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FFA (ang. free fatty acids) ï wolne kwasy tğuszczowe 

GAPDH (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) ï dehydrogenaza aldehydu 

3-fosfoglicerynowego 

GLC (ang. gas-liquid chromatography) ï chromatografia gazowo-cieczowa 

GLUT2 (ang. glucose transporter 2) ï transporter glukozy 2 
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H+E (ang. haematoxylin and eosin staining) ï barwienie hematoksylinŃ i eozynŃ 

HCC (ang. hepatocellular carcinoma) ï rak wŃtrobowokom·rkowy 

HFD (ang. high-fat diet) ï dieta bogatotğuszczowa 

HL (ang. hepatic lipase) ï lipaza wŃtrobowa 

HPLC (ang. high-performance liquid chromatography) ï wysokosprawna chromatografia 

cieczowa 
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IL-6 (ang. inteleukin-6) ï interleukina 6 

IR (ang. insulin resistance) ï insulinoopornoŜĺ 
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LCFA (ang. long chain fatty acids) ï dğugoğaŒcuchowe kwasy tğuszczowe 

LOX (ang. lipoxygenase) ï lipooksynegaza 

MDA (ang. malondialdehyde) ï dialdehyd malonowy 

mTOR (ang. mechanistic target of rapamycin) ï ssaczy cel rapamycyny 

MTP (ang. microsomal triglyceride transfer protein) ï mikrosomalne biağko transportujŃce 

triacyloglicerole 

NAFLD (ang. non-alcoholic fatty liver disease) ï niealkoholowa stğuszczeniowa choroba 

wŃtroby 

NASH (ang. non-alcoholic steatohepatitis) ï niealkoholowe stğuszczeniowe zapalenie wŃtroby 

NF-əɓ (ang. nuclear factor kappa ɓ) ï czynnik jŃdrowy kappa ɓ 

Nrf2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) ï czynnik jŃdrowy pochodzŃcy 

z erytroid·w (2) zwiŃzany z czynnikiem 2 

N-SMase (ang. neutral sphingomyelinase) ï obojňtna sfingomielinaza 

P70 S6 Kinase  (ang. P70 ribosomal protein S6 kinase) ï kinaza rybosomalna p70S6 

P90 S6 Kinase  (ang. P90 ribosomal protein S6 kinase) ï kinaza rybosomalna p70S6 

PAP (ang. phosphatidate phosphohydrolase) ï fosfohydrolaza fosfatydowa 

PBS (ang. phosphate-buffered saline) ï buforowana fosforanem s·l fizjologiczna 

PIP3 (ang. phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) ï fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan 

PI3K (ang. phosphatidylinositol-3-kinase) ï kinaza 3-fosfatydyloinozytolu 
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PKB/Akt (ang. protein kinase B) ï kinaza biağkowa B 

PL (ang. phospholipids) ï fosfolipidy 

PMSF (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride) ï fluorek fenylometylosulfonylu 

PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog) ï homolog fosfatazy i tensyny 

PUFA (ang. polyunsaturated fatty acids) ï wielonienasycone kwasy tğuszczowe 

RIPA (ang. radioimmunoprecipitation assay buffer) ï bufor radioimmunoprecypitacyjny 

ROS (ang. reactive oxygen species) ï reaktywne formy tlenu 

S6RP (ang. S6 ribosomal protein) ï biağko rybosomalne S6 

S1P (ang. sphingosine-1-phosphate) ï sfingozyno-1-fosforan 

SA1P (ang. sphinganine-1-phosphate) ï sfinganino-1-fosforan 

SA-PE (ang. streptavidin-phycoerythrin) ï streptawidyna-fikoerytryna 

SD (ang. standard deviation) ï odchylenie standardowe 

SFA (ang. sphinganine) ï sfinganina 

SFO (ang. sphingosine) ï sfingozyna 

SOD2 (ang. superoxide dismutase 2, mitochondrial) ï mitochondrialna dysmutaza 

ponadtlenkowa 2 

SPHK (ang. sphingosine kinase) ï kinaza sfingozyny 

SPHK1, 2 (ang. sphingosine kinase 1, 2) ï kinaza sfingozyny 1, 2 

SPT (ang. serine palmitoyltransferase) ï palmitylotransferaza serynowa 

SPTLC2 (ang. serine palmitoyltransferase 2) ï palmitylotransferaza serynowa 2 

TAC (ang. total antioxidant capacity) ï cağkowita pojemnoŜĺ antyoksydacyjna 

TAG (ang. triacylglycerols) ï triacyloglicerole 

TBST (ang. tris-buffered saline with Tween-20) ï s·l fizjologiczna buforowana tris-em 

z Tween-20 

TGF-ɓ (ang. transforming growth factor ɓ) ï transformujŃcy czynnik wzrostu ɓ 

TLC (ang. thin-layer chromatography) ï cienkowarstwowa chromatografia cieczowa 

TNF-Ŭ (ang. tumor necrosis factor Ŭ) ï czynnik martwicy nowotwor·w Ŭ 

TSC1, 2 (ang. tuberous sclerosis proteins 1 (hamartin), 2 (tuberin)) ï biağka stwardnienia 

guzowatego 1 (hamartyna), 2 (tuberyna) 

VLDL (ang. very low-density lipoprotein) ï lipoproteina o bardzo niskiej gňstoŜci 
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3. Wstňp 

Zwiňkszone stňŨenie wolnych kwas·w tğuszczowych (FFA) krŃŨŃcych w osoczu, 

kt·rych Ŧr·dğem jest dieta bogatotğuszczowa (HFD), nasilona lipoliza tkanki tğuszczowej 

i wŃtrobowa lipogeneza de novo (DNL), odgrywa podstawowŃ rolň w patogenezie stğuszczenia 

wŃtroby [1,2]. Nadmierne odkğadanie lipid·w w cytoplazmie hepatocyt·w, gğ·wnie w postaci 

triacylogliceroli (TAG), przewyŨszajŃce 5% objňtoŜci kom·rki okreŜlane jest niealkoholowŃ 

stğuszczeniowŃ chorobŃ wŃtroby (NAFLD), przy braku zwiňkszonego spoŨycia alkoholu [3]. 

Stğuszczenie wŃtroby jest wynikiem zachwiania r·wnowagi miňdzy zwiňkszonym 

dokom·rkowym transportem, niewystarczajŃcŃ oksydacjŃ kwas·w tğuszczowych (FA) 

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

to, Ũe ğagodne i odwracalne zmiany stğuszczeniowe wŃtroby mogŃ ulegaĺ progresji 

do nieodwracalnych stan·w chorobowych, tj. niealkoholowego stğuszczeniowego zapalenia 

wŃtroby (NASH), marskoŜci wŃtroby, jak r·wnieŨ raka wŃtrobowokom·rkowego (HCC) [4,5]. 

SpoŜr·d licznych aspekt·w sprzyjajŃcych progresji NAFLD do NASH najbardziej istotnym 

wydaje siň byĺ przewlekğy stan zapalny, dla mediator·w kt·rego lipidowym prekursorem jest 

kwas arachidonowy (AA) zawarty gğ·wnie w fosfolipidach (PL) bğon kom·rkowych 

hepatocyt·w. Dodatkowo, w wyniku zwiňkszonej akumulacji lipid·w, bezpoŜrednia 

modyfikacja szlaku sygnağowego insuliny czy zaburzenie r·wnowagi oksydacyjnej 

mitochondri·w predysponuje do rozwoju NASH [6]. 

