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Celem pracy bylo ocena aktywnosci biologicznej olejow otrzymanych z na-
sion roSlin Inu transgenicznego. Wprowadzone modyfikacje genetyczne zwiek-
szajq zawartoS¢ polifenoli w olejach uzyskanych z nasion tych roslin. W pracy
wykazano, ze inkubacja komorek z badanymi olejami nasilata proliferacje
fibroblastow chomika chinskiego, natomiast hamowata proliferacje ludzkich
komorek monocytoidalnych i wywierala efekt modulujqcy generowanie rodni-
kow szeregu tlenowego: zwiekszata produkcje rodnikow w komérkach spoczyn-
kowych, a obnizata poziom wolnych rodnikow w komorkach stymulowanych
do ich wytwarzania.

Stowa kluczowe: olej z nasion Inu, len modyfikowany genetycznie, hodowlach ko-
moérkowe
Key words: flax seeds oils, genetically modified flax, cell cultures

Olej Iniany zawiera lipidorozpuszczalne antyoksydanty takie jak y-tokoferol,
plastochromanol-8 i luteina, a takze wodorozpuszczalne antyoksydanty w tym
zwiazki polifenolowe (1). Nasiona Inu sa bogatym zrédtem kwasu -3 — kwasu
a-linolenowego (ALA), i zawieraja takze inne wielonienasycone kwasy ttuszczowe,
ktore stanowia razem okoto 73% frakc;ji lipidowej oleju (1). Wielonienasycone kwasy
thuszczowe, szczegolnie kwasy w-3, wykazuja efekty antyoksydacyjne (2) przeciw-
zapalne 1 anty-apoptotyczne (3). Jednoczesnie, kwasy ®-3 sa podatne na oksydacje
i jetczenie (4) dlatego produkty spozywcze bogate w te kwasy powinny zawieraé
w naturalne antyoksydanty.

* Praca wykonana w ramach realizacji grantu NCBiR Nr PBS1/A9/17/2012
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W celu zwickszenia zawarto$ci polifenoli w roslinach i nasionach Inu dokona-
no modyfikacji genetycznej, wprowadzajac do roslin Inu oleistego odmiany Linola
(Linum usitassimum var. Linola) geny enzymow szlaku fenylopropanoidow (5, 6).
Z nasion ro$lin modyfikowanych genetycznie uzyskano olej, ktory zawierat zwigk-
szong ilo$¢ polifenoli (7).

Celem niniejszej pracy byla wstgpna ocena potencjalnie prozdrowotnych wiasci-
wosci olejow z nasion Inu modyfikowanego genetycznie i Inu niemodyfikowanego
w wybranych testach oceny aktywnosci biologicznej in vitro na liniach komorek
ludzkich (komorki monocytoidalne THP1) i zwierzgcych (fibroblasty ptucne cho-
mika chinskiego V79).

MATERIAL I METODY

Procedury modyfikacji genetycznych roslin Inu odmiany Linola przedstawione
zostaly we wczesniejszych pracach (5, 6); pokrotce obejmowaty one: wprowadze-
nie genu syntetazy chalkonu (len W86), jednoczesne wprowadzenie trzech genow
enzymow szlaku fenylopropanoidow: syntetazy chalkonu, izomerazy chalkonu oraz
reduktazy 4-dihydroflawonolu (len W92) oraz, dodatkowo, wprowadzenie genu 7-O-
glukozylotransferazy, w celu ustabilizowania syntezy fenylopropanoidow (len GT).
Uzyskany z nasion tych roslin olej Iniany byt bardziej odporny na oksydacje ze
wzgledu na wyzszy poziom zwiazkéw polifenolowych, ktére jak wykazano prze-
chodza do oleju (7).

Oceng aktywnosci biologicznej in vitro badanych olejéow przeprowadzono na
linii komérek V79 (fibroblasty ptucne chomika chinskiego) i linii ludzkich ko-
morek monocytoidalnych THP1. Komorki hodowano w pozywce MEM (V79),
lub RPMI 1640 (THP1), z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlegcej, 2mM
L-glutaminy oraz antybiotykéw (LONZA). Hodowle prowadzone byto w 37°C,
w inkubatorze CO,. Przygotowanie oleju do badan : w 25 ml oleju pochodzacego
z transgenicznych nasion Inu i roslin kontrolnych (Linola) rozpuszczono lecytyng
sojowa (10 g) i Tween 80 (5 ml). Nastgpnie dodano 50 ml 25% glicerolu, miesza-
no, wirowano przez 5 minut i znéw mieszano stosujac mieszadto magnetyczne na
noc. Nastepnie materiat sonifikowano przez 20 minut i filtrowano przez sterylne
filtry 0,45um i preparat uzupeiniono do 1000 ml woda. Koncowe stezenia olejow
w hodowlach komérkowych wynosity: 0,125 mg/ml, 0,25 mg/mg i 1,25 mg/ml
plynu hodowlanego. Preparaty byly inkubowane z komérkami przez 48 godzin na
plytkach 6-studzienkowych. Komoérki monocytoidalne THP1 byly stymulowane
do generowania rodnikéw szeregu tlenowego poprzez inkubacj¢ z PMA (octan
mirystenianu forbolu) [250 nM, 37°C, 30 min]. Proliferacje komoérek oszacowano
na podstawie pomiaréw caltkowitej liczby komoérek w hodowlach (Absolute Cell
Count), komorki w apoptozie identyfikowano po wybarwieniu hodowli mieszanina
fluorochromow: aneksyna V-FITC/jodek propidyny, zawarto$¢ wewnatrzkomor-
kowa rodnikow szeregu tlenowego oceniano testem utleniania dioctanu dichloro-
fluoresceiny (DCF-DA), zgodnie z metoda podang w pismiennictwie (8). Przed-
stawione w pracy wyniki byly uzyskane w cytofotometrii przeptywowej (Partec
Cube; Partec, Niemcy).
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WYNIKI

