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WPLYW LIPIDOW ZOLTKA JAJA KURZEGO WZBOGACONEGO
W IZOMERY SPRZEZONEGO KWASU LINOLOWEGO
NA PROLIFERACJE KOMOREK MCF-7

Streszczenie

Sprzgzony kwas linolowy (ang. conjugated linoleic acid - CLA) jest terminem zbiorczym obejmuja-
cym grupg pozycyjnych i geometrycznych izomeréw kwasu linolowego, w ktorych wystepuja sprz¢zone
wiazania podwojne. Wyniki licznych prac jednoznacznie wskazuja na przeciwnowotworowe wlasciwosci
izomerow CLA, m.in. ich zdolno$¢ do hamowania wzrostu komorek nowotworowych réznych linii
w modelu in vitro. Prowadzone obecnie badania kieruja si¢ w strong modyfikowania zawartosci CLA
w wielu produktach spozywczych pochodzenia zwierzgcego takich jak: migso, jaja, masto. Ma to duze
znaczenie praktyczne, poniewaz zywno$¢ funkcjonalna moze zapobiega¢ i wspomagaé leczenie wielu
choroéb cywilizacyjnych w tym takze choréb nowotworowych.

Celem przeprowadzonych badan byla ocena wplywu lipidéow zéttka jaja kurzego wzbogaconego
w izomery CLA: cis9,trans11 i trans10,cis12 na proliferacjg komorek nowotworowych piersi linit MCF-7
(ATCC Collection). Zottko jaja kurzego zostalo wzbogacone w izomery CLA w sposoéb naturalny na
drodze karmienia kur niosek mieszaning izomeréw CLA: cis9,trans11 i trans10,cis12 (4).

Komorki inkubowano z hydrolizatem lipidow zoéttka jaja kurzego w zakresie stezen 0,12; 0,36; 0,73
mg/ml i czasie 24 - 72 godziny, po czym mierzono proliferacje komorek. W podanym zakresie stgzen nie
obserwowano cytotoksycznego wptywu hydrolizatu na komorki w tescie LDH (ang. Lactic Dehydrogena-
se; Roche).

Z uzyskanych wynikoéw mozna wnioskowa¢, ze lipidy zéttka jaja z wbudowanymi izomerami CLA
bardziej efektywnie hamuja proliferacjg komérek MCF-7 niz lipidy zottka jaja bez udziatu CLA.

Stowa kluczowe:Sprzezony kwas linolowy (CLA), cis9,trans11-CLA, trans10,cis12-CLA, MCF-7, zyw-
nos¢ funkcjonalna, rak piersi, proliferacja.
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Wprowadzenie

Nowotwory zajmuja drugie miejsce w liczebnosci chordb cywilizacyjnych,
a wsrdd nich rak piersi stanowi gldéwna przyczyne zgondéw kobiet w Polsce 1 na $wiecie
[10, 16]. Sposrdéd wielu czynnikdow zmniejszajacych ryzyko wystapienia nowotworu,
szczegblna rolg przypisuje si¢ izomerom sprzezonego kwasu linolowego (CLA), ktore
charakteryzuje prozdrowotne oddzialtywanie na organizm cztowieka [13]. W sktadni-
kach diety obecne sa gtéwnie dwa izomery CLA: cis9,trans11 i trans10,cis12 [1], przy
czym cis9,trans11 przewaza ilo$ciowo i stanowi dominujaca czes¢ ogolnej puli CLA
[3, 12]. Pierwsze informacje na temat potencjalnych wtasciwosci przeciwnowotworo-
wych CLA pojawity si¢ pod koniec lat 70. XX w. [11], a nastgpnie potwierdzone zo-
staly w szeregu badan in vitro [2, 8] i in vivo [9, 15].

