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Vplyv inulinu na nutri¢nd hypercholesterolémiu a chemicky
indukované prekancerozne lézie na hrubom ¢reve potkana

PAVEL BOBEK - STEFAN GALBAVY - MAGDA MARIASSYOVA

SUHRN. U samcov potkanov (Wistar) kfmenych krdtko po odstave diétou s 0,3 % choles-
terolu sa sledoval vplyv inulinu (15 % v diéte) na nutricne indukovanud hypercholeste-
rolémiu a karcinogenézu hrubého c¢reva indukovanu dimethylhydrazinom (DMH). DMH
sa aplikoval subkutdnne v mnozstve 20 mg.kg! telesnej hmotnosti v troch tyzdiovych
intervaloch. Po 5 tyzdiioch od poslednej aplikdcie DMH boli zvieratd usmrtené po 18 h
odstavenia od potravy. Inulin v diéte neovplyvnil (v porovnani s kontrolnou diétou
bez celuldzy, alebo kontrolnou diétou s 15 % celuldzy) hladinu cholesterolu a triacylgly-
cerolov v sére, ani obsah cholesterolu v peceni. Diéta s inulinom (i kontrolnd diéta s 15 %
celuldzy) signifikantne znizila, takmer na polovicu, obsah konjugovanych diénov v hru-
bom c¢reve. V porovnani s obomi kontrolnymi diétami mali zvieratd na diéte s inulinom
signifikantne, o viac ako 30 %, znizenu aktivitu superoxiddismutdazy a naopak v podob-
nom rozsahu signifikantne zvySend aktivitu glutation-S-transferdzy. Inulin ani diéta
s 15 % celuldzy (v porovnani s diétou bez celuldzy) signifikantne neovplyvnili incidenciu
ani charakteristiku prekanceréznych 1€zii, fékusov aberantnych krypt, na hrubom creve.
Na diéte s inulinom uhynulo v priebehu pokusu o viac ako 30 % menej zvierat (v porov-
nani s obomi kontrolnymi skupinami).

KIUCOVE sLOVA: inulin; hypercholesterolémia; antioxidacné enzymy; karcinogenéza;
hrubé ¢revo

Inulin, definovany ako heterogénna zmes fruktooligosacharidov, je
vzhladom na viaceré spolo¢né vlastnosti a podobny vplyv na fyziologické
funkcie a metabolizmus intestindlneho traktu priradovany ku komplexu
potravinovej vldkniny [1,2]. V niektorych Stdtoch ma priznany Statut potravi-
ndrskej prisady aplikovatelnej v takmer vSetkych odboroch potravinarstva
ako funk¢na vldknina, bifidogénny faktor, plnivo zniZujice energetickd hod-
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notu vyrobku, sladidlo a i. Inulin je rezistentny na alimentdrne enzymy
a kompletne fermentovany mikroflérou kolonu za vzniku acetdtu a dalSich
mastnych kyselin s kratkym retazcom [3]. Na zdklade vysledkov ziskanych
u experimentdlnych zvierat niektori autori uvadzaju jeho hypocholesterole-
micky [4] a antikarcinogénny efekt [5]. Nedostatok udajov zatial nedovoluje
tieto ndlezy jednoznacne potvrdit ani definovat mechanizmus tohto poten-
cidlne vyznamného preventivneho ucinku. Sucasné poznatky dovoluju ak-
ceptovat ucast reaktivnych kyslikovych produktov (ROS) v etiopatogenéze
aterosklerdzy (prostrednictvom oxida¢ne modifikovanych nizkodenzitnych
lipoproteinov) [6] a karcinogenézy iniciovanej poskodenim DNA [7]. V tejto
préaci sme sa snazili zistit, ¢i spominané protektivne ucinky inulinu nie su
sprostredkované stimuldciou aktivit antioxida¢nych enzymov ako obrany
proti oxida¢nému stresu. Hodnotenie incidencie a charakteru aberantnych
krypt bolo pouzité ako marker preneoplastickych 1€ézif [8].

