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Wykaz skrétow

element odpowiedzi antyoksydacyjnej, ang. antioxidant response

ARE
element
CAl region hipokampa wrazliwy na krétkotrwate niedokrwienie mézgu,
fac. Cornu ammonis 1
CA2-3. DG region hipokampa odporny na krotkotrwate niedokrwienie moézgu,
fac. 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 biatko macierzy jadrowej p84, marker frakgji jadrowej,
ang. nuclear matrix protein p84
MCAO okluzja tetnicy srodkowej mozgu, ang. middle cerebral artery
occlusion
NMDA kwas N-metylo-D-asparaginowy, ang. N-methyl-D-aspartic acid
Nrf2 jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2,
ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2
OHC organotypowe hodowle skrawkow hipokampa ang. organotypic
hippocampal slice culture
qRT-PCR ilosciowa reakcja tanicuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja
ang. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
SFN Sulforafan, aktywator Nrf2
WB Western blot, metoda molekularna detekcji biatek




Streszczenie

Udar mozgu pozostaje nie tylko gldéwna przyczyna zgondw na calym swiecie, ale
takze powoduje niepelnosprawnos¢ u ogromnej liczby pacjentow. Pomimo wielu lat
badan, dostepne metody leczenia skutkéw udaru sg ograniczone. W zwiazku z tym,
istnieje potrzeba poszukiwania nowych, skutecznych terapii neuroprotekcyjnych.
Aktywacja naturalnych mechanizmow ochronnych wystepujacych w mozgu tzn.
endogennej neuroprotekcji, jest obecnie szeroko rozwazana metoda terapeutyczna.
Poznanie mechanizméw molekularnych zaangazowanych w endogenna
neuroprotekcje moze wskaza¢ nowe punkty uchwytu i przyczyni¢ sie do

opracowania uzytecznych klinicznie innowacyjnych metod leczniczych.

Przyktadem endogennej neuroprotekcji jest selektywna odpornos¢ komorek
regionu CA2-3, DG hipokampa na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne (I/R) w
poréwnaniu z regionem wrazliwym - CA1. Niniejsza rozprawa doktorska skupia sie
na ustaleniu roli czynnika transkrypcyjnego Nrf2 (jadrowy czynnik transkrypcyjny
pochodzenia erytroidalnego typu 2) w mechanizmach naturalnej protekgji
wystepujacych w neuronach regionu CA2-3, DG hipokampa. Ponadto poszukiwano
nowych gendéw regulowanych przez Nrf2, ktére moga by¢ zaangazowane w
mechanizmy endogennej neuroprotekcji. Uzasadnienie badann nad Nrf2 jest
nastepujace: (i) Nrf2 jest gtownym regulatorem tysiecy gendéw kodujacych biatka
zaangazowane w procesy antyoksydacyjne, cytoprotekcyjne i przeciwzapalne, (ii)
udowodniono dobroczynny efekt aktywacji Nrf2 w badaniach przedklinicznych w

modelach miazdzycy, choréb neurodegeneracyjnych czy zawatu serca.

W niniejszej rozprawie doktorskiej, ze aktywnos¢ Nrf2 jest wyzsza w CA2-3, DG
w poréwnaniu z CAl juz u kontrolnych suwakéw mongolskich. Natomiast 5-
minutowe zacis$niecie tetnic szyjnych i 15 i 30-minutowej oraz 1, 2, 3, 24, 36, 48, 72 i
96 godzinna reperfuzja powoduje krotkotrwata aktywacje Nrf2 w regionie CA1 oraz
opdzniong i dlugotrwata aktywacje w CA2-3, DG. Ponadto, réznice w aktywnosci
Nrf2 koreluja z poziomem biatek 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



posrednio wskazuje na obecnos¢ w jadrach komorkowych aktywnego Nrf2. Poziom
oksygenazy hemowej-1 jest znacznie wyzszy w CA2-3, DG niz w CAl juz w
kontroli, a zaleznos$¢ ta utrzymuje sie po epizodzie I/R. Podobnie jak w przypadku
HO-1, wyzsza immunoreaktywnos$¢ w kontrolnym CA2-3, DG w poréwnaniu z CAl
obserwuje sie dla GCLM i GPx1. Inaczej jest w przypadku GCLC, ktorego
immunoreaktywnos¢ nie rozni sie¢ miedzy CAl i CA2-3, DG w kontrolnym
hipokampie. Wzrost immunoreaktywnosci w 48 i 72 godzinie niedokrwieniu
obserwuje si¢ zaréwno dla GCLC, jak i innych badanych biatek. Dokiadny
mechanizm réznej aktywnosci Nrf2 w dwdch regionach hipokampa jest niejasny.
Jednak, prezentowane dane pokazuja, ze w kontrolnym, prawidtowym hipokampie
poziom KEAPI (cytoplazmatyczny inhibitor Nrf2) jest wyzszy w CA1 niz w CA2-3,
DG, a epizod I/R powoduje obnizenie immunoreaktywnosci KEAP1 w CAl, czego
nie obserwujemy w CA2-3, DG. Prezentowane wyniki pokazuja réwniez, ze
farmakologiczna aktywacja Nrf2 przez sulforafan znaczaco chroni neurony w
regionie CA1 przed smiercia, zaréwno w modelach in vivo, jak i ex vivo (przejsciowe,
globalne niedokrwienie przodomoézgowia suwaka i organotypowa hodowla
skrawkéw hipokampa szczura). Wykazano réwniez, ze sulforafan jest skuteczny w
ochronie neuronoéw, gdy zastosowano go w opodznieniu w stosunku do bodzca
niedokrwiennego, co daje nadziej¢ na szerokie okno terapeutyczne w badaniach

klinicznych.

W celu wytonienia nowych gendéw regulowanych przez Nrf2, ktére moga by¢
zaangazowane w mechanizmy odpornosci CA2-3, DG na epizod niedokrwienno-
reperfuzyjny, przeprowadzono analize in silico dostepnych baz danych. Korzystajac
z atlasu RNA kontrolnego hipokampa myszy i bazy danych gendéw regulowanych
przez Nrf2 wyselekcjonowano 15 gendw (Gpcl, Bripl, Lrp8, Aifm2, Fzd7, Camkl,
Mpp3, Phgdh, Hrk, Tdo2, Ret, Itgb8, Cxcl12, Stc2, Shisa2), ktore wykazuja wyzsza
ekspresje w odpornym regionie hipokampa CA2-3, DG niz w CA1l. Wyniki analizy
in silico zostaly zweryfikowane w kontrolnych, prawidtowych hipokampach suwaka
i ujawnily, ze 20% wyselekcjonowanych genow (Mpp3, Ret, Shisa2) wykazuje
ekspresje wyzsza w regionie CA2-3, DG niz w CA1. Nastepnie zbadano ekspresje
wybranych genow i ich produktéw biatkowych po I/R w celu weryfikagji
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potencjalnych zaleznosci ze zmianami aktywnosci Nrf2 po I/R w CA2-3, DG. Szes¢
badanych genéw i szes¢ produktéw biatkowych wyselekcjonowanych genow
wykazalo zwigkszong ekspresj¢ mRNA i/lub biatka w CA2-3, DG po 48, 72 i/lub 96
godzinach reperfuzji i sg to: Aifm2 i FSP1, Fzd7 i FZD7, Camkl i CAMKI1, Bripl i
BRIP1, Tdo2, Gpcl, PHGDH i STC2. A zatem, mozna je uznac za geny indukowane
przez Nrf2 w warunkach stresowych, co czyni je interesujacymi w kontekscie

endogennej neuroprotekgji.

Podsumowujac, przeprowadzone badania sa nowatorskie, poniewaz wskazuja
nowe molekularne sciezki stojace za zjawiskiem odpornosci regionu CA2-3, DG
hipokampa na skutki przejsciowego niedokrwienia i reperfuzji modzgu.
Przedstawione dane wskazuja, ze aktywnos¢ cytoprotekcyjnego czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 jest wyzsza w CA2-3, DG niz w CAl w hipokampie
kontrolnym i po epizodzie I/R. Co wiecej, wysoka aktywnosci Nrf2 koreluje z
wysokim poziomem biatek regulowanych przez niego i zwigzanych ze szlakami
antyoksydacyjnymi (HO1, GCLM, GPx1) oraz aktywacja nowo wybranych genow,
ktdre moga uczestniczy¢ w odpowiedzi obronnej komorki skutkujacej przezyciem.
Wskazane tutaj geny i ich produkty biatkowe sa elementami réznych szlakow
molekularnych i nie byly dotychczas badane w kontekscie niedokrwienia mézgu.
Otrzymane wyniki moga réwniez pomdc w poszukiwaniu nowych terapii
neuroprotekcyjnych dla pacjentéw po epizodzie niedokrwienno-reperfuzyjnym

mozgu.
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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 CAl 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 CAl than in CA2-3, DG. In
turn, I/R causes a decrease in KEAP1 immunoreactivity in CAl, 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 (Gpcl, Bripl, Lrp8, Aifm2, Fzd7,
Camk1, Mpp3, Phgdh, Hrk, Tdo2, Ret, Itgh8, Cxcl12, Stc2, Shisa?) 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 CAl. 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, Gpcl,
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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Innowacyjnos¢ rozprawy

Niniejsza rozprawa doktorska prezentuje badania wskazujace nowe szlaki
molekularne biorgce udziat w naturalnych mechanizmach obrony przed skutkami
niedokrwienia i reperfuzji w regionie CA2-3, DG hipokampa. Aktywno$¢ czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 jest wyzsza w CA2-3, DG w poréwnaniu z wrazliwym na
niedokrwienie CAl zaréwno w kontroli jak i po epizodzie niedokrwienno-
reperfuzyjnym (I/R), a wyniki te koreluja z poniedokrwiennymi zmianami poziomu
biatek, zwigzanych z procesami antyoksydacyjnymi (HO1, GCLM, GCLC, GPx1),
ktorych geny sa regulowane przez Nrf2. Co wigcej, rozprawa doktorska identyfikuje
nowe geny regulowane przez Nrf2, ktére nie byly jeszcze badane w kontekscie
naturalnych mechanizméw obronnych wystepujacych w mézgu. Wyselekcjonowane
geny i ich produkty biatkowe moga uczestniczy¢ w mechanizmach odpornosci
regionu CA2-3, DG tzn. endogennej neuroprotekcji i rzucaja nowe spojrzenie na
sposoby w jakie komorki nerwowe chronia si¢ same i naprawiaja po uszkodzeniu.
Co wiegcej, otrzymane wyniki moga pomdc w poszukiwaniu nowych terapii
neuroprotekcyjnych nie tylko dla pacentow po epizodzie niedokrwienno-
reperfuzyjnym  mozgu, ale réwniez  dotknietych  innymi  chorobami

neurodegeneracyjnymi.
Ustalenia rozprawy wykraczajace poza aktualng wiedzg literaturowa:

e Wyzsza aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w regionie CA2-3, DG
niz w CA1 w kontrolnym, prawidtowym hipokampie.

