® Postepy Hig Med Dosw (online), 2011; 65: 314-327 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2011.02.22
Accepted:  2011.04.30
Published: 2011.06.02

Review

Rola kwasu dokozaheksaenowego w czynnosci
komérek nerwowych*

The role of docosahexaenoic acid in neuronal function

Anna Walczewska, Tomasz Stepiei, Dorota Bewicz-Binkowska,
Emilia Zgorzynska

Zaktad Interakcji Miedzykomdrkowych, Katedra Fizjologii DoSwiadczalnej i Klinicznej, Uniwersytet Medyczny w todzi

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Fosfolipidy neuronéw, zwlaszcza kory mézgu, zawieraja duza ilos¢ wielonienasyconego kwasu
dokozaheksaenowego (DHA, C22: 6n-3). Podstawowym Zrédtem tego kwasu dla komorek ner-
wowych jest pokarm oraz synteza DHA w watrobie i astrocytach z niezbgdnego kwasu a-linolo-
wego (C18: 3n-3). Najwigkszy przyrost DHA w mézgu obserwuje si¢ w okresie zycia ptodowego
iprzez pierwsze dwa lata zycia dziecka. Odpowiednia ilos¢ DHA w fosfolipidach blonowych de-
terminuje wiele czynnosci komoérek nerwowych i tym mozna tlumaczyé wyrazna ochrong DHA
w moézgu podczas deficytu kwasu o-linolowego w pozywieniu. Fosfolipidy z acylem DHA sa
w blonach mobilne, a btony plazmatyczne zbudowane z takich fosfolipidéw sa ciefisze, bardziej
przepuszczalne dla jonéw i matych czasteczek oraz maja luZniejsza strukture. Te wszystkie cechy
bton zwigkszaja ich ,,dynamike” w poréwnaniu z blonami zbudowanymi z innych fosfolipidéw.
Ponadto tworza Srodowisko dla skondensowanych w btonach neuronalnych biatek receptorowych,
kanatowych i peryferyjnych. Od dostgpnosci DHA dla neuronéw zalezy ilos¢ fosfatydyloseryny
w wewnetrznej warstwie lipidéw btonowych, dzigki ktérej zwigksza sig¢ przezywalnos¢ neuro-
néw w wyniku translokacji/aktywacji kinaz Akt i Raf-1/MEK. Obecnos¢ DHA w fosfolipidach
btonowych utatwia tworzenie si¢ kompleksu biatek v-SNARE/t-SNARE niezbgednego w procesie
egzocytozy pecherzykéw synaptycznych i rozrastania si¢ bton wypustek neuronalnych, co deter-
minuje ich plastycznos¢. DHA odgrywa istotna rolg¢ neuroprotekcyjna. Stwierdzono hamowanie
syntezy PGE, oraz ekspresji COX-1 w astrocytach hodowanych w obecnosci DHA, a oksygena-
zowe metabolity DHA, szczegdlnie neuroprotektyny D, moga thumic reakcje zapalne i zapobie-
gac¢ uszkodzeniom lub apoptozie neuronéw. Skutki obecnosci DHA w btonach komérek nerwo-
wych i powstajacych z niego metabolitéw, a takze funkcje zaleznej od DHA fosfatydyloseryny
moga wyjasnia¢ korzystne dziatanie suplementacji DHA w poprawie czynnosci mézgu i w cho-
robach neurodegeneracyjnych.

kwas dokozaheksaenowy ° biosynteza LCPUFA ¢ fosfatydyloseryna ¢ neuroprotekcja
przezywalno$¢ neurondw e rozrost neurytow ¢ ptynnoscé bton

Summary

Docosahexaenoic acid (DHA, C22: 6n-3) is the most abundant polyunsaturated fatty acid in neu-
ronal phospholipids, particularly in the cortex. The main source of DHA for neural cells is food,
and hepatic and astroglia DHA synthesis from essential o-linolenic acid (C18: 3n-3). Accretion
of DHA in the brain is most intensive during fetal life and the first two years of life. An adequ-
ate level of DHA in cell membranes is important for many functions of neural cells and this is

* Praca finansowana z tematu wtasnego nr 502-12-541 oraz z dziatalnosci statutowej Zaktadu Interakcji Migdzykomdérkowych
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.
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presumably the reason for DHA saving in the adult mammalian brain during dietary o-linole-
nic acid deficiency. DHA-containing phospholipids in membranes are flexible and membranes
possessing a high content of them are quite thin, more permeable to ions and small molecules,
have looser lipid packing, and finally are more “dynamic” than membranes composed of other
fatty acid containing phospholipids. Furthermore, these membranes create an appropriate envi-
ronment for integral proteins highly condensed in neurons, such as receptors, ion channels, en-
zymes, and peripheral proteins. The quantity of phosphatidylserine in the inner membrane lipid
layer depends on the availability of DHA to neurons. Phosphatidylserine promotes neuronal su-
rvival by translocation/activation of kinase Akt and Raf-1/MEK. DHA present in membrane pho-
spholipids facilitates v-SNARE/t-SNARE complex formation, which is necessary for fusion of
synaptic vesicles and plasma membranes necessary for transmitter exocytosis, and neurite out-
growth-dependent plasticity. DHA plays an important neuroprotective role. DHA has been shown
to inhibit PGE, synthesis and COX-1 expression in astrocytes, and DHA derivatives, especially
neuroprotectins D, can suppress inflammatory responses, preventing neuronal damage or apop-
tosis. The results of high DHA content in neuronal membranes and formation of DHA derivates,
as well as the function of DHA-dependent phosphatidylserine, may explain the promising results
supporting beneficial DHA supplementation in neurodegenerative diseases and improvement of
brain function.

Key words: docosahexaenoic acid * LCPUFA biosynthesis ¢ phosphatidylserine ¢ neuroprotection
neuronal survival ¢ neurite outgrowth ¢ membrane fluidity
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acylo-CoA - acylokoenzym A; Akt/PKB - biatkowa kinaza B (protein kinase B); ALA - kwas
B-linolenowy; Ask-1 - kinaza 1 indukowana sygnatami apoptotycznymi (apoptosis signal
regulating kinase 1); AT-COX2 - acetylowany kwasem acetylosalicylowym COX-2 (aspirin-
triggered COX-2); Bel-2 -nadrodzina biatek zdomeng homologii BH o dziataniu proapoptotycznym
i antyapoptotycznym (B-cell leukemia/lymphoma protein 2); CHO-K1 - komérki jajnikowe chomika
chifskiego (chinese hamster ovary); COX - cyklooksygenaza; DAG - diacyloglicerol; DHA - kwas
dokozaheksaenowy; DPA - kwas dokozapentaenowy; EGF - czynnik wzrostu naskérka (epidermal
growth factor); EPA - kwas eikozapentaenowy; ER - siateczka $rddplazmatyczna (endoplasmic
reticulum); FABP - biatko wigzace kwasy tluszczowe (fatty acid binding protein); FABPpm - biatko
wigzace kwasy tuszczowe zasocjowane z btong plazmatyczng (plasma membrane-associated fatty
acid binding protein); FasL - ligand receptora FAS (Fas-ligand); FAT/CD36 - translokaza kwaséw
ttuszczowych homologiczna z ludzkim CD36 (fatty acids translocase); FATP - biatko transportujace
kwasy ttuszczowe (fatty acid transport protein); HEK 293 - komorki nerki zarodka ludzkiego (human
embryonic kidney); IP3 - trifosfoinozytol; iPLA, - niezalezna od wapnia fosfolipazaA,;

LA - kwas linolowy; LACS - biatko btonowe 0 aktywnosci syntetazy acylo-CoA (long chain fatty
acyl-Co synthetase); LCPUFA - dtugotaricuchowe wielonienasycone kwasy ttuszczowe (long chain
polyunsaturated fatty acids); LOX - lipooksygneaza; MAPK - kinaza aktywowana mitogenami
(mitogen-activated protein kinase); NFB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kB; NIH-3T3 - mysie
fibroblasty embrionalne; NMR - magnetyczny rezonans jagdrowy; NPD1 - neuroprotektyna
powstajgca z DHA w uktadzie nerwowym; PC - fosfatydylocholina; PDGF - czynnik wzrostu
pochodzenia ptytkowego (platelet derived growth factor); PGE, - prostaglandyna E,;

PI - fosfatydyloinozytol; PI3K - kinaza 3 fosfoinozytolu (phosphatidylinositol 3-kinase);

PKC - biatkowa kinaza C; PLA, - fosfolipaza A,; PS - fosfatydyloseryna; Raf-1 - serynowo-
treoninowa kinaza biatek szlaku MAPK (RAF protooncogene serine/threonine-protein kinase);

RvD - rezolwiny serii D; SNAP - rodzina matych biatek synaptosoméw (synaptosomal
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N-ethylmaleimide-associate proteins); SNARE - receptory biatek SNAP (soluble N-ethylmaleimide
sensitive-factor attachment protein receptor); sPLA, - wydzielnicza fosfolipaza A; TNF - czynnik
martwicy nowotworu (tumor necrosis factor); VAMP - biatko peryferyjne pecherzykoéw synaptycznych
(vessicle-associated membrane protein).

