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3. Wstęp 

Zwiększone stężenie wolnych kwasów tłuszczowych (FFA) krążących w osoczu, 

których źródłem jest dieta bogatotłuszczowa (HFD), nasilona lipoliza tkanki tłuszczowej 

i wątrobowa lipogeneza de novo (DNL), odgrywa podstawową rolę w patogenezie stłuszczenia 

wątroby [1,2]. Nadmierne odkładanie lipidów w cytoplazmie hepatocytów, głównie w postaci 

triacylogliceroli (TAG), przewyższające 5% objętości komórki określane jest niealkoholową 

stłuszczeniową chorobą wątroby (NAFLD), przy braku zwiększonego spożycia alkoholu [3]. 

Stłuszczenie wątroby jest wynikiem zachwiania równowagi między zwiększonym 

dokomórkowym transportem, niewystarczającą oksydacją kwasów tłuszczowych (FA) 

i sekrecją TAG w postaci lipoprotein o bardzo niskiej gęstości (VLDL) [4]. Warte uwagi jest 

to, że łagodne i odwracalne zmiany stłuszczeniowe wątroby mogą ulegać progresji 

do nieodwracalnych stanów chorobowych, tj. niealkoholowego stłuszczeniowego zapalenia 

wątroby (NASH), marskości wątroby, jak również raka wątrobowokomórkowego (HCC) [4,5]. 

Spośród licznych aspektów sprzyjających progresji NAFLD do NASH najbardziej istotnym 

wydaje się być przewlekły stan zapalny, dla mediatorów którego lipidowym prekursorem jest 

kwas arachidonowy (AA) zawarty głównie w fosfolipidach (PL) błon komórkowych 

hepatocytów. Dodatkowo, w wyniku zwiększonej akumulacji lipidów, bezpośrednia 

modyfikacja szlaku sygnałowego insuliny czy zaburzenie równowagi oksydacyjnej 

mitochondriów predysponuje do rozwoju NASH [6]. 

 

3.1. Transport kwasów tłuszczowych i metabolizm lipidów w wątrobie 

Zwiększona ilość kwasów tłuszczowych w diecie, znacznie przewyższająca 

zapotrzebowanie energetyczne organizmu, prowadzi do rozrostu adipocytów, które odgrywają 

decydującą rolę w uwalnianiu długołańcuchowych kwasów tłuszczowych (LCFA) do krążenia 

wrotnego wątroby [7]. Proces dokomórkowego transportu kwasów tłuszczowych pozostaje pod 

ścisłą kontrolą białkowych przenośników, spośród których największą ekspresję 

w hepatocytach wykazują: translokaza kwasów tłuszczowych (FAT/CD36), błonowe białko 

wiążące kwasy tłuszczowe (FABPpm) oraz białko transportujące kwasy tłuszczowe 2 (FATP2). 

Nasilony transport LCFA do wnętrza hepatocytów, istotnie przewyższający zdolności 

oksydacyjne mitochondriów, sprzyja ich nadmiernej akumulacji we frakcji triacylogliceroli, 

konsekwencją czego jest rozwój stłuszczenia wątroby [8]. Zwiększone odkładanie lipidów 

w wątrobie związane jest nie tylko z nasilonym dokomórkowym transportem LCFA 

i wykorzystywaniem ich do syntezy TAG w procesie lipogenezy de novo, ale również 
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z procesem reestryfikacji kwasów tłuszczowych do innych frakcji lipidowych, takich jak 

diacyloglicerole (DAG) czy sfingolipidy [9,10]. 

 

3.2. Metabolizm sfingolipidów w wątrobie 

Sfingolipidy stanowią liczną grupę bioaktywnych mediatorów lipidowych 

wchodzących w skład błon komórkowych, a także regulujących wewnątrzkomórkowe szlaki 

sygnałowe [4,11]. Głównym reprezentantem tej grupy związków jest ceramid (CER). Wątroba 

jest centralnym miejscem dla jego syntezy, stąd też odznacza się największą podatnością 

na sfingolipotoksyczność tych związków [4].  

Ceramid to związek, który położony jest w centrum przemian metabolicznych 

sfingolipidów, pomiędzy szlakami anabolicznym, katabolicznym i syntezy de novo [4]. 

Głównym długołańcuchowym kwasem tłuszczowym wykorzystywanym w szlaku syntezy 

de novo jest palmitynian, który w połączeniu z koenzymem A (CoA) stanowi bezpośredni 

substrat dla tego szlaku. Kondensacja palmitoilo-CoA i seryny regulowana przez aktywność 

enzymu palmitoilotransferazy serynowej (SPT) prowadzi do powstania 3-ketosfinganiny, która 

to z kolei zostaje przekształcona do sfinganiny (SFA) (reakcja katalizowana przez reduktazę 

3-ketosfinganiny). Tak powstała cząsteczka SFA przyłącza resztę acetylową, co skutkuje 

powstaniem dihydroceramidu, a następnie w reakcji desaturacji sprzyja powstawaniu ceramidu 

[11]. Jednocześnie, sfinganina może ulegać reakcji fosforylacji katalizowanej przez kinazę 

sfinganiny (SPHK), w wyniku czego powstaje sfinganino-1-fosforan (SA1P) [12]. Co więcej, 

CER może powstawać również w procesie katabolizmu sfingozyny (SFO) w tzw. szlaku 

ratunkowym. Równolegle, CER stanowi także prekursor dla SFA, która następnie ulega 

fosforylacji do sfingozyno-1-fosforanu (S1P), a reakcje są odpowiednio katalizowane przez 

ceramidazy (ASAH) i kinazy sfingozyny. Ostatnim ze szlaków syntezy ceramidu jest proces 

hydrolizy sfingomieliny pod wpływem obojętnej i zasadowej sfingomielinazy (N-SMase 

i Alk-SMase) [13]. Z uwagi na fakt, iż wszystkie wyżej wymienione frakcje sfingolipidowe są 

cząsteczkami aktywnymi biologicznie, mogą one zmieniać różne szlaki sygnałowe w komórce, 

w tym szlak insulinowy. 

 

3.3. Szlak insulinowy PI3K/Akt/mTOR w wątrobie 

Niealkoholowej stłuszczeniowej chorobie wątroby często towarzyszy insulinooporność 

(IR). Związane jest to z nadmierną akumulacją sfingolipidów wewnątrz hepatocytów, która 

powoduje zaburzenia w szlaku sygnalizacyjnym insuliny. Zaburzenia te dotyczą przede 
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wszystkim stopnia fosforylacji białek ze szlaku insulinowego, których hamowanie jest ściśle 

związane z całkowitym bądź częściowym zniesieniem wrażliwości komórek na insulinę [14]. 

W szlaku sygnałowym PI3K/Akt/mTOR do pełnej aktywacji wymagana jest 

fosforylacja kinazy białkowej B (PKB/Akt) w obrębie jej domeny regulatorowej Ser473. 

Po aktywacji, Akt wiążąc się z 3,4,5-trifosforanem fosfatydyloinozytolu (PIP3), produktem 

kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K), zmienia fosforylację białek aktywując bądź hamując 

wiele szlaków wewnątrzkomórkowych [15]. Dodatkowo, aktywność Akt może być hamowana 

przez homolog fosfatazy i tensyny (PTEN). PTEN wykazuje jednocześnie aktywność fosfataz 

białkowych i lipidowych, a jego fosforylacja w miejscu regulatorowym Ser380 prowadzi 

do degradacji PIP3 [16,17]. Aktywna fosforylowana forma Akt hamuje z kolei aktywność 

lizosomalnego kompleksu białkowego stwardnienia guzowatego (TSC1 i TSC2), co prowadzi 

do akumulacji i nasilenia aktywności kompleksu mTOR (ssaczy cel rapamycyny) [15]. Białko 

mTOR jest regulatorem metabolizmu lipidowego, który w odpowiedzi na sygnały 

zewnątrzkomórkowe, takie jak zwiększona ilość składników odżywczych, promuje proces 

lipogenezy z jednoczesnym hamowaniem procesu glukoneogenezy w wątrobie [18]. Co więcej, 

kompleks białka mTOR pośrednicząc w fosforylacji rybosomalnych kinaz białkowych S6 – 

P70 S6 kinase i P90 S6 kinase, na zasadzie pętli sprzężenia zwrotnego ujemnego, hamuje 

fosforylację receptora dla insuliny (IRS) w miejscu regulatorowym Ser636/Ser639. Mechanizm 

ten ma istotne znaczenie w rozwoju insulinooporności i zaostrzeniu wewnątrzwątrobowych 

zmian w ekspresji białek szlaku PI3K/Akt/mTOR. Specyficzne dla tego szlaku jest to, 

że aktywowana przez fosforylację forma Akt (pAkt Ser473) nasila translokację i zakotwiczanie 

w błonę komórkową hepatocytów specyficznych białkowych transporterów glukozy (GLUT2) 

ułatwiając dokomórkowy transport glukozy. Ponadto, pAkt hamuje fosforylację kinazy 

glikogenowej (pGSK3α/β Ser21/Ser9), która odpowiada za stymulację syntezy glikogenu 

w wątrobie, bierze udział w proliferacji, a także programowanej śmierci komórek [15]. 

 

3.4. Stan zapalny i stres oksydacyjny w wątrobie 

Lipotoksyczność, spowodowana zmianą metabolizmu lipidów i nadmiernym ich 

magazynowaniem w cytoplazmie hepatocytów, jest ściśle związana z przewlekłym stanem 

zapalnym i może predysponować do progresji NAFLD do NASH [6]. Postępujący rozwój 

stłuszczenia w tkance wątrobowej bardzo często związany jest ze zmianami zapalnymi, których 

wyrazem jest naciek komórek zapalnych uwidoczniony w procesie barwienia hematoksyliną 

i eozyną (H+E). Analiza histologiczna zrazików wątroby jednoznacznie wskazuje 
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na powstawanie zmian o charakterze mikropęcherzykowym, w którym cytoplazma 

hepatocytów wypełniona jest licznymi małymi wakuolami [19].  

