BROMAT. CHEM. TOKSYKOL. — XLIV, 2011, 3, str. 319-325

Agnieszka Bialek, Andrzej Tokarz, Pawel Zagrodzkil)

WPLYW SPRZEZONYCH DIENOW KWASU LINOLOWEGO W DIECIE
SAMIC SZCZUROW NA RYZYKO PROCESU NOWOTWOROWEGO U ICH
POTOMSTWA*

Katedra i Zaktad Bromatologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
Kierownik: dr hab. A. Tokarz prof. WUM

Y Zaklad Bromatologii Collegium Medium Uniwersytetu Jagiellonskiego
Kierownik: dr hab. P. Zagrodzki

W pracy zbadano wplyw suplementacji diety samic szczurow sprzezonymi
dienami kwasu linolowego na efektywnos¢ indukcji procesu nowotworowego u
ich potomstwa. Zaobserwowano, ze CLA wykazuje dzialanie ochronne w
kontekscie zapadalnosci na nowotwory sutka u zwierzqt potomnych. Zbadano
ponadto wplyw zastosowanej modyfikacji diety na poziomy wybranych cytokin:
IL-6 i TNF-o.
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Prawidlowe zywienie odgrywa szczegdlng role jako jeden z czynnikow
warunkujgcych stan zdrowia. Szczegélnie dieta kobiet w okresie rozrodczym,
planujacych potomstwo, ci¢zarnych jak i karmiacych jest niezwykle istotna dla
prawidlowego rozwoju dziecka jak i dla jego pozniejszego stanu zdrowia (1, 2). Do
grupy zwigzkow majacych istotne znaczenie w prewencji licznych schorzen
zwigzanych z dieta mozna zaliczy¢ sprzezone dieny kwasu linolowego (CLA — ang.
Conjugated Linoleic Acid). Liczne badania wskazuja na ich mnogie efekty
prozdrowotne, sposrod ktorych szczegdlnie cenne wydajg sie by¢ ich wiasciwosci
przeciwnowotworowe (3). Naturalnym zZroédtem sprzgzonych diendw kwasu
linolowego jest mleko. Zwiazki te, obecne w wydzielinie gruczotéw mlecznych
réznych gatunkéw ssakow, przyczyniaja si¢ m. in. do efektywniejszego
wykorzystania pokarmu przez organizmy potomne. Jednym
z czynnikéw decydujacych o zawarto$ci CLA w mleku kobiet karmigcych jest m.in.
obecno$¢ tych sktadnikow w diecie matek, co jednocze$nie wydaje si¢ byc
najlepszym sposobem zapewnienia ich odpowiedniej podazy w diecie potomstwa
juz od chwili urodzenia (4).

Celem badan bylo okreslenie wplywu suplementacji diety samic szczurzych
preparatem zawierajacym sprzezone dieny kwasu linolowego na powstawanie i
rozwdj indukowanych chemicznie nowotworéw sutka u ich potomstwa oraz
poszukiwanie zalezno$ci pomiedzy zastosowang modyfikacja diety, a poziomami
tych kwasow thuszczowych i wybranych cytokin w surowicy krwi.

“ Praca zrealizowana w ramach projektu badawczego promotorskiego nr N N405 362137
finansowanego ze $rodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego i projektu mtodego badacza
WUM nr FW12/WB1/10.
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MATERIAL | METODY

