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Wstep

Naduzywanie alkoholu stanowi globalny problem, prowadzacy do powaznych konsekwencji zdrowotnych , w tym zaburzen niedorozwojowych u dzieci. W poszukiwaniu substancji o terapeutycznym dzialaniu
zwrocono uwage na kurkume, zioto 1 przyprawe stosowang od wiekow w medycynie tradycyjnej. Wspotczesnie kurkuma jest obecna prawie w kazdym domu 1 dodawana do wielu potraw, jej interakcje z alkoholem

nie sg nadal do konca poznane a informacje dostgpne w literaturze sg sprzeczne. W celu szybkiego i etycznego badania toksycznosci substancji najchetnie; wykorzystywane sg modele komorkowe lub modele
zwierzece o krotkim etapie rozwojowym, np. model zebrafish.

Cel pracy
Celem pracy magisterskiej jest przedstawienie interakcji zachodzacych pomi¢dzy kurkumg (Curkuma longa) a etanolem, poprzez zbadanie efektu wywieranego na embriony Danio pregowanego narazone na dziatanie
1,5% etanolu oraz wybranych stezen roztworow kurkumy.

Materiaty 1 metody Mieszanina 1,5% etanolu z kurkumg

Stezenie  kurkumy[pg/ml] z 1,5% 0,00

etanolem

W przedstawianej pracy uzyto zaplodnionych embrionow danio pregowanego
pochodzacego z Pracowni Hodowli Ryb Miedzynarodowego Instytutu Biologii
Molekularne; 1 Komorkowe; w  Warszawie. Jako badane substancje
wykorzystano roztwory alkoholu etylowego, kurkumy oraz ich mieszaniny w
wybranych stezeniach.

Pozyskane embriony przechodzity proces selekcji 1 byly umieszczane
pojedynczo na ptytkach 96-dotkowych wraz z odpowiednimi roztworami
substancji 1 przenoszone do cieplarki.

Wyniki zaobserwowanych zmian przy 1,5% etanolu z
odpowiednimi stezeniami roztworow kurkumy
przedstawiono w Tabeli 3. Najwigkszy procent
przypadkow letalnych zaobserwowano przy  stezeniu
1,5% EtOH + 10 pg/ml, porownujac uszkodzenia
embrionOW Ww grupach mozna zauwazy¢ tendencje
rosngcg wraz ze wzrostem st¢zenia kurkumy.

Liczebnos$é

Koagulacja

Brak bicia serca
Obrzek osierdzia

Obrzek zéltka

Zakrzywienie ogona

Opuszczenie chorionu do 72 hpf 90% 73,33% 66,66% 66,66% 73.33% 76,92%

100%

Przezywalnos¢

93,33% 86,66% 83,33% 90% 76,92%

Tabela 3.Podsumowanie powstatych zmian po narazeniu na poszczeg6lne stezenia kurkumy 1 etanolu

Zdjecie 7-9. Obrzgki serca 1 zottka w 48 hpf(A) 1 72 hpt (B)

Procent wystgpowania zmian letalnych 1 subletalnych [%]

110

: 100
Zdjecie 1-3.Wczesne etapy rozwoju danio rerio, A -koagulacja, B- prawidlowy rozwoj, C- 20
zatrzymanie podzialéw komorkowych 80
Przygotowane plytki oceniano w odstepach co 24 h, za kazdym razem . 70
sprawdzajgc czy wystepuja zmiany morfologiczne i czynnosciowe zgodnie z 60
wytycznymi OECD (ponizej) 28
Czas ekspozycji 30
24 h 48 h 72h 20
Koagulacja + + 10 .
Brak bicia serca 0 ; i
-

Brak oderwania ogona kontrola alkohol 1,5 1,5+0,25  1,5+0,5 1,5+1 1,5+5 1,5+10
Stezenie etanolu[%] 1 kurkumy[pg/ml]

B zmiany subletalne

® zmiany letalne

Procent zmian [%]

+ 4+ + + D

+ o+ o+

Brak formowania somitow

+
+

Obrzeki osierdzia i zoltka

Wykres 1 Procentowy odsetek zmian letalnych i subletalnych po narazeniu na kurkume 1 alkohol

Opuszczenie chorionu

Tabela 1. Punkty oceny zmian letalnych i subletalnych w okresie od 24-72 hpf W 72 od zaptodnienia wykonano pomiary dlugos$ci i szerokosci larw. Niestety ze wzgledu na duzg liczbe osobkikow ktore

nie opuscity chorionu 1 zte utozenie embrionow, grupy poddane analizie byly nierdwne. Wykorzystuja¢ program Statistica,
przeanalizowano uzyskane dane.

