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Wykaz skrotow

ADP — adenozynodifosforan

AIAT — aminotransferaza alaninowa

AspAT — aminotransferaza asparaginianowa

ATP — adenozynotrifosforan

ADP — adenozynodifosforan

cAMP — cykliczne AMP

DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy

GDP - guanozynodifosforan

GLUT 1 - 4 — bialka blonowe odpowiedzialne za transport glukozy
Hal —halogenki

HDL - lipoproteiny o duzej gestosci

kDa — kilodalton

LDso — 50 % dawki $miertelnej

MAPK - podstawowe kinazy bialkowe

NADH - dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy
NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynoamido-adeninowego
NDS - najwyzsze dopuszczalne stezenie

NDSCh - najwyzsze dopuszczalne st¢zenie chwilowe
Pi — pirofosforan

R — reszta organiczna

SD — odchylenie standardowe

SE — blad standardowy

STZ — streptozotocyna



1. Wstep

Podczas pierwszych prac badawczych, pod koniec XIX wieku, nad biologiczna rola
wanadu i jego zwiazkéw u organizméw zywych wykazano niespodziewane jego dzialanie
terapeutyczne. Jednak odkrycie to nie spotkalo si¢ z nalezytym oddzwigkiem ze strony
$wiata nauki oraz lekarzy i na dlugi czas uleglo zapomnieniu. Dopiero zapoczatkowane w
latach 70 XX wieku szerokie badania zwigzkéw wanadu rzucaja $wiatlo na role tego
pierwiastka w organizmach zywych. Wykazano niezbicie w badaniach in vitro jak i in vivo
migdzy innymi zdolno$¢ do nasladowania dzialania insuliny. To z kolei przyczynito sie do
dalszych szczeg6lowych badan w wielu dziedzinach wiedzy, a zwlaszcza chemii, biologii i
medycyny, ze wzgledu na potencjalne zastosowanie zwiazkdéw wanadu do walki z
cukrzyca. Prowadzono badania z tym pierwiastkiem na zwierzgtach, u ktérych
wywolywano cukrzyce, jak rowniez na ludziach chorych na cukrzyce insulinozalezng i
insulinoniezalezna. W chwili obecnej trwaja poszukiwania najbardziej aktywnej i zarazem
najbezpieczniejszej formy tego pierwiastka. Sposrod przebadanych dotychczasowo
zwiazkéw wanadu najskuteczniejszym okazal si¢ kompleks bis(maltolano) -
oksowanadu(IV). Dodatkowo bada si¢ inne aspekty, zarowno korzystne jak i niekorzystne,

aktywnosci biologicznej wanadu.

N



2. Przeglad piSmiennictwa

2.1 Wilasciwosci fizyczne i chemiczne wanadu

Wanad jest metalem nalezacym do V grupy ukladu okresowego. Jego liczba
atomowa wynosi 23, a masa atomowa 50,942. Pod wzgledem wystgpowania w skorupie
ziemskiej zajmuje 21 miejsce [Thompson, 1999]. Znanych jest 11 izotopéw wanadu,
jednak tylko 2 wystepuja w warunkach naturalnych: *°V (0,25%) oraz *'V (99,75%)
[Heiserman, 1997]. Jest pierwiastkiem o wilasciwosciach amfoterycznych. W zwiazkach
wystepuje na roznych stopniach utlenienia od, —3 do +5, co pozwala mu na tworzenie
wielu zwiazkéw chemicznych zar6éwno nieorganicznych, jak i organicznych oraz
kompleksow z réznymi ligandami. Zwiazki wanadu na nizszych stopniach utlenienia sg
nietrwale i fatwo ulegaja utlenieniu.

Wanad jest stalowoszarym metalem, bardzo twardym, kowalnym i ciagliwym o
temperaturze topnienia 1710°C i cigzarze wlasciwym 6,1 g/cm’. Ze wzgledu na pasywacje
jest odporny na czynniki atmosferyczne, czy tez na zasady lub kwasy nieutleniajace.
Zwiazki wanadu zostaly odkryte w latach 1801-1803 [Hampel 1961, Sigel 1995] przez
profesora mineralogii Manuela del Rio w Colegio de Minera w Mexico City i otrzymal
wowczas nazwe Erytronium, pochodzaca od czerwonego koloru, jaki pojawial sie po
podgrzaniu soli wanadu w kwasach. Odkrycie to nie zostalo jednak uznane, poniewaz
francuski chemik Collet-Descostils twierdzil, ze nie jest to nowy pierwiastek, a jedynie
zanieczyszczony chrom [Hampel, 1961]. Dzi$ przyjmuje si¢, ze odkrycia wanadu jako
pierwiastka dokonatl Nils Sefstroem w roku 1830/1831 [Hampel, 1961, Sigel 1995] przy
okazji badan rud zelaza [Heiserman 1997].

Berzelius opisywatl zwiazki wanadu w 1831 roku. Ich charakterystyke chemiczng
zwiazkéw wanadu opracowal Roscoe w latach 60 XIX stulecia, umieszczajac wanad w V
grupie ukladu okresowego [Hampel 1961].

Feliks Radwanski byt pierwszym polskim autorem opisujacym w polskim
pismiennictwie w 1839 roku wanad i jego wiasciwosci.

Nazwa Vanadium pochodzi od Vanadis, skandynawskiej bogini mtodosci i pigkna.
Pierwiastek ten zawdziecza ja Nilsowi Sefstroemowi, ktéry nadal mu ja. zachwycony

bogactwem kolorow krysztaldw i roztwordw jego soli [Bulinski i wspol. 1986, Morinville i



wspol 1998]. Zazwyczaj zwiazki wanadu na V stopniu utlenienia maja barwe od zdttej do

pomaranczowej, IV zielong, niebieska, 111 barwy ciemne, II niebieska w roztworze.

2.2 Zastosowanie wanadu

Srednioroczne zapotrzebowanie na wanad w $wiecie nie przekracza 50 000 ton. Jest
on dodawany do rdéznych stopoéw metali, gldownie do stali wytrzymalosciowych i
narz¢dziowych. Stosowany jest takze w metalicznych implantach jednym sposrdd wielu
typéw uzywanych w ortopedii. Wykorzystywany jest takze w przemysle elektronicznym,
szklarskim, ceramicznym, fotograficznym, lotniczym, technologii kosmicznej, energetyce
jadrowej. Pierwiastek ten jest waznym katalizatorem w reakcjach utleniania, np. przy
produkcji kwasu siarkowego i azotowego. Jest ponadto skladnikiem wielu barwnikéw o
szerokim zastosowaniu, a takze wchodzi w sklad wielu preparatow organicznych
[Dobkowska i wspdl. 1986, Kabata-Pendias i wspot. 1999, Urban i wspét. 2001]. W chwili
obecnej trwaja badania nad zastosowaniem zwigzkéw wanadu do produkcji nowego typu
akumulatorow o duzej pojemnosci [Tyczkowski 1999], a takze nad polimerami
koordynacyjnymi, stosowanymi w procesie mikrolitografi przy produkcji ukladow

scalonych o bardzo duzym stopniu upakowania[ Archer i wspél. 1987].

2.3 Zrédta wanadu i wystepowanie w Srodowisku

Wanad rzadko tworzy wlasne formy mineralne. Jest natomiast skiadnikiem
towarzyszacym wielu kopalinom kompleksowym lub jest domieszka w innych kopalinach
tworzacych zloza. Podstawowymi zrédlami wanadu sa: wanadonosne rudy
tytanomagnetytowe, piaskowce rudy uranowo-wanadowej, nicktore fosforyty, boraksyty,
piaski bitumiczne, cigzkie frakcje ropy naftowej, przetworstwo odpadéw, zlom stali
szlachetnych oraz zuzyte katalizatory wanadowe. [Bolewski i wspol. 1996]. W chwili
obecnej prowadzone sa w Japonii rowniez proby z uzyskiwaniem wanadu i uranu z wody

morskiej metoda radiacyjna [Chmielewski J. 2000]



2.3.1 Mineraly zawierajgce wanad

Wanad wystgpuje w okolo 70 mineralach, z ktorych podstawowymi sa: patronit -
VS4 (wystepujacy glownie w Mina Ragra w Peru), sulwanit 3Cu,S' V,Ss (wystepujacy w
Australii i USA - zawiera do 14% wanadu), roskoelit 2K>02AL05(Mg,Fe)O3V,0s
'10Si02,4H,0 (wystepuje w postaci zyl mineralu na terenach pustynnych USA, zawiera do
20% V,0s, czyli wagowo 11,2% wanadu). Do mineraléw o mniejszym znaczeniu
gospodarczym (mniejsza zawarto$§¢ procentowa wanadu) naleza: dawidyt, brawoit,
motramit, tyuyamunit, alait, ferghanit, wadynit, ktory stanowi domieszke wyzej
wymienionych, bogatszych rud. Magnetyt zawiera do 1% pigciotlenku wanadu, stad z
technologicznego punktu widzenia, szlaka wielkopiecowa moze stanowi¢ zrdodlo tego
pierwiastka. Ilmenit i inne rudy tytanu zazwyczaj zawieraja od 0,21 do 0,3 % V,Os
[Hampel 1961].

Wanad jest jednym z najwazniejszych dodatkéw stopowych stali. Rozwdj jego
produkcji i zuzycia przypada na XX wiek i stymulowany byl rosnaca produkcjg
stalownictwa, zwlaszcza stali stopowych oraz specjalnych. [Bolewski i wspol. 1996]

Ztoza wanadu wystepuja stosunkowo rzadko, co wynika z duzej mobilnosci
rozpuszczalnych w wodzie zwiazkéw wanadu. Dlatego tez spotyka si¢ je w wyschnigtych,
bezodplywowych zbiornikach, gdzie ulegaja zageszczeniu, po wyplukaniu z zasadowych
skat magmowych.

W Polsce wystepuja znaczne, potencjalne zasoby wanadu. Najwieksze sa w zlozach
w postaci domieszek wanadu w rudach zelazowo-tytanowych w okolicach Suwatk (okolo
4,1 ml ton). Duze ilo$ci zawarte sa rowniez w zlozach rud miedzi w Monoklinie
Przedsudeckiej (okolo 250 tys. ton wanadu). Znaczne ilosci silnic rozproszonego wanadu
znajduja sie w weglu kamiennym na Gérnym Slasku i w tupkach ordowickich w péinocno-
wschodniej Polsce. Jednak w Polsce nie uzyskuje si¢ wanadu z tych zrddel i jest on
sprowadzany do kraju [Bolewski i wspot. 1996].

Powaznym zrodlem zwiazkow wanadu sa rowniez biolity: ropa naftowa i wegle
kopalne [Gruszczyk i wspol. 1982, Kabata-Pendias i wspol. 1999]. Popioly powstale po
spaleniu trudno lotnych frakcji ropy naftowej (mazut, asfalty) moga shizy¢ jako zrodio
tego pierwiastka dla przemyshu. Stanowia one réwniez zrodlo emisji wanadu do atmosfery.
Tym nalezy tlumaczy¢ obserwowana, zwigkszong zawarto$¢ wanadu w okolicach, w
ktérych spala sie duze ilosci kopalin i cigzszych frakcji ropy naftowej. Na podstawie tych

obserwacji mozna przypuszczaé, ze wystgpujace we wczeSniejszych epokach



geologicznych rosliny gromadzily zwiazki wanadu lub nastgpowala migracja tego
pierwiastka z otaczajacego Srodowiska do kopalin. Przypuszcza sig¢, ze wanad obok niklu

gra rowniez kluczowa role przy powstawaniu gazu ziemnego z cigzszych weglowodanéw
[Pienkowski 1998].

2.3.2. Gleby

Gleby [Kabata-Pendias i wspdl. 1979, Kabata-Pendias i wspdl. 1999] zawierajq
zmienne jlosci wanadu. Ilosci te wahaja sie od kilku, az nawet do ponad 500 pg/kg, (Tab.
1). W warunkach naturalnych zawarto$¢ na ogdt nie przekracza 100 pg/kg, przy czym
najbogatsze w ten pierwiastek sg redziny i czarnoziemy, a najubozsze s gleby
pochodzenia organicznego. W okolicach przemystowych, zwlaszcza hut metali, zakladow
cementowych, elektrowni weglowych oraz rafinerii ropy naftowej, wartosci te znaczaco

wzrastaja, przy czym przyjmuje si¢ wartos¢ do ok. 150 pg/kg jako najwyzsza

dopuszczalna. Najczesciej w glebach pojawiaja si¢ ruchliwe jony VO*, VO, i VO3_,
ktore sg latwo wymywane z warstw powierzchniowych, a koncentruja si¢ w poziomach
ilastych i zelazistych. Wraz ze wzrostem wydatkéw na ochrong srodowiska i $wiadomosci
o $rodowisku obserwuje si¢ w Hiszpanii; [Meneses i wspol. 1999] nieznaczne obnizenie

zawartosci wanadu w glebie.

Tab. 1. Zawarto$¢ wanadu w réznych rodzajach gleb w niektorych panstwach (ug/kg)
[Kabata-Pendias i wspot. 1999]

] . Zakres Srednia
Rodzaj gleb Kraj no/ke ueke
Glcby piaszczyste (biclice) W. Brytania 58-91

N. Zclandia 160-220
Polska 10-37 13
Rosja i Bialorus 10-260 105
Madagaskar 75
Gleby pylowe (lessy) Bialoru$ 57
N. Zclandia 185
Polska 27-110
Gliniaste Czad 15-50
Madagaskar 95
N. Zelandia 150-330
Polska 15-85 40
Rosja i Azerbejdzan 34-210
USA 20-150 85




Tab. 1 c.d.

. . Zakres Srednia
Rodzaj gleb Kraj nefke ue/ke
Powstale na skalach zasadowych W. Brytania 340-460
Aluwialne Biatorus 18

Madagaskar 48-180 103
Redziny Chiny 20-500 220
Irlandia 38-85
USA 10-150 70
Solonce i solonczaki Czad 55-260
Ukraina 80-100 90
Gleby bielicowe 46-62
Gleby brunatne Azerbejdzan 55
Irlandia 25-55
Madagaskar 125
Czerwonoziemy 42-360
Czarnoziemy 37-118
Gleby rézne Czechy i Slowacja 120
Wiochy 25-170 75
Organiczne Dania 6,3-10 8
Szwecja 19-22
USA 38
Lesne Chiny 90
Rosja 145
USA 85
Glcby wietrzeniowe z réznych skat 15-150

2.3.3 Wody

Wody stodkie [Kabata-Pendias i wspot. 1979, Kabata-Pendias i wspdl. 1999]
wykazuja wigksze i bardziej zrdznicowane zawartosci wanadu, niz wody morskie, w
ktorych przecietne stezenie wynosi okolo 2,5 pg/l. Srednie stezenie, podawane dla wéd

jezior i rzek, wynosi 4-5 pg/l, przy czym w rejonach zanieczyszczonych przez dziatalno$¢

czlowieka wzrasta ono znaczaco, nawet do 300 pg/l np. w jeziorze Erie w USA.

. 2+
Wody zawieraja rozpuszczalne oksokationy oraz oksoaniony wanadu VO , VO3, a

takze polaczenia kompleksowe organiczne i nieorganiczne wanadu trojwartosciowego.

W Polsce badania zanieczyszczonych wod Bialej i Czarnej Przemszy wykazaly
$rednie stezenie wanadu 4,8 pg/l, przy zakresie od 4 do 19 pg/l. W wodach podziemnych z

terenéw skladowania odpadow paleniskowych z elektrowni, st¢zenie wanadu moze nawet

przekraczaé poziom 400 pg/l [Baralkiewicz, Krosniak i wspot].




Zwiazki wanadu wigzane sg szybko przez osady denne (ily, jony zelaza, a takze
substancje organiczna). Moga one, zatem by¢ czulym wskaznikiem zanieczyszczenia wod.

Akumulacja wanadu nastepuje takze w planktonie, zaréwno roélinnym, jak i
zwierzecym, przy czym jego zawartos¢ moze tu sigga¢ 80 mg/kg, jak w przypadku

niektorych roslin stodkowodnych.

2.3.4 Atmosfera

W atmosferze [Kabata-Pendias i wspél. 1979, Kabata-Pendias i wspdt. 1999, Urban
i wspol 2001], w zaleznosci od stopnia uprzemystowienia badanego obszaru, stezenia
wanadu w powietrzu wahaja si¢ w szerokim zakresie od 0,0006 ng/m’ na biegunie
potudniowym do znacznie ponad 300 ng/m’ w niektorych miastach (Tab.2). Obserwuje sie
sezonowa zwyzke stezenia wanadu w okresie zimowym. Przyjmuje sig¢, ze spalanie paliw
plynnych na $wiecie jest zrédlem okolo 90% zwiazkoéw wanadu zawartych w atmosferze
[Gruszczyk i wspol. 1982]. W poblizu zakladow produkujacych pigciotlenek wanadu czy
zakladow metalurgicznych obserwowano stgzenia wanadu w powietrzu siegajace 1000 ng /
m>.  Dodatkowo w okresie wojny w Zatoce Perskiej w wyniku podpalenia szybdw
naftowych przez armig iracka uwolnilo si¢ sporo wanadu do atmosfery, ktéry zostat
rozprowadzony po olbrzymim obszarze. Zawartos¢ wanadu w ropie naftowej z tego
regionu wynosi okolo 28 mg/kg [208, 209] Jesli si¢ pomnozy t¢ wartos¢ przez ilosé
spalonych barylek ropy (5-6 milionéw barylek dziennie na poczatku operacji gaszenia
szybow naftowych), ilos¢ wanadu uwolniona do atmosfery bedzie siegala setek ton i

bedzie miala wplyw na zawartos¢ wanadu w atmosferze w skali calego globu.

Tab. 2. Zawarto$¢ wanadu w atmosferze w wybranych regionach $wiata [ng/m3] [Kabata-
Pendias i wspodl. 1979, Kabata-Pendias i wspo6l. 1999]

Kraj, miasto, region Stezenie wanadu w atmosferze
(ng/m3)

Biegun poludniowy 0.0006 - 0.0024

Hawaje 0.1-1

Kanada, obszary niezamieszkale 0.21-1.9

USA, Nowy Jork 68 - 169

USA, miasta ogrzewane ropa naftowa 160 - 1320

USA, miasta ogrzewane innymi zrédlami ciepla 34-22

Anglia, miasta 6 - 60

USA, okregi przemystowe 3-126




2.4 Srodowisko - drogi przedostawania si¢ wanadu do $rodowiska

Zawartos¢ wanadu w srodowisku jest zalezna od bardzo wielu czynnikow. Mozna
je podzieli¢ na dwie podstawowe grupy:
- naturalna

- wywolana dziatalnoscia czlowieka

Pierwszy czynnik jest zalezny od naturalnych proceséw zachodzacych w przyrodzie,
jak np.: wybuchy wulkanow, wietrzenie skal, wymywanie wanadu przez deszcz i wodg z
podloza, upadki meteorytow, procesy sedymentacji i akumulacji biologicznej, itd.

Drugi czynnik jest spowodowany wielkoprzemyslowa i nie zawsze w pehi

przemyslang dzialalnoscia czlowieka (Rys. 1).

Elektrocieplownie opalane
weglem i mazutem

Spalanie paliw Przemyst ceramiczny
ptynnych i statych 1 szklarski
\ ! /
Przemy.sl Wanad Przemys.}
petrochemiczny elektrochemiczny

A

Przemyst Przemyst
koksowniczy metalurgiczny

Przemyst
chemiczny

Rys. 1. Antropologiczne zrodla emisji wanadu do srodowiska (rysunek uzupetniony)

[Zaporowska, 1995]



2.5. Wanad a przyroda ozywiona

2.5.1 Wanad a organizmy nizsze

W chwili obecnej posiadamy niepelny obraz roli zwiazkéw wanadu w $wiecie
przyrody ozywionej. Do tej pory udokumentowano niezbednos$¢ tego pierwiastka w
rozwoju prostych, morskich organizmow roslinnych, takich jak glony [Hara i wspot 1998,
Verdel i wspot. 2000, Almeida i wspot. 2000, Isupov i wspot. 2000]. Naukowcey sa zdania,
ze bierze on udzial w procesie fotosyntezy zachodzacym w tych organizmach, a takze w
neutralizacji nadtlenku wodoru. Wykryty w 1984 roku w $cianach komérkowych glonéw
morskich obejmujacych brunatnice Acophyllum nodosum, Laminaria sacharina, Fucus
distichus, Macrocystis pyrifera oraz czerwienice Ceramnium rubrum, wanadoenzym
wanado-bromoperoksydaza (V-BrPO) uczestniczy w reakcji neutralizacji H,O,. Bierze ona
takze udziat w tworzeniu chlorowcopochodnych weglowodorow, takich jak np.CHBr; [De
Boer i wspot. 1988, Neumann i wspol. 1989, Butler i wspol. 1991]. Sa one emitowane w
niebagatelnej w skali planety ilosci rzgdu 10000 ton rocznie. Reakcja tworzenia tej grupy
zwiazkOw z pewnoscia wywiera negatywny wplyw na warstwe 0zonowa.

Hal + HOp + Ht + RH—> RHal + 2H;0 [Rehder 1992]

W przypadku braku substratu organicznego reakcja prowadzi do redukcji nadtlenku

wodoru do wody, czasteczkowego tlenu i duzych ilosci energii (Rys 2).

Hal- + 2H,Op — Hal- + Oy + 2H70 [Rehder 1992]
o
I
HO0
o
Org// \ H0;
/ \
Org-Br Oy +Br + HZO

Rys. 2. Przypuszczalny mechanizm dziatania wanado-bromoperoksydazy
[De Boer i wspo6l. 1988, Neumann i wspol. 1989, Butler i wspot. 1991]
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W roku 1986 u bakterii Azotobacter, Klebsiella i Anabella [Butler i wspot. 1991,
Cameron i wspol. 1996] wykryto dwie zelazowanadoproteiny. Sa to V-nitrogenazy, ktore
katalizuja przejscie azotu czasteczkowego do jonu amonowego z produktem ubocznym,
jakim jest hydrazyna (do 1% substratu).

Masa czasteczkowa V-nitrogenazy wynosi 210 kDa. Zawiera ona 27 atoméw
zelaza, 24 labilne jony siarkowe oraz 2 atomy wanadu. Wlasnie obecnoscia tych bakterii w
korzeniach roslin motylkowych tlumaczy si¢ wystgpujaca tam zwigkszona zawarto$¢
wanadu. Do funkcji tej zelazowanadoproteiny nalezy katalizowanie produkcji jonu
amonowego z azotu przy uzyciu MgATP. Reakcja ta zachodzi wedtug rownania.

N, + 12 e + 14 H' + 24 MgATP —> 2NH, + 3H, + 24 MgADP + 24 HPO,”

[Rehder, 2000]

Duze ilosci zwiazkow wanadu znajdujemy w grzybach. Np. w muchomorach
rodzaju Amanita muskaria [Butler i wspol. 1991] zawartos¢ wanadu sigga 325 mg/kg
suchej masy - dwa, trzy rzedy wielkosci wigcej niz w roslinach wyzszych. Znajdowany w
tych organizmach niskoczasteczkowy zwiazek zwany amawadyna Rys. 3, zawiera
centralny atom wanadu na 4 stopniu utlenienia. Dzialanie amawadyny nie jest w pehi
poznane. Przypuszcza sig, ze bierze ona udzial w transporcie elektronow. Grzyby te przez
swoj cykl zyciowy stanowia wazne ogniwo w krazeniu wanadu w przyrodzie [Asri-Nawi i

wspol. 1987, Lepp i wspot. 1987].

H,C—C

Rys. 3. Budowa amawanadyny [Butler i wspot. 1991]
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Wanad pelni najprawdopodobniej tutaj role przenosnika elektrondw. Swiadczy o
tym latwo$¢ zmiany stopnia utlenienia z IV na V.

W odniesieniu do roslin wyzszych, w dotychczas przeprowadzonych
doswiadczeniach, nie wykazano niezbednosci tego pierwiastka w ich procesach
zyciowych. Niektoérzy autorzy sugerujq jednak, ze wanad bierze udzial w produkcji
chlorofilu. Ma to swoje uzasadnienie w fakcie, ze stosunkowo wysokie stezenia wanadu
znajdowano w lisciach (280 - 2700 pg/kg). Wanad wplywa takze stymulujaco na
gospodarke potasowa. Ponadto bardzo wysokie steZzenia wanadu zaobserwowano w
tluszczach roslinnych, ktére przecietnie zawieraja $rednio migdzy 14 a 140 pg/kg, ale
moga zawiera¢ nawet do 40 mg/kg [Kabata-Pendias i- wspdl. 1999]. Jednak zawartosé
wanadu w roslinach jest bardzo zrdznicowana (Tab.3).

Rosliny, u ktérych stwierdzono stosunkowo najwiecej wanadu naleza, do mszakéw
z rodzaju Allium, Astragallus, Chrysothamnus. Duzo wanadu stwierdzono réwniez w

koprze, nasionach kminku i czarnego pieprzu [Zaporowska 1995].

Tab. 3. Zawarto$¢ wanadu w niektorych roslinach [Kabata-Pendias i wspél. 1979]

Roslina Srednia zawarto$é wanadu
sucha masa (mg/kg)

Pszenica:

stadium strzelania w zdzblo 5.8

stoma 1.2

ziarno 0.1
Owies:

sloma 0.12

ziarno 0.06
Rosliny motylkowe 0.42
Groch, ziarno 0.05
Kupkowka 0.2
Trawy rézne 1.4
Porosty 8.6
Mchy 108
Muchomory 112

W ostatnich latach w Hiszpanii po zmianach technologicznych w produkcji
przemyslowe]j zauwazono zmniejszenie zawartosci wanadu w roslinach [Meneses i wspdl.

1999]



2.5.2. Wanad w organizmach zwierzat i ludzi

W krolestwie zwierzat, rola zwiazkéw wanadu, pomimo badan w wielu osrodkach,
pozostaje jeszcze malo poznana. Jednak, co roku odkrywa si¢ nowe, interesujace aspekty
roli wanadu w procesach biochemicznych.

Badania nad zooplanktonem wykazaly zr6znicowany stopien akumulacji wanadu w
tej grupie organizméw, wahajacy si¢ od 30 do 5000 pg/kg. W odniesieniu do bardziej
zaawansowanych form zycia, jakimi sa strunowce, w podtypie oslonic, u zachw z rodzaju
Ascidiae ceratoides [Butler i wsp6l. 1991, Frank i wspdl 1995, Uyama i wspol. 1998,
Nette i wspol. 1999, Ueki i wspol. 2000, Guerrieri i wspol. 2000, Nette i wspot. 2000],
badano role wanadu w zielonych ciatkach krwi - wanadocytach, gdzie obserwowano
stezenie wanadu siggajace 0,15 mol/l. Znajduje si¢ w nich hemowanadyna, zwiazek o
budowie zblizonej do hemu. Przeprowadzone jednak nastgpne badania podwazyly role
tego zwiazku jako transportera tlenu. W trakcie najnowszych badan nad wanadocytami
wykryto biatko o aktywnosci bromoperoksydazy, o nieustalonej jednak w pehi roli.
Prawdopodobnie bierze ono udziat w procesach detoksykacji halogenkow.

U oslonic Ascidia ceratodes wykazano réwny stosunek molowy wanadu i
tunichromu co wskazuje na $cisla zalezno$¢ migdzy nimi. Przypuszczalnie tunichrom (Rys.
4), stanowi integralng czgsé przylaczania i magazynowania wanadu, natomiast nie
wiadomo jak wanad jest tam przylaczony. Tunichrom redukuje wanad (V) do wanadu (1V)
w $rodowisku kwasnym a nastgpnie w reakcji dysproporcjonowania do wanadu (11I) i (V)
(Rys.5). Przypuszcza sig, ze utleniony tunichrom tworzy kompleks z wanadem (III) i w tej

postaci pelni funkcje fizjologiczne u ostonic. [Bonadies i wspol. 1987].

OH

Rys. 4. Budowa tunichromu [Butler i wspo6l. 1991]

13



Tunichrom \A
Utleniony X " >
Tunichrom v eakcje dysproporcjonowania

v

Rys. 5. Przypuszczalny mechanizm dziatania tunichromu [Bonadies i wspot. 1987]

Powyzsze dane przemawiaja za pogladem o niezbednosci wanadu dla tych

zwierzat.

W badaniach zawartosci wanadu w roéznych produktach spozywczych
pochodzacych od zwierzat wykazano, ze wysoka zawartoscia wanadu charakteryzuja sie
ryby, kraby, ostrygi i malze. Zawarto§¢ wanadu w tych produktach jest rzedu 0,1-0,3
mg/kg masy [Buliniski i wspol. 1986].

Aby pozna¢ rol¢ wanadu w procesach biochemicznych organizméw zywych
wykonuje si¢ rowniez badania na liniach komérkowych. W tego typu badaniach wykazano
stymulujacy wplyw wanadu na produkcje tlenku azotu, w izolowanych osteoblastach
[Cortizo i wsp6t. 2000]

Pierwsze badania na zwierzetach opieraly sie o diety ubogowanadowe. Procedura
taka umozliwialaby wykazanie ewentualnych zaburzen wywolanych niedoborem tego
pierwiastka. Z doswiadczen przeprowadzonych na kurczgtach, z zastosowaniem diety o
zawartosci wanadu ponizej 10 pg/kg paszy, wykazano gorszy wzrost zwierzat, stabsze
wyksztalcenie upierzenia, glownie skrzydet i ogona, obnizenie poziomu cholesterolu we
krwi u kurczat 28 dniowych i wzrost cholesterolu w wieku 49 dni [Hopkins i Mohr 1971,
Hopkins i Mohr 1974]. Inne badania wykazaly przy diecie ubogowanadowej wzrost
poziomu cholesterolu i ostabienie rozwoju kos¢ca [Nielsen i Ollerich 1973, Nielsen 1974).

Analogiczny wniosek wyciagni¢to w odniesieniu do szczuréw, po wykonaniu

podobnych eksperymentéw. Do objawow niedoboru wanadu u tych zwierzat nalezalo

14



obnizone tempo wzrostu, zmiany w skladzie kosci i obrazie histologicznym komorek. Nie
wystepowaly one przy podawaniu juz 100 ng V/g pozywienia.

Najbardziej kompleksowe badania z zastosowaniem diety ubogowanadowej przez
okres kilku lat przeprowadzono u koéz [Arnhold i wsp6l.1993]. Karma tych zwierzat
zawierala wanad w ilosci nie wigkszej niz 9 pg/kg paszy. Natomiast w grupie kontrolnej
zawierala do 500 pg/kg paszy. Nie zaobserwowano rdéznic w ilosci przyjmowanego
pokarmu czy masy urodzeniowej, natomiast rdéznice wystgpowaly w parametrach
zwiazanych z reprodukcja. Dla grupy ubogowanadowej obserwowano znamienne
zmniejszenie czg¢stosci pierwszego zaplodnienia, znacznie wzrosta liczba poronien i
martwych urodzen. Znaczaco wzrosta w stosunku do normy liczba urodzen osobnikow
zenskich, wzrastala $miertelnos¢ matek i kozlat pomiedzy 7 a 91 dniem zycia (0 32%,
czesto poprzedzona drgawkami). Zmniejszeniu ulegla produkcja mleka w pierwszych 52
dniach laktacji (o okolo 9 %), z rownoczesnym wzrostem zawartosci biatka w mleku. U
kozlat obserwowano deformacje przednich konczyn z pogrubieniem stawdéw skokowych
oraz opdznienie wzrostu [Anke i wspdél 1986, 1989, 1990, 1991]. Inni autorzy
obserwowali przy dawce 2 pg V/kg paszy zwigkszona masg tarczycy i zwigkszony
stosunek masa tarczycy do masy ciala oraz tendencje do zmniejszenia masy ciata [Uthus i
Nielsen 1990].

