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Wykaz skrótów używanych w rozprawie doktorskiej  

AAS – (ang. Antibiotic Antimycotic Solution), zestaw antybiotyków do hodowli komórkowej;  

ACTB – (ang. β-Actin), gen kodujący β-aktynę; 

ALDH1L1 – (ang. Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member L1), gen kodujący 

dehydrogenazę aldehydową L1; 

AP – (ang. Astrocyte Progenitors), progenitory astrocytarne;  

ATP – (ang. Adenosine Triphosphate), adenozyno-5′-trifosforan, adenozynotriofosforan;  

B27 – suplement stosowany in vitro do różnicowania progenitorów neuralnych w kierunku 

neuronalnym; 

bFGF  – (ang. basic Fibroblast Growth Factor), zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów; 

CAPN10 – (ang. Calpain 10), gen kodujący kalpainę 10; 

CCNG1 – (ang. Cyclin G1), gen kodujący cyklinę G1; 

CoQ10 – (ang. Coenzyme Q10), koenzym Q10; 

COX-1 – (ang. Mitochondrially Encoded Cytochrome C Oxidase I), oksydaza 1 cytochromu 

c, białko IV kompleksu łańcucha oddechowego ETC;  

CSPG4 – (ang. Chondroitin Sulfate Proteoglycan 4), gen kodujący proteoglikan siarczanu 

chondroityny 4; 

DCFH-DA – (ang. Ddichloro-Dihydro-Fluorescein Diacetate), dioctan dichloro-dihydro 

fluoresceiny;  

DCX – (ang. Neuronal Migration Protein Doublecortin), białko związane z mikrotubulami; 

DCX – (ang. Neuronal Migration Protein Doublecortin), gen kodujący białko związane 

z mikrotubulami; 

DNA – (ang. Deoxyribonucleic Acid), kwas deoksyrybonukleinowy; 

EEF1A1 – (ang. Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 Alpha 1), gen kodujący 

Eukariotyczny Czynnik Elongacji Translacji; 

EGF – (ang. Epidermal Growth Factor), naskórkowy czynnik wzrostu; 

EID2 – (ang. EP300 Interacting Inhibitor Of  Differentiation 2), gen kodujący inhibitor 

różnicowania 2 oddziałujący z białkiem EP300; 

eNP – (ang. early Neural Progenitors), wczesne progenitory neuralne; 

ESC – (ang. Embryonic Stem Cells), zarodkowe komórki macierzyste;  

ETC – (ang. Electron Transport Chain), łańcuch transportu elektronów, łańcuch oddechowy;  

GAPDH – (ang. Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase), gen kodujący dehydrogenazę 

aldehydu 3-fosfoglicerynowego; 

GFAP – (ang. Glial Fibrillary Acidic Protein), glejowe kwaśne białko włókienkowe; 
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GFAP – (ang. Glial Fibrillary Acidic Protein), gen kodujący glejowe kwaśne białko 

włókienkowe; 

hESC – (ang. human Embryonic Stem Cells), ludzkie zarodkowe komórki macierzyste; 

hiPSC – (ang. human induced Pluripotent Stem Cells), ludzkie indukowane pluripotencjalne 

komórki macierzyste; 

hiPSC-eNP – komórki eNP otrzymane przez różnicowanie neuralne komórek hiPSC; 

hiPSC-NP – komórki NP otrzymane przez różnicowanie neuralne komórek hiPSC; 

hiPSC-NSC – komórki NSC otrzymane przez różnicowanie neuralne komórek hiPSC; 

HPRT1 – (ang. Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase1), gen kodujący 

fosforybozylotransferazę hipoksantynową; 

IDB – (ang. Idebenone), idebenon, agonista receptora PPARα oraz PPARγ; analog koenzymu 

Q10 o właściwościach przeciwutleniających, wykazujący zdolność do stymulacji biogenezy 

mitochondriów w różnych typach komórek; 

iPSC – (ang. induced Pluripotent Stem Cells), indukowane pluripotencjalne komórki 

macierzyste; 

MAP2 – (ang. Microtubule-Associated Protein 2), białko stabilizujące mikrotubule; 

MAP2 – (ang. Microtubule-Associated Protein 2), gen kodujący białko stabilizujące 

mikrotubule; 

miRNA- małe niekodujące RNA; 

MKI67 – (ang. Proliferation Marker Protein Ki-67), gen kodujący antygen komórek 

proliferujących, białko obecne w jądrach komórek aktywnych mitotycznie; 

Ki67 - (ang. Proliferation Marker Protein Ki-67), antygen komórek proliferujących, białko 

obecne w jądrach komórek aktywnych mitotycznie; 

mRNA – (ang. messenger RNA), matrycowy RNA;  

MT-CO1 – (ang. Mitochondrially Encoded Cytochrome C Oxidase I (COX1)), gen kodujący 

oksydazę I cytochromu c; 

mtDNA – (ang. mitochondrial DNA), DNA mitochondrialny; 

MYC – (ang. MYC Proto-Oncogene), gen kodujący protoonkogen c-MYC; 

N2 – suplement stosowany do różnicowania in vitro mysich oraz ludzkich komórek PSC 

w kierunku neuralnym oraz neuronalnym;  

NANOG – (ang. Homeobox protein NANOG - Pluripotency Marker, Transcription Factor,), 

gen kodujący czynnik transkrypcyjny NANOG; 

NAT1 – (ang. N-Acetyltransferase1), gen kodujący N-acetylotransferazę 1; 
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ND1 – (ang. Mitochondrially Encoded NADH, Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 1), 

gen kodujący podjednostkę 1 dehydrogenazy NADH; 

ND5 – (ang. Mitochondrial Membrane Respiratory Chain NADH - Ubiquinone 

Oxidoreductase Chain), gen kodujący podjednostkę 5 dehydrogenazy NADH; 

NEFH – (ang. Neurofilament Protein, Heavy Chain), gen kodujący ciężki łańcuch 

neurofilamentów pośrednich;  

NEFL – (ang. Neurofilament Protein, Light Chain), gen kodujący lekki łańcuch 

neurofilamentów pośrednich; 

NES – (ang. Nestin), gen kodujący nestynę; 

NES  – (ang. Nestin), nestyna; 

NEUROD1 – (ang. Neurogenic Differentiation Factor 1, Neuronal Differentiation 1), 

gen kodujący czynnik różnicowania neurogennego;  

NF200 – (ang. Neurofilament 200), białko neurofilamentu o masie cząsteczkowej 200 kDa;  

NP – (ang. Neural Progenitors), progenitory neuralne; 

NRF1 – (ang. Nuclear Respiratory Factor-1), gen kodujący jądrowy czynnik oddechowy 1; 

NSC – (ang. Neural Stem Cells), neuralne komórki macierzyste; 

OP – (ang. Oligodendrocyte Progenitors), progenitory oligodendrocytarne;  

OXPHOS – (ang. Oxidative phosphorylation), fosforylacja oksydacyjna; 

PCR – (ang. Polymerase Chain Reaction), reakcja łańcuchowa polimerazy; 

PGC-1α – (ang. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1-alpha), 

koaktywator 1α receptora γ aktywowanego przez proliferatory peroksysomów; 

PHB – (ang. Prohibitin), gen kodujący prohibitynę; 

POU5F1 – (ang. POU Class 5 Homeobox 1), gen kodujący czynnik transkrypcyjny OCT3/4, 

OCT4; 

PPAR – (ang. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors), receptory aktywowane przez 

proliferatory peroksysomów; 

PPARA – (ang. Peroxisome Proliferator Activated Receptor Alpha), gen kodujący receptor 

aktywowany przez proliferatory peroksysomów alfa (PPARα); 

PPARD – (ang. Peroxisome Proliferator Activated Receptor Delta), gen kodujący receptor 

aktywowany przez proliferatory peroksysomów delta (PPARβ/δ); 

