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Celem pracy bylo zbadanie wptywu suplementacji diety cynkiem oraz cyn-
kiem razem ze zwiqzkami polifenolowymi na zawartosé¢ miedzi w kosci udowej
oraz siersci szczurow z rakiem sutka. Przewlekly proces nowotworowy i za-
stosowana suplementacja diety wywolaly istotne zmiany ilosci miedzi w kosci
udowej.
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Nowotworowe przerzuty osteolityczne stwierdza si¢ u 70—-80% kobiet z za-
awansowanym rakiem gruczotu sutkowego (1, 2). Obecnos¢ komoérek nowotwo-
rowych w tkance kostnej doprowadza do obnizenia wytrzymatosci mechanicznej
kos$ci oraz zwigkszonej podatnosci na ztamania (2). Resorpcja kostna z powodu
przerzutow moze by¢ rowniez jedna z przyczyn bardzo niebezpiecznej dla zy-
cia hiperkalcemii (1, 2). Stosunkowo niewiele jest badan dotyczacych wplywu
jonéw cynku i fitoestrogendw oraz wspotistniejacej choroby nowotworowej na
stan mineralny ko$éca. A przeciez zwiazki te odgrywaja bardzo wazna rol¢ za-
rowno w prawidtowym tworzeniu si¢ kosci, sprawnym obrocie metabolicznym
tej tkanki, jak i w niezwykle ztozonym procesie nowotworzenia (3—5). W licz-
nych badaniach wykazano, ze do oceny stanu przemiany mineralnej w organi-
zmie mozna wykorzysta¢ analiz¢ mikro- i makroelementow we wtosach (3, 6-8).
Po pierwsze, pierwiastki wystepuja we wtosach w duzo wigkszym stezeniu niz
we krwi, w przypadku cynku roznica jest stukrotna. Ponadto, mozliwe jest uzy-
skanie informacji odno$nie zawartosci pierwiastkow w dtuzszym okresie takim
jak dwa, trzy miesiace. Inna korzyscia przemawiajaca za analiza wlosow jest
fakt, iz st¢zenia mikro- i makroelementéw we krwi moga ulega¢ zmianom np.
pod wptywem emocji. Takich wahan nie obserwuje si¢ analizujac probki wlosow.
W badaniach wykazano, ze zachodzi korelacja migdzy stezeniem pierwiastkow we
wlosach a ich iloscia w narzadach wewngtrznych organizmu (7, 8). Wykazano, ze
poziom miedzi we wlosach koreluje znaczaco z jej zawarto$cia w watrobie, sercu
i nerkach, natomiast nie koreluje z iloScig tego pierwiastka w surowicy. Podobnie,
poziom cynku we wlosach odpowiada zawartoSci w kosciach i w jadrach, a po-
ziom selenu w tym materiale biologicznym korelowat z iloécia tego sktadnika
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w watrobie i plucach (7, 8). Dodatkowymi korzysciami wynikajacymi z analizy
pierwiastkowej wlosoéw jest to, iz probki wlosow moga by¢ bezinwazyjnie pobrane
od dawcy i wysylane do laboratorium.

Celem pracy byla ocena wptywu suplementacji diety cynkiem oraz cynkiem
w polaczeniu z resweratrolem i genisteina, na zmiany w zawarto$ci miedzi w kosci
udowej 1 siersci szczurdw w przebiegu raka gruczotu sutkowego.

MATERIAL I METODY

W pracy uzyto samice szczurdOw szczepu Sprague-Dawley o poczatkowej masie
ciata 100 + 20 g. Diete standardowa (Labofeed H) (77 mg Zn/kg paszy) — podawano
zwierzgtom bez ograniczen. Dodatkowo, wybranym grupom szczuréw podawano
cynk (jako ZnSO, - 7TH,0 w wodnym roztworze) w dawce stanowiacej 231 mg Zn/kg
paszy oraz cynk razem z resweratrolem lub genisteing (w dawkach po 0,2 mg poli-
fenoli/kg mc.) w ilosci 0,4 mL, za pomoca zglebnika dozotadkowo, od 40. dnia do
20. tygodnia zycia. W celu wywotania nowotworu gruczotu sutkowego, szczurom
z grup badanych podano w 50. i 80. dniu zycia 7,12-dimetylobenzo[a]antracen
(DMBA) w ilosci 80 mg/kg masy ciata. Po dekapitacji zwierzat, izolowano kos$ci
udowe oraz siers¢. Probki odpowiednio oczyszczono, suszono, wazono a nastgpnie
mineralizowano i oznaczano st¢zenie miedzi za pomoca ptomieniowej absorpcyjnej
spektrometrii atomowej (PU-9100).

