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Celem pracy byla ocena aktywnosci katalazy w tkance Slinianki przyusznej
szczurow eksponowanych na kadm i/lub cynk. Material do badan stanowily
Slinianki przyuszne  szczurow samcow szczepu Wistar, ktorym podawano
z wodg do picia chlorek kadmu i /lub chlorek cynku. Aktywnos¢ katalazy (CAT)
po uprzedniej homogenizacji slinianek okreslono przy uzyciu zestawow firmy
Cayman metodq ELISA. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono brak
istotnego wplywu rozdzielnego Ilub lgcznego podawania kadmu i cynku w
badanej sliniance przyusznej szczuréow. Moze to sugerowaé, ze badany gruczot
nie generuje ditlenku diwodoru (H,O,) w wyniku ekspozycji na badane jony
metali.
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Stres oksydacyjny jest to stan zagrozenia organizmu, w ktdrym procesy
peroksydacyjne uzyskuja przewage nad procesami antyoksydacyjnymi prowadzac
do zaburzen metabolicznych, uszkodzen a nawet $mierci komorek (1, 2).
Organizmy wytworzyly szereg mechanizméw chroniacych je przed dziataniem
reaktywnych form tlenu RFT (3). Zwiazki, ktdre reaguja bezposrednio z aktywnymi
formami tlenu (powodujac ich unieczynnienie) nazywa si¢ antyoksydantami
(przeciwutleniaczami) lub  zmiataczami wolnych rodnikow. Najbardziej
rozpowszechnionym podziatem jest wyr6znienie antyoksydantow enzymatycznych
i nieenzymatycznych (1, 4). Katalaza (CAT) katalizuje reakcje dysmutacji
nadtlenku wodoru. Obecna jest glownie w peroksysomach komorek ssakow.
Katalaza wykazuje dwie aktywnosci: - katalazowa — przy wysokim stezeniu H,0,
glowng jej funkcja jest udzial w rozkladaniu H,O, do wody i tlenu
i - peroksydazowa — przy niskim stezeniu H,O, katalizuje reakcje utleniania
etanolu, metanolu, mrowczanu, azotynéw, chinonéw i innych. W reakcji tej H,O,
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jest substratem, ktory jest redukowany do wody przez zwiazki bedace donorami
wodoru (SH,).

Celem pracy byla ocena aktywno$ci katalazy w tkance $linianki przyusznej
szczurow eksponowanych na kadm i/lub cynk podawanych w postaci chlorku
kadmu i chlorku cynku z woda do picia.

MATERIAL I METODY

W realizacji celu badawczego zastosowano model doswiadczalny na zwierzgtach
laboratoryjnych. Na przeprowadzone dos$wiadczenie uzyskano zgod¢ Lokalnej
Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach nr 3/2004. Materiat do badan
stanowity $linianki przyuszne 54 szczuréw samcow szczepu Wistar. Do badan
uzyto wodny roztwér chlorku kadmu- CdCl, o stezeniu 5 mg Cd/dm®
odpowiadajacy narazeniu $rodowiskowemu populacji generalnej na kadm oraz
wodny roztwor CdCl, o stgzeniu 50 mg Cd/dm® odpowiadajacy zwigkszonemu
narazeniu zawodowemu na kadm. Cynk podawano w wodnych roztworach chlorku
cynku - ZnCl, w stezeniu 30 mg Zn/dm® i w stezeniu 60 mg Zn/dm®. Szczury
podzielono na dziewig¢ grup badawczych (po sze$¢ osobnikow) w zalezno$ci od
rodzaju i stgzenia podawanych metali. Grupa kontrolna — zwierzeta otrzymywaty do
picia wodg nie zawierajaca kadmu ani cynku, grupa Zn30, grupa Zn60, grupa Cd5,
grupa Cd50, grupa Cd5 + Zn30, grupa Cd5 + Zn60, grupa Cd50 + Zn30, grupa
Cd50 + Zn60. Po zakonczeniu 6 miesi¢cznej ekspozycji na Cd i/lub Zn zwierzeta
usmiercono w stanie glebokiej narkozy wywolanej przez Vetbutal (Biovet, Polska)
zgodnie z zaleceniami Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach.
Wypreparowane §linianki przyuszne zamrozono w temperaturze -80° C. Po
rozmrozeniu $linianki byly wazone i homogenizowane z 0,1 M buforem
fosforanowo-sodowym o pH 7,4 w stosunku 1:4. Nastepnie homogenizat zostat
odwirowany w 4°C z predko$cig 14000/min przez 10 minut. Uzyskany supernatant
wykorzystano do oznaczenia katalazy (CAT, nr katalogowy enzymu EC 1.11.1.6.).
Aktywno$¢ katalazy (CAT) okreslono przy uzyciu zestawdéw firmy Cayman
Chemicals Company, metodg ELISA, (podwojnego wigzania - ,sandwicz”)
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) wedlug instrukcji producenta. Aktywnosé
CAT wyrazono w jednostkach na litr (U/l). Analizg statystyczng oraz ilustracje
graficzng uzyskanych wynikow wykonano za pomoca pakietu statystycznego
Statistica 9 PI.