PPARG – (ang. Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma), gen kodujący receptor 

aktywowany przez proliferatory peroksysomów gamma (PPARγ);  

PPARGC1A – gen kodujący koaktywator (PGC-1α); 
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PQQ – (ang. Pyrroloquinoline quinone), pirolochinolinochinon (2,7,9-Tricarboxy-1H-

Pyrrolo-(2,3-f)Quinoline-4,5-Dione, Methoxatin), agonista receptora PPARα; analog 

koenzymu Q10 o właściwościach przeciwutleniających, wykazujący zdolność do stymulacji 

biogenezy mitochondriów w różnych typach komórek; 

PRKAA1 – (ang. Protein Kinase AMP-Activated Catalytic Subunit Alpha 1), gen kodujący 

białko kinazy białkowej, zależnej od kinazy AMPK; 

PSC – (ang. Pluripotent Stem Cells), pluripotencjalne komórki macierzyste;  

qPCR – (ang. quantitative Polymerase Chain Reaction), ilościowa reakcja łańcuchowej 

polimerazy; 

qRT-PCR – (ang. quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction ), ilościowa 

reakcja łańcuchowa polimerazy na matrycy cDNA otrzymanej w reakcji odwrotnej 

transkrypcji; 

RABEP2 – (ang. Rabaptin, RAB GTPase Binding Effector Protein 2), gen kodujący 

rabaptynę; 

RFT – (ang. Reactive Oxygen Species, ROS), reaktywne formy tlenu; 

RNA – (ang. Ribonucleic Acid), kwas rybonukleinowy; 

RNA-seq – (ang. RNA sequencing), sekwencjonowanie RNA; 

RPLPO – (ang. Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P0), gen kodujący białko wchodzące 

w skład dużej podjednostki rybosomu; 

RT – (ang. Reverse Transcription), reakcja odwrotnej transkrypcji; 

RT-PCR – (ang. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), reakcja łańcuchowa 

polimerazy na matrycy cDNA otrzymanej w reakcji odwrotnej transkrypcji; 

SC – (ang. Stem Cells), komórki macierzyste; 

Mitotracker red CMXRos – barwnik fluorescencyjny, stosowany do barwienia 

mitochondriów w żywych komórkach, jego akumulacja zależy od ΔΨm; 

SDHA – (ang. Succinate Dehydrogenase Complex Flavoprotein Subunit A, Subunit 

of Succinate-Ubiquinone Oxidoreductase Complex of the Mitochondrial Respiratory Chain), 

podjednostka A dehydrogenazy bursztynianowej, białko II kompleksu łańcucha oddechowego 

(ETC); 

SDHA – (ang. Succinate Dehydrogenase Complex Flavoprotein Subunit A, Subunit 

of Succinate-Ubiquinone Oxidoreductase Complex of the Mitochondrial Respiratory Chain), 

gen kodujący podjednostkę A dehydrogenazy bursztynianowej, białko II kompleksu łańcucha 

oddechowego (ETC); 

SERPINA1 – (ang. Alpha-1-Antitrypsin (AAT), also known as Protease Inhibitor (PI)), 

gen kodujący serpinę 1;  

SIRT1 – (ang. Sirtuin 1), gen kodujący sirtuinę 1; 

http://rcin.org.pl



9 

 

SLCO2B1 – (ang. Solute Carrier Organic Anion Transporter Family, member 2B1), 

gen kodujący polipeptyd transportujący aniony organiczne 2B1; 

SOX2 – (ang. Pluripotency Marker, Transcription Factor, SRY (Sex Determining Region Y)-

Box 2), gen kodujący czynnik transkrypcyjny SOX2; 

TBP – (ang. TATA-Box Binding Protein), gen kodujący białko wiążące kasetę TATA; 

TFAM – (ang. Mitochondrial Transcription Factor A), mitochondrialny czynnik 

transkrypcyjny A; 

TUBB3 – (ang. Tubulin Beta 3 Class III), gen kodujący β-tubulinę III, neuronalne białko 

neurofilamentowe; 

β-tubulina III - (ang. Tubulin Beta 3 Class III), neuronalne białko neurofilamentowe; 

UBC – (ang. Ubiquitin C), gen kodujący ubikwitynę C; 

ZNF324B – (ang. Zinc Finger Protein 324B), gen kodujący białko zawierające motyw palca 

cynkowego 324B; 

ΔΨm – (ang. Mitochondrial Membrane Potential), potencjał błony mitochondrialnej; 
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1. Streszczenie polskojęzyczne i anglojęzyczne 

Streszczenie  

Odkrycie, że komórki somatyczne można reprogramować do indukowanych 

pluripotencjalnych komórek macierzystych (iPSC, ang. induced Pluripotent Stem Cells) 

pozwoliło na znaczny rozwój badań w dziedzinie medyczny regeneracyjnej, jak również 

badań toksykologicznych oraz farmakologicznych in vitro. Postęp w otrzymywaniu ludzkich 

iPSC (hiPSC, ang. human iPSC) tzw. „bezpiecznymi metodami” tj. bez integracji transgenu 

do genomu gospodarza (np. stosując mRNA, białka rekombinowane, miRNA, wektory 

episomalne) przyczynił się do wykorzystania tych komórek w spersonalizowanej terapii 

komórkowej. Dodatkowo hiPSC stanowią „niekontrowersyjną etycznie” alternatywę 

dla ludzkich zarodkowych komórek macierzystych (hESC, ang. human Embryonic Stem 

Cells) w modelowaniu in vitro wczesnych etapów rozwoju człowieka dzięki zdolności 

do różnicowania we wszystkie tkanki organizmu. W cyklu publikacji stanowiących rozprawę 

doktorską przedstawiono wyniki oceny wpływu stymulacji biogenezy mitochondriów 

na wczesne etapy różnicowania neuralnego komórek hiPSC. W tym celu z hiPSC otrzymano 

trzy populacje komórkowe: neuralne komórki macierzyste (NSC, ang. Neural Stem Cells), 

wczesne progenitory neuralne (eNP, ang. early Neural Progenitors) oraz progenitory 

neuralne (NP, ang. Neural Progenitors), przy czym komórki eNP scharakteryzowano 

po raz pierwszy. Badane populacje komórkowe różniły się istotnie pod względem ekspresji 

markerów typowych dla rozwoju neuralnego na poziomie mRNA i białek. Komórki NSC, 

eNP oraz NP zostały poddane ekspozycji na substancje indukujące biogenezę mitochondriów: 

pirolochinolinochinon (PQQ) lub idebenon (IDB). Pod wpływem tych związków wykazano 

istotne zmiany w parametrach ważnych dla procesów życiowych komórki: żywotności, 

poziomie wolnych rodników (RFT), potencjale błony mitochondrialnej (ΔΨm) oraz ekspresji 

genów związanych z regulacją biogenezy mitochondriów: NRF1, PPARGC1A, TFAM. 

