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Celem pracy bylo okreslenie wplywu jaj wzbogaconych w sprzezone trieny
kwasu linolenowego (CLnA) na wybrane parametry kosci udowej u myszy ApoE/
LDLR". Stwierdzono, ze 8-tygodniowe podawanie diety z dodatkiem liofilizatu
zottek jaj wzbogaconych w izomery sprzezonego kwasu linolenowego nie wply-
neto na zmiane masy ciata myszy oraz na mase i dtugosc ich kosci udowych.
Dodatek do diety liofilizatu Zottek jaj wzbogaconych w CLnA, jak rowniez oleju
z nasion granatu nie mial rowniez znaczqcego wptywu na wytrzymatosc¢ mecha-
niczng kosci oraz zawartos¢ w nich wapnia.

Stowa kluczowe: jaja, myszy ApoE/LDLr"", twardo$¢ kosci
Key words: eggs, ApoE/LDLr"" mice, hardness of bone

Sprze¢zone trieny kwasu linolenowego (ang. Conjugated Linolenic Acid, CLnA) to
geometryczne i pozycyjne izomery kwasu oktadekadienowego (C18:3) posiadajace
podwojne wiazania sprzezone przy 9, 11, 13 Iub 8, 10, 12 atomie tancucha weglo-
wego. Szczegolnie bogate w kwasy CLnA sa nadziemne cze¢sci niektorych roslin,
nasiona, jak réwniez produkowane z nich oleje. Sprzgzone trieny znajdujace si¢
w olejach stanowia od 30 do nawet 80% catkowitej zawartosci kwasow ttuszczowych
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(1). Cho¢ w przyrodzie naturalnie wytwarzanych jest kilka izomeréw z rodziny
CLnA, zwiazkami majacymi najwigksze znaczenie zdrowotne, a takze cieszacymi
si¢ najwigkszym zainteresowaniem sa: kwas a-eleostearynowy (9c, 11t, 13t), kwas
katalpowy (9t, 11t, 13c), kwas kalendulowy (8t, 10t, 12¢) i kwas jakarandowy (8c,
10t, 12¢) oraz kwas punicynowy (9¢c, 11t, 13¢) (2, 3). Badania pokazaty, ze olej
z nasion granatu, ktorego gtéwnym skladnikiem jest kwas punicynowy wykazuje
silne wlasciwos$ci przeciwzapalne i antyoksydacyjne i moze przeciwdziata¢ m.in.
procesom zaangazowanym w powstawanie osteoporozy. Spilmonta i wsp. (4) wyka-
zali, ze spozywanie oleju z nasion granatu przez okres 30 dni korzystnie wpltywato
na mineralng gesto$¢ kosci u myszy, jak réwniez hamowato niekorzystne zmiany
w mikroarchitekturze beleczek kosci. Zdaniem ww. autoréw moze to by¢ wynikiem
transkrypcyjnych zmian w tkance kostnej zwiazanych zaréwno z zahamowaniem
tworzenia osteoklastow, jak i poprawa osteoblastogenezy.

Obecnie na rynku dostgpnych jest wiele produktow wzbogacanych w biologicznie
aktywne zwiazki. Wsrdd nich nie ma jednak produktéow wzbogacanych w CLnA,
gdyz do tej pory nie poznane zostaly doktadnie mechanizmy odpowiedzialne za
metabolizm i1 oddzialywanie tych izomerdéw na organizm cztowieka. Dodatkowo,
przeprowadzone dotychczas na modelach zwierzgcych badania odno$nie efektow
suplementacji CLnA nie daty jednoznacznych wynikéw. Mimo to, czg$¢ naukow-
cOW zajmuje stanowisko, iz powinna by¢ wprowadzona suplementacja zywnosci
w CLnA, chociazby ze wzgledu na to, ze stanowig one cenne, posrednie zrodto
sprzezonych dienéw kwasu linolowego (CLA) (5). Liczne badania dowodza bowiem,
ze CLnA moga by¢ skutecznie wchtaniane, a nastgpnie przeksztatcane do CLA (5,
6). W badaniach prowadzonych nad wchtanianiem i metabolizmem kwasu punicy-
nowego i a-eleostearynowego w jelicie szczurdow Tsuzuki i wsp. (5) zaobserwowalli,
ze oba izomery byly powoli wchianiane w postaci niezmienionej, a nastgpnie prze-
ksztatcane w CLA.

Celem pracy byto okreslenie wplywu jaj wzbogaconych w sprze¢zone trieny kwa-
su linolenowego (CLnA) na wybrane parametry ko$ci udowej myszy genetycznie
zmodyfikowanych ApoE/LDLr".

