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Wykaz skrótów  
 
Aβ — amyloid-beta  
ABF — fibrylarny amyloid-beta 
AD — choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease) 
AKT — kinaza białkowa alfa serynowo-treoninowa (ang. alpha serine/threonine-
protein kinase) 
AMPK — kinaza aktywowana AMP (ang. AMP-activated protein kinase) 
BD — bromodomena (ang. bromodomain) 
BID — domena bogata w reszty zasadowe  (ang. basic residue-enriched domain)  
BET — białka bromodomeny i domeny pozaterminalnej (ang. bromodomain and 
extraterminal domain) 
BRD2 — bromodomenowe białko 2 (ang. bromodomain-containing protein 2) 
BRD3 — bromodomenowe białko 3 (ang. bromodomain-containing protein 3) 
BRD4 — bromodomenowe białko 4 (ang. bromodomain-containing protein 4) 
c-MYC — onkogen komórkowy mielocytomatozy (ang. cellular myelocytomatosis 
oncogene) 
CBX4 — białko chromobox 4, pełniące rolę E3-ligazy SUMO (ang. chromobox protein 
homolog 4) 
CD33 — receptor transbłonowy SIGLEC3 (ang. sialic acid binding Ig like lectin 3) 
CD36 — klaster różnicowania 36 (ang. cluster of differentiation 36) 
CLEC7A — receptor lektynowy typu C 7A (ang. C-type lectin domain containing 7A) 
CK2 — kinaza serynowo-treoninowa 2 (ang. casein kinase 2) 
CPS — miejsce fosforylacji w części C-terminalnej (ang. C-terminal phosphorylation 
site) 
CRP — białko C-reaktywne (ang. C-reactive protein) 
CSF1 — czynnik stymulujący tworzenie kolonii 1 (ang. colony-stimulating factor 1) 
CSF1R — receptor dla CSF1 (ang. colony-stimulating factor 1 receptor) 
DAM — mikroglej związany z procesem chorobowym (ang. disease-associated 
microglia) 
DMSO — dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide) 
ELISA — immunoenzymatyczny test oznaczeń ilościowych (ang. enzyme-linked 
immunosorbent assay) 
ERK — kinaza regulowana sygnałami zewnątrzkomórkowymi (ang. extracellular 
signal-regulated kinase) 
(ang. extra-terminal domain) 
FAD — rodzinna postać choroby Alzheimera (ang. familial Alzheimer's disease) 
FBS — płodowa surowica bydlęca (ang. fetal bovine serum) 
GFAP — kwaśne białko włókienkowe komórek glejowych (ang. glial fibrillary acidic 
protein) 
GWAS — badania asocjacyjne całego genomu (ang. genome-wide association studies) 
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GRB2 — białko adaptacyjne związane z receptorem czynnika wzrostu 2 (ang. growth 
factor receptor-bound protein 2) 
HDAC — deacetylaza histonowa (ang. histone deacetylase) 
HMW PIC — kwas poliinozynowy policytydylowy o dużej masie cząsteczkowej (ang. 
high molecular weight polyriboinosinic:polyribocytidylic acid) 
HPRT — fosforybozylotransferaza hipoksantynowa (ang. hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase) 
IBA1 — jonizowana cząsteczka adapterowa wiążąca wapń 1 (ang. ionized calcium-
binding adapter molecule 1) 
IL-1β — interleukina 1 beta (ang. interleukin 1 beta) 
IL-6 — interleukina 6 (ang. interleukin 6) 
IL-34 — interleukina 34 (ang. interleukin 34) 
ITGAM — integryna alfa M (ang. integrin subunit alpha M) 
JAK2 — kinaza janusowa 2 (ang. Janus kinase 2) 
JNK — kinaza aktywowana stresem N-końcowa c-Jun (ang. c-Jun N-terminal kinase) 
LPS — lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide) 
MEK — kinaza kinazy aktywowanej mitogenami (ang. mitogen-activated protein 
kinase kinase) 
MIA — aktywacja układu odpornościowego matki (ang. maternal immune activation) 
MCP1 — białko chemotaktyczne monocytów-1 (ang. chemokine (C-C motif) ligand 2)  
MIP-1β — białko zapalne makrofagów-1β (ang. chemokine (C-C motif) ligand 4) 
miRNA — mikroRNA (ang. micro RNA) 
MSS — skala do monitorowania i oceny nasilenia posocznicy (ang. murine sepsis 
score) 
mTORC1 — mechanistyczny cel rapamycyny kompleks 1 (ang. mechanistic target of 
rapamycin complex 1) 
MTT — bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylotetrazoliowy 
NF-κB —jądrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (ang. nuclear factor kappa B) 
NOR — test rozpoznania nowego obiektu (ang. novel object recognition test) 
NPS — miejsce fosforylacji w części N-terminalnej (ang. N-terminal phosphorylation 
site) 
NSAID — niesteroidowy lek przeciwzapalny (ang. nonsteroidal anti-inflammatory 
drug) 
OF — test otwartego pola (ang. open field test) 
OUN — ośrodkowy układ nerwowy 
PICALM — białko adaptorowe wiążące fosfatydyloinozytol i związane z endocytozą 
zależną od klatryny (ang. phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein) 
PID — domena oddziałująca z P-TEFb (ang. P-TEFb interacting domain) 
PIP₃ — fosfatydyloinozytol (3,4,5)-trisfosforan (ang. phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphate) 
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PI3K — fosfatydyloinozytol 3-kinaza (ang. phosphoinositide 3-kinase) 
P-TEFb — pozytywny czynnik elongacyjny transkrypcji b (ang. positive transcription 
elongation factor b) 
PTEN — fosfataza i homolog tensyny (ang. phosphatase and tensin homolog) 
PROTAC — chimeryczne cząsteczki ukierunkowanej degradacji białka (ang. 
proteolysis targeting chimeras) 
PSD95 — białko gęstości postsynaptycznej 95 (ang. postsynaptic density protein 95) 
qPCR — ilościowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative polymerase 
chain reaction) 
RAF —białko z rodziny GTP-az (ang. rat sarcoma) 
RAS — kinaza serynowo-treoninowa (ang. rapidly accelerated fibrosarcoma) 
RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid) 
ROS — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species) 
SAD — sporadyczna postać choroby Alzheimera (ang. sporadic Alzheimer's disease) 
SIGLEC1 — sialoadhezyna (ang. sialic acid binding Ig like lectin 1) 
SIRPB1A — białko regulatorowe sygnału β-1A (ang. signal regulatory protein beta 
1A) 
siRNA — małe interferujące RNA (ang. small interfering RNA) 
SOS — czynnik wymiany nukleotydów guaninowych SOS (ang. son of sevenless) 
SPOP — białko adaptorowe systemu ligazy ubikwityny E3 typu speckle z domeną POZ 
(ang. speckle-type POZ protein) 
STAT3/5 — przekaźnik sygnału i aktywator transkrypcji 3 i 5 (ang. signal transducer 
and activator of transcription 3 and 5) 
TLR3 — receptor toll-podobny 3 (ang. toll-like receptor 3) 
TNF-α — czynnik martwicy nowotworów α (ang. tumor necrosis factor alpha) 
TREM2 — receptor aktywujący na komórkach mieloidalnych 2 (ang. triggering 
receptor expressed on myeloid cells 2) 
TSC1-TSC2 — kompleks stwardnienia guzowatego 1 i 2 (ang. tuberous sclerosis 
complex 1 and 2) 
UTR — nieulegający translacji region mRNA (ang. untranslated region) 
Y721 — tyrozyna 721 (reszta aminokwasowa w CSF1R) (ang. tyrosine 721, residue in 
CSF1R) 
ZYX — zyksyna (ang. zyxin)  
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Streszczenie  

Choroby neurodegeneracyjne stanowią poważne wyzwanie medyczne ze względu na 

rosnącą liczbę zachorowań oraz brak skutecznych metod terapii. Kluczowym elementem 

patomechanizmu wielu z tych chorób jest przewlekłe neurozapalenie, w którym 

nieprawidłowa aktywacja mikrogleju prowadzi do uszkodzenia neuronów i zaburzeń 

funkcji synaptycznych. Co więcej, przewlekłe neurozapalenie przyczynia się do 

akumulacji agregatów białek, takich jak np. zewnątrzkomórkowe agregaty amyloidu-β 

(Aβ) i wewnątrzkomórkowe agregaty nadmiernie fosforylowanego białka Tau w 

chorobie Alzheimera (AD). Próby kliniczne ograniczenia negatywnych skutków 

neurozapalenia w chorobach neurodegeneracyjnych z użyciem niesterydowych leków 

przeciwzapalnych nie dały jednoznacznie pozytywnych wyników, dlatego uzasadnione 

jest poszukiwanie nowych punktów uchwytu w terapii przeciwzapalnej mającej na celu 

ograniczenie nadmiernej aktywności mikrogleju. Jednym z bardziej obiecujących celów 

badań wydają się białka z rodziny BET (ang. bromodomain and extraterminal domain). 

Białka te wiążą się z acetylowanymi histonami, modulując chromatynę i regulując 

ekspresję licznych genów, w tym tych zaangażowanych w odpowiedź zapalną.  

Pomimo dostępnych danych wskazujących na przeciwzapalne działanie inhibitorów 

białek BET, brak było kompleksowych informacji na temat znaczenia białek BET w 

komórkach mikrogleju. Dlatego celem niniejszej rozprawy doktorskiej było zbadanie roli 

białek BET w regulacji funkcji mikrogleju, a także w zależnych od mikrogleju procesach 

zapalnych z uwzględnieniem ich potencjalnego wpływu na rozwój zaburzeń 

neurodegeneracyjnych. 

Badania przeprowadzono na trzech modelach doświadczalnych: i) in vitro na komórkach 

mikrogleju myszy BV2, utrzymywanych jako monokultura oraz ko-kultura z komórkami 

neuronalnymi myszy HT22, w warunkach natywnych oraz po stymulacji z użyciem 

lipopolisacharydu (LPS) i Aβ; ii) in vivo u dorosłych samców myszy C57BL/6J po 

ogólnoustrojowej aktywacji układu odpornościowego LPS-em (model endotoksemii); iii) 

in vivo u starych samców myszy C57BL/6J, które w fazie swojego rozwoju 

embrionalnego doświadczyły aktywacji matczynego układu odpornościowego (model 

MIA, ang. maternal immune activation). W celu zbadania, jaki udział w obserwowanych 

zjawiskach mają białka z rodziny BET, zastosowano metody inhibicji farmakologicznej 

(JQ1, OTX-015) i genetycznej (siRNA). Do analizy wykorzystano m.in. metody biologii 
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molekularnej, metody immunochemiczne, mikroskopowe, cytometryczne, wykonano 

także testy behawioralne. 

We wszystkich zastosowanych układach doświadczalnych zaobserwowano specyficzny 

wzrost ekspresji jedynie białka BRD4, co sugeruje jego szczególną rolę w kontroli 

ekspresji genów prozapalnych i kontroli aktywności mikrogleju, podczas gdy BRD2 i 

BRD3 modulują subtelniejsze aspekty homeostazy mikrogleju, w tym regulację genów 

antyoksydacyjnych i odpowiedź na stres. Farmakologiczne i genetyczne zahamowanie 

białek BET znacząco modyfikuje funkcjonowanie mikrogleju na wielu poziomach. 

Blokada BET prowadzi do obniżenia w komórkach mikrogleju BV2 ekspresji genów 

kodujących CD33, TREM2 i innych genów związanych z fagocytozą oraz hamuje 

aktywność fagocytarną. Jednocześnie inhibitory białek BET powodują w komórkach 

stymulowanych zmniejszenie ekspresji cytokin prozapalnych, np. IL-1β, IL-6 i TNF-α, 

oraz ograniczają neurotoksyczne działanie mikrogleju na komórki neuronalne HT22. 

Również w badaniach na mysim modelu endotoksemii obserwowano immunosupresyjne 

działanie JQ1, w tym obniżenie poziomu cytokin w surowicy krwi, przejściowe 

zahamowanie ekspresji genów prozapalnych w hipokampie oraz zmniejszenie nasilenia 

objawów chorobowych. Badania wykazały, że oprócz działania przeciwzapalnego, 

inhibitory białek BET wpływają na poziom Aβ, który jest nie tylko neuropatologicznym 

markerem AD, ale równiaż kluczowym elementem patomechanizmu tej choroby. 

Zarówno JQ1 w modelu endotoksemii jak i OTX-015 w modelu MIA powoduje znaczące 

obniżenie stężenia Aβ w hipokampie, bez wpływu na fosforylację białka Tau. 

Dodatkowo, OTX-015 poprawia funkcjonowanie pamięci u myszy. Co istotne, redukcja 

poziomu Aβ po inhibicji białek BET nie wydaje się być wyłącznie konsekwencją 

modulacji fagocytozy mikrogleju, a raczej wskazuje na działanie dodatkowych 

mechanizmów molekularnych niezależnych od klasycznej odpowiedzi zapalnej.  

