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Streszczenie

Prawidlowa ilos¢ folianow i zelaza w organizmie jest istotna dla wielu aspektow
zdrowia czlowieka. Jednoczesnie w wielu krajach na $wiecie stwierdzono
niedostateczne spozycie tych mikrosktadnikéw, w szczegdlnosci w populacji mlodych
kobiet. Co jest istotne o tyle, ze w przypadku zajscia w cigze konsekwencje niedoboru
folianéw i zelaza moga mie¢ wplyw na prawidlowy przebieg ciazy i rozwdj plodu.

Biodostepnos¢ skladnikéw pokarmowych oraz ich wykorzystanie w komérkach
zaleza z jednej strony od interakcji pomigedzy sktadnikami zywnosci, a z drugiej strony
od bialek transportujacych te skladniki w jelicie i innych tkankach. Transporterami
zwigzanymi z absorpcja folianéw jest m.in. transporter folianéw sprz¢zony z protonem
(PCFT, ang. proton-coupled folate transporter). Natomiast za transport folianéw do
komérek watroby odpowiedzialny jest przenosnik zredukowanych folianéw (RFC, ang.
reduced folate carrier). Uwaza sig, ze za wchianianie zelaza w jelicie odpowiada
gldwnie transporter metali dwuwartosciowych (DMT1, ang. divalent metal transporter
1), z kolei za transport zelaza do wnetrza hepatocytéw odpowiedzialny jest receptor
transferryny 2 (TFR2, ang. transferrin receptor 2).

W zwiazku z czestym jednoczesnym stosowaniem suplementéw zelaza i kwasu
foliowego (FA) wazne jest poznanie w jaki sposéb wplywa to na parametry
biochemiczne krwi. Wczesniejsze badania wykazywaly zalezno$¢ pomigdzy deficytem
folianow
i zelaza, a zwigkszong ekspresjg genéw kodujacych ich transportery na poziomie
mRNA lub/i biatek. Do tej pory nie wiadomo jak jednoczesna suplementacja zelaza
i FA moze wplywaé na ekspresje wezesniej wspomnianych gendw i czy moze wplywaé
istotnie na parametry zwigzane z metabolizmem zelaza i folianéw oraz erytropoezg.

Celem pracy doktorskiej jest poznanie wpltywu transporteréw zelaza i folianow
w dwunastnicy i watrobie na ich wchianianie, stan odzywienia tymi skiadnikami

pokarmowymi oraz parametry stanu zapalnego.

W ramach proponowanej rozprawy doktorskiej uwzglednione zostalo
zrealizowanie nastepujgcych zadan badawczych: analiza ekspresji transporteréw

folianow i zelaza w dwunastnicy i watrobie na poziomie mRNA i bialek, analiza



parametréw charakteryzujacych gospodarkg folianéw i zelaza w surowicy i osoczu oraz
parametrow morfologicznych krwi.

Aby zrealizowa¢ cel badan p;zeprowadzono eksperyment na szczurach
laboratoryjnych. W pierwszym etapie doswiadczenia (28 dni) u pierwszej grupy
szczur6w zastosowano diet¢ deficytowa w zelazo i FA (D). Drugg grupa byla grupa
kontrolna karmiona standardowg dietg dla zwierzat laboratoryjnych - AIN93M (C).
W drugim etapie doswiadczenia szczury z grupy deficytowej podzielono na cztery
podgrupy: zwierzeta karmione dieta ze zwigkszong zawartoscig zelaza (DFE), dieta ze
zwigkszong zawartoscig FA (DFOL), dietg suplementowang FA i zelazem (FEFOL)
oraz grupe deficytowa. Po 2, 10 i 21 dniach przeprowadzono sekcje, podczas ktérych
pobrano krew, dwunastnice i watrobe.