Celem przeprowadzonych przez nas badan, byta ocena wptywu lipidow zottka jaja
kurzego, naturalnie wzbogaconego w izomery CLA: cis9,trans11 i transl10,cis12, na
proliferacj¢ komorek nowotworowych piersi MCF-7. Wybor jaja kurzego, jako no$ni-
ka izomerow CLA zostal podyktowany wysoka podatno$cia lipidow zoltka jaja na
modyfikacje zywieniowa oraz powszechna dostgpnoscia tego produktu spozywczego
na rynku. Ponadto jaja cechuja si¢ wielofunkcjonalnymi wlasciwosciami jak réwniez
wysoka warto$cia zywieniowa w §wietle, ktorych negatywna rola cholesterolu powinna
by¢ ignorowana. Badania ostatnich lat dowodza jednoznacznie, ze jaja kurze z uwagi
na obecno$¢ duzej ilosci bioaktywnych sktadnikow stajq si¢ najlepszym surowcem do
zastosowan nutraceutycznych i biomedycznych [5].

Material i metody badan

Komoérki nowotworowe linii MCF-7 (ATTC Collection, USA) hodowano w me-
dium MEM (Sigma-Aldrich), w obecnosci 10% FBS (Gibco), antybiotyku (Sigma-
Aldrich) [100 pg/ml], pirogronianu sodu (Sigma-Aldrich) [110 mg/L] i insuliny (Sig-
ma-Aldrich) [0,01mg/ml]. Komoérki hodowano na szalkach 100 (BD Biosciences)
w warunkach hodowli komorkowej (37°C, 5% CO,). Do eksperymentu uzywano ko-
morki maksymalnie po 6 - 7 pasazach.

Hydrolizat lipidow zottka jaja kurzego przygotowano poprzez zmydlanie thuszczu
w KOH. Wolne kwasy tluszczowe wyekstrahowano, rozpuszczono w etanolu i prze-
chowywano w temperaturze -20 °C. Profil kwasow tluszczowych ustalono przy pomo-
cy GC-MS (Shimadzu QP 5050A) (tab. 1).

Wptyw hydrolizatu zéttka jaja kurzego na zywotno$¢ komorek oznaczano w za-
kresie badanych stezen po 24, 48 i 72 godzinach, przy uzyciu zestawu do badania cyto-
toksycznosci (Cytotoxity Detection Kit LDH - Roche) zgodnie z zaleceniami produ-
centa.
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Proliferacj¢ komorek nietraktowanych (kontrola — komoérki w pozywce MEM +
10 % FBS) i komorek traktowanych hydrolizatem lipidow zoéttka jaja kurzego w czasie
24, 48, 72 godzin badano poprzez barwienie komorek fioletem krystalicznym.

Profil kwasow thuszczowych oznaczony GC-MS (SHIMADZU QP 5050A) fabelat
Lipid acid profile determined by GC-MS (SHIMADZU QP 5050A)
Z6ttko jaja kurzego wzbogacone Z6ttko jaja kurzego nie wzbogacone
w izomery CLA w izomery CLA
Egg yolk enriched with CLA isomers Egg yolk unenriched with CLA isomers
Tetradekanowy 0,65 Tetradekanowy 0,42
Pentadekanowy 0,09 Pentadekanowy 0,06
Heksadekanowy 27,19 Heksadekanowy 22,88
(Z2)-9-heksadecenowy 1,05 (Z)-9-heksadecenowy 2,24
heptadekanowy 0,37 heptadekanowy 0,26
oktadekanowy 21,35 oktadekanowy 10,71
(Z)-9-oktadekaenowy 26,0 (Z)-9-oktadekaenowy 41,58
(Z,2)-9,12-oktadekadienowy 18,38 (Z,2)-9,12-oktadekadienowy 20,04
(2,2,7)-9,12,15 L13 (2,2,7)-9,12,15 0.8
oktadekatrienowy ’ oktadekatrienowy ’
cis9,trans11-CLA 23 cis9,trans11-CLA 0
trans10,cis12-CLA 0,9 trans10,cis12-CLA 0
eikozenowy 0,29 eikozenowy 0,07
eikozadienowy 0,17 eikozadienowy 0,25
arachidonowy 0,13 arachidonowy 0,3

Komorki wysiewano na 96 dotkowa szalke w ilosci 5x10°/dotek. Po 24 godzinach
od wysiania, pozywke standardowa wymieniano na pozywke z odpowiednimi stgze-
niami badanych czynnikow i kontynuowano hodowle przez kolejne 24 - 72 godzin. Po
tym czasie usuwano pozywke, komorki utrwalano metanolem i nastgpnie barwiono
0,5 % roztworem fioletu krystalicznego. Nadmiar fioletu odptukiwano 2-krotnie woda
destylowana, komorki odbarwiano (0,069 M kwas octowy, 0,037M cytrynian sodu
w 1:1 H,O/metanol) i mierzono absorbancje¢ przy dtugosci fali 540 nm.

