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Celem pracy bylo sprawdzenie, czy podprzewlekia suplementacja samcow
szczurow rasy Wistar cynkiem i/lub selenem podawanych razem lub osobno
wplywa na homeostaze tych biopierwiastkow w nerkach oraz wybrane parametry
stresu oksydacyjnego w tym narzqdzie.
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Zainteresowanie suplementacja cynkiem i/lub selenem w kontek$cie ochrony
organizmu przed chorobami, w tym takze nowotworem gruczotu krokowego (PCa)
(szczegoblnie mezczyzn po 65. roku zycia) trwa nieprzerwanie juz od kilkudziesig-
ciu lat (1). Wynika to z faktu, iz wiele badan wprost sugeruje, ze obnizone poziomy
cynku w prostacie moga odgrywac istotna role w etiologii nowotworu prostaty (2).
Swiadczy o tym posrednio fakt, ze u wigkszosci pacjentéw z rakiem gruczotu kro-
kowego, stezenia cynku sa istotnie nizsze w porownaniu z tkanka zdrowa (grupa
kontrolna) (3). Rowniez wyniki wielu badan epidemiologicznych, zaré6wno retro-
spektywnych, jak i prospektywnych (cho¢ nalezy podkresli¢, ze nie wszystkie) (4)
wskazuja, ze suplementacja cynkiem ma potencjat terapeutyczny, np. w tagodnym
rozro$cie prostaty (BPH) i raku gruczotu krokowego (PCa) (2).

Podobne wyniki badan opublikowano dla selenu. W r6znych doniesieniach opi-
sywano, ze wysoki status selenu w diecie przyczynia si¢ do istotnego obnizenia
zapadalno$ci na r6zne nowotwory, w tym takze na raka prostaty (5). Zmniejszone
ryzyko zachorowania na raka prostaty przedstawiono takze w badaniach amery-
kanskich (NPC), ktore przeprowadzono w grupie 1312 0séb z niskim stezeniem Se
we krwi, ktorych przez 4,5 roku suplementowano selenem w formie drozdzy sele-

* Praca finansowana z dziatalnosci statutowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (Nr 503/3-045-
01/503-31-001)
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nowych w wysokiej dawce 200 pg/dzien (6). U mieszkancow Qidong w Chinach
— uwazanych za populacje wysokiego ryzyka zapadalnos$ci na pierwotnego raka
watroby — poddanych suplementacji selenem przez 8 lat to ryzyko istotnie si¢ obni-
zylo (7). Doniesienia te wskazuja, ze selen, mimo potencjalnej toksycznosci, uznaje
si¢ za czynnik antykancerogenny. Chemoprotekcyjne wlasciwosci selenu u ludzi
jako pierwsi opisali Shamberger 1 Frost juz w 1969 r. (8). Od tego czasu opisano
wiele badan przeprowadzonych in vivo, w ktérych udowodniono, ze suplementacja
tym pierwiastkiem skutecznie chroni zwierzeta doswiadczalne przed nowotwo-
rami indukowanymi przez kancerogeny chemiczne (9). Wielu badaczy sugeruje,
ze selen zapobiega ztosliwej proliferacji komodrek oraz dziata jako ,,przetacznik
redoks”, aktywujacy lub inaktywujacy komdrkowe czynniki wzrostu, gtéwnie na
drodze utleniania lub redukcji zewngtrznych grup tiolowych (—SH) i mostkéw di-
siarczkowych, co zalezy m.in. od stgzenia wewnatrzkomorkowego zredukowanego
glutationu (GSH) i dostgpnosci tlenu (10). Za antyproliferacyjne dziatanie selenu
moze takze odpowiadac bezposrednio selenodiglutation, powstajacy w reakcji zre-
dukowanego glutationu z seleninem (11).