e Znaczny, poniedokrwienny wzrost aktywnosci Nrf2 w regionie hipokampa
odpornym (CA2-3, DG) na uszkodzenie I/R oraz krotkotrwaly wzrost
aktywnosci w regionie wrazliwym (CA1).

e Farmakologiczna aktywacja Nrf2 za pomoca sulforafanu dziata ochronnie na
neurony regionu hipokampa podatnego na uszkodzenie I/R (CA1).

e Wylonienie nowych, dotychczas nie badanych w kontekscie endogennej
neuroprotekcji, gendéw regulowanych przez Nrf2 mogacych uczestniczy¢ w

mechanizmach odpornosci regionu CA2-3, DG na uszkodzenie I/R.
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Wstep

Udar mozgu pozostaje druga, gldéwna przyczyna Smierci oraz trzecia
przyczyna niepelnosprawnosci skracajacej lata zycia (wskaznik DALY
z ang. disability-adjusted life years, lata zycia skorygowane niesprawnoscia) (1).
Swiatowa Organizacja Zdrowia definiuje udar jako zaburzenie czynnoéci mézgu
pochodzenia naczyniowego, ktérego objawy utrzymuja si¢ dtuzej niz 24 godziny lub
prowadza wczesniej do Smierci (2). Wyrdzniamy dwa gtowne typy udaru: udar
niedokrwienny, ktory stanowi 87% wszystkich przypadkéw oraz udar krwotoczny
(3). Z kolei, gdy epizod dysfunkcji neurologicznych spowodowany ogniskowym lub
globalnym niedokrwieniem ustapi samoistnie w ciggu 24 godzin mowimy o
przemijajacym ataku niedokrwiennym (TIA) (4, 5). Co wigcej, TIA to istotny czynnik
prognostyczny pelnoobjawowego udaru (6). Ogniskowe niedokrwienie mdzgu jest
wynikiem utrudnienia doptywu krwi do moézgu zazwyczaj w wyniku zatoru lub
zakrzepu, przy czym wystepuje krazenie oboczne (7, 8). Natomiast globalne
niedokrwienie mézgu jest wynikiem procesow ogolnoustrojowych jak na przyktad
zatrzymanie akgji serca czy arytmia (8). Globalne niedokrwienie mézgu skutkuje
$miercia neurondéw juz po 4 — 8 minutach w szczegélnie wrazliwych obszarach
mozgu jak region CAl hipokampa czy warstwa zwojowa komorek Purkiniego
mozdzku (7, 9). Obecnie najskuteczniejszq metoda leczenia niedokrwiennego udaru
mozgu jest reperfuzja poprzez zastosowanie lekow promujacych rozpuszczanie
skrzepliny (m.in. rekombinowany tkankowy aktywator plazminogenu, rt-PA) lub
mechaniczne usunigcie przyczyny okluzji naczynia (10, 11). Ze wzgledu na Sciste
kryteria zakwalifikowania pacjenta do terapii oraz krotkie okno terapeutyczne
metody te moga by¢ stosowane tylko u waskiej grupy pacjentéw (10-12). Istotna jest
zatem prewencja (pierwotna i wtérna) w grupach zwiekszonego ryzyka oraz
rehabilitacja u pacjentéw poudarowych. Obecnie duze oczekiwania wiazane sa z tak
zwana neuroprotekcjg, czyli technikami nacelowanymi na ograniczanie uszkodzenia
komodrek nerwowych po udarze moézgu (13). Dotychczas, rdézne strategie
neuroprotekcyjne skupialy si¢ na zahamowaniu pojedynczych sciezek lub
mechanizmow molekularnych prowadzacych do uszkodzenia i $mierci neuronow.

Jednak ich efekty kliniczne s wciaz niezadowalajace (14, 15). Stad, obecnie
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naukowcy skupiaja si¢ na opracowaniu terapii skojarzonych lub badaniu nowych,
wielokierunkowych strategii neuroprotekcyjnych (16-19). Interesujagcym nurtem jest
badanie i podzniejsza farmakologiczna aktywacja, naturalnie wystepujacych
mechanizméw protekcyjnych komorek nerwowych, w odpowiedzi na uszkodzenie

niedokrwienno-reperfuzyjne.

Procesy komodrkowe aktywowane w wyniku niedokrwienia i
reperfuzji

Juz krotkotrwate, globalne niedokrwienie mozgu, po ktédrym nastepuje
przywrocenie krazenia krwi (reperfuzja) powoduje rozwdj uszkodzenia
niedokrwienno-reperfuzyjnego (I/R) w wyniku ktérego dochodzi do uszkodzenia i
$Smierci komorek w niedokrwionym obszarze mozgu. Bezposrednia konsekwencja
uposledzonego przepltywu krwi i zmniejszonego dostarczania tlenu i glukozy do
komoérek mozgu jest wyczerpanie energii i zaburzenia w metabolizmie
energetycznym (20). Zmniejszona dostepnos¢ tlenu powoduje obnizZenie aktywnosci
fanicucha oddechowego, co skutkuje ograniczeniem przeplywu protonow przez
wewnetrzna btone mitochondrialng i zahamowaniem produkcji ATP. W warunkach
beztlenowych komdrki mozgowe moga aktywowac alternatywne drogi
metaboliczne jak glikoliza (21). Jednak proces ten nie pokrywa zapotrzebowania
energetycznego komorek, a co wiecej prowadzi do powstawania kwasu mlekowego,
ktory obnizajac pH komorek, dodatkowo hamuje aktywnos¢ enzymoéw
odpowiedzialnych za synteze ATP. Obnizenie stezenia ATP i niskie pH prowadzi do
zaburzenia pracy pompy sodowo-potasowe]j zaleznej od ATP zlokalizowanej w
btonie plazmatycznej (22, 23). W warunkach fizjologicznych pompa sodowo-
potasowa transportuje jony sodu na zewnatrz komorki a jony potasu do jej wnetrza,
zuzywajac okoto 70% energii wytwarzanej przez komodrki nerwowe (24). Natomiast
w wyniku niedokrwienia dochodzi do niekontrolowanego naptywu jonéw sodu do
wnetrza komorki czego efektem, z jednej strony, jest depolaryzacja blony
komoérkowej, a z drugiej, naplyw wody do komorek i ich obrzek (25). Utrata
potencjalu blonowego i niedobory energetyczne przyczyniaja si¢ do wzrostu
stezenia jondw wapnia w cytoplazmie (23). To z kolei, powoduje uwolnienie

neuroprzekaznikow, w tym glutaminianu, do przestrzeni miedzysynaptycznej (23).
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Duze stezenie glutaminianu w przestrzeni miedzysynaptycznej prowadzi do
zwigkszenia stymulacji receptoréw glutamatergicznych w tym receptora NMDA, co
przyczynia si¢ do jeszcze wigkszego naplywu jonéw wapnia do cytoplazmy
(zaréwno z przestrzeni zewnatrzkomorkowej jak i siateczki srédplazmatycznej) oraz
depolaryzacji btony i ekscytotoksycznosci (23). Nadmiar jondw wapnia, ktdre
naplywaja do wnetrza neuronéw uruchamia kaskady reakcji zalezne od tych jonow
oraz fosfolipazy, endonukleazy czy protezy, co przyczynia si¢ do uszkodzenia btony
komodrkowej, cytoszkieletu komorkowego oraz innych organelli (23, 26). Jony
wapnia moga wpltywac takze na kinazy biatkowe, w tym kinazy biatkowe C, co w
konsekwencji moze zmienia¢ ekspresje gendw, poziomy biatek i ich lokalizacje
komoérkowa, co moze zaréwno prowadzi¢ do uszkodzenia komorek jak i by¢
zwiazane z naturalnymi mechanizmami ochronnymi (26-29). Istotna role w rozwoju
uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego odgrywaja rowniez wolne rodniki,
zwiazki chemiczne posiadajace niesparowany elektron, ktdrego obecnos¢ sprawia,
ze sa wysoce reaktywne. Nagromadzenie wolnych jonéw wapnia w komorkach,
rozwdj stanu zapalnego oraz zahamowanie oddychania mitochondrialnego sprzyjaja
masowemu powstawaniu wolnych rodnikéw (30-32). Te z kolei, moga reagowac z
biatkami, lipidami oraz kwasami nukleinowymi, powodujac uszkodzenie
strukturalne i funkcjonalne komorek (32). W fazie reperfuzji, ilos¢ wolnych
rodnikéw wzrasta co jest skutkiem gwattownego naptywu tlenu i innych substratow
metabolicznych do nieprawidlowo funkcjonujacej komorki, dlatego méwi sie nie
tylko o uszkodzeniu niedokrwiennym, ale takze reperfuzyjnym (33). Wysokie
stezenie wolnych rodnikow prowadzi do tzw. stresu oksydacyjnego, czyli
zaburzenia réwnowagi miedzy ich produkcja a detoksykacja przez enzymy
antyoksydacyjne (30). Ponadto, w wyniku proceséw oksydacyjnych dochodzi do
zwiekszenia przepuszczalnosci bton mitochondrialnych i uwalniania do cytoplazmy
szeregu biatek, w tym DNAaz, aktywatoréw kaspaz czy cytochromu c, co moze
prowadzi¢ do aktywacji apoptozy i/lub ferroptozy oraz s$mierci komdrki (34-37).
Dotychczasowe metody hamowania pojedynczych Sciezek kaskady niedokrwiennej
nie przyniosly pozytywnych efektow klinicznych, stad nowe podejscie zwigzane z

badaniem mechanizmow endogennej neuroprotekgiji.
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Endogenna neuroprotekcja

