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BADANIA IN OVO NAD EMBRIOTOKSYCZNOSCIA KADMU
I POSZUKIWANIE SUBSTANCJI OCHRONNYCH

THE IN OVO STUDY OF CADMIUM EMBRYOTOXICITY
AND THE SEARCH FOR PROTECTORS

Abstrakt: Kadm, toksyna $rodowiskowa o wysokiej zdolnosci do bioakumulacji i szerokim spektrum dziatania,
stanowi realne zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Zastosowanie modelu in ovo w badaniach nad
toksycznoscia kadmu pozwala na ocen¢ skutkéw narazenia rozwijajacych si¢ zarodkéw kurzych na kadm,
a ponadto stwarza idealny scenariusz do poszukiwania jego skutecznych protektoréw. Zaleta modelu jest
wyeliminowanie wplywow S$rodowiskowych i zywienia, a przede wszystkim dostgpnos¢ i niskie koszty
eksperymentu. Przeprowadzone badania pozwolily oceni¢ skutki rosnacej ekspozycji na kadm, wprowadzony do
biatka jaja w 4. dobie inkubacji (w dawce 0-24 pg Cd/jajo), dla rozwoju zarodkéw kurzych. Oceniano
$Smiertelno$¢, wady rozwojowe, a takze zmiany biochemiczne w narzadach pisklat. Analiza aktywnosci
lizosomalnej N-acetyloglukozaminidazy wykazata, ze ekspozycja na kadm prowadzi do uszkodzenia nerek
i watroby pisklat. Stwierdzono, Ze réwnoczesne podanie kadmu z antagonistycznym cynkiem lub chelatujacym
tiolem (w wielokrotnie wyZzszym stosunku molowym) ogranicza jego embriotoksyczno$¢ dla ptakow.

Stowa kluczowe: kadm, embriotoksyczno$¢, model in ovo, substancje ochronne

Rozwéj cywilizacyjny, a przede wszystkim powszechna chemizacja wszystkich
dziedzin zycia sa przyczyng gwaltownego wzrostu probleméw Srodowiskowych
zwigzanych z zakldéceniem réwnowagi ekologicznej. Toksyczne substancje chemiczne
wprowadzane do powietrza, wody i gleby przedostaja si¢ ze $rodowiska do tancucha
pokarmowego cztowieka. Ich wiaczenie w system biologiczny, w wyniku naruszenia
proceséw biochemicznych, prowadzi do groznych zaburzen zdrowotnych. Wsréd
pierwiastkéw §ladowych, obok tych petniacych wiele funkcji fizjologicznych, ze skazonego
srodowiska przenikaja tez metale cigzkie (kadm, rtg¢, otéw), wykazujace dzialanie
toksyczne dla zywych organizmoéw.

Kadm (Cd) wystepuje jako zanieczyszczenie Srodowiska pochodzace ze zrédet
przemystowych i rolniczych. Ze wzgledu na rosngce zastosowanie przemystowe,
m.in. w produkcji baterii kadmowo-niklowych, barwnikéw (siarczek kadmu)
i stabilizator6w do tworzyw sztucznych (stearynian kadmu), stwarza realne zagrozenie dla
zdrowia ludzi i zwierzat [1].

Dla ogdélnej populacji niepalagcych zywno$¢ jest gtdéwnym zrédiem narazenia na kadm.
Wdychanie kadmu z dymem tytoniowym lub wchtanianie droga pokarmowa z réznych
zrddet prowadzi do jego kumulacji w organizmie cztowieka, poniewaz metal ten wykazuje
dtugi biologiczny okres poéttrwania (10-30 lat) [2]. Toksyczno§¢ kadmu zalezy od dawki,
drogi i czasu trwania ekspozycji i jest ostatnio szczegétowo badana [3-6]. Ekspozycja,
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takze przewlekla, na zwigzki kadmu jest przyczyng wystgpowania nowotworéw pluc,
nerek, prostaty, piersi. Najnowsze dane, dotyczace chronicznego narazenia populacji
og6lnej na kadm, wskazuja na zwigkszone ryzyko zachorowania na nowotwory, zwlaszcza
hormonozalezne [7].

