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Celem przeprowadzonych badan byla wstepna ocena wphywu lipidow zéltka
Jaja kurzego wzbogaconego w CLA na proliferacje komorek czerniaka ludzkiego.

Z6ltko jaja kurzego zostalo wzbogacone w izomery CLA w sposdb natural-
ny na drodze zywieniowej, poprzez modyfikacje mieszanki paszowej dla niosek
mieszaning izomerow CLA: cis9,transll i transl0,cis12 (1). Komorki czerniaka
ludzkiego (WM793 i WM3211) inkubowano z hydrolizatem lipidow zéltka, po
czym mierzono ich proliferacje w zakresie stezen nie wywierajqcych nekrotycz-
nego wplywu na komdorki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw, mozna wnioskowac, ze lipidy Zoltka jaja ku-
rzego z wbudowanymi izomerami CLA sq efektywne w hamowaniu proliferacji ko-
morek czerniaka ludzkiego. Przedstawione wyniki potwierdzajq korzystny wplyw

funkcjonalnej ZywnoSci, jako potencjalnego zrodta do walki z nowotworami.

Hasta kluczowe: sprzg¢zony kwas linolowy (CLA), cis9,trans11-CLA, trans10,cis12-
-CLA, zywno$¢ funkcjonalna, czerniak, proliferacja.

Key words: Conjugated linoleic acid (CLA), cis9,trans11-CLA, trans10,cis12-CLA,
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Korzystne, prozdrowotne oddziatywanie sprz¢zonych dienéw kwasu linolowego
od dawna jest przedmiotem badan wielu osrodkow naukowych w Polsce i na $wiecie.
Wraz z odkryciem przestanek antynowotworowego dziatania CLA (2) rozpoczgto
badania nad wptywem CLA na komorki nowotworowe, gtownie piersi (3), prostaty
(4) oraz okreznicy (5). Badania na liniach czerniaka ludzkiego do tej pory sa nielicz-
ne (6, 7). Prowadzone obecnie prace badawcze kieruja si¢ raczej w strong modyfiko-
wania zawarto$ci CLA w wielu produktach spozywczych pochodzenia zwierzecego,
takich jak: migso, jaja, masto. Ma to duze znaczenie praktyczne, poniewaz zywnos¢
funkcjonalna moze zapobiega¢ i wspomagac leczenie wielu przewleklych chordb
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niezakaznych, w tym takze choréb nowotworowych. W kontekscie tych informacji
celem przeprowadzonych badan, byla wstepna ocena wptywu lipidow zottka jaja
kurzego, naturalnie wzbogaconego w izomery CLA: cis9,trans11 i trans10,cis12,
na proliferacje komorek czerniaka ludzkiego: WM793 1 WM3211.

MATERIAL I METODY

1. Hodowla komérek czerniaka ludzkiego
Komérki WM793 1 WM3211 (Wistar Institute, USA) hodowano w medium
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), w obecnosci 10% FBS (Gibco) i antybiotyku (Sig-
ma-Aldrich). Komoérki hodowano na szalkach 10R (BD Biosciences) w warunkach
hodowli komorkowej (37°C, 5% CQO,). Do eksperymentu uzywano komorki maksy-

malnie po 6—7 pasazach.

2. Hydrolizat lipidow zottka jaja kurzego
Tluszcz otrzymano metoda ekstrakcji ciektym CO, na analizatorze tluszczu
(LECO), a nastepnie zmydlono KOH. Profil kwasow tluszczowych ustalono przy
pomocy GC-MS (Shimadzu QP 5050A) (tab. I). Wolne kwasy ttuszczowe rozpusz-
czono w etanolu i przechowywano w temperaturze —20°C.

