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Wykaz skrótów 

ARE 
element odpowiedzi antyoksydacyjnej, ang. antioxidant response 

element 

CA1 region hipokampa wrażliwy na krótkotrwałe niedokrwienie mózgu, 

łac. Cornu ammonis 1 

CA2-3, DG region hipokampa odporny na krótkotrwałe niedokrwienie mózgu, 

łac. Cornu ammonis 2-3, dentate gyrus, 

GCLC podjednostka katalityczna ligazy glutaminianowo-cysteinowej, ang. 

glutamate--cysteine ligase catalytic subunit 

GCLM podjednostka modulatorowa ligazy glutaminianowo-cysteinowej, 

ang. glutamate--cysteine ligase regulatory subunit 

GPX peroksydaza glutationowa 1, ang. glutathione peroxidase 1 

HO-1 oksygenaza hemowa 1, ang. heme oxygenase 1 

I/R epizod niedokrwienno-reperfuzyjny 

KEAP1 cytoplazmatyczny inhibitor Nrf2, ang. Kelch-like ECH-associated 

protein 1 

LDHB dehydrogenaza mleczanowa B, marker frakcji cytoplazmatycznej, 

ang. L-lactate dehydrogenase B chain 

THOC1 białko macierzy jądrowej p84, marker frakcji jądrowej,  

ang. nuclear matrix protein p84 

 
MCAO okluzja tętnicy środkowej mózgu, ang. middle cerebral artery 

occlusion 

NMDA kwas N-metylo-D-asparaginowy, ang. N-methyl-D-aspartic acid  

Nrf2 jądrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2, 

ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

OHC organotypowe hodowle skrawków hipokampa ang. organotypic 

hippocampal slice culture 

qRT-PCR ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy z odwrotną transkrypcją 

ang. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

SFN Sulforafan, aktywator Nrf2 

WB Western blot, metoda molekularna detekcji białek 

 

 

http://rcin.org.pl



9 

 

Streszczenie  

Udar mózgu pozostaje nie tylko główną przyczyną zgonów na całym świecie, ale 

także powoduje niepełnosprawność u ogromnej liczby pacjentów. Pomimo wielu lat 

badań, dostępne metody leczenia skutków udaru są ograniczone. W związku z tym, 

istnieje potrzeba poszukiwania nowych, skutecznych terapii neuroprotekcyjnych. 

Aktywacja naturalnych mechanizmów ochronnych występujących w mózgu tzn. 

endogennej neuroprotekcji, jest obecnie szeroko rozważaną metodą terapeutyczną. 

Poznanie mechanizmów molekularnych zaangażowanych w endogenną 

neuroprotekcję może wskazać nowe punkty uchwytu i przyczynić się do 

opracowania użytecznych klinicznie innowacyjnych metod leczniczych. 

Przykładem endogennej neuroprotekcji jest selektywna odporność komórek 

regionu CA2-3, DG hipokampa na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne (I/R) w 

porównaniu z regionem wrażliwym - CA1. Niniejsza rozprawa doktorska skupia się 

na ustaleniu roli czynnika transkrypcyjnego Nrf2 (jądrowy czynnik transkrypcyjny 

pochodzenia erytroidalnego typu 2) w mechanizmach naturalnej protekcji 

występujących w neuronach regionu CA2-3, DG hipokampa. Ponadto poszukiwano 

nowych genów regulowanych przez Nrf2, które mogą być zaangażowane w 

mechanizmy endogennej neuroprotekcji. Uzasadnienie badań nad Nrf2 jest 

następujące: (i) Nrf2 jest głównym regulatorem tysięcy genów kodujących białka 

zaangażowane w procesy antyoksydacyjne, cytoprotekcyjne i przeciwzapalne, (ii) 

udowodniono dobroczynny efekt aktywacji Nrf2 w badaniach przedklinicznych w 

modelach miażdżycy, chorób neurodegeneracyjnych czy zawału serca.  

W niniejszej rozprawie doktorskiej, że aktywność Nrf2 jest wyższa w CA2-3, DG 

w porównaniu z CA1 już u kontrolnych suwaków mongolskich. Natomiast 5-

minutowe zaciśnięcie tętnic szyjnych i 15 i 30-minutowej oraz 1, 2, 3, 24, 36, 48, 72 i 

96 godzinna reperfuzja powoduje krótkotrwałą aktywację Nrf2 w regionie CA1 oraz 

opóźnioną i długotrwałą aktywację w CA2-3, DG. Ponadto, różnice w aktywności 

Nrf2 korelują z poziomem białek regulowanych przez Nrf2 takich jak oksygenaza 

hemowa 1 (HO-1), podjednostka katalityczna (GCLC) i modulatorowej (GCLM) 

ligazy glutaminianowo-cysteinowej i peroksydaza glutationowa 1 (GPx1), co 
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pośrednio wskazuje na obecność w jądrach komórkowych aktywnego Nrf2. Poziom 

oksygenazy hemowej-1 jest znacznie wyższy w CA2-3, DG niż w CA1 już w 

kontroli, a zależność ta utrzymuje się po epizodzie I/R. Podobnie jak w przypadku 

HO-1, wyższą immunoreaktywność w kontrolnym CA2-3, DG w porównaniu z CA1 

obserwuje się dla GCLM i GPx1. Inaczej jest w przypadku GCLC, którego 

immunoreaktywność nie różni się między CA1 i CA2-3, DG w kontrolnym 

hipokampie. Wzrost immunoreaktywności w 48 i 72 godzinie niedokrwieniu 

obserwuje się zarówno dla GCLC, jak i innych badanych białek. Dokładny 

mechanizm różnej aktywności Nrf2 w dwóch regionach hipokampa jest niejasny. 

Jednak, prezentowane dane pokazują, że w kontrolnym, prawidłowym hipokampie 

poziom KEAP1 (cytoplazmatyczny inhibitor Nrf2) jest wyższy w CA1 niż w CA2-3, 

DG, a epizod I/R powoduje obniżenie immunoreaktywności KEAP1 w CA1, czego 

nie obserwujemy w CA2-3, DG. Prezentowane wyniki pokazują również, że 

farmakologiczna aktywacja Nrf2 przez sulforafan znacząco chroni neurony w 

regionie CA1 przed śmiercią, zarówno w modelach in vivo, jak i ex vivo (przejściowe, 

globalne niedokrwienie przodomózgowia suwaka i organotypowa hodowla 

skrawków hipokampa szczura). Wykazano również, że sulforafan jest skuteczny w 

ochronie neuronów, gdy zastosowano go w opóźnieniu w stosunku do bodźca 

niedokrwiennego, co daje nadzieję na szerokie okno terapeutyczne w badaniach 

klinicznych. 

W celu wyłonienia nowych genów regulowanych przez Nrf2, które mogą być 

zaangażowane w mechanizmy odporności CA2-3, DG na epizod niedokrwienno-

reperfuzyjny, przeprowadzono analizę in silico dostępnych baz danych. Korzystając 

z atlasu RNA kontrolnego hipokampa myszy i bazy danych genów regulowanych 

przez Nrf2 wyselekcjonowano 15 genów (Gpc1, Brip1, Lrp8, Aifm2, Fzd7, Camk1, 

Mpp3, Phgdh, Hrk, Tdo2, Ret, Itgb8, Cxcl12, Stc2, Shisa2), które wykazują wyższą 

ekspresję w odpornym regionie hipokampa CA2-3, DG niż w CA1. Wyniki analizy 

in silico zostały zweryfikowane w kontrolnych, prawidłowych hipokampach suwaka 

i ujawniły, że 20% wyselekcjonowanych genów (Mpp3, Ret, Shisa2) wykazuje 

ekspresję wyższą w regionie CA2-3, DG niż w CA1. Następnie zbadano ekspresję 

wybranych genów i ich produktów białkowych po I/R w celu weryfikacji 
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potencjalnych zależności ze zmianami aktywności Nrf2 po I/R w CA2-3, DG. Sześć 

badanych genów i sześć produktów białkowych wyselekcjonowanych genów 

wykazało zwiększoną ekspresję mRNA i/lub białka w CA2-3, DG po 48, 72 i/lub 96 

godzinach reperfuzji i są to: Aifm2 i FSP1, Fzd7 i FZD7, Camk1 i CAMK1, Brip1 i 

BRIP1, Tdo2, Gpc1, PHGDH i STC2. A zatem, można je uznać za geny indukowane 

przez Nrf2 w warunkach stresowych, co czyni je interesującymi w kontekście 

endogennej neuroprotekcji.  

Podsumowując, przeprowadzone badania są nowatorskie, ponieważ wskazują 

nowe molekularne ścieżki stojące za zjawiskiem odporności regionu CA2-3, DG 

hipokampa na skutki przejściowego niedokrwienia i reperfuzji mózgu. 

Przedstawione dane wskazują, że aktywność cytoprotekcyjnego czynnika 

transkrypcyjnego Nrf2 jest wyższa w CA2-3, DG niż w CA1 w hipokampie 

kontrolnym i po epizodzie I/R. Co więcej, wysoka aktywności Nrf2 koreluje z 

wysokim poziomem białek regulowanych przez niego i związanych ze szlakami 

antyoksydacyjnymi (HO1, GCLM, GPx1) oraz aktywacją nowo wybranych genów, 

które mogą uczestniczyć w odpowiedzi obronnej komórki skutkującej przeżyciem. 

Wskazane tutaj geny i ich produkty białkowe są elementami różnych szlaków 

molekularnych i nie były dotychczas badane w kontekście niedokrwienia mózgu. 

Otrzymane wyniki mogą również pomóc w poszukiwaniu nowych terapii 

neuroprotekcyjnych dla pacjentów po epizodzie niedokrwienno-reperfuzyjnym 

mózgu.  
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Summary 

Stroke is not only a leading cause of mortality worldwide responsible for a 

significant number of deaths annually, but it also results in a significant number of 

disabilities and disorders. Despite many years of research, the available treatments 

for stroke remain limited. This state of affairs implies the need for a new approach to 

the search for effective neuroprotection. So it is that the activation of natural 

adaptive mechanisms (called endogenous neuroprotection) is now discussed 

increasingly as a promising therapeutic method. It is hypothesized that the 

identification and characterization of the components of the cellular mechanism of 

endogenous neuroprotection will allow the development of ways to induce it in the 

course of stroke in order to achieve clinically effective neuroprotection. 

An example of endogenous neuroprotection is the resistance to ischemia-

reperfusion (I/R) episode of the abdominal region of hippocampus (CA2-3, DG) 

versus the dorsal, ischemia-vulnerable region (CA1). Here, I hypothesized the core 

role of the transcription factor Nuclear Factor-E2-Related Factor 2 (Nrf2) in 

endogenous neuroprotection of CA2-3, DG. Moreover, I have searched for a new 

genes regulated by Nrf2 which can be involved in mechanisms of endogenous 

neuroprotection. The rationale for studying Nrf2 are as follow: (i) Nrf2 is the "master 

regulator" of thousands of genes encoding the antioxidant, cytoprotective and anti-

inflammatory proteins, (ii) beneficial effects of Nrf2 in preclinical models of 

atherosclerosis, neurodegenerative diseases, and cardiac I/R injury has been 

reported.  

Here, using gerbil model of 5-minute bilateral carotid artery ligation, followed 

by 15 and 30 minutes, and 1, 2, 3, 24, 36, 48, 72 and 96 hours of reperfusion, it was 

shown that Nrf2 activity is higher in CA2-3, DG compared to CA1 already in control 

gerbils. Moreover, I/R results in a brief and short-lived Nrf2 activation in CA1, and a 

delayed and prolonged activation in CA2-3, DG seen 48h after I/R. Interestingly, 

sub-regional differences in Nrf2 activity correlate with Nrf2 target proteins, 

including heme oxygenase 1 (HO-1), the catalytic (GCLC) and modulatory (GCLM) 

sub-units of glutamate-cysteine ligase, and glutathione peroxidase 1 (GPx1). The 

level of heme oxygenase-1 is significantly higher in CA2-3, DG than in CA1 already 
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in control, and this dependence persists at different times after I/R injury. Similar to 

HO-1, higher immunoreactivity in control CA2-3, DG compared to CA1 is observed 

for GCLM and GPx1. This is different for GCLC, which immunoreactivity does not 

differ between CA1 and CA2-3, DG in control, however an increase in 

immunoreactivity 48 and 72 hours after I/R is observed for both GCLC and the other 

proteins tested. The exact mechanism of the sub-regional difference in Nrf2 activity 

is unclear. However, the data here show that in controls, the immunoreactivity of 

KEAP1 (cytoplasmic suppressor of Nrf2) is higher in CA1 than in CA2-3, DG. In 

turn, I/R causes a decrease in KEAP1 immunoreactivity in CA1, which is not 

accompanied by changes in CA2-3, DG. Furthermore, pharmacological activation of 

Nrf2 by sulforaphane significantly protects neurons in CA1 region from death both 

in vivo and ex vivo models (transient global forebrain I/R in gerbils and organotypic 

hippocampal slice culture, respectively). Sulforaphane is also effective when 

administered later in relation to the stimulus, which gives hope for a wide 

therapeutic window in clinical studies.  

To investigate new genes regulated by Nrf2, which may be involved in the 

mechanisms of CA2-3, DG resistance to ischemic insult, an in silico analysis was 

performed. Using RNA-seq atlas of control mouse hippocampus and database of 

Nrf2-regulated genes, 15 genes were identified (Gpc1, Brip1, Lrp8, Aifm2, Fzd7, 

Camk1, Mpp3, Phgdh, Hrk, Tdo2, Ret, Itgb8, Cxcl12, Stc2, Shisa2) that show higher 

expression in CA2-3, DG than in CA1. The results of in silico analysis were verified in 

the hippocampus of control gerbils and showed that 20% of them (Mpp3, Ret, Shisa2) 

had higher expression in CA2-3, DG sector than in CA1. Subsequently, the 

expression of selected genes and their proteins was examined after I/R to show 

potential correlations with observed changes in Nrf2 activity after I/R in CA2-3, DG. 

Six of these genes and six of its proteins showed increased mRNA and/or protein 

expression in CA2-3, DG after 48, 72 and/or 96 hours of reperfusion. These genes and 

proteins are: Aifm2 i FSP1, Fzd7 i FZD7, Camk1 i CAMK1, Brip1 i BRIP1, Tdo2, Gpc1, 

PHGDH i STC2 and can be described as Nrf2-induced genes/proteins under stress 

conditions, making them of interest in the context of endogenous neuroprotection.  

 To conclude, the study conducted is novel as it indicates new molecular 

pathways behind the phenomenon of ischemia-resistance of CA2-3, DG region of 
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hippocampus. Presented data show that the activity of the cytoprotective 

transcription factor Nrf2 is higher in CA2-3, DG than in CA1 in control hippocampus 

and after I/R. What's more, the activity of Nrf2 is followed by high activity of its 

effector proteins, connected with antioxidant pathways (HO1, GCLM, GPx1) and 

post-ischemic activation of newly selected genes that may participate in the defense 

reaction of cells, and results in its survival. The genes and their proteins indicated 

here are part of various metabolic pathways and have not been studied so far in the 

context of brain ischemia. These results may also be an indication for the search for 

new neuroprotective therapies in ischemic brain pathology. 
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Innowacyjność rozprawy 

Niniejsza rozprawa doktorska prezentuje badania wskazujące nowe szlaki 

molekularne biorące udział w naturalnych mechanizmach obrony przed skutkami 

niedokrwienia i reperfuzji w regionie CA2-3, DG hipokampa. Aktywność czynnika 

transkrypcyjnego Nrf2 jest wyższa w CA2-3, DG w porównaniu z wrażliwym na 

niedokrwienie CA1 zarówno w kontroli jak i po epizodzie niedokrwienno-

reperfuzyjnym (I/R), a wyniki te korelują z poniedokrwiennymi zmianami poziomu 

białek, związanych z procesami antyoksydacyjnymi (HO1, GCLM, GCLC, GPx1), 

których geny są regulowane przez Nrf2. Co więcej, rozprawa doktorska identyfikuje 

nowe geny regulowane przez Nrf2, które nie były jeszcze badane w kontekście 

naturalnych mechanizmów obronnych występujących w mózgu. Wyselekcjonowane 

geny i ich produkty białkowe mogą uczestniczyć w mechanizmach odporności 

regionu CA2-3, DG tzn. endogennej neuroprotekcji i rzucają nowe spojrzenie na 

sposoby w jakie komórki nerwowe chronią się same i naprawiają po uszkodzeniu. 

Co więcej, otrzymane wyniki mogą pomóc w poszukiwaniu nowych terapii 

neuroprotekcyjnych nie tylko dla pacjentów po epizodzie niedokrwienno-

reperfuzyjnym mózgu, ale również dotkniętych innymi chorobami 

neurodegeneracyjnymi.  

Ustalenia rozprawy wykraczające poza aktualną wiedzę literaturową: 

• Wyższa aktywność czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w regionie CA2-3, DG 

niż w CA1 w kontrolnym, prawidłowym hipokampie.  

• Znaczny, poniedokrwienny wzrost aktywności Nrf2 w regionie hipokampa 

odpornym (CA2-3, DG) na uszkodzenie I/R oraz krótkotrwały wzrost 

aktywności w regionie wrażliwym (CA1).  

• Farmakologiczna aktywacja Nrf2 za pomocą sulforafanu działa ochronnie na 

neurony regionu hipokampa podatnego na uszkodzenie I/R (CA1). 

• Wyłonienie nowych, dotychczas nie badanych w kontekście endogennej 

neuroprotekcji, genów regulowanych przez Nrf2 mogących uczestniczyć w 

mechanizmach odporności regionu CA2-3, DG na uszkodzenie I/R. 
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Wstęp 

Udar mózgu pozostaje drugą, główną przyczyną śmierci oraz trzecią 

przyczyną niepełnosprawności skracającej lata życia (wskaźnik DALY 

z ang. disability-adjusted life years, lata życia skorygowane niesprawnością) (1). 

Światowa Organizacja Zdrowia definiuje udar jako zaburzenie czynności mózgu 

pochodzenia naczyniowego, którego objawy utrzymują się dłużej niż 24 godziny lub 

prowadzą wcześniej do śmierci (2). Wyróżniamy dwa główne typy udaru: udar 

niedokrwienny, który stanowi 87% wszystkich przypadków oraz udar krwotoczny 

(3). Z kolei, gdy epizod dysfunkcji neurologicznych spowodowany ogniskowym lub 

globalnym niedokrwieniem ustąpi samoistnie w ciągu 24 godzin mówimy o 

przemijającym ataku niedokrwiennym (TIA) (4, 5). Co więcej, TIA to istotny czynnik 

prognostyczny pełnoobjawowego udaru (6). Ogniskowe niedokrwienie mózgu jest 

wynikiem utrudnienia dopływu krwi do mózgu zazwyczaj w wyniku zatoru lub 

zakrzepu, przy czym występuje krążenie oboczne (7, 8). Natomiast globalne 

niedokrwienie mózgu jest wynikiem procesów ogólnoustrojowych jak na przykład 

zatrzymanie akcji serca czy arytmia (8). Globalne niedokrwienie mózgu skutkuje 

śmiercią neuronów już po 4 – 8 minutach w szczególnie wrażliwych obszarach 

mózgu jak region CA1 hipokampa czy warstwa zwojowa komórek Purkiniego 

móżdżku (7, 9). Obecnie najskuteczniejszą metodą leczenia niedokrwiennego udaru 

mózgu jest reperfuzja poprzez zastosowanie leków promujących rozpuszczanie 

skrzepliny (m.in. rekombinowany tkankowy aktywator plazminogenu, rt-PA) lub 

mechaniczne usunięcie przyczyny okluzji naczynia (10, 11). Ze względu na ścisłe 

kryteria zakwalifikowania pacjenta do terapii oraz krótkie okno terapeutyczne 

metody te mogą być stosowane tylko u wąskiej grupy pacjentów (10-12). Istotna jest 

zatem prewencja (pierwotna i wtórna) w grupach zwiększonego ryzyka oraz 

rehabilitacja u pacjentów poudarowych. Obecnie duże oczekiwania wiązane są z tak 

zwaną neuroprotekcją, czyli technikami nacelowanymi na ograniczanie uszkodzenia 

komórek nerwowych po udarze mózgu (13). Dotychczas, różne strategie 

neuroprotekcyjne skupiały się na zahamowaniu pojedynczych ścieżek lub 

mechanizmów molekularnych prowadzących do uszkodzenia i śmierci neuronów. 

Jednak ich efekty kliniczne są wciąż niezadowalające (14, 15). Stąd, obecnie 
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naukowcy skupiają się na opracowaniu terapii skojarzonych lub badaniu nowych, 

wielokierunkowych strategii neuroprotekcyjnych (16-19). Interesującym nurtem jest 

badanie i późniejsza farmakologiczna aktywacja, naturalnie występujących 

mechanizmów protekcyjnych komórek nerwowych, w odpowiedzi na uszkodzenie 

niedokrwienno-reperfuzyjne. 

Procesy komórkowe aktywowane w wyniku niedokrwienia i 

reperfuzji  

Już krótkotrwałe, globalne niedokrwienie mózgu, po którym następuje 

przywrócenie krążenia krwi (reperfuzja) powoduje rozwój uszkodzenia 

niedokrwienno-reperfuzyjnego (I/R) w wyniku którego dochodzi do uszkodzenia i 

śmierci komórek w niedokrwionym obszarze mózgu. Bezpośrednią konsekwencją 

upośledzonego przepływu krwi i zmniejszonego dostarczania tlenu i glukozy do 

komórek mózgu jest wyczerpanie energii i zaburzenia w metabolizmie 

energetycznym (20). Zmniejszona dostępność tlenu powoduje obniżenie aktywności 

łańcucha oddechowego, co skutkuje ograniczeniem przepływu protonów przez 

wewnętrzną błonę mitochondrialną i zahamowaniem produkcji ATP. W warunkach 

beztlenowych komórki mózgowe mogą aktywować alternatywne drogi 

metaboliczne jak glikoliza (21). Jednak proces ten nie pokrywa zapotrzebowania 

energetycznego komórek, a co więcej prowadzi do powstawania kwasu mlekowego, 

który obniżając pH komórek, dodatkowo hamuje aktywność enzymów 

odpowiedzialnych za syntezę ATP. Obniżenie stężenia ATP i niskie pH prowadzi do 

zaburzenia pracy pompy sodowo-potasowej zależnej od ATP zlokalizowanej w 

błonie plazmatycznej (22, 23). W warunkach fizjologicznych pompa sodowo-

potasowa transportuje jony sodu na zewnątrz komórki a jony potasu do jej wnętrza, 

zużywając około 70% energii wytwarzanej przez komórki nerwowe (24). Natomiast 

w wyniku niedokrwienia dochodzi do niekontrolowanego napływu jonów sodu do 

wnętrza komórki czego efektem, z jednej strony, jest depolaryzacja błony 

komórkowej, a z drugiej, napływ wody do komórek i ich obrzęk (25). Utrata 

potencjału błonowego i niedobory energetyczne przyczyniają się do wzrostu 

stężenia jonów wapnia w cytoplazmie (23). To z kolei, powoduje uwolnienie 

neuroprzekaźników, w tym glutaminianu, do przestrzeni międzysynaptycznej (23). 
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Duże stężenie glutaminianu w przestrzeni międzysynaptycznej prowadzi do 

zwiększenia stymulacji receptorów glutamatergicznych w tym receptora NMDA, co 

przyczynia się do jeszcze większego napływu jonów wapnia do cytoplazmy 

(zarówno z przestrzeni zewnątrzkomórkowej jak i siateczki śródplazmatycznej) oraz 

depolaryzacji błony i ekscytotoksyczności (23). Nadmiar jonów wapnia, które 

napływają do wnętrza neuronów uruchamia kaskady reakcji zależne od tych jonów 

oraz fosfolipazy, endonukleazy czy protezy, co przyczynia się do uszkodzenia błony 

komórkowej, cytoszkieletu komórkowego oraz innych organelli (23, 26). Jony 

wapnia mogą wpływać także na kinazy białkowe, w tym kinazy białkowe C, co w 

konsekwencji może zmieniać ekspresję genów, poziomy białek i ich lokalizację 

komórkową, co może zarówno prowadzić do uszkodzenia komórek jak i być 

związane z naturalnymi mechanizmami ochronnymi (26-29). Istotną rolę w rozwoju 

uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego odgrywają również wolne rodniki, 

związki chemiczne posiadające niesparowany elektron, którego obecność sprawia, 

że są wysoce reaktywne. Nagromadzenie wolnych jonów wapnia w komórkach, 

rozwój stanu zapalnego oraz zahamowanie oddychania mitochondrialnego sprzyjają 

masowemu powstawaniu wolnych rodników (30-32). Te z kolei, mogą reagować z 

białkami, lipidami oraz kwasami nukleinowymi, powodując uszkodzenie 

strukturalne i funkcjonalne komórek (32). W fazie reperfuzji, ilość wolnych 

rodników wzrasta co jest skutkiem gwałtownego napływu tlenu i innych substratów 

metabolicznych do nieprawidłowo funkcjonującej komórki, dlatego mówi się nie 

tylko o uszkodzeniu niedokrwiennym, ale także reperfuzyjnym (33). Wysokie 

stężenie wolnych rodników prowadzi do tzw. stresu oksydacyjnego, czyli 

zaburzenia równowagi między ich produkcją a detoksykacją przez enzymy 

antyoksydacyjne (30). Ponadto, w wyniku procesów oksydacyjnych dochodzi do 

zwiększenia przepuszczalności błon mitochondrialnych i uwalniania do cytoplazmy 

szeregu białek, w tym DNAaz, aktywatorów kaspaz czy cytochromu c, co może 

prowadzić do aktywacji apoptozy i/lub ferroptozy oraz śmierci komórki (34-37). 