 

3.1. Transport kwas·w tğuszczowych i metabolizm lipid·w w wŃtrobie 

Zwiňkszona iloŜĺ kwas·w tğuszczowych w diecie, znacznie przewyŨszajŃca 

zapotrzebowanie energetyczne organizmu, prowadzi do rozrostu adipocyt·w, kt·re odgrywajŃ 

decydujŃcŃ rolň w uwalnianiu dğugoğaŒcuchowych kwas·w tğuszczowych (LCFA) do krŃŨenia 

wrotnego wŃtroby [7]. Proces dokom·rkowego transportu kwas·w tğuszczowych pozostaje pod 

ŜcisğŃ kontrolŃ biağkowych przenoŜnik·w, spoŜr·d kt·rych najwiňkszŃ ekspresjň 

w hepatocytach wykazujŃ: translokaza kwas·w tğuszczowych (FAT/CD36), bğonowe biağko 

wiŃŨŃce kwasy tğuszczowe (FABPpm) oraz biağko transportujŃce kwasy tğuszczowe 2 (FATP2). 

Nasilony transport LCFA do wnňtrza hepatocyt·w, istotnie przewyŨszajŃcy zdolnoŜci 

oksydacyjne mitochondri·w, sprzyja ich nadmiernej akumulacji we frakcji triacylogliceroli, 

konsekwencjŃ czego jest rozw·j stğuszczenia wŃtroby [8]. Zwiňkszone odkğadanie lipid·w 

w wŃtrobie zwiŃzane jest nie tylko z nasilonym dokom·rkowym transportem LCFA 

i wykorzystywaniem ich do syntezy TAG w procesie lipogenezy de novo, ale r·wnieŨ 
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z procesem reestryfikacji kwas·w tğuszczowych do innych frakcji lipidowych, takich jak 

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

 

3.2. Metabolizm sfingolipid·w w wŃtrobie 

Sfingolipidy stanowiŃ licznŃ grupň bioaktywnych mediator·w lipidowych 

wchodzŃcych w skğad bğon kom·rkowych, a takŨe regulujŃcych wewnŃtrzkom·rkowe szlaki 

sygnağowe [4,11]. Gğ·wnym reprezentantem tej grupy zwiŃzk·w jest ceramid (CER). WŃtroba 

jest centralnym miejscem dla jego syntezy, stŃd teŨ odznacza siň najwiňkszŃ podatnoŜciŃ 

na sfingolipotoksycznoŜĺ tych zwiŃzk·w [4].  

Ceramid to zwiŃzek, kt·ry poğoŨony jest w centrum przemian metabolicznych 

sfingolipid·w, pomiňdzy szlakami anabolicznym, katabolicznym i syntezy de novo [4]. 

Gğ·wnym dğugoğaŒcuchowym kwasem tğuszczowym wykorzystywanym w szlaku syntezy 

de novo jest palmitynian, kt·ry w poğŃczeniu z koenzymem A (CoA) stanowi bezpoŜredni 

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

enzymu palmitoilotransferazy serynowej (SPT) prowadzi do powstania 3-ketosfinganiny, kt·ra 

to z kolei zostaje przeksztağcona do sfinganiny (SFA) (reakcja katalizowana przez reduktazň 

3-ketosfinganiny). Tak powstağa czŃsteczka SFA przyğŃcza resztň acetylowŃ, co skutkuje 

powstaniem dihydroceramidu, a nastňpnie w reakcji desaturacji sprzyja powstawaniu ceramidu 

[11]. JednoczeŜnie, sfinganina moŨe ulegaĺ reakcji fosforylacji katalizowanej przez kinazň 

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

CER moŨe powstawaĺ r·wnieŨ w procesie katabolizmu sfingozyny (SFO) w tzw. szlaku 

ratunkowym. R·wnolegle, CER stanowi takŨe prekursor dla SFA, kt·ra nastňpnie ulega 

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

ceramidazy (ASAH) i kinazy sfingozyny. Ostatnim ze szlak·w syntezy ceramidu jest proces 

hydrolizy sfingomieliny pod wpğywem obojňtnej i zasadowej sfingomielinazy (N-SMase 

i Alk-SMase) [13]. Z uwagi na fakt, iŨ wszystkie wyŨej wymienione frakcje sfingolipidowe sŃ 

czŃsteczkami aktywnymi biologicznie, mogŃ one zmieniaĺ r·Ũne szlaki sygnağowe w kom·rce, 

w tym szlak insulinowy. 

 

3.3. Szlak insulinowy PI3K/Akt/mTOR w wŃtrobie 

Niealkoholowej stğuszczeniowej chorobie wŃtroby czňsto towarzyszy insulinoopornoŜĺ 

(IR). ZwiŃzane jest to z nadmiernŃ akumulacjŃ sfingolipid·w wewnŃtrz hepatocyt·w, kt·ra 

powoduje zaburzenia w szlaku sygnalizacyjnym insuliny. Zaburzenia te dotyczŃ przede 
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wszystkim stopnia fosforylacji biağek ze szlaku insulinowego, kt·rych hamowanie jest ŜciŜle 

zwiŃzane z cağkowitym bŃdŦ czňŜciowym zniesieniem wraŨliwoŜci kom·rek na insulinň [14]. 

W szlaku sygnağowym PI3K/Akt/mTOR do peğnej aktywacji wymagana jest 

fosforylacja kinazy biağkowej B (PKB/Akt) w obrňbie jej domeny regulatorowej Ser473. 

Po aktywacji, Akt wiŃŨŃc siň z 3,4,5-trifosforanem fosfatydyloinozytolu (PIP3), produktem 

kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K), zmienia fosforylacjň biağek aktywujŃc bŃdŦ hamujŃc 

wiele szlak·w wewnŃtrzkom·rkowych [15]. Dodatkowo, aktywnoŜĺ Akt moŨe byĺ hamowana 

przez homolog fosfatazy i tensyny (PTEN). PTEN wykazuje jednoczeŜnie aktywnoŜĺ fosfataz 

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

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

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

do akumulacji i nasilenia aktywnoŜci kompleksu mTOR (ssaczy cel rapamycyny) [15]. Biağko 

mTOR jest regulatorem metabolizmu lipidowego, kt·ry w odpowiedzi na sygnağy 

zewnŃtrzkom·rkowe, takie jak zwiňkszona iloŜĺ skğadnik·w odŨywczych, promuje proces 

lipogenezy z jednoczesnym hamowaniem procesu glukoneogenezy w wŃtrobie [18]. Co wiňcej, 

kompleks biağka mTOR poŜredniczŃc w fosforylacji rybosomalnych kinaz biağkowych S6 ï 

P70 S6 kinase i P90 S6 kinase, na zasadzie pňtli sprzňŨenia zwrotnego ujemnego, hamuje 

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

ten ma istotne znaczenie w rozwoju insulinoopornoŜci i zaostrzeniu wewnŃtrzwŃtrobowych 

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

Ũe aktywowana przez fosforylacjň forma Akt (pAkt Ser473) nasila translokacjň i zakotwiczanie 

w bğonň kom·rkowŃ hepatocyt·w specyficznych biağkowych transporter·w glukozy (GLUT2) 

uğatwiajŃc dokom·rkowy transport glukozy. Ponadto, pAkt hamuje fosforylacjň kinazy 

glikogenowej (pGSK3Ŭ/ɓ Ser21/Ser9), kt·ra odpowiada za stymulacjň syntezy glikogenu 

w wŃtrobie, bierze udziağ w proliferacji, a takŨe programowanej Ŝmierci kom·rek [15]. 