Tabela I. Profil kwasow tluszczowych oznaczony na GC-MS (SHIMADZU QP 5050A)
Table I. Lipid acid profile determined by GC-MS (SHIMADZU QP 5050A)

Zottko jaja kurzego wzbogacone w CLA

Zottko jaja kurzego nie wzbogacone CLA

Kwasy ttuszczowe Udziat % Kwasy ttuszczowe Udziat %
Tetradekanowy 0,65 Tetradekanowy 0,42
Pentadekanowy 0,09 Pentadekanowy 0,06
Heksadekanowy 27,19 Heksadekanowy 22,88
(2)-9-heksadecenowy 1,05 (2)-9-heksadecenowy 2,24
heptadekanowy 0,37 heptadekanowy 0,26
oktadekanowy 21,35 oktadekanowy 10,71
(2)-9-oktadekaenowy 26,0 (2)-9-oktadekaenowy 41,65
(2,2)-9,12-oktadekadienowy 18,38 (Z,2)-9,12-oktadekadienowy 20,04
(2,2,2)-9,12,15-oktadekatrie- 113 (2,2,2)-9,12,15-oktadekatrie- 0.8
nowy nowy
cis9,trans11-CLA 2,3 cis9,trans11-CLA 0
trans10,cis12-CLA 0,9 trans10,cis12-CLA 0
eikozenowy 0,29 eikozenowy 0,39
eikozadienowy 0,17 eikozadienowy 0,25
arachidonowy 0,13 arachidonowy 0,30
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3. Ocena cytotoksycznosci hydrolizatu zéttka jaja kurzego

Wptyw hydrolizatu zéttka jaja kurzego na zywotno$¢ komorek oznaczano w za-
kresie badanych stgzen po 24, 48 i 72 godzinach, przy uzyciu zestawu do badania
cytotoksycznos$ci (Cytotoxity Detection Kit LDH — Roche) zgodnie z zaleceniami
producenta.

4. Badanie proliferacji komdrek

Proliferacj¢ komoérek traktowanych hydrolizatem lipidow zéttka jaja kurzego wzbo-
gaconego w izomery CLA (KT+CLA) i niewzbogaconego w izomery CLA (KT), oraz
komérek kontrolnych ((kontrola), hodowanych w pozywce RPMI-1640 + 10 % FBS
+ 0,5% etanol) badano poprzez barwienie komorek fioletem krystalicznym.

Komorki hodowano w pozywce z hydrolizatem zottka jaja kurzego o stgzeniu
0,121 0,36 mg/ml przez 24—72 godzin. Po tym czasie komoérki utrwalano alkoholem,
barwiono 0,5 % roztworem fioletu krystalicznego, a nastepnie odbarwiano (0,069 M
kwas octowy, 0,037M cytrynian sodu w H,0O/alkoholl) i mierzono absorbancje¢ przy
dhugosci fali 540 nm.

5. Analiza statystyczna wynikow

Wszystkie oznaczenia byly wykonane w trzech powtorzeniach, w trzech nieza-
leznych doswiadczeniach. Warto$ci na wykresach przedstawiono jako srednie +£SD.
Istotno$¢ statystyczna sprawdzano testem U Manna-Whitneya. Réznice uznawano
za znamienne statystycznie dla P<0,01.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Ocena cytotoksycznos$ci hydrolizatu lipidow zdéttka jaja na komoér-
ki czerniaka ludzkiego

Badanie cytotoksycznosci hydrolizatu lipidéw zoltka jaja kurzego na komorki linii
WM?793 i WM3211, przeprowadzono przez oznaczenie aktywnosci dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) w medium komoérkowym. Dezintegracja btony komoérkowe;j
wywolana procesem nekrozy w odpowiedzi na czynnik toksyczny, powoduje uwal-
nianie tego enzymu do medium komorkowego. Hydrolizat KT + CLA o stgzeniu
0,12 10,36 mg/ml nie wywolywatl wzrostu aktywnosci LDH po 24-, 48- i 72-godzin-
nej inkubacji z komoérkami, a obliczone wartosci cytotoksycznosci nie przekraczaty
10% (dane nie przedstawione). Warto$¢ ponizej 10% oznacza, iz dzialajacy czynnik
nie wywiera cytotoksycznego efektu na badane komorki. Dla obydwu linii wyzsze
stezenie hydrolizatu (0,73 mg/ml) powodowato ponad 10% cytotoksycznos$¢é w kaz-
dym punkcie czasowym (dane nie przedstawione), co jednoznacznie §wiadczy o ne-
krozie komorek.