Procesy zapalne są naturalnym mechanizmem obronnym zachodzącym w odpowiedzi 

na działanie czynników uszkadzających. Podczas tych procesów dochodzi do wzmożonej 

syntezy prozapalnych mediatorów stanu zapalnego i zmniejszonego powstawania mediatorów 

przeciwzapalnych, których wspólnymi prekursorami są wielonienasycone kwasy tłuszczowe 

(PUFA) z rodziny n-6, a przede wszystkim kwas arachidonowy. Metabolizm kwasu 

arachidonowego regulowany jest przez dwie podstawowe grupy enzymów: cyklooksygenazy 

(COX) i lipooksygenazy (LOX). W reakcjach enzymatycznych katalizowanych przez COX 

i LOX powstaje grupa mediatorów zwanych eikozanoidami, która obejmuje prozapalne 

cząsteczki prostaglandyn i leukotrienów oraz przeciwzapalne lipoksyny i pochodne kwasów 

hydroeikozatetraenowych [20]. Podczas rozwoju i progresji chorób wątroby metabolizm AA 

jest silnie zaktywowany do produkcji prozapalnych mediatorów w rejonie objętym procesem 

zapalnym. Ponadto, komórki wątroby objęte procesem zapalnym w stanie aktywacji zaczynają 

wydzielać prozapalne cytokiny, głównie interleukinę 6 (IL-6) oraz czynnik martwicy 

nowotworu α (TNF-α) [21]. Te kluczowe prozapalne cytokiny regulują produkcję wielu 

mediatorów komórkowych, w tym syntezę białek ostrej fazy, czy też pośredniczą 

w metabolizmie lipidów w przewlekłych chorobach wątroby o podłożu zapalnym [22].  

Nadmiar kwasów tłuszczowych może także bezpośrednio wywołać stres oksydacyjny 

i nasilić produkcję reaktywnych form tlenu (ROS) [6]. Za główną przyczynę zwiększonej 

produkcji ROS uznaje się wzmożony proces β-oksydacji kwasów tłuszczowych 

w mitochondriach i peroksysomach komórek wątroby. Podczas gdy, przeciwstawny 

mechanizm, czyli wewnątrzkomórkowy system antyoksydacyjny, jest mniej wydajny 

w wątrobie wykazującej zmiany stłuszczeniowe [23]. Ponadto, ROS mogą aktywować również 

proces peroksydacji lipidów, podczas którego powstają półprodukty i końcowe produkty 

utleniania kwasów tłuszczowych, głównie błonowych wielonienasyconych kwasów 

tłuszczowych, odpowiednio dialdehyd malonowy (MDA) i 4-hydroksynonenal (4-HNE). 

Związki te mogą potęgować dalsze uwalnianie ROS i wzmagać uszkodzenie wątroby [24,25].  

 

3.5. Rola deksametazonu w regulacji metabolizmu lipidowego komórek wątroby 

Deksametazon (DEX) jest syntetycznym analogiem glikokortykosteroidów (kortyzolu 

i kortykosteronu) wywołującym podobne działanie do naturalnie występujących hormonów 

kory nadnerczy. DEX wykazuje silne właściwości przeciwzapalne, dzięki czemu jest 

powszechnie stosowany w leczeniu chorób o podłożu zapalnym i autoimmunologicznym 
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[26,27]. Ekspozycja na deksametazon powoduje także istotne zmiany w metabolizmie lipidów 

związane z rozwojem zaburzeń lipidowych w wątrobie, prawdopodobnie zmieniając 

homeostazę energetyczną całego organizmu [27]. Mechanizmy, poprzez które 

glikokortykosteroidy wpływają na metabolizm lipidowy w komórkach wątroby są 

wielokierunkowe. Liczne dane literaturowe wskazują, że DEX pośredniczy przede wszystkim 

w nasileniu aktywności lipogenezy de novo i syntezy TAG, a tym samym sprzyja akumulacji 

większych ilości TAG w wątrobie [28,29]. Efekt ten jest wywoływany przez zwiększenie 

ekspresji genu ANGPTL4, który koduje białko regulujące wewnątrzkomórkową lipolizę. 

W wyniku tego procesu, uwolnione do krążenia kwasy tłuszczowe są aktywnie transportowane 

krążeniem wrotnym do wątroby w celu syntezy i odkładania frakcji triacylogliceroli. Ponadto, 

zwiększona mobilizacja kwasów tłuszczowych z adipocytów promuje syntezę ceramidu 

w wątrobie, głównie poprzez nasilenie szlaku syntezy de novo [29]. Deksametazon jest także 

silnym aktywatorem fosfohydrolazy fosfatydowej (PAP), enzymu, który odpowiada 

za defosforylację kwasu fosfatydowego do nieorganicznego fosforanu i diacyloglicerolu. 

W wyniku tego procesu wytworzony diacyloglicerol stanowi bezpośredni prekursor do syntezy 

triacylogliceroli (reakcja katalizowana przez acylotranferazy błony retikulum 

endoplazmatycznego) prowadząc do akumulacji lipidów w wątrobie [27,30,31]. Niektóre 

badania sugerują, że DEX poprzez zmianę aktywności lipazy wątrobowej (HL) stymuluje 

wydzielanie lipoprotein o bardzo niskiej gęstości bogatych w triacyloglicerole i estry 

cholesterolu (proces lipolitycznej mobilizacji zmagazynowanych TAG). Zwiększone 

wątrobowe wydzielanie VLDL do osocza może mieć działanie ochronne na rozwój prostego 

stłuszczenia wątroby poprzez ograniczenie syntezy lipotoksycznych mediatorów, tj. CER 

i TAG [32]. Jednak szybkość syntezy triacylogliceroli znacznie przekracza 

wewnątrzwątrobową lipolizę TAG w konsekwencji prowadząc do akumulacji TAG 

w cytoplazmie hepatocytów i rozwoju stłuszczenia wątroby [27]. 

W badaniach przeprowadzonych na myszach C57BL/6J, deksametazon pośrednio 

zmniejsza stopień proliferacji hepatocytów poprzez hamowanie ekspresji genów kodujących 

czynniki zapalne, tj. IL-6 oraz TNF-α, co istotnie ogranicza syntezę prozapalnych cytokin [33]. 

Dodatkowo, deksametazon redukuje aktywność mikrosomalnych Δ5- i Δ-6-desaturaz, efektem 

czego jest zmniejszenie syntezy kwasu arachidonowego, głównie we frakcji fosfolipidów 

błonowych. Zatem, spadek stężenia AA, prekursora mediatorów zapalnych, ogranicza rozwój 

stanu zapalnego w komórkach wątroby poddanych ekspozycji na steroidy i hamuje progresję 

prostych zmian stłuszczeniowych do stłuszczeniowego zapalenia wątroby [34,35]. 
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4. Cele pracy 

Wątroba odgrywa kluczową rolę w metabolizmie lipidów oraz w regulacji homeostazy 

energetycznej całego organizmu. To właśnie równowaga między dokomórkowym transportem, 

utylizacją i eksportem kwasów tłuszczowych (FA), syntezą lipidów oraz wydatkowaniem FA 

w procesie β-oksydacji jest niezbędna do zachowania prawidłowej czynności komórek 

wątroby. Wewnątrzkomórkowa zawartość lipidów regulowana w odpowiedzi na zwiększoną 

zawartość kwasów tłuszczowych w diecie sprzyja powstawaniu prostych zmian 

stłuszczeniowych w wątrobie. Nadmiar sfingolipidów, takich jak sfingozyna czy ceramid, 

odkładany w cytoplazmie hepatocytów pośredniczy także w sterowaniu szeregiem szlaków 

sygnałowych, które odgrywają istotną rolę w patogenezie niealkoholowego stłuszczenia 

wątroby (NAFLD) i jego progresji do nieodwracalnych zmian o podłożu zapalnym – NASH 

(niealkoholowe stłuszczeniowe zapalenie wątroby). Tak więc, istotne jest zbadanie rozwoju 

wczesnych zmian w metabolizmie lipidów jakie zachodzą w komórkach wątroby w odpowiedzi 

na zastosowanie karmienia wysokotłuszczowego, ze szczególnym uwzględnieniem 

prozapalnych związków lipidowych, tj. kwasu arachidonowego (AA). Dlatego też, zasadne 

wydaje się zbadanie zależnych od czasu zmian wewnątrzwątrobowej zawartości wybranych 

frakcji lipidowych (w tym kwasu arachidonowego) w toku rozwoju NAFLD, które pozwolą 

jednoznacznie sprecyzować ich wpływ na rozwoju stanu zapalnego jako potencjalnego 

czynnika progresji stłuszczenia do NASH. Dokładne ustalenie szeregu zmian zachodzących 

w metabolizmie lipidowym komórek wątroby znacznie ułatwi znalezienie celowanego środka 

do zapobiegania progresji prostego stłuszczenia do nieodwracalnych stanów chorób wątroby. 

Potencjalnym związkiem wydaje się być deksametazon, który jest powszechnie stosowanym 

środkiem farmakologicznym w leczeniu chorób o podłożu zapalnym. Przeprowadzone badania 

pozwolą, ocenić przypuszczalnie „ochronny” wpływ deksametazonu na transport FA oraz 

przemiany lipidów w komórkach HepG2 poddanych ekspozycji na palmitynian, a przede 

wszystkim na aktywność szlaków n-3 i n-6 wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (n-3, 

n-6 PUFA).  

