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INDEKS SKROTOW NAJCZESCIEJ STOSOWANYCH W PRACY

ACAT

ADH
ALD
ALDH
ALP
ALT
AMP
apoA-I
apoA-II
apoB-100
AST
barwienie HE
CAT
CDO
CSD

CuZnSOD

CYP2E1
CYPT7A1
DSBmT

FSH
GABA
GPx
GSH
HDL
Hb
HSC
IL-6
LDH

acylotransferaza acylo-CoA: cholesterol (ang. Acyl-CoA: cholesterol acyl
transferase)

dehydrogenaza alkoholowa (ang. alcohol dehydrogenase)

alkoholowa choroba watroby (ang. alcoholic liver disease)
dehydrogenaza aldehydowa (ang. aldehyde dehydrogenase)

fosfataza zasadowa (ang. alkaline phosphatase)

aminotransferaza alaninowa (ang. alanine aminotransferase)
2-amino-2-metylo-1-propanol (ang. 2-amino-2-methyl-1-propanol)
apolipoproteina A-1 (ang. apolipoprotein A-1)

apolipoproteina A-11 (ang. apolipoprotein A-11)

apolipoproteina B-100 (ang. apolipoprotein B-100)

aminotransfereza asparaginowa (ang. aspartate ainotransferase)
barwienie hematoksyling i eozyng

katalaza (ang. catalase)

dioksygenaza cysteinowa (ang. cysteine deoxygenase)

dekarboksylaza kwasu L-cysteinosulfonowego (ang. cysteine sulfinate
decarboxylase)

dysmutaza ponadtlenkowa cytoplazmatyczna zawierajagca miedz i cynk
(ang. CuZn-superoxide dismutase)

oksydaza cytochromowa P4501IE1 (ang. cytochrome P450 2E1)

7a- hydroksylaza cholesterolowa (ang. cholesterol 7 alpha-hydroxylase)
N,N-bis(4-sulfobutylo)-m-toluidyna

(ang. N,N-bis(4-sulphobutyl)-m-disodium)

hormon folikulotropowy (ang. follicle-stimulating hormone)

kwas y-aminomaslowy (ang. gamma aminobutyric acid)

peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase)

zredukowany glutation (ang. reduced glutathione)

lipoproteina o wysokiej gestosci (ang. high-density lipoprotein)
hemoglobina (ang. hemoglobin)

komorki gwiazdziste watroby (ang. hematopoietic stem cells)
interleukina 6 (ang. interleukin-6)

dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)



LDL lipoproteina o niskiej gestosci (ang. low-density lipoprotein)
LH hormon lutropowy (ang. luteinizing hormone)
MCV sérednia obj¢tos¢ czerwonej krwinki (ang. mean corpuscular volume)
MDA dialdehyd malonowy (ang. malonedialdehyde)
MDH dehydrogenaza jabtczanowa (ang. malate dehydrogenase)
MEOS mikrosomalny system utleniajacy alkohol (ang. microsomal ethanol
oxidizing system)
MnSOD dysmutaza ponadtlenkowa mitochondrialna zawierajaca mangan (Mn-
superoxide dismutase)
Oz~ anionorodnik ponadtlenkowy (ang. superoxide anion)
OH- rodnik hydroksylowy (ang. hydroxyl radical)
PLT ptytki krwi (ang. platelets)
RBC czerwone krwinki (ang. red blood cells)
RFT reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
SDS siarczan dodecyl sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)
SOD dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)
TBA kwas tiobarbiturowy (ang. thiobarbituric acid)
TNF-a czynnik martwicy nowotworu o (ang. tumor necrosis factor o)
TNF-p czynnik martwicy nowotworu 3 (ang. tumor necrosis factor f3)
VLDL lipoproteina o bardzo niskiej gestosci (ang. very low density lipoprotein)
WBC biale krwinki (ang. white blood cells)



Il.  WSTEP

Tauryna stanowi obiekt intensywnych badan, ktérych wyniki pozwalaja na odkrywanie
zaro6wno nowych funkcji fizjologicznych aminokwasu, jak i jego zastosowanie w leczeniu
wielu schorzen (Szymanski i Winiarska, 2008). Jest roéwniez jednym ze sktadnikéw napojow
energetyzujacych, ktorych spozycie w ciggu ostatnich kilkunastu lat znaczgco wzrosto (Hashem
iinni, 2017). Rosnacg popularno$cig - glownie wsroéd mtodych ludzi - cieszy sie takze tgczenie
napojow energetyzujacych z alkoholem, co uwazane jest za szczegolnie ryzykowne ze wzgledu

na brak danych dotyczacych skutkow ich spozywania (Chang i inni, 2017).

1. Tauryna

Tauryna (kwas 2-aminoetylosulfonowy) jest endogennym aminokwasem siarkowym,
powszechnie wystepujacym w tkankach zwierzecych (Sinha i inni, 2008). Po raz pierwszy
zostata wyizolowana w XIX wieku z zo6tci byka (Bos taurus), ktérego lacinskiej nazwie
gatunkowej aminokwas zawdzig¢cza swojg nazwa. Znaczenie tauryny jako istotnego sktadnika
odzywczego odkryli Japonczycy, ktorzy od roku 1949 rozpoczgli sprzedaz jej ekstraktu
(Stapleton, 1997). W latach 70 XX wieku zaobserwowano, ze dieta uboga w ten aminokwas
skutkuje degeneracja siatkdéwki, co spowodowalo znaczacy wzrost zainteresowania tauryna.
(Szymanski i Winiarska, 2008).

Od typowego aminokwasu tauryne¢ odroznia to, ze w miejscu grupy karboksylowej
(-COOH) posiada grupe sulfonowa (-SOsH), nie tworzy wigc wigzan peptydowych z innymi
aminokwasami, w konsekwencji czego w organizmie wystepuje gtdwnie w postaci wolnej
(Ryc. 1; Kulasek i inni, 2004).

Rycina 1. Wzor strukturalny i przestrzenny tauryny (Szymanski i Winiarska, 2008; zmienione).

Obecnos¢ grupy sulfonowej w miejscu karboksylowej zwigksza kwasowos¢ tauryny -
czynigc ja zwiazkiem prawie catkowicie dipolarnym - w ten sposob zwigksza si¢
rozpuszczalnos¢ tauryny w wodzie, przy jednoczesnym obnizeniu lipofilnosci. Skutkiem takiej

budowy chemicznej jest spowolnienie transportu tauryny przez blony biologiczne



W poréwnaniu z aminokwasami posiadajacymi grup¢ karboksylowa (Huxtable, 1992). Z kolei
grupa aminowa tauryny jest silnie zaangazowana w reakcje koniugacji, ktore odgrywaja
kluczowa role w usuwaniu substancji toksycznych z organizmu. Zwigzane sg one takze

Z metabolizmem tluszczow oraz wptywaja na aktywnos$¢ warstwy fosfolipidowej (Schaffer
I inni, 2010).

1.1. Synteza tauryny

Stezenie tauryny w organizmie jest wypadkowa jej syntezy endogennej i suplementacji
egzogennej. Endogenna synteza tauryny zachodzi z wykorzystaniem cysteiny (Cys) i metioniny
(Met) jako substratow (Kulasek i inni, 2004). Do tej pory poznano pig¢ szlakéw metabolicznych
prowadzacych do syntezy tauryny, jednak za gtdwne jej zrédto uwazana jest synteza z cysteiny
(Ryc. 2). W pierwszym etapie takiej syntezy dochodzi do oksygenacji L-cysteiny pod wpltywem
dioksygenazy cysteinowej (CDO), w efekcie czego powstaje kwas L-cysteinosulfonowy.
Nastgpnie kwas ten ulega dekarboksylacji pod wptywem dekarboksylazy kwasu L-
cysteinosulfonowego (CSD). Powstata hipotauryna jest utleniania do tauryny, a reakcja

katalizowana jest przez dehydrogenaze hipotaurynows.

0 Q2 O COa2 o
I OH [
HOJK/\SH %Ho)\/\ﬁ/ dekarboksylaza H N’/\\/g‘\OH
N H 2 cysteinows N H 2 O L—ty.lleiﬁ:‘::f:ﬁowaﬂﬁ 2
L-cysteina kwas hipotauryna
L-cysteinosulfonowy
H20
H250:3 - NAD+
cysteinowa dehydrogenaza
hipotaurynowa
H25 NADH+H+
9] 0 o dekarboksylaza o o
H O )K/\ g {/ L-cysteinowego » \\Sf,
iiH2 OH Y HaN ™2 Nop
CO2
kwas tauryna

L-cysteinowy

Rycina 2. Synteza tauryny z cysteiny (Szymanski i Winiarska, 2008; zmienione).

Organami, w ktorych w gtownej mierze dochodzi do syntezy tauryny sa watroba oraz mozg,
przy czym w tym drugim jest ona zdecydowanie mniej efektywna (Kulasek i inni, 2004).

Prawdopodobnie ma to zwiagzek z aktywnosciag CDO w komorkach Purkiniego, komoérkach



piramidalnych oraz astrocytach, podczas gdy CSD wykazuje aktywnos¢ tylko w tych ostatnich
(Szymanski i Winiarska, 2008).

Najwazniejszym czynnikiem warunkujagcym tempo biosyntezy tauryny jest dostepnosc
aminokwasow siarkowych, tj. metioniny i cysteiny (Tappaz, 2004). Do innych czynnikéw
wplywajacych na tempo jej syntezy zaliczy¢ mozna takze gatunek, ple¢ oraz wiek (Hayes,
1981). Co wigcej, enzymy szlaku metabolicznego zmierzajacego do produkcji tauryny
wykorzystuja witaming Be jako kofaktor, zatem niedobor witaminy Bs moze takze powodowaé
zaburzenia w wytwarzaniu omawianego aminokwasu. Kolejnym czynnikiem wplywajagcym na
tempo syntezy tauryny sg zmiany w Stopniu uwodnienia komorki. Badania wykazaty, iz
chroniczne podawanie szczurom zastrzykow z hipertonicznym roztworem NaCl prowadzi do
wyciekania wody z komérek mozgu, co z kolei prowadzi do akumulacji osmolitow takich jak,
np. tauryna (Bitoun i Tappaz, 2000). Réwniez poziom glukozy we krwi wplywa na tempo
syntezy tauryny. W literaturze istnieja jednak sprzeczne informacje na ten temat - badania in
vitro wskazujg na spadek aktywnos$ci przenosnika tauryny przy wysokim poziomie glukozy
(Stevens i inni, 1999), podczas gdy badania in vivo sugeruja, iz wysoki poziom glukozy we

krwi stymuluje aktywnosc¢ tego przenosnika (Bridges i inni, 2001).

1.2. Zrédla tauryny

Calkowity poziom tauryny w organizmie ssakow jest wypadkowa trzech czynnikoéw:
syntezy de novo w watrobie, jej zawartosci w spozywanych pokarmach oraz resorpcji
w nerkach (Szymanski i Winiarska, 2008). Okreslenie ilosci tauryny w diecie jest niezwykle
trudne, ze wzgledu na niewielkg ilo$¢ lub calkowity brak informacji o jej zawartosci
w spozywanych produktach. Nastepstwem czego jest brak zalecanej dziennej dawki tauryny
dla cztowieka (Stapleton i inni, 1997). Szacuje si¢ jednak, ze dzienna dawka tauryny, ktora
dostarczamy do organizmu wraz z pokarmem wynosi okoto 58 mg (Schuller-Levis i Park,
2003).

Produkty pochodzenia zwierzecego uwazane sg za gtdwne zrodto tego aminokwasu w diecie
(Lourengo i Camillo, 2002). Utrzymanie wlasciwego poziomu tauryny w tkankach mozliwe
jest przede wszystkim dzigki konsumpcji migsa oraz owocoéw morza (Divakaran, 2006; Ripps
I Shen, 2012). Stosunkowo duza ilo$¢ tauryny znajduje si¢ w migsie indykow - okoto 200 mg
w 100 g $wiezego produktu, nieco mniejszg jej zawartoscig cechuje si¢ watroba bydleca,
wieprzowa i drobiowa - odpowiednio okoto 69, 89 oraz 110 mg w 100 g swiezego produktu
(Kulasek i inni, 2004). W trakcie obrobki produktu moze jednak dochodzi¢ do czgéciowych

strat w zawartosci tauryny. Dotyczy to przede wszystkim gotowania, w trakcie ktorego zwigzek

9



wycieka do zewnetrznego ptynu oraz mrozenia produktow (Rana i Sanders, 1986). Produkty
pochodzenia roslinnego, tj. owoce, soki owocowe, warzywa, zboza i produkty zbozowe,
orzechy, ziarna sezamu, tapioka czy nasiona roslin strgczkowych cechujg si¢ na tyle niska
zawarto$cig tauryny, ze trudng do oznaczenia przy uzyciu znanych metod analitycznych (Spitze
I inni, 2003). Badania naukowe dowodzg takze, ze niektore rodzaje diety Wiazg si¢ z utratg
tauryny: przyjmowaniu wraz z pokarmem duzych ilosci zywic towarzyszy wzmozona utrata
kwasow zotciowych oraz ich koniugatéw z tauryng. Podobna zalezno$¢ ma miejsce
w warunkach nadmiernego wzrostu flory bakteryjnej w jelitach. Uwaza si¢, ze wzrost
wydzielania cholecystokininy (CCK) réwniez przyczynia si¢ do zmniejszenia puli tauryny
W organizmie poprzez przyspieszanie cyklu enterohepatycznego. Wzrost poziomu CCK
obserwowany jest migdzy innymi przy stosowaniu diety charakteryzujacej si¢ duzg zawartoscia
biatka - przede wszystkim sojowego (Backus i inni, 1995).

Do wchtaniania tauryny z przewodu pokarmowego dochodzi zarowno w jelicie cienkim, jak
I grubym. Tempo wchianiania jest jednak zdecydowanie wyzsze w jelicie cienkim, niz w jelicie
grubym (Tomei i inni, 2003). Glownym regulatorem odpowiedzialnym za utrzymanie
wlasciwego poziomu tauryny w organizmie sg nerki (Szymanski i Winiarska, 2008). Jej
stezenie w nerkach wzrasta wraz ze wzrostem spozycia produktow bogatych w biatka
I aminokwasy siarkowe (Stipanuk i inni, 2002). Wewnatrzkomorkowe stgzenie tauryny
decyduje natomiast o tempie jej wyptywu z nerek, przy czym warunkiem zaj$cia tego procesu
jest obecno$¢ jonow zaréwno Na* jak i ClI” (Chesney i inni, 2010). Tauryna w niewielkim
stopniu ulega metabolizowaniu w organizmie, dlatego usuwana jest przede wszystkim
w postaci niezmienionej wraz z moczem (Kulasek i inni, 2004). Moze by¢ rowniez wydalana
wraz z katem - w postaci wolnej, w koniugatach z kwasami ttuszczowymi, badz w komorkach

mikroorganizméw (Szymanski i Winiarska, 2008).

1.3. Funkcje tauryny

Tauryna pelni wiele funkcji fizjologicznych. Bierze udzial w tworzeniu kwasow
zotciowych, modulowaniu stezenia jonow Ca?*, jest takze zaangazowana W procesy
osmoregulacyjne oraz stabilizacje bton komoérkowych. Wykazuje roéwniez dziatanie
antyoksydacyjne oraz petnieni funkcj¢ neuroprzekaznika i neuromodulatora (De Luca i inni,
2015). W dysertacji skupiono si¢ na krotkiej charakterystyce wybranych funkcji tauryny

bezposrednio zwigzanych z tematyka badawczg pracy.
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1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

Tauryna jako sktadnik z6tci. Do kwaséw zotciowych zawartych w zo6tci zaliczamy:
kwas cholowy, kwas chenodeoksycholowy, kwas deoksycholowy oraz kwas
litocholowy (Szymanski 1 Winiarska, 2008). W trakcie ztozonego procesu
enzymatycznego dochodzi do ich sprzegania z tauryng oraz glicyng. Koniugaty
tauryny stanowig ok. 30% catkowitej puli sprzezonych kwasow watrobowych,
podczas gdy koniugaty z glicyng ok. 70%. Nalezy zauwazy¢, ze te pierwsze sa
lepiej rozpuszczalne w wodzie i mniej toksyczne (Bellentani i inni, 1987). Jako
sktadnik zotci tauryna bierze udzial takze w trawieniu tluszczow, regulowaniu
poziomu cholesterolu w surowicy krwi oraz absorpcji witamin rozpuszczalnych
w ttuszczach (Menon i Natraj, 1984).

Tauryna w mieSniach poprzecznie prazkowanych szkieletowych i miesniu

sercowym. Stezenie tauryny w mig$niach szkieletowych utrzymywane jest na
wysokim poziomie dzigki obecnosci specyficznego przenosnika TauT.
Eksperymentalne badania na myszach, ktorych genetycznie pozbawiono
przenos$nika TauT wykazaty obnizenie zawartosci tauryny w mie$niach, a co za tym
idzie ich uszkodzenie oraz spadek wytrzymatosci fizycznej nawet o 80% (Spriet
I Whitfield, 2015). Koncentracja tauryny ulega zmianie w zalezno$ci od typu
wldkna migsniowego - wtokna wolnokurczliwe charakteryzuje wyzsza zawarto$¢
tauryny w poréwnaniu do wtokien szybkokurczliwych, co moze mie¢ wptyw na ich
funkcje fizjologiczne (Ishikura i inni, 2011). Tauryna reguluje takze uwalnianie
jonow Ca?* z retikulum sarkoplazmatycznego oraz odpowiada za utrzymywanie
wrazliwosci elementow kurczliwych widkna migsniowego na obecnos$¢ jondow
Ca?*, co ma bezposredni zwigzek z jego skurczem i rozkurczem (Spriet i Whitfield,
2015). Badania eksperymentalne oraz kliniczne potwierdzaja pozytywny wptyw
tauryny na uktad sercowo-naczyniowy. Wigze si¢ to z kilkoma mechanizmami
dziatania aminokwasu w obrebie wczesniej] wspomnianego uktadu. Po pierwsze
suplementacja tauryny prowadzi do poprawy profilu lipidowego organizmu, po
drugie wykazuje dziatanie antyoksydacyjne, po trzecie utrzymuje wtasciwy poziom
Ca?* w organizmie i w koncu po czwarte czesciowo redukuje skutki dziatania
angiotensyny II, ktora bierze udziat w generowaniu hipertrofii serca (Xu i inni,
2008).

Funkcje tauryny w osrodkowym uktadzie nerwowym. Tauryna stanowi czynnik

troficzny w trakcie rozwoju osrodkowego ukladu nerwowego (Schuller-Levis

i Park, 2003). W obrebie OUN tauryna wigze si¢ ze specyficznym receptorem
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1.3.5.

TauR, co sprzyja hiperpolaryzacji neuronalnej poprzez hamowanie aktywnosci
neurondow, do ktérych zostata podana (Chung i inni, 2012; Ripps i Shen, 2012).
Istniejg badania sugerujgce zaangazowanie tauryny W System neurotransmisji
GABA-ergicznej (Kim, 2003). Ma to zwigzek ze strukturalnym podobienstwem
tauryny do kwasu y-aminomastowego, ktory pelni funkcje glownego
neuroprzekaznika o wlasciwosciach inhibicyjnych w ukltadzie nerwowym.
Strukturalne podobienstwo tych dwéch zwigzkow wiaze si¢ ze zdolnoscig tauryny
do nasladowania efektow dzialania GABA, zwigzanych z intensyfikacja przeptywu
jonoéw chlorkowych przez btony neuronow (Olive, 2002). Jednak do intensyfikacji
przeptywu jondéw Cl dochodzi tylko przy wysokim stezeniu tauryny, niskie
stezenie aminokwasu wigze si¢ z hamowaniem przeptywu jondéw chlorkowych
przez membrany neuronalne (Oja i Saransaari, 2007). Niedobor tauryny w OUN
wigze si¢ Z rozwojem chorob takich jak choroba Alzheimera, choroba Parkinsona,
uszkodzenie nerwow siatkowkowych czy padaczka (Chung i inni, 2012).
Naukowcy sa takze zgodni, co do neuroochronnego dziatania tauryny w uktadzie
nerwowym, ktore przejawia si¢ redukcja wewnatrzkomorkowego stezenia jonow
Ca?* oraz w ochrong komérek przed uszkodzeniami spowodowanymi dziataniem
stresu oksydacyjnego wywotanego dziataniem H2O> (Wu i Prentice, 2010).

Zwiazek tauryny z rozwojem i funkcjonowaniem nerek. Niedobor tauryny w diecie

ma zwigzek ze zmianami w mikroskopowym obrazie nerek, do ktorych zalicza si¢
m.in. powigkszenie  kigbuszkéw  nerkowych, splaszczenie  kanalikow
proksymalnych oraz spadek ich liczby w poréwnaniu z kontrola, czy tez
zmniejszenie liczby mitochondriow w szczytowej czesci kanalikow (Szymanski
I Winiarska, 2008). Dziatanie tauryny w uktadzie wydalniczym wigze sie¢
z obnizeniem przeptywu Kkrwi przez nerki (Schaffer i inni, 2000). Poprzez
wzmaganie ekskrecji Na*, tauryna bierze udzial réwniez w regulacji gospodarki
wodno-elektrolitycznej organizmu, dzialajgc antagonistycznie w stosunku do
skutkow wywotanych dziataniem angiotensyny II (Chesney i inni, 2010).