Dla prowadzonych badan uzyskano akceptacje Komisji Etycznej ds. Badan na
Zwierzetach Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Zwierzeta (szczury
szczepu Spraque-Dawley), pochodzity z Pracowni Zwierzat Laboratoryjnych
Katedry 1 Zaktadu Patologii Ogo6lnej 1 Doswiadczalnej WUM. Mialy one
zapewniony ciagly dostep do wody i paszy (pasza hodowlana Labofeed H) oraz
przebywaly w pomieszczeniu o stalej wilgotnosci i temp. (23 °C), w ktorym
zachowano 12-godz. cykl $wiatla i ciemno$ci. Samice zostaly losowo
przyporzadkowane do jednej z dwoch grup eksperymentalnych, z ktorych grupa
kontrolna (K) otrzymywata olej roslinny, a grupa badana (O) preparat zawierajacy
CLA - Bio-C.L.A. (Pharma Nord Denmark) w ilo$ci 0,15 cm®/dzien. Suplementacja
byta prowadzona przez 10 dni przed pierwszym kojarzeniem, podczas cigzy i
karmienia, az do momentu odfgczenia potomstwa w 30 dniu zycia. Dieta samcow
nie byla w Zaden sposob modyfikowana. Z uzyskanego potomstwa w dalszym
eksperymencie zostaly wykorzystane jedynie samice. Samice potomne, pochodzace
zarowno od grupy kontrolnej jak i badanej, zostaly w obregbie stosowanych grup
suplementacji losowo podzielone na dwie grupy, z ktorych jedna byta dalej
suplementowana odpowiednio olejem ros§linnym (K1) lub preparatem CLA (O1) w
ilosci 0,15 cm®/dzien, za$ druga (K2, O2) spozywata standardowg diet¢ (pasza
hodowlana Labofeed H) i wode w ilosci ad libitum. Proces nowotworowy byt
wywotywany poprzez podanie 7,12-dimetylobenz[a]antracenu w 50 dniu Zycia w
iloéci 80 mg/kg masy ciata. Masa ciata zwierzat byla oceniana co tydzien. Zwierzeta
byty ponadto co tydzien sprawdzane palpacyjnie w celu stwierdzenia pojawiania sig,
lokalizacji i wielkos$ci guzow.

Oznaczanie zawartosci sprzezonych diendw kwasu linolowego przeprowadzono
technikg chromatografii gazowej z detekcja ptomieniowo—jonizacyjng. Do badan
wykorzystano surowice pozyskang poprzez odwirowanie przy 3000 rpm @ w
temperaturze 4 °C przez 10 min krwi $§wiezo pobranej podczas dekapitacji w 21
tygodniu eksperymentu. Z surowicy pochodzacej od jednego szczura wykonano trzy
rownolegle oznaczenia. Estry metylowe kwasow tluszczowych przygotowano wg
procedury zaproponowanej przez Bondia-Pons i wspotpr. (5) w modyfikacji
wlasnej. Warunki analizy opisano uprzednio (6).

Zawarto§¢ TNF-o i IL-6 w surowicy szczurdw oznaczano metoda ELISA.
W tym celu wykorzystano testy Rat TNF-o/TNFSF1A i Rat IL-6 Immunoassay
(R&D Systems, Minneapolis, USA).

Istotno$¢ rdéznic warto$ci median dla poszczegdlnych parametréw w roéznych
grupach szczuréw sprawdzono testem nieparametrycznym Kruskala-Wallisa.
Wyniki uzyskane tym testem zostaly zweryfikowane testem Dunna. Analizg
statystyczng przeprowadzono przy pomocy programu GraphPad Prism v.3.02
(GraphPad Software, San Diego, USA) oraz z wykorzystaniem pakietu Statistica 9.0
PL (StatSoft, Polska). Jako krytyczny poziom istotno$ci przyjeto p = 0,05.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Celem prowadzonej suplementacji bylo zapewnienie zwigkszonej zawarto$ci
sprzezonych dienéw kwasu linolowego w mleku matek, a co za tym idzie
wczesnego zwigkszonego pobrania tych zwigzkow z dieta przez potomstwo.