Endogenna neuroprotekcja to zdolnos¢ mézgu do ,samoobrony” przed
dzialaniem szkodliwych bodzcow jak na przyklad uszkodzenie niedokrwienno-
reperfuzyjne (38-40). W odpowiedzi na dzialanie negatywnego czynnika, komorki
moga uruchamia¢ wewnetrzne mechanizmy adaptacyjne, kaskady zdarzen, aby
zapobiec rozwojowi uszkodzenia lub si¢ jemu przeciwstawi¢. Mechanizmy
molekularne lezace u podstaw tego zjawiska obejmuja aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych, potranslacyjng modyfikacje biatek, ekspresje nowych biatek czy
zmiane metabolizmu komdrek (40, 41). Klasycznym przykladem endogennej
neuroprotekgji jest hartowanie niedokrwieniem (ang. ischemic preconditioning). Jest
to proces, w ktorym krotkotrwaty i podprogowy bodziec indukuje tolerancje na
kolejne, silniejsze epizody uszkadzajace (42-44). Hartowanie niedokrwienne w
modelach badawczych, majace na celu ochrone moézgu przed podzniejszym
niedokrwieniem o potencjalne uszkadzajacym, uzyskano zarowno poprzez
bezposrednie niedokrwienie moézgu np. 10 minutowe MCAO (okluzja tetnicy
srodkowej mdzgu, ang. middle cerebral artery occlusion) u szczuréw (29, 45), 15
minutowe MCAO u myszy (46, 47) czy dwukrotne, 2-minutowe BCCAO
(dwustronna okluzja tetnicy szyjnej wspdlnej, ang. bilateral common carotid artery
occlusion) u suwakoéw (48), jak rdwniez poprzez niedokrwienie odleglego narzadu
(zdalne hartowanie), najczesciej koniczyny tylnej np. u szczura (49). Hartowanie
aktywuje szereg procesow i Sciezek biologicznych. Wedlug wielu badan, w réznych
modelach zwierzecych, hartowanie niedokrwieniem wiaze si¢ z aktywacja
zwiazkdw neuroprotekcyjnych, takich jak HIF1 alfa, VEGF, Nfr2, wzrostem ekspresji
gendw antyapoptotycznych, zahamowaniem aktywacji kaspaz, obnizeniem
potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej, hamowaniem prozapalnej
aktywacji mikrogleju oraz obnizaniem poziomu czynnikéw prozapalnych np. IL-1f3,
IL-6, TNFa (50-56). Mechanizmy zaangazowane w hartowanie niedokrwienne sa
skomplikowane i nadal nie do konica poznane, jednak obiecujace efekty w badaniach
przedklinicznych zachecaja do wykorzystania, szczegdlnie zdalnego hartowania, w

klinice (56).
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Innym przyktadem naturalnych mechanizméw obronnych jest odpornos¢
neuronow regionu CA2-3, DG hipokampa na krotkotrwatly epizod niedokrwienno-
reperfuzyjny w porownaniu z podatnymi na uszkodzenie neuronami regionu CAl
(Ryc. 1) (29, 45). W modelu 5-minutowego zacisnigcia tetnic szyjnych wspdlnych
suwaka mongolskiego neurony piramidowe regionu CAl umieraja w 3 - 5 dniu
reperfuzji a proces ten nosi miano opoznionej smierci neuronow (DND, ang. delayed

neuronal death) (57, 58).

Rycina 1. Ubytek neuronéw w regionie CA1l hipokampa po krétkotrwatym
niedokrwieniu moézgu suwaka mongolskiego. Skrawek histologiczny moézgu kontrolnego (A) oraz
skrawek histologiczny mézgu poddanego 5-minutowemu zacisnieciu tetnic szyjnych i 7-dniowej
reperfuzji (B).

Opodzniona s$mier¢ neurondéw regionu CAl wystepuje réowniez w modelu
przejsciowego, globalnego niedokrwienia mozgu szczura (59, 60), w mysim modelu
uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego (49), w organotypowej hodowli
skrawkéw hipokampa myszy poddanej przejsciowemu pozbawieniu tlenu i glukozy
in vitro (61), u psOw po niekompletnym, przejSciowym niedokrwieniu moézgu (62)
oraz u ludzi po zatrzymaniu akgji serca (63) lub zatrzymaniu krazenia i oddychania
(64). Mechanizmy komodrkowe zwigzane ze smiercia neurondw sa zlozone, a
dotychczasowe badania wykazaly, Zze $mier¢ neurondw CAl ma wiele cech
apoptozy i zwiazana jest z neurotoksycznoscig glutaminianu oraz jonéw wapnia,
rozwijajacym si¢ stanem zapalnym, stresem oksydacyjnym, uszkodzeniem DNA,
czy ze zmienionym metabolizmem lipidow (65-70). Jednak mimo wielu lat badan nie
ma jednoznacznej odpowiedzi, co jest przyczyna wigkszej wrazliwosci neuronéw

regionu CA1l na bodziec I/R, a kliniczne proby zahamowania tych proceséw nie
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przyniosty spodziewanych efektéw. Doprowadzito to do odmiennego spojrzenia na
problem rdéznej wrazliwosci regionéw hipokampa na krétkotrwaly epizod
niedokrwienno-reperfuzyjny. Nowym podejsciem badawczym, w tym mojej grupy,
jest poznanie mechanizmow, ktore po krotkotrwatym bodzcu I/R determinujg
przezycie neurondw regionu CA2-3, DG, w celu pdzniejszej aktywacji i/lub
wzmocnienia ich w regionie wrazliwym. Dotychczasowe badania wskazuja, ze CA2-
3, DG charakteryzuje si¢ wyzszym poziomem ekspresji czynnikdw neurotroficznych
m.in. czynnika neurotroficznego pochodzenia mézgowego (BDNF) czy neurotrofiny
3, ktére uwazane sie za endogenne biatka regulujace wzrost i przezycie komodrek
oraz plastycznos¢ synaptyczna (71-73). Co wiecej, odporna na uszkodzenie czes¢
hipokampa charakteryzuje si¢ wyzszym poziomem czynnikéw neuroprotekcyjnych
jak tauryna (74) czy biatko szoku cieplnego 70 (75-77). Region CA2-3, DG jest
wyposazony w mechanizmy chronigce przed stresem ekscytotoksycznym. Wyzsza
ekspresja syntetazy glutaminowej w CA2/3 niz w CAl (78) czy wyzszy poziom
glejowego transportera glutaminianiu 1 w astrocytach CA3/DG niz CA1 (79, 80),
moze $wiadczy¢ o obnizaniu toksycznego poziomu glutaminianu w odpornym na
uszkodzenie regionie (38). Istotng cecha regionu CA2-3, DG, rozniaca go od CAl,
jest takze wydajniejszy metabolizm energetyczny jak rdéwniez integralnos¢ i
dynamika mitochondriéw (72, 81-84). Co wiegcej, wiele badan pokazuje, ze region
CA3 ma skuteczniejsza ochrong antyoksydacyjng i tym samym, nizszy poziom
stresu oksydacyjnego, niz region CA1 (85-88). Jest to istotne w kontekscie czynnika
transkrypcyjnego Nrf2, ktory jest uwazany za gtowny regulator gendéw zwiazanych
z odpowiedzia antyoksydacyjna i ktory jest przedmiotem niniejszej rozprawy

doktorskiej.

Czynnik transkrypcyjny Nrf2

Jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2 (Nrf2)
jest jednym z gldwnych czynnikéw transkrypcyjnych w komorkach, w tym
neuronach, odpowiedzialnym za indukowanie systeméw ochronnych w komorce
(89, 90). W fizjologicznych warunkach poziom Nrf2 jest $cisle regulowany przez jego
cytoplazmatyczny inhibitor - biatko KEAP1 (Ryc. 2) (91). Kompleks Cul3-KEAP1

faczy si¢ z Nrf2 zapobiegajac jego translokacji do jadra oraz umozliwia jego
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ubikwitynacje i degradacje w proteosomie. W warunkach stresu oksydacyjnego,
reszty cysteinowe biatka KEAP1 ulegaja utlenieniu, co powoduje uwolnienie
czynnika transkrypcyjnego Nrf2 z kompleksu Cul3-KEAP1-Nrf2 i jego
translokacje do jadra komorki (Ryc. 2). Tam, Nrf2 tworzy heterodimer z malym
biatkiem Maf (sMaf ang. small musculoaponeurotic fibrosarcoma protein) ktory
faczy sie ze specyficznag sekwencja ARE (ang. antioxidant response element, element
odpowiedzi antyoksydacyjnej) i inicjuje transkrypcje regulowanych przez Nrf2
genow (91-93). Pierwsze doniesienia dotyczace sekwencji niezbednej do aktywacji
transkrypgji genéw antyoksydacyjnych pochodza z poznych lat 80 (94) i byly
punktem wyjscia do szybkiego rozwoju badan nad ARE, jego regulacja i genami
znajdujacymi sie pod jego kontrola. Okazalo sig, ze, aby przylaczy¢ sie do ARE,
czynniki transkrypcyjne musze stworzy¢ heterodimery lub w niektorych

przypadkach, homodimery (95).

Degradacja w
proteosomie

Warunki
stresowe

Jadro
komérkowe

A Transkrypcja
sMaf \\ genow
\
ARE

Rycina 2. Szlak hamowania/aktywacji Nrf2. W warunkach podstawowych Nrf2 taczy sie z
kompleksem Cul3-KEAP1, ulega ubikwitynacji i degradacji w proteosomie. Utlenienie reszt
cysteinowych, w wyniku zadziatania bodzca stresowego, uwalnia Nrf2 z kompleksu Cul3-KEAP1,

ktéry nastepnie transportowany jest do jadra, gdzie aktywuje transkrypcje regulowanych przez siebie
genow po potaczeniu z biatkiem sMAf.