Rola tauryny w uktadzie rozrodczym. W obrgbie meskiego uktadu rozrodczego

obecnos¢ tauryny zostata wykazana m.in. w komodrkach Leydiga, komorkach
srodmigzszowych jader oraz w komorkach srodbtonka dréog wyprowadzajacych
(Lobo i inni, 2008). Co wigcej, w uktadzie tym tauryna zostata zidentyfikowana

jako czynnik o dzialaniu antyoksydacyjnym, stabilizujagcym membrany plemnikow
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1 tym samym zapewniajagcym prawidtowy ruch plemnikéw oraz jako czynnik
zaangazowany we wlasciwy przebieg procesu kapacytacji (Yang i inni, 2010).

1.3.6. Wtasciwosci antyoksydacyjne tauryny. Tauryna nie jest zdolna do bezposredniego

usuwania reaktywnych form tlenu (RFT) takich jak anionorodnik ponadtlenkowy
czy nadtlenek wodoru. W sposob posredni uczestniczy jednak w ochronie komorki
przed uszkodzeniami bedacymi nastgpstwem dziatania RFT. Przejawem
antyoksydacyjnego dziatania tauryny jest oddzialywanie na mitochondria.
Mitochondrialne kompleksy 1 i Il tancucha oddechowego uwazane sg za miejsca
generowania nadtlenkow, a ich aktywnos$¢ zmniejsza si¢ przy niedoborze tauryny.
Nastepstwem zwolnienia przeptywu elektronow przez tancuch oddechowy moze
by¢ m.in. zmiana kierunku przeptywu elektronow z kompleksow na alternatywne
akceptory. Tauryna usprawniajac przeptyw elektronéw przez tancuch oddechowy,
zapobiega przeksztalcaniu si¢ elektronéw w toksyczne nadtlenki (Jong i inni,
2012). Omawiany aminokwas wykazuje rowniez zdolno$¢ do bezposredniej
neutralizacji bakteryjnego oksydantu jakim jest kwas podchlorawy, do mnigj

reaktywnej chloraminy tauryny (Tsvetkova i inni, 2015).

2. Alkohol etylowy

Do najprostszych alkoholi zaliczamy: metanol, alkohol izopropylowy oraz etanol. Dwa
pierwsze sg silnie toksyczne, w zwigzku z czym ich spozywanie nie jest wskazane. Etanol -
(potocznie nazywamy alkoholem) mimo tego iz jest substancjg odurzajacg - zawarty jest
W piwach, winach oraz innych napojach alkoholowych, ktore od setek lat uwazane s3 za
komponent positkéw, znany ze swoich wlasciwosci relaksacyjnych oraz zwigkszajacy nasza

towarzyskos¢ (Guo i Ren, 2010).

2.1. Metabolizm alkoholu

Etanol jest substancjg lipofilng, ktora z fatwoscig przekracza barier¢ krew-moézg, wnikajac
do wszystkich tkanek oraz narzadow organizmu. Ponad 95% spozytego alkoholu ulega
metabolizowaniu, pozostata cz¢s§¢ wydalana jest w formie niezmienionej wraz z moczem 0raz
wraz z wydychanym powietrzem (Lis, 2009). Narzadem szczeg6lnie narazonym na dziatanie
alkoholu jest watroba, w ktorej metabolizowane jest ponad 90% spozytego alkoholu. Do innych
narzadow narazonych na dziatanie etanolu oraz jego metabolitow mozemy zaliczy¢ takze btong

Sluzowa zotadka, trzustke oraz uktad nerwowy (Ignatowicz i inni, 2011).
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W obrgbie organizmu istniejg trzy enzymatyczne systemy odpowiedzialne za

metabolizowanie alkoholu:

1) dehydrogenaza alkoholowa (ADH),
2) mikrosomalny system utleniajgcy alkohol (MEOS),
3) katalaza (CAT) (Dinu i inni, 2005).

Ponad 85% alkoholu utleniane jest przy udziale ADH, ktéra jest enzymem
cytoplazmatycznym, dlatego pierwszy etap reakcji utleniania alkoholu do aldehydu octowego
zachodzi w cytoplazmie hepatocytow. Produktem tej reakcji jest rowniez NADH. Aldehyd
octowy dyfunduje do mitochondriéw, gdzie zachodzi drugi etap reakcji utleniania - tym razem
przy udziale dehydrogenazy aldehydowej (ALDH). W jego wyniku powstaje kwas octowy oraz
NADH (Teplova i inni, 2010). Aldehyd octowy oraz kwas octowy uwazane sg za bezposrednig
przyczyne toksycznosci alkoholu (Ignatowicz i inni, 2011). Aldehyd octowy jest zdolny do
zmiany aktywnos$ci oraz funkcji biatek, poniewaz z tatwoscig wigze si¢ z ich grupami
aminowymi, sulfhydrylowymi oraz hydroksylowymi. Ma rowniez zdolno$¢ do tworzenia
wigzan krzyzowych pomigdzy ni¢mi DNA, prowadzac w ten sposob do uszkodzen szpiku
kostnego oraz generacji nowotwordéw (O’Brien i inni, 2005).

Okoto 15% alkoholu metabolizowane jest z udziatem MEOS, w sktad ktorego wchodzi
cytochrom P450. W obecnosci tlenu, NADPH, reduktazy NADPH oraz cytochromu c etanol
utleniany jest do aldehydu octowego (Plewka i inni, 2009). Reakcji utleniania etanolu do
aldehydu octowego towarzyszy produkcja anionorodnika ponadtlenkowego (Teplova i inni,
2010). Chroniczne spozywanie alkoholu powoduje kilkukrotne zwickszenie aktywnosci
oksydazy cytochromowej P4501IE1 (CYP2E1), co wigze si¢ z przyspieszeniem tempa
peroksydacji lipidow, w konsekwencji prowadzac do zmian w strukturze i funkcjonowaniu bton
komorkowych hepatocytow (Comporti i inni, 2010; Jelski i inni, 2007).

W trzecim systemie odpowiedzialnym za utlenianie alkoholu do aldehydu octowego bierze

udziat nadtlenek wodoru. Reakcja ta katalizowana jest przez katalaz¢ (Dinu 1 inni, 2005).

2.1.1. Czynniki wplywajace na tempo wchlaniania oraz metabolizowania alkoholu.

Jednym z czynnikéw regulujacych tempo wchianiania oraz metabolizowania
alkoholu jest rodzaj i ilos¢ pokarmu znajdujacego si¢ w zotgdku. Szybkos¢ z jaka
tre$¢ zotadkowa dociera do jelit warunkuje tempo wchtaniania alkoholu: im wyzsza
zawarto$¢ tluszczoOw w tresci zoladkowej, tym wolniej dociera ona do jelit,

powodujac tym samym zwolnienie tempa wchtaniania alkoholu (Slésarska, 1999).
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Kolejnym czynnikiem majacym wplyw na tempo zaréwno wchlaniania, jak
I metabolizowania alkoholu jest pte¢. Wiaze si¢ to z faktem mniejszej §redniej masy
ciata kobiet w poréwnaniu do Sredniej masy ciata me¢zczyzn, dlatego przy spozyciu
tej samej dawki alkoholu, jego stezenie we krwi bedzie wyzsze u kobiety. Co
wigcej, zawartos¢ wody na kilogram masy ciata jest mniejsza u kobiet, alkohol
bedzie si¢ wige rozpuszczal w mniejszej ilosci wody, skutkujac wyzszym stezeniem
we krwi (Nolen-Hoeksema, 2004). Rowniez wiek jest czynnikiem warunkujgcym
tempo metabolizowania alkoholu. Mniejsza zawarto$¢ wody w organizmie,
mniejsza aktywno$ci ADH oraz mniejszy rozmiar watroby w podesztym wieku,

przyczyniaja si¢ do obnizenia tempa metabolizowania alkoholu (Kim i inni, 2003).

2.2. Szkody somatyczne wywolane dzialaniem alkoholu

2.2.1. Uktad pokarmowy. Uklad ten jest szczegélnie narazony na szkodliwe dziatanie
alkoholu, poniewaz stanowi miejsce jego absorpcji. W uktadzie pokarmowym
dochodzi do bezposredniego kontaktu etanolu ze §luzoéwka uktadu pokarmowego,
co moze powodowaé zaburzenia zaréwno funkcjonalne, jak i metaboliczne. Co
wiecej nieprawidlowe funkcjonowanie blony $luzowej uktadu pokarmowego, jak
i jej uszkodzenia prowadza do zaburzen trawienia, a co za tym idzie zaburzen
W przyswajaniu substancji odzywczych. Uszkodzenia btony §luzowej przede
wszystkim  jelita cienkiego powodujg zwigkszong przepuszczalnoscia
makromolekut, np. endotoksyn do uktadu krwionos$nego i limfy (Bode 1 Bode,
1997).

Kontakt alkoholu z elementami jamy ustnej przyczynia si¢ do uszkodzenia
slinianek, a wigc rowniez zaburzenia wydzielania $liny. Dos¢ czgsto obserwowane
s takze stany zapalne jezyka i warg oraz negatywny wplyw na uzgbienie (Bode
I Bode, 1997). Charakterystycznym objawem uzaleznienia alkoholowego jest
wystepowanie choroby refluksowej. Alkohol poprzez zmniejszanie napigcia
dolnego zwieracza przetyku przyczynia si¢ do zaostrzenia objawdw chorobowych,
prowadzacych do wystgpienia tzw. przetyku Barreta (Stermer, 2002). Toksyczne
dziatanie alkoholu etylowego wigze si¢ ze zmianami w wydzielaniu kwasu solnego
- napoje o niskiej zawartosci alkoholu (ponizej 5%) zwigkszaja wydzielanie HCI
prawdopodobnie na skutek dziatania histaminy, natomiast napoje o wyzszej
zawarto$ci alkoholu (powyzej 5%) obnizajg wydzielanie kwasu, w nastepstwie

zwigkszonego wydzielania inhibitoréw gastryny (Klusek i Klusek, 2012). Atrofia
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2.2.2.

sluzowki zotadka wywotana chronicznym spozywaniem alkoholu prowadzi do
spadku jej aktywnosci wydzielniczej - zmniejsza to zdolno$¢ zotadka do niszczenia
potencjalnie chorobotworczych bakterii, ktére dostaja si¢ do niego wraz
z zywnoscig (Bode 1 Bode, 1997).

W najwiekszym stopniu na szkodliwe dziatanie alkoholu narazona jest watroba.
Przy przewleklym jego spozywaniu obserwuje si¢ zachwianie biochemicznej
homeostazy watroby, prowadzacej do rozwoju alkoholowej choroby watroby -
ALD (Szymczak i inni, 2009). Oksydacyjny metabolizm ectanolu ma zwigzek
z gromadzeniem si¢ w watrobie zredukowanych form NADH, co prowadzi do
kumulacji kwasu mlekowego, ktory nie mogac zosta¢ utlenionym do pirogronianu,
hamuje glukoneogenezg (Klusek i Klusek, 2012). Z kolei stres oksydacyjny -
bedacy posrednim efektem dziatania alkoholu - wywotuje niedobor zredukowanego
glutationu (GSH) w mitochondriach, co skutkuje peroksydacjg lipidow oraz
uszkodzeniem blton komorkowych. Zaburzenia w [B-oksydacji kwasow
thuszczowych prowadza do wzrostu poziomu tréjglicerydow, ktére odktadajac sie
w watrobie wywotuja rozdecie hepatocytow (Klusek i Klusek, 2012). Spozywanie
nadmiernej ilosci alkoholu przyczynia si¢ réwniez do wzmozonej produkcji cytokin
prozapalnych takich jak: TNF-a, TGF-B czy IL-6, ktore promuja widknienie
watroby (Babata i inni, 2011). Niedotlenienie i martwica hepatocytow inicjuje
produkcje kolagenu przez komorki gwiazdziste watroby - HSC. W warunkach
chronicznego spozywania alkoholu dochodzi do powtarzania cykli naprawczych
HSC, co w konsekwencji prowadzi do gromadzenia si¢ tkanki lgcznej, ktora
z fizjologicznego punktu widzenia jest bezuzyteczna (Kasztelan-Szczerbinska
I inni, 2010). Liczne dane literaturowe potwierdzaja rowniez zwiazek pomiedzy
intensywnym spozywaniem alkoholu, a wystapieniem nowotworéw uktadu
pokarmowego - przede wszystkim nowotworami jamy ustnej, gardta i przetyku,
W mniejszym stopniu nowotworami watroby czy jelita grubego (Szymczak 1 inni,
2009).

Uktad sercowo-naczyniowy. Alkohol etylowy moze wywieraé zaréwno

pozytywny, jak i negatywny wptyw na uktad sercowo-naczyniowy, w zalezno$ci
od ilosci w jakiej zostat spozyty. Umiarkowane ilosci alkoholu wplywaja
korzystnie na uktad krazenia. Prawdopodobnie efekt ten uzyskiwany jest dzigki

zawartym w piwie i winie polifenolom, ktore cechuja si¢ wihasciwosciami
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2.2.3.

antyoksydacyjnymi, przeciwzapalnymi, przeciwnowotworowymi, antykoagulacyj-
nymi oraz obnizajacymi cisnienie krwi. Dzieki takim wiasciwosciom, dochodzi do
podwyzszenia poziomu cholesterolu HDL, obnizenia poziomu fibrynogenu oraz
zmniejszenia stopnia agregacji ptytek krwi, co wigze si¢ przede wszystkim
z przeciwdziataniem miazdzycy, a w nast¢pnej kolejnosci chorobie niedokrwiennej
serca (Arranz i inni, 2012). Jednak naduzywanie alkoholu oraz jego przewlekte
picie ma szkodliwy wpltyw na uklad sercowo-naczyniowy. Spozywanie
nadmiernych ilosci alkoholu wigze si¢ z elektrofizjologicznymi zmianami w rytmie
pracy serca. Jedna z teorii tltumaczacych wystgpowanie arytmii serca u 0sob
naduzywajacych alkohol glosi, ze jest ona konsekwencjg bliznowacenia otaczajgce;j
tkanki tacznej oraz jej pogrubienia. Inna zaktada, Zze dochodzi do wzrostu stgzenia
m.in. katecholamin, ktore biorg udzial w przekazywaniu impulsow z nerwéw do
migsni (Zakhari, 1997). U os6b naduzywajacych alkohol obserwowana jest rowniez
wzmozona produkcja RFT, uwazana za przyczyne przerostu migsnia sercowego
oraz apoptozy kardiomiocytow prowadzacych do zastoinowej niewydolnos$ci serca
(Lucas i inni, 2005).

Uktad nerwowy. Alkohol wplywa na produkcje, uwalnianie oraz sygnalizacje

neuroprzekaznikdéw takich jak: serotonina, glutaminian, kwas y-aminomastowy
(GABA) czy endokanabinoidy, co prowadzi do zmniejszenia aktywno$ci
centralnego uktadu nerwowego i tym samym pogorszenia koordynacji ruchowej
oraz zmian behawioralnych (Manzo-Avalos i Saavedra-Molina, 2010). Przy
jednorazowym spozywaniu alkoholu efekty zatrucia mogg przyjmowac ré6znorodng
posta¢ w zaleznos$ci od jego przyjetej ilosci. Wieloletnie picie alkoholu moze by¢
natomiast przyczyna poglebiajacej si¢ demencji, do ktorej dochodzi na skutek
kurczenia si¢ oraz rozpadu jader komoérkowych neurondw, ktére stopniowo
zastgpowane sg przez glej oraz ptyn mézgowy (Piotrowicz i Ochwanowska, 2012;
Manzo-Avalos i Saavedra-Molina, 2010).

Chroniczne spozywanie alkoholu - na drodze modyfikacji aktywnosci substancji
neuroprzekaznikowych odpowiedzialnych za utrzymywanie prawidlowej
aktywnos$ci osrodkowego uktadu nerwowego - powoduje zaburzenie architektury
snu oraz trudnosci w zasypianiu (Piotrowicz i Ochwanowska, 2012). Badania
potwierdzaja, ze dugotrwate spozywanie alkoholu wigze si¢ ze spadkiem objetosci
istoty biatej w obrgbie hipokampa oraz zmniejszeniem ilosci komorek Purkiniego

I neuronow ziarnistych w obrebie mozdzku, prowadzac do pogorszenia si¢ pamigci
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2.2.4.

2.2.5.

krétkotrwatej, obnizenia zdolnosci poznawczych i uczenia si¢ (za ktore odpowiada
hipokamp) oraz utrudnien w koordynacji ruchowej, W kontroli postawy ciala
I W utrzymywaniu roOwnowagi (za ktére odpowiada mozdzek; Riikonen, 2004).

W trakcie rozwoju choroby alkoholowej dochodzi do gromadzenia si¢
posredniego produktu metabolizmu alkoholu - aldehydu octowego, ktory biorac
udziat w produkcji RFT oraz tlenku azotu, przyczynia si¢ do generowania stresu
oksydacyjnego w obrgbie mozgu. Zdolnosci antyoksydacyjne osrodkowego uktadu
nerwowego zalezne sg w gtownej mierze od sprawnosci uktadu antyoksydacyjnego
organizmu (Piotrowicz i Ochwanowska, 2012). Mechanizmy naprawcze w obrebie
moézgu przebiegajg jednak wolno, a zawarto$¢ enzymow antyoksydacyjnych jest
stosunkowo niewielka w porOwnaniu z innymi narzadami, dlatego niezwykle
wazng role w zmniejszaniu poziomu mozgowego stresu oksydacyjnego odgrywaja
niskoczasteczkowe antyoksydanty egzogenne, m.in. witamina E, A oraz C
(Shohami i inni, 1997).

Uktad rozrodczy. Alkohol moze oddziatywa¢ na uklad rozrodczy w sposob

zardbwno bezposredni, jak 1 posredni. Bezposrednie dziatanie polega przede
wszystkim na wywieraniu negatywnego wplywu na jadra. Alkohol z tatwoscia
przekracza barier¢ krew-jadra, stanowigc dla nich pierwotng substancje¢ toksyczna,
ktorej dziatanie przejawia si¢ w atrofii jader. Badania prowadzone na szczurach
traktowanych etanolem potwierdzaja, ze dochodzi u nich do zwgzenia $wiatta
kanalikow nasiennych, zmniejszenia liczby komorek Leydiga oraz pojawienia si¢
zdegenerowanych postaci gamet (Albadri 1 inni, 2013). Posrednie oddzialywanie
alkoholu na uktad rozrodczy ma natomiast zwigzek z wytwarzaniem metabolitow
posrednich - oksydantow, odpowiedzialnych za generowanie stresu oksydacyjnego
(Dosumu i inni, 2010). Naduzywanie alkoholu wywotuje stan dtugotrwatego stresu
oksydacyjnego, ktorego skutkiem jest uszkodzenie komodrek, a w efekcie
koncowym ich $§mier¢ na drodze nekrozy lub apoptozy (Emanuele i Emanuele,
2001). Posrednie dziatanie alkoholu na uktad rozrodczy ma takze zwigzek
z zaburzaniem czynnosci gruczotdw dokrewnych, prowadzac do nieprawidlowosci
w wydzielaniu hormonoéw, tj. spadku poziomu testosteronu oraz zmian poziomu
folitropiny - FSH i lutropiny - LH (Kumar i inni, 2009).

Alkohol etylowy, a stres oksydacyjny. W warunkach chronicznej ekspozycji na

alkohol etylowy dochodzi do zwigkszonej produkcji RFT oraz generowania stresu

oksydacyjnego, polaczonego =z jednoczesnym zmniejszeniem aktywnosci
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antyoksydantow organizmu. Taki stan moze prowadzi¢ do oksydacji makromolekut
- biatek, lipidéw oraz DNA. Nastepstwem peroksydacji lipidow moze by¢
uszkodzenie membran komorkowych, natomiast oksydacji biatek zmiany
W ekspresji genow wplywajace na metabolizm komorki - jej cykl, a takze Smier¢

(Sid i inni, 2012).

3. Metabolizm tlenowy jako zrédlo reaktywnych form tlenu (RFT)

Zycie na Ziemi zalezne jest od obecnosci tlenu. Wickszo$¢ energii organizmu pozyskiwana
jest w trakcie jego redukcji w mitochondriach podczas oddychania komorkowego (Sies, 1993).
Procesowi oddychania komérkowego towarzyszy powstanie anionorodnika ponadtlenkowego
(O27) oraz innych RFT. Definiowane sg one jako atomy, badz czgsteczki posiadajagce na orbitalu
walencyjnym niesparowany elektron lub elektrony (Izyumov i inni, 2010). Pierwotng postacig
RFT jest anionorodnik ponadtlenkowy, ktory moze ulec przeksztalceniom metabolicznym
w inne RFT, m.in. nadtlenek wodoru (H202) lub rodnik hydroksylowy (‘OH) (Ryc. 3;
Tremellen, 2008). Niewielkie ilosci RFT sa wymagane dla prawidlowego funkcjonowania
organizmu, poniewaz biorg udzial w procesach chronigcych komodrke przed stresem
oksydacyjnym oraz przywracajacych jej rownowage redoks (Tvrda, 2011). Jednak nadmierna
produkcja tych wysoce reaktywnych czasteczek moze wigza¢ si¢ z uszkodzeniem lipidow
btonowych, aminokwasow biatkowych 1 weglowodorowych oraz z uszkodzeniem DNA

(Ochsendorf, 1999).
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HOClI | —— | "0, |+ CI
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RH

] | A
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0 g—; T.SOD H:0; T’U OH S—o H20
2 0" 2 ’ 2
OH

anionorodnik Oz nadtlenek rodnik
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tlenek azotu nadtlenoazotyn kwas azotowy

Rycina 3. Metaboliczne zaleznoéci pomigdzy reaktywnymi formami tlenu (Duragkova, 2010; zmienione).
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3.1. Stres oksydacyjny oraz jego konsekwencje

Termin ,,stres oksydacyjny” w naukach biologicznych oraz biomedycznych zostat po raz
pierwszy uzyty okoto 30 lat temu i od tego momentu stal si¢ jednym z najczesciej badanych
procesoéw biologicznych (Breitenbach i Eckl, 2015). Mimo to, si¢gajac do literatury mozemy
trafi¢ na rozne jego definicje. Wedlug jednej z nich jest to proces, w ktorym biorg udzial wolne
rodniki oraz reaktywne metabolity organizmu (Durackova, 2010), wedtug innej jest to stan
organizmu, w ktorym zawarto$§¢ RFT stale 1 chroniczne wzrasta, powodujgc rozregulowanie
oraz zakltocenie metabolizmu komorki, co w konsekwencji prowadzi do uszkodzen jej
sktadnikow (Breitenbach i Eckl, 2015).