Podanie czynnika kancerogennego inicjowato we wszystkich grupach badanych
powstawanie guzow sutka, ktore w badaniu histopatologicznym zostaty
zidentyfikowane jako gruczolakoraki. U potomstwa matek otrzymujacych preparat
zawierajacy CLA obserwowano jednak znacznie mniejszg zapadalno$¢ na
nowotwory w poréwnaniu do potomstwa grupy suplementowanej wytgcznie olejem.
W grupie Ol u dwodch sposrdd o$Smiu zwierzat wystgpity guzy nowotworowe
(zapadalno$¢ - 25%) a w grupie O2 - trzy sposrod dziewigciu zwierzat rozwinety
guzy (zapadalno$¢ — 33%), podczas gdy w grupie K1 az u o$miu sposrod dziesigciu
zwierzat (zapadalno$¢ - 80%), a w grupie K2 — u siedmiu spo$rdd dziewieciu
osobnikéw (zapadalno$¢ — 78%), pojawily si¢ nowotwory sutka. Podobne
hamowanie procesu karcinogenezy obserwowaliSmy we  wczesniejszym
eksperymencie (7).

Uzyskane wyniki wskazuja na wystgpowanie istotnych rdznic w masie
poszczegdlnych narzadéw pomiedzy badanymi grupami (ryc. 1 i ryc. 2, tab. I).
Suplementacja CLA nie wptywatla jednak istotnie na mas¢ watroby, co jest zgodne z
naszymi wczesniejszymi wynikami (7) jak i z wynikami uzyskanymi przez inny
autorow (8).

Masa watroby
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Ryc. 1. Porownanie mas watrob badanych grup dietetycznych.
Fig. 1. Comparison of livers weights of experimental dietary groups.
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Ryc. 2. Poréwnanie mas narzadow badanych grup dietetycznych.
Fig. 2. Comparison of organs weights of experimental dietary groups.

Tabela I. Wyniki testu Dunna dla parametréw: masa watroby, masa nerek, masa $ledziony, masa serca, udziat izomeréw
CLA w puli kwasow ttluszczowych w surowicy*

Table |. Dunn’s test results for the parameters: weight of livers, kidneys, spleens, hearts, share of CLA isomers in fatty
acids pool of experimental groups*

= Poréwnywane grupy Réznice pomiedzy Poziom istotnosci
arametr . ; >
szczurow sumami rang statystyki Dunna
masa watroby K1 vs K2 14,88 P < 0,05
masa nerek K1 vs 02 16,93 P <0,01
Olvs 02 13,90 P < 0,05
masa serca K1 vs K2 15,57 P <0,01
K1 vs 02 15,40 P < 0,05
masa $ledziony K2 vs 02 13,22 P <0,05
Kwas K1vs O1 -15,88 P <0,01
cis-9, trans- 0O1vs K2 22,25 P < 0,001
oktadekadienowy Olvs 02 12,99 P <0,05
K1vs O1 -18,61 P < 0,001
Kwas OLvs K2 17,94 P <0,01
trans-10, cis-12
oktadekadienowy O1lvs 02 14,56 P < 0,05

* podano tylko wyniki istotne statystycznie.
* only significant results.

W zastosowanym przez nas suplemencie diety stwierdzono obecno$¢ dwoch
izomeréw CLA: kwaséw trans-10, cis-12 i cis-9, trans-11 oktadekadienowego,
ktérych wzajemny stosunek wynosit 1:1. Ich udzial w catkowitej puli kwasow
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thuszczowych byt znaczny, gdyz stanowily one odpowiednio ok. 33% i 31%. W
surowicach grup badanych stwierdzono, co prawda, obecnos¢ obu tych kwasow
thuszczowych, jednak udzial izomeru cis-9, trans-11 CLA byl zdecydowanie
wigkszy, co jest zgodne zardwno z naszymi wczesniejszymi obserwacjami (7) jak i
pracami innych autorow (9, 10). Najwyzsze, istotnie wyzsze poziomy kwasu
zwaczowego, stwierdzono w grupie Ol, podczas gdy udziat tego zwigzku w
surowicach pozostatych grup nie roznit si¢ (ryc. 3, tab. I). Podobng zalezno$¢
obserwowano w przypadku izomeru trans-10, cis-12 CLA (ryc. 3, tabela I). W
obrebie grupy Ol poréwnano ponadto zawarto$§¢ kwasu zwaczowego pomigdzy
osobnikami, u ktorych wystapity lub nie wystapily guzy. U osobnikow, u ktérych
podanie czynnika kancerogennego nie spowodowato w czasie trwania eksperymentu
wystgpienia guzéw nowotworowych, obserwowano wyzsza zawarto$¢ kwasu
zZwaczowego w surowicy w porownaniu do osobnikow, u ktorych guzy wystapity
(5,5 £ 3,6 ug/cm3 w poréwnaniu do 3,5 = 14 ug/cm3). Podobng zaleznos¢
obserwowano we wczesniejszym eksperymencie (7).
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Ryc. 3. Udziat kwasu cis-9, trans-11 oktadekadienowego i trans-10, cis-12 oktadekadienowego w puli
kwasow ttuszczowych w badanych grupach dietetycznych.