Fakty te wskazuja na niezbgdnos$¢ tego pierwiastka w rozwoju i reprodukcji koz i
szczurdw, a najprawdopodobniej takze innych ssakoéw. Podloze metaboliczne tych zmian
zostalo czesciowo wyjasnione. Opierajac si¢ na analogii, ze peroksydazy halogenkéw u
zwierzat wyzszych moga pemi¢ podobne funkcje jak u zwierzat nizszych, rozpoczeto
badania nad najwazniejsza w metabolizmie tarczycy, haloperoksydaza jodkowa. Na
przyklad u szczuréw karmionych dieta ubogowanadowa nie obserwowano fizjologicznego
zmniejszenia aktywnosci peroksydazy jodkowej w tarczycy, jaka zachodzi przy
zwickszonej podazy pokarmowej jodkoéw (takie zmniejszenie obserwowano natomiast w
grupie kontrolnej) [Kadota i wspol. 1987]. Badania in vilro wykazaly, ze sole wanadu
posiadaja dzialanie mitogenne, podobne do ostatnio wykrytych czynnikéw wzrostu, jak np.
czynnika wzrostu nablonkdéw, czynnika wzrostu fibroblastow, czy tez dzialanie
insulinopodobne. Dodanie soli wanadu powoduje proliferacj¢ komorek kostnych i syntezg
kolagenu [Canalis 1985, Lau i wspdl. 1988]. Zaobserwowano takze zwigkszenie ekspresji
gendw dla GluT 1 z nastepowym wzrostem wykorzystania glukozy. Jednak podkreslenia
wymaga fakt, ze zwiazki wanadu nie posiadaja pelnych wlasnosci insulinomimetycznych.

Nie wykazuja bowiem wplywu anabolicznego na gospodarke biatkowa. Dzialanie soli
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wanadu w tych wypadkach moze by¢ spowodowane wplywem tego pierwiastka na pompe
sodowo - potasowa, wapniowo - magnezowa, fosfotransferazy, cyklazg¢ adenylowa i kinazy
biatkowe. Ma on jednak wplyw na metabolizm hormonow, cukrow i tluszczy. Wykazano
takze jego role w stymulacji mineralizacji kosci i zgbéw (omdwiono szerzej wraz

pismiennictwem w kolejnych rozdzialach.

2.5.2.1. Zawartos¢ wanadu w tkankach ludzkich i zwierz¢cych

Wanad dostaje sig do organizméw zwierzecych i czlowieka poprzez lancuch
pokarmowy. Zawarto$¢ wanadu w ciele zwierzat ladowych jest okreslona najczgsciej na 2-
100 pg, cho¢ spotkac si¢ mozna ze stgzeniami dochodzacymi do 450 pg. Okolo 100-200
pg wanadu znajduje si¢ w ciele doroslego czlowieka [Byrne i wspdél 1993, Harland i
wspol. 1994].

Podaz wanadu do organizmu czlowieka odbywa si¢ poprzez tancuch pokarmowy.
Szacuje sig, ze sg to ilosci rzgdu 10-60 pg [Barceloux 1999], cho¢ moga to byé wieksze
ilosci w zaleznosci od rodzaju pokarmu. W jelicie cienkim z tej ilosci jedynie 1-2% zostaje
wchionigte [Zaporowska 2000]. Proces wchianiania jest zalezny takze od innych
skiadnikow pokarmowych, takich jak: kwas fitynowy, kwas szczawiowy, kwas cytrynowy
czy jablkowy [Harland i wspdl. 1994, Badmaev i wspot. 1999]. Do tej pory nie ustalono
jeszcze dobowego zapotrzebowania na ten pierwiastek, ale szacuje si¢ je na rzad okoto 10

pg [Badmaev i wspél. 1999].

2.5.2.2. Zrédta wanadu w diecie cztowieka

Jedne z najbardziej kompleksowych badan dotyczacych zawartosci wanadu w
pozywieniu czlowieka prowadzone byly w Niemczech przez Anke i wspot. [1998a, 1998b,
1998c, 2000]. Przebadali oni wigkszos¢ produktéw spozywczych dostgpnych na rynku
niemieckim (Tab. 4 i Tab. 5).

Ponizej zestawiono wyniki badan tych autoréw obejmujace analiz¢ zawartosci

wanadu w podstawowych grupach produktéw spozywczych.
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Tab. 4. Srednia zawarto$¢ wanadu w wybranych produktach spozywczych [Anke i wspol.

1998a, 1998b, 1998c,]

Grupa produktow

Produkt spozywczy

Zawartos$¢ wanadu
pg/100g produktu swiezego

Przetwory zboZzowe Kasza perlowa 0,34-0,70
Budyn waniliowy 0,43
Maka 0,59-0,80
Pieczywo 0,73
Ryz 0,98
Makarony 0,96-2,70
Maka kukurydziana 0,96
Platki kukurydziane 1,35
Budyn czekoladowy 4,9
Cukier, miéd i wyroby| Ciasto z kruszonka 0,51
cukiernicze
Cukier 0,79
Cwibak 0,91
Miod 0,92
Konfitury 0,94-1,72
Cukierki 1,35
Keks 1,94
Warzywa Ogorek 0,17
Kapusta biala 0,18
Fasolka szparagowa 0,23
Cebula 0,27
Szparagi 0,45
Pory 1,30
Szpinak 2,30
Salata 2,50
Rzodkiewka 2,70
Pietruszka natka 7,24
Owoce Pomidor 0,08
Cytryna 0,11
Wisnia 0,14
Czeresnia 0,17
Pomarancza 0,20
Banan 0,22
Jablko 0,23
Gruszka 0,28
Poziomka 0,40
Kiwi 0,65
Ananas 0,74
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Tab. 4. c.d.

Mieso i przetwory migsne Wieprzowina 0,47
Kurczak 0,59
Wolowina 0,63
Salami 0,67
Kiszka watrobiana 1,25
Ryby i przetwory rybne Sledz filet 0,48
Czerwony okon filet 0,58
Sledz w pomidorach 0,70
Makrela filet 0,86-2,24
Sledz solony 0,97
Pstrag 1,08-1,22
Sardynka 3,97
Jaja Jaja 0,05-1,94
Mileko i przetwory mleczne Mleko 0,11
Ser Camembert 0,12-0,62
Masto 0,14-0,54
Jogurt 0,16
Twardg 0,17
Ser Edamer 0,37
Ser Gouda 0,50
Ser Tylzycki 0,56
Mileko kondensowane 0,62
Ser Ementaler 0,65
Ser topiony 0,67
Przyprawy Gorczyca ziarno 1,46
Pieprz 4,70-59,34
Papryka 37,67-45,51
Majeranek 205,44

Tab. 5. Srednia zawarto$¢ wanadu w wybranych napojach [Anke i wspél. 1998a, 1998b,

1998c,]
Grupa produktow Produkt spozywczy Zawartos¢ wanadu
pg/l

Napoje Wodka zytnidwka 0,18
Woda pitna 0,43
Lemoniada 0,66
Koniak 0,77
Coca cola 1,0
Likier jajeczny 3,1
Vermouth 12,0-47.0
Czerwone wino 14,0-51,0
Piwo Pilsener 26.0
Piwo pelne 36.0
Biale wino 41.0
Wino musujace 41,0
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Anke i wspol. (2000) okreslili dzienne pobranie wanadu przez populacje niemiecka
w roku 1996. Mgzczyzni spozywali $rednio 33 pg V/dzien zas kobiety 3 razy mniej tzn. 11
pg V/dzien. Roznice t¢ autorzy tlumaczyli wyzsza konsumpcja piwa przez mezczyzn.
Réwnoczesnie autorzy ci podkreslili, iz na ilos¢ wanadu pobranego z pozywieniem istotny
wplyw miat region Niemiec, z ktorego pochodzita Zywnosc¢.

Inni autorzy [za Sigel, 1995] podaja $rednie wartosci dziennego pobrania wanadu
przez mieszkancéw réznych krajow. W USA wynosito ono zaleznie od regionu od 15,5 do
22,8 ug, (w tym dla mezczyzn 18,3 ng, zas kobiet 8,1 pg), w Wielkiej Brytanii 13-30 pg,
we Wloszech 17,7 pg, w Hiszpanii 11,8 pg, zas w Japonii tylko 2,5 pg.

2.5.2.3. Wchtanianie wanadu

Wanad przedostaje si¢ ze Srodowiska zewnetrznego (powietrza, wody, gleby,
pozywienia) do wngtrza organizmu, przez uklad oddechowy, pokarmowy lub przez skorg
[Nechay i wspol. 1986]. Jednak droga podawania wanadu doustnie jest najlepiej
przebadana. Wanad w pozywieniu znajduje sie w postaci jonu V** badz V*>. Pod wplywem
soku zoladkowego powstaje jedna forma V', ktéra z tym stopniem utlenienia jest
transportowana przez dalsze odcinki przewodu pokarmowego [Chasteen i wspol 1986].
Wchloniety w przewodzie pokarmowym wanad (gléwnie w poczatkowym odcinku jelita

cienkiego) przedostaje si¢ do krwi a z nig jest rozprowadzany po calym organizmie.

2.5.2.4. Transport wanadu przez krew

U ssakdw 90-95% transportowanego wanadu z przewodu pokarmowego przez krew
po calym organizmie jest zwigzana z osoczem. Jedynie pozostale 5-10% znajduje si¢ w
komorkach krwi [Patterson i wspol. 1986]. W osoczu znaczna cze¢$¢ wanadu jest zwigzana
z transferyna jako jon VO, reszta wystepuje jako wanad pigciowarto$ciowy. Przypuszcza
sie, ze wanad na +5 stopniu utlenienia jest enzymatycznie redukowany przy
wbudowywaniu sie do transferyny, podobnie do redukc;ji Fe’* do Fe* przez
ceruloplazmine [Osaki i wspdl. 1966]. W ten sposob wbudowany w transferyng wanad jest
transportowany po calym organizmie [Aisen i wspo61.1980].

Wanad moze takze stymulujagco wplywac na przenoszenie receptorow transferyny

ze $rodowiska wewnatrzkomérkowego w kierunku blony komoérkowej [Tanner i wspol.
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1987]. Stymuluje réwniez wychwyt Fe w szczurzych adypocytach oraz wbudowywanie I-
transferyny [Tang i wspot. 1998]

2.5.2.5. Rozmieszczenie wanadu w organizmach ludzi i zwierzat

Badano gléwnie krew i osocze, narzady migzszowe, mozg, miesnie, kosci zwierzat
oraz ludzkie wlosy. Z badan przeprowadzonych przy uzyciu *®V wynika, ze okolo polowy
zgromadzonego w organizmie szczuréw wanadu znajduje si¢ w kosciach [Setyawati i
wsp6l. 1998], podobnie jest u ludzi [French i wspol 1993]. Reszta lokuje si¢ gldwnie w
watrobie, nerkach i $ledzionie [French i wspol. 1993, Harland i wspdl. 1994], zas
najmniejsze ilosci obserwowano w mozgu [Zaporowska 1984]. To wskazuje na role
bariery krew mozg dla transportu tego pierwiastka do mozgu. W obrebie komoérki, wanad
znajduje si¢ w wigkszych ilosciach w jadrze, mitochondriach i cytozolu [Bracken i wspét.
1985, Edel i wspol. 1988, Edel i wspodt. 1989]. Wanad w hepatocytach i komdrkach nerki
jest gromadzony gitdwnie w jadrze, mitochondriach i cytozolu [Edel i wspol. 1988, Edel i
wsp6t. 1989].

We krwi fizjologiczne st¢zenie wanadu waha si¢ w granicach 0,2-2,0 pg/l [Edel i
wspol. 1988, Barceloux 1999], gdzie w 80% wystepuje w surowicy w powiazaniu z
transferyna i albuminami [Edel i wspoél. 1988] Przejscie wanadu do watroby odbywa sie na
drodze wymiany migdzy osoczowa transferyng a watrobowa ferrytyna [Zaporowska 1995].

Stany chorobowe moga wplywac na stezenie wanadu we krwi. Obserwowano jego
obnizenie m.in. przy marskosci watroby, miazdzycy i wrzodzie zoladka, podwyzszenie za$
w psychozach maniakalno-depresyjnych, niektdrych nowotworach i w chronicznej
niewydolnosci nerek [Bello-Reus i wspol. 1979, Conri i wspél. 1986, Naylor i wspot.
1987, El-Yazigi i wspol. 1992, Zaporowska 1995]. Nie stwierdzono jednak
przekonywujaco by nadmiar lub niedobdr wanadu byl bezposrednio zwiazany z etiologia
okreslonej choroby.

Powolne tempo metabolizmu a przez to powolne uwalanie z kosci zwiazanego
wanadu moze byé odpowiedzialne za fakt dlugotrwalego wyrdwnania cukrzycy u zwierzat
"nasycanych" solami wanadu. Pos$rednie ilosci gromadza si¢ w watrobie i nerkach.
Stezenie wanadu w nerkach wykazuje najlepsza korelacje z iloscia wanadu spozytego
przez zwierze w pokarmach. Natomiast niewielkie st¢zenia obserwowano w migéniach,

tkance ttuszczowej i osoczu.



Wanad wystepuje w plynach ustrojowych i plynie zewnatrzkomorkowym przede
wszystkim w postaci V', pod postacig jonéw: HoVOys', HVO4*, VO;5. Transportowany
jest glownie przez osocze w ilosci 90 do 95 % krazacego w organizmie czlowieka wanadu.
Gléwna cze$é transportowanego wanadu zwiazana jest z transferyna jako VO**. Pozostata
cze$é wystepuje jako V>*. Zmiana stopnia utlenienia z V na IV zachodzi pod wplywem
ceruloplazminy w sposéb podobny do przejécia Fe’' do Fe**. Do wnetrza komoérki
przenika przez kanat przepuszczalny dla aniondw. We wnetrzu komorki przy wspotudziale
glutationu, katecholu, cysteiny, NADH, NADPH, kwasu L-askorbinowego ulega redukcji
do wanadu (IV) (Rys. 6). W wyniku tej redukcji powstaje jon wanadylowy VO, ktéry

przejawia aktywnos$¢ biologiczna.

vVO; B-VO;
- ]' s )
I'edlﬂd.'ory NAD(P)H
katechol
— kw. ask
4,/\703 VO R
generowanie
wolnych utleniacze
rodnikéw
Zmiany wplywna o
wosforylacji  aktywnos B-VO?
NG biatek enzymGw cytoplazma -

& Hona komdrkowa /

Rys. 6. Transport wanadu do komorki i jego wplyw na procesy wewnatrzkomérkowe:

B-biatko, GSH zredukowany glutation, kw. Ask. — kwas L-askorbinowy, GR- reduktaza

glutationowa [Zaporowska i Scibior. 1998]

Wanad jest takze inhibitorem syntetazy skwalenu oraz stymuluje aktywnosc¢
deacetylazy acetyloCoA w watrobie. Inne badania réwniez potwierdzaja role zwiazkow
wanadu w aktywacji enzymow stymulujacych metabolizm lipidow, o czym zdaje sie
$wiadczy¢ zaleznos¢ poziomu cholesterolu od podazy wanadu. Wplyw wanadu na poziom
cholesterolu jest bardzo skomplikowany. U zwierzat miodych obniza go, a u zwierzat

starszych podnosi.



Wanad w postaci kompleksu Cp,VCl; (Cp - cyklopentadienyl) (Rys. 7) moze
wchodzi¢ w interakcje z kwasem deoksyrybonukleinowym - DNA [Toney i wspol. 1986,
Butler i wspol. 1991]

/Cl

&
@

Rys. 7. Kompleks Cp,VCl, [Toney i wspél 1986]

Kompleks Cp,VCl; oddzialywuje z DNA w miejscach, gdzie znajduja si¢ reszty
fosforanowe oraz zasady purynowe i pirymidynowe (w wigkszosci sa to oddzialywania
wanad-reszty fosforanowe). Kompleks ten stabilizuje struktur¢ DNA [Zaporowska 1995],
jednak nie powoduje jego zmian strukturalnych. Stwarza to mozliwos$¢ zastosowania tego
zwiazku jako leku antynowotworowego. W chwili obecnej bada sie wiele zwiazkdéw
wanadu jako potencjalne leki przeciwnowotworowe. Cp,VCl, stosowano w badaniach in
vitro na komodrkach nowotworowych wywotujacych réznego typu bialaczki.

W komorkach nerwowych i nadnerczy wystgpuje B-monooksygenaza dopaminowa
katalizujaca reakcje hydroksylacji dopaminy do noradrenaliny. Normalnie aktywno$¢ tego
enzymu wymaga obecnosci Cu®* i witaminy C. Zastapienie miedzi jonami wanadylowymi
wywolyje ten sam efekt (Rys. 8). Ponadto VO?' moze katalizowaé¢ samoutlenianie

niektdrych amin katecholowych (z wyjatkiem dopaminy).

OH OH

HO HO

0,, V&, wit C

.
CH, —CH,—NH; CH —CH,—NHs
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Rys. 8. Hydroksylacja dopaminy do noradrenaliny

Aktywno$é biologiczna wanadu moze si¢ wiaza¢ z podobienistwem jonu VO3™ do
struktury jonu fosforanowego (Rys. 9). W wyniku tego podobienstwa moze go zastgpowac

w niektérych metabolitach [Shavera i wspol. 1995]. Dodatkowo inny jon wanadu, vO*,

N
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ma zblizong $rednice do jonu Mg®'. To pozwala mu na mozliwos¢ wplywania na reakcje

enzymatyczne zalezne od jonu magnezowego [Brichard i wspol. 1991].

O.
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Rys. 9. Podobienstwa struktur chemicznych pomigdzy fosforanem, wanadanem i

nadtlenkiem wanadu

Wanadan jest jonem, ktory moze oddzialywad z licznymi zwiazkami chemicznymi
znajdujacymi sie w organiziie. Nalezg do nich migdzy innymi czasteczki odpowiedzialne
za przenoszenie energii takie jak: ADP, ATP, GDP czy NAD" [Geraldes i wspol. 1989,
Crans i wspol 1995]. Wanad wiaze si¢ takze z bialkami, kwasami nukleinowymi,
aminokwasami, fosfolipidami, glutationem czy tez innymi metabolitami [Nechay i wspdl.

1986, Zaporowska 1995].

2.5.2.6. Wplyw wanadu na aktywnosé motoryczng szczuréw

Zaobserwowano u szczurdw, ktorym podawano 4,1 mg/kg/dzien metawanadanu
sodowego, wzrost aktywnosci motorycznej w stosunku do zwierzat, ktorym nie podawano
wanadu. U zwierzat, ktére dostaly wigksze ilosci wanadu, nie obserwowano wzrostu

aktywnosci, a wrecz przeciwnie jej spadek [Sanchez i wspot. 1998].



2.5.2.7. Wplyw wanadu na aktywnos$¢é wybranych enzymoéow

Zwiazki wanadu dzialaja hamujaco na Na*/Kt ATP-aze, co zostalo odkryte w
latach siedemdziesiatych i spowodowalo pojawienie si¢ licznych prac na temat ich wplywu
na inne enzymy fosforylujace i transportujace reszty fosforanowe. Jednak nie jest to jedyna
ATP-aza, na ktorgq dziala wanad. W chwili obecnej udokumentowano hamujacy wptyw
wanadu na nastepujace ATP-azy: ATP-aza Na'/K* [Adams 1980, Cantley i wspot. 1997],
ATP-aza Ca®/Mg®" [Shechter 1990], ATP-aza Ca®* [Hasselbach i wsp6l. 1983, Ronzani i
wspot 1991], ATP-aza H' [Dufour i wspot. 1980], ATP-aza H'/K" [Dafnis i wspot. 1992],
ATP-aza K' [Furst i wsp61.1989]. Sposrdd fosfataz wykazano hamujace dziatanie wanadu
na: fosfataze alkaliczng [Crans i wspol. 1989], fosfataze kwasna [Vescina i wspdt. 1996],
fosfataze tyrozynowa [Macara i wspol. 1980]. Wanad dodatkowo hamuje aktywnosc
jeszcze innych enzymdw, takich jak: dehydrogenazy glutaminowej [Kiersztan i wspdt.
1998] i kinazy adenylowej [Chasteen 1983].

Z drugiej strony zaobserwowano roéwniez stymulowanie aktywnosci niektorych
enzymow przez wanad. Do tych enzymow zalicza sig: kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa
[Chen i wspot. 1990], cyklaza adenylanowa [Hackbarth i wsp6h.100], kinaza C [Wenzel i
wspol. 1995], fosfolipaza C [Wenzel i wspol 1995], podstawowe kinazy biatkowe
(MAPK) [Hei i wspol 1998] i rybosomalna S6 kinaza biatkowa [Hei i wspél 1998].
Stosunkowo dobrze zostaly zbadane dwa enzymy: fosfoglukomutaza i rybonukleaza, dla
ktorych okreslono przypuszczalny mechanizm dzialania zwigzkéw wanadu. Polega¢ on ma
na stabilizacji jednego ze standw przejsciowych, przez wytworzenie trwatych komplekséw
ze strukturami enzymu, co prowadzi do jego aktywowania. Istnienie takich struktur jest na
razie jedynie postulowane, brak, bowiem do$wiadczalnego potwierdzenia ich istnienia.
Mozliwe wiec, ze rola wanadu jest niespecyficzny antagonizm wzgledem fosforanow, co
jednak wydaje si¢ sta¢ w sprzecznosci z niektérymi innymi danymi. Liczni autorzy wiaza
bowiem aktywno$¢ insulinomimetyczng zwiazkow wanadu z aktywacjq kinazy
tyrozynowej. Obserwowano tez wzrost aktywnosci innych kinaz proteinowych in vitro i in
vivo. Pamigta¢ jednak nalezy, ze w badaniach in vitro uZywéno stezenia wyzsze niz
fizjologiczne, a w badaniach in vivo czgsto pojawialy si¢ efekty toksyczne, co $wiadczy o
raczej niefizjologicznym charakterze powyzszych dzialan.

Weryfikacji wymaga tez teza wiazaca kierunek dzialania ze stopniem utlenienia

podawanego zwiazku wanadu. Za dzialanie antagonistyczne w odniesieniu do fosforanow
miatyby odpowiadaé¢ jony wanadylowe VO2*, znajdujace si¢ wewnatrz komorki, a
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powstajace w wyniku redukcji glutationem wanadanéw VO3-, ktdre wystepuja w osoczu.

Stymulacje¢ kinaz, w tym kinazy tyrozynowej, powodowa¢ majg wanadany lub
peroksowanadany. Te ostatnie powstajg w reakcji in vivo z nadtlenkiem wodoru. Zmienne
stopnie utlenienia tego pierwiastka powoduja, ze bierze on udzial w procesach
oksydacyjno-redukcyjnych in vivo i in vitro. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze wanad wplywa na trzy podstawowe etapy procesow wolnorodnikowych:
inicjacje, propagacje (tworzenie wolnych rodnikow) oraz terminacj¢ (usuwanie wolnych
rodnikéw). Nadal bada sie, w jakim stopniu wanad wplywa na ogdlny poziom statusu
oksydacyjno-redukcyjnego organizmu.

Wazrost aktywnosci kinaz bialkowych tlumaczy si¢ takze jako hamowanie
aktywnosci fosfataz, w szczego6lnosci fosfatazy tyrozynowej, co powodowaé moze efekty
insulinopodobne.

Przypisuje si¢ rowniez wanadowi role w nasladowaniu aktywnosci hormondw
wzrostu. W badaniach in vitro obserwowano w obecnosci zwiazkéw wanadu zwiekszong
proliferacje komoérek kosci, synteze kolagenu i proteoglikanéw oraz zmiany metabolizmu
fibroblastow. W wyzszych nieco stgzeniach wystgpowala aktywnos¢ insulinomimetyczna,
co dokladniej zostanie omdwione dale;j.

Zaobserwowano takze wplyw zwiazkow wanadu na przyrost tkanki mig$niowe;.
Wiasciwos$é ta probuja wykorzystywac kulturysci w celach anabolicznych [Gerrard i
wspdh 1993].

W chwili obecnej uwaga czgséci naukowcow koncentruje si¢ przede wszystkim na
insulinomimetycznych efektach wanadu oraz na wlasciwosciach blokowania pomp
blonowych, w tym Na/K zaleznej ATP-azy. Badany jest takze wplyw wanadu na

aktywnosc¢ kinaz i fosforylaz .

2.5.2.8. Toksycznosé

Generalnie nie zaobserwowano endemicznych zatru¢ wanadem w warunkach
naturalnych [Thompson i wspél. 1998]. W badaniach na zwierzgtach obserwowano ujemny
wplyw chronicznie podawanego wanadu na absorpcj¢ wapnia z przewodu pokarmowego
[Witkowska i wspol. 1986], oraz takze ujemny na wchianiane i metabolizm miedzi

[Witkowska i wspol. 1988]. Toksyczne efekty wanadu stwierdzono natomiast u ludzi
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zawodowo narazonych na ten pierwiastek wystepujacy w postaci roznych jego zwigzkdow.
Wiele badan eksperymentalnych dotyczacych toksycznosci bylo wykonanych dla jego
zwiazkoéw nieorganicznych, a ostatnio aby zmniejszy¢ toksyczno$¢ syntetyzuje si¢ i bada

coraz wigcej kompleksowych zwiazkow wanadu.

2.5.2.8.1. Nerka

Sposob podawania wanadu wplywa na jego dziatanie w nerce [Thompson i wspét.
1998]. Chroniczne podawanie wanadu droga pokarmowa powoduje odkladanie si¢ go w
tym narzadzie. Spora cze$¢ tego pierwiastka jest zwigzana z niskoczasteczkowymi
peptydami lub makromolekutami, w formie wanadylu i nie jest dostgpna w formie
wanadanu. Ten ostatni jest poteznym inhibitorem ATP-azy. Wanadan dzialajac na nerke
wplywa na funkcje tego narzadu i na wzrost poziomu mocznika [de la Torre i wspol. 1999]
bilirubiny i kreatyniny we krwi, ktére sa wskaznikami pracy nerek. Dozylne podanie
ortowanadanu sodowego wplywa mna kigbuszkowa reasorbcje sodu i kwasice

hypokalemiczna w dystalnej cz¢sci kanalikow nerkowych z obnizeniem pH moczu.

2.5.2.8.2. Watroba

Watroba jest jednym z narzaddéw, w ktdrym odklada si¢ najwigcej wanadu podczas
eksperymentéw chronicznych.

Wanad obniza podwyzszony przez streptozotocyng (STZ) poziom enzymow
watrobowych ALAT i ASPAT w kierunku wartodci prawidlowych. W 6 miesigcznych
do$wiadczeniach nad toksycznoscia wanadu u szczuréw cukrzycowych z wywolang
chorobg przez STZ, bis(maltolano)oksowanad(IV) znormalizowat te wartosci (Dai i wspol.
1994a)

Czas i droga ekspozycji oraz dawka i forma, w jakiej wanad dostat si¢ do
organizmu moze byé przyczyna ostrego lub przewleklego zatrucia tym pierwiastkiem oraz

stopnia nasilenia tych objawow.



2.5.2.8.3. Uktad oddechowy

W niskim stopniu narazenia na zwiazki wanadu (V20s) wystepuja objawy:
podraznienie spojowek, blon $luzowych nosa i gardla, katar z czesto obfita i czasem
krwawa wydzielina, kichanie, $wiad, uczucie pieczenia w gardle, suchy kaszel z
odksztuszaniem malej ilosci sluzowej wydzieliny, ogdlne oslabienie, wyczerpanie, stany
podgoraczkowe.

W umiarkowanym stopniu narazenia dominuja takze: ostry kaszel, zapalenie
oskrzeli z dusznoscia wydechowa i skurczem oskrzeli, ostry alergiczny atak dychawicy
oskrzelowej.

W cigzkim stopniu narazenia moga wystapic: ciezkie zapalenie oskrzeli i phc,

krwotok z pluc oraz charakterystyczny zielony jezyk [Urban i wspél 2001]

2.5.2.8.4. Efekty hematologiczne.

Dane z przeprowadzonych badan dostarczaja sprzecznych wynikow. W jednych
badaniach 12 tygodniowe podawanie w wodzie do picia 0,14 mg/ml metawanadanu
amonowego, 0,26 mg/ml siarczanu wanadylowego, 0,38 mg/ml bis(maltolano)oxowanadu
szczurom rasy Wistar nie powodowalo rdznic pomigdzy grupami kontrolnymi i z
badanymi zwiazkami w odniesieniu do hematokrytu, poziomu hemoglobiny, liczby
erytrocytdw, odsetka retikulocytow, liczby leukocytow oraz ilosci plytek krwi [Dai i
wspol. 1995]. Natomiast w innych badaniach z pigciotlenkiem wanadu (3 mg/kg) w paszy i
metawanadzianem amonowym (0,15-0,3 mg/ml) w wodzie do picia nastapito obnizenie
liczby erytrocytow i poziomu hemoglobiny lecz bez zmiany hematokrytu [Chakraborty i
wspol. 1977, Zaporowska i wspdl. 1989, 1992]. Zaobserwowano réwniez podniesienie
procentowej zawartosci retikulocytow we krwi obwodowej [Zaporowska i wspot. 1991].
Te wyniki badan dotyczyly szczurdw i myszy. Przeciwstawne wyniki uzyskano w
badaniach broilerdw. Obserwowano u nich wzrost stezenia hemoglobiny i hematokrytu po
podaniu 0,8 mmol wanadu [Blalock i wspol. 1987]. Z kolei u ludzi spozywajacych 100
mg/dzien siarczanu wanadylowego przez okres 3 tygodni zaobserwowano statystyczny
spadek hemoglobiny i hematokrytu [Cohen i wspél. 1995]. W badaniach in vitro
wykazano, ze siarczan wanadylu (4mM) i wanadzian sodowy (10mM) ma dzialanie

hemolityczne [Hansen i wspot. 1985].



2.5.2.8.5. Rozmnazanie i rozwo6j osobniczy

U szczuréw narazonych doswiadczalnie na inhalacje wanadem zaobserwowano
gonadotoksyczne skutki charakteryzujace si¢ zaburzeniem spermatogenezy i ruchliwosci
plemnikéw a dodatkowo bedace jego konsekwencja obnizenie plodnosci [Roshchin i
wspol. 1980]. Metawanadan sodowy 60-80 mg/kg/dzien w wodzie pitnej obniza liczbe
plemnikéw oraz plodnosé¢ u myszy [Llobet i wspdl. 1993]. Obserwowano akumulacje
wanadu w jadrach bez zmian morfologicznych po podaniu siarczanu wanadu 40-100 mg
V/kg masy ciala na dzien [Dai i wspol. 1994b].

