OF PROTEIN LEVEL IN THE FOOD ON METALOTHIONEIN IN RAT
LIVER

Summary

It was the purspose of this work to establish whether protein level reduction in
the food of rats from 24% to 4% affects the ability of the liver to synthetise meta-
lothionein after one single dose of cadmium 3 mg/kg of body weight administered
intraperitoneally, and to trace the changes in metalothionein, cadmium and zinc
levels in the liver of the animals kept on diets containing 0%, 4%, 20% and 40% of
protein and the amounts of cadmium ensuring that the animals in all groups re-
ceived identical doses of this element — 10 mg/kg of body weight daily.

Reduction of protein level in the food had no effect on the concentrations of
cadmium, zinc and metalothioneine after 1 and 4 hours and after 1 and 7 days
from the administration of one cadmium dose.

In the livers of the animals receiving during 2 or 4 weeks food with added cad-
mium and with protein level reduced to 4% the concentrations of cadmium, zinc
and metalothionein were lower than in the animals kept on protein-free diet (2
weeks), control diet and high-protein diet (2 and 4 weeks).

These results indicate than protein deficiency has no effect on the ability of the
liver to synthetise metalothionein, but they point out a relationship between the
protein level in the food and cadmium and zinc accumulation in the liver.
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