Mechanizmy toksycznosci kadmu

Zaproponowano i udowodniono wiele mechanizméw toksycznego dziatania kadmu na

organizmy zywe. Najszerzej rozwazane byly:

- indukcja stresu oksydacyjnego,

- uszkodzenie mitochondriéw i zahamowanie produkcji ATP,

- wplyw na system informacyjny komérki (hamowanie proceséw naprawy DNA),
- indukcja karcynogenezy (modyfikacja E-kadheryn),

- indukcja apoptozy komorki,

- destabilizacja blon lizosomalnych,

- hamowanie aktywnoS$ci wielu enzyméw, m.in. cyklu Krebsa,

- zaklécenie przemian wapnia i fosforu w tkance kostnej,

- zmniejszenie elastycznos$ci $cian tetnic,

- zaklécenia czynnosci hormonalnej nerek, nadnerczy, gonad (,,endocrine disruptor™),
- zaburzenie metabolizmu: Fe, Cu, Zn,

- zaburzenia w metabolizmie bialek oraz witamin B11 D [2, 3].

Mimo ze kadm nalezy do metali oksydoredukcyjnie nieaktywnych, narusza
rownowage redox komdrki, indukujac stres oksydacyjny w sposéb posredni poprzez:

e wypieranie metali aktywnych oksydoredukcyjnie, tj. Fe, Cu, Cr, ktére moga
bezposrednio katalizowa¢ wytwarzanie rodnika hydroksylowego z nadtlenku wodoru

w reakcji Fentona,

e gspadek poziomu wewnatrzczasteczkowych neutralizatoréw wolnych rodnikéw

(glutation-GSH, witaminy C, E),

e inhibicje¢ enzyméw antyoksydacyjnych, ktére biora udziat w metabolizmie

i neutralizacji reaktywnych form tlenu, tj. peroksydaza-GSH, reduktaza-GSH, katalaza

i dysmutaza ponadtlenkowa,

e zahamowanie transportu elektronéw w fancuchu oddechowym - uszkodzenie

mitochondriéw [3].

Ze wzgledu na dlugi okres péttrwania kadm jest uwazany za ksenobiotyk kumulujacy
si¢ w organizmie i czg¢éciej wywolujacy zatrucia przewlekte niz ostre. Narzad docelowy
toksycznego dziatania kadmu zalezy od rodzaju ekspozycji. W przypadku zatrucia ostrego
w wyniku inhalacji zwigzkéw kadmu gléwnym celem toksycznego dzialania sg ptuca,
wdychanie kadmu moze prowadzi¢ do przewleklej obturacyjnej choroby drég
oddechowych [2, 3]. W przypadku zatrucia chronicznego, zaréwno droga inhalacyjna, jak
i doustna, najbardziej narazone na uszkodzenia sg nerki [8]. Oprdcz zaburzen ich
funkcjonowania, dochodzi takze do licznych uszkodzen strukturalnych cewek
proksymalnych, gdzie organellami najbardziej wrazliwymi na toksyczne efekty sa
mitochondria. Metal gwattownie gromadzi si¢ w tych strukturach, prawdopodobnie dostaje
si¢ tam przez kanal wapniowy blony wewngtrznej mitochondrium, a nastgpnie wigze si¢
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z biatkami transportujacymi elektrony i hamuje fosforylacje oksydacyjna, proces
fundamentalny dla oddychania komérkowego [3].

Najwcze$niejszymi objawami uszkodzenia kanalikéw sa: zwigkszone wydalanie biatek
o niskiej masie czgsteczkowej, tj. f2-mikroglobuliny (f2-M) i al-mikroglobuliny (a1-M),
biatka  wigzacego retinol (RBP) oraz markeréw lizosomalnych, w tym
N-acetyloglukozaminidazy (NAG) [2]. U ludzi enzym ten stosowany jest do oceny
narazenia chronicznego na kadm [9, 10]. W komdrce NAG jest usytuowana giéwnie
w lizosomach. Wzrost przepuszczalnosci bton lizosomalnych, indukowany przez kadm,
moze powodowaé wyciek enzyméw lizosomalnych do cytoplazmy, a nastgpnie do krwi.