Na potrzebe suplementacji, zarowno selenem, jak i cynkiem (szczegodlnie u ludzi
starszych) wydaja si¢ wskazywac takze liczne badania przeprowadzone w rdznych
krajach Europy. Do$¢ jednoznacznie wynika z nich, ze u europejczykow (niezalez-
nie od kraju), czesto wystepuja niedobory cynku i selenu (12, 13). Dane pochodzace
z badania NHANES III wskazuja m.in., ze u 0s6b dorostych w wieku 60 lat lub
starszych niedobory cynku moga by¢ znaczace — czgsto ponizej 50% RDA (zaleca-
nego dziennego spozycia) (14). Przyjmuje sig, ze referencyjne spozycie cynku dla
populacji europejskiej (15) dla dorostych mezezyzn i1 kobiet wynosi odpowiednio:
9,5 mg/dobg 1 7,0 mg/dobe. Z kolei zalecane dzienne spozycie selenu (wg réznych
zrodet) powinno wynosi¢ 55—60 pg/dobe dla kobiet i 60—70 pg/dobe dla megzczyzn,
stad optymalna dzienna dawka dla oséb dorostych (a zwlaszcza w podesztym wie-
ku) zostata oszacowana na 100 pg/dobg (16).

Przytoczone powyzej badania potwierdzaja potrzebg suplementacji pierwiast-
kami niezbgdnymi osob starszych. Nalezy jednak pamigtac, ze wraz z wiekiem
starzeniu ulegaja takze nerki. Starzenie nerek obejmuje zmniejszenie nerkowego
przepltywu krwi oraz filtracji kigbuszkowej. W konsekwencji zmian w obrgbie ce-
wek nerkowych zmniejsza si¢ m. in. zdolno$¢ nerek do zageszczania i rozciencza-
nia moczu (17). Oznacza to, ze z wiekiem bedzie m.in. wydtuzat si¢ czas potrzebny
na wydalenie substancji dostarczanych do organizmu, np. w drodze suplementac;ji.
W przypadku takich pierwiastkow jak selen, ktory odznacza si¢ stosunkowo wa-
skim indeksem terapeutycznym zawsze istnieje potencjalne ryzyko niekorzystnego
wplywu suplementacji na nerki. Przyjmuje si¢, ze bezpieczna dawka Se stosowana
w suplementacji wynosi 200 pg/dobg (11).

Poniewaz czgsto zalecana u ludzi suplementacja cynkiem i selenem jest pro-
wadzona tacznie, celem tej pracy jest sprawdzenie, czy podprzewlekte podawanie
droga dozotadkowa samcom szczuréw rasy Wistar cynku i/lub selenu podawanych
razem wplywa na ich homeostaz¢ w nerkach oraz na wybrane parametry stre-
su oksydacyjnego w tym narzadzie. Dodatkowo w pracy dokonano oceny profilu
gospodarki lipidowej: oznaczono poziom triglicerydéw, cholesterolu i lipoprotein
wysokiej gestosci (HDL) w osoczu.
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MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na 180 samcach szczuréw Wistar, w wieku
16 tygodni (w dniu rozpoczegcia eksperymentu), o masie ciata 290-320 g. Zwierzgta
pochodzity z hodowli Zwierzgtarni Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. Szczury karmione byly pasza standardowa ,,Murigran”
i otrzymywaly wode ad libitum. Eksperyment prowadzono zgodnie z procedurami
i obowiazujacym w Polsce prawem (18), po uzyskaniu wcze$niej zgody Lokalnej
Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach (Uchwata nr 43/L.B479/2009).
Praca byta finansowana przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu NN
405 6118 38.

Zwierzgta podzielono na 5 grup badawczych i 1 grupeg kontrolna, po 30 samcow
w kazdej grupie. Badanym zwierzgtom podawano wodne roztwory: glukonianu
cynku (Alfa Aesar GmbH & Co KQG) i/lub zwiazki selenu (selenin sodu, Sigma-
Aldrich Co. lub selenometioning, Sigma-Aldrich Co.). Podawane dawki dobowe bio-
pierwiastkow w poszczegolnych grupach wynosity: (I) 5,0 mg Zn/kg m.c. (W posta-
ci glukonianu cynku), (II) 2,8 pg Se/kg m.c. — w postaci seleninu sodu, (I11) 2,8 pg
Se/kg m.c. — w postaci selenometioniny. Pozostale dwie grupy badawcze otrzymy-
waly oba pierwiastki: 5,0 mg Zn/kg m.c. (w postaci glukonianu cynku) i 2,8 pug Se/
kg m.c. — w postaci seleninu sodu (grupa IV) oraz 5,0 mg Zn/kg m.c. (w postaci
glukonianu cynku) i 2,8 pg Se/kg m.c. — w postaci selenometioniny (grupa V).