Komérki nerwowe obfituja w dtugotaricuchowe wielonie-
nasycone kwasy ttuszczowe (LCPUFA). W mézgu, a tak-
ze w fotoreceptorach siatkéwki wystepuje najwigcej kwasu
dokozaheksaenowego (DHA; C22: 6) [132]. Lata 60 ub.w.
przyniosty pierwsze doniesienia o duzej zawartosci DHA
w istocie szarej mézgu cztowieka [118] oraz w pecherzy-
kach i btonach synaptycznych u szczura [20, 21]. Drugim
co do iloSci LCPUFA w moézgu jest kwas arachidonowy
(AA; C20: 4) [132]. Oba kwasy ttuszczowe DHA i AA od-
grywaja odmienne role w czynnosci komoérek. Wyniki ba-
dan ostatnich dekad wyraznie wskazuja, iz unikalny sktad
fosfolipidéw bton komdérek nerwowych ma istotne znacze-
nie dla ich czynnosci, a co za tym idzie do prawidtowego
funkcjonowania osrodkowego uktadu nerwowego.

Biosynteza prucoraNcucHowycH PUFA

Kwasy ttuszczowe to podstawowe jednostki, z ktérych
w procesie estryfikacji powstaja triacyloglicerole bedace
magazynem energii dla komoérek oraz fosfolipidy i glikoli-
pidy — gtéwne sktadniki blon komérkowych. Kwasy ttusz-
czowe sg alifatycznymi kwasami monokarboksylowymi.
Jesli w taiicuchu wodorowgglowym kwasu wszystkie wia-
zania migdzy atomami wegla sa pojedyncze, kwas tlusz-
czowy jest nasycony. Moga takze zawiera¢ od jednego do
szesciu wiazan podwojnych w konfiguracji cis, wtedy sa to
kwasy nienasycone. Rycina 1 przedstawia strukturg 18-we-
glowego nasyconego kwasu stearynowego wraz z nume-
racja wegli w taicuchu oraz jednonienasyconego kwasu
oleinowego. Numeracja wegli jest potrzebna do podania
miejsca wystgpowania podwdjnego wigzania. Sg dwa spo-
soby nazewnictwa PUFA. W jednym, oprécz liczby we-
gli w taiicuchu i liczby podwdjnych wiazan wymienia si¢
potozenie kazdego podwdjnego wiazania liczac od wegla

numer jeden z grupa karboksylowa i oznacza si¢ je sym-
bolem A. Zatem systematyczna nazwa DHA brzmi kwas
cis-A 4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenowy, a AA — kwas cis-
AS5,8,11,14-eikozatetraenowy (ryc. 1). Pelne nazwy kwa-
séw tluszczowych pozwalaja przesledzi¢ zmiany pozycji
podwdéjnych wiazan podczas enzymatycznych reakcji bio-
syntezy kwasow tluszczowych. Istnieje tez spos6b zapi-
su nazwy kwasu ttuszczowego, ktéry podaje liczbe wegli
w tancuchu, liczbg podwéjnych wiazan oraz potozenie tyl-
ko ostatniego podwdjnego wiazania od korica z grupa me-
tylowa tarficucha wodorowgglowego, ktéry oznaczany jest
symbolem n lub ®. W tym sposobie zapisu DHA to C22:
6 n-3 (lub ®-3), bo podwodjne wigzanie znajduje si¢ przy
trzecim weglu od korica, a AA to C20: 4 n-6 (lub ®-6),
jako ze ostatnie podwdjne znajduje si¢ przy weglu széstym
od korica taiicucha z grupa metylowa (ryc. 1). Na potrze-
by pracy wybraliSmy drugi sposéb zapisu kwaséw ttusz-
czowych, dla uproszczenia schematu biosyntezy LCPUFA
i tatwiejszego Sledzenia kolejnych etapéw ich powstawania.

Poczawszy od organizméw jednokomoérkowych do wielu
tkanek u cztowieka, kwasy tluszczowe nasycone i niena-
sycone sa syntetyzowane w cytosolu komérek, zawsze po
wczesniejszej ich aktywacji w mitochondriach do acylo-
-CoA z udziatem syntetazy acylo-CoA. Natomiast lipoge-
neza kwasow ttuszczowych powyzej 18 wegli w tadcuchu
odbywa si¢ w siateczce Srédplazmatycznej (ER) komérek.
U zwierzat i ludzi w watrobie oraz innych tkankach po-
wszechnie wystepuje A9-desaturaza [153], ktéra wprowa-
dza podwdjne wigzanie migdzy 9 a 10 weglem od korica
taficucha z grupa karboksylowa. Natomiast u kregowcéw
nie wystepuje Al2-desaturaza, ktéra przeksztalca jednonie-
nasycony kwas oleinowy w dienowy kwas linolowy (C18:
2n-6), ani Al5-desaturaza (n-3 desaturaza), ktéra wprowadza

17 15 13 " 9 7 5 3 1

kwas stearynowy (C18:0)

HaC /\/\/\/\_/\/\/\/\COOH

(n) 10 9
kwas oleinowy (C18:1 n-9)

12 9
HsC /\/\/=\/=\/\/\/\/COOH
(n)
kwas linolowy (C18:2 n-6)

H3C
(n) 15 12 9

kwas a - linolenowy (C18:3 n-3)

COOH

14 11 8 5

HsC
(n)
kwas arachidonowy (AA;C20:4 n-6)

H3C

COOH

(n) 19 16 13 10 7
kwas dokozaheksaenowy (DHA;C22:6 n-3)

Ryc. 1. Schemat budowy przyktadowych kwaséw
thuszczowych z numeracjg wegli i potozeniem
podwdjnych wigzan w taficuchu: nasycony
kwas stearynowy (C18: 0); jednonienasycony
kwas oleinowy (C18: Tn-9); kwas linolowy (LA;
(18: 2n-6); kwas ct-linolenowy (ALA; C18:
3n-3); kwas arachidonowy (AA; C20: 4n-6);
kwas dokozaheksaenowy (DHA; C22: 6n-3).
Wprowadzanie podwdjnego wigzania przy (9,
(12, (15 katalizuja odpowiednio A9-, A12-
i A15-desaturazy. Lokalizacja podwojnych
wigzan w kwasach AA i DHA wynika z kilku
proceséw: wydtuzania 18-weglowych
taficuchéw, wprowadzania podwdjnego
wigzania przez A5- i A6-desaturazy,
a nastepnie skrécenia 24-weglowych
taricuchéw o dwa wegle

COOH
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podwdéjne wiazanie przy trzecim weglu od korica z gru-
pa metylowa tworzac trienowy kwas o-linolenowy (C18:
3n-3), ryc. 2. Dlatego kwasy linolowy (LA) i o-linoleno-
wy (ALA) sg dla ssakéw niezbednymi kwasami ttuszczo-
wymi i musza by¢ dostarczane w diecie. Miejsca podwdj-
nych wigzai w taricuchu tych kwaséw przedstawia ryc. 1.
Synteza 20- i 22-weglowych PUFA z 18-weglowych nie-
zbednych kwaséw tluszczowych polega na wydtuzaniu ak-
tywowanych taricuchéw C18: 2-CoA i C18: 3-CoA o dwu-
weglowe jednostki przez mikrosomalny uktad elongacyjny
z udziatem malonylo-CoA i NADPH oraz na wprowadza-
niu kolejnych podwdjnych wiagzan w tancuchu weglowo-
dorowym katalizowanych przez mikrosomalne A6- i AS-
desaturazy [39,145]. W ten spos6b z ALA powstaje kwas
cis-A6,9,12,15,18,21-tetrakozaheksaenowy (C24: 6n-3),
az LA —kwas cis-A 6,9,12,15,18-tetrakozapentaenowy (C24:
5n-6). Ostatnim etapem w szlaku biosyntezy LCPUFA jest
zmodyfikowana B-oksydacja 24-weglowych PUFA w perok-
sysomach, dzigki czemu powstaje DHAn-3 oraz kwas cis-
A4.7,10,13,16-dokozapentaecnowy (DPA; C22: 5n-6) [36].
Komorki ssakéw pozbawione sa réwniez A4-desaturazy,
ktéra u pierwotniakéw i alg morskich katalizuje wprowa-
dzanie podwdjnego wiagzania przy C4 [164]. Przez to nie
istnieje alternatywna wymiana posrednich produktéw szla-
ku biosyntezy LCPUFA szeregu n-6 i LCPUFA szeregu
n-3, mimo ze uczestnicza w nich te same uktady enzyma-
tyczne. Schematyczny przebieg syntezy DHA z trienowego
kwasu o-linolenowego oraz AA i DPA z dienowego kwasu
linolowego z uwzglednieniem zwyczajowych nazw kwa-
sow tluszczowych przedstawia ryc. 2.