Białka z rodziny BET – w szczególności BRD2, BRD3 i BRD4 – pełnią kluczową rolę 

w regulacji funkcji mikrogleju, kontroli ekspresji genów prozapalnych, aktywności 

fagocytarnej oraz poziomu Aβ, a w konsekwencji funkcji poznawczych. Selektywna ich 

modulacja stanowi obiecującą, epigenetyczną strategię terapeutyczną, zdolną do 

ograniczenia nadmiernej aktywności mikrogleju, redukcji patologii amyloidowej i 

spowolnienia postępu chorób neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera – 

otwierając nowy kierunek w przeciwdziałaniu neurozapaleniu i utracie funkcji 

poznawczych. 
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Streszczenie anglojęzyczne (Summary) 

Neurodegenerative diseases represent a significant medical challenge due to the 

increasing incidence and the lack of effective therapeutic approaches. A key component 

of the pathomechanism underlying many of these disorders is chronic neuroinflammation, 

in which aberrant microglial activation leads to neuronal damage and synaptic 

dysfunction. Moreover, chronic neuroinflammation contributes to the accumulation of 

protein aggregates, such as extracellular amyloid-β (Aβ) deposits and intracellular 

aggregates of hyperphosphorylated Tau in Alzheimer’s disease (AD). Clinical trials 

aimed at mitigating the detrimental effects of neuroinflammation in neurodegenerative 

disorders using non-steroidal anti-inflammatory drugs have not yielded unequivocally 

positive outcomes, highlighting the need to identify novel targets for anti-inflammatory 

therapy aimed at limiting excessive microglial activity. One of the most promising 

candidates in this regard appears to be the bromodomain and extraterminal domain (BET) 

family of proteins. These proteins bind acetylated histones, modulating chromatin 

structure and regulating the expression of numerous genes, including those involved in 

the inflammatory response. 

Despite existing data suggesting anti-inflammatory effects of BET inhibitors, 

comprehensive information on the role of BET proteins in microglial cells has been 

lacking. Therefore, the primary aim of this doctoral dissertation was to investigate the 

role of BET proteins in the regulation of microglial function, as well as in microglia-

dependent inflammatory processes, with particular consideration of their potential impact 

on the development of neurodegenerative disorders. 

The studies were conducted using three experimental models: (i) in vitro on mouse BV2 

microglial cells maintained as monocultures or in co-culture with mouse HT22 neuronal 

cells, under basal conditions and following stimulation with lipopolysaccharide (LPS) or 

Aβ; (ii) in vivo in adult male C57BL/6J mice following systemic immune activation with 

LPS (endotoxemia model); and (iii) in vivo in aged male C57BL/6J mice that had 

experienced maternal immune activation (MIA) during embryonic development. To 

assess the contribution of BET proteins to the observed phenomena, both 

pharmacological (JQ1, OTX-015) and genetic (siRNA) inhibition approaches were 

employed. Analyses included molecular biology, immunochemical, microscopy, and 

cytometric methods, as well as behavioural testing. 
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In all experimental systems employed, a specific increase in the expression of BRD4 

protein was observed, suggesting its particular role in the regulation of pro-inflammatory 

gene expression and the control of microglial activity, whereas BRD2 and BRD3 

modulate more subtle aspects of microglial homeostasis, including the regulation of 

antioxidant genes and stress responses. Pharmacological and genetic inhibition of BET 

proteins markedly alters microglial function at multiple levels. BET blockade in BV2 

microglial cells reduces the expression of genes encoding CD33, TREM2, and other 

phagocytosis-related genes, while simultaneously suppressing phagocytic activity. At the 

same time, BET inhibitors decrease the expression of pro-inflammatory cytokines, such 

as IL-1β, IL-6, and TNF-α, in stimulated cells, and mitigate the neurotoxic effects of 

microglia on HT22 neuronal cells. Similarly, in the murine endotoxemia model, JQ1 

exhibited immunosuppressive effects, including reduced serum cytokine levels, transient 

inhibition of pro-inflammatory gene expression in the hippocampus, and attenuation of 

disease symptoms. Furthermore, our results demonstrated that, in addition to anti-

inflammatory actions, BET inhibitors influence Aβ levels, which are not only a 

neuropathological hallmark of Alzheimer’s disease but also a key element in its 

pathomechanism. Both JQ1 in the endotoxemia model and OTX-015 in the maternal 

immune activation (MIA) model significantly lowered hippocampal Aβ concentrations 

without affecting Tau phosphorylation. Moreover, OTX-015 improved memory 

performance in mice. Importantly, the reduction in Aβ levels following BET protein 

inhibition does not appear to result solely from modulation of microglial phagocytosis 

but rather indicates the involvement of additional molecular mechanisms independent of 

the classical inflammatory response. 

BET family proteins – in particular BRD2, BRD3, and BRD4 – play a central role in the 

regulation of microglial function, controlling pro-inflammatory gene expression, 

phagocytic activity, and amyloid-β levels, with consequent effects on cognitive function. 

Their selective modulation represents a promising epigenetic therapeutic strategy capable 

of limiting excessive microglial activity, reducing amyloid pathology, and slowing the 

progression of neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s disease – thereby 

opening a novel avenue for combating neuroinflammation and cognitive decline. 
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Innowacyjność rozprawy  

Rozprawa ta stanowi krok w kierunku pogłębionego zrozumienia mechanizmów 

epigenetycznych leżących u podstaw aktywacji mikrogleju oraz patologii związanych z 

chorobami neurodegeneracyjnymi. Integracja różnych modeli eksperymentalnych in 

vitro i in vivo umożliwiła kompleksową ocenę funkcji białek z rodziny BET, a także ocenę 

potencjału terapeutycznego wybranych inhibitorów białek BET, JQ1 i OTX-015, w 

kontekście neurodegeneracji. Zastosowanie tej wielopłaszczyznowej strategii może 

stanowić podstawę do opracowania nowych, ukierunkowanych terapii epigenetycznych 

w chorobach neurodegeneracyjnych. 

W niniejszej rozprawie: 

1. Zastosowano integrację modeli in vitro (BV2 i HT22) oraz modelu zapalenia 

ogólnoustrojowego in vivo do kompleksowej oceny funkcji mikrogleju. 

2. Po raz pierwszy wykazano, że jednorazowe podanie inhibitora białek BET obniża 

poziom Aβ w hipokampie myszy w warunkach zapalnych i niezapalnych. 

3. Zidentyfikowano selektywny wpływ JQ1 na ekspresję cytokin prozapalnych i 

genów związanych z aktywacją mikrogleju. 

4. Wykazano, że aktywacja mikrogleju wiąże się ze specyficznym wzrostem 

ekspresji białka Brd4, co sugeruje jego kluczową rolę w regulacji reakcji zapalnej 

w mózgu. 

5. Stwierdzono, że hamowanie aktywności białek BET w aktywowanym mikrogleju 

zmniejsza jego cytotoksyczny wpływ na komórki neuronalne, wskazując na 

potencjalne zastosowanie terapeutyczne inhibitorów BET w ochronie neuronów 

w warunkach neurozapalnych. 

6. Udokumentowano epigenetyczną regulację ekspresji genu CD33 – ważnego 

receptora mikrogleju związanego z ryzykiem AD. 

 

 

http://rcin.org.pl



 
15 

Wstęp 

Mikroglej – strażnik homeostazy neuroimmunologicznej 

Mikroglej stanowi wyspecjalizowaną populację rezydujących w ośrodkowym układzie 

nerwowym (OUN) komórek immunologicznych, morfologicznie i funkcjonalnie 

przypominających makrofagi [Hristovska i wsp. 2015, Le i wsp. 2021]. Pełni kluczową 

rolę w utrzymaniu homeostazy środowiska śródmózgowego – nie tylko poprzez działania 

obronne, lecz również dzięki zaawansowanym funkcjom regulacyjnym, troficznym i 

rozwojowym. W warunkach fizjologicznych mikroglej nieustannie monitoruje 

mikrośrodowisko neuronalne, błyskawicznie reagując na zmiany metaboliczne, sygnały 

uszkodzenia oraz zaburzenia transmisji synaptycznej [Nayak i wsp. 2014].  

Już na etapie rozwoju OUN komórki mikrogleju aktywnie uczestniczą w remodelowaniu 

sieci neuronalnych – eliminują nadmiarowe synapsy oraz fagocytują komórki 

apoptotyczne, wspomagając prawidłowe formowanie obwodów nerwowych [Eyo i wsp. 

2013; Paolicelli i wsp. 2011]. Zdolność do selektywnej fagocytozy zachowują również w 

mózgu dorosłego osobnika, gdzie współdecydują o integralności i plastyczności sieci 

synaptycznych [Brown i wsp. 2012; Brown i wsp. 2019; Brown i wsp. 2021; Fricker i 

wsp. 2012; Paolicelli i wsp. 2011; Shay i wsp. 2013]. 

Przeżycie, proliferacja i różnicowanie mikrogleju są ściśle zależne od dwóch ligandów: 

czynnika stymulującego tworzenie kolonii 1 (CSF1) oraz interleukiny‑34 (IL‑34), które 

oddziałują z receptorem CSF1R [Blasi i wsp. 1990; Ginhoux i wsp. 2010; Gómez-Nicola 

i wsp. 2013]. Złożoność tej sygnalizacji podkreśla, że mikroglej nie jest jedynie „komórką 

sprzątającą” – to aktywny i dynamiczny regulator równowagi neuroimmunologicznej 

(Ryc. 1.). 
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Rycina 1. Sygnalizacja CSF1/IL-34 przez receptor CSF1R reguluje przeżycie, 

proliferację i różnicowanie mikrogleju. 
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Ligandy CSF1 i IL-34 wykazują różne profile ekspresji i uzupełniające funkcje w OUN - oba są niezbędne 
do rozwoju i utrzymania puli mikrogleju, przy czym IL-34 w większym stopniu wspiera populacje w istocie 
szarej, a CSF1 w istocie białej [Easley-Neal i wsp. 2019]. Wiązanie ligandów indukuje autofosforylację 
domeny cytoplazmatycznej CSF1R i aktywację kaskad sygnałowych [Stanley i wsp. 2014]. Fosforylacja 
reszty Y721 umożliwia rekrutację PI3K i aktywację osi PI3K/Akt, która wspiera przeżycie mikrogleju i 
regulację metabolizmu [Sampaio i wsp. 2011]. Następnie Akt hamuje kompleks TSC1-TSC2, co prowadzi 
do odblokowania aktywności mTORC1 i nasilonej biosyntezy białek, proliferacji oraz metabolicznej 
adaptacji komórek [Murga-Zamalloa i wsp. 2020]. Dodatkowymi negatywnymi regulatorami osi są PTEN 
(hamujący PI3K/AKT przez defosforylację PIP₃) oraz AMPK (aktywująca TSC1-TSC2 w warunkach 
stresu energetycznego). Równolegle CSF1R aktywuje szlak RAS/RAF/MEK/ERK, który wspiera cykl 
komórkowy i proliferację [Gómez-Nicola i wsp. 2013], oraz szlak JAK/STAT (STAT3/5), kluczowy dla 
różnicowania i odpowiedzi immunoregulacyjnych [Stanley i wsp. 2014]. Integracja tych osi czyni 
mikroglej dynamicznym regulatorem równowagi neuroimmunologicznej, a nie wyłącznie „komórką 
sprzątającą”. W warunkach patologicznych (np. w chorobach neurodegeneracyjnych) pojawia się populacja 
DAM (disease-associated microglia), której ekspansja i fenotyp powiązane są z sygnalizacją CSF1R oraz 
innymi osiami (np. TREM2). DAM pełnią funkcje zarówno ochronne, jak i szkodliwe — nasilają 
fagocytozę, metabolizm lipidów i produkcję cytokin, ale także przyczyniają się do neurotoksyczności 
[Deczkowska i wsp. 2018; Keren-Shaul i wsp. 2017]. Białka z rodziny BET (BRD2/3/4) współdziałają z 
czynnikami transkrypcyjnymi w regulacji ekspresji genów mikrogleju; modulują ekspresję genów i funkcje 
mikrogleju, co może wpływać na fenotyp DAM, szczególnie w warunkach patologicznych [DeMars  i wsp. 
2018; Singh i wsp. 2020; Wang i wsp. 2018; Wang i wsp. 2021]. Rycinę opracowano przy użyciu 
programów Adobe Illustrator i BioRender, przeznaczonych do tworzenia ilustracji i grafik naukowych. 
 

W warunkach patologicznych, takich jak choroby neurodegeneracyjne, obserwuje się 

specyficzną populację komórek mikrogleju związaną z chorobami (DAM), pojawiającą 

się na różnych etapach neurodegeneracji i pełniącą zarówno funkcje protekcyjne, jak i 

szkodliwe w progresji choroby. Komórki DAM lokalizują się przede wszystkim na 

granicach struktur OUN, w tym w rejonach bariery krew–mózg oraz w pobliżu ognisk 

uszkodzenia lub degeneracji, gdzie dochodzi do apoptozy. Takie usytuowanie nadaje im 

kluczowe znaczenie w modulacji odpowiedzi neuroimmunologicznej [Deczkowska i 

wsp. 2018]. W tej formie mikroglej intensyfikuje fagocytozę, metabolizam lipidów, 

produkcję cytokin prozapalnych, chemokin, reaktywnych form tlenu (ROS) oraz innych 

cytotoksycznych mediatorów [Block i wsp. 2005; Chartier-Harlin i wsp. 1991; Galatro i 

wsp. 2017]. Skutkuje to wtórnym uszkodzeniem neuronów, degradacją połączeń 

synaptycznych oraz zaburzeniami transmisji neuronalnej. 

 

Neurozapalenie jako rdzeń patogenezy choroby Alzheimera 

Choroba Alzheimera (AD) jest najczęstszą chorobą neurodegeneracyjną powodującą 

demencję u osób starszych [Ferrari i wsp. 2021; Ferreira i wsp. 2020; Korczyn i wsp. 