Warto$¢ odzysku okreslono dla certyfikowanego materiatu referencyjnego:
NCS ZC 71001, Beef Liver i byt on nastgpujacy: Cu — 94% oraz DC73347 (GSH-1)
Hair: Cu - 91%.

Do oceny istotnosci statystycznej roznic migdzy badanymi grupami zastosowa-
no test t-Studenta, dla p < 0,05.

Przeprowadzone badania uzyskaly pozytywna opini¢ Komisji Etycznej ds.
Badan nad zwierzetami WUM (numer 12 z dnia 18 marca 2008).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Zastosowane diety oraz zaawansowany nowotwor gruczotu sutkowego w matym
stopniu wptynety na poziom miedzi w siersci szczurdw ale wystapito silnie oddzia-
lywanie na zawarto$¢ tego pierwiastka w kosci udowe;j (tab. I, II).

Miedz odgrywa istotna rolg w procesie angiogenezy nowotworowej. Jest nie-
zbgdnym czynnikiem do aktywacji komorek srodbtonka (9, 10). W przeprowadzo-
nym badaniu nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian w poziomie miedzi
w siersci szczuréw badanych otrzymujacych diete standardowa i diet¢ wzbogacona
cynkiem oraz cynkiem i resweratrolem (tab. I), w poréwnaniu ze zwierzgtami
kontrolnymi. Dopiero, zastosowanie diety z cynkiem i genisteing wywotalo wzrost
poziomu miedzi o 18% (tab. I). Istotny wzrost poziomu miedzi stwierdzili Pasha
1 wspolpr. (7) oceniajac zawarto$¢ tego pierwiastka we wilosach pacjentow cier-
piacych na rézne typy nowotworow. Podobny kierunek zmian wykazali w swojej
pracy Guo i wspotpr. (11) w badaniach nad nowotworem prostaty.
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Tabela I. Poréwnanie stgzenia miedzi w siersci szczuréw z rakiem sutka w stosunku do grup kontrolnych
na tej samej diecie.

Table I. A comparison of the copper level in the femur of the rats from the study groups and the control
groups fed the same diet

Dieta Grupa badana (n=8) Grupa kontrola (n=6)

U min. | maks. X SD min. | maks. X SD P
Standard 11,96 | 14,38 | 12,67 | 0,74 10,12 | 14,34 | 12,27 1,56 NS
Cynk 11,06 | 13,70 | 12,10 | 0,96 | 10,62 | 12,66 | 11,89 | 0,76 NS
Cynk + 6,98 | 16,74 | 12,71 3,75 8,17 | 14,12 | 11,70 | 2,69 NS
resweratrol
Cyn.k +. 12,96 | 16,03 | 14,44 | 1,00 | 10,29 | 13,69 | 12,19 | 1,18 |p < 0,002
genisteina

* —rdznice istotne statystycznie pomiedzy grupg badang a kontrolng; n - liczba probek, X — $érednia arytmetyczna,
SD - odchylenie standardowe
* — statistically significant results of the comparison between study and control group; (n) — test number; x — mean
value; SD - standard deviation

Tabela Il. Poréwnanie stgzenia miedzi w kosci udowej szczuréw z rakiem sutka w stosunku do grup kontro-
Inych na tej samej diecie

Table Il. A comparison of the differences between the copper level in the femur of the rats from the study
groups and the control groups on the same diet

Dieta Grupa badana (n=8) Grupa kontrolna (n=5)

! min. | maks. X SD min. | maks. X SD :
Standard 3,249 | 3,840 | 3,603 | 0,178 | 3,453 | 5,357 | 4,335 | 0,679 | p < 0,02
Cynk 3,272 | 3,817 | 3,512 | 0,168 | 3,199 | 3,602 | 3,328 | 0,162 NS
Cynk + 4,628 | 4971 | 4,753 | 0,125 | 4,286 | 4,541 | 4,365 | 0,107 | p < 0,001
resweratrol
Cynk + 3,508 | 3,952 | 3,758 | 0,169 | 3,177 | 3,721 | 3,515 | 0,220 | p < 0,05
genisteina

* _rdznice istotne statystycznie pomiedzy grupg badang a kontrolng; n - liczba prébek, x — $rednia arytmetyczna,
SD - odchylenie standardowe
* — statistically significant results of the comparison between study and control group; (n) — test number; x — mean
value; SD - standard deviation