Do gtéwnych regulatoréw sekwencji ARE nalezg czynniki transkrypcyjne Nrfl, Nrf2
i Nrf3 (95). I tak na przyklad Nrfl i Nrf2 tworza heterodimery z biatkami c-

Jun/JunD, co moze aktywowac transkrypcje genéw przy malym stezeniu biatek c-
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Jun/JunD lub hamowa¢ transkrypcje, kiedy ich stezenie jest wysokie. Heterodimer
Bachl-sMaf hamuje ekspresje genu HmoxI1 (96). Czynnik transkrypcyjny Nrf2
tworzy heterodimery gléwnie z biatkami sMaf i aktywuje transkrypcje wielu genow.
Co ciekawe, polaczenie Nrf2 z biatkiem MafG wylacza sygnat eksportu jadrowego
zlokalizowany w sekwencji Nrf2, co pozwala na stabilizacje i zatrzymanie Nrf2 w
jadrze komdérkowym (97). Dalsze badania nad szlakiem KEAP1/Nrf2/ARE ujawnily,
ze dominuje on w regulacji ekspresji gendéw fazy II podczas stresu oksydacyjnego
(98, 99), stad Nrf2 nazywany jest gtownym regulatorem odpowiedzi komorki na
stres oksydacyjny (100). Wielkoskalowe badania eksploracji genomu ujawnity, ze
Nrf2 pelni wiele innych funkcji poza ochrona przed utleniaczami i elektrofilami.
Lista gendw pod kontrola transkrypcyjna Nrf2 zawiera tysiace gendow
zaangazowanych w procesy antyoksydacyjne, cytoprotekcyjne, przeciwzapalne jak
rowniez regulujace metabolizm komorki i bioenergetyke mitochondriéow (Ryc. 3).
Nadekspresja Nrf2 indukowana doksycykling w komdrkach U20S (ang. human
bone osteosarcoma epithelial cells) zwigksza ekspresje 2619 gendw oraz zmniejsza
ekspresje 2066 gendw w genomie jadrowym (101). Analiza ekspresji genow w
mysich fibroblastach embrionalnych (MEF ang. mouse embryonic fibroblasts)
pozbawionych ekspresji Nrf2 lub pozbawionych ekspresji KEAP1 wytonita 7155
genow z obnizong ekspresja lub 7832 gendéw ze zwigkszong ekspresja, odpowiednio,
oraz 2489 gendéw wspolnych dla obu grup genéow w poréwnaniu z komorkami
dzikimi (95). Geny, ktdérych ekspresja byla obnizona w komodrkach pozbawionych
Nrf2, autorzy uznali za geny podstawowe regulowane przez Nrf2, natomiast geny
ktorych ekspresja wzrosta w wyniku pozbawienia komoérek cytoplazmatycznego
inhibitora Nrf2 — KEAP1 - nazwali genami indukowanymi przez Nrf2. Podziat ten
zwiazany jest faktem, ze w warunkach fizjologicznych niewielka pula Nrf2 ulga
translokacji do jadra komorki i pobudza ekspresje pewnej grupy gendéw (gendw
podstawowych) regulowanych przez Nrf2. Natomiast, w warunkach aktywacji Nrf2,
wywotanej np. stresem oksydacyjnym czy zwigzkami chemicznymi, translokowany
do jadra komdrki pobudza ekspresje kolejnej/innej grupy gendéw (genow
indukowanych). Geny podstawowe moga by¢ réwniez genami indukowanymi i
odwrotnie. Analiza termindw zwiazanych z tymi genami z bazy ontologii genow

ujawnita, ze , proliferacja komorek” dominowata posréd gendw podstawowych, a
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,odpowiedZ na stres oksydacyjny” byla najczesciej spotykana posréd genow
indukowanych (95). Na liscie genéw indukowanych przez Nrf2 znajduja si¢ m.in.
geny zaangazowane w wewnatrzkomorkowa homeostaze glutationu Gcle i Gelm
kodujace podjednostke katalityczng i modulatorowa ligazy glutaminianowo-
cysteinowej (GCLC oraz GCLM). Innymi genami regulowanymi przez Nrf2 sa np.
geny zaangazowane w redukowanie nadtlenkéw (peroksydaza glutationowa; GPx)
czy metabolizm hemu i ZzZelaza (oksygenaza hemowa 1; Hmox1). Rycina 3
przedstawia przeglad wybranych produktow biatkowych gendéw regulowanych
przez Nrf2, pogrupowanych wedtug ich funkgji.

antyoksydacja
GCLC, GCLM, GPx,
GSR1, GST

czynniki wzrostu
FGF, NRG1

detoksykacja
NQO1, ALDH,
cytochrom P450

biatka opiekuncze
Hsp40, Hsp68

regeneracja

NADPH

PGD, G6PD, ME1,
IDH1

funkcje

mitochondriow
Nrfl

metabolizm

hemu i zelaza
HO-1, FTL1, FTH1

enzymy

metaboliczne
TALDO1, TKT, PPAT

przeciwzapalne
hamowanie NF-kB, IL-6

Rycina 3. Wybrane biatka regulowane przez Nrf2 podzielone ze wzgledu na ich funkcje. Nrf2
reguluje m.in. enzymy zaangazowane w homeostaze 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 wiecej, Nrf2
kontroluje ekspresje enzymoéw detoksykacyjnych, w tym dehydrogenaze NAD(P)H (chinon) 1
(NQO1), dehydrogenaze aldehydowa (ALDH) i cytochrom P450. Ponadto Nrf2 reguluje cztery
enzymy zaangazowane w wytwarzanie NADPH niezbednego do redukgi glutationu, tj.
dehydrogenaza fosfoglukonianowa (PGD), dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD),
dehydrogenaza jablczanowa (ME1l) i dehydrogenaza izocytrynianowal (IDHI1). Nrf2 wplywa
rowniez na metabolizm hemu i zelaza poprzez regulacje oksygenazy hemowej-1 (HO-1). Dziata
rowniez przeciwzapalnie poprzez hamowanie NF-«xB i ekspresji jego docelowych gendéw. Ponadto
Nrf2 reguluje: obecnos¢ w komdrce czynnikow wzrostu i biatek opiekunczych, enzymy metabolizmu
energetycznego, aktywnos¢ genoéw regulujacych funkcje mitochondriow oraz wiele innych. Biatka
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pogrubione i podkreslone byty analizowane w niniejszej rozprawie doktorskie;j.

Inne skroty: FTL1- fancuch lekki 1 ferrytyny, FTHI- tancuch ciezki 1 ferrytyny, TALDOI1-
transaldolaza 1, TKT- transketolaza, PPAT — Amidofosforybozylotransferaza, FGF — czynnik wzrostu
fibroblastow, NGR1- neuregulina 1, Hsp — biatko szoku cieplnego.

Terapia z wykorzystaniem farmakologicznej aktywacji Nrf2

Korzystny wpltyw aktywacji Nrf2 zostal wykazany w réznych modelach
eksperymentalnych m.in. chorob neurodegeneracyjnych, w tym w modelach
niedokrwienia mozgu, jak rowniez w modelach choréb pluc, watroby, oczu,
przewodu pokarmowego oraz choréb metabolicznych czy autoimmunologicznych
(99, 102-109). Czynnikiem taczacym te modele jest udzial stresu oksydacyjnego i
stanu zapalnego w patogenezie choroby. Wiele lat badan i coraz szersza wiedza w
zakresie budowy, regulacji i funkcji czynnika transkrypcyjnego Nrf2 oraz jego
inhibitora, KEAP1, doprowadzily do blisko stu badan klinicznych z uzyciem
aktywatorow Nrf2 (105-107) (https://clinicaltrials.gov). Trzy spo$rod nich, fumaran
dimetylu, omaveloxolone oraz sulforafan, wyrdzniaja si¢ zaawansowaniem w
badaniach klinicznych. Dotychczas zarejestrowano preparaty zawierajace fumaran
dimetylu w leczeniu ustepujaco-nawracajacej postaci stwardnienia rozsianego
(RRMS ang. remitting-relapsing multpile sclerosis) oraz tuszczycy (110-112). Co
ciekawe, w ostatnich miesiacach, w Stanach Zjednoczonych Agencja Zywnosci i
Lekow zatwierdzita uzycie preparatu SKYCLARYS™ zawierajacego omaveloxolone
w leczeniu ataksji Friedreicha (113, 114). Natomiast w przypadku sulforafanu 2 faza
badan klinicznych wykazata poprawe funkgi poznawczych u pacjentow ze
schizofrenia otrzymujacych sulforafan w stosunku do grupy, ktora otrzymywata
placebo (115). Obecnie trwajace badania kliniczne weryfikuja m.in. skutecznos¢
sulforafanu u pacjentow ze stanem ryzyka rozwoju psychozy (116) czy efektywnosc¢
syntetycznej postaci  sulforafanu, SFX-01 w  leczeniu  krwotoku
podpajeczynéwkowego (117). Czym jest zatem sulforafan? Sulforafan (1-
izotiocyjano-4-metylosulfinylobutan, = SFN) jest jednym z  pierwszych,
wyizolowanych i zidentyfikowanych, aktywatorow Nrf2 (105, 118). Wystepuje
naturalnie w warzywach krzyzowych jak brokut czy kalafior (119). Jako zwiazek o
matej masie czasteczkowej wykazuje wysoka biodostepnosé oraz zdolnos$¢ do
przekraczania bariery krew-moézg, co predysponuje go w leczeniu chordb

zwigzanych z zaburzeniami osrodkowego ukladu nerwowego (120-122). Sulforafan
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jako izotiocyjanian reaguje z tiolami, m.in. resztami cysteinowymi biatka KEAPI,
tworzac mostki dwusiarczkowe (123). Taka modyfikacja reszt cysteinowych biatka
KEAP1, uwalnia Nrf2 z polaczenia z kompleksu Cul3-KEAP1, umozliwia
cytoplazmatyczng akumulacje Nrf2 i jego translokacje do jadra komorki (124-126).
Ogodlne obserwacje z badan klinicznych z wykorzystaniem sulforafanu potwierdzaja
wyniki z badan przedklinicznych wskazujace, Ze, poprzez aktywacje Nrf2,
sulforafan dziala antyoksydacyjnie, przeciwzapalnie oraz chemoprewencyjnie (105,

119, 127).

Jak przedstawiono powyzej, procesy wewnatrzkomdérkowe wyzwalane przez
epizod niedokrwienno-reperfuzyjny sa obecnie przedmiotem wielu badan w celu
odnalezienia nowych punktéw uchwytu dla potencjalnych, przyszitych terapii
neuroprotekcyjnych. Poszukiwanie mechanizméw zaangazowanych w procesy
naturalnej odpornosci regionu CA2-3, DG hipokampa na epizod I/R, moze rzuci¢
nowe $wiatlto na fenomen endogennej neuroprotekcji i wskaza¢, kolejne, by¢ moze

bardziej skuteczne, cele dziatan farmakologicznych.
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Cel Pracy

Celem pracy bylo wykazanie roli czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w

mechanizmach endogennej neuroprotekgji regionu CA2-3, DG hipokampa suwaka

mongolskiego oraz wskazanie nowych gendéw regulowanych przez Nrf2

zaangazowanych w naturalne mechanizmy obronne wystepujace w mézgu.

Cele szczegotowe:

1.

Zbadanie aktywnosci Nrf2, poprzez oznaczenie poziomu tego biatka w
jadrach komodrkowych, w kontroli oraz w przebiegu uszkodzenia
niedokrwienno-reperfuzyjnego w dwdch obszarach hipokampa: wrazliwym
(CA1)iodpornym (CA2-3, DG) na przejsciowe niedokrwienie.

