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STRESZCZENIE

Tytul pracy: Wptyw lipidow rezorcynolowych na stan fizjologiczny i morfologiczny komoérek

linii HepG2 traktowanych alkoholem etylowym.

Napoje alkoholowe, ktorych glownym sktadnikiem jest alkohol etylowy, nalezg
do najczesciej stosowanych uzywek. Sam alkohol etylowy jest zwigzkiem psychoaktywnym,
ktory nie jest obojetny dla zdrowia. Przyczynia si¢ do rozwoju miedzy innymi choréb uktadu
krazenia 1 cukrzycy oraz chorob uktadu pokarmowego. Powoduje takze uszkodzenia watroby,
ktora jest szczegoOlnie narazona na szkodliwe dziatanie etanolu, poniewaz jest gldéwnym
miejscem jego metabolizmu. Powstajacy podczas metabolizmu etanolu aldehyd octowy
wykazuje dzialanie kancerogenne i mutagenne, a wytworzone w reakcji utleniania alkoholu
etylowego reaktywne formy tlenu powoduja wystepowanie stresu oksydacyjnego
w organizmie. Zwigksza si¢ roéwniez poziom czynnika martwicy nowotworu, ktéry inicjuje
szlaki wewnatrzkomoérkowe prowadzace do $mierci komorki na drodze apoptozy lub nekrozy.
W zwiazku z czestym wystepowaniem alkoholowych choréb watroby rynek farmaceutyczny
skupit si¢ na testowaniu preparatdéw zwalczajacych uzaleznienie alkoholowe badz tagodzenia
objawdéw chorobowych 1 wydtuzenie zycia chorego. Brak jest jednak zwigzkow, szczegolnie
pochodzenia naturalnego, ktore zapobiegalyby uszkodzeniom watroby i1 chronily ja przed
szkodliwym dziataniem alkoholu etylowego. Wydaje si¢, ze jednym z tych zwigzkéw moga
by¢ lipidy rezorcynolowe.

Lipidy rezorcynolowe sg zwigzkami pochodzenia naturalnego, ktore wystepuja w duzej
ilosci miedzy innymi w ziarnach zb6z, w szczeg6lnosci w pszenicy oraz zycie. W ziarniakach
lokalizuja si¢ w okrywie nasiennej, a po obrobce przemystowej wystepuja w niezmienionej
ilosci we frakcji otrgbowej. Sa to zwiazki o potwierdzonej aktywnos$ci biologicznej, do ktorej
nalezy miedzy innymi  aktywno$¢  przeciwdrobnoustrojowa,  przeciwgrzybicza
czy przeciwbakteryjna.

Celem pracy doktorskiej bylo okres§lenie wptywu lipidéw rezorcynolowych i alkoholu
etylowego na komorki watroby (komorki linii HepG2) oraz sprawdzenie czy zwiagzki te moga

chroni¢ watrobg przed uszkodzeniami spowodowanymi szkodliwym dziataniem etanolu.



Lipidy rezorcynolowe wykorzystywane w badaniach pochodzily z otrebéw zytnich.
Podzielono je na dwie badane frakcje. Pierwsza frakcja stanowita tak zwany surowy ekstrakt
bedacy mieszanina homologdéw nasyconych oraz nienasyconych. Druga frakcja poddana
zostala uwodornieniu i zawierala wytacznie homologi o nasyconych tancuchach bocznych.
Mialo to na celu okreslenie wpltywu stopnia nasycenia tancucha bocznego na aktywnosc
lipidow rezorcynolowych. Wptyw badanych zwigzkow okreslano za pomoca oceny stanu
fizjologicznego i morfologicznego komodrek w hodowli. Jako parametry stanu fizjologicznego
wybrano ocen¢ przezywalnosci komorek za pomocg pomiaru aktywnosci dehydrogenazy
bursztynianowej przy wykorzystaniu testu MTT; okreslenie stanu energetycznego komorek
poprzez pomiar poziomu ATP; oceng stanu oksydacyjno — redukcyjnego w komoérkach poprzez
oznaczenie poziomu powstajacych reaktywnych form tlenu, poziomu gtéwnych produktow
peroksydacji bton komorkowych (TBARS) oraz poziomu glutationu. Zbadano réwniez
integralno$¢ btony komorkowej poprzez pomiar aktywnosci uwolnionej z uszkodzonej btony
dehydrogenazy mleczanowej. Okreslono rowniez populacje komorek apoptotycznych
i nekrotycznych oraz przeanalizowano rozktad faz cyklu komérkowego. W celu potwierdzenia
wynikéw otrzymanych w testach biochemicznych dokonano réwniez wizualizacji jadra
1 cytoszkieletu komérkowego oraz wystgpowania apoptozy i nekrozy w badanych komorkach.