Najczesciej stres oksydacyjny definiowany jest jednak jako stan organizmu wywotany
zachwianiem roéwnowagi pomiedzy prooksydantami, a antyoksydantami organizmu.
Zaklocenie tej réwnowagi moze mie¢ zwigzek zarOwno ze wzrostem poziomu RFT
W organizmie, jak i zmniejszeniem aktywnosci antyoksydacyjnych mechanizmoéw obronnych
(Agarwal i inni, 2012). Mimo wyposazenia organizmu w antyoksydacyjne mechanizmy
obronne, uwaza si¢, ze oksydacyjne uszkodzenia lipidow, biatek oraz DNA kumulujace si¢
przez cale zycie, zwigzane sg z rozwojem licznych stanéw chorobowych, do ktérych mozna
zaliczy¢ m.in. miazdzyce, syndrom chronicznego zmg¢czenia, reumatoidalne zapalenie stawow,
nowotwory, chorobe¢ Huntingtona, a takze choroby neurodegeneracyjne, tj. chorobe Parkinsona

oraz Alzheimera (Rahman i inni, 2012; Valko i inni, 2006).

3.2. Dialdehyd malonowy jako biomarker stresu oksydacyjnego

Okreslenie ,,biomarker” zdefiniowano jako ceche mierzong i oceniang jako wskaznik
zarowno prawidtowego, jak 1 patologicznego przebiegu procesow biologicznych lub jako
wskaznik odpowiedzi farmakologicznej na terapi¢ medyczng. Za najbardziej pozadane
biomarkery uwazane sg te, ktore silnie skorelowane sg z danymi, zachodzacymi w organizmie
procesami patofizjologicznymi. Biomarkery stresu oksydacyjnego mozemy sklasyfikowac jako
czasteczki ulegajace modyfikacji pod wplywem RFT lub jako skladniki systemu
antyoksydacyjnego, ktore na skutek zwiekszajacego si¢ stresu zmieniaja swoja odpowiedz (Ho
i inni, 2013). Jako, ze uszkodzenia wywotane dziataniem stresu oksydacyjnego dotycza przede
wszystkim biatek, lipidow oraz DNA, biomarkery stresu oksydacyjnego podzielono
w zalezno$ci od komponentu komorki, ktory ulegt uszkodzeniu pod jego wptywem (Tab. 1,
Giammarioli i inni, 1999; Naito i inni, 2010).
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Jednym z najczesciej stosowanych markerdéw stresu oksydacyjnego oraz wolnorodnikowych
uszkodzen komorki jest dialdehyd malonowy (MDA), bedacy produktem koncowym
peroksydaciji lipidow (Kasperska-Zajac 1 inni, 2008).

Tabela 1. Gtéwne biomarkery stresu oksydacyjnego

MARKERY OKSYDACYJNYCH MARKERY OKSYDACYJNYCH MARKERY OKSYDACYJNYCH
USZKODZEN DNA USZKODZEN BIALEK USZKODZEN LIPIDOW
1. 8-hydroksy-deoksy-guanozyna 1. catkowita zawartos¢ grup 1. dialdehyd malonowy
2. 8-hydroksy-guanina karbonylowych 2. 4-hydroksynonenal
3. 8-0kso-2"-deoksy-guanozyna 2. dityrozyna 3. izoprostany
4. 8-okso-guanina 3. 2-okso-histydyna 4. calkowita zawarto$¢ aldehydow

4. 3-nitrotyrozyna

3.3. Charakterystyka ukladu antyoksydacyjnego organizmu

Do walki z niekorzystnymi skutkami dziatania RFT, komorki zwierzece wyksztalcity szereg
mechanizméw obronnych zwigzanych m.in. z produkcja antyoksydantow. Ich zadaniem jest
nie tylko zapobieganie oksydacyjnym uszkodzeniom komorek, ale takze usuwanie juz
powstatych uszkodzen oraz przywracanie réwnowagi redoks organizmu (Weydert i Cullen,
2010). Funkcje te spetniane sa przez zwiazki chemiczne, ktore umownie podzielono na dwie
kategorie: zwiazki o charakterze enzymatycznym oraz zwigzki o charakterze
nieenzymatycznym (Birben i inni, 2012). Do glownych enzymatycznych antyoksydantow

organizmu nalezg:

a) dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, EC 1.15.1.11) - metaloproteina zawierajagca w swoim
centrum aktywnym jony metali przejsciowych (Cu, Fe, Mn). SOD katalizuje
dwuetapowa reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego. W pierwszym etapie
reakcji dochodzi do redukcji jonu metalu znajdujacego si¢ w centrum aktywnym przez
anionorodnik. Reakcji tej towarzyszy uwolnienie czasteczki tlenu. Drugi etap reakcji
wigze si¢ z ponownym utlenieniem atomu metalu przez kolejny anionorodnik
Z jednoczesnym powstaniem czgsteczki nadtlenku wodoru. W zaleznosci od jonu
metalu jaki znajduje si¢ w centrum aktywnym enzymu, dysmutazy podzielono na trzy
klasy: MnSOD (wystgpuje glownie w mitochondriach komoérek eukariotycznych),
CuZnSOD (wystepuje przede wszystkim w cytoplazmie oraz jadrze komorek
eukariotycznych) oraz FeSOD (obecna wylgcznie w cytoplazmie, mitochondriach
i chloroplastach komorek prokariotycznych; Wielkoszynski i inni, 2007),

b) katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) - ludzka katalaza jest homotetramerem zlozonym
z czterech identycznych podjednostek, z ktorych kazda posiada uktad hemowy
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z centralnie polozonym atomem zelaza (Fe®"). Podstawowa funkcja katalazy
w komorkach jest dysproporcjonowanie nadtlenku wodoru - jest to reakcja
dwuetapowa. W pierwszym etapie reakcji dochodzi do redukcji nadtlenku wodoru
Z zelazem uktadu hemowego enzymu, w wyniku czego powstaje produkt zawierajacy
zelazo na V stopniu utlenienia (Fe(V)-CAT). W kolejnym etapie tej reakcji kolejna
czasteczka nadtlenku wodoru zostaje utleniona przez Fe(V)-CAT, w wyniku czego
powstaje tlen czasteczkowy oraz woda, a zelazo powraca do swojego stanu
wyjsciowego. Katalaza jest enzymem wystepujagcym w komorkach bakteryjnych,
ro§linnych oraz zwierzgcych. W komorkach eukariotycznych umiejscowiona jest
gléwnie w peroksysomach, w nieduzych ilosciach takze w mitochondriach oraz
retikulum endoplazmatycznym (Scibior i Czeczot, 2006),

c) peroksydazy glutationowe (GPx, EC 1.11.1.9) - rodzina enzyméw, dla ktorych
substratem jest zredukowany glutation oraz nadtlenek wodoru lub wodoronadtlenek
lipidowy. Proces redukcji zaréwno nadtlenku wodoru, jak i wodoronadtlenkow
lipidowych katalizowany jest przez izoforme peroksydazy glutationowej zawierajace;j
w swojej czasteczce selen w postaci selenocysteiny. Aktywno$¢ peroksydaz
glutationowych zalezna jest wigc od ilosci selenu dostarczanego do organizmu wraz
z dieta. GPx wystepuja gtownie w cytozolu, a w niewielkich ilosciach takze

W mitochondriach oraz osoczu (Wielkoszynski i inni, 2007).

Glownym nieenzymatycznym zwigzkiem antyoksydacyjnym organizmu jest zredukowany
glutation (GSH) - y-glutamylocysteinyloglicyna, najbardziej rozpowszechniony tiol
wystepujacy we wszystkich komadrkach prokariotycznych i eukariotycznych (Cacciatore i inni,
2010). Glutation cechuje si¢ dos¢ osobliwg strukturg: grupa a-aminowa cysteiny wigze si¢
z grupg y-karboksylowa glutaminianu, tworzac w ten sposob wigzanie izopeptydowe, chronigce
GSH przed dzialaniem wewnatrzkomorkowych peptydaz. Druga wazng cechg strukturalng
glutationu jest obecnos$¢ grupy tiolowej (-SH), z ktorej wynika biologiczna rola glutationu
W organizmie. Antyoksydacyjne dzialanie tego zwiagzku polega na detoksykacji nadtlenku
wodoru, nadtlenkow organicznych oraz innych RFT, a takze na zdolnosci chelatowania jonow

metali (Bilska i inni, 2007).
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4. Jony metali w organizmach zywych

Mineraty to nieorganiczne substancje obecne we wszystkich tkankach oraz plynach

ustrojowych organizméw, ktore zostaty sklasyfikowane jako:

a) makroelementy - pierwiastki majace najwigkszy ilosciowy udziat w budowie
organizmu. Zaliczamy do nich: chlor, fosfor, magnez, potas, siarke, s6d oraz wapn,

b) mikroelementy - pierwiastki, ktoérych udzial w budowie organizmu jest nieznaczny,
aczkolwiek nieodzowny. Do mikroelementow zaliczamy: chrom, cynk, fluor, jod,

kobalt, mangan, miedz, molibden, selen i zelazo (Soetan i inni, 2010).

Obecnos$¢ mikro- i makroelementow jest niezbedna dla utrzymania homeostazy organizmu.
Waznym jest, aby ich poziom w organizmie byt wiasciwy. Jesli dojdzie do zmian zawarto$ci
mikro- i makroelementow mogg pojawié¢ si¢ toksyczne efekty, a w konsekwencji stan
chorobowy (Gecit i inni, 2011).

Do czterech najwazniejszych funkcji pierwiastkow §ladowych zalicza sig¢: 1) stanowienie
elementu strukturalnego organizmu, 2) petnienie roli stabilizatora, 3) utrzymywanie funkcji
hormonalnych organizmu, 4) stanowienie kofaktorow enzymoéw (Mulware, 2013). Ostatnia rola
jest szczegolnie istotna dla utrzymania rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej organizmu, a tym
samym dla przeciwdziatania stresowi oksydacyjnemu, gdyz metale takie jak selen, cynk,
mangan czy zelazo stanowia kofaktory dla wczesniej omowionych skladnikéw bariery

antyoksydacyjnej organizmu (Heyland i inni, 2005).

5. Uzyteczno$¢ badan hematologicznych dla oceny stanu zdrowia organizméw

zywych

Hematologia jest nauka zajmujaca si¢ morfologia oraz fizjologia sktadnikow krwi, a wyniki
prowadzonych analiz wykorzystuje si¢ w celu zdiagnozowania chorob oraz ich monitoringu
(Etim, 2013). Fakt, ze krew jest gtownym systemem transportowym catego organizmu, czyni
analizy hematologiczne niezwykle uzytecznymi. Co wigcej, pobranie materiatu potrzebnego do
ich wykonania jest proste i mato inwazyjne (Etim i inni, 2014a). Badania hematologiczne sa
istotne nie tylko z fizjologicznego, ale takze z ekotoksykologicznego punktu widzenia, gdyz
pozwalajg znalez¢ zalezno$¢ pomiedzy otrzymanymi wynikami, a Srodowiskiem (Etim 1 inni,

2014b).
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I1l. CEL BADAN

Dostepne dane literaturowe potwierdzaja rosnacg popularno$¢ napojoéw na bazie alkoholu
oraz napoju energetyzujacego (Lubman i inni, 2013; Nowak i Jasionowski, 2015), niemniej
jednak konsekwencje ich spozywania nadal nie sg dobrze poznane. Co wigcej, wiekszo$¢ badan
prowadzonych nad interakcja pomigdzy etanolem, a jednym ze skladnikow napojow
energetycznych - tauryna, dotyczy aspektéw behawioralnych oraz funkcji lokomotorycznych
(Aragon i inni, 1992; Ginsburg i Lamb, 2008; Olive, 2002), a tylko nieliczne skupiajg si¢ na
ocenie kondycji fizjologicznej organizmu (Taranukhin i inni, 2010).

W zwigzku z powyzszym celem pracy byla weryfikacja hipotezy wedlug ktorej
suplementacja tauryny zmniejsza negatywny wplyw alkoholu na homeostaze organizmu.

W celu weryfikacji hipotezy gtéwnej sformutowano nastepujace hipotezy pomocnicze:

e tauryna wplywa na regulacje¢ parametrow morfologicznych krwi oraz na regulacje
profilu lipidowego zaburzonego dziataniem alkoholu,

e tauryna wplywa na aktywno$¢ enzymoéw watrobowych (ALP, ALT, AST) zmieniong
wskutek metabolizowania alkoholu,

e tauryna wplywa na aktywnos¢ bariery antyoksydacyjnej organizmu (CAT, GPx, SOD
oraz GSH) oraz na stopien peroksydacji lipidow (MDA) zmienione dziataniem alkoholu,

e tauryna i etanol majg zwigzek ze zmianami stezenia Mikro- i makroelementow (Cu, Fe,
Zn, Mg) w organizmie,

e tauryna i etanol maja zwigzek ze zmianami histologicznymi w obrgbie narzadow.
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IV. MATERIAL I METODY
1. Zwierzeta eksperymentalne, warunki hodowli oraz dawki

Catkowita liczba zwierzat w eksperymencie wynosita 98 osobnikow. Badania byty
prowadzone na 8-tygodniowych samcach myszy szczepu SWISS pochodzgcych z hodowli
prowadzonej w Instytucie Biologii Wydzialu Geograficzno-Biologicznego Uniwersytetu
Pedagogicznego w Krakowie. Zwierzgtarnia wyposazona byla w sprzet hodowlany typu
Tecniplast. Zwierzgta trzymano w klatkach z poliweglanu wyposazonych w druciang pokrywe.
Uwzgledniajac zatozenia eksperymentu w klatkach hodowano po 14 myszy. Wysciotke klatek
stanowily trociny dla gryzoni. W pomieszczeniu hodowlanym utrzymywano nast¢pujace
warunki: temperatura 21°C (+/- 2°C), wilgotnos$¢ wzgledna 55-60%. Wszystkie osobniki od 21
dnia zycia przyzwyczajano do manipulacji ze strony eksperymentatora, w trakcie
cotygodniowego sprzatania klatek. Przed sprzataniem zwierzgta wyciagano z klatek za
podstawe ogona i umieszczano na ich pokrywie. Nast¢pnie delikatnie chwytano za skore karku
I podawano 0,9% roztwor NaCl per 0S. Po uprzatnigciu klatek, zwierz¢ta ponownie
umieszczano w ich wnetrzu. Przed przystgpieniem do eksperymentu, jak i w jego trakcie
zwierzeta karmiono standardowa, petnoporcjowa karmg LSM (Agropol, Polska) ad libitum
oraz pojono woda wodociggowa z butelek z pdjnikiem rurkowym, zachowujac cykl $wiatta
i ciemnosci 12 h/12 h. Zwierzgta podzielono na 7 grup: kontrolng oraz 6 grup
eksperymentalnych, z ktorych kazda liczyta 14 osobnikéw. Osobniki nalezace do danej grupy
hodowano wspdlnie, aby zminimalizowac stres zwigzany z zyciem w pojedynke, w srodowisku
wzbogaconym o przedmioty pozytywnie wplywajace na ich funkcje motoryczne i sensoryczne.

Doswiadczenie prowadzono przez 24 h. Zwierzgta z grup eksperymentalnych, ktérym
podawana byta tauryna otrzymywaly ja per 0os w objetosci 20 pl w dawce 20 mg-kg™! masy
ciata (T20) i 40 mg-kg™! masy ciata (T40) o godzinie 10.00 rano. Zwierzeta z tej grupy miaty
staty dostep do wody pitnej. Zwierzgta z grup eksperymentalnych, ktorym podawany byt
alkohol otrzymywaty 15% roztwor alkoholu (A15) oraz 30% roztwor alkoholu (A30) ad libitum
przez okres 12 h (podczas cyklu ciemnosci). Podczas cyklu $wiatta miaty staty dostep do wody
pitnej. Zwierzeta z tych grup otrzymywaty réwniez 0,9% NaCl per os w objetosci 20 pl
0 godzinie 10.00 rano. Zwierzgta z grup eksperymentalnych, interakcyjnych otrzymywaty
odpowiednio tauryne w dawce 20 mg-kg™! masy ciata i 15% alkohol (INT1) oraz tauryne
w dawce 40 mg-kg™ masy ciata i 30% alkohol (INT2). Sposéb podawania obu substancji byt
doktadnie taki, jak opisano powyzej. Dawki tauryny i alkoholu oraz sposob ich podania

ustalono na podstawie doswiadczen przeprowadzonych przez innych autoréw (Ginsburg
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I Lamb, 2008; Jagadeesan i Sankarsami Pillai, 2007; Rhodes et al., 2005; Sinha et al., 2008;
Tanetal., 2007). Myszy z grupy kontrolnej (K) miaty staty dostep do wody pitnej, otrzymywaty
rowniez 0,9% NaCl per os w dawce 20 ul o godzinie 10.00 rano (Tab. 2).

Po zakonczeniu eksperymentu zwierzeta usypiano 1 dekapitowano, a nastepnie pobierano:
mozg, watrobg, nerki oraz jadra. Materiat po pobraniu ptukany byt w roztworze PBS w celu
pozbycia si¢ krwi. Nastepnie tkanki umieszczono w temperaturze -80°C i przetrzymywano
W tej temperaturze az do rozpoczecia analiz. Wszystkie badania byly wykonywane za zgoda
Lokalnej Komisji Bioetycznej (nr 132/2013).

Tabela 2. Charakterystyka grup oraz dawki uzyte w eksperymencie

SYMBOLICZNE OZNACZENIE GRUPY TAURYNA ALKOHOL
K (n=14) - -

T20 (n=14) 20 mg-kg!

T40 (n=14) 40 mg-kg! -

A15 (n=14) - 15%
A30 (n=14) - 30%
INT1 (n=14) 20 mg-kg! 15%
INT2 (n=14) 40 mg-kg! 30%

2. Morfologia krwi

Parametry morfologiczne krwi (Hb, MCV, PLT, RBC i WBC) oznaczono przy uzyciu
analizatora BC-3600 Auto Hematology Blood Analyzer (Mindray, Niemcy) w 17 pl krwi
pelne;j.

3. Biochemia krwi

3.1. Oznaczanie poziomu cholesterolu HDL

Do oznaczenia st¢zenia cholesterolu frakcji HDL wykorzystano gotowy zestaw firmy
BioSystems S.A. (Hiszpania). Oznaczenie wykonano na spektrofotometrze UV/VIS Marcel
$330 przy dtugosci fali A=600 nm oraz w temperaturze 37°C.

Zasada metody. Jest to metoda enzymatyczna, w ktorej dochodzi do kolorymetrycznego

oznaczenia cholesterolu obu frakcji w oparciu o sprz¢zone reakcje.

estry cholesterolu + H20 > cholesterol + kwasy ttuszczowe
cholesterol + % 02+ H20 > cholestenon + H20;
2 H20, + 4-aminoantypiryna + DSBmT > chinonoimina + 4 H,0
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Sktad zestawu. W sktad zestawu do oznaczania cholesterolu HDL wchodza:

e odczynnik A (bufor Good’a, oksydaza cholesterolowa w stezeniu wyzszym niz
1 U-ml?, peroksydaza w stezeniu nizszym niz 1 U-ml?, 1 mmol-I* N,N-bis(4-
sulfobutylo)-m-toluidyna (DSBmT) oraz 1 mmol-I* akcelerator),

e odczynnik B (bufor Good’a, esteraza cholesterolowa w stezeniu wigkszym niz
1,5 U-ml, 1 mmol-I" 4-aminoantypiryna, oksydaza askorbinowa w stezeniu nizszym
niz 3 KU-I"%, detergent),

« kalibrator (surowica o znanym stezeniu HDL = 57,1 mg-dl"* oraz LDL = 67,1 mg-dI™).

Wykonanie oznaczenia. W kuwecie o drodze optycznej 1 cm zmieszano 750 ul odczynnika A

z 7 ul badanej probki (lub z 7 ul kalibratora w przypadku proby $lepej) i odczytano absorbancje
po 5 minutach pomiaru. Nastepnie do kuwety dodano 250 pl odczynnika B, ponownie
zmieszano, odczytano absorbancj¢ po kolejnych 5 minutach pomiaru. Otrzymane wyniki
zostaty przeliczone na stezenie cholesterolu wyrazone w mM 1" przy zastosowaniu ponizszego
wzoru:

(A2—-A1)probki

C kalibratora x .
(A2—A1)kalibratora

= C cholesterolu w probce

3.2. Oznaczanie poziomu cholesterolu LDL

Do oznaczenia stgzenia cholesterolu frakcji LDL wykorzystano gotowy zestaw firmy
BioSystems S.A. (Hiszpania). Oznaczenie wykonano na spektrofotometrze UV/VIS Marcel
$330 przy dlugosci fali A=546 nm oraz w temperaturze 37°C.

