ZtOTY MEDAL NA WYSTAWIE ,EUREKA 2002" W BRUKSELI
DLA PREPARATU Z MLEKA OWCZEGO

Prof. dr hab. B. Patkowska-Sokota, dr R. Bodkowski

Na 51 Swiatowej Wystawie Inowacji, Badai i Nowych Technologii, ktéra odbyta
sie w Brukseli w dniach 12-17.X1.2002 interdyscyplineny zespoét badawczy w osobach:
prof. dr hab. Bozena Patkowska-Sokota, dr ia. Robert Bodkowski (Akademia Rolnicza
we Wroctawiu - Instytut Hodowli Zwierz at), dr inz. Wiestawa Walisiewicz-Niedbalska,
prof. dr hab. Andrzej Lipkowski, dr in z. Jacek Kwiatkowski, mgr inz. Hanna
Gwardiak, mgr inz. Krzysztof Rozycki (Instytut Chemii Przemystowej im. I.
Moscickiego w Warszawie); dr hab. Adam Opolski, dr. Janna Wietrzyk (PAN we
Wroctawiu - Instytut Immunologii Nowotworow) otrzym at ztoty medal z wyr&nieniem
za badania nad wykorzystaniem ttuszczu mleka owczegwzbogaconego w spkzone
dieny kwasu linolowego (CLA) w prewencji chorob nowtworowych.

Pomystodawa@ i koordynatorem badan byta prof. dr hab. B. Patkowska-Sokota.

W ostatnich latach przedmiotem szczegoblnego za&stevania naukowcow z ndych
dziedzin nauki g sprzzone dieny kwasu linolowego;&» (ang. CLA - conjugated linoleic
acids), w ktorych wizania podwadjne, zaréwno w formie cis jak i trarsléwane g jednym
wigzaniem pojedynczym.

Te skoniugowane formy kwasu linolowego wytwarzare v8 wyniku reakcji
enzymatycznych przez bakterie symbiotyczBetyrivibrio fibrisolvens (wyskpujace w
zwaczu przeuwaczy) produkujce niezldny dla tej reakcji enzym, umliwiajacy ich
syntez w ilosciach wykazujcych biologiczne dziatanie. W dalszym etapie przandieny te
wchitaniane & i wbudowywane w lipidy krwi, tkanek i nagddéw oraz do ttuszczu mleka i
migsa w sposOb analogiczny jak inne kwasy ttuszczoagh@dace z tluszczow pasz. W
znacznie mniejszym stopniu movos¢ produkowania tej formy kwasu linolowego rpaj
zwierzta monogastryczne.

Termin CLA okrdla mieszania izomeroéw kwasu linolowego, 4rdd ktérych
najbardziej poznany jest izomer kwasu linolowegkoafiguracji cis-9 trans-11 stanowicy
ponad 90% wszystkich izomerow kwasu linolowego zprzegonymi wigzaniami
nienasyconymi.

Sprzzone dieny kwasu linolowego posiaslagzereg swoistych wdaiwosci m.in.:
przeciwdziatag miazdzycy, osteoporozie, zapobiegaj otytosci, stymulup ukiad
odporndgciowy. Ich metabolity wywierajsilne dziatanie antyoksydacyjne oraz wptyavag
biosyntez eikozanoidow, co jest podstawvich korzystnego wielokierunkowego dziatania.
Najwicksze jednak nadzieje uzdane § z ich przeciwnowotworowymi wkaiwosciami.

Wychodzc naprzeciw temu zagadnieniu i@y wymieniony zespét badawczy
przeprowadzit badania mage na celu:

e monitoring zawartéci sprzzonego dienu kwasu linolowego o konfiguracjs-9
trans-11 w mleku pochodzcym od rG@nych gatunkow zwiet;

« zwickszenie, metaogd krystalizacji z mocznika i ekstrakcji nadkrytycnyCQO,
koncentracji sprzonego dienu kwasu linolowego c9t11 w tluszczu
wyekstrahowanym z mleka owczego;

» przeprowadzenie metodaimivitro orazin vivo antyproliferacyjnych testéw na liniach
komorkowych ludzkich nowotworéw z preparatem z ralekvczego o zwkszonej
koncentragj izomeru kwasu linolowego c9t11.