Strategie obronne

Kadm wykazuje toksyczno$¢ wylacznie w zjonizowanej formie. Dlatego podstawowy
mechanizm detoksykacji kadmu na poziomie komdérkowym odbywa si¢ przy udziale
niskoczasteczkowych przeciwutleniaczy i metalotioneiny - biatka, ktérego syntez¢ indukuje
kadm. Glutation (GSH) jest uwazany za pierwsza lini¢ obrony przeciwko toksyczno$ci Cd,
a mechanizm jego ochronnego dziatania jest dobrze zbadany [11]. Ponadto wykazano, ze
N-acetylocysteina (NAC), prekursor glutationu, moze chroni¢ watrob¢ i nerke przed
uszkodzeniami w warunkach ekspozycji na kadm [12].

Odrgbny mechanizm dziatania ochronnego oparty jest na interakcjach
miedzypierwiastkowych. Wydajno$¢ absorpcji kadmu w duzym stopniu zalezy od stanu
zaopatrzenia organizmu w inne pierwiastki, takie jak zelazo czy cynk. Deficyt tych
pierwiastkéw moze powodowa¢ zwigkszenie wchianiania i akumulacji kadmu [1]. Kadm,
na zasadzie podobienstwa chemicznego, tzw. ,,mimikry jonowej”’, wchlaniany jest przez
przenosniki specyficzne dla niezbgdnych fizjologicznie jondw metali dwuwarto§ciowych,
takich jak: Fe(Il), Zn(Il) i Ca(Il) [13]. Badania prowadzone na zwierzg¢tach sugeruja, ze
zwigkszona podaz niektérych biopierwiastkéw moze fagodzi¢ efekty toksycznego dziatania
kadmu, a nawet im calkowicie zapobiega¢. Wiadomo, ze absorpcja kadmu ze $rodowiska
moze by¢ ograniczana przez ochronny wplyw nadmiaru takich pierwiastkéw, jak: Zn, Mn,
Ca, Mg, Se [14, 15]. Szczegdlng role ochronng w przypadku narazenia na kadm pelni cynk
(Zn), ktory jest uznanym przeciwutleniaczem, zmniejszajacym produkcje reaktywnych
form tlenu.

Zastosowanie modelu in ovo w badaniach toksycznosci kadmu

Zarodek kurzy jest dobrze znanym modelem biologicznym, stosowanym w badaniach
toksykologicznych i farmaceutycznych, gtéwnie ze wzgledu na dostgpnos¢ i niskie koszty
eksperymentu [16]. Podstawowa zaleta tego modelu jest: krotki okres inkubacji
i niezalezno$¢ od wptywoéw srodowiskowych. Jajo zapewnia wszystkie sktadniki odzywcze
niezbedne dla wzrostu i rozwoju zarodka, co stwarza doskonaly scenariusz do testowania
wptywu dodatkowych czynnikéw, wprowadzanych metoda iniekcji do jaja (technika
in ovo) na przebieg embriogenezy.

Badania in ovo pozwalaja na szybka i skuteczng ocen¢ toksyczno$ci ostrej wielu
ksenobiotykéw §rodowiskowych, a takze dzigki wykorzystaniu specyficznych biomarkeréw
na ocen¢ skutkéw ekspozycji przewlektej. W zaleznosci od rodzaju ksenobiotyku mozna go
podawa¢ w réznych ilosciach, w réznych stadiach rozwoju i do réznych przedzialéw jaja.
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W zwigzku z tym moga by¢ prowadzone badania poréwnawcze w takich samych
warunkach z ograniczeniem wpltywéw Srodowiskowych, genetycznych, diety i sezonu,
a przede wszystkim czaso- i kosztochtonnosci eksperymentu. Efekt czynnika toksycznego
moze by¢ oceniany na réznych etapach rozwoju zarodka z réwnoczesnym zastosowaniem
analiz makroskopowych (do wykrywania wad rozwojowych lub $miertelnosci), analiz
histologicznych, molekularnych i immunohistochemicznych oraz specyficznych markeréw
enzymatycznych [17].

