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Zastosowano wysokosprawnq chromatografie cieczowq (HPLC) z detekcjq
UV/VIS do oznaczania aktywnosci A*-desaturazy w mikrosomach wqtrobowych
samcow szczurow cmd: (W) WU Wistar. W zastosowanych ukiadach modelowych
brano pod uwage przyrost zawartosci kwasu arachidonowego, powstajqcego
z kwasu linolowego, ktorego proces elongacji i desaturacji stanowit miare
aktywnosci A’-desaturazy. Badane zwierzeta otrzymywaly diete wzbogacong
olejem stonecznikowym, preparatem ,,Omega-3" lub zredukowanq ilosciowo o
polowe.

Hasta kluczowe: AS-desaturaza, kwas linolowy, kwas arachidonowy, HPLC
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Zawarto$¢ nienasyconych kwasow thuszczowych w strukturach komorkowych
ssakow jest wypadkowa miedzy rodzajem WNKT dostarczonych w diecie, a ich
endogenna synteza i stopniem wykorzystania do budowy organizmu. Przebieg pro-
cesu elongacji i desaturacji zalezy zatem od bezwzglednych ilosci tych kwasow,
jak 1 aktywnosci enzyméw — desaturaz, sterujacych migdzy innymi tym szlakiem
metabolicznym. Badajac profil kwasow thuszczowych w tkankach zwierzat, dla
pelnego opisu ich metabolizmu, oprocz rodzaju diety nalezy uwzgledni¢c w tym
procesie takze udziat enzymow, tj. ich aktywnosé. Aktywno$é ta moze podlegac
oddziatywaniu réznych czynnikéow dietetycznych (1-3).

Obnizong aktywno$¢ A®-desaturazy stwierdzano u osob na diecie niskoenergety-
cznej, nie zapewniajacej wlasciwej podazy biatka oraz bogatej w nasycone kwasy
thuszczowe. Ponadto do czynnikow uposledzajacych aktywnos¢ tego enzymu nalezy
hipercholesterolemia, alkohol, nikotyna, niedobory sktadnikéw mineralnych i wita-
min, stres oraz wspotistnienie cukrzycy (4,5).

Zwigkszenie podazy kwasu linolowego w diecie, powoduje rowniez wzrost ilo$ci
kwasu arachidonowego, gtdéwnego substratu do syntezy prostaglandyn. Jednoczes$nie
przemiany innych kwaséw ulegaja ostabieniu. Analogicznie, gdy ro$nie spozycie
kwasu a-linolenowego, to rowniez wzrasta ilo§¢ kwasoéw n-3, przy jednoczesnym
obnizeniu kwaséw n-6. Przyczyna tego zjawiska jest konkurencja o te same enzymy.
W konsekwencji kwas a-linolenowy silnie hamuje proces desaturacji i wydtuzania
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kwasu linolowego, podczas gdy kwas linolowy wywiera stabe dziatanie hamujace
na konwersj¢ kwasu a-linolenowego (6,7).

Do oznaczania aktywnosci desaturaz bardzo czgsto wykorzystuje si¢ metode
radiometryczng z uzyciem kwasow znakowanych izotopami. Jest to niewatpliwie
metoda czula, wymagajaca jednak odpowiedniego oprzyrzadowania (8-10).

Celem podjetych badan byto potwierdzenie, na materiale biologicznym,
mozliwos$ci oznaczenia aktywnos$ci A®-desaturazy z zastosowaniem wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC). Miara aktywno$ci AS-desaturazy byta ilo§é
tworzacego si¢ kwasu arachidonowego z kwasu linolowego.

MATERIAL I METODY

Badania uzyskaty akceptacje 11 Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen
na Zwierzgtach przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym (uchwata nr 25 z
dn. 27.11.2007r.). W badaniach wykorzystano mikrosomy otrzymane z watroby
samcow szczurow cmd:(WI)WU Wistar. Zwierzeta podzielono na cztery grupy, a
kazda z grup liczyla osiem osobnikow:

1. grupa kontrolna - bez ograniczen dostgpu do paszy i wody (pasza Labofeed H)

2. grupa,,1/2” - dieta o obnizonej o potowe wartosci energetycznej; kazdy szczur
otrzymywat 5g paszy na dobg (poniewaz przecigtne spozycie paszy wynosito 10g/24
godz.)

3. grupa otrzymujaca dodatkowo olej stonecznikowy

4. grupa otrzymujaca dodatkowo preparat ,,Omega-3” (firmy Lysi).