Wanad przechodzi przez lozysko i moze si¢ akumulowaé w plodzie, co moze
wywolywaé niekorzystne efekty. Dootrzewnowe podawanie metawanadanu amonowego
0,47; 1,88 oraz 3,75 mg/kg/dzien cigzarnej samicy syryjskiego zlotego chomika przejawito
sie w podniesieniu czestosci wystepowania matozuchwia, nadliczbowych zeber, zmian
kostnienia segmentoéw mostka plodowego, przepukliny u plodéw. Obserwowano znaczace,
lecz nie zalezne od dawki obumarcia lub zanik plodéw [Carlton i wspél 1982]. Jednak
brak jest pelnych podstaw by wyciagnaé wnioski o teratogennym dzialaniu wanadzianu
amonowego. U myszy iniekcja ImM pigciotlenku wanadu w ilosci 0,15 ml w 8 dniu cigzy
wywolywala kostnienie u plodu, lecz nie dzialata teratogennie [Wide 1984]. Siarczan
wanadylu podawany w ilosci 0,15-0,6 mmol/kg/dzien sonda dozotadkowa od 6 do 15 dnia
ciazy spowodowat obnizenie dlugosci i masy ciala plodu, wzrost czgstosci rozszczepienia
podniebienia, malozuchwia, wodoglowia, zmniejszenie kostnienia kosci nadpotylicznej
oraz niezalezne od dawki zaburzenie ksztaltowania si¢ tarczki powiekowej [Paternain i
wspol. 1993]. W przeciwienstwie do tego ortowanadan sodowy w ilosci 0,04-0,32
mmol/kg/dzien, podawany dozoladkowo od 6 do 15 dnia ciazy nie wykazywat tych dzialan
[Sanchez i wspol. 1991]. Jednak injekcje 16-64 pmol/kg/dzien u myszy podnosity
prawdopodobienstwo rozszczepu podniebienia, toksycznego wplywu na matki i plody, lecz
nie wplywaly na wazrost plodu [Gomez i wspol. 1992]. Podawanie ortowanadanu
sodowego w ilosci 0,25-0,50 mg/ml w wodzie do picia chorym na cukrzyce szczurzycom
w ciazy dawalo toksyczne efekty mimo, ze ta sama dawka podawana samcom diabetykom
powodowala niewielkie lub brak efektow toksycznych [Ganguli i wspol. 1994a, 1994b].
To sugeruje o wigkszej wrazliwosci szczurzyc w ciazy na toksyczne dzialanie zwiazkow
wanadu. Jednak trudno jest wyciaga¢ koricowe wnioski, poniewaz w pracy tej nie podano,

jaka dzienna dawke wanadu otrzymaly badane szczury w obu grupach.



2.5.2.8.6. Wplyw na spozycie wody i paszy

Jedno z badan przeprowadzonych na szczurach diabetycznych, ktéorym podawano
zwiazki wanadu wykazalo przyhamowanie spozycia paszy i wody lub brak takiego
wplywu. Zaobserwowano jednak zmniejszenie spozycia wody i paszy wraz ze
zmniejszeniem si¢ glikemii u szczuréw cukrzycowych [Thompson i wspdl 1988]. U
pacjentow z cukrzyca insulinoniezalezna dawka 100 mg/dzien siarczanu wanadylu nie
hamowala spozycia pokarmu, lecz powodowala zmniejszenie masy ciala o 1% w ciagu 3

tygodni podawania zwiazku [Cohen i wspdt. 1995].

2.5.2.8.7. Dawka Smiertelna

Toksyczno$¢ wanadu jest $ciSle zwiazana z gatunkiem zwierzat [Thompson i
wspol. 1988]. U myszy LDsp dla siarczanu wanadylu wynosi 0,48 mmolkg a dla
ortowanadanu sodowego 0,2-0,3 mmol/kg [Venugopal i wspot. 1978], lecz u krolikow i
$winek morskich nie ma takiego zrdznicowania. U szczurow LDso dla metawanadanu
sodowego przy podaniu dootrzewnowym wynosi 0,15 mmol/kg a przy podawaniu sonda
dozoladkowa warto$¢ ta jest wyzsza i wynosi 0,8 mmol/kg. Dla siarczanu wanadylu LDsp,
przy podaniu dootrzewnowym wynosi 0,3 mmol’kg a przy podaniu dozoladkowym 1,8
mmol/kg [Llobet i wspol. 1984]. U kurczat dodatek 200 pg/g paszy powodowal wyzsza
$miertelno$¢ a poziom 30 pg/g paszy hamowat wzrost [Nielsen 1987].

Generalnie  toksyczno$¢  wanadu  jest zalezna od drogi podania,
wspoltowarzyszacych skladnikow pokarmowych oraz rodzaju zwiazku, z ktérym wanad
zostal podany. Dodatkowo stan fizjologiczny i niektore patologie maja wplyw na

wchlanianie wanadu w przypadku podania droga pokarmowa.

Dopuszczalne stezenia wanadu w powietrzu [Urban i wsp6i. 2001]

NDS chwilowe dla:
»  Wanadu pigciowartosciowego (pyt wdychany) - 0,5 mg/m’
* Wanadu pieciowartosciowego (dym) - 0,1 mg/m’
* narazenie o§miogodzinne - wanad pieciowartosciowy (py}) - 0,05 mg/m’
= narazenie o$émiogodzinne - wanad pieciowartosciowy (dym) - 0,05 rqg/m3
Wytyczna jakosci powietrza w narazeniu 24-godzinnym - lpg/m’



W dzienniku Ustaw Rzeczpospolitej Polskiej (nr 79) z dnia 27.06.1998 r. podane sa
wartosci NDS i NDSCh dla pyléw zelazo-wanadu, ktére wynosza odpowiednio 1 mg/m’ i
3 mg/m’

2.6. Cukrzyca

Z ocen WHO [Czech i wspol. 2000] wynika, ze w 2000 roku z posréd 6 miliardow
ludzi na $wiecie okolo 175 milionéw choruje na cukrzycg. Prognozy na nastepne 25 lat
moéwia juz o ilosci okolo 250 milionéw ludzi a wigc mozna moéwi¢ nawet o epidemii
cukrzycy (Rys. 10). Wedlug szacunkéw lekarzy, w Polsce dotknigtych ta choroba jest
okoto 1,5 miliona os6b, a 2-krotnie wigcej jest ludzi z uposledzeniem tolerancji glukozy.
Jest to choroba przewlekla a jej udziat w kosztach leczenia np.: w USA wynosi 6-8%. Z
tych powodow na calym s$wiecie dazy si¢ do zwigkszenia profilaktyki oraz skutecznosci

leczenia cukrzycy i jej powiklan.
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Rys. 10. Prognozowana liczba przypadkow cukrzycy w wybranych terenach
[De Boer i wspot. 1988]

Cukrzyca jest choroba, ktéra dotyczy wszystkich ras ludzkich na wszystkich

kontynentach, moze ujawni¢ si¢ w kazdym wieku, wystepuje takze w Swiecie zwierzat
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[Czech i wspél. 2000]. Okreslenie ,,cukrzyca” mozna przypisa¢ kazdemu przewlekiemu
zaburzeniu metabolizmu, objawiajacemu si¢ w sposOb powtarzalny, a charakteryzujacy
sig:
1) hiperglikemia na czczo i glukozuria,
2) hiperglikemia po positkach w ciagu dnia i glukozurig
3) przy prawidlowej glikemii na czczo, jezeli wartos¢ stezenia glukozy we krwi po
doustnym podaniu testowej dawki 75,0 g glukozy jest wyzsza od tej, ktorg uznaje
si¢ za charakterystyczna dla osob zdrowych lub 0séb z uposledzeniem toleranciji
glukozy.
Na rozwd¢j cukrzycy maja wpltyw mechanizmy etiologiczne, wynikajace z rdéznego rodzaju
zaburzen genetycznych (nieprawidlowe genotypy) oraz diabetogennych wplywow

Srodowiska zewnetrznego, powodujacych niedobér insuliny lub insulinoopornosc¢.

2.6.1. Insulina

Insulina jest hormonem, ktdry odgrywa kluczowa rolg w homeostazie ustrojowej
zwierzat i ludzi. Jest odpowiedzialna za regulacje prawidlowego stgzenia glukozy we krwi.
Ma takze wplyw na gospodarke tluszczowa i bialkowa. Stezenie glukozy we krwi jest
gldwnym czynnikiem odpowiedzialnym za sekrecjg insuliny z wysepek f trzustki.

Istnieja dwie rozne hipotezy tltumaczace regulacje sekrecji insuliny przez glukozg.
1. Glukoza wiaze si¢ z receptorem umiejscowionym prawdopodobnie w blonie
plazmatycznej komorek [, aktywujac w ten sposdb mechanizm uwalniania

insuliny.

IS

Czynnikiem regulujacym sekrecje insuliny sa $rodkomorkowe metabolity lub
tempo ich przeplywu przez okredlony szlak metaboliczny, np. przez
pentozofosforanowy cykl kwasow trikarboksylowych lub przez szlak glikolityczny.

Jednak najprawdopodobniej dzialaja oba mechanizmy.

Biosynteza i wydzielanie insuliny do krwi podlega regulacji metabolicznej,
hormonalnej i nerwowej. Najwazniejszym czynnikiem fizjologicznym regulujacym
sekrecje tego hormonu jest stezenie glukozy we krwi doplywajacej do wysp trzustkowych.
Glukoza wplywa na proces wydzielania (pierwsza faza) i biosyntezy (druga faza) insuliny

zardwno przez reakcje z glukoreceptorem blony komorek B doprowadzajac w ten sposéb
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do zwigkszenia zawartosci cAMP w tych komdrkach jak i przez wewnatrzkomérkowy
metabolizm. Wydzielanie insuliny jest takze stymulowane przez aminokwasy, w
mniejszym stopniu zwiazki ketonowe, kwasy tluszczowe a by¢ moze prostaglandyny. Z
posrdd hormondéw wyrazny wplyw na sekrecje insuliny posiadaja:
- hormony trzustkowe:
o glukagon
o somatostatyna
- niektore hormony jelitowe
- katecholoaminy.
Wydzielanie insuliny jak i innych hormondéw trzustkowych jest pobudzane przez niektdre
peptydy wytwarzane przez $ciang jelita juz w okresie kontaktu papki pokarmowej z blong
Sluzowa przewodu pokarmowego. Naleza tu: zoladkowy peptyd hamujacy (GIP),
cholecystokinina (CCK), wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) i glukagonopodobne
peptydy jelitowe. Adrenalina dziala hamujagco na sekrecje insuliny ulatwiajac
glikogenolize, lipolize oraz zapobiega lipogenezie. To dzialanie ma zapewni¢ zwigkszony
doptyw glukozy i wolnych kwasoéw tluszczowych w chwili stresu (zwigkszonego
zapotrzebowania, w momencie niebezpiecznym dla organizmu).
Komoérki B sa unerwione przez zwoje i widkna nerwowe adrenergiczne, cholinergiczne i

peptydergiczne

2.6.2.1. Wplyw insuliny i wanadu na przemiang glukozy

Hormon ten jest odpowiedzialny za proces glikolizy. Pod jego wplywem wzrasta
stezenie enzyméw odpowiedzialnych za przemiang glukozy do pirogronianu: heksokinazy,
glukokinazy, fosfofruktokinazy, kinazy pirogronianowej [Murray i wspol. 1995]. Miejsca
dziatania insuliny wraz z wanadem w szlaku glikolizy przedstawia (rys. 11).
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Rys. 11. szlak glikolizy(rysunek uzupehiony) (Kusior 1996)

Mechanizm dzialania insuliny w watrobie jest nieco inny (Rys. 12). Z jednej strony
insulina pobudza wbudowanie glukozy do glikogenu (glikogenezg) i w ten sposob
zmagazynowanie jej w watrobie. Z drugiej przez hamowanie fosforylazy spowalnia
uwalnianie glukozy z glikogenu watrobowego. Wplyw insuliny na metabolizm watroby
przedstawia.

Insulina wplywa poprzez kaskadg reakcji enzymatycznych na wzrost szybkosci

translokacji nosnikow glukozy z wnetrza komoérki do blony cytoplazmatycznej w
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komoérkach migs$ni 1 tkanki tluszczowej [Goldfine 1 wspol. 1995, Rothenberg i1 wspot.
1991]
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Rys. 12. Przemiany glukozy w watrobie (Kusior 1996)



Wszystkie szczegdly dzialania insuliny nie sa jeszcze poznane. Jednak pobudzenie
przez nig procesdw metabolicznych rozpoczyna si¢ w momencie powiazania jej ze
swoistym receptorem, na powierzchni komoérek docelowych. To polaczenie uwalnia szereg
kaskad reakcji enzymatycznych (fosforylacji i defosforylacji odpowiednich bialek)

prowadzacych do uruchomienia okreslonych reakcji szlaku metabolicznego.

Receptor insulinowy jest heterotetramerem (Rys. 13). Dwie podjednostki o wystaja
ponad blone komoérkowa, pozostale 2 podjednostki B przechodza przez blone komdrkowa z
przestrzeni zewnatrzkomorkowej do wewnatrzkomérkowej. Rys przedstawia schemat

receptora dla insuliny.

_micjsce
wigzgce suling

btona komorkowa
TYR—] 1—SER SER— F—TYR
—TYR
—TYR

kinazy bialkowe

Rys. 13. Receptor dla insuliny [Kusior 1996]

Insulina przylacza si¢ do podjednostck a i po polaczeniu z nimi nastepujc
przckazanie sygnatu. Istnieje kilka hipotez wyjasniajacych mechanizm dzialanic insuliny
przez uruchamianie kaskady reakcji enzymatycznych (Rys. 14 i 15)

1) Podjednostka B peMi role kinazy tyrozynowej. Po przylaczeniu insuliny do
podjednostki a nastepuje aktywacja tej kinazy i autofosforylacja receptora. W ten
sposob zaktywowana kinaza fosforyluje biatko pp.185, co powoduje uruchomienic

kaskady reakcji enzymatycznych.
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2) Potlaczenie receptora (R) z insuling (H) powoduje aktywacje biatka G. Biatko G
stymuluje dzialanie innego enzymu — fosfolipazy C (PLC). PLC katalizuje reakcje
w wyniku ktérych z fosfatydyloinozytoli (fosfolipidow blony komdrkowej)
powstaja diacyloglikole (DAG) oraz trifosforan inozytolu (IP3). DAG aktywuje
kinaze biatkowg C (PKC), ktora fosforyluje kolejne biatka enzymatyczne.

3) Kinaza biatkowa C fosforylujac reszty seryny i treoniny hamuje dzialanie kinazy
tyrozynowe;j.

4) Hipotetyczna kinaza tyrozynowa 53 kDa, nie bedaca receptorem dla insuliny,
aktywuje kaskadg reakcji enzymatycznych
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Rys. 14. Mechanizm dzialania receptora insulinowego [Kusior 1996]
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Rys. 15. Szereg reakcji zachodzacych w receptorze insulinowym [Kusior 1996]

Na rysunku 16 przedstawiono hipotetyczne miejsce dzialania wanadu. Zwiazki

wanadu majg dzialanie zblizone do dzialania insuliny. Normalizuja one poziom glukozy

poprzez stymulacje transportu glukozy do miocytéw i adypocytdw [Schechter 1990,

Paquet i wspol. 1992], wplywaja podobnie na proces glikoneogenezy i glikolizy oraz na jej

utlenianie. Zwigkszona predkosé glikolizy wywolana przez zwiazki wanadu jest wynikiem

ich wplywu na aktywnos¢ enzyméw odpowiedzialnych za ten proces Miralpeix 1992,
Clark i wspodt. 1985, Paquet i wspot. 1992].
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Rys. 16. Mechanizm dzialania insuliny i przypuszczalne miejsca dzialania wanadu. IRS-1
- bialko fosforylowane przez kinazg¢ tyrozynowa receptora insulinowego (ostatnio uwaza
si¢, ze nie jest to jedno bialko, stad czasami zapis IRS-1/2), GRB-2 — bialko wiazace
czynniki wzrostowe, PI3-K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa, PTP — bialkowa fosfataza
tyrozynowa, mSOS — czynnik bioracy udzial w wymianie nukleotydéw guaninowych,
SHC - biatko zawierajace region 2 harmonii src, Ras — biatko o aktywnos$ci GTP-azy, Raf
— Ser/Thr kinaza bialkowa, MAPK - kinaza MAP (kinaza biatkowa aktywowana sxgrze:z
mitogeny), p90™* — rybosomalna kinaza biatkowa S-6 o masie 90 kDa, p70>F —
rybosomalna kinaza S-6 o masie 70 kDa, PP-1¢ — fosfataza syntazy glikogenowej, Gs —
syntaza glikogenowa, Phx — kinaza fosforylazy glikogenowej, PHAS-1 — bialko szoku
cieplnego, eiF-4 — eukariotyczny czynnik transkrypcyjny, PTK — cytozolowa kinaza
tyrozynowa [Kiersztan 1998a].

38



Odbywa si¢ to przez wplyw na aktywno$¢ i ekspresje gendw kodujacych enzymy
kluczowych etapéw metabolizmu watroby. U zwierzat z cukrzyca poziom mRNA
glukokinazy i kinazy pirogronianowej w watrobie spada odpowiednio o 90 i 70%, a po 18
dniach podawania zwiazkéw wanadu zostaje przywrdcony w co najmniej do poziomu 40%
warto$ci prawidlowych [Brichard i wsp6h 1993]. Wanad jest takze inhibitorem
fruktozobisfosfatazy 2, a to prowadzi do zwigkszenia szybkosci glikolizy w wyniku
aktywacji fosfofruktozokinazy 1 przez zsyntezowany w tych warunkach fruktozo-2,6-
bisfosforan [Rider i wsp6l. 1990].

Wanad jest rowniez odpowiedzialny za hamowanie lipolizy [Schechter 1990]

Wanad wplywa takze na biatka blonowe GLUT, ktére sa odpowiedzialne za
transport glukozy do komdrek. Wplyw ten odbywa si¢ przez ekspresje genéw kodujacych
te biatka [Mountjoy i wspdl. 1990, Brichard i wspol 1993, Tsiani i wsp6l 1998]. W
przypadku bialek GLUT 1 i GLUT 4 u zwierzat z cukrzyca typu I zwiagzki wanadu
stymulujg ekspresj¢ do wartosci obserwowanych u szczuréw kontrolnych [Mountjoy i
wspol. 1990, Strout i wspdt. 1990, Kopp i wspot. 1997]. Z badan wynika, ze u zwierzat z
cukrzycg typu II zwiazki wanadu nie wplywaja na ekspresje gendw odpowiedzialnych za
syntez¢ GLUT 2 [Ferber i wspol 1994] i GLUT 4 [Brichard i wspo6t. 1992]. Zwiekszenie
wrazliwosci komoérek na insuling jest wynikiem raczej usprawnienia funkcjonowania tych
no$nikéw, niz wzrostu ich liczby [Brichard i wspél. 1992]. Wanadzian w stezeniu 1mM
stymuluje podobnie jak 0,160 mM insuliny wychwyt glukozy, i przemieszczenie GLUT-4

w kierunku blony komérkowej w izolowanych adypocytach szczurzych [Molero i wspol.
1998].

Mechanizm molekularnego zwigkszenia transportu glukozy przez zwiazki wanadu
jest nadal niejasny i rozni si¢ od dzialania insuliny (Rys. 17) [Kiersztan 1998a].
1) stymulacja transportu heksoz przez wanadan nie jest blokowana przez
kwercytyne. Kwertycyna hamuje aktywnos¢ kinazy tyrozynowej receptora
insulinowego oraz stymulowany przez insuling transport heksoz [Shisheva i
wspot 1992, Kiersztan 1998a].
2) wanadan i nadtlenek wanadu zwigkszaja szybko$¢ transportu glukozy w
obecnoéci wortaminy, inhibitora kinazy 3-fosfatydyloinozytolowej, ktorej
aktywno$¢ warunkuje zalezne od insuliny wbudowywanie w blony

transporteréw glukozy
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3) dodawanie do mieszaniny inkubacyjnej zaréwno wortaminy jak i inhibitora
kinazy tyrozynowej blokuje dzialanie nadtlenku wanadu na transport
glukozy

4) stymulacja transportu cukrow przez insuling i zwiazki wanadu jest

hamowana przez cytochalazyng D, wskazujac na podobiefistwo ich
dziatania.

Insulina

Noénild
glukozy

Rys. 17. Wplyw zwiazkéw wanadu na transport glukozy. Mozliwe miejsca dzialania
wskazuja strzaltki a, b i c. IRS-1/2 — substraty kinazy tyrozynowej receptora insulinowego,

PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa, PTK — kinaza tyrozynowa. [Kiersztan 1998a]

Wanad i jego zwiazki wplywaja glownie na szlaki przemian weglowodandw, ale

rOwniez zaznacza sig ich wplyw na przemiang lipidow, bialek i aminokwasow.

2.6.3. Wplyw wanadu na synteze wtérnych przekaznikéw informaciji

Wanad dziala stymulujaco na aktywnos$¢ cyklazy adenylowej (CA), fosfolipazy C
(PLC), oraz fosfolipazy A2(PLA2) [Zaporowska 1995]. Wskutek tego wzrasta w komorce

stezenie wtornych przekaznikow informacyjnych jak cAMP, trdjfosforan inozytolu (IPa),
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diacyloglicerol (DAG) i kwas arachidowy. Wzrost stgzenia IP; oraz kwasu arachidowego
prowadzi do zwigkszenia stezenia Ca®* w cytoplazmie. Mechanizm ten przedstawia sie
nastgpujaco: aktywowana przez wanad fosfolipaza C katalizuje reakcje hydrolizy
fosfatydyloinozytolo (4,5)bisfosforanu (PIP;) do IP; i DAG. Jednak wzrost stezenia IP; w
obecnosci wanadu nie wynika jedynie z aktywacji PLC. Wanad reguluje ponadto cykl
fosforandw inozytolu, hamujac defosforylacje tych zwiazkow. Powstaly IP; dziala na
specyficzne kanaly w reticulum endoplazmatycznym, wrazliwe na ten zwiazek. Powoduje
to uwalnianie Ca®* z retikulum do cytoplazmy. Ponadto IP; moze byé przeksztalcony do
inozytolotetrafosforanu IP,, ktory aktywuje kanaly blonowe i wnikanie Ca®>* do komérki.
Dodatkowo, do wzrostu stezenia Ca** w cytoplazmie prowadzi rowniez aktywacja
fosfolipazy A,. Powstaly wowczas kwas arachidowy, przy udziale lipooksygenazy jest
przeksztalcany do kwasu 5-hydroperoksy-6,8,11,14-eikozatetraenowego (5-HPETE) i dalej
do kwasu 5-hydroksy-6,8,11,14-eikozatetraenowego (5-HEPE). Ten ostatni dziata
stymulujaco na kanaly wapniowe w plazmolemie, powodujac napltyw Ca®>* do cytoplazmy
ze $rodowiska zewnetrznego. W tym wypadku poprzez wzrost stezenmia Ca®* w
cytoplazmie, wanad moze dziala¢ posrednio na wiele reakcji zaleznych od wapnia (Rys.
18) [Zaporowska 2000].
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Rys. 18. Wplyw wanadu na przekazywanie sygnatu w komérce [Zaporowska 2000].
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Poza wanadem do piewiastkow, ktore maja wplyw na stgzenie glukozy lub
zlagodzenie skutkéw cukrzycy zalicza si¢: selen [Battell i wspol. 1998], wolfram [Barbera
i wspol. 1994, Barbera i wspét. 2001, Munoz i wspdl. 2001,], chrom [Anderson 1999,
Anderson 2000, Stearns 2000, Anderson i wspo6l. 2001], cynk [Anderson i wsp6t. 2001,
Yoshikawa i wsp6h. 20017 1 lit [Srivastava i wspot. 1993]

2.7. Preparaty wanadu dostepne na rynku

Wraz z odkryciem niezbednosci wanadu w niektorych procesach biochemicznych u
zwierzat, spotyka si¢ sugestie aby stosowac suplementacje tego pierwiastka u ludzi mimo,
ze do tej pory nie obserwowano ewidentnych skutkdéw jego niedoboru.

Roézne firmy wypuscily na rynek preparaty zawierajace zwiazki wanadu. W
ulotkach zaleca si¢ je jako ,,panaceum” na wiele choréb lub tez dla wybranych grup ludzi
np. kulturystow.

Preparaty te zawieraja wanad w ilosciach spotykanych w spozywanych pokarmach.
Preparaty te sq dostepne na rynku i w sklepach internetowych (Tab. 6).

Ponizej przedstawiono kilka przykladow preparatow wanadu. Wybrano tylko te,

ktore maja zdefiniowana zawartos$¢ tego pierwiastka.

Tab. 6. Preparaty zawierajace zwiazki wanadu

Preparat Zawarto$¢ wanadu | Zalecana dzienna Adresowana grupa
[ne] dawka odbiorcow

Sport Power [210] 10 pg 1-2 sportowcy

Vital O, A, AB, B|10pg 1 po posilku Ludzie z grupa krwi O,

[211] A, AB,B

Vita-Saurus [212] 10 pg 1-2  tabletki 2|Dzieci w  wieku

dziennie po positku | powyzej 10 lat

SportPharma 7,5 ug 1 dziennie po | sportowcy

Vanadyl pH [213] treningu

Ultimatc nutrition 10 pg 1 dziennie po positku | Suplement pokarmowy

Vanadyl sulphatc [213]




Tab. 6. c.d.

Preparat Zawarto$¢ wanadu | Zalecana dzienna Adresowana grupa
[ngl dawka odbiorcow

Super Multi Plus 5ug 3 dziennie

[214]

Men’s Superior [215] |20 pg Mgzczyzni w  sile
wieku

Senior’s Superior 20 ug Ludzie powyzej 50 lat

[215]

Women’s Superior |20 pg Kobiety w sile wieku

[215]

Vita-Complete™ 10 pg 1 dziennie dzieci

[216]

Vita-Complete™’ 10 pg 1 dziennie dorosli

[216]

Vita-Complete™” 5ug 1 dziennie dorosli

Gold [216]

Centrum 10 ug 1 dziennie dorosli

Jak wynika z zamieszczonej tabeli proponowane dzienne dawki wanadu sa rdzne.

Nie napotkano jednak informacji jaki to jest procent zalecanej dziennej dawki pokarmowe;j

i ile ona wynosi.

Znaleziono takze sporo innych preparatow zawierajacych wanad, jednak nie zostaly

one tutaj przytoczone, poniewaz nie informowaly jaka ilo$¢ tego pierwiastka zawicraja.

Przypuszczalnie sg to ilosci wanadu, ktore towarzysza innym skladnikom zawartym w

danym preparacie (naturalne tlo).



Cel pracy

Z dotychczas przeprowadzonych badan w wielu osrodkach naukowych na $wiecie
wynika, ze zwiazki wanadu maja wplyw na gospodarke weglowodanowa a wiec mozna by
je wykorzystywa¢ w leczeniu cukrzycy. Jednak do chwili obecnej nie znaleziono takich
polaczen wanadu, ktore wykazywalyby korzystne wlasciwosci farmakologiczne a
réwnoczes$nie nie powodowaly ujemnych efektéw ubocznych.

Ze wzglgdu na to, ze nieorganiczne zwiazki wanadu wykazuja szereg
niekorzystnych wlasciwosci, zainteresowano si¢ ostatnio organicznymi, kompleksowymi
polaczeniami tego pierwiastka. W chwili obecnej najbardziej obiecujacym, aczkolwiek
wciaz niedoskonalym zwiazkiem jest bis(maltolano) — oksowanad (IV). Nadal poszukuje
si¢ wigc nowych zwiazkow o jeszcze lepszych wilasciwosciach terapeutycznych i o

stabszym dzialaniu niepozadanym. Takim poszukiwaniom po$wigcona jest niniejsza praca.
Celem niniejszej pracy bylo:

1) Przebadanie  czterech nowych, organicznych, kompleksowych
zwiazkow wanadu, (zsyntetyzowanych przez dr R. Grybosia na
Wydziale Chemii UJ w Krakowie) pod katem ich hipoglikemizujacego
dzialania oraz toksycznosci ostrej.

2) Wyselekcjonowanie zwiazkdw najaktywniejszych i poddanie ich
szczegblowej analizie. Badania te, wykonane na szczurach, powinny
dotyczy¢ pomiarow:

a) parametrow biochemicznych krwi szczurow
b) parametrow morfometrycznych naczyn krwionosnych krezki i nerki
¢) farmakokinetyki u szczuréw po podaniu tych zwiazkow

3) Dodatkowo postanowiono poszukaé¢ naturalnych zrodet wanadu dla
ludzi. W tym celu nalezaloby przeanalizowa¢ zawartos¢ tego
pierwiastka w wybranych produktach spozywczych.

4) Aby mozliwe bylo przeprowadzenie powyzszych badan postanowiono
zoptymalizowaé procedurg analizy wanadu we krwi szczurow oraz w

Zywnosci.

44



4. Badania wlasne

Badania wlasne skladaja si¢ z czterech czgsci. Trzy pierwsze dotycza wplywu
nowych komplekséw wanadu na przebieg cukrzycy u szczurdéw (parametry biochemiczne i
farmakokinetyczne) oraz analizy zmian morfometrycznych w wybranych narzadach tych
zwierzat.

Poniewaz wanad uznany jest za niezbedny dla ludzi pierwiastek ultrasladowy,

dodatkowo dolaczono réwniez czgs¢ czwarta poswigcona poszukiwaniom naturalnych

zrédel wanadu w pozywieniu ludzi.

4.1 Wplyw nowych organicznych komplekséw wanadu na przebieg cukrzycy
u szczuréw

4.1.1 Badane zwiazki

Tab. 7. Wzory sumaryczne i strukturalne badanych zwigzkoéw

Skrét zastosowany w Nazewnictwo JUPAC
pracy

M bis(maltolano)oksowanad(1V), [VO(mal),]

F trihydrat bis(1,10-fenantrolina)oksosiarczno(VI1)-O-wanadu(I1V),
[VO(SO4)(phen),] e3H20

B dihydrat bis(2,2’-bipirydyna)oksososiarczno(VI)-O-wanadu(I'V),
[VO(bpy)2]SO42H,0

H akwadichlorobis(2-hydroksy-1-metylo-1-cyklopenten-3-
on)oksowanad(IV), [VOCly(Hmcp),H20]

V3 2,2-bipirydynooxodiperoxowanadan(V) sodu pentahydrat,
Na[VO(O2)2(bpy)]  5H:0
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W badaniach wykorzystano 5 organicznych, kompleksowych polaczen wanadu
(Tab. 7).

Pierwszy zwigzek M (Rys. 19) jest znanym polaczeniem kompleksowym wanadu,
przyjetym w tej pracy jako zwiazek odniesienia. Cztery pozostale zostaly zsyntetyzowane
przez dr Grybosia na Wydziale Chemii UJ. Zwiazki F (Rys. 20), B (Rys. 21), H (Rys. 22)
zawieraja wanad (IV) zas zwiazek V3 — wanad (V) (Rys.23).
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4.1. 2. Aparatura

Spektrometria Absorpcji Atomowej

W badaniach postugiwano si¢ dwoma spektrometrami absorpcji atomowej. W
badaniach prowadzonych w Krakowie pomiaréw zawartosci wanadu w materiale
badawczym dokonano przy pomocy spektrometru absorpcji atomowej firmy Perkin Elmer

5100 ZL a w pracach wykonywanych w Montpellier przy pomocy spektrometru absorpcji
atomowej firmy Varian; Varian 1275.

Pomiary wybranych wskaznikow

Pomiaréw biochemicznych dokonano metodami enzymatycznymi przy uzyciu
automatycznego analizatora SYNCHRON CX 4 (Beckman) w Krakowie oraz Hitachi 704

w Montpellier.

Stezenie insuliny oznaczono metoda radioimmunologiczng przy pomocy zestawu z
125y

Pomiaréw morfometrycznych dokonano przy pomocy mikroskopu optycznego
sprzezonego 2z kamera cyfrowa podlaczong do komputera z oprogramowaniem
umozliwiajacym automatyczne ocenianie powierzchni i odleglosci (axioHOME system

firmy Carl Zeiss, Niemcy).

Ze wzgledu na uklad pracy szczegélowa metodyke dotyczaca wybranych
fragmentéw omdéwiono w odpowiednich rozdziatach. W tej cz¢sci umicszczono jedynie

ogolne informacje.

Obliczenia statystyczne
Wszystkie obliczenia statystyczne przy pordwnywaniu roéznych parametrow w
grupach szczurébw wykonywano przy pomocy modutu ANOVA, testem Tukeya dla

réznych liczebnosci w grupach w Statistica for Windows 6,0.
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4.1.3 Zwierzeta dosSwiadczalne:

Na prowadzenie doswiadczen na zwierzgtach uzyskano zgode Komisji Etycznej
Collegium Medicum UJ w Krakowie oraz we Francji zgode Ministra Rolnictwa i
Lesnictwa nr 02463.

