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Celem badan bylo oszacowanie wplywu tuszczow diety na zawartosé kwasow
12-i 15-hydroksyeikozatetraenowych (12 i 15-HETE) w surowicy krwi szczurow.
Zaobserwowano, ze stezenie HETE podlega dzialaniu oleju, cho¢ nie zawsze ko-
reluje z zawartosciq obecnych w nim prekursorow eikozanoidow.

Hasta kluczowe: kwasy hydroksyeikozatetracnowe, kwas arachidonowy, ttuszcze,
karcinogeneza.
Key words: hydroksyeicosatetraenoic acids, arachidonic acid, fat, carcinogenesis.

Badania epidemiologiczne i eksperymentalne wykazaly zalezno$¢ migdzy dieta
a schorzeniami, w patologii ktorych uczestnicza eikozanoidy, pochodne 20-weglo-
wych kwasow thuszczowych (1). Do najlepiej przebadanych eikozanoidéw naleza
zwiazki powstajace na szlaku cyklooksygenazy, zwlaszcza metabolity kwasu ara-
chidonowego, takie jak prostaglandyna E, (PGE,), czy tromboksan A, (TXA,). Za-
obserwowano pozytywng korelacj¢ miedzy zawartoscia w diecie kwasu linolowego
a stgzeniem PGE, w tkankach. Znacznie mniej danych dotyczy relacji migdzy skta-
dem kwasow thuszczowych diety a obecnoscia lipoksygenazowych (LOX) metabo-
litow kwasu arachidonowego, przy czym dostepne informacje odnosza si¢ gtdéwnie
do leukotriendéw. Brak jest natomiast wiedzy, na temat wpltywu obecnych w diecie
kwaséw thuszczowych na zawarto$¢ innych metabolitéw kwasu arachidonowego
powstajacych na szlaku LOX — kwasow hydroksyeikozatetraenowych (HETE).
Kwasy te uczestnicza w licznych procesach patologicznych, takich jak stany zapal-
ne, miazdzyca, tuszczyca (2). Wysokie stezenia HETE wykryto w nowotworach,
szczegoOlnie w odznaczajacych si¢ zdolno$ciami do tworzenia przerzutow. HETE
zwigkszaja ruchliwos¢ i adhezj¢ komodrek nowotworowych hamujac jednoczesnie
ich apoptoze, co sprzyja rozwojowi choroby (3, 4, 5).

HETE sa grupa zwiazkdéw badanych pod katem mozliwosci wykorzystania ich
w charakterze biowskaznikow standw patologicznych. Celem badan byto zwrdcenie
uwagi przede wszystkim na ewentualnos¢ oddziatywania czynnikow dietetycznych
(thuszcze ogrzewane i nicogrzewane), a takze karcinogennych na proces powsta-
wania kwasoéw 12- i 15-hydroksyeikozatetraenowych (12- i 15-HETE) w surowicy
krwi szczurdw.
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MATERIALY I METODY

Badania wykonano na samicach szczuréw Sprague-Dawley. Zwierz¢tom po-
dzielonym na 7 grup podawano od 40. dnia zycia dozotadkowo olej (stoneczniko-
wy, rzepakowy lub oliwe) w ilosci 0,4 ml/dobg, nieogrzany lub ogrzewany 10 min
w temp. 200°C. Jedna z grup zywiona byla ad libitum wyltacznie pasza dla zwierzat
Lab-H. W 50. i1 80. dniu zycia czg¢sci zwierzat w kazdej grupie wprowadzono 7,12-
dimetylobenz(a)antracen (DMBA) (80 mg/kg m.c.) w celu wywolania nowotwordéw
sutka. Po 20 tyg. zwierzeta dekapitowano i1 pobierano krew. Surowicg przygotowy-
wano przez wirowanie krwi 10 min przy 3000 obr./min.

Ekstrakcje HETE przeprowadzono na kolumienkach Bakerbond C18 500 mg/3
cm® (SPE). Analiz¢ ich zawarto$ci w surowicy krwi metoda HPLC wykonano na
aparaturze Shimadzu (pompa LC-10AS, detektor UV-VIS SPD-10AV), na kolum-
nie Nucleosil 100-5 C18, przy dt. fali 235 nm. Fazg¢ ruchoma stanowita mieszanina
metanolu, wody i kwasu octowego (75:25:0,01) (6).

Stezenie 12- i 15-HETE w surowicy krwi odczytano z krzywych wzorcowych
zaleznosci pola powierzchni piku odpowiedniego kwasu od stgzenia (ng/cm?® suro-
wicy). Wyniki przedstawiono jako $rednie + odchylenie standardowe.

Do statystycznej analizy wynikéw wykorzystano program Statistica 8.0 PL, sto-
sujac testy nieparametryczne — jednoczynnikowq analize wariancji (ANOVA) rang
Kruskala-Wallisa lub test U-Manna-Whitney’a.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W surowicy krwi szczuréw gldwnym izomerem sposrod lipoksygenazowych me-
tabolitow kwasu arachidonowego byt kwas 12-HETE. Jego zawartos¢ wahata si¢ od
ok. 185 ng/cm? do ok. 700 ng/cm? surowicy krwi (ryc. 1). Stezenie 15-HETE utrzy-
mywatlo si¢ na poziomie kilku nanograméw, natomiast trzeci metabolit — 5-HETE
nie zostal w ogodle wykryty w wigkszosci prob.