MATERIAL I METODY

W dos$wiadczeniu, przeprowadzonym za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej nr 1
w Krakowie, wykorzystano 30 samic myszy genetycznie zmodyfikowanej szczepu
Apolipoprotein E-deficient and Low-Density Lipoprotein Receptor Knockout Mice
(ApoE/LDLr") o poczatkowej masie ciata 234+2,7g, w wieku 4 miesigcy. Zwierzgta
zostaty podzielone losowo na trzy grupy i umieszczone w klatkach z trocinami, z nie-
ograniczonym dostepem do wody destylowanej i diety. Zrodto thuszczu stanowito
z6ttko jaja kurzego oraz olej Iniany. Zwierzgta zywiono dieta AIN-93G przez okres
8 tygodni w réznych kombinacjach:

o dieta ,,Jaja standardowe” (J) — AIN’93G zawierajaca liofilizat jaj standardowych

(5%),

o dieta,,Jaja wzbogacone” (J+PSO) — AIN’93G zawierajaca liofilizat jaj standardo-

wych (5%) z dodatkiem oleju z nasion granatu (PSO) (0,12%),
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o dieta ,,Jaja standardowe z PSO” (JWz) — AIN’93G zawierajaca liofilizat jaj (5%)
wzbogaconych na drodze zywieniowej w sprzgzone trieny kwasu linolenowego

CLnA (tab. I).

Tabela I. Skiad diet eksperymentalnych [%]

Table |. The composition of the experimental diets [%]

Sktadnik Jaja standardowe | Jaja standardowe +PSO | Jaja wzbogacone
W) (J+PSO) (JWz)
skrobia kukurydziana 52,513 52,512 50
kazeina 18,282 18,282 18,340
sacharoza 10 10 10
olej sojowy 4,453 4,351 4,396
Liofilizat zottek jaj 5 5 5
celuloza 5 5 5
Mieszanka mineralna* 3,5 3,5 3,5
Mieszanka witaminowa* 1 1 1
cholina 0,25 0,25 0,25
tert-butylohydrochinon 0,00014 0,00014 0,00014
Olej z nasion granatu - 0,12 -

J — dieta AIN’93G zawierajgca liofilizat jaj standardowych

J+PSO - dieta AIN’93G zawierajgca liofilizat jaj standardowych z dodatkiem oleju z nasion granatu (PSO)

JWz - dieta AIN'93G zawierajgca liofilizat jaj wzbogaconych na drodze zywieniowej w sprzezone trieny kwasu
linolenowego CLnA

* Sktad mieszanki mineralneji mieszanki witaminowej wg AIN-93G

Co tydzien kontrolowano przyrosty masy ciata zwierzat. Myszy przebywaty
W pomieszczeniu o temperaturze 22-25°C i odpowiedniej wilgotnosci, z zachowa-
niem 12-godzinnego cyklu $wiatta i ciemnosci.

Po zakonczeniu do§wiadczenia zwierzeta zostaty nastrzyknigte heparyna, a na-
stepnie poddane eutanazji poprzez podanie thiopentalu (40mg/100g m.c.). Zwierzeta
zwazono i pobrano od nich prawa ko$¢ udowa.

Pobrane kosci udowe wypreparowano (tj. oczyszczono z tkanki migsniowej), po
czym zwazono, zmierzono ich dtugosé¢ i zabezpieczono do czasu wykonania dal-
szych analiz w temperaturze —20°C.

Wytrzymatos¢ mechaniczna kosci (wyrazona jako site potrzebna do ztamania
kosci w potowie jej dtugosci) zbadano przy uzyciu teksturometru (TA-XTplus Tex-
ture Analyser firmy Stable Micro Systems), z przystawka Warnera-Bratzlera, testem
trzypunktowego zginania. Predko$¢ przesuwu noza wynosita 5,0 mm/s.

Oznaczenie zawarto$ci wapnia w kosci udowej wykonano metoda atomowej spek-
trometrii absorpcyjnej z atomizacja w ptomieniu FAAS (Varian AA240FS firmy
Varian) wg normy PN-EN 15505:2009. Mineralizacja zostata przeprowadzona me-
toda mikrofalowa ci$nieniowa na mokro (MarsXPres firmy CEM) z uzyciem kwasu
azotowego 65% (Suprapur firmy MERCK nr katalogowy 1.00441) dodanego w ilo$ci
10 ml na 0,5 g nawazki probki. Proces prowadzony byl w pojemnikach teflonowych



