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Celem pracy bylo okreslenie wplywu olejow roslinnych, oleju rybnego oraz
diety o zmniejszonej kalorycznosci na zawartos¢ kwasow 5-, 12- i 15-hydro-
ksyeikozatetraenowych (5-, 12- i 15-HETE) oraz hydroksyoktadekadienowych
(HODE) w mikrosomach wqtrobowych szczuréow. Zaobserwowano, ze dieta
wplywa na stezenie HETE i HODE, co nalezaloby bra¢ pod uwage w przypadku
ich wykorzystywania jako biowskaznikow stanow patologicznych.
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Thuszcze obecne w diecie naleza do czynnikow w istotny sposdb wpltywajacych
na funkcjonowanie organizmu czlowieka. Szczegdlng uwage zwracaja tworzace je
kwasy thuszczowe, zwlaszcza wielonienasycone kwasy tluszczowe (WNKT). Licz-
ne badania epidemiologiczne wykazaty, ze wplywaja one na pracg uktadu krazenia,
wzrost i rozwdj, procesy poznawcze, moga nasila¢ lub hamowac ryzyko rozwinig-
cia si¢ miazdzycy, tuszczycy, alergii, czy choroby nowotworowej (1, 2, 3). Badania
dotyczace roli obecnych w diecie kwasow thuszczowych podejmujg réwniez proby
wyjasnienia mechanizmow wywotujacych okreslone dziatanie. Jednym z nich jest
aktywnos$¢ eikozanoidéw powstajacych w réznych tkankach z 20-weglowych, niena-
syconych kwasdw thuszczowych pod wplywem cyklooksygenaz (COX) lub lipooksy-
genaz (LOX). Do najlepiej przebadanych eikozanoidow nalezg syntetyzowane przez
COX metabolity kwasu arachidonowego — prostaglandyny E, i F,.., (PGE, i PGF,,),
prostacyklina I,, tromboksany, a takze leukotrieny (m. in. LTB,) bedace produktami
LOX. Zaobserwowano, ze stezenie PGE, w tkankach dodatnio koreluje z zawarto$cia
w diecie kwasu linolowego, ktory jest prekursorem kwasu arachidonowego. Dopie-
ro w latach 80. zauwazono, ze aktywnoscia biologiczna odznaczajg si¢ rowniez inne
zwiazki powstajace pod wplywem lipoksygenaz z kwasu arachidonowego — kwasy
hydroksyeikozatetracnowe (HETE), a takze z kwasu linolowego — kwasy hydrok-
syoktadekadienowe (HODE). Wydaje si¢, ze uczestniczg one w réznych procesach
patologicznych takich, jak stany zapalne, astma, tuszczyca, miazdzyca czy choroby
nowotworowe (4, 5, 6). W komorkach réznych typdw nowotwordw, m.in. prostaty,
piersi, jelita grubego czy ptuc zaobserwowano zwigkszona ekspresje 5- 1 12-LOX, co
wiazato si¢ ze wzmozona syntezg 5- 1 12-HETE (7). Moga one stymulowac prolifera-
cj¢ komodrek nowotworowych i hamowac ich apoptoze (8). 12-HETE ufatwiat réwniez
inwazyjnos¢ komorek nowotworowych, powstawanie przerzutow i angiogenezg (9).
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W zwiazku probami wykorzystywania HETE 1 HODE jako biomarkerow zmian
patologicznych, celem pracy byto okreslenie wplywu olejow roslinnych, oleju ryb-
nego oraz diety o zmniejszonej o potowe kalorycznosci na zawartos¢ kwasow 5-,
12- i 15-hydroksyeikozatetraenowych (5-, 12- i 15-HETE) oraz hydroksyoktadeka-
dienowych (HODE) w mikrosomach watrobowych szczuréw.