Zasada metody. Jest to metoda enzymatyczna, w ktorej dochodzi do kolorymetrycznego

oznaczenia cholesterolu obu frakcji w oparciu o sprz¢zone reakcje.

estry cholesterolu + H,0 > cholesterol + kwasy ttuszczowe

A4

cholesterol + % 02+ H20 cholestenon + H>O»

2 H>O2 + 4-aminoantypiryna + DSBmT > chinonoimina + 4 H20

Sktad zestawu. W sklad zestawu do oznaczania cholesterolu LDL wchodza:

« odczynnik A (bufor MES w stezeniu wyzszym niz 30 mmol-I?, oksydaza
cholesterolowa w stezeniu nizszym niz 1,5 U-ml, esteraza cholesterolowa w stezeniu
nizszym niz 1,5 U-ml%, 0,5 mmol-It 4-aminoantypiryna, oksydaza askorbinowa
W stezeniu wyzszym niz 3 U1, peroksydaza w stezeniu wyzszym niz 1 U-I?, detergent
0 pH=6,3),
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« odczynnik B (bufor MES w stezeniu wyzszym niz 30 mmol-I", 1 mmol-I"* N,N-bis(4-
sulfobutylo)-m-toluidyna (DSBmT), detergent o pH=6,3),
« kalibrator (surowica o znanym stezeniu HDL = 57,1 mg-dl"* oraz LDL = 67,1 mg-dI™).

Wykonanie oznaczenia. W kuwecie o drodze optycznej 1 cm zmieszano 750 ul odczynnika A
z 7 ul badanej probki (lub z 7 pl kalibratora w przypadku proby $lepej) i odczytano absorbancje
po 3 minutach pomiaru. Nastepnie do kuwety dodano 250 ul odczynnika B, ponownie
zmieszano, odczytano absorbancje po kolejnych 5 minutach pomiaru. Otrzymane wyniki
zostaty przeliczone na stezenie cholesterolu wyrazone w mM- I przy zastosowaniu ponizszego
Wzoru:

(A2—-A1)probki

C kalibratora x .
(A2—A1)kalibratora

= C cholesterolu w probce

3.3. Oznaczanie aktywnoS$ci fosfatazy zasadowej (ALP)

Oznaczenie wykonano w surowicy krwi przy uzyciu gotowego zestawu do oznaczania
aktywnosci fosfatazy zasadowej (BioSystems S.A., Hiszpania). Do oznaczenia wykorzystano
spektrofotometr UV/VIS Marcel s330 przy dlugosci fali A=405 nm oraz w temperaturze 37°C.

Zasada metody. Fosfataza zasadowa w srodowisku alkalicznym katalizuje przeniesienie grupy

fosforanowej z 4-nitrofenylofosforanu na 2-amino-2-metylo-1-propanol (AMP). Produktem
reakcji, zgodnie z ponizszym rdéwnaniem jest 4-nitrofenol, a katalityczne stezenie ALP

oznaczane jest na podstawie szybkosci tworzenia si¢ 4-nitrofenolu.

4-nitrofenylofosforan + AMP —2L2s fosforan AMP + 4-nitorfenol

Sktad zestawu. W sktad zestawu do oznaczania aktywnosci ALP wchodza:

« odczynnik A (0,4 mol-I"" 2-amnino-2-metylo-1-propanol, 1,2 mmmol-I" siarczan
cynku, 2,5 mmol-I"t kwas N-hydroksyetyloetylenodiaminotrioctowy, 2,5 mmol-I" octan
magnezu),

« odczynnik B (60 mmol-It 4-nitrofenylofosforan).

Odczynniki po zmieszaniu w stosunku 4:1 stanowia odczynnik roboczy.

Wykonanie oznaczenia. W kuwecie o drodze optycznej 1 cm zmieszano 1 ml odczynnika

roboczego z 20 pl badanej probki (lub z 20 ul wody destylowanej w przypadku proby slepej).
Wymieszano, wlozono do spektrofotometru i odczytano absorbancje poczatkowa. Pomiaru

dokonywano przez 3 minuty (3 kolejne pomiary w odstgpach jednominutowych). Nastgpnie
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obliczano rdznic¢ pomig¢dzy kolejnymi pomiarami absorbancji oraz $rednig absorbancj¢ na
minute (AA-mint). Uzyskane wyniki przeliczono na aktywno$é ALP wyrazona w U-I"t wedhug

ponizszego wzoru:

AA-mint x 221 =y
eExIxVs
€ - absorbancja molowa,
| — droga optyczna,
Vt — catkowita objetos¢ reakeji,

Vs — objetos¢ badanej proby,

3.4. Oznaczanie aktywnosci aminotransferazy alaninowej (ALT)

Oznaczenie wykonano w surowicy krwi przy uzyciu gotowego zestawu do oznaczania
aktywnosci aminotransferazy alaninowej (Stamar, Polska). Do oznaczenia wykorzystano
spektrofotometr UV/VIS Marcel s330 przy dlugosci fali A=340 nm oraz w temperaturze 37°C.

Zasada metody. Aminotransferaza alaninowa katalizuje przeniesienie grupy aminowej z L-

alaniny na a-ketoglutaran, tworzac pirogronian i L-glutaminian. St¢zenie katalityczne ALT
oznacza si¢ na podstawie szybkosci utleniania NADH do NAD™ podczas sprz¢zonej reakcji

z dehydrogenaza mleczanowa (LDH).:

L-alanina + o-ketoglutaran — 2T 5 pirogronian + glutaminian

pirogronian + NADH + H* —_tPH 5 | -mleczan + NAD*

Sktad zestawu. W sktad zestawu do oznaczania aktywnosci ALT wchodza:

e odczynnik A (125 mmol-I* bufor TRIS o pH=7,4, 680 mmol-It L-alanina,

dehydrogenaza mleczanowa w stezeniu réwnym badz wyzszym 2000 U-I),
« odczynnik B (97 mmol-I* 2-oksoglutaran, 1,1 mmol-I" NADH).
Odczynniki po zmieszaniu w stosunku 4:1 stanowig odczynnik roboczy.

Wykonanie oznaczenia. W kuwecie o drodze optycznej 1 cm zmieszano 1 ml odczynnika

roboczego z 120 ul badanej probki (lub z 120 pl wody destylowanej w przypadku proby Slepej).
Wymieszano, wtozono do spektrofotometru, inkubowano przez minut¢ w temperaturze 37°C
I odczytano absorbancje poczatkowa. Pomiaru dokonywano przez 3 minuty (3 kolejne pomiary
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w odstepach jednominutowych). Nastepnie obliczano rdéznice pomiedzy kolejnymi pomiarami
absorbancji oraz $rednig absorbancje na minute (AA-min™t). Uzyskane wyniki przeliczono na

aktywno$é ALT wyrazong w U-I"! wedlug ponizszego wzoru:

AA-mint x 221 =y
eExIxVs
€ - absorbancja molowa,
| — droga optyczna,
Vt — catkowita objetos¢ reakeji,

Vs — objetos¢ badanej proby,

3.5. Oznaczanie aktywnosci aminotransferazy asparaginowej (AST)

Oznaczenie wykonano w surowicy krwi przy uzyciu gotowego zestawu do oznaczania
aktywnos$ci aminotransferazy asparaginowej (Stamar, Polska). Do oznaczenia wykorzystano

spektrofotometr UV/VIS Marcel s330 przy dlugosci fali A=340 nm oraz w temperaturze 37°C.

Zasada metody. Aminotransferaza asparaginowa katalizuje przeniesienie grupy aminowej z L-
asparaginianu na o-ketoglutaran, tworzac szczawiooctan i L-glutaminian. SteZenie katalityczne
ALT oznacza si¢ na podstawie szybkos$ci utleniania NADH do NAD+ podczas sprzezonej
reakcji z dehydrogenazg jablczanowg (MDH):

L -asparaginian + o-ketoglutaran —2ST 5 szczawiooctan + L-glutaminian

szczawiooctan + NADH + H* —MPH 5 | -jablczan + NAD"

Sktad zestawu. W sktad zestawu do oznaczania aktywnosci ALT wchodza:

« odczynnik A (100 mmol-I* bufor TRIS o pH=7,8, 330 mmol-I"* L-asparaginian,
dehydrogenaza mleczanowa w stezeniu réwnym badz wyzszym 2000 U-I7,
dehydrogenaza jablczanowa w stezeniu rownym badz wyzszym 1000 U-12),

« odczynnik B (78 mmol-I* 2-oksoglutaran, 1,1 mmol-I"t NADH).

Odczynniki po zmieszaniu w stosunku 4:1 stanowig odczynnik roboczy.

Wykonanie oznaczenia. W kuwecie o drodze optycznej 1 cm zmieszano 1 ml odczynnika

roboczego ze 100 pl badanej probki (lub ze 100 pl wody destylowanej w przypadku proby
Slepej). Wymieszano, wtozono do spektrofotometru, inkubowano przez minute w temperaturze
37°C 1 odczytano absorbancje poczatkowg. Pomiaru dokonywano przez 3 minuty (3 kolejne
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pomiary w odstgpach jednominutowych). Nastgpnie obliczano réznicg pomiedzy kolejnymi
pomiarami absorbancji oraz $rednig absorbancje na minute (AA-min?). Uzyskane wyniki

przeliczono na aktywno$¢ AST wyrazong w U1t wedtug ponizszego wzoru:

6
Vtx 10 - _I_l
exIxVs

AA-min?t x
€ - absorbancja molowa,
| — droga optyczna,
Vt — catkowita objetos¢ reakeji,

Vs — objetos¢ badanej proby,

4. Enzymy antyoksydacyjne

4.1. Odczynniki  chemiczne wuzyte do oznaczenia aktywno$ci enzymow

antyoksydacyjnych
Do analizy aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych uzyto nastepujacych odczynnikow:

« buforu KP (8,7 g KoHPO4 rozpuszczone w 1000 ml wody destylowanej + 6,8 g
KH2PO4 (w drugiej zlewce) rozpuszczone w 1000 ml wody destylowanej - dodane do
roztworu KzHPO4 az do uzyskania roztworu o pH=7,0 + 10 mg BSA - rozpuszczone
w 100 ml buforu KP,

e roztworu ksantyny (1,87 mg ksantyny + 0,5 ml 1M NaOH + bufor KP),

e cytochromu C,

« 1% p-fenylodiaminy,

¢ 30% H20:..

4.2. Przygotowanie supernatantow

Homogenizacji 200 mg tkanki (w przypadku mézgu) oraz 42 mg tkanki (usredniona masa
dla jader) dokonano w homogenizatorze CAT X 360 (CAT, Niemcy) w 2 ml buforu KP.
Otrzymane homogenaty wirowano przez 10 minut w wiréwce z chtodzeniem MPW-365 (Med.

Instruments, Polska) w temperaturze 4°C przy 14 000 obrotéw na minute.
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4.3. Oznaczanie aktywnosci SOD wedlug metody Rice-Evans (1991) w supernatantach

mozgu oraz jader

Wszystkie znane dysmutazy sg enzymami efektywnymi, katalizujagcymi reakcje dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego do tlenu czasteczkowego 1 nadtlenku wodoru. Reakcja ta jest
reakcja dwuetapowa. W pierwszym etapie dochodzi do redukcji jonu metalu z réwnoczesnym
uwolnieniem tlenu czasteczkowego. W drugim etapie reakcji dochodzi do utlenienia jonu
metalu w obecnosci anionorodnika ponadtlenkowego oraz wodoru z rownolegltym

wygenerowaniem nadtlenku wodoru.
SOD - Me" + Oz~ — SOD Me(™Y + O2
SOD - Me™D + 02"+ 2H — SOD - Me" + H20:

Do oznaczania aktywnosci SOD niezbedne jest przygotowanie mieszaniny reakcyjnej
sktadajacej si¢ z:
e 23 ml buforu KP,
e 2,5 ml ksantyny,

e 5 mg cytochromu C.

Tak przygotowana mieszanina wymaga godzinnego napowietrzania w ciemnosci, na mieszadle

magnetycznym.

Oznaczenia aktywnosci SOD dokonano umieszczajagc w kuwecie o drodze optycznej 1 cm
probki zawierajace: 900 ul mieszaniny reakcyjnej, 4 pl oksydazy ksantynowej oraz 4 pl
badanego supernatantu (w przypadku proby slepej wylacznie 900 pl mieszaniny reakcyjnej oraz
4 ul oksydazy ksantynowej). Kuwetg z catg zawarto$cig umieszczono w spektrofotometrze
UV/VIS Marcel s330, a nastepnie dokonywano odczytu ekstynkcji przy dhugosci fali A=550
nm, co 30 sekund przez 2 minuty. Aktywno$é SOD wyrazono w U-mg™* biatka.

4.4. Oznaczanie aktywnosci GPx wedlug zmodyfikowanej metody Liick (1962)

W supernatantach mozgu oraz jader

Peroksydazy stanowig grupe enzyméw charakteryzujacych sie zdolnos$cig redukcji zaréwno
nadtlenkoéw nieorganicznych (H20>) jak i organicznych (ROOH). Produktem posrednim tych
reakcji jest kwas selenowy. GPx katalizuje reakcje pomiedzy H20. oraz ROOH, a GSH.
Produktami tej tych reakcji sa utleniony glutation (GSSG) oraz H20, zgodnie z ponizszymi

reakcjami:
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2GSH + H202 — GSSH + 2H20?
GSH + ROOH — RO-SG + H20
RO-SG + GSH — ROH + GSSG

Oznaczenia aktywnosci GPx dokonano umieszczajagc w kuwecie o drodze optycznej 1 cm
probki zawierajace: 900 pl buforu KP, 50 ul 1% p-fenylodiaminy, 50 ul 30% H20> oraz 20 ul
badanego supernatantu (w przypadku proby slepej wylacznie 900 ul buforu KP z EDTA, 50 ul
1% p-fenylodiaminy oraz 50 ul 30% H20.). Kuwete z cala zawarto$cig umieszczono
w spektrofotometrze UV/VIS Marcel s330, a nastepnie dokonywano odczytu ekstynkcji przy
dhugosci fali A= 460 nm, co 20 sekund przez 1 minute. Aktywno$é GPx wyrazono w U-mg
biatka.

4.5. Oznaczanie aktywnosci CAT wedlug metody Aebi (1962) w supernatantach

mozgu oraz jader

Oznaczanie aktywnos$ci CAT bazuje na pomiarze szybkosci rozkladu H202. Cecha
charakterystyczng H20, jest latwos$¢ absorpcji promieniowania nadfioletowego. Zatem
wprowadzenie do mieszaniny katalazy pozwala odnotowac spadek absorpcji promieniowania
przez roztwor zawierajgcy HoO». Reakcja rozktadu H2O» jest reakcjg dwuetapowa. Pierwszy jej
etap polega na redukcji H202 do H20 z réwnoczesnym powstaniem Fe(V)-CAT. Drugi etap
reakcji zwigzany jest z utlenieniem kolejnej czasteczki H202, przy udziale uzyskanego

w pierwszym etapie Fe(V)-CAT, efektem czego jest powstanie czasteczki Oz oraz H20.

H202+ Fe(l11)-CAT — 2 H202+0 + Fe(V)-CAT
H202+0~ Fe(V)-CAT — Fe(III)-CAT + H20 + O2

Rozktad nadtlenku wodoru z udziatlem katalazy nast¢puje szybko - w ciggu minuty enzym
ten rozktada 6 mln czasteczek H2O». Za jednostke aktywnosci przyjmuje si¢ taka ilo$¢ enzymu,
ktéra w ciggu minuty rozklada 1 pmol nadtlenku wodoru, czyli powoduje szybkos¢ spadku
absorbancji nadtlenku wodoru rowng 0,036 jednostek absorbancji w ciggu minuty (w obecnosci
1 ml H20,, w kuwecie o drodze optycznej 1 cm). Do wykonania oznaczenia niezbedne jest
przygotowanie mieszaniny reakcyjnej ztozonej z: 10 ml buforu KP (podgrzany w azni wodnej
w temp. 25°C, a nastepnie ustawiony na mieszadle magnetycznym) oraz 200 pl H202 (woda

destylowana + 30% H20- - proporcja 2:1). Po ustabilizowaniu si¢ tlenomierza HI 9143 (Hanna
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Instruments, USA) dokonano oznaczenia aktywnosci katalazy poprzez dodanie do mieszaniny
reakcyjne 15 pl probki. Pomiar prowadzono przez 1 minute, odczytujac wynik co 10 sekund.

Aktywno$é CAT wyrazono w U-mg™* biatka.

5. Zredukowany glutation (GSH)
5.1. Odczynniki chemiczne uzyte do oznaczenia st¢zenia GSH

Do analizy poziomu GSH uzyto nastepujacych odczynnikow:

e 0,05M bufor octanowy o pH=5,0 (1,439 g C,H302Na + 0,43 ml CH3sCOOH + woda
destylowana do obj¢tosci 500 ml),

« 0,1M bufor fosforanowy o pH=7,4 (5,2 g NaH2PO4 + 58,1 g NaHPO4x 12 H.0 + 7,44
g C10H16N20g + woda destylowana do objetosci 2000 ml),

e 10 mM roztwor EDTA (7,44 g C10H16N20g + woda destylowana do objgtosci 2000 ml),

e 3,2 M bufor TRIS z HCI o pH=8,1 (387,2 g H.2NC(CH>0OH)s + woda destylowana +
stezony HCl dodawany do uzyskania pozadanego stezenia),

e 10% TCA (100 g TCA + woda destylowana do objetosci 1000 ml),

e« DTNB (10,5mg DTNB + 10 ml 0,05M buforu octanowego o pH=5,0).

5.2. Przygotowanie supernatantow

Homogenizacji 100 mg tkanki dokonano w homogenizatorze z teflonowym ttokiem CAT X
360 (CAT, Niemcy) w 1 ml buforu fosforanowego 0,IM (4°C) o pH=7,4. Otrzymane
homogenaty wirowano przez 15 minut w wirowce MPW-365 (Med. Instruments, Polska) przy
14 000 obrotow na minute. Odbialczanie supernatantow uzyskanych z homogenatow mozgu
przeprowadzano poprzez dodanie 100 pl 10% TCA oraz 100 ul EDTA do 500 pl supernatantu.
Tak przygotowane probki umieszczono w lodéwcee (4°C) na 10 minut, a nastepnie ponownie

wirowano 5 minut przy 6 300 obrotow na minutg.

5.3. Oznaczanie poziomu GSH kolorymetryczna metoda Ellmana (1959)

W supernatantach mozgu

Metoda Ellmana jest wykorzystywana do iloSciowego oznaczenia GSH. Daje mozliwos¢
oznaczania niebiatkowych grup -SH w supernatantach tkanek, ktore wcze$niej zostaly
odbialczone TCA.

Oznaczenia zawarto$ci GSH dokonano umieszczajac na mikroplytce probki zawierajace: 15
ul 10 mM EDTA, 20 ul 3,2 M buforu TRIS z HCI o pH=8,1 oraz 180 pl wody destylowane]

oraz 20 pl odbiatczonych wczesniej supernatantéw. Nastepnie do probek odmierzono 10 pl

34



DTNB. Po schtodzeniu w lodéwce odczytano ekstynkcje, przy diugosci fali A=412 nm,
wykorzystujac czytnik mikroptytek SUNRISE Infinite® F50 (TECAN, Szwajcaria). Stezenia
GSH obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej i wyrazono w pM-mg? biatka. Do
przygotowania krzywej kalibracyjnej wykorzystano czysty glutation zredukowany (Sigma
Aldrich, USA).

Zblte zabarwienie, jakie pojawia sie po dodaniu DTNB jest wynikiem reakcji zachodzacych

pomiedzy DTNB, a grupami -SH. Produktem reakcji jest kwas nitrobenzoesowy (TNBA).

5.4. Oznaczanie zawartosci bialka calkowitego

Bialko catkowite zostalo oznaczone metodg Bradford (1976). W sktad odczynnika Bradford
wchodzi 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 ml 95% etanolu, 100 ml 85% kwasu
ortofosforowego i 100 ml H20. W metodzie tej wykorzystywana jest zdolno$¢ wigzania
barwnika bigkitu brylantynowego Coomassie Brilliant Blue G-250 z bialkami. Widmo
absorpcji barwnika w srodowisku kwasnym charakteryzuje si¢ maksimum przy 465 nm. Gdy
biatko zostanie zwigzane maksimum to przesuwa si¢ w strone¢ fal dluzszych 1 wystepuje przy
595 nm. Krzywa kalibracyjng wyznaczono na podstawie pomiaréw biatka wzorcowego BSA
(albumina wotowa). Liniowa zaleznos$¢ absorbancji od stezenia ustalono w zakresie stezenia
biatka 0,1-1,4 mg-mL™.

W celu wykonania pomiarow na mikroptytke naniesiono 4 ul badanej probki i 200 pl
odczynnika Bradford. Pomiaru dokonano na czytniku mikroptytek SUNRISE Infinite® F50
(TECAN, Szwajcaria), przy dtugosci fali A=595 nm.

