Streszczenie w jezyku polskim

Watroba jest gldwnym narzadem regulujacym procesy metaboliczne calego organizmu,
dla ktérej podstawowym substratem energetycznym sa kwasy tluszczowe. Ich prawidlowy
poziom w komorkach watroby warunkowany jest przez nastepujace procesy: 1) naptyw,
2) utylizacja, 3) eksport, 4) lipogeneza oraz 5) B-oksydacja. W prawidtowych warunkach,
transportowane do wnetrza komodrek kwasy tluszczowe podlegaja w znacznym stopniu
reakcjom B-oksydacji w mitochondriach i peroksysomach, badz reakcjom estryfikacji i zostaja
zmagazynowane wewnatrz komorek watroby. Zwigkszone i powtarzajace si¢ w czasie spozycie
kwasow tluszczowych 1 nasilony ich dokomorkowy transport, przewyzszajacy
zapotrzebowanie energetyczne organizmu, sprzyjaja ich nadmiernej akumulacji w postaci
kropli lipidowych. Nasilona akumulacja lipidoéw w watrobie jest glbwnym czynnikiem rozwoju
zmian stluszczeniowych w NAFLD. W odpowiedzi na dlugotrwatg i zwigkszong podaz
thuszczow w diecie, jako kluczowego zrddta wielonienasyconych kwasow ttuszczowych,
dochodzi do aktywacji szlakow zapalnych w watrobie i wzmozonej syntezy prozapalnych
zwigzkow lipidowych, ktérych bezposrednim prekursorem jest kwas arachidonowy. To wtasnie
pochodne kwasu arachidonowego nasilajg szlak sygnalizacji prozapalnej w komodrkach watroby
sprzyjajac progresji NAFLD do NASH. Jednym z celow przeprowadzonych badan byto wigc
okreslenie punktow czasowych podczas karmienia wysokotluszczowego, w ktorych dochodzi
do rozwoju zapalenia w watrobie szczuréw z wyindukowang NAFLD.

W wyniku zwigkszonej biodostepnosci kwasow tluszczowych, nagromadzone
powstaja lipotoksyczne mediatory, tj. ceramid czy sfingozyna. Zwiazki te regulujg nie tylko
procesy metaboliczne, ale odgrywaja istotng role w przekaznictwie sygnatow
wewnatrzkomoérkowych, a zwigkszona akumulacja wybranych frakcji sfingolipidow zakloca
metabolizm glukozy i ostabia dzialanie insuliny, prowadzac do rozwoju insulinoopornosci.
Kolejnym celem badan byto okreslenie zmian zawartosci sfingolipidow i stopnia fosforylacji
biatek szlaku insulinowego w trakcie rozwoju NAFLD indukowanej dietg bogatottuszczows.
W $wietle powyzszych doniesien zasadne jest znalezienie i sprecyzowanie doktadnych
punktéw czasowych, w ktorych dochodzi do rozwoju zaburzen wspotwystepujacych z prostym
sttuszczeniem watroby (np. insulinoopornosci), c0 ma na celu zapobieganie pogorszeniu
tagodnego sttuszczenia do nieodwracalnych zmian w komdérkach watroby.

Istotg prowadzonych badan naukowych jest konieczno$¢ znalezienia czynnika
farmakologicznego, ktéry ograniczylby powstawanie zmian towarzyszacych NAFLD

I jednoczesnie progresji do NASH. Lekiem, ktory potencjalnie moglby mie¢ zastosowanie



w leczeniu NAFLD jest deksametazon (DEX). Zwigzek ten jest syntetycznym
glikokortykosteroidem regulujacym metabolizm kwasow ttuszczowych w komadrkach watroby.
Hormon ten jest powszechnie stosowany w leczeniu wielu chordb o podiozu zapalnym. Efekt
przeciwzapalny wynika ze zmniejszenia aktywno$ci mikrosomalnych desaturaz
ograniczajacych tempo syntezy kwasu arachidonowego, czyli bezposredniego prekursora
mediatorow zapalnych. Wiadomo takze, ze deksametazon nie promuje bezposrednio syntezy
triacylogliceroli (TAG) i lipogenezy de novo (DNL) w hepatocytach, a obserwowany efekt
nasilenia watrobowej syntezy TAG 1 DNL wynika z aktywacji proceséOw lipolizy tkanki
tluszczowej. Pomimo tego, brak jest doniesien precyzyjnie opisujgcych wptyw DEX
na transport i metabolizm kwasow thuszczowych w komorkach HepG2 (komorki nowotworu
watrobowokomoérkowego). Nastepnym celem przeprowadzonych badan byta ocena ekspresji
biatkowych transporterow kwasow ttuszczowych w komorkach HepG2 poddanych ekspozycji
na deksametazon, co pozwoli jednoznacznie wskaza¢ potencjalny wptyw na metabolizm
lipidow w watrobie.