MATERIAL I METODY

Badania prowadzono na samcach szczuréw linii Wistar po uzyskaniu zgody Se-
nackiej Podkomisji do Badan na Zwierzetach przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym. Zwierzgta podzielono na 6 grup, ktdrym przez 6 tygodni poczawszy
od 70. dnia zycia podawano dozotadkowo wybrany thuszcz — olej rzepakowy, oli-
we, preparat Omega-3 (Lysi) lub olej stonecznikowy — w ilo$ci 0,4 cm’/dobe. Dwie
grupy zywione byly ad libitum wylacznie pasza dla zwierzat Lab-H, przy czym
jednej z nich podawano diet¢ o ograniczonej o polowe wartosci odzywcezej (grupa
»dieta /2”). Po 6 tygodniach zwierzeta dekapitowano i pobierano watroby, z ktorych
izolowano mikrosomy. HETE i HODE ekstrahowano na kolumienkach Bakerbond
C18 500 mg/3 cm’ (SPE) i oznaczano metoda HPLC na aparaturze firmy Shima-
dzu (pompa LC-10AS, detektor UV-VIS SPD-10AV), na kolumnie Nucleosil 100-5
C18, przy dt. fali 235 nm. Fazg ruchomg stanowita mieszanina metanolu, wody
1 kwasu octowego (75:25:0,01) (10).

Zawarto$¢ 5-, 12- i 15-HETE oraz HODE w mikrosomach watrobowych szczu-
réow odczytywano z krzywych wzorcowych zalezno$ci pola powierzchni piku od-
powiedniego kwasu od stgzenia w przeliczeniu na g biatka (ng/g biatka). Otrzyma-
ne wyniki poddano analizie statystycznej wykorzystujac program Statistica 9.0 PL
1 stosujac testy nieparametryczne — jednoczynnikowq analiz¢ wariancji (ANOVA)
rang Kruskala-Wallisa oraz test korelacji Spearmana.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Na podstawie przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze sposrod badanych
zwiazkéw w mikrosomach watrobowych dominowalty HODE i 12-HETE. Pozostale
izomery HETE (15- i 5-HETE) wystepowaty w znacznie mniejszych ilo$ciach.

Najwyzsze stezenie HODE, ale takze 15- i 5-HETE, wykryto w mikrosomach
watrobowych szczurow, zywionych wytaczenie pasza (dieta standardowa), w tym
o0 ograniczonej o potowe kalorycznosci (dieta %) (ryc. 1). W przypadku HODE war-
tos¢ ta wynosilta ok. 6 pg/g biatka i byla istotnie wyzsza niz w grupach, ktérym
podawano preparat Omega-3, olej rzepakowy lub stonecznikowy. O ile roznica ta
wydaje si¢ zrozumiala w przypadku mikrosoméw uzyskanych od zwierzat, ktorych
diet¢ wzbogacano preparatem Omega-3 i olejem rzepakowym, co wynika z malej
zawarto$ci w nich kwasu linolowego, bedacego prekursorem kwasu arachidono-
wego (odpowiednio 1,29% i 21,16%), o tyle w przypadku oleju stonecznikowego,
ktéry jest jednym z gtéwnych zrédel kwasu linolowego (ok. 64%), wynik taki (2,05
pg HODE/g biatka) jest zaskakujacy. Jest to prawdopodobnie spowodowane szyb-
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Ryc. 1. Zawarto$¢ HODE w mikrosomach watrobowych szczuréw karmionych réznymi dietami.

Fig. 1
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Ryc. 2. Zawarto$¢ 12-HETE w mikrosomach watrobowych szczuréw karmionych réznymi dietami.

Fig. 2. 12-HETE concentration in liver microsomes of rats fed various diets.
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szym metabolizmem kwasu linolowego do arachidonowego w mikrosomach watro-
bowych szczurow, ktorym podawano olej stonecznikowy, co odzwierciedla rowniez
wysoka zawarto$¢ 12-HETE w tej grupie.

Najwyzsze stezenie 12-HETE stwierdzono wtasnie w mikrosomach watrobowych
szczurow, ktorym podawano olej stonecznikowy (4,28 pg/g biatka) (ryc. 2). Byto
ono istotnie wyzsze niz w grupach, ktérym podawano preparat Omega-3 (0,66 pg/g
biatka) lub oliwe (0,58 pg/g biatka), co wynika ze znacznie mniejszej zawartosci
kwasu linolowego w dietach tych grup. W przypadku kwasu 12-HETE stwierdzono,
ze istnieje istotna statystycznie, silna dodatnia korelacja (r = 0,9) miedzy jego ste-
zeniem w mikrosomach watrobowych szczurdw, a procentowa zawartoscia kwasu
linolowego w podawanym oleju. Stgzenia 12-HETE w mikrosomach uzyskanych od
zwierzat, ktorym nie podawano oleju utrzymywaty si¢ na podobnej wysokosci (ok.
3 ug/g biatka) (ryc. 2). Byly nieco nizsze niz w grupie suplementowanej olejem sto-
necznikowym, cho¢ istotnie wyzsze w porownaniu do grup, otrzymujacych preparat
Omega-3 (ryc. 2.).