2024; Scheltens i wsp. 2021]. W początkowych fazach choroby mikroglej reaguje na 

obecność agregatów amyloidu β (Aβ) w mózgu i je usuwa, preciwdziałając w ten sposób 

ich toksycznym skutkom [Ferrera i wsp. 2014; Fricker i wsp. 2012; Ganz i wsp. 2022; 
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Griciuc i wsp. 2021; Kepp i wsp. 2023; Korczyn i wsp. 2024]. Jednak przewlekła 

ekspozycja mikrogleju na Aβ prowadzi do jego nadmiernej aktywacji i nasila stan zapalny 

– komórki tracą zdolność efektywnego usuwania toksycznych złogów, a dodatkowo 

zaczynają fagocytować zdrowe synapsy i neurony [Abanto i wsp. 2024; Armstrong i wsp. 

2014; Baker i wsp. 2017; Ball i wsp. 1985; Brown i wsp. 2014; Butler i wsp. 2021; Cheng 

i wsp. 2020; Gao i wsp. 2022; Leng i wsp. 2021; Morris i wsp. 2014; Pons i wsp. 2021; 

Querfurth i wsp. 2010]. W efekcie zapalenie, pierwotnie stanowiące odpowiedź obronną, 

staje się czynnikiem przyspieszającym neurodegenerację. Aktywowane komórki glejowe 

uwalniają liczne cytokiny i chemokiny zapalne, takie jak TNF‑α, IL‑1β czy IL‑6, które 

zaburzają homeostazę neuronalną i przyspieszają śmierć komórek nerwowych [Brown i 

wsp. 2019; Heneka i wsp. 2015; Ransohoff i wsp. 2016; Seok i wsp. 2013]. 

Modele zwierzęce oraz analizy post mortem ujawniają zwiększoną ekspresję genów 

związanych z odpowiedzią zapalną, a także podwyższone stężenia mediatorów zapalnych 

w mózgach osób z AD [Adamu i wsp. 2024; Barroeta-Espar i wsp. 2019; Salter i wsp. 

2017; Sobue i wsp. 2023]. Obecność komponentów bakteryjnych (np. lipopolisacharydu 

– LPS) w OUN pacjentów z AD [Bu i wsp. 2015; Douros i wsp. 2021; Su i wsp. 2022], 

a także możliwość wywołania u zwierząt zmian neuropatologicznych 

charakterystycznych dla AD po ekspozycji na LPS [Kim i wsp. 2021; Wang i wsp. 2018], 

wskazują na związek pomiędzy infekcją, odpowiedzią zapalną a procesem 

neurodegeneracyjnym. Wykazano również zależność między chorobami przyzębia, które 

poprzez przewlekły stan zapalny lokalny mogą wywoływać konsekwencje systemowe, a 

ryzykiem rozwoju AD [Borsa i wsp. 2021; Heppner i wsp. 2015; Peeters i wsp. 2015].  

W sporadycznej postaci choroby Alzheimera (SAD) najważniejszym czynnikiem 

genetycznym pozostaje allel ε4 genu APOE, choć badania asocjacyjne całego genomu 

(GWAS) ujawniły szereg dodatkowych wariantów ryzyka. Polimorfizm genów 

kodujących receptory mikroglejowe, takie jak TREM2 czy CD33, wykazuje ścisły 

związek z ryzykiem choroby oraz regulacją odpowiedzi zapalnej [Barroeta-Espar i wsp. 

2019; Bertram i wsp. 2008; Tortora i wsp. 2022]. Warianty te modulują zdolność 

mikrogleju do fagocytozy Aβ oraz kształtują profil cytokinowy, nasilając przewlekłe 

zapalenie [Bertram i wsp. 2019; McGeer i wsp. 2016]. Podobnie, warianty w genach 

związanych z układem dopełniacza, np. CR1, mogą prowadzić do dysregulacji 

mechanizmów obronnych i tworzenia neurotoksycznego środowiska [Bertram i wsp. 

2019; Bertram i wsp. 2020; Wightman i wsp. 2021]. 
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W przypadku rodzinnej postaci choroby Alzheimera (FAD) kluczową rolę 

odgrywają deterministyczne mutacje w genach APP, PSEN1 i PSEN2, które prowadzą 

do nadprodukcji Aβ i wczesnej aktywacji mikrogleju, niezależnie od innych 

genetycznech i środowiskowych czynników ryzyka. Te mutacje determinują wczesny 

początek choroby i przyspieszają progresję neuropatologiczną, co odróżnia FAD od SAD 

pod względem mechanizmów molekularnych [Dai i wsp. 2017]. 

Dowody epidemiologiczne wskazują, że przewlekłe choroby zapalne zwiększają ryzyko 

rozwoju AD. Pacjenci z reumatoidalnym zapaleniem stawów, cukrzycą typu 2 czy 

przewlekłymi infekcjami wykazują wyższe prawdopodobieństwo rozwoju otępienia 

alzheimerowskiego, przy czym badanie Framingham Heart Study wykazało, że wczesne 

wystąpienie cukrzycy typu 2 wiązało się z 2–3-krotnie wyższym ryzykiem demencji, a 

hospitalizacje z powodu ciężkich infekcji zwiększały długoterminowe ryzyko demencji 

niezależnie od lokalizacji infekcji [Cooper i wsp. 2023; Sipilä i wsp. 2021; Wang i wsp. 

2021]. Co istotne, stosowanie długotrwałej terapii niesteroidowymi lekami 

przeciwzapalnymi (NSAIDs) wiązało się w części badań z obniżonym ryzykiem AD, co 

dodatkowo potwierdza rolę procesów zapalnych w etiologii choroby [Côté i wsp. 2012; 

in t’ Veld i wsp. 2001; McGeer i wsp. 2007]. 

Na poziomie klinicznym w płynie mózgowo-rdzeniowym i osoczu pacjentów z AD 

obserwuje się podwyższone stężenia markerów zapalnych, takich jak IL-6, MCP-1 czy 

białko C-reaktywne (CRP), które korelują z tempem progresji choroby [Belkina i wsp. 

2013; Meng i wsp. 2014]. Biomarkery te wskazują, że proces zapalny nie jest wyłącznie 

lokalny, ale odzwierciedla systemową odpowiedź organizmu. 

W badaniach eksperymentalnych wykazano, że farmakologiczne lub genetyczne 

ograniczenie aktywacji mikrogleju zmniejsza akumulację Aβ i łagodzi deficyty 

poznawcze u zwierząt transgenicznych [Biscaro i wsp. 2012; Flores i wsp. 2022; Wang i 

wsp. 2022]. Z kolei nadmierna stymulacja receptorów TLR, odpowiedzialnych za 

aktywację mechanizmów wrodzonych odpowiedzi immunologicznej, prowadzi do 

przyspieszenia neurodegeneracji i zaburzeń synaptycznych [Hughes i wsp. 2020; Liu i 

wsp. 2018]. 

Szczególnie niepokojąca jest trwałość aktywacji mikrogleju – komórki te utrzymują stan 

pobudzenia nawet po ustąpieniu pierwotnego bodźca, co wskazuje na udział 

długofalowych mechanizmów regulacyjnych związanych z epigenetycznym 
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reprogramowaniem („immune memory") mikrogleju [Martins-Ferreira i wsp. 2021]. 

Istotną rolę w tym zakresie przypisuje się białkom z rodziny BET – molekularnym 

„czytnikom” epigenetycznych modyfikacji chromatyny [Filippakopoulos i wsp. 2010]. 

 

Białka BET – architekci epigenetycznej regulacji 

Rodzina białek BET (ang. bromodomain and extra-terminal domain) obejmuje 

konserwatywną grupę epigenetycznych regulatorów transkrypcji, określanych jako 

„czytniki” (ang. readers), rozpoznających specyficzne modyfikacje histonowe – 

zwłaszcza acetylowane reszty lizyny – i przekładających ten „epigenetyczny kod” na 

zmiany ekspresji genów [Eischer i wsp. 2023]. W genomie człowieka występuje ponad 

60 bromodomen zgrupowanych w około 50 białkach, spośród których cztery zaliczane są 

do rodziny BET: BRD2, BRD3, BRD4 oraz BRDT. Trzy pierwsze są szeroko 

eksprymowane w komórkach somatycznych, natomiast BRDT występuje głównie w 

komórkach linii płciowej [Filippakopoulos i wsp. 2010; Kwon i wsp. 2021; Taniguchi i 

wsp. 2016]. Białka BET uczestniczą w kontroli ekspresji genów, naprawie DNA, 

aktywacji komórek glejowych oraz odpowiedzi na stres komórkowy. Ich działanie zależy 

od kontekstu biologicznego i bywa przeciwstawne, co czyni je interesującym celem 

terapeutycznym [Cheung i wsp. 2017; Roberts i wsp. 2017; Belkina i wsp. 2013]. 

Funkcjonalna aktywność białek BET jest modulowana przez post-translacyjne 

modyfikacje oraz sygnały stresowe i zapalne, obejmujące aktywację szlaków NF-κB, 

MAPK (ERK, JNK, p38) i JAK/STAT w odpowiedzi na cytokiny prozapalne (TNF-α, 

IL-1β, IL-6), lipopolisacharyd (LPS) czy stres oksydacyjny [Belkina i wsp. 2013; Cheung 

i wsp. 2017; Devaiah i wsp. 2012a; Nicodeme i wsp. 2010]. Aktywacja tych kaskad 

prowadzi zarówno do zmian w acetylacji histonów, jak i do bezpośrednich modyfikacji 

białek BET, takich jak fosforylacja BRD4 [Cheung i wsp. 2017; Devaiah i wsp. 2012a], 

wpływając na ich powinowactwo do chromatyny oraz zdolność rekrutowania 

kompleksów transkrypcyjnych. W efekcie białka BET integrują sygnały środowiskowe z 

mechanizmami epigenetycznymi, dynamicznie modulując ekspresję genów odpowiedzi 

zapalnej i stresowej w zależności od kontekstu biologicznego [Belkina i wsp. 2013; 

Nicodeme i wsp. 2010]. 

Struktura białek BET obejmuje dwie tandemowe bromodomeny (BD1 i BD2), 

umożliwiające wiązanie się z acetylowanymi histonami H3 i H4, oraz domenę ET (extra-
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terminal), odpowiedzialną za rekrutację kofaktorów transkrypcyjnych [Badrikoohi i wsp. 

2022; Banham i wsp. 2022; Yu i wsp. 2022], co schematycznie przedstwiono na Ryc. 2. 

 

 

Rycina 2. Domeny strukturalne białek z rodziny BET.  

Wszystkie białka BET posiadają dwie tandemowe bromodomeny N-terminalne (BD1 i BD2) oraz domenę 
pozaterminalną (ET). Numery oznaczają granice aminokwasowe poszczególnych domen w ludzkich 
białkach BET. Sekwencje aminokwasowe zostały zestawione na podstawie publicznej bazy GenPept 
(NCBI Reference Sequence): Brd2 – NP_005095.1; Brd3 – NP_031397.1; Brd4 – NP_490597.1. 
Dodatkowo oznaczono specyficzne domeny i miejsca modyfikacji białka BRD4: PID (P-TEFb interacting 
domain) – domena oddziałująca z P-TEFb, BID (basic residue-enriched domain) – domena bogata w reszty 
zasadowe; NPS (N-terminal phosphorylation site) – miejsce fosforylacji w części N-terminalnej; CPS (C-
terminal phosphorylation site) – miejsce fosforylacji w części C-terminalnej. Na rycinie uwzględniono 
również wybrane modyfikacje potranslacyjne białka BRD4. Fosforylacja przez kinazę CK2 w rejonach 
NPS i CPS znosi auto-inhibicję BD2 i sprzyja zwiększeniu aktywności transkrypcyjnej [Wu i wsp. 2013; 
Malvezzi i wsp. 2021]. Podobny efekt wywołuje fosforylacja reszt Tyr97/98 przez JAK2, która stabilizuje 
białko i wzmacnia jego wiązanie z chromatyną [Liu i wsp. 2022]. Odmiennie działa fosforylacja reszt 
Thr1186 i Thr1212 przez JNK w części C-terminalnej, prowadząca do zmiany funkcji BRD4 i obniżenia 
jego aktywności [Devaiah i wsp. 2024]. Istotną rolę odgrywa także sumoilacja Lys1111 przez CBX4, która 
chroni BRD4 przed degradacją i zwiększa jego stabilność [Zhou i wsp. 2024], natomiast ubikwitynacja z 
udziałem białka SPOP kieruje białko do degradacji proteasomalnej i ogranicza jego aktywność [Dai i wsp. 
2017]. Na schemacie modyfikacje prowadzące do wzrostu aktywności/stabilności oznaczono kwadratami, 
a te skutkujące jej spadkiem – kółkami; kolor niebieski odpowiada fosforylacji, fioletowy sumoilacji, a 
zielony ubikwitynacji. Rycinę opracowano przy użyciu programów Adobe Illustrator i BioRender, 
przeznaczonych do tworzenia ilustracji i grafik naukowych. 
 

Oprócz samej budowy domenowej, istotne jest funkcjonalne działanie białek BET – 

zdolność bromodomen do rozpoznawania acetylowanych histonów i domen ET do 

rekrutacji kofaktorów transkrypcyjnych pozwala na selektywną modulację ekspresji 

genów, w tym genów prozapalnych i onkogennych. Mechanizm ten, wraz z jego 

farmakologiczną modulacją przez inhibitory małocząsteczkowe i związki typu PROTAC 

przedstawiono schematycznie na Ryc. 3. 
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Rycina 3. Mechanizm działania białek z rodziny BET. 