Mając na uwadze powyższe, celem zrealizowanych badań była: 

1. Ocena zależności między czasem trwania diety bogatotłuszczowej a stopniem akumulacji 

kwasu arachidonowego, rozwojem stanu zapalnego i zmian oksydacyjnych w wątrobie, 

2. Ocena zależności między czasem trwania diety bogatotłuszczowej a wewnątrzwątrobową 

akumulacją wybranych frakcji sfingolipidowych, 

3. Ocena zależności między czasem trwania diety bogatotłuszczowej a stopniem fosforylacji 

białek ze szlaku insulinowego PI3K/Akt/mTOR w wątrobie, 
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4. Ocena wpływu krótkotrwałej (16 h) oraz długotrwałej (40 h) ekspozycji ludzkich komórek 

nowotworu wątrobowokomórkowego na deksametazon, z uwzględnieniem zmian 

w ekspresji transporterów kwasów tłuszczowych, wybranych frakcji lipidowych oraz 

aktywnością szlaków n-3 i n-6 PUFA. 
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5. Materiały i metody 

 

Szczegółowe informacje dotyczące zastosowanych modeli doświadczalnych i metodyki 

badań znajdują się w niżej wymienionych pracach włączonych do rozprawy: 

a. Publikacja nr. 1 – Sztolsztener K., Chabowski A., Harasim-Symbor E., Bielawiec P., 

Konstantynowicz-Nowicka K.: Arachidonic acid as an early indicator of inflammation 

during non-alcoholic fatty liver disease development. Biomolecules, 2020, vol. 10, nr 8, 

15 pp.  

b. Publikacja nr. 2 – Sztolsztener K., Konstantynowicz-Nowicka K., Harasim-Symbor E., 

Chabowski A.: Time-dependent changes in hepatic sphingolipid accumulation and 

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in a rat model of NAFLD. International Journal 

of Molecular Sciences, 2021, 22(22), 12478. 

c. Publikacja nr. 3 – Sztolsztener K., Harasim-Symbor E., Chabowski A., 

Konstantynowicz-Nowicka K.: The influence of dexamethasone on hepatic fatty acids 

metabolism and transport in human steatotic HepG2 cell line exposed to palmitate. 

Biochemical and Biophysical Research Communications, 2021, 132-138. 

 

5.1. Model doświadczalny 

 

5.1.1. Model zwierzęcy 

Badania z wykorzystaniem modelu zwierzęcego zostały przeprowadzone na samcach 

szczurów rasy Wistar o początkowej masie 100-150g. Zgodę na przeprowadzenie badań 

na zwierzętach uzyskano od Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doświadczeń na zwierzętach 

przy Uniwersytecie Medycznym w Białymstoku (28 maj 2008; numer zgody: 32/2008). Przez 

pierwszy tydzień badań wszystkie szczury były karmione standardową dietą dla gryzoni 

i trzymane w warunkach stałej temperatury (22±2oC), wilgotności powietrza 35-60% oraz 

w cyklu dnia świetlnego 12/12 godzin. Po tygodniu aklimatyzacji zwierzęta zostały losowo 

rozdzielone na dwie grupy (grupa kontrolna i badana) i przetrzymywane pojedynczo w klatkach 

z zachowanym stałym kontaktem wzrokowym. Szczury z grupy kontrolnej karmione były 

standardową dietą o zredukowanej zawartości tłuszczów (57,1% węglowodany, 30,5% białka, 

12,4% tłuszcze). Natomiast, szczury z grupy badanej otrzymywały dietę bogatotłuszczową 

(HFD; 60,0% tłuszcze, 20,0% węglowodany, 20,0% białka; New Brunswick, NJ, USA) przez 

okres 1, 2, 3, 4 oraz 5 tygodni. Przez cały czas trwania eksperymentu zwierzęta miały 

zapewniony nieograniczony dostęp do wody oraz paszy standardowej lub bogatotłuszczowej 



23 
 

(grupa kontrolna lub badana). Na koniec każdego tygodnia eksperymentalnego, szczury 

wprowadzono w stan głębokiej narkozy poprzez dootrzewnowe podanie pentobarbitalu 

(80mg/kg masy ciała). Od uśpionych zwierząt, do probówek zawierających heparynę, pobrano 

krew z żyły głównej dolnej, a po jej odwirowaniu zebrano osocze do dalszych analiz. Następnie, 

wątrobę szczurów wypreparowano i zamrożono w temperaturze ciekłego azotu do dalszych 

analiz biochemicznych. 

 

Szczegółowe badania w eksperymencie na modelu zwierzęcym objęły ocenę: 

a. stopnia akumulacji lipidów i zmian morfologii komórek wątroby za pomocą barwienia 

hematoksylina+eozyna (H+E) w preparatach histologicznych, 

b. stężenia kwasu arachidonowego we frakcjach fosfolipidów (PL), triacylogliceroli (TAG), 

diacylogliceroli (DAG) oraz wolnych kwasów tłuszczowych (FFA) w tkance wątrobowej 

oraz osoczu z użyciem metody chromatografii gazowo-cieczowej (GLC), 

c. całkowitej ekspresji białek ze szlaku zapalnego, takich jak: cyklooksygenazy 1 i 2 (COX-1 

i COX-2), 15-lipoksygenaza (15-LO), jądrowy czynnik transkrypcyjny związany 

z czynnikiem erytroidalnym 2 (Nrf2), jądrowy czynnik kappa β (NF-κβ), transformujący 

czynnik wzrostu β (TGF-β), interleukina 6 (IL-6) metodą Western Blot, 

d. całkowitej ekspresji białek zaangażowanych w proces lipogenezy: acylotransferaz 

diacyloglicerolowych 1 i 2 (DGAT1 i DGAT2) metodą Western Blot, 

e. parametrów stresu oksydacyjnego, tj. dysmutaza ponadtlenkowa 2 (SOD2), katalaza 

(CAT), całkowita pojemność antyoksydacyjna (TAC), dialdehyd malonowy (MDA), 

4-hydroksynonenal (4-HNE), zaawansowane końcowe produkty glikacji (AGE) z użyciem 

komercyjnie dostępnych kitów kolorymetrycznych lub ELISA 

f. metabolizmu sfingolipidów poprzez zbadanie: 

i. tkankowego stężenia sfinganiny (SFA), sfinganino-1-fosforanu (SA1P), ceramidu 

(CER), sfingozyny (SFO), sfingozyno-1-fosforanu (S1P) metodą wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (HPLC), 

ii. całkowitej ekspresji enzymów szlaku sfingolipidowego, takich jak: 

palmitoilotransferaza serynowa 2 (SPTLC2), syntaza ceramidu 2, 4 i 6 (CerS2, CerS4 

i CerS6), kinaza 1 i 2 sfingozyny (SPHK1 i SPHK2), kwaśna, obojętna i zasadowa 

ceramidaza (ASAH1, ASAH2 i ASAH3), zasadowa i obojętna sfingomielinaza 

(Alk-SMase i N-SMase) metodą Western Blot,  

g. zawartości fosforylowanych form białek ze szlaku insulinowego: substratu receptora 

insulinowego (pIRS(Ser636/Ser639)), homologu fosfatazy i tensyny (pPTEN(Ser380)), 
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kinazy białkowej B (pAkt(Ser473)), kinazy syntazy glikogenu 3 α/β 

(pGSK3α/β(Ser21/Ser9)), proapoptotycznego białka należącego do rodziny Bcl-2 

(pBAD(Ser136)), ssaczego celu rapamycyny (pmTOR(Ser2448)), rybosomalnej kinazy 

białkowej S6 (pP70 S6 kinase(Thr389)), białka rybosomalnego S6 

(pS6RP(Ser235/Ser236)) za pomocą zestawu do testów multipleksowych. 

 

5.1.2. Model komórkowy 

Badania zostały wykonane w systemie hodowli komórkowych na ludzkich komórkach 

raka wątrobowokomórkowego (HepG2) zakupionych w ATCC (American Type Culture 

Collection, USA). Zgodę na przeprowadzenie badań na modelu komórkowym uzyskano 

od Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w Białymstoku (24 czerwiec 2021; 

numer zgody: APK.002.325.2021). Komórki HepG2 były inkubowane w medium o wysokim 

stężeniu glukozy (4,5g/l) DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium, Pan Biotech, Aidenbach, 

Niemcy) wzbogaconym 10% płodową surowicą bydlęcą (FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

i 1% antybiotykiem/antymykotykiem (penicylina/streptomycyna, Gibco) w temperaturze 37oC 

w atmosferze 5% CO2. Po osiągnięciu zagęszczenia powyżej 85% oraz ocenie morfologii 

i żywotności komórek z wykorzystaniem barwienia Trypan blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) w komorze Bürkera, komórki zostały wykorzystane do przeprowadzenia właściwego 

eksperymentu. 

Po osiągnięciu zagęszczenia powyżej 85%, komórki inkubowano z 0,5mM roztworem 

kwasu palmitynowego, 1µM roztworem deksametazonu oraz w roztworze zawierającym 

jednocześnie 0,5mM kwas palmitynowy i 1µM deksametazon w dwóch punktach czasowych, 

16 i 40 godzin inkubacji. Po zakończeniu inkubacji, medium poinkubacyjne zebrano 

i zamrożono w temperaturze ciekłego azotu. Natomiast, komórki zebrano, a następnie 

zlizowano w buforze radioimmunoprecypitacyjnym (RIPA) zawierającym inhibitory proteaz 

i fosfataz (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) i zamrożono w temperaturze 

ciekłego azotu. 