6. Dialdehyd malonowy (MDA)
6.1. Odczynniki chemiczne uzyte do oznaczenia st¢zenia dialdehydu malonowego

Do analizy st¢zenia dialdehydu malonowego uzyto nastgpujacych odczynnikow:

« bufor RIPA (8,76 g NaCl + 10 ml 1M TRIS o pH=7,2 + 10 ml 10% SDS + 1 ml Triton
X-100 + 10 g deoksycholanu + 10 ml 0,5M EDTA, dopetniono woda do objetosci 1000
ml),

« inhibitor proteazy,

« kwas tiobarbiturowy (TBA),

« kwas octowy,

e 1-2% NaOH,

« standard MDA,

e 5% SDS.
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6.2. Przygotowanie supernatantow

Odwazono 25 mg tkanki, a nast¢pnie przygotowano roztwor do homogenizacji uzywajac 10
ml buforu RIPA i 10 ul inhibitora proteazy w lodzie w stosunku 10:1. Materiat
homogenizowano przy uzyciu ultradzwickowego homogenizatora SLPe (Branson, USA)
z przygotowanym roztworem w proporcjach 25 mg tkanki na 250 pl roztworu. Otrzymane
homogenaty wirowano przy 4500 obrotéw na minute przez 20 minut w temperaturze -4°C

w wirowce Universal 320R (Hettich Lab Technology, Niemcy).

6.3. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

W celu przygotowania mieszaniny reakcyjnej zmieszano: 50 ml kwasu octowego + 37,5 ml
NaOH + 12,5 ml wody destylowanej (pH=3,5). Do tak przygotowanej mieszaniny dodawano
TBA w stosunku 530 mg TBA na kazde 100 ml mieszaniny reakcyjnej.

6.4. Oznaczanie stezenia dialdehydu malonowego (MDA) metoda TBARS (wedlug
Okhawy, 1979; zmodyfikowang) w supernatantach z jader

Produktami koncowymi peroksydacji lipidow sg toksyczne aldehydy, w tym m.in. dialdehyd
malonowy. Przy oznaczaniu ich stg¢zenia w tkankach wykorzystuje sie¢ fakt, iz zwigzki te
reagujac z TBA tworza barwne addukty, ktore z powodzeniem mogg by¢ oznaczone
spektrofotometrycznie.

W celu oznaczenia poziomu dialdehydu malonowego pobrano 100 pl supernatantu
I przelano do proboéwek odpornych na wysoka temperaturg. Nastgpnie dodano 100 pl 5% SDS,
mieszano, a nastepnie dodano 4 ml mieszaniny reakcyjnej z TBA i1 gotowano przez 1 godzing
w 100°C. Nastepnie probki schtadzano na lodzie przez 10 minut w celu zablokowania reakcji
I wirowano przy 3800 obrotach na minut¢ przez 10 minut w temperaturze -4°C. Badany
material umieszczono na mikroptytkach w ilosci 150 pl i odczytywano ekstynkcje na czytniku
mikroptytek Multiscan FC (Thermo Fisher Scientific, USA) przy dlugosci fali A=540 nm.
Stezenie MDA wyrazono w pM-mg bialka.

7. Analiza zmian histopatologicznych w wybranych narzadach

Po zakonczeniu eksperymentu, do oceny histopatologicznych zmian narzagdowych zostaty
pobrane wycinki (ok. 1 cm®) nerek oraz jader. Organy tuz po pobraniu zostaty utrwalone
poprzez zanurzenie w zneutralizowanym roztworze 10% formaliny buforowanej (Avantor,
Polska) na okres 24 h. Celem przygotowania narzagdéw do zatopienia w parafinie, odwodniono

je przeprowadzajac przez szereg alkoholi (etanol) o rosngcym stgzeniu i1 przeswietlono
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benzenem w tacznym czasie 23 h. Wycinki narzadow zatopiono w parafinie. Skrawki
parafinowe o grubosci ok. 6 um krojono za pomocg mikrotomu rotacyjnego HM 340E (Thermo
Scientifoc, USA) 1 barwiono z uzyciem hematoksyliny Harrisa i eozyny wodnej 1% (barwienie
HE) zgodnie z przyjeta metodyka histologiczna (Bancroft i Gamble, 2008; Paulsen, 2010),
a nastepnie poddano ocenie histopatologicznych zmian narzadowych wykorzystujac program
NIS-Elements BR (Holandia) potaczony z mikroskopem Nikon Eclipse Ni (Holandia) oraz
z aparatem Nikon DS-Filc.

8. Oznaczanie stezenia mikro- i makroelementow w wybranych narzadach

Materiat pozyskany w trakcie sekcji zwierzat (Tab. 3) i przeznaczony do analiz zawartosci
metali, tuz po pobraniu zostat zamrozony w temperaturze -20°C, w ktorej byt przechowywany
do czasu prowadzenia analiz. W celu okreslenia $redniego stgzenia mikro- (Cu, Fe, Zn)
I makroelementow (MQ) probki wysuszono (do uzyskania statej masy, 60°C, suszarka SUP-
100W, WAMED, Polska). Po uzyskaniu suchej masy probki mineralizowano w kwasie
azotowym (65%, Baker Analyzed, JT Baker, USA) wykorzystujac otwarty system mineralizacji
(Velp Scientifica DK20, Wtochy), w temperaturze do 140°C. Gotowe mineralizaty
rozcienczono ultraczysta woda (18.2 MQ-cm w 25°C, Direct-Q 3, Merck-Millipore, USA) do
objetosci 10 ml.

Tabela 3. Charakterystyka procesu mineralizacji wybranych narzagdéw

MATRYCA SREDNIA SWIEZA OBJETOSC CZAS
MASA PROBKI UZYTEGO 65% MINERALIZACJI
(9) KWASU PROBKI
AZOTOWEGO (V) (h)
(ml)
watroba 0,96 4 8-16
nerki 0,21 4 7-15

Oznaczen wybranych mikro- i makroelementow dokonano wykorzystujac spektrometr
absorpcji atomowej z atomizacja ptomieniowa (AAnalyst 200, PerkinElmer, USA). Zrédto
promieniowana stanowity lampy z katoda wne¢kowa. Wyniki koncowe (po
uwzglednieniu granic oznaczalnos$ci oraz po przeliczeniu) przedstawiono w postaci pg metalu
na 1 g suchej masy tkanki (ug-g? s.m.). Poprawno$é metody zostata sprawdzona wzgledem
certyfikowanych materiatow odniesienia. Diugosci fal oraz granice oznaczalnosci dla
poszczegolnych metali przedstawiono w Tabeli 4. Kazda probka oznaczana byta dwukrotnie,

a warto$¢ Srednia wykorzystywana byta do dalszych analiz.
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Tabela 4. Charakterystyka uzytej metody analitycznej: dtugo$¢ fal, granice oznaczalno$ci dla analizowanych metali, odzyski
uzyskane dla certyfikowanych materialéw odniesienia (CRM) oraz wzglgdne odchylenie standardowe dla 10 powtorzen

METAL DLUGOSC FALI GRANICE CRM ODZYSK RSD
(nm) OZNACZALNOSCI* (%) (%)
(mgll)
Cu 324,8 0,035 SRM1577b 99,6 2,7
Fe 2483 0,415 SRM1577b 101,6 6,2
Mg 285,2 0,017 - - -
Zn 213)9 0,024 SRM1577b 106,2 53

* granice wyliczone dla roztworu analizowanego,
Nie znaleziono odpowiedniego CRM dla Mg.

9. Analiza statystyczna

Poniewaz zatozenia dotyczace jednorodnosci wariancji nie zostaty speilnione, dane

przeanalizowano testem Welcha (nieparametryczna ANOVA z niezaleznym szacowaniem

wariancji). R6znice pomigdzy poszczegdlnymi grupami zbadano wykonujac analize post-hoc

testem RIR Tukey’a. We wszystkich analizach poziom istotno$ci a wynosit 0,05. Wszystkich

obliczen i analiz dokonano z wykorzystaniem Excel 2013 (Microsoft) oraz STATISTICA 12

(StatSoft). Uzyskane wyniki zostaly przedstawione na wykresach prezentujacych warto$ci

$rednie + btad standardowy (SE).
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V. WYNIKI

1. Parametry morfologiczne krwi

Poziom podstawowy zawartosci leukocytow we krwi myszy z grupy kontrolnej wynosit 13,7
+0,9 x 103 ul't. Podawanie tauryny wywotato trend wzrostowy w zawartosci leukocytow nawet
do 7% (u zwierzat z grupy T40) w poréwnaniu z poziomem kontroli. Podawanie alkoholu, jak
i obu substancji jednoczesnie skutkowato trendem spadkowym w zawartosci leukocytow
maksymalnie do 87% poziomu podstawowego (u zwierzat z grupy A15). W grupach INT1 oraz
INT2 zawartos$¢ leukocytow utrzymywata si¢ na poziomie uzyskanym dla grupy A30 (Ryc. 4).
Poréwnujac zawartos¢ leukocytow we wszystkich badanych grupach, zauwazono znaczne
roéznice w wariancji i brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami (test Welcha,

p=0,397).
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Rycina 4. Procent zmian zawartosci leukocytow (x = SEM) we Krwi myszy z grup eksperymentalnych
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych rdznic.

Poziom podstawowy zawarto$ci erytrocytow oraz hemoglobiny wynosit odpowiednio 8,2 +
0,1x10° ult oraz 12,7 + 0,4 g-dI™* we krwi myszy z grupy kontrolnej. U zwierzat ze wszystkich
grup eksperymentalnych odnotowano wyzszg zawartoSci erytrocytow o 2-7%, a takze
hemoglobiny o 1-10% w poréwnaniu z poziomem kontroli. Zawarto$¢ zarowno RBC, jak
I hemoglobiny w grupach interakcyjnych, utrzymywata si¢ na poziomie ich zawartosci w grupie
A30 (Ryc. 5). Poréwnujac zawarto$¢ erytrocytow oraz hemoglobiny we wszystkich
testowanych grupach, obserwowano brak roznic istotnych statystycznie pomiedzy tymi
grupami (test Welcha, p=0,266 dla RBC oraz p=0,063 dla Hb).
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Rycina 5. Procent zmian zawartoS$ci erytrocytow (kolor szary) oraz hemoglobiny (kolor czarny) (X + SEM) we
krwi myszy z grup eksperymentalnych w poré6wnaniu do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych rdznic.

Srednia objeto$é erytrocytu (MCV) dla grupy kontrolnej wynosita 48,9 + 0,3 fl i stanowita
poziom podstawowy dla grup eksperymentalnych. W grupach T20, T40 oraz INT1
zaobserwowano trend wzrostowy w $redniej objgtosci erytrocytu - 0 2% W poréwnaniu z grupg
kontrolng. Trend wzrostowy obserwowano rowniez w grupie A30 - 0 1% w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Trend spadkowy w poréwnaniu z poziomem kontroli odnotowano w grupach A15
oraz INT2, odpowiednio 0 2% i 1% (Ryc. 6). W grupie INT1 obserwowano zwigkszenie
sredniej objetosci erytrocytu w stosunku do obu grup, w ktorym zwierzetom podawany byt
alkohol. W grupie INT2 efekt ten obserwowano tylko wzgledem grupy A15. Analiza
statystyczna wykazala istotne statystycznie roznice w §redniej objetosci erytrocytu pomiedzy
zwierzetami z grupy A15, a zwierzetami z grup ktérym podawana byta tauryna - T20 i T40 oraz
zwierzetami z grupy interakcyjnej INT1, a takze pomigdzy grupg T40, a INT2.

Poziom podstawowy zawarto$ci trombocytow (PLT) we krwi myszy z grupy kontrolnej
wynosit 320 £ 28 x 10%-ull. Ekspozycja na tauryne skutkowata obnizeniem zawarto$ci
trombocytéw we krwi myszy do 10% (u zwierzat z grupy T40), natomiast ekspozycja na
alkohol wigzata si¢ z trendem wzrostowym w zawartosci trombocytow nawet do 113%
(u zwierzat z grupy Al5), w porownaniu z grupg kontrolng. W obu grupach interakcyjnych
zawarto$¢ plytek krwi zmniejszyta si¢ w poréwnaniu do grup eksponowanych na alkohol.
Poréwnujac zawarto$¢ trombocytéw pomigdzy badanymi grupami, nie zaobserwowano

istotnych statystycznie roznic pomiedzy nimi (test Welcha, p=0,325) (Ryc. 7).
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Rycina 6. Procent zmian §redniej objetosci erytrocytu (x = SEM) we krwi myszy z grup eksperymentalnych
w porownaniu do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami oznaczono statystycznie istotne roznice pomi¢dzy
grupami.
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Rycina 7. Procent zmian zawarto$ci trombocytéw (X £ SEM) we krwi myszy z grup eksperymentalnych
W poréwnaniu do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych réznic.

2. Parametry biochemiczne krwi

Poziom podstawowy zawartosci cholesterolu HDL w surowicy Krwi myszy z grupy
kontrolnej wyniost 1,48 + 0,04 mmol-I". Suplementacja tauryna spowodowala trend wzrostowy
w poziomie cholesterolu HDL 0 11% w poréwnaniu z grupg kontrolng. Rowniez alkohol
w nizszej dawce (u zwierzat z grupy A15) wywotatl wzrostowy trend w poziomie cholesterolu
HDL - o 7%. Odwrotna reakcja obserwowana byta u zwierzat z grupy A30, u ktérych wyzsza
dawka alkoholu spowodowata 2% obnizenie poziomu cholesterolu HDL w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Podawanie obu substancji biologicznie czynnych jednocze$nie skutkowato trendem

wzrostowym w poziomie cholesterolu HDL 0 4% i 7%, odpowiednio dla grup INT2 oraz INT1
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(Ryc. 8). Porownujac wartos$¢ tego parametru pomiedzy wszystkimi grupami, nie odnotowano

statystycznie istotnych roznic pomigdzy nimi (test Welcha, p=0,294).
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Rycina 8. Procent zmian poziomu cholesterolu HDL (x = SEM) w surowicy Krwi myszy z grup
eksperymentalnych w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych roznic.

Poziom podstawowy zawarto$ci cholesterolu LDL w surowicy krwi wynosit 1,68 + 0,11
mmol-I? (u zwierzat z grupy kontrolnej). U zwierzat, ktorym podawana byta tauryna
obserwowano obnizenie poziomu cholesterolu LDL o 11% (dla grupy T20) i 18% (dla grupy
T40). Podawanie samego alkoholu (niezaleznie od dawki), jak 1 w potaczeniu z tauryng
skutkowato wzrostem poziomu cholesterolu LDL do 118%, 129%, 134% oraz 157%
odpowiednio dla zwierzat z grup INT1, INT2, Al5 oraz A30, w pordwnaniu do poziomu
podstawowego (Ryc. 9). Analiza statystyczna wykazata istotne statystycznie roznice
w zawartosci cholesterolu LDL pomig¢dzy grupa kontrolng oraz grupami T40, A15, A30 oraz
INT2. Istotne statystycznie roznice odnotowano takze pomiedzy grupa T20, a grupami A15
I A30 oraz grupami interakcyjnymi (INT1 oraz INT2). Identyczng tendencj¢ zaobserwowano
dla grupy T40. Statystycznie istotne roznice wystapity takze pomigdzy grupa A30, a grupami
Al5, INT1 oraz INT2.

Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej w grupie kontrolnej wynosita 39,12 + 2,44 U1 i stanowila
poziom podstawowy dla grup eksperymentalnych. U zwierzat z grup T20, T40 oraz INTI
odnotowano trend spadkowy w jej aktywnosci: najwigkszy o 21% (dla zwierzat z grupy T20),
najmniejszy o 1% (dla zwierzat z grupy INT1). Z kolei u zwierzat z grup A15, A30 1 INT2
obserwowano trend wzrostowy w aktywnosci fosfatazy, nawet do 119% w poroéwnaniu
Z poziomem podstawowym (dla zwierzat z grupy A30). W grupach, ktérym podawane byly

obie substancje biologicznie czynne odnotowano obnizenie aktywnosci ALP w stosunku do
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grup A15 i A30. Aktywno$¢ enzymu istotnie roéznita si¢ pomigdzy grupa T20, a grupami A15,
A301 INT2 oraz pomi¢dzy grupami T40 i A30 (Ryc. 10).
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Rycina 9. Procent zmian poziomu cholesterolu LDL (x = SEM) w surowicy krwi myszy z grup
eksperymentalnych w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami 0znaczono statystycznie istotne
roéznice pomi¢dzy grupami.
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Rycina 10. Procent zmian aktywno$ci ALP (x = SEM) w surowicy krwi myszy z grup eksperymentalnych
W poréwnaniu do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami oznaczono statystycznie istotne réznice pomiedzy
grupami.

Poziom podstawowy aktywno$ci aminotransferazy asparaginowej u zwierzat z grupy
kontrolnej wyniost 79,2 + 9,77 U-IT (Ryc. 11). Suplementacja tauryng wywotata trend
spadkowy w aktywnosci enzymu - do 6% (w grupie T20). W pozostatych grupach
eksperymentalnych obserwowano trend wzrostowy w aktywnosci aminotransferazy
asparaginowej: najmniejszy o 1% (dla zwierzat z grupy A15), a najwiekszy o0 22% (dla zwierzat
z grupy A30). Co wigcej, aktywnos$¢ enzymu W grupach INT1 oraz INT2 ulegla obnizeniu
W poroéwnaniu do grupy A30 i utrzymywala si¢ na poziomie uzyskanym dla grupy A1lS5.
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Porownujac aktywnos$¢ enzymu pomigdzy badanymi grupami, nie wykazano istotnie

statystycznych roznic pomiedzy nimi (test Welcha, p=0,809).
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Rycina 11. Procent zmian aktywnosci AST (X £ SEM) w surowicy krwi myszy z grup eksperymentalnych
W poréwnaniu do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych roznic.

Poziom podstawowy aktywnos$ci aminotransferazy alaninowej dla zwierzat z grupy
kontrolnej wynosit 31,18 £ 2,05 U-I". Ekspozycja na alkohol nie zmienita aktywnoéci enzymu
- zarbwno w grupie AlS5, jak 1 A30 utrzymywatla si¢ ona na poziomie kontroli. W pozostatych
grupach odnotowano trend spadkowy w aktywnosci aminotransferazy alaninowej nawet do
75% (u zwierzat z grupy T40) w porownaniu do poziomu podstawowego (Ryc. 12). Poréwnujac
aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej pomiedzy testowanymi grupami, nie zaobserwowano

roznic istotnych statystycznie w jej aktywnosci (test Welcha, p=0,334).
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Rycina 12. Procent zmian aktywnosci ALT (x £ SEM) w surowicy krwi myszy z grup eksperymentalnych
W poréwnaniu do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych réznic.
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3. Aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych oraz poziom MDA w jadrach

Poziom podstawowy aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej w jadrach zwierzat z grupy
kontrolnej wynosit 6,64 + 0,44 U-mg biatka. We wszystkich z badanych grup odnotowano
wzrost aktywnosci enzymu: najmniejszy dla zwierzat z grup A15 i A30 - o0 4%, a najwyzszy
dla zwierzat z grupy T40 - 0 27% w poréwnaniu z poziomem uzyskanym dla grupy kontrolne;j
(Ryc. 13). Analiza statystyczna wykazala istotne statystycznie roznice w aktywnosci

dysmutazy ponadtlenkowej pomig¢dzy grupa kontrolng i grupa T40.
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Rycina 13. Procent zmian aktywnosci SOD (% = SEM) w jadrach myszy z grup eksperymentalnych
W poréwnaniu do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami oznaczono statystycznie istotne roznice pomigdzy
grupami.

Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w jadrach myszy wynosita 0,064 + 0,002 U-mg*
biatka 1 stanowila poziom podstawowy dla grup eksperymentalnych. W grupach
suplementowanych tauryng oraz w grupie A15 obserwowano wzrost aktywnosci peroksydazy
glutationowej nawet do 134% w poréwnaniu z poziomem grupy kontrolnej (dla zwierzat
z grupy T40) (Ryc. 14). W grupach A30 oraz INT1 obserwowano 6% spadek aktywnosci
enzymu, a w grupie INT2 aktywnos$¢ peroksydazy utrzymywata si¢ na poziomie uzyskanym
dla grupy kontrolnej. Istotne statystycznie roznice W aktywnosci enzymu odnotowano
pomiegdzy grupa kontrolna, a grupami T20 i T40; pomiedzy grupa T20, a grupami A30, INT1
I INT2 oraz pomigdzy grupa T40, a grupami A30, INT1 oraz INT2.
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Rycina 14. Procent zmian aktywno$ci GPx (X = SEM) w jadrach myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami oznaczono statystycznie istotne r6znice pomiedzy grupami.