Bromodomeny (BD1 i BD2) białek BET rozpoznają acetylowane reszty lizyny w histonach (głównie H3 i 
H4) oraz w innych białkach chromatyny, co umożliwia rekrutację kompleksów transkrypcyjnych, w tym 
elongacyjnego kompleksu P-TEFb, czynnika NF-κB oraz mediatorów transkrypcji [Zhou i wsp. 2012; Zou 
i wsp. 2014]. Domeny ET uczestniczą w interakcjach z kofaktorami transkrypcyjnymi i stabilizują aktywne 
kompleksy na promotorach i super-enhancerach genów. BRD4, najlepiej scharakteryzowany członek 
rodziny BET, pełni funkcję „pamięci transkrypcyjnej”, utrzymując aktywność genów zapalnych i 
onkogennych także po ustąpieniu bodźca indukującego [Zou i wsp. 2014]. Inhibitory małocząsteczkowe 
(np. JQ1, OTX-015) wiążą się konkurencyjnie z kieszeniami acetylo-lizynowymi bromodomen, blokując 
rozpoznawanie histonów i zakłócając interakcje z P-TEFb. Nowsze strategie terapeutyczne obejmują 
związki typu PROTAC, które rekrutują ligazę E3 i prowadzą do ubikwitynacji oraz degradacji 
proteasomalnej białek BET, co skutkuje bardziej trwałym zahamowaniem ich aktywności. Efektem obu 
mechanizmów jest osłabienie rekrutacji polimerazy RNA II, spadek transkrypcji genów regulowanych 
przez NF-κB i c-MYC oraz obniżenie ekspresji mediatorów prozapalnych (IL-1β, IL-6, TNFα) i 
onkogennych [Berenguer-Daizé i wsp. 2016; Bondeson i wsp. 2015; Filippakopoulos i wsp. 2010]. Rycinę 
opracowano przy użyciu programów Adobe Illustrator i BioRender, przeznaczonych do tworzenia ilustracji 
i grafik naukowych. 
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Chociaż wszystkie białka z rodziny BET pełnią podobne funkcje w kontroli ekspresji 

genów, istnieją pomiędzy nimi różnice dotyczące np. zakresu oddziaływań z czynnikami 

transkrypcyjnymi oraz repertuarem kontrolowanych przez nie genów (Tab. 1.) [Wang i 

wsp. 2021]. BRD2 wiąże się z acetylowanym ogonem histonu H4 i uczestniczy w 

regulacji cyklu komórkowego oraz różnicowaniu neuronalnym – jego nadekspresja może 

zaburzać neurogenezę [Belkina i wsp. 2013; Cheung i wsp. 2017]. BRD3, choć 

strukturalnie zbliżony do BRD2, pełni funkcje zależne od typu komórki i pozostaje słabiej 

poznany [Deeney i wsp. 2016]. BRD4 to najlepiej scharakteryzowany członek rodziny 

BET i kluczowy regulator elongacji transkryptu oraz aktywacji genów zapalnych 

[Filippakopoulos i wsp. 2010; Eischer i wsp. 2023]. Występuje w dwóch izoformach – 

krótszej (BRD4-S) i dłuższej (BRD4-L), które powstają w wyniku alternatywnego 

splicingu mRNA [Das i wsp. 2024; Drumond-Bock i wsp. 2021; Drumond-Bock i wsp. 

2023]. Izoforma długa zawiera dodatkowe domeny, takie jak domena P-TEFb, które 

stabilizują kompleksy transkrypcyjne i modulują aktywność enzymów modyfikujących 

histony, takich jak kinazy i acetylotransferazy [Zhou i wsp. 2024]. BRD4 podlega różnym 

modyfikacjom potranslacyjnym, w tym fosforylacji, ubikwitynacji i sumoilacji, które 

wpływają na jego funkcje i interakcje z innymi białkami [Liu i wsp. 2022]. Te 

modyfikacje umożliwiają BRD4 elastyczne dostosowanie ekspresji genów do 

zmieniających się warunków komórkowych, takich jak odpowiedź na stres oksydacyjny, 

cytokiny prozapalne czy aktywację szlaków sygnalizacyjnych, takich jak NF-κB, MAPK 

czy JAK/STAT [Devaiah i wsp. 2012a; Devaiah i wsp. 2020; Nicodeme i wsp. 2010]. 

Sekwencja 3′UTR mRNA genu BRD4 zawiera miejsca wiązania dla mikroRNA, takich 

jak miR-9, co sugeruje dodatkową warstwę regulacji translacyjnej. W odpowiedzi na 

bodźce stresowe, ekspresja miR-9 jest obniżana, co prowadzi do derepresji BRD4 i 

wzrostu jego aktywności transkrypcyjnej [Stratton i wsp. 2016]. 
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Tabela 1. Zestawienie wybranych czynników transkrypcyjnych i genów docelowych 

regulowanych przez białka z rodziny BET.  

Czynnik 
transkrypcyjny 

 

Geny regulowane 
przez białka  

z rodziny BET 

Przypisane białka z rodziny BET  
(według literatury) 

RELA (NF-κB) NLRP3, IL1B, IL6, 
TNF, IL8, IL10, 
IL17, CSF2, CCL2, 
CXCL9 

BRD4 wiąże się z acetylowanym RelA (K310) 
i współdziała z nim, zwiększając ekspresję 
genów zależnych od NF-κB; dodatkowo 
integruje sygnalizację NF-κB z odpowiedzią 
zapalną [Huang i wsp. 2009] 

JUN (AP-1) ESM1, SPRY2, 
TGIF1, FST, 
FGF2, EGR2, 
FLT1, FOXP1, 
NPPB, CCN2 

BRD4 rekrutuje aktywne kompleksy AP-1 (c-
Jun) do genów docelowych w określonych 
kontekstach (np. regulacja MMP-9, stany 
zapalne) [Lee i wsp. 2017; Wu i wsp. 2016] 

CEBPA CD274 BRD2/BRD4 - przeglądy wskazują zmienne 
rekrutacje BET do genów różnicowania w 
zależności od zastosowanego układu 
doświadczalnego [Cheung i wsp. 2021] 

TP53 ULBP1, ULBP3, 
PVR, NECTIN2 

BRD4 wpływa na programy stresowe i geny 
zależne od TP53 w wielu modelach; jednak 
interakcje są złożone i kontekstowe 
[Altendorfer i wsp. 2022] 

PPARG INS, TNF, IL1B BRD4 reguluje geny metaboliczne i 
odpowiedź zapalną; BRD2/BRD4 bywają 
rekrutowane w regulacji genów 
metabolicznych [Cheung i wsp. 2021; Lee i 
wsp. 2017] 

E2F1/3 CCL3, IL1B, TNF BRD2 jest historycznie powiązany z 
rekrutacją czynników E2F i regulacją genów 
cyklu komórkowego [Peng i wsp. 2007; Sinha 
i wsp. 2005] 

IRF1/3/4/5/7/8 IFNB1, IL6, IL1B, 
IL12A, CCL12, 
CXCL9, CSF3, 
IFIT2, MX1, 
CMPK2 

BRD4 uczestniczy w regulacji odpowiedzi 
interferonowej i współpracuje z układami 
IRF/INF w infekcji i zapaleniu [Shi i wsp. 
2014; Tian i wsp. 2017] 

RBPJ / EGR2 / 
BATF 

IL4, IL5, IL13, 
CSF2, CSF1, 
ICOS, CD40LG, 
ICAM1, CD58 

BRD2/BRD4 rekrutowane są do enhancerów 
aktywowanych w limfocytach; często BRD4 
pojawia się w SE/aktywowanych enhancerach 
immunologicznych [Cheung i wsp. 2021; Lee 
i wsp. 2017] 

MYC CD274, IL1B, 
IFNB, ISG15, 

BRD4 reguluje transkrypcję MYC i kontrolę 
jego programu genowego (również 
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ULBP1/3, PVR, 
NECTIN2, MICA 

mechanistyczne dowody) [Devaiah i wsp. 
2020; Kotekar i wsp. 2023]  

RORC IL17A, IL21, CSF2, 
IL22, IL10 

głównie BRD4, częściowo BRD2 wspierają 
aktywację czynnika RORC i regulację genów 
charakterystycznych dla limfocytów Th17 (np. 
IL-17A, IL-21, IL-22) [Cheung i wsp. 2021] 

FOXM1 PLK1, CCL5, 
CCL2, CXCL8, 
FOXM1 

BRD4 reguluje geny proliferacyjne i cyklu 
komórkowego, powiązania z FOXM1 opisane 
w kontekście proliferacji nowotworowej 
[Altendorfer i wsp. 2022] 

FOXO3 IL6, TNF, IL1B, 
PTHLH 

BRD2 /BRD4 wpływają na odpowiedzi 
stresowe i programy transkrypcyjne związane 
z FOXO [Altendorfer i wsp. 2022; Cheung i 
wsp. 2021] 

AIRE ALOX12, S100A9, 
CD4, CELF2, 
KRT13 

brak jednoznacznych dowodów 
przypisujących wyłącznie jedno białko BET, 
możliwa jest rekrutacja BET do regulatorów 
specyficznych tkankowo [Cheung i wsp. 2021] 

SP7 / RUNX2 SLPI, RUNX2, SP7 BRD2/BRD4 pojawiają się przy genach 
związanych z różnicowaniem kostnym i 
regulatorami typu RUNX; dane zależne od 
tkanki [Antony i wsp. 2020; Lee i wsp. 2017] 

STAT1/2/3/5 IL6, CCL2, CSF2, 
MX1, CMPK2, 
NPPB, CCN2, 
ACOD1 

BRD4 koordynuje aktywność enhancerów i 
genów odpowiedzi zapalnej w tandemie ze 
STAT; obserwacje w modelach zapalnych i 
nowotworowych [Shi i wsp. 2014; Tian i wsp. 
2017] 

ETS1 / CDX2 / 
LIN54 / FOXL1 

ESM1, SPRY2, 
TGIF1, FST, 
FGF2, EGR2, 
FLT1, FOXP1 

BRD2/BRD3/BRD4 - rekrutacja do 
enhancerów regulowanych przez czynniki 
szlaku rozwojowego są raportowane, z 
różnymi wzorcami przyciągania przez białka z 
rodziny BET [Cheung i wsp. 2021; Lee i wsp. 
2017] 

Poszczególni członkowie rodziny BET (BRD2, BRD3, BRD4) różnią się zakresem interakcji i repertuarem 
kontrolowanych genów, co podkreśla ich nie w pełni nakładające się funkcje w regulacji ekspresji genów, 
mimo że ogólnie uczestniczą w tym procesie poprzez interakcje z szerokim spektrum czynników 
transkrypcyjnych [Altendorfer 2022; Borck i wsp. 2020; Cheung 2021; Kotekar 2023; Shi 2014]. Białka z 
rodziny BET uczestniczą zarówno w regulacji odpowiedzi immunologicznej (np. współpraca z RELA, IRF, 
STAT czy RORC) [Tian 2017; Wu 2016], jak i w procesach różnicowania komórkowego (np. poprzez 
RUNX2, GATA1 czy FOXM1) [Lee 2017; Peng 2007; Sinha 2005] czy odpowiedzi na stres (np. z udziałem 
TP53, FOXO3) [Kotekar 2023]. Widoczne jest także ich zróżnicowane zaangażowanie w regulację cytokin 
prozapalnych (IL-1B, IL-6, TNF), chemokin (CCL2, CXCL9), czynników wzrostu (FGF2, CSF2) czy 
regulatorów cyklu komórkowego (CCN2, PLK1) [Altendorfer 2022; Cheung 2021]. Tak szeroki, a zarazem 
zróżnicowany zakres funkcji wskazuje, że poszczególne białka BET nie są wymienne, lecz pełnią 
częściowo unikalne role zależne od kontekstu komórkowego i zestawu aktywnych czynników 
transkrypcyjnych [Kotekar 2023; Shi 2014]. 
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Białka BET jako cel terapeutyczny 

Pierwsze inhibitory białek BET były rozwijane głównie w onkologii, niektóre z nich 

testowano w badaniach klinicznych u pacjentów z nowotworami hematologicznymi i 

guzami litymi [Riganti i wsp. 2018]. Przeprowadzono także badanie fazy 1 dotyczące 

stosowania OTX-015 u pacjentów z chłoniakiem lub szpiczakiem mnogim, a ponieważ 

dawka była dobrze tolerowana to stanowi punkt wyjścia do dalszych badań klinicznych 

[Amorim i wsp. 2016]. Wykazano także, że OTX-015 hamuje wzrost komórek 

białaczkowych, indukując zatrzymanie cyklu komórkowego i apoptozę. Działanie to jest 

związane z obniżeniem ekspresji c-MYC, co sugeruje potencjalne zastosowanie OTX-

015 w leczeniu białaczek [Coudé i wsp. 2015]. Opracowano również nowe pochodne 

tieno[2,3-d]pirymidyny, które działają jako selektywne inhibitory BRD4 i HDAC, 

indukując śmierć komórkową w komórkach raka okrężnicy. Powszechnie uznaje się duży 

potencjał terapeutyczny tych związków w leczeniu nowotworów [Pan i wsp. 2020]. Choć 

ich zastosowanie w chorobach OUN nie zostało jeszcze ocenione w badaniach 

klinicznych, wyniki badań przedklinicznych oraz obserwacje w chorobach 

autoimmunologicznych, takich jak toczeń rumieniowaty układowy, w którym inhibitor 

BET JQ1 łagodził objawy w modelu myszy MRL/lpr [Wei i wsp. 2015], sugerują 

możliwość ich zastosowania w leczeniu chorób OUN. 