Szczury z grup badawczych otrzymywaty w/w roztwory codziennie droga do-
zotadkowa (intragastrically, i.g.) za pomoca sondy. Grupie kontrolnej podawano
analogicznie vehiculum (wod¢ wodociagowa, i.g.). Zastosowane dawki selenu
u szczurow odpowiadaja $rednim poziomom zalecanej dawki do suplementacji
u ludzi (tj. 200 pg/dobe).

Po 30, 60 i 90 dniach ekspozycji oraz po 3 i 6 miesiacach obserwacji, czyli po
90 i 180 dniach od zakonczenia podawania zwiazkow, wybrane losowo zwierzgta
z grup badanych i z grupy kontrolnej (po 6 zwierzat z kazdej grupy) poddawano
eutanazji przez skrwawienie punkcja dosercowa w lekkiej narkozie CO,.

Do oznaczen pobierano krew i nerki. W osoczu krwi oznaczano poziom trigli-
cerydow, cholesterolu i lipoprotein wysokiej gestosci (HDL) za pomoca testow:
TRIGS TR-210, CHOL CH201 i HDL CH203 (Randox Laboratories). W nerkach
oznaczono stgzenie cynku i miedzi metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej
w wersji ptomieniowej (GBC, Avanta PM). Oznaczenie selenu wykonano zmodyfi-
kowana metoda wg Dancha i Drozdza (19) za pomoca spektrofluorymetru (Hitachi,
F-4500). Ponadto, w homogenatach nerek oznaczono: st¢zenie zredukowanego glu-
tationu (GSH) metoda wg Sedlaka i Lindsaya (20) oraz stgzenie dialdehydu malo-
nowego (MDA — wskaznika peroksydacji lipidow) metoda Mihara i Uchiyama (21).

W oznaczeniach st¢zen biopierwiastkow w materiale biologicznym zastosowa-
no wewngtrzng laboratoryjna kontrolg jakosci, ktora byta oparta na liofilizowanej
watrobie wotowej — SRM 1577b (National Institute of Standards & Technology,
Gaithersburg, USA). Materiat odniesienia zawierat cynk, miedz i selen w steze-
niach odpowiednio 127+16, 160£8 i 0,73+£0,06 pg/g. Wzgledne odchylenia stan-
dardowe uzyskane w oznaczeniach materialow referencyjnych wynosity: 0,3% dla
cynku, 8,3% dla miedzi i 3,5% dla selenu.



Nr 1 Suplementacja cynkiem i/lub selenem a ich homeostaza w nerce szczurow 83

Statystyczne opracowanie wynikéw przeprowadzono za pomoca programu
STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., USA). Istotno$¢ roznic (p < 0,05) dla wybranych
parametrow wyliczono stosujac test Tukey’a, po sprawdzeniu jednorodno$ci wa-
riancji testem Bartlett’a.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Z uwagi na istotna biologicznie role¢ pierwiastkow niezbednych w organizmie,
ich poziomy w poszczegdlnych narzadach sg bardzo wazne dla utrzymania home-
ostazy. Nalezy jednak pamigtaé, ze suplementacja biopierwiastkami moze prowa-
dzi¢ do zachwiania rbwnowagi i wystapienia interakcji migdzy nimi. Dtugotrwata
suplementacja cynkiem moze by¢ m.in. przyczyna zaburzonego wchtaniania mie-
dzi, prowadzac do niedoboru tego pierwiastka — udowodniono bowiem, ze miedz
i cynk konkuruja ze soba.