W pierwszym etapie bada oznaczono zawardé sprzzonego dienu kwasu
linolowego o konfiguracjicis-9 trans-11 w mleku pochodmym od ré@nych gatunkéw
zwierzt (krowie, owcze, kozie) oraz zbadano wphpywienia na ksztattowanie sijego
poziomu w mleku (badania wykonano na owcach).

Thuszcz z mleka ekstrahowano metdeblcha dodatkowo wydziekgg go z warstwy
metanolowej eterem naftowym. Oznaczenia zaweirt&wasow tluszczowych (w tym
izomeru c9t11) wykonano na chromatografie gazowyin4R10 firmy Philips z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym. Do rozdzialu kwasow ttagpwych wyto kolumny kapilarnej
typu Rtx-2330 o grubii 20um, dtugéci 105m isrednicy 0,25mm.

Na podstawie wykonanych analiz chromatograficzngttierdzono znaczne idice
gatunkowe w poziomie spgzonego dienu kwasu linolowego c9t11. Napsgym poziomem
tego dienu charakteryzowatogsmleko owcze 1,24% kolejno krowie 0,87% a nagaym
mleko kozie 0,67%. Ponadto zaobserwowawne, zywienie zielonk pastwiskow oraz
dodatkiem nasion &tin oleistych znacznie podnosi (1,5-2 krotnie) pozitego izomeru w
mleku.

W drugim etapie badaw Instytucie Chemii Przemystowe] im. | Nackiego w
Warszawie na bazie ttuszczu mleka owczego, mekogstalizacji z mocznika i ekstrakciji
dwutlenkiem wgla w warunkach nadkrytycznych, uzyskano preparaizwackszonej
koncentracji CLA (gtéwnie izomeru c9t11). Substratevyjsciowym byto mleko owcze (od
owiec fryzyjskich z gospodarstwa ekologicznego yiank Polski” w taziskach Peby koto
Twardogory), ktére w porownaniu z innymi gatunkamieka charakteryzowatogsznacznie
wyzszy zawartdcia ttuszczu i sprgzonego dienu kwasu linolowego c9t11.

Ekstrakcg thuszczu z mleka przeprowadzono zgodnie z metpdyketapu. Nagpnie
ttuszcz przeprowadzono w wolne kwasy ttuszczowe racgsie zmydlania alkoholowym
roztworem wodorotlenku potasu i wykwaszania rozemorHCL. 1/3 wolnych kwaséw
ttuszczowych o 1,4% zawa# izomeru kwasu linolowego c9t11 pozostawiono dtszych
bada (preparat KT) natomiast pozostaleszt wykorzystywano do otrzmywania, metod
krystalizacg z mocznika i ekstrak¢j nadkrytycznym Cg) frakcji wzbogacone] w izomer
kwasu linolowego c9t11. W czasie krystalizacji zarmuka wykorzystano zdolsé kwaséw
tluszczowych nasyconych do tworzenia statych adomkt mocznikiem. Filtrat uzyskany po
oddzieleniu adduktow sredniotaaicuchowych kwaséw tluszczowych z mocznikiem,
frakcjonowano metagekstrakcji dwutlenkiem wegla uzyskujc preparat o 11,2% zawasto
izomeru c9t11 (KT/M-CQ).

Oznaczenia skltadu kwaséw tluszczowych wykonano daet®C. Estry metylowe
otrzymywano zgodnie z AOCS Ce2-66. Rozdziat przepdzano na aparacie HP, detektor
FID, kolumna CP Sil 88 diugoi 100m, temperatura kolumny - 1T dozownika - 201,
detektora - 25U, gaz nény — hel. Identyfikag jakosciowa przeprowadzano przez
poréwnanie czasoOw retencji sktadnikdw badanychazkdw z wzorcami. Identyfikagj
izomeréw potaeniowych przeprowadzano metpdGC/MS wykorzystujc specyficza
fragmentag pochodnych tluszczowych 2z 2-amino-2-metylo-1-pragpam (DMOX).
Rozdziat estrow metylowych kwasow ttuszczowych rakdje kwaséw ttuszczowych trans i
cis przeprowadzano metpdhromatografii cienkowarstwowej TLC-Ag+.