Ważnym kierunkiem badań dotyczących roli białek BET jest analiza ich udziału w 

regulacji funkcji komórek układu odpornościowego. W odpowiedzi na bodźce zapalne, 

takie jak TNF-α, IL-1β czy LPS, białka z rodziny BET, zwłaszcza BRD4, rekrutują się 

do acetylowanych histonów w promotorach i enhancerach genów prozapalnych, 

umożliwiając ich transkrypcję. Hamowanie funkcji BET w makrofagach obniża ekspresję 

cytokin indukowanych przez LPS, podkreślając kluczową rolę tych białek w amplifikacji 

odpowiedzi zapalnej [Belkina i wsp. 2013; Nikkar i wsp. 2022]. Inhibitory białek BET, 

takie jak JQ1, OTX‑015 czy I‑BET762, skutecznie obniżają ekspresję genów kodujących 

mediatory zapalne: TNF‑α, IL‑6, IL‑1β, MCP1, MIP-1β [Berenguer-Daizé i wsp. 2016; 

Boi i wsp. 2015; Li i wsp. 2017; Magistri i wsp. 2016; Meng i wsp. 2014; Nicodeme i 

wsp. 2010; Peeters i wsp. 2015].  

Poza aktywnością przeciwzapalną wykazano również, że inhibitory białek BET modulują 

ekspresję genów związanych z plastycznością synaptyczną oraz czynnikami 
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neurotroficznymi. W modelach zwierzęcych prowadzi to do poprawy pamięci i uczenia 

się niezależnie od poziomu Aβ [Roy i wsp., 2022; Scheeren i wsp., 2021]. Ponadto, w 

badaniach nad starzeniem wykazano, że hamowanie białek BET redukuje stres 

oksydacyjny i stabilizuje funkcje mitochondriów, co może ograniczać utratę synaps [Boi 

i wsp., 2015; Dombret i wsp., 2014; Yu i wsp., 2022]. W badaniach in vivo wykazano, że 

zahamowanie BET/BRD4 w modelu ostrej toksyczności Aβ u szczura zmniejsza 

dysfunkcję synaptyczną i poprawia wyniki w testach pamięci przestrzennej, co wskazuje 

na potencjał inhibitorów białek BET jako cząsteczek immunomodulujących i 

neuroprotekcyjnych [Nikkar i wsp., 2022].  

Na podstawie dostępnych danych literaturowych można przypuszczać, że zastosowanie 

inhibitorów białek BET w warunkach neurozapalenia, poprzez modulację aktywności 

gleju i zmniejszenie ekspresji cytokin prozapalnych, może być skuteczną strategią 

ochrony neuronów i zachowania funkcji poznawczych [Korb i wsp., 2015; Nikkar i wsp., 

2022; Yu i wsp., 2022]. Nieliczne dane dotyczące wpływu inhibitorów białek BET na 

funkcje komórek gleju sugerują, że i tutaj mamy do czynienia z działaniem 

immunosupresyjnym [Baek i wsp., 2021; Sánchez-Ventura i wsp., 2019]. Wyniki te 

otwierają drogę do zastosowania inhibitorów białek BET nie tylko w terapii, ale również 

w potencjalnej prewencji zaburzeń neurorologicznych o podłożu zapalnym. 
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Cel pracy 

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera (AD), cechuje przewlekła 

aktywacja mikrogleju i astrogleju w obrębie OUN [Bertram i wsp. 2020; McGeer i wsp. 

2007; Serrano-Pozo i wsp. 2011]. Uważa się, że procesy te odgrywają kluczową rolę w 

nasilaniu neurodegeneracji i pogarszaniu funkcji poznawczych [Heneka i wsp. 2015]. 

Jednocześnie dotychczasowe próby kliniczne wykorzystujące klasyczne leki 

przeciwzapalne (np. NSAID) przynosiły ograniczone rezultaty [Breitner i wsp. 2011; 

Leoutsakos i wsp. 2012]. W ostatnich latach coraz większą uwagę zwraca się na 

epigenetyczne mechanizmy regulacji odpowiedzi zapalnej, w tym na rolę białek z rodziny 

BET, które jako „czytniki” acetylacji histonów i innych białek chromatyny, uczestniczą 

w tworzeniu kompleksów transkrypcyjnych regulujących ekspresję genów zapalnych 

[Belkina i wsp. 2013; Filippakopoulos i wsp. 2010; Liu i wsp. 2021; McGeer i wsp. 2007].  

 

Cel ogólny 
Celem niniejszej rozprawy doktorskiej było zbadanie roli białek z rodziny BET w 

zależnych od mikrogleju procesach zapalnych i ich potencjalnego wpływu na rozwój 

zaburzeń neurodegeneracyjnych. Główna hipoteza badawcza zakłada, że 

farmakologiczne lub genetyczne zahamowanie aktywności białek BET może modulować 

fenotyp mikrogleju, a przez to ograniczać efekty jego cytotoksycznego działania w OUN. 

Cele szczegółowe 

 
1. Zbadanie wpływu inhibicji białek BET na aktywność fagocytarną mikrogleju in 

vitro. 

 

2. Analiza wpływu inhibicji białek BET na ekspresję genów prozapalnych i 

cytotoksyczne działanie komórek mikrogleju in vitro. 

 

3. Zbadanie w mysim modelu, jak MIA wpływa na poziom neuropatologicznych 

markerów choroby Alzheimera, Aβ i fosforylowanego białka Tau, oraz 

aktywność gleju w hipokampie potomstwa w wieku 12 miesięcy. 
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4. Ocena wpływu inhibitora białek BET (OTX-015) na pamięć oraz poziom 

neuropatologicznych markerów choroby Alzheimera, Aβ i fosforylowanego 

białka Tau w hipokampie 12-miesięcznych myszy narażonych w prenatalnej fazie 

rozwoju na aktywację układu odpornościowego matki (MIA). 

 

5. Zbadanie roli białek BET w epigenetycznej kontroli ekspresji wybranych genów 

o potwierdzonym znaczeniu w patomechanizmie choroby Alzheimera w 

hipokampie w warunkach endotoksemii u myszy. 

 

6. Ocena wływu inhibitora białek BET JQ1 na stan zapalny, zachowania chorobowe 

i poziom patologicznych białek Aβ i fosforylowanego białka Tau w hipokampie 

myszy w warunkach endotoksemii. 

 

7. Analiza zmian ekspresji BRD2, BRD3 i BRD4 w mikrogleju in vitro, a także w 

mózgu myszy w warunkach aktywacji procesów neurozapalnych. 
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Metodyka 

Inhibitory białek BET jako narzędzie badawcze 

Selektywne inhibitory białek BET, takie jak JQ1, I-BET762 (molibresib), OTX-015 

(birabresib), CPI-0610, GSK525762A (zinabryst), PFI-1 (PF-6405761) oraz RVX-208 

(apabetalon), zostały opracowane jako małocząsteczkowe ligandy zdolne do 

specyficznego blokowania bromodomen i uniemożliwiające ich wiązanie z 

acetylowanymi histonami oraz niehistonowymi białkami regulatorowymi [Belkina i wsp. 

2013;  Benito i wsp. 2017; Jang i wsp. 2017; Jostes i wsp. 2017; Magistri i wsp. 2016; 

Mertz i wsp. 2011]. W rezultacie dochodzi do zahamowania ekspresji wielu genów 

kontrolowanych przez białka BET, w tym genów zaangażowanych w regulację funkcji 

immunologicznych komórek układu odpornościowego [Dombret i wsp. 2014]. 

Centralnym narzędziem farmakologicznym zastosowanym w badaniach opisanych w 

niniejszej dysertacji był związek JQ1 (S)-4-(4-chlorofenyl)-2,3,9-trimetyl-6H-tieno[3,2-

f]triazolo[4,3-a]diazepino-6-octowy kwas, ester 1,1-dimetyloetylowy – wybiórczy 

inhibitor białek z rodziny BET [Filippakopoulos i wsp. 2010; Lambert i wsp. 2019; Li i 

wsp. 2020; Li i wsp. 2022] występujący w dwóch formach enancjomerycznych: (+)-JQ1 

(S) i (−)-JQ1 (R). Aktywną biologicznie formą jest (+)-JQ1, który skutecznie zmniejsza 

ekspresję genów docelowych białek BET, podczas gdy (−)-JQ1 nie wykazuje takiego 

działania. W dalszej części tekstu użyto skróconej nazwy JQ1, mając na myśli (+)-JQ1 

[Wang i wsp. 2018].  

Farmakokinetyka JQ1 charakteryzuje się krótkim okresem półtrwania w osoczu (około 

1–2 h u myszy), wysoką biodostępnością po podaniu dootrzewnowym oraz efektywną 

dystrybucją do tkanki mózgowej, co pozwala na stosowanie go w badaniach procesów 

neurozapalnych i neurodegeneracyjnych [Belkina i wsp. 2013; Filippakopoulos i wsp. 

2010]. W modelach zwierzęcych wykazano, że JQ1 szybko przenika do mózgu i 

skutecznie redukuje ekspresję cytokin zapalnych, takich jak Il1b i Tnf [Sánchez-Ventura 

i wsp. 2019]. Ograniczeniem zastosowania JQ1 jest jego nieselektywność w stosunku do 

poszczególnych białek BET oraz potencjalny wpływ ogólnoustrojowy, co może utrudniać 

rozdzielenie efektów centralnych i obwodowych [Meng i wsp. 2014]. W przyszłości 

wskazane byłoby zastosowanie selektywnych inhibitorów BET lub narzędzi 

genetycznych (np. siRNA, knockout specyficzny dla mikrogleju), które umożliwią 

dokładniejsze zdefiniowanie roli poszczególnych członków rodziny BET w regulacji 
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stanu zapalnego w mózgu [Devaiah i wsp. 2012b; Qiu i wsp. 2022; Wang i wsp. 2018; 

Wang i wsp. 2023]. JQ1 jest szeroko stosowany w badaniach przedklinicznych jako 

narzędzie do badania funkcji białek BET w modelach nowotworów, chorób 

neurodegeneracyjnych i zapalnych [Jung i wsp. 2015]. Pomimo ograniczeń 

farmakokinetycznych, jego silne działanie biologiczne czyni go cennym narzędziem 

badawczym [Feng i wsp. 2023; Orihara i wsp. 2023; Shorstova i wsp. 2021; Yellapu i 

wsp. 2023]. 

OTX-015 (birabresib, MK-8628, czyli 2-[(6S)-4-(4-chlorofenyl)-2,3,9-trimetyl-6H-

tieno[3,2-f][1,2,4]triazolo[4,3-a][1,4]diazepin-6-yl]-N-(4-hydroksyfenyl)acetamid) jest 

inhibitorem białek BET (BRD2, BRD3, BRD4), który wykazuje działanie 

przeciwzapalne i neuroprotekcyjne [Coudé i wsp. 2015; Liu i wsp. 2021; Servidei i wsp. 

2021]. W badaniach przedklinicznych udowodniono, że OTX‑015 skutecznie przenika 

przez barierę krew–mózg (BBB) [Berenguer-Daizé i wsp., 2016]. Badania kliniczne 

natomiast wykazały, że OTX-015 jest dobrze tolerowany, a jego farmakokinetyka w 

organizmie ludzkim jest opisana modelem jednoprzestrzennym z liniową eliminacją 

[Odore i wsp. 2016]. 

 

Modele badawcze 

W rozprawie zastosowano trzy modele eksperymentalne umożliwiające analizę roli 

białek z rodziny BET: model komórkowy in vitro, model pobudzenia immunologicznego 

OUN wywołanego u dorosłych myszy obwodowym podaniem LPS (model 

endotoksemii) [Zhao i wsp. 2019] oraz model starzejących się myszy, które w okresie 

rozwoju embrionalnego narażone były na aktywację układu odpornościowego matki 

(model MIA, ang. maternal immune activation) [Knuesel i wsp. 2014]. 

 

Modele eksperymentalne in vitro – linie komórkowe BV2 i HT22 

Badania prowadzono na liniach komórkowych: mikroglejowej BV2 (pochodzenia 

mysiego) oraz neuronalnej HT22 (pochodzącej z hipokampu myszy). Komórki BV2 

stanowią unieśmiertelnioną mysią linię mikroglejową uzyskaną w wyniku zakażenia 

pierwotnych komórek mikrogleju myszy szczepu C57BL/6 retrowirusem przenoszącym 

onkogeny v-raf/v-myc [Bocchini i wsp. 1992]. Ze względu na swoje właściwości, 

komórki BV2 są szeroko stosowane jako substytut mikrogleju pierwotnego w badaniach 
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mechanistycznych nad neurozapaleniem [Blasi i wsp. 1990; Carata i wsp. 2024; Chen i 

wsp. 2024; Henn i wsp. 2009]. Linia BV2 wykazuje wysoką reaktywność na LPS, co 

czyni ją cennym narzędziem do oceny efektów działania związków 

immunomodulujących [Baek i wsp. 2021; Das i wsp. 2016; Henn i wsp. 2009; Huang i 

wsp. 2025; Lund i wsp. 2006; Moretti i wsp. 2022]. 

Z kolei komórki HT22 to linia wyprowadzona z linii HT4 - unieśmiertelnionych 

neuronów hipokampu myszy [Morimoto i wsp. 1990]. Komórki HT22 stanowią 

wartościowy model in vitro do badań nad mechanizmami neurodegeneracyjnymi. 

Wysoka wrażliwość komórek linii HT22 na reaktywne formy tlenu (ROS) umożliwia 

badanie procesów śmierci komórkowej oraz mechanizmów ochrony antyoksydacyjnej 

neuronów, co czyni je szczególnie użytecznymi w poszukiwaniu potencjalnych strategii 

neuroprotekcyjnych w chorobach neurodegeneracyjnych [He i wsp. 2013; Murphy i wsp. 