 

Szczegółowe badania w eksperymencie na modelu komórkowym objęły ocenę: 

a. stężenia oraz składu kwasowego w poszczególnych frakcjach: triacylogliceroli 

i diacylogliceroli metodą GLC w medium poinkubacyjnym oraz w lizatach komórkowych, 

b. wewnątrzkomórkowej aktywności szlaków n-3 i n-6 kwasów tłuszczowych we frakcjach 

TAG i DAG z wykorzystaniem techniki GLC, 
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c. całkowitej ekspresji białek zaangażowanych w proces dokomórkowego transportu kwasów 

tłuszczowych, tj. translokaza kwasów tłuszczowych (FAT/CD36), błonowe białko wiążące 

kwasy tłuszczowe (FABPpm), białko transportujące kwasy tłuszczowe 2 (FATP2), oraz 

sekrecji kwasów tłuszczowych do medium, tj. mikrosomalne białko transportujące 

triacyloglicerole (MTP), transporter kasety wiążącej ATP A1 (ABCA1) metodą Western 

Blot, 

d. zawartości sfinganiny, ceramidu i sfingozyny metodą HPLC w medium poinkubacyjnym 

oraz w lizatach komórkowych. 

 

5.2. Analiza histologiczna preparatów wątroby barwionych hematoksyliną i eozyną 

W celu określenia zmian w morfologii komórek pobrano te same fragmenty płatów 

wątroby od każdego ze szczurów z grup kontrolnej i badanej. Fragmenty tkanek wątroby 

utrwalono w 10% wodnym roztworze formaldehydu, a w dalszej kolejności poddano procesowi 

odwodnienia w szeregu alkoholi etylowych o wzrastających stężeniach: 70%, 95% i alkoholu 

absolutnym. Odwodnione próby wątroby zalano ksylenem, a następnie umieszczono w ciekłej 

parafinie w celu otrzymania bloczka parafinowego. Tkanki wątroby zatopione w bloczkach 

parafinowych cięto na mikrotomie otrzymując skrawki o grubości 4μm, które umieszczono na 

szkiełkach podstawowych. Skrawki preparatów pozbawiono parafiny i uwodniono w roztworze 

ksylenu i alkoholi etylowych o zmniejszających stężeniach. Skrawki następnie przepłukano 

w wodzie destylowanej i wykonano barwienie H+E. W celu wykonania barwienia szkiełka 

z preparatami histologicznymi zanurzono w roztworze hematoksyliny, kolejno płukano 

w wodzie bieżącej i wodzie destylowanej, a następnie zanurzono w roztworze eozyny. Tak 

przygotowane preparaty poddano procesowi odwodnienia z wykorzystaniem roztworów 

ksylenu i alkoholi etylowych i nakryto szkiełkiem nakrywkowym. Ocenę histologiczną 

preparatów wykonało 3 niezależnych histologów, z odpowiednim doświadczeniem 

badawczym, przy pomocy mikroskopu świetlnego Olympus BX41 wyposażonego w kamerę 

Olympus DP12 (Hamburg, Niemcy).  

 

5.3. Analiza stężenia oraz składu kwasowego wybranych frakcji lipidowych w tkance 

wątrobowej, osoczu, komórkach HepG2 oraz medium poinkubacyjnym metodą 

GLC 

Lipidy z materiału badawczego wyekstrahowano przy pomocy mieszaniny roztworów 

chloroform/metanol w stosunku objętościowym 2:1. Do otrzymanych ekstraktów dodano 

standard wewnętrzy zawierający kwas heptadekanowy, diheptadekanowy oraz 
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triheptadekanowy. Następnie ekstrakty rozwinięto na chromatograficznych płytkach szklanych 

pokrytych warstwą żelu krzemionkowego i rozdzielono na poszczególne frakcje lipidowe – PL, 

TAG, DAG i FFA metodą chromatografii cienkowarstwowej (TLC) w buforze rozdzielającym 

heptan/eter izopropylowy/kwas octowy w stosunku objętościowym 60:40:3. Eluenty 

zawierające poszczególne frakcje lipidowe rozdzielone na żelu krzemionkowym poddano 

transmetylacji w 14% metanolowym roztworze trójfluorku boru, a następnie rozpuszczono 

w heksanie. Estry metylowych kwasów tłuszczowych (FAME) w każdej z frakcji lipidowych 

oznaczono ilościowo, na postawie czasów retencji standardów, metodą chromatografii 

gazowo-cieczowej (GLC; chromatograf gazowy Helwett-Packard 5890 Series II wyposażony 

w kolumnę kapilarną Hewlett-Packard-INNOWax oraz detektor płomieniowo-jonizujący, 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Całkowita ilość frakcji lipidowych została 

oszacowana jako suma poszczególnych kwasów tłuszczowych w obrębie każdej z ocenianych 

frakcji lipidowych. 

 

5.4. Analiza całkowitej ekspresji wybranych białek metodą Western Blot 

W celu określenia całkowitej ekspresji białek ze szlaku zapalnego, enzymów 

regulujących proces lipogenezy, transporterów kwasów tłuszczowych oraz enzymów szlaku 

sfingolipidowego wątrobę zhomogenizowano a komórki HepG2 zlizowano w buforze RIPA 

zawierającym inhibitory proteaz i fosfataz. Następnie w uzyskanych próbach oznaczono 

stężenie białka metodą z użyciem kwasu bicynchoninowego (BCA). 

Początkowo przeprowadzono rozdział elektroforetyczny białek w 10% żelu 

poliakrylamidowym (TGX Stain-Free Precast Gel, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Po 

elektroforezie wykonano transfer białek na membrany nitrocelulozowe. W dalszej kolejności, 

w celu zablokowania niespecyficznych wiązań, membrany inkubowano w 5% roztworze 

surowiczej albuminy bydlęcej (BSA) lub w 5% roztworze odtłuszczonego mleka w proszku 

rozpuszczonych w buforze TBST (Tris-Buffered Saline with Tween 20) i poddano całonocnej 

inkubacji z odpowiednimi I-rzędowymi przeciwciałami. Następnego dnia membrany 

inkubowano z II-rzędowymi przeciwciałami znakowanymi peroksydazą chrzanową (HRP). 

Celem wizualizacji miejsc wiązania znakowanych przeciwciał na membranie wykorzystano 

chemiluminescencyjny substrat (Clarity Western ECL Substrate, Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA), a następnie otrzymane sygnały odczytano densytometrycznie w systemie do wizualizacji 

ChemiDoc (Image Laboratory Software, Bio-Rad, Warszawa, Polska). Ekspresję wybranych 

białek znormalizowano do białka całkowitego lub w oparciu o ekspresję białka referencyjnego 

GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego). 



27 
 

5.5. Analiza parametrów stresu oksydacyjnego z użyciem komercyjnie dostępnych 

kitów 

Przed ilościowym określeniem zawartości składników stresu oksydacyjnego wątrobę 

zhomogenizowano w buforach RIPA lub PBS. Stężenia wybranych parametrów 

w homogenatach wątroby oznaczono z wykorzystaniem komercyjnych zestawów testów 

kolorymetrycznych i testów typu ELISA. Absorbancję tych biomarkerów mierzono 

spektrofotometrycznie przy użyciu czytnika mikropłytek (Synergy H1 Hybrid Reader, BioTek 

Instruments, Winooski, VT, USA). Następnie z otrzymanych krzywych standardowych 

obliczono stężenia markerów stresu oksydacyjnego zgodnie z protokołami producentów. 

 

5.6. Analiza stężenia sfingolipidów w tkance wątrobowej, komórkach HepG2 oraz 

medium poinkubacyjnym metodą HPLC 

W obecności standardów wewnętrznych (C17-sfingozyno-1-fosforanu 

i C17-sfingozyny), z materiału badawczego wyekstrahowano sfingolipidy przy użyciu 

mieszaniny roztworów metanolu i kwasu solnego. Zawartość sfinganino-1-fosforanu oraz 

sfingozyno-1-fosforanu oznaczono metodą pośrednią za pomocą fosfatazy alkalicznej (ALP, 

Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) w procesie defosforylacji odpowiednio do sfinganiny 

i sfingozyny. Niewielką ilość wyekstrahowanych lipidów przeniesiono do nowej probówki 

zawierającej N-palmitoilo-D-erytro-sfingozynę (zasada C17) jako standard wewnętrzny, 

a następnie poddano hydrolizie alkalicznej w celu konwersji ceramidu do sfingozyny. 

W kolejnym etapie, sfinganina i sfingozyna, defosforylowane zasady sfingoidowe oraz 

sfingozyna pochodząca z ceramidu zostały poddane procesowi derywatyzacji. Otrzymane 

o-ftalaldehydowe pochodne sfingolipidów analizowano z zastosowaniem wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (HPLC; Varian ProStar, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA). 

 

5.7. Analiza zawartości fosforylowanych form białek ze szlaku insulinowego 

za pomocą zestawu do testów multipleksowych 

Tkankę wątrobową zlizowano w odpowiednim buforze lizującym (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA) zawierającym fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF, Sigma Aldrich, Saint Louis, 

MO, USA) i czynnik lizy komórek QG (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Otrzymany lizat 

odwirowano, a w supernatancie próbek oznaczono całkowite stężenie białka z wykorzystaniem 

metody BCA. 
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Zawartość fosforylowanych form wybranych białek ze szlaku insulinowego – pIRS, 

pPTEN, pAkt, pGSK3α/β, pBAD, pmTOR, pP70 S6 Kinase, pS6RP, oznaczono za pomocą 

zestawu do testów multipleksowych wykorzystujących kowalencyjnie sprzężone kulki 

magnetyczne. Zgodnie z protokołem producenta, dodanie przeciwciał detekcyjnych oraz 

koniugatu streptawidyna-fikoerytryna (SA-PE) spowodowało wytworzenie kompleksu, który 

następnie został uwidoczniony poprzez dodanie zawiesiny zawierającej kowalencyjnie 

sprzężone kulki magnetyczne. Na koniec analizy odczytano stężenie analitów w próbkach 

badanych za pomocą cytometru przepływowego w systemie Bio-Plex 200 (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA). 