Zbadanie mechanizmu rdéznej aktywnos$ci Nrf2 w badanych regionach
hipokampa poprzez ocenge poziomu biatka KEAPI, jego cytoplazmatycznego
inhibitora.

Potwierdzenie aktywnos$ci Nrf2 poprzez ocene poziomu produktow
biatkowych genow regulowanych przez Nrf2 (HO-1, GCLC, GCLM oraz
GPx1).

Zbadanie wplywu farmakologicznej aktywacji Nrf2 za pomoca sulforafanu,
na przezycie komorek sektora CAl w modelach ex vivo organotypowej
hodowli skrawkéw hipokampa oraz in vivo przejsciowego niedokrwienie
mozgu suwaka mongolskiego.

Analiza in silico danych z repozytorium genow regulowanych przez Nrf2 oraz
ogolnodostepnego atlasu sekwencji RNA hipokampa myszy w celu
wytypowania genow o wyzszej ekspresji w regionach tworzacych CA2-3, DG
niz w regionie CA1.

Weryfikacja ekspresji mRNA wyselekcjonowanych w analizie in silico genéw
w dwodch regionach hipokampa kontrolnego suwaka mongolskiego.
Weryfikacja ekspresji wyselekcjonowanych w analizie in silico gendéw, na
poziomie mRNA i produktu biatkowego w regionach CA1l oraz CA2-3, DG
hipokampa suwaka mongolskiego w przebiegu uszkodzenia niedokrwienno-

reperfuzyjnego.
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Materialy i metody

Tabela 1. Materiaty stosowane w doswiadczeniach
ODCZYNNIK/MATERIAL PRODUCENT NUMER
KATALOGOWY
30% roztwor akrylamid/bis 29:1 BioRad 1610156
Albumina surowicy bydlecej (BSA) Sigma-Aldrich A6003
Antibiotic Antimycotic Solution (100x) Sigma A5955
Bufor do lizy komdrek Cell Signaling 9803
Technology
Chlorek sodu Sigma-Aldrich 53014
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
BioRad 1610374

Marker biatkowy Precision Plus Protein Dual




Color Standard

Membrana do elektrotransferu biatek po SDS-

Amersham GE10600016
PAGE, nitroceluloza
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
Amersham RPN2106
Blotting Detection Reagents
Corning Life
Ptytki 6-dotkowe 351146
Science
Ponceau S Sigma-Aldrich P3504
Applied
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix A25741
Biosystems
Probéwki wirdwkowe, stozkowe typu
MedLab 25-1500-0L
Eppendorf
Roztwér buforowy HEPES Gibco 15630-106
Sulforafan Cayman 10496
Suplement B27 (50x) Gibco 17504-001
Suplement GlutaMAX Gibco 35050-038
Surowica koniska Sigma-Aldrich H1270

Szkielka histologiczne podstawowe

Mar-Four

M1.15.01663A

Trizma

Sigma-Aldrich

T6066
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Wkiady Cell Culture Insert, 30 mm, hydrophilic

Merck Millipore PICMO03050
PTFE, 0.4 pm
Zestaw do izolacji komdrkowej frakcji jadrowej ~ Cayman chemical 10009277
Zestaw do oznaczanie stezenia biatka ThermoFisher 23240
zmodyfikowana metoda Lowry’ego Scientific
Applied
Zestaw High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit 4387406
Biosystems
A&A
Zestaw Total RNA Mini Plus 036
Biotechnology

Tabela 2.

Pozywki, roztwory i bufory uzywane w doswiadczeniach

NAZWA

SKLAD

10% zel poliakrylamidowy

1,7 ml Akrylamid/Bis Solution, 2 ml woda dejonizowana,
1,3 ml 1,5M Trizma -HCI (pH 8,8), 50 ul 10% SDS, 25 ul
10% APS, 2,5 ul 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

komorek

1x cell lysis buffer, ImM PMSF, woda dejonizowana

Kompletny bufor do ekstrakgji

frakgji jadrowe;j

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

inhibitory proteaz, 10mM DDT, woda dejonizowana

Kompletny, hipotoniczny bufor
do ekstrakdji frakcji jadrowej

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 jalowa

Pozywka 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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Pozywka z surowica 50% Neurobasal, 24% surowica konska, 20% HBSS, 1% B-
27, 5mg/mL glukoza, 1M HEPES, 0,5 mM GlutaMAX,
0,8% Antibiotic Antimycotic Solution

Roztwdr do odwrotnej 10 ml 2x RT Buffer mix, 1 ml 20x RT Enzyme Mix, 2 mg
transkrypdji RNA, woda jatowa
Roztwdr obcigzajacy do probek 62,5 mM Tris-HCl (pH 6,8), 10% glicerol, 2% SDS, 0,01%
biatkowych btekit bromofenolowy, 1% merkaptoetanolu, woda
dejonizowana
Alkohol kwasny 70% alkohol etylowy, 1% kwas solny, woda dejonizowana
Modele badawcze

Wszystkie procedury wykonywane na zwierzetach zostaly zaakceptowane
przez Lokalng Komisje Etyczna do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w
Warszawie (Uchwata nr WAW379/2017 oraz Uchwata nr WAW2/032/2021). Do
badan przeznaczono 157 suwakdéw mongolskich oraz 150 oseskdéw szczura szczepu

Wistar.

Model uszkodzenia ekscytotoksycznego w organotypowej hodowli skrawkow

hipokampa szczura

Organotypowe hodowle skrawkow hipokampa (OHC) zaktadano z 6-7-
dniowych oseskow szczura szczepu Wistar z wykorzystaniem zmodyfikowanej
metody Stoppiniego (128). Po dekapitacji zwierzat, izolowano mdzg, a nastepnie
hipokampy, ktdre cieto w ptaszczyznie czotowej na skrawki o grubosci 400 um za
pomoca urzadzenia Tissue Chopper (Mclliwain). Uzyskane skrawki przenoszono na
wkiady z membrana o wielkosci porow 0,4 mm, ktére umieszczano w plytce
sze$ciodotkowej wypelnionej pozywka z surowica konska (Tab. 2). Hodowle
prowadzono przez 8 dni w 36°C, w atmosferze 5% CO: i 95% powietrza w
inkubatorze HF90 CO2 (Heal Force). W kolejnych dniach hodowli, surowica byla
stopniowo usuwana z pozywki tak by w dniu doswiadczenia pozywka byla
pozbawiona surowicy (Tab. 2). W 6smym dniu hodowli, po wstepnej selekcji i
usunieciu uszkodzonych skrawkow, przeprowadzano eksperyment (doktadny opis

w , Eksperyment w modelu in vivo”).
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Model krétkotrwatego niedokrwienia mézgu suwaka mongolskiego

Doswiadczenia przeprowadzono na zdrowych, 3-miesiecznych samcach
suwaka mongolskiego. Zwierzeta byly utrzymywane w warunkach swietlnych 12h
dzien)/ 12h noc, w warunkach srodowiskowych zgodnych z normami panujacymi na
terenie Rzeczypospolitej Polskiej (Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju
Wsi z dnia 14 grudnia 2016 r. w sprawie minimalnych wymagan, jakie powinien
spelnia¢ osrodek, oraz minimalnych wymagan w zakresie opieki nad zwierzetami
utrzymywanymi w o$rodku). Procedure niedokrwienia przeprowadzono w anestezji
wziewnej z uzyciem izofluranu (wprowadzenie do narkozy - 5% izofluran w O,
zabieg 3-4% izofluran w O2). Zwierzeta podczas procedury przebywaly na blacie
grzejacym utrzymujacym stala temperature (36°C) aby zapobiec hipotermii.
Niedokrwienie wywotywano przez obustronne zacisniecie, uwidocznionych tetnic
szyjnych wspdlnych, na 5 minut za pomoca chirurgicznych klipsow naczyniowych.
Po zakonczonym zabiegu niedokrwienia, usuwano klipsy naczyniowe i zaszywano
powloki skorne. Operowane zwierzeta powracaly do swoich klatek w pokoju
eksperymentalnym i przebywaly tam az do czasu pobrania materiatu. Do badan
zwierzeta usmiercano po 15 i 30-minutowej oraz 1, 2, 3, 24, 36, 48, 72 i 96 godzinnej
reperfuzji i izolowano z nich dwa regiony hipokampa, CAl oraz CA2-3, DG.
Zwierzeta niepoddane procedurze niedokrwienia, z ktorych izolowano dwa regiony
hipokampa CA1 i CA2-3, DG oraz prazkowie, kore¢ mdézgowa, opuszke wechowq i
mozdzek, uzyto jako kontrole. W opisywanym modelu przeprowadzono réwniez
doswiadczenia z dootrzewnowym podaniem aktywatora Nrf2, w ktérym zwierzeta
usmiercano 7 dni po wywotaniu niedokrwienia (dokiadny opis w puncie

,Eksperyment w modelu in vivo").

Immunoblotting (Western blot)

Frakcjonowanie materiatu biologicznego: frakcja jadrowa i cytoplazmatyczna

Komérkowe frakcje jadrowa i cytoplazmatyczna uzyskano korzystajac z
komercyjnego zestawu Nuclear Extraction Kit wedlug protokotu producenta.
Wyizolowane z suwakow mongolskich hipokampy dzielono na regiony CA1 i CA2-

3, DG, nastepnie wazono i homogenizowano w szklanym homogenizatorze typu
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szklo-teflon (Wheaton) w zimnym, kompletnym, buforze hipotonicznym (3ml/1g
tkanki). Homogenat przektadano do probowek wiréwkowych, stozkowych, a
nastepnie inkubowano przez 15 minut na lodzie. Po tym czasie homogenat
wirowano 300 x g (10 minut, 4°C). Otrzymany supernatant stanowil pierwsza czes¢
frakcji cytoplazmatycznej, natomiast powstaly osad poddawano dalszemu
procesowaniu w celu lizy pozostaltych komorek. Osad zawieszano w 500 pl
kompletnego, hipotonicznego buforu i inkubowano na lodzie przez 15 minut.
Nastepnie do probowek dodawano 50 pl 10% NP-40, mieszano i wirowano 14 000 x
g (30 s, 4°C). Otrzymany supernatant laczono z pierwsza czescia frakgji
cytoplazmatycznej. Natomiast osad zawieszano w 100 pl zimnego, kompletnego
buforu do ekstrakgji frakcji jadrowej, mieszano 15 s na wytrzasarce typu Vortex i
inkubowano wytrzasajac 350 rpm (15 minut, 4°). Powtarzano etap mieszania i
inkubacji, a nastepnie prébke wirowano 14 000 x g (10 minut, 4°C). Osad usuwano, a
supernatant stuzyl w badaniach jako frakcja jadrowa. Obydwie otrzymane frakcje
przechowywano w -80°C. Stopienn wzbogacenia frakcji oceniano metoda Western
blot z wykorzystaniem przeciwcial rozpoznajacych biatka charakterystyczne dla
otrzymanych  przedzialéw  komdrkowych: frakca  cytoplazmatyczna -
dehydrogenaza mleczanowa B (LDHB), frakcja jadrowa - biatko macierzy jadrowej

p84 (THOC1) (Ryc. 5).
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Rycina 4. Stopien wzbogacenia frakcji cytoplazmatycznej i jadrowej oceniany za pomoca
obecnosci biatek markerowych; THOC1 - bialko macierzy jadrowej, LDHB - biatko
cytoplazmatyczne. Przykladowe obrazy western blot uzyskane z dwodch niezaleznych powtdrzen
biologicznych.
Ekstrakty biatkowe