W przeprowadzonych badaniach nie zaobserwowano istotnego statystycznie
wplywu suplementacji cynkiem i/lub selenem na st¢zenia miedzi w nerkach (tab.
I). Po podawaniu cynku (niezaleznie czy samego, czy tez tacznie z selenem), istot-
ny wzrost st¢zenia tego pierwiastka w nerkach stwierdzono jedynie po pierwszym
miesigcu podawania. Natomiast efektu takiego nie obserwowano zaréwno po 2 1 3
miesigcach suplementacji, jak i w pdzniejszym okresie 6-miesigcznej obserwacji
(tab. I). Z kolei istotny wzrost stezenia selenu zaobserwowano dopiero po 2 i 3
miesigcach podawania tego pierwiastka. Efekt taki stwierdzono u wszystkich grup
suplementowanych selenem (zaréwno oddzielnie, jak i facznie z cynkiem). W okre-
sie 6-miesi¢cznej obserwacji poziomy cynku i selenu nie réznity si¢ w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Nie stwierdzono takze znaczacych réznic w poziomach selenu
w nerkach po podaniu tego pierwiastka zar6wno w postaci polaczenia organicz-
nego, jak i nieorganicznego. Istnieja jednak dane, z ktorych wynika, ze dzialanie
selenu na organizmy zywe moze by¢ uzaleznione nie tylko od jego ilosci/dawki,
ale takze od postaci chemicznej, w jakiej jest do organizmu dostarczany, co wynika
ze zroznicowanej biodostepnosci (10).

Wiadomo takze, ze selen podawany w wysokich dawkach moze powodowac¢ np.
nasilenie stresu oksydacyjnego, natomiast w dawkach terapeutycznych obserwu-
je si¢ efekt odwrotny. W przedstawionych badaniach, analiza parametrow stresu
oksydacyjnego — w tym GSH i MDA — nie wykazata wptywu dtugotrwatej suple-
mentacji szczuréw selenem podawanym oddzielnie lub tacznie z cynkiem na te
parametry w nerce (ryc. 1). Dobrana do suplementacji dawka selenu byla zatem
dawka bezpieczna.

Suplementacja cynkiem moze m.in. prowadzi¢ do interakcji z miedzia. Jak wy-
nika z piSmiennictwa, zaburzona proporcja migdzy miedzia a cynkiem w diecie
na korzy$¢ miedzi moze prowadzi¢ do hipercholesterolemii (22). U ludzi star-
szych, u ktorych stwierdza si¢ zaburzony stosunek Cu/Zn (wzrost) obserwuje si¢
zwigkszenie zapadalnos$ci na rézne choroby, w tym uktadu krazenia. Dlatego tez
w obecnej pracy oprocz poziomow Zn i Se w nerce zmierzono takze st¢zenia Cu.
W przeprowadzonym doswiadczeniu nie stwierdzono istotnych réznic w stosun-
kach Cu/Zn w nerce (tab. I).
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Tabela I. Poziomy cynku, miedzii selenu w nerkach szczura po podaniu glukonianu cynku ,,Zn” i/lub réznych
form selenu (selenianu sodu ,Se” lub selenometioniny ,SeMet”) po 30, 60 i 90 dniach podawania oraz po 90
i 180 dniach od zakonczenia podawania

Table I. Zinc, copper and selenium level in kidney of rats following zinc gluconate (Zn) and different form of
selenium (sodium selenite (Se) or selenomethionine (SeMet)) administration given jointly or separately for 30,
60 and 90 days and then after 90 and 180 days post administration

Zn | Cu | Se | Cu/Zn
(ug/g mokrej tkanki)
Okres podawania

30 dni
Kontrola 31,18+1,61 15,42+2,99 2,07+0,06 0,49
Zn 35,33+2,10* 15,93+2,99 2,14x0,07 0,45
Se 33,38+3,42 14,10+2,98 2,16x0,10 0,42
SeMet 32,98+3,89 16,31+3,13 2,27+0,24 0,49
Zn+Se 35,99+2,46* 13,49+2,47 2,19+0,13 0,37
Zn+SeMet 35,44+2,94* 15,75+3,49 2,24+0,08 0,44

60 dni
Kontrola 30,50%+2,19 15,43+2,97 2,13+0,06 0,51
Zn 30,27+2,14 17,00+2,82 2,24+0,08 0,56
Se 31,43+3,59 20,22+2,52 2,44+0,16* 0,64
SeMet 25,67+3,79 17,64+1,60 2,59+0,10* 0,69
Zn+Se 25,79+2,34 15,50+6,19 2,53+0,27* 0,60
Zn+SeMet 24,24+2 57 15,89+3,56 2,51+0,24* 0,66