Do wszystkich do$wiadczen uzywano samcoéw szczurdw rasy Wistar, w wieku 6-8
tygodni, o wadze 160 do 220 g. z hodowli polskiej lub francuskiej. Przed badaniami
wszystkie szczury byly poddawane aklimatyzacji przez okres 3 dni. Nastepnie w trakcie
doswiadczenia przetrzymywano je w temperaturze pokojowej 21°C, z 12 godzinnym
cyklem dzien-noc.

Szczury byly karmione przez caly okres do$wiadczen standardowa pasza. W tym
okresie mialy one nieograniczony dost¢gp do karmy. Codziennie rano mierzono spozycie
paszy gdy wymagalo tego doswiadczenie.

Szczury dostawaly do picia wode wodociaggowa. Dostep do wody byl dla zwierzat
nieograniczony. Codziennie rano podczas zmiany wody na $wieza, mierzono spozycie
wody gdy wymagato tego do$wiadczenie.

Generalnie liczebno$¢ w kazdej z badanych grup zwierzat wynosita co najmniej 6
sztuk. W przypadkach gdzie byla inna zaznaczono to w tekscie odpowiedniego rozdziatu.

Do wszystkich doswiadczen zuzyto okolo 250 szczurow.

4.1.4 Wyznaczanie wartosci LDso toksycznos$ci ostrej badanych zwigzkéw

Aby wyznaczyé warto$é LDso postuzono si¢ testem Litchfield’a i Wilcoxon’a
(Litchfield T. i Wilcoxon F.: 1949). Zdrowe zwierzgta podzielono na trzy grupy po 6 sztuk.
Po okresie aklimatyzacji, glodzono je przez 24 godziny a nastgpnie podawano im sondg
dozoladkowa wzrastajaca dawke 5 badanych zwiazkéw w ilosciach 150 mg, 300 mg, 600
mg, zawieszonych w metylocelulozie.

Przez okres 24 godzin obserwowano ile zwierzat padio. Stosujac wyzcj

wymieniony test wyliczono wartosci LDso.
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Tab. 8. Wartosci LDsodla poszczegdlnych komplekséw wanadu

M F B H V3
LDso (mg/kg) 220 260 >400 >400 >400

Jak wynika z tabeli 8 nowe zwiazki (F, B, H, V3) charakteryzuja si¢ znacznie nizsza

toksycznoscia ostra niz zwiazek M przyjety za zwigzek odniesienia.

4.1.5 Wywotywanie cukrzycy

Do wywolywania cukrzycy u zwierzat laboratoryjnych (myszy, szczury) stosuje sie
streptozotocyne (STZ) lub alloksan. Po podaniu dozylnym tych zwiazkéw nastgpuje
uszkodzenie komorek B-trzustki i gwaltowny spadek produkcji insuliny. Juz w trzeciej
dobie po wstrzyknieciu tych zwiazkéw poziom glukozy wzrasta kilkakrotnie w stosunku
do poziomu prawidlowego. W kolejnych dniach i tygodniach nastgpuja dalsze uszkodzenia
innych tkanek i narzadow charakterystyczne dla pelnoobrazowej, nie leczonej cukrzycy.

W doswiadczeniach przedstawionych w niniejszej pracy zastosowano STZ w ilosci
55 mg/kg masy szczura. Rozpuszczano ja w roztworze soli fizjologicznej (0,9 % NaCl) i
wstrzykiwano do zyly ogonowej w ilosci 1 mlkg masy szczura. W trzecim dniu po
wstrzyknieciu zwiazku badano poziom glukozy w krwi z ogona, za pomoca glukometru
paskowego firmy Exac Tech (Medisense) w Polsce i Glukometer 4 (Bayer) we Francji.

Zwierzeta, u ktérych poziom glukozy we krwi byt nizszy od 7,78 mmol/l odrzucano.

4.1.6 Wplyw badanych zwigzkéw wanadu na parametry biochemiczne
szczuréw z indukowang cukrzycg

Badania te podzielono na dwa etapy:
a) pierwszy polegajacy na sprawdzeniu, czy nowe zwiazki wanadu (I1V) (M, F, B, H)
posiadaja  wlasciwosci hipoglikemizujace (ten etap badan byt wykonany w
Krakowie)
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b) drugi shuzacy do szerszej oceny biochemicznej i morfometrycznej wptywu dwéch
(B i V3) najsilniej hipoglikemizujacych zwiazkéw wanadu (te badania wykonano w
Montpellier)

4.1.6.1 Etap |- badanie wplywu zwigzkéw wanadu (M, F, B, H) na parametry
biochemiczne szczuréw z wywotang cukrzyca

Metodyka badari

W eksperymentach podawano zwierzgtom sonda dozoladkowa badane zwiazki
przez okres 4 tygodni..

W doswiadczeniach w I etapie zawieszone w metylocelulozie zwiazki wanadu w

ilosci %0 LDso podawano szczurom rano, za§ w II etapie eksperymentach zwigzki

wanadu rozpuszczano w wodzie i podawano zwierzgtom w ilosci %O LDso w dawce

podzielonej na dwie czgSci (w odstgpach 12-to godzinnych). Zwierzeta kontrolne
dostawaly jedynie samg wode

W I etapie badan wstgpnych kontrole stanowily zwierzgta diabetyczne (n=6), ktore
nie otrzymywaly zwigzkéw wanadu, zas w II etapie zastosowano potrdjng kontrole, byly
to: zwierzeta zdrowe, zwierzeta diabetyczne, ktérym nie podawano zwiazkdw wanadu,
oraz szczury zdrowe, ktorym podawano badane zwiazki (wszg¢dzie n=6).

Podczas wszystkich doswiadczen, dwa razy w tygodniu (poniedzialek i czwartek
godz. 8 rano) wazono szczury oraz sprawdzano przy pomocy glukometru poziom glukozy
we krwi pobranej z ogona.

W etapie II w czwartym tygodniu eksperymentu przeprowadzono test tolerancji
glukozy we wszystkich grupach szczuréw. W poniedzialek z rana odebrano zwierzgtom
pokarm a pozostawiono jedynie wodg. Po uplywie 24 godzin przystapiono do testu
tolerancji glukozy (5 g/kg masy ciala). W tym ostatnim tygodniu nie dokonywano
pomiaréw spozycia paszy i wody, poniewaz byly one zaklocone tym eksperymentem. W
grupie szczuréw zdrowych, ktorym podawano zwiazek V3 zaobserwowano padnigeic
dwoch szczuréw. We krwi tych szczuréw poziom glukozy obnizal si¢ z dnia na dzien i

przed padnieciem wynosit okoto 2 mmol/l.
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Po zakonczeniu doswiadczen szczury dekapitowano.

Wyniki badan I etapu

Wyniki tych badan zostaly opublikowane w 2001 r. (Krosniak i wspdt.). W pracy

niniejszej przedstawiono fragmenty tej publikacji.

Uzyskane wyniki z badan biochemicznych zestawiono w tabelach 9 i 10.

Tab. 9. Wskazniki biochemiczne we krwi badanych szczur6w ($rednia + SE)

Kompleksy oxovanadu (1V)
Kontrola M F B H Vs
diabetyczna
Glukoza (mmol/L) | 363 +1,9°° | 329+ 1,6 | 34,6+5]1 312+ | 37,8+18| 309+
- 0,0%* 0,9%°
Cholesterol 1,8 +0,15¢ 1,7+0,1 1,7+02 | 1,8+0,1° | 1,6+0,1*°| 1,8+0,19
(mmol/L) B - -
HDL (mmol/L) 1,03+0,07 | 0,99+0,05 | 0,88+0,12 | 1,04+ 0,04 0,90 + 0,03 | 1,01 + 0,08
Triglycerydy 1,47+0,32 | 1,05+0,12 | 1,34+0,29 |1,07+0,20|1,36 +0,38 | 1,11 + 0,23
(mmol/L)
* p<0.05, kontrole stanowily zwierzg¢ta z wywolana cukrzyca, ktérym nie podawano
zwiazkéw wanadu
a, b, ¢, d - grupy zwierzat pomiedzy, ktorymi istnialy istotne roznice
Tab. 10. Wplyw badanych zwiazkdéw na masg ciala zwierzat w kolejnych dniach
eksperymentu ($rednia + SD)
Dzien | Kontrola M F B H Vs
diabetyczn
a
0 213,3 +10,0 218,7+9,6 238,1+14,9 | 2283+123 | 2160+16,9 | 2193 +13,7
3 218,7+ 10,8 | 2164+ 10,6 | 2244+150 | 2202+10,8 | 217,5+16,7 | 2199 +124
7 | 2175+11,3 | 2166+11,2 | 2333+133 | 218,7+9,7 | 221,5+158 | 220,1 +11,9
10 205,2+ 11,1 212,8+10,4 | 233,44+ 14,8 2192+ 7,9 220,7+ 160 | 219.6 +14,3
14 | 222,0+12,4 | 2151+10,1 | 233,6+148 | 217,0+68 | 2173+156 | 221.0+13,6
17 222,7+12,5 | 218,9+11,1 230,3+16,5 | 2158+12,6 | 220,8+16,6 | 221,7+12,1
21 | 213,8+12,6 | 219,1 +10,8 | 2253 +17,1 | 218,8+11,7 | 2198+17,2 | 2209+11,9
24 217,71]2,4 222,9: 10,8 | 231,4+16,3 | 2193+10,6 | 2193+16,1 | 2216 +123
28 | 2180+133 | 2244+ 113 | 2259+17,4 | 221,0+132 | 2182+162 | 222,2+14,0
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Omowienie wynikow

Z 4 przebadanych nowych zwiazkéw wanadu F, B, H tylko dwa a mianowicie B i
V3 wykazywaly wiasciwosci hipoglikemizujace. Obnizaly on poziom glukozy we krwi
szczurdw, u ktérych wywolano cukrzyce, nawet nieco silniej, niz zwiazek odniesienia M.
Zwigzek M obnizal poziom glukozy u szczuréw cukrzycowych jednakze nieistotnie
statystycznie.

Zwiazek H nie posiadal wiasciwosci hipoglikemicznych, natomiast wplywal na
obnizenie cholesterolu catkowitego.

Dla pozostalych parametréw biochemicznych (HDL i triglicerydy) oraz masy ciata

nie zaobserwowano zmian statystycznie istotnych.

4.1.6.2 Etap Il - Badanie wplywu najsilniej hipoglikemizujacych
zwigzkow wanadu (B i V; ) na parametry biochemiczne szczuréw

z wywotlana cukrzyca

Do badan II Etapu wybrano zwiazek B i V3, ktére w badaniach wstepnych

wykazywaly wlasciwosci hipoglikemizujace.

Metodyka badan

Badania biochemiczne byly prowadzone w Montpellier w sposob analogiczny jak
poprzednie w Polsce. Wykonano oznaczenia: glukozy, insuliny, mocznika, cholesterolu,
trigliceryddw. Dolaczono rowniez wyniki aktywnosci fosfatazy alkalicznej, AIAT, AspAT

celem sprawdzenia ewentualnie hepatotoksycznego dzialania badanych zwiazkow.



Wyniki i ich omowienie

Uzyskane wyniki zestawiono ponizej na Rys. 24-28
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Rys. 24. Srednie masy ciala szczurdéw diabetycznych i kontrolnych podczas trwania
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Rys. 25. Spozycie wody przez szczury w kolejnych dniach eksperymentu
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Rys. 26. Spozycie paszy przez szczury w kolejnych dniach eksperymentu

( g paszy / dzien / szczura

alukoza mmol/l

0

)

14 20

dni

—— diubcl_\‘czncm -
—8—diabelyczne + B
—A— diabetyczne + \'3
—»—kontrolnc
—*—kontrolnc + B

—e—kontrolne + V3

Rys. 27. Srednie stgzenia glukozy we krwi szczurow diabetycznych i kontrolnych podczas

trwania eksperymentu
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Rys. 28. Stezenie glukozy mierzone glukometrem paskowym we krwi szczurow

diabetycznych i zdrowych po obcigzeniu glukoza 5g/kg masy ciala

* p<0,05
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Wyniki badan biochemicznych zestawiono ponizej w tabeli 11.

do

pomiarow

Tab. 11. Srednia warto$é (+SE) badanych wskaznikow dla poszczegolnych grup zwierzat

D D+B D+V; K K+B K+V;

N=6 N=6 N=3 N=6 N=6 N=4
Glukoza 30,08+0,25 | 27,38+2,63 | 20,73 £3.82 | 735+0.22 775043 7.71£0.13
mmol/|
Insulina 0.687 £0.569 [ 0,646 £ 0,602 | 1,054 £ 0,824 | 3,290+ 3,154 | 0,687 £ 0,463 | 0450 £ 0218
ng/ml
Cholesterol | 1.709 £ 0,066 | 1,797+ 0,087 | 1.860 = 0.099 | 1,363  0.087 | 1.653 + 0,030 | 1.625 £ 0.126
mmol/l
Triglicerydy | 1.461 £ 0.075 [ 1,148+ 0.105 | 1.146 = 0.229 | 1038 £ 0,082 | 0.936% 0.160 | 1.023  0.097
mmol/l
Mocznik 0.808+0.049{0.750£0.07210.740£0.072 1 0.492 £ 0.033 10.464 £ 0,039]0.492 £ 0.035
mmol/l
fosfataza 510.7+ 2893 |502.0 £ 1754 [203.0 = 184.0 | 157.2£31.1 | 1233448 | 875=13.8
alkaliczna
Ui
ASpAT Ul/l | 122.0+£38,7 | 137.6+£278 | 111,6+33.6 | 153,2+50.6 | 1295+ 50,6 | 158.0+13.7
AIAT Ul | 1347238 | 13722290 | 97.6£336 | 88,7275 | 8552207 | 1044 =201

D - kontrola (szczury z wywolang cukrzyca)
K - kontrola (szczury zdrowe)

B — zwigzek B
V3 — zwiazek V3

(4]
N




Wartosci zebrane w tabeli 11 przedstawiono ponizej na rysunkach 29-36 wraz z

oceng statystyczna istotnosci roznic.
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Rys. 29. Srednie stezenie glukozy z 95% Poziom istotnosci roznic stgzenia glukozy
przedziatlem ufnosci w surowicy szczurow pomigedzy grupami. Podano jedynie
w poszczegolnych grupach zwierzat. warto$ci znamiennie istotne
160
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Rys. 30. % stezenia insuliny w surowicy Poziom istotnosci roznic stgzenia insuliny
szczurdw w poszczeg6lnych grupach zwierzat pomigdzy grupami. Podano jedynie
w porownaniu do grupy kontrolnej, wartos$ci znamiennic istotne.
dla ktorej przyjeto wartos¢ 100 % (& SE).
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Rys. 31. Srednie stezenie cholesterolu z 95% Poziom istotnosci roznic stezenia
przedzialem ufnosci w surowicy szczurow w cholesterolu pomicdzy’gnq.)m.ni Podano
poszczegoblnych grupach zwierzat. jedynie wartosci znamiennie istotne

D - grupa diabetyczna B - badany zwigzek B
K- grupa kontrolna V3 - badany zwiazek V;
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Rys. 32. Srednie stezenie triglicerydow z 95 % Brak roznic statystycznie istotnych

Przedziatem ufnos$ci w surowicy szczurow
w poszczegodlnych grupach zwierzat
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Rys. 33. Srednie stezenie mocznika z 95 % Poziom istotnos$ci roznic stezenia
przedziatem ufnosci w surowicy szczurow mocznika pomigdzy grupami. Podano
w poszczegolnych grupach zwierzat. jedynie warto$ci znamiennie istotne.
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Rys. 34. % Aktywnosci fosfatazy alkalicznej

Poziom istotnosci roznic aktywnosci

W surowicy szczurow w poszczegolnych grupach  fosfatazy alkalicznej pomigdzy grupami.

zwierzat w pordwnaniu do grupy kontrolnej,

dla ktorej przyjeto wartos¢ 100 % (SE). istotne.

D - grupa diabetyczna B — badany zwigzek B
K- grupa kontrolna V5 - badany zwigzek V3

Podano jedynie wartosci znamiennie
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Rys. 35. Srednia aktywnos$é AIAT z 95 %
przedzialem ufnosci w surowicy szczurow
w poszczegOlnych grupach zwierzat.
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Rys. 36. Srednie aktywnosé AspAT z 95 %
przedzialem ufnosci w surowicy szczurow
w poszczegllnych grupach zwierzat

D — grupa diabetyczna
K- grupa kontrolna

D D+B | D+V; K K+B | K+V;
D - 0,0246 | 0,0061
D+B - 0,0327| 0,0095 | 0,0462
D+V; -
K 0,0246 | 0,0327 -
K+B |0,0061 | 0,0095 -
K+V, 0,0462 -

Poziom istotnosci rdznic aktywnosci
AlAT pomiedzy grupami. Podano jedynie
wartosci znamiennie istotne.

Brak roznic statystycznie istotnych

B — badany zwiazek B
V3 - badany zwiazek V3
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Powyzej zestawione wyniki badan wskazuja na:

>

Znamienne obnizenie poziomu glukozy u zwierzat cukrzycowych
zaobserwowano od 6 dnia dla grupy zwierzat, ktérym podawano zwiazek B i od
2 dnia dla grupy ze zwiazkiem V3. Dla tej ostatniej grupy utrzymywalo sie ono
do konca eksperymentu za$ dla zwiazku B wzrastalo od poczatku czwartego
tygodnia (Rys. 27).

Szczury cukrzycowe, ktérym podawano zwiazek V3 tolerowaly znacznie lepiej
(statystycznie istotnie) obciazenie glukoza (Rys. 28).

Hypoglikemia spowodowata $mier¢ 2 szczuréw z grupy zdrowych, ktérym
podawano Vs,

Stezenie insuliny u szczuréw cukrzycowych bylo niskie bez wzgledu na to czy
zwierzeta dostawaly zwigzki wanadu czy tez nie. U zwierzat zdrowych, ktérym
podawano zwiazki B lub V3 poziom insuliny obnizat si¢ (Rys. 30).

U zwierzat, ktéorym podawano testowane zwiazki B i V3 obserwowano
podwyzszenie stezenia cholesterolu, jednakze tylko dla zwigzku V3, bylo ono
istotne statystycznie (Rys. 31).

Stezenia triglicerydow w surowicy badanych zwierzat nie réznily sig istotnie
(Rys. 32).

Badane zwiazki nie mialy wplywu na stgzenie mocznika zaréwno w grupie
kontrolnej jak i diabetycznej (Rys. 33)

Aktywnosci fosfatazy alkalicznej i AIAT byly podwyzszone u zwierzat
diabetycznych a prawidlowe u zwierzat cukrzycowych, ktérym podawano
zwiazek V3 (Rys. 341 35).

Aktywnos¢ AspAT byla zroznicowana we wszystkich grupach, ale roznice te
nie byly istotne statystycznie (Rys. 36).

Masa ciala zwierzat byla poréwnywalna we wszystkich grupach szczurdéw, poza
grupg kontrolna, gdzie stale rosta (Rys. 24).

Spozycie wody i paszy bylo najwyzsze u szczuréw diabetycznych. Podanie

zwiazku B a zwlaszcza V3 tym szczurom obnizalo spozycie wody (Rys. 25i 26).
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Whioski koricowe wyplywajqce z rozdziatu 4.1.2.-4.1.6.

Podsumowujac te cze$¢ badan mozna wyciagna¢ nastepujace wnioski:

v Wszystkie badane kompleksowe zwiazki wanadu F, B, H, V3 wykazywaly nizsza
toksyczno$¢ ostra niz zwiazek odniesienia M, uznawany dotad za polaczenie o
najkorzystniejszych wilasciwosciach hipoglikemizujacych u szczurow.

v' Z czterech nowo zsyntetyzowanych zwiazkéw wanadu tylko dwa (B i V3) obnizaly
stezenie glukozy we krwi szczuréw diabetycznych. Jednakze obnizka ta byla
statystycznie istotna tylko w przypadku zwiazku V3.

v' Zwiazek V3 wplywal rOwniez korzystnie na obnizenie aktywnosci fosfatazy

alkalicznej i AIAT u szczuréw cukrzycowych.

Dyskusja nad 1 i Il etapem badan biochemicznych

W szeregu badaniach naukowych wykazano, ze wanad wplywa hipoglikemizujaco
na gospodarke weglowodanowa w obu typach cukrzycy zardwno u zwierzat
doswiadczalnych jak i u ludzi [Boden i wsp6t., 1996, Thompson, 1999, Srivastava, 2000].
W badaniach tych testowano rézne zwiazki wanadu, migdzy innymi polaczenia
kompleksowe takie jak: BMOV

bis(maltolano)oksowanad(IV), VPA -
bis(metylopikolino)oksowanad(IV), VO-MPA - kompleks wanadylowy z estrem
metylowym cysteiny, VCME — bis(N-cysteinamido) oksowanad(IV), Naglivan — bis(N-
oktylocysteinamido)oksowanad(IV), VO-SALEN - 2,2’-[etano-1,2-diylobis
(nitrylometylideno)difenolooksowanad(IV), BAOV — oksobis (pentano-2,4-diono)wanad
(IV), DPOV - oksobis(pikolino)wanad(1V) [Cam i wspot. 1993, Yuen i wspo6t.1995, Orwig
i wsp61.1999, Thompson i wsp6l. 1999, Crans 2000]. Zwiazki te podawano w dawkach
0,1-0,7 mmol/kg masy ciala na dzieni w wodzie do picia lub dozoladkowo. Uzyskanc
wyniki wskazywaly na dzialanie hipoglikemizujace tych polaczen. Roéwnoczesnie
obserwowano jednak skutki uboczne w postaci biegunki, odwodnienia czy tez toksycznego
wplywu na watrobg i nerki.

Celem niniejszych badan bylo zatem poszukiwanie nowych zwiazkoéw wanadu o
korzystniejszym dzialaniu farmakologicznym.

Z przetestowanych 4 nowych organicznych kompleksow wanadu (F, B, H, V3)

wszystkie posiadaty nizsza toksycznos¢ ostra od zwiazku wzorcowego (M).
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Dwa z nich (B i Vs3) wykazaly dzialanie hipoglikemizujace. Zwiazek V;
powodowal statystycznie istotne obnizenie poziomu glukozy u szczuréw z wywolang
cukrzycg podczas calego okresu prowadzenia eksperymentu, za$ zwigzek B tylko w trzech
pierwszych tygodniach.

Nalezy podkresli¢, ze obserwowany wplyw badanych zwiazkéw B i V3 na poziom
glukozy wystegpowal przy nizszych dawkach (0,07 oraz 0,08 mmol V/kg masy ciala na
dzien odpowiednio), niz w przytoczonych powyzej badaniach, w ktérych podawano wanad
w ilosci 0,1-0,7 mmol/kg masy ciata na dzien.

Wedlug Crans’a (2000) badane przez niego zwiazki wanadu obnizaly poziom
glukozy we krwi szczuréw, lecz nie doprowadzaly do catkowitej jej normalizacji. Wyniki
uzyskane w niniejszej pracy potwierdzaja te spostrzezenia.

Opré6cz badania wplywu nowych komplekséw wanadu (B i V3) na stezenie glukozy
u szczur6w, analizowano roéwniez ich wplyw na poziom insuliny. U szczuréw z
indukowang cukrzyca, u ktérych STZ zniszczyla komorki B trzustki stezenie insuliny bylo
bardzo niskie bez wzgledu na to, czy zwierzeta otrzymywaly zwiazki wanadu.
Zastosowano w tej pracy dawke 55 mg STZ/kg masy ciala, ktdra nie niszczy doszczetnie
komorek B, poniewaz przy wyzszych dawkach STZ czgsto brak bylo odpowiedzi na
stosowane zwigzki u szczuroéw diabetycznych. Niskie stezenie insuliny we krwi zwierzat
diabetycznych jest zgodne z oczekiwaniami zakladajacymi, iz zwigzki wanadu nie
wplywaja na odbudowe komorek B, a przez to nie zwigkszaja wydzielania insuliny.

Jednakze otrzymano bardzo interesujace wyniki dotyczace stgzenia insuliny u
szczur6w zdrowych, ktéorym podawano zwiazki wanadu B i Vi. W stosunku do
kontrolnych zdrowych szczuréw zaobserwowano istotne obnizenie poziomu insuliny w ich
krwi. Moze to wskazywac na to, ze wanad nie zast¢puje insuliny lecz zwicksza czutos¢
odpowiednich tkanek na niskie st¢zenie insuliny a przez to zmniejsza si¢ jej wydzielanic.
Ta hipoteza bylaby mozliwa do weryfikacji przez analiz¢ wydzielania C peptydu ale
mozliwos$ci oznaczenia tego peptydu nie miatem.

Podobne spostrzezenia znaleziono w pracach innych autoréw. Shafrir i wspol.
(2001) obserwowali obnizenie wydzielania insuliny u szczurow piaskowych Psammomys
obesus z cukrzyca wywolana dieta wysokoenergetyczna. Rowniez Srivastava (2000)
przytacza wyniki innych autoréw, ktorzy stwierdzili obnizenie stgzenia insuliny u
szczuréw fa/fa Zucker, u myszy db/db lub ob/ob., ktéorym podawano zwiazek M lub
ortowanadan sodu. Cytuje on takze badania wykonane u ludzi z cukrzyca typu II, ktérym

podawano siarczan wanadu i uzyskano obnizenie opornosci na insuling.
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Podwyzszone stezenie mocznika we krwi szczuréw cukrzycowych nalezy wiazaé
ze zmianami wywolanymi cukrzycg i STZ. W niniejszej pracy nie zaobserwowano zmian
w stezeniu mocznika we krwi szczuréw, ktérym podawano testowane zwiazki wanadu (B i
V3). Dane te sa odmienne od wynikéw pracy Domingo (1991), ktory stwierdzil, ze
nieorganiczne zwiazki wanadu podnosily st¢zenie mocznika i kreatyniny.

Wplyw badanych zwiazkéw wanadu na gospodarke lipidowa byl réozny w
zaleznosci od zwiazku. Z jednej strony obserwowano obnizenie poziomu cholesterolu u
zwierzat cukrzycowych, ktorym podawano zwiazek H, natomiast w przypadku zwiazku V3
nastgpowalo jego podwyzszenie. Byé moze uzyskany wynik zalezat nie tylko od samego
wanadu ale i jego ligandu. W pracach podawanych przez niektorych autoréw [Hopkins i
wspdl. 1974, Mongold i wspdtl. 1990, Poucheret i wspol. 2000] wanad jest spostrzegany
jako czynnik obnizajacy poziom cholesterolu. Inni autorzy Nielsen (1973), Nielsen i
wsp6l. (1974) méwig o wzroscie poziomu cholesterolu u kurczat po 49 dniach podawania
im zwigzkéw wanadu.

Ponadto obserwowano obnizenie, jednak statystycznie nieistotne poziomu
triglicerydow u szczurdw cukrzycowych, ktérym podawano zwiazki wanadu. Wyniki te sa
podobne do danych uzyskanych w pracy Kordowiak (1997)

Aby wykluczy¢ ewentualny toksyczny wplyw wanadu na hepatocyty przebadano
aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej, AIAT i AspAT. Nie zaobserwowano wzrostu aktywnosci
tych enzyméw u zwierzat, ktérym podawano zwiazki wanadu, niezaleznie czy byla to
grupa zwierzat diabetycznych czy tez zdrowych. Wyniki te sa zgodne z praca Bishayee i
wspdl. (1995). Co wiecej u zwierzat diabetycznych, u ktorych aktywnos$¢ fosfatazy
alkalicznej i AIAT byla podwyzszona (co raczej nalezy wigza¢ z toksycznym dzialaniem

STZ), zwiazek V3 powodowal istotne obnizenie aktywnosci obu tych enzymow.

Whioski koncowe

Z czterech nowych syntetycznych kompleksow zawierajacych wanad na +4 i +5
stopniu utlenienia, dwa (B i V3) charakteryzowaly si¢ dzialaniem hipoglikemizujacym z
tym, ze najaktywniejszy okazat si¢ zwiazek V3 zawierajacy wanad +5.

Oba zwiazki wykazaly nizsza toksycznos¢ ostra od zwiazku wzorcowego M.



4.1.7 Wplyw najsilniej hipoglikemizujacych zwigzkéw wanadu (B i V;) na

wskazniki morfologiczne tetnic krezki oraz kiebuszkéw nerkowych szczurow

Dlugotrwala cukrzyca wywoluje zmiany naczyniowe przejawiajace si¢ mikro- i
makroangiopatia w wielu tkankach i narzadach.

W badaniach na zwierzetach, ktéorym podano streptozotocyne (STZ) wystepowaly
rOwniez zmiany w naczyniach krwiono$nych charakterystyczne dla cukrzycy [Brooks i
wspol. 1989, Trinder i wspol. 1994].

W doswiadczeniu tym postanowiono sprawdzi¢ czy u zwierzat diabetycznych i
zdrowych, ktéorym podawano testowane zwiazki wanadu, beda obserwowane zmiany w
obrazie mikroskopowym tetniczek krezki i klebuszkdéw nerkowych i jaki bedzie dynamizm
tych zmian.

Metodyka

Po dekapitacji szczuréw uzytych w drugim etapie badan biochemicznych,
pobierano do badan morfometrycznych krezke oraz lewa nerke. Nast¢pnie wypreparowany
organ ukladano na szalce Petriego, zalewano utrwalaczem Bouin’a (nasycony kwas
pikrynowy — 60 ml, formaldehyd — 20 ml i lodowaty kwas octowy 4 ml) na okres 6 godzin
po czym preparat przemywano 3 krotnie alkoholem etylowym 70% co 10 min. W ten
sposOb przygotowane praparaty zanurzone w 70% alkoholu etylowym przewozono do
SANOFI-synthelabo w celu pocigcia na mikrotronie i wybarwienia. Preparaty cigto na
skrawki grubosci 3 pm, odciete okolo 5 mm od zewngtrznej krawedzi preparatu. Pocigte
skrawki wybarwiano metoda PAS (w pierwszym etapie reakcji 1% kwasem nadjodowym a
nastepnie odczynnikiem Schiffa), by uwidoczni¢ warstwy elastyczne naczyn. Gotowe
preparaty ogladano pod mikroskopem sprzgzonym z kamera video podlaczong do
komputera z oprogramowaniem umozliwiajacym automatyczne obliczanie powierzchni i
odlegloéci i opisywano po 4-9 tetniczek krezkowych (tyle ile bylo widocznych w
preparacie) oraz po 25 kiebuszkéw nerkowych w kazdym preparacie.

W preparatach kreski mierzono $rednice mala (SM) wyznaczong w srodku $wiatla
tetniczki, prostopadla do s$rednicy duzej, powierzchnig $wiatla tetniczki (PST),

powierzchnig migsnidwki wraz ze $wiatlem tetniczki (PMST) oraz powierzchnig calej
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tetniczki (PCT), liczbg jader migsnidwki (LJM) oraz liczbe jader przydanki naczyniowej
(LJPN). Pozostale parametry zostaly wyliczone z wczesniej uzyskanych wynikéw. Byly
nimi: powierzchnia $ciany naczynia (PSN=PCT-PST), powierzchnia przydanki
naczyniowej (PPN=PCT-PMST), powierzchnia mie$niéwki (PM=PMST-PST), gestosé
jader  migénidwki (GIM=LIM/PM), gestos¢ jader przydanki naczyniowej
(GJPN=LJPN/PPN). Dodatkowo zlogarytmowano nastepujace parametry: wszystkie
powierzchnie (PST, PMST, PCT, PSN, PPN, PM ) oraz liczbg jader (LJM, LJPN).
Wartosci te zlogarytmowano, aby uzyska¢ rozklad normalny danych.