Wyizolowane regiony hipokampdéw homogenizowano w homogenizatorze
typu szklo-teflon (Wheaton) w zimnym buforze Cell Lysis Buffer wzbogaconym o 1
mM PMSF. Homogenat przekladano do probowek wiréwkowych, stozkowych, a
nastepnie inkubowano przez 5 minut na lodzie, sonifikowano (Vibra-Cell VCX130
(Sonics) 4x po 5 s (w czestotliwosci 50/60 Hz) z chlodzeniem pomiedzy
powtorzeniami a nastgpnie wirowano 14000 x g (10 minut, 4°C). Otrzymany
supernatant (ekstrakt komorkowy) przenoszono do nowych probowek i oznaczano

stezenia biatka.

Pomiar stezenia biatka

Metoda Bradforda

Stezenie biatka we frakcji jadrowej i cytoplazmatycznej mierzono metoda
Bradforda (129). Ze wzgledu na obecnos¢ DTT w komercyjnym zestawie do izolagji
frakcji jadrowej, jest to metoda zalecana dla tak otrzymanego materialu. Metoda
Bradforda wykorzystuje barwnik Comassie brilliant blue G-250, ktéry w kwasnym
srodowisku wigze si¢ z bialkami i zmienia kolor z brazowego na niebieski.

Intensywnos¢ koloru jest proporcjonalna do ilosci biatka w analizowanej probie.
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Analizowane probki rozcienczano 10x woda destylowana i inkubowano przez 5
minut z odczynnikiem Bradforda. Nastepnie mierzono absorbancje przy diugosci
fali 595 nm z uzyciem spektrofotometru Infinite M1000Pro (TECAN). Stezenie biatka
obliczano na podstawie krzywej kalibracyjnej otrzymanej z roztworu o znanym

stezeniu biatka (BSA, 100 pg/ul).
Zmodyfikowana metoda Lowry’ego

Stezenie biatka w ekstraktach biatkowych mierzone zmodyfikowana metoda
Lowry’ego (130). Metoda ta wykorzystuje zdolnos¢ wiazania miedzi do biatka w
roztworze o zasadowym (alkalicznym) pH. Po dodaniu odczynnika Folina-Ciocalte
(odczynnik fenolowy) wytworzony kompleks wulega redukci i powstaje
rozpuszczalny w wodzie niebieski produkt. Intensywnos¢ koloru jest
proporcjonalna do ilosci biatka w analizowanej probie. Badane prébki rozcienczano
5x woda destylowang i inkubowano 10 minut ze zmodyfikowanym odczynnikiem
Lowry’ego. Nastepnie, dodawano 100 pl odczynnika Folina-Ciocalte i inkubowano
30 minut, po czym mierzono absorbancje przy dtugosci fali 750 nm z uzyciem
spektrofotometru Infinite M1000Pro (TECAN). Stezenie biatka obliczono na
podstawie krzywej kalibracyjnej otrzymanej z roztworu o znanym stezeniu biatka

(BSA, 100 pg/pl).

Elektroforeza w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) i elektrotransfer

Probki biatkowe, po wymieszaniu z roztworem obcigzajacym do
elektroforezy (Tab. 2), denaturowano przez 5-minutowe gotowanie w 100°C. Na
przygotowane w laboratorium 10% zele poliakrylamidowe naktadano odpowiednio:
30 ug biatka (frakcja jadrowa), 60 pg biatka (frakcja cytoplazmatyczna) i 40 pg biatka
(ekstrakty biatkowe). Jako marker masy molekularnej uzywano komercyjnej
mieszaniny biatek Precision Plus Protein Dual Color Standarda (BioRad).
Elektroforeze prowadzono w buforze do elektroforezy (Tab. 2) przez okoto 90 minut
przy napieciu 130V. Po zakoniczonym rozdziale elektroforetycznym biatka z zelu
przenoszono na membrane nitrocelulozowa o wielkosci poréw 0,45 pm.
Elektrotransfer mokry prowadzono w schlodzonym buforze do elektrotransferu

(Tab. 2) przez 90 minut przy natezeniu 350 mA. Po zakonczonym transferze, btone
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nitrocelulozowa barwiono roztworem Ponceaus S w celu potwierdzenia

skutecznosci transferu i sprawdzenia rownosci naktadania biatka w kazdej Sciezce.

Detekcja z uzyciem przeciwciat

Membrang nitrocelulozowa po wyptukaniu w buforze TBST (Tab. 2)
blokowano w roztworze 5% odttuszczonego mleka w TBST, aby zapobiec
niespecyficznemu przylaczaniu sie przeciwcial. Inkubacja w buforze blokujacym
trwata 60 minut, po czym membrane plukano 3 x po 5 minut w buforze TBST.
Nastepnie membrane inkubowano z przeciwcialami pierwszorzedowymi (Tab. 3)
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, membrane ptukano 3 x
po 5 minut w buforze TBST a nastgpnie inkubowano z przeciwciatami
drugorzedowymi (Tab. 3) przez 30 minut w 5% roztworze odtuszczonego mleka w
TBST. Po zakonczonej inkubacji membrane ptukano 3 x po 5 minut w buforze TBST.
Detekcje reakcji przeciwcial przeprowadzano z wykorzystaniem substratu dla
peroksydazy chrzanowej ECL Western Blotting Detection Reagents i obrazowano za

pomoca urzadzenia Fusion Fx6 (Vilber Lourmat).

Tabela 3. Przeciwciata uzywane w badaniach z wykorzystaniem metody Western blot
PRZECIWCIALO PIERWSZORZEDOWE PRZECIWCIALO DRUGORZEDOWE
PRODUCENT (NR . PRODUCENT .
NAZWA STEZENIE NAZWA STEZENIE
KAT) (NR KAT)
Anty- Proteintech
1:500
Nrf2 (66504-1-1g)
Anty-Mysz IgG
Anty- Proteintech N
1:500 (przeciwciato
KEAP1 (60027-1-Ig) . .
sprzezone z Sigma-
Santa Cruz peroksydaza Aldrich 1:4000
Anty-
v Biotechnology 1:500 chrzanowa (A9044)
GCLM
(sc-55586) wytwarzane u
krolika)
Anty-
Santa Cruz 1:500
GCLC
Biotechnology
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(sc-390811

Santa Cruz
Anty-
Biotechnology 1:500
CAMKI1
(sc-137225)
Santa Cruz
Anty-
Biotechnology 1:250
STC2
(sc-293388)
Anty- Cell Signalin
Y 8 & 1:500
GPx1 (C8C4)
Anty- Proteintech
1:500
AIFM2 (20896-1-AP)
Anty- Proteintech
1:500
BRIP1 (24436-1-AP)
Anty- Proteintech
1:500 Antv-Krolik
FZD7 (16974-1-AP) nty-Srol
IgG
Anty- Cell Signaling 1500 (przeciwcialo o
ITGBS (D1V7M) sprzezone &
Aldrich 1:8000
Al’ltY' Proteintech 1:500 peroksydazq (A0545)
PHGDH (14719-1-AP) ' chrzanows
wytwarzane u
Anty- i :
y Sigma 11000 koz)
SHISA2 (HPA050172-100UL)
Anty- Cell Signalin
ty & & 1:500
HO-1 (E3F4S)
Anty- Proteinech
1:500
TDO2 (15880-1AP)
Anty- Proteintech
1:1000
LDHB (14824-1-AP)
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Anty- Proteintech
THOC1 (10920-1-AP)

1:1000

Wplyw aktywacji Nrf2 na przezycie komorek w regionie CAl
hipokampa

Eksperyment w modelu ex vivo

Doswiadczenia z uzyciem aktywatora Nrf2 w modelu ekscytotoksycznosci w OHC oraz

wizualizacja efektow w mikroskopie konfokalnym

Uszkodzenie ekscytotoksyczne w organotypowej hodowli skrawkow
hipokampa szczura wywolywano dodajac 25 uM NMDA (kwas N-metylo-D-
asparaginowy) do pozywki na 3 godziny. Aktywator Nrf2 — sulforafan — stosowano
w stezeniu 5 lub 10 pM razem z NMDA lub z 15-, 30 lub 45-minutowym
opdznieniem. Po trzygodzinnej inkubacji, wymieniano pozywke na pozywke
pozbawiona NMDA, w ktdérej pozostawal sulforafan. Po 24 godzinach od
rozpoczecia eksperymentu martwe komorki obrazowano za pomoca jodku
propidyny (6 mM) w mikroskopie konfokalnym Carl Zeiss LSM 510 (Srodowiskowe
Laboratorium Laserowych Technik Mikroskopowych IMDiK PAN) przy diugosci
fali wiazki laserowej rownej 546 nm. Nastepnie, uzyskane zdjecia analizowano z
wykorzystaniem niekomercyjnego programu komputerowego, ktéry liczy swiecace
piksele na obrazie. Uzyskane wartosci byly normalizowane wzgledem maksymalnej

fluorescencji uzyskanej po podaniu 100 pM NMDA.

Eksperyment w modelu in vivo

Doswiadczenie z podaniem aktywatora Nrf2 w modelu uszkodzenia niedokrwienno-

reperfuzyjnego

Suwakom mongolskim poddanym 5 minutowemu zacis$nieciu tetnic szyjnych
wspolnych podawano dootrzewnowo (i.p.) aktywator Nrf2 w dawce 5 mg/kg masy
ciata. Sulforafan, rozpuszczony w soli fizjologicznej, w objetosci 100 ul podawano w

trakcie trwania niedokrwienia lub w 30 minucie reperfuzji. Dawka zostata wybrana
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na podstawie danych literaturowych (131-134). Zwierzetom kontrolnym (kontrole
ujemne) oraz poddanym 5-minutowemu niedokrwieniu (kontrole dodatnie)
podawano dootrzewnowo 100 pl soli fizjologicznej. Siedem dni po epizodzie
niedokrwiennym, suwaki mongolskie poddawano perfuzji 4% formaldehydem,

usmiercano i pobierano z nich mozgi.
Technika histologiczna i barwienie hematoksyling i eozynag.

