Streszczenie

Stan zapalny jest reakcja obronng tkanek na uszkodzenie. Ostre zapalenie moze przybrac¢
forme przewlekla i skutkowaé rozwojem wielu choréb. Badania dotyczace mediatoréw stanu
zapalnego doprowadzily do identyfikacji potencjalu przeciwzapalnego wielonienasyconych
kwasow thuszczowych (WNKT) i ich pochodnych.
Kwas eikozapentaenowy (EPA) oraz dokozaheksaenowy (DHA) naleza do WNKT szeregu n-
3, sa prekursorami mediatoréw lipidowych o charakterze przeciwzapalnym i wygaszajacym
zapalenie. Suplementacja EPA lub DHA moze, zatem obniza¢ ryzyko wystepowania
przewlektych choréb o charakterze zapalnym. Zmiana sktadu fosfolipidow 1 organizacji
mikrodomen blonowych, jak rowniez przemiany metaboliczne lipidéw i modyfikacje szlakow

sygnatowych w stanach patologicznych staja si¢ nowymi celami farmakologicznymi.

Tkanka tluszczowa jest jednym =z glownych centréw regulacji metabolizmu
energetycznego. Receptory dla kwasow tluszczowych odgrywaja wazng role w metabolizmie
glukozy. Reguluja zarowno wychwyt glukozy w tkance tluszczowej, poprzez wpltyw
na ekspresje transporterow glukozy GLUT-4, ekspresje receptora dla insuliny, jak i proces
adipogenezy. Zaburzenia procesu adipogenezy, wywolane m.in. stanem zapalnym w obrgbie
tkanki tluszczowej prowadza do insulinoopornosci, a takze do lipotoksycznosci

oraz sttuszczenia waznych zyciowo narzadow.

Czynniki wpltywajace na rozwdj otylosci, to rowniez zmiany w sktadzie mikroflory,
podwyzszone stezenia lipopolisacharydu (LPS), prowadzace do wzrostu przepuszczalnosci jelit
1 przewleklego stanu zapalnego o niskim stopniu nasilenia, a takze wzrostu poboru sktadnikow

energetycznych przy jednoczesnym zmniejszeniu wydatkéw energetycznych.

W zwigzku z powyzszym w niniejszej rozprawie wykorzystano model in vitro
adipocytow (zréznicowane komorki 3T3-L1) oraz enterocytow (komorki Caco-2). W petni
zrdznicowane adipocyty 3T3-L1 posiadajg wigkszo$¢ morfologicznych i biochemicznych cech
typowych dla komorek tkanki tluszczowej in vivo. Ze wzgledu na swoja analogiczno$¢
morfologiczng i funkcjonalng, linia Caco-2 jest uwazana za odpowiednik enterocytow jelita

cienkiego in vivo, dlatego uwazana jest jako dobry model w badaniach biodostepnosci.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu kwasow tluszczowych szeregu
n-3, EPA i DHA na fibroblasty 3T3-L1 oraz komoérki nabtonkowe jelita Caco-2, aktywowane
czynnikami zapalnymi i tym samym ukierunkowane programowanie metabolizmu kwasow

thuszczowych w warunkach zapalnych.



Nie zaobserwowano efektow cytotoksycznych ani apoptozy w komorkach 3T3-L1 przed
i po roéznicowaniu do adipocytéw inkubowanych z EPA lub DHA, metforming (MET) i
lowastatyng (LOVA) oraz w komoérkach Caco-2 po suplementacji z EPA i DHA i aktywacji

czynnikami zapalnymi.

Mysie embrionalne komorki fibroblastéw 3T3-L1 byly réznicowane do adipocytow.
Komoérki inkubowano z 50 pumol EPA przez 48 godzin, a nastgpnie aktywowano
lipopolisacharydem (LPS) lub czynnikiem martwicy nowotworu-o. (TNF-a). Poziom
cykloksygenazy-2 (syntaza prostaglandyny E2, Ptgs2, COX-2), cytozolowej syntazy
prostaglandyny E2 (cPGES), bialka wigzacego kwasy tluszczowe 4 (FABP4), receptora
toll-like 4 (TLR4), receptora glukozy typu 4 (GLUT-4) i receptora kannabinoidowego2 (CB2)
oznaczano technika Western blot. Ekspresje genu fosfolipazy A2 (Pla2gd4a) i syntazy
prostaglandyny E2 (Ptgs2) analizowano za pomocg qPCR w czasie rzeczywistym.
Po aktywacji EPA i IF zaobserwowano istotny spadek poziomu biatek COX-2, cPGES
I TLR4. Inkubacja komorek z EPA i IF spowodowata represje Ptgs2 i wzrost ekspresji genu
Pla2gd4a. Istotny wzrost biatka CB2 zaobserwowano w adipocytach inkubowanych
jednoczesnie z EPA 1 IF. Uzyskane wyniki wskazuja na wlasciwosci przeciwzapalne EPA.
Aktywacja receptora GLUT4 przez EPA sugeruje wyjatkowa rolg tego kwasu thuszczowego w

regulacji metabolizmu adipocytow 1 zapobieganiu insulinoopornosci.