Wszystkie oznaczenia byty wykonane w trzech powtorzeniach, w trzech niezalez-
nych do$wiadczeniach. Wartosci na wykresach przedstawiono jako $rednie £SD. Istot-
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no$¢ statystyczna sprawdzano testem U Manna-Whitneya. Réznice uznawano za zna-
mienne statystycznie dla P<0,01.

Wiyniki i dyskusja

Badanie cytotoksycznosci hydrolizatu lipidow zottka jaja kurzego na komorki linii
MCF-7, przeprowadzono przez oznaczenie aktywnosci enzymu dehydrogenazy mle-
czanowej (LDH) w medium komoérkowym. Dezintegracja btony komorkowej wywola-
na procesem nekrozy w odpowiedzi na czynnik toksyczny, powoduje uwalnianie tego
enzymu do medium komorkowego. Zaden z badanych czynnikow: kwas thuszczowy
(KT) i KT+CLA w zakresie stgzen 0,12 — 0,73 mg/ml i czasie 24 - 72 godziny, nie
wywotywal statystycznie istotnego wzrostu aktywnos$ci LDH, a obliczone wartosci
cytotoksycznos$ci nie przekraczaty 10 % (Ryc.1). Warto$¢ ponizej 10 % oznacza, iz
dzialajacy czynnik nie wywiera cytotoksycznego efektu na badane komorki.

Zdolnos¢ komorek linii MCF-7 do proliferacji w obecnosci hydrolizatu lipidow
zottka jaja kurzego sprawdzano poprzez barwienie komorek fioletem krystalicznym po
24 - 72 godzinnej inkubacji komérek w pozywce zawierajacej rozne jego stgzenia.
Proliferacja komorek spada liniowo ze wzrostem st¢zenia hydrolizatu i czasu jego
dziatania (Ryc. 2). Na uwage zasluguje obserwacja znaczacego spadku proliferacji
komorek pod wptywem hydrolizatu zottka jaja modyfikowanego w izomery CLA.
Zastosowanie hydrolizatu o stezeniu 0,73 mg/ml powodowato zmniejszenie proliferacji
komorek ~70 % w przypadku dhuzszych czaséw inkubacji. Réznice w spadku prolife-
racji sg istotne statystycznie nie tylko w stosunku do komorek nietraktowanych (kon-
trola), ale rowniez w stosunku do hydrolizatu zo6ttka jaja nie wzbogaconego w izomery
CLA. W poroéwnaniu do tych ostatnich obserwowana réznica w spadku proliferacji
wynosi ~30 %, szczegdlnie po dtuzszym czasie inkubacji z komoérkami MCF-7.

W ostatnich latach obserwuje si¢ bardzo intensywne poszukiwania preparatow
profilaktycznych o cechach nutraceutykdéw, czy suplementow diety celem zapobiega-
nia czy zmniejszenia skutkdw choroéb wspodtczesnej cywilizacji. Zaliczamy do nich
choroby sercowo-naczyniowe, choroby nowotworowe i otgpienne mozgu oraz choroby
wieku podesztego [6, 7, 10]. Trend ten zwiazany jest z podnoszeniem jakos$ci zycia
oraz ,,walka” z choroba poprzez jej zapobieganie. Sposrod wielu naturalnych produk-
tow, najdoskonalszym pod wzgledem bioréznorodnosci, wartosci odzywczej i kosztow
produkcji, jest bez watpienia kurze jajo. Szczegolnie interesujacym wydaje si¢ mozli-
wos¢, naturalnego, poprzez odpowiednie zywienie kur niosek, wzbogacania zottka jaja
w prozdrowotne kwasy ttuszczowe w tym CLA. Modyfikacje mieszanek paszowych
dla niosek doprowadzily do powstania w ten sposob jaj wzbogaconych w kwasy ttusz-
czowe omega-3 [14].
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Rys.1. Cytotoksyczny wptyw hydrolizatu lipidow zottka jaja kurzego wzbogaconego (KT+CLA) w izome-
ry CLA i nie wzbogaconego (KT) w izomery CLA na komorki linii MCF-7. Oznaczenie wykonano testem
Cytotoxicity Detection (LDH) Kit i przedstawiono jako $rednia z trzech niezaleznych do§wiadczen wyko-
nanych w trzech powtdrzeniach.