Niezbedne kwasy linolowy i a-linolenowy sa syntetyzo-
wane przez Cyjanobacteriae, niektére bezkrggowce np.
wolno zyjace nicienie Caenorhabditis elegant [113], ale
przede wszystkim w chloroplastach i innych plastydach ro-
Slin wyzszych [69,96,154]. Sinice i rosliny bedac pokarmem
ryb i zwierzat ladowych dostarczaja substratéw do synte-
zy LCPUFA, ktore sa nastgpnie kumulowane w tkankach
i dostarczane w diecie do organizmu cztowieka. Wzajemne
proporcje kwaséw ttuszczowych nasyconych do PUFA oraz
ilo$¢ poszczegdlnych LCPUFA syntetyzowanych w rosli-
nach sa przede wszystkim cecha gatunkowa, ale zaleza tak-
ze od warunkéw glebowych i klimatycznych, w jakich te
rosliny rosng. Kwas linolowy stanowi 55-75% wszystkich
kwasow ttuszczowych w nasionach stonecznika, soi, ku-
kurydzy, wiesiotka dwuletniego i krokosza barwierskiego.
Kwas a-linolenowy w ilosci powyzej S0% wystepuje w na-
sionach Inu i pachnotki (rodzina Perilla). Duza zawarto-
Scig LCPUFAnN-3 charakteryzuja si¢ jedynie ryby zimnych
morz, m.in. tosos, tuiczyk, sledZ i makrela oraz niekt6-
re skorupiaki morskie. Natomiast kwas arachidonowy jest
znacznie bardziej dostgpny w zywnosci spozywanej przez
czlowieka. Poza olejami roslinnymi, orzechami i rybami,
jego zrédlem w diecie sg migso, stonina i zéttka jaj [97].

W biosyntezie LCPUFA istotna rolg odgrywaja desaturazy.
Katalizuja one wprowadzanie podwdjnego wigzania w konfi-
guracji cis migdzy atomami wegla aktywnych kwaséw ttusz-
czowych. Reakcja ta wymaga obecnosci tlenu jako donora
elektronu i polega na przeniesieniu elektronu przez reduk-
taze¢ NADH na cytochrom b5, ktérego centrum aktywne za-
wiera dwa atomy niechemowego zelaza [52,140]. Desaturazy
to nadrodzina enzymoéw o wysoce konserwatywnej budowie
wystepujaca poczawszy od mikroorganizméw po cztowieka.

Rosliny Plastydy
i zwierzeta iER
_________ -~
\
|
I 18:2 A15D 18:3 |
Rosliny | n6 — n3 | Plastydy
s ol () s cnenony (ALA) |
~_po o _ 4~
v v
18:3 18:4
n6 4G n3
owas r-inolenowy (GLA) owas oktadskatetraenowy
22;3 elongacja 22_:34
)
Cyjanobakterie l l
Eukariotyczne glony 20:4 ASD 20:5 ER
. ) -6 -3
KOMGIKi ZWIBTZECE | s aratigmoms a1 ey )
24:4 elongacja 24:5
n-6 elongacja n3
24:5 24:6
n-6 46D n3
Peroksysomy
ER

Ryc. 2. Szlak biosyntezy dtugotaricuchowych wielonienasyconych kwaséw
thuszczowych (LCPUFA) poczawszy od 18-weglowego nasyconego
kwasu stearynowego. W komérkach roslin i zwierzat zachodzi
powszechnie synteza nasyconych kwasow ttuszczowych do 24-wegli
wiancuchuijednonienasyconych kwaséw z udziatem A9-desaturazy.
Kwasy linolowy (LA) i o-linolenowy (ALA) s3 syntetyzowane tylko
w plastydach roslin wyzszych i samozywnych cyjanobakteriach
dzieki obecnosci A12-desaturazy (A12D) i A15-desaturazy
(A15D). Po dostarczeniu tych kwaséw z pozywieniem, stanowia
one substraty do syntezy LCPUFA w watrobie i innych tkankach
zwierzat i ludzi. W siateczce srédplazmatycznej (ER) 18-weglowe
LA ALA s3 wydtuzane o dwuweglowe jednostki z udziatem ukfadu
elongacyjnego kwasow ttuszczowych, a A5-desaturaza (A5D)
i A6-desaturaza (A6D) wprowadzajg kolejne podwdjne wigzania.
W cyklu takich reakcji powstaje kwas tetrakozaheksaenowy (C24:
6n-3) oraz kwas tetrakozapentaenowy ((24: 5n-6), ktdre nastepnie
w peroksysomach ulegaja zmodyfikowanej [3-oksydacji i powstaja
ostateczne produkty: kwas dokozaheksaenowy (DHA; (22: 6n-3)
i kwas dokozapentaenowy (DPA; (22: 5n-6)

Desaturazy zawieraja zawsze 3 sekwencje aminokwaséw bo-
gatych w histydyng: jeden motyw (box) HXXHH oraz dwa —
HXXXH. Histydyny statych fragmentéw taricucha polipep-
tydowego stabilizuja dwa jony zelaza w centrum aktywnym
enzymu. Czgsto tez histydyna w jednym ze statych moty-
wow jest zastgpiona przez glutaming [154,164]. Desaturazy
AS 1 A6 biorace udzialt w syntezie LCPUFA u zwierzat, to
integralne biatka bton mikrosomalnych majace wtasng do-
meng o aktywnosci cytochromu b5 (ryc. 3). Enzymem li-
mitujacym powstawanie DHA jest A6-desaturaza [110].
Aktywnos¢ A6-desaturazy w mézgu i watrobie zmniejsza
si¢ gwaltownie w pierwszych tygodniach postnatalnego
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N-koniec

C-koniec

Ryc.3.Schemat budowy zintegrowanych
z btonami siateczki $rédplazmatycznej
desaturaz. Desaturazy potrzebne do syntezy
dtugotancuchowych wielonienasyconych
kwaséw ttuszczowych (LCPUFA) zbudowane
s z czterech podjednostek transbtonowych
i domeny o budowie analogicznej do
cytochromu b5 (Cyt b5) na N-koricu
polipeptydu. Pierwszorzedowa struktura tych
enzymow, poczawszy od roslin do ludzi, ma
trzy konserwatywne sekwencje aminokwaséw
bogatych w histydyne. Sa to dwie sekwencje
HXXHH oraz jedna sekwencja HXXHH, ktére
stabilizujg dwa atomy zelaza w centrum
aktywnym enzymu. Na podstawie [154,164]
zmodyfikowano

zycia u myszy [18]. U dorostych zwierzat najwieksza ak-
tywnos$¢ tego enzymu stwierdzono w watrobie i w mézgu
[153]. Cho i wsp. [32] badajac ekspresje mRNA desaturaz
u ludzi najwigcej mRNA AS5-desaturazy stwierdzili w watro-
bie, mniejsza w sercu, mézgu i ptucach. Natomiast mRNA
A6-desaturazy znaleziono wielokrotnie wigcej w mézgu,
niz w innych organach, cho¢ te badania zostaty przeprowa-
dzone na myszach [33]. Ekspresja mRNA A5 i A6 desaturaz
oraz ich aktywnos¢ jest regulowana przez wiele czynnikéw,
m.in. insuling [111], hormon wzrostu [130] czy proliferato-
ry peroksysoméw [89]. Intensywnos¢ syntezy DHA zalezy
w znacznym stopniu od ilosci dostarczanych w diecie nie-
zbednych kwaséw LA i ALA [31,76,127], od ilosci w niej
nasyconych kwasow tluszczowych [165] oraz obecnosci
wielu bioaktywnych zwiazkéw chemicznych, np. ligna-
néw [142] czy kurkumy [88], ktére modyfikuja wchtania-
nie lipidéw, a takze od aktywnos$ci enzyméw lipogennych.
Dlugotrwate dziatanie etanolu znacznie hamuje aktywnos¢
AS- 1 A6-desaturazy [112].

ZroptA DHA pLA NEURONOW

Kwas dokozaheksaenowy jest transportowany w krwi przez

albuminy w postaci wolnej i zestryfikowanej w lizofosfaty-

dylocholinie lub jest wbudowywany do triglicerydéw [16].

Aby dotrze¢ do komoérek nerwowych DHA musi pokonac

bariere¢ krew—moézg [28, 127]. Cho¢ intensywne badania

kilku ostatnich dekad znacznie poszerzylty wiedze o obro-
cie DHA, to nadal trwaja ustalenia:

* ktéra frakcja wolnych czy zestryfikowanych kwasow
tluszczowych w osoczu jest gléwnym Zrédiem DHA
dla mézgu,

e jakie sa mechanizmy i wtasciwosci transportu réznych
PUFA przez barier¢ krew—mozg,

e jaki jest udzial DHA syntetyzowanego w watrobie
z ALA, a jaki DHA dostarczanego w diecie w zapew-
nieniu odpowiedniej ilosci tego kwasu komérkom osrod-
kowego uktadu nerwowego oraz

* jaki jest udzial lokalnej syntezy DHA w mézgu w catko-
witej puli tego kwasu w fosfolipidach bton neuronalnych?

Uzyskanie odpowiedzi na te pytania jest szczegdlnie wazne
w kontekscie szerokiego stosowania nutraceutykéw zawie-
rajacych LCPUFAn-3 i wynikéw korzystnego ich wptywu

w niektorych chorobach neurodegeneracyjnych [19,26], za-
burzeniach psychicznych [53,147], podczas odbudowy ukta-
du nerwowego po jego uszkodzeniu oraz w celu zachowa-
nia zdolnosci poznawczych w procesie starzenia [105,168].