 

5.8. Analiza statystyczna wyników 

Wszystkie wyniki przedstawiono jako wartość średnia ± odchylenie standardowe (SD). 

W celu statystycznego porównania danych z oznaczeń w eksperymentach zastosowano test 

Shapiro-Wilka oraz test Bartletta, aby zapewnić rozkład normalny i jednorodność wyników. 

Różnice statystyczne pomiędzy badanymi grupami analizowano za pomocą testu ANOVA, 

a następnie odpowiedniego testu post hoc (test Tukeya i t-test). Analizę statystyczną dla 

wszystkich oznaczeń wykonano z użyciem programów GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, USA) 

oraz Statistica 10 (StatSoft, Kraków, Polska). Za poziom istotności statystycznej uznano 

p < 0,05. 
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6. Wyniki 

 

Szczegółowe informacje dotyczące zastosowanych modeli doświadczalnych i uzyskanych 

wyników badań znajdują się w niżej wymienionych pracach włączonych do rozprawy: 

a. Publikacja nr. 1 – Sztolsztener K., Chabowski A., Harasim-Symbor E., Bielawiec P., 

Konstantynowicz-Nowicka K.: Arachidonic acid as an early indicator of inflammation 

during non-alcoholic fatty liver disease development. Biomolecules, 2020, vol. 10, nr 8, 

15 pp.  

b. Publikacja nr. 2 – Sztolsztener K., Konstantynowicz-Nowicka K., Harasim-Symbor E., 

Chabowski A.: Time-dependent changes in hepatic sphingolipid accumulation and 

PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in a rat model of NAFLD. International Journal 

of Molecular Sciences, 2021, 22(22), 12478. 

c. Publikacja nr. 3 – Sztolsztener K., Harasim-Symbor E., Chabowski A., 

Konstantynowicz-Nowicka K.: The influence of dexamethasone on hepatic fatty acids 

metabolism and transport in human steatotic HepG2 cell line exposed to palmitate. 

Biochemical and Biophysical Research Communications, 2021, 132-138. 

 

W opisie wyników wykorzystano odniesienia do figur zamieszczonych w wyżej 

wymienionych publikacjach włączonych do rozprawy. 

 

W obrazie histologicznym tkanki wątrobowy, dieta bogatotłuszczowa spowodowała 

rozwój zmian stłuszczeniowych (w stopniu lekkim do ciężkiego) w kolejnych punktach diety 

eksperymentalnej (1, 2, 3, 4, 5 tygodni karmienia HFD), którym towarzyszyło występowanie 

zmian zapalnych i martwiczych hepatocytów, określanych jako zwyrodnienie balonowate 

(Figura 1 B-F; Publikacja nr. 1). Zmianom tym towarzyszył znaczny wzrost 

wewnątrzwątrobowej zawartości kwasu arachidonowego we wszystkich badanych frakcjach 

lipidowych, tj. DAG, TAG, FFA i PL, w każdym tygodniu żywienia wysokotłuszczowego 

w zakresie od 25,2% do 945,5% w stosunku do grupy kontrolnej (p < 0,05, Figura 2 A-D; 

Publikacja nr. 1). Wyżej wymieniony wzrost stężenia kwasu arachidonowego związany był 

ze zwiększeniem ekspresji białek odpowiedzialnych za syntezę mediatorów zapalnych, 

tj. COX-1 i 15-LO, ale dopiero w 3, 4 i 5 tygodniu diety HFD (COX-1 – 3 tyg.: +54,5%, 4 tyg.: 

+33,4%, 5 tyg.: +61,3%; 15-LO – 3 tyg.: +358,8%, 5 tyg.: +134,9%; vs. kontrola, p < 0,05, 

Figura 4 A i C, odpowiednio; Publikacja nr. 1). Jednocześnie wykazano zmniejszenie poziomu 

ekspresji białka TGF-β w ostatnim tygodniu karmienia wysokotłuszczowego (-34,5%; 
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vs. kontrola, p < 0,05, Figura 5 B; Publikacja nr.1). Ponadto, nasileniu ekspresji enzymów 

wątrobowego szlaku zapalnego towarzyszyła zmiana parametrów równowagi oksydacyjnej 

komórek wątroby. Karmienie dietą bogatą w nasycone kwasy tłuszczowe spowodowało 

znaczne obniżenie poziomu naturalnie występujących enzymów antyoksydacyjnych 

w wątrobie – SOD2 (1 tyg.: -31,1%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 7 A; Publikacja nr. 1) już 

w pierwszym tygodniu diety HFD i CAT (5 tyg.: -29,6%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 7 B; 

Publikacja nr. 1) w ostatnim, piątym tygodniu eksperymentu. Z kolei w grupach szczurów 

karmionych dietą bogatotłuszczową przez okres 2, 3 i 4 tygodni zaobserwowano zwiększony 

poziom produktu peroksydacji lipidów, tj. MDA (2 tyg.: +27,1%, 3 tyg.: +52,5%, 4 tyg.: 

+48,7%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 7 D; Publikacja nr. 1). W wyniku rozwoju zaburzeń 

metabolicznych spowodowanych dietą HFD stwierdzono również istotne zmiany w poziomie 

produktów glikacji AGE w pierwszym i ostatnim tygodniu trwania eksperymentu (1 tyg.: 

+77,6%, 5 tyg.: -47,3%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 7 F; Publikacja nr. 1). 

Zwiększona zawartość kwasów tłuszczowych w diecie spowodowała istotne 

statystycznie zmiany ekspresji białek regulujących proces lipogenezy w wątrobie. 

W odniesieniu do ekspresji DGAT1, w 1 i 2 tygodniu diety HFD odnotowano wzrost, natomiast 

w 4 tygodniu diety HFD spadek całkowitej ekspresji tego białka (1 tyg.: +95,8%, 2 tyg.: 

+116,8%, 4 tyg.: -37,5%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 6 A; Publikacja nr. 1). Podczas gdy, 

ekspresja DGAT2 istotnie wzrosła w każdym tygodniu eksperymentalnego karmienia szczurów 

dietą bogatotłuszczową (1 tyg.: +472,9%, 2 tyg.: +279,2%, 3 tyg.: +358,7%, 4 tyg.: +454,7%, 

5 tyg.: +434,9%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 6 B; Publikacja nr. 1). 

W przypadku szlaku sfingolipidowego, karmienie dietą bogatotłuszczową 

spowodowało wzrost SFA, CER, SFO w wybranych tygodniach trwania eksperymentu (SFA – 

3 tyg.: +40,9%, 5 tyg.: +54,2%; CER – 4 tyg.: +28,1%, 5 tyg.: +30,7%; SFO – 1 tyg.: +73,6%, 

2 tyg.: +41,7%, 3 tyg.: +40,4%, 4 tyg.: +24,7%, 5 tyg.: +18,2%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 

1 A, C i D, odpowiednio; Publikacja nr. 2). Natomiast, w 4 tygodniu diety HFD zaobserwowano 

spadek SFA (4 tyg.: -24,7%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 1 A; Publikacja nr. 2). Stwierdzono 

także zmiany zawartości wątrobowych SA1P, S1P i stosunku S1P/CER, gdzie odnotowano 

spadek wyżej wymienionych parametrów (SA1P – 3 tyg.: -47,1%; S1P – 3 tyg.: -36,9%, 4 tyg.: 

-33,3%; stosunek S1P/CER – 2 tyg.: -43,0%, 3 tyg.: -43,8%, 4 tyg.: -48,7%; vs. kontrola, 

p < 0,05, Figura 1 B, E i F, odpowiednio; Publikacja nr. 2). 

W odniesieniu do zmian stężenia poszczególnych związków ze szlaku sfingolipidów 

ekspresja enzymów regulujących aktywność tego szlaku również uległa istotnym zmianom. 

W badaniach stwierdzono obniżoną ekspresję SPTLC2 ze szlaku syntezy de novo już 
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w pierwszym tygodniu diety HFD, a spadek ten uległ pogłębieniu w każdym kolejnym 

tygodniu karmienia eksperymentalnego (1 tyg.: -40,4%, 2 tyg.: -46,1%, 3 tyg.: -60,2%, 4 tyg.: 

-52,8%, 5 tyg.: -58,7%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 2 A; Publikacja nr. 2). Co więcej, 

zaobserwowano także zmniejszenie ekspresji enzymów współdzielących szlak syntezy de novo 

i tzw. szlak ratunkowy – CerS2 i CerS6 (CerS2 – 1 tyg.: -36,5%, 2 tyg.: -74,1%, 3 tyg.: -81,0%, 

4 tyg.: -69,1%, 5 tyg.: -70,4%; CerS6 – 1 tyg.: -47,1%, 2 tyg.: -41,2%, 3 tyg.: -68,7%, 

4 tyg.: -44,6%, 5 tyg.: -63,1%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 2 B i D, odpowiednio; Publikacja 

nr. 2) z wyjątkiem CerS4, którego wzrost ekspresji odnotowano w ostatnich dwóch tygodniach 

trwania eksperymentu (CerS4 – 4 tyg.: +82,3%, 5 tyg.: +104,8%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 

2 C; Publikacja nr. 2). Dodatkowo, w szlaku katabolicznym sfingolipidów ekspresja SPHK2, 

ASAH2 i ASAH3 uległa obniżeniu po zastosowaniu diety bogatotłuszczowej (SPHK2 – 1 tyg.: 

-51,9%, 2 tyg.: -72,6%, 3 tyg.: -78,4%, 4 tyg.: -72,1%, 5 tyg.: -64,0%; ASAH2 – 5 tyg.: -23,4%; 

ASAH3 – 1 tyg.: -59,9%, 2 tyg.: -60,0%, 3 tyg.: -64,3%, 4 tyg.: -38,7%; vs. kontrola, p < 0,05, 

Figura 3 B, D i E, odpowiednio; Publikacja nr. 2). Przeciwstawny efekt został zaobserwowany 

w przypadku ekspresji ASAH1 i ASAH2 (ASAH1 – 2 tyg.: +97,7%; ASAH2 – 1 tyg.: +103,9%, 

3 tyg.: +112,6%, 4 tyg.: +94,9%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 2 C i D, odpowiednio; Publikacja 

nr. 2). Z kolei w szlaku sfingomieliny, ekspresja Alk-SMase i N-SMase uległa zwiększeniu 

odpowiednio w 3 i 5 tygodniu diety bogatotłuszczowej (Alk-SMase – 3 tyg.: +30,1%; N-SMase 

– 5 tyg.: +27,2%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 3 A i B, odpowiednio; Publikacja nr. 2). 

