6. STRESZCZENIE

Akrylamid (AA) to niebezpieczny zwigzek chemiczny wystgpujgcy w zywnosci.
Biotransformacja AA zachodzi gléwnie w watrobie. AA i jego pochodne tworzg polaczenia z
hemoglobing (Hb) dlatego zwigzek moze wplywac¢ na funkcje i obraz krwi. Ponadto z
biotransformacja AA wigze si¢ jego wplyw na funkcjonowanie nerek oraz $ledziony,
narzadéw, ktére pelnig wazng funkcj¢ w jego metabolizmie oraz wydalaniu z organizmu, a
ponadto wykazujg istotny wplyw na obraz krwi. Metabolizmowi AA towarzyszy wytwarzanie
reaktywnych form tlenu, aktywacja systemu przeciwutleniaczy, co wplywa na réwnowage
redoks oraz strukture i funkcje narzadéw waznych dla metabolizmu ksenobiotykdw w
organizmie. AA 1 jego metabolity moga powodowaé uszkodzenia skladnikéw komorek,
utlenianie czgstek biologicznych oraz uszkodzenia materialu genetycznego narzadéw
zaangazowanych w jego metabolizm.

W niniejszej pracy przyjeto zalozenie, ze podanie kationéw metali odgrywajacych
istotng role w funkcjach antyoksydacyjnych moze wplywa¢ na zmniejszenie objawow
toksycznego dzialania AA. Suplementacja jonOw magnezu (Mg2+) i cynku (Zn™) - kationéw
bedagcych kofaktorami kilkuset substancji enzymatycznych bioracych udzial w réznych
przemianach, w tym biotransformacji ksenobiotykéw i neutralizacji wolnych rodnikéw moze
zmieni¢ oddzialywanie AA na obraz krwi oraz strukture i funkcj¢ watroby, nerek i $ledziony.

Celem niniejszej pracy byla ocena wplywu AA, Mg2+ i Zn*" na parametry
morfologiczne krwi, tj. stezenia leukocytow (WBC), limfocytow (Lymph), erytrocytow
(RBC), Hb i warto$¢ hematoktytu (HTC) oraz przezywalnos¢ komérek szpiku kostnego.
Ponadto celem pracy byla ocena statusu antyoksydacyjnego, poprzez zbadanie stgzenia
glutationu zredukowanego (GSH) i aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych tj. dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy glutationowej (GSH-Px) i katalazy (CAT) w watrobie,
nerkach i $ledzionie myszy po podaniu AA, kationéw Mg2+ i Zn**, oznaczenie wskaznika
peroksydacji lipidéw tj. dialdehydu malonowego (MDA) w watrobie i nerkach a takze ocena
ekspresji kaspaz-3 i zmian strukturalnych w watrobie, nerkach i sledzionie myszy po podaniu
AA, Mg™ i Zn*. Ponadto w pracy dokonano oceny aktywnosci wybranych enzyméw
watrobowych, tj. fosfatazy zasadowej (ALP), aminotransferazy alaninowej (ALT) i gamma-
glutamylotransferazy (GGT) w watrobie myszy po podaniu AA oraz kationdw Mg** i Zn**.

W badaniach przeprowadzono dwa eksperymenty in vivo, w ktérych do doswiadczen
wykorzystano myszy biale szczepu swiss. W pierwszym z nich myszom podawano AA

w dawkach 20 mg/kg mc 1 40 mg/kg mc oraz jony Mg2+ w dawce 5 mg/kg mec. W drugim



eksperymencie zwierz¢tom podano AA (takie same dawki jak w pierwszym eksperymencie)
oraz kationy Zn™* w dawce 3,5 mg/kg mec. AA, Mg”* i Zn** byly podawane w postaci
wodnych roztwordw per os, przez 10 dni. Myszom z grupy kontrolnej podawano wode pitng.
Krew do badan morfologicznych pobrano z zyly ogonowej, po 24 godzinach od pierwszego
podania oraz po 24 godzinach od ostatniego podania kationow oraz AA. Po eutanazji pobrano
watrobe, nerki oraz $ledziong do badan biochemicznych i histologicznych. Hodowlg i analize
zywotnosci komoérek szpiku kostnego wykonano w eksperymencie in vitro na komdérkach
szpiku kostnego pobranego z kosci udowej krélika. Wpltyw AA (o stgzeniu 1| mM, 2,5 mM,
SmM i 10 mM) oraz jonéw Mg** (40,8 mg) i Zn** (0,65 mg) na szpik kostny oceniono
wykonujgc test zywotnosci komorek szpiku kostnego (MTT).