Naukowcy z Narodowego Instytutu Zdrowia USA pod kie-
runkiem S. J. Rapoporta stosujac metode dozylnej infuzji
znakowanych PUFA zwiazanych z albuming u czuwajacych
szczuréw, zmierzyli ilos¢ kwasow tluszczowych w postaci
zestryfikowanej i niezestryfikowanej w osoczu, a nastgpnie
obliczyli ich inkorporacjg¢ do fosfolipidéw w mézgu wedtug
wlasnego modelu matematycznego. Z ich danych ekspery-
mentalno-matematycznych wynika, ze w fosfolipidach mé-
zgu przynajmniej 2—8% zestryfikowanego DHA oraz 3-5%
zestryfikowanego AA jest wymieniane na niezestryfikowane
kwasy thuszczowe pochodzace z osocza [127]. Wyznaczone
tempo inkorporacji niezestryfikowanych kwaséw tluszczo-
wych do fosfolipidéw w moézgu szczura w réznych modelach
doswiadczalnych wykazato preferencyjna estryfikacje¢ kwa-
s6w DHA i AA na poziomie 6—7 pmol/g mézgu/s, niewie-
le mniejsza kwasu palmitynowego (C16: 0) i LA, natomiast
znacznie wolniejsza okoto 1,5 pmol/g mézgu/s kwaséw eru-
kowego (C22: 1n-9) i ALA [28]. Przy takim tempie wymia-
ny okoto potowa AA i DHA w fosfolipidach mézgu szczura
moze zosta¢ wymieniona w ciagu 1-2 tygodni. Za pomoca
pozytronowej tomografii emisyjnej zmierzono takze wymia-
ne LCPUFA w mézgu ludzkim i okazalo sig, ze wymiana
AA jest bardziej intensywna niz DHA. Dobowa inkorpora-
cje znakowanego ""C-kwasu arachidonowego z krwi do mé-
zgu oszacowano na 17,8 mg, a znakowanego DHA na 4,6 mg
[129, 167]. Na niezestryfikowane kwasy ttuszczowe w osoczu
jako zZrédto LCPUFA dla mézgu wskazuja takze badania my-
szy z genetycznym brakiem receptora LDL. Nie stwierdzo-
no u tych zwierzat réznic w ilosci zestryfikowanych PUFA
w poszczegdlnych frakcjach fosfolipidéw w mézgu [29].

Nie jest rozstrzygnigta do korica kwestia, czy niezestryfiko-
wane PUFA przechodza z osocza przez barierg krew-mézg
na zasadzie prostej dyfuzji, czy z udzialem biatek nosni-
kowych. Unikalny sktad fosfolipidéw w mézgu i uprzywi-
lejowane wbudowywanie DHA i AA [28] wskazuja raczej
na ich selektywny transport przez barier¢ krew—mozg, cho-
ciaz nie znaleziono do tej pory wyspecjalizowanych biatek
do transportu LCPUFA z krwi do mézgu [45]. Uzywajac
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Ryc.4.Model transportu dtugotancuchowych
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
(LCPUFA) do komdrek przez biatka btonowe
transportujace kwasy ttuszczowe (FATP)
i translokaze FAT/CD36 homologiczna
z ludzky czasteczkg réznicujaca CD36.
LCPUFA sa bezposrednio wiazane
i transportowane do wnetrza komdrek
przez biatka FATP o aktywnosci syntetazy
acylo-CoA. Alternatywnie LCPUFA moga by¢
najpierw wiazane przez translokaze kwasow

ﬂuﬂu thuszczowych FAT/CD36, ktdra wychwytuje

i utatwia dostarczanie LCPUFA do FATP.
oytosol W cytoplazmie LCPUFA s wigzane i przenoszone
do struktur wewnatrzkomérkowych przez
biatka wigzace kwasy ttuszczowe (FABP) lub
przez biatko wigzace acylo-CoA (ACBP) po
uprzedniej ich aktywadji przez biatko btonowe

0 aktywnosci syntetazy acylo-CoA (LACS). Na

podstawie [146] zmodyfikowano

FAT/CD36

modelu perfuzji mézgu myszy in situ wyznakowanymi
kwasami tluszczowymi wykazano, ze DHA oraz kwas
eikozapentaenowy (EPA; C22: 5n-3) przechodza przez
barierg krew-moézg bardzo szybko. Tempo przechodzenia
tych kwaséw nie zmniejszyto si¢ nawet przy bardzo du-
zych jego stezeniach w osoczu, natomiast znaczaco obni-
zyto sig przy duzym st¢zeniu albuminy w osoczu. Udziat
srédbtonka naczyniowego w wychwycie DHA okreslono
na mniej niz 10% [119]. Wyniki te moga wskazywac bar-
dziej na mechanizm dyfuzji DHA przez barier¢ krew—moézg,
niz na jego selektywny transport przez biatka nosnikowe.

Kontrowersyjne pozostaje zagadnienie, czy przy wystarcza-
jacej ilosci ALA w diecie, DHA syntetyzowany w watro-
bie w pelni pokrywa zapotrzebowanie mézgu na ten kwas.
Z doswiadczen na zwierzgtach wynika, ze tak. Kiedy szczu-
ry po zakoniczeniu karmienia ich przez matke utrzymy-
wano na diecie pozbawionej DHA i ALA stwierdzono, ze
przy deficycie obu kwasow ilos¢ DHA w mézgu szczuréw
byta 2,5 razy mniejsza w poréwnaniu ze zwierzgtami, ktére
otrzymywaty prawidlowa dietg. Kiedy w diecie dostarcza-
no odpowiednig ilos¢ ALA, ale bez DHA, to synteza i wy-
dzielanie DHA z watroby do krwi wzrosto u tych zwierzat
prawie 10-krotnie, a ilo§¢ DHA w mézgu byta tylko o 5%
mniejsza. Zwigkszyla si¢ réwniez transkrypcja mRNA de-
saturaz i ich aktywnos$¢ w watrobie, a nie stwierdzono ta-
kiego wptywu na desaturazy w mézgu [75,128]. Wyniki te
wskazuja, ze przy prawidtowej czynnosci enzyméw synte-
tyzujacych LCPUFA w watrobie i prawidtowej ilosSci ALA
w diecie, u gryzoni synteza watrobowa zapewnia wystar-
czajaca ilos¢ DHA na potrzeby mézgu. Jednak w oparciu
o badanie przeksztatcania znakowanego ALA do DHA u lu-
dzi oraz tempa B-oksydacji wynika, Ze watrobowa synte-
za DHA nie wystarcza do utrzymania prawidtowej ilosci
DHA w moézgu dorostego cztowieka [22,74]. Oczywiscie
wykryte réznice metabolizmu DHA moga wynikac z réz-
nic gatunkowych tempa syntezy i transportu DHA, a takze
z réznic proporcji oraz ilosci LCPUFA w diecie.

Biosynteza DHA odbywa si¢ takze w médzgu [53].
Srédblonek naczyn wtosowatych w mézgu ma zdol-
nos¢ do elongacji i desaturacji w 18-weglowych kwasach

ttuszczowych, jednak nie ma mozliwosci wprowadzania
ostatniego podwdjnego wiazania do 24-weglowych PUFA
[109]. Sposréd komérek znajdujacych si¢ w mézgu tylko
astrocyty maja zdolnos¢ do syntezy i uwalniania DHA do
przestrzeni zewnatrzkomorkowej [55,94,108,107]. Tempo
syntezy DHA w astrocytach jest odwrotnie proporcjonal-
ne do ilosci DHA dostgpnego dla tych komoérek [167].

Mechanizm wychwytu DHA przez neurony z ptynu tkan-
kowego w mézgu nie jest do korica wyjasniony. Uzywajac
do doswiadczenn modelu bton plazmatycznych wykazano
szybka bierna dyfuzje wolnych PUFA typu flip-flop [86].
Proponowany jest tez udziat biatek transportujacych diu-
gotaricuchowe PUFA przez btony plazmatyczne takie, jakie
zidentyfikowano w komoérkach migsni, serca, watroby, je-
lit, a nawet ptuc [2,146]. Sa to biatka transportujace kwasy
tluszczowe (fatty acid transport protein — FATP 1-6) o m.cz.
63-70 kDa majace aktywno$¢ syntetazy acylo-CoA, kté-
rych geny sa dobrze scharakteryzowane [60,64,71]. Dwa
z tych biatek FATP-1 i FATP-4 wystgpuja w mézgu [51].
W transporcie kwaséw tluszczowych przez blony biolo-
giczne uczestniczy takze translokaza kwasow tluszczowych
homologiczna z ludzkim CD36 (fatty acids translocase —
FAT/CD36) o m.cz. 88 kDa [1] oraz bialko wiazace kwasy
tluszczowe zasocjowane z btong plazmatyczng — FABPpm
(plasma membrane-associated fatty acid binding protein)
o m.cz. 43 kDa [67,82,151]. Molekularny mechanizm uta-
twiajacy przechodzenie kwaséw tluszczowych przez blo-
ny plazmatyczne z udziatem biatek nosnikowych jest nadal
dyskutowany [14, 63,66,147]. W miocytach utrzymywane
jest mate st¢zenie wolnych kwaséw ttuszczowych w celu za-
chowania dokomérkowego gradientu ich st¢zenia. Gradient
ten zapewnia szybkie wigzanie wolnych kwaséw ttuszczo-
wych znajdujacych si¢ w cytoplazmie przez biatka wiaza-
ce kwasy ttuszczowe (FABP) lub taczenie ich z koenzy-
mem A katalizowane przez biatko blonowe o aktywnosci
syntetazy acylo-CoA (long chain fatty acyl-Co syntheta-
se — LACS). Powstaly kompleks acylo-CoA jest wigzany
w cytoplazmie przez biatko wiazace acylo-CoA (acyl-CoA
binding protein — ACBP). By¢ moze podobny mechanizm
istnieje w neuronach, aby zachowac gradient st¢zenia DHA
i utatwié jego dokomoérkowa dyfuzje (ryc. 4).
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DHA w NEUROPLASTYCZNOSCI