Przeprowadzone w ostatnich latach badania $§wiadcza, ze nie tylko wapn jest
waznym pierwiastkiem dla wzrostu i wytrzymatos$ci szkieletu, ale réwniez pier-
wiastki $§ladowe, w tym cynk i miedz, wywieraja istotny wptyw na metabolizm
tkanki kostnej (12). Rola cynku w tkance kostnej wynika po pierwsze z faktu,
ze bedac sktadnikiem macierzy kosci pelni funkcje strukturalna. Hydroksyapatyt
ko$ci zawiera jony tego pierwiastka w postaci potaczen z fluorem i fosforanami. Po
drugie, cynk bierze aktywny udzial w procesie tworzenia si¢ kosci poprzez stymu-
lacje osteoblastow i inhibicje resorpcji kosci przez osteoklasty. Oddziatywanie to
jest mozliwe przede wszystkim ze wzgledu na to, ze jony cynku wchodza w sktad
enzymow: fosfatazy alkalicznej, anhydrazy weglanowej, polimerazy DNA i RNA
oraz aktywuja syntetaze aminoacetylo-tRNA w osteoblastach, stymulujac synteze
bialek i procesy kosciotworcze (13). Miedz z kolei, bedac kofaktorem oksydazy
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lizyny jest niezbedna do syntezy kolagenu, co warunkuje prawidtowa strukture
i wytrzymato$¢ tkanki kostnej (14).

W prezentowanej pracy stwierdzono, ze szczury z zaawansowana choroba
nowotworowa, otrzymujace jedynie pasze¢ standardowa, wykazywaly obnizona
ilo$¢ miedzi w kosci udowej, w stosunku do grupy kontrolnej na tej same;j diecie.
Zastosowana suplementacja diety szczuréw cynkiem nie wywotata deficytu miedzi,
objawiajacego si¢ jej ubytkiem z tkanki kostnej (tab. II), pomimo, ze nadmierne
spozycie cynku czesto wiaze si¢ z wtornie wywotanym niedoborem miedzi (15).
Cynk dziata bowiem antagonistyczne w stosunku do miedzi, gdyz w komoérkach
jelita stymuluje synteze metalotioneiny — enzymu, ktory wiazac miedz uniemozli-
wia jej wchioniecie do uktadu krwiono$nego.

Natomiast zastosowanie suplementacji cynku w polaczeniu z resweratrolem lub
Z genisteing w istotny sposob zwigkszato poziom miedzi w kosci udowej szczurow
badanych (z wyindukowanym rakiem sutka), o odpowiednio 12% i 13% w stosunku
do szczurow kontrolnych analogicznie suplementowanych (tab. II). W innych pra-
cach potwierdzono, ze efekt anaboliczny genisteiny na metabolizm kos$ci zwigksza
si¢ w wyniku podawania jej tacznie z cynkiem (m.in. poprzez stymulowanie ak-
tywnosci fosfatazy alkalicznej, wzrost zawarto$ci wapnia, wzrost ekspresji genow
w osteoblastach, indukcj¢ apoptozy osteoklastow) (16, 17). Tym samym, wydaje
si¢, ze potaczenie tych zwiazkéw wspomaga hamujacy wplyw na resorpcje ko-
sci. Mechanizm, dzigki ktéremu substancje te dziataja synergistycznie nie zostat
w petni wyjasniony. Wykluczono jednak najprostsza mozliwos¢, czyli zwigkszenie
absorpcji jelitowej cynku przez genisteing (16).

WNIOSKI

Chemicznie indukowana kancerogeneza gruczotu sutkowego wptyngla na
zmniejszenie ilosci miedzi w tkance kostnej szczurow. Zastosowana suplemen-
tacja diety cynkiem i zwiazkami polifenolowymi wydaje si¢ w pewnym stopniu
niwelowac¢ te niekorzystne zmiany.

D. Skrajnowska, B. Bobrowska-Korczak, A. Tokarz

THE EFFECT OF APPLIED DIETS ON CHANGES IN COPPER LEVEL IN THE FEMUR
AND HAIR OF RATS WITH BREAST CANCER

Summary

In this work we examined the effect of dietary supplementation with zinc or zinc in combination with
resveratrol or genistein on the copper levels in the hair and femur of rats with the chemically induced
mammary carcinogenesis compared to the control rats.

Female Sprague-Dawley rats were divided into groups which, apart from the standard diet, were
treated by gavage with zinc ions (ZnSO, - 7H,0) or zinc with resveratrol or genistein. The study was
conducted for 14. weeks (from 40 days until 20 weeks of age). To induce mammary tumorigenesis, the
rats from the study group were administered by gavage DMBA (7,12-dimethyl-1,2-benz[a]anthracene)
in rapeseed oil at a dose of 80 mg/kg body weight at 50 and 80 days of age.