Analiz¢ ekspresji gendéw Siclla2, Slc46al w dwunastnicy oraz TfR2, Rfc
w watrobie wykonano metoda PCR w czasie rzeczywistym przy pomocy sond TagMan
na aparacie Light Cycler 480 (Roche, Szwajcaria). genow. Genami referencyjnymi byty
geny Actb i 18S. Relatywny poziom ekspresji gendéw zostal obliczony metoda
maksimum drugiej pochodnej. Za pomoca techniki Western-blot dokonano analizy
relatywnego  poziomu ekspresji bialek w dwunastnicy oraz watrobie. Detekcja
chemiluminescencji zostala przeprowadzona za pomoca aparatu ChemiDoc MP
Imaging System (BioRad, USA). Stezenie zelaza zostalo oznaczone przy pomocy
komercyjnego zestawu (Thermo Scientific, Vantaa, Finland). Utajong zdolnos¢
wigzania zelaza (UIBC) oznaczono przy pomocy zestawu firmy DiaSys (Germany)
metoda fo_tometrycznq na analizatorze biochemicznym Konelab 20i (Thermo Electron,
Vantaa, Finland). Calkowita zdolno$¢ wigzania zelaza (TIBC) zostala wyznaczona
poprzez zsumowanie st¢zenia zelaza i UIBC. Analiz¢ stg¢zenie kwasu foliowego
przeprowadzono na aparacie a Cobas 6000 (Roche Diagnostics, USA), metoda
elektrochemiluminescencji. Stezenie homocysteiny we krwi zostalo oznaczone metoda
enzymatyczng przy pomocy komercyjnego zestawu (Diazyme Homocysteine Assay,
Diazyme Laboratories) na aparacie Konelab 20i Analyzer (Thermo Electron, Vantaa,
Finland). Badanie morfologiczne krwi zostalo zlecone firmie Synevo (Poznan)
i przeprowadzone na aparaciec SYSMEX XT-400. St¢zenie hepcydyny w osoczu
zostanie przeanalizowane za pomocg zestawu Rat Hepcidin ELISA Kit ( Fine Test,
China).

Analiza poziomu ekspresji genéw w dwunastnicy wykazata, ze grupa D miala

wyzszy poziom ekspresji genu Slc/1a2 na poziomie mRNA niz grupa DFE w kazdym
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punkcie czasowym (p<0,05). Po 21 dniach od zastosowania suplementacji
zaobserwowano istotne réznice w poziomach mRNA genu Slc46al migdzy grupami
DFE i FEFOL (p<0,05), jednakze nie zaobserwowano réznic pomi¢dzy grupami
w ekspresji na poziomie biatka. Szczury z grupy DFE i D mialy nizsze stgzenia
folianéw w surowicy w kazdym punkcie czasowym (p<0,01), jednoczesnie najwyzsze
stezenia homocysteiny w osoczu (p<0,05). Stezenie TIBC bylo najnizsze w grupie DFE
w pierwszym punkcie czasowym oraz w grupach DFE i FEFOL w ostatnim punkcie
czasowym (p<0,001). Zwierzgta jednoczesnie suplementowane kwasem foliowym
i zelazem mialy znacznie wyzsze stgzenie hemoglobiny, niz szczury suplementowane
tylko kwasem foliowym lub Zelazem. Wyniki wskazuja, ze niedobdér kwasu foliowego
i zelaza w diecie, a nastgpnie suplementacja tymi skladnikami odzywczymi, wptywaja

na transkrypcje, ale nie na poziom bialek transportujacych zelaza w dwunastnicy.

Analiza poziomu ekspresji genéw w watrobie wykazala, ze po 2 dniach
zastosowanej suplementacji relatywny poziom ekspresji genu 7fr2 byt o 78% nizszy
w grupie DFE niz w grupie C (p<0,05), po 10 dniach poziom mRNA genu 7fR2
w grupie FEFOL byl o 82% nizszy niz w grupie C i DFE (p<0,01). Jednak nie
zaobserwowano rdéznic pomiedzy grupami na poziomie biatlka w Zzadnym punkcie
czasowym. Stezenia hepcydyny w osoczu byly istotnie wyzsze w grupach DFE
i FEFOL niz w grupie D w trzecim punkcie czasowym (p <0,01). Relatywny poziom
mRNA i bialek genu Slc/9al nie réznit si¢ migdzy grupami w zadnym punkcie
czasowym. Suplementacja wptyneta na metabolizm zelaza i poziom metabolitéw z nim
zwiazanych, ale transporter TFR2 nie uczestniczyt w tym procesie. Stgzenie hepcydyny
w osoczu uleglo zwigkszeniu po zastosowaniu dlugoterminowej (21-dniowej)

suplementacji zelaza.

Po dziesigciu dniach od zastosowania suplementacji FA szczury w grupie DFOL
miaty o 21% wyzsze stezenie biatych krwinek (WBC) niz w grupie FEFOL (p <0,05).
Nie zaobserwowano zadnych rdéznic migdzy grupami pod wzgledem stgzenia biatka
C-reaktywnego. Nie stwierdzono réwniez innych r6znic migdzy grupami w pozostatych
parametrach morfologicznych. Analiza korelacji migdzy parametrami morfologii krwi,

a ekspresja transporteréw zelaza i folianow data sprzeczne wyniki.