Zaréwno olej stonecznikowy, jak i preparat ,,Omega-3” podawane byly sonda
dozotadkowa w ilosci 0,4 cm?® dziennie, poczawszy od 70. dnia zycia przez kolejne
6 tygodni. Zwierzgta zabijano przez dekapitacje, a do badan pobierano watrobg, z
ktorej otrzymane mikrosomy (11), do czasu analizy przechowywano w temp. -70°C.

Do badan pobierano po 0,2 cm?® zawiesiny mikrosomoéw i poddawano je inkubacji
w mieszaninie reakcyjnej (9). W sklad mieszaniny reakcyjnej wchodzity nastgpujace
sktadniki, ktorych konicowe stezenie w 1 cm? wynosito:

5 uM ATP; 0,1 uM CoA; 1,25 uM NADH; 0,5 uM nikotynamidu; 2,25 uM
glutationu; 5 uM MgCl,; 62,5 uM NakF; 200 nM kwasu linolowego.

Dalsze postgpowanie analityczne polegato na wyekstrahowaniu lipidow z
materiatu biologicznego metoda Folcha (12). W zastosowanych uktadach modelow-
ych okreslano roznice stezen kwasu arachidonowego w probkach poddanych inku-
bacji (1,5 h, w temp. 37°C) i nie inkubowanych. Aktywno$¢ A6-desaturazy oznac-
zano w sposob posredni, gdyz ilos¢ powstajacego in vitro kwasu arachidonowego z
kwasu linolowego pozostawata w $cistej korelacji z aktywnoscia enzymu i stanowita
jej miarg. Zawarto$¢ kwasow thuszczowych oznaczano metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detekcja UV/VIS, po uprzedniej ich estryfikacji (aparat
Merck Hitachi, pompa L-7100, detektor UV/VIS L-74200, kolumna YMC-Pack
ODS-AM S-5 um, temp. kolumny 30°C, dtugos¢ fali A=198nm) (9). Kazdorazowo
okreslano w mikrosomach watrobowych zawarto$¢ biatka metoda Lowriego (13),
a stezenie kwasu arachidonowego wyrazano w przeliczeniu na 100 mg biatka.
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Otrzymane wyniki poddano ocenie statystycznej (analiza wariancji — ANOVA, test
Tukey’a).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Tabela |I. Wptyw diety na aktywnos$é A6-desaturazy.
Table I.Influence of the diet on the A6-desaturase activity.

Przyrost stezenia kwasu arachidonowego
GRUPA (mg/100 mg biatka)
X, = 8D

Kontrolna 1,92 + 0,90%°
e 0,45 = 0,342cd
Olej stonecznikowy 4,04 = 0,96°°¢
Omega -3 1,59 = 1,10¢%°

6

5

aktywnos$¢ delta-6-desaturazy

A — -
a
dod
0
= . .
kontrola pot stonecznikowy omega 3 El z:::::iqu <d
rodzaj stosowanej diety I Srednia+Odch.std

a - roznica istotna statystycznie, test Tukey’'a, p=0,004314
b - réznica istotna statystycznie, test Tukey’'a, p=0,000138
c - rdznica istotna statystycznie, test Tukey’a, p=0,000000
d - roznica istotna statystycznie, test Tukey’a, p=0,034381
e - roznica istotna statystycznie, test Tukey’a, p=0,000076

Ryc 1. Poréwnanie $rednich aktywnosci A®-desaturazy
Fig. 1. Comparison of average activity of the A°-desaturase
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Wyniki badan, przedstawione w tabeli I pozwalaja stwierdzi¢, iz na aktywno$¢
AS-desaturazy miat wplyw rodzaj pozywienia otrzymywanego przez zwierzgta.
Wida¢ wyraznie, ze aktywnos$¢ ta moze by¢ modyfikowana przez thuszcze, a $cislej
przez zawarte w nich nienasycone kwasy thuszczowe.

Pierwsza grupa szczuréw, kontrolna, zywiona byta wylacznie pasza standardowa
Labofeed H. Przyrost ilosci kwasu arachidonowego, stanowiacy miarg aktywnosci
AS-desaturazy wynosit srednio w tej grupie 1,92 mg/100 mg bialka.