90 dni
Kontrola 28,62+1,81 17,32+2,89 2,04+0,16 0,57
Zn 26,59+1,53 14,29+2,17 2,18+0,13 0,54
Se 24,09+1,26 14,51+1,63 2,38+0,09* 0,60
SeMet 25,61+2,59 13,89+1,24 2,39+0,03* 0,54
Zn+Se 30,47+2,94 13,48+2,69 2,31+0,09* 0,44
Zn+SeMet 31,00+3,14 12,95+2,77 2,33+0,10* 0,42

Okres obserwacji

90 dni
Kontrola 31,83+3,11 18,66+1,22 2,05+0,16 0,59
Zn 30,10+3,96 18,22+2,41 2,00+0,15 0,61
Se 34,09+2,04 18,15+2,04 2,29+0,27 0,53
SeMet 35,86+6,21 19,19+2,10 2,08+0,16 0,54
Zn+Se 34,44+2,65 17,15+2,91 2,25+0,19 0,50
Zn+SeMet 34,94+4,37 16,89+2,81 2,11+0,12 0,48

180 dni
Kontrola 31,04+4,27 16,53+2,18 2,02+0,11 0,53
Zn 27,15+4,04 15,90+1,82 2,08+0,17 0,59
Se 28,33+3,76 14,50+1,17 2,20+0,10 0,51
SeMet 27,87+4,33 14,24+1,88 2,25+0,18 0,51
Zn+Se 24,63+2,91 14,88+1,15 2,11+0,04 0,60
Zn+SeMet 27,02+2,15 15,46+1,55 2,28+0,26 0,57

* Wynik znamienny wzgledem kontroli, dla przedziatu ufnosci (Cl): 95%
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Tabela Il. Poziomy triglicerydéw, HDL i cholesterolu catkowitego oraz stosunek HDL do cholesterolu catkowi-
tego w osoczu szczura po podaniu glukonianu cynku ,,Zn” i/lub réznych form selenu (selenianu sodu ,Se” lub
selenometioniny ,SeMet”) po 30, 60 i 90 dniach podawania oraz po 90 i 180 dniach od zakonczenia podawania

Table Il. Levels of triglycerides, HDL and total cholesterol, and the ratio of HDL to total cholesterol in rat
plasma following zinc gluconate (Zn) and different form of selenium (sodium selenite (Se) or selenomethionine
(SeMet)) administration given jointly or separately for 30, 60 and 90 days and then after 90 and 180 days post
administration

Triglicerydy HDL Cholesterol 1 ) /cholesterol
(mmol/dm3) (mmol/dm?) ElEnil catkowity
(mmol/dm3)
Okres podawania

30 dni
Kontrola 0,73x0,12 1,25+0,26 1,60+0,45 0,78+0,08
Zn 0,98+0,17 0,93+0,08 1,40+0,17 0,67+0,09
Se 1,07+0,29 1,00+0,11 2,05+0,33 0,66+0,05
SeMet 1,12+0,21 1,22+0,11 2,48+0,49 0,64+0,08
Zn+Se 0,86+0,30 1,24+0,15 2,69+0,75 0,59+0,11
Zn+SeMet 0,87+0,35 1,26+0,12 2,46+0,46 0,58+0,09

60 dni
Kontrola 0,78+0,11 1,40+0,32 1,71+0,50 0,79+0,16
Zn 0,98+0,18 1,05+0,31 1,78+0,23 0,57+0,15
Se 1,07+0,24 0,95+0,17 2,33+0,41 0,50+0,14
SeMet 1,02+0,07 0,94+0,17 2,41+0,52 0,58+0,15
Zn+Se 0,84+0,32 0,99+0,12 2,22+0,43 0,60+0,09
Zn+SeMet 1,16+0,11 0,95+0,18 2,21x0,24 0,58+0,12