The copper content was determined after wet microwave mineralization of the samples with flame
atomic absorption spectrometry (FAAS).
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The applied supplementation with zinc ions and polyphenols (resveratrol, genistein) had a significant
effect on the concentrations of copper in the femur of study rats.

PISMIENNICTWO

1. Chen Y.C., Sosnoski D.M., Mastro A.M.: Breast cancer metastasis to the bone: mechanisms of
bone loss. Breast Cancer Res., 2010; 12(6): 215-226. — 2. Rolski W., Kawecki A.: Przerzuty do kosci.
Obraz kliniczny. Mozliwo$ci terapeutyczne w opiece paliatywnej. Medycyna paliatywna, 2010; 4:
190-197. — 3. Memon A.U., Kazi T.G., Afridi H.I., Jamali M.K., Arain M.B., Jalbani N., Syed N.: Evalu-
ation of zinc status in whole blood and scalp hair of female cancer patients. Clin. Chem. Acta., 2007;
379(1-2): 66-70. — 4. Uchiyama S., Yamaguchi M.: Genistein and zinc synergistically stimulate apoptotic
cell death and suppress RANKL signaling-related gene expression in osteoclastic cells. J. Cell. Biochem.,
2007; 101(3): 529-542. — 5. Sinha D., Sarkara N., Biswas J., Bishavee A.: Resveratrol for breast cancer
prevention and therapy: Preclinical evidence and molecular mechanisms. Semin. Cancer Biol., 2016;
40-41: 209-232. — 6. Park H.S., Shin K.O., Kim J.S.: Assessment of reference values for hair minerals
of Korean preschool children, Biol. Trace Elem. Res., 2007; 116(2): 119-130. — 7. Pasha Q., Malik S.A.,
Igbal J., Shah M.H.: Characterization and distribution of the selected metals in the scalp hair of cancer
patients in comparison with normal donors, Biol. Trace Elem. Res., 2007; 118(3): 207-216. — 8. Klevay
L.M., Christopherson D.M., Shuler T.R.: Hair as a biopsy material: trace element data on one man over
two decades. Eur. J. .Clin. Nutri., 2004; 58(10): 1359-1364. — 9. Nasulewicz A., Opolski A.: Rola miedzi
w procesie angiogenezy nowotworowej — implikacje kliniczne. Post. Hig. Med. Dos$w., 2002; 56(6): 691-
705. - 10. Karimi G., Shahar S., Homayouni N., Rajikan R., Abu Bakar N.F., Othman M.S.: Association
between trace element and heavy metal levels in hair and nail with prostate cancer. Asian Pac. J. Cancer
Prev., 2012; 3(9): 4249-4253.

11. Guo J., Deng W., Zhang L., Li C., Wu P., Mao P.: Prediction of prostate cancer using hair trace
element concentration and support vector machine method. Biol. Trace Elem. Res., 2007; 116(3): 257-
271. — 12. Yamaguchi M.: Role of nutritional zinc in the prevention of osteoporosis. Mole Cell Bioch.,
2010; 338(1-2): 241-254. — 13. Mazurek-Mochol M., Machoy-Mokrzynska A.: Zawarto$¢ cynku we krwi,
moczu, kosciach oraz w zgbach szczuréw po doustnym podaniu tego pierwiastka. Czas. Stomat., 2005;
58(3): 194-200. — 14. Mir E., Hossein-nezhad A., Bahrami A, Bekheirina M.R., Javadi E., Askar Naderi
A., Larijani B.: Adequate serum copper concentration could improve bone density, postpone bone loss
and protect osteoporosis in women. A supplementary issue on osteoporosis. Iranian J. Publ. Health,
2007; 24-29. — 15. Nielsen F.H., Milne D.B.: A moderately high intake compared to a low intake of zinc
depresses magnesium balance and alters indices of bone turnover in postmenopausal women. Eur. J.
Clin. Nutri., 2004; 58(5): 703-710. — 16. Yamaguchi M., Gao Y.H., Ma Z.J.: Synergetic effect of genistein
and zinc on bone components in the femoral-metaphyseal tissues of female rats. J. Bone Miner. Metab.,
2000; 18(2): 77-83.— 17. Uchiyama S., Yamaguchi M.: Anabolic effect of betacryptoxanthin in osteoblastic
MC3T3-El1 cells is enhanced with 17beta-estradiol, genistein, or zinc sulfate in vitro: the unique effect
with zinc on Runx2 and alphal(I) collagen mRNA expressions. Mol. Cell Biochem. 2008; 307: 209-219.

Adres: 02-097 Warszawa, ul. Banacha 1



