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Zbadano wpływ suplementacji diety sprzężonymi dienami kwasu linolowego 
(CLA) na aktywność enzymów uczestniczących w powstawaniu kwasu arachi-
donowego, a także określono zależności pomiędzy aktywnością tych enzymów 
w warunkach procesu nowotworowego. Aktywność enzymów wyznaczano 
w sposób pośredni, gdyż ich miarą była ilość powstającego in vitro kwasu ara-
chidonowego, tworzącego się z kwasu linolowego, określana w mikrosomach 
wątrobowych szczurów szczepu Spraque-Dawley. Wyznaczono ponadto indeksy 
aktywności: ∆6-desaturazy (D6D) oraz ∆5-desaturazy (D5D), przy zastosowaniu 
metody wysokosprawnej chromatografi i cieczowej (HPLC) z detekcją UV/VIS.
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ny kwasu linolowego, nowotwory
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Sprzężone dieny kwasu linolowego (CLA) stanowią grupę izomerów pozycyjnych 
i stereoizomerów kwasu oktadekadienowego, o sugerowanym wielokierunkowym 
korzystnym działaniu prozdrowotnym. Aktywność biologiczną wykazano dotych-
czas dla dwóch izomerów kwasu oktadekadienowego: cis-9, trans-11 (kwas żwaczo-
wy) i trans-10, cis-12. Głównym naturalnym źródłem CLA jest mleko i produkty 
mleczarskie oraz mięso różnych gatunków zwierząt przeżuwających (1). W organi-
zmach ludzkich około 90% całkowitej puli CLA jest pochodzenia egzogennego, tak 
więc odpowiednio komponując posiłki lub suplementując dietę, można wpływać na 
zawartość CLA w tkankach.

Spośród wielu właściwości biologicznych CLA, na szczególną uwagę zasługują 
właściwości przeciwnowotworowe (2-5). Sugerowane są liczne potencjalne mecha-
nizmy działania przeciwnowotworowego CLA, spośród których niezwykle intere-
sującym wydaje się być zdolność konkurowania z innymi kwasami tłuszczowymi 
w szlakach metabolicznych, ze względu na podobieństwo w budowie (6). Nieliczne 
opublikowane badania wskazują na CLA, jako na jeden z potencjalnych czynników 
wpływających na aktywność desaturacji kwasów tłuszczowych (7,8).
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Celem pracy było zbadanie wpływu suplementacji diety kwasem linolowym 
w postaci sprzężonej (CLA) na aktywność enzymów biorących udział w syntezie 
kwasu arachidonowego (AA), jak również zbadanie zależności między ich aktywno-
ścią a procesem nowotworowym. Oznaczano zarówno ilość tworzącego się w czasie 
inkubacji AA, jak również wyznaczano indeksy aktywności ∆6-desaturazy (D6D) 
oraz ∆5-desaturazy (D5D). 

MATERIAŁ I METODY

Badania uzyskały akceptację Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doświadczeń na 
Zwierzętach przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (34/2008). 

W trakcie trwania eksperymentu wszystkie zwierzęta (samice szczurów Spra-
que-Dawley) miały zapewniony ciągły dostęp do wody i paszy (pasza hodowlana 
Labofeed H) oraz przebywały w pomieszczeniu o stałej wilgotności i temperaturze 
(23°C), w którym zachowano 12-godzinny cykl światła i ciemności. 

W 37. dniu życia zwierzęta zostały losowo przyporządkowane do jednej z sześciu 
grup eksperymentalnych. Podawano im sondą dożołądkową preparat Bio-C.L.A. 
(Pharma Nord Denmark) w ilości 0,3 cm3/dzień (2% udział CLA w diecie), w na-
stępującej sekwencji – od 37. do 50. dnia życia [C2, E2], od 50. dnia życia do mo-
mentu dekapitacji [C1, E1] lub przez cały okres życia [C3, E3]. Grupom C1, C2 i C3 
podano dodatkowo w 50. dniu życia czynnik kancerogenny: 7, 12-dimetylobenz[a]
antracen (DMBA), w ilości 80 mg/kg m.c. Ponadto, co tydzień, badano zwierzęta 
palpacyjnie, w celu stwierdzenia obecności guzów. Dekapitowano je w 21. tygodniu 
eksperymentu, a do badań pobierano wątrobę, z której izolowane mikrosomy (9), do 
czasu analizy przechowywano w temp. -70oC. 