Wyizolowane mozgi umieszczano w 10% buforowanej formalinie na 24h.
Nastepnie, mdzgi okrawano w plaszczyznie czolowej, umieszczano w kasetkach
histologicznych i plukano 30 minut w strumieniu chfodnej, biezacej wody. Po
ptukaniu kasetki umieszczano w procesorze tkankowym (LEICA) w celu
przepojenia materialu parafing, po czym =zatapiano w parafinowe bloczki
histologiczne. Tak otrzymane bloczki histologiczne skrawano na mikrotomie
rotacyjnym (LEICA) na skrawki o grubosci 3-5 pm i naktadano na histologiczne
szkietka podstawowe. Po wysuszeniu preparatow w cieplarce, skrawki barwiono
standardowym barwieniem histologicznym hematoksyling i eozyna (Tab. 3).
Otrzymane preparaty suszono, a nastepnie zaklejano szkielkiem nakrywkowym i

poddawano ocenie mikroskopowej oraz morfometrycznej w mikroskopie

Swietlnym.
Tabela 4. Protokdt barwienia hematoksyling i eozyna.
ETAP BARWIENIA CZAS TRWANIA
Ksylen I 5 minut
Ksylen I 5 minut
Ksylen III 5 minut
Etanol 99,8% I 5 minut
Etanol 99,8% II 5 minut
Woda biezaca 5x zanurzenie i wynurzenie
Hematoksylina wg Harrisa 5 minut
Woda biezaca 15x zanurzenie i wynurzenie
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Alkohol kwasny Szybkie zanurzenie i wynurzenie

Woda biezaca 5 minut
Eozyna 2 minut
Woda biezaca 15x zanurzenie i wynurzenie
Etanol 99,8% 11 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 efektow podania aktywatora Nrf2 w modelu uszkodzenia niedokrwienno-
reperfuzyjnego

Otrzymane preparaty histologiczne poddawano ocenie histopatologicznej
celem analizy zmian morfologicznych zachodzacych w neuronach hipokampa oraz
ocenie morfometrycznej w celu ilosciowego okreslenia neuronéw o prawidiowej
morfologii. Prawidlowe neurony zliczano z 5 odcinkéw o dlugosci 250 pm z
hipokampdéw obydwu potkul (n = 10). Ocena histopatologiczna i morfometria
zostaly wykonane w mikroskopie swietlnym Axiolab 5 (ZEISS) oraz przy pomocy
kamery mikroskopowej Axiocam 208 (ZEISS) i programu komputerowego ZEN Blue
3.0.

Analiza in silico z uzyciem technik eksploracji danych (ang. data
mining)

Z ogdlnodostepnego atlasu ekspresji gendw (mRNA) w réznych regionach

hipokampa myszy https://hipposeqg.janelia.org (dostep 22.07.2020) pobrano

informacje o ekspresji gendw genow regulowanych przez Nrf2 z rezpozytoriu

https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/cards/NFE2L.2.V2 (wersja 7.0, dostep
22.07.2020). Nastepnie wybrano geny, ktorych poziomy ekspresji sa r6zne pomiedzy

fragmentem CA1l (w bazie okreslanej jako ,Dorsal CA1 PC”) a innym sektorami
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tworzacymi CA2-3, DG (w bazie okreslanymi 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 liste 130 gendw, ktorych ekspresja w poszczegolnych
fragmentach hipokampa wyrazona jest liczbg fragmentéw przypadajaCych na tysiac
nukleotyddéw sekwengcji transkryptu na milion zmapowanych odczytéw (FPKM ang.
Fragments PER Kilobase of Exon Per Milion Reads Mapped), jednostce stosowanej
podczas sekwencjonowania RNA i wykorzystanej w atlasie ekspresji genow roznych

regionéw hipokampa myszy (https://hipposeq.janelia.org). Otrzymane wartosci

znormalizowano wzgledem ,Dorsal CA1”, nastepnie obliczono ich logarytm
dziesietny i utworzono mape termiczng (Ryc. 12) obrazujaca wielko$¢ rdznic

ekspresji wytonionych gendéw.

o] Dorsal CA1 pyramidal cell

M Dorsal DG mossy cell
M porsal DG granule cell

M ventral CA1 PC M Ventral DG GC

Rycina 5. Rycina przedstawia sposdb podzialu hipokampa na regiony grzbietowy (dorsal) i
brzuszny (ventral) oraz analizowane typy komorek: komorki piramidowe (pyramidal cell, PC),
komorki ziarniste (granule cell) oraz komorki mszyste (mossy cell) wykorzystany w atlasie sekwengji
RNA myszy. https://hipposeg.janelia.org (dostep 16.03.2023)
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Ilosciowa reakcja lancuchowa polimerazy z odwrotna transkrypcja
(QRT-PCR)

Projektowanie starterow

Startery do reakci qRT-PCR dla gendéw referencyjnych i genow
wyselekcjonowanych w analizie in silico zaprojektowano w programie Primer3web

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

ogollnodostepne sekwencje mRNA dla suwaka mongolskiego w bazie danych NCBI
(National Centre for Biotechnology Information). Startery zostaty zsyntetyzowane w
Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy DNA (IBB PAN). Lista starteréow i ich
sekwencji zostala zamieszona w Tabeli 4. Specyficznos¢ starteréw zostata oceniona
na podstawie analizy krzywej topnienia (Ryc. 6), ktéra wykazata pojedynczy pik dla
poszczegdlnych par starteréw, wskazujac na brak niespecyficznych produktéw w

reakcji faricuchowej polimerazy (PCR).

Tabela 5. Sekwencje starterow uzytych w doswiadczeniach do ilosciowej reakcji faricuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-PCR)

WIELKOSC
NUMER )
GEN SEKWENCJE STARTEROW (5'-3) PRODUKTU
DOSTEPU D)

Gapdh (138)  XM_021636934 F: AGTATGACTCTACCCACGGC 150

R: ACTCCACAACATACTCGGCA

F: GAAGAGTGGCCCAGCTACAG
R: CACTGAACTCCTGCTGCTCA

Hmbs XM_021659401 108

F: AGTATGACTCTACCCACGGC
R: ACTCCACAACATACTCGGCA

Actb XM_021636934 129

18SIRNA(139)  AJ877917 F: GGCTACCACATCCAAGGAAGG 101

R: AGGGCCTCGAAAGAGTCCTG

F: TTACGGCTTTCCTGGAGGTG
R: TAGCCTGGTTCATCATCGCC

Hprtl XM_021660111 136

Yeohaz XM._021657529 F: CACTCACTCCGGACACAGAA 197

R: CCTACGGGCTCCTACAACAT
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F: GTGGCTCTGCAATGCAAACA

Bud23 XM_021664516 132
R: TGCTCCGAGTTCTCAGGGTA
Aifim2 XM_021649400. F: GCCTTGCCCTTCTCACATCT 120
1 R: CTGCTTCACATGTCCTCGT
Bri XM_021645850. F: GGCATCACCACTGCTACTT
ripl 105
1 R: CTGTATTGCCTCCTCTGAACC
XM_021637624. F: AGAGGACAAGAGGACTCAGAAG
Camk1 137
1 R: CATCCAGGGCTACAATGTTAGG
Frd7 XM_021654377. F: TGGAGGTGAGGAGAGGTTIT 100
1 R: TGCAAGTCCTAAGCCAGAAG
XM_021654173. F: AGCTTGGAAGAGTGTACGGC
I1tgb8 132
1 R: CCCCTTCCCAGCCACTAAAG
Phgdh XM_021632368. F: GTAAGGAGGAGCTGATCGCC 9
1 R: CGCTGCGRRGATGACATCAG
Ste2 XM_021635606. F: CGCCCTGGACTTCAATGACT 108
1 R: TGTAGGGGACTCTCAGGCTC
. XM_021649050. F: TCATCACTGTCCTCCCGGAT
Shisa2 138
1 R: TTGAGGATGGAGGTGGCAAC
Gpel XM_021632062. F: GGAGAATGTTATTGGCAGTGTG 93
1 R: TGGATGACCTTGGCTGTG
Cxcl1? XM_021662804. F: TGACTACAGATGCCCATGC 147
1 R: TCGGGTCAATGCACACTTGT
Hrk XM_021642571. F: CGGAGTGTAAAGACCCACCC 95
1 R: ATAGCATTGGGGTGGCTAGC
Lip8 XM_021661159. F: TCTTCACCAACCGACACGAG 112
1 R: TTGGTAGCCACTTCCACGTC
XM_021642772. F: GTAGAGTCCAGCCTCCCTCA
Mpp3 109
1 R: AAGCGAGGCTTCCCACTAAC
Ret XM_021652718. F: GGTCTCTGTGGACGCTTTCA 101
1 R: TTCCAAACTCGCCTTCTCCC
XM_021663266. F: CATGGAACTGCTGTGGAAATAAG
Tdo2 101

1

R: GGAATGGAGATGATTGCTGTTTAG
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Rycina 6. Weryfikacja specyficznosci starterdéw poprzez analize krzywej topnienia. Pojedynczy

pik wskazuje na jeden produkt reakcji tancuchowej polimerazy (PCR). O$ rzednych: Pochodna
reportera (-Rn), o$ odcigtych: Temperatura (°C)

Izolacja RNA

Izolacje RNA przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu
Total RNA Mini Plus Concentrator Kit. Z hipokampdéw podzielonych na dwa
fragmenty CAl i CA2-3, DG, odwazono 10 mg tkanki a nastepnie umieszczano w
probéwkach wiréwkowych, stozkowych zawierajacych 400 pl Fenozolu Plus. Probki
homogenizowano elektrycznym homogenizatorem Pellet Pestle (Kimble) przez 15 s,
a nastepnie inkubowano w 50°C przez 5 minut w wytrzasarce (400 rpm). Po
zakonczonej inkubacji do probowek dodawano 150 pl ultraczystej wody, mieszano
15 s na wytrzasarce typu Vortex, inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej i

wirowano 10 000 x g (15 minut, temperatura pokojowa). Powstaty osad zawierajacy
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DNA oraz biatka zostal odrzucany. Do supernatantu zawierajacego RNA (400 pl)
dodawano 400 pl izopropanolu, mieszano i calo$¢ nanoszono na mikrokolumny do
oczyszczania RNA i wirowano 10000 x g (1 minut, temperatura pokojowa).
Nastepnie mikrokolumny przenoszono do nowych probéwek i nanoszono 300 pl
roztworu ptuczacego Al, po czym wirowano 10000 x g (1 minuta, temperatura
pokojowa). Plukanie wykonywano 2-krotnie. Nastepnie z probowek usuwano
przesacz, umieszczano w nich ponownie mikrokolumny, nanoszono 200 pl roztworu
ptuczacego Al i wirowano 10 000 x g (2 minuty, temperatura pokojowa). Nastepnie,
mikrokolumny przenoszono do nowych, jatowych probéwek, nanoszono na nie 20
ul ultraczystej wody, inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 minuty, a
nastepnie wirowano 10000 x g (1 minuta, temperatura pokojowa). Po czym,
mikrokolumny usuwano a wyizolowane, oczyszczone RNA znajdowato sie¢ w
probowce. W celu sprawdzenia czystosci i jakosci otrzymanego RNA, oznaczano
stosunek A260/280 oraz A260/230 za pomoca spektrofotometru DeNovix DS-11 FX+
(DeNovis Inc.)