Nr3 Podawanie jaj wzbogaconych w sprzezone trieny kwasu linolenowego 397

0 objetosci 55 ml, z ustawieniem temperatury maksymalnej na poziomie 200°C
i czasem mineralizacji 40 minut. Przy oznaczania dodano roztwor buforowy wg
Schinkela (cesium chloride and lantanum chloride o stgzeniu 10g/1 CsCl i 10g/1 La)
firmy MERCK nr katalogowy 1.16755 w iloéci 8 ml do kolby miarowej 25 ml.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, z wykorzystaniem testu ANO-
VA (STATISTICA v. 10.0), po wezesniejszym sprawdzeniu zalozen testu, przy po-
ziomie istotnosci p<0,05.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Na podstawie uzyskanych wynikéw, podczas 8-tygodniowego doswiadczenia
zywieniowego, (ryc. 1) nie wykazano istotnych statystycznie réznic w masie cia-
ta myszy ApoE/LDLr"". Podobnie, brak wptywu na masg ciala, jak rowniez mase
tkanki thuszczowej zwierzat do§wiadczalnych zaobserwowali Arao i wsp. (7), ktorzy
podawali szczurom z zaburzeniami lipidowymi kwas punicynowy w ilo$ci 1% przez
okres 2 tygodni. Znane s jednak prace, w ktorych stwierdzono istotny wptyw CLnA
na poziom tkanki thuszczowej (8, 9). Wedtug ww. autoréw sprzgzone trieny kwasu
linolenowego przyczyniaja si¢ do redukcji masy tkanki ttuszczowej, a tym samym
wplywaja na masg ciata i dodatkowo na maseg kostna. Wykazano bowiem, ze izome-
ry kwasu linolenowego czg$ciowo przeksztatcane zostaja w CLA (5). Dodatkowo,
w badaniach prowadzonych przez Koba i wsp. (10) nad skutecznos$ciag CLA i CLnA
w obnizaniu masy ciata, stwierdzono, ze po 4 tygodniach lepsze rezultaty osiagnigto
w przypadku podawania CLnA.

Brak wptywu diet do§wiadczalnych na zmiang masy ciata zwierzat moze by¢
zwiazany ze zbyt niska zawarto$cia CLnA w dietach, badz niewystarczajacym cza-
sem trwania do§wiadczenia, aby wykazac¢ efekt funkcjonalny.
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Ryc. 1. Zmiany przyrostu masy ciata myszy w zaleznosci od diety
Fig. 1. The changes of mice body weight gain in dependence on diet
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Przeprowadzona analiza statystyczna wynikow nie wykazata istotnych statystycz-
nie roznic w masie kosci udowych zwierzat (ryc. 2). Masa kosci udowych myszy zy-
wionych dieta kontrolna z dodatkiem liofilizatu jaj standardowych wyniosta 0,07 g,
a w grupie zywionej dieta zawierajaca liofilizat zottka jaj standardowych z dodat-
kiem oleju z nasion granatu — 0,71 g. Najnizszy wynik otrzymano w grupie, ktorej
podawano dietg ztozona z liofilizatu zéttek jaj wzbogaconych w CLnA (0,068g). Po
8-tygodniowym okresie podawania zwierzgtom zo6ttek jaj wzbogaconych w CLnA
oraz diety z dodatkiem oleju z nasion granatu nie stwierdzono takze istotnego wpty-
wu zadnego z tych zwiazkow na dtugoéé kosci udowej. Srednie wartosci dtugosci
kosci otrzymane dla diet eksperymentalnych i kontrolnej wynosity odpowiednio:
1,564cm JW2Z), 1,56cm (J+PSO), 1,551 cm (JS).
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Ryc. 2. Wptyw dodatku zéttek jaj wzbogaconych w CLnA oraz oleju z nasion granatu na masg (A) oraz
dtugos¢ (B) kosci udowych

Fig. 2. Effect of the addition of eggyolks enriched in CLnA and oil from pomegranate seeds on weight
(A) and length (B) of femora
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Ryc. 3. Zmiany wytrzymatosci kosci udowych (A) oraz zawartosci w nich wapnia (B) w zaleznos$ci od
diety
Fig. 3. The changes of femoral hardness (A) and their calcium content (B) in dependence on diet