Pozostale badane substancje — 15- i 5S-HETE wystgpowaty mikrosomach watro-
bowych w kilkakrotnie nizszych stezeniach (odpowiednio 0,96 png/g biatka i 1,57
ng/g biatka) (ryc. 3 i 4). Wyraznie widaé, ze zastosowanie diety wzbogaconej ole-
jem rzepakowym, oliwa, preparatem Omega-3, ale takze olejem stonecznikowym
wiaze si¢ ze zmniejszeniem ich zawartosci w mikrosomach watrobowych szczurdw.
Potwierdzaja to takze inne badania (11). W przypadku zwierzat, ktérym podawa-
no preparat Omega-3 niskie stezenia zarowno HODE, jak i wszystkich izomeréw
HETE wynikaja z obecnosci w tym oleju WNKT z rodziny n-3 — kwasu eikozapen-
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Ryc. 3. Zawarto$¢ 15-HETE w mikrosomach watrobowych szczuréw karmionych réznymi dietami.
Fig. 3. 15-HETE concentration in liver microsomes of rats fed various diets.
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Ryec. 4. Zawartos¢ 5S-HETE w mikrosomach watrobowych szczuréw karmionych réznymi dietami.
Fig. 4. 5-HETE concentration in liver microsomes of rats fed various diets.

taenowego (EPA, 18%) i dokozaheksaenowego (DHA, 12%). EPA konkuruje z kwa-
sem arachidonowym o dostepnos¢ enzymow, m.in. LOX, co powoduje zmniejszenie
syntezy metabolitow kwasu arachidonowego, w tym HETE i nasilenie syntezy po-
chodnych EPA (12).

Zastosowanie diety o obnizonej kalorycznosci (dieta '2) nie powoduje zmian
w zawartosci HETE lub HODE w stosunku do grupy karmionej wylacznie pasza
(dieta standardowa), co wydaje si¢ zaskakujace ze wzgledu na zmniejszona w diecie
ilos¢ kwasow thuszczowych, takze linolowego.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze dieta ma znaczacy wpltyw na zawartos¢ HETE
1 HODE, co nalezaloby bra¢ pod uwage w przypadku ich ewentualnego wykorzy-
stywania jako biowskaznikdéw stanow patologicznych.

M. Jelinska, A. Tokarz, J. Brzoska
DIETARY FAT AND HETE AND HODE CONCENTRATION IN RAT LIVER MICROSOMES

Summary

The aim of the study was to evaluate the effect of vegetable oils, fish oil as well as a diet of nutri-
tional value reduced by half on the concentration of 5-, 12- and 15-hydroxyeicosatetraenoic acids (HETE)
(arachidonic acid lipoxygenase metabolites) and hydroxyoctadecadienoic acids (HODE) (linoleic acid
metabolites) in rat liver microsomes. HETE and HODE have been discovered to play a role in some patho-
logical processes, such as atherosclerosis, psoriasis as well as cancers of lung, breast, colon or prostate.
Liver microsomes of male Wistar rats were used in the study. The animals divided into 6 groups were fed
intragastrically 0.4 ml of one of the oil daily (olive, rapeseed, sunflower oil or Lysi’s Omega-3 Fish Oil).
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Two groups were fed animal fodder only ad libitum, of which one received a diet of nutritional value re-
duced by a half. HETE and HODE were isolated with the SPE method and determined by HPLC. Results
were expressed in pg/g of protein. 12-HETE and HODE were major metabolites in rat liver microsomes.
It was observed that the concentration of each compound was affected by the diet, which suggests that they
can be considered for use as biomarkers of pathological changes. The diet of nutritional value reduced by
a half did not change HETE and HODE amounts in liver microsomes.
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