W wyniku procesu krystalizacji z mocznika ustigch zostato z tluszczu mleka
owczego ok. 84% kwaséw nasyconyétedniotaicuchowych (Gs+—Cisg) jako ich adduktow z
mocznikiem. W ok. 98% usugty zostat kwas palmitynowego natomiast w ok. 87%ag&w
stearynowy. Z kolei ekstrakcja nadkrytycznym £6powodowata prawie catkowite (w ok.
97%) usungcie ze srodowiska kwasow tluszczowych krotkakuchowych. Uzyskany
produkt kacowy preparat KT/M-C@ obok izomeru &g, 9¢,11t (11,2%) zawierat jako
skfadniki gtbwne: kwas oleinowy i jego izomery ghiw kwas wakcenowy, kwas linolowy i
jego izomery oraz kwas linolenowy.



Skfad kwasow ttuszczowych tluszczu mleka owczega produktow otrzymanych po
jego krystalizacji z mocznika i ekstrakcji G@& warunkach nadkrytycznych podany zostat w
tabeli 1.

Tabela 1.
Sktad kwasow ttuszczowych (%)
Kwasy ttuszczowe Preparaty
KT KT/M KT/M-CO,
Nasycone 57,5 17,2 4,4
C4,C6,C8 2,3 3,2 0,1
C10 3,5 3,9 0,1
C12 2,7 2,8 0,1
C13,C15 0,3 0,4 0,0
Cl4 9,6 3,2 1,8
C16 24,5 1,1 0,5
C17 1,1 0,1 0,0
C18 13,5 2,5 1,8
Nienasycone 38,8 80,1 94,3
ci18:1 29,4 62,5 66,2
Cl18:1t11 2,8 4,2 7,5
C18:1 cl10 0,4 0,5 1,3
C18:2 2,4 5,6 4,8
C18:2izo 0,9 0,9 1,0
C18:29c,11t 1,4 4,6 11,2
C18:2 (pozostate CLA) 0.2 0.3 0.3
C18:3 1.3 15 2.0
Inne 3,7 2,7 1,3

(KT) - kwasy ttuszczowe mleka owczego
(KT/M) — kwasy ttuszczowe po krystalizacji ooznika
(KT/M-CGQ,) — kwasy ttuszczowe po krystalizacji z mocznikekstrakcji nadkrytycznym CO

W ostatnim Ill etapie badaw Laboratorium Zaktadu Nowotworow Instytutu
Immunologii i Terapii Déwiadczalnej PAN we Wroctawiu przeprowadzono metodam
vitro orazin vivo testy przeciwnowotworowe.

Testy aktywnéci antyproliferacyjnej metad in vitro preparatéw: KT (kwasy
tluszczowe mleka owczego), KT/M-GQkwasy tluszczowe mleka owczego o gkazonej
koncentracji izomeru kwasu linolowego c9t11l) orat (Syntetyczny izomer kwasu
linolowego c9t11) wykonano wobec komoérek dwdéch kida linii nowotworowych: raka
jamy ustnej KB oraz biataczki promielocytarnej HQ-6

Komorki nowotworowe hodowane bylty w medium opti-ME(B) i RPMI 1640
(HL-60) z dodatkiem 5% FCS, 50 mg/ml streptomycy®@ U/ml penicyliny i 2mM
glutaminy. Roztwory wyjciowe testowanych zwzkéw o s¢zeniu 1mg/ml przygotowywano
ex tempore do kadego déwiadczenia, rozpuszczg 1mg preparatu w 1g0DMSO + 90Qul
medium hodowlanego. Rozpuszczalnikiem dla dalszydzcieiczen bylo medium
hodowlane. Zwjzki testowano w steniach kacowych 100, 10, 1, 0,Jug/ml. Badania
wykonano przy #yciu testow SRB (KB) i MTT (HL-60), mieszych zahamowanie
proliferacji komorek docelowych w 96-cio godzinnkepdowli in vitro. Wyniki testéw



cytotoksycznych odczytywano metpdkolorymetryczia. Uzyskane wyniki aktywnii

cytotoksycznej testowanych preparatdéw przedstawian@ostaci IRy - dawka zwizku

powodupca zahamowanie proliferacji 50% komorek nowotworolwyoraz odsetka
zahamowania proliferacji przez testowane preparatygjwyzszym s¢zeniu 10Qug/ml (tabele
2,3).