U zwierzat, ktérym podawano oleje (zardwno nieogrzewane jak i ogrzewane) naj-
nizsza zawarto$¢ 12-HETE odnotowano w grupie otrzymujacej olej stonecznikowy
(ok. 300 ng/cm? — olej nieogrzewany, ok. 200 ng/cm?’ — olej ogrzewany) (ryc. 1). Olej
ten jest bogatym zrédlem kwasu linolowego (C 18:2 n-6, 63%), z ktérego pod wpty-
wem desaturazy i elongazy syntetyzowany jest kwas arachidonowy. Statystycznie
wyzsze zawarto$ci tego izomeru wykryto w surowicy krwi szczurow, ktorych diete
suplementowano oliwa lub olejem rzepakowym — ok. 700 ng/cm?. Thuszcze te sa
zrodlem kwasu oleinowego (oliwa — ok. 68%, olej rzepakowy — 58%), natomiast
zawarto$¢ kwasu linolowego jest w nich znacznie nizsza niz w oleju stoneczniko-
wym (odpowiednio 10% i 20%). Nalezaloby si¢ zatem spodziewaé, ze w grupie
suplementowanej olejem stonecznikowym zawartos¢ 12-HETE bedzie najwyzsza.
Podobne wyniki uzyskat tez Bell i wspdtpr. (7). Oznaczali oni zawartos¢ 12-HETE,
kwasu 12-hydroksyeikozapentaenowego (metabolit kwasu eikozapentaenowego)
oraz leukotrienow B, i B; we krwi tososi, ktérych diete wzbogacono olejem rybnym
lub stonecznikowym (7). Stgzenia metabolitéw kwasu arachidonowego — 12-HETE
i LTB, byly kilka razy nizsze w przypadku podawania oleju stonecznikowego niz
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rybnego, mimo wysokiej zawartosci kwasu arachidonowego. Badacze ttumaczyli
to znacznie wyzszym stgzeniem kwasu dihomo-y-linolenowego (DGLA, C 20:3,
n-6), ktory rowniez jest substratem dla lipoksygenaz. W innych badaniach DGLA
hamowat syntezg eikozanoidow pochodnych kwasu arachidonowego (8). 12-HETE
moze rowniez reagowac z 5-LOX, co prowadzi do powstawania kwasu 5,12-dihy-
droksyeikozatetraenowego (5,12-diHETE) (9).
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Ryc. 1. Zawartos¢ 12-HETE w surowicy krwi szczurdéw, ktérym podawano nieogrzewane i ogrzewane
oleje oraz narazonych i nienarazonych na dzialanie DMBA (rdznice istotne statystycznie przy p<0,05
oznaczono takim samym indeksem).

Fig. 1. 12-HETE concentration in serum of rats fed with various oils (cold and heated), treated and non-
treated with DMBA (values sharing a letter are statistically different, p<0.05).

W grupach, w ktérych wywotywano nowotwory, suplementowanych nieogrzewa-
ng oliwa lub olejem rzepakowym zawartosci 12-HETE byly nizsze w poréwnaniu
do szczuréw nienarazonych na dzialanie DMBA, co mozna thumaczy¢ nasileniem
metabolizmu hydroksykwasu lub synteza PGE,, ktérej zawarto$¢ jest podwyzszona
w nowotworach.

W przypadku podawania thuszczow ogrzewanych zawarto$¢ 12-HETE w surowi-
cy krwi byla nieco nizsza w poréwnaniu z grupami suplementowanymi olejami nie-
ogrzewanymi, cho¢ nie byly to réznice istotne statystycznie. W czasie ogrzewania
oleju powstaja izomery geometryczne wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych,
m.in. izomer kwasu linolowego — kwas A9cis,12trans-oktedekadienowy (10). Jest
on przeksztalcany w organizmach szczurow do izomeru kwasu arachidonowego
— kwasu AS5cis,8cis,11cis,17trans-eikozatetraenowego (20:4, Al4trans), co moze
ograniczaé ilos¢ substratu dla LOX (10).

Najwyzsze stezenie 15-HETE odnotowano w grupach, ktérych diete suplemento-
wano olejem stonecznikowym, zaré6wno w grupach narazonych jak i nienarazonych
na dziatanie karcinogenu (ryc. 2).

Prowadzone badania wykazaty, ze podawane w diecie ttuszcze wplywaja na ste-
zenie HETE w surowicy krwi, cho¢ nie zawsze koreluje ono z zawartoscia prekur-
sorow tych kwasow w oleju.
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Ryc. 2. Zawarto$¢ 15-HETE w surowicy krwi szczurdw, ktorym podawano nieogrzewane i ogrzewane
oleje oraz narazonych i nienarazonych na dziatanie DMBA (rd6znice istotne statystycznie przy p<0,05
oznaczono takim samym indeksem).

Fig. 2. 15-HETE concentration in serum of rats fed with various oils (cold and heated), treated and non-
treated with DMBA (values sharing a letter are statistically different, p<0.05).
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EFFECT OF DIETARY FAT ON HYDROXYEICOSATETRAENOIC ACID CONCENTRATION
IN RAT SERUM

Summary

The study was a trial of evaluation the influence of various dietary oils, cold or heated, on the concen-
tration of 12-and 15-hydroxyeicosatetraenoic acids (arachidonic acid lipoxygenase metabolites) in serum
of rats, a part of which was carcinogen-infected. HETEs were discovered to play a role in some pathologi-
cal processes, such as atherosclerosis, psoriasis as well as cancers of lung, breast or prostate.

Serum of female Sprague-Dawley rats was used in the study. The animals divided into 7 groups were
fed intragastrically sunflower, rapeseed or olive oil (0,4ml/24h). When 50 and then 80 days old, some rats
from each dietary group were administered 7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) to induce tumours.
HETESs were isolated with the SPE method and determined using HPLC.

12-HETE was a major isomer in rat serum. It was observed that HETE concentration in rat serum
changes depending on oil used, although often there is no correlation between HETEs and their precursors
present in oils.
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