Wzrostowi ekspresji tych genów towarzyszył wzrost pozostałych badanych markerów 

biogenezy mitochondriów: liczby kopii mitochondrialnego DNA (mtDNA) oraz  ekspresji 

białek SDHA i COX-1, wyłącznie w stadium eNP. W komórkach NSC i eNP, po inkubacji 

z PQQ zanotowano równoczesny wzrost ekspresji genu PPARGC1A oraz markera astrocytów 

GFAP, przy jednoczesnym spadku ekspresji markera neuronalnego MAP2. IDB działał 

podobnie we wszystkich stadiach, z wyjątkiem eNP, gdzie stymulował ekspresję zarówno 

GFAP jak i MAP2. Powyższe wyniki świadczą o istnieniu w stadium eNP „przedziału 

wrażliwości rozwojowej” na PQQ oraz IDB, a także o pozytywnym wpływie stymulacji 

biogenezy mitochondriów na różnicowanie komórek hiPSC w kierunku astrocytarnym.  
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 Abstract 

Human induced pluripotent stem cells (hiPSC) generated from somatic cells through 

genetic reprogramming influenced greatly development of basic research in regenerative 

medicine as well as in vitro toxicology and pharmacology field. The progress 

in  the “safe methods” of hiPSC generation (without the integration of the transgene 

into the host genome, eg., mRNA,  recombinant proteins, miRNA’s, episomal vectors) gave 

an opportunity to use this cells in personalized cell therapy. In addition, the hiPSC serve 

as ethically non-controversial in vitro model of early human development which 

is an alternative to the model of human embryonic stem cells (hESC). The cycle 

of publications chosen for the theses investigates the influence of stimulation of mitochondrial 

biogenesis on the early stages of hiPSC neural differentiation. In this study, neural 

differentiation of hiPSC resulted in obtaining three distinct cells populations: neural stem cells 

(NSC), early neural progenitors (eNP), and neural progenitors (NP) however, the population 

of eNP cells has been characterized for the first time. Analysis of the gene and protein 

expression have shown that NSC, eNP and NP cell populations were significantly different 

in the level of unique markers for early neural development. The obtained cell populations 

were investigated for their sensitivity to compounds stimulating the mitochondrial biogenesis: 

Pyrroloquinoline quinone (PQQ) or idebenone (IDB), which were added independently. 

The results revealed significant changes in the cells viability, free radical level (ROS) 

and mitochondrial membrane potential (ΔΨm) upon the treatment with PQQ and IDB 

in all tested populations. The expression of genes related with mitochondrial biogenesis 

regulation: NRF1, PPARGC1A and TFAM were also significantly different. However 

exclusively at the eNP stage, after incubation with PQQ and IDB, all markers indicating 

stimulation of mitochondrial biogenesis were significantly elevated. 

This included  upregulation of NRF1, PPARGC1A, TFAM gene expression, increased number 

of copies of mitochondrial DNA (mtDNA) and significant elevation of expression of proteins 

important for mitochondrial function: COX-1 and SDHA. Gene expression analysis of neural 

differentiation upon PQQ treatment revealed in NSC and eNP stages of development 

simultaneous increase in expression of  PPARGC1A (main regulator of mitochondrial 

biogenesis) and astrocyte marker GFAP accompanied with repression of the neuronal marker 

MAP2. IDB in all stages of development  yielded a similar effect with the exception of eNP, 

where stimulation of the expression of both GFAP and MAP2 was observed, although 

the increase in GFAP expression was higher. The above data demonstrate the existence 

of developmental “window of  sensitivity" for investigated factors (PQQ, IDB) inducing 

mitochondrial biogenesis at eNP stage of development and the possibility of influencing 

of the neural differentiation pathways via PQQ and IDB in favour of astrocytic fate.  
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2. Innowacyjność rozprawy 

Po raz pierwszy:  

 wyodrębniono oraz scharakteryzowano podczas różnicowania neuralnego hiPSC wczesne 

stadium rozwoju neuralnego: eNP, stanowiące stadium pośrednie między NSC a NP,  

 zaprojektowano panel genów referencyjnych dla komórek NSC, eNP oraz NP w sposób 

umożliwiający ich prawidłową charakterystykę molekularną, 

 udowodniono zależną od stadium zróżnicowania neuralnego wrażliwość komórek NSC, 

eNP, NP na PQQ i IDB, oraz wykazano: 

 powiązanie między efektywnością stymulacji biogenezy mitochondriów, a stadium 

rozwojowym komórek hiPSC i określono „przedział wrażliwości rozwojowej” na badane 

czynniki indukujące biogenezę mitochondriów w stadium eNP,  

 znaczenie indukcji biogenezy mitochondriów dla różnicowania neuralnego komórek 

hiPSC, 

 wpływ PQQ oraz IDB na różnicowanie eNP w kierunku astrocytarnym (PQQ) 

oraz neuronalnym i astrocytarnym (IDB), 

 molekularny związek stymulacji biogenezy mitochondriów z  kierunkiem różnicowania 

astrocytarnego (wzrostowi ekspresji genu PPARGC1A zawsze towarzyszył wzrost 

ekspresji genu GFAP). 
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3. Wstęp  

Ludzkie indukowane pluripotencjalne komórki macierzyste: hiPSC 

(ang. human induced Pluripotent Stem Cells) to komórki, uzyskane w procesie 

reprogramowania [1]. Opisano wiele metod reprogramowania, ale tylko nieliczne 

są metodami, które nie powodują włączenia transgenu do genomu gospodarza i można 

je zastosować do otrzymania komórek o przeznaczeniu aplikacyjnym. Należą do nich 

transfekcja: wektorami episomalnymi [2], mRNA, miRNA oraz transdukcja białkami 

rekombinowanymi [3]. Komórki otrzymane za pomocą reprogramowania cechuje wysoki 

potencjał samoodnowy oraz zdolność do różnicowania zarówno in  vitro, jak i in vivo 

w komórki endo-, ekto- oraz mezodermy [1]. hiPSC mogą być stosowane in vitro 

do  otrzymania: neuralnych komórek macierzystych (NSC, ang.  Neural  Stem Cells); 

progenitorów neuralnych: (NP, ang. Neural Progenitors) [4–7], ale również progenitorów 

astrocytarnych (AP, ang. Astrocyte Progenitors) [8] i oligodendrocytarnych 

(OP, ang. Oligodendrocyte Progenitors) [9]. Metody używane do różnicowania neuralnego 

hiPSC różnią się m.in.: stosowanymi czynnikami wzrostu oraz długością i efektywnością 

procesu różnicowania [6, 15].  

W przedstawionym cyklu prac tej dysertacji otrzymano trzy stadia różnicowania 

neuralnego hiPSC: NSC, eNP (ang. early Neural Progenitors) i NP. Stadium pośrednie 

między NSC a NP: eNP charakteryzujące się specyficzną ekspresją markerów neuralnych 

opisano po raz pierwszy [4, 5]. Różnicowanie neuralne komórek pluripotencjalnych PSC 

(ang. Pluripotent Stem Cells) jest procesem złożonym i może być modulowane przez wiele 

czynników m.in. przez poziom reaktywnych form tlenu (RFT) [10], potencjał błony 

mitochondrialnej (ΔΨm) [11], aktywację receptorów PPAR (ang. Peroxisome Proliferator-

Activated Receptors) [12] oraz biogenezę mitochondriów [13, 14]. Nadal niewiele wiadomo 

w jaki sposób wymienione procesy wpływają na  różnicowanie neuralne komórek hiPSC. 

Próba wyjaśnienia roli tych czynników w różnicowaniu neuralnym komórek hiPSC stała 

się przedmiotem badań stanowiących podstawę rozprawy doktorskiej. 

Mitochondria, to organelle odpowiedzialne za oddychanie komórkowe i produkcję 

energii, pełniące kluczową rolę w metabolizmie komórek zróżnicowanych. Biorą one udział 

w regulacji wielu procesów komórkowych, w tym procesu różnicowania komórek 

pluripotencjalnych (hESC, hiPSC) podczas, którego dochodzi do zmiany toru oddychania 

komórkowego z opartego na glikolizie anaerobowej na fosforylację oksydacyjną (OXPHOS) 

[16]. Wykazano, że różnicowanie komórek podczas embriogenezy prowadzi 
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do progresywnego wzrostu liczby kopii mtDNA, masy mitochondriów, wielkości i złożoności 

tych organelli [17–20]. W 2010 roku Prigione i wsp. [21], wprowadzili pojęcie 

„stanu metabolicznego komórki” łączące dojrzałość mitochondriów z różnicowaniem 

komórek. Mitochondria komórek hiPSC wykazują „niedojrzały fenotyp” i małą aktywność. 