Preparat Bio-C.L.A (fi rmy Pharma Nord Denmark) zawierał w swoim składzie 
mieszaninę izomerów: cis-9, trans-11 CLA i trans-10, cis-12 CLA w stosunku 1:1 
(10).

Aktywność enzymów wyznaczano w sposób pośredni, gdyż ich miarą była ilość 
powstającego in vitro AA, tworzącego się z kwasu linolowego (LA), określana 
w mikrosomach wątrobowych szczurów (11). 

Do badań pobierano po 0,2 cm3 zawiesiny mikrosomów i poddawano je inkubacji 
w mieszaninie reakcyjnej (12). W skład mieszaniny reakcyjnej wchodziły następują-
ce składniki, których końcowe stężenie w 1 cm3 wynosiło: 5 μM ATP; 0,1 μM CoA; 
1,25 μM NADH; 0,5 μM nikotynamidu; 2,25 μM glutationu; 5 μM MgCl2; 62,5 μM 
NaF; 200 nM kwasu linolowego.

Z mikrosomów wątrobowych wyekstrahowano lipidy metodą Folcha (13). Okre-
ślano różnicę stężeń AA w próbkach poddanych inkubacji (1,5 h, w temp. 37oC) 
i nieinkubowanych. Zawartość kwasów tłuszczowych oznaczano metodą 
HPLC z detekcją UV/VIS, po uprzedniej ich estryfi kacji (12) (aparat Merck Hi-
tachi, pompa L-7100, detektor UV/VIS L-74200, kolumna YMC-Pack ODS-
AM S-5 μm, temp. kolumny 30oC, długość fali λ=198 nm). Każdorazowo okre-
ślano w mikrosomach wątrobowych zawartość białka metodą Lowriego (14), 
a stężenie AA wyrażano w przeliczeniu na 100 mg białka. Wyznaczono po-
nadto indeks aktywności ∆6-desaturazy (D6D), jako stosunek stężenia kwasu 
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γ-linolenowego (GLA, C18:3, n-6) do stężenia kwasu linolowego (LA, C18:2, n-6) 
w mikrosomach wątrobowych i indeks ∆5-desaturazy (D5D), wyrażony stosunkiem 
stężenia kwasu arachidonowego (AA, C20:4, n-6) do stężenia kwasu dihomo-γ-
linolenowego (DGLA, C20:3, n-6). 

Otrzymane wyniki poddano ocenie statystycznej przy zastosowaniu programu 
Statistica 10.0 (analiza wariancji – ANOVA, test Tukey’a).

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

U zwierząt z grup nie poddanych działaniu 7,12-dimetylobenz[a]antracenu nie stwier-
dzono w czasie trwania eksperymentu spontanicznych nowotworów, niezależnie od 
zastosowanej modyfi kacji diety. Podanie czynnika kancerogennego skutkowało wy-
stępowaniem guzów nowotworowych gruczołów sutkowych, które zostały zidentyfi -
kowane w badaniu histopatologicznym jako gruczolakoraki sutka. Jednocześnie zaob-
serwowano hamowanie indukcji procesu nowotworowego w dwóch grupach, w których 
dieta była wzbogacana w CLA. Najsilniejszy efekt ochronny stwierdzono w grupie C3, 
w której suplementacja sprzężonymi dienami kwasu linolowego trwała najdłużej. 
W grupie tej, jedynie u jednego z dziewięciu zwierząt pojawiły się gruczolakoraki 
sutka. Nie stwierdzono powyższej zależności w przypadku krótkotrwałego wzbo-
gacania diety w CLA (C2 – od 37. do 50. dnia życia), kiedy nastąpiła najwyższa 
zapadalność na nowotwory, bo aż 100% (tab. I). 