Fig. 3. Share of cis-9, trans-11 octadecadienoate and trans-10, ciss-12 octadecadienoate in fatty acids
pool of experimental groups.
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Stezenie TNF alfa
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Ryc. 4. Zawarto$¢ TNF-o w surowicy krwi badanych grup dietetycznych.

Fig. 4. Content of TNF-a in serum of experimental groups.

Poziomy obu cytokin oznaczonych w surowicy krwi grup eksperymentalnych byty
bardzo niskie. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w poziomach TNF-a
(ryc. 4) i IL-6 pomiedzy badanymi grupami, cho¢ uzyskane wyniki wskazuja na
istnienie tendencji do obnizania pozioméw TNF-o w grupach O1 i 02, co wydaje
si¢ by¢ zwigzane ze stosowaniem suplementacji diety preparatem CLA. Podobne
rezultaty uzyskali inni badacze, zar6wno w badaniach na modelach zwierzecych jak
i invitro (11-13).

WNIOSKI

Ochronne dziatanie kwasu zwaczowego, potwierdzone jego zwickszong iloscia (o
ok. 50%) u szczurow, stymulujacg zdolno$¢ do obrony przed czynnikiem
kancerogennym, $wiadczy o tym, ze zwiazek ten jest bardzo pozadany w diecie od
jak najwcze$niejszego okresu zycia.
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INFLUENCE OF CONJUGATED LINOLEIC ACID IN THE DIET OF RATS FEMALES AT RISK
OF CANCER IN THEIR OFFSPRING

Summary

This study investigated the influence of CLA supplementation of the diet of rat females at formation
and development of chemically induced breast cancer in their offspring and the search for a relationship
between diet and these fatty acids and cytokines content in serum. Animals were randomly divided into
two groups of different dietary supplementation (oil or Bio-C.L.A. (Pharma Nord Denmark)). Female
offspring, which were treated with carcinogenic agent, were within those dietetic groups randomly
divided into two groups: one — supplemented with oil (K1) or CLA (O1) and second fed with standard
diet (Labofeed H) and water ad libitum. Fatty acid analysis was made with GC with capillary column
and flame-ionization detection. TNF-o and IL-6 content was made with ELISA. CLA supplementation
decreased the incidence of tumors. Cis-9, trans-11 CLA was the main isomer in plasma of groups
receiving Bio-C.L.A. The highest, significantly higher levels of rumenic acid were found in O1 group,
whereas the content of this compound in other groups did not differ. In O1 group the levels of rumenic
acid were higher in those individuals without tumors (5.5 + 3.6 pg/cm®) than in those with tumors (3.5 +
1.4 ug/em?). The levels of both cytokines - TNF-o. and IL-6 were very low in all investigated groups. We
observed the tendency of reduction of TNF-a in both CLA supplemented groups. The proper supply of
conjugated linoleic acid in the diet is extremely significant from the earliest period of life.
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