Podczas różnicowania hiPSC zmienia się ich metabolizm energetyczny 

[16], co przedstawiono na Rycinie 1. Komórki te w stadium niezróżnicowanym preferują 

glikolizę anaerobową [16], podczas gdy komórki zróżnicowane – fosforylację oksydacyjną 

[22]. Związane jest to ze zwiększeniem liczby mitochondriów w odpowiedzi na zwiększone 

zapotrzebowanie na ATP  [14, 20]. W trakcie różnicowania neuralnego, zmianom 

metabolicznym [16, 24–26] towarzyszą zmiany morfologii komórek oraz ekspresji głównych 

markerów neuralnych [4, 5].  

 

Rycina 1. Metabolizm hiPSC przed i po różnicowaniu (wg. Xu i wsp., 2013) 

 

Biogeneza mitochondriów jest kontrolowana przez geny kodujące białka 

mitochondrialne. Główną rolę w tym procesie odgrywa białko PGC-1α (ang. Peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) kodowane przez gen PPARGC1A. 

Białko PGC-1α aktywuje między innymi ekspresję jądrowego czynnika transkrypcyjnego 

NRF1 (ang. Nuclear Respiratory Factor 1) [27]. Białko NRF1 bierze udział w regulacji 
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transkrypcji genów jądrowych kodujących podjednostki kompleksów łańcucha oddechowego 

ETC (ang. Electron Transport Chain) i inne białka mitochondrialne oraz aktywuje 

mitochondrialny czynnik transkrypcyjny TFAM (ang. Mitochondrial Transcription Factor A). 

TFAM, odgrywa istotną rolę w inicjacji transkrypcji i replikacji mitochondrialnego DNA. 

Jest więc ogniwem koordynującym ekspresję genów jądrowych i mitochondrialnych, 

w procesie biogenezy mitochondriów [16]. 

Biorąc pod uwagę możliwość zastosowania komórek hiPSC w medycynie 

regeneracyjnej zrozumienie związku między biogenezą mitochondriów, a losem komórek 

hiPSC ma kluczowe znaczenie. Rola mitochondriów w procesie różnicowania komórek 

macierzystych SC (ang. Stem Cells) jest  przedmiotem wielu badań [16, 28], jednak 

rzeczywisty wpływ mitochondriów in vivo na  różnicowanie i plastyczność komórek 

SC został dotychczas słabo poznany [29]. Nie potwierdzono, czy intensywność biogenezy 

mitochondriów oraz zmiany metaboliczne wpływają na kierunek różnicowania komórek 

SC i ich plastyczność, czy też biernie  towarzyszą  temu procesowi oraz czy procesem tym 

można sterować. Ponadto w piśmiennictwie brak jest doniesień na temat wpływu stymulacji 

biogenezy mitochondriów na różnicowanie neuralne hiPSC. Do zbadania tego zagadnienia 

wykorzystano komórki NSC, eNP, NP otrzymane przez różnicowanie neuralne komórek 

hiPSC i poddane działaniu takich substancji jak: pirolochinolinochinon (PQQ, 

ang. Pyrroloquinoline quinone) i idebenon (IDB, ang. Idebenone). PQQ jak i IDB 

są, agonistami receptorów PPAR (PQQ -  PPARα, IDB - PPARα i PPARγ) oraz analogami 

koenzymu Q10 (CoQ10), mogącymi pełnić rolę nośników elektronów w mitochondrialnym 

łańcuchu oddechowym. Związki te cechuje aktywność przeciwutleniająca oraz zdolność 

do indukcji biogenezy mitochondriów w różnych typach komórek  [30, 31]. 
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4. Cel pracy 

Hipoteza badawcza  

Wrażliwość komórek hiPSC na czynniki indukujące biogenezę mitochondriów 

(PQQ oraz IDB) podczas różnicowania neuralnego zależy od stadium rozwojowego komórek 

i  ma  związek z ich kierunkiem różnicowania. 

Cel główny: 

Określenie wrażliwości komórek hiPSC na wczesnych etapach rozwoju neuralnego 

in vitro na czynniki indukujące biogenezę mitochondriów: PQQ i IDB, oraz zbadanie 

molekularnego związku między biogenezą mitochondriów, a różnicowaniem neuralnyn 

hiPSC.   

Cele szczegółowe: 

1. Otrzymanie i charakterystyka populacji komórkowych NSC, eNP oraz NP. 

2. Ocena wpływu PQQ i IDB w komórkach NSC, eNP, NP na:  

 żywotność, poziom RFT, ΔΨm oraz całkowitą liczbę komórek, 

 poziom wskaźników biogenezy mitochondriów: ekspresję białek COX-1 i SDHA, liczbę 

kopii mtDNA oraz ekspresję genów PPARGC1A, TFAM, NRF1, 

 poziom ekspresji markerów różnicowania neuronalnego (MAP2) oraz astrocytarnego 

(GFAP).  
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5. Zadania badawcze 

1. Otrzymanie komórek: NSC, eNP, oraz NP w wyniku różnicowania hiPSC 

oraz ich charakterystyka za pomocą RT-PCR, RNA-seq i barwienia immunocytochemicznego 

[4, 5]. Schemat eksperymentu przedstawiono na Rycinie 2. 

 

Rycina 2. Schemat doświadczeń obejmujących otrzymanie i charakterystykę komórek: NSC, 

eNP oraz NP  
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2. Inkubacja NSC, eNP, NP z PQQ [4] lub IDB [5], a następnie: a) ocena wrażliwości 

komórek na badane związki (oznaczenie: żywotności, poziomu RFT, ΔΨm oraz całkowitej 

liczby komórek); b) analiza biogenezy mitochondriów (określenie poziomu: 

oksydazy I cytochromu c COX-1 oraz dehydrogenazy bursztynianowej SDHA; oznaczanie 

liczby kopii mitochondrialnego DNA); analizę zmian profilu ekspresji genów NRF1, TFAM, 

PPARGC1A, MAP2, GFAP, po wyznaczeniu genów referencyjnych. Schemat doświadczeń 

przedstawiono na Rycinie 3 [4, 5].  

 

Rycina 3. Schemat doświadczeń oceniających wpływ substancji badanych na komórki NSC, 

eNP oraz NP 
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6. Omówienie zalet i ograniczeń metod badawczych użytych w pracach 

oryginalnych 

 W Tabeli 1 przedstawiono zalety i ograniczenia metod badawczych użytych w pracach 

oryginalnych. 

Tabela 1. Zalety i ograniczenia metod badawczych użytych w pracach oryginalnych 

Lp.  Metoda Zalety Ograniczenia 

1.  Analiza ekspresji 

genów metodą  

(RT-PCR) 

 potwierdzenie obecności lub 

braku danego transkryptu; 

 metoda nie pozwala na 

ocenę ilościową ekspresji 

genów; 

2.  Analiza ekspresji 

genów metodą  

(RNA-seq) 

 precyzyjna informacja na 

temat poziomów ekspresji 

genów;  

 analiza całego transkryptomu 

z bardzo wysoką 

wydajnością; 

 wysoka czułość 

i dokładność; 

 niejednoznaczność w 

mapowaniu do genomu, 

spowodowana brakiem 

intronów w sekwencjach 

mRNA;  

 

3.  Analiza ekspresji 

genów metodą 

(qRT-PCR) 

 jakościowa oraz ilościowa 

ocena ekspresji genów; 

 wysoka czułość 

i specyficzność reakcji;  

 pozwala na walidację 

wyników otrzymanych 

metodą RNA-seq;  

 konieczność poprawnego 

wyboru genów 

referencyjnych; 