Tabela 2
Aktywnos¢ antyproliferacyjna badanych zygkoéw wobec komaorek ludzkiej linii
raka jamy ustnej KB

Testowany IDso Zahamowanie proliferacji (% SD)
preparat (ug/ml + SD) w stezeniu 10Qug/mi
KT - 10,0+ 0,9
KT/M-CO, 40,1+ 1,2 85,3+ 9,0
SI 51,5+1,2 69,5+ 6,4

KT — kwasy tluszczowe mleka owczego
KT/M-CO, — kwasy ttuszczowe po krystalizacji z mocznik&steakcji nadkrytycznym CO
S| — syntetyczny izomer;§» 9, t11

Tabela 3
Aktywnos¢ antyproliferacyjna badanych zygkdéw wobec komérek ludzkiej linii
biataczki promielocytarnej HL-60

Testowany IDso Zahamowanie proliferacji (% SD)
preparat (ug/ml = SD) w stezeniu 10Qug/m
KT - 15,3+ 1,1
KT/M-CO, 30,9+1,1 99,0+ 1,0
Sl 55,0+1,0 69,0+ 2,0

KT — kwasy tluszczowe mleka owczego
KT/M-CO, — kwasy ttuszczowe po krystalizacji z mocznik&steakcji nadkrytycznym CO
S| — syntetyczny izomer,§, 9, t11

Uzyskane metad in vitro wyniki aktywnaci cytotoksycznej preparatu kwasow
tluszczowych mleka owczego o zkszeniu koncentracji dienu c9t11 (KT/M-GQwskazug
na jego wysok zdolng¢ do hamowania proliferacji komorek przebadanychii lin
nowotworowych (KB, HL-60). Aktywn& antyproliferacyja wobec testowanych linii
komorek ludzkich nowotworow wykazat rowaisyntetyczny izomer kwasu linolowego (SI)
ale w mniejszym stopniu hinaturalne kwasy tluszczowe wzbogacone w ten izom&x
kwasow tluszczowych z tluszczu mleka owczego nienagzono dawki IR jedynie w
niewielkim procencie ok&ono zahamowanie proliferacji komérek nowotworowych

W ramach tego samego etapu kadaykonano rownig testy aktywnéci
antyproliferacyjnej preparatu KT/M-GQwobec komérek nowotworowych raka sutka 16/C i
biataczki P388, metadn vivo.

Preparat podawano dootrzewnowo, w przypadku ratkea si6/C dwukrotnie - w dniu
wszczepienia nowotworu i w pierwszym dniu po wspizeiu nowotworu, natomiast
biataczki P388 jednorazowo - w dniu wszczepieniaatavoru. Dawka pojedyncza wynosita
200mg/kg. Raka sutka 16/C podawano dosutkowo wapb&0% zawiesiny w obfosci
50ul/mysz. Biataczk P3888 wstrzykiwano dootrzewnowo w liczbie 1 »¥ k@moérek/mysz.
Badania prowadzono na myszach miésaah pierwszego pokolenia szczepow wsobnych
BALB/c/liw x DBA/2liW (CD2F1) oraz myszach szczepusobnego C3H, samicach lub
samcach w wieku 6-12 tygodni, segych od 20 do 25 gramow. Bwiadczenia prowadzono



w konwencjonalnych warunkach higienicznych zwidéiay déwiadczalnego (standard MD)
z zachowaniem mdzynarodowo przytych norm etycznych. Zwiegta bytowaly w

standardowych klatkach (6 myszy na kigtk W dniu ,ZERO” eksperymentu
przeprowadzano losaw randomizag zwierat. Obserwacje zwiest prowadzono

codziennie.

Gtobwnym parametrem oceny dziatania przeciwnowotwego w przypadku raka
sutka 16/C byt pomiar guzéw umiejscowionych w tlkamodskornej w dwoch wymiarach:
poprzecznym (a) i podimym (b). Do przeliczenia danych geometrycznych resnv mg
stosowano wzér: TW="a b/2.

Parametrem oceny dziatania przeciwnowotworowego raygadku biataczki P388
byto przedtienie czasu przgcia myszy leczonych ponad czagcia myszy kontrolnych,
otrzymupcych tylko sél fizjologicza (ILS - increase in life-span, w %), obliczane na
podstawiesredniego czasuycia, wg réwnania: (T/C x 100) — 100 (%), gdzie RST
(average survival timegredni czas przgcia) myszy leczonych, a C= AST myszy
kontrolnych.