Najwigkszy przyrost DHA w mézgu obserwuje si¢ w okre-
sie jego rozwoju w zyciu ptodowym i trwa u ludzi prawie do
2 roku zycia [103]. Podczas ciazy DHA niezbedny dla pto-
du do syntezy fosfolipidéw przechodzi z krwi matki przez
tozysko do krazenia ptodowego, po porodzie jest dostar-
czany niemowlgtom z mlekiem matki [79,80]. Gtéwnym
procesem podczas rozwoju mézgu jest utworzenie odpo-
wiedniej liczby potaczen migdzyneuronalnych dzigki zwigk-
szeniu dtugosci i liczby rozgatezien wypustek neuronéw
[54]. Btony neuronéw moga rozbudowywac si¢ dzigki fu-
zji prekursorowych pecherzykéw plazmatycznych z blo-
na cytoplazmatyczna, w ktérej uczestnicza biatka SNARE
(receptory SNAP; soluble N-ethylmaleimide sensitive-fac-
tor attachment protein receptor). Sa to male biatka, o r6z-
nej wielkosci i strukturze, w wigkszosci zakotwiczone do-
mena transmembranowa, ktére maja wspdlna sekwencje
60—70 aminokwaséw w domenie cytosolowej (SNF mo-
tif). Motyw ten wrazliwy na N-etylomaleimid pozwala na
tworzenie odwracalnych komplekséw trans-SNARE w po-
staci czterech helis biatkowych utworzonych z trzech bia-
fek: synaptobrewiny (v-SNARE) zakotwiczonej w btonie
pecherzyka, znanej takze jako VAMP (vessicle-associa-
ted membrane protein) oraz biatek znajdujacych si¢ w do-
celowej blonie plazmatycznej (t-SNARE), transbtonowe;j
syntaksyny i peryferyjnego biatka SNAP (synaptosome-
-associate protein) [15]. Proces rozbudowy btony komor-
kowej wymaga najpierw utworzenia stabilnego kompleksu
trans-SNARE, ktéry zapewnia Scisle przyleganie pgche-
rzyka do btony plazmatycznej, a nastgpnie w wyniku zmia-
ny konformacji tego kompleksu w cis-SNARE, nastgpuje
fuzja pgcherzyka z btona docelowa [15,43]. Z poznanych
dotad syntaksyn uwaza sig, ze syntaksyna 3 bierze udziat
we wzroscie wypustek neuronalnych [9,133].

Znaleziono wiele biatek cytoplazmatycznych, ktére wiaza
si¢ z biatkami SNARE i w ten sposéb blokuja lub mody-
fikuja powstawanie kompleksu trans-SNARE, ktéry ,,do-
kuje” pecherzyk do blony docelowej. Jedno z takich biatek
bton synaptycznych Secl, oznaczane tez Munc18, tworzy
kompleks z syntaksyna 1 i uniemozliwia tworzenie kom-
pleksu trans-SNARE [166]. Ostatnie badania wskazuja, ze
kwasy tluszczowe wystepujace w najwigkszej ilosci w moé-
zgu, czyli AA i DHA, zmieniaja konformacje komplek-
su Munc18/syntaksyna/SNAP-25 ulatwiajac tworzenie si¢
trans-SNARE [34]. Ponadto wykazano, ze tylko AA i DHA
maja zdolnos¢ zwigkszania wzrostu wypustek i kolcow den-
drytycznych komérek chromochtonnych guza nadnerczy
P12, dzigki aktywacji syntaksyny 3 [37]. Réwniez neurony
hipokampa hodowane w obecnosci DHA maja dluzsze i bar-
dziej rozgatezione wypustki, a DPAn-6 zastgpujacy DHA
w trakcie jego niedoboru, takich wtasciwosci nie wykazu-
je [25]. Role DHA w rozwoju neuronalnym potwierdzaja
badania kliniczne [81]. Czy utatwianie tworzenia si¢ kom-
pleksu bialek SNARE przez DHA zestryfikowany w fos-
folipidach btonowych jest jedynym mechanizmem udziatu
DHA we wzroscie i tworzeniu nowych potaczen neuronal-
nych jest przedmiotem intensywnych badan.

Wyniki badar ostatniej dekady udowodnity, ze neuropla-
stycznos$¢ niezbedna do zachowania prawidlowej czynno-
Sci mézgu w kazdym wieku, zalezy nie tylko od obecnosci
hormondw, troficznego dziatania astrocytow i stymulacji

czynnosciowej neuroprzekaznikéw. Zalezy takze od za-
chowania prawidlowej ilosci DHA w fosfolipidach bion
cytoplazmatycznych, ktéry uczestniczy w rozrastaniu wy-
pustek neuronalnych i tworzeniu kolcéw dendrycznych.
Dlatego szczegdlnie wazne dla prawidtowego rozwoju
mozgu jest dostarczanie odpowiedniej iloSci PUFAn-3
kobietom w ciazy i podczas laktacji, aby zapewni¢ wta-
Sciwg podaz DHA rozwijajacemu si¢ uktadowi nerwowe-
mu dziecka. Rekomendacje w zakresie wzbogacania DHA
diety kobiet w ciazy i w okresie karmienia piersia wy-
dat w 2010 r. Zespdt Ekspertéw Polskiego Towarzystwa
Ginekologicznego [12].

DHA w FOSFOLIPIDACH BLONOWYCH

Wsréd glicerolofosfolipidéw bton plazmatycznych iloscio-
wo przewaza fosfatydylocholina (PC), w ktérej glicerol
w pozycji sn-1 zawiera najczesciej acyl kwasu nasycone-
g0, a w pozycji sn-2 acyl kwasu oleinowego lub linolowe-
go. Fosfatydylocholina razem ze sfingomieling i glikozo-
fosfolipidami, znajduja si¢ gtéwnie w zewnetrznej warstwie
bton lipidowych. Fosfatydyloetanoloamina (PE) i fosfatydy-
loseryna (PS) stanowia duzo mniejszy procent wszystkich
glicerolofosfolipidéw btonowych, ale razem z fosfatydylo-
inozytolem (PI) oraz kwasem fosfatydowym przewazaja
w wewngtrznej warstwie lipidowej bton komérkowych [10].
Fosfolipidy oprdcz asymetrycznego wystgpowania w blo-
nach plazmatycznych, charakteryzuja si¢ r6znym sktadem
acyli kwasow ttuszczowych w czasteczce. Najwigcej DHA
znajduje si¢ w PE oraz PS, w matych ilosciach w PC oraz
PI. Badania na zwierzgtach z zastosowaniem réznej ilosci
i proporcji kwaséw ttuszczowych w diecie wykazaty, ze
istnieja tkankowe réznice estryfikacji DHA w glicerolofos-
folipidach. W fosfolipidach serca i mézgu szczuréw kar-
mionych dieta zawierajaca PUFAn-3, najwigcej zestryfi-
kowanego DHA zawierata w obu narzadach PE. Drugim,
co do zawartosci DHA fosfolipidem w sercu byta fosfaty-
dylocholina, a w mézgu fosfatydyloseryna [149].

W komérkach zwierzgcych PS nie jest syntetyzowana de
novo, ale powstaje w reakcji zasadowej wymiany ami-
nokwasu w juz istniejacych aminofosfolipidach. Cholina
w PC jest wymieniana na seryn¢ przez syntaz¢ PS-1,
a etanoloamina w PE na seryng przez syntazeg PS-2 [160].
Reakcja zasadowej wymiany aminokwaséw w fosfolipi-
dach nie jest zalezna od ATP, ale zalezy od Ca** i odby-
wa si¢ w mikrosomach oraz w btonach ER potaczonych
z zewngtrznymi btonami mitochondriéw (MAM) [158].
W moézgu reakcja zasadowej wymiany seryny w fosfolipi-
dach odbywa si¢ najintensywniej w mikrosomach, synap-
tosomach i btonach plazmatycznych ciat komérek nerwo-
wych, z mniejsza intensywnoscia w komorkach glejowych
[61,72]. Fosfatydyloseryna po przeniesieniu do mitochon-
driéw jest metabolizowana do PE przez dekarboksylaze PS
i stanowi giéwne Zrédio PE w komoérkach ssakéw [141,161].
Doswiadczalnie stwierdzono, ze zaré6wno mikrosomalna
syntaza PS, jak i mitochondrialna dekarboksylaza PS naj-
wigksza aktywnos¢ wykazuja w stosunku do fosfolipidéw
zestryfikowanych DHA [90]. Gdy PC i PE zamiast DHA
zawieraty acyl DPAn-6, ich konwersja do PS byla mniej
efektywna i zawartos¢ PS w btonach mniejsza [93].