Wplyw hydrolizatu lipidéw zottka jaja kurzego na proliferacj¢ ko-
morek czerniaka ludzkiego

Zdolno$¢ komorek linii WM793 1 WM3211 do proliferacji pod wpltywem hydro-
lizatu lipidéw zoéttka jaja kurzego o stezeniu 0,12 i 0,36 mg/ml, sprawdzano poprzez
barwienie komorek fioletem krystalicznym. Jak przedstawiono na rycinie 1 wzrost
komorek obydwu linii spadat pod wpltywem KT+CLA, dajac maksymalne ok. 40%
zahamowanie proliferacji w przypadku najwyzszego stezenia (0,36 mg/ml) i najdtuz-
szego punktu czasowego (72 godz.). Réznice w spadku proliferacji byly istotne sta-
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Ryc. 1. Wplyw hydrolizatu lipidéw zoltka jaja kurzego na proliferacj¢ komorek: A. WM793 i B. WM3211.
Stupki przedstawiajg srednie £ SD z trzech niezaleznych doswiadczen (n=9). * p<0,01 vs KT w tescie
U Manna-Whitneya.

Fig. 1. Effect of lipids hydrolysate of egg yolk on proliferation of cells: A. WM793 and B. WM3211. Bars
represent means = SD from three separate experiments (n=9). * p<0,01 vs KT in the U Manna-Whitneya
test.

tystycznie nie tylko w stosunku do komoérek nietraktowanych (kontrola), ale réwniez
w stosunku do hydrolizatu z6ttka jaja nie wzbogaconego w izomery CLA.

Przedstawione wyniki potwierdzaja korzystny wptyw funkcjonalnej zywnosci,
jako potencjalnego zrédta do walki z nowotworami oraz wskazuja na skuteczno$é
dziatania lipidow zoéttka jaja kurzego z wbudowanymi izomerami CLA. Jajo kurze
cechuje si¢ wysoka podatnoscig na modyfikacje zywieniowa, powszechna dostep-
no$cia na rynku, a przede wszystkim wysoka wartoscia zywieniowa, co czyni je
atrakcyjnym surowcem do zastosowan biomedycznych (8) i przemawia za dalszymi
badaniami nad mozliwoS$cig stosowania jako nutraceutyku w profilaktyce chorob
nowotworowych.
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WNIOSKI

1. Hydrolizat w stezeniach 0,12 i 0,36 mg/ml KT+CLA nie powodowat nekrozy
badanych komérek, jednak wyzsze stgzenia moga prowadzi¢ do ich nekrozy,

2. Lipidy zottka jaja kurzego wzbogaconego w izomery CLA-cis9,transll
i trans10,cis12, hamuja proliferacj¢ komorek czerniaka ludzkiego, a efekt ten jest
zalezny od stgzenia i czasu dziatania lipidow.
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EFFECT OF EGG YOLK LIPIDS NATURALLY ENRICHED WITH CONJUGATED LINOLEIC
ACID ON PROLIFERATION OF HUMAN MELANOMA CELLS

Summary

Conjugated linoleic acid (CLA) has an anticarcinogenic properties mainly due to its ability to suppress
the growth of different cancer cell lines in vitro. The present research trends are focused on functional
food, which besides the basic nutritional components contains also substances with health-related effects.
This is of a considerable practical significance, since functional food may be a preventive factor and aid
treatment of many civilization diseases, including malignancies.

The objective of the study was the investigation of the effect of CLA - enriched egg yolk lipids on
proliferation of human melanoma cells.

Egg yolk was naturally enriched with CLA isomers through feeding laying hens with a mixture of CLA
isomers: cis9,trans11 and trans10,cis12 (1). The cells (WM793 i WM3211) were incubated with hydro-
lysate of CLA - enriched egg yolk lipids. In the range of concentrations of hydrolysate that had not caused
necrosis, proliferation was detected.

In both cell lines hydrolysate of CLA - enriched egg yolk lipids inhibited cells proliferation about 40%
and the hydrolysate CLA - unenriched egg yolk lipids had no effect.

The results indicate that egg yolk lipids with incorporated CLA isomers are effective in inhibiting
growth of human melanoma cells in vitro. Presented results confirm the positive influence and anticancer
potential of functional food.
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