Badania in ovo nad skutecznoscia protektorow

W badaniach wlasnych wykorzystano model in ovo w celu okreslenia wptywu kadmu
na embriogenez¢ zarodkéw kurzych oraz zbadania mozliwosci ochronnego dziatania cynku
i N-acetylocysteiny podanych réwnocze$nie z kadmem.

Eksperyment I: Iniekcje 50 mm’ roztworu jonéw Cd(Il) w rosnacej dawce
0-24 pg/jajo, do biatka zaplodnionych jaj kurzych linii Ross 308, przeprowadzono
w 4. dniu inkubacji, stosujac min. 50 jaj/grupg. Oceniano $miertelno$¢ i wady rozwojowe
zamartych zarodkéw. W osoczu krwi oznaczano aktywno$¢ NAG metoda
spektrofotometryczng z uzyciem 4-nitrophenylo-N-acetylo-p-D-glukozaminidu (Sigma
Aldrich, USA) jako substratu [18].

Eksperyment II: Jaja wylegowe podzielono na 6 grup eksperymentalnych
(40 jaj/grupg), w 4. dobie inkubacji do biatka jaj wprowadzono metoda iniekcji toksyczna
dawke jonéw kadmu i/lub ochronng dawke jonéw cynku w objetosci 50 mm’ soli

fizjologicznej:

Cd: 50 nmol Cd** (czyli 6 ug Cd/jajo)
Cd+2 Zn: 50 nmol Cd** + 100 nmol Zn’
Cd+10 Zn: 50 nmol Cd** + 500 nmol Zn**

2 Zn: 100 nmol Zn**

10 Zn: 500 nmol Zn**

Kontrolna: s6l fizjologiczna

Oceniano wyniki legu i poziom aktywnos$ci NAG we krwi jednodniowych pisklat [19].
Eksperyment III: Jaja wylegowe podzielono na 6 grup eksperymentalnych

(40 jaj/grupg), w 4. dobie inkubacji do biatka jaj wprowadzono metoda iniekcji toksyczna

dawke jonéw kadmu i/lub ochronng dawke N-acetyloglukozaminy (NAC) w objetosci

50 mm’ soli fizjologicznej:

Cd: 50 nmol Cd**

Cd+50 NAC: 50 nmol Cd + 2,5 umol NAC

Cd+200 NAC: 50 nmol Cd + 10 umol NAC

50 NAC: 2,5 pmol NAC
200 NAC: 10 uymol NAC
Kontrolna: sol fizjologiczna

Oceniano wyniki legu i poziom aktywnos$ci NAG we krwi jednodniowych pisklat.
Eksperymenty przeprowadzono zgodnie z zezwoleniem I Lokalnej Komisji Etycznej
w Lublinie (nr 9/2011).
Wyniki uzyskane w ramach Eksperymentu 1 (tab. 1), polegajacego na wprowadzeniu
kadmu do bialka jaja metoda iniekcji od strony komory powietrznej, wskazuja, ze wraz ze
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zwigkszajaca si¢ dawka kadmu stopniowo spada wylegowos¢ (od 45% w grupie kontrolne;j
do 0% dla dawki 24 pug/jajo), przy czym najintensywniejszy wzrost zamieralnosci
zarodkéw obserwowano bezposrednio po iniekcji. Wyznaczona metoda Kridbera dawka
letalna LDs, wynosita 3,9 pgf/jajo. Analiza embriopatologiczna zarodkéw z jaj
wybrakowanych i niewyklutych w grupie narazonej na 6 pg Cd wykazata wystgpowanie
wad rozwojowych, w tym kartowatos$¢, deformacje konczyn, deformacje w obszarze gtowy
[18].

