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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Modyfikacje profilu kwasow ttuszczowych oraz statusu oksydacyjnego u szczuréw w warunkach procesu
nowotworowego, jako efekt wptywu granatowca wtasciwego i przepekli ogérkowate;j.
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Wsrdd wielu czynnikdw ryzyka wptywajgcych na powstanie choréb nowotworowych, stanowigcych
drugg w Polsce i na $wiecie przyczyne zgondw, istotne miejsce zajmujg czynniki zywieniowe. Wiele surowcéw
roslinnych, stosowanych przez cztowieka w celach spozywczych, jednoczesnie jest wykorzystywanych
w medycynie ludowej. Rosngce zainteresowanie zawdzieczajg one naturalnemu pochodzeniu, implikujgcemu
przekonanie zaréwno o ich skutecznosci, jak i wiekszym bezpieczenstwie stosowania wzgledem syntetycznych
produktow leczniczych. Olej z nasion granatowca witasciwego (Punica granatum, Punicaceae) — PSO i ekstrakt
z przepekli ogdérkowatej (Momordica charantia, Cucurbitaceae) — BME, od lat stosowane w medycynie
ludowej, obecnie znajdujg zastosowanie w prewencji wielu choréb, w tym nowotworowych, i jako sktadniki
suplementéw diety. Jednakze, z uwagi na obowigzujgce w Polsce regulacje prawne, jak i trudnosci w kontroli
obrotu suplementami diety (zwtaszcza obrotu on-line), nieuregulowane spozycie takich suplementéw diety
niesie ze sobg zwiekszone ryzyko wystgpienia negatywnych skutkéw zdrowotnych. Ponadto, pomimo
dostepnosci licznych publikacji dotyczacych wptywu tych surowcéw lub wyizolowanych z nich substancji
aktywnych, dotychczas nie poznano zaréwno mechanizmu ich dziatania w réznych stanach patologicznych, jak
i nie poddano ocenie bezpieczenstwa ich jednoczesnego stosowania.

Celem pracy byta ocena wptywu wprowadzenia do diety szczuréw PSO, tgcznie i oddzielnie, wraz
z BME, na ryzyko wystgpienia nowotwordw sutka indukowanych podaniem chemicznego kancerogenu —
7,12-dimetylobenz[a]antracenu (DMBA). W toku pracy zweryfikowano rowniez potencjalne synergistyczne lub
antagonistyczne dziatanie oraz bezpieczenstwo jednoczesnego stosowania tych dwdch sktadnikéw
suplementéw diety. W ramach badan wstepnych ocenie poddano sktad i parametry jakoSciowe
zastosowanych w eksperymencie surowcow. Kolejny etap prac stanowita czes¢ doswiadczalna, w ktorej 96
samic szczuréw szczepu Sprague-Dawley, podzielono na 8 rownolicznych grup eksperymentalnych, réznigcych
sie zastosowanymi modyfikacjami diety oraz wprowadzeniem DMBA. Pobrany post mortem materiat
(surowica, watroba, frakcja mikrosomalna watroby) poddano dalszym badaniom w celu poznania
mechanizméw oddziatywania zastosowanych surowcow na metabolizm lipidéw. Analiza z wykorzystaniem
techniki chromatografii gazowej (GC) sprzezonej ze spektrometrig mas (MS) umozliwita oznaczenie petnego
profilu kwasow ttuszczowych (KT); natomiast profil sprzezonych kwaséw ttuszczowych oznaczono
z wykorzystaniem techniki argentometrycznej wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg
fotodiodowag (Ag*-HPLC-DAD). Wykonano rowniez oznaczenie zawartosci oksysteroli i dialdehydu
malonowego (MDA), bedacych wskaznikami intensywnosci proceséw peroksydacyjnych. Oznaczenia
te wykonano odpowiednio technikg chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas czasu przelotu
(GC-TOFMS) i ultraszybkiej wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg fotodiodowg (UPLC-DAD).
Ponadto oznaczono zawarto$ézwigzkdw wykazujgcych aktywnos¢ antyoksydacyjng — tokoferoli,
z wykorzystaniem techniki UPLC-DAD. Wykorzystujgc testy immunoenzymatyczne (ELISA) oznaczono
aktywnos¢ enzyméw frakcji mikrosomalnej, kluczowych dla metabolizmu kwaséw ttuszczowych
i ksenobiotykéw (COX-2, CYP1B1).

Otrzymane wyniki wskazujg na brak chemoprewencyjnych wtasciwosci badanych suplementéw diety
w zastosowanym modelu badawczym. Gruczolakoraki sutka wystgpity u zwierzat z wszystkich grup narazonych
na DMBA, a najwyzszg zapadalnos$¢ na nowotwory sutka odnotowano w obu grupach otrzymujgcych PSO.