4.  Ocena liczby 

kopii mtDNA 

metodą qPCR 

 umożliwia oszacowanie 

początkowej liczby 

cząsteczek DNA; 

 wysoka czułość i 

specyficzność;  

 brak;  

5.  Barwienie 

immunocyto-

chemiczne  

 detekcja kilku antygenów 

jednocześnie;  

 przeciwciała drugorzędowe 

z fluorochromami Alexa 

Fluor®, 

wytwarzają fotostabilne 

koniugaty;  

 reakcje fałszywie 

pozytywne lub negatywne; 

 reakcje krzyżowe 

przeciwciał z epitopami 

typowymi dla różnych 

białek;  
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6.  Pomiar 

żywotności  

(alamarBlue Cell 

Viability 

Reagent) 

 pomiar aktywności 

metabolicznej i proliferacji 

żywych komórek; 

 detekcja może być 

prowadzona metodą 

kolometryczną 

lub fluorescencyjną; 

 nie wymaga lizy komórek;  

 brak; 

7.  Pomiar potencjału 

błony 

mitochondrialnej 

ΔΨm  

(Mitotracker  

red CMXRos)  

 akumulacja barwnika zależy 

od potencjału błony 

mitochondrialnej; 

 

 niska stabilność; 

 

8.  Pomiar poziomu 

reaktywnych form 

tlenu RFT 

(DCFH-DA) 

 

 uwzględnia biodostępność, 

dystrybucję oraz metabolizm 

przeciwutleniaczy w obrębie 

komórki;  

 sonda DCFH-DA nie jest 

selektywnym wskaźnikiem 

tworzenia określonych RFT 

w komórkach; 

 niska stabilność; 

9.  Ocena liczby 

komórek za 

pomocą barwnika 

Janus green 

 umożliwia normalizację 

otrzymanych wyników z 

innych oznaczeń w stosunku 

do liczby komórek;  

 barwnik może być 

stosowany jednocześnie z 

metodami opartymi o 

fluorescencję lub 

luminescencję;  

 brak;  

10.  Test immuno-

enzymatyczny 

MitoBiogenesis™ 

In-Cell ELISA 

Kit 

 pozwala na ocenę ekspresji 

białek istotnych dla 

funkcjonowania 

mitochondriów: COX-1 oraz 

SDHA;  

 test nie wymaga 

przeprowadzenia lizy 

komórek; 

 nie daje pełnego obrazu 

dotyczącego 

funkcjonalności 

mitochondriów; 
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7. Podsumowanie i omówienie najważniejszych wyników 

I. Otrzymanie i charakterystyka: NSC, eNP oraz NP z komórek hiPSC 

1. W wyniku różnicowania hiPSC otrzymano 3 populacje komórkowe na różnych etapach 

rozwoju neuralnego: NSC, eNP, NP, charakteryzujące się specyficzną: morfologią, 

ekspresją markerów neuralnych, neuronalnych i astrocytarnych oraz biogenezy 

mitochondriów na poziomie mRNA [4] (Fig.1A, Suppl.Fig.1) oraz ekspresją głównych 

markerów neuralnych na poziomie białka [4] (Fig.1BC); [5] (Fig.1).  

2. W stadium NSC, w porównaniu do komórek hiPSC zanotowano spadek ekspresji genów 

pluripotencjalnych: POU5F1 oraz NANOG [4] (Fig.1A, Suppl.Fig.1) oraz wzrost poziomu 

markerów neuralnych komórek macierzystych: Nestyny, β-Tubuliny III [4] (Fig.1BC); 

[5] (Fig.1). 

3. Podczas różnicowania komórek NSC w  kierunku eNP odnotowano wzrost poziomu 

ekspresji markerów neuronalnych: β-Tubuliny III oraz MAP2, pojawienie się ekspresji 

markera astrocytów GFAP oraz spadek poziomu ekspresji Ki67 [4] (Fig.1BC) [5], (Fig.1), 

co  świadczy o zmniejszeniu tempa proliferacji komórek eNP. 

4. Podczas różnicowania komórek eNP w kierunku NP odnotowano spadek ekspresji 

Nestyny oraz wzrost poziomu ekspresji GFAP [4] (Fig.1BC); [5] (Fig.1), a także dalsze 

zmniejszenie tempa proliferacji (spadek ekspresji Ki67) [4] (Fig.1BC); [5] (Fig.1). 

II. Wpływ substancji badanych na wybrane procesy życiowe komórek NSC, eNP i NP 

1. W badaniach potwierdzono, że PQQ [4] oraz IDB [5] w ustalonym, optymalnym stężeniu 

0,5μM wpływa na: żywotność [4, 5] (Fig.2A), poziom RFT [4, 5] (Fig.2B), ΔΨm 

[4, 5] (Fig.2C), całkowitą liczbę komórek [4, 5] (Fig.3C) oraz regulację biogenezy 

mitochondriów [4, 5] (Fig.3AB, Fig.4ABC, Fig.5ABC).  

2. Po ekspozycji na PQQ [4] oraz IDB [5] zanotowano obniżenie poziomu RFT [4, 5] 

(Fig.2B), któremu towarzyszył wzrost żywotności [4, 5] (Fig.2A) oraz wzrost całkowitej 

liczby komórek [4, 5] (Fig.3C) w populacjach komórek NSC i eNP.  

3. Zestawienie najważniejszych wyników działania substancji badanych (PQQ 0,5μM 

oraz IDB 0,5μM) na NSC, eNP i NP przedstawiono w publikacjach [4, 5] w Tabeli 1.  

http://rcin.org.pl



22 

 

III. Wpływ substancji badanych na biogenezę mitochondriów 

1. Wykazano istotny statystycznie wzrost kopii mtDNA pod wpływem PQQ [4] (Fig.4AB) 

oraz IDB [5] (Fig.4AB) wyłącznie w stadium eNP. 

2. Po zastosowaniu PQQ [4] oraz IDB  [5] zanotowano zmiany ekspresji genów: NRF1, 

PPARGC1A, TFAM [4, 5], w zależności od stadium rozwojowego. Jednoczesny wzrost 

ekspresji tych genów pod wpływem PQQ [4] oraz IDB [5] odnotowano jedynie 

w  stadium eNP [4] (Fig.5ABC); [5] (Fig.5ABC). 

3. Po ekspozycji na PQQ [4] oraz IDB  [5] w komórkach NSC oraz eNP wykazano istotny 

wzrost ekspresji białek: SDHA, jak i COX-1  [4] (Fig.3AB); [5] (Fig.3AB). 

IV. Wpływ substancji badanych na różnicowanie neuralne i jego związek z biogenezą 

mitochondriów 

1. Wpływ PQQ [4] oraz IDB [5] na ekspresję genu MAP2 i GFAP był różny w zależności 

od stadium zróżnicowania komórek. Zmianom poziomu ekspresji genu MAP2 [4, 5] 

(Fig.5D) oraz GFAP [4, 5] (Fig.5E) towarzyszyły zmiany: ekspresji genów regulujących 

biogenezę mitochondriów: NRF1, TFAM, PPARGC1A, [4, 5] (Fig.5ABC), liczby kopii 

mtDNA [4, 5] (Fig.4AB) oraz ekspresji białek: SDHA, COX-1 [4, 5] (Fig.3AB).  

2. W stadium eNP, w którym potwierdzono wzrost poziomu wszystkich markerów 

biogenezy mitochondriów po ekspozycji na PQQ [4] i IDB [5]. Potwierdzono wzrost 

ekspresji GFAP oraz represję MAP2 po działaniu PQQ [4] (Fig.5DE) lub jednoczesny 

wzrost ekspresji GFAP oraz MAP2 po traktowaniu komórek IDB [5] (Fig.5DE). 

Po dodaniu IDB do eNP wzrost ekspresji genu GFAP był wyższy niż MAP2 

[5] (Fig.5DE). 