Karmienie dietą bogatotłuszczową wyraźnie zmieniło fosforylację białek ze szlaku 

insulinowego w komórkach wątroby. W odniesieniu do grupy kontrolnej, szczury karmione 

dietą HFD wykazały obniżony poziom fosforylowanych form białek Akt i GSK3α/β w prawie 

wszystkich tygodniach trwania eksperymentu (pAkt (Ser473) – 1 tyg.: -27,3%, 2 tyg.: -22,4%, 

3 tyg.: -38,4%, 4 tyg.: -15,5%; GSK3α/β (Ser21/Ser9) – 1 tyg.: -41,4%, 2 tyg.: -43,0%, 3 tyg.: 

-40,2%, 4 tyg.: -46,3%, 5 tyg.: -20,2%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 5 C i D, odpowiednio; 

Publikacja nr. 2). Dodatkowo, w homogenatach tkanki wątroby zaobserwowano znaczne 

zmniejszenie poziomu pPTEN (Ser 380), ale jedynie w pierwszych dwóch tygodniach 

podawania karmy bogatej w nasycone kwasy tłuszczowe (1 tyg.: +11,3%, 2 tyg.: +12,7%; 

vs. kontrola, p < 0,05, Figura 5 B; Publikacja nr. 2). Wykazano również istotny statystycznie 

spadek poziomu pmTOR na początku badań (pmTOR (Ser2448) – 1 tyg.: -21,5%, 

2 tyg.: -18,2%, 3 tyg.: -25,7%, 4 tyg.: -16,8%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 5 F; Publikacja 

nr. 2), a następnie wzrost poziomu pmTOR w ostatnim tygodniu podawania karmy 

bogatotłuszczowej (pmTOR (Ser2448) – 5 tyg.: +8,5%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 5 F; 

Publikacja nr. 2). W szlaku insulinowym odnotowano również zwiększenie zawartości 
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fosforylowanej kinazy P70 S6 w każdym tygodniu karmienia eksperymentalnego (pP70 S6 

Kinase (Thr389) – 1 tyg.: +22,6%, 2 tyg.: +22,6%, 3 tyg.: +28,8%, 4 tyg.: +17,8%, 5 tyg.: 

+29,8%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 5 G; Publikacja nr. 2). Odwrotny efekt w trakcie całego 

eksperymentalnego podawania diety HFD stwierdzono w kwestii poziomu pS6RP 

(Ser235/Ser236) (1 tyg.: -78,6%, 2 tyg.: -70,8%, 3 tyg.: -80,7%, 4 tyg.: -64,1%, 5 tyg.: -35,3%; 

vs. kontrola, p < 0,05, Figura 5 H; Publikacja nr. 2), a także w ekspresji GLUT2 (1 tyg.: -45,2%, 

2 tyg.: -50,3%, 3 tyg.: -68,3%, 4 tyg.: -58,2%, 5 tyg.: -61,0%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 

S1A; Publikacja nr. 2). 

Krótkotrwała (16 h) i długotrwała (40 h) ekspozycja komórek HepG2 na palmitynian 

i/lub deksametazon spowodowała wzrost wewnątrzkomórkowej puli TAG w odniesieniu 

do odpowiednich grup kontrolnych (16 h i 40 h – PA: +83,7%, +91,7%, DEX: +18,1%, 

+17,2%, DEX+PA: +80,6%, +133,3%, odpowiednio; p < 0,05, Figura 1A; Publikacja nr. 3) 

oraz odpowiednich grup PA (40 h – DEX+PA: +21,7%; p < 0,05, Figura 1A; Publikacja nr. 3). 

Ponadto, stwierdzono wzrost wewnątrzkomórkowej zawartości DAG jedynie po 40 h inkubacji 

komórek HepG2 z DEX+PA (+63,3% i 52,0%; vs. kontrola i PA, odpowiednio, p < 0,05, Figura 

1 C; Publikacja nr. 3). Zewnątrzkomórkowa ilość TAG uległa zwiększeniu po 16 h inkubacji 

z PA (+34,1%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 1 B; Publikacja nr. 3) oraz zmniejszeniu po 16 h 

ekspozycji na DEX+PA (-37,8%; vs. PA, p < 0,05, Figura 1 B; Publikacja nr. 3). Jednocześnie, 

odnotowano wzrost zawartości TAG w medium po 40 h inkubacji w wybranych grupach 

badanych w odniesieniu do kontroli (PA: +25,1%, DEX: +176,1%, DEX+PA: +272,4%; 

p < 0,05, Figura 1B; Publikacja nr. 3), jak również wzrost w odniesieniu do grupy PA 

(DEX+PA: +197,7%; p < 0,05, Figura 1B; Publikacja nr. 3). Dodatkowo, zewnątrzkomórkowa 

zawartość DAG uległa redukcji w wyniku krótkotrwałej inkubacji w grupie DEX+PA (-27,1% 

i -30,9%; vs. kontrola i PA, odpowiednio, p < 0,05, Figura 1 D; Publikacja nr. 3). Z kolei po 

40 h ekspozycji na DEX i DEX+PA odnotowano wzrost zawartości DAG w medium 

poinkubacyjnym (DEX: +87,8%, vs. kontrola; DEX+PA: +146,4% i 154,0%, vs. kontrola i PA, 

odpowiednio; p < 0,05, Figura 1D; Publikacja nr. 3). 

W komórkach HepG2 we frakcji TAG zaobserwowano wzrost zawartości kwasów 

C16:0, C16:1 i C18:1 po 40 h inkubacji z deksametazonem i palmitynianem w stosunku 

do odpowiednich grup PA (p < 0,05, Figura 2 A; Publikacja nr. 3). Podobne obserwacje 

poczyniono we frakcji zewnątrzkomórkowej TAG, gdzie zawartość kwasów C16:0, C16:1, 

C18:0 i C18:1 uległa zwiększeniu (vs. PA; p < 0,05, Figura 2 B; Publikacja nr. 3). W przypadku 

zawartości zewnątrzkomórkowej frakcji TAG i DAG 16 h inkubacja z DEX+PA spowodowała 

wyraźny spadek zawartości kwasów C16:0 i C16:1 (vs. PA; p < 0,05, Figura 2 B i D; Publikacja 
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nr. 3). Przedłużona inkubacja komórek HepG2 z deksametazonem w połączeniu 

z palmitynianem spowodowała istotny statystycznie wzrost zawartości kwasów C16:0, C16:1, 

C18:0, C18:1 oraz C16:0, C16:1 i C18:1 odpowiednio w wewnątrzkomórkowej 

i zewnątrzkomórkowej w puli DAG (vs. PA; p < 0,05, Figura 2 C i D; Publikacja nr. 3). 

We frakcji TAG zaobserwowano zmniejszenie aktywności szlaków n-3 PUFA 

po krótkotrwałej inkubacji komórek HepG2 w grupach PA i DEX+PA oraz wzrost aktywności 

tego w szlaku w wyniku przedłużonej inkubacji w tych samych grupach (16 h – PA: -29,3%, 

DEX+PA: -30,8%; 40 h – PA: +61,6%, DEX+PA: +40,4%; vs. kontrola, p < 0,05, Figura 3 A; 

Publikacja nr. 3). Jednocześnie, nie odnotowano istotnych statystycznie różnic w aktywności 

szlaku n-6 PUFA we frakcji TAG w żadnym punkcie czasowym eksperymentu. W przypadku 

frakcji DAG aktywność szlaków kwasów n-3 i n-6 uległa znacznemu obniżeniu po 16 h 

inkubacji komórek HepG2 w wybranych grupach (n-3 PUFA – PA: -44,9%, DEX+PA: -44,0%; 

vs. kontrola; DEX+PA: -40,0%; vs. PA; oraz n-6 PUFA – PA: -19,4%, DEX: -32,6%, 

DEX+PA: -32,5%; vs. kontrola; DEX+PA: -16,3%; vs. PA, p < 0,05, Figura 3 C; Publikacja 

nr. 3). Przedłużona inkubacja komórek HepG2 zmieniła wyżej wymienione efekty szlaków n-3 

i n-6 PUFA w DAG (n-3 PUFA – PA: -48,8%; vs. kontrola; DEX+PA: +55,6%; vs. PA; oraz 

n-6 PUFA – PA: -15,3%, DEX: -43,9%, DEX+PA: -36,5%; vs. kontrola; DEX+PA: -25,0%; 

vs. PA, p < 0,05, Figura 3 C; Publikacja nr. 3). 

