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Whprowadzenie: Powszechnie wiadomo, ze jednym z gtownych uktadow odpowiedzi na
stresor jest 0§ podwzgorze-przysadka mozgowa-kora nadnerczy (PPN), ktéra generuje i
moduluje poziom glikokortykosteridow (GK) w organizmie. Niekorzystne warunki
srodowiskowe moga doprowadzi¢ do nadaktywnos$ci osi PPN indukujac hipersekrecje GK.
Hipokamp, wydaje si¢ by¢ szczeg6lnie wrazliwy na negatywne skutki ekspozycji na dziatanie
GK. Podczas wysokiego ich poziomu obserwuje si¢ obnizenie objetosci hipokampa, jak

réwniez zmiany morfologiczne, metaboliczne i funkcjonalne.

Glownym celem rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu 28 dniowej
suplementacji witaminy D3z w dawce 600 1U/ kg/ dzien na mitochondrialny metabolizm tlenowy
1 neuroprotekcje w szczurzym hipokampie podczas dlugotrwatej ekspozycji na dziatanie

glikokortykosteroidow.

Materialy i metody: Badania zostaly wykonane za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do
Spraw Badan na Zwierzgtach w Bydgoszczy (nr 10/2019). W prowadzonych badaniach
wykorzystano dwa modele in vivo powtarzanej ekspozycji na dziatanie glikokortykosteroidow.
Model egzogenny, zwigzany z podawaniem syntetycznego GK, deksametazonu (DEXA) oraz
endogenny, poprzez aktywacje osi PPN indukowang zanurzeniem w zimnej wodzie. Badania
przedstawione w niniejszej rozprawie zostalty wykonane na szczurach szczepu Wistar, losowo
podzielonych na 6 grup: grupe kontrolna, otrzymujaca dootrzewnowo 0,9 % roztworu NaCl (n
= 4-6); grupe otrzymujaca dootrzewnowo roztwoér DEXA w dawce 2 mg/ kg/ dzien i
suplementowane witaming D3 dawce 600 IU/ kg/ dzien (n = 7-8); grupe otrzymujaca
dootrzewnowo roztwor DEXA wdawce 2 mg/ kg/ dzien i suplementowang olejem roslinnym
(placebo) (n = 6-7); grupe poddawana cyklicznej ekspozycji na zimno poprzez zanurzenie w
wodzie o temperaturze 0-4°C (60 minut dziennie), suplementowang witaming D3z (n = 8-9);
grupe poddawang zanurzeniu w zimnej wodzie 1 suplementowang placebo (n = 8-9); grupe
poddawang zanurzeniu w cieptej wodzie (34-36°C) (n = 6). Pierwszego 1 ostatniego dnia
eksperymentu zwierzeta zostaly zwazone, pobrano im krew z Zyly ogonowej. StezZenie
kortykosteronu i metabolitow witaminy D w osoczu oznaczono za pomoca metod: kolejno testu
immunoenzymatycznego ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) oraz

chromatografii cieczowe] sprz¢zonej z tandemowa spektrometrig mas



(LC-MS/MS). Po u$mierceniu zwierzat, hipokampy wyizolowano, zwazono na wadze
analitycznej i poddano homogenizacji. Poziom specyficznych receptoréw wigzacych GK
oraz witaming D, jak rdwniez poziom biatek zwigzanych =z neuroprotekcja
i mitochondrialnym metabolizmem energetycznym (kompleks IV tancucha oddechowego)
oceniono na podstawie wynikow uzyskanych metoda Western blot. Aktywnos$¢ enzymatyczna
syntazy cytrynianowej oraz oksydazy cytochromu c, zmierzono za pomocg metod
kinetycznych. Nastepnie poziom wolnorodnikowych uszkodzen lipidow 1 biatek w hipokampie

oceniono wykorzystujagc metode ELISA oraz metod spektrofotometrycznych.

Wyniki: W pracy wykazano, ze dlugotrwata ekspozycja na dziatanie GK, zaréwno
syntetycznych, jak i zwigzanych z indukowaniem aktywnos$ci osi PPN, powoduje obnizenie
masy hipokampa. Suplementacja witaming D3 wptyneta ochronnie na mas¢ hipokampa przy
cyklicznemu podawaniu DEXA w przeciwienstwie do ekspozycji na zimno. Zaobserwowano
cze¢sciowa modulacje poziomu receptora glikokortykosteroidowego (GR), wzrost poziomu
fosforylowanej kinazy
serynowo-treoninowej (pAkt), dojrzalej formy neurotroficznego czynnika pochodzenia
mozgowego (mBDNF), podjednostki II oksydazy cytochromu ¢ (COX II) oraz wzrost
aktywnoS$ci syntazy cytrynianowej. Z kolei dlugotrwata ekspozycja na zimno skutkowata
wzrostem poziomu kortykosteronu w osoczu zwierzat, a wigczona suplementacja witaming D3
wplyneta jedynie ochronnie na mitochondrialny metabolizm tlenowy

1 czeSciowe wyciszenie stresu oksydacyjnego w hipokampie.

Whioski: Na podstawie zaprezentowanych w pracy wynikow mozna stwierdzi¢, ze
suplementacja witaming D3 cze¢§ciowo chroni hipokamp przed negatywnym dziataniem GK
poprzez wplyw na mitochondrialny metabolizm energetyczny oraz bialka zwigzane z
neuroprotekcja. Ochronne dzialanie witaminy D3 koncentruje sie
w szczegdlnoSci na neurobiologicznych efektach zwigzanych z farmakoterapia DEXA.
Interesujacym jest, ze suplementacja witaming D3 rowniez cze$ciowo chronita hipokamp
zwierzat  narazonych na  stres zwigzany z zimnem  przed  zaburzeniami
w mitochondrialnym metabolizmie tlenowym oraz uszkodzeniami wywotanymi stresem
oksydacyjnym. Wyniki tych badan moga przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia
neurobiologicznych mechanizméw dziatania witaminy D w warunkach zwigkszonej

aktywnosci osi PPN, jak rowniez w trakcie terapii steroidowe;.
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