W kolejnym eksperymencie preadipocyty i adipocyty suplementowano z 40 pmol EPA,
40 umol DHA oraz 1 nmol Rezolwiny D1 (RvD1) i aktywowano 1 pmol benzo(a)pirenu (BaP).
Identyfikacj¢ 1 oznaczenia iloSci izoprostanow 8-iso-prostaglandyny F2a (8-isoPGF2a), 8-
isoPGF3a, prostaglandyny F2a (PGF2a) oraz PGF3a wykonano przy uzyciu
ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej UHPLC UltiMate 3000 RS system sprzg¢zonej
ze spektroskopem masowym i analizatorem czasu przelotu. Najwyzsze ilosci 8-isoPF2a,
8-isoPGF3a oraz PGF2a wykryto w komorkach aktywowanych BaP. Dodatek EPA, DHA oraz
RvD1 do komorek 3T3-L1, zardbwno przed i po zrdéznicowaniu, znaczaco zmniejszat ilos$¢
izoprostanow, co wskazuje na wlasciwosci przeciwzapalne i antyoksydacyjne kwasoéw

thuszczowych n-3 i ich pochodnych.

Badanie potwierdzajace wlasciwosci kwasow tluszczowych opisano rowniez w kolejnym
eksperymencie, gdzie adipocyty inkubowano z 25 pmol EPA Ilub DHA oraz
10 pmol metforminy (MET) i 2,5 umol lowastatyny (LOVA). Komorki aktywowano
czynnikiem martwicy nowotworu TNF-a. Nastepnie technikg Western Blot badano poziom
bialek cyklooksygenazy 2 (COX-2) i transportera dla glukozy (GLUT-4). Wykazano najwyzszy
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poziom COX- 2 w adipocytach aktywowanych TNF-a, natomiast w komérkach 3T3-L1 poziom
biatka GLUT-4 byt najnizszy po aktywacji czynnikiem zapalnym. Dodatek metforminy
znaczaco wplywal na zwigkszenie poziomu GLUT-4. Inkubacja komodrek z kwasami
tluszczowymi i LOVA, rowniez zwigkszala poziom GLUT4, co wskazuje
na synergistyczny udzial badanych zwigzkéw w regulacji metabolizmu adipocytow
I przeciwdziataniu cukrzycy. W adipocytach inkubowanych z TNF-a wykazano nadekspresje¢
genu Ptgs2 i Pla2g4a natomiast dla genu Pparg odnotowano statystycznie istotne obnizenie. W
komorkach inkubowanych z MET, z LOVA oraz z EPA i DHA obserwowano nadekspresje
Pparg. Uzyskane wyniki pozwalajg przypuszcza¢, ze EPA i DHA wykazujg dziatanie

przeciwzapalne i wygaszajace stan zapalny.

Rownolegle prowadzone byty hodowle ludzkich nabtonkowych komorek jelit Caco-2. W
komorkach Caco-2 suplementowanych EPA i aktywowanych LPS, poziom biatek
prozapalnych byl znaczaco obnizony, co sugeruje dziatanie przeciwzapalne kwasu
eikozapentaenowego. Suplementacja komorek 10 umol EPA i 25 umol EPA mimo aktywacji
LPS, skutkowata znaczacym obnizeniem poziomu COX-2, cPGES oraz AHR. Po aktywacji
LPS odnotowano najwyzsze stezenie IL-6 w poréwnaniu do kontroli. Dodatek EPA znaczaco

obnizyt poziom IL-6 w komorkach Caco-2.

Najwyzszy poziom cyklooksygenazy 2, cPGES i receptora FP wykazano w enterocytach
inkubowanych z TOXA. Suplementacja kwasem dokozaheksaenowym w stezeniu 10 pumol
oraz 50 pmol znaczaco obnizyta poziom wyzej wymienionych biatek, mimo obecnosci
czynnika  zapalnego. @ W  komodrkach  Caco-2  aktywowanych  toksyng A
i inkubowanych z DHA dowiedziono represji genow kodujacych izoformy cyklooksygenaz.
Wykazano réwniez znaczace podwyzszenie ekspresji fosfolipazy A2 w grupach DHA+TOXA,
w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych dla samej TOXA. Powyzsze wyniki §wiadczy¢ moga
0 zmniejszeniu zapalenia wywolanego toksyng A w enterocytach przez kwas

dokozaheksaenowy.

Wyniki eksperymentow wskazuja na przeciwzapalne 1 przeciwutleniajace wiasciwosci
kwasow thuszczowych n-3 oraz by¢ moze przyczynia si¢ do opracowania nowych strategii
farmakologicznych w leczeniu otytosci, insulinoopornosci i1 stanow zapalnych jelit. Kwasy
tluszczowe i1 ich metabolity, jako ligandy dla czynnikéw transkrypcyjnych PPAR mogg by¢

stosowane, jako nutraceutyki w regulacji odpowiedzi immunologicznej.