W odniesieniu do transporterów kwasów tłuszczowych, obniżenie ekspresji FAT/CD36 

stwierdzono po krótkiej inkubacji komórek HepG2 z deksametazonem i palmitynianem 

w stosunku do grupy kontrolnej (-25,5%; p < 0,05, Figura 4 A; Publikacja nr. 3). Natomiast, 

w odniesieniu do właściwych grup kontrolnych, 16 h i 40 h ekspozycja na palmitynian 

i/lub deksametazon spowodowała wzrost ekspresji białka FABPpm (16 h – PA: +29,2%, DEX: 

+38,2%, DEX+PA: +50,0%; 40 h – DEX: +54,5%, DEX+PA: +75,8%; p < 0,05, Figura 4 B; 

Publikacja nr. 3). Jednocześnie, nie odnotowano żadnych zmian w ekspresji FATP2 podczas 

trwania eksperymentu. Wykazano również, że ekspresja białek regulujących sekrecję kwasów 

tłuszczowych do medium hodowlanego uległa znacznemu zwiększeniu w poszczególnych 

grupach badanych. Tak więc, w odniesieniu do właściwej grupy kontrolnej ekspresja MTP była 

zwiększona po 16 h i 40 h inkubacji z DEX oraz po 40 h z DEX+PA (DEX: +22,3% i 22,7%, 

odpowiednio, DEX+PA: +39,8%; p < 0,05, Figura 4 B; Publikacja nr. 3). Z kolei, wzrost 

ekspresji ABCA1 w odniesieniu do kontroli zaobserwowano w wybranych grupach 

eksperymentalnych (16 h – DEX: +24,8%, DEX+PA: +24,5%; oraz 40 h – PA: +29,6%, DEX: 

+72,5%, DEX+PA: +60,7%; p < 0,05, Figura 4 E; Publikacja nr. 3). W grupie DEX+PA po 40 h 
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inkubacji zaobserwowano wzrost ekspresji ABCA1 również w stosunku do grupy traktowanej 

palmitynianem (+31,3%; p < 0,05, Figura 4 E; Publikacja nr. 3). 
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7. Wnioski 

1. Dieta bogatotłuszczowa zwiększa wewnątrzwątrobową akumulację bezpośredniego 

prekursora mediatorów zapalnych, tj. kwasu arachidonowego, głównie we frakcji 

fosfolipidów błonowych, już w pierwszym tygodniu od rozpoczęcia karmienia 

eksperymentalnego, a zmiana ta jest zintensyfikowana w kolejnych tygodniach 

stosowania diety HFD. 

2. Akumulacja kwasu arachidonowego (rozpoczynająca się już w pierwszym tygodniu 

stosowania diety bogatotłuszczowej) oraz nasilona ekspresja COX-1 i 15-LO, 

enzymów kontrolujących syntezę eikozanoidów i prostanoidów (w trzecim tygodniu 

karmienia HFD) korelują z powstawaniem i nasileniem stanu zapalnego podczas 

rozwoju NAFLD. 

3. Dieta bogatotłuszczowa ułatwia rozwój stresu oksydacyjnego w wątrobie w wyniku 

zmniejszenia zawartości enzymów antyoksydacyjnych oraz nasilenia procesów 

peroksydacji lipidów, czego odzwierciedleniem jest wzrost stężenia MDA i 4-HNE 

w homogenatach wątroby.  

4. Zwiększona akumulacja ceramidu w komórkach wątroby, obserwowana w ostatnich 

tygodniach diety HFD, wynika z nasilonej hydrolizy sfingomieliny oraz aktywacji 

tzw. szlaku ratunkowego z jednoczesnym hamowaniem katabolizmu ceramidu. 

5. Nasilona wewnątrzwątrobowa akumulacja SFO już w pierwszym tygodniu 

od rozpoczęcia stosowania diety bogatotłuszczowej nasila rozwój insulinooporności, 

a efekt ten jest potęgowany w trzech ostatnich tygodniach karmienia 

eksperymentalnego poprzez zwiększone stężenia SFA i CER, co wskazuje na to, 

że ceramid nie jest bezpośrednią przyczyną rozwoju IR w komórkach wątroby. 

6. Krótkotrwała ekspozycja na deksametazon zwiększa ekspresję dokomórkowych 

transporterów dla kwasów tłuszczowych, co sprzyja nasilonej akumulacji lipidów 

we frakcjach TAG, DAG oraz CER w komórkach HepG2. 

7. Długotrwała stymulacja deksametazonem zwiększa sekrecję TAG i DAG do medium 

hodowlanego, co ujawnia protekcyjne działanie DEX na rozwój stłuszczenia 

w komórkach HepG2. 

8. Jednoczesne zwiększenie aktywności przeciwzapalnego szlaku n-3 PUFA i 

zmniejszenie aktywności prozapalnego szlaku n-6 PUFA we frakcjach TAG i DAG 

komórek HepG2 wskazuje na ochronny wpływ deksametazonu na rozwój zapalenia, co 

istotnie ogranicza proces progresji NAFLD do NASH. 
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11. Streszczenie w języku polskim 

Wątroba jest głównym narządem regulującym procesy metaboliczne całego organizmu, 

dla której podstawowym substratem energetycznym są kwasy tłuszczowe. Ich prawidłowy 

poziom w komórkach wątroby warunkowany jest przez następujące procesy: 1) napływ, 

2) utylizacja, 3) eksport, 4) lipogeneza oraz 5) β-oksydacja. W prawidłowych warunkach, 

transportowane do wnętrza komórek kwasy tłuszczowe podlegają w znacznym stopniu 

reakcjom β-oksydacji w mitochondriach i peroksysomach, bądź reakcjom estryfikacji i zostają 

zmagazynowane wewnątrz komórek wątroby. Zwiększone i powtarzające się w czasie spożycie 

kwasów tłuszczowych i nasilony ich dokomórkowy transport, przewyższający 

zapotrzebowanie energetyczne organizmu, sprzyjają ich nadmiernej akumulacji w postaci 

kropli lipidowych. Nasilona akumulacja lipidów w wątrobie jest głównym czynnikiem rozwoju 

zmian stłuszczeniowych w NAFLD. W odpowiedzi na długotrwałą i zwiększoną podaż 

tłuszczów w diecie, jako kluczowego źródła wielonienasyconych kwasów tłuszczowych, 

dochodzi do aktywacji szlaków zapalnych w wątrobie i wzmożonej syntezy prozapalnych 

związków lipidowych, których bezpośrednim prekursorem jest kwas arachidonowy. To właśnie 

pochodne kwasu arachidonowego nasilają szlak sygnalizacji prozapalnej w komórkach wątroby 

sprzyjając progresji NAFLD do NASH. Jednym z celów przeprowadzonych badań było więc 

określenie punktów czasowych podczas karmienia wysokotłuszczowego, w których dochodzi 

do rozwoju zapalenia w wątrobie szczurów z wyindukowaną NAFLD. 

W wyniku zwiększonej biodostępności kwasów tłuszczowych, nagromadzone 

w wątrobie znaczne ilości lipidów mogą ulegać także procesom estryfikacji, w wyniku których 

powstają lipotoksyczne mediatory, tj. ceramid czy sfingozyna. Związki te regulują nie tylko 

procesy metaboliczne, ale odgrywają istotną rolę w przekaźnictwie sygnałów 

wewnątrzkomórkowych, a zwiększona akumulacja wybranych frakcji sfingolipidów zakłóca 

metabolizm glukozy i osłabia działanie insuliny, prowadząc do rozwoju insulinooporności. 

Kolejnym celem badań było określenie zmian zawartości sfingolipidów i stopnia fosforylacji 

białek szlaku insulinowego w trakcie rozwoju NAFLD indukowanej dietą bogatotłuszczową. 

W świetle powyższych doniesień zasadne jest znalezienie i sprecyzowanie dokładnych 

punktów czasowych, w których dochodzi do rozwoju zaburzeń współwystępujących z prostym 

stłuszczeniem wątroby (np. insulinooporności), co ma na celu zapobieganie pogorszeniu 

łagodnego stłuszczenia do nieodwracalnych zmian w komórkach wątroby.  

Istotą prowadzonych badań naukowych jest konieczność znalezienia czynnika 

farmakologicznego, który ograniczyłby powstawanie zmian towarzyszących NAFLD 

i jednocześnie progresji do NASH. Lekiem, który potencjalnie mógłby mieć zastosowanie 
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w leczeniu NAFLD jest deksametazon (DEX). Związek ten jest syntetycznym 

glikokortykosteroidem regulującym metabolizm kwasów tłuszczowych w komórkach wątroby. 

Hormon ten jest powszechnie stosowany w leczeniu wielu chorób o podłożu zapalnym. Efekt 

przeciwzapalny wynika ze zmniejszenia aktywności mikrosomalnych desaturaz 

ograniczających tempo syntezy kwasu arachidonowego, czyli bezpośredniego prekursora 

mediatorów zapalnych. Wiadomo także, że deksametazon nie promuje bezpośrednio syntezy 

triacylogliceroli (TAG) i lipogenezy de novo (DNL) w hepatocytach, a obserwowany efekt 

nasilenia wątrobowej syntezy TAG i DNL wynika z aktywacji procesów lipolizy tkanki 

tłuszczowej. Pomimo tego, brak jest doniesień precyzyjnie opisujących wpływ DEX 

na transport i metabolizm kwasów tłuszczowych w komórkach HepG2 (komórki nowotworu 

wątrobowokomórkowego). Następnym celem przeprowadzonych badań była ocena ekspresji 

białkowych transporterów kwasów tłuszczowych w komórkach HepG2 poddanych ekspozycji 

na deksametazon, co pozwoli jednoznacznie wskazać potencjalny wpływ na metabolizm 

lipidów w wątrobie. 