1988]. Linia komórek HT22 jest często wykorzystywana w badaniach mechanizmów 

neurotoksyczności i stresu oksydacyjnego, jak również w badaniach nad neuroprotekcją 

[Jacques i wsp. 2023, Prasansuklab i wsp. 2023; Suh i wsp. 2007; Wang i wsp. 2025; 

Yang i wsp. 2024]. W prezentowanych badaniach linia ta została użyta do oceny wpływu 

inhibitorów białek BET na cytotoksyczną aktywność pobudzonych komórek mikrogleju 

BV2. 

W celu wywołania aktywacji mikrogleju stosowano LPS oraz Aβ na różnych etapach 

agregacji (oligomery, protifibryle, fibryle) [Dubnovitsky i wsp. 2013; Hughes i wsp. 

2020]. Aby zahamować białka z rodziny BET komórki inkubowano w obecności 

inhibitorów: JQ1, OTX-015, IBET-762, GSK1210151A, PFI-1. Aby zachować 

kontrolowane i porównywalne warunki eksperymentu we wszystkich grupach 

doświadczalnych, do grup kontrolnych dodawano analogiczne objętości rozpuszczalnika. 

Do wyciszania genów białek BET w komórkach BV2 zastosowano transfekcję siRNA 

dla Brd2, Brd3 i Brd4, z użyciem lipofektaminy [Quezada i wsp. 2021]. W grupach 

kontrolnych dodawano analogiczne objętości samego rozpuszczalnika, samą 

lipofektaminę oraz jako kontrolę negatywną niecelowane siRNA. Interakcje mikroglej–

neuron badano stosując ko-kulturę komórek BV2 i HT22 w systemie Transwell (Ryc. 4.) 

oraz dodając kondycjonowane medium hodowlane z komórek BV2 do komórek HT22. 
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Rycina 4. Schemat analizy oddziaływania aktywnych komórek mikrogleju BV2 na 

komórki neuronalne HT22 in vitro (Publikacja II).  

(A) Komórki mikrogleju BV2 hodowane są w systemie Transwell we wkładce z dnem w formie 

półprzepuszczalnej membrany. Po stymulacji komórek BV2 z wkładki usuwa się medium, po czym 

przenosi się ją do szalki, w której znajdują się komórki HT22. Dzięki półprzepuszczalnej membranie, 

wydzielane przez mikroglej do medium czynniki (cytokiny i inne rozpuszczalne mediatory) mogą na 

drodze dyfuzji oddziaływać na HT22 bez bezpośredniego kontaktu między komórkami. Taki układ 

eksperymentalny zapobiega przeniesieniu czynnika stymulującego do hodowli HT22. (B) Po stymulacji 

hodowli komórek BV2 medium kondycjonowane zawierające wydzielone cytokiny i inne rozpuszczalne 

mediatory przenosi się do hodowli HT22, w celu oceny wpływu wydzielanych przez mikroglej czynników 

na neurony. Taki układ eksperymentalny nie zapobiega przeniesieniu czynnika stymulującego do hodowli 

HT22. Rycinę opracowano przy użyciu programów Adobe Illustrator i BioRender, przeznaczonych do 

tworzenia ilustracji i grafik naukowych. 

 

Funkcjonalne analizy komórek BV2 obejmowały fagocytozę (z użyciem 

fluorescencyjnych mikrosfer lub wyznakowanego fluorescencyjnie Aβ1–42), ocenianą za 

pomocą mikroskopii konfokalnej [Polioudakis i wsp., 2019] oraz cytometrii 

przepływowej [Gu i wsp., 2014], proliferację (liczenie komórek w hodowli), 

cytotoksyczność (barwienie jodkiem propidyny i analiza cytometryczna), witalność (test 

MTT) oraz migrację (test zadrapania, ang. scratch assay [Liang i wsp., 2007]). Badania 

molekularne obejmowały analizę poziomu ekspresji genów metodą qPCR [Lloyd i wsp. 

2024] oraz analizę poziomu białek za pomocą metody ELISA [Eischer i wsp. 2023].  
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Ograniczeniem zastosowanych modeli eksperymentalnych in vitro jest ich niepełna 

reprezentatywność w stosunku do komórek pierwotnych, brak wpływu środowiska 

śródmózgowego oraz uproszczenie i skrócenie czasu interakcji międzykomórkowych 

[Lin i wsp. 2014; Moussaieff i wsp. 2015]. Mimo to ich zastosowanie pozwoliło na 

uzyskanie informacji na temat mechanizmów molekularnych działania inhibitorów białek 

BET [Aktories i wsp. 2022; Henn i wsp. 2009; Liu i wsp. 2009; Sarkar i wsp. 2018]. 

 

Modele eksperymentalne in vivo 

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono zgodnie z dyrektywą UE 2010/63 za zgodą 

wydaną przez II Lokalną Komisję Etyczną ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Warszawie 

(numery zezwoleń: WAW2/060/2020 oraz WAW2/052/2021). Do badań wykorzystano 

myszy szczepu C57BL/6J hodowane w Zwierzętarni Instytutu Medycyny 

Doświadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN. Zwierzęta utrzymywano w 

standardowych warunkach laboratoryjnych (temperatura 22°C ±10%, wilgotność 55% 

±10%, cykl 12/12 h światło/ciemność) i karmiono ad libitum. Stosowano procedury 

ograniczające stres i cierpienie oraz minimalizowano liczbę zwierząt [Azkona i wsp. 

2023; MacArthur i wsp. 2018].  

 

Model 1 in vivo – badanie wpływu inhibitora JQ1 na wzmożoną aktywność procesów 

neuroimmunologicznych OUN wywołaną przez obwodową iniekcję LPS (model 

endotoksemii) 

W badaniach in vivo wykorzystano model systemowej aktywacji układu 

odpornościowego wywołanej poprzez dootrzewnowe podanie lipopolisacharydu (LPS) 

3-miesięcznym samcom myszy szczepu C57BL/6J. Bakteryjny LPS jest silnym 

aktywatorem układu odpornościowego, w tym mikrogleju rezydującego w mózgu [Zhan 

i wsp. 2016; Zhao i wsp. 2017]. Jego obecność stwierdzono w mózgach osób z chorobą 

Alzheimera, a potencjalnym źródłem są zarówno infekcje bakteryjne, jak i mikrobiom 

jelitowy [Bu i wsp. 2015; Douros i wsp. 2021; Sun i wsp. 2022]. Zastosowana dawka 

oraz czas ekspozycji (3 h i 12 h) zostały dobrane w oparciu o wcześniejsze doświadczenia 

zespołu [Czapski i wsp. 2004; Czapski i wsp. 2006; Czapski i wsp. 2007; Czapski i wsp. 

2013; Czapski i wsp. 2016; Czapski i wsp. 2020; Jacewicz i wsp. 2009] oraz liczne dane 

literaturowe [Engler-Chiurazzi i wsp. 2023;  Garay i wsp. 2013; Knuesel i wsp. 2014; 
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Loayza i wsp. 2023; Reisinger i wsp. 2016; Woods i wsp. 2023; Woods i wsp. 2021] 

potwierdzające skuteczność tego modelu w wywoływaniu odpowiedzi zapalnej w obrębie 

OUN. 

Model ten pozwala na odtworzenie w warunkach eksperymentalnych istotnych 

elementów neurozapalnych, w tym wzrostu poziomu cytokin prozapalnych (IL-1β, IL-6, 

TNF-α), aktywacji mikrogleju, fosforylacji białka Tau oraz objawów behawioralnych, 

takich jak zespół zachowań chorobowych (ang. sickness behavior) [Birch i wsp. 2014; 

Cheng i wsp. 2014; Delorme i wsp. 2023; Delpech i wsp. 2016; Godbout i wsp. 2005; 

Kirk i wsp. 2019; Knuesel i wsp. 2014]. Zaletą modelu jest jego powtarzalność, 

stosunkowo niski koszt oraz zgodność z aktualnymi trendami badawczymi [Carregosa i 

wsp. 2024; Flores da Silva i wsp. 2024; Sheen i wsp. 2024; Wang i wsp. 2025], a 

ograniczeniem – brak przewlekłości procesu zapalnego oraz niepełna translacyjność do 

ludzkich chorób neurodegeneracyjnych [Fang i wsp. 2010; Hameete i wsp. 2021; 

Pierzynowska i wsp. 2019]. Dzięki dobrze poznanym podobieństwom i różnicom w 

ekspresji genów u ludzi i myszy, takim jak wzorce wiązania czynników 

transkrypcyjnych, model ten pozwala na identyfikację potencjalnych molekularnych 

celów terapeutycznych. W warunkach ostrej stymulacji LPS-em obejmują one receptory 

Toll-podobne (TLR), CD33, TREM2 oraz białka BET, których modulacja może 

przynieść efekt neuroprotekcyjny [Bradshaw i wsp. 2013; Butler i wsp. 2021; Crocker i 

wsp. 2007; Crone i wsp. 2011; Deczkowska i wsp. 2020; Harold i wsp. 2009; Jay i wsp. 

2017; Liu i wsp. 2018; Morenas-Rodríguez i wsp. 2022; Partynska i wsp. 2020; Woods i 

wsp. 2021]. 

Aby zbadać rolę białek BET w odpowiedzi zapalnej, myszom podawano dootrzewnowo 

JQ1 rozpuszczony w DMSO i 10% 2-hydroksypropyl-β-cyklodekstrynie lub sam roztwór 

rozpuszczalnika. Po 30 minutach zwierzęta otrzymywały LPS bądź samą sól 

fizjologiczną. Ocena obejmowała monitorowanie stanu zwierząt za pomocą uproszczonej 

skali MSS  [Shrum i wsp. 2014], pomiar poziomu 23 cytokin w surowicy metodą 

multipleksową oraz analizę ekspresji genów metodą qPCR, poziomu białek metodą 

Western blot i ELISA w hipokampie.  
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Model 2 in vivo – badanie wpływu inhibitora OTX-015 u zwierząt 12-miesięcznych 

narażonych w fazie prenatalnej na aktywację układu odpornościowego matki (tzw. model 

MIA). 

Samicom myszy C57BL/6J w 17. dniu ciąży podawano dootrzewnowo HMW PIC lub 

równoważną objętość roztworu soli fizjologicznej. W wieku 12 miesięcy męskie 

potomstwo otrzymywało przez 14 kolejnych dni inhibitor białek BET OTX-015 lub 

odpowiednią objętość rozpuszczalnika. Aby zminimalizować stres związany z iniekcjami 

lub podaniami z użyciem zgłębnika (per os), w eksperymencie wykorzystano procedurę 

dobrowolnej konsumpcji substancji wymieszanej z masłem orzechowym po uprzednim 

5-dniowym treningu smakowym [Hocking i wsp. 2018, Warren i wsp., 2021]. 

Aktywacja układu odpornościowego matki (MIA) jest szeroko stosowana jako model 

eksperymentalny chorób neurorozwojowych, ponieważ pozwala na odtworzenie wpływu 

reakcji zapalnej w organizmie matki, w tym burzy cytokinowej, na rozwój płodu 

[Hameete i wsp. 2021; Knuesel i wsp. 2014; Loayza i wsp. 2023]. Indukcja MIA za 

pomocą PIC lub LPS aktywuje zależne od receptorów TLR mechanizmy wrodzonej 

odpowiedzi układu udpornościowego matki, prowadząc do przeprogramowania układu 

odpornościowego płodu, w tym zmian aktywności mikrogleju i zaburzeń neurozapalnych 

w mózgu potomstwa [Hameete i wsp. 2021; Mueller i wsp. 2019]. Skutki takich zaburzeń 

w fazie prenatalnej utrzymują się u potomstwa po urodzeniu [Garay i wsp. 2013; Loayza 

i wsp. 2023; Mueller i wsp. 2019]. Model MIA z wykorzystaniem gryzoni jest 

użytecznym i szeroko stosowanym narzędziem biologii eksperymentalnej, ale jak każde 

narzędzie posiada istotne ograniczenia. Po pierwsze, wyniki wykazują silną zależność od 

warunków eksperymentalnych, takich jak rodzaj zastosowanego stymulanta (PIC vs. 

LPS), jego dawka, czas podania w trakcie ciąży oraz szczep i płeć zwierząt potomnych, 

co znacząco utrudnia bezpośrednie porównywanie rezultatów między poszczególnymi 

badaniami [Meyer 2023]. Po drugie, reakcje immunologiczne myszy nie w pełni 

odzwierciedlają złożoność odpowiedzi ludzkiej, co ogranicza możliwość szybkiego i 

prostego przełożenia wyników do praktyki klinicznej [Masopust i wsp. 2017]. Po trzecie, 

model nie uwzględnia późniejszych wpływów środowiskowych ani interakcji 

społecznych potomstwa, które również kształtują rozwój neuronalny i zachowania. 

Dodatkowo, brak standaryzacji protokołów MIA może prowadzić do różnic w nasileniu 

neurozapalnych i behawioralnych efektów u potomstwa, co wymaga ostrożnej 

interpretacji wyników [Bauman i wsp. 2020; Bucknor i wsp. 2022]. 
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Wpływ MIA i OTX-015 na 12-miesięczne zwierzęta potomne oceniano wykonując testy 

behawioralne (test otwartego pola i test rozpoznawania nowego obiektu), pozwalające na 

ocenę aktywności eksploracyjnej i zachowań lękowych oraz pamięci rozpoznawczej. 

Ocena zmian molekularnych i biochemicznych w hipokampie obejmowała analizę 

ekspresji genów metodą qPCR oraz poziomu białek metodą Western blot i ELISA. 

Badania immunohistochemiczne posłużyły do oceny dystrybucji i morfologii mikrogleju 

i astrocytów w hipokampie [Sierra i wsp. 2010].  