Material a metddy

V pokuse sme pouzili samce potkanov (kmeti Wistar, Top-Velaz, Ces-
kd republika, n = 45) s poc¢iato¢nou hmotnostou okolo 70 g, chované v §tan-
dardnych podmienkach bez ovplyviiovania svetelného rezimu. Zvieratd mali
nepretrzity pristup k pitnej vode a strave s nasledovnym zlozenim [9] (v %):
skrob 66, kazein 18, brav¢ova mast 10, mineralna zmes 4, vitaminova zmes 1,
fel tauri (komer¢nd suSend volska ZI¢) 0,55, cholesterol 0,3 a cholinchlorid
0,15 (kontrolnd diéta bez celulézy, K). Dalsia skupina mala v tej istej diéte
na ukor Skrobu 15 % celuldzy (kontrolnd diéta s 15 % celuldzy, KC).
U pokusnej skupiny (IN) sme celulézu nahradili 15 % inulinu. Postup vyro-
by inulinu [10,11]: inulin sa teplou vodou extrahoval z korena Cakanky
(Cichorum intybus), extrakt sa po filtracii zahustil na vdkuovej odparke
a susil v sprejovej suSiarni (obsah inulinu v susenej vzorke 91 %). Po nasa-
deni na diéty sme zvieratdm vSetkych troch skupin 3-krdt v tyzdnovych inter-
valoch subkutdnne aplikovali 1,2-dimetylhydrazinhydrochlorid (DMH)
f. Aldrich vo fyziologickom roztoku v mnozstve 20 mg.kg! hmotnosti.
Po dalsich 5 tyzdnoch od skoncenia aplikdcie DMH boli zvierata usmrtené
dekapitdciou v lahkej éterovej narkéze po 18 h odstavenia od potravy. V sére
a chloroform-metanolovom (2 : 1) extrakte pe¢ene sme stanovili obsah cho-
lesterolu a v sére eSte obsah triacyglycerolov (stupravami Oxochrom Chol
2150 E, TG 450 T, resp. Bio-La-Test, Ceska republika). V plazme, erytrocy-
toch a v peceni sme stanovili obsah konjugovanych diénov [12]. Vo vzorkach
pecene a tkanive hrubého Creva sme stanovili aktivity superoxiddismutéazy
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(SOD) supravou Randox Lab. Ltd., UK, kataldzy (KAT) [13], glutatiénpe-
roxiddzy (GSH-PX) [14], glutation-S-transferdzy (GST) [15] a v peceni
obsah redukovaného glutationu (GSH) [16]. V peceni a tkanive hrubého
¢reva sme stanovili obsah proteinov [17].

Bezprostredne po usmrteni zvierat bolo vybrané hrubé ¢revo, pozdizne
otvorené, preplachnuté fyziologickym roztokom, napnuté na parafinovu
podlozku a 24 h fixované v neutrdlnom 10 % tlmenom formole. Po fixacii
boli vzorky ponechané 15 min v roztoku Giemsa (6 ml/50 ml fosfore¢na-
nového tlmivého roztoku). Giemsov roztok bol potom nahradeny tlmivym
roztokom a vzorky boli vySetrené v stereomikroskope (pri 40-ndsobnom
zvicseni) so zameranim sa na hodnotenie vyskytu fokusov aberantnych krypt
(ACF). Zaznamenavali sme celkovy pocet ACE, ako aj ich charakteristiku
so zretelom na velkost, tvar a hribku vystielajuceho epitelu. RozliSovali sme
ACF malé (1-3 krypty), stredné (4-6 krypt) a velké (7 a viac krypt). Vysledky
sme Statisticky hodnotili jednofaktorovou analyzou rozptylu (Instat, ver-
zia 2) a Fisherovym exaktnym dvojstrannym testom (Epi Info).

