VII. Streszczenie

Astrocyty to najliczniejsze komoérki w uktadzie nerwowym, sa niezbedne do
ochrony neuronéw przed ekscytotoksycznoscig glutaminianu i stresem oksydacyjnym.
Odgrywaja one réwniez kluczowa role w plastyczno$ci neurondéw, biorgc udziat
w formowaniu i zanikaniu synaps, jak rOwniez zapewniaja neuronom substraty
metaboliczne i1 energetyczne. Ich wypustki otaczajace synapsy wspottworza strukture
trojsynapsy oraz stanowig jeden z trzech elementow bariery krew-moézg. Zaktywowane
astrocyty uczestnicza zarOwno w inicjacji, jak 1 wygaszaniu procesow zapalnych tkanki
nerwowej wywotanych poprzez uszkodzenie lub infekcje CNS. Sam proces zapalny
stanowi jedng =z przyczyn rozwoju i/lub przyspieszenia istniejagcych zmian
neurodegeneracyjnych, w tym tych zwigzanych z chorobg Parkinsona, chorobg
Alzheimera (AD) 1 stwardnieniem zanikowym bocznym. Wiele danych wskazuje na to,
ze za procesy neurodegeneracyjne odpowiedzialna jest m.in. dysfunkcja mitochondriow.
Zaburzenia w bioenergetyce, kontroli jakosci mitochondriéw (fuzja i podzial) oraz
w mitofagii, zostaty zidentyfikowane jako czynniki patogenezy chordb neurologicznych.

Wyniki licznych badan efektu suplementacji diety zwierzat i ludzi kwasami
thuszczowymi omega-3 (LC-PUFA n-3), czyli DHA i EPA, wskazujag wptyw dzialania
tych kwas6w na poprawe zdolnosci poznawczych oraz ograniczenie skutkow
doswiadczalnego uszkodzenia CNS. Wykazano, Ze suplementacja LC-PUFA n-3
zmniejsza zaburzenia pamigci we wczesnych stadiach AD oraz w demencji zwigzanej
z wiekiem, a takze wykazuje wlasciwosci antyoksydacyjne 1 przeciwzapalne
w astrocytach. Nierozpoznanym jednak do tej pory zagadnieniem jest wpltyw LC-PUFA
n-3 na czynno$¢ mitochondriow. Warto réwniez podkresli¢, ze chociaz w pisSmiennictwie
istnieja sugestie wskazujace na odmienne dziatanie tych kwaséw w przebiegu wielu
chorob, to do wzbogacania diety wykorzystywany jest najczesciej olej rybi lub oba kwasy
jednoczesnie.

Eksperymenty przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy mialy na celu
zbadanie wplywu LC-PUFA n-3 na czynno$¢ mitochondriow i przezywalno$¢ astrocytow
oraz wskazanie potencjalnych roznic w dziataniu DHA i1 EPA. Badania przeprowadzono
na pierwszorzedowych astrocytach izolowanych z kory moézgu szczura. Najpierw

okreslono wplyw roéznych stezeh DHA 1 EPA na przezywalno$¢ astrocytow testem MTT,
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nastgpnie zmierzono sklad kwaséw thuszczowych w blonach mitochondrialnych po
24-godzinnej inkubacji astrocytow z kwasami w wybranym stezeniu 30 puM. Takie
warunki zastosowano do wszystkich kolejnych eksperymentow. Przy uzyciu
fluorescencyjnego znacznika JC-10 okreslono zmiany potencjatu mitochondriow (WYm),
natomiast przy uzyciu Mitotracker Red zobrazowano strukture sieci mitochondrialnej. Po
wyznakowaniu komorek jodkiem propidyny i aneksyng V z FITC okre§lono metoda
cytometrii przeptywowej stopien aktywacji apoptozy, z kolei ekspresje samych biatek
zwigzanych

z procesem apoptozy (Bax i Bcl-2) zmierzono metoda Western blot. Zmierzono takze
ilo§¢ ATP i produkcje reaktywnych zwigzkéw w komodrkach stosujac odpowiednio
metod¢ chemiluminescencyjng oraz metodg¢ fluorescencyjng.

Analiza sktadu kwasow tluszczowych wykazata, ze inkubacja komorek z DHA
spowodowata wzrost zawarto$ci tego kwasu w blonach mitochondrialnych przy
jednoczesnym spadku zawartosci EPA. Z kolei inkubacja z EPA skutkowala wzrostem
zawarto$ci obu kwaséw w blonach. Badanie cytotoksyczno$ci DHA 1 EPA na astrocyty
wykazato, ze w zakresie stezen od 5 do 100 uM 1 do 72 godzin hodowli, cytotoksycznos¢
EPA byta mniejsza niz DHA. Kolejne wyniki wykazaty, ze DHA i EPA poréwnywalnie
chronily astrocyty przed cytotoksycznym dziataniem CCCP (zwigzek rozprzegajacy
gradient protondw po obu stronach wewngetrznej btony mitochondrialnej) 1 H2Oo.
Ponadto, oba kwasy w dawko-zalezny sposob zmniejszyty ilo$¢ reaktywnych zwigzkow
produkowanych w komorkach kontrolnych oraz traktowanych H2O> lub CCCP. Jednakze,
EPA silniej niz DHA hamowat produkcje reaktywnych zwigzkow indukowang CCCP oraz
podwyzszal Ym w komorkach kontrolnych, a takze w tych traktowanych CCCP
hodowanych w podlozu z glukoza. Pomimo wzrostu W¥m po inkubacji z EPA,
w komorkach tych nie zaobserwowano istotnej statystycznie zmiany zawarto$ci ATP
w porownaniu do komorek kontrolnych. Analiza cytometryczna wykazata, ze tylko EPA
zmniejszal liczbe komorek apoptotycznych oraz silniej niz DHA, hamowat aktywacje
apoptozy wyznaczong stosunkiem ekspresji biatek Bax/Bcl-2. Poszukujac mechanizmu,
dzigki ktoremu EPA wyraznie podwyzszyt potencjal mitochondrialny, zmierzono
zawarto$¢  kardiolipiny, tetraglicerofosfolipidu, ktéry  wystepuje  wylacznie
w wewnetrzne] blonie mitochondrialnej. Fosfolipid ten warunkuje prawidlowe

formowanie grzebieni mitochondrialnych i skuteczne dziatanie superkompleksow
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enzymatycznych fancucha oddechowego. Wyniki wykazaty, ze EPA w dawko-zalezny
1 statystycznie istotny sposob zwigkszyl zawarto$¢ kardiolipiny w btonach
mitochondriéw, co mogto by¢ powodem podwyzszenia ¥Ym.

Waznym, a do tej pory nieraportowanym w literaturze dziataniem EPA, jest jego
wplyw na ilo$¢ kardiolipiny w IMM oraz podwyzszenie Wm. Chociaz oba kwasy
LC-PUFA redukowaly ilos¢ powstajacych spontanicznie ROS w komorkach, to EPA
skuteczniej niz DHA hamowal powstawanie ROS w odpowiedzi na traktowanie
astrocytow CCCP. Wykazane roznice dziatania EPA i DHA na czynno$¢ mitochondriow
1 przezywalno$¢ astrocytow oraz na aktywacje apoptozy moga w istotny sposdb wplynaé
na opracowywanie wytycznych stosowania EPA i DHA w profilaktyce chordb

neurologicznych zwigzanych z wiekiem.
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