 

3.4. Stan zapalny i stres oksydacyjny w wŃtrobie 

LipotoksycznoŜĺ, spowodowana zmianŃ metabolizmu lipid·w i nadmiernym ich 

magazynowaniem w cytoplazmie hepatocyt·w, jest ŜciŜle zwiŃzana z przewlekğym stanem 

zapalnym i moŨe predysponowaĺ do progresji NAFLD do NASH [6]. PostňpujŃcy rozw·j 

stğuszczenia w tkance wŃtrobowej bardzo czňsto zwiŃzany jest ze zmianami zapalnymi, kt·rych 

wyrazem jest naciek kom·rek zapalnych uwidoczniony w procesie barwienia hematoksylinŃ 

i eozynŃ (H+E). Analiza histologiczna zrazik·w wŃtroby jednoznacznie wskazuje 
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na powstawanie zmian o charakterze mikropňcherzykowym, w kt·rym cytoplazma 

hepatocyt·w wypeğniona jest licznymi mağymi wakuolami [19].  

Procesy zapalne sŃ naturalnym mechanizmem obronnym zachodzŃcym w odpowiedzi 

na dziağanie czynnik·w uszkadzajŃcych. Podczas tych proces·w dochodzi do wzmoŨonej 

syntezy prozapalnych mediator·w stanu zapalnego i zmniejszonego powstawania mediator·w 

przeciwzapalnych, kt·rych wsp·lnymi prekursorami sŃ wielonienasycone kwasy tğuszczowe 

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

arachidonowego regulowany jest przez dwie podstawowe grupy enzym·w: cyklooksygenazy 

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

i LOX powstaje grupa mediator·w zwanych eikozanoidami, kt·ra obejmuje prozapalne 

czŃsteczki prostaglandyn i leukotrien·w oraz przeciwzapalne lipoksyny i pochodne kwas·w 

hydroeikozatetraenowych [20]. Podczas rozwoju i progresji chor·b wŃtroby metabolizm AA 

jest silnie zaktywowany do produkcji prozapalnych mediator·w w rejonie objňtym procesem 

zapalnym. Ponadto, kom·rki wŃtroby objňte procesem zapalnym w stanie aktywacji zaczynajŃ 

wydzielaĺ prozapalne cytokiny, gğ·wnie interleukinň 6 (IL-6) oraz czynnik martwicy 

nowotworu Ŭ (TNF-Ŭ) [21]. Te kluczowe prozapalne cytokiny regulujŃ produkcjň wielu 

mediator·w kom·rkowych, w tym syntezň biağek ostrej fazy, czy teŨ poŜredniczŃ 

w metabolizmie lipid·w w przewlekğych chorobach wŃtroby o podğoŨu zapalnym [22].  

Nadmiar kwas·w tğuszczowych moŨe takŨe bezpoŜrednio wywoğaĺ stres oksydacyjny 

i nasiliĺ produkcjň reaktywnych form tlenu (ROS) [6]. Za gğ·wnŃ przyczynň zwiňkszonej 

produkcji ROS uznaje siň wzmoŨony proces ɓ-oksydacji kwas·w tğuszczowych 

w mitochondriach i peroksysomach kom·rek wŃtroby. Podczas gdy, przeciwstawny 

mechanizm, czyli wewnŃtrzkom·rkowy system antyoksydacyjny, jest mniej wydajny 

w wŃtrobie wykazujŃcej zmiany stğuszczeniowe [23]. Ponadto, ROS mogŃ aktywowaĺ r·wnieŨ 

proces peroksydacji lipid·w, podczas kt·rego powstajŃ p·ğprodukty i koŒcowe produkty 

utleniania kwas·w tğuszczowych, gğ·wnie bğonowych wielonienasyconych kwas·w 

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

ZwiŃzki te mogŃ potňgowaĺ dalsze uwalnianie ROS i wzmagaĺ uszkodzenie wŃtroby [24,25].  

 

3.5. Rola deksametazonu w regulacji metabolizmu lipidowego kom·rek wŃtroby 

Deksametazon (DEX) jest syntetycznym analogiem glikokortykosteroid·w (kortyzolu 

i kortykosteronu) wywoğujŃcym podobne dziağanie do naturalnie wystňpujŃcych hormon·w 

kory nadnerczy. DEX wykazuje silne wğaŜciwoŜci przeciwzapalne, dziňki czemu jest 

powszechnie stosowany w leczeniu chor·b o podğoŨu zapalnym i autoimmunologicznym 
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[26,27]. Ekspozycja na deksametazon powoduje takŨe istotne zmiany w metabolizmie lipid·w 

zwiŃzane z rozwojem zaburzeŒ lipidowych w wŃtrobie, prawdopodobnie zmieniajŃc 

homeostazň energetycznŃ cağego organizmu [27]. Mechanizmy, poprzez kt·re 

glikokortykosteroidy wpğywajŃ na metabolizm lipidowy w kom·rkach wŃtroby sŃ 

wielokierunkowe. Liczne dane literaturowe wskazujŃ, Ũe DEX poŜredniczy przede wszystkim 

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

wiňkszych iloŜci TAG w wŃtrobie [28,29]. Efekt ten jest wywoğywany przez zwiňkszenie 

ekspresji genu ANGPTL4, kt·ry koduje biağko regulujŃce wewnŃtrzkom·rkowŃ lipolizň. 

W wyniku tego procesu, uwolnione do krŃŨenia kwasy tğuszczowe sŃ aktywnie transportowane 

krŃŨeniem wrotnym do wŃtroby w celu syntezy i odkğadania frakcji triacylogliceroli. Ponadto, 

zwiňkszona mobilizacja kwas·w tğuszczowych z adipocyt·w promuje syntezň ceramidu 

w wŃtrobie, gğ·wnie poprzez nasilenie szlaku syntezy de novo [29]. Deksametazon jest takŨe 

silnym aktywatorem fosfohydrolazy fosfatydowej (PAP), enzymu, kt·ry odpowiada 

za defosforylacjň kwasu fosfatydowego do nieorganicznego fosforanu i diacyloglicerolu. 