Badania zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem modelu in vivo (watroba szczuréw
karmionych dietg bogatottuszczowa przez okres 1, 2, 3, 4 i 5 tygodni) oraz modelu in vitro
(ludzkie komorki nowotworu watrobowokomorkowego poddane ekspozycji na deksametazon
i lub/palmitynian w dwoch punktach czasowych — 16 h i 40 h). W modelu in vivo oznaczono
zawarto$¢ kwasu arachidonowego w wybranych frakcjach lipidowych oraz zawartosé¢
poszczegodlnych sfingolipidéw za pomoca odpowiednio chromatografii gazowo-cieczowej
(GLC) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Dodatkowo, wykonano
oznaczenia ekspresji biatek ze szlaku zapalnego oraz sfingolipidowego metoda Western Blot.
Parametry stresu oksydacyjnego oraz poziom fosforylowanych biatek ze szlaku insulinowego
oznaczono wykorzystujac komercyjnie dostgpne kity kolorymetryczne, Kity typu ELISA oraz
zestaw do testow multipleksowych. W modelu in vitro catkowita zawarto$¢ lipidow oraz
sfingolipidéw oznaczono metodami GLC 1 HPLC. Z kolei, ekspresj¢ biatkowych transporterow
kwasow thluszczowych wykonano metodg Western Blot.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze indukowane dieta bogatottuszczowa
sttuszczenie watroby prowadzi do akumulacji kwasu arachidonowego w watrobie juz
W pierwszym tygodniu od zastosowania karmienia doswiadczalnego, a zmiany te
wspotwystepuja ze zwigkszong ekspresja cyklooksygenazy 1 lipooksygenazy. Procesowi
powstawania stanu zapalnego w watrobie towarzyszyt rowniez rozwoj stresu oksydacyjnego,
poprzez zmniejszenie zawartosci enzymow antyoksydacyjnych z jednoczesnym zwigkszeniem

stezenia produktow peroksydacji lipidow. Ponadto, odnotowano nasilenie akumulacji



sfingozyny, sfinganiny 1 ceramidu, co posredniczylo w rozwoju 1 podtrzymaniu
insulinoopornos$ci w watrobie szczurow karmionych dietg bogatottuszczowa. W modelu in vitro
zaobserwowano istotng zalezno$¢ migdzy czasem ekspozycji a efektem wywotywanym przez
deksametazon. Krotkotrwata (16 h) inkubacja zwigkszyla eckspresje dokomorkowych
transporterow dla kwasow tluszczowych (tj. FABPpm). Wykazano rowniez, ze przedtuzona
(40 h) inkubacja komoérek HepG2 z deksametazonem zwigkszyta aktywnos$¢ antyzapalnego
szlaku n-3 wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych oraz nasilita sekrecje kwasow
tluszczowych do medium hodowlanego z jednoczesnym obnizeniem wewnatrzkomoérkowej
zawartos$ci diacylogliceroli 1 triacylogliceroli.

Biorgc pod uwage powyzsze obserwacje mozna stwierdzi¢, ze dieta bogatottuszczowa
aktywuje powstawanie zmian zapalnych w komorkach watroby juz w pierwszym tygodniu,
prowadzac do zwigkszonej akumulacji prekursora zapalnego, jakim jest kwas arachidonowy.
Karmienie wysokotluszczowe powoduje réwniez rozwoj insulinooporno$ci w watrobie,
poprzez nasilenie akumulacji sfingozyny, a efekt ten jest podtrzymywany przez zwigkszenie
stezenia sfinganiny i ceramidu. Co wigcej, ekspozycja komoérek HepG2 na deksametazon
wykazuje dziatanie ochronne dopiero w przedtuzonym czasie inkubacji poprzez nasilenie
sekrecji kwasow tluszczowych do medium i aktywacje kwasow ttuszczowych ze szlaku

antyzapalnego.