Vysledky a diskusia

ZloZenie diét vyznamnym sposobom neovplyvnilo findlne hmotnosti zvie-
rat. V porovnani s fyziologickou udroviiou viacnasobne zvySené hladiny
sérového cholesterolu neboli signifikantne odli$né pri kfmeni zvierat diétou
bez celuldzy, s 15 % obsahom celuldzy alebo s inulinom. Obdobne nebol
uvedenymi diétami ovplyvneny obsah cholesterolu v pec¢eni ani hladina tria-
cylglycerolov v sére (tab. 1). Bolo opakovane potvrdené, Ze celuldza nepatri
k vldknindm ovplyviiujucim hladinu sérovych lipidov [18]. Na rozdiel
od nasich vysledkov pozorovali Trautwein a spol. [4] u SkreCkov na diéte
s 8-16 % inulinu zniZenie hladin sérového cholesterolu (najmé na dkor cho-
lesterolu lipoproteinov s velmi nizkou denzitou) i obsahu cholesterolu
v peceni. Znizila sa i hladina sérovych triacylglycerolov, ako aj ich obsah
v peceni, pravdepodobne ako dosledok ich zniZzenej biosyntézy. Diéta s inu-
linom zvySovala fekdlnu exkréciu Zl¢ovych kyselin, ¢o zrejme viedlo k znize-
niu ich spétnej resorpcie do pecene, kde sa spatnou vizbou urychloval kata-
bolizmus cholesterolu s ndslednym poklesom jeho hladin v cirkulécii
a organoch. Vplyv na reguldciu metabolizmu cholesterolu bol popisany
u viacerych, najmé rozpustnych druhov vldknin, ¢o sa pokladd za rozhodu-
juci mechanizmus ich hypocholesterolemického efektu [19]. Dalzenne a Kok
[20] zistili u potkanov pod vplyvom fruktooligosacharidov pokles sérovej hla-
diny triacylglycerolov ako dosledok redukcie de novo syntézy mastnych kyse-
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TABUIKA 1. Vplyv inulinu na hmotnost a lipidy séra a pecene u potkanov.
TaBLE 1. The effect of inulin on body weight and serum and liver lipids in rat.

Diéta?
Parameter! kontrolna3 s celulézou?, 15 % | s inulinom?, 15 %
(X) (KC) (IN)
n 8 9 13

Hmotnost 6 [[g] 373 = 13 334+ 9 352 = 12
Cholesterol’

sérumé [mmol.I1] 4,82 = 0,25 4,94 + 0,46 5,47 = 0,45

peceit? [mmolkg!] | 398 = 12 027+ 19 436 + 14
Triacylglyceroly!0

sérum [[mmolI] | 037=002 [ 039+002 [ 041002

Udaje st priemery + SEM (Standardnd odchylka aritmetického priemeru) pre n pocet zvie-
rat v skupine.

Values represent means = SEM (standard error of the mean) for n animals per group.
1 - parameter, 2 - diet, 3 - control, 4 - with cellulose, 5 - with inulin, 6 - body weight, 7 - cho-
lesterol, 8 - serum, 9 - liver, 10 - triacylglycerols.

lin v peceni (pravdepodobne dochddza k modifikdcii expresie génu pre
lipogénne enzymy). Vysledky obdobnych $tudii u ludi si kontroverzné. Pri
zvyCajne miernom gastrointestindlnom diskomforte pri ddvkach inulinu
od 14 g do 20 g denne bol zisteny nulovy, alebo len mierny pokles hladiny
sérového cholesterolu a triacylglycerolov [21,22]. V inej Studii sa u ludi nezis-
til vplyv inulinu na absorpciu cholesterolu a exkréciu ZI¢ovych kyselin [23].

Pre kolon Specificky karcinogén diemetylhydrazin generuje oxidacny
stres, pretoze sa v sérii oxida¢nych krokov za i¢asti enzymov pecene a hrubé-
ho ¢reva aktivuje na elektrofilny karcinogén [24]. Primarnou obranou proti
nadmernému posobeniu ROS su antioxida¢né enzymy posobiace v cytosole
a na celuldrnej membrane, pricom v suvislosti s rizikom karcinogenézy sa
najCastejSie uvadza obranny efekt enzymového systému naviazaného na naj-
vyznamnej$i neenzymovy intraceluldrny antioxidant - GSH [25]. Inulin, ale
rovnako aj celuldza, v porovnani s diétou bez vldkniny zniZil obsah primar-
nych produktov lipoperoxiddcie, konjugovanych diénov, v ¢reve (tab. 2).
Inulin v porovnani s obomi kontrolnymi diétami znizil aktivitu SOD v Creve
a zvySil aktivitu GST v peceni. Posledne uvedeny udaj je mozné pokladat za
priaznivy efekt, pretoze GST sprostredkuje konjugdciu s glutationom, ¢o je
rozhodujuci krok v detoxifikdcii elektrofilnych dekompozi¢nych produktov
z reakcii ROS s lipidmi a DNA [25].