W wyniku tego procesu wytworzony diacyloglicerol stanowi bezpoŜredni prekursor do syntezy 

triacylogliceroli (reakcja katalizowana przez acylotranferazy bğony retikulum 

endoplazmatycznego) prowadzŃc do akumulacji lipid·w w wŃtrobie [27,30,31]. Niekt·re 

badania sugerujŃ, Ũe DEX poprzez zmianň aktywnoŜci lipazy wŃtrobowej (HL) stymuluje 

wydzielanie lipoprotein o bardzo niskiej gňstoŜci bogatych w triacyloglicerole i estry 

cholesterolu (proces lipolitycznej mobilizacji zmagazynowanych TAG). Zwiňkszone 

wŃtrobowe wydzielanie VLDL do osocza moŨe mieĺ dziağanie ochronne na rozw·j prostego 

stğuszczenia wŃtroby poprzez ograniczenie syntezy lipotoksycznych mediator·w, tj. CER 

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

wewnŃtrzwŃtrobowŃ lipolizň TAG w konsekwencji prowadzŃc do akumulacji TAG 

w cytoplazmie hepatocyt·w i rozwoju stğuszczenia wŃtroby [27]. 

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

zmniejsza stopieŒ proliferacji hepatocyt·w poprzez hamowanie ekspresji gen·w kodujŃcych 

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

Dodatkowo, deksametazon redukuje aktywnoŜĺ mikrosomalnych ȹ5- i ȹ-6-desaturaz, efektem 

czego jest zmniejszenie syntezy kwasu arachidonowego, gğ·wnie we frakcji fosfolipid·w 

bğonowych. Zatem, spadek stňŨenia AA, prekursora mediator·w zapalnych, ogranicza rozw·j 

stanu zapalnego w kom·rkach wŃtroby poddanych ekspozycji na steroidy i hamuje progresjň 

prostych zmian stğuszczeniowych do stğuszczeniowego zapalenia wŃtroby [34,35]. 
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4. Cele pracy 

WŃtroba odgrywa kluczowŃ rolň w metabolizmie lipid·w oraz w regulacji homeostazy 

energetycznej cağego organizmu. To wğaŜnie r·wnowaga miňdzy dokom·rkowym transportem, 

utylizacjŃ i eksportem kwas·w tğuszczowych (FA), syntezŃ lipid·w oraz wydatkowaniem FA 

w procesie ɓ-oksydacji jest niezbňdna do zachowania prawidğowej czynnoŜci kom·rek 

wŃtroby. WewnŃtrzkom·rkowa zawartoŜĺ lipid·w regulowana w odpowiedzi na zwiňkszonŃ 

zawartoŜĺ kwas·w tğuszczowych w diecie sprzyja powstawaniu prostych zmian 

stğuszczeniowych w wŃtrobie. Nadmiar sfingolipid·w, takich jak sfingozyna czy ceramid, 

odkğadany w cytoplazmie hepatocyt·w poŜredniczy takŨe w sterowaniu szeregiem szlak·w 

sygnağowych, kt·re odgrywajŃ istotnŃ rolň w patogenezie niealkoholowego stğuszczenia 

wŃtroby (NAFLD) i jego progresji do nieodwracalnych zmian o podğoŨu zapalnym ï NASH 

(niealkoholowe stğuszczeniowe zapalenie wŃtroby). Tak wiňc, istotne jest zbadanie rozwoju 

wczesnych zmian w metabolizmie lipid·w jakie zachodzŃ w kom·rkach wŃtroby w odpowiedzi 

na zastosowanie karmienia wysokotğuszczowego, ze szczeg·lnym uwzglňdnieniem 

prozapalnych zwiŃzk·w lipidowych, tj. kwasu arachidonowego (AA). Dlatego teŨ, zasadne 

wydaje siň zbadanie zaleŨnych od czasu zmian wewnŃtrzwŃtrobowej zawartoŜci wybranych 

frakcji lipidowych (w tym kwasu arachidonowego) w toku rozwoju NAFLD, kt·re pozwolŃ 

jednoznacznie sprecyzowaĺ ich wpğyw na rozwoju stanu zapalnego jako potencjalnego 

czynnika progresji stğuszczenia do NASH. Dokğadne ustalenie szeregu zmian zachodzŃcych 

w metabolizmie lipidowym kom·rek wŃtroby znacznie uğatwi znalezienie celowanego Ŝrodka 

do zapobiegania progresji prostego stğuszczenia do nieodwracalnych stan·w chor·b wŃtroby. 

Potencjalnym zwiŃzkiem wydaje siň byĺ deksametazon, kt·ry jest powszechnie stosowanym 

Ŝrodkiem farmakologicznym w leczeniu chor·b o podğoŨu zapalnym. Przeprowadzone badania 

pozwolŃ, oceniĺ przypuszczalnie Ăochronnyò wpğyw deksametazonu na transport FA oraz 

przemiany lipid·w w kom·rkach HepG2 poddanych ekspozycji na palmitynian, a przede 

wszystkim na aktywnoŜĺ szlak·w n-3 i n-6 wielonienasyconych kwas·w tğuszczowych (n-3, 

n-6 PUFA).  

MajŃc na uwadze powyŨsze, celem zrealizowanych badaŒ byğa: 

1. Ocena zaleŨnoŜci miňdzy czasem trwania diety bogatotğuszczowej a stopniem akumulacji 

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

2. Ocena zaleŨnoŜci miňdzy czasem trwania diety bogatotğuszczowej a wewnŃtrzwŃtrobowŃ 

akumulacjŃ wybranych frakcji sfingolipidowych, 

3. Ocena zaleŨnoŜci miňdzy czasem trwania diety bogatotğuszczowej a stopniem fosforylacji 

biağek ze szlaku insulinowego PI3K/Akt/mTOR w wŃtrobie, 
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4. Ocena wpğywu kr·tkotrwağej (16 h) oraz dğugotrwağej (40 h) ekspozycji ludzkich kom·rek 

nowotworu wŃtrobowokom·rkowego na deksametazon, z uwzglňdnieniem zmian 

w ekspresji transporter·w kwas·w tğuszczowych, wybranych frakcji lipidowych oraz 

aktywnoŜciŃ szlak·w n-3 i n-6 PUFA. 
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5. Materiağy i metody 

 

Szczeg·ğowe informacje dotyczŃce zastosowanych modeli doŜwiadczalnych i metodyki 

badaŒ znajdujŃ siň w niŨej wymienionych pracach wğŃczonych do rozprawy: 

a. Publikacja nr. 1 ï 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 ï 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 ï 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 doŜwiadczalny 

 

5.1.1. Model zwierzňcy 

Badania z wykorzystaniem modelu zwierzňcego zostağy przeprowadzone na samcach 

szczur·w rasy Wistar o poczŃtkowej masie 100-150g. Zgodň na przeprowadzenie badaŒ 

na zwierzňtach uzyskano od Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doŜwiadczeŒ na zwierzňtach 

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

pierwszy tydzieŒ badaŒ wszystkie szczury byğy karmione standardowŃ dietŃ dla gryzoni 

i trzymane w warunkach stağej temperatury (22Ñ2oC), wilgotnoŜci powietrza 35-60% oraz 

w cyklu dnia Ŝwietlnego 12/12 godzin. Po tygodniu aklimatyzacji zwierzňta zostağy losowo 

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

z zachowanym stağym kontaktem wzrokowym. Szczury z grupy kontrolnej karmione byğy 

standardowŃ dietŃ o zredukowanej zawartoŜci tğuszcz·w (57,1% wňglowodany, 30,5% biağka, 

12,4% tğuszcze). Natomiast, szczury z grupy badanej otrzymywağy dietň bogatotğuszczowŃ 

(HFD; 60,0% tğuszcze, 20,0% wňglowodany, 20,0% biağka; New Brunswick, NJ, USA) przez 

okres 1, 2, 3, 4 oraz 5 tygodni. Przez cağy czas trwania eksperymentu zwierzňta miağy 

zapewniony nieograniczony dostňp do wody oraz paszy standardowej lub bogatotğuszczowej 
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(grupa kontrolna lub badana). Na koniec kaŨdego tygodnia eksperymentalnego, szczury 

wprowadzono w stan gğňbokiej narkozy poprzez dootrzewnowe podanie pentobarbitalu 

(80mg/kg masy ciağa). Od uŜpionych zwierzŃt, do prob·wek zawierajŃcych heparynň, pobrano 

krew z Ũyğy gğ·wnej dolnej, a po jej odwirowaniu zebrano osocze do dalszych analiz. Nastňpnie, 

wŃtrobň szczur·w wypreparowano i zamroŨono w temperaturze ciekğego azotu do dalszych 

analiz biochemicznych. 