W badaniach in vivo skupiono się na analizie zmian zachodzących w hipokampie. 

Hipokamp jest kluczową strukturą mózgu odpowiedzialną za pamięć deklaratywną i 

przestrzenną, a jego uszkodzenie jest jednym z pierwszych objawów choroby 

Alzheimera, co czyni go istotnym obiektem badań w kontekście neurodegeneracji 

związanej z tą chorobą [Jaroudi i wsp. 2017; Rao i wsp., 2022; Vyas i wsp. 2020]. 

Struktura ta jest szczególnie podatna na skutki obwodowej stymulacji LPS-em, która 

indukuje w hipokampie aktywację mikrogleju i nasilenie odpowiedzi neurozapalnej [Jung 

i wsp. 2023; Ganesan i wsp. 2025]. W konsekwencji przewlekła lub nadmierna aktywacja 

mikrogleju w hipokampie może prowadzić do uszkodzenia neuronów oraz zaburzeń 

funkcji poznawczych, co podkreśla znaczenie tej struktury jako modelu do badań nad 

mechanizmami neurozapalnymi i potencjalnymi terapiami w chorobach 

neurodegeneracyjnych [Zhao i wsp. 2019]. Ze względu na te cechy, hipokamp stanowi 

istotny cel w badaniach nad mechanizmami molekularnymi i biochemicznymi 

związanymi z neurozapaleniem oraz potencjalnymi interwencjami terapeutycznymi w 

chorobach neurodegeneracyjnych. 
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Podsumowanie najważniejszych wyników  

1. Inhibicja białek BET zmniejsza aktywność fagocytarną mikrogleju 

Badania in vitro z wykorzystaniem linii komórek BV2 wykazały, że białka z rodziny BET 

są istotnym czynnikiem regulującym aktywność i funkcje komórek mikrogleju. 

Farmakologiczne zahamowanie białek BET z wykorzystaniem inhibitora JQ1 

selektywnie obniża ekspresję niektórych tylko genów kodujących białka zaangażowane 

w proces fagocytozy: Siglec1, Sirpb1a, Cd36, Clec7a, Itgam, Tlr3 (Publikacja I, Ryc. 5 i 

6). W konsekwencji znacząco obniża się aktywność fagocytarna mikrogleju (Publikacja 

I, Ryc. 2 i 3). Dzięki zastosowaniu metody wyciszania genów dla poszczególnych białek 

z rodziny BET ustalono, że efekt ten zależy głównie od BRD2 i BRD4, 

natomiast BRD3 wydaje się nie odgrywać znaczącej roli (Publikacja I, Ryc. 4e, 7). 

2. Inhibicja białek BET moduluje cytotoksyczność mikrogleju wobec neuronów 

Badania in vitro wykorzystujące medium kondycjonowane oraz ko-kulturę komórek BV2 

i HT22 wykazały, że zahamowanie białek BET obniża cytotoksyczną aktywność 

pobudzonego mikrogleju. Stymulacja komórek BV2 LPS-em lub Aβ powodowała ich 

aktywację, w tym wzrost transkrypcji genów prozapalnych (Il1b, IL6, Tnf, Nos2) 

(Publikacja II, Ryc. 2), nasilenie fagocytozy (Publikacja II, Ryc. 4c) oraz uwalnianie do 

medium czynników obniżających witalność komórek HT22 (Publikacja II, Ryc. 3a, 6). 

Inhibitor JQ1 tłumił tę reakcję na poziomie transkrypcji (Publikacja II, Ryc. 2) i obniżał 

neurotoksyczne skutki aktywacji mikrogleju (Publikacja II, Ryc. 3 i 6).  

3. W warunkach aktywacji prozapalnej mikrogleju zwiększa się specyficznie 

ekspresja jedynie BRD4 

Chociaż wszystkie eksprymowane w mózgu białka BET mogą brać udział w regulacji 

transkrypcji, w badaniach in vitro i in vivo obserwowano wzrost poziomu mRNA i białka 

jedynie w przypadku BRD4 (Publikacja II, Ryc. 5, Publikacja III, Ryc. 2, Publikacja IV, 

Ryc. 2, Publikacja V, Ryc. 3). 

4. Inhibitor JQ1 zapobiega mającemu miejsce w warunkach aktywacji mikrogleju 

wzrostowi ekspresji CD33 

Inhibitor białek BET, JQ, powoduje w komórkach BV2 obniżenie poziomu mRNA dla 

genu kodującego CD33 (Publikacja I, Tab. 1, Publikacja IV, Ryc. 3a). Zjawisko to 
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obserwowano również w przypadku zwiększonej ekspresji Cd33 po stymulacji komórek 

BV2 czynnikami prozapalnymi (Publikacja IV, Ryc. 3a). Badania in vivo wykazały, że 

inhibicja białek BET zapobiega wzrostowi ekspresji Cd33 wywołanemu w hipokampie 

w warunkach obwodowej aktywacji układu odpornościowego myszy LPS-em 

(Publikacja IV, Ryc. 2b).  

5. Inhibitor białek BET JQ1 zmniejsza behawioralne objawy obwodowej aktywacji 

układu odpornościowego myszy LPS-em  

W modelu endotoksemii u myszy obserwowano nasilenie zachowań chorobowych (ang. 

sickness behawior) mierzone za pomocą skali MSS oraz spadek masy ciała (Publikacja 

V, Ryc. 1b–d). Inhibitor JQ1 w sposób selektywny i zależny od czasu obniżał poziom 

niektórych cytokin w surowicy krwi oraz ekspresję niektórych genów prozapalnych w 

hipokampie (Publikacja V, Ryc. 2 i 4).  Jednocześnie JQ1 redukował nasilenie objawów 

behawioralnych, nie miał jednak wpływu na wywołany LPS-em spadek masy ciała 

(Publikacja V, Rys. 1b-d).  

6. Aktywacja układu odpornościowego matki powoduje u potomstwa utrzymujące 

się do 12 miesiąca życia zmiany epigenetyczne, genetyczne i biochemiczne w 

hipokampie  

U 12-miesięcznych myszy narażonych w 17. dniu rozwoju prenatalnego na wywołaną 

przez iniekcję PIC aktywację układu odpornościowego matki obserwowano w 

hipokampie wzrost ekspresji genu Brd4 (Publikacja III, Rys. 2A), zmiany ekspresji 

genów, w tym niektórych genów prozapalnych (Publikacja III, Tab. 1 i 2) oraz 

zwiększone stężenie peptydów Aβ (Publikacja III, Ryc. 3A-C). 

7. Inhibitory białek BET obniżają poziom Aβ w hipokampie 

Zastosowanie dwóch różnych inhibitorów białek BET, JQ1 i OTX-015, w dwóch różnych 

modelach eksperymentalnych in vivo skutkowało obniżeniem poziomu Aβ w hipokampie 

(Publikacja III, Ryc. 3; Publikacja V, Ryc. 6). W naszych badaniach udało się wykluczyć 

istotny udział prozapalnej aktywności mikrogleju w hipokampie jako mechanizmu 

odpowiadającego za obserwowane obniżenie poziomu amyloidu-β po inhibicji białek 

BET. Wyniki te sugerują, że wpływ BET na Aβ może zachodzić poprzez mechanizmy 

niezależne od klasycznej odpowiedzi zapalnej mikrogleju, co wymaga dalszych badań w 

celu identyfikacji potencjalnych celów molekularnych i ścieżek regulacyjnych. 
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8. Zahamowanie białek BET poprawia funkcje poznawcze u myszy 

U 12-miesięcznych myszy otrzymujących inhibitor białek BET OTX-015 

zaobserwowano w teście pamięci rozpoznawczej poprawę w stosunku do myszy nie 

otrzymujących OTX-015. Efekt ten był obecny zarówno u myszy kontrolnych jak i u 

myszy narażonych w 17. dniu rozwoju prenatalnego na wywołaną przez iniekcję PIC 

aktywację układu odpornościowego matki (Publikacja III, Ryc. 9A,B). Wykazano także 

ujemną korelację pomiędzy poziomem Aβ a współczynnikiem dyskryminacji ID 

(Publikacja III, Ryc. 9C,D). 
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Dyskusja 

Przeprowadzone badania wykazały, że białka BET, a wśród nich zwłaszcza BRD4, są 

ważnymi regulatorami aktywności mikrogleju, odpowiedzi zapalnej oraz metabolizmu 

Aβ. Inhibicja białek BET zmniejsza fagocytozę, ogranicza cytotoksyczność mikrogleju 

wobec neuronów i obniża ekspresję prozapalnych cytokin, jednocześnie redukując 

poziom Aβ i poprawiając zdolności poznawcze związane z pamięcią. Uzyskane wyniki 

sugerują możliwy potencjał terapeutyczny inhibitorów białek BET w sytuacjach 

klinicznych związanych z neurozapaleniem i neurodegeneracją. 

Rozwój choroby Alzheimera (AD) jest złożonym procesem obejmującym szereg 

powiązanych mechanizmów patofizjologicznych, wśród których kluczową rolę odgrywa 

neurozapalenie, akumulacja amyloidu-beta (Aβ) oraz patologia Tau [Adamu i wsp. 2024; 

Anwar i wsp. 2020; Bertram i wsp. 2008; Gylys i wsp. 2004; Lanni i wsp. 2013; Lu i wsp. 

2014; Mukherjee i wsp. 2021; Spangenberg i wsp. 2019]. Dopuszczone ostatnio do 

leczenia pierwsze leki ukierunkowane na przyczyny choroby, przeciwamyloidowe 

przeciwciała monoklonalne lecanemab i donanemab, wykazują zdolność do redukcji 

złogów amyloidu i spowolnienia pogarszania się funkcji poznawczych u pacjentów we 

wczesnym stadium AD [van Dyck i wsp., 2023; Mintun i wsp., 2021]. Ich stosowanie 

wiąże się jednak z istotnymi ograniczeniami, w tym skutecznością głównie w łagodnych 

postaciach choroby oraz ryzykiem wystąpienia poważnych efektów ubocznych 

określanych jako ARIA (ang. amyloid-related imaging abnormalities), co potwierdzono 

zwłaszcza w przypadku donanemabu [Zimmer i wsp., 2025]. Wobec tych trudności 

zasadne jest poszukiwanie alternatywnych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na 

mechanizmy patogenetyczne AD. Coraz więcej dowodów wskazuje, że kluczową rolę w 

progresji choroby odgrywa proces neurozapalny. W tym kontekście coraz większe 

znaczenie zyskuje rola mikrogleju jako głównego mediatora odpowiedzi 

immunologicznej w mózgu [Lloyd i wsp. 2024]. Mikroglej, wykazując zdolność do 

fagocytozy i produkcji mediatorów zapalnych, może w początkowych stadiach pełnić 

funkcję ochronną, jednak w warunkach przewlekłej aktywacji prowadzi do pogłębienia 

procesu neurodegeneracyjnego [Kong i wsp. 2020; Krstic i wsp. 2012; Munk i wsp. 

2023]. Nadmierna aktywacja mikrogleju sprzyja produkcji cytokin prozapalnych, takich 

jak IL-1β, TNF-α czy IL-6, które nasilają akumulację Aβ, sprzyjają fosforylacji Tau i 

wywołują obumieranie neuronów [Anwar i wsp. 2020; Block i wsp. 2005; Bocchini i 

wsp. 1992; McFarland i wsp. 2024]. 
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W ostatnich latach szczególną uwagę zwraca się na rolę mechanizmów epigenetycznych 

jako kluczowego regulatora aktywności mikrogleju i genów związanych z 

neurozapaleniem [Lajqi i wsp. 2019; Lu i wsp. 2004; Matzuk i wsp. 2012]. Białka z 

rodziny BET, będące „czytnikami” acetylowanych lizyn histonowych, odgrywają istotną 

rolę w modulacji ekspresji genów, które są istotne dla odpowiedzi zapalnej [Belkina i 

wsp. 2013; Cheung i wsp. 2021]. Badania opisane w niniejszej dysertacji potwierdziły, 

że białka BET odgrywają centralną rolę w procesach aktywacji mikrogleju. Warto 

podkreślić, że poszczególne białka BET wykazują odmienne funkcje w kontekście 

regulacji genów mikrogleju. Na przykład BRD4 odgrywa dominującą rolę w aktywacji 

prozapalnych genów mikrogleju poprzez współpracę z NF-κB i innymi czynnikami 

transkrypcyjnymi, podczas gdy BRD2 i BRD3 mogą modulować bardziej subtelne 

aspekty transkrypcji genów związanych z homeostazą komórkową i odpowiedzią na stres 

oksydacyjny poprzez wiązanie się z acetylowanymi histonami w określonych regionach 

genów, regulację ekspresji genów antyoksydacyjnych oraz epigenetyczne dostrajanie 

podstawowej aktywności transkrypcyjnej mikrogleju [Liu i wsp. 2021; Seifritz i wsp. 

2023]. Zrozumienie tych różnic jest istotne dla opracowywania selektywnych strategii 

terapeutycznych, ponieważ nieselektywne blokowanie wszystkich białek BET może 

prowadzić do efektów ubocznych związanych z zakłóceniem podstawowych procesów 

epigenetycznych w neuronach i komórkach glejowych [Belkina i wsp. 2013; Brown i 

wsp. 2014].  