W przypadku preparatdw nerki oceniano powierzchnie calego kiebuszka
nerkowego (PCK), jego cze$¢ klebuszkowa (PK), $rednice malg (SM), liczbe jader w
kigbuszku (LJK) oraz liczbe jader na obrzezach klgbuszka (LJOK). Z uzyskanych
wczedniej wynikow obliczono przestrzen wokoloklebuszkowa (PWK), gesto$é jader w
klebuszku (GJK), gesto$¢ jader na obrzezach klebuszka (GJOK). Tak samo jak w
przypadku tetniczek krezki uzyskane wartosci zlogarytmowano i poddano analizie
statystycznej. Dotyczylo to powierzchni calego klebuszka nerkowego ( Log PCK), jego
cze$¢ klebuszkowej ( Log PK), liczby jader w kigbuszku ( Log LJK), liczby jader na
obrzezach kiebuszka (Log LJOK) i przestrzeni wokoloklebuszkowej (Log PWK).

Wykaz parametréw mierzonych w preparatach krezki:
srednica mata (SM) (Fot. 2)
powierzchnia $wiatla tetniczki (PST) (Fot. 3)
powierzchnia migsniowki wraz ze §wiatlem tg¢tniczki (PMST) (Fot. 3)
powierzchnia calej tetniczki (PCT) (Fot. 3)
powierzchnia $ciany naczynia (PSN)
powierzchnia przydanki naczyniowej (PPN)
powierzchnia miesniowki (PM)
liczba jader migsniowki (LIM) (Fot. 4)
liczba jader przydanki naczyniowej (LJPN) (Fot. 5)
gestos¢ jader migsniowki (GIM)
gesto$¢ jader przydanki naczyniowej (GJPN)
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Wykaz parametrow mierzonych w preparatach nerki:
$rednica mala (SM) (Fot. 7)
powierzchnig calego kigbuszka nerkowego (PCK) (Fot. 7)
powierzchnia klgbuszka nerkowego (PK) (Fot. 8)
przestrzen wokotoklebuszkowa (PWK)
liczba jader w klebuszku (LJK) (Fot. 9)
liczbe jader na obrzezach kigbuszka (LJOK) (Fot. 10)
gestosé jader w kiebuszku (GJK)
gestos¢ jader na obrzezach klebuszka (GJOK)
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Ponizej zestawiono mikrofotografie (Fot. 1-5) tetniczki krezkowej przedstawiajace
parametry, ktore byly mierzone w preparatach

Fot. 3. powierzchnia swiatla (PST), Fot. 4. liczba jader migsniowki (LJM)
swiatla + migSniéwki (PMST),
calej tetniczki (PCT)

Fot. 5. jader przydanki
naczyniowej (LJPN)
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Wyniki dla krezki:

Ponizej przedstawiono uzyskane wyniki.
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220
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. 210
T 205
g 200 D | DB [D+V,| K |K+B ]| K+,
i 195 [ D -
* e DB - 0,0038
185 { D+V; -
180 K 0,0038 - 0,0460
175 K+B -
R DB D3 K KB K+V3 K+V, 0,0460 -

Rys. 37. Srednia srednicy malej SM z 95 %
przedzialem ufnosci w poszczegdlnych grupach
zwierzat.

10,6

grupa

10,5

104
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log PSN
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]

D D+B D+V3 K K+B K+V3
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Rys. 38. Srednia log PSN z 95 % przedziatem
ufnosci w poszczegdlnychgrupach zwierzat.
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10,8
10,7

106

log PCT

10,5
104
103

10,2

Rys. 39. Srednia log PCT z 95 % przedzialem
ufnosci w poszczeg6Inych grupach zwierzat

Poziom istotnosci roznic $rednicy matej SM
pomigdzy grupami. Podano jedynie wartosci
znamiennie istotne.

brak roznic statystycznie istotnych

D

I+B

D+V,

K+B

K+V,

D

D+B

0,0045

I DV,

K

0,0045

K+B

D D+8 D+v3 K K+B K+V3 K +V3

znamiennie istotne.
D — grupa kontrolna diabetyczna B — badany zwiazek B

K- grupa kontrolna zdrowa

Vs - badany ZWIQZﬁk Vi

Poziom istotnosci roznic log PCT
pomi¢dzy grupami. Podano jedynie wartosci
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9,6

Rys. 40. Srednia log PMST z 95 % przedziatem

ufnosci w poszczegolnych grupach zwierzat .
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Rys. 41. Srednia log PPN z 95 % przedzialem
ufnosci w poszczegolnych grupach zwierzat.
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Rys. 42. Srednia log PM z 95 % przedzialem
ufnosci w poszczegdlnych grupach zwierzat.

D - grupa kontrolna diabetyczna
K- grupa kontrolna zdrowa
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D+B N 0,0006
D+V, - [0,0132
0,0218] 0,0006]0,0132| - 0,0267
K+B .
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Poziom istotnosci réznic log PMST

pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci
znamiennie istotne.
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D+V, -

K -

K+B 0,0413 -

K+V; -

Poziom istotnosci réznic log PPN
pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci
znamiennie istotne.

brak rdznic statystycznie istotnych

B — badany zwiazek B
V3 - badany zwiazek V3
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E 2 D - 0,0001
8,8 D+B - 0,0001
87 I D+V; - 10,0001
8,6 K 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 - 0,0026 | 0,0005
85 K+B 0,0026 -
84 D D+B  D+V3 K K+#B  K+v3 K4V, 0,0005 -
grupa
Rys. 43. Srednia log PST z 95 % przedziatem Poziom istotnosci réznic log PST
ufnosci w poszczegdlnych grupach zwierzat . pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci
znamiennie istotne.
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=7 D D+B  D+V3 T T+HB  T+V3 K+V, |0,0093 0,0003 -
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Rys. 44. Srednia log LJPN z 95 % przedzialem Poziom istotnosci roznic log LJPN
ufnosci w poszczegdlnych grupach zwierzat . pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci
znamiennie istotne.
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D D+8 D+V3 K K+B K+V3
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Rys. 45. Srednia log LJM z 95 % przedzialem brak roznic statystycznie istotnych

ufnosci w poszczegolnych grupach zwierzat.

D — grupa kontrolna diabetyczna B — badany zwi?‘zek B
K- grupa kontrolna zdrowa V; - badany zwiazek V3
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Rys. 46. Srednia GIPN z 95 % przedzialem
ufnosci w poszczegolinych grupach zwierzat .
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Rys. 47. Srednia GIM z 95 % przedzialem
ufnosci w poszczegodlnych grupach zwierzat.

Poziom istotnosci roznic GJPN

pomig¢dzy grupami. Podano jedynie wartosci

znamiennie istotne.

brak roznic statystycznie istotnych

D - grupa kontrolna diabetyczna B — badany zwiazek B

K- grupa kontrolna zdrowa

Vi - badany zw:qzek V3
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Oméowienie wynikow badan morfometrycznych tetniczek krezki

> Przy poréwnaniu tgtniczek krezki u zwierzat diabetycznych i zdrowych
zaobserwowano statystycznie istotny wzrost srednicy malej (SM) (Rys. 37),
powierzchni $wiatla tetniczki (PST) (Rys. 43), powierzchni mie$nidwki
wraz ze $wiatlem tgtniczki (PMST) (Rys. 40)

» U zwierzat diabetycznych, zaobserwowano wzrost parametrow zwiazanych
z wielkoscia tetniczek, wyrazny po podaniu zwiazku B (Rys. 37-43) oraz
stabszy w przypadku zwiazku V3 (Rys. 37-43). Roznice te nie byly jednakze
istotne statystycznie.

» U zwierzat diabetycznych, ktéorym podawano zwiazek V3 stwierdzono
statystycznie istotny wzrost liczby jader przydanki naczyniowej (LJPN)
(Rys. 44) oraz gestosci jader przydanki naczyniowej (GIJPN) (Rys. 46)

» U zwierzat zdrowych, ktéorym podawano zwiazek B zaobserwowano
statystycznie istotny wzrost powierzchni $wiatla tetniczki (PST) (Rys. 43)
oraz gestosci jader przydanki naczyniowej (GJPN) (Rys. 46)

» U zwierzat zdrowych, ktéorym podawano zwigzek V3 stwierdzono
statystycznie istotny wzrost S$rednicy malej tetniczki (SM) (Rys. 37),
powierzchni $wiatla tetniczki (PST) (Rys. 43), powierzchni mig$nidwki
wraz ze $wiatlem tetniczki (PMST) (Rys. 40) a takze liczby jader przydanki
naczyniowej (LJPN) (Rys. 44), gestos¢ jader przydanki naczyniowej
(GJPN) (Rys. 46).

» Nie zaobserwowano zmian w gestosci jader migsnidwki (GJIM) (Rys. 47)

pomigdzy poszczegdlnymi grupami szczurow

Whnioski

U zwierzat cukrzycowych tetniczki krezki byly poszerzone. Podanie tym szczurom
zwigzku B lub V3 powodowalo dalsze poszerzenie tych tetniczek, jednakze efekt ten nie
byl istotny statystycznie.

U szczurébw zdrowych wykazano istotne dzialanie wazodylatacyjne badanych

kompleksow wanadu (B i V3).

71



Ponadto zar6wno u szczurdéw cukrzycowych jak i zdrowych testowane zwiazki
wanadu powodowaly wzrost proliferacji jader przydanki naczyniowe;j.

Ponizej zestawiono mikrofotografie (Fot. 6-10) kiebuszka nerkowego
przedstawiajace parametry, ktore byly mierzone w preparatach

e -k 3 y‘-r . Yo ) g g
Fot. 7. Srednica mata (SM) i powierzchnia

catego klgbuszka (PCK)

ot. . Qbu n

Fot. 9. liczba jader w kigbuszku (LJK)

ot. 10. liczba jader na obrzezach
kigbuszka (LJOK)



Wyniki dla nerki:
Ponizej przedstawiono uzyskane wyniki.
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Rys. 48. Srednia Srednicy malej SM z 95 % Poziom istotnosci réznic
przedzialem ufnosci w poszczeg6lnych grupach  srednicy matej pomigedzy grupami. Podano
zwierzat. jedynie wartosci znamiennie istotne.
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Rys. 49. Srednia Log PCK z 95 % przedzialem  Poziom istotnosci réznic Log PCK
ufnosci w poszczegolnych grupach zwierzat. pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci
znamiennie istotne.
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Rys. 50. Srednia Log PK z 95 % przedzialem Poziom istotnosci roznic Log PK
ufnosci w poszczegolnych grupach zwierzat . pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci

znamiennie istotne.

D - grupa kontrolna diabetyczna B — badany zwiazek B

K- grupa kontrolna zdrowa V3 - badany zwiazek V3 73
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Rys. 51. Srednia Log PWK z 95 % przedzialem  Poziom istotnosci réznic Log PWK
ufnosci w poszczegdinych grupach zwierzat . pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci
znamiennie istotne.
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Rys. 52. Srednia Log LJOK z 95 % przedzialem  Poziom istotnosci réznic Log LIOK
ufnosci w poszczegdlnych grupach zwierzat . pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci
znamiennie istotne.
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Rys. 53. Srednia Log LJK z 95 % przedzialem Poziom istotnosci roznic Log LJK .
ufnosci w poszczegdinych grupach zwierzat pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci
znamiennie istotne.

D - grupa kontrolna diabetyczna B — badany zwiazek B
K- grupa kontrolna zdrowa V3 - badany zwiazek V3
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Rys. 54. Srednia GJK z 95 % przedzialem Poziom istotnosci roznic GJK
ufnosci w poszczeg6inych grupach zwierzat. pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci

znamiennie istotne.
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Rys. 55. Srednia Log GJOK z 95 % przedzialem Poziom istotnosci réznic GJOK
ufnosci w poszczegdlnych grupach zwierzat . pomiedzy grupami. Podano jedynie wartosci
znamiennie istotne.

D — grupa kontrolna diabetyczna B — badany zwiazek B
K- grupa kontrolna zdrowa V3 - badany zwiazek V3
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Omowienie wynikow badan morfometrycznych kl¢buszkéw nerkowych

>

Poréwnujac wyniki badan morfometrycznych kiebuszkéw nerkowych
szczurdw diabetycznych z kontrolnymi stwierdzono statystycznie istotne
zwigkszenie $rednicy malej (SM) (Rys. 48), powierzchni calego klebuszka
(PCK) (Rys. 49), powierzchni klgbuszka (PK) (Rys. 50), stosunku gestosci
jader kiebuszka (GJK) (Rys. 54).

U szczuréw diabetycznych, ktorym podawano zwiazek B zaobserwowano
wzrost wymiaréw kiebuszka tzn. wzrost S$rednicy matlej klebuszkow
nerkowych (SM) (Rys. 48), powierzchni calego kigbuszka (PCK) (Rys. 49)
a takze powierzchni klebuszka (PK) (Rys. 50). Zwiazek V3 powodowal
nieznaczne obniZzenie tych wymiar6w. W obu przypadkach rdznice te byly
statystycznie nieistotne.

W grupie diabetycznej po podaniu zwiazku B statystycznie istotnie
wzrastala liczba jader klebuszka (LJK) (Rys. 53) i liczba jader na obrzezach
kigbuszka (LJOK) (Rys. 52).

W grupie diabetycznej, po podaniu zwiazku Vs, statystycznie istotnie
zwiekszyla si¢ gestosé jader kigbuszka (GJK) (Rys. 54).

W grupie szczuréw zdrowych, ktéorym podawano zwiazek B statystycznie
istotnie obnizyla si¢ powierzchnia calego kigbuszka (PCK) (Rys. 49),
powierzchnia kanalikow nerkowych (PK) (Rys. 50), natomiast zwigkszeniu
ulegla gestosé jader na obrzezach kigbuszka (GJOK) (Rys. 55) i gestos¢
jader klebuszkow nerkowych (GJK) (Rys. 54).

W grupie szczuréw zdrowych, ktérym podawano zwiazck Vj statystycznie

istotnie zwickszyla si¢ gestosé jader kigbuszka (GJK) (Rys. 54).

Whioski

U szczuréw cukrzycowych stwierdzono poszerzenie klgbuszkow nerkowych.

Podanie tym szczurom zwiazku B powodowalo dalszy wzrost wymiar6w tych kigbuszkow.

Zwiazek Vs dzialat przeciwnie, nieznacznie zmniejszajac je. Efekty te nie byly jednakze

istotne statystycznie.
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U szczuréw zdrowych jedynie zwiazek B wplywal na kiebuszki nerkowe,
zmniejszajac istotnie dwa z czterech mierzonych parametrow.

Oba badane kompleksy wanadu (B i V3) wykazywaly istotne dzialanie
proliferacyjne na jadra kigbuszkéw nerkowych zaréwno u szczuréw cukrzycowych jak i

zdrowych.

Dyskusja wynikow badan morfometrycznych krezki i klgbuszkow nerkowych

W poczatkowym stadium cukrzycy nastepuje wzrost przeptywu krwi i ci$nienia
wewnatrznaczyniowego w tetniczkach [Adamiec 1998]. W badaniach na szczurach z
chroniczng cukrzyca trwajaca trzy miesiace Arshi (2000) wykazatl istotne zwigkszenie
$rednicy naczyn krwionos$nych. Dalsze zmiany polegajace migdzy innymi na stwardnieniu
Scian tetniczek i utrudnieniu przeplywu krwi wystepuja dopiero w pdzniejszym stadium
choroby.

W  przeprowadzonym eksperymencie we wszystkich grupach zwierzat
cukrzycowych stwierdzono poszerzenie tetniczek krezki. Zmiany te moga odpowiadaé
wczesnemu stadium cukrzycy

U szczuréw zdrowych, ktdérym podawano testowane zwiazki wanadu (zaréwno B
jak 1 V3) stwierdzono poszerzenie naczyn krezki.

Podobnie w badaniach wlasnych nie przytoczonych tutaj a wykonanych na
izolowanej aorcie szczura stwierdzono, ze komplcksy B i V3 posiadaly wiasciwosci
naczyniorozszerzajace (praca ta jest przygotowywana do druku). Przeciwne jednakze
wyniki uzyskali Cadene (1996) oraz St-Louis (1995) w badaniach nad wplywem siarczanu
wanadu na izolowang aorte szczurdw.

Zaobserwowano rowniez istotny dodatni wplyw zwigzku B i V3 na proliferacje
jader mig$nidwki i przydanki naczyniowej krezki zardwno u szczuréw diabetycznych jak i
zdrowych, przy czym aktywniejszy okazal si¢ zwiazek V3. Wyniki te sq zgodne z danymi
uzyskanymi w pracach innych autoréw, ktorzy obserwowali proliferacyjne dzialanie
réznych zwigzkéw wanadu na osteoblasty [Cortizo 1995] a takze na nablonek kanalikow
nerkowych oraz komoérek srodmiazszowych [al-Bayati 1989].

Zmiany w nerkach obserwowane w cukrzycy polegajg na wzroscie powierzchni
klebuszkdw nerkowych i przestrzeni wokoloklebuszkowej wywolanych przez zwigkszone
cisnienie filtracji.

77



Podanie szczurom cukrzycowym zwiagzku B powodowalo nieistotny statystycznie
wzrost wymiaré6w klgbuszka. Natomiast zwigzek V3 dzialal przeciwnie tzn. zmniejszat
(réwniez nieistotnie) te parametry, co byloby korzystne. Podobnie Cam (1993) stwierdzit
poprawg parametréw histologicznych nerki po podaniu siarczanu wanadu szczurom
cukrzycowym.

Gdyby w dalszych badaniach potwierdzilo si¢ to pozytywne dzialanie zwiazku Vs
mozna by je thumaczy¢ obnizonym zapotrzebowaniem szczuréw cukrzycowych na wode,
poniewaz zwiazek V3 obnizal istotnie stezenie glukozy w ich krwi.

W grupie szczuréw zdrowych, zwiazek V3 nie wplywal na kiebuszki nerkowe co
potwierdzaloby poprzednie stwierdzenie. Natomiast zwigzek B przeciwnie, niz u zwierzat
diabetycznych obnizal mierzone parametry, co jest trudne do wytlumaczenia.

Podobnie jak w przypadku tetniczek krezki zaobserwowano wplyw proliferancyjny
badanych zwiazkéw wanadu na klebuszki nerkowe, przy czym zwigzek V3 byl bardziej
aktywny. Wyniki te s zgodne z praca al-Bayati (1989).

Wyjasnienie wplywu réznych zwiazkéw wanadu na naczynia krwionosne wymaga
dalszych, szczeg6lowych badan. Nalezaloby zwrocic uwage na stopien utlenienia wanadu
oraz rodzaj polaczenia: tzn. czy jest to zwiazek nieorganiczny czy tez organiczny? W tym
ostatnim przypadku sam ligand lub jego metabolit moze odgrywac istotna role.

Badania wlasne opisane powyzej nalezy traktowac jako eksperymenty wstepne.
Dalsze badania powinny by¢ prowadzone dluzej, tak aby moc oceni¢ wplyw zwiazkow

wanadu na zmiany ujawniajace si¢ w naczyniach w pozniejszych stadiach cukrzycy.
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4.2 Farmakokinetyka zwigzkéw wanadu

4.2.1 Farmakokinetyka zwigzkéw wanadu (VOSO4 B, V;) u szczuréw
zdrowych i z wywotang cukrzyca

Aby sprawdzi¢ czy istniejg rdznice wchianiania z przewodu pokarmowego oraz
eliminacji z organizmu wanadu podanego w postaci siarczanu (VOSO,) i kompleksow

organicznych (B i V3) przeprowadzono badania farmakokinetyczne. Badania te podzielono

na kilka etapow.

Parametry farmakokinetyczne zestawione w tabelach:

AUC - pole pod krzywa stgzenie-czas
AUCqws-pole pod krzywa stezenie-czas wyznaczone metodg trapezoéw

AUCqx — warto$¢ ekstrapolowana do przedziatu (0,%0), obliczona wedlug réwnania:

AUCe=AUCant (i

gdzie Coxjest ostatnim pomiarem stezenia w chwili (tos) @ Aqjest nachyleniem
ostatniego odcinka krzywej stezenie czas (w skali logarytmicznej)
AUC o jest polem pod krzywa w przedziale (0,00) obliczonym na podstawie

wyznaczonych parametrow przyjetego modelu farmakokinetycznego

tin — okres p()ltrwania

tin fazy 1=%

f: 2= In2
ti2 Tazy A

an2

=In2
tin fazy 3 A

MRT - $redni czas przebywania
MRT=AUMC/AUC

gdzie AUMC jest polem pod krzywa t-Cet
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MRT s obliczono korzystajac z wartosci AUCgs 1 AUMC s, Wyznaczonych metoda
trapezow:
Wartos¢ ekstrapolowana do przedziatu czasu (0,00) MRTex otrzymano z AUC,, oraz

— Costtost , Cost
AUMCe=A UMCObS-‘——An_l—A},_

MRT0d — Warto$¢ obliczona na podstawie wyznaczonych parametréw przyjetego modelu
farmakokinetycznego

ki2, ka1, ki3, kai, kio sa stalymi szybkosci dla procesdw pierwszego rzedu przenikania
substancji pomigdzy kompartmentami (sa to tzw. mikroparametry modelu)

Vi, Vo, V3 — s3 objetosciami dystrybucji poszczegdlnych kompartmentow

V- objetosé dystrybucji w stanie stacjonarnym

Tmax — czas po ktérym wystapilo najwyzsze stezenie wanadu we krwi

Cl — klirens catkowity wanadu

CV% - wspdlczynnik zmiennosci wyrazony w %

4.2.1 Etap pierwszy

Celem badan bylo przesledzenie farmakokinetyki VOSO, u szczuréw zdrowych po

podaniu dozylnym i dozoladkowym oraz okreslenie biodostgpnosci wanadu z tego
zwiazku.

Wyniki tych badan zostaly opublikowane w 2001 [Azay, Bres, Krodniak i wspél.].

W niniejszej pracy przedstawiono jedynie fragmenty tych badan.

Metodyka

Pierwszy etap polegal na podaniu dozylnym i dozoladkowym siarczanu wanadu
szczurom zdrowym. Po uprzednim uspieniu szczuréw przy pomocy eteru, podano im
jednorazowo dozylnie izotoniczny roztwor siarczanu wanadu o stezeniu 15 mg/l (3,025 mg
V/) w ilosci 1 ml/kg masy ciala. Przy badaniach per os podano jednorazowo sonda
dozoladkowa szczurom glodzonym przez okres 24 h dwa wodne roztwory siarczanu
wanadu w nastepujacych dawkach: 75 i 37,5 mg VOSOuykg masy ciala co odpowiadalo
15,12 lub 7,56 mg V/kg masy ciala szczura.
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Odstepy pomigdzy zbieraniem kolejnych probek krwi zgodnie z zasada
optymalnego wyboru czaséw pobran [D’Argenio 1981, Bressolle i wspot. 1991] powinny
wynosi¢: 10 min, 20 min, 50 min, 2h 50 min, 36,5h, 128h, 504 h. W badaniach
zastosowano schematy bardziej odpowiednie do cyklu pracy laboratoryjnej z
powtdrzeniem niektérych pomiaréw po 10 min [D’Argenio i wspét. 1981]. Krew
pobierano z ogona w iloéci okolo 2-3 kropel w nastepujacych odstgpach czasowych:

Przy podaniu dozylnym: 10 min, 20 min, 1 h, 1Th 10 min, 3h, 36 hi 120 h

Przy podaniu dozotadkowym z dawka 15,12 mg V/kg: 20 min, 30 min, 1 h, 1 h 10
min, 3h, 6 h,9h, 12 h, 36 h, 120h.

Przy podaniu dozoladkowym z dawka 7,56 mg V/kg: 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 9 h, 12
h, 36 h, 120h.

Do wymytych, wysuszonych i zwazonych probéwkach typu eppendorf pobierano
kilka kropli (30-80 pl) krwi z ogona szczura i zamrazano do czasu analizy. Procedure
mineralizacji i oznaczanie wanadu we krwi opisano w rozdziale absorpcyjna spektrometria

atomowa.

Analiza stezenia wanadu we krwi szezurow

Prébki krwi przygotowywano w nastepujacy sposob:
W pierwszej fazie badania farmakokinetyki wchlaniania zwigzkéw wanadu przy
doswiadczeniach z VOSO4 stosowano procedure mineralizacji krwi przy pomocy
mieszaniny (50/50 obj/obj) stezonych kwasdw azotowego i nadchlorowego supra pure
(Merck). Zwazone, zawierajace probki krwi probowki typu eppendorf o pojemnosci 1,5 ml
zalewano 200 pl mieszaniny kwasdéw i pozostawiono je w temperaturze pokojowej do
mineralizacji przez okres 48 godzin. Po tym czasie, probki dokladnie wymieszano przez
wytrzasanie i mierzono ich ciezar wilasciwy przez 3 krotne pobranic 100 pl plynu i
kazdorazowy pomiar masy probowki z probka. Nastgpnie usredniano uzyskane wymiki.
Takie wyniki byly niezbedne w celu obliczenia calkowitej objgtosci roztworu po
mineralizacji. W ten sposdb zmineralizowang probke¢ nastrzykiwano do wngtrza kuwety
grafitowej spektrometru absorpcji atomowej (AAS) w celu dokonania pomiaru.

Wczesniej wykonano 5 prob $lepych tj. zalewano proboéwki typu eppendorf wyzej
wymieniong mieszaning kwaséw, pozostawiano na okres 48 godzin. Nastgpnie dokonano

pomiarow zawartosci wanadu w tym plynie metoda AAS. W kazdym z przypadkow
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zawarto$¢ wanadu byla na poziomie szumoéw i do dalszych wartos¢ te przyjeto za rdéwna
Zero.

Podczas pomiaréw zauwazono, ze srodowisko stezonych, silnie utleniajacych
kwaséw zastosowanych do mineralizacji wplywa bardzo niekorzystnie na Zzywotno$é
kuwety grafitowej. By obnizy¢ koszty analizy postanowiono poszukac innej metody
mineralizacji probki. Po wcze$niejszych wlasnych doswiadczeniach z bezposrednia analizg
olowiu we krwi we wnetrzu kuwety grafitowej postanowiono zaadaptowac te metode takze
do pomiaréw wanadu. Po przeprowadzeniu badan poréwnawczych stwierdzono, ze
metodyka ta moze z powodzeniem zastapi¢ wczesniejszy sposob mineralizacji probki.
Dodatkowo bardzo wysoka temperatura topnienia i wrzenia wanadu pozwalala na pozbycie
si¢ interferencji pochodzacych z matrycy a wplywajacych na sygnat pochodzacy od tego
pierwiastka. Uzyskane wyniki byly w peli zgodne z wynikami otrzymanymi ,starg”
metoda i postanowiono w dalszej czeSci pomiar6w zastosowal ,nowa”’ metode.
Rozmrozone probki krwi wraz z modyfikatorem (do kolbki miarowej 100 ml dodano 100
mg Triton X-100, 100 mg EDTA supra pure (Merck) 100 mg Na(H),PO,; i 1 ml HNO;
(65%) supra pure (Merck). Calo$¢ uzupelniono woda do kreski) byly wytrzasane a
nastepnie bezposrednio nastrzykiwane przy pomocy autosamplera do wnetrza kuwety
grafitowe;.

Dla kazdego wzorca i probki robiono po dwa nastrzyknigcia. Krzywa wzorcowa
wyznaczono w oparciu o nastepujace stezenia: 0, 20, 50, 100 pg/l. W przypadku stgzenia

wanadu przewyzszajacego krzywa wzorcowa, probke rozcienczano.

Absorpcyjna spektrometria atomowa

Pomiary stezenia wanadu w probkach krwi dokonano przy uzyciu spektrometru
Varian 1275. Pomiar6w dokonywano przy nastgpujacych parametrach: lampa wanadowa z
katoda wngkowa, natezenie pradu w lampie 7 mA, dlugo$¢ fali 318,5 nm, szerokos¢
szczeliny 0,5 nm. Korekcja tla przy uzyciu lampy deuterowej. Reszta parametrow pracy

pieca grafitowego zestawiono w tabeli 12.



Tab. 12. Parametry pracy pieca grafitowego:

Etap Temperatura Czas Przeplyw azotu
[°C] [sek] (mV/min]
suszenie 75 10 3
90 10 3
110 10 3
spopielanie 300 60 3
450 20 3
800 20 3
1400 30 3
1400 10 3
40 15 0
atomizacja 2750 1,1 0
2750 2 0
czyszczenie 2750 2 3
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Wyniki

Uzyskane wyniki zestawiono w tabelach 13-16

Tab. 13. Srednia zawarto$¢ wanadu (+ SD) w mg/l krwi po podaniu dozylnym oraz

dozoladkowym (dwie rozne dawki) siarczanu wanadu.

Czas po injekcji | Podanie dozylne Podanie Podanie dozotadkowe
h N=6) dozoladkowe N=7)
3,025 mg V / kg (N=6) 7,56 mg V / kg
15,12 mg V / kg

Przed podaniem 0,0044 + 0,0027

wanadu

0,16 1,283 + 0,561 -

0,33 1,133 + 0,446 0,161 £ 0,047 -

0,50 - 0,192+ 0,014 0,066 + 0,028

1,0 0,831 + 0,295 0,228 + 0,089 0,086 % 0,035

1,16 0,803 + 0,265 0,248 £ 0,104 -

3,09 0,386 + 0,075 0,378 £ 0,177 0,167 + 0,062

6,09 0,486 + 0,193 0,171 + 0,045

9,09 0,544 £ 0,111 0,235 + 0,083

129 0,371 £0,117 0,173 0,047

369 0,115 + 0,032 0,103 + 0,102 0,030 + 0,007

1209 0,034 £ 0,016 0,046 % 0,009 0,020 + 0,007

336 0,0155 + 0,0074

504 0,0133 + 0,0128

" dla tego czasu przyjeto wartos¢ érednia z pobrania i z powtorzenia po 10 min od

tego pobrania
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Tab. 14. Parametry farmakokinetyczne wanadu po jednokrotnym podaniu dozylnym
siarczanu wanadu (3,025 mg V/kg masy ciala szczura). Wyniki analizowano w oparciu o

trojkompartmentowy model liniowy stosujac rozszerzona metode najmnigjszych

kwadratow
Szczur | 1 2 3 4 5 6 Srednia + SD

Parametr
AUCqs (mgLTh)[293 [240 [232 [232 [21,8 [21,1 [23.8 %291
AUCeq (mg.L".h) 33,8  [29,3 26,6 |24,5 243 22,1 26,8 +4,22
AUCma(mgL™ [338 250 [176 [222 |23 [174  [23,1 26,04

.h)
Cl (L/h) 0,0177 10,0240 ]0,0340 |0,0454 10,0433 |0,0613 10,0376 +0,0158
t1/2 phaza 1 () 0,139 (0,955 |1,12 [131 [0,319 |1,58  |0,904 + 0,565
t1/2 praza 2 (1) 2,15 21,8 |46,1 23,6 [22,5 |32,9 [248+145
t1/2 phaza 3 () 240 |228 984 [212  [297 130 201 + 74
MRTas (h) 155 67,7 108 108 91,6 71,5 100 +32
MRTexq (h) 181 114 112 117 127 76,5 121 £ 34
MRT o (h) 315 212 116 209 218 124 199 + 73
k12 (1'1'l ) 2,07 0,460 0,464 (0,319 0,873 0,280 0,744 £ 0,683
ka1 (h7) 2,63 [0,117 [0,0470 |0,131 |1,27  |0,0789 [0,712 + 1,051
kis(h”) 0,499 [0,0918 |- 0,0532 [0,0198 [0,0320 0,139 + 0,203
k3 (h'] ) 0,0286 {0,00711 |- 0,00808 [0,00415 |0,00998 {0,0116 + 0,0037
kio (h7) 0,0609 [0,0838 [0,110 [0,0478 [0,0295 |0,0621 |0,0657 + 0,0281
Vi(L) 0,291 10,286 0,306 10,950 1,46 0,988 0,714 + 0,493
Va (L) 0,228 |1,12  [3,50 [2,31 1,00 [3,50  [1,94+138

Vs (L) 507 3,70 |- 6,25 |7,01 |37 |[5,04+1,63
V(L) 5,59 5,11 3,95 9,51 9,48 7,67 6,88 +£235
View (L) 6,16 [7,00 |482 [13,8 [18,6 |11,5 |10,5+520

V (Lkg) 280 25,5 [19,7 [283 [29,4 [21,6 [254+3,90
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Tab. 15. Parametry farmakokinetyczne wanadu po jednokrotnym podaniu dozoladkowym

siarczanu wanadu (15,12 mg V/kg masy ciala szczura). Wyniki analizowano w oparciu o

trojkompartmentowy model liniowy z wchlanianiem zerowego rzedu. Obliczenia

wykonywano stosujac metode estymacji bayesowskiej.