Uzyskane w badaniachin vivo wyniki aktywngci przeciwnowotworowej
przedstawiono w tabelach 4 i 5.

Tabela 4
Biataczka P 388 wszczepiona myszom
Grupy Dluga¢ zycia Przedtienie czasuycia zwierat w
myszy (dni) stosunku do grupy kontrolnej (%)
Kontrolna 11,3 -
Otrzymupca preparat
KT/M-CO, 12,2 8

KT/M-CO, — kwasy tluszczowe po krystalizacji z mocznik&steakcji nadkrytycznym CO

Tabela 5
Obijetosé guzéw (mni) raka sutka myszy 16/C

Dzien | Grupa kontrolnd Grupa otrzymigp preparat % zahamowania wzrostu guzalw
KT/M-CO, stosunku do grupy kontrolnej
7 60,9 39,4 36
9 162,0 86,3 47
13 468,5 322,0 31
15 772,3 437,6 43
17 980,3 612,0 38
20 2012,1 1078,6 46
22 19934 1270,8 36
24 2658,2 18222 31
27 3145 2675,3 22

KT/M-CO, — kwasy ttuszczowe po krystalizacji z mocznik&steakcji nadkrytycznym CO

Na podstawie uzyskanych wynikéw widae preparat kwaséw tluszczowych mleka
owczego o zwikszonej koncentracji izomeru kwasu linolowego cOtKIT/M-CO,) w
modelu mysiej biataczki P388 (tab. 4) przegduzycie o 1 dzié (co naley uzn& za wynik
zadawalajcy), natomiast w przypadku guza sutka 16/C w stogstatystycznie istotnym
spowolnit tempo przyrostu jego masy.



Wskazuje to na da zdolnag¢ naturalnego preparatu z ttuszczu mleka owczego o
zwickszonej koncentracji dienu c9t11 do hamowania Eé@wenowotworowych.

Przypuszczalnie obserwowane w niniejszych badanigcheciwnowotworowe
dziatanie preparatu z mleka owczego ogkszonej koncentracji CLA spowodowane zostato
silnymi wiasciwosciami antyoksydacyjnymi spgzonych diendéw kwasu linolowego lub ich
zdolngcia do oksydacji w komérkach nowotworowych do rodnikdw silnych
wiasciwosciach cytotoksycznych. Mogto byono réwnie spowodowane zdoldoiami
izomeru c9t11 do hamowania wytwarzania eikozanoidgdymulupcych wzrost komorek
oraz modulag obronnych systemow komérkowych przez ich wptywfunakcje limfocytow i
makrofagow.

Badania na hamowanie wzrostu komorek nowotworowattal § kontynuowane.

Poniewa izolacja czystego CLA z produktéw naturalnych jestrdzo kosztowna,
najczsciej otrzymuje si je na drodze syntetycznej. CLAedace kwasami ttuszczowymi
wchodz w skifad tluszczow podlegglych w organimie przemianom metabolicznym.
Zatozylismy, ze obecné& innych nienasyconych kwasow ttuszczowych noygh by
prekursorami CLA powinna stanofvistotny i korzystny element stosowanej mieszaniny.
Dlatego teé zamiast podejmowaniamudnej i drogiej metody wydzielanie czystego CLA
opracowakmy meto@ otrzymywania naturalnego preparatu z tluszczu enlekvczego
wzbogaconego w CLA i inne kwasy ttuszczoweldte jego prekursorami.

Opracowana metoda jest prosta i ekonomicznie olplacdo stosowania na skal
przemystovd.

Na powyszy preparat zespot badawczy uzyskat 2 zgtoszextentowe.

Calas¢ bada (od wykonania oznacie CLA, po otrzymanie preparatu i
przetestowanie jego przeciwnowotworowego dziatanéaliniach komorek nowotworowych)
wykonana zostata w ramach 2 grantéw finansowanyaezpKomitet Bada Naukowych
(5PO6E0O26193, TO9B0931619) oraz 3 grantdw wgrmnych finansowanych przez
Akademg Rolnicza we Wroctawiu (GW/101/99, GW102/00, GW/101/02).