Aktywno$¢ katalazy w jadrach zwierzat z grupy kontrolnej wynosita 1,35 + 0,11 U-mg™
biatka, co stanowito poziom podstawowy dla pozostatych grup. Trend wzrostowy w aktywnosci
enzymu obserwowano w grupach suplementowanych tauryng oraz w grupie interakcyjnej
INT2. Najwyzszy wzrost - do 116% poziomu podstawowego - odnotowano w grupach T40
i INT2. Ekspozycja na alkohol wigzata si¢ z trendem spadkowym w aktywnosci katalazy
W jadrach o 6% dla obu grup. Takze w grupie interakcyjnej INT1 odnotowano trend spadkowy
w aktywno$ci enzymu do 97% poziomu podstawowego (Ryc. 15). Aktywno$¢ katalazy
w grupach INTL i INT2 podwyzszyta si¢ w poréwnaniu do jej aktywno$ci w grupach A15
i A30. Porownujac aktywno$¢ katalazy pomigdzy badanymi grupami nie odnotowano istotnych

statystycznie roznic pomigdzy nimi (test Welcha, p=0,578).
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Rycina 15. Procent zmian aktywnosci CAT (x + SEM) w jadrach myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych roznic.
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Poziom podstawowy zawartosci dialdehydu malonowego w jadrach myszy z grupy
kontrolnej wynosit 1,53 + 0,16 pM-mg? bialka. Suplementacja tauryng wywotata trend
spadkowy w poziomie MDA w jadrach nawet 0 22% w poréwnaniu Z poziomem podstawowym
(dla zwierzat z grupy T20). Trend ten byt takze widoczny w grupie INT1. W grupach A15, A30
oraz INT2 odnotowano trend wzrostowy w zawartosci MDA odpowiednio do 112%, 109% oraz
117% w poréwnaniu do poziomu podstawowego (Ryc. 16). Tylko w grupie INT1 zawartos¢
MDA spadta wzgledem grup eksponowanych na alkohol. Analiza statystyczna wykazata istotne

statystycznie roznice W poziomie MDA pomiedzy grupg T20, a grupami A15, A30 oraz INT2.
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Rycina 16. Procent zmian zawartosci MDA (X £ SEM) w jadrach myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami oznaczono statystycznie istotne réznice pomigdzy grupami.

4. Aktywnos$¢ enzyméw antyoksydacyjnych oraz poziom GSH w mézgu

Poziom podstawowy aktywnoéci SOD w moézgu wynosit 4,29 + 0,5 U-mg? biatka dla
zwierzat z grupy kontrolnej. U zwierzat z grup suplementowanych tauryng oraz z grupy INT?2
obserwowano trend wzrostowy w aktywnosci enzymu do 105%, 128% i 129% poziomu
podstawowego, odpowiednio dla grup INT2, T20 i T40. W grupach A15 i A30 odnotowano
trend spadkowy w aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej nawet o 16% w poréwnaniu z grupa
kontrolng (u zwierzat z grupy A15). W grupie INT1 aktywnos$¢ enzymu wrocita do poziomu
kontroli. (Ryc. 17). W obu grupach interakcyjnych aktywnos¢ SOD wzrosta w poréwnaniu do
grup Al15 i A30. Statystycznie istotne roznice w aktywnosci enzymu wystepowaty pomiedzy
grupg T40 1 A15.
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Rycina 17. Procent zmian aktywnosci SOD (x = SEM) w mézgu myszy z grup eksperymentalnych w porownaniu
do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami oznaczono statystycznie istotne r6znice pomiedzy grupami.

Aktywno$é GPx w mézgu myszy z grupy kontrolnej wynosita 0,065 + 0,005 U-mg™* biatka
I stanowita poziom podstawowy dla zwierzat z grup eksperymentalnych. Trend spadkowy
w aktywno$ci GPx W poréwnaniu do poziomu kontroli zaobserwowano w grupach A15 i A30,
odpowiednio 0 17% i 18%. W pozostatych grupach, to jest T20, T40, INT1 i INT2
obserwowano trend wzrostowy w aktywnos$ci enzymu nawet do 118% poziomu podstawowego
(dla zwierzat z grupy T20). Aktywnos$¢ GPx w grupach INT1 oraz INT2 ulegta podwyzszeniu
w porownaniu do grupy Al15, jak i A30 (Ryc. 18). Analiza statystyczna wykazala istnienie
istotnych roéznic w aktywnosci GPx w mézgu pomigdzy grupa T20, a grupami A15 i A30,
pomigdzy grupa T40, a grupami Al5 oraz A30, a takze pomigdzy grupa A30 i grupg INT2.
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Rycina 18. Procent zmian aktywnosci GPx (X + SEM) w mézgu myszy z grup eksperymentalnych w porownaniu
do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami oznaczono statystycznie istotne réznice pomigdzy grupami.
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Poziom podstawowy aktywnosci CAT w mdzgu myszy z grupy kontrolnej wynosit 2,07 £
0,23 U-mg? biatka. We wszystkich analizowanych grupach obserwowano trend spadkowy
w aktywno$ci enzymu: najmniejszy o 3% (da zwierzat z grupy T40), a najwigkszy o 35% (dla
zwierzat z grupy T20). Aktywnos¢ katalazy w grupach INT1 oraz INT2, utrzymywala si¢ na
poziomie uzyskanym dla grupy A30. Poréwnujac aktywnos¢ katalazy pomiedzy wszystkimi
badanymi grupami, obserwowano znaczne roznice w wariancji i brak statystycznie istotnych

roéznic pomiedzy grupami (test Welcha, p=0,264) (Ryc. 19).
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Rycina 19. Procent zmian aktywnos$ci CAT (X £ SEM) w mozgu myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych roznic.

Poziom GSH w moézgu myszy z grupy kontrolnej wynosit 1,08 + 0,05 uM-mg™ biatka
| stanowit poziom podstawowy dla grup eksperymentalnych. Suplementacja tauryng wywotata
trend wzrostowy w poziomie GSH w moézgu do 117% oraz 113% w stosunku do poziomu
kontroli, odpowiednio dla zwierzat z grup T20 1 T40. W pozostalych grupach
eksperymentalnych odnotowano trend spadkowy w poziomie GSH, nawet o 15%
W poréwnaniu z grupa kontrolng (dla zwierzat z grupy A30). Jednak poziom GSH w mézgu
zwierzat z grup INT1 oraz INT2 ulegl podwyzszeniu w porownaniu do poziomu uzyskanego
dla grupy A30 (Ryc. 20). Statystycznie istotne roznice w poziomie mozgowego GSH
wystepowaly pomiedzy grupa T20, a grupami A30, INT1 i INT2, a takze pomigdzy grupa T40
I grupami A30 oraz INT2.
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Rycina 20. Procent zmian zawarto$ci GSH (X = SEM) w mézgu myszy z grup eksperymentalnych w porownaniu
do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami oznaczono statystycznie istotne r6znice pomiedzy grupami.

5. Ocena histologiczna jader

Os$miotygodniowe myszy z grupy kontrolnej wykazywaly prawidlowa budowe
histologiczng jader, odpowiednig dla ich wieku. Jadra myszy z grup eksperymentalnych po
ekspozycji na tauryneg, etanol, badZz kombinacje obu substancji w ustalonych dawkach, nie
wykazywaty zadnych réznic w budowie histologicznej w poréwnaniu z grupg kontrolng (Ryc.

21).

6. Ocena histologiczna nerek

Os$miotygodniowe myszy z grupy kontrolnej wykazywaly prawidtowa 1 odpowiednig dla
wieku zwierzat budowe histologiczng nerek. Takze nerki myszy, ktorym podawana byta
tauryna, alkohol oraz kombinacja obu substancji we wczesniej ustalonych dawkach
wykazywaty prawidlowa budowe histologiczng oraz brak istotnych réznic w porownaniu do

grupy kontrolnej (Ryc. 22).
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Rycina 21. Przekrdj przez jadra dojrzalych myszy Swiss z grup kontrolnej, INT1 oraz INT2.

Barwienie H+E (K - kanaliki nasienne, S - tkanka $rodmigzszowa).
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Rycina 22. Przekréj przez nerki dojrzatych myszy Swiss
z grupy kontrolnej, INT1 oraz INT2. Barwienie H+E, x100
(K - czes¢ korowa, R - cze$¢ rdzeniowa).

7. Stezenie mikro- i makroelementéw w nerkach

Poziom podstawowy st¢zenia Fe w nerkach zwierzat z grupy kontrolnej wynosit 66,619 +
4,897 pg-gt s.m. W grupach suplementowanych tauryna, w grupach interakcyjnych, a takze
w grupie A1l5 odnotowano trend spadkowy w stezeniu Fe w nerkach nawet o 13%
W pordwnaniu z grupg kontrolng (dla zwierzat z grupy T40). Najmniejszy spadek

zaobserwowano w grupie INT2 - 0 3%. Trend wzrostowy w stezeniu zelaza obserwowany byt
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tylko 1 wytacznie w grupie A30 - do 104% w poréwnaniu z poziomem kontrolnym. W grupach
interakcyjnych stgzenie Fe w nerkach ulegta obnizeniu w poréwnaniu do grupy A30 (Ryc. 23).
Porownujac stezenie Fe w nerkach pomig¢dzy analizowanymi grupami, nie odnotowano

istotnych statystycznie roznic pomiedzy nimi (test Welcha, p=0,594).
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Rycina 23. Procent zmian stezenia Fe (X £ SEM) w nerkach myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych réznic.

Srednie stezenie Mg W nerkach zwierzat z grupy kontrolnej wynosito 345,222 + 10,235
png-gl s.m. i stanowito poziom podstawowy dla grup eksperymentalnych. W grupach
suplementowanych tauryng obserwowano trend spadkowy w st¢zeniu Mg w nerkach o 4%
I 5% w porownaniu do poziomu podstawowego (odpowiednio dla zwierzat z grupy T20 oraz
T40). W pozostatych grupach obserwowano trend wzrostowy w stgzeniu Mg nawet o 10%
w poréwnaniu do poziomu kontrolnego (dla zwierzat z grupy INT1) (Ryc. 24). Stezenie Mg
w nerkach zwierzat z grup interakcyjnych utrzymywata si¢ na poziomie uzyskanym dla grup
A15 1 A30. Analiza statystyczna nie wykazala istotnych statystycznie roznic w zawartosci Mg

pomigdzy badanymi grupami (test Welcha, p=0,067).
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Rycina 24. Procent zmian stezenia Mg (X £ SEM) w nerkach myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych réznic.

Poziom podstawowy st¢zenia Zn w nerkach zwierzat z grupy kontrolnej wynosit 31,029 +
1,432 pg-g*s.m. W grupie T20 oraz T40 stezenie Zn w nerkach nie zmienito sie i utrzymywato
na poziomie uzyskanym dla grupy kontrolnej. W pozostatych grupach odnotowano niewielki
trend wzrostowy w stezeniu Zn w stosunku do grupy kontrolnej - najmniejszy o 1% (dla
zwierzat z grupy A15), a najwickszy o 6% (dla zwierzat z grupy INT1). Rycina 25 przedstawia
wyzej opisane zmiany stgzenia mikroelementu. W grupach interakcyjnych zawarto$¢ Zn
utrzymywata si¢ na poziomie uzyskanym dla grupy A30. W przypadku zawartosci Zn
w nerkach nie odnotowano istotnych statystycznie réznic pomiedzy testowanymi grupami (test

Welcha, p=0,928).

120

110

-

Zn (% poziomu grupy kontrolnej)

90
80
70
K T20 T40 Al5 A30 INT1 INT2
Grupa

Rycina 25. Procent zmian stezenia Zn (x =+ SEM) w nerkach myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych réznic.
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Srednie stezenie Cu W nerkach zwierzat z grupy kontrolnej wynosito 5,602 + 0,31 ug-g*
s.m. i stanowito poziom podstawowy dla grup badawczych. W tym przypadku obserwowano
obnizenie poziomu Cu we wszystkich z testowanych grupach. Najmniejszy spadek - do 97%
poziomu podstawowego obserwowano w grupie Al5, a najwiekszy - do 90% poziomu
podstawowego w grupie A30. W grupach INT1 oraz INT2 zawarto$¢ Cu w nerkach spadta
wzgledem grupy Al5 i jednoczes$nie wzrosta wzgledem grupy A30 (Ryc. 26). Poréwnujac
stezenie Cu w nerkach pomig¢dzy wszystkimi badanymi grupami, nie wykazano statystycznie

istotnych roéznic pomiedzy grupami (test Welcha, p=0,945).
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Rycina 26. Procent zmian stezenia Cu (X £ SEM) w nerkach myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych roznic.

8. Stezenie mikro- i makroelementéw w watrobie

Poziom podstawowy stezenia Fe w watrobie myszy z grupy kontrolnej wynosit 130,226 +
4,665 ng-gts.m. We wszystkich badanych grupach obserwowano trend spadkowy w stezeniu
Fe w watrobie w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Najmniejszy spadek odnotowano u zwierzat
z grupy T40 - do 85% poziomu podstawowego, a najwigkszy u zwierzat z grupy A30 - do 58%
poziomu podstawowego (Ryc. 27). Stezenie Fe w watrobie myszy z grup INT1 oraz INT2 byto
wyzsze niz stezenie obserwowane w grupie A30. Analiza statystyczna wykazala istotne
statystycznie roznice w stg¢zeniu Fe w watrobie pomiedzy grupa kontrolng, a grupami T20, A15,
A30, INT1 1 INT2 oraz pomigdzy grupa T40, a grupami A15, A30, INT1 i INT2. St¢zenie Fe

w watrobie roznito si¢ réwniez istotnie pomiedzy grupa T20 i A30.
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Rycina 27. Procent zmian stezenia Fe (X + SEM) w watrobie myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami 0znaczono statystycznie istotne réznice pomiedzy grupami.

Srednie stezenie Mg w watrobie zwierzat z grupy kontrolnej wynosito 320,842 + 12,359
pg-gl s.m. i stanowito poziom podstawowy dla grup eksperymentalnych. We wszystkich
testowanych grupach obserwowano trend wzrostowy w stezeniu Mg w watrobie zwierzat.
Najmniejszy wzrost - do 105% poziomu podstawowego odnotowano dla zwierzat z grupy T40,
natomiast najwigkszy wzrost - do 120% poziomu podstawowego zanotowano w grupie INT1
(Ryc. 28). Istotne statystycznie roznice w zawarto$ci Mg w watrobie obserwowano tylko

pomigdzy grupg kontrolng 1 grupg INT1.
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Rycina 28. Procent zmian stezenia Mg (X + SEM) w watrobie myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Tymi samymi literami oznaczono statystycznie istotne roznice pomiedzy grupami.

Poziom podstawowy stezenia Zn w watrobie zwierzat z grupy kontrolnej wynosit 34,907 +
2,92 ug-gts.m. We wszystkich badanych grupach odnotowano trend wzrostowy w stezeniu Zn
w watrobie o: 4%, 3%, 20%, 26%, 11%, 13% odpowiednio dla grup T20, T40, A15, A30, INT1
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oraz INT2 (Ryc. 29). Analiza statystyczna nie wykazala statystycznie istotnych rdznic

W wartosci tego parametru pomiedzy testowanymi grupami (test Welcha, p=0,0502).
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Rycina 29. Procent zmian stezenia Zn (x = SEM) W watrobie myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych roznic.

Stezenie Cu w watrobie zwierzat z grupy kontrolnej wynosit0 6,623 £ 0,361 ug-g* s.m.
i stanowit0 poziom podstawowy dla grup eksperymentalnych. Obnizenie stgzenia Cu
W watrobie odnotowano tylko dla zwierzat z grupy INT2 - do 97% poziomu podstawowego.
W pozostatych grupach obserwowano trend wzrostowy w stezeniu Cu: najmniejszy o 6% (dla
zwierzat z grup T40 i INT1), najwigkszy o 16% (dla zwierzat z grupy A15) (Ryc. 30). Stezenie

Cu w watrobie nie r6znilo si¢ istotnie pomiedzy testowanymi grupami (test Welcha, p=0,274).
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Rycina 30. Procent zmian stezenia Cu (X £ SEM) w watrobie myszy z grup eksperymentalnych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Brak statystycznie istotnych roznic.
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V1. DYSKUSJA

W niniejszych badaniach zaobserwowano zmiany w profilu lipidowym oraz w aktywnosci
enzymoéw  watrobowych 1 enzymoéw  antyoksydacyjnych pomigdzy zwierzgtami
eksponowanymi na alkohol, a zwierzetami dodatkowo suplementowanymi tauryng. Pomiary
parametrow morfologicznych krwi wskazuja, ze krotkotrwata ekspozycja na alkohol, tauryng,
jak 1 obie substancje biologicznie czynne jednoczes$nie nie powoduje odchylen od
wyznaczonych dla tych parametrow wartosci referencyjnych. Nie wykazano zasadniczych
roéznic w histologicznej strukturze jader i nerek oraz istotnych réznic w gospodarce mikro-

I makroelementami w nerkach i watrobie pomi¢dzy badanymi grupami.

Parametry morfologiczne krwi. Wszystkie z otrzymanych wynikow badan morfologicznych

mieszcza si¢ w wartosciach referencyjnych wyznaczonych dla parametréw hematologicznych
myszy. Zatem wptyw zadnej z zastosowanych substancji biologicznie czynnych nie prowadzit
do odchylen od normy oraz stanéw chorobowych.

Suplementacja tauryng pozytywnie wplywa na uktad immunologiczny poprzez zwigkszanie
aktywno$ci fagocytarnej makrofagdéw i1 monocytow, ochron¢ neutrofili przed apoptoza oraz
zwigkszenie liczby limfocytow (Islambulchilar i inni, 2015). Wyjasnia to zaobserwowany
w prowadzonych badaniach wtasnych trend wzrostowy w liczbie leukocytéw w grupach T20
oraz T40. U o0s6b naduzywajacych alkohol, obserwuje si¢ pobudzenie uktadu
odpornosciowego, przejawiajace si¢ wzrostem liczby leukocytow - jest to jednak wzrost
ponadnormatywny (Asuk i inni, 2013). W niniejszych badaniach obserwowano obnizenie
liczby leukocytow u zwierzat z grup Al5 1 A30, co sugeruje ze krotkotrwata ekspozycja na
alkohol, nie wywotuje wyzej opisanego efektu. U zwierzat z grup interakcyjnych réwniez
obserwowano obnizenie liczby leukocytow, w poréwnaniu z grupa kontrolna; utrzymujace si¢
na poziomie uzyskanym dla grupy A30. Prawdopodobnie ma to zwigzek z faktem, ze dziatanie
alkoholu - nawet mimo krotkotrwatej ekspozycji - jest na tyle silne, by znie$¢ dziatanie tauryny.
Hipoteza ta jest zgodna z wynikami badan, w ktorych odnotowano podobng tendencje
w przypadku innych substancji o znanym dziataniu antyoksydacyjnym - witaminy C i E
(Joharapurkar i inni, 2003).

Rozpatrujac liczbe erytrocytow oraz zawarto$¢ hemoglobiny, w grupach T20 1 T40
obserwowano zar6wno Wyzszg liczbg erytrocytow, jak i zawarto$¢ hemoglobiny, co jest zgodne
z danymi literaturowymi (Sunha i Rajkumar, 2015). Efekt ten przypisywany jest

antyoksydacyjnemu dziataniu tauryny, zwigzanemu z usuwaniem wolnych rodnikéw
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stymulujagcych peroksydacje lipidéw btonowych, a tym samym stabilizujacemu blony
erytrocytow (Sirdah i inni, 2013). Z kolei alkohol znany jest ze szkodliwego wptywu na
hematopoezg, przejawiajacego si¢ hamowaniem erytropoezy, syntezy hemoglobiny, a takze
zwigkszeniem tempa rozpadu erytrocytow (Maralla i Reddy, 2012). Fakt ten nie znalazt
potwierdzenia w niniejszych badaniach, poniewaz w grupach A15 i A30 obserwowano wyzsza
liczbe erytrocytow oraz wyzszg zawarto$¢ hemoglobiny w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
By¢ moze ma to zwigzek z krotkim czasem ekspozycji na alkohol, poniewaz zaburzenia
hematopoezy obserwowane sg przy dtugoterminowym narazeniu (Elanchezhian i inni, 2017).
W grupach INT1 oraz INT2 réwniez odnotowano trend wzrostowy dla obu omawianych
parametrow (utrzymujacy si¢ na poziomie uzyskanym dla grupy A30), co w tym wypadku
najprawdopodobniej jest skutkiem synergistycznego dziatania tauryny i alkoholu.

Srednia objetosé¢ erytrocytu (MCV) uwazana jest za biomarker ilosci spozytego alkoholu
(Niemeld, 2016). W zwigzku z powyzszym, dziwi wzrost parametru MCV w grupach T20
I T40, ktory zostal jednak wczesniej zaobserwowany rowniez przez innych naukowcow
badajacych wplyw tauryny (Anand i inni, 2010; Sirdah i inni, 2013). W grupie A15 odnotowano
spadek, natomiast w grupie A30 wzrost $redniej objetosci czerwonej krwinki wzgledem grupy
kontrolnej. Podobng tendencj¢ obserwowali badacze testujacy rézne wzorce spozywania
alkoholu, zatem przypuszczalnie ma to zwigzek z jego dawka (Odoula, 2005; Elanchezhian
i inni, 2017). W grupach interakcyjnych otrzymane wyniki sa niejednoznaczne: w grupie INT1
odnotowano wzrost, a w grupie INT2 spadek $redniej objetosci czerwonej Kkrwinki
W poréwnaniu do grupy kontrolnej, CO wymaga dalszych badan w celu poznania mechanizmu
lezacego u podstaw takiego dziatania.