Druga grupa szczuréw réwniez otrzymywata pasze Labofeed H, jednakze w
ograniczonej ilosci w poréwnaniu z grupa kontrolna (5g paszy na dobg). Zaobser-
wowano wyrazny spadek aktywnosci A°-desaturazy, wynoszacy 72% w stosunku
do grupy kontrolnej. Stezenie kwasu arachidonowego w grupie ,,1/2” wyniosto
0,45 mg/100mg biatka. Wyniki te $wiadcza o tym, ze poddawanie szczurow
glodowce przyczynito si¢ znaczaco do obnizenia aktywnosci badanego enzymu,
co bezposrednio przektada si¢ na zmniejszenie syntezy pochodnych kwasu arachi-
donowego, tym samym moze przyczynia¢ si¢ do zredukowania ryzyka wystapienia
nowotworu i zmian prozapalnych (14,15).

Trzecia grupa zywiona byta rowniez pasza Labofeed H, z ta r6znica, ze poczawszy
od 70. dnia zycia szczuréw, ich dieta byla suplementowana olejem stonecznikowym,
w ilosci 0,4 cm?/dziennie. Podanie szczurom oleju stonecznikowego spowodowato
wzrost aktywno$ci A°-desaturazy, w porownaniu z grupa kontrolna.

Olej stonecznikowy charakteryzuje wysoka zawarto$¢ — 63% kwasu linolowego
(n-6) 1 niewielka zawartos¢ — 0,19% kwasu a-linolenowego (n-3) (16). Produktami
otrzymywanymi w wyniku desaturacji i elongacji kwasu linolowego w organizmie
sa kolejno kwasy: y-linolenowy 1 arachidonowy. W mikrosomach watrobowych
szczurdw, otrzymujacych olej stonecznikowy stwierdzono znaczacy przyrost ilosci
kwasu arachidonowego - 0 2,12 mg/100 mg biatka, w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Nastapit zatem wzrost aktywnosci A®-desaturazy o 110,4%.

Wskazuje to na fakt, ze suplementowanie diety olejami bogatymi w kwasy
n-6 stymuluje przemiany wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w kierunku
tworzenia kwasu arachidonowego. To z kolei moze sprzyja¢ wzmozonej syntezie
eikozanoidow, pochodnych kwasu arachidonowego. Jednym z nich jest prostaglan-
dyna PGE,, posiadajaca wlasciwosci immunosupresyjne, a zatem hamujaca tworze-
nie przeciwciat i komorek odpornosciowych. Uwaza si¢, ze moze stymulowac pro-
ces karcinogenezy (17). Istotne znaczenie w tym procesic ma wiec aktywnos¢ A-
desaturazy.

Preparat ,,Omega-3” (olej rybny) jest zréodtem WNKT, nalezacych do n-3,
glownie kwasu eikozapentaecnowego (EPA) i kwasu dokozaheksaenowego
(DHA). W mikrosomach watrobowych szczuréw suplementowanych preparatem
,»Omega-3”, stwierdzono zmniejszenie przyrostu kwasu arachidonowego, zarowno
w stosunku do grupy otrzymujacej dodatkowo olej stonecznikowy (154%), jak i
wobec grupy kontrolnej (110%). Mozna zatem przypuszczaé, ze zwigkszenie w
diecie udziatu kwasoéw n-3 prowadzi do aktywowania AS-desaturazy w kierunku
tworzenia produktow przemiany kwasu oa-linolenowego, przy jednoczesnym
spadku aktywnosci przemiany kwasow n-6, co potwierdza istnienie zjawiska
konkurencyjno$ci pomiedzy kwasami obydwu rodzin, w stosunku do A®-desaturazy.
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Wydaje sig, iz obecno$¢ w diecie WNKT nalezacych do n-3, moze istotnie
wspomagac profilaktyke przeciwnowotworowa.

WNIOSKI

1. Zastosowane warunki eksperymentalne z wykorzystaniem mikrosomow
watrobowych szczurow daly mozliwos¢ posredniego oznaczenia aktywnosSci
AS-desaturazy metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja
UV/VIS.

2. Podawanie w diecie olejow bogatych w wielonienasycone kwasy ttuszczowe
wplywato na aktywno$¢ Af-desaturazy w mikrosomach watrobowych szczurow,
przy czym aktywnos¢ ta zalezata od rodzaju thuszczu.

A. Stawarska, A. Tokarz, T. Seweryn

THE INFLUENCE OF SELECTED DIETARY FACTORS ON A®-DESATURASE
ACTIVITY IN RAT HEPATIC MICROSOMES

Summary

We used HPLC with UV/VIS detection to determine A®-desaturase activity in rat hepatic mocrosomes. In
the applied model systems the increase in arachidonic acid was taken into account to measure the activi-
ty of A°-desaturase. The animals received diets supplemented with sunflower oil, the ,,Omega — 3” pre-
paration or quantitatively reduced by half. The influence of used dietary factors for A®-desaturase activi-
ty was observed
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