W publikacjach II, IV i V oraz suplemencie do publikacji I wykazano, że inhibitor białek 

BET, JQ1, skutecznie obniża produkcję prozapalnych cytokin, takich jak IL-1β, TNF-α i 

IL-6. Wyniki te są zgodne z wcześniejszymi doniesieniami, które wskazują, że białka 

BET odgrywają kluczową rolę w aktywacji transkrypcji genów prozapalnych w różnych 

typach komórek [Belkina i wsp., 2013; Cheung i wsp., 2021; Meng i wsp., 2014; Petretich 

i wsp., 2020; Quezada i wsp., 2021; Riganti i wsp., 2018; Wang i wsp., 2018; Wang i 

wsp., 2023; Yuan i wsp., 2021]. Białka BET działają jako „czytniki” epigenetycznego 

kodu acetylowanych lizyn, wiążąc się z chromatyną i mobilizując kompleksy 

transkrypcyjne do aktywacji genów prozapalnych, takich jak Il-1β, Tnf, Il-6, Mcp1 

[Hoffner i wsp. 2021; Huang i wsp. 2017; Liu i wsp. 2014; Nikkar i wsp. 2022]. Blokada 

białek BET za pomocą JQ1 prowadzi do inaktywacji genów prozapalnych, co skutkuje 

ograniczeniem produkcji mediatorów zapalnych i może zmniejszać aktywację 

mikrogleju.  
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Ważnym aspektem funkcjonowania mikrogleju jest jego aktywność fagocytarna, 

pozwalająca na usuwanie Aβ i innych szkodliwych substancji z mózgu. Wyniki 

przedstawione w publikacji I pokazują, że inhibicja białek BET przez JQ1 zmniejsza 

aktywność fagocytarną komórek BV2, a także obniża ekspresję genów związanych z 

fagocytozą, w tym Cd33, Trem2 czy Itgam. Rodzi to pytanie o możliwe skutki 

zahamowania białek BET w sytuacji klinicznej, ponieważ konsekwencje zahamowania 

fagocytozy mogą być niekorzystne. Interpretacja tego efektu zależy od kontekstu: w 

sytuacjach nadmiernej aktywacji prozapalnej mikrogleju, ograniczenie jego fagocytarnej 

aktywności przez inhibitory BET może działać ochronnie, ponieważ zmniejsza 

nadmierną produkcję cytokin prozapalnych i łagodzi stan zapalny; natomiast w 

kontekście choroby Alzheimera zahamowanie tej funkcji mikrogleju mogłoby ograniczać 

jego zdolność do usuwania Aβ, sprzyjając akumulacji peptydu i progresji choroby.  

Taką właśnie kaskadę, która w patofizjologii choroby Alzheimera łączy zahamowanie 

aktywności fagocytarnej mikrogleju i akumulację Aβ, uruchamiają zaburzenia receptora 

CD33, będącego pod transkrypcjyjną kontrolą białek BET [Boots i wsp. 2023; Brinkman-

Van der Linden i wsp. 2003; Côté i wsp. 2012; Griciuk 2020; Hollingworth i wsp. 2011; 

In t’ Veld i wsp. 2001; Raj i wsp. 2014b]. W organizmie ludzkim, w wyniku 

alternatywnego splicingu genu, CD33 powstawać może w dwóch izoformach o 

odmiennym działaniu. Obecność długiej izoformy CD33 powoduje zahamowanie 

fagocytozy i akumulację Aβ w mózgu, podczas gdy obecność izoformy krótkiej, 

pozbawionej egzonu drugiego, ma działanie protekcyjne [Bhattacherjee i wsp. 2021]. 

Badania GWAS wykazały, że polimorfizm genu CD33 jest związany z ryzykiem rozwoju 

AD [Bertram i wsp. 2019]. Badania eksperymentalne oraz epidemiologiczne 

potwierdziły, że zmiany dotyczące CD33, w tym wzrost jego ekspresji, także prowadzą 

do zahamowania fagocytarnych funkcji mikrogleju i zwiększenia poziomu Aβ w mózgu 

[Bhattacherjee i wsp. 2019; Podleśny-Drabiniok i wsp. 2020]. Zaobserwowany w 

naszych badaniach wzrost ekspresji CD33 w hipokampie myszy po obwodowej iniekcji 

LPS sugeruje możliwy mechanizm łączący aktywację układu odpornościowego z 

patologią Alzheimerowską. Do wyjaśnienia pozostaje kwestia, czy powtarzające się w 

ciągu życia epizody aktywacji mikrogleju mogą poprzez zwiększenie ekspresji CD33 

sukcesywnie sprzyjać akumulacji Aβ. Krótkotrwała inhibicja białek BET po 

zastosowaniu JQ1 powoduje z jednej strony zahamowanie aktywności fagocytarnej 

mikrogleju, z drugiej zaś strony obniża ekspresję CD33, co powinno sprzyjać nasileniu 
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funkcji fagocytarnych. Jednak nasze wyniki pokazują, że równoczesne hamowanie 

innych genów i szlaków niezbędnych dla funkcjonowania fagocytozy ogranicza ogólną 

aktywność mikrogleju. W efekcie, mimo zmniejszenia ekspresji CD33, sumaryczny 

wpływ JQ1 na fagocytozę Aβ jest hamujący, co może ograniczać praktyczny efekt 

terapeutyczny. Nasze wyniki podkreślają złożoność regulacji funkcji fagocytarnych 

mikrogleju i wskazują na potrzebę dalszych badań, które pozwolą w pełni zrozumieć 

mechanizmy wpływające na te procesy oraz ich potencjalne wykorzystanie w terapii 

chorób neurodegeneracyjnych. 

Przedstawione w niniejszej dysertacji badania mają swoje ograniczenia, które 

zmniejszają nieco możliwość praktycznego wnioskowania na ich podstawie. Większość 

analiz, w tym publikacje I–V, opiera się na modelach in vitro oraz na zwierzętach, które 

nie w pełni oddają złożoność ludzkiego mózgu ani jego regulacji epigenetycznej, co 

utrudnia bezpośrednią translację wyników na kontekst kliniczny [Berenguer-Daizé i 

wsp., 2016; Ravindra i wsp., 2009]. Na przykład różnice w zakresie dostępności 

acetylowanych histonów i aktywności białek BET mogą się różnić w mózgu mysim i 

ludzkim [Adamu i wsp. 2024; Lambert i wsp. 2009; Nikkar i wsp. 2022]. Po drugie, 

długoterminowe skutki farmakologicznej blokady białek BET są jeszcze słabo poznane, 

a potencjalne skutki uboczne, takie jak immunosupresja, zahamowanie proliferacji 

komórek czy wpływ na funkcje neurokognitywne, jeszcze nie zostały w pełni zbadane 

[Bilecki i wsp. 2021; Eischer i wsp. 2023]. Również rola białek BET w modulacji innych 

istotnych w neurodegenracji procesów takich jak autofagia czy zaburzenia funkcji 

mitochondriów, nie jest jeszcze dobrze poznana [Benito i wsp. 2017; Cheung i wsp. 2021; 

Rahman i wsp. 2020]. 

Zważywszy na powyższe, uzasadnione wydaje się przeprowadzenie przyszłych badań 

oceniających skuteczność inhibitorów białek BET w dłuższej perspektywie. Należy także 

rozwinąć badania mechanistyczne, aby wyjaśnić, w jaki sposób inhibitory bałek BET 

wpływają na poziom Aβ w mózgu, a także jak oddziałują na funkcje innych komórek 

mózgu, takich jak astrocyty czy neurony [Adamu i wsp. 2024; Benito i wsp. 2017]. 

Kolejnym perspektywicznym kierunkiem badań jest analiza interakcji białek BET z 

innymi epigenetycznymi regulatorami, czy też z szlakami związanymi z metabolizmem 

mitochondrialnym, które odgrywają istotną rolę w neurodegeneracji [Cheung i wsp. 

2021]. 
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Podsumowując, uzyskane wyniki wskazują, że białka z rodziny BET stanowią bardzo 

ważny element epigenetycznej regulacji funkcji mikrogleju. Zastosowanie inhibitorów 

białek BET do modulacji aktywności mikrogleju w chorobach związanych z 

neurozapaleniem wydaje się obiecującym podejściem terapeutycznym [Cummings i wsp. 

2021; Cummings i wsp. 2024; Liu i wsp. 2019; McGeer i wsp. 2016; McGeer i wsp. 1998; 

Richardson i wsp. 2019]. Rozpoznanie potencjału inhibicji białek BET jako przyszłej 

strategii terapeutycznej ukierunkowanej na tłumienie nadmiernej aktywności mikrogleju 

wymaga jednak jeszcze wielu szczegółowych badań, aby wyeliminować potencjalne 

ryzyko, określić efekty centralne o obwodowe i zoptymalizować terapię [Passeri i wsp. 

2022; Raj i wsp. 2014a]. W tym celu konieczne jest nie tylko pogłębienie badań 

przedklinicznych, lecz także rozwój badań klinicznych, które pozwolą na pełne 

zrozumienie ich roli w patogenezie i leczeniu chorób neurodegeneracyjnych. 
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Wnioski 

1. Inhibicja białek BET obniża ekspresję niektórych genów związanych z 

aktywnością fagocytarną i endocytozą w komórkach mikrogleju in vitro. 

Skutkiem tego jest zahamowanie funkcji fagocytarnej mikrogleju. Białka z 

rodziny BET w różnym stopniu są odpowiedzialne za to zjawisko, efekt zależy 

głównie od BRD2 i BRD4, co wskazuje na ich kluczową rolę w regulacji funkcji 

mikrogleju. 

 

2. JQ1 hamuje ekspresję genów cytokin prozapalnych i ogranicza uwalnianie 

cytotoksycznych mediatorów przez aktywowane komórki mikrogleju in vitro. 

Efekt inhibicji jest zależny od czasu ekspozycji. JQ1 nie wpływa jednak na 

ekspresję tych genów w komórkach niestymulowanych. Wyniki te sugerują, że 

hamowanie aktywności białek BET może być skuteczną metodą zapobiegania 

skutkom nadmiernej aktywacji mikrogleju w procesach neurozapalnych. 

 

3. U zwierząt narażonych w prenatalnej fazie rozwoju na procesy związane z 

aktywacją układu odpornościowego matki (MIA) znotowano długotrwałe zmiany 

utrzymujące się do co najmniej do 12. miesiąca życia. Obserwowano wzrost 

poziomu Aβ w hipokampie, podczas gdy poziom i fosforylacja białka Tau nie 

ulegały zmianie. Pomimo selektywnych zaburzeń trankskrypcji genów, w tym 

genów prozapalnych, nie obserwowano ewidentnych zmian dystrybucji i 

morfologii mikrogleju i astrocytów, które mogłyby wskazywać na zmianę 

aktywności gleju. Wyniki te sugerują istotne znaczenie czynników prenatalnych 

w patomechanizmie sporadycznej postaci AD, nie wskazują jednak na udział 

komórek gleju. 

 

4. Inhibitor białek BET OTX-015 znacząco redukuje poziom Aβ w hipokampie 

myszy, ale nie ma wpływu na poziom i fosforylację białka Tau. Efekt ten nie jest 

związany z modulacją aktywności mikrogleju, co sugeruje istnienie 

alternatywnych mechanizmów, przez które mogą działać inhibitory białek BET. 

OTX-015 poprawia też pamięć rozpoznawczą u myszy, zarówno w grupie 

kontrolnej jak i w grupie MIA, co sugeruje białka BET jako warty 

zainteresowania cel terapeutyczny w chorobie Alzheimera. 
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5. W warunkach obwodowej aktywacji układu odpornościowego za pomocą LPS-u 

w hipokampie myszy obserwuje się wzrost ekspresji CD33, receptora 

mikroglejowego odgrywającego istotną rolę w patomechanizmie AD, co 

potencjalnie może przyczyniać się do przyspieszenia rozowju patologii 

alzheimerowskiej. Ponieważ JQ1 zapobiega wzrostowi ekspresji CD33, inhibicja 

białek BET wydaje się być możliwą strategią przeciwdziałania tej kaskadzie. 

Należy jednak podkreślić, że wpływ inhibitorów BET na fagocytozę i inne 

funkcje mikrogleju może mieć zarówno korzystne, jak i niekorzystne 

konsekwencje dla homeostazy mózgu. 

 

6. JQ1 redukuje ekspresję cytokin prozapalnych i zmniejsza nasilenie zachowań 

chorobowych oraz obniża poziom Aβ w hipokampie, nie wpływa jednak na 

fosforylację białka Tau. Zaobserwowane działanie przeciwzapalne i 

przeciwamyloidowe wskazuje, że inhibicja białek BET może stanowić obiecującą 

strategię terapeutyczną w chorobie Alzheimera.  

 

7. Aktywacja mikrogleju in vitro, a także aktywacja procesów neurozapalnych w 

OUN wiąże się ze wzrostem ekspresji BRD4, co sugeruje, że wśród białek z 

rodziny BET to właśnie BRD4 odgrywa kluczową rolę w regulacji transkrypcji 

genów związanych z odpowiedzią neurozapalną. 

 

Przeprowadzone badania w znacznym stopniu potwierdzają główną hipotezę 

badawczą, wskazując, że zahamowanie aktywności białek BET moduluje fenotyp 

mikrogleju i ogranicza jego cytotoksyczne działanie, a ponadto może wpływać na 

kluczowe procesy neuropatologiczne związane z chorobą Alzheimera. Uzyskane 

wyniki sugerują jednak, iż mechanizmy działania inhibitorów białek BET są złożone 

i nie zawsze bezpośrednio powiązane z modulacją aktywności mikrogleju, co 

podkreśla konieczność dalszych badań. Niezależnie od tych ograniczeń, zebrane 

dane jednoznacznie wskazują na białka BET – zwłaszcza BRD2 i BRD4 – jako 

istotnych regulatorów odpowiedzi neurozapalnej oraz perspektywiczny cel dla 

nowych strategii terapeutycznych w chorobach neurodegeneracyjnych. 
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