 

Szczeg·ğowe badania w eksperymencie na modelu zwierzňcym objňğy ocenň: 

a. stopnia akumulacji lipid·w i zmian morfologii kom·rek wŃtroby za pomocŃ barwienia 

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

b. stňŨenia kwasu arachidonowego we frakcjach fosfolipid·w (PL), triacylogliceroli (TAG), 

diacylogliceroli (DAG) oraz wolnych kwas·w tğuszczowych (FFA) w tkance wŃtrobowej 

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

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

i COX-2), 15-lipoksygenaza (15-LO), jŃdrowy czynnik transkrypcyjny zwiŃzany 

z czynnikiem erytroidalnym 2 (Nrf2), jŃdrowy czynnik kappa ɓ (NF-əɓ), transformujŃcy 

czynnik wzrostu ɓ (TGF-ɓ), interleukina 6 (IL-6) metodŃ Western Blot, 

d. cağkowitej ekspresji biağek zaangaŨowanych w proces lipogenezy: acylotransferaz 

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

e. parametr·w stresu oksydacyjnego, tj. dysmutaza ponadtlenkowa 2 (SOD2), katalaza 

(CAT), cağkowita pojemnoŜĺ antyoksydacyjna (TAC), dialdehyd malonowy (MDA), 

4-hydroksynonenal (4-HNE), zaawansowane koŒcowe produkty glikacji (AGE) z uŨyciem 

komercyjnie dostňpnych kit·w kolorymetrycznych lub ELISA 

f. metabolizmu sfingolipid·w poprzez zbadanie: 

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

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

chromatografii cieczowej (HPLC), 

ii.  cağkowitej ekspresji enzym·w 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), kwaŜna, obojňtna i zasadowa 

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

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

g. zawartoŜci fosforylowanych form biağek ze szlaku insulinowego: substratu receptora 

insulinowego (pIRS(Ser636/Ser639)), homologu fosfatazy i tensyny (pPTEN(Ser380)), 
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kinazy biağkowej B (pAkt(Ser473)), kinazy syntazy glikogenu 3 Ŭ/ɓ 

(pGSK3Ŭ/ɓ(Ser21/Ser9)), proapoptotycznego biağka naleŨŃcego do rodziny Bcl-2 

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

biağkowej S6 (pP70 S6 kinase(Thr389)), biağka rybosomalnego S6 

(pS6RP(Ser235/Ser236)) za pomocŃ zestawu do test·w multipleksowych. 

 

5.1.2. Model kom·rkowy 

Badania zostağy wykonane w systemie hodowli kom·rkowych na ludzkich kom·rkach 

raka wŃtrobowokom·rkowego (HepG2) zakupionych w ATCC (American Type Culture 

Collection, USA). Zgodň na przeprowadzenie badaŒ na modelu kom·rkowym uzyskano 

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

numer zgody: APK.002.325.2021). Kom·rki HepG2 byğy inkubowane w medium o wysokim 

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

Niemcy) wzbogaconym 10% pğodowŃ surowicŃ bydlňcŃ (FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

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

w atmosferze 5% CO2. Po osiŃgniňciu zagňszczenia powyŨej 85% oraz ocenie morfologii 

i ŨywotnoŜci kom·rek z wykorzystaniem barwienia Trypan blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) w komorze B¿rkera, kom·rki zostağy wykorzystane do przeprowadzenia wğaŜciwego 

eksperymentu. 

Po osiŃgniňciu zagňszczenia powyŨej 85%, kom·rki inkubowano z 0,5mM roztworem 

kwasu palmitynowego, 1ÕM roztworem deksametazonu oraz w roztworze zawierajŃcym 

jednoczeŜnie 0,5mM kwas palmitynowy i 1ÕM deksametazon w dw·ch punktach czasowych, 

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

i zamroŨono w temperaturze ciekğego azotu. Natomiast, kom·rki zebrano, a nastňpnie 

zlizowano w buforze radioimmunoprecypitacyjnym (RIPA) zawierajŃcym inhibitory proteaz 

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

ciekğego azotu. 

 

Szczeg·ğowe badania w eksperymencie na modelu kom·rkowym objňğy ocenň: 

a. stňŨenia oraz skğadu kwasowego w poszczeg·lnych frakcjach: triacylogliceroli 

i diacylogliceroli metodŃ GLC w medium poinkubacyjnym oraz w lizatach kom·rkowych, 

b. wewnŃtrzkom·rkowej aktywnoŜci szlak·w n-3 i n-6 kwas·w tğuszczowych we frakcjach 

TAG i DAG z wykorzystaniem techniki GLC, 
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c. cağkowitej ekspresji biağek zaangaŨowanych w proces dokom·rkowego transportu kwas·w 

tğuszczowych, tj. translokaza kwas·w tğuszczowych (FAT/CD36), bğonowe biağko wiŃŨŃce 

kwasy tğuszczowe (FABPpm), biağko transportujŃce kwasy tğuszczowe 2 (FATP2), oraz 

sekrecji kwas·w tğuszczowych do medium, tj. mikrosomalne biağko transportujŃce 

triacyloglicerole (MTP), transporter kasety wiŃŨŃcej ATP A1 (ABCA1) metodŃ Western 

Blot, 

d. zawartoŜci sfinganiny, ceramidu i sfingozyny metodŃ HPLC w medium poinkubacyjnym 

oraz w lizatach kom·rkowych. 

 

5.2. Analiza histologiczna preparat·w wŃtroby barwionych hematoksylinŃ i eozynŃ 

W celu okreŜlenia zmian w morfologii kom·rek pobrano te same fragmenty pğat·w 

wŃtroby od kaŨdego ze szczur·w z grup kontrolnej i badanej. Fragmenty tkanek wŃtroby 

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

odwodnienia w szeregu alkoholi etylowych o wzrastajŃcych stňŨeniach: 70%, 95% i alkoholu 

absolutnym. Odwodnione pr·by wŃtroby zalano ksylenem, a nastňpnie umieszczono w ciekğej 

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

parafinowych ciňto na mikrotomie otrzymujŃc skrawki o gruboŜci 4ɛm, kt·re umieszczono na 

szkieğkach podstawowych. Skrawki preparat·w pozbawiono parafiny i uwodniono w roztworze 

ksylenu i alkoholi etylowych o zmniejszajŃcych stňŨeniach. Skrawki nastňpnie przepğukano 

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

z preparatami histologicznymi zanurzono w roztworze hematoksyliny, kolejno pğukano 

w wodzie bieŨŃcej i wodzie destylowanej, a nastňpnie zanurzono w roztworze eozyny. Tak 

przygotowane preparaty poddano procesowi odwodnienia z wykorzystaniem roztwor·w 

ksylenu i alkoholi etylowych i nakryto szkieğkiem nakrywkowym. Ocenň histologicznŃ 

preparat·w wykonağo 3 niezaleŨnych histolog·w, z odpowiednim doŜwiadczeniem 

badawczym, przy pomocy mikroskopu Ŝwietlnego Olympus BX41 wyposaŨonego w kamerň 

Olympus DP12 (Hamburg, Niemcy).  

