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STRESZCZENIE

Wstep

Reaktywne formy tlenu (RFT) i wolne rodniki uczestnicza w wielu procesach
metabolicznych. W warunkach fizjologicznych utrzymuje si¢ réwnowaga pomigdzy
wytwarzaniem a neutralizowaniem RFT. Jednakze zaburzenie tej roéwnowagi moze
powodowac niepozadane dla organizmu skutki.

Gruczot tarczowy jest narzadem, w ktorym procesy oksydacyjne odgrywaja wazng
role 1 sg niezbedne m.in. do syntezy hormonow tarczycy. Z tego wzgledu gruczot tarczowy
charakteryzuje si¢ stalym wysokim poziomem stresu oksydacyjnego, ktory moze byc
dodatkowo zwigkszany w odpowiedzi na rozne egzo- i endogenne substancje (prooksydanty) i
przyczynia¢ si¢ wowczas do roznych stanOw chorobowych, na przyktad raka tarczycy.

Jod jest pierwiastkiem niezb¢dnym do prawidlowego funkcjonowania organizmu.
Jego kluczowg rolg jest udziat w syntezie hormonow tarczycy. Oszacowano fizjologiczne
stezenie jodu w gruczole tarczowym, ktdére w warunkach odpowiedniej podazy wynosi ok.
9 mM. Niedobdr jodu moze powodowac powazne skutki zdrowotne, m.in. powstanie wola lub
niedoczynno$¢ tarczycy, a jesli jest stwierdzany u ci¢zarnych — takze zaburzenia rozwoju
ptodu. Dlatego tak wazna jest odpowiednia suplementacja jodu, ktéra zapewnia odpowiednig
synteze hormondw tarczycy, zmniejsza czesto$¢ wystepowania wola i zmienia dystrybucije
poszczegblnych postaci raka tarczycy z obnizeniem odsetka postaci o gorszym rokowaniu.

Jodowanie soli kuchennej jest w wielu krajach najpopularniejsza metoda profilaktyki
niedoboru jodu. Swiatowe programy suplementacji jodu polegaja na dodawaniu do soli
kuchennej jodku potasu (KI) albo jodanu potasu (KIOs). Zwiazki te charakteryzujg si¢
réznymi wiasciwosciami oksydacyjnymi — Kl jest mniej reaktywny, podczas gdy KlO3
wykazuje silniejsze wlasciwosci prooksydacyjne. Mimo to KlOs uzyskat status ,,GRAS”
(generally recognized as safe — generalnie uznany za bezpieczny), nadawany przez FDA
(Food and Drug Administration). Jednakze w pewnych eksperymentalnych warunkach in
vitro KlOs wykazywal zdolno$¢ do oksydacyjnych uszkodzen makroczasteczek
biologicznych.

Zwiazki indolowe, z ich gldéwnym reprezentantem melatoning (5-metoksy-N-
acetyltryptaming), sa efektywnymi antyoksydantami i zmiataczami wolnych rodnikow. Kwas

indolo-3-propionowy (IPA) jest substancja indolowa, podobng do melatoniny pod wzgledem



struktury chemicznej i wiasciwosci biochemicznych. Oba te zwigzki sg uznawane za
bezpieczne i nie wykazuja istotnych dziatan ubocznych.

W licznych badaniach udowodniono, ze melatonina wykazuje dziatanie ochronne
wobec eksperymentalnie wyindukowanych oksydacyjnych uszkodzen lipidow bton
komdrkowych w roznych tkankach, ze szczegdlnym uwzglednieniem gruczotu tarczowego.
Melatonina wptywa réwniez hamujgco na wzrost i czynno$¢ tarczycy. Z tego powodu moze
by¢ uznawana jako potencjalny czynnik ochronny przed roéznymi chorobami tarczycy,

wlacznie z nowotworami tego gruczotu.

Cel pracy

Pierwszym celem pracy byla ocena potencjalnego dziatania ochronnego melatoniny
przed oksydacyjnymi uszkodzeniami lipidow bton komorkowych (czyli peroksydacja lipidow
— LPO) indukowanymi przez Kl oraz KIO3z w homogenatach tarczycy wieprzowej (praca
oryginalna 1: Iwan P, Stepniak J, Karbownik-Lewinska M. Melatonin reduces high levels
of lipid peroxidation induced by potassium iodate in porcine thyroid. Int J Vitam Nutr
Res. 2021;91:271-277).