Dotychczasowe metody hamowania pojedynczych ścieżek kaskady niedokrwiennej 

nie przyniosły pozytywnych efektów klinicznych, stąd nowe podejście związane z 

badaniem mechanizmów endogennej neuroprotekcji.  
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Endogenna neuroprotekcja  

Endogenna neuroprotekcja to zdolność mózgu do „samoobrony” przed 

działaniem szkodliwych bodźców jak na przykład uszkodzenie niedokrwienno-

reperfuzyjne (38-40). W odpowiedzi na działanie negatywnego czynnika, komórki 

mogą uruchamiać wewnętrzne mechanizmy adaptacyjne, kaskady zdarzeń, aby 

zapobiec rozwojowi uszkodzenia lub się jemu przeciwstawić. Mechanizmy 

molekularne leżące u podstaw tego zjawiska obejmują aktywację czynników 

transkrypcyjnych, potranslacyjną modyfikację białek, ekspresję nowych białek czy 

zmianę metabolizmu komórek (40, 41). Klasycznym przykładem endogennej 

neuroprotekcji jest hartowanie niedokrwieniem (ang. ischemic preconditioning). Jest 

to proces, w którym krótkotrwały i podprogowy bodziec indukuje tolerancję na 

kolejne, silniejsze epizody uszkadzające (42-44). Hartowanie niedokrwienne w 

modelach badawczych, mające na celu ochronę mózgu przed późniejszym 

niedokrwieniem o potencjalne uszkadzającym, uzyskano zarówno poprzez 

bezpośrednie niedokrwienie mózgu np. 10 minutowe MCAO (okluzja tętnicy 

środkowej mózgu, ang. middle cerebral artery occlusion) u szczurów (29, 45), 15 

minutowe MCAO u myszy (46, 47) czy dwukrotne, 2-minutowe BCCAO 

(dwustronna okluzja tętnicy szyjnej wspólnej, ang. bilateral common carotid artery 

occlusion) u suwaków (48), jak również poprzez niedokrwienie odległego narządu 

(zdalne hartowanie), najczęściej kończyny tylnej np. u szczura (49). Hartowanie 

aktywuje szereg procesów i ścieżek biologicznych. Według wielu badań, w różnych 

modelach zwierzęcych, hartowanie niedokrwieniem wiąże się z aktywacją 

związków neuroprotekcyjnych, takich jak HIF1 alfa, VEGF, Nfr2, wzrostem ekspresji 

genów antyapoptotycznych, zahamowaniem aktywacji kaspaz, obniżeniem 

potencjału wewnętrznej błony mitochondrialnej, hamowaniem prozapalnej 

aktywacji mikrogleju oraz obniżaniem poziomu czynników prozapalnych np. IL-1β, 

IL-6, TNFα (50-56). Mechanizmy zaangażowane w hartowanie niedokrwienne są 

skomplikowane i nadal nie do końca poznane, jednak obiecujące efekty w badaniach 

przedklinicznych zachęcają do wykorzystania, szczególnie zdalnego hartowania, w 

klinice (56). 
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Innym przykładem naturalnych mechanizmów obronnych jest odporność 

neuronów regionu CA2-3, DG hipokampa na krótkotrwały epizod niedokrwienno-

reperfuzyjny w porównaniu z podatnymi na uszkodzenie neuronami regionu CA1 

(Ryc. 1) (29, 45). W modelu 5-minutowego zaciśnięcia tętnic szyjnych wspólnych 

suwaka mongolskiego neurony piramidowe regionu CA1 umierają w 3 - 5 dniu 

reperfuzji a proces ten nosi miano opóźnionej śmierci neuronów (DND, ang. delayed 

neuronal death) (57, 58). 

Rycina 1. Ubytek neuronów w regionie CA1 hipokampa po krótkotrwałym 

niedokrwieniu mózgu suwaka mongolskiego. Skrawek histologiczny mózgu kontrolnego (A) oraz 

skrawek histologiczny mózgu poddanego 5-minutowemu zaciśnięciu tętnic szyjnych i 7-dniowej 

reperfuzji (B). 

Opóźniona śmierć neuronów regionu CA1 występuje również w modelu 

przejściowego, globalnego niedokrwienia mózgu szczura (59, 60), w mysim modelu 

uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego (49), w organotypowej hodowli 

skrawków hipokampa myszy poddanej przejściowemu pozbawieniu tlenu i glukozy 

in vitro (61), u psów po niekompletnym, przejściowym niedokrwieniu mózgu (62) 

oraz u ludzi po zatrzymaniu akcji serca (63) lub zatrzymaniu krążenia i oddychania 

(64). Mechanizmy komórkowe związane ze śmiercią neuronów są złożone, a 

dotychczasowe badania wykazały, że śmierć neuronów CA1 ma wiele cech 

apoptozy i związana jest z neurotoksycznością glutaminianu oraz jonów wapnia, 

rozwijającym się stanem zapalnym, stresem oksydacyjnym, uszkodzeniem DNA, 

czy ze zmienionym metabolizmem lipidów (65-70). Jednak mimo wielu lat badań nie 

ma jednoznacznej odpowiedzi, co jest przyczyną większej wrażliwości neuronów 

regionu CA1 na bodziec I/R, a kliniczne próby zahamowania tych procesów nie 
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przyniosły spodziewanych efektów. Doprowadziło to do odmiennego spojrzenia na 

problem różnej wrażliwości regionów hipokampa na krótkotrwały epizod 

niedokrwienno-reperfuzyjny. Nowym podejściem badawczym, w tym mojej grupy, 

jest poznanie mechanizmów, które po krótkotrwałym bodźcu I/R determinują 

przeżycie neuronów regionu CA2-3, DG, w celu późniejszej aktywacji i/lub 

wzmocnienia ich w regionie wrażliwym. Dotychczasowe badania wskazują, że CA2-

3, DG charakteryzuje się wyższym poziomem ekspresji czynników neurotroficznych 

m.in. czynnika neurotroficznego pochodzenia mózgowego (BDNF) czy neurotrofiny 

3, które uważane się za endogenne białka regulujące wzrost i przeżycie komórek 

oraz plastyczność synaptyczną (71-73). Co więcej, odporna na uszkodzenie część 

hipokampa charakteryzuje się wyższym poziomem czynników neuroprotekcyjnych 

jak tauryna (74) czy białko szoku cieplnego 70 (75-77). Region CA2-3, DG jest 

wyposażony w mechanizmy chroniące przed stresem ekscytotoksycznym. Wyższa 

ekspresja syntetazy glutaminowej w CA2/3 niż w CA1 (78) czy wyższy poziom 

glejowego transportera glutaminianiu 1 w astrocytach CA3/DG niż CA1 (79, 80), 

może świadczyć o obniżaniu toksycznego poziomu glutaminianu w odpornym na 

uszkodzenie regionie (38). Istotną cechą regionu CA2-3, DG, różniącą go od CA1, 

jest także wydajniejszy metabolizm energetyczny jak również integralność i 

dynamika mitochondriów (72, 81-84). Co więcej, wiele badań pokazuje, że region 

CA3 ma skuteczniejszą ochronę antyoksydacyjną i tym samym, niższy poziom 

stresu oksydacyjnego, niż region CA1 (85-88). Jest to istotne w kontekście czynnika 

transkrypcyjnego Nrf2, który jest uważany za główny regulator genów związanych 

z odpowiedzią antyoksydacyjną i który jest przedmiotem niniejszej rozprawy 

doktorskiej.  

Czynnik transkrypcyjny Nrf2  

Jądrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2 (Nrf2) 

jest jednym z głównych czynników transkrypcyjnych w komórkach, w tym 

neuronach, odpowiedzialnym za indukowanie systemów ochronnych w komórce 

(89, 90). W fizjologicznych warunkach poziom Nrf2 jest ściśle regulowany przez jego 

cytoplazmatyczny inhibitor - białko KEAP1 (Ryc. 2) (91). Kompleks Cul3-KEAP1 

łączy się z Nrf2 zapobiegając jego translokacji do jądra oraz umożliwia jego 

http://rcin.org.pl



22 

 

ubikwitynację i degradację w proteosomie. W warunkach stresu oksydacyjnego, 

reszty cysteinowe białka KEAP1 ulegają utlenieniu, co powoduje uwolnienie 

czynnika transkrypcyjnego Nrf2 z kompleksu Cul3-KEAP1-Nrf2 i jego 

translokację do jądra komórki (Ryc. 2). Tam, Nrf2 tworzy heterodimer z małym 

białkiem Maf (sMaf ang. small musculoaponeurotic fibrosarcoma protein) który 

łączy się ze specyficzną sekwencją ARE (ang. antioxidant response element, element 

odpowiedzi antyoksydacyjnej) i inicjuje transkrypcję regulowanych przez Nrf2 

genów (91-93). Pierwsze doniesienia dotyczące sekwencji niezbędnej do aktywacji 

transkrypcji genów antyoksydacyjnych pochodzą z późnych lat 80 (94) i były 

punktem wyjścia do szybkiego rozwoju badań nad ARE, jego regulacją i genami 

znajdującymi się pod jego kontrolą. Okazało się, że, aby przyłączyć się do ARE, 

czynniki transkrypcyjne muszę stworzyć heterodimery lub w niektórych 

przypadkach, homodimery (95). 

Rycina 2. Szlak hamowania/aktywacji Nrf2. W warunkach podstawowych Nrf2 łączy się z 

kompleksem Cul3-KEAP1, ulega ubikwitynacji i degradacji w proteosomie. Utlenienie reszt 

cysteinowych, w wyniku zadziałania bodźca stresowego, uwalnia Nrf2 z kompleksu Cul3-KEAP1, 

który następnie transportowany jest do jądra, gdzie aktywuje transkrypcję regulowanych przez siebie 

genów po połączeniu z białkiem sMAf.  

Do głównych regulatorów sekwencji ARE należą czynniki transkrypcyjne Nrf1, Nrf2 

i Nrf3 (95). I tak na przykład Nrf1 i Nrf2 tworzą heterodimery z białkami c-

Jun/JunD, co może aktywować transkrypcję genów przy małym stężeniu białek c-
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Jun/JunD lub hamować transkrypcję, kiedy ich stężenie jest wysokie. Heterodimer 

Bach1-sMaf hamuje ekspresję genu Hmox1 (96). Czynnik transkrypcyjny Nrf2 

tworzy heterodimery głównie z białkami sMaf i aktywuje transkrypcję wielu genów. 

Co ciekawe, połączenie Nrf2 z białkiem MafG wyłącza sygnał eksportu jądrowego 

zlokalizowany w sekwencji Nrf2, co pozwala na stabilizację i zatrzymanie Nrf2 w 

jądrze komórkowym (97). Dalsze badania nad szlakiem KEAP1/Nrf2/ARE ujawniły, 

że dominuje on w regulacji ekspresji genów fazy II podczas stresu oksydacyjnego 

(98, 99), stąd Nrf2 nazywany jest głównym regulatorem odpowiedzi komórki na 

stres oksydacyjny (100). Wielkoskalowe badania eksploracji genomu ujawniły, że 

Nrf2 pełni wiele innych funkcji poza ochroną przed utleniaczami i elektrofilami. 

Lista genów pod kontrolą transkrypcyjną Nrf2 zawiera tysiące genów 

zaangażowanych w procesy antyoksydacyjne, cytoprotekcyjne, przeciwzapalne jak 

również regulujące metabolizm komórki i bioenergetykę mitochondriów (Ryc. 3). 

Nadekspresja Nrf2 indukowana doksycykliną w komórkach U2OS (ang. human 

bone osteosarcoma epithelial cells) zwiększa ekspresję 2619 genów oraz zmniejsza 

ekspresję 2066 genów w genomie jądrowym (101). Analiza ekspresji genów w 

mysich fibroblastach embrionalnych (MEF ang. mouse embryonic fibroblasts) 

pozbawionych ekspresji Nrf2 lub pozbawionych ekspresji KEAP1 wyłoniła 7155 

genów z obniżoną ekspresją lub 7832 genów ze zwiększoną ekspresją, odpowiednio, 

oraz 2489 genów wspólnych dla obu grup genów w porównaniu z komórkami 

dzikimi (95). Geny, których ekspresja była obniżona w komórkach pozbawionych 

Nrf2, autorzy uznali za geny podstawowe regulowane przez Nrf2, natomiast geny 

których ekspresja wzrosła w wyniku pozbawienia komórek cytoplazmatycznego 

inhibitora Nrf2 – KEAP1 – nazwali genami indukowanymi przez Nrf2. Podział ten 

związany jest faktem, że w warunkach fizjologicznych niewielka pula Nrf2 ulga 

translokacji do jądra komórki i pobudza ekspresję pewnej grupy genów (genów 

podstawowych) regulowanych przez Nrf2. Natomiast, w warunkach aktywacji Nrf2, 

wywołanej np. stresem oksydacyjnym czy związkami chemicznymi, translokowany 

do jądra komórki pobudza ekspresję kolejnej/innej grupy genów (genów 

indukowanych). Geny podstawowe mogą być również genami indukowanymi i 

odwrotnie. Analiza terminów związanych z tymi genami z bazy ontologii genów 

ujawniła, że „proliferacja komórek” dominowała pośród genów podstawowych, a 
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„odpowiedź na stres oksydacyjny” była najczęściej spotykana pośród genów 

indukowanych (95). Na liście genów indukowanych przez Nrf2 znajdują się m.in. 

geny zaangażowane w wewnątrzkomórkową homeostazę glutationu Gclc i Gclm 

kodujące podjednostkę katalityczną i modulatorową ligazy glutaminianowo-

cysteinowej (GCLC oraz GCLM). Innymi genami regulowanymi przez Nrf2 są np. 

geny zaangażowane w redukowanie nadtlenków (peroksydaza glutationowa; GPx) 

czy metabolizm hemu i żelaza (oksygenaza hemowa 1; Hmox1). Rycina 3 

przedstawia przegląd wybranych produktów białkowych genów regulowanych 

przez Nrf2, pogrupowanych według ich funkcji. 

Rycina 3. Wybrane białka regulowane przez Nrf2 podzielone ze względu na ich funkcje. Nrf2 

reguluje m.in. enzymy zaangażowane w homeostazę glutationu takie jak: podjednostki katalityczna 

(GCLC) i modulatorowa (GCLM) ligazy glutaminianowo-cysteinowej, peroksydaza glutationowa 

(GPx), reduktaza glutationowa (GSR1) oraz kilka S-transferaz glutationowych (GST). Co więcej, Nrf2 

kontroluje ekspresję enzymów detoksykacyjnych, w tym dehydrogenazę NAD(P)H (chinon) 1 

(NQO1), dehydrogenazę aldehydową (ALDH) i cytochrom P450. Ponadto Nrf2 reguluje cztery 

enzymy zaangażowane w wytwarzanie NADPH niezbędnego do redukcji glutationu, tj. 

dehydrogenaza fosfoglukonianowa (PGD), dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD), 

dehydrogenaza jabłczanowa (ME1) i dehydrogenaza izocytrynianowa 1 (IDH1). Nrf2 wpływa 

również na metabolizm hemu i żelaza poprzez regulację oksygenazy hemowej-1 (HO-1). Działa 

również przeciwzapalnie poprzez hamowanie NF-κB i ekspresji jego docelowych genów. Ponadto 

Nrf2 reguluje: obecność w komórce czynników wzrostu i białek opiekuńczych, enzymy metabolizmu 

energetycznego, aktywność genów regulujących funkcje mitochondriów oraz wiele innych. Białka 
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pogrubione i podkreślone były analizowane w niniejszej rozprawie doktorskiej. 

Inne skróty: FTL1- łańcuch lekki 1 ferrytyny, FTH1- łańcuch ciężki 1 ferrytyny, TALDO1- 

transaldolaza 1, TKT- transketolaza, PPAT – Amidofosforybozylotransferaza, FGF – czynnik wzrostu 

fibroblastów, NGR1- neuregulina 1, Hsp – białko szoku cieplnego. 

Terapia z wykorzystaniem farmakologicznej aktywacji Nrf2 

Korzystny wpływ aktywacji Nrf2 został wykazany w różnych modelach 

eksperymentalnych m.in. chorób neurodegeneracyjnych, w tym w modelach 

niedokrwienia mózgu, jak również w modelach chorób płuc, wątroby, oczu, 

przewodu pokarmowego oraz chorób metabolicznych czy autoimmunologicznych 

(99, 102-109). Czynnikiem łączącym te modele jest udział stresu oksydacyjnego i 

stanu zapalnego w patogenezie choroby. Wiele lat badań i coraz szersza wiedza w 

zakresie budowy, regulacji i funkcji czynnika transkrypcyjnego Nrf2 oraz jego 

inhibitora, KEAP1, doprowadziły do blisko stu badań klinicznych z użyciem 

aktywatorów Nrf2 (105-107) (https://clinicaltrials.gov). Trzy spośród nich, fumaran 

dimetylu, omaveloxolone oraz sulforafan, wyróżniają się zaawansowaniem w 

badaniach klinicznych. Dotychczas zarejestrowano preparaty zawierające fumaran 

dimetylu w leczeniu ustępująco-nawracającej postaci stwardnienia rozsianego 

(RRMS ang. remitting-relapsing multpile sclerosis) oraz łuszczycy (110-112). Co 

ciekawe, w ostatnich miesiącach, w Stanach Zjednoczonych Agencja Żywności i 

Leków zatwierdziła użycie preparatu SKYCLARYS™ zawierającego omaveloxolone 

w leczeniu ataksji Friedreicha (113, 114). Natomiast w przypadku sulforafanu 2 faza 

badań klinicznych wykazała poprawę funkcji poznawczych u pacjentów ze 

schizofrenią otrzymujących sulforafan w stosunku do grupy, która otrzymywała 

placebo (115). Obecnie trwające badania kliniczne weryfikują m.in. skuteczność 

sulforafanu u pacjentów ze stanem ryzyka rozwoju psychozy (116) czy efektywność 

syntetycznej postaci sulforafanu, SFX-01 w leczeniu krwotoku 

podpajęczynówkowego (117). Czym jest zatem sulforafan? Sulforafan (1-

izotiocyjano-4-metylosulfinylobutan, SFN) jest jednym z pierwszych, 

wyizolowanych i zidentyfikowanych, aktywatorów Nrf2 (105, 118). Występuje 

naturalnie w warzywach krzyżowych jak brokuł czy kalafior (119). Jako związek o 

małej masie cząsteczkowej wykazuje wysoką biodostępność oraz zdolność do 

przekraczania bariery krew-mózg, co predysponuje go w leczeniu chorób 

związanych z zaburzeniami ośrodkowego układu nerwowego (120-122). Sulforafan 
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jako izotiocyjanian reaguje z tiolami, m.in. resztami cysteinowymi białka KEAP1, 

tworząc mostki dwusiarczkowe (123). Taka modyfikacja reszt cysteinowych białka 

KEAP1, uwalnia Nrf2 z połączenia z kompleksu Cul3-KEAP1, umożliwia 

cytoplazmatyczną akumulację Nrf2 i jego translokację do jądra komórki (124-126). 

Ogólne obserwacje z badań klinicznych z wykorzystaniem sulforafanu potwierdzają 

wyniki z badań przedklinicznych wskazujące, że, poprzez aktywację Nrf2, 

sulforafan działa antyoksydacyjnie, przeciwzapalnie oraz chemoprewencyjnie (105, 

119, 127).  

Jak przedstawiono powyżej, procesy wewnątrzkomórkowe wyzwalane przez 

epizod niedokrwienno-reperfuzyjny są obecnie przedmiotem wielu badań w celu 

odnalezienia nowych punktów uchwytu dla potencjalnych, przyszłych terapii 

neuroprotekcyjnych. Poszukiwanie mechanizmów zaangażowanych w procesy 

naturalnej odporności regionu CA2-3, DG hipokampa na epizod I/R, może rzucić 

nowe światło na fenomen endogennej neuroprotekcji i wskazać, kolejne, być może 

bardziej skuteczne, cele działań farmakologicznych. 
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Cel Pracy 

Celem pracy było wykazanie roli czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w 

mechanizmach endogennej neuroprotekcji regionu CA2-3, DG hipokampa suwaka 

mongolskiego oraz wskazanie nowych genów regulowanych przez Nrf2 

zaangażowanych w naturalne mechanizmy obronne występujące w mózgu.  

Cele szczegółowe: 

1. Zbadanie aktywności Nrf2, poprzez oznaczenie poziomu tego białka w 

jądrach komórkowych, w kontroli oraz w przebiegu uszkodzenia 

niedokrwienno-reperfuzyjnego w dwóch obszarach hipokampa: wrażliwym 

(CA1) i odpornym (CA2-3, DG) na przejściowe niedokrwienie. 

2. Zbadanie mechanizmu różnej aktywności Nrf2 w badanych regionach 

hipokampa poprzez ocenę poziomu białka KEAP1, jego cytoplazmatycznego 

inhibitora.  

3. Potwierdzenie aktywności Nrf2 poprzez ocenę poziomu produktów 

białkowych genów regulowanych przez Nrf2 (HO-1, GCLC, GCLM oraz 

GPx1).  

4. Zbadanie wpływu farmakologicznej aktywacji Nrf2 za pomocą sulforafanu, 

na przeżycie komórek sektora CA1 w modelach ex vivo organotypowej 

hodowli skrawków hipokampa oraz in vivo przejściowego niedokrwienie 

mózgu suwaka mongolskiego. 

5. Analiza in silico danych z repozytorium genów regulowanych przez Nrf2 oraz 

ogólnodostępnego atlasu sekwencji RNA hipokampa myszy w celu 

wytypowania genów o wyższej ekspresji w regionach tworzących CA2-3, DG 

niż w regionie CA1.  

6. Weryfikacja ekspresji mRNA wyselekcjonowanych w analizie in silico genów 

w dwóch regionach hipokampa kontrolnego suwaka mongolskiego. 