Profil KT we wszystkich badanych materiatach biologicznych ulegt modyfikacjom, zaréwno wskutek
zastosowanej suplementacji, jak i wskutek toczgcego sie procesu nowotworowego, cho¢ oba te czynniki
w rozny sposob wptywaty na profil KT, w zaleznosci od tkanki. Otrzymane wyniki wskazujg, ze zastosowane
modyfikacje diety w mniejszym stopniu wptynety na powstanie istotnych réznic w zawartosciach
poszczegdlnych KT, niz wspdtistniejgcy proces nowotworowy. Zaobserwowano ponadto antagonistyczne
dziatanie obu zastosowanych suplementéw diety. Analiza profilu KT i sprzezonych KT nie wykazata obecnosci
kwasu punikowego w zadnej z badanych tkanek, pomimo iz zastosowany olej z nasion granatowca stanowit
jego bogate zrédto. Stwierdzono natomiast obecnos¢ innych sprzezonych kwaséw ttuszczowych, zaréwno
sprzezonych diendw jak i sprzezonych triendw, w tym kwasu zwaczowego (cis-9, trans-11 C18:2), ktérego
najwyzszg zawartoscig charakteryzowaty sie tkanki pozyskane od zwierzat zdrowych, suplementowanych PSO.

Wykazano, ze zaréwno suplementacja diety PSO i BME, jak i ekspozycja na DMBA, skutkujg istotnym
zwiekszeniem poziomu cholesterolu catkowitego, wzgledem zwierzat z grupy kontrolnej. Z kolei
wprowadzenie PSO i BME do diety wptywato hamujgco na powstawanie 7a-hydroksycholesterolu
i 5B,6B-epoksycholesterolu w tkance watrobowej w warunkach procesu nowotworowego, wzgledem
zdrowych zwierzat z grupy kontrolnej. Zaobserwowano u zwierzat zdrowych tendencje do obnizenia
pozioméw MDA we wszystkich grupach suplementowanych wzgledem grupy kontrolnej, co wskazuje na
efektywne dziatanie antyoksydacyjne, zaréwno PSO, jak i BME. U zwierzgt poddanych dziataniu chemicznego
kancerogenu oba suplementy wyraznie zwiekszaty zawarto$¢ MDA w watrobie. Poziomy a- i d-tokoferolu
w watrobach pozyskanych od zwierzat z poszczegdlnych grup nie rdznity sie, natomiast istotne rdznice
w zawartosci wykazano dla dwdch pozostatych zwigzkéw: y-tokoferolu i octanu a-tokoferylu. Nie
zaobserwowano istotnych réznic w zawartosciach tokoferoli w zaleznosci od zastosowane] suplementacji,
zarowno pomiedzy poszczegdlnymi grupami zwierzat zdrowych, jak i z rozwijajgcym sie procesem
nowotworowym, wykazano zas wptyw toczacego sie procesu nowotworowego.

W testach immunoenzymatycznych zaobserwowano przeciwstawny wptyw PSO i BME na aktywnos¢
izoformy CYP1B1 cytochromu P450, w warunkach narazenia na DMBA. Grupy otrzymujgce PSO wykazywaty
istotnie nizszg aktywnos¢ tej izoformy w odniesieniu do grupy otrzymujacej BME i poddanej dziataniu DMBA,
charakteryzujgcej sie najwyzszg iloscig CYP1B1 ze wszystkich grup badanych. Podobny wptyw BME
obserwowano w przypadku aktywnosci COX-2, natomiast nie odnotowano istotnego wptywu suplementacji
PSO na aktywnos¢ tego enzymu.

Otrzymane wyniki stanowig istotny przyczynek do krytycznej weryfikacji przekonania
0 bezpieczenstwie stosowania surowcéw roslinnych (PSO i BME) nie tylko w suplementacji diety, ale
i w prewencji stanéw patologicznych, zwtaszcza w kontekscie ich jednoczesnego stosowania. Wskazujg
bowiem, ze surowce, dla ktorych w innych badaniach wykazano potencjalne przeciwdziatanie chorobom
nowotworowym, w pewnych warunkach wykazujg dziatanie odwrotne, istotnie zwiekszajgc zapadalnosé na
gruczolaki sutka.

Zastosowanie do badanej problematyki szerokiego podejscia analitycznego pozwolito na uzyskanie
mozliwie szerokiego obrazu zmian w metabolizmie i procesach peroksydacyjnych lipidéw, zachodzgcych
w organizmie pod wplywem obu zastosowanych czynnikdw eksperymentalnych, w stanie fizjologicznym
i w stanie patologicznym. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje potaczone uzycie wielu technik
chromatograficznych, np. Ag*-HPLC-DAD oraz GC-MS w analizie zmian profilu KT, ktére jest niezwykle istotne
zarowno w badaniu jakosci zdrowotnej zastosowanego w eksperymencie PSO, jak i metabolizmu lipidow oraz
mechanizmdw dziatania badanych suplementow diety.

Uzyskane wyniki wyraznie wykazaty szerokie i wielokierunkowe dziatanie badanych suplementéw
diety oraz zréznicowanie efektéw w zaleznos$ci od wspatistniejgcych standw patologicznych. Uzasadniajg takze
koniecznos$¢ kontynuowania badarnn nad mechanizmami dziatania oleju z nasion granatowca i wyciggu
z przepekli ogérkowatej z wykorzystaniem réznorodnych modeli badawczych a takze stosowania i tgczenia
kilku zaawansowanych technik analitycznych w celu uzyskania mozliwie petnej weryfikacji postawionej
hipotezy badawczej.