Nastepnym celem pracy bylo zbadanie ochronnego efektu kwasu indolo-3-
propionowego (IPA) oraz efektow tgcznego zastosowania melatoniny i IPA (w najwyzszych,
mozliwych do uzyskania w warunkach in vitro, stezeniach, wynikajacych z ich ograniczonej
rozpuszczalno$ci) przed peroksydacjg lipidow wyindukowana przez KIOs w homogenatach

tarczycy wieprzowej (praca oryginalna 2: Iwan P, Stepniak J, Karbownik-Lewinska M.

Cumulative Protective Effect of Melatonin and Indole-3-Propionic Acid against KI1O3-
Induced Lipid Peroxidation in Porcine Thyroid. Toxics. 2021;9:89).

W ostatniej czgsci pracy porownywano ochronne dziatanie melatoniny przed
wyindukowanymi przez KlOs oksydacyjnymi uszkodzeniami lipidow blon komorkowych w
tkance tarczycy i w innych tkankach zwierzecych (tj. jajnik, sledziona, watroba, mozg, jelito

cienkie i nerka) (praca oryginalna 3: Iwan P, Stepniak J, Karbownik-Lewinska M. Pro-

Oxidative Effect of KIO3 and Protective Effect of Melatonin in the Thyroid-Comparison
to Other Tissues. Life (Basel). 2021;11:592. Erratum in: Life (Basel). 2022 Jul 07;12(7)).

Materialy i metody
Badania zostaly przeprowadzone w warunkach in vitro, z uzyciem homogenatow

tkanek wieprzowych (tarczyca (we wszystkich pracach oryginalnych: 1, 2, 3) oraz

dodatkowo: jajnik, $ledziona, watroba, mozg, jelito cienkie i nerka (praca oryginalna 3)).




Uzyte stezenia KI (500; 250; 100; 50 mM), KIOs (200; 100; 50; 25; 20; 18.75; 17.5;
16.25; 15; 13.75; 12.5; 11.25; 10; 8.75; 7.5; 5.0; 2.5; 1.25 mM), melatoniny (5.0; 2.5; 1.25;
1.0; 0.625 mM), 17pB-estradiolu (1.0 mM) oraz IPA (10; 7.5; 5.0; 2.5; 1.25; 0.625 mM) zostaty
wybrane na podstawie wynikdw wcze$niej opublikowanych badan naszego zakladu
(Karbownik et al., J Cell Biochem 2003, 90, 806-811; Karbownik et al., J Cell Biochem
2005, 95, 131-138; Milczarek et al., Thyroid Res 2013, 6, 10; Karbownik-Lewinska et al.,
Eur J Nutr 2015, 54, 319-323; Stepniak et al., Syst Biol Repred Med 2016, 62, 17-21).

Stezenie  dialdehydu malonowego+4-hydroksyalkenali (MDA+4-HDA), jako
wskaznika peroksydacji lipidéw, zmierzono spektrofotometrycznie z uzyciem ALDetect Lipid
Peroxidation Assay Kit.

Wyniki poddano analizie statystycznej, uzywajac metody jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA), a nastgpnie testu Neuman-Keulsa, lub uzywajac t-testu dla dwdch préb
niezaleznych. Istotnos¢ statystyczng okreslano na poziomie p<0.05. Wyniki przedstawiono

jako $rednie * SE.

Wyniki

Praca oryginalna 1

Jodek potasu (KI), we wszystkich uzytych stezeniach (tj. 500; 250; 100; 50 mM) i w
stopniu zaleznym od st¢zenia, Spowodowal wzrost poziomu peroksydacji lipidéw. Takze
jodan potasu (KIOz) podwyzszyt poziom peroksydacji lipidow we wszystkich zastosowanych
stezeniach (tj. 200; 100; 50; 25; 10; 5.0; 2.5 mM), przy czym najsilniejszy efekt uszkadzajacy
zaobserwowano przy stezeniach 10 mM i 25 mM. Po inkubacji homogenatow tarczycy z
KIOs3 lub KI tgcznie z melatoning (5.0 mM), istotne obnizenie poziomu peroksydacji lipidow
byto zauwazalne jedynie w przypadku KIO3 uzytego w st¢zeniu 10 mM.