7. Weryfikacja ekspresji wyselekcjonowanych w analizie in silico genów, na 

poziomie mRNA i produktu białkowego w regionach CA1 oraz CA2-3, DG 

hipokampa suwaka mongolskiego w przebiegu uszkodzenia niedokrwienno-

reperfuzyjnego. 
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Materiały i metody 

 Tabela 1.  Materiały stosowane w doświadczeniach 

ODCZYNNIK/MATERIAŁ PRODUCENT 
NUMER 

KATALOGOWY 

30% roztwór akrylamid/bis 29:1 BioRad 1610156 

Albumina surowicy bydlęcej (BSA) Sigma-Aldrich A6003 

Antibiotic Antimycotic Solution (100x) Sigma A5955 

Bufor do lizy komórek 
Cell Signaling 

Technology 
9803 

Chlorek sodu Sigma-Aldrich S3014 

Eozyna Y Mar-Four 4P.05.1001/L 

Etylowy alkohol bezwodny 99,8% POSCH basic BA6480111 

Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) Sigma-Aldrich P7626-1G 

Formalina Bio-Optica 05-k01004 

Glicyna Sigma-Aldrich G8898 

Glukoza Sigma-Aldrich G6152 

Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) Gibco 14175095 

Hematoksylina Harrisa Mar-Four 4P.05.003/L 

Jodek propidyny Sigma-Aldrich P4170 

Ksylen Sigma-Aldrich 534056 

Kwas N-metylo-D-asparaginowy (NMDA) Sigma-Aldrich M3262 

Laurylosiarczan sodu (SDS) Sigma-Aldrich L3771 

Marker białkowy Precision Plus Protein Dual BioRad 1610374 
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Color Standard 

Membrana do elektrotransferu białek po SDS-

PAGE, nitroceluloza 
Amersham GE10600016 

Metanol 99,8% Linegal Chemicals 50-1224 

N,N,N′,N′-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED) Sigma-Aldrich T7024 

Nadsiarczan amonu (APS) BioRad 1610700 

Neurobasal Gibco 21103049 

Odczynnik Bradforda  Sigma-Aldrich B6916 

Odczynnik do detekcji WB ECL Western 

Blotting Detection Reagents 
Amersham RPN2106 

Płytki 6-dołkowe 
Corning Life 

Science 
351146 

Ponceau S Sigma-Aldrich P3504 

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 
Applied 

Biosystems 
A25741 

Probówki wirówkowe, stożkowe typu 

Eppendorf 
MedLab 25-1500-0L 

Roztwór buforowy HEPES  Gibco 15630-106 

Sulforafan Cayman 10496 

Suplement B27 (50x) Gibco 17504-001 

Suplement GlutaMAX Gibco 35050-038 

Surowica końska Sigma-Aldrich H1270 

Szkiełka histologiczne podstawowe Mar-Four M1.15.01663A 

Trizma  Sigma-Aldrich T6066 
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Wkłady Cell Culture Insert, 30 mm, hydrophilic 

PTFE, 0.4 μm 

Merck Millipore PICM03050 

Zestaw do izolacji komórkowej frakcji jądrowej Cayman chemical 10009277 

Zestaw do oznaczanie stężenia białka 

zmodyfikowaną metodą Lowry’ego 

ThermoFisher 

Scientific 
23240 

Zestaw High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit 
Applied 

Biosystems 
4387406 

Zestaw Total RNA Mini Plus  
A&A 

Biotechnology 
036 

 

Tabela 2. Pożywki, roztwory i bufory używane w doświadczeniach  

NAZWA SKŁAD 

10% żel poliakrylamidowy 1,7 ml Akrylamid/Bis Solution, 2 ml woda dejonizowana, 

1,3 ml 1,5M Trizma -HCl (pH 8,8), 50 μl 10% SDS, 25 μl 

10% APS, 2,5 μl TEMED 

Bufor do elektroforezy 25mM Trizma (pH 8,3), 192 mM glicyna, 0,1% SDS, woda 

dejonizowana 

Bufor do transferu 25mM Trizma, 192 mM glicyna, 20% metanol, 0,1% SDS, 

woda dejonizowana 

Bufor TBST 50 mM Tris (pH 7,5), 154 mM NaCl, 0,05% Tween 20 

Kompletny buforu do lizy 

komórek 

1x cell lysis buffer, 1mM PMSF, woda dejonizowana 

Kompletny bufor do ekstrakcji 

frakcji jądrowej 

1x Nuclear Extraction Buffer, 2% inhibitory fosfataz, 1% 

inhibitory proteaz, 10mM DDT, woda dejonizowana 

Kompletny, hipotoniczny bufor 

do ekstrakcji frakcji jądrowej 

1x Nuclear Extraction Hypotonic Buffer, 2% inhibitory 

fosfataz, 1% inhibitory proteaz, woda dejonizowana 

Mieszanina reakcyjna qRT-PCR 10 ml PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, 400 nM 

starter forward i reverse, woda jałowa 

Pożywka bez surowicy 74% Neurobasal, 22% HBSS, 1% B27, 5mg/mL glukoza, 1 

M HEPES, 0,5mM GlutaMAX, 0,8% Antibiotic 

Antimycotic Solution 
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Modele badawcze 

Wszystkie procedury wykonywane na zwierzętach zostały zaakceptowane 

przez Lokalną Komisję Etyczną do Spraw Doświadczeń na Zwierzętach w 

Warszawie (Uchwała nr WAW379/2017 oraz Uchwała nr WAW2/032/2021). Do 

badań przeznaczono 157 suwaków mongolskich oraz 150 osesków szczura szczepu 

Wistar.  

Model uszkodzenia ekscytotoksycznego w organotypowej hodowli skrawków 

hipokampa szczura 

Organotypowe hodowle skrawków hipokampa (OHC) zakładano z 6-7-

dniowych osesków szczura szczepu Wistar z wykorzystaniem zmodyfikowanej 

metody Stoppiniego (128). Po dekapitacji zwierząt, izolowano mózg, a następnie 

hipokampy, które cięto w płaszczyźnie czołowej na skrawki o grubości 400 μm za 

pomocą urządzenia Tissue Chopper (McIliwain). Uzyskane skrawki przenoszono na 

wkłady z membraną o wielkości porów 0,4 mm, które umieszczano w płytce 

sześciodołkowej wypełnionej pożywką z surowicą końską (Tab. 2). Hodowlę 

prowadzono przez 8 dni w 36°C, w atmosferze 5% CO2 i 95% powietrza w 

inkubatorze HF90 CO2 (Heal Force). W kolejnych dniach hodowli, surowica była 

stopniowo usuwana z pożywki tak by w dniu doświadczenia pożywka była 

pozbawiona surowicy (Tab. 2). W ósmym dniu hodowli, po wstępnej selekcji i 

usunięciu uszkodzonych skrawków, przeprowadzano eksperyment (dokładny opis 

w „Eksperyment w modelu in vivo”). 

Pożywka z surowicą 50% Neurobasal, 24% surowica końska, 20% HBSS, 1% B-

27, 5mg/mL glukoza, 1M HEPES, 0,5 mM GlutaMAX, 

0,8% Antibiotic Antimycotic Solution 

Roztwór do odwrotnej 

transkrypcji 

10 ml 2x RT Buffer mix, 1 ml 20x RT Enzyme Mix, 2 mg 

RNA, woda jałowa 

Roztwór obciążający do próbek 

białkowych 

62,5 mM Tris-HCl (pH 6,8), 10% glicerol, 2% SDS, 0,01% 

błękit bromofenolowy, 1% merkaptoetanolu, woda 

dejonizowana 

Alkohol kwaśny 70% alkohol etylowy, 1% kwas solny, woda dejonizowana 
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Model krótkotrwałego niedokrwienia mózgu suwaka mongolskiego  

Doświadczenia przeprowadzono na zdrowych, 3-miesięcznych samcach 

suwaka mongolskiego. Zwierzęta były utrzymywane w warunkach świetlnych 12h 

dzień/ 12h noc, w warunkach środowiskowych zgodnych z normami panującymi na 

terenie Rzeczypospolitej Polskiej (Rozporządzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju 

Wsi z dnia 14 grudnia 2016 r. w sprawie minimalnych wymagań, jakie powinien 

spełniać ośrodek, oraz minimalnych wymagań w zakresie opieki nad zwierzętami 

utrzymywanymi w ośrodku). Procedurę niedokrwienia przeprowadzono w anestezji 

wziewnej z użyciem izofluranu (wprowadzenie do narkozy - 5% izofluran w O2, 

zabieg 3-4% izofluran w O2). Zwierzęta podczas procedury przebywały na blacie 

grzejącym utrzymującym stałą temperaturę (36°C) aby zapobiec hipotermii. 

Niedokrwienie wywoływano przez obustronne zaciśnięcie, uwidocznionych tętnic 

szyjnych wspólnych, na 5 minut za pomocą chirurgicznych klipsów naczyniowych. 

Po zakończonym zabiegu niedokrwienia, usuwano klipsy naczyniowe i zaszywano 

powłoki skórne. Operowane zwierzęta powracały do swoich klatek w pokoju 

eksperymentalnym i przebywały tam aż do czasu pobrania materiału. Do badań 

zwierzęta uśmiercano po 15 i 30-minutowej oraz 1, 2, 3, 24, 36, 48, 72 i 96 godzinnej 

reperfuzji i izolowano z nich dwa regiony hipokampa, CA1 oraz CA2-3, DG. 

Zwierzęta niepoddane procedurze niedokrwienia, z których izolowano dwa regiony 

hipokampa CA1 i CA2-3, DG oraz prążkowie, korę mózgową, opuszkę węchową i 

móżdżek, użyto jako kontrole. W opisywanym modelu przeprowadzono również 

doświadczenia z dootrzewnowym podaniem aktywatora Nrf2, w którym zwierzęta 

uśmiercano 7 dni po wywołaniu niedokrwienia (dokładny opis w puncie 

„Eksperyment w modelu in vivo"). 

Immunoblotting (Western blot) 

Frakcjonowanie materiału biologicznego: frakcja jądrowa i cytoplazmatyczna 

Komórkowe frakcje jądrową i cytoplazmatyczną uzyskano korzystając z 

komercyjnego zestawu Nuclear Extraction Kit według protokołu producenta. 

Wyizolowane z suwaków mongolskich hipokampy dzielono na regiony CA1 i CA2-

3, DG, następnie ważono i homogenizowano w szklanym homogenizatorze typu 
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szkło-teflon (Wheaton) w zimnym, kompletnym, buforze hipotonicznym (3ml/1g 

tkanki). Homogenat przekładano do probówek wirówkowych, stożkowych, a 

następnie inkubowano przez 15 minut na lodzie. Po tym czasie homogenat 

wirowano 300 x g (10 minut, 4°C). Otrzymany supernatant stanowił pierwszą część 

frakcji cytoplazmatycznej, natomiast powstały osad poddawano dalszemu 

procesowaniu w celu lizy pozostałych komórek. Osad zawieszano w 500 µl 

kompletnego, hipotonicznego buforu i inkubowano na lodzie przez 15 minut. 

Następnie do probówek dodawano 50 µl 10% NP-40, mieszano i wirowano 14 000 x 

g (30 s, 4°C). Otrzymany supernatant łączono z pierwszą częścią frakcji 

cytoplazmatycznej. Natomiast osad zawieszano w 100 µl zimnego, kompletnego 

buforu do ekstrakcji frakcji jądrowej, mieszano 15 s na wytrząsarce typu Vortex i 

inkubowano wytrząsając 350 rpm (15 minut, 4°). Powtarzano etap mieszania i 

inkubacji, a następnie próbkę wirowano 14 000 x g (10 minut, 4°C). Osad usuwano, a 

supernatant służył w badaniach jako frakcja jądrowa. Obydwie otrzymane frakcje 

przechowywano w -80°C. Stopień wzbogacenia frakcji oceniano metodą Western 

blot z wykorzystaniem przeciwciał rozpoznających białka charakterystyczne dla 

otrzymanych przedziałów komórkowych: frakcja cytoplazmatyczna - 

dehydrogenaza mleczanowa B (LDHB), frakcja jądrowa - białko macierzy jądrowej 

p84 (THOC1) (Ryc. 5). 
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Rycina 4. Stopień wzbogacenia frakcji cytoplazmatycznej i jądrowej oceniany za pomocą 

obecności białek markerowych; THOC1 – białko macierzy jądrowej, LDHB – białko 

cytoplazmatyczne. Przykładowe obrazy western blot uzyskane z dwóch niezależnych powtórzeń 

biologicznych. 

Ekstrakty białkowe 

Wyizolowane regiony hipokampów homogenizowano w homogenizatorze 

typu szkło-teflon (Wheaton) w zimnym buforze Cell Lysis Buffer wzbogaconym o 1 

mM PMSF. Homogenat przekładano do probówek wirówkowych, stożkowych, a 

następnie inkubowano przez 5 minut na lodzie, sonifikowano (Vibra-Cell VCX130 

(Sonics) 4x po 5 s (w częstotliwości 50/60 Hz) z chłodzeniem pomiędzy 

powtórzeniami a następnie wirowano 14 000 x g (10 minut, 4°C). Otrzymany 

supernatant (ekstrakt komórkowy) przenoszono do nowych probówek i oznaczano 

stężenia białka. 

Pomiar stężenia białka 

Metoda Bradforda 

Stężenie białka we frakcji jądrowej i cytoplazmatycznej mierzono metodą 

Bradforda (129). Ze względu na obecność DTT w komercyjnym zestawie do izolacji 

frakcji jądrowej, jest to metoda zalecana dla tak otrzymanego materiału. Metoda 

Bradforda wykorzystuje barwnik Comassie brilliant blue G-250, który w kwaśnym 

środowisku wiąże się z białkami i zmienia kolor z brązowego na niebieski. 

Intensywność koloru jest proporcjonalna do ilości białka w analizowanej próbie. 
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Analizowane próbki rozcieńczano 10x wodą destylowaną i inkubowano przez 5 

minut z odczynnikiem Bradforda. Następnie mierzono absorbancję przy długości 

fali 595 nm z użyciem spektrofotometru Infinite M1000Pro (TECAN). Stężenie białka 

obliczano na podstawie krzywej kalibracyjnej otrzymanej z roztworu o znanym 

stężeniu białka (BSA, 100 µg/µl).  

Zmodyfikowana metoda Lowry’ego 

Stężenie białka w ekstraktach białkowych mierzone zmodyfikowaną metodą 

Lowry’ego (130). Metoda ta wykorzystuje zdolność wiązania miedzi do białka w 

roztworze o zasadowym (alkalicznym) pH. Po dodaniu odczynnika Folina-Ciocalte 

(odczynnik fenolowy) wytworzony kompleks ulega redukcji i powstaje 

rozpuszczalny w wodzie niebieski produkt. Intensywność koloru jest 

proporcjonalna do ilości białka w analizowanej próbie. Badane próbki rozcieńczano 

5x wodą destylowaną i inkubowano 10 minut ze zmodyfikowanym odczynnikiem 

Lowry’ego. Następnie, dodawano 100 µl odczynnika Folina-Ciocalte i inkubowano 

30 minut, po czym mierzono absorbancję przy długości fali 750 nm z użyciem 

spektrofotometru Infinite M1000Pro (TECAN). Stężenie białka obliczono na 

podstawie krzywej kalibracyjnej otrzymanej z roztworu o znanym stężeniu białka 

(BSA, 100 µg/µl). 

Elektroforeza w warunkach denaturujących (SDS-PAGE) i elektrotransfer  

Próbki białkowe, po wymieszaniu z roztworem obciążającym do 

elektroforezy (Tab. 2), denaturowano przez 5-minutowe gotowanie w 100°C. Na 

przygotowane w laboratorium 10% żele poliakrylamidowe nakładano odpowiednio: 

30 µg białka (frakcja jądrowa), 60 µg białka (frakcja cytoplazmatyczna) i 40 µg białka 

(ekstrakty białkowe). Jako marker masy molekularnej używano komercyjnej 

mieszaniny białek Precision Plus Protein Dual Color Standarda (BioRad). 

Elektroforezę prowadzono w buforze do elektroforezy (Tab. 2) przez około 90 minut 

przy napięciu 130V. Po zakończonym rozdziale elektroforetycznym białka z żelu 

przenoszono na membranę nitrocelulozową o wielkości porów 0,45 m. 

Elektrotransfer mokry prowadzono w schłodzonym buforze do elektrotransferu 

(Tab. 2) przez 90 minut przy natężeniu 350 mA. Po zakończonym transferze, błonę 
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nitrocelulozową barwiono roztworem Ponceaus S w celu potwierdzenia 

skuteczności transferu i sprawdzenia równości nakładania białka w każdej ścieżce.  

Detekcja z użyciem przeciwciał  

Membranę nitrocelulozową po wypłukaniu w buforze TBST (Tab. 2) 

blokowano w roztworze 5% odtłuszczonego mleka w TBST, aby zapobiec 

niespecyficznemu przyłączaniu się przeciwciał. Inkubacja w buforze blokującym 

trwała 60 minut, po czym membranę płukano 3 x po 5 minut w buforze TBST. 

Następnie membranę inkubowano z przeciwciałami pierwszorzędowymi (Tab. 3) 

przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, membranę płukano 3 x 

po 5 minut w buforze TBST a następnie inkubowano z przeciwciałami 

drugorzędowymi (Tab. 3) przez 30 minut w 5% roztworze odłuszczonego mleka w 

TBST. Po zakończonej inkubacji membranę płukano 3 x po 5 minut w buforze TBST. 

Detekcję reakcji przeciwciał przeprowadzano z wykorzystaniem substratu dla 

peroksydazy chrzanowej ECL Western Blotting Detection Reagents i obrazowano za 

pomocą urządzenia Fusion Fx6 (Vilber Lourmat).  

Tabela 3.  Przeciwciała używane w badaniach z wykorzystaniem metody Western blot 

PRZECIWCIAŁO PIERWSZORZĘDOWE PRZECIWCIAŁO DRUGORZĘDOWE 

NAZWA 
PRODUCENT (NR 

KAT) 
STĘŻENIE NAZWA 

PRODUCENT 

(NR KAT) 
STĘŻENIE 

Anty-

Nrf2 

Proteintech  

(66504-1-Ig) 
1:500 

Anty-Mysz IgG 

(przeciwciało 

sprzężone z 

peroksydazą 

chrzanową 

wytwarzane u 

królika) 

Sigma-

Aldrich 

(A9044) 

1:4000 

Anty-

KEAP1 

Proteintech 

 (60027-1-Ig) 
1:500 

Anty-

GCLM 

Santa Cruz 

Biotechnology 

 (sc-55586) 

1:500 

Anty-

GCLC 
Santa Cruz 

Biotechnology 

1:500 
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 (sc-390811 

Anty-

CAMK1 

Santa Cruz 

Biotechnology 

 (sc-137225) 

1:500 

Anty-

STC2 

Santa Cruz 

Biotechnology  

(sc-293388) 

1:250 

Anty-

GPx1 

Cell Signaling 

(C8C4) 
1:500 

Anty-Królik 

IgG 

(przeciwciało 

sprzężone z 

peroksydazą 

chrzanową 

wytwarzane u 

kóz) 

Sigma-

Aldrich 

(A0545) 

1:8000 

Anty-

AIFM2 

Proteintech  

(20896-1-AP) 
1:500 

Anty-

BRIP1 

Proteintech  

(24436-1-AP) 
1:500 

Anty-

FZD7 

Proteintech  

(16974-1-AP) 
1:500 

Anty-

ITGB8 

Cell Signaling 

(D1V7M) 
1:500 

Anty-

PHGDH 

Proteintech 

 (14719-1-AP) 
1:500 

Anty-

SHISA2 

Sigma  

(HPA050172-100UL) 
1:1000 

Anty-

HO-1 

Cell Signaling 

(E3F4S) 
1:500 

Anty-

TDO2 

Proteinech  

(15880-1AP) 
1:500 

Anty-

LDHB 

Proteintech  

(14824-1-AP) 
1:1000 
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Anty-

THOC1 

Proteintech 

 (10920-1-AP) 
1:1000 

 

Wpływ aktywacji Nrf2 na przeżycie komórek w regionie CA1 

hipokampa 

Eksperyment w modelu ex vivo  

Doświadczenia z użyciem aktywatora Nrf2 w modelu ekscytotoksyczności w OHC oraz 

wizualizacja efektów w mikroskopie konfokalnym 

Uszkodzenie ekscytotoksyczne w organotypowej hodowli skrawków 

hipokampa szczura wywoływano dodając 25 µM NMDA (kwas N-metylo-D-

asparaginowy) do pożywki na 3 godziny. Aktywator Nrf2 – sulforafan – stosowano 

w stężeniu 5 lub 10 µM razem z NMDA lub z 15-, 30 lub 45-minutowym 

opóźnieniem. Po trzygodzinnej inkubacji, wymieniano pożywkę na pożywkę 

pozbawioną NMDA, w której pozostawał sulforafan. Po 24 godzinach od 

rozpoczęcia eksperymentu martwe komórki obrazowano za pomocą jodku 

propidyny (6 mM) w mikroskopie konfokalnym Carl Zeiss LSM 510 (Środowiskowe 

Laboratorium Laserowych Technik Mikroskopowych IMDiK PAN) przy długości 

fali wiązki laserowej równej 546 nm. Następnie, uzyskane zdjęcia analizowano z 

wykorzystaniem niekomercyjnego programu komputerowego, który liczy świecące 

piksele na obrazie. Uzyskane wartości były normalizowane względem maksymalnej 

fluorescencji uzyskanej po podaniu 100 µM NMDA. 

Eksperyment w modelu in vivo 

Doświadczenie z podaniem aktywatora Nrf2 w modelu uszkodzenia niedokrwienno-

reperfuzyjnego  

Suwakom mongolskim poddanym 5 minutowemu zaciśnięciu tętnic szyjnych 

wspólnych podawano dootrzewnowo (i.p.) aktywator Nrf2 w dawce 5 mg/kg masy 

ciała. Sulforafan, rozpuszczony w soli fizjologicznej, w objętości 100 µl podawano w 

trakcie trwania niedokrwienia lub w 30 minucie reperfuzji. Dawka została wybrana 
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na podstawie danych literaturowych (131-134). Zwierzętom kontrolnym (kontrole 

ujemne) oraz poddanym 5-minutowemu niedokrwieniu (kontrole dodatnie) 

podawano dootrzewnowo 100 µl soli fizjologicznej. Siedem dni po epizodzie 

niedokrwiennym, suwaki mongolskie poddawano perfuzji 4% formaldehydem, 

uśmiercano i pobierano z nich mózgi.  

Technika histologiczna i barwienie hematoksyliną i eozyną.  

Wyizolowane mózgi umieszczano w 10% buforowanej formalinie na 24h. 

Następnie, mózgi okrawano w płaszczyźnie czołowej, umieszczano w kasetkach 

histologicznych i płukano 30 minut w strumieniu chłodnej, bieżącej wody. Po 

płukaniu kasetki umieszczano w procesorze tkankowym (LEICA) w celu 

przepojenia materiału parafiną, po czym zatapiano w parafinowe bloczki 

histologiczne. Tak otrzymane bloczki histologiczne skrawano na mikrotomie 

rotacyjnym (LEICA) na skrawki o grubości 3-5 µm i nakładano na histologiczne 

szkiełka podstawowe. Po wysuszeniu preparatów w cieplarce, skrawki barwiono 

standardowym barwieniem histologicznym hematoksyliną i eozyną (Tab. 3). 

Otrzymane preparaty suszono, a następnie zaklejano szkiełkiem nakrywkowym i 

poddawano ocenie mikroskopowej oraz morfometrycznej w mikroskopie 

świetlnym.  

Tabela 4.  Protokół barwienia hematoksyliną i eozyną. 

ETAP BARWIENIA CZAS TRWANIA 

Ksylen I 5 minut 

Ksylen II 5 minut 

Ksylen III 5 minut 

Etanol 99,8% I 5 minut 

Etanol 99,8% II 5 minut 

Woda bieżąca 5x zanurzenie i wynurzenie 

Hematoksylina wg Harrisa 5 minut 

Woda bieżąca 15x zanurzenie i wynurzenie 
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Alkohol kwaśny Szybkie zanurzenie i wynurzenie 

Woda bieżąca 5 minut 

Eozyna 2 minut 

Woda bieżąca 15x zanurzenie i wynurzenie 

Etanol 99,8% II 4x zanurzenie i wynurzenie 

Etanol 99,8% II 4x zanurzenie i wynurzenie 

Etanol 99,8% II 4x zanurzenie i wynurzenie 

Ksylen IV 5 minut 

Ksylen V 5 minut 

 

Wizualizacja efektów podania aktywatora Nrf2 w modelu uszkodzenia niedokrwienno-

reperfuzyjnego 

Otrzymane preparaty histologiczne poddawano ocenie histopatologicznej 

celem analizy zmian morfologicznych zachodzących w neuronach hipokampa oraz 

ocenie morfometrycznej w celu ilościowego określenia neuronów o prawidłowej 

morfologii. Prawidłowe neurony zliczano z 5 odcinków o długości 250 µm z 

hipokampów obydwu półkul (n = 10). Ocena histopatologiczna i morfometria 

zostały wykonane w mikroskopie świetlnym Axiolab 5 (ZEISS) oraz przy pomocy 

kamery mikroskopowej Axiocam 208 (ZEISS) i programu komputerowego ZEN Blue 

3.0. 

Analiza in silico z użyciem technik eksploracji danych (ang. data 

mining)  

Z ogólnodostępnego atlasu ekspresji genów (mRNA) w różnych regionach 

hipokampa myszy https://hipposeq.janelia.org (dostęp 22.07.2020) pobrano 

informacje o ekspresji genów genów regulowanych przez Nrf2 z rezpozytoriu 

https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/cards/NFE2L2.V2 (wersja 7.0, dostęp 

22.07.2020). Następnie wybrano geny, których poziomy ekspresji są różne pomiędzy 

fragmentem CA1 (w bazie określanej jako „Dorsal CA1 PC”) a innym sektorami 
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tworzącymi CA2-3, DG (w bazie określanymi jako, „Dorsal CA2 PC”, „Dorsal CA3 

PC”, Dorasal DG mossy cell”, Dorsal DG granule cell”, Ventral CA3 PC” i „Ventral 

DG GC” (Ryc. 4). Otrzymano listę 130 genów, których ekspresja w poszczególnych 

fragmentach hipokampa wyrażona jest liczbą fragmentów przypadających na tysiąc 

nukleotydów sekwencji transkryptu na milion zmapowanych odczytów (FPKM ang. 

Fragments PER Kilobase of Exon Per Milion Reads Mapped), jednostce stosowanej 

podczas sekwencjonowania RNA i wykorzystanej w atlasie ekspresji genów różnych 

regionów hipokampa myszy (https://hipposeq.janelia.org). Otrzymane wartości 

znormalizowano względem „Dorsal CA1”, następnie obliczono ich logarytm 

dziesiętny i utworzono mapę termiczną (Ryc. 12) obrazującą wielkość różnic 

ekspresji wyłonionych genów. 