Analizy hematologiczne wykonano w krwi pelnej przy uzyciu analizatora
hematologicznego. Pomiary wskaznikéw réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej, tj. stezenie
MDA, GSH, aktywnos¢ GSH-Px, SOD, CAT oraz enzymatycznych wskaznikéw funkcji
watroby, tj. aktywnos¢ ALP, ALT oraz GGT oznaczono wykorzystujgc opisane w literaturze
metody badawcze oparte na spektrofotometrycznych technikach pomiaru absorbancji.
Oznaczenia kaspaz-3, barwienia podstawowe i1 DAPI preparatéw histologicznych w watrobie,
nerkach oraz sledzionie myszy wykonano za pomocg barwien rutynowych
i immunohistochemicznych (IHC).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze AA wplynal na parametry krwi, j.
stezenie WBC, Lymph, RBC, Hb oraz warto$¢ HTC. Suplementacja kationami Mg™ i Zn™*
spowodowatla, ze analizowane parametry morfologiczne krwi u zwierzat poddanych dziataniu
AA czgsciowo powracaly do wartosci kontrolnych. Zaobserwowano, ze podanie AA
w kulturach in vitro komérek szpiku kostnego obnizalo ich zywotno$¢ natomiast podanie
jonéw Mg** czesciowo znosilo ten efekt. AA spowodowal istotny wzrost stgzenia MDA,
zmiany w aktywnosci ALP, ALT i GGT, wzrost aktywnosci kaspaz-3 oraz zmiany
histopatologiczne w watrobie, nerkach i sledzionie. Zmianom tym towarzyszyly zaburzenia
réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej. Spadek stezenia GSH oraz zmiany w aktywnosci GSH-
Px, SOD i CAT w watrobie, nerkach oraz sledzionie moga §wiadczy¢ o tym, ze mechanizm
uszkodzen narzagdowych wywolanych przez AA zwigzany jest ze stresem oksydacyjnym.
Suplementacja Mg™ i Zn** powodowata czesciowy powrdt stezenia GSH i aktywnosci
badanych enzymoéw watrobowych do wartosci kontrolnych, co wskazuje na ochronne
dzialanie zastosowanych jonéw podczas toksycznego dziatania AA.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze AA miatl umiarkowany wplyw na parametry

krwi. Zmiany w morfologii krwi, ktére wystapily po podaniu AA, Mg** i Zn** mogg by¢é



mig¢dzy innymi zwigzane z wplywem na zywotno$¢ komoérek szpiku kostnego. Suplementacja
magnezem i cynkiem wydaje si¢ by¢ korzystna dla ogdlnego stanu organizmu poniewaz
zaobserwowano, ze po jej zastosowaniu analizowane parametry morfologiczne krwi
uzwierzgt poddanych dziataniu AA czgsciowo wracaly do wartosci  kontrolnych.
Zaobserwowanym zmianom towarzyszyly zaburzenia réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej
co moze $wiadczy¢ o tym, ze mechanizm uszkodzen narzgdowych wywolanych przez AA
zwigzany jest ze stresem oksydacyjnym. Suplementacja magnezem i cynkiem, kationéw
biorgcych udzial w utrzymaniu réwnowagi redoks, powodowala zmniejszenie toksycznych
efektow AA we wszystkich badanych narzgdach, co réwniez potwierdza oksydacyjny

charakter uszkodzen zaobserwowanych w narzgdach myszy poddanych dzialaniu AA.