Wplyw badanych olejow z nasion Inu na proliferacje fibroblastow linii V79 oraz
komorek monocytoidalnych THP1 przedstawiono w histogramach na rycinie 1 A
iB.

a)

1,84
= *
W 1,6 x l
- il
% 1,2' -|- l
T 10 T T . - <— kontrola
2 o8
8,
8 06
£
S 047
% 02

0,0

linola wo2 ES) GT
badane oleje z nasion Inu stezenia oleju
b) w hodowlach [mg/ml]
ETE 00,125
o
w
g 164 : 0,250
- 1,250
T 1.4
E o124
21
[
E 1,0 N T T T - T T = <4— kontrola
2 08+ e
8,
§ 0,6
£ 04
[
2 0,2
0,0
linola wo2 W86 GT

badane oleje z nasion Inu

Ryc. 1. Wptyw badanych olejow z nasion Inu na proliferacjg in vitro fibroblastow ptucnych chomika
chinskiego linii V79 (Rycina 1A) i ludzkich komorek monocytoidalnych linii THP1 (Rycina 1B). Istotno$é¢
statystyczng wynikow oszacowano w poréwnaniu do wynikow uzyskanych w odpowiednich hodowlach
kontrolnych komorek inkubowanych bez olejow z nasion Inu; test ¢ sparowany (*p < 0,05; **p < 0,01).
Fig. 1. Impact of the tested oils from flax seeds on proliferation in vitro of chinese hamster fibroblasts of
V79 line (Figure 1A) and on human monocytoid cells of THP1 line (Figure 1B). Statistical significance
of the results was calculated in comparison to the results obtained in relative control cultures of cells
incubated without the tested oils; paired ¢ test (*p < 0,05; **p < 0,01).

Histogramy na rycinie 1A pokazuja, ze oleje Inu modyfikowanego genetycznie
okazywaty statystycznie znamienny wptyw na proliferacje fibroblastow linii V79;
efekt zalezny byt od stezenia olejow w hodowlach: w najmniejszych badanych stg-
zeniach oleju (0,125 mg/ml) obserwowane bylo nasilenie proliferacji o 34% (W92),
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0 42% (W86) i 0 okoto 10% (GT), a w stezeniach olejow 10-krotnie wigkszych (1,25
mg/ml) stwierdzono znamienne statystycznie zahamowanie proliferacji w porow-
naniu do hodowli komorek V79 nie inkubowanych z badanymi olejami. Nie obser-
wowano stymulacji proliferacji fibroblastéw w przypadku oleju Linola z nasion Inu
niemodyfikowanego genetycznie, natomiast przy wyzszych st¢zeniach oleju stwier-
dzono zahamowanie proliferacji o 20% w poréwnaniu do kontroli.

Wszystkie badane oleje obnizaly proliferacj¢ komorek monocytoidalnych THP1
(rycina 1B), szczegblnie znaczaco w najnizszych badanych stezeniach (0,125 mg/ml).
Najwigkszy efekt zahamowania proliferacji w porownaniu do hodowli kontrolnych
stwierdzono w hodowlach w obecnosci oleju GT (0 44%) 1 oleju W86 (0 23%).

Oleje z nasion Inu nasilaly generowanie reaktywnych form tlenu w komoérkach
linii mocytoidalnej THP1; zawarto$¢ produktow oksydacji DCF-DA (ktora odzwier-
ciedla poziom wewnatrzkomorkowych rodnikow szeregu tlenowego) byta wigksza
0 30%-56% w poréwnaniu do hodowli kontrolnej komorek nie inkubowanych z ba-
danymi olejami. Natomiast w hodowlach komérek THP1 stymulowanych do produk-
cji wolnych rodnikow szeregu tlenowego poprzez inkubacje z PMA obecnos¢ olejow
znasion Inu prowadzita do znaczaco mniejszego wzrostu poziomu wewnatrzkomor-
kowego wolnych rodnikow.

