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Celem pracy bylo zbadanie czy jony miedzi i resweratrol obecne w diecie
szczurow wplyng na szybkos¢ indukcji nowotworowej oraz zmiany w
zawartoSci pierwiastkow w tkance rakowej gruczotu sutkowego. Wykazano, ze
niezaleznie od zastosowanej diety nie nastgpilo zahamowanie indukcji
nowotworowej gruczotu sutkowego szczurow wywolane DMBA. W grupach
suplementowanych Cu i resweratrolem wystgpito wyrazne przyspieszenie
tworzenia si¢ guzow. W badanej tkance nowotworowej nastgpit wzrost ilosci
Fe i spadek Mg w porownaniu do zdrowej tkanki gruczotu sutkowego
SZCzUrow.
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W oparciu o wyniki badan nad chemicznie indukowang karcynogenezg u zwierzat
doswiadczalnych  stwierdzono chemoprewencyjne  wlasciwosci  zwigzkow
polifenolowych (1, 2). Z kolei prokancerogenne dziatanie miedzi wiaze si¢ z
wytwarzaniem reaktywnych rodnikow tlenowych uszkadzajagcych nici DNA oraz
inicjowaniem procesu angiogenezy guza (3). Przeprowadzono wiele badan
potwierdzajacych skuteczno$¢ stosowania chelatoréw miedzi (np. penicylaminy,
tetratiomolibdenianu, kaptoprylu, jonéw cynku) w leczeniu przeciwnowotworowym
(4, 5). W prezentowanej pracy jako chelator miedzi zastosowano resweratrol, ze
wzgledu na to ze jest to zwigzek naturalnie wystepujacy w przyrodzie i wykazujacy
silne wtasciwosci antyoksydacyjne (2). Grupy hydroksylowe polifenoli wchodzac w
reakcje z wolnymi rodnikami, tworza bardziej stabilne kompleksy. Polifenole
kompleksujac jony Cu (Il) i Fe (II), moga hamowaé aktywno$¢ enzymoéw np.
oksydazy ksantynowej i proceséw nasilajacych powstawanie wolnych rodnikéw (1,
2, 6).
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Celem pracy byto uzyskanie odpowiedzi czy wzbogacenie diety w miedz lub
resweratrol podawany lacznie z jonami miedzi wplynie na szybkos§¢ indukcji
nowotworowej oraz czy nastgpig zmiany w zawartosci pierwiastkow w tkance
rakowej gruczotu sutkowego szczurow.

MATERIAL I METODY

W badaniach uzyto samice szczurow szczepu Sprague-Dawley. Jony miedzi
(CuS0O,4 5H,0) w dawce 42,6 mg Cu/kg paszy oraz resweratrol w dawce 0,2 mg/kg
mc. podawano w postaci wodnego roztworu w ilosci 0,4 ml za pomocg sondy
dozotadkowej od 40 dnia do 20 tygodnia zycia. W celu wywotania nowotworu,
szczurom z grup badanych podawano w 50 1 80 dniu zycia, 80 mg/kg masy ciala
DMBA (7,12 - dimetylobenzo[a]antracen). Diete standardowa (Labofeed H) (21,3
mg Cu/kg paszy) - podawano zwierzetom bez ograniczen.