Za pomoca kamery i komputera z programem EPview™ w 72 HPF wykonano
pomiary szerokosci 1 dtugosci larw .
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Zdjecie 4-6. Prawidtowa budowa zarodkéw w: A- 24 hpf, B-48 hpf, C- 72 hpf 2 o [ Srednia+Blad std 2 o (] Srednia+Blad std

Stezenie etanolu[%]+ kurkuma[pg/ml] T SredniaxOdch.std

stezenia etanolu(%) 1 kurkumy [pg/ml] T Srednia+Odch.std

Kurkuma

Aby ustali¢ bezpieczny zakres stezen kurkumy, nie generujgcy potencjalnych
dodatkowych uszkodzen embrionow przeprowadzono dodatkowy eksperyment z
wybranymi st¢zeniami kurkumy. W jego wyniku stezenie 20 ug/ml zostato
wyeliminowane z dalszych badan.

Wykorzystujac test ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla pomiarow dlugosci wykazano wystgpienie statystycznych
roznic pomiedzy grupg kontrolng oraz roztworami kurkumy z alkoholem, nie wystgpily natomiast roznice pomigdzy

kontrolg negatywng a samym etanolem. W przypadku pomiarow szerokosci nie zaobserwowano réznic miedzy
poszczegOlnymi grupami.

Stezenie kurkumy[pg/ml] 0,25 0,5 | 5 10 20 e - — - —
Wartos€ 'z dla pordwnan wielokrotnych: Zmn1 (Arkuszi0)
Liczebnos¢ 30 30 30 30 30 14 Zmienna niezalezna (grupujaca): Zmn3
Koagulacja B} - B} . N } Test Kruskala-\Wallisa: H ( &, N= 135) =44 03479 p =.0000
- a b C d = f g
Brak bicia serca - : ; B - - Stezenie F:-104.90 R:76. 955 R:-60.353 R:-45. 313 R:50.526 R:57.5650 F:-54.300
Obrzek osierdzia - - - - - 2 E3 2.563125 4 621000 4. 949085 4 771352 4 220993 3.557307
. Etanol 1.5% 2.563125 2.106035 2462059 2157340 1.605682 1.518609
2GS iG] - - - - - - Etanol 1.5% + Kurkuma 0,25 pg/mi 4621000  2.106035 0.369956 @ 0.013277 0557761  0.253204
Zakrzywienie ogona 1 - - - - - etanol 1,5% + kurkuma 0.5 pg/ml 4949085 2. 462059 0.369956 0,392637 0.932762 0.569989
. . o o o o o o Etanol 1.5% + Kurkuma 1 pg/ml 4 71352 2157340 0013277 0.392637 0.560504 0. 246944
s i EmEOn L 52 0 i 107 100% 100% 100% 100% 100% Gtanol 1.5% * Kiikina 5 ol 4220993 | 1.605682 @ 0557761  0.932762  0.560504 0.214532
Przeiywalnosc L00% 100% 100% 100% 100% 100% etanol 1.56% + kurkuma 10 pg/mi 3557307 | 1518609 0253204 0.569989 @ 0.246944  0.214532

Tabela 2. Podsumowanie powstalych zmian po narazeniu na poszczegolne stezenia kurkumy

YV VY Y VY

Tabela 4. Poréwnania wielokrotne migdzy grupami, roznice znaczace statystycznie

WNIOSKI

Mieszanina kurkumy 1 etanolu wykazuje wielokierunkowe oddzialywanie na embriony Danio pregowanego

W badaniu zauwazono istotne statystycznie roznice w dlugosci larw w wyniku zastosowania potgczenia etanolu z kurkuma wzgledem grupy kontrolne;

Doswiadczenie nie wykazato istotnego wpltywu mieszaniny etanolu 1 kurkumy na szerokos¢ larw, jednak zagadnienie to wymaga dalszych badan

Sama kurkuma w niskich stezeniach nie wykazuje efektow embriotoksycznych na embriony, natomiast zaobserwowano wiekszg i1los¢ zmian subtelnych 1 letalnych embriond6w narazonych na obydwie substancje



	Slajd 1: Badanie interakcji kurkumy i etanolu w modemu embrionalnym zebrafish