Biosynteza i degradacja fosfolipidéw w komdrkach ssakéw
jest Scisle regulowana aktywnoscia enzymdéw, ale w tkance
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nerwowej ilos¢ PS jest dodatkowo limitowana dostepno-
Scig DHA [4]. W mikrosomach mézgu drugiego pokole-
nia szczuréw wyhodowanych na diecie bez PUFAR-3, ilo$¢
DHA znacznie si¢ zmniejszyta, a DHA w fosfatydylose-
rynie zostat zastapiony przez DPAn-6. Mimo ze catkowita
ilos¢ fosfolipidéw zestryfikowanych LCPUFA nie zmienita
sig, to wybidrczo zmniejszyta si¢ ilo§¢ PS w mézgu zwie-
rzat karmionych dieta pozbawionag PUFAn-3, w poréwna-
niu do karmionych dieta prawidtowa [56]. Zaleznos¢ ilo-
Sci PS od dostgpnosci DHA potwierdzono takze in vitro
w komérkach gliomy i Neuro 2A [4,56]. Nie stwierdzo-
no akumulacji PS w innych rodzajach komérek, takich
jak CHO-K1, NIH-3T3, HEK-293 po wzbogaceniu po-
zywki hodowlanej w DHA lub DPA [62]. Réwniez mani-
pulacje genetyczne nie modyfikuja zawartosci PS w neu-
ronach zaleznej od dostgpnosci DHA. Wyciszenie genéw
pss-1 lub pss-2, kodujacych odpowiednio enzymy synta-
z¢ PS1 oraz syntazg PS2, znaczaco zmniejszyto konwersje
PC—PS oraz PE—PS, ale nie obnizyto istotnie zawartosci
PS w moézgu [5]. Te badania wskazuja, ze modulowanie
pula PS w btonach neuronalnych zgodnie z dostgpnoscia
DHA moze by¢ unikatowym mechanizmem w tkance ner-
wowej. Innym czynnikiem, oprécz deficytu PUFAn-3, kt6-
ry zmniejsza ilos¢ PS w tkance nerwowej jest dlugi okres
ekspozycji na etanol [3,68]. W tym przypadku zmniejsze-
nie ilosci DHA, ktére pociaga za soba obnizenie zawar-
tosci PS w mézgu, moze by¢ wynikiem nie tylko braku
preferowanego substratu do syntezy PS, ale réwniez osta-
bieniem aktywnosci enzyméw potrzebnych do konwersji
fosfolipidéw w komorkach.

FosratypyLoserYNA | DHA w PRZEZYWALNOSCI NEURONOW

Przy prawidlowej diecie, fosfatydyloseryna stanowi tylko
do 10% calkowitej ilosci fosfolipidéw w komoérkach ssa-
kéw [149,159]. Najwigksza zawartoscia PS w m6zgu zna-
leziono w korze mézgu, hipokampie i opuszce wechowej
[65,91,123]. Ujemnie natadowane czasteczki PS znajdujace
si¢ gtéwnie w wewnetrznej warstwie fosfolipidow btono-
wych, zmieniaja aktywnos¢ zwiazanych z btonami biatek
enzymatycznych, ktére uruchamiaja wewnatrzkomérkowe
szlaki sygnalizacji. Jednym z tych biatek jest serynowo-
-treoninowa kinaza Akt/PKB w szlaku kinaz zaleznych od
fosfatydyloinozytoli, ktéra posredniczy w przekazywaniu
do jadra sygnatéw czynnikéw wzrostu [42] oraz hamuje
proces apoptozy, m.in uniemozliwiajac dziatanie proapop-
totycznych biatek z rodziny Bcl-2 [38] i kaspazy 9 [27].
Fosfatydyloseryna zwigksza zasigg interakcji btony z kinaza
Akt, a translokacja/aktywacja Akt moze mie¢ decydujace
znaczenie dla przezycia komérek w warunkach niedoboru
czynnikéw troficznych, kiedy zmniejsza si¢ generowanie
trifosfoinozytolu (IP3). W takich warunkach §mieré komér-
ki moze zosta¢ zatrzymana dzigki odpowiedniej zawartosci
PS w btonach komérkowych. Akbar i wsp. [4] udowodni-
li w warunkach in vitro i in vivo, ze zahamowanie apopto-
zy dziegki zwigkszeniu ilosci DHA w neuronach zalezy od
akumulacji PS w btonach i od aktywnosci antyapoptotycz-
nej szlaku kinaz PI3K/Akt. Zastapienie w btonach neuro-
nalnych DHA przez DPAn-6 bylo mniej skuteczne w aku-
mulacji PS i translokacji Akt, a takze w utrzymaniu przy
zyciu neurondw w sytuacji niedoboru czynnikéw wzrostu.
Dlatego redukcja PS w blonach neuronalnych np. po dlugiej
ekspozycji na etanol promuje apoptoze [3]. W doswiadcze-
niach z uzyciem neuronalnych komoérek prekursorowych,

Kawakita i wsp. [87] wykazali takze przyspieszenie roz-
nicowania komoérek progenitorowych w neurony w obec-
nosci DHA oraz zwigkszenie przezywalnosci neuronéw
zakretu zgbatego hipokampa dorostych szczuréw, kiedy
otrzymywaly w diecie DHA.

Wigksza przezywalnos$¢é neuronéw dzigki akumulacji
PS w wewnetrznej warstwie btony fosfolipidowej moze
by¢ takze skutkiem aktywacji kinazy Raf-1, ktéra bierze
udzial w transdukcji sygnatéw wielu czynnikéw wzrostu
[7]. Biatko Raf-1 bedace czgscia szlaku aktywacji kinaz
aktywowanych mitogenem (Raf-1/MEK) promuje rézni-
cowanie si¢ komdrek i wykazuje dzialanie antyapopto-
tyczne [30,162]. Dzigki obecnosci w czasteczce Raf-1 re-
gionéw wiazacych kwasne fosfolipidy, kinaza ta moze tez
by¢ aktywowana przez PS [78]. Rzeczywiscie potwierdzo-
no zmniejszenie aktywnosci kaspazy 3 oraz zahamowanie
apoptozy w komoérkach Neuro 2A na skutek zwigkszenia
ilosci PS i zwiazania sie Raf-1 z blona komoérkowa [92].
Proponowane sa co najmniej dwa sposoby dziatania Raf-
1 w tym mechanizmie. Pierwszy za posrednictwem kinazy
MEK z rodziny kinaz aktywowanych mitogenem (MAPK),
zaangazowanych w przekazywanie sygnatéw réznicowa-
nia i proliferacji komorek [41]. Drugi poprzez inaktywacje
proapoptotycznej kinazy Ask-1 (apoptosis signal-regula-
ting kinase-1) aktywowanej przez czynniki stresowe [30].

Fosfatydyloseryna moze wptywac na zywotnos¢ komo-
rek nerwowych réwniez dzigki jej zdolnosci do aktywacji
wielofunkcyjnej kinazy bialek C (PKC). Oprécz diacylo-
glicerolu (DAG) i niezestryfikowanch LCPUFA, stwier-
dzono aktywacje¢ zaleznej od jonéw wapnia izoformy o
PKC oraz niezaleznych od wapnia izoform PKC 9, €, n
i & przez fosfatydyloseryne [117]. Dlugotrwata stymulacja
PKC prowadzi do fosforylacji biatek w szlaku kinaz z ro-
dziny MAPK oraz czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny
NF-xB [8, 58]. Kim i wsp. [95] wykazali, ze DHA w ste-
zeniu od 10 umol/L hamuje czynnos¢ domeny katalitycz-
nej PKC i sugeruja, ze moze to by¢ mechanizm korzyst-
nego wptywu dziatania PUFAn-3 na stabilizacje nastroju
w chorobie afektywnej dwubiegunowej. Hamujace dziatanie
DHA na aktywacje¢ NF-xB za posrednictwem PKCe i oksy-
dazy NADPH udowodnili takze Massaro i wsp. [104], cho¢
te badania zostaty przeprowadzone w komdrkach ludzkie-
go Srédbtonka. Inna grupa badaczy opublikowata wyniki
dwukrotnego zwigkszenia aktywnosci kinazy DAG w m6-
zgu szczura pod wptywem DHA [157], ktérego skutkiem
moze by¢ m.in. aktywacja fosfolipazy C [84,124]. Jednak
wielojednostkowa budowa PKC, mozliwos¢ aktywowania
podjednostek przez réznorodne czynniki oraz jej wystepo-
wanie w réznych kompartmentach wewnatrzkomérkowych
powoduje, ze skutki aktywacji PKC moga uruchamia¢ wie-
le szlakéw sygnalizacyjnych i przynosi¢ zréznicowane sy-
gnaly wazne dla przezycia komoérek nerwowych.