Fig. 1. Cytotoxic effect of lipids hydrolysate of egg yolk enriched with CLA isomers on the MCF-7 cells.
The results were determined with the use Cytotoxicity Detection (LDH) Kit and given as means from three
separate experiments conducted in three trials.
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Rys. 2. Wptyw hydrolizatu lipidéw zoltka jaja kurzego wzbogaconego (KT+CLA) w izomery CLA i nie
wzbogaconego (KT) w izomery CLA na proliferacje komérek MCF-7. Oznaczenia wykonano barwiac
komorki fioletem krystalicznym. Stupki przedstawiaja $rednie £ SD z trzech niezaleznych do$wiadczen
wykonanych w trzech powtérzeniach. *p<0,01 vs KT w tescie U Manna-Whitneya.

Fig. 2. Effect of lipids hydrolysate of egg yolk enriched with CLA isomers (KT + CLA) and unenriched
with CLA isomers (KT) on proliferation of the MCF-7 cells. The proliferation was determined with the
use crystal violet test. Bars represent means + SD from three separate experiments conducted in triplicate.
* p<0,01 vs KT in the U Manna-Whitneya test.
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Przeprowadzone przez nas badania wskazuja na mozliwo$¢ wzbogacania zottka
jaja w izomery CLA z zachowaniem typowych jego wiasciwosci, jako produktu spo-
zywczego [4].

Badania nad potencjalnym wptywem lipidow zottka z wbudowanymi CLA na pro-
liferacje komorek MCF-7, zaowocowaty korzystnym spadkiem proliferacji komorek
raka piersi bez efektu cytotoksycznosci. Uzyskane wyniki potwierdzaja skutecznos$é
zastosowania lipidow zoéttka z wbudowanymi CLA i przemawiaja za dalszymi bada-
niami nad mozliwo$cia stosowania jaja kurzego, jako nutraceutyku w profilaktyce
choréb nowotworowych.

Whiosek

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze wzbogacenie lipidow zoltka jaja
kurzego w izomery CLA efektuje wigkszym wptywem na obnizenie proliferacji komo-
rek nowotworowych piersi, a obraz ten nie jest wynikiem cytotoksycznos$ci badanego
czynnika.
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EFFECT OF LIPIDS ORIGINATING FROM EGG YOLK ENRICHED WITH CONJUGATED
LINOLEIC ACID ISOMERS ON PROLIFERATION OF MAMMARY CANCER CELLS

Summary

Conjugated linoleic acid (CLA) is a collective term describing a mixture of positional and geometric
isomers of linoleic acid with two conjugated double bonds. A considerable number of papers suggest
anticarcinogenic properties of CLA, including their ability to suppress the growth of different cancer cell
lines in vitro. The present research tendencies are focused on modification of CLA contents in numerous
animal-derived food products, such as meat, eggs and butter. This is of a considerable practical signific-
ance, 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 lipids originating from egg yolk
enriched with CLA isomers: cis9,trans11 and trans10,cis12 on proliferation of MCF-7 (ATCC Collection)
mammary cancer cells. Egg yolk was enriched with CLA isomers in a natural manner, through feeding
laying hens with a mixture of CLA isomers: cis9,trans11 and trans10,cis12 (4).

The cells were incubated with lipids hydrolysate of egg yolk enriched with CLA isomers: cis9,trans11
or trans10,cis12, within the range of 0.12, 0.36 and 0.73 mg/ml for 24-72 h. There were no toxic effects of
the hydrolysate on the cells as indicated by the Cytotoxicity Detection Kit (Roche).

The results indicate that lipids of egg yolk with incorporated CLA isomers were more effective in in-
hibiting MCF-7 cell proliferation as compared to lipids originating from egg yolk without CLA enrich-
ment.

Key words: conjugated linoleic acid (CLA), cis9,trans11-CLA, trans10,cis12-CLA, MCF-7, functional

food, breast cancer, cell proliferation.
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