Otrzymane w badaniach wyniki potwierdzily hepatotoksyczne dziatanie alkoholu
etylowego w stosunku do komorek watroby. Etanol obnizatl przezywalno$¢ komorek
w hodowli, powodowat uszkodzenie btony biologicznej objawiajacej si¢ zwigkszong
aktywnos$cig uwolnionego enzymu z komorek. W badanych st¢zeniach powodowat rowniez
areszt komorek w fazie Gl cyklu komoérkowego oraz zwigkszenie populacji komorek
poznoapoptotycznych. Etanol przyczyniat si¢ rowniez do wzrostu ilosci reaktywnych form
tlenu w badanych komorkach. W tych warunkach eksperymentalnych nie zwigkszat jednak
stopnia peroksydacji w komoérkach, a co wigcej wykazywal dziatanie podobne
do antyoksydacyjnego. Zaobserwowano réwniez nieznaczne zmniejszenie poziomu glutationu
w komorkach pod wptywem etanolu.

Niskie st¢zenia lipidow rezorcynolowych pochodzacych z obu badanych frakcji
nie wykazywaty szkodliwego dzialania na komorki HepG2, lecz podnosily ich przezywalno$¢
w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, ktorym nie podawano zadnych z badanych czynnikow.
Zaobserwowano rowniez, ze najwyzsze badane stezenia lipidow pochodzace z surowego
ekstraktu oraz z frakcji uwodornionej wykazuja stosunkowo silne dziatanie hepatotoksyczne,

ktore ulegato wzmocnieniu po dodaniu do komorek alkoholu etylowego.



Wyniki wykazaty, ze lipidy rezorcynolowe w niskich stezeniach, z obu badanych
frakcji, podane do komorek przed alkoholem, chronig je przed szkodliwym dziataniem etanolu.
Wezedniejsza inkubacja z lipidami rezorcynolowymi powodowata ogdlne zwigkszenie
przezywalno$ci komorek w poréwnaniu do komoérek inkubowanych z samym alkoholem.
Dodatkowo lipidy chronity btong¢ komoérkowa przed uszkodzeniem, zmniejszajac ilo$¢
uwolnionej z komodrek dehydrogenazy mleczanowej. Normalizowaly rowniez rozktad faz cyklu
komorkowego w kierunku rozktadu faz obserwowanego w komoérkach kontrolnych.
Zaobserwowano zmniejszenie populacji komoérek poznoapoptotycznych przy jednoczesnym
zwiekszeniu  populacji  komorek  prawidlowych. W  zastosowanych  warunkach
eksperymentalnych lipidy zmniejszaty réwniez poziom reaktywnych form tlenu w badanych
komoérkach. Wykazano takze, ze lipidy rezorcynolowe pochodzace z frakcji uwodornionej
wykazuja silniejsze dziatanie ochronne w stosunku do komoérek HepG2 w poréwnaniu

do mieszaniny homologdéw nasyconych i nienasyconych (frakcja nieuwodorniona).
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