Szczur 1 2 3 4 5 6 $rednia + SD
Parameter
Tmax (h) 10,7 8,60 11,10 11,80 8,85 10,50 | 10,26 +£1,27
Cunax (mg/1) 0,591 | 0,691 | 0,347 | 0,346 | 0,404 | 0,607 |0,498 +0,150
AUC s (mg.l”.h) 18,2 13,54 8,81 10,1 16,7 10,5 12,97 + 3,83
AUCext (mg.lq.h) 26,4 16,02 11,8 12,4 27,9 11,8 17,72 £ 7,49
AUCpoa (mgI.h) | 23,8 11,1 9,40 | 892 | 20,7 | 9,40 | 13,90 +6,60
MRT s (h) 32,6 | 8,08 | 204 | 16,8 | 232 10,8 18,6+ 8,9
MRTex (h) 979 | 23,5 | 77,8 | 60,6 144 39,5 | 73,8+434
MRT 50a (h) 152 102 125 111 246 68,1 134 + 61
t1/2 faza1 (h) 0,669 | 0,350 | 0,496 | 0,162 | 0,126 | 0,771 |0,429 + 0,264
t1/2 faza2 (h) 21,9 6,45 18,5 8,69 9,32 524 | 11,7+6,82
t172 faza 3 () 168 172 172 175 227 196 185 + 23
Viy/F () 0,954 | 0,437 | 0,875 | 0,536 | 0,649 1,35 10,800+ 0,333
V/F (1) 254 | 32,9 | 462 | 472 | 41,9 | 28,9 | 37,193
Vi /F (1) 41,9 83,5 96,1 113 56,7 1309 | 86,9 +33,4
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Tab. 16. Parametry farmakokinetyczne wanadu po jednokrotnym podaniu dozoladkowym
siarczanu wanadu (7,56 mg V/kg masy ciala szczura). Wyniki analizowano w oparciu o
trojkompartmentowy model liniowy 2z wchlanianiem zerowego rzedu. Obliczenia

wykonywano stosujac metodg estymacji bayesowskiej.

Szczur 1 2 3 4 5 6 7 Srednia £ SD
Parametr
Tmax (h) 11,8 | 12,0 | 12,0 | 11,5 | 10,0 | 9,65 | 9,73 10,9 £ 1,10
Crmax (mg/1) 0,195 0,181 | 0,194 | 0,165 | 0,292 | 0,227 | 0,334 | 0,227 + 0,0629

AUCqs (mg1Th) | 6,44 | 6,82 | 6,65 | 532 | 8,24 | 595 | 5,82 | 6,46+ 0,94
AUCqq (mgIThy [ 123 | 10,6 | 10,1 | 132 | 132 [ 10,2 [ 9,00 | 112+1,7
AUCpoa (mgITh) | 10,2 | 7,06 | 8,71 | 9,68 | 11,6 | 9,67 | 8,34 | 932+ 1,45

MRT s (h) 30,4 | 29,6 | 29,8 | 42,6 | 26,9 | 32,9 | 25,2 31,1 +£5,7
MRTey (h) 131 109 103 173 131 130 105 126 + 24
MRT0d (h) 203 110 180 | 217 207 208 165 184 +37
t1/2 fza1 (h) 0,585} 0,546 0,517 | 0,310 | 0,236 | 2,60 | 1,41 | 0,886 + 0,847
t112 fam2 (D) 7,36 | 74,7 | 12,5 | 5,52 | 6,76 | 8,11 | 9,14 17,7 25,2
t172 fza 3 (h) 168 174 169 181 211 183 175 180 £ 15
Vi/F (D) 0,846 10,923 [ 0,936 | 1,44 | 1,56 | 3,56 | 1,18 1,49 £ 0,95
V/F (1) 37,0 | 29,3 | 39,5 | 42,8 | 31,6 | 40,7 | 34,5 36,5+4,9
Vit /F (1) 455 | 70,8 | 55,4 | 52,9 | 47,7 | 52,9 | 54,5 54,2 + 8,1
Omowienie wynikow

Fizjologiczne stezenie wanadu we krwi szczuréw przed podaniem VOSO,

wynosito 4,4 + 2.7 pg/l.
a) po podaniu dozylnym:

Po podaniu dozylnym, przebieg zmian stezenia wanadu we krwi byl najlepiej

opisywany modelem trjkompartmentowym (Rys. 56).
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Rys. 56. Pollogarytmiczny przebieg zmian st¢zenia wanadu we krwi szczura po
podaniu dozylnym VOSO4 (3,025 mg V/kg).

Stezenie wanadu spadio z 2,0 do 0,4 mg/l w ciagu pierwszych 5 godzin, oraz z 0,4
do 0,035 mg/l w ciagu 60 godzin. Po 21 dniach obserwowano nadal podwyzszone stezenie
wanadu wynoszace 10 pg/l.

Srednie czasy poltrwania dla obu faz dystrybucji i fazy eliminacji wynosily
odpowiednio: 1, 25 i 200 godzin.

Pierwsza dystrybucja w tkankach peryferyjnych z centralnego kompartmentu (v;)
do kompartmentu plytkiego (v2) byla szybka, podczas gdy dystrybucja w tkanki glgbokie
(v3) okazala si¢ znacznie wolniejszym etapem, o stalej szybkosci przenikania wanadu z
tkanki glebokiej do krwi wynoszacej k3;=0,0116+0,0037 h. Stata szybkosci tego ostatniego

procesu jest wiec duzo nizsza od stalej szybkosci eliminacji k10=0,0657%0,0281 h.
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b) po podaniu dozoladkowym:
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Rys. 57. Pollogarytmiczny przebieg zmian st¢zenia wanadu we krwi szczura po

podaniu dozoladkowym VOSO4 w dwéch dawkach (15,12 () i 7,56 (o) mg V/kg).

Maksymalne stgzenie wanadu po podaniu dozoladkowym VOSOQy szczurom (15,12
mg V/kg masy ciala) wystgpowalo po 8-12 godzinach i wahalo si¢ od 0,343 do 0,741 mg/I
(Rys. 57)

Przebieg zmian stezenia wanadu we krwi po osiagnieciu maksimum okazal sie
rdwniez zgodny z modelem trdjkompartmentowym.

Analiza fazy wchlaniania wykazala, ze proces ten jest procesem zerowego rzedu.

Maksymalne stezenie wanadu po podaniu dozoladkowym szczurom 7,56 mg V/kg
(z VOSO,) wystepowalo po 9-12 godzinach i wahalo si¢ od 0,165do 0,334 mg/l (Rys. 57).
W tym przypadku réwniez stwierdzono zgodno$¢ z modelem tréjkompartmentowym z
wchlanianiem zerowego rzedu, a uzyskane wartosci parametréow farmakokinetycznych

wskazuja na liniowo$¢ farmakokinetyki wanadu w obserwowanym zakresie stezen.
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Rys. 58. Pollogarytmiczny przebieg zmian stgzenia wanadu we krwi szczura po podaniu
dozylnym VOSO4 w dawce 3,025 mg V/kg (®) i dozoladkowym w dawce 7,56 mg V/kg
().

Na podstawie wartosci AUCeq po podaniu dozoladkowym i dozylnym wyliczono
warto$¢ bezwzglednej dostepnosci biologicznej, ktora wyniosta 16%. (Rys. 58)

4.2.2. Etap drugi

Celem tych eksperymentéw bylo przebadanie farmakokinetyki organicznych
kompleskow wanadu (B i V3) po podaniu dozoladkowym a nastgpnie poréwnanie

uzyskanych wynikow z danymi farmakokinetycznymi VOSOs (etap I).
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Metodyka

Drugi etap polegal na poréwnaniu szybkosci wchianiania wanadu z siarczanu
wanadu oraz badanych komplekséw wanadu B i V3. Do$wiadczenie to mialo pokazaé czy
rodzaj zwiazku wanadu, w ktorym jest on podawany decyduje o szybkosci i wielkosci
wchianiania wanadu z podanej dawki. Glodzonym szczurom przez okres 24 godzin podano
sonda dozoladkowa rozpuszczony w wodzie B lub V3 w ilosci odpowiednio 128 i 100,2
mg/10 ml, co odpowiadalo stezeniu 12,75 mg V/kg masy ciala. Roztwér wodny tych
zwiazkéw byt podawany w iloéci 10 ml/kg masy ciata szczura. Szczurom w odpowiednich
odstgpach czasowych pobierano krew z ogona w ilosci okoto 30-80 pl do przygotowanych
eppendorfow zawierajacych 200 pl modyfikatora. Calo$¢ wymieszano, wazono i obliczano
iloé¢ krwi uzyskanej od kazdego szczura, z kazdego pobrania. Zebrane prébki
przechowywano w temperaturze —20°C, az do czasu pomiaru przy uzyciu techniki
absorpcji atomowej opisanej w rozdziale 4.2.1.

Poréwnania pomigdzy parametrami farmakokinetycznymi w etapie drugim i
trzecim dokonano stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji a nastgpnie test Tukey’a
wielokrotnych poréwnan dla grup o réznych liczebnosciach. Obliczenia wykonano przy
pomocy programu Statistica 6,0 for Windows (StatSoft. Inc.).W przypadku par6wnywania
parametréw proporcjonalnych do dawki (Cmax i AUC) normalizowano je do jednostkowej

dawki wanadu.
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Wyniki

Uzyskane wyniki zestawiono w tabelach 17-19

Tab. 17. Parametry farmakokinetyczne wanadu we krwi szczuréw zdrowych po
jednokrotnym podaniu dozoladkowym B w dawce 12,75 mg V/kg masy ciala. Wyniki
analizowano w oparciu o tréjkompartmentowy model liniowy z wchlanianiem zerowego

rzedu. Obliczenia wykonywano stosujac metode estymaciji bayesowskiej.

Szczur 1 2 3 4 5 6 7 | Srednia + SD
Parametr '
Tmax, h 12,00 [12,02[12,00[11,90]12,00] 9,33 | 8,74 | 11,14 + 1,45
C max. (mg/l) 0,431 [0,4080,4270,443 0,417 (0,504 [ 0,488 | 0,45+ 0,04

AUCobs.(mg I™h) | 12,56 |12,72|13,31|13,67 | 14,14 | 15,36 | 16,15 | 13,99+ 1,34
AUC ext.(mgI"h) | 19,64 |21,56|19,10(20,92 21,86 |23,10|24,27 | 21,49 + 1,82
AUC mod.(mgI"h) | 17,10 [ 18,96 | 16,14 | 14,48 | 19,36 | 20,16 | 21,34 | 18,22 + 2,41

MRT obs. 27,00 | 29,93 | 25,24 | 27,58 | 28,26 | 27,47 | 27,78 | 27,61 + 1,40
MRT ext. 106,7 |120,2]91,80102,6|103,2|100,2]100,4 | 103,59 + 8,63
MRT mod. 176,7 | 190,6 | 163,2 | 69,40 | 178,2 [ 170,2 | 170,5 | 159,83 + 40,78
t112 taza1 () 0,355 |0,331[0,373|0,842|0,368| 3,98 [0,304| 0,94+ 1,36
t112 faza 2 (h) 5,86 | 6,05 | 7,63 |42,85] 8,06 | 7,52 | 9,32 | 12,47 + 13,45
t172 faza 3 (h) 172,1 | 173,5]169,5169,2]166,7[169,4 | 169,6 | 170,00 + 2,20
) 0,635 | 0,634 (0,604 0,869 0,614 | 3,13 | 1,29 [ 1,11 40,92
Vss /F (1) 27,75 | 2521 24,53 11,66 | 21,61 | 20,21 | 19,78 | 21,54 522
Vtotal /F (I) 40,35 | 34,18 | 38,18 [44,85 30,19 (29,82 (29,11 35,24 + 6,06




Tab. 18. Parametry farmakokinetyczne wanadu we krwi szczuréw zdrowych po
jednokrotnym podaniu dozoladkowym V3 w dawce 12,75 mg V/kg masy ciala. Wyniki
analizowano w oparciu o tréjkompartmentowy model liniowy z wchtanianiem zerowego

rzgdu. Obliczenia wykonywano stosujac metode estymacji bayesowskiej.

Szczur 1 2 3 4 5 6 7 Srednia + SD
Parametr
T, h 13,08111,93(11,96| 6,81 | 11,75{12,25|11,79| 11,37 +2,06
C max. (mg/1) 0,387 0,359 (0,384 | 0,473 10,398 | 0,375} 0,436 | 0,40 + 0,04

AUCobs.(mg I™h) | 15,34 (12,04 15,83 11,62 [ 13,31 | 12,63 [ 10,72| 13,07+ 1,90
AUC ext.(mg.I".h) [20,72[19,28[29,11 17,14 | 18,91 [ 20,72 17,33 | 20,46 + 4,07
AUC mod.(mg.Ih) 17,11 17,99 27,98 14,95 | 15,92 18,99 17,88 | 18,69 + 4,31

MRT obs. 25,52129,03|35,08(25,2126,21[29,91 | 27,88 | 28.41 + 3 44
MRT ext. 82,13 |108,5 [ 128,0]97,40|90,70 | 116,1 | 110,3 | 104,73 + 15,69
MRT mod. 140,9 | 185,2|207,3 | 161,6 | 162,4 | 188,6 | 167,7 | 173,39 + 21,86
t12 faza1 (h) 0,364 | 0,457 0,380 | 6,30 | 2,78 | 1,94 |0,859| 1,.87+2,16
t112 faza 2 (h) 17,45 [ 13,17 | 10,63 | 27,02 | 8,14 | 14,38 8,76 | 14,22 +6,52
t172 faza 3 (h) 168,8 | 166,8 [ 165,5 | 172,6 | 169,0 | 172,0 [ 169,1 | 169,11 + 2,55
V1 7F (1) 0,615 | 0,568 | 0,635 | 3,90 | 3,14 | 2,33 | 0,523 | 1,67+ 1,43
Vss /F () 20,42 | 23,71 | 19,64 | 27,09 | 24,19 27,29 [ 21,63 | 23,42 +3,04
Vtotal /F () 37,01 | 31,84 | 23,30 | 42,66 | 37,68 | 37,11 | 33,44 | 34,72 6,10

93



Tab. 19. Poréwnanie warto$ci parametrow farmakokinetycznych badanych zwiazkéw B i

V3 w stosunku do siarczanu wanadu (VOSOy)

Grupa B Vs VS B/ Vs
Parametr VOSO|VOSO,
Tmax (h) 11,14+1,45 | 11,37+2,06 | 1026+1,27 | 1,086 | 1,108
Cmax (mg/1) 0,45 + 0,04 0,40+0,04 | 0498+0,150 | 1,072 | 0,953
AUC obs.(mg.I".h) 13,99+1,34 | 13,07+1,90 | 1297+3.83 | 1,279 | 1,195
AUC ext.(mg.I" .h) 21,49+1,82 | 2046+4,07 | 17,72+7,49 | 1,438 | 1,369
AUC mod.(mg.I".h) | 1822+241 | 18,69+4731 13,9+6,6 | 1,554 | 1,595
MRT obs. 27,61 +1,40 | 2841+344 18,6 +89 | 1,484 | 1,527
MRT ext. 103,59+ 8,63 | 104,73 +1569 | 73,8+434 | 1,404 | 1,419
MRT mod. 159,83 +40,78 | 173,39 +21,86 | 134+ 61 1,193 | 1,294
ti2 faza 1 (h) 0,94 + 1,36 1,87+2,16 | 0,429+0,264 | 2,191 | 4,359
t1 faza 2 (h) 12,47 £13,45 | 1422+6,52 11,7+6,8 | 1,066 | 1,215
t1 faza 3 (h) 170,00 +2,20 | 169,11 +2,55 185+23 | 0,919 ] 0,914
VI/F (1) 1,11 £ 0,92 1,67+1,43 | 0,800+0,333 | 1,388 | 2,087
Vss/F (1) 21,54+522 | 23,42+3,04 37,1+93 | 0,581 | 0,631
Viotal/F (I) 3524+6,06 | 3472+6,10 | 869+334 | 0,406 | 0,400

Omaowienie wynikow

Maksymalne stezenie wanadu w krwi szczuréw zdrowych po dozoladkowym

podaniu 12,75 mg V/kg w postaci zwigzku B wystgpowalo po 11,1 * 1,4 godzinach i
wahalo sie od 0,408 do 0,504 mg V/I.

Maksymalne stgzenie wanadu po dozotadkowym podaniu szczurom 12,75 mg V/kg

w postaci zwigzku V3 wystepowalo po 11,4 + 2,1 godzinach i wahalo si¢ od 0,359 do

0,473 mg V/L.

Dla badanych przypadkéw przebieg zmian st¢zenia wanadu we krwi po osiagnigciu

maksimum okazal sie zgodny z modelem tréjkompartmentowym.

Analiza faz wchtaniania wykazala, ze procesy te sq procesami zerowego rz¢du.

Statystycznie istotna rdznica (p<0,05) wystapila wylacznie w odnicsieniu do

objetosci dystrybucji w stanie stacjonarnym (V) pomigdzy siarczanem wanadu a
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zwiazkiem V. Pozostale parametry farmakokinetyczne nie wykazaly istotnych
statystycznie rdznic (p>0,05).

Wzgledna biodostgpnos¢ badanych zwigzkéw B i Vi w stosunku do VOSOy byta
wyzsza i wynosita 144 % oraz 137 % odpowiednio.

4.2.3 Etap trzeci

W kolejnym etapie poréwnano czy i w jaki sposdb cukrzyca wplywala na
absorpcje¢ wanadu z przewodu pokarmowego oraz czy istnieja rdznice we wchianianiu

roznych zwiazkéw wanadu (VOSO,, B i V3) u zwierzat cukrzycowych,

Metodyka

Kilka dni przed podaniem zwiazkoéw wanadu wywolano w trzech grupach szczuréw
Wistar (n = 7) sztuk cukrzyce przez podanie dozylne STZ w ilosci 55 mg/kg masy ciala.
Po 3 dniach sprawdzono poziom glukozy przy pomocy glukometru i zaklasyfikowano
wszystkie zwierzeta. Zwierzetom podano podobnie jak w etapie drugim zwiazki B i V3 i
postgpowano w sposob analogiczny jak opisano powyzej. Procedur¢ mineralizacji i

oznaczanie wanadu we krwi opisano w rozdziale absorpcyjna spektrometria atomowa.
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Wyniki

Uzyskane wyniki zestawiono w tabelach 20-23

Tab. 20. Parametry farmakokinetyczne wanadu we krwi szczuréw cukrzycowych po
jednokrotnym podaniu dozotadkowym siarczanu wanadu w dawce 15,12 mg V / kg masy
ciala. Wyniki analizowano w oparciu o trojkompartmentowy model liniowy z

wchlanianiem zerowego rzgdu. Obliczenia wykonywano stosujac metode estymacji

bayesowskiej.

Szczur 1 2 3 4 5 6 Srednia + SD
Parametr
Tmax, [h] 3,00 | 858578899317 |9,17| 6,45+2388
C max. (mg/l) 0,570 |0,34410,59310,120]0,316 (0,076 0,34 £ 0,22

AUCobs.(mg I".h) 7,98 | 846791251 ]424]1,8 | 550+2098
AUC ext.(mg.I".h) 8,00 | 8,47 | 795|254 |428]1,94| 553+297
AUC mod.(mg.I"h) | 6,78 [ 6,30 | 6,84 | 1,94 | 332 (1,24 | 4,40+2,55

MRT obs. 13,48 | 18,37 (12,21 18,33 | 11,42 17,78 | 15,27 + 3,25
MRT ext. 14,00 |18,72[13,32]20,88 (13,85 [ 24,83 | 17,62 + 4,67
MRT mod. 14,82 | 18,28 [14,24|24,01|15,71 | 21,60 | 18,11 + 3,96
12 tazat () 0,200 | 9,17 | 0,225 [ 0,256 0,626 [ 0,214 | 1,78+3,62
t112 faza 2 (h) 941 | 9,45 | 7,01 | 9,95 | 6,24 | 19,22 1021 4,66
t172 faza 3 (h) 158,7 |174,2[184,3|174,9|180,8 | 175,1 | 174,67 + 8,78
V. /F () 1,82 |12,19]0,955| 3,27 | 8,43 | 2,05 | 4,79+ 4,50
Vss /F (1) 742 |12,57| 5,06 | 36,69 | 14,90 | 44,95 | 2027 + 16,51
Vtotal /F (I) 127,5 |225,9 | 118,5 |474,2|275,2 | 667,1 | 314,73 + 215,69
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Tab. 21. Parametry farmakokinetyczne wanadu we krwi szczuréw cukrzycowych po
jednokrotnym podaniu dozotadkowym B w dawce 12,75 mg V / kg masy ciata. Wyniki
analizowano w oparciu o tréjkompartmentowy model liniowy z wchlanianiem zerowego

rzgdu. Obliczenia wykonywano stosujac metode estymacji bayesowskiej.

Szczur 1 2 3 4 56 6 7 | Srednia + SD
Parametr
Tmax h 10,0 | 6,0 { 10,0 | 635 | 6,0 | 10,0 | 8,56 | 8,13+1,95
C max. (mg/l) 0,588 | 0,600 | 0,792 | 0,605 | 0,482 | 0,755 (0,614 | 0,63 +0,11

AUCobs.(mg I".h) | 24,10 23,28 | 34,65 | 28,05 | 27,22 | 33,88 [ 30,25 | 28,78 + 4,43
AUC ext.(mg.I"h) [30,93(29,31[44,03|33,46 | 33,89 | 40,84 | 36,26 | 35,53 +5.29
AUC mod.(mg.1"h) [24,18 19,04 32,66 | 24,71 | 24,00 | 27,25 | 26,33 | 25,45 + 4,11

MRT obs. 23,94 |2327(23,31|23,30 | 24,25 20,74 | 23,83 | 2323 £ 1.16
MRT ext. 72,35 69,23 | 69,65 | 58,92 [ 67,44 | 58,78 | 60,56 | 65,28 + 5,69
MRT mod. 135,6 | 47,87 130,4 | 86,87 | 79,89 | 119,1 | 85,08 | 97,83 + 31,73
112 faza1 (D) 7,39 | 11,16 | 0,495 |0,432 (0,709 | 0,417 | 0,440 3,01 + 4,42
t12 faza 2 (h) 11,84 (35,08 12,31 | 19,80 | 27,07 | 11,41 | 20,50 | 19,72 + 8,91
t12 faza 3 (h) 168,5|171,1 | 167,0|168,9 | 168,8|169,2[170,1 | 169,09 + 1,29
Vv, /F (1) 228 | 2,81 | 2,34 | 2,91 | 3,27 | 2,54 | 2,85 | 2,71 +0,35
Vss /F (I) 945 | 4,57 | 9,14 | 6,98 | 5,45 | 10,55| 6,17 | 7,47 +2.26
Vtotal /F (1) 17,59 | 25,16 ] 17,56 | 20,32 17,25 | 22,57 18,73 | 19,88 + 3,00
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Tab. 22. Parametry farmakokinetyczne wanadu we krwi szczuréw cukrzycowych po

jednokrotnym podaniu dozoladkowym V3 w dawce 12,75 mg V / kg masy ciala. Wyniki

analizowano w oparciu o trojkompartmentowy model liniowy z wchlanianiem zerowego

rzedu. Obliczenia wykonywano stosujac metode estymacji bayesowskie;j.

Szczur 1 2 3 4 5 6 7 | Srednia + SD
Parametr
Tmax, h 7,67 | 1027 | 3,70 | 8,22 | 9,84 | 2,01 | 3,17 | 6,41 +3,38
C max. (mg/l) 0,851 0,585 |0,877]0,498 | 0,535 [2,397]0,636| 0,91 +0,67
AUCobs.(mg I".h) {19,72| 18,62 |23,25]15,38| 20,09 [22,07 23,77 | 20,41 +2,92
AUC ext.(mg.I".h) |26,47 | 23,13 |28,17]20,29 | 24,91 |27,62]30,65| 25,89 + 3,44
AUC mod.(mg.I".h){ 23,76 | 17,69 |22,29]12,75| 19,89 |25,29[25,30| 21,00 + 4,59
MRT obs. 24,53 | 22,24 [20,74|23,49] 20,95 [20,90(23,73 | 22,37 +1,56
MRT ext. 80,09 | 67,34 |59,49(80,35| 64,09 |65,41|72,39| 69,88 + 8,04
MRT mod. 134,1 124,96 | 108,0 | 53,90 | 120,50 | 106,1 | 124,9 [110,35 + 26,78
t12 taza1 (h) 0,545| 2,79 | 9,66 | 7,75 | 4,12 [0,655|0,419| 3,71 +3,72
t172 faza 2 (h) 13,14| 9,70 | 9,66 {56,07] 10,37 |11,03]15,26| 17,89 + 16,96
t172 taza 3 (h) 167,9( 175,7 |168,91179,1| 168,9 |168,0|166,7| 170,74 + 4,71
Vy /F (1) 0,4891 2,20 | 2,07 | 3,07 | 1,87 |0,451| 2,86 | 1,86+1,04
Vss /F (1) 12,93 ] 14,84 | 9,81 | 8,16 | 11,58 | 9,06 | 10,43 | 10,97 +2,32
Vtotal /F (1) 24,06 | 31,38 | 22,51 (42,37 24,01 [20,90 20,34 | 26,51 +7,89
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Tab. 23. Poréwnanie wartosci parametrow farmakokinetycznych badanych zwiazkow:
siarczanu wanadu, B i V3 u szczuréw diabetycznych (D) w stosunku do tych samych

zwigzkow u szczurdw zdrowych (Z)

Grupa B Vs VOSO, BD/ | VsD/ | VOSO.D/
Parametry BZ V,Z | VOSO.Z
Tmax (h) 8,13+1,95 6,41 + 338 6,45+2,88 0,730 0,564 | 0,629
Cmax (mg/l) : 0,63 0,11 0,91 +0,67 0,34+022 | 1,400 | 2,275 | 0,683
AUC obs.(mg.l‘1 .h) 28,78 +4,43 | 20,41 £292 5,50+298 | 2,057 1,562 [ 0,424
AUC ext.(mg.I’ }h) 35,53 +529 | 25,89 +3.44 5,53+297 [1,653] 1,265 | 0,312
AUC mod.(mg.l".h) | 2545+4,11 | 21,00 +4,59 440+£255 1,397 1,124 | 0,317
MRT obs. 2323+1,16 | 22374156 | 1527+325 | 0,841 0,787 | 0,821
MRT ext. 65,28 +5.69 | 69,88+804 | 17,62+4,67 | 0,630 | 0,667 | 0,239
MRT mod. 97,83 +31,73 | 110,35+26,78 | 18,11+396 | 0,612 | 0,636 | 0,135
t12 faza 1 (h) 3,01 £4.42 3,71+£3.72 1,78 +3,62 | 3,202 1,984 | 4,149
ti2 faza 2 (h) 19,72+891 | 17,89+16,96 | 1021+466 | 1,581 | 1,258 | 0,873
ti2 faza 3 (h) 169,09 +1.29 | 170,74 + 4,71 | 174,67 +8,78 | 0,995 | 1,010 0,944
VI/F (1) 2,71+ 0,35 1,86 + 1,04 4,79 +450 | 2,441 1,114 5,987
Vss/T (1) 747+226 | 10,97+232 | 2027+16,51 | 0,347 | 0,468 0,546
Viotal/F (1) 19,88 £3,00 | 26,51 +7,89 | 314,73+215,69 | 0,564 | 0,764 | 3,622

Omowienie wynikow

Maksymalne stezenie po dozoladkowym podaniu szczurom diabetycznym 15,12

mg V/kg w postaci siarczanu wanadu wystepowalo po 6,4 + 2,9 godzinach i wahalo si¢
od 0,076 do 0,593 mg/l.

Maksymalne stezenie po dozoladkowym podaniu szczurom diabetycznym 12,75

mg V/kg w postaci zwigzku B wystepowalo po 8,1 + 1,9 godzinach i wahalo si¢ od 0,482

do 0,792 mg/l.

Maksymalne stezenie po dozoladkowym podaniu szczurom diabetycznym 12,75

mg V/kg w postaci zwiazku V3 wystepowalo po 6,4 + 3,4 godzinach i wahalo sie od 0,498

do 2,397 mg/l.

U badanych szczuréw cukrzycowych przebieg zmian stezenia wanadu we krwi po

osiagnieciu maksimum réwniez okazat sig zgodny z modelem trojkompartmentowym.

Analiza fazy wchlaniania badanych zwiazkow (siarczan wanadu, B i V3) wykazala,

ze procesy te takze sa procesami zerowego rzedu.
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Wzgledna dostgpnos¢ biologiczna zwiazkéw B i V3 u zwierzat diabetycznych w

odniesieniu do zwierzat zdrowych byla rzedu 165 i 125 % odpowiednio, za$ dla siarczanu

wanadu zaledwie 32 %.

Analiza statystyczna wynikow z etapu drugiego i trzeciego

U zwierzat diabetycznych stwierdzono istotne statystycznie obnizenie Tmax po
podaniu siarczanu wanadu i zwiazku V3 (p<0,05).

W grupie zwierzat diabetycznych zaobserwowano wyzsze Cpax (znormalizowane -
zobacz metodyka str. 90) dla zwiazkéw B i V3 w poréwnaniu do siarczanu wanadu, przy
czym statystycznie istotna réznica (p<0,05) wystgpowala tylko dla Vi. W grupie zwierzat
zdrowych brak bylo takiego zrdéznicowania.

Znormalizowane AUC.q u zwierzat diabetycznych bylo statystycznie istotnie
nizsze (p<0,05) dla siarczanu wanadu niz u szczuréw zdrowych. Bylo ono réwniez nizsze
w stosunku do zwierzat (zdrowych i diabetycznych), ktorym podawano zwiazki B lub V3.

Znormalizowane AUCg u szczurow diabetycznych bylo statystycznie istotnie
wyzsze (p<0,05) dla zwiazkéw B i V3, niz u zwierzat zdrowych.

Takie same wnioski statystyczne uzyskano dla parametru AUCnoa we wszystkich
powyzszych przypadkach.

MRT.x u zwierzat diabetycznych bylo statystycznie istotnie nizsze (p<0,05) dla
siarczanu wanadu i zwiazku B, niz u szczuréw zdrowych, ktérym rdéwniez podawano te
zwigzki.

MRTeq u zwierzat diabetycznych bylo statystycznie istotnie nizsze (p<0,05) dla
siarczanu wanadu niz u zwierzat diabetycznych ze zwigzkami B i V.