Materiat do badan stanowity guzy gruczotu sutkowego. Analizowane pierwiastki
oznaczono po mineralizacji na mokro w mineralizatorze mikrofalowym
(MULTIWAVE, Anton Paar, Perkin Elmer). Zawartos¢ P okreslono metoda
spektrofotometryczng Scheelego (7), natomiast Ca, Mg, Fe i Zn metodg ICP-OES
(Optima 3100XL, Perkin Elmer), a Cu metodg FAAS (PY-UNICAM 9100). Ocene
odzysku przeprowadzono wykorzystujac: NCS ZC 71001 Beef Liver (Cu — 118; Fe
—109%; Ca — 115%; Zn — 105%; Mg — 96%; P — 103%).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Zastosowana dawka miedzi (dwukrotnie przekraczajaca ilo§¢ w paszy), nie
powodowata braku apetytu i utraty masy ciata szczuréw, a nawet w grupie
otrzymujacej tacznie Cu i resweratrol masa ciala istotnie wzrosta (tab. I).
Niezaleznie od zastosowanej diety efektywno$¢ indukcji nowotworowej za pomoca
DMBA wynosita 100%. Wystepowaty zardwno guzy pojedyncze jak i mnogie —
maksymalnie do 6/szczura. Przy czym w grupie szczuréow suplementowanych Cu i
resweratrolem pierwsze wyczuwalne palpacyjnie guzy pojawily si¢ tydzien
wczesniej niz w grupie na diecie standardowej (co przeklada si¢ na okolo 6
miesigcy w odniesieniu do zycia cztowieka) (8) (tab. ). Zwickszone stezenie Cu
stwierdzono w réznych typach nowotwordéw (9, 10). Wykazano, ze mobilizacja
miedzi endogennej, zwiazanej w jadrze, przez resweratrol moze wywolywaé
uszkodzenia i fragmentacjec DNA w ludzkich komoérkach raka i tym samym
indukowa¢ ich apoptoze (9, 11). Jednakze w duzej mierze uzaleznione to jest od
odpowiednio dobranej wysokiej dawki resweratrolu (2, 9, 12). Zastosowana w
naszych badaniach ilo$¢ resweratrolu nie zadziatata ochronnie (prawdopodobnie ze
wzgledu na wysoka dodatkowa podaz jonéw miedzi) w stosunku do procesu
tworzenia si¢ guzow (tab. |).
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Tabela |. Efektywnos$¢ indukcji nowotworowej i wptyw zréznicowanej diety na mase ciata szczuréw
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Table I. Tumor induction and body weight of rats in relation to diet
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Masa ciata (g)
. Czas _
. L'C.Zba Licba guzow/ pojawienia
Rodzaj diety guzéw w szczura sie guzow X+SD
grupie (tydzier) grupa badana grupa kontrolna
(DMBA+) (DMBA-)
standard 9/9 (100%) 15 15 2%?:’-;3;3 25(236)14
standard + 231+22 210+ 15
Cu 9/9 (100%) 1-5 14 (n=9) (h=7)
standard + "
Cu + 12/12 (100%) 2-6 14 z%r?_il;)s 1(9r12_§)9
resweratrol - -

* — réznice istotne statystycznie dla stopnia istotnosci p < 0,05, * - statistical significance p < 0,05

Prezentowane badania wykazaty, ze wzbogacenie diety szczuréw w Cu lub Cu i
resweratrol powodowato istotny, dwukrotny wzrost zawartosci Cu (i P) w tkance
nowotworowej w stosunku do zdrowej (tab. Il). Podwyzszone st¢zenie Cu w
tkankach nowotworowych prawdopodobnie, stymuluje rozwdj guza w gruczole
sutkowym, poprzez angiogeneze i oksydatywne uszkodzenie DNA (9, 10). Z kolei
zwigkszone stezenie P w guzach w poréwnaniu do tkanek zdrowych moze wynikaé
z faktu, ze rozwijajacy si¢ guz potrzebuje dostarczenia wigkszej porcji energii w
postaci adenozynotrifosforanu (ATP) (13).

Z przeprowadzonych przez nas badan wynika, ze niezaleznie od zastosowanej
diety w wyindukowanych guzach, nastgpit wzrost ilosci Fe i1 spadek Mg w
poréwnaniu do zdrowej tkanki gruczotu sutkowego (tab. Il). Zelazo w wysokich
stezeniach, zwlaszcza jesli nastagpi uwolnienie z potgczen biatkowych moze
inicjowa¢ peroksydacj¢ lipidow, uszkadza¢ komodrki katalizujac reakcje
powstawania wolnych rodnikéw i doprowadza¢ do mutacji DNA. Moze takze
inicjowa¢ powstawanie stanu zapalnego oraz stymulowa¢ wzrost guza, poprzez
nasilenie angiogenezy (10, 13). Otrzymane wyniki sg zgodne z badaniami
prowadzonymi przez innych badaczy (10, 14). Z kolei Mg jest niezbedny do
powielania i naprawy DNA, a deficyt tego pierwiastka sprzyja mutacjom DNA
prowadzacym do inicjacji pierwszego etapu karcinogenezy. Jednakze ochronna rola
Mg w procesie nowotworzenia w duzej mierze zalezy od stopnia zaawansowania
choroby. W wielu pracach wykazano, ze zmiana diety z ubogomagnezowej na
normalng powoduje dramatyczny wzrost guzéw, ktory w czesci mozna
wytlumaczy¢ nasileniem angiogenezy, bowiem komorki $rodbtonka sg czute na
zewnatrzkomoérkowy poziom tego kationu (15).