Tabela 1
Toksycznos$¢ kadmu dla zarodkéw kurzych i ochronne dziatanie cynku oraz N-acetylocysteiny
Table 1
Cadmium toxicity for chick embryos and protective action of zinc and N-acetylcysteine
Aktywnosé
Eksperyment Wylegowosé Masa wqt‘roby/ N-acetyloglukozaminidazy
. Masa ciala X .
in ovo [%] [%] w krwi 1-dniowych kurczat
[mU/cm’]
Eksperyment 1
Kontrola 45,0%" 1,62° 34 +7°
1ugCd 51,3%" 1,78° 25 +1°
3ugCd 20,0%" 1,82° 52 +8°¢
6ugCd 19,5%" 1,98° 68 £10"
12pugCd 7.5%¢ 1,69 45 £7°4
24 ug Cd 0,0%" - -
Eksperyment 2
Kontrola 61,9%" 1,76* 87 +22°
cd 30,2%" 1,91%¢ 92 220"
Cd+2 Zn 43,2%" 1,93 106 +41°
Cd+10 Zn 48,9%"¢ 2,00 80 +31°
27n 47,6%"¢ 1,84*° 85 +49°
10Zn 60,9%" 1,84*" 94 +36°
Eksperyment 3
Kontrola 60,5%" 1,86 69 £10*
grupa Cd 2,5%" 1,96° 100 £19°
Cd+50 NAC 0,0%" 1,92 110 £14*
Cd+200 NAC 42,5%° 1,85 79 £3°
50 NAC 60,0%" 1,88* 62 +£15*¢
200 NAC 48,7%" 1,90° 58 £22°

b ¢rednie oznaczone réznymi literami w kolumnie dla danego eksperymentu sg statystycznie rézne (P < 0,05)

We krwi wylezonych pisklat stwierdzono istotny (P < 0,05) wzrost aktywnosci NAG
skorelowany z dawka kadmu (tab. 1). Obserwowane zmiany moga by¢ wynikiem
uszkodzenia narzadéw wewnetrznych, a wyciek tego enzymu lizosomalnego do krwi
wskazuje na destabilizacje lizosoméw wewnatrz komoérki. Eliminacja biatka
enzymatycznego z krwi odbywa si¢ w watrobie, ktérej praca takze ulega zakléceniu przez
kadm. Potwierdza to obserwowany podczas rosngcej ekspozycji wzrost masy watroby
standaryzowanej wzgledem masy ciata (tab. 1).

Eksperyment 2, polegajacy na réwnoczesnym podaniu do jaj kurzych kadmu (w dawce
6 pgljajo) i cynku (w stosunku molowym 2- i 10-krotnie wyzszym niz kadm),
przeprowadzono w celu wykazania ochronnego dziatania cynku (tab. 1). Analiza wynikéw
legu wykazata wzrost wylggowosci przy réwnoczesnym podaniu kadmu z rosnaca dawka
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ochronna cynku o 17,5 1 30,7% w stosunku do grupy kadmowej. Cynk podany oddzielnie
w najwyzszej zastosowanej dawce nie wplynal na wyniki legu w poréwnaniu z grupa
kontrolng, odpowiednio 60,9 i 61,9% wylegu. Analiza aktywnosci enzymu markerowego
(NAG) w osoczu krwi jednodniowych pisklat nie wykazala istotnych réznic pomig¢dzy
grupami.

W ramach wyjasnienia mechanizmu ochronnego dziatania cynku w warunkach
narazenia na kadm badano status antyoksydacyjny osocza krwi wylezonych pisklat (rys. 1).
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Rys. 1. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna osocza krwi 1-dniowych pisklat narazonych na dziatanie kadmu i/lub cynku
podczas embriogenezy

Fig. 1. Antioxidant capacity of blood plasma of 1-day old chicks expose to cadmium and/or zinc during
embryogenesis

Po raz pierwszy zastosowano metod¢ fotochemiluminescencji (PCL)
z wykorzystaniem zestawéw do oceny hydrofilowej (ACW) i lipofilowej (ACL) frakcji
antyoksydantéw, stosujac jako referencyjna metod¢ FRAP. Wykazano, Ze narazenie na
kadm powoduje spadek aktywnosci antyoksydacyjnej (gtéwnie frakcji antyoksydantéw
hydrofilowych) osocza pisklat, ktéry byt niwelowany przez podana réwnocze$nie ochronna
dawke cynku. Ponadto iniekcja samego cynku zwigkszala istotnie aktywnos$¢
antyoksydacyjna osocza krwi. Badania potwierdzity wigksza czulo$¢ metody PCL
w stosunku do metody FRAP oraz jej przydatno$¢ do analizy rownowagi antyoksydacyjnej
organizmu.