Rycina 5. Rycina przedstawia sposób podziału hipokampa na regiony grzbietowy (dorsal) i 

brzuszny (ventral) oraz analizowane typy komórek: komórki piramidowe (pyramidal cell, PC), 

komórki ziarniste (granule cell) oraz komórki mszyste (mossy cell) wykorzystany w atlasie sekwencji 

RNA myszy. https://hipposeq.janelia.org (dostęp 16.03.2023) 
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Ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy z odwrotną transkrypcją 

(qRT-PCR) 

Projektowanie starterów 

Startery do reakcji qRT-PCR dla genów referencyjnych i genów 

wyselekcjonowanych w analizie in silico zaprojektowano w programie Primer3web 

version 4.1.0 https://primer3.ut.ee/ (dostęp 10.10.2021) (135-137) w oparciu o 

ogólnodostępne sekwencje mRNA dla suwaka mongolskiego w bazie danych NCBI 

(National Centre for Biotechnology Information). Startery zostały zsyntetyzowane w 

Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy DNA (IBB PAN). Lista starterów i ich 

sekwencji została zamieszona w Tabeli 4. Specyficzność starterów została oceniona 

na podstawie analizy krzywej topnienia (Ryc. 6), która wykazała pojedynczy pik dla 

poszczególnych par starterów, wskazując na brak niespecyficznych produktów w 

reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR). 

 

Tabela 5.  Sekwencje starterów użytych w doświadczeniach do ilościowej reakcji łańcuchowej 

polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-PCR) 

GEN 
NUMER 

DOSTĘPU 
SEKWENCJE STARTERÓW (5’-3’) 

WIELKOŚĆ 

PRODUKTU 

(BP) 

Gapdh (138) XM_021636934 
F: AGTATGACTCTACCCACGGC 

R: ACTCCACAACATACTCGGCA 

150 

Hmbs XM_021659401 
F: GAAGAGTGGCCCAGCTACAG 

R: CACTGAACTCCTGCTGCTCA 

108 

Actb XM_021636934 
F: AGTATGACTCTACCCACGGC 

R: ACTCCACAACATACTCGGCA 

129 

18SrRNA(139) AJ877917 
F: GGCTACCACATCCAAGGAAGG 

R: AGGGCCTCGAAAGAGTCCTG 

101 

Hprt1 XM_021660111 
F: TTACGGCTTTCCTGGAGGTG 

R: TAGCCTGGTTCATCATCGCC 

136 

Ywhaz XM_021657529 
F: CACTCACTCCGGACACAGAA 

R: CCTACGGGCTCCTACAACAT 

197 
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Bud23 XM_021664516 
F: GTGGCTCTGCAATGCAAACA 

R: TGCTCCGAGTTCTCAGGGTA 

132 

Aifm2 
XM_021649400.

1 

F: GCCTTGCCCTTCTCACATCT 

R: CTGCTTCACATGTCCTCGT 

120 

Brip1 
XM_021645850.

1 

F: GGCATCACCACTGCTACTT 

R: CTGTATTGCCTCCTCTGAACC 

105 

Camk1 
XM_021637624.

1 

F: AGAGGACAAGAGGACTCAGAAG 

R: CATCCAGGGCTACAATGTTAGG 

137 

Fzd7 
XM_021654377.

1 

F: TGGAGGTGAGGAGAGGTTT 

R: TGCAAGTCCTAAGCCAGAAG 
100 

Itgb8 
XM_021654173.

1 

F: AGCTTGGAAGAGTGTACGGC 

R: CCCCTTCCCAGCCACTAAAG 

132 

Phgdh 
XM_021632368.

1 

F: GTAAGGAGGAGCTGATCGCC 

R: CGCTGCGRRGATGACATCAG 

92 

Stc2 
XM_021635606.

1 

F: CGCCCTGGACTTCAATGACT 

R: TGTAGGGGACTCTCAGGCTC 

108 

Shisa2 
XM_021649050.

1 

F: TCATCACTGTCCTCCCGGAT 

R: TTGAGGATGGAGGTGGCAAC 

138 

Gpc1 
XM_021632062.

1 

F: GGAGAATGTTATTGGCAGTGTG 

R: TGGATGACCTTGGCTGTG 

93 

Cxcl12 
XM_021662804.

1 

F: TGACTACAGATGCCCATGC 

R: TCGGGTCAATGCACACTTGT 

147 

Hrk 
XM_021642571.

1 

F: CGGAGTGTAAAGACCCACCC 

R: ATAGCATTGGGGTGGCTAGC 

95 

Lrp8 
XM_021661159.

1 

F: TCTTCACCAACCGACACGAG 

R: TTGGTAGCCACTTCCACGTC 

112 

Mpp3 
XM_021642772.

1 

F: GTAGAGTCCAGCCTCCCTCA 

R: AAGCGAGGCTTCCCACTAAC 

109 

Ret 
XM_021652718.

1 

F: GGTCTCTGTGGACGCTTTCA 

R: TTCCAAACTCGCCTTCTCCC 

101 

Tdo2 
XM_021663266.

1 

F: CATGGAACTGCTGTGGAAATAAG 

R: GGAATGGAGATGATTGCTGTTTAG 

101 
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Rycina 6.  Weryfikacja specyficzności starterów poprzez analizę krzywej topnienia. Pojedynczy 

pik wskazuje na jeden produkt reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR). Oś rzędnych: Pochodna 

reportera (-Rn), oś odciętych: Temperatura (°C) 

Izolacja RNA 

Izolację RNA przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu 

Total RNA Mini Plus Concentrator Kit. Z hipokampów podzielonych na dwa 

fragmenty CA1 i CA2-3, DG, odważono 10 mg tkanki a następnie umieszczano w 

probówkach wirówkowych, stożkowych zawierających 400 µl Fenozolu Plus. Próbki 

homogenizowano elektrycznym homogenizatorem Pellet Pestle (Kimble) przez 15 s, 

a następnie inkubowano w 50°C przez 5 minut w wytrząsarce (400 rpm). Po 

zakończonej inkubacji do probówek dodawano 150 µl ultraczystej wody, mieszano 

15 s na wytrząsarce typu Vortex, inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej i 

wirowano 10 000 x g (15 minut, temperatura pokojowa). Powstały osad zawierający 
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DNA oraz białka został odrzucany. Do supernatantu zawierającego RNA (400 µl) 

dodawano 400 µl izopropanolu, mieszano i całość nanoszono na mikrokolumny do 

oczyszczania RNA i wirowano 10 000 x g (1 minut, temperatura pokojowa). 

Następnie mikrokolumny przenoszono do nowych probówek i nanoszono 300 l 

roztworu płuczącego A1, po czym wirowano 10 000 x g (1 minuta, temperatura 

pokojowa). Płukanie wykonywano 2-krotnie. Następnie z probówek usuwano 

przesącz, umieszczano w nich ponownie mikrokolumny, nanoszono 200 l roztworu 

płuczącego A1 i wirowano 10 000 x g (2 minuty, temperatura pokojowa). Następnie, 

mikrokolumny przenoszono do nowych, jałowych probówek, nanoszono na nie 20 

l ultraczystej wody, inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 minuty, a 

następnie wirowano 10 000 x g (1 minuta, temperatura pokojowa). Po czym, 

mikrokolumny usuwano a wyizolowane, oczyszczone RNA znajdowało się w 

probówce. W celu sprawdzenia czystości i jakości otrzymanego RNA, oznaczano 

stosunek A260/280 oraz A260/230 za pomocą spektrofotometru DeNovix DS-11 FX+ 

(DeNovis Inc.)  

Odwrotna transkrypcja  

Uzyskany materiał RNA przepisywano na cDNA z użyciem komercyjnego 

zestawu High-Capacity RNA-to-cDNA Kit. Do reakcji użyto 2 g RNA na reakcję w 

20 l roztworu do odwrotnej transkrypcji (Tab. 2). Odwrotną transkrypcję 

przeprowadzono w termocyklerze PTC-100 (MJ Research) w temperaturze 37°C 

przez 60 minut, następnie inaktywowano próbki w 90°C przez 5 minut. Tak 

otrzymane cDNA przechowywano w -20°C do momentu użycia.  

Weryfikacja genów referencyjnych 

W celu wyłonienia genów referencyjnych o najbardziej stabilnej ekspresji w 

modelu 5-minutowego niedokrawania i reperfuzji mózgu suwaka mongolskiego 

wybrano 6 genów często używanych w badaniach ośrodkowego układu nerwowego 

(Gapdh, Actb, 18SrRNA, Hprt1, Hmbs, Ywhaz) oraz 1 nowy, dodatkowy gen (Bud23). 

Sekwencja starterów do reakcji qRT-PCT znajduje się w Tabeli 4. Do analizy 

wyników wykorzystano ogólnodostępne internetowe narzędzie RefFinder 

https://www.heartcure.com.au/reffinder/ (dostęp 12.04.2022) (140). Narzędzie to 
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integruje cztery, najczęściej wykorzystywane algorytmy obliczeniowe (delta Ct, 

Bestkeeper, NormFinder oraz geNorm) i daje możliwość porównania i 

uszeregowania badanych genów referencyjnych pod względem stabilności ekspresji 

w badanym modelu. Na podstawie wyników uzyskanych z poszczególnych 

algorytmów, RefFinder oblicza średnią geometryczną w celu stworzenia 

generalnego rankingu genów referencyjnych. Im niższa wartość tym gen jest 

bardziej stabilny w danych warunkach. Badania przeprowadzono na cDNA 

powstałym z mRNA wyizolowanego ze zwierząt kontrolnych oraz po 3-, 48- i 72-

godzinach reperfuzji po 5 minutowym niedokrwieniu, a do obliczeń użyto wartości 

cyklu granicznego (Ct, cycle threshold). 

Ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy  

Do przeprowadzenia reakcji łańcuchowej polimerazy użyto komercyjny 

zestaw PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix. Reakcję prowadzono używając 

starterów w stężeniu 400 nM oraz matrycy cDNA w stężeniu 100 ng lub 200 ng. 

Jedynie dla genu Tdo2 użyto matrycy w stężeniu 500 ng ze względu na niski poziom 

ekspresji tego genu w hipokampie suwaka mongolskiego. Końcowa objętość 

mieszaniny reakcyjnej qRT-PCR wynosiła 20 μl. Reakcję prowadzono w urządzeniu 

7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) w 3 powtórzeniach 

technicznych. Warunki reakcji obejmowały etap aktywacji UDG (50˚C, 2 minuty), 

etap aktywacji polimerazy (90˚C, 2 minuty) oraz 40 cykli denaturacji (95˚C, 3 s) i 

przyłączania starterów/elongacji łańcucha (60˚C, 30 s). Jedynie reakcje ze starterami 

dla genu Brip1 wymagały specyficznej temperatury 62oC, w etapie przyłączania 

starterów/elongacji łańcucha. Specyficzność starterów została oceniona przez analizę 

krzywej topnienia w następujących warunkach: próbki podgrzewano do 95˚C z 

szybkością 1,6˚C/s, schładzano do 65˚C przez 1 minutę, a następnie powoli 

ogrzewano do 95˚C z szybkością 0,15˚C/s. Wyniki analizowano w programie SDS 

2.3.  

Analiza statystyczna 

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w minimum 4-5 powtórzeniach 

biologicznych i przedstawiono jako średnią arytmetyczną i odchylenie standardowe 
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(SD) lub medianę z rozstępem międzykwartylowym. Do weryfikacji istotności 

statystycznej wyników dwóch grup zastosowano test t-studenta, do porównań 

wielokrotnych zastosowano analizę wariancji ANOVA z analizą post hoc 

Bonferroniego. Za poziom istotności (α) przyjęto 5%, wartości p niższe od 0,05 

(p<0,05) przyjęto za istotne statystycznie. Programy GraphPad Prism, Microsoft 

Excel i Microsoft PowerPoint wykorzystano do wykonania obliczeń i wykresów. 
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Wyniki 

Immunoreaktywność Nrf2 i HO-1 w różnych częściach prawidłowego, 

kontrolnego mózgu dorosłego suwaka mongolskiego 

Analiza Western blot immunoreaktywności Nrf2 we frakcji jądrowej 

wskazała, że jego poziom jest znacznie wyższy w regionie CA2-3, DG hipokampa 

niż w CA1 (Ryc. 7 A, C). Badania pozostałych części mózgu (kory mózgu, opuszki 

węchowej, prążkowia i móżdżku) pokazały, że opuszka węchowa ma poziom 

czynnika transkrypcyjnego Nrf2 zbliżony do CA2-3, DG, podczas gdy pozostałe 

badane struktury mają zawartość w jądrach komórkowych Nrf2 podobną do tej 

obserwowanej w CA1. Ponadto, w badanych regionach zbadano 

immunoreaktywność oksygenazy hemowej 1 (HO-1) białka, którego ekspresja jest 

pod kontrolą transkrypcyjną Nrf2. Wykazano, że wysoki poziom Nrf2 we frakcji 

jądrowej w CA2-3, DG wiąże się z wysoką immunoreaktywnością HO-1 w tym 

regionie, a w pozostałych strukturach niska immunoreaktywność Nrf2 korelowała z 

niską immunoreaktywnością HO-1 (Ryc. 7 B, D). Wynik ten wskazuje że zmiany 

poziomu Nrf2 korelują ze zmianami regulowanego przez niego białka, co 

potwierdza obecność aktywnego Nrf2 we frakcji jąder komórkowych. Wyjątek 

stanowiła opuszka węchowa, która pomimo wysokiego poziomu Nrf2 

charakteryzuje się niską immunoreaktywnością HO-1. Prawdopodobną przyczyną 

tego zjawiska jest wysoki poziom białka regulującego transkrypcję, Bach1, w 

opuszce węchowej, który jest represorem transkrypcji genu oksygenazy hemowej 1 - 

Hmox1 (96). 
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Rycina 7.  Analiza Western blot czynnika transkrypcyjnego Nrf2 we frakcji jądrowej (A, C) oraz 

jego białka efektorowego, HO-1 we frakcji cytoplazmatycznej (B, D), w różnych fragmentach: CA2-3, 

DG, CA1, kora mózgu, opuszka węchowa, prążkowie, móżdżek, kontrolnego mózgu suwaka 

mongolskiego. Wykresy prezentują dane z analizy densytometrycznej Nrf2 (A) oraz HO-1 (B) jako 

procent CA1 (średnia +/- SD), n = 4-6, *p < 0.05, ** < 0.01, ***p < 0.001. C i D Reprezentatywne Western 

blot dla Nrf2 i HO-1 wraz z białkami referencyjnymi. 

Immunoreaktywność Nrf2 i jego inhibitora w dwóch regionach 

hipokampa po I/R  

W kolejnym etapie sprawdzono jak uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne 

wpływa na immunoreaktywność Nrf2 we frakcji jądrowej w dwóch regionach 

hipokampa. W regionie CA2-3, DG nie zaobserwowano zmian w poziomie czynnika 

transkrypcyjnego do 36 godzin po niedokrwieniu (Ryc. 8 A, C). Dopiero w 48 i 72 

godzinie reperfuzji immunoreaktywność czynnika transkrypcyjnego zaczęła 

wzrastać (Ryc. 8 A, C). W CA1 uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne 

powodowało przejściowy wzrost Nrf2 we frakcji jądrowej, którego pik 

obserwowano w 24 godzinie reperfuzji (Ryc. 8 A, C). W późniejszym czasie 

reperfuzji, poziom Nrf2 w CA1 wracał do poziomu kontrolnego. Odpowiedź 

każdego z badanych regionów na I/R jest zatem inna. W CA1 obserwujemy 

krótkotrwały, przejściowy wzrost Nrf2, natomiast w CA2-3, DG widoczna jest 

długotrwała, opóźniona aktywacja po 2 dniach od niedokrwienia.  
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W celu zbadania mechanizmu tych różnic, analizowano immunoreaktywność 

cytoplazmatycznego inhibitora Nrf2 – białka KEAP1. W kontroli, poziom KEAP1 był 

znacznie wyższy w regionie CA1 niż CA2-3, DG (Ryc. 8 B, D). Jego poziom w CA2-3, 

DG nie zmieniał się istotnie po I/R. Z kolei, w CA1 poziom KEAP1 obniżał się do 24 

godzin po I/R po czym powoli wracał do poziomu wyjściowego. Otrzymane wyniki 

poziomu KEAP1 korelują ze zmianami immunoreaktywności Nrf2 w regionie CA1 

(Ryc. 8 A). 

Rycina 8.  Analiza Western blot czynnika transkrypcyjnego Nrf2 we frakcji jądrowej (A, C) oraz 

jego cytoplazmatycznego inhibitora, KEAP1 (B, D) w CA1 oraz CA2-3, DG, w kontroli i po I/R (5, 30 

min lub 1, 2, 24, 36, 48 i 72 h). Wykresy prezentują dane z analizy densytometrycznej Nrf2 (A) oraz 

KEAP1 (B) jako procent THOC1 i LDHB, odpowiednio (średnia +/- OS), n = 4-5, *p < 0.05, ** < 0.01, 

***p < 0.001. B Istotność statystyczna liczona vs. kontrola CA1. C i D Reprezentatywne Western blot 

dla Nrf2 i KEAP1 wraz z białkami referencyjnymi. 

Immunoreaktywność białek regulowanych przez Nrf2 w dwóch 

regionach hipokampa po I/R 

W celu weryfikacji czy zmiany immunoreaktywności Nrf2 we frakcji jądrowej 

są równoważne z jego aktywnością, zbadano poziom białek regulowanych przez 

Nrf2: oksygenazy hemowej (HO-1), peroksydazy glutationowej 1 (GPx1), dwóch 
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podjednostek ligazy glutaminianowo-cysteinowej, podjednostki katalitycznej 

(GCLC) i podjednostki modulatorowej (GCLM).  

Poziom oksygenazy hemowej 1 był wyższy w regionie CA2-3, DG niż w CA1 

już w kontroli i zależność ta utrzymywał się do 72 godziny reperfuzji (Ryc. 9 A, E, 

F). Jedynie w 36 godzinie reperfuzji w CA1 obserwowano przejściowy, krótkotrwały 

wzrost immunoreaktywności HO-1. Przyrost ten może być związany z opisanym 

wcześniej wzrostem Nrf2 we frakcji jądrowej w CA1 w 24 godzinie reperfuzji (Ryc. 8 

A, C). Natomiast w CA2-3, DG zaobserwowano znaczący wzrost 

immunoreaktywności HO-1 w 72 godzinie reperfuzji co koreluje z wynikami 

aktywności Nrf2 we frakcji jądrowej dla tego sektora.  

W przypadku peroksydazy glutationowej 1 oraz podjednostki modulatorowej 

ligazy glutaminianowo-cysteinowej zaobserwowano wyższą immunoreaktywność 

już w prawidłowym, kontrolnym hipokampie pomiędzy CA1 a CA2-3, DG (Ryc. 9 B, 

D, E, F). W przebiegu reperfuzji w CA1 nie obserwowano zmian w poziomie GPx1 i 

GCLM. Natomiast w CA2-3, DG po 2 godzinach (GPx1) oraz po 1 godzinie (GCLM) 

pojawił się wzrost w immunoreaktywności tych białek, który osiągał swój szczyt w 

48 i 72 godzinie reperfuzji (Ryc. 9 B, D, E, F). 

W badaniu podjednostki katalitycznej ligazy glutaminianowo-cysteinowej 

różnicę w immunoreaktywności pomiędzy CA1 a CA2-3, DG zaobserwowano w 2 

godzinie reperfuzji (Ryc. 9 C, E, F). Wzrost immunoreaktywności GCLC w CA2-3, 

DG trwał do 72 godziny reperfuzji.  

Obserwowane zmiany w immunoreaktywności wybranych białek, będących 

pod transkrypcyjną regulacją Nrf2, korelują z: większą aktywnością Nrf2 w 

kontrolnym regionie CA2-3, DG, przejściowym wzrostem aktywności Nrf2 w 24 

godzinie reperfuzji w regionie CA1 oraz znaczącym wzrostem jego aktywności w 48 

i 72 godzinie reperfuzji w CA2-3, DG (Ryc. 8 A, C).  
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Rycina 9.  Analiza Western blot białek regulowanych przez Nrf2: oksygenaza hemowa 1 (A), 

peroksydaza glutationowa 1 (B), podjednostka katalityczna ligazy glutaminianowo-cysteinowej (C) i 

podjednostka modulatorowa ligazy glutaminianowo-cysteinowej (D) w CA1 oraz CA2-3, DG, w 

kontroli i po I/R (5, 30 min lub 1, 2, 24, 36, 48 i 72 h). Wykresy prezentują dane z analizy 

densytometrycznej HO-1 (A), GPx1 (B), GCLC (C) i GCLM (D) jako procent LDHB (średnia +/- SD), n 

= 4-5, *p < 0.05, ** < 0.01, ***p < 0.001. E i F Reprezentatywne Western blot dla HO-1, GPx1, GCLC i 

GCLM wraz z białkami referencyjnymi. 
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Wpływ farmakologicznej aktywacji Nrf2 na przeżycie neuronów w 

regionie CA1 hipokampa w modelu ekscytotoksyczności OHC  

W celu weryfikacji czy farmakologiczna aktywacja Nrf2 ochroni neurony 

regionu CA1 hipokampa przed uszkodzeniem ekscytotoskycznym przeprowadzono 

doświadczenia z wykorzystaniem organotypowej hodowli skrawków hipokampa 

szczura oraz sulforafanu, aktywatora Nrf2. Uszkodzenie ekscytotoksyczne, 

indukowane przez 3-godzinną inkubację z 25 µM NMDA, powodowało około 70% 

śmiertelność neuronów głównie w regionie CA1 (Ryc. 10 A, B). Podanie SFN w 

stężeniu 5 µM razem z NMDA nie powodowało efektu protekcyjnego w komórkach 

hipokampa. Natomiast SFN w stężeniu 10 µM zmniejszał śmiertelność neuronów w 

regionie CA1 do około 40%, stąd to stężenie zastosowano w dalszych 

eksperymentach. Podanie SFN z 15- i 30-minutowym opóźnieniem w stosunku do 

czynnika uszkadzającego również wywoływało efekt protekcyjny w CA1 (Ryc. 10 A, 

B). Natomiast podanie SFN z 45-minutowym opóźnieniem nie przyniosło już 

takiego efektu. Co ważne, dodanie sulforafanu nie miało szkodliwego wpływu na 

neurony hipokampa. 
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Rycina 10.  Farmakologiczna aktywacja Nrf2 za pomocą sulforafanu (SFN) chroni neurony 

regionu CA1 przed uszkodzeniem ekscytotoksycznym w organotypowej hodowli skrawków 

hipokampa szczura.. hhhhhhhhhjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh 

A. Zdjęcia z mikroskopu konfokalnego reprezentatywnych skrawków hipokampa barwionych 

jodkiem propidyny. NMDA (25 μM NMDA) powoduje rozległe uszkodzenie regionu CA1, które 

zmniejsza się po zastosowaniu 10 μM SFN razem lub w 15- i 30-minutowym opóźnieniu w stosunku 

do NMDA.  hhhjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjjhhhhhhhhhhhhhhhhh  

B. Wykres pudełkowy prezentuje liczbę pikseli poszczególnych skrawków w stosunku do 

maksymalnego uszkodzenia 100 μM NMDA (mediana, Q1, Q3) n = 7–14, ***p < 0,001 

Wpływ farmakologicznej aktywacji Nrf2 na przeżycie neuronów w 

regionie CA1 hipokampa w modelu krótkotrwałego niedokrwienia 

mózgu suwaka mongolskiego 
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Pozytywny wynik aktywacji Nrf2 i ochrona neuronów hipokampa w OHC 

skłoniła nas do powtórzeniu tych badań w modelu in vivo. Jak pokazano na Rycinie 

12, u zwierząt poddanych niedokrwieniu i 7-dniowej reperfuzji, obrazowanie 

mikroskopowe wykazało uszkodzenie większości neuronów piramidowych w CA1 

przy zachowanej morfologii neuronów w CA2-3, DG. W badaniu morfometrycznym 

regionu CA1 tych zwierząt stwierdzono średnio 4 +/- 0,6 (średnia +/- SD) neurony o 

prawidłowej morfologii (Ryc. 11). Po dootrzewnowym podaniu 5 mg/kg m.c. SFN w 

trakcie trwania niedokrwienia, w regionie CA1 obserwowano zwiększone 

zagęszczenie neuronów o prawidłowej morfologii w stosunku do nieleczonych 

zwierząt po I/R, a badanie morfometryczne wskazało 35 +/- 19 (średnia +/- SD) 

neuronów o prawidłowej morfologii (Ryc. 11, 12). Co ciekawe, podanie 5 mg/kg m.c. 