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Aktywnos¢ katalazy w grupach zwierzat otrzymujacych jedynie cynk zaréwno w
mniejszym i wigkszym stezeniu nie wykazala istotnych zmian w stosunku do grupy
kontrolnej i byta bardzo do tej grupy zblizona (ryc. 1).
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Ryc. 1. Aktywnos¢ Katalazy w grupach otrzymujacych 30mg Zn/dm® i 60 mg Zn /dm®.
Fig. 1. Catalase activity in groups receiving 30 mgZn/dm? and 60 mgZn/dm®.

Podobnie podawanie zwierzetom kadmu w obu zastosowanych stezeniach nie
wykazato istotnej zmiany aktywnos$ci badanego enzymu w pordwnaniu z grupa
kontrolng (ryc. 2).
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Ryc. 2. Aktywno$¢ katalazy w grupach otrzymujacych 5 mgCd/dm? i 50 mgCd/dm?®.
Fig. 2. Catalase activity in groups receiving 5 mgCd/dm? i 50 mgCd/dm®.

Laczne podawanie kadmu i cynku niezaleznie od st¢zen obu metali rowniez jak
w przypadku ich rozdzielnego podawania nie zmienilo istotnie aktywnosci
badanego enzymu antyoksydacyjnego katalazy (ryc. 3).
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Ryc. 3. Aktywnos$¢ katalazy w grupach otrzymujacych jednoczesnie Zn i Cd.
Fig.3. Catalase activity in groups receiving Zn and Cd simultaneously.

Zaznaczata si¢ jedynie niewielka tendencja jej wzrostu w grupie otrzymujacej
jednoczesnie najwyzsze stezenie kadmu i cynku w stosunku do grupy kontrolnej. W
pierwszej fazie dziatania kadmu nastgpuje wzrost aktywnoSci enzymow
antyoksydacyjnych, ktére wzmagaja reakcje obronne ustroju. Jest to odpowiedz
adaptacyjno-obronna. W drugiej fazie dochodzi do nasilonej peroksydacji lipidow
btonowych. Docelowym miejscem dla toksycznego dziatania kadmu na poziomie
komérki sa mitochondria (5). Kadm hamuje aktywno$¢ dehydrogenazy
bursztynianowej 1 oksydazy cytochromowej zaburzajac jednocze$nie procesy
fosforylacji bton mitochondrialnych. Cynk moze tagodzi¢ toksyczne dziatanie
kadmu. Poniewaz przedstawiona praca jest czescig pionierskich badan dotyczacych
udziatu poszczegdlnych §linianek w procesach oksydo-redukcyjnych przy
ekspozycji ha kadm i/lub cynk badania nasze mozemy porownac z wcze$niejszymi
wlasnymi wynikami wptywu kadmu i cynku na $liniank¢ podzuchwowa szczura.

Wynika z niego ze $linianki podzuchwowe kumuluja kadm i zalezy to od czasu i
stezenia podanego z woda do picia chlorku kadmu (6). Jednocze$nie w §liniance
podzuchwowej potwierdzono wzrost iloSci metalotioneiny biatka, ktore w odruchu
obronnym przed toksycznym dziataniem wigze jony kadmu (7).