W literaturze opisane sa badania, w ktérych obserwowano wptyw oleju z nasion
granatu na procesy zwiazane z tworzeniem kos$ci, czy wzrost dtugosci kosci. W ba-
daniach prowadzonych na myszach pozbawionych jajnikow, 2-tygodniowa suple-
mentacja ekstraktem z granatu w znaczacy sposob wptynela na zwigkszenie objgtosé
kosci oraz liczby beleczek kostnych, a co za tym idzie na zmniejszenie odstgpow
migdzy beleczkami. Oznacza to, ze ekstrakt z granatu hamuje tempo przemiany
kostnej u myszy (11). W innym badaniu, dotyczacym wptywu suplementacji olejem
z nasion granatu (PSO) na zmiany kostne wykazano, ze zywienie myszy dieta z 5%
PSO znacznie poprawito mineralng ggstos¢ kosci. Obserwowane korzystne zmiany
w tkance kostnej mogly by¢ zwiazane z zahamowaniem tworzenia osteoklastow
1 poprawa osteoblastogenezy (4). W doswiadczeniu, ktérego celem byto okreslenie
wplywu wyciagu z granatu na chondrogenezg i osteogenez¢ mysich embriondéw
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w kulturach in vivo 1 zawiazkdw konczyn in vitro, badaniem objetych zostato 15
cigzarnych myszy, ktorym podawano wyciag z soku granatu, ekstrakt z tusek gra-
natu lub ich mieszaning. Suplementacja wyciagiem z soku granatu wptyngta na
zwigkszenie zawarto$ci wapnia w koSciach, natomiast wszystkie suplementowane
zwiazki spowodowaty wzrost kosci udowej zarodkow, jak rowniez wzrost wskaznika
osteogenezy. Badania te sugeruja, iz podawanie ekstraktu z granatu moze wptynaé
na zwigkszenie intensywnosci procesow kosciotworczych (12).

W niniejszych badaniach po 8-tygodniowym okresie podawania zwierzgtom
z dieta liofilizatu z6ttek jaj wzbogaconych w CLnA badz wprowadzenia do niej
dodatku oleju z nasion granatu nie stwierdzono istotnego wptywu na zwigkszenie
odpornosci kosci na ztamanie (ryc. 3). Srednie wartosci sity tamiacej otrzymane dla
zwierzat spozywajacych diety eksperymentalne, czyli odpowiednio 39,38 N w gru-
pie zywionej dieta zawierajaca liofilizat zottka jaj wzbogaconych w CLnA oraz
34,54 N w grupie zywionej dieta z dodatkiem jaj standardowych i oleju z nasion
granatu, byly nizsze od wartosci $redniej sity niezbednej do ztamania ko$ci w grupie
kontrolnej (49,27 N).

Przeprowadzone badania nie wykazaty réwniez znaczacych réznic w zawartosci
wapnia w badanych ko$ciach. Badania przeprowadzone przez Mori-Okamoto i wsp.
(11) wykazaty, ze przyjmowanie ekstraktu z granatu mialo wptyw na poprawg mi-
neralnej gestosci kosci (BMD) u myszy po owarektomii. Rowniez Saravani i wsp.
(13) wykazali, ze 67-dniowa suplementacja 10 ml oleju z nasion granatu wplyngla na
poprawe BMD kosci odcinka ledzwiowego i1 krzyzowego kreggostupa u szczurow.

WNIOSKI

1. Podawanie diety z dodatkiem liofilizatu zottek jaj wzbogaconych w izomery
sprz¢zonego kwasu linolenowego CLnA, jak rowniez jaj standardowych z do-
datkiem oleju z nasion granatu nie wptyngto na zmiang masy ciata myszy oraz
na masg i dtugo$¢ ich kosci udowych.

2. Wytrzymato$¢ mechaniczna koSci oraz zawarto$¢ w nich wapnia takze nie byta
istotnie statystycznie zréznicowana w obrgbie badanych grup.

RB. Kostogrys, A. Drahun, M. Franczyk-Zaréw, A. Florkiewicz,
A. Filipiak-Florkiewicz, K. Topolska, I. Czyzynska-Cichon, M. Sady,
I. Wybranska

THE EFFECT OF CONJUGATED LINOLENIC ACID (CLnA) ENRICHED EGGS
INTAKE ON BONE HARDNESS AND THEIR CALCIUM CONTENT IN GENETICALLY
MODIFIED MICE APOE/LDLR"

Summary

The aim of the study was to assess the effects of conjugated linolenic acid (CLnA) enriched eggs on
selected parameters of the femur, i.e. bone weight, length, hardness and calcium content, in mice ApoE/
LDLr”~. The feeding experiment was performed with female mice in the age of 4 months. The mice
were divided into 3 groups and fed the diets: AIN-93G diet with 5% of standard eggs — (J), AIN-93 G
diet with 5% of CLnA enriched eggs (JWz) and the same diet with 5% of standard eggs containing po-
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megranate seed oil (J+PSO), for 8 weeks. The body weight of animals was measured weekly. At the end
of the experiment the animals were euthanized. The right femurs were dissected. The measurements of
the mass and length of the femurs were analyzed. To determine the hardness of the bone, a texturometer
TA-XT2 was used. The calcium determination in the femur was performed using FAAS method, after
wet mineralization. The results were subjected to the statistical analysis (ANOVA test, STATISTICA
v.10.0). It was shown that the diets with pomegranate seeds oil (J+PSO and JWz) did not lead to statisti-
cally significant changes in bone hardness, as compared to the control group. No significant differences
in the calcium content, as well as no physical parameters of femurs (length and weight) were observed
in the mice fed on the experimental diet.