W przeprowadzonym doświadczeniu zaznacza się wyraźny przyrost zawartości AA 
w grupach z chemicznie indukowanym nowotworem (najwyższy w C1 – 0,82 ± 
0,15 mg/100 mg białka), w porównaniu do analogicznych grup bez dodatku DMBA. 
Podobna tendencja zarysowała się w przypadku aktywności D6D, która w grupie 
C1 wyniosła (3,81 ± 0,12)*10-3, a najniższa była w grupie E3 – (2,29 ± 0,02)*10-3. 
Aktywność D5D była natomiast nieco niższa w grupach, którym podano czynnik 
kancerogenny. Nasilona konwersja do AA, katalizowana przez badane desatura-
zy, uznawana jest za niekorzystną dla organizmu, ponieważ może prowadzić do 
zwiększonej produkcji eikozanoidów, których prekursorem jest AA. Do związków 
tych zaliczana jest m.in. prostaglandyna E2 (PGE2), której przypisywane jest dzia-
łanie prozapalne i pronowotworowe (4,15). Zwiększoną aktywność tych enzymów 
w procesie nowotworzenia wykazano między innymi w badaniu przeprowadzonym 
przez He i wsp. (16). 

Oceniając wpływ czasu podawania CLA na poziom AA, stwierdzono, że w gru-
pie suplementowanej najdłużej (E3), bo od 37. dnia życia do momentu dekapitacji, 
następowało znaczne obniżenie stężenia AA, w odniesieniu do zwierząt krócej 
suplementowanych. W tej grupie również aktywności D6D i D5D były najniższe. 
Wskazuje to na hamujący wpływ sprzężonych dienów kwasu linolowego na ak-
tywność badanych desaturaz. Podobne wyniki uzyskali Bretillon i wsp. (8) oraz 
Thijssen i wsp. (7). 

 W procesie metabolicznym, CLA konkuruje z LA o aktywność kluczowych en-
zymów sterujących jednocześnie przemianami obydwu związków. Konsekwencją 
powyższego działania CLA jest zmniejszenie poziomu metabolitów LA, w tym AA 
i powstających z niego prostaglandyn serii 2 (4,15). 
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WNIOSKI

1. Zastosowane w doświadczeniu warunki eksperymentalne z wykorzystaniem mi-
krosomów wątrobowych szczurów i HPLC umożliwiają pośrednie oznaczenie 
aktywności Δ5- i Δ6-desaturazy.

2. Długotrwałe podawanie w diecie sprzężonych dienów kwasu linolowego obniżało 
aktywność enzymów wątrobowych – szczególnie Δ6-desaturazy i ilość powstają-
cego AA u szczurów w stanie fi zjologicznym. 

3. Obecność nowotworu indukowała aktywność D6D, co wpływało stymulująco na 
przyrost AA w strukturach komórkowych. 

A.  S t a w a r s k a,  A.  B i a ł e k,  M.  Ł u k a s i k,  A.  T o k a r z

THE INFLUENCE OF DIET SUPPLEMENTATION WITH CONJUGATED 
LINOLEIC ACIDS ON DESATURASES (Δ6, Δ5) ACTIVITY IN RAT HEPATIC 

MICROSOMES IN CANCEROUS STATE

S u m m a r y

The aim of this study was to determine the effect of dietary CLA supplementation on the activity of 
enzymes involved in the synthesis of arachidonic acid (AA) and to determine the relationship between 
the activity of the enzymes and tumors. We used HPLC with UV/VIS detection to determine desaturases 
activity in rat hepatic microsomes. The desaturases activity was determined indirectly by measuring  the 
amount of AA formed from linoleic acid in vitro by the action of the enzymes. In addition, the indices 
of ∆6-desaturase (D6D) and ∆5-desaturase (D5D) were determined. Statistically signifi cant differences 
in the desaturases activity were found among the experimental groups. DMBA signifi cantly increased 
the activity of the enzymes. A negative correlation was observed between the supplementation of CLA, 
and the enzymes’ activity.
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