Badania zostały przeprowadzone z wykorzystaniem modelu in vivo (wątroba szczurów 

karmionych dietą bogatotłuszczową przez okres 1, 2, 3, 4 i 5 tygodni) oraz modelu in vitro 

(ludzkie komórki nowotworu wątrobowokomórkowego poddane ekspozycji na deksametazon 

i lub/palmitynian w dwóch punktach czasowych – 16 h i 40 h). W modelu in vivo oznaczono 

zawartość kwasu arachidonowego w wybranych frakcjach lipidowych oraz zawartość 

poszczególnych sfingolipidów za pomocą odpowiednio chromatografii gazowo-cieczowej 

(GLC) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Dodatkowo, wykonano 

oznaczenia ekspresji białek ze szlaku zapalnego oraz sfingolipidowego metodą Western Blot. 

Parametry stresu oksydacyjnego oraz poziom fosforylowanych białek ze szlaku insulinowego 

oznaczono wykorzystując komercyjnie dostępne kity kolorymetryczne, kity typu ELISA oraz 

zestaw do testów multipleksowych. W modelu in vitro całkowitą zawartość lipidów oraz 

sfingolipidów oznaczono metodami GLC i HPLC. Z kolei, ekspresję białkowych transporterów 

kwasów tłuszczowych wykonano metodą Western Blot. 

Z przeprowadzonych badań wynika, że indukowane dietą bogatotłuszczową 

stłuszczenie wątroby prowadzi do akumulacji kwasu arachidonowego w wątrobie już 

w pierwszym tygodniu od zastosowania karmienia doświadczalnego, a zmiany te 

współwystępują ze zwiększoną ekspresją cyklooksygenazy i lipooksygenazy. Procesowi 

powstawania stanu zapalnego w wątrobie towarzyszył również rozwój stresu oksydacyjnego, 

poprzez zmniejszenie zawartości enzymów antyoksydacyjnych z jednoczesnym zwiększeniem 

stężenia produktów peroksydacji lipidów. Ponadto, odnotowano nasilenie akumulacji 



79 
 

sfingozyny, sfinganiny i ceramidu, co pośredniczyło w rozwoju i podtrzymaniu 

insulinooporności w wątrobie szczurów karmionych dietą bogatotłuszczową. W modelu in vitro 

zaobserwowano istotną zależność między czasem ekspozycji a efektem wywoływanym przez 

deksametazon. Krótkotrwała (16 h) inkubacja zwiększyła ekspresję dokomórkowych 

transporterów dla kwasów tłuszczowych (tj. FABPpm). Wykazano również, że przedłużona 

(40 h) inkubacja komórek HepG2 z deksametazonem zwiększyła aktywność antyzapalnego 

szlaku n-3 wielonienasyconych kwasów tłuszczowych oraz nasiliła sekrecję kwasów 

tłuszczowych do medium hodowlanego z jednoczesnym obniżeniem wewnątrzkomórkowej 

zawartości diacylogliceroli i triacylogliceroli. 

Biorąc pod uwagę powyższe obserwacje można stwierdzić, że dieta bogatotłuszczowa 

aktywuje powstawanie zmian zapalnych w komórkach wątroby już w pierwszym tygodniu, 

prowadząc do zwiększonej akumulacji prekursora zapalnego, jakim jest kwas arachidonowy. 

Karmienie wysokotłuszczowe powoduje również rozwój insulinooporności w wątrobie, 

poprzez nasilenie akumulacji sfingozyny, a efekt ten jest podtrzymywany przez zwiększenie 

stężenia sfinganiny i ceramidu. Co więcej, ekspozycja komórek HepG2 na deksametazon 

wykazuje działanie ochronne dopiero w przedłużonym czasie inkubacji poprzez nasilenie 

sekrecji kwasów tłuszczowych do medium i aktywację kwasów tłuszczowych ze szlaku 

antyzapalnego. 
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12. Streszczenie w języku angielskim 

The liver is the main organ regulating the metabolic processes, for which fatty acids are 

the fundamental energy substrate. Their normal level in hepatic cells is regulated 

by the following processes: 1) influx, 2) utilization, 3) export, 4) lipogenesis, 

and 5) β-oxidation. In the standard conditions, fatty acids transported into the cells are oxidized 

in the mitochondria and peroxisomes or esterified and then stored inside the cells. The enhanced 

and repeated fatty acid uptake and intracellular transport, which exceeds the body’s energy 

requirements, promotes excessive lipid accumulation in lipid droplets. The increased 

accumulation of lipids is a major factor in the development of simple steatosis during NAFLD. 

In response to long-term and increased supply of fat in the diet, as a key source 

of polyunsaturated fatty acids, inflammatory pathways are activated, and the synthesis 

of pro-inflammatory lipid compounds is elevated. The arachidonic acid derivatives that 

intensify the pro-inflammatory signaling pathway promote the NAFLD progression to NASH. 

One of the objectives of this study was to determine the time points of high-fat feeding, in which 

inflammation occurs in a rat model of NAFLD. 

Moreover, as a result of the increased bioavailability of fatty acids, accumulated lipids 

may be also esterified into lipotoxic intermediates, such as ceramide or sphingosine. These 

compounds play a vital role in intracellular signal transduction pathway. The increased 

accumulation of selected sphingolipid fractions disrupts glucose metabolism and weakens 

insulin action, leading to the development of insulin resistance. The another aim of this study 

was to define changes in sphingolipids content and phosphorylation state of the proteins from 

the insulin signaling pathway during the development of NAFLD induced by a high-fat diet. 

Based on the above findings, determining the time point when alterations coexist with fatty 

liver development is important in preventing steatosis from deterioration into irreversible 

changes.  

The study is a necessity to find a pharmacological factor that restrict the formation 

of changes in NAFLD and the progression to NASH. A pharmacological factor that could 

potentially be used in the treatment of NAFLD is dexamethasone (DEX). This compound is 

a synthetic glucocorticoid that regulates the hepatic metabolism of fatty acids. DEX is 

commonly used in the treatment of many inflammatory diseases. Anti-inflammatory effect has 

resulted from a reduction in the activity of microsomal desaturases that rate-limit the synthesis 

of arachidonic acid, as a direct precursor of inflammatory mediators. It is also known that 

dexamethasone does not directly promote the synthesis of triacylglycerols (TAG) and de novo 

lipogenesis (DNL) in hepatocytes. Above mentioned effect results from the activation 
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of lipolysis processes in adipose tissue. Despite numerous studies, there are no reports precisely 

describing the influence of DEX on fatty acids transport and metabolism in HepG2 

(hepatocellular carcinoma cells). The assessment of the total expression of fatty acid 

transporters in HepG2 exposed to dexamethasone will indicate the potential protective effect 

on lipid metabolism. 

The studies were carried out using an in vivo model (the liver of rats fed a high-fat diet 

for 1, 2, 3, 4, and 5 weeks) and an in vitro model (human hepatocellular carcinoma cells exposed 

to dexamethasone and/or palmitate at two different time points – 16 h and 40 h). In the in vivo 

model, the content of arachidonic acid in selected lipid fractions and the content 

of sphingolipids were measured using the gas-liquid chromatography (GLC) and the 

high-performance liquid chromatography (HPLC), respectively. Additionally, the expression 

of proteins involved in the regulation of inflammation and sphingolipid pathways was 

performed using the Western Blot method. The oxidative and antioxidative parameters as well 

as the level of phosphorylated proteins from the insulin signaling pathway were determined 

using commercially available colorimetric kits, ELISA, and multiplex kits. In the in vitro 

model, the total content of lipid and sphingolipid fractions was determined by the GLC 

and HPLC methods, respectively. The expression of fatty acid transporters was evaluated 

by the Western Blot method. 

The studies showed that hepatic steatosis induced by high-fat diet increased 

the accumulation of arachidonic acid in the liver tissue already in the first week of experimental 

feeding. This observation coexists with the increased expression of cyclooxygenase 

and lipoxygenase. Due to a decrease in the content of antioxidant enzymes and a concomitant 

increase in the level of lipid peroxidation products, hepatic inflammation was followed 

by the development of oxidative stress. Moreover, in the liver of rats fed a high-fat diet 

an increase in the accumulation of sphingosine, sphinganine, and ceramide was noted. Thus, it 

mediated the development of insulin resistance. In the in vitro model, there was a significant 

association between the exposure period and the dexamethasone-induced impact. Short-term 

(16 h) incubation increased the expression of intracellular fatty acid transporters (i.e. FABPpm). 

It was also revealed that prolonged (40 h) incubation of HepG2 cells with dexamethasone 

increased the activity of the anti-inflammatory n-3 polyunsaturated fatty acids pathway 

and increased the secretion of fatty acids into the medium while simultaneously lowering 

the intracellular content of diacylglycerol and triacylglycerol. 

In conclusion, the high-fat diet activated the formation of inflammatory changes 

in the liver already in the first week, leading to an increased accumulation of the inflammatory 
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precursor – arachidonic acid. A high-fat feeding also caused the development of insulin 

resistance by increasing the accumulation of sphingosine, and this effect is sustained 

by increasing the concentration of sphinganine and ceramide. Moreover, exposure of HepG2 

cells to dexamethasone showed a protective effect only after a prolonged incubation time 

by enhancing the secretion of fatty acids into the medium and activating fatty acids from 

the anti-inflammatory pathway. 
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