 

5.3. Analiza stňŨenia oraz skğadu kwasowego wybranych frakcji lipidowych w tkance 

wŃtrobowej, osoczu, kom·rkach HepG2 oraz medium poinkubacyjnym metodŃ 

GLC 

Lipidy z materiağu badawczego wyekstrahowano przy pomocy mieszaniny roztwor·w 

chloroform/metanol w stosunku objňtoŜciowym 2:1. Do otrzymanych ekstrakt·w dodano 

standard wewnňtrzy zawierajŃcy kwas heptadekanowy, diheptadekanowy oraz 
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triheptadekanowy. Nastňpnie ekstrakty rozwiniňto na chromatograficznych pğytkach szklanych 

pokrytych warstwŃ Ũelu krzemionkowego i rozdzielono na poszczeg·lne frakcje lipidowe ï PL, 

TAG, DAG i FFA metodŃ chromatografii cienkowarstwowej (TLC) w buforze rozdzielajŃcym 

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

zawierajŃce poszczeg·lne frakcje lipidowe rozdzielone na Ũelu krzemionkowym poddano 

transmetylacji w 14% metanolowym roztworze tr·jfluorku boru, a nastňpnie rozpuszczono 

w heksanie. Estry metylowych kwas·w tğuszczowych (FAME) w kaŨdej z frakcji lipidowych 

oznaczono iloŜciowo, na postawie czas·w retencji standard·w, metodŃ chromatografii 

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

w kolumnň kapilarnŃ Hewlett-Packard-INNOWax oraz detektor pğomieniowo-jonizujŃcy, 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Cağkowita iloŜĺ frakcji lipidowych zostağa 

oszacowana jako suma poszczeg·lnych kwas·w tğuszczowych w obrňbie kaŨdej z ocenianych 

frakcji lipidowych. 

 

5.4. Analiza cağkowitej ekspresji wybranych biağek metodŃ Western Blot 

W celu okreŜlenia cağkowitej ekspresji biağek ze szlaku zapalnego, enzym·w 

regulujŃcych proces lipogenezy, transporter·w kwas·w tğuszczowych oraz enzym·w szlaku 

sfingolipidowego wŃtrobň zhomogenizowano a kom·rki HepG2 zlizowano w buforze RIPA 

zawierajŃcym inhibitory proteaz i fosfataz. Nastňpnie w uzyskanych pr·bach oznaczono 

stňŨenie biağka metodŃ z uŨyciem kwasu bicynchoninowego (BCA). 

PoczŃtkowo przeprowadzono rozdziağ elektroforetyczny biağek w 10% Ũelu 

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

elektroforezie wykonano transfer biağek na membrany nitrocelulozowe. W dalszej kolejnoŜci, 

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

surowiczej albuminy bydlňcej (BSA) lub w 5% roztworze odtğuszczonego mleka w proszku 

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

inkubacji z odpowiednimi I-rzňdowymi przeciwciağami. Nastňpnego dnia membrany 

inkubowano z II-rzňdowymi przeciwciağami znakowanymi peroksydazŃ chrzanowŃ (HRP). 

Celem wizualizacji miejsc wiŃzania znakowanych przeciwciağ na membranie wykorzystano 

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

USA), a nastňpnie otrzymane sygnağy odczytano densytometrycznie w systemie do wizualizacji 

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

biağek znormalizowano do biağka cağkowitego lub w oparciu o ekspresjň biağka referencyjnego 

GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego). 
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5.5. Analiza parametr·w stresu oksydacyjnego z uŨyciem komercyjnie dostňpnych 

kit·w 

Przed iloŜciowym okreŜleniem zawartoŜci skğadnik·w stresu oksydacyjnego wŃtrobň 

zhomogenizowano w buforach RIPA lub PBS. StňŨenia wybranych parametr·w 

w homogenatach wŃtroby oznaczono z wykorzystaniem komercyjnych zestaw·w test·w 

kolorymetrycznych i test·w typu ELISA. Absorbancjň tych biomarker·w mierzono 

spektrofotometrycznie przy uŨyciu czytnika mikropğytek (Synergy H1 Hybrid Reader, BioTek 

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

obliczono stňŨenia marker·w stresu oksydacyjnego zgodnie z protokoğami producent·w. 

 

5.6. Analiza stňŨenia sfingolipid·w w tkance wŃtrobowej, kom·rkach HepG2 oraz 

medium poinkubacyjnym metodŃ HPLC 

W obecnoŜci standard·w wewnňtrznych (C17-sfingozyno-1-fosforanu 

i C17-sfingozyny), z materiağu badawczego wyekstrahowano sfingolipidy przy uŨyciu 

mieszaniny roztwor·w metanolu i kwasu solnego. ZawartoŜĺ sfinganino-1-fosforanu oraz 

sfingozyno-1-fosforanu oznaczono metodŃ poŜredniŃ za pomocŃ fosfatazy alkalicznej (ALP, 

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

i sfingozyny. NiewielkŃ iloŜĺ wyekstrahowanych lipid·w przeniesiono do nowej prob·wki 

zawierajŃcej N-palmitoilo-D-erytro-sfingozynň (zasada C17) jako standard wewnňtrzny, 

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

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

sfingozyna pochodzŃca z ceramidu zostağy poddane procesowi derywatyzacji. Otrzymane 

o-ftalaldehydowe pochodne sfingolipid·w analizowano z zastosowaniem wysokosprawnej 

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

USA). 

 

5.7. Analiza zawartoŜci fosforylowanych form biağek ze szlaku insulinowego 

za pomocŃ zestawu do test·w multipleksowych 

Tkankň wŃtrobowŃ zlizowano w odpowiednim buforze lizujŃcym (Bio-Rad, Hercules, 

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

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

odwirowano, a w supernatancie pr·bek oznaczono cağkowite stňŨenie biağka z wykorzystaniem 

metody BCA. 
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ZawartoŜĺ fosforylowanych form wybranych biağek ze szlaku insulinowego ï pIRS, 

pPTEN, pAkt, pGSK3Ŭ/ɓ, pBAD, pmTOR, pP70 S6 Kinase, pS6RP, oznaczono za pomocŃ 

zestawu do test·w multipleksowych wykorzystujŃcych kowalencyjnie sprzňŨone kulki 

magnetyczne. Zgodnie z protokoğem producenta, dodanie przeciwciağ detekcyjnych oraz 

koniugatu streptawidyna-fikoerytryna (SA-PE) spowodowağo wytworzenie kompleksu, kt·ry 

nastňpnie zostağ uwidoczniony poprzez dodanie zawiesiny zawierajŃcej kowalencyjnie 

sprzňŨone kulki magnetyczne. Na koniec analizy odczytano stňŨenie analit·w w pr·bkach 

badanych za pomocŃ cytometru przepğywowego w systemie Bio-Plex 200 (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA). 