Podobne wyniki uzyskano dla parametru MR Ty

Ve u zwierzat zdrowych bylo statystycznie istotnie wyzsze (p<0,05) dla zwiazku
V3 niz u zwierzat diabetycznych jak i dla pozostatych zwiazkéw (siarczanu wanadu i B) w
obu grupach zwierzat (diabetycznych i zdrowych).

Dla zwiazku B u zwierzat diabetycznych Vg bylo statystycznie istotnie nizsze

(p<0,05) niz u zwierzat zdrowych z trzema badanymi zwiazkami.

100



Whnioski po trzech pierwszych etapach badan farmakokinetycznych

Analiza zmian stgzenia wanadu we krwi po podaniu dozylnym siarczanu wanadu
wykazala, ze do opisu tych zmian nalezalo zastosowaé trojkompartmentowy, liniowy
model farmakokinetyczny.

Analiza zmian stgzenia wanadu we krwi po podaniu dozoladkowym siarczanu
wanadu jak i zwiazkéw B i V3 pozwolila przyja¢, ze wchianianie tych zwiazkow z
przewodu pokarmowego jest procesem zerowego rzedu.

U szczuréw zdrowych bezwzgledna dostepnos¢ biologiczna siarczanu wanadu
wynosita 16%. Oznacza to, ze wanad podany w tej postaci byl slabo wchlaniany z
przewodu pokarmowego i duza cze$¢ podanej dawki byla wydalana wraz z kalem.

U szczurdw zdrowych wzgledna biodostepno$é wanadu z badanych kompleksow w
stosunku do VOSO4 byla wyzsza i w przypadku zwiazku B wynosila 144 % a dla zwiazku
V3 137 % wartosci VOSO,.

Cukrzyca indukowana u szczurdéw, wplywala w sposob istotny na parametry
farmakokinetyczne (Tmax, Cmax, AUCext 1 AUCod, MRText 1 MRTy0d) Wanadu po podaniu
dozoladkowym zwiazkéw VOSQ,, B lub V3. Siarczan wanadu wchlaniat si¢ szybciej, ale
w mniejszym stopniu niz u zwierzat zdrowych. Zwiazki B i V3 wchlanialy si¢ lepicj niz u
zwierzat zdrowych (wzgledna biodostepnos$¢ w stosunku do zwierzat zdrowych wynosita
165% i 125 % odpowiednio). Zwiazek V3 wchlanial si¢ u szczurdéw diabetycznych szybcicj
niz u szczurdw zdrowych, natomiast w przypadku zwigzku B nic stwierdzono réznic w
czasie wchlaniania.

U zwierzat diabetycznych posta¢c w jakicj byl podany wanad (zwigzek
nicorganiczny — siarczan wanadu lub komplcksy organiczne - zwiazek B i Vi) wplywala
na wartosci nicktérych parametrow farmakokinetycznych (AUCiu i AUCud, MRTeq i
MRT na). Wanad z siarczanu wanadu wchianial si¢ najslabicj i najwolnicj, zas mocniej z
V3 a najsilnicj z B.

Wzgledna dostegpnos¢ biologiczna zwiazkow B i Vi3 u zwicrzat diabetycznych w

stosunku do VOSO; byla wyzsza.
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4.2.4 Farmakokinetyka VOSO; u szczuréw zdrowych w zaleznosci od

medium, w ktérym byt rozpuszczony ten zwigzek

Istotnym Zrodlem wanadu w diecie Francuzéw jest wino. Dlatego postanowiono
przeanalizowaé, ktéry z glownych skladnikow wina moze wplywaé na wchlanianie
wanadu z przewodu pokarmowego. Jako zwiazek modelowy wybrano VOSO,, ktory

rozpuszczono w 4 réznych roztworach (patrz metodyka).

Metodyka

Zdrowe szczury rasy Wistar zostaly podzielone na 4 grupy po 6 sztuk. Zwierzeta
glodzono przez 15 h przed przystapieniem do zasadniczej czgs$ci do§wiadczenia.
Przygotowano roztwory siarczanu wanadu w czterech réznych mediach: w wodzie
destylowanej, w roztworze 13% alkoholu etylowego, w liofilizacie wina czerwonego (2,5 g
liofilizatu rozpuszczone w jednym litrze wody) i w winie odtworzonym (liofilizat wina +
13% roztwér alkoholu). Srednia zawarto$¢ alkoholu we winach wynosi okolo 13% i
dlatego do doswiadczen przyjgto te wartos¢. Liofilizat byl przygotowany z wina AOC
CorbiEres CI-2 we Francji w 1999 roku.

Roztwor siarczanu wanadu podawano w réznych mediach sonda dozoladkowa w
ilodci 10 ml/kg, co odpowiadalo dawce 15,12 mg V/kg masy szczura.

Tuz przed podaniem roztwordw wanadu pobrano z ogona krew do eppendorfow w
sposdb analogiczny jak we wczesniejszych badaniach farmakokinetycznych. Nastepnic
pobierano krew po uplywie 1, 3, 6, 9, 12, 36 i 120 godz. od podania roztwordw. Pomiary
wanadu i obliczenia oraz analize farmakokinetyczng wykonano w sposob analogiczny jak
we wczesniejszych badaniach.

Naturalna zawarto$¢ wanadu w ekstrakcie wina uzytego do badan wynosita 27 pg/l.
Stanowilo to ulamek procenta dawki wanadu podawanego szczurom w postaci VOSOs.

Dlatego wartos¢ te pominigto w dalszych obliczeniach farmakokinetycznych.
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Wyniki
Uzyskane wyniki przedstawiono w ponizszych tabelach 24-28 i rysunkach 58-61.

Tab. 24. Parametry farmakokinetyczne wanadu oznaczone we krwi po jednokrotnym
podaniu dozoladkowym roztworu siarczanu wanadu (15,12 mg V/kg masy ciala szczura) w
wodzie destylowanej. Wyniki analizowano w oparciu o tréjkompartmentowy model

liniowy z wchianianiem zerowego rzedu. Obliczenia wykonywano stosujac metode

estymacji bayesowskiej.

Szczur | 1 2 3 4 5 6 Mean + SD
Parametr
Dawka (mg) 3,795 | 3,432 | 3,644 | 3,750 | 3,810 | 3,977 | 3,700+0,219
Tmax (h) 6,0 4,18 9,0 11,0 6,0 7,0 7,1942.43
Crnax (mg/1) 1,10 1,18 1,48 1,01 1,19 1,173 |1,172+0,0174

AUCas (mgWl) | 20,24 | 19,66 | 30,00 | 24,50 | 21,900 | 22,70 | 23,16+3,77
AUCex (mghVl) | 2927 | 42,99 | 3520 | 30,60 | 30,10 | 34,00 | 33,70+5,11
AUCmoa (mg b/1) | 25,83 | 40,31 | 28,10 | 25,60 | 25,60 | 31,60 | 29,50+5,78

CL/F (I/h) 0,147 | 0,0851 | 0,129 | 0,147 | 0,148 | 0,126 | 0,130+0,024
MRT s (h) 23,1 | 305 | 187 | 21,7 220 | 26,5 23,7+4,15
MRTex (h) 91,1 206 58,5 65,2 84,8 98.0 100,0+54,0
MRT moa (h) 144 275 | 88,4 | 99,8 135 148 148,0+67,0
Ly faza 1 (h) 0,454 | 0335 | 1,23 | 0,529 | 0,277 | 0,730 | 0,590+0,350
tys fara 2 () 7,72 | 534 | 122 | 13,3 10,5 9,04 9.68+2,94

t vitua3 (h) 168 245 197 168 176 166 186+31,0
Vi/F (1) 0,766 | 0,885 | 0,685 | 0,396 | 0,358 | 0,897 | 0,665+0,223
Vo/F (1) 2,08 | 1,45 | 1,31 | 225 2,75 1,93 1,96%0,53
Vi/F (1) 179 | 209 | 885 | 11,2 16,5 15,4 15,1+4,42
VJF () 208 | 232 | 10,8 | 13,8 19,6 18,2 17,7+4,61
Veakowit/F (1) 35,7 | 30,1 | 36,8 | 35,5 37,7 30,2 34,3+3,33
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Tab. 25. Parametry farmakokinetyczne wanadu oznaczone we krwi po jednokrotnym
podaniu dozotadkowym roztworu siarczanu wanadu (15,12 mg V/kg masy ciala szczura) w
wodnym  roztworze liofilizatu  wina. Wyniki analizowano w oparciu o
trojkompartmentowy model liniowy z wchlanianiem zerowego  rzedu. Obliczenia

wykonywano stosujac metodg estymacji bayesowskie;.

Szczur 1 2 3 4 5 6 Mean + SD
Parametr
Dawka (mg) 4,264 | 4914 | 4309 | 4,415 | 4218 | 4,415 | 4424025
Tmax (h) 846 | 899 | 115 | 838 12,0 11,5 | 102+1,70
Crnax (mg/1) 0,834 | 1,413 | 1,289 | 0,577 | 0,852 | 0,604 |0,928+0,349

AUCas (mgh/l) | 1984 | 30,10 | 48,15 | 15,83 | 28,26 | 20,78 |27,16+11,60

AUCea (mgh/l) | 2646 | 69,66 | 67,37 | 23,25 | 41,42 | 32,95 |38,51+16,60

AUCroa (mgh/l) | 2177 | 57,19 | 50,74 | 21,71 | 34,34 | 28,17 |35,65+15,00

CL/F (Vh) 0,196 | 0,0859 | 0,049 | 0203 | 0,123 | 0,156 |0,144+0,052
MRT s (h) 219 | 21,8 | 250 33,6 26,9 292 26,4+4.5
MRTex (h) 82,0 384 86,3 70,5 95,7 109 1384121
MR Ty (h) 132 456 166 103 166 171 2074125
ty;fara1 (h) 0,206 | 0,231 | 0,643 1,90 0,864 | 0,357 | 0,70+0,64
t v fara 2 () 8,84 4,26 14,3 10,1 12,5 10,7 10,143,45
t v a3 (h) 181 456 166 103 166 171 2074125
Vi/F (1) 0,529 | 0,422 | 0,465 | 2,76 0,836 | 0,719 |0,87610,931
Vo/F (1) 3,23 1,17 224 | 0,145 2,69 439 | 2,3141,50
V3/F (I) 21,3 40,5 9,83 21,8 15,4 21,9 | 21,8+10,3
VJF (1) 25,1 42,1 12,5 24,7 18,9 27,0 | 25,149,90
leko“ilc/F (]) 5],3 56,6 20,4 30,3 29,5 38’7 37,8i‘13,9
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Tab. 26. Parametry farmakokinetyczne wanadu oznaczone we krwi po jednokrotnym
podaniu dozoladkowym roztworu siarczanu wanadu (15,12 mg V/kg masy ciata szczura) w
winie odtworzonym. Wyniki analizowano w oparciu o trdjkompartmentowy model

liniowy z wchianianiem zerowego rz¢du. Obliczenia wykonywano stosujac metode

estymacji bayesowskiej.

Szczur 1 2 3 4 5 6 Mean + SD
Parametr
Dawka (mg) 4,475 | 4,551 | 4,249 | 4,687 | 4,612 | 4460 | 4,5140,168
Tmax (h) 7,0 6,0 11,5 | 62 6,0 9,0 7,3442,36
Cruax (mg/T) 1,73 | 1,786 | 1,836 | 1,50 | 1,526 | 1,156 | 1,65740,153

AUCqbs (mgh/l) | 61,48 | 44,88 | 63,05 | 32,48 | 41,05 | 23,53 48,6+13,3
AUCea (mgh/l) | 80,23 | 70,80 | 86,83 | 48,73 | 56,13 | 27,88 68,5+16,0
AUCmoa (mg 1) | 61,98 | 6491 | 7284 | 440 | 49,10 | 21,36 58,5+11,8

CL/F (Vh) 0,0722| 0,0701 |0,0583| 0,106 | 0,0939 [ 0,209 | 0,0801+0,019
MR Tqs (h) 28,0 | 296 | 282 | 264 | 265 16,4 27,74+1,33
MRTex (h) 78,1 107 | 86,6 | 100 76,4 53,1 89,6%13,5
MR Timod (h) 87,0 164 128 154 122 90,2 131+30,0

ty; a1 (h) 0,701 | 0,330 | 0,589 | 0,233 | 0,369 | 4,08 | 0,44440,194
t 14 fa 2 (h) 23,0 10,3 16,5 | 9,49 9,88 7,15 13,83+5,87
t v fwa 3 (h) 168 167 167 172 147 174 164,249.8
V,/F (1) 0,919 | 0,550 | 0,410 | 0,416 | 1,43 2,17 | 0,747+0,435
Vo/F (1) 1,93 | 1,85 1,62 | 2,38 1,15 | 0,172 | 1,786%0,449
V3/F (1) 3,17 | 892 | 514 | 13,3 8,64 15,5 7,83+3,89
V/F (1) 6,02 113 | 717 16,1 11,2 17,9 10,36+3,98
Veatkonit/F (1) 17,5 | 16,9 | 14,1 | 26,5 19,9 52,5 18,98+4 68
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Tab. 27. Parametry farmakokinetyczne wanadu oznaczone we krwi po jednokrotnym
podaniu dozoladkowym roztworu siarczanu wanadu (15,12 mg V/kg masy ciata szczura)
rozpuszczonego w 13% roztworze alkoholu. Wyniki analizowano w oparciu o
trojkompartmentowy model liniowy z wchlanianiem zerowego  rzedu. Obliczenia

wykonywano stosujac metodg estymacji bayesowskiej.

Szczur 1 2 3 4 5 6 Mean + SD
Parametr
Dawka (mg) 3,549 | 3,780 | 3,735 | 3,689 3,946 |3,74440,144
Tmax (h) 10,0 8,0 8,0 5,15 10,0 | 8,23+1,99
Crnax (mg/l) 1,26 1,42 1,58 2,02 1,44 1,54+0,29
AUCqs (mg 1) | 46,54 | 22,55 | 52,64 | 31,62 37,49 | 38,4+122
AUCeqa (mg 1) | 5560 | 28,64 | 62,25 | 36,26 4895 | 46,3+18,9
AUCmoa (mgh/l) | 4207 | 25,86 | 44,90 | 29,62 41,43 36,8+8,5
CL/F (/h) 0,0843 | 0,146 |0,0832| 0,124 0,0952 |0,106+0,027
MRT s (h) 25,17 | 19,95 | 26,92 | 18,84 24,03 23,0+3,4
MRT e (h) 60,96 | 68,59 | 65,15 | 48,04 83,61 | 65,3129
MR T oa (h) 79,07 102 | 50,10 | 58,48 123,7 | 82,7430,5
tv; fuea 1 () 3,39 | 0,767 | 0,369 | 2,69 0,523 | 1,55%1,39
tv; fiva 2 (h) 17,64 | 10,73 | 21,32 | 1821 14,21 16,4441
t v fuza 3 () 169,7 | 172,6 | 1903 | 171,4 193,1 179411
Vy/E (1) 1,92 | 0,511 | 0435 | 1,12 0,400 |0,87740,652
Vo/F (1) 0,573 | 1,556 | 2,05 1,36 1,95 1,50+0,59
V3/F (1) 3,75 | 12,25 | 1,344 | 4,48 8,95 6,15+4,38
VJF (1) 6,25 | 14,32 | 3,83 6,96 11,30 | 8,53+4,21
V catkonitd F (1) 20,6 | 36,40 | 22,83 | 30,80 26,50 | 27,446,33

106



Tab. 28. Parametry farmakokinetyczne wanadu oznaczone we krwi po jednokrotnym
podaniu  dozoladkowym siarczanu wanadu (15,12 mg V/kg masy ciala szczura)
rozpuszczonego w  roznych mediach. Wyniki analizowano w oparciu o
trojkompartmentowy model liniowy z wchianianiem zerowego  rzedu. Obliczenia

wykonywano stosujac metodg estymacji bayesowskie;j.

Woda Alkohol Liofilizat wina | Wino odtworzone
Parametr sred+SD CvV Sred+SD Cv §red+SD CvV $red+SD Cv
n=6 % n=5 % n=6 % n=6 %

Dawka (mg) 3,700£0,219 | 59 |[3,74410,144| 3,8 4,4240,25 57 | 4,5140,168 | 3,7

Tmax (h) 7,19+2,43% | 34,0 | 8,23+1,99 | 24,0 | 10,2+1,70 | 16,7 | 7,34:236" | 32,0
*ab

Coax (mg/1) 1,172+0,0174 | 14,8 | 1,54+0,29° | 18,7 | 0,928+0,349 | 37,6 |1,657+0,153%| 9,1
*cd

AUCos (mg /1) [ 23,16+3,77 | 16,3 | 38,4+12,2 | 31,8 | 27,16+11,60 | 42,7 | 48,6+133 | 27,4

AUCq (mgh/l) | 33,70+5,11 | 15,2 | 46,3+18,9 | 30,0 | 38,51+16,60 | 43,3 | 68,5+16,0 | 23,3

AUCp0q (mg 29,50+5,78 | 19,9 | 36,8+8,5 | 23,0 | 35,65+15,00 | 42,3 | 58,5+11,8 | 20,2
h/1)

CL/F (Vh) 0,130+0,024 | 18,6 [0,10610,027| 26,0 | 0,144+0,052 | 37,0 0,08010,019 8,0
MRT, (h) 23,7¢4,15 | 17,5 | 23,0434 | 150 | 26,4445 | 17,2 | 27,74+1,33 | 4,8
MRT,, (h) 100,0+£54,0 | 53,4 | 653+12,9 | 19,7 | 138121 16,4 | 89,6%13,5 | 150
MRT,oq () 148,0+67,0 | 44,9 | 82,7430,5 | 36,8 | 207+125 143 | 131430,0 | 23,0
Ustoa1 (h) 0,590+0,350 | 59,0 | 1,55+1,39 | 89,6 | 0,7040,64 | 91,5 | 0,44440,194 | 43,6
U2 () 9,68£2,94 | 30,3 | 16,444,1 | 24,7 | 10,143,45 | 34,0 | 13,831587 | 42,5
s faza 3 () 186+31,0 | 16,5 179411 6,3 2074125 19,7 | 164,249,8 | 6,0
V,/F () 0,665+0,223 | 35,5 |0,877+0,652| 74,4 | 0,87610,931 | 27,5 | 0,74740,435 | 58,2
Vo/F (1) 1,96+0,53 | 27,0 | 1,5040,59 | 39,2 | 2,31+1,50 | 43,0 | 1,7860,449 | 25,1
VT (1) 15,1¢4,42 | 29,3 | 6,1544,38 | 71,2 | 21,8£10,3 | 29,0 | 7,8343,89 | 49,7
VJE () 17,7£4,61 | 26,1 | 8,53+4,21 | 49,4 | 25,139,90 | 27,0 | 10,36+3,98 | 38,5
VeakomitF (1) 343+333 | 9,7 | 27,446,33 | 23,1 | 37,8+13,9 | 36,7 | 18,98+4,68 | 24,6
* p<0,05

a, b, ¢, d grupy pomiedzy ktdrymi istnialy réznice statystycznie istotne
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Rys. 58. Zmiany stgzenia wanadu we krwi poszczegodlnych szczuréw po podaniu siarczanu

wanadu (15,12 mg V/kg masy ciala) rozpuszczonego w alkoholu
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czas [h]

Rys. 59. Zmiany stezenia wanadu we krwi poszczegdlnych szczuréw po podaniu siarczanu
wanadu (15,12 mg V/kg masy ciala) rozpuszczonego w wodzie destylowancj
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Rys. 60. Zmiany stezenia wanadu we krwi poszczegélnych szczuréw po podaniu siarczanu

wanadu (15,12 mg V/kg masy ciala) rozpuszczonego w liofilizacie wina

20t
mg Vi

czas [h]

Rys. 61. Zmiany stezenia wanadu we krwi poszczegdlnych szczuréw po podaniu siarczanu

wanadu (15,12 mg V/kg masy ciala) rozpuszczonego winic odtworzonym
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Omowienie wynikow

AUCex W grupie zwierzat, ktére dostawaly siarczan wanadu rozpuszczony w winie
odtworzonym bylo znacznie wyzsze niz w pozostalych grupach, jednak statystycznie
istotnie podwyzszone wystgpowato jedynie w stosunku do wodnego roztworu siarczanu
wanadu.

W grupie zwierzat, ktorym podawano VOSO4 rozpuszczony w wodnym roztworze
liofilizatu wina obserwowano statystycznie istotne obnizenie (p<0,05) Cmax W stosunku do
grup z alkoholem i winem odtworzonym.

W tej samej grupie zwierzat, ktérym podawano liofilizat wina obserwowano

nieistotne statystycznie podwyzszenie Tmax W stosunku do pozostalych grup zwierzat.

Whioski

Jak wida¢ z uzyskanych wynikow istnieja réznice w absorpcji wanadu z VOSO,
podanego dozoladkowo, w zaleznosci od tego w jakim medium rozpuszczony byt ten
zwigzek. Alkohol wraz ze sktadnikami pochodzacymi z liofilizatu wina (wino odtworzone)
zwigkszal wchianianie wanadu, podczas gdy sam alkohol mial duzo slabsze dzialanie,
natomiast woda i wodny roztwor liofilizatu praktycznie nie wplywaly na absorpcjg

wanadu.

Dyskusja badan farmakokinetycznych (etap I-1V)

Dla pehiejszej oceny aktywno$ci komplekséw wanadu niezbedne bylo poznanie
jego famakokinetyki.

Prace Patterson (1986) i Setyawati (1998), w ktorych podawano zwiazki wanadu
zawierajece **V wykazaly wielokompartmentowa farmakokinetyke tego pierwiastka.

Potwierdzily to takze obserwacje wlasne przedstawione powyzej. Niezaleznie od
drogi podania (dozylnie czy tez dozoladkowo) farmakokinetyke wanadu najlepiej opisywat

model tréjkomparmentowy.
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W przeprowadzonym eksperymencie z badanymi zwiazkami wanadu stwierdzono,
ze okres pottrwania procesu eliminacji wanadu po podaniu tych zwiazkéw wynosit okolo 8
dni, co jest zgodne z pracami Patterson i wspol. (1986), Setyawati i wspol. (1998).
Wykazali oni, ze okres péitrwania procesu eliminacji wanadu z tkanek miekkich wahat sie
pomigdzy 1 a 10 dni, natomiast z kosci byt dtuzszy i wynosit 14 dni.

Podobne dane uzyskano w pracach przeprowadzonych z preparatami bizmutu
[Koch i wspdt. 1996] i preparatami platyny Cupissol i wspdtl. 1996].

Wartosci biodostgpnosci wanadu przedstawione w niniejszej pracy, a uzyskane po
doustnym podaniu siarczanu wanadu szczurom zdrowym wynosily okolo 16 %. Inni
autorzy badajacy biodostepnos¢ wanadu z rdéznych zwiazkéow (gldownie VOSO,,
ortowanadan sodowy) po podaniu doustnym wykazali, iz wynosita ona okolo 5% [French i
wspot. 1993, al-Bayati i wspol. 1991, Conclin i wspol. 1982], w granicach 20% [Setyawati
i wspol. 1998, Wiegmann i wspdl. 1982] czy tez wigcej niz 30% [Bodgen i wspoth 1982].

Niewiele jest natomiast prac poréwnujacych farmakokinetyke wanadu w zaleznosci
od budowy zwigzku, w ktorym on wystgpowal i jak =zmieniaja si¢ parametry
farmakokinetyczne tego pierwiastka u zwierzat cukrzycowych. Jedynie Hiroyuki i wspél.
(2000) wykazali, ze istnieja roznice we wchianianiu wanadu ze zwiazkoéw kompleksowych
w zalezmo$ci od tego w jakim polaczeniu byt on podany.

Wyniki te zostaly potwierdzone w niniejszej pracy. W przypadku szczurow
zdrowych oba testowane zwiazki organiczne B i Vi wykazaly wyzsza biodostgpnosc
(144% i 137% odpowiednio) niz siarczanu wanadu.

W cukrzycy do$wiadczalnej wchianianie obu zwiazkéw (B i V3) ulegalo nasileniu
w stosunku do zwierzat zdrowych (165 % i 125 %) za$ w przypadku siarczanu wanadu
oslabieniu (32 %).

Przebadano takze wplyw alkoholu i substancji znajdujacych si¢ w winie na
przyswajanie wanadu z siarczanu wanadu. Wiadomo, ze alkohol wchodzi w interakcje z
réznymi substancjami podczas podawania preparatow medycznych czgsto wzmacniajac ich
dzialanie [za Wojcik-Jawien, 1998]. W przeprowadzonym eksperymencie wykazano, zc
Temax ulegal wydluizeniu w grupie zwierzat, ktérym podawano wodny roztwor liofilizatu
wina, natomiast uzyskano wyzsze stgzenia wanadu (Ciax) we krwi badanych szczuréw w
grupach z alkoholem i winem odtworzonym. Jednak efektywnos¢ wchlaniania wanadu
(wyrazona parametrem AUCc«) byla najwigksza w grupie zwierzat, ktérym podawano
wino odtworzone. Obserwowane efekty mozna powiazaé ze znanym faktem nasilenia

ukrwienia w przewodzie pokarmowym pod wplywem alkoholu. Dodatkowo mozliwe jest,
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ze alkohol wraz ze skladnikami wystepujacymi w lifilizacie wplywa na przyswajanie

wanadu z przewodu pokarmowego.

Whioski z badan farmakokinetycznych (etapy 1-1V)

1

2)

3)

4)

5)

Przebieg zmian stezenia wanadu we krwi szczuré6w po podaniu badanych
zwiazkéw (VOSQ4, B i V3) zardbwno zwierzetom zdrowym jak i diabetycznym
mozna najlepiej opisaé modelem trojkompartmentowym. Model ten wyréznia w
organizmie trzy przestrzenie: krew, tkanki migkkie i tkanki twarde, pomiedzy
ktorymi nastepuje wymiana wanadu.

Proces wchianiania badanych zwiazkéw wanadu (VOSO4, B i V3) z przewodu
pokarmowego okazal si¢ we wszystkich przypadkach procesem zerowego rzedu
(tzn. ze szybko$¢ wchianiania byla stata).

Po podaniu dozoladkowym badanych zwiazkéw czas uzyskania maksymalnego
stezenia wanadu we krwi (Tmax) byl dluzszy u szczuréw zdrowych (okolo 10 h) niz
u cukrzycowych. U tych ostatnich ulegal skroceniu do okoto 8 h dla zwazku B i do
okolo 6 hdla VOSO4i V3.

Z poréwnania stezen wanadu we krwi szczuréw zdrowych po podaniu VOSO,
(dozylnym i dozolagdkowym) okreslono biodostgpnos¢ wanadu z tego zwiazku i
wynosita ona okolo 16 %.

Biodostgpno$¢ wanadu zalezala od rodzaju podawanego zwiazku. U
szczuréw zdrowych byla ona wyraznie (cho¢ nieistotnie) wyzsza w przypadku
organicznych zwiazkéw kompleksowych. Natomiast u szczuréw cukrzycowych w
stosunku do szczuréw zdrowych wzglegdna biodostgpnosé organicznych
komplekséw wanadu B i V3 wzrastala do okolo 165 % i 125 % odpowiednio, a
malata dla VOSO4 do 32 %.

Znaczacym zrédiem wanadu w diecie Francuzow jest wino. Przebadano parametry
farmakokinetyczne wchlaniania wanadu z VOSO. rozpuszczonego w czterech
réznych mediach tzn. w: 13 % alkoholu, wodzie, w wodnym roztworze liofilizatu
wina oraz w winie odtworzonym (lifilizat rozpuszczony w 13 % alkoholu).
Wykazano, iz wanad byl lepiej wchlaniany z roztworéw alkoholowych niz

wodnych, a najlepiej z wina odtworzonego.



4.3 Wanad w wybranych produktach spozywczych

4.3.1 Zawarto$¢ wanadu w wybranych winach z Francji (region Languedoc i
Bordeaux) i Kalifornii.

Wyniki tych badan zostaly opublikowane w 1998 (Teissédre, Kro$niak, Portet i

wspdt. 1998). Ponizej przedstawiono jedynie najwazniejsze fragmenty tej pracy.

W kraju takim jak Francja, zwlaszcza w potudniowych jego regionach, wino jest
napojem towarzyszacym codziennym positkom. Z tego tez wzgledu postanowiono zbadaé
jaka jest zawarto§¢ wanadu w wybranych winach francuskich. Uzyskane wyniki

porownano 2z danymi otrzymanymi w rownolegle prowadzonych analizach win
kalifornijskich.

Material
Do badan wybrano 1acznie 68 probek wina biatego i czerwonego z Francji z
regiondw Bordeaux i Languedoc oraz z Kalifornii z lat 1982-1994. Ponadto przebadano

winogrona pochodzace z 12 odmian winorosli uprawianych na potudniu Francji.

Metodyka

Probki wina (20 pl) nastrzykiwano bezposrednio do wnetrza pirolitycznej kuwety
grafitowej spektrometru absorpcji atomowej Varian 1275 z deutcrowska korckeja tla,
wyposazonego w modut GTA-95. Do prébki dodawano HNO;3 (5 pl) o stezeniu 4% v/v
jako modyfikatora. Kazda probka byla nastrzykiwana trzykrotnie przy pomocy
autosamlera.

Probki winogron (20 g) zalewano 25 ml HNOs;, 3 ml H,O, i 5 ml HCIO; i
przenoszono w specjalnym naczyniu do urzadzenia mikrofalowego w celu mineralizacji.
Po mineralizacji roztwér uzupekiano woda dejonizowana (18,2 mQ) do objetosci 50 ml.
Tak przygotowane probki byly przeznaczone do oznaczen metoda AAS z zastosowanicm
takiego samego programu temperatura czas jak dla probek wina.

W celu optymalizacji metody analizy zawartosci wanadu w probkach win i

winogron opracowano specjalny program pracy aparatu, przedstawiony ponizej (Tab. 29).
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Tab. 29. Parametry (temperatura, czas) zastosowane podczas analizy wanadu w winie i
winogronach metoda AAS

Etap Temperatura Czas Przeplyw azotu
[*C] [s] [mL/min]
nastrzykiwanie 75 10 3,0
odparowanie 90 10 3,0
spopielanie 110 10 3,0
300 90 3,0
1000 30 3,0
1000 5 0
atomizacja 2750 1,1 0
2750 2 0
czyszczenie 2750 2 3,0

Dlugo$¢ fali 318,5 nm, natezenie pradu w lampie 7 mA, szczelina 0,5 nm, gaz azot
0 czystosci 99,99%

Krzywa wzorcowa oparto na wzorcach 0, 25, 50,100 pg/l zrobionych z roztworu
wzorcowego wanadu firmy Merck o stezeniu 1,000+0,002 g/l. W razie koniecznosci

probki wina byly rozcienczane woda dejonizowana.
Wyniki i ich omowienie

Uzyskane wyniki zestawiono na ponizszych rysunkach (Rys. 62-64)

120

pg/l 1%

Bordeaux Languedoc Kalifornia

@ czerwone { biate @ catosc

Rys. 62. Srednia zawarto$¢ wanadu w wybranych winach francuskich kalifornijskich
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stezenie wanadu [ug/1]

20

15

10
N

% probek 25

Rys. 63. Procentowy udzial probek w poszczegdlnych przedzialach stezen wanadu w

badanych winach

Rys. 64. Zawartos¢ wanadu w winogronach bialych (a) i czerwonych (b)
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Zawartos¢ wanadu w badanych winach miescila sie w szerokim zakresie stezen (4 —
447 pg/l). 80% badanych probek zawierato 0-70,0 ug V/1 za§ 20% powyzej 70 ug V/I (Rys.
63).

Region, z ktérego pochodzily wina decydowat goéwnie o zawartoéci wanadu w
winie (Rys. 62). Wina z regionu Languedoc zawieraly $rednio 2,6 razy wiecej wanadu niz
wina z regionu Bordeaux (odpowiednio 77,3+20,9 pg/l i 30,2+7,4 pg/l, p<0,05). Srednie
stgzenie wanadu w winach z Kalifornii wynosito 52,4+11,3pg/l bylo okolo 1,7 razy wyzsze
niz w winach z Bordeaux.