216



Vplyv inulinu na nutri¢nu hypercholesterolémiu...

TABUIKA 2. Vplyv inulinu na peroxiddciu lipidov a na antioxidacny stav

organizmu potkana.

TaBLE 2. The effect of inulin on lipid peroxidation and on antioxidant status

of the rat organism.

Diéta2
Parameter! kontrolna3 |s celulézou4, 15 % |s inulinom3, 15 %
(K) (KC) (IN)
n 8 9 13
) _ | plazma? |[d233.ml'] | 0,46 = 0,07 0,39 = 0,05 0,37 = 0,07
?izgﬁovane pecend | [dazsmll]| 212 % 1.4 253 = 0,8 243 = 1,1
érevo? [d233.mll] | 6,25 + 0,89 3,65 = 0,43b 3,09 = 0,13¢c
SOD* pecenn | [Umgl] | 295 * 1,6 271 %15 330 = 1,7A
¢revo [U.mg1] 108,8 = 7,4 115,5 £ 6,4 73,3 £ 5,5b,C
AT peceii | [Umgl] | 267 % 1,6 31,8+ 1,5 26,7+ 12
érevo [U.mgl] | 0,043 = 0,003 0,076 = 0,011 0,072 = 0,009
pecen [U.mgl] | 0,059 + 0,006 0,053 + 0,005 0,047 = 0,005
GSH-PX**
érevo [U.mg1] | 0,059 = 0,006 0,053 + 0,005 0,047 = 0,005
GST** pecen [U.mg1] 0,22 = 0,02 0,26 = 0,02 0,33 = 0,04a
érevo [U.mg!] | 0,037 £ 0,004 0,041 = 0,003 0,049 = 0,03
GSH*** pecen [U.g1] 2,76 = 0,13 2,48 = 0,16 2,35 = 0,19

Udaje sii priemery + SEM pre n polet zvierat v skupine.

* - udaje su vyjadrené ako optickd denzita (d) na ml plazmy alebo g tkaniva, ** - idaje su
vyjadrené na mg proteinu, *** - idaje su vyjadrené na g tkaniva.

a, b, ¢ - Statistickd preukaznost oproti skupine K; A, B, C - statistickd preukaznost oproti sku-
pine KC: a, A-p < 0,05;b,B-p <0,01;¢c,C-p < 0,001.

SOD - superoxiddismutdza, KAT - katalaza, GSH-PX - glutatiénperoxidadza, GST - glutation-
S-transferdza, GSH - redukovany glutation.

Values represent means + SEM for n animals per group.

* - values are expressed as optical density (d) per ml of plasma, or per g of tissue, ** - values
are expressed per mg of protein, *** - values are expressed per g of tissue.

a, b, ¢ - statistical significance in comparison with the control group K; A, B, C - statistical sig-
nificance in comparison with the control group KC: a, A-p < 0.05; b, B-p < 0.01; ¢, C -
p < 0.001.

SOD - superoxide dismutase, KAT - catalase, GSH-PX - glutathione peroxidase, GST - glu-
tahione-S-transferase, GSH - reduced glutathione.