3. Wykazano, że wzrostowi genu PPARGC1A [4, 5] (Fig.5B) zarówno w przypadku 

zastosowania PQQ [4], jak i IDB [5] towarzyszy wzrost ekspresji markera astrocytów 

GFAP [4, 5] (Fig.5E). 

 V. Omówienie wyników 

1. Związek PQQ i IDB z PGC-1α  i receptorami PPAR  jest znany z literatury [30, 32–36]. 

Wiadomo również, że aktywacja receptorów jądrowych PPAR wpływa na wybór kierunku 

różnicowania neuralnego [12]. Białko PGC-1α kodowane przez gen PPARGC1A odgrywa 

istotną rolę w biogenezie mitochondriów [30, 37]. PGC-1α  ulega ekspresji na wysokim 

poziomie podczas rozwoju zarodkowego, ale również w progenitorach neuralnych i nowo 
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powstałych neuronach w postnatalnym mózgu [38]. Xing i wsp., 2018 [37] wykazali, 

że nadekspresja genu PPARGC1A prowadzi do wzrostu ekspresji GFAP. Ponadto 

udowodniono, że aktywacja receptora: PPARα wiąże się  z pojawieniem fenotypu 

astrocytarnego; PPARβ/δ neuronalnego, a PPARγ oligodendrocytarnego [12]. 

W populacjach NSC, eNP i NP potwierdzono ekspresję PPARA [4] (Suppl.Fig.1) 

oraz wykluczono ekspresję PPARG [7], którym towarzyszył brak markerów fenotypu 

oligodendrocytarnego i pojawienie się markerów astrocytów w otrzymanych populacjach 

[7]. Dotychczasowe wyniki sugerują, że przez aktywację szlaków zależnych od PGC-1α 

oraz receptora PPARα  substancje badane: PQQ [4] oraz IDB [5] promują różnicowanie 

astrocytarne.  

2. PQQ [4] oraz IDB [5] wykazują działanie wielokierunkowe, dlatego zmiany ekspresji 

GFAP [4, 5] (Fig.5E) oraz MAP2 [4, 5] (Fig.5D) po traktowaniu komórek PQQ [4] 

oraz IDB [5] mogą wynikać także ze zmian poziomu RFT [4, 5] (Fig.2B) oraz ΔΨm [4, 5] 

(Fig.2C). 

 Wiele wskazuje na to, że poziom RFT wpływa na kierunek różnicowania komórek 

macierzystych [10]. Wysoki potencjał samoodnowy komórek PSC oraz  ekspresja 

markerów pluripotencjalności OCT4, NANOG i SOX2 uwarunkowany jest  przez niski 

poziom RFT [10]. Wraz ze wzrostem stopnia zróżnicowania maleje ekspresja 

enzymów antyoksydacyjnych i następuje wzrost poziomu RFT, który promuje 

różnicowanie neuralne [39]. Zarówno PQQ [40], jak i IDB [31] to związki o silnych 

właściwościach antyoksydacyjnych. PQQ chroni mitochondria przed indukowaną 

stresem oksydacyjnym peroksydacją lipidów i inaktywacją ETC [40]. IDB przez 

interakcje z ETC zwiększa wytwarzanie ATP wymaganego do funkcjonowania 

mitochondriów, redukuje poziom RFT, hamuje peroksydację lipidów oraz  chroni 

błonę lipidową i mitochondria przed uszkodzeniami oksydacyjnymi [34, 35]. Ponadto 

IDB bierze udział w przenoszeniu elektronów bezpośrednio do III kompleksu ETC, 

zastępując kompleks I i przywracając produkcję ATP [36]. W prezentowanych pracach 

[4, 5] wykazano, że PQQ [4] oraz IDB [5] obniżają poziom RFT [4, 5] (Fig.2B) 

we wszystkich badanych populacjach komórkowych nie potwierdzono jednak wpływu 

RFT na kierunek różnicowania hiPSC, co wymaga dalszych badań.  

 Schieke i wsp. [11] udowodnili, że zmiany ΔΨm mają duże znaczenie dla kierowania 

różnicowaniem komórek SC, dlatego w badaniach oceniono zdolność do  modyfikacji 

ΔΨm przez PQQ [4] (Fig.2C) oraz IDB [5] (Fig.2C). Po traktowaniu komórek 

związkiem PQQ [4] jedynie w populacji eNP ΔΨm [4] (Fig.2C) wzrósł istotnie 
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statystycznie. W populacji NP odnotowano jego spadek. W populacjach NSC, eNP 

oraz NP traktowanych IDB [5] nie wykazano znaczących zmian w ΔΨm [5] (Fig.2C). 

W badaniach zaobserwowano wzrost ekspresji markera astrocytów GFAP [4, 5] 

(Fig.5E), jednak występował on także w komórkach traktowanych IDB. To sugeruje, 

że mechanizm molekularny dotyczący zmiany kierunku różnicowania w komórkach 

traktowanych badanymi związkami nie był bezpośrednio związany ze zmianami ΔΨm 

[4, 5] (Fig.2C). Zbadanie tej zależności wymaga dalszych badań. 
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8. Wnioski 

1) Przedstawione w dysertacji wyniki pozytywnie weryfikują postawioną hipotezę, 

wykazując, że wrażliwość hiPSC na czynniki indukujące biogenezę mitochondriów 

(PQQ oraz IDB) podczas różnicowania neuralnego zależy od stadium rozwojowego 

komórek i ma związek z ich  kierunkiem różnicowania. 

2) Na wczesnych etapach rozwoju neuralnego hiPSC można wyodrębnić trzy stadia 

rozwojowe (NSC, eNP, NP) różniące się istotnie ekspresją genów i białek (do tej pory 

stadium NP funkcjonowało w literaturze, jako populacja jednorodna). 

3) W komórkach hiPSC różnicowanych neuralnie istnieje przedział „wrażliwości 

rozwojowej” na badane czynniki stymulujące biogenezę mitochondriów. Aktywacja 

biogenezy mitochondriów zarówno za pomocą PQQ jak i IDB w tym przedziale 

jest związana z różnicowaniem w kierunku astrocytarnym. 

4) Nie potwierdzono znaczenia zmiany potencjału błony mitochondrialnej (ΔΨm) 

oraz reaktywnych form tlenu (RFT) w regulacji różnicowania neuralnego hiPSC. 

5) Zależność molekularna stymulacji biogenezy mitochondriów i zmiany drogi różnicowania 

w stadium eNP w kierunku astrocytarnym dotyczy aktywacji drogi przekazywania 

sygnału spowodowanej wzrostem ekspresji genu PPARGC1A. Otrzymane wyniki 

sugerują więc, że zarówno PQQ jak i IDB promują różnicowanie astrocytarne przez 

aktywację szlaków zależnych od PGC-1α oraz receptora PPARα. 

6) Komórki w stadium NSC, eNP, NP otrzymane przez różnicowanie komórek hiPSC 

stanowią dobry model in vitro do badań wrażliwości wczesnych etapów rozwoju 

neuralnego na czynniki indukujące biogenezę mitochondriów. 
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Suppl.Fig.1. Neural differentiation of hiPSC was confirmed, at mRNA level, for the presence 

of specific pluripotency markers (1-3), neural marker (4), neuronal and glial markers (5-10), 

as well as important genes for mitochondrial biogenesis (NRF1, TFAM, PPARGC1A, SIRT1, 

PRKAA1, PPARA). RT-PCR experiments has been performed at: neural stem cells (NSC), 

early neural progenitors (eNP) and neural progenitor (NP). ACTB expression was used as 

reference genes. 
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Supp.Fig.2.  Gene expression was measured by RT-qPCR for a panel of selected reference 

genes. The stability of gene expression was calculated for NSC (A), eNP (C) and NP (E) cells 

using NormFinder algorithm; the lowest values correspond to the most stable genes. 