Zawarto$¢ wapnia i cynku w tkance nowotworowe] byta istotnie podwyzszona
jedynie w grupie suplementowanej Cu i resweratrolem (tab. Il). Pomimo znanych
interakcji Zn-Cu, we wchlanianiu jelitowym oraz wigzaniu metalotioneiny, nie
zaobserwowano istotnych zmian w ilosci cynku w wigkszo$ci guzow (tab. I1).
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Tabela Il. Poréwnanie zawarto$ci pierwiastkdbw w guzach gruczotu sutkowego szczuréw (DMBA+), otrzymujacych
zréznicowane diety w odniesieniu do tkanki zdrowej gruczotu sutkowego (DMBA-)
Table Il. Comparing contents of minerals between tumor and health tissues of mammary glands of rats in relation to
diet
Rodzaj diety
Di standard standard + Cu standard + Cu + resweratrol
ieta
—
uz zdrowa uz zdrowa uz zdrowa
9 tkanka 9 tkanka 9 tkanka
Cu 2,92+0,85 2,57+0,79 2,52+0,66* 1,25+0,36 2,40+0,51* 1,27+0,36
(Hg/g) (n=7) (n=5) (n=8) (n=7) (n=10) (n=8)
Zn 17,6+0,9 17,6+1,7 18,2+1,3 17,0£1,2 17,1+1,4* 18,6+0,8
(g/9) (n=7) (n=5) (n=8) (n=7) (n=10) (n=8)
Fe 50,7+£22,6* 17,7+3,1 39,7+£15,5* 17,4+2,9 39,0£11,6* 17,4+2,3
(Hg/9) (n=7) (n=5) (n=8) (n=7) (n=10) (n=8)
Mg 153,6+£10,5* 224,4433,8 171,9+£12,6* 245,9+£11,9 157,0£12,9* 253,0+14,4
(Hg/9) (n=7) (n=5) (n=8) (n=7) (n=10) (n=8)
Ca 518,0+363 399,9+462 161,8+£156,7 80,9435,9 242,9+109,7* 64,8+2,8
((elle)] (n=7) (n=5) (n=8) (n=6) (n=10) (n=8)
P 2,3040,16 2,1640,11 2,52+0,19* 1,87+0,21 2,22+0,19* 1,78+0,1
(mg/g) (n=7) (n=5) (n=8) (n=7) (n=10) (n=8)

* — rdznice istotne statystycznie w zawartosci pierwiastkéw pomiedzy guzem i zdrowg tkanka dla p < 0,0.

WNIOSKI

1. Niezaleznie od zastosowanej diety (standardowa, Cu; Cu + resweratrol) nie
wystgpily réznice w indukcji nowotworowe] gruczolu sutkowego szczuréw pod
wptywem DMBA.

2. Suplementacja diety wylacznie jonami Cu lub w potaczeniu z resweratrolem
wyraznie przyspieszala tworzenie si¢ guzow.

3. Niezaleznie od zastosowanej diety w guzach gruczotu sutkowego nastgpit
wzrost iloéci Fe i spadek Mg w poréwnaniu do zdrowej tkanki gruczotu sutkowego.

4. Dodatkowe wzbogacanie diety szczurow w Cu powodowato wzrost jej
zawarto$ci W guzie.

D. Skrajnowska, B. Bobrowska, A. Tokarz, M. Kuras

THE EFFECT OF COPPER AND RESVERATROL ON TUMOR CONCENTRATIONS OF TRACE
ELEMENTS IN RATS

Summary

The aim of the study was to assess the impact of DMBA-induced rat breast cancer on the copper,
zinc, calcium, magnesium and phosphorus concentrations in cancerous tissues (tumours) of rats in
comparison with corresponding tissues of normal animals. Female Sprague-Dawley rats were divided
into groups which, apart from the standard diet, were treated with copper ions or copper ions and
resveratrol via gavage. In the study group, the rats were treated with a dose of 80 mg/body weight of
DMBA (7,12-dimethyl-1,2- benz[a]anthracene) given in rapeseed oil at 50 and 80 days of age to induce
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breast cancer (adenocarcinoma). After wet microwave mineralization of the tissues, phosphorus content
was determined using Scheele’s spectrophotometry, copper with FAAS (PU 9100) and the content of
the remaining elements with the ICP-OES technique (Optima 3100XL, Perkin Elmer). Regardless of
the diet (standard; Cu; Cu + resveratrol), DMBA-induced breast carcinogenesis was not inhibited. On
the contrary, in the supplemented groups, tumorigenesis developed at a considerably faster rate. The
induced tumors showed increased Fe and decreased Mg levels in contrast to those in the normal control
tissue. Supplementation of the rat diet with Cu or Cu + resveratrol resulted in an increased copper level
in the tumour.
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