1 - parameter, 2 - diet, 3 - control, 4 - with cellulose, 5 - with inulin, 6 - conjugated dienes,
7 - plasma, 8 - erythrocytes, 9 - liver, 10 - colon.
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U vSetkych zvierat po aplikdcii dimetylhydrazinu boli na hrubom creve
zistené fokusy aberantnych krypt (ACF), povaZované vicSinou za skutocné
preneoplastické 1ézie [8]. V porovnani s potencidlne najrizikovejSou skupi-
nou na diéte bez vldkniny nemala ani celuldza, ani inulin vplyv na priemer-
ny pocet 1ézif (vSetkych spolu i v jednotlivych typoch) (tab. 3). Bol popisany
protektivny efekt celulézy pri DMH indukovanej karcinogenéze kolonu
u potkana [26]. Pri pouziti uvedeného karcinogénu 10 % obsah inulinu
v diéte neovplyvnil celkovy vyskyt ACE, ale znizil ich vyskyt v prepocte
na jednotkovii dizku ¢reva [27]. V dalsom podobnom pokuse sa mierne
znizil pocet ACF iba vtedy, ak sa spolo¢ne aplikovala oligofruktdza s bifido-
baktériami [28]. Vyrazny protektivny efekt 15 % inulinu alebo oligofruktézy
v diéte sa zistil u mysi s transplantovanym tumorom [29].

V nasom pokuse inulin v diéte vyraznejSie neovplyvnil hladiny lipidov,
peroxiddciu lipidov a aktivity antioxidaéného obranného systému, ani rozvoj
prekancerdznych 1€zii. Sledované udaje nedovoluju vysvetlit skutocnost, ze
na diéte s inulinom uhynul v priebehu pokusu viacndsobne mensi pocet zvie-
rat, ako na kontrolnych diétach. Tento efekt inulinu je nesporne pozitivny, aj
ked suvislost uhynutia zvierat kontrolnych skupin s aplikovanym karcinogé-
nom mozno iba predpokladat.

TABUIKA 3. Vplyv inulinu na incidenciu a charakter fokusov aberantnych krypt
kolonu u potkana.
TABLE 3. The effect of inulin on incidence and character of aberrant crypt foci in rat colon.

Diéta2
Parameter! kontrolna3 s celulézou?, 15 % s inulinom3, 15 %
(K) (KC) (IN)
n 8 9 13

[Fokusy aberantnych krypt6

malé” 35353 41,8 =59 424 =472

stredné8 3612 1,7 £ 0,6 33+0,7

velkéd 0,50 = 0,19 0,44 = 0,18 0,71 = 0,11
Spolul0 394 =59 439 + 6,4 46,4 = 4,7

Udaje st priemery = SEM pre n pocet zvierat v skupine.

Values represent means = SEM for n animals per group.
1 - parameter, 2 - diet, 3 - control, 4 - with cellulose, 5 - with inulin, 6 - aberrant crypt foci,
7 - small, 8 - moderate, 9 - large, 10 - total.
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Effect of inulin on nutritional hypercholesterolemia
and chemically induced precancerous lesions on rat colon

BOBEK, P, - GALBAVY, S. - MARIASSYOVA, M.: Bull. potrav. Vysk., 39, 2000, p. 213-221.

SumMARY. The influence of the diet supplemented by 15 % of inulin on the nutritionally
induced hypercholesterolemia and colon carcinogenesis induced by dimethylhydrazine
(DMH) was examined in just weaned male Wistar rats fed diet containing 0.3 % cholesterol.
DMH was added subcutaneously in a dosis of 20 mg.kg! body weight once a week during
a three-weeks period. Five weeks after the last DMH application, the animals were sacrified
18 h after food removal. Inulin in the diet did not influence (in comparison with the control
cellulose-free diet or the control diet with 15 % cellulose) either the serum cholesterol
and triacylglycerol level or the content of cholesterol in the liver. The inulin-containing diet
(and also the control diet with 15 % of cellulose) significantly - nearly to 50 % - lowered
the content of conjugated dienes in colon. In comparison with both control diets, the animals
fed the inulin diet had significantly - more than by 30 % - lowered activity of superoxide dis-
mutase and oppositely, the glutathione-S-transferase activity was in a similar range signifi-
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cantly increased. Neither the diet with inulin, nor the diet with 15 % cellulose, significantly
influenced (in comparison with the cellulose-free diet) the incidence or the character of pre-
cancerous lesions, aberrant crypt foci, on colon. In the inulin-fed group, by 30 % less animals
died in the course of the experiment (in comparison with both control groups).
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