PISMIENNICTWO

1. Melo I.L.P., Carvalho E.B.T.,, Mancini-Filho J.: Pomegranate seed oil (Punica Granatum L.): A
source of punica acid (Conjugated a-linolenic Acid). J. Hum. Nutr. Food Sci., 2014; 2(1):1024. — 2. Hen-
nessy A.A., Ross R.P., Devery R.: The health promoting properties of the conjugated isomers of alfa-
linolenic acid. Lipids, 2011; 46: 105-119. — 3. Bialek A., Teryks M., Tokarz A.: Sprz¢zone trieny kwasu
linolenowego (conjugated linolenic acid- CLnA, super CLA) — Zrddta i dziatanie biologiczne. Post. Hig.
Med. Dosw., 2014; 68: 1238-1250. -4. Spilmonta M., Léotoinga L., Davicco M.J., Lebecque P., Mercier
S., Miot- Noirault E., Pilet P., Rios L., Wittrant Y., Coxam V.: Pomegranate seed oil prevents bone loss
in a mice model of osteoporosis, through osteoblastic stimulation, osteoclastic inhibition and decreased
inflammatory status. J. Nutr. Bioch., 2013; 24: 1840-1848. — 5. Tsuzuki T, Kawakami Y., Nakagawa K.,
Koba K., Iwata T, lkeda I., Miyazawa T.: Conjugated linolenic acid is slowly absorbed in rat intestine, but
quickly converted to conjugated linoleic acid. J. Nutr., 2006; 136(8): 2153-2159. — 6. Yuan G.F., Sun H.,
Sinclar A.J., Li D.: Effects of conjugated linolenic acid and conjugated linoleic acid on lipid metabolism
in mice. Eur. J. Lipid Sci. Tech., 2009; 111: 537-545. — 7. Arao K., Wang Y.M., Inoue N., Hirata J., Cha
J.Y., Nagao K., Yanagita T: Dietary effect of pomegranate seed oil rich in 9cis, 11trans, 13cis conjugated
linolenic acid on lipid metabolism in obese, hyperlipidemic OLETF rats. Lipids Health Dis., 2004; 3:
1-7. - 8. Koba K., Imamura J., Akashoshi A., Kohno-Murase J., Nishizono S., .Iwabuchi M., Tanaka K.,
Sugano M.: Genetically modified rapeseed oil containing cis-9,trans-11,cis-13-octadecatrienoic acid af-
fects body fat mass and lipid metabolism in mice. J. Agricul. Food Chem., 2007; 55(9): 3741-3748. — 9.
Al-Muammar M.N., Khan F.: Obesity: the preventive role of the pomegranate (Punica granatum). Nutrition,
2012; 28: 595-604. — 10. Koba K., Akahoshi A., Yamasaki M., Tanaka K., Yamada K., Iwata T, Kamegai
T, Tsutsumi K., Sugan M.: Dietary conjugated linolenic acid in relation to CLA differently modifies body
fat mass and serumand liver lipid levels in rats. Lipids, 2002; 37: 343-350.

11. Mori-Okamoto J., Otawara-Hamamoto Y., Yamato H., Yoshimura H.: Pomegranate extract improves
a depressive state and bone properties in menopausal syndrome model ovariectomized mice. J. Ethnop-
harmacol., 2004; 92(1): 93-101. — 12. Monsefi M.1., Parvin F., Talaei-Khozani T.: Effects of pomegranate
extracts on cartilage, bone and mesenchymal cells of mouse fetuses. Brit. J. Nutr., 2012; 107(5): 683-690.
—13. Saravani M., Kazemi Mehrjerdi H., Mirshahi A., Afkhami Goli A.: Protective effects of pomegranate
seed oil on ovariectomized rats as a model of postmenopausal osteoporosis: A multi-detector computed
tomography evaluation. Vet. Res. Forum., 2014; 5: 263 — 267.

Adres: 31-501, ul. Kopernika 15 A