Suplementacja tauryng spowodowata obnizenie zawartos$ci trombocytéw, co jest zgodne
z obserwacjami innych badaczy, ktorzy odnotowali spadek zwarto$ci trombocytow
w odpowiedzi na zwigkszang dawke tauryny (Anand i inni, 2010; Sudha i Rajkumar, 2015).
Najprawdopodobniej ma to zwigzek ze strukturalnym podobienstwem tauryny do
sulfonamidéw znanych z indukowania spadku liczby trombocytow (Pasin i inni, 2014). Uwaza
si¢, ze dziatanie alkoholu na trombocyty ma zwiazek z ich czg$ciowa aktywacja, potaczong
z niekompletng degranulacja - w efekcie powstaja nowe trombocyty, sg one jednak uszkodzone
(Adams, 2010). Wyniki badan wilasnych potwierdzaja powstanie nowych plytek krwi,
poniewaz w grupach Al5 i A30 obserwowano wyzszg ich liczb¢ w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Zdolnos¢ trombocytow do pelnienia swoich funkcji nie stanowita przedmiotu
badan, dlatego nie sprawdzano czy nowo powstate ptytki krwi byly uszkodzone. W grupach

interakcyjnych takze odnotowano wyzsza liczbe trombocytow w stosunku do grupy kontrolnej,
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a jednoczesnie nizszg W stosunku do grup A15 i A30. Wskazuje to, ze jednorazowa
intoksykacja alkoholem dziala stymulujaco na plytki krwi i jest to zgodne z obserwacjami
innych badaczy (Oduola, 2005). Sugeruje réwniez, ze dziatanie tauryny w tym wypadku jest na

tyle silne, aby odwraca¢ skutki dziatania alkoholu.

Parametry biochemiczne krwi. Wszystkie z otrzymanych wynikéw badan biochemicznych

krwi mieszczg si¢ w warto$ciach referencyjnych wyznaczonych dla myszy, sugerujac ze wptyw
badanych substancji nie powodowat ani odchylen od normy, ani stanu chorobowego.

Obserwowany w niniejszych badaniach trend wzrostowy w poziomie cholesterolu HDL oraz
obnizenie poziomu cholesterolu LDL w surowicy krwi zwierzat, ktéorym podawana byla
tauryna jest zgodny z wynikami badan innych naukowcoéw (Choi i inni, 2006). Wywotany
podawaniem tauryny trend wzrostowy w poziomie cholesterolu HDL jest wynikiem
wzmozone] syntezy tej frakcji cholesterolu w watrobie, poprzez zwigkszanie watrobowe;j
zawartosci apolipoproteiny A-lI (apoA-I), bedacej biatkowym sktadnikiem lipoprotein -
zwlaszcza tych o duzej gestosci (HDL) (Mochizuki i inni, 2014). Umiarkowane picie alkoholu
réwniez zwigzane jest ze wzrostem zawarto$ci apoA-I, ale takze ze wzrostem zawarto$ci
apolipoproteiny A-11 (apoA-I1) i obnizeniem stopnia degradacji cholesterolu HDL, co skutkuje
wzrostem jego poziomu we krwi (de Oliveira e Silva i inni, 2000; Cardoso Fernanses Toffolo
i inni, 2012). Wyjasnia to zaobserwowany wyzszy poziom cholesterolu HDL w grupie Al5.
Pozytywny wplyw alkoholu na poziom cholesterolu HDL zmniejsza si¢ jednak wraz ze
wzrostem jego spozycia, co widoczne jest zarowno w badaniach wilasnych, jak i badaniach
innych naukowcow (Oduola i inni, 2005). W prowadzonym eksperymencie odnotowano trend
wzrostowy w poziomie cholesterolu HDL w obu grupach interakcyjnych. Wiekszy przyrost
W porownaniu do poziomu kontroli zaobserwowano w grupie INT1, co ma zwigzek nie tylko
z pozytywnym wplywem tauryny, ale takze alkoholu w umiarkowanych dawkach na jego
poziom we krwi. W grupie INT2 przyrost ten byt nieco nizszy, jednak moze $wiadczy
0 zdolnosci tauryny do przeciwdziatania spadkom poziomu cholesterolu HDL wywotanym
dziataniem alkoholu.

Widoczne w eksperymencie obnizenie poziomu cholesterolu LDL wywotane suplementacija
tauryny, mozna powigzac ze zdolnoscig indukowania przez ten zwigzek kilku mechanizméw:
1) zmniejszenia wydzielania apolipoproteiny B-100 (apo-B100), bedacej niezbgdna sktadowa
lipoprotein o niskiej gestosci (LDL), a tym samym zmniejszeniem wydzielania LDL, 2)
zmniejszenia aktywnos$ci acylotransferazy acylo-CoA: cholesterol (ACAT), odpowiedzialnej

za estryfikacje cholesterolu i powstawanie lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (VLDL), 3)
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zwigkszenia aktywno$ci 7a-hydroksylazy cholesterolowej (CYP7A1) odpowiedzialnej za
synteze kwasow zoOlciowych z cholesterolu, zwigzang ze wzrostem degradacji samego
cholesterolu, 4) stymulowania aktywnos$ci receptora LDL i przyspieszania usuwania tej
lipoproteiny przez watrobe (Murakami i inni, 2002; Militante i Lombardini, 2004; Chen i inni,
2012). Z kolei ekspozycja na alkohol wiagze si¢ z podwyzszeniem poziomu cholesterolu LDL
we krwi, co moze mie¢ zwigzek ze zmianami w strukturze apo-B100, prowadzacymi do
powstania konformacji o wiekszej wydajnosci energetycznej lub ze zmianami w aktywno$ci
receptora LDL (Wood i inni, 2001). Stanowi to wyjasnienie obserwowanego w eksperymencie
wzrostu poziomu cholesterolu LDL w grupach A15 i A30. Wzrost ten odnotowano takze w obu
grupach interakcyjnych, jednak tylko wzgledem poziomu podstawowego. Poréwnujgc wyniki
uzyskane dla grup interakcyjnych z wynikami otrzymanymi dla grup A15 i A30 - w grupach
INT1 i INT2 obserwowano obnizenie poziomu LDL co sugeruje, ze tauryna prawdopodobnie
moze przeciwdziata¢ hipercholesterolemii wywotanej ekspozycja na alkohol.

Rozpatrujac aktywnos¢ ALP, ALT oraz AST - nalezy stwierdzi¢, ze moga one stuzy¢ jako
biomarkery uszkodzen watroby, poniewaz wzrost ich stezenia we krwi moze $wiadczy¢
0 uszkodzeniu hepatocytow (Oloyede i Sunmonu, 2008). Obnizenie aktywnosci enzymow
watrobowych przez tauryn¢ najprawdopodobniej jest wynikiem jej zdolnosci do stabilizacji
membran poprzez zapobieganie wyciekaniu jonow z komorki, przy jednoczesnym
zapobieganiu naplywowi wody do komorki (Jagadeesan i Pillai, 2007),co moze wWyjasnia¢
otrzymane wyniki. Wzmozonemu spozyciu alkoholu towarzyszy wzrost aktywnosci enzymow
watrobowych, zwigzany z ich wyciekiem z komoérek do krwioobiegu (Okafor 1 inni, 2011).
Uwaza si¢, ze uszkodzenia komoérek watrobowych wywotane dziataniem alkoholu moga by¢
spowodowane: 1) nasilong produkcjag RFT, ktore powstaja jako produkty metabolizmu
alkoholu, 2) zaburzeniem katabolizmu biatek w watrobie i ich akumulacjg, 3) wywotanym
przez dzialanie aldehydu octowego hamowaniem aktywnos$ci proteosomu, odpowiedzialnego
za usuwanie z organizmu niepotrzebnych biatek (Ebrahem i inni, 2012; Wang i inni, 2018).
Wyniki, otrzymane dla aktywnosci ALP i AST sa zgodne z wynikami wyzej cytowanych
doniesien. Jednak aktywnos¢ ALT w grupach A15 1 A30 nie zmienita si¢ w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Biorgc pod uwage fakt, ze podwyzszenie aktywnosci ALT jest nieznaczne
W poréwnaniu do podwyzszenia aktywno$ci innych enzymoéw watrobowych (Szutowicz
I Raszei-Szpecht, 2009) - niezaleznie od przyczyny uszkodzenia komorek - jest
prawdopodobnym, Ze 24 h ekspozycja na alkohol byla zbyt krétka, aby wplynaé na aktywnos¢
ALT, tak jak wptyneta na aktywno$¢ ALP i AST. Hipoteza ta wymaga jednak weryfikacji. Co
wiecej, tylko ALT jest enzymem specyficznym dla watroby, a wyzsza aktywno$¢ pozostatych
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enzymoéw watrobowych moze §wiadczy¢ o uszkodzeniu, np. migséni lub kosci (NPT, 2006).
Wprowadzenie do diety produktéw takich jak: ananas, czosnek, imbir czy pomidor -
zawierajacych naturalne antyoksydanty - poprawia aktywno$¢ enzymow watrobowych,
zaburzona na skutek spozywania alkoholu (Okafor i inni, 2011; Ebrahem i inni, 2012; Mani
I inni, 2016). W przypadku niniejszych badan réwniez obserwowano taki trend dla aktywnosci
ALP i ALT w obu grupach interakcyjnych. Rozpatrujac aktywnos¢ AST, zarowno w grupie
INT1, jak i INT2 aktywno$¢ enzymu utrzymywata si¢ na poziomie otrzymanym dla grupy A15,
jednak wzgledem grupy A30 aktywnos$¢ AST spadia w obu grupach.

Aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych oraz poziom MDA w jadrach. W dostepnej

literaturze brak jest informacji dotyczacych wartosci referencyjnych zarowno dla aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych, jak i poziomu MDA oraz GSH w réznych tkankach myszy.
CAT, GPx oraz SOD sa uwazane za najwazniejsze enzymy antyoksydacyjne, stanowiace
pierwszg lini¢ obrony organizmu w walce ze stresem oksydacyjnym (Aluwong i inni, 2013).
Uwaza si¢, ze suplementacja tauryng przyczynia si¢ do wzrostu aktywno$ci enzymow
antyoksydacyjnych (Nonaka i inni, 2001; Abbasoglu i inni, 2012; Adedara, 2017). Zostato to
potwierdzone w prowadzonych badaniach, w ktorych odnotowano podwyzszenie aktywnosci
wszystkich testowanych enzymow antyoksydacyjnych zaréwno w grupie T20, jak i T40.
Ekspozycja na alkohol moze wigza¢ si¢ z dwojaka odpowiedzig uktadu antyoksydacyjnego -
badania sugeruja zarOwno wzrost, jak 1 spadek aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych
(Maneesh i inni, 2006; Abarikwu i inni, 2016). W prowadzonych badaniach, u zwierzat
eksponowanych na alkohol odnotowano wyzszg aktywnos¢ SOD w poréwnaniu do zwierzat
z grupy kontrolnej. Najprawdopodobniej stanowi to odpowiedZ adaptacyjng organizmu na
warunki stresowe, przejawiajacg si¢ wzmozong dysmutacjg O ~ do H20». (Maneesh i inni,
2006). Sposrod wszystkich enzymow uktadu antyoksydacyjnego, GPx jest najbardziej
wrazliwa na zmiany zawartos$ci RFT, ktoérych wzrost zwigzany jest ze spadkiem aktywnoSci
enzymu (Nandhini i inni, 2005). Wyjasnia to odnotowane w eksperymencie obnizenie
aktywnosci GPx w grupie A30, zgodne z wynikami innych badan (Maneesh i inni, 2006;
Abarikwu i inni, 2016). Natomiast odnotowany w grupie A15 wzrost aktywnosci GPx sugeruje,
ze wptyw alkoholu na aktywnos$¢ peroksydazy w jadrach zalezny jest od przyjetej dawki.
Obserwowany w przypadku CAT trend spadkowy w aktywno$ci enzymu, potwierdza
obserwacje innych naukowcow badajacych jej aktywnos¢ w jadrach zwierzat eksponowanych
na alkohol (Abarikwu i inni, 2016). Badania, w ktorych testowano wptyw tauryny i alkoholu

na aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych w réznych narzadach szczuréw wykazaty, ze
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tauryna przywraca zaburzong wskutek dziatania alkoholu aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych (Pushpakiran 1 inni, 2004). Zostalo to cz¢$ciowo potwierdzone
w niniejszym eksperymencie. Aktywno$¢ SOD oraz CAT w jadrach myszy z grup
interakcyjnych wzrosta W porownaniu z aktywno$cig enzymoéw w grupach Al15 i A30.
W przypadku GPx, w grupie INT1 obserwowano nizsza aktywno$¢ enzymu w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (utrzymujaca si¢ na poziomie uzyskanym dla grupy A30). Z kolei w grupie
INT2 odnotowano aktywno$¢ enzymu na poziomie uzyskanym dla grupy kontrolnej
(podwyzszong w stosunku do grup eksponowanych na alkohol). Nalezy pamictaé, ze
rozbiezno$ci pomiedzy uzyskanymi wynikami, a wynikami cytowanymi powyzej mogg by¢
skutkiem nie tylko uzycia réznych dawek tauryny i alkoholu oraz réznej dlugosci trwania
eksperymentu, ale takze odmienng aktywnoscig enzymow w réznych narzadach (Anand i inni,
2011).

Zmiana zawarto$ci RFT - powyzej, jak i ponizej stezenia fizjologicznego - wiaze si¢
Z wystapieniem stresu oksydacyjnego, co w przypadku jader moze modyfikowaé funkcje
komoérek Leydiga, prowadzi¢ do zaburzen steroidogenezy, apoptozy komorek,
a w konsekwencji do bezptodnosci (Gautam i inni, 2006; Mohamed i1 Abdel Gawad, 2017).
Tauryna wykazuje zdolno$¢ do obnizania stopnia peroksydacji lipidéw bezposrednio poprzez
usuwanie wolnych rodnikoéw lub posrednio poprzez wigzanie wolnych atoméw metali - jak
Cu®" czy Fe?* - przez grupe sulfonowg oraz poprzez zmniejszanie produkcji grup
karbonylowych (Parildar-Karpuzoglu i inni, 2008). Wyjasnia to zaobserwowane w badaniach
wlasnych obnizenie poziomu MDA w grupach T20 1 T40. W grupach, w ktorych zwierzgtom
podawano alkohol odnotowano wzmozenie peroksydacji lipidow, mierzone wzrostem poziomu
MDA. Najprawdopodobniej jest to skutkiem zwigkszonej aktywnosci CYP2EI -
metabolizujacej alkohol do aldehydu octowego - w wyniku ktorej powstaja RFT,
intensyfikujace peroksydacje lipidow i przyczyniajace si¢ do wzrostu poziomu MDA (Dosumu
i inni, 2014). Suplementacja naturalnymi antyoksydantami, np. witaming E jest w stanie
przywrdci¢ zaburzony na skutek dziatania alkoholu poziom MDA (Singhishetti i inni, 2012).
Potwierdza to zaobserwowane w badaniach wtasnych obnizenie poziomu MDA do poziomu
podstawowego w grupie INT1. Jednak w grupie INT2 odnotowano wzrost poziomu MDA,
zarowno w poréwnaniu do poziomu podstawowego, jak i w stosunku do poziomu otrzymanego
dla grup A15 i A30. Aby wykluczy¢ wystgpienie btgdu analitycznego, nalezaloby powtorzy¢

cze$¢ analiz budzacych watpliwosci.
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Aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych oraz poziom GSH w mézgu. Dane dotyczace

zmian aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych w moézgu, zwigzanych z podaza tauryny sa
niejednoznaczne. W niektorych notowano wzrost, a w innych spadek aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych w odpowiedzi na suplementacje tauryng (Anand i inni, 2011; Yildirim
I Kilic, 2011; Adedara i inni, 2017). W prowadzonych badaniach zaobserwowano wzrost
aktywnosci GPx oraz SOD w grupach, w ktorych zwierzeta suplementowano tauryng. Takie
dziatanie tauryny moze by¢ wynikiem jej zdolnosci antyoksydacyjnych zwigzanych
Z obnizaniem stopnie peroksydacji lipidow oraz wzmacnianiem potencjatu antyoksydacyjnego
organizmu (Pushpakiran i inni, 2004; Sochor i inni, 2014). U zwierzat suplementowanych
tauryng obserwowano takze obnizenie aktywnos$ci CAT, co moze wskazywaé mniejsza
wrazliwos¢ enzymu na dziatanie tauryny w mozgu. Hipoteza ta wymaga jednak weryfikacji
poprzez prowadzenie eksperymentu chronicznego. W niniejszych badaniach ekspozycja na
alkohol wiazata si¢ z trendem spadkowym w aktywno$ci CAT, GPx i SOD w mozgu, co jest
zgodne z wynikami innych eksperymentow, w ktorych badano wptyw alkoholu na aktywnos¢
enzymow antyoksydacyjnych (Das i inni, 2007; Ramezani i inni, 2012). Obserwowane
obnizenie aktywnosci CAT, GPx 1 SOD moze wskazywa¢ na oksydacyjna inaktywacje
enzymow w nastepstwie nadmiernej produkcji RFT, a w przypadku GPx réwniez na niedobor
kosubstratow takich jak, np. GSH lub NADPH (Swaroopa, 2013; Kumar i inni, 2016).
Uzyskane wyniki potwierdzaja takze wczesniejsze obserwacje innych badaczy monitorujgcych
zmiany aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w moézgu narazonym na dzialanie alkoholu
(Ramezani i inni, 2012). W grupach interakcyjnych odnotowano podwyzszenie aktywnosci
GPx i SOD sugerujace normalizacje aktywno$ci enzymoéw wywolang suplementacja tauryny,
co obserwowali rowniez inni naukowcy badajacy interakcj¢ alkoholu z tauryng oraz fluorku
sodu z tauryng (Pushpakiran i inni, 2004; Adedara i inni, 2017). Wskazuje to, ze tauryna moze
modyfikowaé czynniki decydujace o wrazliwo$ci tkanki na dziatanie substancji toksycznych
(Pushpakiran i inni, 2004). Aktywnos¢ CAT w grupach interakcyjnych utrzymywala si¢ na
poziomie uzyskanym dla grupy A30, co moze $wiadczy¢ o braku wplywu tauryny na
odpowiedz tego enzymu w mozgu, zmieniong wskutek dzialania alkoholu.

Biosynteza tauryny oraz GSH w organizmie wymaga wykorzystania Cys jako substratu
reakcji, dlatego uwaza sie, ze suplementacja tauryng przyczynia si¢ do wzrostu poziomu GSH
w organizmie poprzez bezposrednie zwigkszenie dostepnosci Cys wymaganej do biosyntezy
GSH (Hagar, 2004). Tlumaczy to odnotowany w badaniach wtasnych trend wzrostowy
w poziomie GSH w grupach suplementowanych tauryng. Ponadto, dziatanie tauryny zwigzane

ze zwigkszaniem poziomu GSH moze mie¢ rowniez zwigzek z zapobieganiem przez tauryng
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jego utlenieniu (Anand i inni, 2011). Z kolei ekspozycja na alkohol wigzata si¢ z obnizeniem
poziomu GSH w mézgu. Najprawdopodobniej jest to wynikiem wzrostu poziomu produktéw
utleniania lipidéw, prowadzacego do zmniejszenia dostepnosci NADPH niezbednego do
aktywacji reduktazy glutationowej, ktéra odpowiada za przeksztatcenie utlenionego glutationu
do GSH (Kumar i inni, 2016). W grupach INT1 oraz INT2 poziom GSH utrzymywat si¢ na
poziomie otrzymanym dla grupy A30. Wskazuje to, ze na mézgowy poziom GSH wickszy
wpltyw wywiera alkohol niz tauryna w zastosowanych w eksperymencie dawkach. Porownujac
uzyskany wynik z wynikami innych badaczy mozna podejrzewaé, ze rozbieznosci wynikaja

z uzycia odmiennych dawek tauryny, badz z roznej dtugosci trwania eksperymentu.

Ocena histologiczna jader. Wedlug wiedzy autorki tej pracy sa to pierwsze badania

histologiczne dotyczace interakcji pomiedzy tauryng i etanolem, co moze wigzaé si¢
Z utrudniong interpretacja i brakiem mozliwosci poréwnania otrzymanych wynikow.

Liczne badania naukowe wskazuja, ze poprzez nadmierng produkcje ROS oraz
wywolywanie apoptozy komorek szlaku spermatogenicznego, alkohol negatywnie oddziatuje
na strukture histologiczng jader (Zhu i inni, 2000; Erpek i inni, 2004; He i inni, 2010). Nie
zostato to potwierdzone w badaniach wtasnych, co prawdopodobnie ma zwigzek z odmiennym
czasem ekspozycji wykorzystanym w badaniach. Wigkszos$¢ procedur badawczych oparta jest
na chronicznym czasie ekspozycji, w przypadku niniejszych badan byta to ekspozycja ostra.
Co prawda istniejg dane literaturowe, wskazujace na istnienie zmian w histologicznej strukturze
jader juz po 24 h ekspozycji, jednak wykorzystujg one potencjalnie silniej dziatajace substancje
toksyczne jak, np. AIClz (Abdel-Moneim, 2013).

Tauryna znana ze swoich wlasciwosci antyoksydacyjnych oraz zdolnosci do zmiatania
wolnych rodnikoéw wywiera efekt ochronny na strukture histologiczng jader, dlatego w swietle
mikroskopu narzady po ekspozycji na nig daja obraz podobny do kontroli (Elshawi i inni, 2014).
Jest to zgodne z otrzymanymi wynikami. Konsekwencja wyzej opisanych wtasciwosci tauryny
jest rowniez jej zdolno$¢ do przeciwdziatania zmianom histopatologicznym w strukturze jader,
wywotanym dziataniem substancji toksycznych (Mohamed 1 Gawad, 2017). W przypadku
niniejszych badan, nie zaobserwowano zadnych zasadniczych rdéznic w strukturze
histologicznej jader zwierzat z grup interakcyjnych w poroéwnaniu do jader zwierzat z grupy
kontrolnej, co najprawdopodobniej ma réwniez zwigzek z krotkim czasem ekspozycji na

testowane substancje biologicznie czynne.