Determination of the optimal number of reference genes for normalization for NSC (B), 

eNP  (D) and NP (F) cells based on the calculation of the Acc. S.D., NormFinder suggests 

using 13  reference genes for normalization in eNP cells, 3 reference genes in eNP and 

3  genes for NP cells. 

http://rcin.org.pl



55 

 

Suppl.Tab.1. Primers used for RT-PCR 

F- forward; R-reverse  

Primers 
Genbank 

number 
Primers sequence 

Amplicon 

length 

POU5F1 F NM_002701.5 GAGAGGGGTTGAGTAGTCCCTT 
100 

POU5F1 R CGAAATCCGAAGCCAGGTGTC 

SOX2 F  NM_003106.3 CGGAAAACCAAGACGCTCAT 
140 

SOX2 R TAACTGTCCATGCGCTGGTT 

NANOG F NM_024865.3 AATAACCTTGGCTGCCGTCT 
150 

NANOG R AGCCTCCCAATCCCAAACAAT 

MAP2 F NM_002374.3 TGCCTCAGAACAGACTGTCAC 
101 

MAP2 R AAGGCTCAGCTGTAGAGGGA 

GFAP F NM_002055.4 GTGAAGACCGTGGAGATGCG 
76 

GFAP R TGCCTCACATCACATCCTTGT 

NES F NM_006617.1 CCCCGTCGGTCTCTTTTCTC 
96 

NES R TCGTCTGACCCACTGAGGAT 

NEUROD1 F NM_002500.4 ATCTTGCACAGGGAGTCACC 
90 

NEUROD1 R TACTGCCGTCCAGTCCCATA 

NEFL F NM_006158.4 AGCGTGGGAAGCATAACCAG 
80 

NEFL R CTGGTCTGTAAACCGCCGTA 

TUBB3 F NM_006086.3 CAACCAGATCGGGGCCAAGTT 
146 

TUBB3 R GAGGCACGTACTTGTGAGAAGA 

SIRT1  F NM_001314049.1 

 

GTTTCAGAAGACTCAAGTTCACCAG 77 

 SIRT1 R GCTTGGTCTAAAAGTGTGACAATCA 

PRKAA1  F NM_001314049.1 

 

GCCATGCGCAGACTCAGTTC 92 

 PRKAA1 R CCCAGAATGTAGTGGCCGAT 

PRARA F NM_006251    

 

GCTTCGCAAACTTGGACCTG 85 

 PRARA  R ACAGAAGACAGCATGGCGAA 

NRF1 F NM_001001928.2 

 

CAGCCGCTCTGAGAACTTCAT 148 

 NRF1 R GTCTTCATCAGCACTCAGCATACTA 

TFAM F NM_005011.4 

 

TGAAAGATTCCAAGAAGCTAAGGGT 132 

 TFAM R TAACGAGTTTCGTCCTCTTTAGCAT 

PPARGC1A F  NM_003201.2 TAGTAAGACAGGTGCCTTCAGTTC 174 

PPARGC1A R  CTCGATGTCACTCCATACAGACTC 
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Suppl.Tab.2. Primers used for RT-qPCR  

Primers 
Genbank 

number 
Primers sequence 

PCR 

efficienc

y E(%) 

Amplico

n length 

(bp) 

NRF1 F NM_005011.4 CAGCCGCTCTGAGAACTTCAT 106 

 

148 

NRF1 R GTCTTCATCAGCACTCAGCATACTA 

TFAM F NM_003201.2 TGAAAGATTCCAAGAAGCTAAGGGT 96 

 

132 

TFAM R TAACGAGTTTCGTCCTCTTTAGCAT 

PPARGC1A F NM_013261.3 TAGTAAGACAGGTGCCTTCAGTTC 88 

 

174 

PPARGC1A R CTCGATGTCACTCCATACAGACTC 

MAP2 F NM_002374.3 TGCCTCAGAACAGACTGTCAC 110 

 

101 

MAP2 R AAGGCTCAGCTGTAGAGGGA 

GFAP F NM_002055.4 GTGAAGACCGTGGAGATGCG 78 76 

GFAP R TGCCTCACATCACATCCTTGT 

F- forward; R-reverse  
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Suppl.Tab.3. Primers used for reference gene validation RT-qPCR 

Primers 
Genbank 

number 
Primers sequence 

PCR 

efficien

cyE(%) 

Ampliconle

ngth (bp) 

ACTB F NM_001101.3 GCTCACCATGGATGATGATATCGC 1,95 169 

ACTB R CACATAGGAATCCTTCTGACCCAT 

GAPDH F  NM_002046.5 

 

GTTCGACAGTCAGCCGCATC 2,12 90 

GAPDH R TCCGTTGACTCCGACCTTCA 

HPRT1 F NM_000194.2 AGGCGAACCTCTCGGCTTTC 1,92 166 

HPRT1 R CTGGTTCATCATCACTAATCACGAC 

TUBB3 F NM_006086.3 CAACCAGATCGGGGCCAAGTT 2,03 146 

 TUBB3 R GAGGCACGTACTTGTGAGAAGA 

EID2 F NM_153232.3 GGCATCGCTCTGTCCAGTTA 2,14 74 

EID2 R GCTTGGACATCTCAGACCGT 

CAPN10 F NM_023083.3 TCTCACCGGGCTACTACCTG 2,05 86 

CAPN10 R CCCGGTAGAGAAGACTCGGA 

RABEP2 F NM_024816.2 AGGAAGGGGCAAATGGTGAG 2,08 96 

RABEP2 R CAGCCTTCATGGTTTCCATTTCTG 

ZNF324B F NM_207395.2 CATTGGAAGGACAAACCTAGGATGATG 1,93 164 

ZNF324B R CTTATCTGCTCCAAAGCTATCACTGTC 

NAT1 F NM_001160170.3 TGGTTGCCGGCTGAAATAAC 2,09 93 

NAT1 R TCTGTCTAGGCCAGTCTCCT 

TBP F NM_003194.4 GCAAGGGTTTCTGGTTTGCC 2,14 80 

TBP R CAAGCCCTGAGCGTAAGGTG 

PHB F NM_001281496.1 TGGAAGCAGGTGAGAATGGAG 2,05 76 

PHB R ATCATGGAGCAGAGGAGGACT 

UBC F NM_021009.6 ACGGGACTTGGGTGACTCTA 2,15 82 

UBC R ATCGCCGAGAAGGGACTACT 

CCNG1 F NM_004060.3 GCCTCTCGGATCTGATATCGT 2,04 138 

CCNG1 R CATTCAGCTGGTGTAGCAGT 

MYC F NM_002467.4 CCCTCCACTCGGAAGGACTA 2,07 96 

MYC R GCTGGTGCATTTTCGGTTGT 

EEF1A1 F NM_001402.5 TGTTCCTTTGGTCAACACCGA 2,07 122 

EEF1A1 R ACAACCCTATTCTCCACCCA 

RPLP0 F NM_001002.3 CCTCGTGGAAGTGACATCGT 2,10 76 

RPLP0 R CTGTCTTCCCTGGGCATCAC 

F- forward; R-reverse  
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Suppl.Tab.4. Primers used for qPCR 
Gene 

symbol 

Genbank 

number 
Primers sequence 

Amplicon length 

(bp) 

SERPINA1 F NM_000295.4 CAGTGAATAAATGAGGCGTACATCC 89 

SERPINA1 R GACTGTTTCTCATGCCTCTGGAAAG 

SLCO2B1 F NM_007256.4 CCTGATGCCTAGGTTTCTTTTCTTG 85 

SLCO2B1 R GGTCATCTGCCTACCCTAGAAC 

mt-ND1 F NC_012920.1  TACGGGCTACTACAACCCTTC 77 

mt-ND1 R ATGGTAGATGTGGCGGGTTT 

mt-ND5 F NC_011137.1 CATTACTAACAACATTTCCCCCGC 70 

mt-ND5 R GGCTGTGAGTTTTAGGTAGAGGG 

F- forward; R-reverse  

http://rcin.org.pl



59 

 