SFN 30 minut po zakończeniu niedokrwienia również poprawiło morfologię regionu 

CA1, a w badaniu morfometrycznym naliczono 20 +/- 7 (średnia +/- SD) 

prawidłowych neuronów. Jednocześnie nie obserwowano zmian morfologii 

neuronów regionu CA2-3, DG po podaniu SFN.  

Rycina 11.  Farmakologiczna aktywacja Nrf2 z użyciem pojedynczej dawki SFN (5mg/kg 

m.c.) w trakcie trwania I/R (IR SFN) lub w 30 minucie reperfuzji (IR 30’ SFN) zwiększa liczbę 

prawidłowych neuronów w regionie CA1 hipokampa w porównaniu do zwierząt poddanych I/R 

którym podano NaCl (IR NaCl). Prawidłowe neurony liczono po 7 dniach reperfuzji z dziesięciu 250 

μm odcinków regionu CA1 (mediana, Q1, Q3) n = 10, p** < 0,01, ***p < 0,001 
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Rycina 12.  Przykładowe zdjęcia hipokampów kontrolnych (A) oraz izolowanych ze zwierząt 7 

dni po I/R (B, C, D) barwionych hematoksyliną i eozyną.  

A. Dobrze widoczne, prawidłowe neurony (strzałka) kontrolnego regionu CA1. 

B. Znaczne uszkodzenie regionu CA1 i prawie całkowity ubytek prawidłowych neuronów (strzałka) 

u osobnika po I/R któremu podano nośnik sulforafanu (NaCl) 

C i D. Zwiększona liczba prawidłowych neuronów (strzałka) w regionie CA1 po podaniu 5 mg/kg 

m.c sulforafanu w trakcie trwania niedokrwienia i w 30 minucie reperfuzji, odpowiednio.  
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Analiza in silico danych pobranych z atlasu sekwencji RNA 

hipokampa myszy i banku genów regulowanych przez Nrf2 

W celu wyłonienia nowych genów regulowanych przez Nrf2 

zaangażowanych w naturalne mechanizmy obronne występujące w mózgu 

przeprowadzono analizę komputerową z wykorzystaniem technik eksploracji 

danych (ang. data mining). Analiza mapy termicznej pozwoliła na wyłonienie 15 

genów o średniej ekspresji wyższej o co najmniej 50% w sektorach tworzących CA2-

3, DG niż w CA1 (Ryc. 13, 14). Wyselekcjonowane geny to: Gpc1, Brip1, Lrp8, Aifm2, 

Fzd7, Camk1, Mpp3, Phgdh, Hrk, Tdo2, Ret, Itgb8, Cxcl12, Stc2 oraz Shisa2. Następnie 

wyłonione geny przeanalizowano w dostępnym piśmiennictwie pod względem 

lokalizacji, funkcji i procesów biologicznych w jakie zaangażowane są produkty 

białkowe (suplement Tabela 1S), a następnie poddano analizie ekspresji mRNA i 

białka na materiale pochodzącym z kontrolnego hipokampa suwaka mongolskiego 

oraz w przebiegu I/R. 

Rycina 13.  Wykres przedstawia listę 15 genów wyselekcjonowanych z analizy in silico 

uszeregowanych od genu o najniższym średnim wzroście ekspresji (Gpc1) do genu o najwyższym 

średnim wzroście ekspresji (Shisa2). Średni wzrost ekspresji liczono ze znormalizowanych względem 

ekspresji fragmentu CA1 grzbietowy (przyjętego za 0) oraz zlogarytmowanych wartości ekspresji 

tych genów we fragmentach kontrolnych hipokampa myszy: CA2 grzbietowy, CA3 grzbietowy i 

brzuszny, DG grzbietowy i brzuszny oraz MC (komórki mszyste). 
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Rycina 14.  Mapa termiczna logarytmicznej różnicy 

ekspresji genów regulowanych przez Nrf2 pomiędzy 

regionem CA1 grzbietowym a CA1 brzuszny, CA2 

grzbietowy, CA3 grzbietowy i brzuszny, DG grzbietowy i 

brzuszny oraz MC (komórki mszyste) w hipokampie 

myszy. Kolor oznacza logarytm zmiany ekspresji. 

Pomarańczowy, żółty oznaczają 10x, 100x wzrost 

ekspresji w danej części w stosunku do fragmentu CA1 

grzbietowy. Niebieski oznacza zmniejszenie ekspresji 

100x. Szary kolor oznacza brak ekspresji genu w danym 

regionie.  
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Walidacja genu referencyjnego do badania ekspresji genów w 

hipokampie w modelu krótkotrwałego niedokrwienia mózgu suwaka 

mongolskiego 

Przeprowadzenie analizy ekspresji genów z wykorzystaniem metody delta 

delta Ct wymaga normalizacji uzyskanych danych względem ekspresji, stabilnego w 

danym modelu, genu referencyjnego. W tym celu przeprowadzono analizę 

porównawczą 7 kandydatów na gen referencyjny: Gapdh, Actb, 18SrRNA, Hprt1, 

Hmbs, Ywhaz oraz Bud23 w modelu 5-minutowego niedokrwienia mózgu suwaka 

mongolskiego. Analizę przeprowadzono z wykorzystaniem ogólnodostępnego 

internetowego narzędzia RefFinder, łączącego 4 algorytmy: Delta Ct, BestKeeper, 

normFinder, geNorm. Do analizy wybrano 3 punkty czasowe po niedokrwieniu: 3, 

48 i 72 godziny. Wybór został dokonany na podstawie długoletnich badań w 

Pracowni Biologii Molekularnej IMDiK PAN wskazujących na największą 

zmienność ekspresji genów właśnie w tych punktach czasowych w modelu 

niedokrwienia przodomózgowia suwaka mongolskiego (28, 29, 83, 84, 141-145). 

Ranking stabilności dla poszczególnych regionów hipokampa otrzymany w 

programie RefFinder wykazał, że najbardziej stabilnym (o najniższej średniej 

geometrycznej) genem referencyjnym w regionie CA1 hipokampa jest Hmbs (1,41), a 

w regionie CA2-3, DG Hprt1 (1,19) (Ryc. 15). Drugim i trzecim najbardziej stabilnym 

genem był Gapdh (1,86) i Actb (2,06) dla CA1 oraz Hmbs (2,21) i Ywhaz (2,66) dla CA2-

3, DG. Gen Bud23 był czwarty pod względem stabilności w obu sektorach 

hipokampa. Kolejność pozostałych genów w części CA1 była następująca: Ywhaz > 

Hprt1 > 18SrRNA, a w części CA2-3, DG: Gapdh > 18SrRNA > Actb. Analiza dwóch 

regionów hipokampa oddzielnie nie pozwoliła na wyłonienie wspólnego genu 

referencyjnego. W związku z tym przeprowadzono analizę łączną dla regionu CA1 i 

CA2-3, DG. Najbardziej stabilnym genem referencyjnym dla CA1+CA2-3, DG okazał 

się Hmbs ze średnią geometryczną równą 1 (Ryc. 16), co świadczy o tym, że był on 

pierwszy, co do stabilności we wszystkich 4 algorytmach łączonych w programie 

RefFinder (suplement Tabela 2S). Drugim i trzecim genem był Bud23 (2,28) i Gapdh 

(2,63). Kolejność pozostałych genów w analizie łączonej była następująca Hprt1 > 

Ywhaz > Actb > 18SrRNA. 
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Szczegóły dotyczące walidacji genu referencyjnego w modelu krótkotrwałego 

niedokrwienia mózgu suwaka mongolskiego zostały opublikowane w pracy 

Lewczuk A. i współpracownicy (146). 

 

Rycina 15.  Wykresy przedstawiają ranking stabilności 7 genów referencyjnych w regionie CA1 

(A) oraz CA2-3, DG (B) hipokampa otrzymany w programie RefFinder. Wyniki przedstawione są w 

kolejności od najbardziej stabilnego genu (lewa strona wykresu) do genu najmniej stabilnego, n = 15. 
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Rycina 16.  Wykres prezentuje ranking stabilności 7 genów referencyjnych w łączonej analizie 

dwóch regionów hipokampa otrzymany w programie RefFinder. Wyniki przedstawione są w 

kolejności od najbardziej stabilnego genu (lewa strona wykresu) do genu najmniej stabilnego, n = 30. 

Analiza porównawcza ekspresji genów wyselekcjonowanych w 

analizie in silico pomiędzy CA1 a CA2-3, DG w prawidłowym, 

kontrolnym hipokampie suwaka mongolskiego 

W celu sprawdzenia czy dane uzyskane w analizie in silico pokrywają się z 

ekspresją w mózgu suwaka mongolskiego, przeprowadzono analizę ekspresji 

wyselekcjonowanych genów w dwóch regionach hipokampa, CA1 i CA2-3, DG u 

kontrolnych zwierząt.  

Spośród 15 wyselekcjonowanych genów 20%, czyli 3 geny: Mpp3, Ret, Shisa2 

pozytywnie weryfikują hipotezę analizy in silico, tj. wykazuje wyższą ekspresję w 

regionie CA2-3, DG niż w CA1 (Ryc. 17). W przypadku dwóch genów (Cxcl12, Stc2) 

nie zaobserwowano różnicy w poziomie ekspresji pomiędzy CA1 a CA2-3, DG. 

Pozostałe 10 genów (66,6%) (Gpc1, Brip1, Lrp8, Aifm2, Fzd7, Camk1, Phgdh, Hrk, Tdo2, 

Itgb8) wykazuje statystycznie istotnie wyższą ekspresję w regionie CA1 niż w CA2-3, 

DG hipokampa kontrolnego suwaka mongolskiego.  
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Następnie, sprawdzono czy poziom ekspresji mRNA w dwóch regionach 

prawidłowego, kontrolnego hipokampa koreluje z poziomem immunoreaktywności 

produktu białkowego danego genu. Ze względu na: 1) brak przeciwciał 

specyficznych dla suwaka mongolskiego oraz 2) brak zgodności przeciwciał dla 

innych gatunków z materiałem pochodzącym z suwaka mongolskiego, 

przeanalizowano 9 białek.  

Jak pokazano na Rycinie 18, immunoreaktywność białka SHISA2, którego 

ekspresja mRNA była wyższa w CA2-3, DG niż w CA1, nie wykazywała różnic 

pomiędzy badanymi regionami w prawidłowym, kontrolnym hipokampie. Poziom 

immunoreaktywności białka STC2 był wyższy w CA2-3, DG niż w CA1, chociaż nie 

obserwowano różnicy na poziomie mRNA. Poziom immunoreaktywności TDO2 był 

taki sam w obu regionach hipokampa, natomiast ekspresja genu Tdo2 była wyższa w 

regionie CA1 niż w CA2-3, DG. Dla pozostałych 6 białek, BRIP1, AIFM2/FSP1, FZD7, 

CAMK1, PHGDH oraz ITGB8, poziom immunoreaktywności białka był 

statystycznie istotnie wyższy w regionie CA1 niż CA2-3, DG i korelował z 

poziomem ekspresji genów.  

Przedstawione dane wskazują, że większość analizowanych genów i/lub 

białek ma niższy poziom ekspresji w CA2-3, DG niż w CA1. Wynik ten może 

sugerować, że nie należą one do podstawowych genów/białek regulowanych przez 

Nrf2 w komórkach regionu CA2-3, DG hipokampa. W związku z tym, 

sprawdziliśmy poziom ekspresji genów i białek w przebiegu niedokrwienia w celu 

weryfikacji ich przynależności do grupy białek indukowanych przez Nrf2. 
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Rycina 17.  Wykres przedstawia poziom ekspresji mRNA 15 genów wyselekcjonowanych w analizie in silico w dwóch regionach hipokampa, CA1 i 

CA2-3, DG, u kontrolnych suwaków mongolskich uzyskany za pomogą ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy (qRT-PCR). Poziom ekspresji mRNA 

każdego genu normalizowano względem dwóch genów referencyjnych, Hmbs oraz Gapdh, z wykorzystaniem metody delta delta Ct (średnia +/- SD), n = 4-5, 

*p < 0.05, ** < 0.01, ***p < 0.001 
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Rycina 18.  Wykres przedstawia poziom immunoreaktywności 9 produktów białkowych genów wyselekcjonowane w analizie in silico w dwóch 

regionach hipokampa, CA1 i CA2-3, DG, u kontrolnych suwaków mongolskich uzyskany metodą Western blot. Poziom immunoreaktywności białek 

normalizowano względem LDHB (średnia +/- SD), n = 5-7, *p < 0.05, ** < 0.01, ***p < 0.001 
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Ekspresja wyselekcjonowanych w analizie in silico genów, na 

poziomie mRNA oraz białka w dwóch regionach hipokampa po I/R 

W celu weryfikacji udziału Nrf2 w mechanizmach endogennej neuroprotekcji, 

do dalszej analizy, wyselekcjonowane geny zostały podzielone na dwie grupy (Tab. 

6): 1) geny potwierdzające wyniki uzyskane w analizie in silico tj. o ekspresji mRNA 

wyższej w CA2-3, DG niż CA1 oraz geny o takiej samej ekspresji w CA2-3, DG jak w 

CA1; 2) geny o ekspresji mRNA wyższej w CA1 niż w CA2-3, DG (Tab. 6). Badania 

prowadzono w wybranych punktach czasowych po przywróceniu krążenia (24, 48, 

72, 96 h), aby sprawdzić potencjalną korelację z aktywacją Nrf2 w opornej na 

uszkodzenie części hipokampa (Ryc. 8). 

Geny o ekspresji większej lub równej w regionie CA2-3, DG w porównaniu do 

CA1 (potwierdzające analizę in silico) 

Analiza ekspresji mRNA genu Shisa2 wykazała wyższy poziom ekspresji w 

regionie CA2-3, DG niż w CA1 w hipokampie kontrolnym (Ryc. 19 A), co jak już 

wspominano, koreluje z wynikami otrzymanymi z analizy in silico (Ryc. 17). Co 

ciekawe, poziom mRNA Shisa2 zmniejsza się w regionie CA2-3, DG i nie zmienia się 

w CA1 w przebiegu I/R. Pomimo, że nie obserwowano statystycznie istotnych zmian 

w immunoreaktywności białka SHISA2 w przebiegu I/R w żadnym z badanych 

regionów hipokampa, (Ryc. 19 B, E), to poziom białka SHISA2 był wyższy w 

regionie CA1 niż w CA2-3, DG w przebiegu I/R.  

Poziom ekspresji mRNA Stc2 był taki sam w regionach CA1 i CA2-3, DG w 

kontrolnym hipokampie i praktycznie nie zmieniał się w przebiegu I/R (Ryc. 19 C). 

W 24 godzinie reperfuzji pojawiła się przejściowa różnica w poziomie ekspresji Stc2 

pomiędzy badanymi regionami hipokampa (CA1<CA2-3, DG) (Ryc. 19 C). Z kolei, 

na poziomie białka obserwowano przejściowy, krótkotrwały wzrost produktu 

białkowego w regionie CA2-3, DG w 72 godzinie reperfuzji (Ryc. 19 D, E). 

W kontrolnym hipokampie, poziom ekspresji mRNA Mpp3 oraz Ret był 

wyższy w regionie CA2-3, DG niż w CA1, a w przypadku Cxcl12 nie różnił się 

pomiędzy badanymi regionami hipokampa (Ryc. 19 F, G, H). W przebiegu I/R 

poziom ekspresji Mpp3 zmniejszał się w regionie CA2-3, DG w 72 i 96 godzinie 
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reperfuzji w stosunku do kontroli (Ryc. 19 F). Zmniejszoną ekspresję obserwowano 

również dla genów Ret i Cxcl12, z tą różnicą, że była ona widoczna już w 24 godzinie 

reperfuzji i wróciła do poziomu kontrolnego w 72 godzinie reperfuzji (Ryc. 19 G, H). 

Rycina 19.  Analiza ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy z odwrotną transkrypcją (qRT-

PCR) (A, C, F, G, H) i Western blot (B, D, E) ekspresji genów i ich produktów białkowych , 

wyłonionych na podstawie analizy in silico, w dwóch regionach hipokampa (CA1 oraz CA2-3, DG) w 

kontroli i po I/R (24, 48, 72 i 96h). Wykresy przedstawiają: 1) Poziom ekspresji Shisa2 (A) Stc2 (C) oraz 

Mpp3 (F), Ret (G) i Cxcl12 (H) znormalizowane względem dwóch genów referencyjnych, Hmbs oraz 
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Gapdh, z wykorzystaniem metody delta delta Ct; 2) dane z analizy densytometrycznej 

immunoreaktywności białka SHISA2 (B, E) oraz STC2 (D, E) jako procent LDHB; (średnia +/- SD), n = 

4-7, *p < 0.05, ** < 0.01, ***p < 0.001. E Reprezentatywne Western blot dla SHISA2 i STC2 wraz z 

białkiem referencyjnym. 

Geny o ekspresji mRNA wyższej w CA1 niż w CA2-3, DG 

W kontrolnym mózgu poziom ekspresji mRNA oraz białka genu Aifm2 w 

regionie CA1 jest wyższy niż w regionie CA2-3, DG (Ryc. 20 A). Co ciekawe, 

ekspresja mRNA Aifm2 wzrasta w regionie CA1 w 24 godzinie reperfuzji w 

stosunku do kontroli, co jednak nie przekłada się na zmiany immunoreaktywności. 

Co więcej, wspomniany wzrost ekspresji mRNA Aifm2 w 24 godzinie po I/R koreluje 

ze wzrostem aktywności Nrf2 we frakcji jądrowej w CA1 hipokampa w tym punkcie 

czasowym (Ryc. 8). Z kolei, w regionie CA2-3, DG zaobserwowano wzrost ekspresji 

mRNA Aifm2 w 96 godzinie reperfuzji w porównaniu do kontroli. W regionie CA2-

3, DG zaobserwowano wzrost immunoreaktywności białka AIFM2/FSP1 w 72 i 96 

godzinie reperfuzji (Ryc. 20 B, E), co koreluje z aktywnością Nrf2 w tej części 

hipokampa (Ryc. 8).  

W kontrolnym hipokampie, poziom ekspresji mRNA Fzd7 jest wyższy w 

regionie CA1 niż w CA2-3, DG, czego nie obserwujemy na poziomie produktu 

białkowego (Ryc. 20 C, D, E). W przebiegu I/R analiza zmian ekspresji mRNA oraz 

produktu białkowego genu Fzd7 nie wykazała istotnych różnic w regionie CA1. Z 

kolei, w regionie CA2-3, DG hipokampa widoczna jest tendencja, wskazująca na 

wzrost ekspresji mRNA Fzd7 po I/R co koreluje ze wzrostem poziomu białka FZD7 

w regionie CA2-3, DG w 72 i 96 godzinie reperfuzji w stosunku do kontroli CA2-3, 

DG, jak i tożsamych czasów regionu CA1 (Ryc. 20 C, D, E). 

Poziom ekspresji mRNA oraz produktu białkowego genu Camk1 jest istotnie 

wyższy w regionie CA1 niż w CA2-,3 DG w kontrolnym mózgu oraz 24 godziny po 

I/R (Ryc. 21 A, B, G). W przebiegu I/R zaobserwowano tendencję wzrostową 

ekspresji mRNA oraz produktu białkowego genu Camk1 w regionie CA2-3, DG, 

która w 96 godzinie reperfuzji osiągnęła statystycznie istotny poziom w porównaniu 

z kontrolą CA2-3, DG.  
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Rycina 20.  Analiza qRT-PCR (A, C,) i Western blot (B, D, E) ekspresji genów i ich produktów 

białkowych , wyłonionych na podstawie analizy in silico ogólnodostępnych baz danych, w dwóch 

regionach hipokampa (CA1 oraz CA2-3, DG) w kontroli i po I/R (24, 36, 48, 72 i 96 h). Wykresy 

przedstawiają: 1) poziom ekspresji Aifm2 (A) oraz Fzd7 (C) znormalizowany względem dwóch genów 

referencyjnych, Hmbs oraz Gapdh, z wykorzystaniem metody delta delta Ct; 2) dane z analizy 

densytometrycznej białka AIFM1/FSD1 (B, E) oraz FZD7 (D, E) jako procent LDHB; (średnia +/- SD), n 

= 4-7, *p < 0.05, ** < 0.01, ***p < 0.001. E Reprezentatywne Western blot dla AIFM2/FSD1 i FZD7 wraz z 

białkiem referencyjnym. 

http://rcin.org.pl



70 

 

Rycina 21.  Analiza qRT-PCR (A, C, E) i Western blot (B, D, F, G) ekspresji genów i ich 

produktów białkowych, wyłonionych na podstawie analizy in silico ogólnodostępnych baz danych, w 

dwóch regionach hipokampa (CA1 oraz CA2-3, DG) w kontroli i po I/R (24, 36, 48, 72 i 96 h). Wykresy 

przedstawiają: 1) poziom ekspresji Camk1 (A) Phgdh (C) oraz Tdo2 (E) znormalizowany względem 

dwóch genów referencyjnych, Hmbs oraz Gapdh, z wykorzystaniem metody delta delta Ct; 2) dane z 

analizy densytometrycznej białka CAMK1 (B, G) PHGDH (D, G) oraz TDO2 (F, G) jako procent 

LDHB; (średnia +/- SD), n = 4-7, *p < 0.05, ** < 0.01, ***p < 0.001. E Reprezentatywne Western blot dla 

CAMK1, PHGDH i TDO2 wraz z białkiem referencyjnym. 
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W kontrolnym mózgu, analiza ekspresji mRNA Phgdh ujawniła brak różnic 

pomiędzy CA1 a CA2-3, DG (Ryc. 21 C). W przebiegu I/R zaobserwowano tendencję 

wzrostową ekspresji mRNA w regionie CA1 ze statystyczną istotnością w 72 

godzinie reperfuzji, oraz brak zmian w CA2-3, DG. Z kolei, poziom białka PHGDH 

w kontroli był wyższy w CA1 niż w CA2-3, DG (Ryc. 21 D, G). Co ciekawe, w 

przebiegu I/R, w przeciwieństwie do zmian mRNA, zaobserwowano obniżenie 

poziomu białka PHGDH w regionie CA1 w 72 i 96 godzinie reperfuzji (Ryc. 21 D, G). 

Natomiast, w regionie CA2-3, DG poziom białka PHGDH wzrósł w 72 i 96 godzinie 

reperfuzji w stosunku do kontroli CA2-3, DG.  

Poziom ekspresji mRNA Tdo2 w regionie CA1 był wyższy niż w CA2-3, DG w 

kontroli, bez różnic w immunoreaktywność białka TDO2 (Ryc. 21 E, F, G). W 

przebiegu I/R poziom ekspresji mRNA Tdo2 wzrastał w regionie CA2-3, DG jednak 

tylko w 48 godzinie reperfuzji wynik jest istotny statystycznie (Ryc. 21 E). Nie 

obserwowano zmian immunoreaktywności białka TDO2 w regionie CA2-3, DG. W 

regionie CA1 pojawiło się przejściowe obniżenie poziomu TDO2 w 48 godzinie 

reperfuzji (Ryc. 21 F, G).  

W kontrolnym mózgu, poziom ekspresji mRNA genu Brip1 był wyższy w 

regionie CA1 niż w CA2-3, DG (Ryc. 22 A). W przebiegu I/R nie obserwowano 

zmian ekspresji mRNA ani białka genu Brip1 w regionie CA1. Z kolei, w regionie 

CA2-3, DG obserwowano wzrost ekspresji mRNA Brip1 w 24, 48, 72 i 96 godzinie 

reperfuzji, co w 96 godzinie po I/R przełożyło się na wzrost poziomu jego produktu 

białkowego (Ryc. 22 A, B, E).  

W przypadku ekspresji genu Itgb8 poziom mRNA był wyższy w regionie CA1 

niż w CA2-3, DG w kontrolnym mózgu oraz w 24 i 96 godzinie reperfuzji (Ryc. 22 

C). W przebiegu I/R nie obserwowano zmian w poziomie ekspresji ani mRNA Itgb8 

ani białka ITGB8 w badanych regionach hipokampa (Ryc. 22 C, D, E).  

Poziom ekspresji genu Gpc1 był wyższy w CA1 niż w CA2-3, DG w 

warunkach kontrolnych i w 24 godzinie reperfuzji (Ryc. 22 F). Natomiast w 

przebiegu poniedokrwiennej reperfuzji zaobserwowano wzrost ekspresji Gpc1 w 96 

godzinie po przywróceniu krążenia w CA2-3, DG. Analiza ekspresji genów Lrp8 i 
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Hrk wykazała wyższe poziomy mRNA w kontrolnym CA1 niż w CA2-3, DG (Ryc. 

22 G, H). W przebiegu I/R ekspresja Lrp8 obniżała się w CA1 w 72 i 96 godzinie 

reperfuzji i nie ulegała zmian w CA2-3, DG. W przypadku Hrk ekspresja nie ulegała 

zmian w żadnym z badanych regionów.  