90 dni
Kontrola 0,74+=0,11 1,48+0,23 1,99+0,34 0,73=0,11
Zn 1,00+0,34 1,73%+0,17 1,62+0,26 0,60+0,06
Se 0,94+0,30 1,78+0,19 2,40+0,24 0,75+0,09
SeMet 0,88+0,34 1,59+0,22 2,54+0,49 0,65+0,10
Zn+Se 0,74=0,32 1,41=0,09 2,71x0,41 0,59+0,09
Zn+SeMet 0,75+0,22 1,31+0,19 2,68+0,52 0,58+0,12

Okres obserwaciji

90 dni
Kontrola 1,70£0,22 1,30%0,26 1,70£0,17 0,77+0,03
Zn 1,44+0,22 1,21+0,36 1,47+0,70 0,74+0,09
Se 1,59+0,22 0,98+0,18 1,37+0,35 0,61+0,08
SeMet 1,39+0,45 0,99+0,16 1,50+0,30 0,73+0,12
Zn+Se 1,46+0,42 1,09+0,40 1,65+0,58 0,65+0,11
Zn+SeMet 1,37+0,20 0,99+0,13 1,68+0,40 0,65+0,11

180 dni
Kontrola 1,14+0,24 1,18+0,15 1,37+0,36 0,76+0,10
Zn 1,13+0,29 1,17+0,26 1,80+0,35 0,61+0,11
Se 1,15+0,17 1,12+0,13 1,61+0,31 0,67+0,14
SeMet 1,33+0,22 1,06+0,17 1,67+0,35 0,65+0,11
Zn+Se 1,18+0,27 1,08+0,10 1,44+0,35 0,77+0,14
Zn+SeMet 1,12+0,13 1,36%0,16 1,87+0,41 0,71+0,13
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Ryc. 1. Stezenia GSH i MDA w nerkach szczuréw po podaniu glukonianu cynku ,,Zn” i/lub réznych
form selenu (selenianu sodu ,,Se” lub selenometioniny ,,SeMet”) po 30, 60 i 90 dniach podawania oraz
po 90 i 180 dniach od zakonczenia podawania.

Fig. 1. Concentrations of GSH and MDA in rats’ kidneys following zinc gluconate (Zn) and different form
of selenium (sodium selenite (Se) or selenomethionine (SeMet)) administration given jointly or separately
for 30, 60 and 90 days and then after 90 and 180 days post administration.

Podprzewlekta suplementacja szczurow cynkiem i/lub selenem nie spowodowa-
la takze zaburzen w parametrach biochemicznych we krwi, ktore $wiadczytyby
o hipercholesterolemii (tab. II). Niemniej jednak z danych literaturowych wynika,
ze podanie szczurom Se i Zn w wyzszych dawkach moze dziala¢ korzystnie na
gospodarke lipidowa poprzez obnizenie catkowitego cholesterolu oraz wzrost frak-
cji HDL (23, 24).

WNIOSKI

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze nawet dtugotrwata suplementacja
szczurdw selenem i/lub cynkiem w zastosowanych dawkach (zblizonych do dzien-
nego zapotrzebowania ludzi na te pierwiastki) nie zaburza ich homeostazy w ner-
kach.

Zastosowane modele suplementacji nie indukuja stresu oksydacyjnego, wyrazo-
nego stezeniem GSH i MDA w nerkach.

Suplementacja szczuréow selenem i/lub cynkiem nie spowodowala zaburzen
w gospodarce lipidowe;.
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THE INFLUENCE OF SUBCHRONIC ZINC AND/OR SELENIUM SUPPLEMENTATION IN
WISTAR RATS ON HOMEOSTASIS OF THESE BIOELEMENTS IN THE KIDNEY.

Summary

An interest in a protective supplementation with zinc and selenium in cancer diseases (including prostate
cancer) and cardiovascular diseases lasts from many years. The purpose of the study was to determine
whether subchronic supplementation of male Wistar rats with zinc and/or selenium, administered toge-
ther or separately, influence on the homeostasis of these elements in kidney and selected oxidative stress
parameters in this organ. The results show that the supplementation of zinc and/or selenium lasting up
to three months in rats at doses used in this study, which were similar to daily human demand for these
elements does not affect the homeostasis of these elements in the kidney as well as does not interfere
with selected parameters of renal oxidative stress and does not lead to disturbances in the lipid profile.
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