 

5.8. Analiza statystyczna wynik·w 

Wszystkie wyniki przedstawiono jako wartoŜĺ Ŝrednia Ñ odchylenie standardowe (SD). 

W celu statystycznego por·wnania danych z oznaczeŒ w eksperymentach zastosowano test 

Shapiro-Wilka oraz test Bartletta, aby zapewniĺ rozkğad normalny i jednorodnoŜĺ wynik·w. 

R·Ũnice statystyczne pomiňdzy badanymi grupami analizowano za pomocŃ testu ANOVA, 

a nastňpnie odpowiedniego testu post hoc (test Tukeya i t-test). Analizň statystycznŃ dla 

wszystkich oznaczeŒ wykonano z uŨyciem program·w GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, USA) 

oraz Statistica 10 (StatSoft, Krak·w, Polska). Za poziom istotnoŜci statystycznej uznano 

p < 0,05. 
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6. Wyniki  

 

Szczeg·ğowe informacje dotyczŃce zastosowanych modeli doŜwiadczalnych i uzyskanych 

wynik·w badaŒ znajdujŃ siň w niŨej wymienionych pracach wğŃczonych do rozprawy: 

a. Publikacja nr. 1 ï 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 ï 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 ï 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 wynik·w wykorzystano odniesienia do figur zamieszczonych w wyŨej 

wymienionych publikacjach wğŃczonych do rozprawy. 

 

W obrazie histologicznym tkanki wŃtrobowy, dieta bogatotğuszczowa spowodowağa 

rozw·j zmian stğuszczeniowych (w stopniu lekkim do ciňŨkiego) w kolejnych punktach diety 

eksperymentalnej (1, 2, 3, 4, 5 tygodni karmienia HFD), kt·rym towarzyszyğo wystňpowanie 

zmian zapalnych i martwiczych hepatocyt·w, okreŜlanych jako zwyrodnienie balonowate 

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

wewnŃtrzwŃtrobowej zawartoŜci kwasu arachidonowego we wszystkich badanych frakcjach 

lipidowych, tj. DAG, TAG, FFA i PL, w kaŨdym tygodniu Ũywienia wysokotğuszczowego 

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

Publikacja nr. 1). WyŨej wymieniony wzrost stňŨenia kwasu arachidonowego zwiŃzany byğ 

ze zwiňkszeniem ekspresji biağek odpowiedzialnych za syntezň mediator·w zapalnych, 

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

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

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

ekspresji biağka TGF-ɓ w ostatnim tygodniu karmienia wysokotğuszczowego (-34,5%; 
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vs. kontrola, p < 0,05, Figura 5 B; Publikacja nr.1). Ponadto, nasileniu ekspresji enzym·w 

wŃtrobowego szlaku zapalnego towarzyszyğa zmiana parametr·w r·wnowagi oksydacyjnej 

kom·rek wŃtroby. Karmienie dietŃ bogatŃ w nasycone kwasy tğuszczowe spowodowağo 

znaczne obniŨenie poziomu naturalnie wystňpujŃcych enzym·w antyoksydacyjnych 

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

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

Publikacja nr. 1) w ostatnim, piŃtym tygodniu eksperymentu. Z kolei w grupach szczur·w 

karmionych dietŃ bogatotğuszczowŃ przez okres 2, 3 i 4 tygodni zaobserwowano zwiňkszony 

poziom produktu peroksydacji lipid·w, 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 zaburzeŒ 

metabolicznych spowodowanych dietŃ HFD stwierdzono r·wnieŨ istotne zmiany w poziomie 

produkt·w 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). 

Zwiňkszona zawartoŜĺ kwas·w tğuszczowych w diecie spowodowağa istotne 

statystycznie zmiany ekspresji biağek regulujŃcych proces lipogenezy w wŃtrobie. 

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

w 4 tygodniu diety HFD spadek cağkowitej ekspresji tego biağka (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 wzrosğa w kaŨdym tygodniu eksperymentalnego karmienia szczur·w 

dietŃ bogatotğuszczowŃ (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 dietŃ bogatotğuszczowŃ 

spowodowağo wzrost SFA, CER, SFO w wybranych tygodniach trwania eksperymentu (SFA ï 

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

takŨe zmiany zawartoŜci wŃtrobowych SA1P, S1P i stosunku S1P/CER, gdzie odnotowano 

spadek wyŨej wymienionych parametr·w (SA1P ï 3 tyg.: -47,1%; S1P ï 3 tyg.: -36,9%, 4 tyg.: 

-33,3%; stosunek S1P/CER ï 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 stňŨenia poszczeg·lnych zwiŃzk·w ze szlaku sfingolipid·w 

ekspresja enzym·w regulujŃcych aktywnoŜĺ tego szlaku r·wnieŨ ulegğa istotnym zmianom. 

W badaniach stwierdzono obniŨonŃ ekspresjň SPTLC2 ze szlaku syntezy de novo juŨ 
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w pierwszym tygodniu diety HFD, a spadek ten ulegğ pogğňbieniu w kaŨdym 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 wiňcej, 

zaobserwowano takŨe zmniejszenie ekspresji enzym·w wsp·ğdzielŃcych szlak syntezy de novo 

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

4 tyg.: -69,1%, 5 tyg.: -70,4%; CerS6 ï 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 wyjŃtkiem CerS4, kt·rego wzrost ekspresji odnotowano w ostatnich dw·ch tygodniach 

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

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

ASAH2 i ASAH3 ulegğa obniŨeniu po zastosowaniu diety bogatotğuszczowej (SPHK2 ï 1 tyg.: 

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

ASAH3 ï 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 zostağ zaobserwowany 

w przypadku ekspresji ASAH1 i ASAH2 (ASAH1 ï 2 tyg.: +97,7%; ASAH2 ï 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 ulegğa zwiňkszeniu 

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

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

Karmienie dietŃ bogatotğuszczowŃ wyraŦnie zmieniğo fosforylacjň biağek ze szlaku 

insulinowego w kom·rkach wŃtroby. W odniesieniu do grupy kontrolnej, szczury karmione 

dietŃ HFD wykazağy obniŨony poziom fosforylowanych form biağek Akt i GSK3Ŭ/ɓ w prawie 

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

3 tyg.: -38,4%, 4 tyg.: -15,5%; GSK3Ŭ/ɓ (Ser21/Ser9) ï 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 wŃtroby zaobserwowano znaczne 

zmniejszenie poziomu pPTEN (Ser 380), ale jedynie w pierwszych dw·ch tygodniach 

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

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

spadek poziomu pmTOR na poczŃtku badaŒ (pmTOR (Ser2448) ï 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 nastňpnie wzrost poziomu pmTOR w ostatnim tygodniu podawania karmy 

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

Publikacja nr. 2). W szlaku insulinowym odnotowano r·wnieŨ zwiňkszenie zawartoŜci 
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fosforylowanej kinazy P70 S6 w kaŨdym tygodniu karmienia eksperymentalnego (pP70 S6 

Kinase (Thr389) ï 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 cağego 

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 takŨe 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). 