Poniewaz w powyzszym modelu nie odnotowano ochronnego dziatania melatoniny
przed peroksydacja lipidow wyindukowana przez Kl, w kolejnych etapach doswiadczenia
wykorzystywano jedynie KlO:s.

W dalszej cze$ci doswiadczenia zastosowano dodatkowe stezenia K1Os (tj. 20; 15; 7.5;
1.25 mM) aby wyjasni¢ niespodziewane wyniki uzyskane w pierwszym etapie badania. Po
uzyciu dodatkowych stezen KlOgz, najsilniejszy efekt uszkadzajacy lipidy bton komdrkowych
obserwowano przy stezeniach KlO3 zblizonych do 15 mM, z najwyzszym poziomem LPO
potwierdzonym dla st¢zen 15 mM i 20 mM.

Melatonina, w stopniu zaleznym od stezenia, zredukowata wyindukowana przez KiOs

peroksydacje lipidow, ale tylko wowczas, gdy ten prooksydant byt zastosowany w stezeniach



10 mM (melatonina uzyta w stezeniach: 5.0 mM i 2.5 mM dziatata ochronnie) i 7.5 mM
(melatonina uzyta w stezeniach: 5.0; 2.5; 1.25 i 1.0 MM dziatata ochronnie). Nalezy
podkresli¢, ze powyzsze stezenia KIO3 (tj. 10 mM i 7.5 mM) odpowiadaja fizjologicznemu
stezeniu jodu w tarczycy (wyliczonemu na ok. 9 mM).

Inkubacja homogenatéw tarczycy wieprzowej jedynie z melatoning zastosowang w
stgzeniach 5.0; 2.5; 1.25; 1.0; 0.625 mM nie zmienita podstawowej peroksydacji lipidow.

W dalszej czgsci badania zdecydowalismy sie porownac efekt ochronny melatoniny z
potencjalnym dziataniem ochronnym innej znanej substancji antyoksydacyjnej — 17p-
estradiolu. 17B-estradiol, uzyty w stezeniu 1.0 mM bedacym najwyzszym stezeniem
mozliwym do uzyskania w warunkach in vitro, nie wykazywatl korzystnych efektow wobec
indukowanej przez KIOs peroksydacji lipidow, podczas gdy melatonina, zastosowana w tym
samym st¢zeniu (tj. 1.0 mM), istotnie obnizyta poziom peroksydacji lipidow wyindukowanej
przez KIO3 (7.5 mM).

Praca oryginalna 2

W Eksperymencie I, IPA (10 mM) i melatonina (5.0 mM) uzyte osobno, obnizyty
poziom peroksydacji lipidow wyindukowanej przez KIOs w stezeniach 10 mM, 7.5 mM i
5.0 mM. Jednakze w Eksperymencie Il, po zastosowaniu dodatkowych stezen KIO3
wykazano, ze IPA wywotuje efekt ochronny przy wyzszych stezeniach jodanu potasu
(16.25 mM) w poroéwnaniu z efektem ochronnym melatoniny (istotne obnizenic LPO przy
stezeniu KIO3 15 mM).

Dodatkowo, efekt ochronny wywotany przez IPA byl silniejszy w poréwnaniu z
dziataniem wywolanym przez melatoning przy stezeniach KIO3 13.75 mM i nizszych.

Jednak najwazniejsza obserwacja bylo, ze melatonina uzyta tacznie z IPA wykazywata
silniejsze dziatanie niz kazdy z antyoksydantow zastosowany osobno. Efekt ten byt widoczny
przy stezeniach KIOz 15 mM i 10 mM (w Eksperymencie I), a po uzyciu dodatkowych stezen
w Eksperymencie Il w zakresie st¢zen od 18.75 mM do 8.75 mM. Ten kumulacyjny efekt
ochronny melatoniny+IPA byt szczegllnie zauwazalny przy wyzszych stgzeniach KIOs, tj.
przy 18.75mM i 17.5mM, przy ktérych ani melatonina, ani IPA uzyte osobno nie
wykazywaty dziatania protekcyjnego.