W Eksperymencie 3, polegajacym na réwnoczesnym podaniu do jaj kurzych kadmu
(w dawce 6 pg/jajo) i N-acetylocysteiny (w stosunku molowym 50- i 200-krotnie wyzszym
niz kadm), ochronne dzialanie NAC obserwowano wytacznie dla najwyzszej dawki
(Cd: NAC w stosunku molowym 1: 200), gdzie $miertelno$¢ zarodkéw zmniejszyta si¢
0 40% (P > 0,05) w poréwnaniu do grupy kadmowej i byta o 18% nizsza niz w grupie
kontrolnej (62,5%). Ta sama dawka NAC podana oddzielnie wykazywata dziatanie
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toksyczne dla zarodkéw, wylegowo$¢ zmniejszyta si¢ o 11,8% w stosunku do grupy
kontrolnej. Obserwowana wysoka §miertelno$¢ zarodkéw w grupie kadmowej wydaje si¢
wskazywaé na zréznicowana wrazliwo$¢ zarodkéw kurzych na kadm. Moze to by¢
zwigzane, przy zachowaniu niezmienno$ci pozostaltych parametréw eksperymentu in ovo,
z niejednorodnos$cia materialu badawczego wywotang przez czynniki $rodowiskowe
(zywienie, pora roku) lub genetyczne [20].

Whioski

1.

2.

Model in ovo pozwala na szybka ocen¢ toksycznego dzialania kadmu i umozliwia
réwnoczesne testowanie substancji dziatajacych ochronnie.

Kadm zaktéca przebieg embriogenezy u ptakéw, obserwowano istotne, skorelowane
z poziomem narazenia, obnizenie wynikéw legu i pogorszenie stanu fizjologicznego
pozyskanych pisklat. Skazenie jaj na terenach przemystowych, przekraczajace
wyznaczong dawke LDs, 3,9 ug/jajo, moze stanowi¢ zagrozenie dla rozrodu ptakéw
dziko zyjacych.

Aktywnos$¢ N-acetyloglukozaminidazy moze by¢ wskaznikiem narazenia ptakéw na
kadm i znajduje wykorzystanie do oceny efektywnosci stosowanych protektoréw.
Obecnos$¢ cynku lub N-acetylocysteiny w stosunku molowym przekraczajagcym
wielokrotnie dawke kadmu ogranicza jego toksyczno$¢, przy czym cynk jest bardziej
efektywnym protektorem kadmu.
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THE IN OVO STUDY OF CADMIUM EMBRYOTOXICITY
AND THE SEARCH FOR PROTECTORS

' Department of Chemistry and Food Toxicology, University of Rzeszow
2 Department of Veterinary and Animal Reproduction and Welfare, University of Agriculture in Krakow

Abstract: Cadmium (Cd), an environmental toxin with a high bioaccumulation potential and broad spectrum of
activity, poses a real threat to human and animal health. The application of in ovo model to cadmium toxicity
studies allows to assess the effects of cadmium exposure for developing embryos and creates an ideal scenario for
searching effective protectors. The advantage of the model is elimination of environmental influences, nutrition
but most of all the availability and low costs of experiment. The study allowed to assess the effects of increasing
exposure to cadmium (at a dose of 0-24 ug Cd/egg, injected to egg albumen on 4th day of incubation) for the
development of chicken embryos. The mortality and malformations induced by treatment as well as biochemical
changes in chicks blood plasma were determined. Based on lysosomal N-acetylglucosaminidase activity it was
found that in ovo exposure to cadmium lead to damage of chicks liver and kidney. Moreover, it has been shown
that co-administration of antagonistic metals or chelating thiols (in a multiplied molar ratio) effectively reduced
the embryotoxicity of cadmium in birds.

Keywords: cadmium, embryotoxicity, in ovo model, protectors