Doswiadczenia z uzyciem genetycznie zmodyfikowa-
nych komoérek potwierdzily korzystne dziatanie zwigk-
szenia ilosci LCPUFAN-3 na przezywalnos$¢ neuronéw.
Wprowadzenie do neuronéw korowych genu A4-desaturazy,
ktéra pozwala na konwersje¢ PUFAn-6 w PUFAn-3, zwigk-
szyto zawartos¢ PUFAn-3 i obnizyto 4-krotnie stosunek
PUFAn-6/PUFAn-3 w btonach komérkowych. Taka zmiana
profilu lipidowego w blonach spowodowata wigksza prze-
zywalno$¢ neuronéw po usunigciu z pozywki czynnikéw
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wzrostu i zmniejszyta syntez¢ prozapalnej i proapopto-
tycznej prostaglandyny E, [57].

Neuroprotekcia DHA 1 JEGo METABOLITOW

Wplyw DHA przez utrzymywanie duzego st¢zenia PS nie
jest jedynym mechanizmem, ktéry wplywa na czynnosc
neuronéw. Fosfolipazy A (PLA) obecne w komérkach ka-
talizuja hydroliz¢ wiazan estrowych i uwalniaja z fosfolipi-
dow kwasy tluszczowe do cytosolu [50]. Hydroliz¢ DHA
w pozycji sn-2 katalizuja niezalezna od wapnia iPLA, o sil-
nym powinowactwie do plazmalogenu, ktéry az do 70%
moze byé zestryfikowany DHA [49] oraz zalezna od Ca**
wydzielnicza sSPLA, [126]. W cytosolu DHA jest wigzany
z biatkami i w wigkszosci jest transportowany do siateczki
srodplazmatycznej, gdzie zostaje ponownie wbudowywa-
ny do fosfolipidéw. Moze tez zosta¢ utleniony w procesie
[-oksydacji w macierzy mitochondrialnej czy w peroksy-
somach [28]. Istnieje jeszcze inna Sciezka metaboliczna
DHA polegajaca na przeksztatlceniu DHA z udziatem li-
pooksygenaz (LOX) w rezolwiny serii D (RvD), dokoza-
trieny, znane jako protektyny D (PD) i marezyny (7S,14S-
(OH)2-pochodne DHA), a z udziatem acylowanego przez
aspiryng epimeru COX-2 (AT-COX-2) w 17R-rezolwiny se-
rii D (17R-AT-RvD 1-4) i 17R-AT-protektyny D (17R-AT-
PD) [136]. Ekspresje mRNA izoformy 12-LOX potwierdzo-
no w komorkach glejowych [13], a jej aktywnos¢ wykryto
w warunkach fizjologicznych w wielu strukturach mézgu
[116]. Jednak ilo$¢ produktéw oksygenacji LCPUFA wie-
lokrotnie wzrasta w trakcie uszkodzenia mézgu na skutek
udaru niedokrwiennego, urazu czy infekcji [102]. Zwigksza
sig wtedy aktywnos¢ PLA , z fosfolipidéw btonowych uwal-
niane jest wigcej DHA 1 AA, a uaktywniony mikroglej
wzmaga syntez¢ neurotoksyn (FasL, TNF) i prozapalnych
cytokin (IL-1, IL-6, INF-y, chemokiny) [77]. Wzrasta prze-
puszczalnos¢ $cian naczyn krwionosnych, fagocyty z krwi
naptywaja do uszkodzonego obszaru mézgu pod wptywem
czynnikéw chemotaktycznych [137] i uaktywnione enzymy
COX-2 i LOX masowo wytwarzaja prozapalne eikozano-
idy, ktére rozwijaja ostra fazg zapalenia. Jak we wszystkich
kaskadowych procesach ratunkowych w organizmie, tak
i w kaskadzie syntezy czynnikéw prozapalnych powstaja
rownolegle zwiazki prowadzace do wygaszenia (rezolucji)
tego procesu. Izomery LOX i/lub epimer AT-COX-2 kata-
lizuja powstawanie wygaszajacych zapalenie metabolitow
LCPUFA: z kwasu arachidonowego — lipoksyn, a z DHA
—rezolwin D 1-4, protektyn D i marezyn [138]. Te oksy-
genazowe pochodne LCPUFA aktywnie uczestnicza w za-
hamowaniu infiltracji neutrofiléw, usunigciu ich z tkanki
nerwowej, wchtonigciu nacieku zapalnego i powrotu ho-
meostazy tkankowej [137]. Szczegbdlna uwage zwraca sie
na neuroprotektyng D1 (NPD1). Wykazano zwigkszenie
syntezy NPD1 podczas reperfuzji mézgu po eksperymen-
talnym niedokrwieniu, hamowanie przez NPD1 migracji
leukocytow do uszkodzonego miejsca, hamowanie NF-kB
indukowanego interleuking 1 oraz zmniejszenie ekspresji
mRNA COX-2 [102]. Dlatego przypisuje si¢ jej wazng role
w hamowaniu procesu zapalnego i wewnatrzneuronalnych
szlakéw sygnalizacji uruchamianych pod wptywem czyn-
nikéw prozapalnych, ktére moga trwale uszkadza¢ neuro-
ny lub prowadzié¢ do ich $§mierci. Inna grupa badaczy pod
kierunkiem N. G. Bazana wykazata neuroprotekcyjne dzia-
tanie NPD1 na poziomie zmian ekspresji wielu gendw.
Stwierdzili oni hamowanie aktywnosci genéw kodujacych

mediatory prozapalne, a zwigkszenie ekspresji genéw bia-
ek antyapoptotycznych z rodziny Bcl-2 po aktywacji ko-
morek neurotoksycznym amyloidem [3-42 [101]. Stad coraz
czgsciej formutowany jest poglad, ze korzystne dziatanie
suplementacji diety DHA u 0s6b cierpiacych na zaburze-
nia afektywne, depresje, otgpienie zwiazane z wiekiem czy
patologicznym tworzeniem ztogéw [-amyloidu w choro-
bie Alzheimera [99,100] jest zwiazane wlasnie z powsta-
waniem oksygenazowych pochodnych DHA, ktére niwe-
luja szkodliwe skutki dziatania stresu oksydacyjnego lub
wzrostu liczby prozapalnych cytokin i eikozanaidéw [11].

Udziat DHA w redukowaniu stanu zapalnego w mézgu nie
ogranicza si¢ tylko do powstawania jego oksygenazowych
produktéw, ale rowniez do bezposredniego hamowania ak-
tywnosci COX. Corey i wsp. [35] wykazali, ze DHA jest
silnym inhibitorem kompetencyjnym na szlaku przeksztat-
cania arachidonianéw do prostaglandyn, cho¢ nie hamuje
biosyntezy leukotrienéw. Zmniejszenie syntezy PGE2 za-
obserwowano réwniez w przypadku stosowania diety wzbo-
gaconej w DHA [125], a p6Zniej udowodniono hamowa-
nie ekspresji COX-1 przez DHA w astrocytach [152]. Role
DHA w ograniczaniu procesu zapalnego potwierdzaja ba-
dania na zwierzgtach transgenicznych, ktérym wprowadzo-
no gen fat-1 kodujacy A4-desaturaze. Dzigki znacznemu
przesunigciu proporcji DHA do AA w fosfolipidach kory
moézgu na korzys¢ DHA, istotne zmniejszyta si¢ ilos¢ in-
dukowalnej COX-2 w korze mézgu [17].