W tkance slinianki przyusznej szczura nie zauwazono wplywu ekspozycji na
kadm i/lub cynk na aktywno$¢ katalazy. Natomiast badajac aktywnos¢ CAT w
najwickszej $liniance podzuchwowej u szczura uzyskano obnizenie aktywnosci
tego enzymu w zaleznosci od dawki kadmu. Podawanie badanym grupom zwierzat
chlorku cynku prowadzito rowniez do statystycznie istotnego obnizenia aktywnosci
badanego enzymu w tkance $linianki podzuchwowej. Cynk w stezeniu 30 i 60 mg
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Zn/dm? podawany tacznie z kadmem w nizszym lub wyzszym stezeniu rowniez
prowadzit do istotnego statystycznie spadku aktywnosci katalazy w stosunku do
grup eksponowanych tylko na kadm. Podobne zaleznosci dotyczyly réwniez
badanej aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), ktérej zmniejszenie
aktywnoS$ci obserwowano przy narazeniu na kadm i/lub cynk w tej samej $liniance
podzuchwowej (8). Podobne obnizenie aktywnosci CAT otrzymat Jemai i wsp.
badajac u szczuréw aktywno$¢ tego enzymu w erytrocytach (9). Jedynie w
badaniach Nogueira i wsp. w $liniance przyusznej szczurdow z cukrzycg rOwniez nie
wykazano istotnych zmian w aktywnosci CAT (10). Rainer Fried wysunat hipotezg,
w mys$l ktorej SOD i CAT sg enzymami bardziej regulacyjnymi niz obronnymi: ich
gléwng funkcja metaboliczng jest nie tyle obrona przed RFT, lecz utrzymywanie
stacjonarnych stezen RFT w réznych przedzialach komoérek na wiasciwym
poziomie RFT (11). Bardzo waznym mechanizmem toksycznego dziatania kadmu
jest uszkodzenie bariery antyoksydacyjnej organizmu, zaburzenie homeostazy i
jego wplyw na powstanie stresu oksydacyjnego (12). Otrzymane wyniki dla
$linianki podzuchwowej wskazuja na wigkszg wrazliwo$¢ toksycznego dziatania
kadmu w postaci nadmiernego wytwarzania H,O, w porownaniu z $liniankg
przyuszng. By¢ moze kazda ze $linianek (podZzuchwowa, przyuszna i podjezykowa)
w rdzny sposob reaguje na procesy oksydoredukcyjne przy ekspozycji na kadm i
cynk. Jest to tematem dalszych rozwazan zespotu badawczego stomatologdéw
toksykologow i analitykow medycznych.

WNIOSEK

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono brak istotnego wplywu
rozdzielnego lub lacznego podawania kadmu i cynku w badanej $liniance
przyusznej szczuréw na aktywno$¢ CAT. Moze to sugerowaé, ze badany gruczot
nie generuje H,O, w wyniku ekspozycji na badane jony metali.

A. Btonski, E. Dabrowska, M. Czygier, M. Brzoska, M. Szmitkowski

ASSESSMENT OF CATALASE ACTIVITY IN THE PAROTID SALIVARY GLAND OF
RATS EXPOSED TO CADMIUM AND/OR ZINC

Summary

Oxidative stress is a dangerous condition in which peroxidation processes prevail over antioxidant
ones, leading to metabolic disorders, cell damage or even cell death. This condition may have
physiological and pathological causes. Organisms have developed a number of mechanisms protecting
them from the action of reactive oxygen species (ROS), e.g. detoxication, i.e. elimination of ROS via
the enzymatic pathway. Catalase catalyses dismutation of hydrogen peroxide, whose level increases due
to the toxic action of cadmium. Zinc can alleviate the effects of cadmium exposure.

The objective of the study was to assess the activity of catalase in the parotid salivary gland of rats
exposed to cadmium and/or zinc.
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Parotid salivary glands of male Wistar rats were used as material for analysis. The rats were given
cadmium chloride and/or zinc chloride to drink. The activity of catalase (CAT) following
homogenization of the parotid salivary glands was determined using kits from the Cayman Chemicals
Company, using the ELISA sandwich according to the producer’s instructions.

The findings revealed a lack of significant effects of separate or combined administration of cadmium
and zinc in the rat parotid salivary gland for CAT activity. This may suggest that the gland does not
generate H,O, as a result of exposure to the metals studied.
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