Poréwnanie wptywu olejow na komoérki THP1 spoczynkowe/niestymulowane
(Ep) 1 stymulowane przez PM A do produkcji rodnikow szeregu tlenowego (E) przed-
stawiono w postaci proporcji E/Ey w histogramach na rycinie 2.
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Ryc. 2. Wptywu olejéw z nasion Inu na produkcj¢ rodnikow szeregu tlenowego przez ludzkie komorki
monocytoidalne linii THP1: komorki spoczynkowe/niestymulowane (E,) i stymulowane przez PMA do
produkcji rodnikow szeregu tlenowego (E). Wyniki przedstawione sa w histogramach w postaci proporcji
E/E,. Istotno$¢ statystyczna wynikéw oszacowano w porownaniu do wynikow uzyskanych w odpowied-
nich hodowlach kontrolnych, komoérek inkubowanych bez olejéw z nasion Inu; test ¢ sparowany (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0.001).

Fig. 2. Impact of the tested oils from flax seeds on generation of oxygen free radicals by human mono-
cytoid cells of THP1 line: resting/not stimulated cells (E,) and cells stimulated to generation of oxygen
free radicals with the PMA (E). Results in histograms show the E/E ratios. Statistical significance of the
results was calculated in comparison to the results obtained in relative control cultures of cells incubated
without the tested oils; paired ¢ test (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001).



526 K. Skorkowska-Telichowska i wspot. Nr3

Oleje z nasion Inu prowadzity do mniejszego nasilenia proceséw generowania
rodnikéw szeregu tlenowego i oksydacji DCF-DA w hodowlach komérek THP1
stymulowanych przez PMA anizeli w komorkach niestymulowanych (spoczynko-
wych). Stwierdzono obnizenie wewnatrzkomorkowej zawartosci rodnikow szeregu
tlenowego (0 20% — 40%) w poréwnaniu do kontroli (komérki inkubowane z samym
PMA i nieinkubowane z badanymi olejami). Wskazuje to, ze badane oleje wywie-
raja dzialanie modulujace funkcje wolnorodnikowe komérek monocytoidalnych:
pobudzaja monocyty spoczynkowe i ograniczaja nadmierne generowanie rodnikow
szeregu tlenowego w komorkach stymulowanych. Zwraca uwage znaczny efekt mo-
dulujacy funkcje wolnorodnikowe monocytéw w przypadku oleju Linola (olej z Inu
niemodyfikowanego), a sposrdd olejow z roslin Inu transgenicznego szczegdlnie
duzy efekt oleju z nasion GT.

Zaréwno stwierdzony wplyw stymulujacy proliferacje fibroblastow jak i wpltyw
modulujacy funkcje monocytow moga pomdc w wyjasnieniu mechanizmow korzyst-
nego dziatania materialéw z Inu modyfikowanego genetycznie (opatrunki Iniane,
oleje, emulsje) na gojenie przewlektych ran i odlezyn. Dzialanie poprawiajace go-
jenie ran przewlektych i owrzodzen skory zostato wykazane u ludzi we wstgpnych
badaniach klinicznych (9, 10).

WNIOSKI

1. Badane oleje z nasion Inu ro§lin transgenicznych znaczaco nasilaty proliferacje
in vitro fibroblastow linii V79 i hamowaty (w wyzszych stezeniach) proliferacje
komoérek monocytoidalnych THPI.

2. Oleje z nasion Inu wywieraty dziatanie modulujace funkcje komérek monocyto-
idalnych THP1: nasilaty generowanie rodnikow szeregu tlenowego w komorkach
spoczynkowych i obnizaty w monocytach aktywowanych przez PMA.

3. Uzyskane wyniki moga wskazywac¢ na dziatanie nasilajace regeneracj¢/repara-
cj¢ tkanek oraz modulujace funkcje monocytéw w odczynie zapalnym badanych
olejow z nasion Inu.

K. Szopa-Skérkowska, K. Hasiewicz-Derkacz, T. Ggbarowski,
H. Moreira, K. Gebczak, A. Kulma, K. Gasiorowski

HEALTH PROMOTING EFFECTS OF FLAX SEEDS OILS.
INDICATIONS FROM CELL CULTURE TESTS.

Summary

Flax seeds oils obtained from transgenic plants were tested in the aspect of their potentially health
promoting effects. We showed that in vitro incubation with the tested oils caused enhanced proliferation
of Chinese hamster pulmonary fibroblasts, whereas it decreased proliferation and modulated the oxygen
free radical level of human monocytoid cells. The results indicate that the tested oils could enhance
regeneration/reparation of tissue damage (proliferation of fibroblasts) and could modulate the activity
of monocytes during inflammatory reactions in the course of wound healing.
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