DHA A weAScIWoSCI BLON PLAZMATYCZNYCH

Rygorystycznie przestrzegany profil kwaséw ttuszczowych
w fosfolipidach bton komérek nerwowych podczas deficy-
tu LCPUFA nasuwa przypuszczenie, ze wlasnie taki ich
sktad zapewnia witasciwosci fizyko-chemiczne bton od-
powiednie dla dziatania biatek blonowych, zatem jest nie-
zbgdny do prawidtowej czynnosci neuronéw. Rzeczywiscie
w latach 90 ub.w. wykazano udzial DHA w modulowaniu
napigciozaleznych kanatéw potasowych [121], sodowych
i wapniowych [163], transmisji synaptycznej i modyfiko-
waniu dtugotrwalego wzmocnienia synaptycznego w neu-
ronach hipokampa [83], a takze udzial w glutaminergiczne;j
transmisji w neuronach piramidowych kory mézgu [115].
Badania wtasciwosci fizycznych bton zbudowanych z r6z-
nych fosfolipidéw za pomoca spektroskopii magnetyczne-
go rezonansu jadrowego (NMR) oraz zmodyfikowanego
NMR o pomiar magnetycznego kata spinu jadrowego (ma-
gic angle spinning), wykazaty swoisty ksztatt fosfolipidéw
z acylem DHA, ktéry umozliwia ich wyjatkowa gigtkos¢,
az do wygiegcia konica metylowego w kierunku powierzch-
ni btony. Dzigki temu btony o duzej zawartosci DHA cha-
rakteryzuje wigkszy przekrdj poprzeczny i mniejsza gru-
bos¢ [47,149]. W zaleznosci od rodzaju uzytych znacznikéw
fluorescencyjnych oraz materiatu biologicznego, pomiary
stopnia molekularnej organizacji bton majacych DHA, tzw.
ptynnosci bton, przynosza rozbiezne wyniki. W erytrocy-
tach zwierzat karmionych duza zawartoscia oleju rybiego
[85], w fibroblastach, leukocytach i komérkach nowotwo-
rowych hodowanych in vitro w srodowisku wzbogaconym
w DHA stwierdzono zwigkszona ptynnos¢ bton plazma-
tycznych [23,24,144]. Inne pomiary ptynnosci bton erytro-
cytow, ptytek krwi i komérek retinoblastomy zmian ptyn-
nosci bton nie wykazaty [59,122]. Autorzy badan za to
zgodnie wskazuja na zwigkszenie mobilnosci fosfolipidéw
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btonowych zestryfikowanych DHA [114,155]. W pracach
przegladowych Stillwell i wsp. [149,150] przedstawia-
jac szczegblowo wyniki badan fizycznych wiasciwosci
bton wyrazaja poglad, ze zmiany fizyczne bton biologicz-
nych o duzej zawartosci przestrzennych i mobilnych acy-
li DHA sa na tyle subtelne, Ze trudno mierzalne za pomo-
cg zewngtrznych wskaznikéw fluorescencyjnych. Do tego
trzeba uwzglednié¢ wysoka dynamike obrotu fosfolipidéw
w btonach komérkowych, ktéra zapewnia aktywnos¢ wie-
lu enzymoéw odpowiedzialnych za syntezg fosfolipidéw de
novo, ich resynteze przez reacylacj¢ i katabolizm. Sktad
kwasow ttuszczowych w fosfolipidach jest takze zalezny
od ilosci biatek transportujacych kwasy ttuszczowe w ko-
morkach [6,131].

Biorac pod uwage przestrzenna struktur¢ DHA jest bar-
dzo prawdopodobne, ze blony o duzej zawartosci acyli
DHA sa mniej upakowane, niz te zawierajace fosfolipidy
z acylami kwaséw nasyconych lub jednonienasyconych.
To moze pociagac za soba wiele zmian wtasciwosci bton.
Badania eksperymentalne oraz symulacja dynamiki mo-
lekularnej wykazaty, ze dwuwarstwa lipidowa zbudowana
z 1-stearylo-2-dokosaheksaenylo-glicerolofosfocholiny jest
bardziej przepuszczalna dla wody [135], dla jonéw sodu
[70] oraz dla matych niepolarnych czasteczek, takich jak
glukoza czy glicerol [148]. Wigksza zawartos¢ w btonach
DHA zwigksza réwniez fuzje pecherzykéw synaptycz-
nych z btonami i ich egzocytoze [48,106]. Ostatnie bada-
nia wskazuja, ze zestryfikowany DHA modyfikuje organi-
zacje tratw lipidowych w btonach plazmatycznych. Tratwy
lipidowe to mikrodomeny oporne na niejonowe detergen-
ty typu Triton X-100, r6znigce si¢ budowa od pozostatej
czesci btony. Charakteryzuje je duza zawartos¢ glikosfin-
golipidéw, sfingomielin i cholesterolu, obecnos¢ okreslo-
nych biatek integralnych, biatka na kotwicy glikozylofos-
fatydyloinozytolowej w zewngtrznej warstwie lipidowe;j
oraz kinazy z rodziny Src i biatka Ras zasocjowane z we-
wnetrzng warstwa btony komoérkowej [143]. Przypuszcza
sig, ze te mikrodomeny btonowe biorg udziat w ,,segrega-
cji” sygnatéw pomigdzy komoérkami i moga stanowié fi-
zyczng i/lub czynnosciowa platforme transdukcji sygnatéw
[120,143]. Badania biofizycznych wtasciwosci modeli lipo-
soméw zbudowanych z fosfolipidéw zawierajacych acyle
DHA wykazaty przestrzenne niedopasowanie czasteczek
DHA i cholesterolu, co teoretycznie powinno wykluczaé
wspotwystgpowanie DHA w fosfolipidach w obrgbie bo-
gato cholesterolowych tratw. Jednak badania mikrosko-
powe z uzyciem znacznikow fluorescencyjnych w komor-
kach EL4 inkubowanych z r6znymi PUFAn-3 wykazaty, ze
w btonach komoérek hodowanych z DHA, zawartos¢ DHA
w fosfolipidach zwigkszyta si¢ 0 30% zaréwno w obszarze
tratw jak i poza nimi, a takze zwigkszyt si¢ rozmiar i umiej-
scowienie tratw lipidowych w btonach [139]. Znaczenie
zmian organizacji btony z fosfolipidami zestryfikowany-
mi DHA oraz szczegdtowa rola mikrodomen sfingolipido-
wo-cholesterolowych dla czynnosci neuronéw pozostaje na
razie w sferze spekulacji. Jedna z hipotez méwi, ze dzig-
ki nieprzystawaniu do siebie czasteczek DHA i choleste-
rolu, ich ‘awersja’ moze umozliwia¢ rozdzielenie obsza-
réw o duzej i matej zawartosci cholesterolu, co pozwala na
ograniczenie obszaru tratw lipidowych. Ponadto moze uta-
twiac¢ przechodzenie cholesterolu do zewngtrznej warstwy

btonowych lipidow w mechanizmie typu flip-flop, gdyz
w wewnetrznej warstwie fosfolipidéw jest zestryfikowane
najwigcej DHA [44]. Sa tez doniesienia o negatywnej roli
tratw lipidowych w agregacji B-amyloidu, przyczyny neu-
rodegeneracji w chorobie Alzheimera [46].

PobsumowaNIE

Fosfolipidy bton synaptosoméw i pgcherzykéw synaptycz-
nych istoty szarej mézgu zawieraja do 40% DHA [73].
W trakcie niedoboréw DHA jego ilo$¢ w mézgu jest wy-
raznie chroniona [40] i wydaje sig, ze komorki nerwowe
maja unikalny mechanizm zabezpieczajacy ich przezycie
przez utrzymanie w btonach komérkowych duzego stgzenia
fosfatydyloseryny zawierajacej DHA. W rezultacie wyka-
zuja wieksza niz inne komorki przezywalnos¢ i opornosé
na apoptoz¢ w sytuacji pojawienia si¢ czynnikéw szkodli-
wych. Jest duze prawdopodobieristwo, ze nieracjonalne od-
zywianie i/lub zmniejszanie si¢ z wiekiem zawartosci DHA
w mozgu sa przyczyna skrocenia czasu przezycia neuro-
néw, gdyz DHA bierze udziat w hamowaniu wewnatrz-
komoérkowych sygnaléw $mierci i aktywnosci enzyméw
odpowiedzialnych za syntez¢ mediatoréw prozapalnych.
Ponadto powstajace w oksydatywnym metabolizmie po-
chodne DHA dziataja neuroprotekcyjnie i chronia neuro-
ny przed uszkodzeniem na skutek procesu zapalnego lub
stresu oksydacyjnego.

Duza zawartos¢ DHA w btonach komoérek nerwowych
jest niezbgdna w tworzeniu odpowiedniej liczby pota-
czen synaptycznych i zachowaniu plastycznosci neuro-
nalnej w ciagu catego zycia. Z kolei kwas arachidonowy
w blonach stuzy jako prekursor do syntezy waznych prze-
kaZnikéw migdzykomérkowych i wewnatrzneuronalnych
szlakéw sygnalizacyjnych. Jednak podczas zwigkszenia
aktywnosci cyklooksygenaz i lipooksygenaz kwas arachi-
donowy jest Zrodtem wielu mediatoréw zapalenia. W sytu-
acji zaburzenia proporcji DHA do kwasu arachidonowego
w blonach komérkowych na rzecz kwasu arachidonowego,
przewaza tworzenie neurotoksycznych i prozapalnych me-
tabolitow, co moze prowadzi¢ do zmian czynnosciowych
i neurodegeneracyjnych.

Wyniki przedstawionych badan wskazuja, ze duza zawar-
tos¢ DHA w fosfolipidach btonowych wptywa na czyn-
nos¢, przezywalnos¢ i plastycznosé neuronéw, a jego nie-
dob6r lub uposledzony metabolizm jest na pewno jednym
z czynnikéw sprawczych obnizenia zdolnosci poznaw-
czych, powstawania choréb psychicznych lub neurodege-
neracyjnych. Wptyw DHA na czynno$¢ mézgu jest wie-
loczynnikowy, wymaga dalszych badan i doskonalszych
technik pomiarowych, zeby pozna¢ fizyczne wiasciwosci
bton neuronalnych z udziatem DHA oraz biochemiczne
konsekwencje zmian w przekazywaniu sygnaléw migdzy
komérkami tkanki nerwowej i transdukcji tych sygnatéw
w komorkach spowodowane niedoborem DHA w fosfoli-
pidach btonowych.
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