Podsumowanie wyników weryfikujących badania in silico oraz efekty I/R na 

ekspresję wybranych genów przedstawiono w Tabeli 6. Wykazano, że w kontrolnym 

mózgu suwaka 3 spośród 15 wyselekcjonowanych genów ma wyższą ekspresję 

mRNA w CA2-3, DG niż w CA1. Zależność ta nie jest jednak w pełni 

odzwierciedlana na poziomie produktu białkowego. Analizy metodą Western blot 

wykazały, że jedynie białka STC2 jest więcej w regionie CA2-3, DG niż w CA1. 

Zależności te zmieniają się po bodźcu I/R. Spośród badanych 15 genów, 6 

zwiększyło ekspresję mRNA po I/R w CA2-3, DG (Aifm2, Fzd7, Camk1, Tdo2, Brip1 

oraz Gpc1) i nie są to geny, których mRNA przeważają w kontrolnym, prawidłowym 

hipokampie. Natomiast poniedokrwienne przyrosty białek wykazano dla 6 

produktów białkowych badanych genów: AIFM2/FSP1, FZD7, CAMK1, PHGDH, 

BRIP1 oraz STC2. Wydaje się zatem, że w CA2-3, DG, po niedokrwieniu mózgu 

następuje indukcja ekspresji Nrf2-zależnych genów, co koreluje z aktywacją Nrf2 w 

tych rejonach hipokampa (Ryc. 8). Co ciekawe, zmiany ekspresji genów nie zawsze 

są odzwierciedlane na poziomie produktów białkowych.  
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Rycina 22.  Analiza qRT-PCR (A, C, F, G, H) i Western blot (B, D, E) ekspresji genów i ich 

produktów białkowych, wyłonionych na podstawie analizy in silico ogólnodostępnych baz danych, w 

dwóch regionach hipokampa (CA1 oraz CA2-3, DG) w kontroli i po I/R (24, 36, 48, 72 i 96 h). Wykresy 

przedstawiają: 1) poziom ekspresji Brip1 (A) Itgb8 (C) Gpc1 (F), Lrp8 (G) i Hrk (H) znormalizowany 

względem dwóch genów referencyjnych, Hmbs oraz Gapdh, z wykorzystaniem metody delta delta Ct; 

2) dane z analizy densytometrycznej białka BRIP1 (B, E) oraz ITGB8 (D, E) jako procent LDHB; 

(średnia +/- SD), n = 4-7, *p < 0.05, ** < 0.01, ***p < 0.001. E Reprezentatywne Western blot dla SHISA2 i 

STC2 wraz z białkiem referencyjnym. 
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Tabela 6.  Podsumowanie wyników badania ekspresji genów wyselekcjonowanych w analizie 

in silico oraz ich produktów białkowych w przebiegu reperfuzji po 5-minutowym niedokrwieniu 

przodomózgowia suwaka mongolskiego w porównaniu do aktywności Nrf2 w regionie CA2-3, DG 

hipokampa. 

NAZWA 

GENU 
NAZWA BIAŁKA 

POTWIERDZENIE 

ANALIZY IN 

SILICO 

 (mRNA  

CA1 < CA2-3, DG) 

GENY Nrf2-ZALEŻNE 

INDUKOWANE PRZEZ I/R  

   EKSPRESJA 

GENU 

EKSPRESJA 

BIAŁKA 

Gpc1 Glypikan 1 – GPC1 NIE TAK Brak danych 

Brip1 
Helikaza 1 oddziałująca z 

białkiem BRAC1 - BRIP1 
NIE TAK TAK 

Lrp8 Apolipoproteina E receptor 

2 – APOEr2 
NIE NIE Brak danych 

Aifm2 
Białko hamujące ferroptozę 

1 – AIFM2/FSP1 
NIE TAK TAK 

Fzd7 Białko Frizzled-7 – FZD7 NIE Tendencja TAK 

Camk1 
Kinaza typu I zależna od 

jonów wapnia i 

kalmoduliny – CAMK1 

NIE TAK TAK 

Mpp3 
Białko podrodziny 

MAGUK p55 – MPP3 
TAK NIE Brak danych 

Phgdh 
Dehydrogenaza D-3-

fosfoglicerynianowa - 

PHGDH 

NIE NIE TAK 

Hrk 
Aktywator apoptozy 

harakiri – HRK 
NIE NIE Brak danych 

Tdo2 2,3-dioksygenaza 

tryptofanu – TDO2 
NIR TAK NIE 

Ret 
Proto-onkogen białka 

receptorowego kinazy 

tyrozynowej RET – RET 

TAK NIE Brak danych 

Itgb8 Integryna beta-8 – ITGB8 NIE NIE NIE 

Cxcl12 
Czynnik pochodzenia 

stromalnego 1 – SDF1 
NIE NIE Brak danych 

Stc2 Stanniokalcyna-2 – STC2 NIE NIE TAK 

Shisha2 Homolog białka shisa2 / 

SHISA2 
TAK NIE NIE 

Brak danych – brak przeciwciała i/lub brak reakcji przeciwciała swoistego dla innego gatunku na materiale 

pochodzącym z suwaka mongolskiego  
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Dyskusja  

Wyjaśnienie mechanizmów leżących u podstaw różnej wrażliwości regionów 

hipokampa na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne (I/R) ma znaczenie nie 

tylko naukowe, ale również praktyczne. W niniejszej rozprawie doktorskiej 

zweryfikowano: udział czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w mechanizmach 

endogennej neuroprotekcji w obszarze CA2-3, DG hipokampa, wpływ 

farmakologicznej aktywacji Nrf2 na przeżycie neuronów regionu CA1 hipokampa 

oraz wskazano nowe, dotychczas niebadane w kontekście endogennej 

neuroprotekcji, geny regulowane przez Nrf2, z wykorzystaniem modelu 

krótkotrwałego niedokrwienia przodomózgowia suwaka mongolskiego (oraz 

organotypowej hodowli skrawków hipokampa szczura).  

Procesy zaangażowane w odporność regionu CA2-3, DG hipokampa na 

epizod niedokrwienno-reperfuzyjny są złożone i obejmują liczne szlaki komórkowe. 

Jednym z białek regulujących wiele funkcji pro-życiowych komórki jest czynnik 

transkrypcyjny Nrf2 (147-150). Czynnik ten reguluje ekspresję genów 

odpowiedzialnych za procesy antyoksydacyjne, przeciwzapalne, detoksykacyjne czy 

reguluje funkcję mitochondriów (147, 150, 151). Doświadczenia przedstawione w 

niniejszej rozprawie wykazały, że odporny na uszkodzenie sektor hipokampa (CA2-

3, DG) charakteryzuje się wyższą aktywnością Nrf2 we frakcji jądrowej niż region 

podatny na uszkodzenie (CA1) już w prawidłowym, kontrolnym mózgu dorosłego 

suwaka, a bodziec niedokrwienno-reperfuzyjny powoduje znaczny i długotrwały 

wzrost aktywności Nrf2 w CA2-3, DG w przeciwieństwie do niewielkiego i 

krótkotrwałego wzrostu w CA1 (Ryc. 8). Wysoka aktywność Nrf2 w kontrolnym 

CA2-3, DG znajduje odzwierciedlenie w wyższej ekspresji białek regulowanych 

przez Nrf2: oksygenazy hemowej (HO-1), peroksydazy glutationowej 1 (GPx1), 

dwóch podjednostek ligazy glutaminianowo-cysteinowej, podjednostki katalitycznej 

(GCLC) i podjednostki modulatorowej (GCLM). Obserwowane zmiany ekspresji 

białek regulowanych przez Nrf2 po I/R korelują ze zmianami poziomu Nrf2 we 

frakcji jądrowej potwierdzają obecność aktywnego Nrf2.  
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Dotychczasowe badania w zwierzęcych modelach niedokrwienia mózgu 

potwierdzają udział czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w mechanizmach chroniących 

komórki przed uszkodzeniem oraz jego wpływ na redukcję obrzęku mózgu czy 

wielkość zawału (90, 152). Co więcej, wiele badań dowodzi, że ekspresja Nrf2 

wzrasta w odpowiedzi na niedokrwienie. W mysim modelu przejściowej okluzji 

tętnicy środkowej mózgu (tMCAO) zaobserwowano wzrost immunoreaktywności 

Nrf2 i HO-1 w 24 godziny po niedokrwieniu w korze mózgu oraz prążkowiu półkuli 

objętej niedokrwieniem (148). Wzrost Nrf2 był jednak przejściowy i w 48 godzinie 

po tMCAO zmiana nie była istotna statystycznie. Inne badania wykorzystujące ten 

sam model wykazały, za pomocą barwienia immunohistochemicznego, wzrost 

komórek Nrf2 pozytywnych w obszarze okołozawałowym, w 8, 24 i 72 godzinie po 

tMCAO ze szczytem w 8 godzinie (153). Co ciekawe, grupa ta zaobserwowała 

również zmniejszenie liczby komórek KEAP1 pozytywnych, już od drugiej godziny 

po tMCAO, utrzymujące się do 72 godziny po tMCAO. Wzrost Nrf2 korelował ze 

wzrostem poziomu białek przez niego regulowanych: TRX (tioredoksyna), GSH 

(glutation) i HO-1 (oksygenaza hemowa 1) (153). W modelu tMCAO u szczura, Lou i 

współpracownicy wykazali wzrost immunoreaktywności Nrf2 i HO-1 24 godziny po 

niedokrwieniu w ekstraktach białkowych otrzymanych z całego hipokampa (154). 

Podobne wyniki otrzymali Ren i współpracownicy, którzy badali poziom Nrf2 w 

jądrach komórkowych oraz HO-1 w cytoplazmie komórek kory mózgowej szczura 

po tMCAO (155). Zaobserwowali wzrost Nrf2 i HO-1 już 2 godziny po 

niedokrwieniu, który utrzymywał się do 24 godziny po I/R. W badaniu z 

wykorzystaniem szczurzego modelu przejściowego, globalnego niedokrwienia 

mózgu (zaciśnięcie czterech naczyń na 10 minut) immunoreaktywność jądrowego 

Nrf2 nie ulegała zmianie w regionie CA1 hipokampa w 6, 24 i 72 godzinie I/R, 

chociaż w 30 minucie reperfuzji pojawiła się tendencja wzrostowa (156). W innym 

szczurzym modelu, 3 dni po 20 minutowym zaciśnięciu dwóch tętnic szyjnych 

badacze zaobserwowali wzrost całkowitego i cytoplazmatycznego Nrf2, bez zmian 

w poziomie jądrowego Nrf2 oraz białka efektorowego - HO-1 (157). Co ciekawe, w 

badaniu z wykorzystaniem suwaków mongolskich poddanych 5-minutowemu 

zaciśnięciu tętnicy szyjnych, Park i współpracownicy, zaobserwowali nieznaczny 
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wzrost immunoreaktywności Nrf2 we frakcji jądrowej otrzymanej z regionu CA1 

hipokampa w 48 godzinie reperfuzji (158).  

Jak przedstawiono powyżej, większość badań – w tym te przedstawione w 

niniejszej rozprawie doktorskiej – potwierdzają hipotezę o aktywacji ścieżki Nrf2 w 

różnych modelach udaru mózgu. Większość z nich ogranicza się jednak do badania 

pojedynczych punktów czasowych. Nasze badania, poprzez uwzględnienie wielu 

punktów czasowych w trakcie reperfuzji, pozwoliły na prześledzenie dynamiki 

zmian jądrowego poziomu Nrf2 w dwóch regionach hipokampa, CA1 i CA2-3, DG, 

odmiennie reagujących na bodziec I/R. Wysoki, wyjściowy poziom Nrf2 w 

odpornym na uszkodzenie regionie hipokampa (CA2-3, DG) oraz dodatkowy 

wzrost pojawiający się w 48 i 72 godzinie reperfuzji odpowiadają dwufazowej 

tolerancji opisywanej w hartowaniu niedokrwiennym (159, 160). Wczesna tolerancja 

(zwana również klasyczną lub szybką) rozpoczyna się już 30 minut po negatywnym 

bodźcu i trwa przez około 2 godziny. Natomiast drugie okno tolerancji występuję 

około 24 godziny później i może trwać od 2 do 7 dni. Każda z faz tolerancji 

reprezentuje dwa odmienne mechanizmy działania. Wczesna tolerancja na 

negatywny bodziec związana jest ze zmianą aktywności i/lub modyfikacją 

potranslacyjną już istniejących białek, natomiast opóźniona tolerancja wymaga 

zmiany ekspresji genów oraz syntezy białek de novo, co wymaga czasu i związane 

jest z przeprogramowaniem genetycznym (161). Idąc tym tropem, wydaje się, że 

odporna na uszkodzenie część hipokampa jest przygotowana na ochronę neuronów 

w warunkach zadziałania negatywnego bodźca poprzez wysoki poziom Nrf2 już w 

warunkach kontrolnych (wczesna tolerancja) oraz na rozwój „pełnowymiarowej” 

protekcji poprzez wzrost aktywnego Nrf2 we frakcji jądrowej 2 dni od 

niedokrwienia (późna tolerancja). Z kolei, krótkotrwały wzrost poziomu Nrf2 we 

frakcji jądrowej regionu CA1, który pojawia się w 24 godzinie reperfuzji można 

uznać za próbę uruchomienia mechanizmów ochronnych w tej części hipokampa. 

Prawdopodobnie jednak wzrost ten jest za słaby aby wywołać efekt. Brak następstw 

związanych ze wzrostem Nrf2 w CA1 można również tłumaczyć trwałym 

zahamowaniem syntezy białek w poniedokrwiennych neuronach tego regionu (162) 

co uniemożliwia translację białek regulowanych przez Nrf2. Co ciekawe, wzrost 

http://rcin.org.pl



78 

 

Nrf2 w regionie CA1 hipokampa koreluje z obniżeniem poziomu jego 

cytoplazmatycznego inhibitora – KEAP1 – w tym regionie. Wynik ten może 

sugerować, że aktywacja Nrf2 w regionie CA1 związana jest z obniżeniem poziomu 

KEAP1. Nie zaobserwowano zmian w poziomie KEAP1 w regionie CA2-3, DG co 

może sugerować utlenienie reszt cysteinowych KEAP1 w wyniku I/R, uwolnienie 

Nrf2 z kompleksu i jego translokację do jądra komórki (Ryc. 2) lub wynikać z innego 

mechanizmu aktywacji Nrf2.  

Czynnik transkrypcyjny Nrf2 uważany jest za jeden z głównych regulatorów 

odpowiedzi antyoksydacyjnej komórki. Można przypuszczać zatem, że komórki 

odporne na uszkodzenie, bogate w Nrf2, powinny posiadać dobrze rozwinięte 

mechanizmy obronne przed stresem oksydacyjnym. W celu weryfikacji tego 

założenia sprawdzono poziom białek biorących udział w syntezie i utlenianiu 

glutationu – GCLC, GCLM oraz GPx1. GCLC oraz GCLM katalizują pierwszy etap, 

limitujący szybkość, syntezy glutationu (163). Natomiast GPx1 bierze udział w 

reakcji utlenienia glutationu/redukcji wolnych rodników (164). Jak wynika z naszych 

badań, immunoreaktywność tych białek jest wyższa w CA2-3, DG niż w CA1, już w 

prawidłowym, kontrolnym mózgu a w przebiegu I/R różnica ta pogłębia się na 

korzyść CA2-3, DG (Ryc. 9). Wynik ten z jednej strony potwierdza, większą 

aktywność Nrf2 w CA2-3, DG, a z drugiej, dowodzi że procesy przeciwutleniające 

dominują w CA2-3, DG. Stąd, komórki regionu CA2-3, DG wydają się być 

przygotowane na dodatkową syntezę glutationu oraz wymiatanie wolnych 

rodników. W badaniu z wykorzystaniem myszy pozbawionych GPx1 i poddanych 

2-godzinnemy MCAO, zaobserwowano wzrost poziomu nadtlenków lipidowych 

oraz wzrost wielkości zawału i liczby martwych komórek w korze mózgu (165), co 

potwierdza naszą koncepcję. Co ciekawe, mysie fibroblasty embrionalne (MEF ang. 

mouse embryonic fibroblasts) pozbawione Nrf2 zawierają około 20% mniej 

glutationu niż fibroblasty dzikie, co związane jest z obniżeniem poziomu GCLC oraz 

GCLM (166). Dane te sugerują, że wysoki poziom białek związanych z syntezą i 

metabolizmem glutationu zapewnia komórkom regionu CA2-3, DG ochronę przed 

stresem oksydacyjnym, a przynajmniej zapewnia dostępność jednej ze ścieżek 

ochrony przed nim. Podobny wzór immunoreaktywności jak dla GCLC, GCLM i 
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GPx1 otrzymaliśmy dla HO-1 (Ryc. 9). Oksygenaza hemowa 1 katalizuje reakcję 

degradacji hemu do tlenku węgla, jonów żelaza i biliwerdyny. Powstająca 

biliwerdyna jest redukowana do silnego przeciwutleniacza jakim jest bilirubina (167, 

168). Tlenek węgla reguluje apoptozę, proliferację komórek, stany zapalne, 

włóknienie i angiogenezę (169). Natomiast obecność wolnych jonów żelaza indukuje 

syntezę ferrytyny, która je wychwytuje i związuje. (167). Jest to istotne, ponieważ 

wolne jony żelaza, jak również tlenek węgla, mogą mieć negatywny wpływ na 

komórki poprzez zwiększanie stresu oksydacyjnego (170). Badania w modelu 

tMCAO u szczurów wykazały, że aktywacja ścieżki Nrf2/HO-1 chroni neurony po 

I/R przed ferroptozą (171). Natomiast badania w mysim modelu dwukrotnej, 20-

minutowej dwustronnej okluzji tętnicy szyjnej wspólnej wykazały wzrost poziomu 

Nrf2 i HO-1 w hipokampach myszy 4 tygodnie po I/R, a farmakologiczna aktywacja 

Nrf2 i HO-1 poprawiła morfologię neuronów regionu CA1 (172).  

Wyniki badań dotyczące białek regulowanych przez Nrf2: GCLC, GCLM, 

GPx1 oraz HO-1 korelują z danymi uzyskanymi w naszych badaniach dotyczących 

Nrf2 (Ryc. 8). Analizując zmiany poziomu tych białek w hipokampie w porównaniu 

z aktywnością Nrf2 po I/R można powiedzieć, że białka GCLM, GPx1 oraz HO-1 

należą do białek podstawowych jak i indukowanych przez Nrf2 ze względu na ich 

wyższą immunoreaktywność w warunkach kontrolnych w CA2-3, DG niż w CA1 

oraz wzrost poziomu w 48 i 72 godzinie reperfuzji. Natomiast GCLC charakteryzuje 

się takim samym poziomem w obu regionach hipokampa w kontroli i wzrostem w 

48 i 72 godzinie reperfuzji w regionie CA2-3, DG co czyni go białkiem 

indukowanym przez Nrf2.  

Dotychczasowe badania oraz prezentowane tutaj wyniki, wskazują na udział 

czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w mechanizmach endogennej neuroprotekcji. 

Sprawdzono zatem czy farmakologiczna aktywacja Nrf2 ochroni neurony 

wrażliwego na uszkodzenie sektora hipokampa (CA1). Rezultaty doświadczeń z 

użyciem sulforafanu (SFN) – aktywatora Nrf2 – wykazują, że jego zastosowanie 

zmniejsza liczbę martwych neuronów w regionie CA1 hipokampa zarówno w 

modelu ex vivo (organotypowa hodowla skrawków hipokampa szczura) jak i in vivo 

(5-minutowe zaciśnięcie tętnic szyjnych suwaka mongolskiego). Co więcej, efekt ten 
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obserwowano zarówno, gdy aktywator podawano w trakcie trwania uszkodzenia 

jak i w opóźnieniu do negatywnego bodźca (Ryc. 10, 11, 12). W modelu OHC 

podanie 10 M SFN 15 lub 30 minut po rozpoczęciu uszkodzenia 

ekscytotoksycznego nadal zmniejszało liczbę uszkodzonych komórek w regionie 

CA1 hipokampa w stosunku do samego NMDA (Ryc. 10). W badaniu z 

wykorzystaniem modelu in vivo efekt ochronny SFN był nadal widoczny nawet 

jeżeli aktywator podano w 30 minucie reperfuzji dootrzewnowo w dawce 5 mg/kg 

m.c. (Ryc. 11, 12). Wyniki te świadczą, że farmakologiczna aktywacja Nrf2 w trakcie 

lub po uszkodzeniu I/R uruchamia mechanizmy pozwalające przetrwać komórkom 

regionu CA1 hipokampa działanie szkodliwego bodźca. Badania prowadzone w 

różnych modelach niedokrwienia mózgu również potwierdzają, że aktywacja Nrf2 

zmniejsza obszar martwicy mózgu oraz liczbę martwych neuronów chroniąc tym 

samym mózg przed szkodliwym/negatywnym bodźcem. W modelu lewostronnego 

zamknięcia tętnicy środkowej mózgu szczurów, jednokrotne podanie 5 mg/kg m.c. 

SFN w 15 minucie trwania niedokrwienia zmniejszało wielkość obszaru martwicy 

mózgu 3 dni po procedurze (173). Zaobserwowano również wzrost ekspresji genu 

Hmox-1 oraz immunoreaktywności HO-1 w neuronach i astrocytach 24 godziny po 

niedokrwieniu (173). W modelu niedotlenieniowo-niedokrwiennym (HI) osesków 

szczurzych, jednokrotne podanie 5 mg/kg m.c. SFN 30 minut przed rozpoczęciem 

niedokrwienia, zmniejszało obszar mózgu objęty uszkodzeniem oraz liczbę 

martwych neuronów w korze oraz hipokampie 24 godziny po HI (134). W modelu 

organotypowej hodowli skrawków hipokampa myszy, poddanych toksycznemu 

działaniu heminy lub pozbawieniu tlenu i glukozy, zastosowanie 0,5 μM SFN 24 

godziny przed heminą lub podczas przywracania warunków tlenowych, zwiększało 

procent żywych komórek wybarwionych kalceiną (174). W celu potwierdzenia 

udziału Nrf2 w ochronie bariery krew-mózg przez SFN, Zhao i współpracownicy, 

podali SFN osobnikom pozbawionym Nrf2 (myszy Nrf2-/-) w modelu 

traumatycznego uszkodzenia mózgu. Ochronny efekt SFN na barierę krew-mózg 

zaobserwowany u dzikich osobników, został zniesiony u osobników Nrf2-/- (175). Jak 

wynika z moich oraz innych badań, terapia celowana na Nrf2 jest bardzo atrakcyjna 

w kontekście leczenia niedokrwienia mózgu (105). Co więcej, prezentowane wyniki 

wskazują na możliwość aktywacji Nrf2 i uzyskanie efektu ochronnego nawet po 

http://rcin.org.pl



81 

 

zadziałania bodźca I/R. Jest to niezwykle istotne w kontekście pacjentów po 

epizodach niedokrwiennych lub niedokrwienno-reperfuzyjnych do których pomoc 

zwykle dociera po kilku godzinach od wystąpienia pierwszych objawów. 

Aby pogłębić wiedzę o neuroprotekcyjnych mechanizmach naturalnie 

występujących w odpornym regionie hipokampa poszukiwano nowych genów 

regulowanych przez Nrf2, które mogą być zaangażowane w to zjawisko. W tym celu 

przeprowadzono analizę komputerową z wykorzystaniem technik eksploracji 

danych (ang. data mining). Korzystając z ogólnodostępnego atlasu sekwencji RNA 

hipokampa myszy https://hipposeq.janelia.org oraz bazy genów regulowanych 

przez Nrf2 udało się wybrać 15 genów (Tabela 6, suplement Tabela 1S), których 

poziom ekspresji w regionach tworzących: CA2-3, DG hipokampa jest wyższy niż w 

regionie CA1. Zastosowanie analizy komputerowej pozwoliło na wyłonienie genów 

które mogą być nowym celem w kontekście protekcyjnego działania Nrf2 a przy 

okazji pozwoliło ograniczyć liczbę zwierząt wykorzystanych w doświadczeniach.  

Rosnąca czułość i specyficzność dostępnych metod molekularnych pozwala 

na generowanie ogromnych baz danych np. genomowych, co wiąże się z rozwojem 

systemów komputerowych niezbędnych do ich analizy (176, 177). Niemniej, trzeba 

mieć na uwadze, że analizy in silico z wykorzystaniem technik data mining mogą 

generować wiele niespójności i chociaż rozwijają się z zawrotną prędkością, 

posiadają wiele punktów krytycznych (178). Po pierwsze, standardowe założenie 

statystyczne na poziomie istotności 5% daje średnio 400 fałszywie dodatnich 

wyników podczas analizy bazy danych składającej się z 8 tysięcy wartości (179, 180). 