10.3.2. Augustyniak J, Lenart J, Zychowicz M, Stępień PP, Bużańska L., Mitochondrial 

biogenesis and neural differentiation of human iPSC is modulated by idebenone 

in  a  developmental stage-dependent manner.; Biogerontology. 2017 Aug;18(4):665-677. 
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Supp.Fig.1. Expression stability of 16 candidate reference genes in hiPSC-derived neural 

stem/progenitor cells after Idebenone treatment, calculated using NormFinder algorithm (a, b, 

e). The lowest values correspond to the most stable genes. Determination of the optimal 

number of reference genes for normalization for: NSC cells (b), eNP cells (d) and NP cells (f) 

are based on the calculation of the accumulated standard deviation Acc. S.D.  
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Suppl.Tab.1. Antibodies applied for the immunocytochemistry staining of NSC, eNP, NP 
Primary antibodies Secondary antibodies 

Name Company that  

 produces antibodies 

Dilution Name Company that produces 

antibodies 

Dilution 

-TUBULIN 

III 

Sigma-Aldrich 
1:1000 Alexa 

Fluor 

488 

and 

546 

Thermo Fisher Scientific 1:1000 
DCX Cell Signaling Technology 1:500 

MAP-2 Sigma-Aldrich 1:500 

NF200 Sigma-Aldrich 1:200 

Ki67 Novocastra 1:500 
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Suppl.Tab.2. Primers used for RT-qPCR 
Primers Genbank number Primers sequence Amplicon length 

POU5F1 F NM_002701.5 GAGAGGGGTTGAGTAGTCCCTT 
100 

POU5F1 R CGAAATCCGAAGCCAGGTGTC 

SOX2 F NM_003106.3 CGGAAAACCAAGACGCTCAT 
140 

SOX2 R TAACTGTCCATGCGCTGGTT 

NANOG F NM_024865.3 AATAACCTTGGCTGCCGTCT 
150 

NANOG R AGCCTCCCAATCCCAAACAAT 

MAP2 F NM_002374.3 TGCCTCAGAACAGACTGTCAC 
101 

MAP2 R AAGGCTCAGCTGTAGAGGGA 

GFAP F NM_002055.4 GTGAAGACCGTGGAGATGCG 
76 

GFAP R TGCCTCACATCACATCCTTGT 

NES F NM_006617.1 CCCCGTCGGTCTCTTTTCTC 
96 

NES R TCGTCTGACCCACTGAGGAT 

NEUROD1 F NM_002500.4 ATCTTGCACAGGGAGTCACC 
90 

NEUROD1 R TACTGCCGTCCAGTCCCATA 

NEFL F NM_006158.4 AGCGTGGGAAGCATAACCAG 
80 

NEFL R CTGGTCTGTAAACCGCCGTA 

TUBB3 F NM_006086.3 CAACCAGATCGGGGCCAAGTT 
146 

TUBB3 R GAGGCACGTACTTGTGAGAAGA 

NRF1 F NM_001001928.2 

 

CAGCCGCTCTGAGAACTTCAT 148 

 NRF1 R GTCTTCATCAGCACTCAGCATACTA 

TFAM F NM_005011.4 

 

TGAAAGATTCCAAGAAGCTAAGGGT 132 

 TFAM R TAACGAGTTTCGTCCTCTTTAGCAT 

PPARGC1A F  NM_003201.2 TAGTAAGACAGGTGCCTTCAGTTC 
174 

PPARGC1A R  CTCGATGTCACTCCATACAGACTC 

ACTB F NM_001101.3 

 

GCTCACCATGGATGATGATATCGC 169 

 ACTB R CACATAGGAATCCTTCTGACCCAT 

GAPDH F NM_002046.5 GTTCGACAGTCAGCCGCATC 
90 

GAPDH R TCCGTTGACTCCGACCTTCA 

HPRT1 F NM_000194.2 

 

AGGCGAACCTCTCGGCTTTC 
166 

HPRT1 R CTGGTTCATCATCACTAATCACGAC 

TUBB3 F NM_006086.3 CAACCAGATCGGGGCCAAGTT 
146 

TUBB3 R GAGGCACGTACTTGTGAGAAGA 

EID2 F NM_153232.3 

 

GGCATCGCTCTGTCCAGTTA 74 

 EID2 R GCTTGGACATCTCAGACCGT 

CAPN10 F NM_023083.3 TCTCACCGGGCTACTACCTG 
86 

CAPN10 R CCCGGTAGAGAAGACTCGGA 

RABEP2 F NM_024816.2 AGGAAGGGGCAAATGGTGAG 96 
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F- forward; R-reverse  

RABEP2 R CAGCCTTCATGGTTTCCATTTCTG  

ZNF324B F NM_207395.2 CATTGGAAGGACAAACCTAGGATGATG 
164 

ZNF324B R CTTATCTGCTCCAAAGCTATCACTGTC 

NAT1 F NM_001160170.3 

 

TGGTTGCCGGCTGAAATAAC 93 

 NAT1 R TCTGTCTAGGCCAGTCTCCT 

TBP F NM_003194.4 GCAAGGGTTTCTGGTTTGCC 
80 

TBP R CAAGCCCTGAGCGTAAGGTG 

PHB F NM_001281496.1 

 

TGGAAGCAGGTGAGAATGGAG 76 

 PHB R ATCATGGAGCAGAGGAGGACT 

UBC F NM_021009.6 ACGGGACTTGGGTGACTCTA 
82 

UBC R ATCGCCGAGAAGGGACTACT 

CCNG1 F NM_004060.3 

 

GCCTCTCGGATCTGATATCGT 138 

 CCNG1 R CATTCAGCTGGTGTAGCAGT 

MYC F NM_002467.4 

 

CCCTCCACTCGGAAGGACTA 96 

 MYC R GCTGGTGCATTTTCGGTTGT 

EEF1A1 F NM_001402.5 

 

TGTTCCTTTGGTCAACACCGA 122 

 EEF1A1 R ACAACCCTATTCTCCACCCA 

RPLP0 F NM_001002.3 CCTCGTGGAAGTGACATCGT 
76 

RPLP0 R CTGTCTTCCCTGGGCATCAC 
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Suppl.Tab.3. Primers used for qPCR 

Gene 

symbol 

Genbank 

number 
Primers sequence Amplicon length (bp) 

SERPINA1 F NM_000295.4 CAGTGAATAAATGAGGCGTACATCC 89 

SERPINA1 R GACTGTTTCTCATGCCTCTGGAAAG 

SLCO2B1 F NM_007256.4 CCTGATGCCTAGGTTTCTTTTCTTG 85 

SLCO2B1 R GGTCATCTGCCTACCCTAGAAC 

mt-ND1 F NC_012920.1  TACGGGCTACTACAACCCTTC 77 

mt-ND1 R ATGGTAGATGTGGCGGGTTT 

mt-ND5 F NC_011137.1 CATTACTAACAACATTTCCCCCGC 70 

mt-ND5 R GGCTGTGAGTTTTAGGTAGAGGG 

F- forward; R-reverse  
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11. Pisemne oświadczenia autorów prac tworzących zbiór 

11.1. Oświadczenia kandydata określające jego indywidualny w skład w powstanie 

każdej z  prac tworzących zbiór 
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11.2. Oświadczenia pozostałych współautorów prac tworzących zbiór, w których 

wyrażają oni zgodę na wykorzystanie wspólnych publikacji w przewodzie 

doktorskim kandydata oraz określają swój indywidualny wkład w  ich  powstanie 
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