Kr·tkotrwağa (16 h) i dğugotrwağa (40 h) ekspozycja kom·rek HepG2 na palmitynian 

i/lub deksametazon spowodowağa wzrost wewnŃtrzkom·rkowej puli TAG w odniesieniu 

do odpowiednich grup kontrolnych (16 h i 40 h ï 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 ï DEX+PA: +21,7%; p < 0,05, Figura 1A; Publikacja nr. 3). 

Ponadto, stwierdzono wzrost wewnŃtrzkom·rkowej zawartoŜci DAG jedynie po 40 h inkubacji 

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

1 C; Publikacja nr. 3). ZewnŃtrzkom·rkowa iloŜĺ TAG ulegğa zwiňkszeniu 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). JednoczeŜnie, 

odnotowano wzrost zawartoŜci 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 r·wnieŨ wzrost w odniesieniu do grupy PA 

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

zawartoŜĺ DAG ulegğa redukcji w wyniku kr·tkotrwağej 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 zawartoŜci 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 kom·rkach HepG2 we frakcji TAG zaobserwowano wzrost zawartoŜci kwas·w 

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 zewnŃtrzkom·rkowej TAG, gdzie zawartoŜĺ kwas·w C16:0, C16:1, 

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

zawartoŜci zewnŃtrzkom·rkowej frakcji TAG i DAG 16 h inkubacja z DEX+PA spowodowağa 

wyraŦny spadek zawartoŜci kwas·w C16:0 i C16:1 (vs. PA; p < 0,05, Figura 2 B i D; Publikacja 
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nr. 3). PrzedğuŨona inkubacja kom·rek HepG2 z deksametazonem w poğŃczeniu 

z palmitynianem spowodowağa istotny statystycznie wzrost zawartoŜci kwas·w C16:0, C16:1, 

C18:0, C18:1 oraz C16:0, C16:1 i C18:1 odpowiednio w wewnŃtrzkom·rkowej 

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

We frakcji TAG zaobserwowano zmniejszenie aktywnoŜci szlak·w n-3 PUFA 

po kr·tkotrwağej inkubacji kom·rek HepG2 w grupach PA i DEX+PA oraz wzrost aktywnoŜci 

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

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

Publikacja nr. 3). JednoczeŜnie, nie odnotowano istotnych statystycznie r·Ũnic w aktywnoŜci 

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

frakcji DAG aktywnoŜĺ szlak·w kwas·w n-3 i n-6 ulegğa znacznemu obniŨeniu po 16 h 

inkubacji kom·rek HepG2 w wybranych grupach (n-3 PUFA ï PA: -44,9%, DEX+PA: -44,0%; 

vs. kontrola; DEX+PA: -40,0%; vs. PA; oraz n-6 PUFA ï 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). PrzedğuŨona inkubacja kom·rek HepG2 zmieniğa wyŨej wymienione efekty szlak·w n-3 

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

n-6 PUFA ï 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 transporter·w kwas·w tğuszczowych, obniŨenie ekspresji FAT/CD36 

stwierdzono po kr·tkiej inkubacji kom·rek 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 wğaŜciwych grup kontrolnych, 16 h i 40 h ekspozycja na palmitynian 

i/lub deksametazon spowodowağa wzrost ekspresji biağka FABPpm (16 h ï PA: +29,2%, DEX: 

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

Publikacja nr. 3). JednoczeŜnie, nie odnotowano Ũadnych zmian w ekspresji FATP2 podczas 

trwania eksperymentu. Wykazano r·wnieŨ, Ũe ekspresja biağek regulujŃcych sekrecjň kwas·w 

tğuszczowych do medium hodowlanego ulegğa znacznemu zwiňkszeniu w poszczeg·lnych 

grupach badanych. Tak wiňc, w odniesieniu do wğaŜciwej grupy kontrolnej ekspresja MTP byğa 

zwiňkszona 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 ï DEX: +24,8%, DEX+PA: +24,5%; oraz 40 h ï 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 r·wnieŨ 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 bogatotğuszczowa zwiňksza wewnŃtrzwŃtrobowŃ akumulacjň bezpoŜredniego 

prekursora mediator·w zapalnych, tj. kwasu arachidonowego, gğ·wnie we frakcji 

fosfolipid·w bğonowych, juŨ w pierwszym tygodniu od rozpoczňcia karmienia 

eksperymentalnego, a zmiana ta jest zintensyfikowana w kolejnych tygodniach 

stosowania diety HFD. 

2. Akumulacja kwasu arachidonowego (rozpoczynajŃca siň juŨ w pierwszym tygodniu 

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

enzym·w kontrolujŃcych syntezň eikozanoid·w i prostanoid·w (w trzecim tygodniu 

karmienia HFD) korelujŃ z powstawaniem i nasileniem stanu zapalnego podczas 

rozwoju NAFLD. 

3. Dieta bogatotğuszczowa uğatwia rozw·j stresu oksydacyjnego w wŃtrobie w wyniku 

zmniejszenia zawartoŜci enzym·w antyoksydacyjnych oraz nasilenia proces·w 

peroksydacji lipid·w, czego odzwierciedleniem jest wzrost stňŨenia MDA i 4-HNE 

w homogenatach wŃtroby.  

4. Zwiňkszona akumulacja ceramidu w kom·rkach wŃtroby, obserwowana w ostatnich 

tygodniach diety HFD, wynika z nasilonej hydrolizy sfingomieliny oraz aktywacji 

tzw. szlaku ratunkowego z jednoczesnym hamowaniem katabolizmu ceramidu. 

5. Nasilona wewnŃtrzwŃtrobowa akumulacja SFO juŨ w pierwszym tygodniu 

od rozpoczňcia stosowania diety bogatotğuszczowej nasila rozw·j insulinoopornoŜci, 

a efekt ten jest potňgowany w trzech ostatnich tygodniach karmienia 

eksperymentalnego poprzez zwiňkszone stňŨenia SFA i CER, co wskazuje na to, 

Ũe ceramid nie jest bezpoŜredniŃ przyczynŃ rozwoju IR w kom·rkach wŃtroby. 

6. Kr·tkotrwağa ekspozycja na deksametazon zwiňksza ekspresjň dokom·rkowych 

transporter·w dla kwas·w tğuszczowych, co sprzyja nasilonej akumulacji lipid·w 

we frakcjach TAG, DAG oraz CER w kom·rkach HepG2. 

7. Dğugotrwağa stymulacja deksametazonem zwiňksza sekrecjň TAG i DAG do medium 

hodowlanego, co ujawnia protekcyjne dziağanie DEX na rozw·j stğuszczenia 

w kom·rkach HepG2. 

8. Jednoczesne zwiňkszenie aktywnoŜci przeciwzapalnego szlaku n-3 PUFA i 

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

kom·rek HepG2 wskazuje na ochronny wpğyw deksametazonu na rozw·j zapalenia, co 

istotnie ogranicza proces progresji NAFLD do NASH. 
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8. Publikacja nr. 1 
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