Po drugie, bazy danych zawierające informacje o poziomie ekspresji dziesiątek 

tysięcy genów oparte są na podstawie raptem kilku powtórzeń biologicznych (178). 

Związane jest to głównie z wysokim kosztem wielkoskalowych metod oraz 

ograniczoną dostępnością materiału biologicznego. Innym problemem jest fakt, że 

wykorzystywane algorytmy obliczeniowe nie są w stanie wyszukać wszystkich 

możliwych rozwiązań (181). Dlatego wykorzystuje się algorytmy, które przeszukują 

małą część danych i na tej podstawie odnajdują możliwe rozwiązania. Analizy 

wielkoskalowe mogą również zaliczać do odczytów szumy i/lub przypadkowe 

reakcje razem z faktycznymi, biologicznymi informacjami (178). Jednym z ostatnich 
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problemów związanym z analizą komputerową jest fakt, że łączy ona ze sobą 

zazwyczaj kilka baz danych, które powstały w różny sposób, są dostępne w różnych 

formatach i są obarczone wszystkimi powyżej wymienionymi problemami (178). 

Zatem w analizie łączonej, więcej niż jednej bazy danych, możemy wygenerować 

jeszcze więcej fałszywie dodatnich wyników (178). Mimo to, wykorzystanie technik 

komputerowych oraz dostępnych baz danych staje się coraz bardziej powszechne. 

Należy jednak pamiętać o niedoskonałościach technik komputerowych i o potrzebie 

weryfikacji uzyskanych wyników za pomocą standardowych, sprawdzonych i 

wiarygodnych metod. 

W związku z powyższym, w niniejszej rozprawie doktorskiej wykorzystano 

ilościową reakcję łańcuchową polimerazy z odwrotną transkrypcją (qRT-PCR) w 

celu weryfikacji wyników uzyskanych za pomocą analizy komputerowej. Jednak, 

aby rozpocząć analizę ekspresji wyselekcjonowanych genów z użyciem tej techniki 

w pierwszej kolejności przeprowadzono weryfikację siedmiu kandydatów na gen 

referencyjny w modelu krótkotrwałego niedokrwienia przodomózgowia suwaka 

mongolskiego. Wybranie stabilnych w danym modelu genów referencyjnych jest 

kluczowe w kontekście uzyskania wiarygodnych wyników ekspresji genów 

docelowych. Powszechnie stosowane geny referencyjne jak Actb, Gapdh czy 

18SrRNA często nie są weryfikowane w konkretnych modelach badawczych, więc 

normalizacja za ich pomocą może prowadzić do błędnej interpretacji ekspresji 

badanych genów, szczególnie tych o niskiej ekspresji (182). W niniejszej rozprawie, 

oprócz powszechnie stosowanych genów referencyjnych, zweryfikowano także 

Hmbs, Hprt1 i Ywhaz oraz nowy gen Bud23, dotychczas nie badany w kontekście 

wykorzystania jako referencja. Co ciekawe, wyniki qRT-PCR analizowane z 

wykorzystaniem programu RefFinder wskazały, że to właśnie Actb oraz 18SrRNA są 

najmniej stabilnymi genami w modelu przejściowego niedokrwienia 

przodomózgowia suwaka mongolskiego (Ryc. 15, 16). Najbardziej stabilnym genem 

referencyjnym w badanym modelu okazał się Hmbs. W związku z tym, że Bud23, 

gen drugi w rankingu stabilności, podobnie jak Hmbs charakteryzuje się niskim 

poziomem ekspresji, do analizy genów wyselekcjonowanych w badaniu in silico, 

jako drugi gen referencyjny wybrano Gapdh ze względu na jego wyższy poziom 
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ekspresji. Wybór genów referencyjnych o różnym poziomie ekspresji (niskokopijny i 

wysokokopijny) są istotne podczas badania ekspresji genów o nieznanym poziomie 

ekspresji.  

Walidacja genów referencyjnych pozwoliła rozpocząć weryfikację wyników 

uzyskanych w analizie in silico oraz weryfikację wpływu I/R na ekspresję wybranych 

genów. Analiza ekspresji genów w kontrolnym hipokampie suwaka mongolskiego 

wykazała, że 3 spośród 15 wyselekcjonowanych genów (Mpp3, Ret, Shisa2) 

wykazywały wyższą ekspresję w CA2-3, DG niż w CA1, potwierdzając w ten sposób 

wyniki otrzymane w analizie komputerowej (Ryc. 17). Biorąc pod uwagę 

wymienione punkty krytyczne technik komputerowych oraz fakt, że analizowane 

dane pochodziły z atlasu ekspresji genów myszy, uzyskana pozytywna weryfikacja 

na materiale pochodzącym z kontrolnych suwaków mongolskich na poziomie 20% 

może być uznana za satysfakcjonujący wynik. Co ważne, zmiany ekspresji genów 

Mpp3, Ret, Shisa2 korelują z wyższą aktywnością Nrf2 w kontrolnym CA2-3, DG. 

Można zatem uznać je za geny podstawowe regulowane przez Nrf2. Dla produktu 

białkowego genu Shisa2 przeprowadzono analizę Western blot. Wykazała ona, że 

poziom białka SHISA2 w obu regionach kontrolnego, prawidłowego hipokampa był 

taki sam (Ryc. 19 B, E), zatem wysoka ekspresja Shisa2 w kontrolnym CA2-3, DG nie 

była odzwierciedlona w poziomie produktu białkowego. Co więcej, analiza ekspresji 

mRNA i białka genu Shisa2 po epizodzie I/R wskazała na obniżenie ekspresji mRNA 

po I/R w CA2-3, DG do poziomu z CA1 i brak zmian poziomu białka SHISA2 w obu 

regionach hipokampa po I/R (Ryc. 19 A, B, E). Białko SHISA2 należy do rodziny 

białek SHISA, która u kręgowców składa się z 9 podrodzin (183, 184). Białko SHISA 

zostało opisane przez Yamamoto i współpracowników (185) jako antagonista szlaku 

sygnalizacyjnego Wnt i FGF oraz białko niezbędne w embriogenezie w procesie 

formowania głowy płaza Xenopus. SHISA oddziałuje z niedojrzałymi formami 

receptora Wnt, Frizzled oraz receptora FGF w siateczce śródplazmatycznej, hamując 

ich modyfikacje potranslacyjne oraz dojrzewanie i przemieszczanie się na 

powierzchnię komórki (185, 186). Wykazano także, że SHISA2 jest związana z 

tworzeniem segmentów podczas somitogenezy u Xenopus oraz rozwoju zarodków 

kurzych (187) poprzez hamowanie szlaku Wnt i FGF (188). Wysoką ekspresję Shisa2 
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stwierdzono w niektórych liniach komórek nowotworowych np. nowotworu 

prostaty (183) czy drobnokomórkowego raka płuc (189). Wykazano, że wysoki 

poziom Shisa2 zwiększa wzrost, proliferację, żywotność oraz inwazyjność komórek 

nowotworowych (183, 189). Trudno jednak spekulować o roli tego białka w 

mechanizmach endogennej neuroprotekcji biorąc pod uwagę brak efektu w postaci 

produktu białkowego pomimo wysokiego poziomu mRNA w CA2-3, DG u 

kontrolnego suwaka mongolskiego i brak zmian poziomu białka SHISA2 po I/R.  

Następnym etapem badań było sprawdzenia czy ekspresja 

wyselekcjonowanych genów koreluje ze wzrostem aktywności Nrf2 w odpornym na 

uszkodzenie regionie hipokampa po I/R (Ryc. 8). W tym celu zweryfikowano wpływ 

I/R na poziom mRNA 15 wyselekcjonowanych genów. Ekspresja 4 spośród nich, 

Aifm2, Fzd7, Camk1 oraz Gpc1 ulegała wzrostowi w 96 godzinie reperfuzji w regionie 

CA2-3, DG hipokampa suwaka mongolskiego (Ryc. 20 A, C Ryc. 21 A Ryc. 22 F). 

Zaobserwowano także przejściowy wzrost ekspresji genu Tdo2 w regionie CA2-3, 

DG w 48 godzinie reperfuzji (Ryc. 21 E) oraz wzrost ekspresja genu Brip1 od 24 do 96 

godziny reperfuzji tego samego regionu (Ryc. 22 A). Wskazane wzrosty ekspresji 

korelują ze wzrostem aktywności czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w odpornym na 

uszkodzenie regionie hipokampa (Ryc. 8). Co ciekawe, analiza Western blot 

wykazała wzrost produktu białkowego w regionie CA2-3, DG w 72 i/lub 96 godzinie 

reperfuzji dla 4 z wymienionych genów: Aifm2, Fzd7, Camk1 oraz Brip1 (Ryc. 20 A, D, 

E Ryc. 21 B, G Ryc. 22 B, E). Można zatem uznać, że wskazane geny i ich produkty 

białkowe są indukowane przez Nrf2 w wyniku stresu niedokrwienno-

reperfuzyjnego. Na poziomie białkowym, w regionie CA2-3, DG, zaobserwowano 

również przejściowy wzrost białka STC2 w 72 godzinie reperfuzji oraz wzrost 

poziomu białka PHGDH w 72 i 96 godzinie po przywróceniu krążenia (Ryc. 19 D, E 

Ryc. 21 D, G). Jednak wzrostom tym nie towarzyszyły zmiany na poziomie mRNA. 

W przypadku Tdo2 zaobserwowany wzrost poziomu ekspresji mRNA nie był 

odzwierciedlony we wzroście jego produktu białkowego w regionie CA2-3, DG po 

I/R (Ryc. 21. E, F, G). Biorąc pod uwagę, że to białko jest efektorem ekspresji genu, to 

właśnie geny (Aifm2, Fzd7, Camk1 oraz Brip1), których wzrostowi mRNA 

towarzyszył wzrost poziomu produktów białkowych, wydają się najbardziej 
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interesujące w kontekście mechanizmów endogennej neuroprotekcji i to im 

poświęcono kolejną część dyskusji. Podsumowanie informacji o wszystkich 15 

genach i ich produktach białkowym znajduje się w suplemencie niniejszej rozprawy 

doktorskiej w Tabeli 1S.  

Dotychczasowe badania wykazały, że białko AIFM2 (apoptosis-inducing factor 

mitochondria-2), znane również jako FSP1 (Ferroptosis suppressor protein 1) 

posiada zarówno zdolność indukcji apoptozy jak i ochroną komórek przed 

ferroptozą (190-192). Badania z użyciem tandemowego spektrometru mas (MS/MS) 

wykazały, że 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) ma zdolność addycji His174 i Cys187 

białka AIFM2/FSP1 (193). Badania zmodyfikowanego HNE białkiem AIFM2/FSP1 w 

linii komórkowej kardiomiocytów H9C2 z wykorzystaniem mikroskopu 

konfokalnego wykazały, że modyfikacje te są niezbędne do wydostania się 

AIFM2/FSP1 z mitochondriów, a spektrofotometryczne badania aktywności 

oksydreduktazy ujawniły, że modyfikacje wywołane HNE mogą powodować 

przełączenia pomiędzy aktywnością oksydoreduktzay NAD(P)H a aktywnością 

proapoptotyczną AIFM2/FSP1 (50). Wiadomym jest, że 4-hydroxy-2-nonenal to 

aldehyd powstający podczas peroksydacji lipidów błonowych w wyniku stresu 

oksydacyjnego. Może to zatem sugerować, że białko AIFM2/FSP1 w 

poniedokrwiennych neuronach hipokampa, w których epizod I/R skutkuje 

rozwojem stresu oksydacyjnego, posiada modyfikacje aktywujące postać 

oksydoreduktzay NAD(P)H tego białka. AIFM2/FSP1 w tej postaci katalizuje 

redukcję koenzymu Q10 (CoQ10, ubichinon) do ubichinolu (CoQ10H2), który jest 

silnym przeciwutleniaczem, wyłapującym wolne rodniki lipidowe (190, 194). Co 

więcej, wykazano, że białko AIFM2/FSP1 hamuje ferroptozę, niezależnie od GPX4, 

chociaż mechanizm antyferroptyczny AIFM2/FSP1 pozostaje niejasny (194). Badania 

w modelu niedotlenieniowo-niedokrwiennym noworodków (HI) myszy 

pozbawionych genu Aif2 (AIF2 KO) wykazały zwiększenie uszkodzenia mózgu w 72 

godzinie po HI oraz wzrost markerów stresu oksydacyjnego: 8-hydroksyguanozyny 

i 3-nitrotyrozyny w 6 godzinie po HI lub dialdehydu malonowego w 24 godzinie po 

HI (195). Również nasze wcześniejsze badania metabolomiczne w modelu 

krótkotrwałego niedokrwienia mózgu suwaka wskazują na metabolizm 

glicerofosfolipidów oraz puryn jako istotne w kontekście wrażliwości regionu CA1 
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na I/R (74). Badania na komórkach nowotworu płuc H1299 i H23 pozbawionych 

KEAP1 wykazały wzrost ekspresji AIFM2/FSP1, co wskazuje na regulację jego 

ekspresji przez Nrf2 (196). W modelu wszczepienia podskórnie myszom 

Foxn1nu/Foxn1nu komórek nowotworu płuc H1299 utrata KEAP1 przyspieszyła 

wzrost guza, a delecja AIFM2/FSP1 zahamowała jego wzrost (196). Co ciekawe, 

wyciszenie AIFM2/FSP1 i/lub farmakologiczne zahamowanie FSP1 lub związanych z 

nim ścieżek, przywróciło guzom płuc pozbawionych KEAP1 wrażliwość na 

radioterapię, prawdopodobnie poprzez przywrócenie ferroptozy (196). Wyniki 

naszych badań pokazują, że po I/R zwiększa się poziom ekspresji Aifm2 i produktu 

białkowego AIFM2/FSD1 w regionie hipokampa odpornym na uszkodzenie. Jak 

sugerują badania przedstawione powyżej, związki powstające w stresie 

oksydacyjnym, który jest nieodłączną składową uszkodzenia I/R, mogą działać jako 

„przełączniki” aktywności AIFM2/FSD1 z aktywności proapoptotycznej na 

antyferroptotyczną. Stąd, wzrost ekspresji genu Aifm2 i jego produktu białkowego w 

regionie CA2-3, DG mogą sugerować włączenie mechanizmów ochronnych przed 

ferropotzą w neuronach tego regionu hipokampa. Wydaje się, że podobny 

mechanizm przejściowo aktywowany jest w regionie CA1, gdzie w 24 godzinie 

reperfuzji zwiększa się poziom ekspresji Aifm2, jednak bez efektu w postaci białka, 

co może być związane z trwałym zahamowaniem syntezy białek we wrażliwym na 

I/R obszarze hipokampa (162). 

Kolejne badane białko, Frizzled 7, należy do rodziny receptorów w której 

skład wchodzi 9 białek. Białko FZD7 zbudowane jest z N-końcowej domeny 

zewnątrzkomórkowej, domeny siedmiokrotnie przechodzącej przez błonę 

komórkową oraz C-końcowej domeny cytoplazmatycznej. FZD7 w obecności ko-

receptorów, białek LRP5 i LRP6, może reagować na białka Wnt i aktywować 

kanoniczny szlak β-kateiny lub w obecności innego ko-receptora, białka ROR2, może 

aktywować nie-kanoniczną ścieżkę Wnt (197). Szlak sygnałowy Wnt jest ewolucyjnie 

konserwowaną częścią wewnątrzkomórkowej transdukcji sygnału, która reguluje 

wiele procesów jak proliferacja, różnicowanie i migracja komórek oraz decyzje o 

losie komórki podczas rozwoju (198). Co więcej, udowodniono udział szlaku 

sygnalizacji Wnt/β-kateiny w wewnątrzkomórkowych mechanizmach mających 

zapewnić prawidłowe funkcjonowanie komórek nerwowych w odpowiedzi na 
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negatywny bodziec np. niedokrwienie mózgu czy uszkodzenie rdzenia kręgowego 

(199-201). Biorąc pod uwagę fakt, że FZD7 jest receptorem biorącym udział w 

aktywacji ścieżki Wnt, jego obecność może być niezbędna do wywołania wyżej 

opisanego efektu. W mysim modelu krwotoku śródmózgowego (ICH) 

zaobserwowano wzrost poziomu FZD7 12, 24 godziny i 3 dni po ICH w półkuli 

poddanej procedurze (202). Co więcej, dodatkowa aktywacja FZD7 zmniejszyła 

powierzchnię obrzęku mózgu, a wyciszenie FZD7 pogarszało obrzęk mózgu w tym 

modelu (202). Wiele badań wskazuje, że białko FZD7 jest receptorem Wnt 

ulegającym nadaktywacji w różnych nowotworach np. raku jelita grubego (203, 204), 

raku wątrobowokomórkowym (205, 206) czy glejaku (207). Badania z 

wykorzystaniem tkanek ludzkiego glejaka o niskiej i wysokiej złośliwości, wykazały 

że poziom FZD7 koreluje ze stopniem złośliwości glejaka – wyższy poziom FZD7 = 

bardziej złośliwy glejak, a wyciszenie ekspresji Fzd7 w dwóch liniach komórkowych 

glejaka U87 i LN229 zmniejszało proliferację, migrację i inwazyjność komórek 

nowotworowych (207). Co ciekawe, taką samą korelację ze stopniem złośliwości 

glejaka wykazano dla Nrf2 (wyższy poziom Nrf2 = bardziej złośliwy glejak), 

zarówno in vivo (208) jak i in vitro w liniach komórkowych glejaka U87 i LN229 (209). 

Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazują na tendencję 

wzrostową ekspresji Fzd7 w CA2-3, DG po uszkodzeniu niedokrwienno-

reperfuzyjnym. Widoczny jest jednak statystycznie istotny wzrost poziomu białka 

FZD7 w 72 i 96 godzinie reperfuzji. Zatem możemy uznać gen Fzd7 i jego produkt 

białkowy za gen indukowany przez Nrf2. Pomimo, że analiza terminów z bazy 

ontologii genów wiązała geny indukowane głównie z terminem „odpowiedź na 

stres oksydacyjny”, a geny podstawowe z terminem „proliferacja komórek” (95), 

otrzymane wyniki na tle doniesień na temat FZD7, sugerują że wzrost jego poziomu 

w odpornej na uszkodzenie części hipokampa może przyczyniać się do zwiększonej 

aktywności ścieżki sygnałowej Wnt, co może mieć przełożenie na większą 

plastyczność tego regionu i być częścią mechanizmów endogennej neuroprotekcji. 

Co więcej, na tle doniesień o hamowaniu receptorów Frizzled przez białka z rodziny 

SHISA (185, 186), możemy spekulować, że brak zmian poziomu białka SHISA2 po 

I/R w regionie CA2-3, DG hipokampa jest częścią mechanizmów endogennej 

neuroprotekcji mających na celu umożliwienie dojrzewania i przemieszczania 
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receptorów Frizzled, w tym FZD7, z siateczki śródplazmatycznej do błony 

endosomów i błony komórkowej co w konsekwencji umożliwia aktywację ścieżki 

sygnałowej Wnt.  

Ważną częścią kaskady niedokrwienia, opisanej we wstępnie, jest wzrost 

poziomu jonów wapnia w cytoplazmie. Jony te w komórce mogą tworzyć kompleks 

z kalmoduliną, który aktywuje jedną z rodzin kinaz serynowo-treonionowych. - 

kinazy CaM. Jedną z nich jest kinaza białkowa CAMK1. Ekspresja Camk1 w mózgu 

jest wysoka a produkt białkowy zlokalizowany jest głównie w cytoplazmie (210, 

211). CAMK1 do pełnej aktywności wymaga obecności kinazy CaMKK, która ją 

fosforyluje (212). Badania w mysim modelu nadekspresji Camk1 wskazały udział 

szlaku CaMKK-CAMK1 w wydłużaniu dendrytów i/lub aksonów neuronów 

korowych (213). W badaniach in vitro w hodowli komórkowej neuronów 

hipokampalnych oraz komórek ziarnistych móżdżku szczura zahamowanie 

CaMKK, CAMK1 lub CAMK4 skutkowało skróceniem neurytów o około 70% w 

stosunku do komórek kontrolnych (214). W obu typach komórek zahamowanie 

kinaz CaMKK, CAMK1 lub CAMK4 powodowało zahamowanie wzrostu zarówno 

aksonów jak i niedojrzałych dendrytów (214). Co ciekawe, w hodowli komórek 

hipokampa noworodków szczura, stymulacja komórek glutaminianem lub 

depolaryzacja jonami K+ zwiększała aktywność CAMK1 2,4- lub 3,6-krotnie w 

stosunku do kontroli (211). Podobny efekt, w postaci wzrostu aktywności CAMK1, 

zaobserwowano po zastosowaniu NMDA i AMPA (211). Schmitt i współpracownicy 

(212) zaobserwowali zależność pomiędzy ścieżką ERK (kinaza regulowana 

sygnałem zewnątrzkomórkowym) a CAMK1. Depolaryzacja komórek linii nerwiaka 

płodowego NG108 powoduje rozległą aktywację ścieżki ERK (212). Natomiast 

zahamowanie CaMKK lub CAMK1 efekt ten znosi, sugerując, że szlak CaMKK-

CAMK1 jest niezbędny do aktywacji ścieżki ERK w warunkach depolaryzacji i 

podwyższonego stężenia jonów wapnia w tym typie komórek (212). Zatem CAMK1 

może uczestniczyć w aktywacji białka ERK związanego z sygnalizacją pro-życiową 

komórek oraz protekcją neuronów (215, 216). Co więcej, niedawne badania Yang i 

współpracowników wskazały na możliwość fosforylacji białka PINK1 przez CAMK1 

(217). Obniżenie ekspresji CAMK1 w linii komórek progenitorowych śródbłonka 
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(EPC ang. Endothelial Progenitor Cell) powodowało istotne obniżenie poziomu 

ufosforylowanego białka PINK1, podczas gdy wzrost stężenia jonów wapnia w 

pożywce, które zwiększają aktywność CAMK1 (218), powodował wzrost poziomu 

ufosforylowanego białka PINK1 (217). Wyniki tych badań oraz obserwowany przez 

nas wzrost poziom ekspresji Camk1 i jego produktu białkowego w 96 godzinie 

reperfuzji w regionie CA2-3, DG są spójne z ostatnio opublikowanymi przez naszą 

grupę wynikami, wskazującymi na aktywację mitofagi zależnej od PINK1 w 

regionie CA2-3, DG hipokampa suwaka mongolskiego po I/R (83). Jednak, funkcja 

białka CAMK1 w komórkach mózgu dotkniętych niedokrwieniem są nadal 

poznawane. Przedstawione doniesienia sugerują, że wzrost ekspresji genu Camk1 w 

poniedokrwiennym CA2-3, DG może być częścią mechanizmów endogennej 

neuroprotekcji poprzez aktywację ścieżki ERK czy wpływ na metabolizm 

mitochondriów.  