Wplyw rodzaju wina (biale czy czerwone) na zawartoé¢ w nim wanadu jest
niejasny, poniewaz w czerwonych winach z Bordeaux $rednia zawarto$é wanadu byla
okolo dwukrotnie nizsza, niz w bialych winach, podczas gdy w winach z Languedoc
réznice te byly nieistotne statystycznie. W winach kalifornijskich zaobserwowano
odwrotne zjawisko, poniewaz wina czerwone zawieraly $rednio ponad 2,5 raza wiecej
wanadu niz wina biale.

Biorac jednak pod uwage wszystkie badane wina (bez podzialu na regiony) i
poréwnujac w nich zawartosci wanadu uzyskane dla poszczegdlnych win bialych i
czerwonych, daje si¢ jednak zauwazy¢ pewien trend. Wina czerwone byly nieco bogatsze
w wanad niz wina biale. Zawarto$¢ wanadu w winach biatych wahala sie od 6 do 228 pg/l,
a w czerwonych od 4 do 447 pg/l. Ponadto 12% probek wina bialego i 18 % wina
czerwonego charakteryzowalo sie stezeniem wanadu powyzej 90 pg/l.

Aby stwierdzi¢ czy stezenie wanadu w winie jest zalezne od zawartosci tego
pierwiastka w winogronach poréwnano te materialy (Rys. 64). Oznaczona zawartos¢
wanadu w winogronach wynosita od 2,0 do 17,0 pg/kg, natomiast w winach byla
przewaznie o rzad wielkosci wyzsza.

Sok uzyty do produkcji wina stanowi ok. 80% masy winogron. Prawdopodobnic
wigc niektore wina sa wzbogacane w wanad w toku ich produkcji. Na konicowe st¢zenic
wanadu w winie wplywa wiec nie tylko odmiana winorosli i zawartos¢ wanadu w glebie
ale réwniez sposob jego produkcji (urzadzenia ze stali zawierajacej wanad, metody
filtracji, pigmenty zawierajace wanad, zastosowane do barwienia szkia butelkowego) oraz
czas lezakowania wina.

Dokladne wyjasnienie pochodzenia wanadu w winach wymaga dalszych badan.
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W zestawionych powyzej badaniach st¢zenie wanadu w probkach win bylo wyzsze
niz w wynikach podanych przez Davidescu (1978) 0,2-0,7 pg/L, lecz podobne do badan
Interesse i wspol. (1984) 10-200 pg/L.

We Francji spozycie wina spadio z 305 ml/dzien (Darret i wsp6t. 1986) do 180
ml/dzien (Boulet i wspdl. 1995). Byrne i wspol. 1991 ocenili, ze obecnie statystyczny
dorosly Francuz pobiera z wina Srednio okolo 11 pg V/dzien. Dla mieszkancéw innych
panstw ksztaltuje si¢ to nastepujaco: Hiszpania 11,8 pg V/dzien, potudniowe stany USA
15,5 pg V/dzien, Wlochy 17,7 pg V/dzien, zachodnie stany USA 25,5 pg V/dzien.

4.3.2 Zawartosé wanadu w probkach oliwy z oliwek dostepnych w handlu na
potudniu Francji

Z danych w piSmiennictwie wynika, ze tluszcze ro$linne zawieraja stosunkowo
duze ilosci wanadu [Kabata-Pendias i wspol 1999].

Celem tych badan byla wigc proba oceny zawartosci wanadu w prébkach oliwy z
oliwek dostepnych w handlu na potudniu Francji.

Wyniki tych badafh zostaly opublikowane w 2000 r. (Krosniak i wsp6t). Ponizej

przedstawiono jedynie niektore dane.

Material

Material do badan stanowily probki 13 réznych rodzajow olejow z oliwek
dostepnych w handlu na potudniu Francji. Na rys. 65 podano stgzenie wanadu w

poszczegblnych rodzajach olejow zakodowanych symbolami A-L.

Metodyka — optymalizacja procedury mineralizacji olejéw

W pracy tej opracowano nowa metodg oznaczania wanadu w olejach jadalnych.
Trudnosci analityczne polegaja na przygotowaniu probek do analizy. W pracy tej
zastgpiono klopotliwy wstgpny etap mineralizacji probek olejow, mineralizacja

bezposrednio we wnetrzu kuwety grafitowe;.
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Oleje nie rozpuszczaja sic w wodzie i maja duza lepkosé, tak ze $cisle odmierzenie
objetosci rzedu pl przy pomocy autosamplera jest wrecz niemozliwe z powoddw
pozostawania na koficoéwce resztek oleju.

W pracy tej probki oliwy z oliwek rozpuszczano w chloroformie w stosunku
objetosciowym 1:4, tuz przed wykonaniem pomiaréw. Nastgpnie nastrzykiwano je do
wnetrza kuwety grafitowej aparatu AAS firmy Varian 1275 z deuterowska korekcja tla,
wyposazonego w modut GTA-95 przy pomocy autosamplera. Potem dostrzykiwano
modyfikator (5% HNO; — 5ul ).

Krzywa wzorcowa zostala sporzadzona metoda dodatkéw wzorca, ktory byl
podawany we wzrastajacym stezeniu 20,50,100 pg/l. Wczesniej opracowano specjalny
program (temperatura czas) pracy aparatu pozwalajacy na mineralizacje oliwy

bezposrednio w kuwecie grafitowej (Tab. 30).

Tab. 30. Parametry (temperatura, czas) zastosowane podczas analizy wanadu metoda AAS

w probkach oliwy z oliwek.
etap czas temperatura Gaz azot
[s] [’Cl [Vmin]
nastrzykiwanie 1 100 3.0
odparowanie 30 120 3.0
30 160 3.0
99 210 3.0
spopielanie 30 800 3.0
30 1800 3.0
10 1800 3.0
10 40 0.0
atomizacja 1.1 2750 0.0
2 2750 0.0
2 2750 1.5
czyszczenie 15 100 3.0

Dlugo$é fali 318,5 nm, natezenie pradu lampy 7 mA, szczelina 0,5 nm, gaz azot o

czystosci 99,99%

Zastosowany w tej pracy proces mineralizacji w pelni spehiat zalozenia. Uzyskano
zadawalajaca powtarzalnos¢ wynikéw (%RSD 1-8,3 dla poszczegélnych probek) i
wyznaczono limit detekcji 0,33 pg/l dla n=10. Czas samego oznaczenia w aparacie AAS
ulegt 3 krotnemu wydhuzeniu w stosunku do oznaczania gotowych mineralizatow, jednak
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laczny czas poswigcony od przygotowania probki do momentu oznaczenia ulegt 2-3
krotnemu skréceniu, poniewaz wyeliminowano pracochlonny i czasochlonny etap

wstegpnej mineralizacji oleju.
Wyniki analizy zawartosci wanadu w oliwie 7 oliwek

Na rys 65 przedstawiono wyniki oznaczen stezenia wanadu w poszczegdinych

probkach oliwy z oliwek, pochodzacych od réznych producentow.

= probka
B Srednia

A BCDTETFGHI I J KLU
kod prébki

Rys. 65. Stezenie wanadu w réznych rodzajach oliwy z oliwek (poszczegdlne rodzaje

olejow zakodowano symbolami A-L zaleznie od producenta)

Zawarto$é¢ wanadu w badanych rodzajach oliwy z oliwek byla bardzo zréznicowana
i wahala si¢ w przedziale od kilkunastu do 180 pg/l. Tak szeroki zakres stezen wanadu
moze sugerowaé, ze zawartos¢ wanadu w olejach zalezy nie tylko od odmiany oliwek i
terenu z ktorego one pochodza ale rowniez od procesow technologicznych, ktore moga

wzbogacac koncowy produkt. Wyjasnienie tego zjawiska wymaga dalszych badan.

119



4.3.3 Wanad w réznych napojach dostepnych na rynku polskim

W badaniach diet Polakoéw okresla si¢ udzial poszczegdlnych skladnikow w
dziennej racji pokarmowej. Bada si¢ miedzy innymi poziomy wielu niezbgdnych oraz
toksycznych pierwiastkow. Przewaznie pomija si¢ w nich wanad jako pierwiastek
ultragladowy, trudny do analizy. W dostgpnym piSmiennictwie nie spotkano tego typu
polskich prac.

Praca niniejsza jest proba wstepnej oceny w jakim stopniu napoje dostgpne na
rynku krakowskim sa zasobne w wanad.

Wyniki tych badan byly przedstawiane na konferencji naukowej w 1998 (Krosniak

i wspot.). Ponizej zamieszczono fragmenty tej pracy.

Material:

Materialem do badan byly wybrane losowo probki réznych napojow dostepnych w
handlu w Krakowie. Nalezaly do nich soki i napoje owocowe, piwa, wina oraz wody

mineralne.

Metodyka

Do oznaczen wanadu zastosowano metode GF AAS. Wykorzystano do tego celu
aparat firmy Perkin Elmer typ 5100 ZL. Zawartos¢ wanadu w prdbkach napojow
wyliczano w oparciu o krzywa kalibracyjna wykonang na wzorcach: 0, 25, 50, 100 pg/l
firmy Merck.

Jako modyfikatora uzywano 5% roztwér HNO;. Probki byly bezposrednio
nastrzykiwane do wnetrza kuwety, bez wstgpnego przygotowania.

W celu optymalizacji metody analizy opracowano specjalny program (temperatura
- czas) pracy aparatu (Tab. 31).



Tab. 31. Parametry (temperatura, czas) zastosowane podczas analizy wanadu metoda AAS

w probkach napojow.
Czas Czas Przeplyw
Etap Temp. [°C] narastania | utrzymywani gazu Rodzaj gazu
temperatury | a temperatury [ml/min]

1 120 30 10 250 Argon

2 450 30 10 250 Powietrze
3 450 1 1 250 Argon

4 800 10 25 250 Argon

5 1200 10 20 250 Argon
6 1450 10 20 250 Argon
7 2550 0 5 0 Pomiar
8 2400 1 1 250 Argon
9 95 10 1 250 Argon

Temperatura nastrzykiwania 95 °C

Wyniki i ich omowienie

Wyniki zawartosci wanadu w badanych napojach zestawiono w ponizszych

tabelach 32-34. Napoje uszeregowano wedlug wzrastajacych stezen wanadu, zas$ soki

owocowo — warzywne dodatkowo pogrupowano jeszcze w zaleznosci od rodzaju

producenta.

Tab. 32. Zawarto$¢ wanadu w wodach mineralnych

Nazwa Stezenie wanadu | %RSD
g/l

Muszynianka 0,5 6,3

Zuber 1,6 2,3

Jan 2,2 3,5

Krakowianka 3,0 2,8

Gran Hajnos 40 1,6

(%RSD — odchylenie standardowe réwnolegltych préb wyrazone w %)



Tab. 33. Zawarto$¢ wanadu w sokach i napojach owocowo-warzywnych

Nazwa Producent Stezenie wanadu | %RSD
pg/l
Sok pomaranczowo-brzoskwiniowy (b) Tymbark 4,2 4,2
Sok pomararnczowo-brzoskwiniowy (k) Tymbark 5,1 2,5
Sok grapefruitowy (k) Tymbark 10,5 1,9
Nap6j jablkowo-migtowy (b) Tymbark 17,3 3,1
Napéj jabtkowo-migtowy (k) Tymbark 34,3 2,8
Nap6j jablkowo-ananasowy (k) Tymbark 34,4 1,1
Sok czarna porzeczka (b) Tymbark 41,6 0,8
Napdj czarna porzeczka (k) Tymbark 46,3 4,1
Sok czarna porzeczka (k) Tymbark 86,3 1,6
Nap0j jablkowo-wisniowy (k) Tymbark 57,3 3,2
Sok pomaranczowy (b) Dodoni 2,6 4,7
Nektar marchwiowo-pomaranczowy (b) Dodoni 3,8 5,0
Sok grapefruitowy (b) Dodon 7,4 33
Nap0oj jablokowy (b) Dodon 13,9 4,7
Sok czarna porzeczka (b) Dodon 17,9 3,6
Sok grapefruitowy (k) Donald Duck 2,9 4,9
Sok pomaranczowy (k) Donald Duck 4,9 2,8
sok. multiwitaminowy (k) Donald Duck 11,3 1,5
Sok jabtkowy (k) Donald Duck 27,0 0,9
Sok winogronowy (k) Donald Duck 66,2 0,3
Sok z aroni (k) Clippo 1,3 5,3
Sok pomaranczowy (k) Clippo 6,2 4,0
Sok jablkowy (k) Clippo 14,3 2,9
Sok grapefruitowy (k) Hortex 2,3 3,8
Napdj wisniowy (k) Hortex 31,7 2,2
Sok czarna porzeczka (k) Hortex 44,6 1,4
Napoj egzotyczny (k) Fortuna 3,4 4,1
Nap6j pomaranczowy (k) Fortuna 3,8 3,7
Nap6j czarna porzeczka (k) Fortuna 15,2 2,6
Frugo zielone (b) Alima-Gerber 12,7 5,0
Frugo pomaranczowe (b) Alima-Gerber 13,0 3,0
Frugo czerwone (b) Alima-Gerber 17,1 2,3
Frugo zotte (b) Alima-Gerber 33,3 1,7
Nap6j bananowo-truskawkowy (k) Eden 0,7 6,7
Nap6j pomaranczowo-marchewkowy (k) 1,6 4,9
Sok jablkowo-marchwiowy (b) Agata 4,3 3,8
Nap6j pomaranczowy (k) Natura 5,1 4,2
Sok egzotyczny (b) Dr Witt 8,2 3,9
Napoj jablkow-marchewkowy (k) Sokpol 10,1 2,5
Sok z aroni (b) Owintar 10,9 4,0
Sok marchwiowo-jabtkowy (b) Bobofrut 22,0 3,1
Objasnienia: (b) — butelka, (k) - karton
12
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Tab.34. Zawarto$é wanadu w piwach i winach

Nazwa Stezenie wanadu | %RSD
ng/l
Piwo puszkoweLight Okocim 18,4 473
Piwo puszkowe Zagloba Okocim 18,7 2,6
Piwo bezalkoholowe butelkowe Okocim 19,3 0,9
Piwo butelkowe Browar Okocim 20,4 3,7
Piwo butelkowe Strong Okocim 21,5 2,2
Piwo butelkowe Karmi Okocim 22,9 0,8
Piwo butelkowe Porter Okocim 30,9 4,1
Piwo puszkowe Heineken 26,9 2,8
Piwo butelkowe Keper 30,2 3,4
Piwo butelkowe Kaltenberg 39,6 1,1
Piwo puszkowe Zywiec 64,1 2,3
Piwo puszkowe Horses 70,7 5,0
Piwo puszkowe Beck’s 88,0 2,2
Piwo puszkowe Kronenbourg 139,1 0,6
Muscat Sofia 11,1 3,0
Wino il Passato 21,4 1,8
Vinprom 35,1 2,1
Wino Cambras biale 198.4 2,0

Z wynikéw zestawionych w powyzszych tabelach wida¢, ze wanad jest
pierwiastkiem, ktérego stezenie w badanych napojach bylo bardzo zréznicowane.

W wodach mineralnych stgzenie wanadu bylo niskie i miescilo si¢ w zakresie 0,5 —
4,0 ng/l. W napojach i sokach owocowo - warzywnych poziom wanadu byl wyzszy (zakres
stezen bardzo szeroki: 0,7 — 86,3 pg/l). Jeszcze wyzsze zawartosci wanadu stwierdzono w
probkach piwa (18,4 — 139,1 pg/l) az do 198,4 pg/l w winie Cambras biatym.

W przypadku sokéw owocowo - warzywnych zawartosé wanadu w badanych
napojach zalezala przede wszystkim od rodzaju surowca uzytego do produkcji a mniej od
producenta.

Soki i napoje, w ktérych sklad wchodzily owoce poludniowe np. banany,
pomararicze i grapefruity a takze aronia i marchew nalezy zaliczyé do ubogich zZrodet
wanadu. Srednia zawartoéé wanadu w nich wynosila jedynie 4,51 pg/l (0,7 - 10,5 pg/l).
Bogatszymi w wanad byly soki i napoje w sklad ktoérych wchodzily jablka. Srednia
zawarto$é wanadu w nich wynosita 23,6 pg/l (3,8 - 57,3 pg/l). Znacznie bogatszymi w



wanad byly napoje z czarnej porzeczki, wisni i winogron. Zawarto$¢ w nich wanadu

wynosita odpowiednio 41,98 ug/l (15,2 - 86,3 pg/l); 44,5 pg/l (31,7 - 57,3 pgfl); 66,2 pg/l.

4.3.4 Zawartos¢ wanadu w probkach piwa oraz w poszczegélnych etapach
jego produkgji

Z badan wiasnych i przeprowadzonych przez innych autoréw wynika, ze wanad
znajduje si¢ w stosunkowo duzych ilosciach w piwie [Anke i wsp6l. 1998 b]. W pracy tej
postanowiono sprawdzi¢ czy wanad w piwie pochodzi z surowca czy tez nap6j ten jest
wzbogacony w trakcie produkcji.

Wyniki tych badan zostaly opublikowane w 1998 r. (Krosniak i wspotl.). Ponizej
cytuje jedynie wybrane fragmenty tej pracy.

Material

Przebadano probki piwa pochodzacego z Browaru Okocim S.A. w Brzesku
Okocimiu. Do pomiaréw wybrano dwa rodzaje piwa Light o ekstrakcie 10,1% i 15,1%
wagowo brzeczki podstawowej. Pobrano je z 6 gléwnych etapéw produkeji: woda
technologiczna, brzeczka, proces fermentacji, proces dojrzewania, filtracja i produkt

koncowy.
Metodyka

Do analizy zawarto$ci wanadu w badanych piwach zastosowano metodg opisang w

czesci dotyczacej napojow.

Wyniki i ich omowienie

Uzyskane wyniki zestawiono ponizej na rys. 66.
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ng/l

W brzeczka 10,1%
M brzeczka 15,1%

“brzeczka 16,1%
brzeczka 10,1%

Rys. 66. Zawartos¢ wanadu w piwie, w poszczegdlnych etapach produkeji. Piwo Light o
ekstrakcie 10,1 i 15,1% brzeczki podstawowej. (objasnienia: 1-woda technologiczna, 2-
brzeczka, 3-w trakcie fermentacji, 4-po fermentacji, 5-po filtracji, 6-produkt koncowy)

Wzbogacenie piwa w wanad nastgpowalo podczas procesu filtracji, stosowanego do
uzyskania klarownego produktu koncowego. Filtracje t¢ wykonywano w tym browarze
przy uzyciu ziemi okrzemkowej. W niniejszej pracy nie analizowano zawartosci wanadu w
ziemi okrzemkowej poniewaz przekraczalo to ramy zaplanowanych badan. Jednakze
spostrzezenie to jest bardzo interesujace, nigdzie dotad nie sygnalizowane i wymaga

dalszego opracowania.

Whioski koricowe wyplywajqce z rozdzialu 4.3.

W dostepnym pi$miennictwie spotkano niewiele prac zajmujacych si¢ analiza
zawartoéci wanadu w pozywieniu czlowieka. Jedynie Anke i wspol. przebadali dokladnie
niemieckie produkty spozywcze. Stwierdzili oni, iz najbogatszym Zrodlem wanadu w
Niemczech sa napoje. Zawarto$¢ tego pierwiastka zalezala, wedlug tych autoréw, od

regionu, z ktérego pochodzily badane produkty.

Celem niniejszej pracy byla poczatkowo optymalizacja metody analizy wanadu w
produktach spozywczych a nastgpnie ocena zawartosci wanadu w wybranych polskich i
francuskich napojach. W koficu pokuszono si¢ o probe przesledzenia skad pierwiastek ten
przedostaje si¢ do tych produktow.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna wyciagnaé nastgpujace wnioski.
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1. Opracowanie optymalnej analizy wanadu w winach, piwach, sokach i olejach
jadalnych w oparciu o metode AAS pozwolito na skrécenie czasu analizy.
Zastapiono wstepna mineralizacje badanych produktow mineralizacja bezposrednio
w aparacie. Dla poszczegdlnych rodzajéw badanych probek opracowano specjalne
programy pracy spektrometru AAS, optymalizujac temperature i czas kolejnych
etapéw analizy.

2. Badane napoje zawieraly bardzo zroznicowane ilodci wanadu. Najmniej tego
pierwiastka stwierdzono w wodach mineralnych, wiecej w sokach owocowo —

warzywnych, jeszcze wigcej w piwach i najwiecej w niektérych gatunkach win.

3. Zawarto$¢ wanadu w polskich sokach i napojach owocowo - warzywnych zalezala
giownie od rodzaju surowca. Najbogatsze w wanad okazaly sig te, ktére pochodzily
z czarnej porzeczki, winogron i wisni. Do $rednio bogatych mozna zaliczy¢ soki i
napoje z jablek, za$ do ubogich soki i napoje z pomarancz, grapefruitdw, banandw,

aroni i marchwi.

4. Aby potwierdzi¢ hipotez¢ Anke’ego i wspol., ze zawarto$¢ wanadu w produktach
spozywczych zalezy od regionu, z ktérego one pochodza, przebadano dodatkowo
roézne rodzaje olejow z oliwek dostepnych w poludniowej Francji. Okazalo sig, ze
zawarto$¢ w nich wanadu byla bardzo zrdéznicowana. Stad wysuni¢to nowa
hipoteze, ze produkty spozywcze moga by¢ wzbogacane w wanad w trakcie
procesow technologicznych. Na przykladzie piwa z browaru Okocim potwierdzono
te hipoteze, wskazujac na znaczny wzrost stgzenia wanadu w badanych probkach,
podczas filtracji piwa poprzez ziemig¢ okrzemkowa. Wymaga to dalszych badan.

Jest to jednak nowe spojrzenie na zawartos¢ wanadu w produktach spozywczych.

Podsumowujac wyzej przedstawione wyniki badan wlasnych nalezy sugerowad, aby
przy probach oszacowania pobrania wanadu z dzienna racja pokarmowa uwzgledniac¢
znaczne zrdZznicowanie zawartosci wanadu w poszczegdlnych produktach spozywczych.
Zrdéznicowanie to zalezy od rodzaju produktu, regionu pochodzenia oraz procesu produkcji
przemyslowej. W dalszych badaniach nalezaloby oszacowa¢, ktéry z tych elementow ma
decydujacy wplyw na ostateczng zawartos$¢ tego ultrasladowego pierwiastka w produkcie
koncowym.



5. Podsumowanie i wnioski

Obecnie wiaze si¢ z wanadem nadzieje na uzyskanie lekow wspomagajacych leczenie
cukrzycy. Udokumentowano juz, iz niektore zwiazki wanadu posiadaja wlasciwosci
insulinonasladowcze. Jednakze wykazuja one réwniez niekorzystne efekty uboczne.
Zalezy to od wartosciowosci wanadu oraz budowy samych zwiazkow. Najpetniej
przebadanymi polaczeniami wanadu o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym sa
zwiazki: nieorganiczny VOSO4 oraz organiczny bis(maltolano)-oksowanad(IV). Jednakze
ich wilasciwos$ci biologiczne nie s3 w pelni zadawalajace.

W niniejszej pracy podjeto poszukiwania innych pochodnych wanadu o
korzystniejszych ~ wlasciwosciach ~ farmakologicznych.  Skoncentrowano  sie  na
organicznych, kompleksowych zwiazkach wanadu (IV) i (V) zawierajacych ligand
polipirydynowy i cyklopentenowy.

Przebadano na szczurach toksycznos¢ ostra oraz wybrane parametry biochemiczne
czterech, nowych polaczen wanadu (F, B, H i V3). Nastepnie wybrano z nich dwa (B i V3),
najaktywniejsze w dzialaniu hipoglikemizujacym. Poddano je szerszym badaniom
biochemicznym, morfometrycznym i farmakokinetycznym.

Ponadto przeanalizowano zawarto$¢ wanadu w wybranych produktach spozywczych

celem okre$lenia ewentualnych, naturalnych zrodet tego niezbgdnego do zycia pierwiastka.

Z badan tych mozna wyciagna¢ nastepujace wnioski:

1)  Wszystkie badane kompleksowe zwiazki wanadu (F, B, H i V3)
wykazywaly nizsza toksyczno$¢ ostra niz zwiazek odniesicnia M.

2) Dwa z nich (B i V3) charakteryzowaly si¢ dzialaniem
hipoglikemizujacym z tym, ze najaktywnicjszy okazal si¢ zwiazek Vi
bedacy 2,2’-dipirydynooxodiperoksowanadan(V) sodu pentahydratem.

3)  Zwiazek V3 wplywal roéwniez korzystnie na obnizenie aktywnosci
fosfatazy alkalicznej i AIAT u szczuréw cukrzycowych.

4)  Zwiazki B i V3 wykazaly dzialanie wazodylatacyjne w stosunku do
tetniczek krezki. Efekt ten byl silniejszy u zwierzat zdrowych niz u
cukrzycowych.

5) U szczurdw diabetycznych stwierdzono poszerzenie klgbuszkow

nerkowych, spowodowane cukrzyca. Podanie zwiazku B powodowalo
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6)

7

8)

9)

10)

11)

13)

dalszy wzrost wymiarow tych klebuszkow. Zwiazek V3 dzialal
przeciwnie, nieznacznie zmniejszajac je.

Oba zwiazki (B i V3) zar6wno u szczurow zdrowych jak i diabetycznych
powodowaly wzrost proliferacji jader przydanki naczyniowej oraz
klebuszkow nerkowych.

Badania farmakokinetyczne wykazaly, ze przebieg zmian stgzenia
wanadu we krwi szczuréw zaréwno zdrowych jak i diabetycznych,
ktérym podano badane zwigzki (B lub V3) mozna najlepiej opisaé
modelem tréjkompartmentowym, z wchianianiem zerowego rzedu.
Biodostepno$é wanadu z organicznych zwiazkéw kompleksowych (B i
Vs3) byla wyzsza, niz z nieorganicznego polaczenia (VOSO,).
Dodatkowo  cukrzyca zwigkszala biodostepnos¢ tych  dwdch
kompleksow.

Wykazano, ze wanad z VOSO, byl lepiej wchianiany z roztwordow
alkoholowych niz wodnych zas najlepiej z wina odtworzonego.

Zawarto$¢ wanadu dostgpna na rynku krakowskim byla bardzo
zroZznicowana. Najmniej tego pierwiastka stwierdzono w wodach
mineralnych, wiecej w sokach owocowo-warzywnych jeszcze wigcej w
piwach, zas najwigcej w niektorych gatunkach win.

Zawartos¢ wanadu w sokach i napojach owocowo-warzywnych zalezala
glownie od rodzaju surowca. Najbogatsze w wanad okazaly si¢ te, ktdre
pochodzily z czarmej porzeczki, winogron i wisni. Do $rednio bogatych
mozna bylo zaliczy¢ soki i napoje z jablek, zas do ubogich soki i napoje
z pomarancz, grapefruitow, bananéw, aroni i marchwi.

Na przykladzie piwa z browaru Okocim wysunigto hipotezg, ze produkty
spozywcze moga by¢ wzbogacane w wanad w trakcie procesow
technologicznych.

Do przeprowadzenia badan zawartych w niniejszej pracy konieczne bylo
opracowanie odpowiednich metod analizy st¢zenia wanadu we krwi
szczurbw oraz w  produktach spozywczych. W tym celu
zoptymalizowano procedury analityczne oparte o metode absorpcyjnej

spektrometrii atomowe;j.



6. Streszczenie

Celem badan bylo przeanalizowanie wplywu nowych, syntetycznych,
kompleksowych zwiazkéw wanadu (IV i V) zawierajacych ligand polipirydynowy i
cyklopentenowy na przebieg cukrzycy u szczurow.

Do wstepnych badan wybrano cztery nowe kompleksy wanadu:

Skrot zastosowany w Nazewnictwo IUPAC
pracy
M [VO(mal);]
F [VO(SOs4)(phen);] ® 3H,0
B [VO(bpy)2]1SO4e2H,0
H [VOCL(Hmcp),H,0]
Vs Na[VO(O,)(bpy)] ® SH,0

Zwiazek M traktowano w tej pracy jako substancj¢ odniesienia.

Wszystkie nowe zwiazki (F, B, H i Vi) wykazywaly nizsza toksycznoscia ostra niz
zwiazek M.

We wstepnych badaniach, dwa z nich (B i V3) charakteryzowaly si¢ dzialaniem
hipoglikemizujacym. W dalszych eksperymentach ze szczurami zdrowymi i diabetycznymi
(STZ) oceniono wplyw tych dwodch zwiazkéw na wskazniki biochemiczne (glukoza,
tolerancja glukozy, insulina, cholesterol, triglicerydy, mocznik, aktywnos¢ fosfatazy
zasadowej, AIAT i AspAT) oraz na parametry morfometryczne tetniczek krezki i
klebuszkéw nerkowych. Oznaczono rowniez parametry farmakokinetyczne wanadu u
szczurd6w po podaniu zwiazkow B i V.

Zwiazek Vi wykazywal najsilniejsze wiasciwosci hipoglikemizujace a ponadto
korzystnie obnizat aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej i AIAT u szczur6w cukrzycowych.

Zwiazki B i Vi wykazaly rowniez dziatanie wazodylatacyjne w stosunku do
tetniczek krezki. Efekt ten byl silniejszy u zwierzat zdrowych niz u cukrzycowych. U
szczuréw diabetycznych stwierdzono poszerzenie klgbuszkow nerkowych, spowodowane
cukrzyca. Podanie zwiazku B powodowalo dalszy wzrost wymiardw tych kigbuszkow.
Zwiazek V3 dzialal przeciwnie, nieznacznie zmniejszajac je. Oba zwiazki (B i V3) zaréwno
u szczuréw zdrowych jak i diabetyczn)‘/ch powodowaly wzrost proliferacji jader przydanki

naczyniowej oraz kigbuszkow nerkowych.




Badania farmakokinetyczne wykazaly, Zze przebieg zmian st¢zenia wanadu we krwi
szczur6w (zardwno zdrowych jak i diabetycznych), ktorym podano badane zwiazki (B lub
V3) mozna najlepiej opisa¢ modelem tréjkompartmentowym, z wchianianiem zerowego
rzedu. Biodostgpno$¢ wanadu z organicznych zwiazkdéw kompleksowych (B i V3) byla
wyzsza, niz z nieorganicznego polaczenia (VOSO,). Dodatkowo cukrzyca zwiekszala
biodostgpnos¢ tych dwoch kompleksow. Wykazano rowniez, ze wanad z VOSO, byt lepiej
wchlaniany z roztwordw alkoholowych niz wodnych za$ najlepiej z wina odtworzonego.

Ponadto przebadano zawarto§¢ wanadu w wybranych produktach spozywczych
celem okreslenia ewentualnych zrddet tego mikropierwiastka w diecie ludzi. Okazalo sie,
ze zawarto$¢ wanadu byla bardzo zrdéznicowana i wahala si¢ od mniej niz 1 pg/l do ponad
400 pg/l. Zakres stezen wanadu w wodach mineralnych wynosit od 0,5 do 4 pg/l, w sokach
i napojach owocowo-warzywnych od 0,7 do 86,3 pg/l, w oliwie z oliwek od 12,5 do 180
ng/l, w piwach od 18,4 do 139,1 pg/l oraz w winach od 4 do 447 pg/l.

Aby wykonaé oznaczenia zawartosci wanadu we krwi szczur6w oraz w produktach

spozywczych zoptymalizowano procedury analityczne oparte o metodg absorpcyjnej

spektrometrii atomowej.
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