Ocena histologiczna nerek. Nefrotoksyczne dziatanie alkoholu ma zwigzek ze wzmozong

oksydacja biatek oraz podwyzszong produkcja RFT, ktore w gtownej mierze sg produktami
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utleniania aldehydu octowego (Epstein i inni, 1997). Generowany w ten sposob stres
oksydacyjny stanowi przyczyne powstawania zmian w histologicznej strukturze nerek (Brzéska
i inni, 2003; Shanmugam i inni, 2010). W prowadzonych badaniach nie zaobserwowano jednak
zmian histologicznych w strukturze nerek, a otrzymane réznice najprawdopodobniej wynikaja
z wykorzystania roznych czaséw ekspozycji na alkohol. Histopatologiczne zmiany w strukturze
nerek obserwowane sg zwykle po kilku tygdniach narazenia. Ostra intoksykacja alkoholem,
poprzez zaburzenie homeostazy elektrolitow oraz nadmierng produkcji moczu (obserwowang
nawet w 20 minut po spozyciu) moze generowac¢ widoczne zmiany w obrazie mikroskopowym
nerek, majgce posta¢ zgrubien cytoplazmy (Epstein, 1997). Otrzymane wyniki nie potwierdzaja
takze tych doniesien, co moze by¢ konsekwencjg zastosowanych stezen alkoholu. Liczne
badania naukowe potwierdzaja, ze stopien zaburzen w strukturze i funkcjonowaniu nerek
zalezny jest od koncentracji etanolu (Hassan i inni, 2015).

Uzyskane wyniki wilasne oraz wyniki innych eksperymentatorow wykazaly normalng
strukture histologiczng nerek w §wietle mikroskopu, w grupach ktorym podawana byta tauryna.
Takie dzialanie tauryny przypisuje si¢ jej zdolnosci do ostabiania negatywnych skutkow
dziatania stresu oksydacyjnego oraz do zapobieganiu apoptozy kanalikéw, poprzez stopniowe
odktadania si¢ aminokwasu w rdzeniu nerki (Al Kahtani, 2010; Abd El Kader i inni, 2015).
Ponadto, wyniki badan pokazuja, ze wyzej opisane dziatanie tauryny jest na tyle efektywne,
aby przeciwdziata¢ powstawaniu histopatologicznych zmian w strukturze nerek wywotanych
dziataniem m.in. gentamycyny oraz bromianu (V) potasu (Erdem i inni, 2010; Ahmad i inni,
2013). Wyniki wisne, otrzymane dla grup interakcyjnych nie potwierdzajg tych doniesien, co
mozna jednak wythumaczy¢ brakiem jakichkolwiek zmian histologicznych wywotanych

podaniem alkoholu.

Zmiany stezenia mikro- i makroelementéw w nerkach. Zelazo speia kilka kluczowych
funkcji w organizmie. Zdecydowana wigkszo$¢ wystepujacego w organizmie zelaza zwigzana
jest z hemoglobing i bierze udziat w transporcie tlenu z phuc do innych tkanek. Zelazo wchodzi
rowniez w sktad mioglobiny, uczestniczac w przechowywaniu tlenu w migsniach. Inng wazna
funkcja tego mikroelementu jest wspottworzenie enzymow, np. cytochromu P450
odpowiedzialnego m.in. za syntez¢ hormondéw steroidowych oraz detoksykacje substancji
obcych w organizmie (Gupta, 2014). We wszystkich grupach z wyjatkiem grupy A30
obserwowano obnizenie st¢zenia Fe w nerkach, w porowaniu do grupy kontrolnej. By¢ moze
ma to zwigzek z obserwowanym w tych grupach wzrostem poziomu Hb - jony zelaza zostaty

zwigzane z Hb 1 zmniejszyta si¢ ich dostepno$¢ w organizmie, a tym samym stezenie
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w narzadach. Niemniej jednak hipoteza ta wymaga weryfikacji. W grupie A30 obserwowano
niewielki wzrost st¢zenia Fe w nerkach, zgodny z wynikami uzyskanymi przez innych
naukowcow badajgcych wplyw wzmozonej konsumpcji alkoholu na metabolizm Fe (Lieb
i inni, 2011). Nalezy pamigtac, ze utrzymujacy si¢ podwyzszony poziom Fe w narzadach moze
stanowi¢ przyczyne ich uszkodzenia poprzez stymulowanie peroksydacji lipidow oraz
apoptozy komorek (Macdougall i inni, 2016).

Magnez bierze udziat mi¢dzy innymi w prawidtowym funkcjonowaniu ATP i metabolizmie
glukozy, a takze kontrolowaniu funkcji migsni szkieletowych i sercowych (Moe, 2008).
W grupach suplementowanych tauryng obserwowano obnizenie st¢zenia Mg w nerkach, ktore
moglo byé spowodowane zmianami w stezeniu innych elektrolitow, np. Ca®* (Moe, 2008).
Uwaza si¢, ze ekspozycja na alkohol sprzyja obnizeniu stezenia Mg W organizmie, poniewaz
woOwczas wzrasta jego wydalanie wraz z moczem (Epstein, 1997). W prowadzonych przeze
mnie badaniach odnotowano jednak trend wzrostowy w stezeniu Mg w nerkach myszy z grup
Al5 oraz A30. Najprawdopodobniej przyczyng odmiennych rezultatdow stanowil inny czas
ekspozycji. Obserwowany rowniez w grupach interakcyjnych trend wzrostowy w stezeniu Mg
w nerce, wskazuje na silniejsze dziatanie alkoholu niz tauryny w przypadku tego
makroelementu.

Cynk wystepuje we wszystkich tkankach ciata, a w szczeg6lno$ci w mozgu, migsniach,
ko$ciach, nerkach i watrobie. Odgrywa kluczowa role w prawidtowym rozwoju 1 wzroscie
organizmu, bierze udzial w syntezie bialek oraz podziatach komodrkowych. Jako sktadnik
enzymoOw zaangazowany jest w pelnienie licznych funkcji biochemicznych. Wykazuje takze
dzialanie antyoksydacyjne 1 przeciwzapalne (Teslariu 1 inni, 2016). W grupach T20 1 T40
stezenie Zn w nerkach nie zmienito si¢ w poréwnaniu do poziomu podstawowego sugerujac,
ze przy zastosowanych zalozeniach eksperymentu (czas ekspozycji oraz dawka), tauryna nie
wplywa na jego stezenie W nerkach. Wyniki licznych eksperymentéw naukowych sugeruja, ze
narazenie na alkohol wiagze si¢ z uszkodzeniem narzadéw (w tym nerek), przejawiajacym si¢
obnizeniem w nich st¢zenia Zn (Bhogade 1 inni, 2013; Teslariu 1 inni, 2016). Nie zostato to
potwierdzone w biezacych badaniach, poniewaz stezenie Zn w nerkach zwierzat z grup Al15
I A30 w niewielkim stopniu wzrosto w pordwnaniu z poziomem podstawowym. Mozna zatem
zatozy¢, ze ekspozycja byla na tyle krotka, ze nie doszto do uszkodzenia narzadu, co
potwierdzaja roéwniez wyniki badan histologicznych. W grupach interakcyjnych takze
odnotowano wzrost zawartosci Zn w nerkach co wskazuje, ze przy zastosowanym czasie

ekspozycji oraz dawkach, dziatanie alkoholu jest silniejsze niz dzialanie tauryny.
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Miedz odgrywa wazng role w prawidlowym funkcjonowaniu metabolizmu, poprzez
gwarantowanie prawidlowego funkcjonowania wielu enzymoéw. Bierze udzial w produkcji
hemoglobiny, mieliny oraz melaniny, utrzymuje réwniez wtasciwe funkcjonowanie tarczycy.
Miedz wykazuje dziatanie antyoksydacyjne, ale w zbyt duzym stezeniu moze dziata¢ takze jako
prooksydant zwigzany z rozwojem choroby Alzheimera (Osredkar i Sustar, 2011). Obnizenie
stezenia Cu W nerkach obserwowano u pacjentow ze zdiagnozowanymi ostrymi oraz
przewlektymi chorobami nerek (Bhogade i inni, 2013). RoOwniez wzrost st¢zenia Zn moze
wigzac si¢ z obnizeniem Stezenia Cu (Osredkar 1 Sustar, 2011). Zalezno$¢ ta moze stanowic
wyjasnienie dla odnotowanego w grupach A15 1 A30 oraz w grupach interakcyjnych obnizenia
stezenia Cu w nerkach, ktéremu towarzyszyto jednoczesne podwyzszenie stgzenia Zn.
W grupach suplementowanych tauryng réwniez obserwowano obnizenie st¢zenia Cu
w nerkach, co potwierdza obserwacje innych naukowcoéw i moze wynika¢ z antyoksydacyjnego

dziatania tauryny (Hwang i inni, 1998).

Zmiany stezenia Mikro- i makroelementéw w watrobie. Suplementacja tauryng wigze si¢

z obnizeniem stezenia Fe w narzadach, co najprawdopodobniej wynika z jej zdolnoSci
antyoksydacyjnych (Biasetti i Dawson Jr., 2002). Tendencja ta jest zgodna z wynikami badan
wilasnych, otrzymanymi dla grup T20 i T40. Z kolei chroniczne picie alkoholu sprzyja
kumulacji tego mikroelementu w narzadach, zwlaszcza w watrobie. Konsekwencjg kumulacji
Fe w watrobie jest wzmozona produkcja RFT oraz generowanie stresu oksydacyjnego, co
W nastgpstwie moze prowadzi¢ do alkoholowej choroby watroby (Whitfield 1 inni, 2001).
Umiarkowane picie alkoholu, podobnie jak i1 jednorazowa intoksykacja sprzyjaja wzrostowi
stezenia Fe tylko w osoczu, co wynika z uwalniania Fe z hepatocytow prowadzacego do
obnizenia jego zawarto$ci w narzadzie (Ioannou i inni, 2004). Wyjasnia to odnotowane
w grupach Al15 i A30 obnizenie st¢zenia Fe w watrobie. Obserwowane W grupach
interakcyjnych obnizenie stezenia Fe w watrobie najpewniej jest wynikiem Ssynergistycznego
dziatania obu substancji biologicznie czynnych uzytych w eksperymencie.

Synteza tauryny w watrobie wymaga dostarczenia jonow Mg?* jako katalizatora metylacji
Met do hemocysteiny (W¢jcik 1 inni, 2010). By¢ moze suplementacja tauryng zmniejsza
intensywno$¢ syntezy tauryny w watrobie, zmniejszajac zuzycie puli Mg w watrobie. Hipoteza
ta thumaczytaby wzrost stezenia Mg w watrobie u zwierzat suplementowanych tauryna, ale
wymaga weryfikacji. Spozywanie alkoholu w nadmiarze wigze si¢ z obnizeniem stezenia Mg
w narzadach takich jak: mozg, watroba czy serce. Jednak jednorazowe spozycie alkoholu -

nawet w duzej dawce - sprzyja wzrostowi zawartosci Mg w wyzej wymienionych narzadach
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(Kokot i inni, 2013). Ttumaczy to obserwowany po ekspozycji na alkohol wzrost stezenia Mg
w watrobie. Wyzsze stezenie Mg w grupach INT1 oraz INT2 prawdopodobnie jest wynikiem
synergistycznego dziatania tauryny i alkoholu.

Badania nad interakcjg tauryny i Zn sugeruja, ze mato prawdopodobnym jest, aby badany
aminokwas w jakikolwiek sposob zmienial komérkowa pule Zn (Gottschall-Pass, 1998).
Potwierdzaja to rowniez badania nad wplywem tauryny i wieku na stan organizmu, w ktorych
nie obserwowano istotnych zmian w stezeniu Zn w watrobie po podaniu tauryny (Kilic
i Yildirim, 2009). Podobne obserwacje odnotowano w prowadzonych badaniach. Chroniczna
ekspozycja na alkohol wigze si¢ z obnizeniem stezenia Zn W surowicy krwi oraz w narzadach,
co ma zwigzek z zaburzeniem homeostazy Zn w organizmie w nast¢gpstwie zmian
w funkcjonowaniu bariery jelitowej (Mohommad i inni, 2012). W przypadku niniejszych badan
zwierzeta z grup AlS oraz A30 narazone byly na jednorazowa ekspozycje na alkohol, co
prawdopodobnie jest przyczyna roznic pomiedzy badaniami wlasnymi, a wyzej cytowanymi.
W grupach interakcyjnych réwniez obserwowano podwyzszone stezenie Zn w watrobie
W poréwnaniu z grupg kontrolng, jednak nizsze w grupach A15 1 A30.

Stezenie Cu w watrobie szczurow suplementowanych tauryng nie r6éznito si¢ istotnie od jej
stezenia w watrobie zwierzat z grupy kontrolnej, jednak zmieniata si¢ w zalezno$ci od wieku
zwierzat: u zwierzat mtodszych obserwowano tendencj¢ spadkowa, a u starszych tendencje
wzrostowg w stezeniu Cu w watrobie (Kilic i Yildirim, 2009). W prowadzonych przeze mnie
badaniach (na mtodych samcach myszy) odnotowano podwyzszenie stezenia Cu w watrobie
zwierzat suplementowanych tauryna, jednak przyczyn¢ uzyskania odmiennych wynikéw moze
stanowi¢ wykorzystanie innego modelu zwierzgcego. W badaniach wlasnych wzrost stezenia
Cu w watrobie obserwowano takze u zwierzat eksponowanych na alkohol - nie r6znit si¢ on
istotnie od poziomu podstawowego, ale byl wyzszy niz w przypadku zwierzat z grup
suplementowanych tauryna. Jest to zgodne z wynikami badan, ktorych autorzy sugeruja, ze
dhugotrwaty wzrost stezenia Cu w watrobie sprzyja nekrozie hepatocytow, w konsekwencji
prowadzagc do alkoholowej choroby watroby (Rodriguez-Moreno i inni, 1997).
W prowadzonych badaniach podawanie tauryny i etanolu jednoczesnie skutkowato
podwyzszeniem stgzenia Cu w watrobie w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jednak tylko
u zwierzat z grupy INT1. Stezenie Cu w grupie INT1 utrzymywato si¢ na poziomie uzyskanym
dla grup suplementowanych wytacznie tauryna, $wiadczac o silniejszym dziataniu aminokwasu
na ten parametr. Co ciekawe w grupie INT2 odnotowano obnizenie st¢zenia Cu w watrobie,
ponizej poziomu podstawowego. Aby wykluczy¢ wystapienie btedu nalezatoby sprawdzi¢ czy

chroniczna podaz obu substancji wywotataby podobny efekt.
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VIlI.  WNIOSKI

1. Tauryna niweluje niektére z negatywnych skutkow dziatania alkoholu i sprzyja
przywracaniu homeostazy organizmu:

e Suplementacja tauryng korzystnie wptywa na profil lipidowy powodujac niewielki
wzrost zawartosci cholesterolu HDL (obnizony wskutek dziatania alkoholu) oraz
spadek zawarto$ci cholesterolu LDL (podwyzszony wskutek dziatania alkoholu),

e Suplementacja tauryng korzystnie wplywa na aktywno$s¢ ALP, ALT 1 AST
podwyzszong wskutek spozywania alkoholu,

e suplementacja tauryng normalizuje aktywno$¢ bariery antyoksydacyjnej obnizong
wskutek dziatania alkoholu,

e Suplementacja tauryng moze czeSciowo obniza¢ stopien peroksydacji lipidow
podwyzszony Wskutek narazenia na alkohol.

2. Dziatanie tauryny w obecnosci alkoholu nie zapewnia utrzymania homeostazy w wielu
badanych aspektach fizjologicznych:

e zarowno krotkotrwata suplementacja tauryna, ekspozycja na alkohol, jak i jednoczesna
ekspozycja na obie substancje biologicznie czynne nie wywotuje istotnych zmian
w przypadku wigkszosci parametrow morfologicznych krwi,

e tauryna nie wplywa na mézgowy poziom GSH zmieniony dziataniem alkoholu,

o krotkotrwata ekspozycja na tauryne, alkohol, jak i obie substancje jednoczesnie nie
wywotuje zasadniczych zmian w histologicznej strukturze jader 1 nerek,

e Suplementacja tauryng nie powoduje istotnych zmian w stezeniu wigkszosci mikro-
i makroelementéw w nerkach oraz w watrobie, w poréwnaniu do ich st¢zenia
uzyskanego dla zwierzat, ktorym podawany byt alkohol (z wyjatkiem stezenia Fe
W watrobie).

3. Aby w pehi zrozumie¢ ochronne dziatanie tauryny przeciwko szkodliwym skutkom
spozywania alkoholu i rozwia¢ niektore z pojawiajacych si¢ w eksperymencie ostrym
watpliwosci  uzasadnione jest przeprowadzenie w przysztosci eksperymentu

chronicznego.
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VIIl. STRESZCZENIE

W ciggu ostatnich kilkunastu lat tauryna oraz alkohol staty si¢ przedmiotem licznych badan.
Badania dotyczace ich wzajemnej interakcji skupiaja si¢ przede wszystkim na aspektach
behawioralnych oraz lokomotorycznych, a tylko nieliczne testuja ich wptyw na parametry
fizjologiczne. Niniejsza praca powstata w celu uzupetnienia tej luki w dotychczasowym stanie
wiedzy.

W zwigzku z tym, ze tauryna znana jest ze swoich wlasciwosci antyoksydacyjnych celem
niniejszej pracy bylo sprawdzenie czy jej suplementacja jest w stanie zmniejszy¢ negatywny
wplyw alkoholu na homeostaze organizmu. Przeprowadzona analiza wykazala, ze
suplementacja tauryng prowadzi do podwyzszenia poziomu cholesterolu HDL oraz obnizenia
poziomu cholesterolu LDL zmienionych wskutek spozycia alkoholu. Co wigcej, analiza
ujawnila réwniez, ze suplementacja tauryng poprawia aktywnos$¢ enzymow watrobowych
(ALP, ALT i AST) oraz normalizuje dzialanie bariery antyoksydacyjnej organizmu (CAT, GPx
i SOD) zaburzonej dziataniem alkoholu. Przeprowadzona analiza wskazata takze, ze tauryna
moze Wykazywa¢ zdolno$¢ do cze$ciowego obnizenia stopnia peroksydacji lipidow,
podwyzszonego wskutek spozywania alkoholu. Analiza danych wykazata tez, ze krotkotrwata
ekspozycja na obie badane substancje nie powoduje istotnych zmian w przypadku wigkszosSci
parametrow morfologicznych krwi, w histologicznej strukturze jader i nerek oraz w stezeniu
wigkszo$ci mikro- i makroelementow w nerkach i watrobie.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze tauryna wykazuje potencjat do przeciwdziatania
negatywnym skutkom dziatania alkoholu i przywracania zaburzonej homeostazy organizmu.
Badania wlasne prowadzone byty tylko w jednym interwale czasowym - 24 h, dlatego aby
W pehni zrozumie¢ wyzej opisane ochronne dziatanie tauryny uzasadnione jest uzupetienie

badan o eksperyment chroniczny.

SEOWA KLUCZOWE: alkohol etylowy, CAT, Cu, Fe, GPx, GSH, histologia, MDA, Mg,
parametry biochemiczne krwi, parametry morfologiczne krwi, SOD, tauryna, Zn.
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IX. SUMMARY

In recent years, both taurine and ethanol are the subject of numerous research. However, most
of research on the interaction between these two substances is focused mainly on the behavioral
and locomotor functions, and only a few test the taurine and ethanol influence on physiological
parameters. The present dissertation arose to fill the existing gap in the current state of

knowledge.

Due to the fact that taurine is well-known for its antioxidant properties, the aim of this research
was to determine if taurine supplementation is capable of decreasing ethanol’s negative
influence on body’s homeostasis. Statistical analysis of the obtained results revealed that taurine
supplementation increases the HDL cholesterol level and decreases the LDL cholesterol level,
both changed due to the ethanol consumption. Furthermore, it was noted that the taurine
supplementation improves hepatic enzymes activity (ALP, ALT and AST), as well as,
normalizes the activity of body’s natural antioxidant barrier (CAT, GPx and SOD). This
research also revealed that taurine may partially decrease the lipid peroxidation level, which
has increased also due to the ethanol exposure. Statistical analysis showed that short exposure
to both substances did not lead to significant changes in levels of most blood morphological
parameters tested, in histopathological structure of kidneys and testicles, as well as, in the

concentrations of most of the tested micro- and macronutrients in liver and kidneys.

In conclusion, the obtained results suggest that taurine demonstrates the potential to counteract
the negative effects of the ethanol consumption and to restore the disturbed body’s homeostasis.
However, the present research was conducted only in the acute time interval. Thus, to fully
understand above-described taurine protective effect on body’s homeostasis, the present

research should be extended to the chronic exposure.

KEYWORDS: blood biochemical parameters, blood morphological parameters, CAT, Cu,
ethyl alcohol, Fe, GPx, GSH, histology, MDA, Mg, SOD, taurine, Zn.
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oraz wzgledne odchylenie standardowe dla 10 powtérzen.
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