Na początku XXI wieku wykazano, że inaktywacyjne mutacje w genie Brip1 w 

obu allelach są przyczyną rozwoju anemii Fanconiego typu J (219-221). Badania nad 

produktem białkowym genu Brip1 ujawniły, że białko to oddziałuje z domeną 

BRACT białka BRCA1 oraz, że posiada funkcję ATPazy zależnej od DNA i 5’ do 3’ 

helikazy DNA zależnej od ATP (222, 223). Co więcej, jednoallelowe mutacje w genie 

Brip1 predysponują do rozwoju raka piersi, jako że istnieje ścisła zależność 

pomiędzy prawidłową funkcją BRAC1 a BRIP1 (224-226). Przedstawione doniesienia 

na temat genu Brip1 powstały niemalże jednocześnie, stąd w wielu publikacjach 

produkt białkowy genu Brip1 pojawia się pod różnymi nazwami: FANCJ - Homolog 

białka grupy J anemii Fanconiego, BRIP1 - Helikaza 1 oddziałująca z białkiem 

BRAC1 lub BACH1 – Helikaza 1 związana z C-końcową domeną białka BRAC1. W 

niniejszej rozprawie doktorskiej przyjęto nazwę BRIP1. Badania in vitro na 

komórkach linii raka piersi MCF7 z wyciszoną ekspresją BRIP1 poddanych 

uszkodzeniu promieniowaniem jonizującym (PJ) wykazały opóźnioną w stosunku 

do komórek kontrolnych naprawę pęknięć nici DNA oraz obniżony poziom białka 

BRAC1 (225). Co więcej, w tym samym modelu w komórkach MCF7 typu dzikiego 

poddanych działaniu PJ, białko BRIP1 zlokalizowano w jądrze komórkowym w 

miejscu pęknięć nici DNA (225), co było zgodne, z wynikami otrzymanymi przez 
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inną grupę badawczą, dotyczącymi lokalizacji jądrowej białka BRAC1 w miejscu 

uszkodzenia DNA (227). Podobne wyniki uzyskali Cantro i współpracownicy, 

którzy w komórkach U2OS, pozbawionych białka BRIP1, wykazali opóźnioną 

naprawę pęknięć nici DNA po ekspozycji na promieniowanie jonizujące gamma 

(223). Kolejne badania wykazały, że lokalizacja jądrowa białka BRIP1 w miejscu 

uszkodzenia DNA pojawiała się także w odpowiedzi na uszkodzenie komórek 

MCF7 spowodowane hydroksymocznikiem czy mitomycyną C (228). W roku 2022, 

grupa Maniego i współpracowników wykazała wysoki poziom białka BRIP1 w 

hipokampie myszy, w szczególności w zakręcie zębatym (229). Co więcej, grupa ta 

wykazała, że komórki nerwowe pozbawione BRIP1 wykazują zwiększoną formację 

pętli R nici DNA (mogących prowadzić do pęknięcia chromosomów czy utraty 

informacji generycznej) w kontroli oraz w odpowiedzi na nadtlenek wodoru, a 

uszkodzenie ekscytotoskyczne, indukowane kwasem L-glutaminowym w 

komórkach pozbawianych BRIP1, zwiększa poziom stresu oksydacyjnego, pogarsza 

stan mitochondriów oraz zwiększa liczbę martwych komórek w stosunku do 

kontroli. W naszych badaniach ekspresja Brip1 po uszkodzeniu I/R wzrasta już od 24 

godziny reperfuzji w regionie CA2-,3 DG, a poziom jego produktu białkowego 

wzrasta w 96 godzinie po niedokrwieniu. Rozważając otrzymane dane na tle 

obecnych doniesień na temat genu Brip1, wzrost jego ekspresji w CA2-3, DG w 

odpowiedzi na bodziec I/R może być mechanizmem obronnym mającym na celu 

naprawę uszkodzeń nici DNA powstających w wyniku niedokrwienia. Wzrost na 

poziomie białka dotyczył jedynie 96 godziny reperfuzji, jednak badania z 

wykorzystaniem całkowitych ekstraktów białkowym mogły zamaskować wzrost 

poziomu tego białka w miejscu powstawania uszkodzeń nici DNA – jądrze 

komórkowym. Stąd, w celu ustalenia dokładnego udziału białka BRIP1 w 

mechanizmach endogennej neuroprotekcji niezbędne są dalsze badania.  

Opisane powyżej geny i ich produkty białkowe, wyłonione w analizie in silico, 

mogą brać udział w mechanizmach endogennej neuroprotekcji jako geny 

indukowane przez Nrf2 w odpowiedzi na bodziec I/R. Jednak, w celu poznania i 

ustalenia ich dokładnego udziału w naturalnej ochronie neuronów regionu CA2-3, 

DG niezbędne są dalsze badania, a analizy przeprowadzone w niniejszej rozprawie 
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doktorskiej są tylko punktem wyjścia do eksploracji przedstawionych białek i 

ścieżek molekularnych, w które są zaangażowane.   

Ciekawym zagadnieniem, które pojawiło się podczas analizy wyników jest 

częściowy brak korelacji pomiędzy ekspresją genu a poziomem produktu 

białkowego. Sytuacja ta może wynikać z mechanizmów regulujących etapy 

pomiędzy mRNA a powstaniem białka jak modyfikacje potranskrypcyjne czy 

obecność niekodującego RNA lub wynikać z zahamowania syntezy białek w mózgu 

po I/R. W latach 70 XX wieku udowodniono, że mRNA, podobnie jak rRNA czy 

tRNA, ulega obróbce potranskrypcyjnej (230). Do najczęstszych modyfikacji należy 

metylacja, choć może również dochodzić m.in. do zmiany w wiązaniach 

glikozydowych mRNA (230, 231). Modyfikacje potranskrypcyjne mRNA wpływają 

na jego splicing, transport czy stabilność i mogą oddziaływać na powstawanie 

białek. Jednak, same zmiany w obrębie mRNA nie są możliwe do uwidocznienia za 

pomocą reakcji łańcuchowej polimerazy (230). Coraz więcej doniesień naukowych 

wskazuje na udział niekodującego RNA w regulacji ekspresji genów poprzez wpływ 

na stabilność mRNA czy proces translacji (232-235). Ponadto, brak zmian poziomu 

białek w regionie CA1 hipokampa pomimo zmian ekspresji ich genów może 

wynikać z trwałego zahamowania translacji w tym regionie hipokampa w 

odpowiedzi na bodziec I/R (162). W regionie odpornym na uszkodzenie I/R, 

zahamowanie syntezy białek jest przejściowe i 24 godziny po bodźcu 

uszkadzającym translacja wraca do prawidłowego poziomu, co pozwala na syntezę 

białek w tym białek cytoprotekcyjnych (236-238). Przykładem genu, którego wzrost 

ekspresji mRNA nie jest odzwierciedlony we wzroście poziomu produktu 

białkowego, jest Tdo2. Statystycznie istotny wzrost ekspresji Tdo2 zaobserwowano w 

odpornym na uszkodzenie regionie hipokampa w 48 godzinie reperfuzji w 

porównaniu z grupą kontrolną. W pozostałych badanych punktach czasowych po 

I/R (24, 72 i 96 godzina) stwierdzono tendencję wzrostową, która w porównaniach 

wielokrotnych ANOVA nie była statystycznie istotna. Natomiast, poziom produktu 

białkowego genu Tdo2 nie zmieniał się w CA2-3, DG po I/R. Gen Tdo2 koduje 

enzym, 2,3-dioksygenazę tryptofanu. Tryptofan ulega katabolizmowi do serotoniny 

jedynie po przekroczeniu bariery krew-mózg natomiast 95% tryptofanu, w 
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warunkach fizjologicznych, jest metabolizowana na drodze szlaku kynureninowego 

(239). TDO2 katalizuje nieodwracalny rozszczep pierścienia indolowego L-

tryptofanu w wyniku czego powstaje N-formylo-L-kinurenina (240). Zwiększona 

aktywność oksygenaz tryptofanu, w tym TDO2, prowadzi do powstawania 

nadmiernych ilości związków neuroaktywnych o potencjale neurotoksycznym np. 

kinureniny (241). W badaniach z wykorzystaniem mysiego modelu MCAO 

dootrzewnowe podanie L-kinureniny zwiększało obszar zawału w stosunku do 

kontroli po samym MCAO (242). Co więcej, w tym samym modelu wykazano, że 

zahamowanie aktywności TDO2, ale nie IDO (2,3-dioksygenaza indolaminy), 

zmniejsza obszar zawału. Wynik ten wskazuje, że to TDO2 jest odpowiedzialny za 

biosyntezę L-kinureniny w mózgu myszy po udarze (242). W kontekście 

przedstawionych danych, wzrost ekspresji genu Tdo2 bez odpowiedzi w postaci 

białka TDO2 może być protekcyjne dla regionu CA2-3, DG. Ponadto, wynik ten 

może sugerować, że częścią mechanizmów endogennej neuroprotekcji jest ścisła 

regulacja procesu translacji. Warto też zaznaczyć, że przemiany tryptofanu są 

wielokierunkowe i mogą prowadzić do syntezy serotoniny lub indolu (240). W 

naszych wcześniejszych badaniach metabolomicznych zwróciliśmy uwagę na istotne 

różnice w zawartości tryptofanu i indolu w częściach hipokampa o różnej 

wrażliwości na I/R (74). Zatem można sugerować, że dalsze badania tych szlaków 

metabolicznych mogą być cennym wkładem w zrozumienie zjawiska endogennej 

neuroprotekcji.   

Spośród pozostałych genów wyselekcjonowanych w analizie in silico tylko 

Gpc1 (Ryc. 22 E) charakteryzował się wzrostem ekspresji w CA2-3, DG po 

niedokrwieniu. Ekspresja Lrp8 i Hrk nie zmieniała się w odpornym na uszkodzenie 

regionie hipokampa (Ryc. 22 E), a ekspresję Cxcl12 charakteryzuje falisty wzór 

obecności mRNA (Ryc. 19 F). Jednak nie udało się zweryfikować poziomu 

produktów białkowych tych genów w dwóch regionach hipokampa, ze względu na 

brak przeciwciał lub brak sygnału przy wykorzystaniu przeciwciał swoistych dla 

innych gatunków na materiale pochodzącym od suwaka mongolskiego. Poziom 

ekspresji Phgdh wzrastał w CA1 i nie zmieniał się w CA2-3, DG, natomiast poziom 

białka PHGDH wzrastał w CA2-3, DG a malał w CA1 po I/R. PHGDH katalizuje 
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pierwszy etap syntezy L-seryny, a wiele doniesień wskazuje, że dostarczenie seryny 

do astrocytów jest niezbędne dla przeżycia neuronów i prawidłowego ich 

funkcjonowania (243-245). Ekspresja kolejnego genu, Stc2 nie zmieniała się w 

żadnym regionie hipokampa, natomiast poziom białka STC2 wzrastał przejściowo w 

CA1 w 48 godzinie reperfuzji oraz w CA2-3, DG 72 godziny po niedokrwieniu. 

Stanniokalcyna 2 zaangażowana jest w wiele procesów komórkowych (246) 

(suplement Tabela 1S). Badania dotyczące STC2 w szczurzym modelu tMCAO 

wykazały wzrost ekspresji Stc2 w korze mózgu od 3,5 do 24 godzin po 90 

minutowym niedokrwieniu (247). Zaobserwowano również wzrost poziomu białka 

STC2 od 6 do 48 godzin po 120 minutowym MCAO. Wyciszenie STC2 w komórkach 

mysiej neuroblastomy N2a zmniejszało przeżycie komórek poddanych działaniu 

nadtlenku wodoru lub tapsigarginy sugerując udział stanniokalcyny 2 w przeżyciu 

komórek w odpowiedzi na stres (247). W tym świetle, wzrost poziomu białek 

PHGDH i STC2 w odpornym na uszkodzenie regionie hipokampa po I/R może być 

składową naturalnych mechanizmów obronnych tj. endogennej neuroprotekcji tego 

regionu. 

Wiele lat badań, dokładne poznanie mechanizmów prowadzących do śmierci 

komórek nerwowych w wyniku uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego oraz 

próby ich zahamowania nie pozwoliły na ustalenie efektywnej strategii terapii. 

Fascynującym kierunkiem badań jest zgłębianie i wykorzystanie w leczeniu, 

naturalnych mechanizmów obronnych, jakie posiadają komórki nerwowe w reakcji 

na szkodliwe bodźce. W niniejszej rozprawie doktorskiej pokazano udział czynnika 

transkrypcyjnego Nrf2 w naturalnych mechanizmach obronnych regionu CA2-3, 

DG. Co więcej, dowiedziono, że farmakologiczna aktywacja Nrf2 chroni komórki 

regionu podatnego na uszkodzenie (CA1) przed działaniem szkodliwego bodźca. 

Istotną i innowacyjną informacją uzyskaną w toku badań jest możliwość wywołania 

efektu ochronnego po zastosowaniu aktywatora Nrf2 w opóźnieniu do 

negatywnego bodźca (ex vivo 15 i 30 minut, in vivo 30 minut). Co więcej, dzięki 

zastosowaniu nowoczesnych technik komputerowych i eksploracji danych udało 

się ustalić nowe geny i białka zaangażowane w mechanizmy endogennej 

neuroprotekcji regionu CA2-3, DG w odpowiedzi na uszkodzenie 
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niedokrwienno/reperfuzyjne, co jest nowatorskim podejściem do problemu 

niedokrwienia mózgu i mechanizmów endogennej neuroprotekcji. Wyniki te 

przyczyniają się do lepszego zrozumienie naturalnie występujących mechanizmów 

protekcyjnych oraz szerszego spojrzenia na procesy biologiczne zaangażowane w 

endogenną neuroprotekcję co może pozwolić na ustalenie sposobów w jakie 

komórki nerwowe chronią się same i naprawiają po uszkodzeniu. Wiedza ta może 

przysłużyć się nie tylko grupom badawczym zajmującym się problemem udaru, ale 

również innych chorób neurodegeneracyjnych.  
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Podsumowanie  

1. Aktywność Nrf2 we frakcji jądrowej regionu CA2-3, DG jest wyższa niż w 

CA1 już w kontrolnym, prawidłowym hipokampie, a epizod niedokrwienno-

reperfuzyjny powoduje znaczny wzrost jego poziomu w 48 i 72 godzinie 

reperfuzji. 

2. Poziom cytoplazmatycznego inhibitora Nrf2, KEAP1, jest statystycznie 

wyższy w kontrolnym CA1 niż w CA2-3, DG. I/R nie wpływa na poziom 

KEAP1 w CA2-,3, DG i powoduje jego obniżenie w CA1. 

3. Poziom białek regulowanych przez Nrf2: HO-1, GCLM i GPx1 jest wyższy w 

CA2-3, DG niż w CA1 już w kontrolnym hipokampie, a bodziec I/R powoduje 

dodatkowy wzrost HO-1, GCLM, GCLC i GPx1 w CA2-3, DG co koreluje ze 

wzrostem Nrf2 w tym regionie hipokampa i świadczy o obecności aktywnego 

Nrf2 w jądrach komórkowych.  

4. Farmakologiczna aktywacja Nrf2 za pomocą sulforafanu chroni neurony 

regionu CA1 przed uszkodzeniem ekscytotoksycznym w modelu ex vivo 

organotypowej hodowli skrawków hipokampa oraz przed uszkodzeniem 

niedokrwienno-reperfuzyjnym w modelu in vivo przejściowego 

niedokrwienie mózgu suwaka mongolskiego. 

5. Analiza komputerowa pozwoliła na wytypowanie 15 genów regulowanych 

przez Nrf2 o ekspresji wyższej w CA2-3, DG niż w CA1.  

6. W przypadku 3 genów z 15 wytypowanych (Mpp3, Ret, Shisa2) ekspresja 

mRNA była wyższa w regionie CA2-3, DG hipokampa suwaka mongolskiego 

niż w CA1. 

7. Ekspresja 6 genów spośród 15 badanych uległa nasileniu w CA2-3, DG na 

skutek epizodu I/R: Aifm2, Fzd7, Camk1, Tdo2, Brip1 oraz Gpc1. Na poziomie 

białka wzrost po I/R obserwowano dla 6 produktów białkowych badanych 

genów AIFM2/FSP1, FZD7, CAMK1, PHGDH, BRIP1 oraz STC2. Korelacja 

wzrostu ekspresji mRNA i poziomu białka ze wzrostem Nrf2 w regionie CA2-

3, DG pozwala na zakwalifikowanie wymienionych genów i białek do ścieżek 

indukowanych przez Nrf2 w odpowiedzi na I/R. 
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Wnioski 

1. Czynnik transkrypcyjny Nrf2 jest istotną część mechanizmów naturalnej 

odporności neuronów regionu CA2-3, DG na epizod niedokrwienno-

reperfuzyjny (I/R). U dorosłych osobników jego aktywność w rejonie 

odpornym jest wyższa niż w innych częściach mózgu, a bodziec I/R 

dodatkowo zwiększa jego aktywność w tym obszarze hipokampa.  

2. Mechanizm neuroprotekcyjnego działania Nrf2 opiera się o aktywację dużej 

grupy genów związanych m.in. z wewnątrzkomórkowymi szlakami 

antyoksydacyjnymi, antyapoptotycznymi, zapobiegającymi 

ekscytotoksyczności, regulującymi plastyczność mózgu czy naprawę DNA.  

3. Farmakologiczna aktywacja Nrf2 przez sulforafan skutkuje ochroną 

neuronów regionu wrażliwego na epizod niedokrwienno-reperfuzyjny (CA1), 

co może być podstawą do rozwoju terapii użytecznej klinicznie.  

4. Badania wielkoskalowe z wykorzystaniem technik komputerowych i 

eksploracji danych pozwoliły na wyłonienie i poszerzenie wiedzy na temat 

udziału genów regulowanych przez Nrf2 w naturalnych mechanizmach 

obronnych mózgu.  
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Suplement 

Tabela 1S.  Tabela przedstawia informacje na temat lokalizacji, funkcji i procesów biologicznych 

w jakie są zaangażowane produkty białkowe 15 genów wyselekcjonowanych w analizie 

komputerowej z repozytorium genów regulowanych przez Nrf2 oraz ogólnodostępnego atlasu 

sekwencji RNA hipokampa myszy https://hipposeq.janelia.org/.  

GEN/BIAŁKO 
LOKALIZACJIA 

SUBKOMÓRKOWA 

FUNKCJA  

 

Gpc1/ Glypikan 1 

Endosomy, błona 

komórkowa, macierz 

zewnątrzkomórkowa 

Jeden z sześciu glipikanów należących do 

proteoglikanów siarczanu heparanu. 

GPC1 może działać jako koreceptor dla 

cząsteczek sygnałowych regulujących 

wzrost, ruchliwość i różnicowanie 

komórek takich jak czynnik wzrostu 

fibroblastów (FGF), śródbłonkowy 

czynnik wzrostu naczyń A (VEGF-A), 

transformujący czynnik wzrostu B (TGF-

B), czy szlak sygnalizacji Wnt (248). GPC1 

jest ważny dla prawidłowego 

funkcjonowania mózgu, jego brak 

zmniejsza rozmiar mózg o 30% (249). 

Brip1/ Helikaza 1 

oddziałująca z białkiem 

BRAC1 

Jądro komórkowe, 

cytoplazma 

ATPaza zależna od DNA i helikaza DNA 

od 5’ do 3’ niezbędna do utrzymania 

stabilności chromosomów (222, 223). 

Zaangażowana w naprawę pęknięć 

podwójnej helisy DNA (225, 227). 

Lrp8/ Apolipoproteina E 

receptor 2 

Błona komórkowa, macierz 

zewnątrzkomórkowa 

Receptor ApoER2 to białko transbłonowe 

typu I zaangażowane w utrzymanie 

metabolizmu lipidów, a jego ekspresja w 

mózgu jest wysoka (250, 251). Związany 

jest z transdukcją sygnału wielu szlaków 

sygnałowych jak Akt, Rho, szlak 

sygnałowy integryny czy kinazy 

białkowe aktywowane mitogenem 

(MAPK) (250). W ośrodkowym układzie 

nerwowym moduluje przeżycie 

neuronów, wzrost neurytów, regenerację 

komórek oraz sygnalizację wapniową 

(251). 

Aifm2/ Białko hamujące 

ferroptozę 1 

Jądro komórkowe, błona 

mitochondrialna, błona 

komórkowa, cytoplazma, 

kople lipidowe 

Oksydoreduktaza zależna od NAD(P)H 

związana z odpowiedzią komórek na 

stres oksydacyjny. Niezależnie od GPX4 

hamuje utlenianie fosfolipidów i 

ferroptozę (śmierć komórkowa związana 

ze wzrostem poziomu nadtlenków 

lipidów) (194). Jednak, może również w 

warunkach stresu oksydacyjnego 

translokować do jądra komórki, gdzie 

powoduje uszkodzenie DNA co w 
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konsekwencji prowadzi do śmierci 

komórki (193). 

Fzd7/ Białko Frizzled-7 
Błona endosomów, błona 

komórkowa 

Receptor dla białek Wnt, związany z 

kanoniczną i niekanoniczą ścieżką 

sygnałową. Może prowadzić do 

zahamowania GSK-3, jądrowej 

akumulacji beta-kateniny, aktywacji 

genów regulowanych przez Wnt oraz 

aktywacji białek dishevelled (197). 

Camk1/ Kinaza typu I 

zależna od jonów wapnia 

i kalmoduliny 

Jądro komórkowe, 

cytoplazma 

Kinaza białkowa zależna od jonów 

wapnia i kalmoduliny która reguluje 

wydłużanie aksonów i aktywność stożka 

wzrostu w neuronach hipokampa, 

móżdżku, kory mózgowej (213, 214). 

Podczas napływu jonów wapnia przez 

receptory NMDA, jest niezbędny do 

rozwoju długotrwałego wzmocnienia 

synaptycznego oraz aktywacji translacji 

zależnej od ERK (212). 

Mpp3/ Białko podrodziny 

MAGUK p55 

Błona komórkowa, 

połączenia 

międzykomórkowe 

(przylegające) 

MPP3 to palmitoilowane białko błonowe 

3 należące do rodziny białek związanych 

z błoną komórkową MAGUK (homologi 

kinazy guanylowej związane z błoną). 

MPP3 uczestniczy w utrzymywaniu 

przylegających połączeń 

międzykomórkowych (252, 253). 

Phgdh/ Dehydrogenaza 

D-3-fosfoglicerynianowa 

Błona komórkowa, 

cytoplazma 

PHGDH katalizuje pierwszy etap syntezy 

L-seryny, utlenianie 3-fosfoglicerynianiu 

do 3-fosfohydroksypirogronianiu. Seryna 

jest ko-agonistą wymaganym do 

pobudzenia receptora NMDA i 

neuronów glutaminergicznych. PHGDH 

występuje głównie w astrocytach. (243-

245).  

Hrk/Aktywator apoptozy 

harakiri 
Mitochonria 

Reguluje proces apoptozy 

prawdopodobnie poprzez odziaływanie i 

hamowanie białek antyapoptotycznych 

Bcl-2 i Bcl-XL (254, 255). 

Tdo2/2,3-dioksygenaza 

tryptofanu 
Cytoplazma 

Enzym katalizujący reakcję utlenienia L-

tryptofanu do N’-formylokinurenianiu 

która jest pierwszą i limitującą reakcją 

szlaku kinureninowego (prowadzącego 

do produkcji NAD+) (240). Zahamowanie 

TDO2 ma działanie protekcyjne w mysim 

modelu MCAO, poprzez zmniejszenie 

ilości L-kinureniny (242). 

Ret/ Proto-onkogen 

białka receptorowego 

kinazy tyrozynowej RET 

Błona endosomów, błona 

komórkowa 

Białko RET jest związane z wieloma 

mechanizmami komórkowymi jak 

proliferacja, migracja, różnicowanie czy 

przeżycie komórek m.in. poprzez 

aktywację przez czynnik neurotroficzny 
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pochodzenia glejowego (GDNF) (256-

258). 

Itgb8/ Integryna beta-8 Błona komórkowa 

ITGB8 bierze udział w aktywacji 

transformującego czynnika wzrostu beta 

(TGF-) (259, 260) Badania w modelu 

uszkodzenia niedotlenieniowo-

niedokrwiennego (HI) mózgu szczurzych 

osesków wykazały wzrost ekspresji Itgb8 

po HI, a ITGB8 znaleziono głównie w 

astrocytach mózgu osesków (261).  

Cxcl12/Czynnik 

pochodzenia 

stromalnego 1 

Macierz 

zewnątrzkomórkowa 

SDF1 działa chemotaktycznie na 

limfocyty i monocyty i reguluje ich 

diapedezę przez barierę krew-mózg (262, 

263). SDF1 reguluje również migrację, 

proliferację i różnicowanie neuronalnych 

komórek progenitorowych, 

śródbłonkowych komórek 

progenitorowych, mezenchymalnych 

komórek macierzystych czy 

hematopoetycznych komórek 

macierzystych (264-267) 

Stc2/ Stanniokalcyna-2 
Macierz 

zewnątrzkomórkowa 

Białko STC2 bierze udział w regulacji 

homeostazy jonów wapnia, transporcie 

jonów, wzroście i rozwoju, ochronie 

komórek oraz angiogenezie (246, 247, 268, 

269). Komórki pozbawione STC2 

poddane działaniu nadtlenku wodoru 

lub tapsigarginy wykazują zwiększoną 

śmiertelność (247).  

Shisha2/ Homolog białka 

shisa2 

Błona retikulum 

endoplazmatycznego  

Udowodniono rolę białka SHISA2 w 

dojrzewaniu presomatycznych komórek 

mezodermy poprzez osłabienie 

sygnalizacji FGF (fibroblast growth 

factor) oraz Wnt (185, 187, 188). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2S.  Wyniki otrzymane z obliczeń programu RefFinder i każdego z czterech algorytmów: 

Delta Ct, BestKeeper, normFinder, geNorm. Analiza wartości cyklu granicznego (Ct, cycle threshold) 

dla łączonych wyników CA1 i CA2-3, DG. SV – wartość stabilności (stability value), R – ranga  
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GEN 

REFFINDER DELTA CT BESTKEEPER NORMFINDER GENORM 

SV R SV R SV R SV R SV R 

Gapdh 2.632 3 0.598 2 0.575 4 0.319 2 0.455 3 

Actb 5.733 6 0.741 6 0.593 5 0.585 6 0.57 6 

18SrRNA 7.00 7 1.018 7 0.962 7 0.936 7 0.698 7 

Hprt1 3.976 4 0.67 5 0.525 2 0.447 5 0.529 5 

Hmbs 1.00 1 0.59 1 0.452 1 0.26 1 0.422 1 

Ywhaz 4.427 5 0.656 4 0.647 6 0.432 4 0.507 4 

Bud23 2.28 2 0.612 3 0.534 3 0.341 3 0.422 1 
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