Podobnie jak wykazano w pracy oryginalnej 1, takze w omawianym badaniu
potwierdzono, ze melatonina nie zmienia podstawowej peroksydacji lipidow, podczas gdy

zarowno IPA, jak i melatonina+IPA obnizyty podstawowa peroksydacje lipidow.



Praca oryginalna 3

Poziom podstawowej peroksydacji lipiddw byt nizszy w tkance jajnika niz w
pozostatych badanych tkankach, co potwierdzono statystycznie W odniesieniu do tkanki
tarczycy, $ledziony, watroby i nerki. Z kolei poziom podstawowej peroksydacji lipidow byt
wyzszy w $ledzionie niz w innych tkankach (istotno$¢ statystyczna w poroéwnaniu z tkankg
tarczycy, jajnika i nerki). Inkubacja w obecnosci melatoniny obnizyla poziom podstawowej
peroksydacji lipidow jedynie w tkance jajnika.

Poréwnujac  efekt dziatania KIOs na homogenaty tkanek wieprzowych
zaobserwowano, ze KIOs zwieksza poziom peroksydacji lipidow we wszystkich badanych
tkankach (tj. tarczycy, jajniku, $ledzionie, watrobie, mdzgu, jelicie cienkim, nerce), z
najsilniejszym efektem uszkadzajagcym stwierdzanym przy st¢zeniach KIO3 20 mM, 15 mM i
10 mM. Nalezy jednak podkreslic, ze w tkance tarczycy nie stwierdzono efektu
uszkadzajacego przy najnizszym stezeniu KIOz — 5.0 mM. Ponadto poziom LPO indukowany
przez KlOz w stgzeniach 10 mM i 7.5 mM byl istotnie nizszy w tarczycy niz w innych
badanych tkankach (wylaczajac tkanke nerki).

Melatonina (w stezeniu 5.0 mM) obnizyta indukowang przez KIO3z (10 mM, 7.5 mM i
5.0 mM) peroksydacje¢ lipidow we wszystkich badanych tkankach. Wazng obserwacja jest to,
7ze w gruczole tarczcowym melatonina wykazywata dziatanie ochronne takze przy wyzszym
stezeniu KOs, tj. 15 mM. Poziom LPO po inkubacji w obecnosci KIOs+melatonina byt
istotnie nizszy w gruczole tarczowym niz w innych badanych tkankach. Dwie ostatnie

obserwacje sugeruja, ze ochronny efekt melatoniny byt najsilniejszy w tkance tarczycy.



WNIOSKI

1. Melatonina i kwas indolo-3-propionowy bardzo wyraznie obnizaja poziom
oksydacyjnych uszkodzen lipidow blon komdrkowych spowodowanych
dzialaniem jodanu potasu (KIO3) uzytego w stezeniach odpowiadajacych

fizjologicznym st¢zeniom jodu w tarczycy.

2. Melatonina i kwas indolo-3-propionowy wywieraja kumulacyjny efekt ochronny
przed oksydacyjnymi uszkodzeniami lipidow blon komorkowych tkanki tarczycy
wywolanymi przez KlOs uzyty w stezeniach odpowiadajacych fizjologicznym
stezeniom jodu w tarczycy; sugeruje to, ze te dwie substancje indolowe powinny
by¢ stosowane jednoczesnie w celu uzyskania lepszego efektu ochronnego przed

stresem oksydacyjnym.

3. W poréwnaniu z innymi tkankami, gruczol tarczowy jest mniej wrazliwy na
prooksydacyjne dzialanie KIOs. Z drugiej strony, najsilniejsze dzialanie
ochronne melatoniny wykazano wlasnie w tkance tarczycy, co sugeruje, ze

gruczol ten skuteczniej odpowiada na antyoksydacyjne dzialanie melatoniny.

WNIOSEK OGOLNY

Melatonina i kwas indolo-3-propionowy, w szczegdlnosci przyjmowane jednoczesnie,
powinny by¢ rozwazane w celu zapobiegania mozliwym uszkodzeniom oksydacyjnym
w gruczole tarczowym (a takze w innych tkankach) wywolanym przez zwigzki jodu

stosowane w profilaktyce jodowej.