Odwrotna transkrypcja

Uzyskany materiat RNA przepisywano na cDNA z uzyciem komercyjnego
zestawu High-Capacity RNA-to-cDNA Kit. Do reakcji uzyto 2 pg RNA na reakcje w
20 pl roztworu do odwrotnej transkrypgi (Tab. 2). Odwrotng transkrypgje
przeprowadzono w termocyklerze PTC-100 (M] Research) w temperaturze 37°C
przez 60 minut, nastepnie inaktywowano probki w 90°C przez 5 minut. Tak

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

Wervfikacja gendow referencyijnych

W celu wylonienia gendéw referencyjnych o najbardziej stabilnej ekspresji w
modelu 5-minutowego niedokrawania i reperfuzji mézgu suwaka mongolskiego
wybrano 6 gendw czesto uzywanych w badaniach osrodkowego ukltadu nerwowego
(Gapdh, Actb, 18S5trRNA, Hprtl, Hmbs, Ywhaz) oraz 1 nowy, dodatkowy gen (Bud23).
Sekwencja starterow do reakcji qRT-PCT znajduje si¢ w Tabeli 4. Do analizy
wynikéw  wykorzystano ogdlnodostepne internetowe narzedzie RefFinder

https://www.heartcure.com.au/reffinder/ (dostep 12.04.2022) (140). Narzedzie to
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integruje cztery, najczesciej wykorzystywane algorytmy obliczeniowe (delta Ct,
Bestkeeper, NormFinder oraz geNorm) i daje mozliwos¢ pordwnania i
uszeregowania badanych gendw referencyjnych pod wzgledem stabilnosci ekspres;ji
w badanym modelu. Na podstawie wynikéw uzyskanych z poszczegolnych
algorytmow, RefFinder oblicza $rednigq geometrycznaw celu stworzenia
generalnego rankingu gendw referencyjnych. Im nizsza warto$¢ tym gen jest
bardziej stabilny w danych warunkach. Badania przeprowadzono na cDNA
powstalym z mRNA wyizolowanego ze zwierzat kontrolnych oraz po 3-, 48- i 72-
godzinach reperfuzji po 5 minutowym niedokrwieniu, a do obliczerr uzyto wartosci

cyklu granicznego (Ct, cycle threshold).

IloSciowa reakcja fancuchowa polimerazy

Do przeprowadzenia reakcji taricuchowej polimerazy uzyto komercyjny
zestaw PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix. Reakcje prowadzono uzywajac
starterow w stezeniu 400 nM oraz matrycy cDNA w stezeniu 100 ng lub 200 ng.
Jedynie dla genu Tdo2 uzyto matrycy w stezeniu 500 ng ze wzgledu na niski poziom
ekspresji tego genu w hipokampie suwaka mongolskiego. Koricowa objetosc
mieszaniny reakcyjnej qRT-PCR wynosita 20 pl. Reakcje prowadzono w urzadzeniu
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) w 3 powtdrzeniach
technicznych. Warunki reakcji obejmowaly etap aktywacji UDG (50°C, 2 minuty),
etap aktywacji polimerazy (90°C, 2 minuty) oraz 40 cykli denaturacji (95°C, 3 s) i
przylaczania starteréw/elongacji tancucha (60°C, 30 s). Jedynie reakcje ze starterami
dla genu Bripl wymagaly specyficznej temperatury 62°C, w etapie przylaczania
starterow/elongacji fancucha. Specyficznos¢ starteréw zostata oceniona przez analize
krzywej topnienia w nastepujacych warunkach: probki podgrzewano do 95°C z
szybkoscia 1,6°C/s, schtadzano do 65°C przez 1 minute, a nastepnie powoli
ogrzewano do 95°C z szybkoscia 0,15°C/s. Wyniki analizowano w programie SDS

2.3.

Analiza statystyczna

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w minimum 4-5 powtodrzeniach

biologicznych i przedstawiono jako srednig arytmetyczna i odchylenie standardowe
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(SD) lub mediane z rozstepem miedzykwartylowym. Do weryfikacji istotnosci
statystycznej wynikéw dwoch grup zastosowano test t-studenta, do pordéwnan
wielokrotnych zastosowano analize warianci ANOVA 2z analiza post hoc
Bonferroniego. Za poziom istotnosci () przyjeto 5%, wartosci p nizsze od 0,05
(p<0,05) przyjeto za istotne statystycznie. Programy GraphPad Prism, Microsoft

Excel i Microsoft PowerPoint wykorzystano do wykonania obliczen i wykreséw.
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Wyniki

Immunoreaktywnos$¢ Nrf2 i HO-1 w réznych czesciach prawidlowego,
kontrolnego mdézgu dorostego suwaka mongolskiego

Analiza Western blot immunoreaktywnosci Nrf2 we frakci jadrowej
wskazata, ze jego poziom jest znacznie wyzszy w regionie CA2-3, DG hipokampa
niz w CA1 (Ryc. 7 A, C). Badania pozostatych czesci mozgu (kory mozgu, opuszki
wechowej, prazkowia i mozdzku) pokazaly, ze opuszka wechowa ma poziom
czynnika transkrypcyjnego Nrf2 zblizony do CA2-3, DG, podczas gdy pozostate
badane struktury maja zawarto$¢ w jadrach komdrkowych Nrf2 podobna do tej
obserwowanej w CAl. Ponadto, w badanych regionach zbadano
immunoreaktywnos¢ oksygenazy hemowej 1 (HO-1) biatka, ktorego ekspresja jest
pod kontrolg transkrypcyjng Nrf2. Wykazano, ze wysoki poziom Nrf2 we frakgji
jadrowej w CA2-3, DG wiaze si¢ z wysoka immunoreaktywnoscia HO-1 w tym
regionie, a w pozostatych strukturach niska immunoreaktywnos$¢ Nrf2 korelowata z
niska immunoreaktywnoscia HO-1 (Ryc. 7 B, D). Wynik ten wskazuje Zze zmiany
poziomu Nrf2 koreluja ze zmianami regulowanego przez niego biatka, co
potwierdza obecnos¢ aktywnego Nrf2 we frakcji jader komorkowych. Wyjatek
stanowita opuszka wechowa, ktéra pomimo wysokiego poziomu Nrf2
charakteryzuje si¢ niska immunoreaktywnoscia HO-1. Prawdopodobna przyczyna
tego zjawiska jest wysoki poziom biatka regulujacego transkrypcje, Bachl, w
opuszce wechowej, ktdry jest represorem transkrypcji genu oksygenazy hemowej 1 -

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

jego biatka efektorowego, HO-1 we frakcji cytoplazmatycznej (B, D), w réznych fragmentach: CA2-3,
DG, CAl, kora modzgu, opuszka wechowa, prazkowie, modzdzek, kontrolnego modzgu suwaka
mongolskiego. Wykresy prezentuja dane z analizy densytometrycznej Nrf2 (A) oraz HO-1 (B) jako
procent CA1 ($rednia +/- 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 biatkami referencyjnymi.

Immunoreaktywnos¢ Nrf2 i jego inhibitora w dwoch regionach
hipokampa po I/R

W kolejnym etapie sprawdzono jak uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne
wplywa na immunoreaktywnos¢ Nrf2 we frakcji jadrowej w dwdch 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 immunoreaktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego zaczela
wzrasta¢c (Ryc. 8 A, C). W CAl uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne
powodowato przejsciowy wzrost Nrf2 we frakci jadrowej, ktorego pik
obserwowano w 24 godzinie reperfuzji (Ryc. 8 A, C). W podzniejszym czasie
reperfuzji, poziom Nrf2 w CAl wracat do poziomu kontrolnego. Odpowiedz
kazdego z badanych regionéw na I/R jest zatem inna. W CA1l obserwujemy
krotkotrwaly, przejsciowy wzrost Nrf2, natomiast w CA2-3, DG widoczna jest

dtugotrwata, opozniona aktywacja po 2 dniach od niedokrwienia.
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W celu zbadania mechanizmu tych réznic, analizowano immunoreaktywnos¢
cytoplazmatycznego inhibitora Nrf2 — biatka KEAP1. W kontroli, poziom KEAP1 byt
znacznie wyzszy w regionie CAl niz CA2-3, DG (Ryc. 8 B, D). Jego poziom w CA2-3,
DG nie zmieniat si¢ istotnie po I/R. Z kolei, w CA1 poziom KEAP1 obnizat si¢ do 24
godzin po I/R po czym powoli wracal do poziomu wyjsciowego. Otrzymane wyniki
poziomu KEAP1 koreluja ze zmianami immunoreaktywnosci Nrf2 w regionie CAl

(Ryc. 8 A).
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Rycina 8. Analiza Western blot czynnika transkrypcyjnego Nrf2 we frakcji jadrowej (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 prezentuja dane z analizy densytometrycznej Nrf2 (A) oraz
KEAP1 (B) jako procent THOC1 i LDHB, odpowiednio (srednia +/- OS), n = 4-5, *p <0.05, **<0.01,
***p <0.001. B Istotno$¢ statystyczna liczona vs. kontrola CAl. C i D Reprezentatywne Western blot
dla Nrf2 i KEAP1 wraz z biatkami referencyjnymi.

Immunoreaktywnos¢ bialek regulowanych przez Nrf2 w dwoch

regionach hipokampa po I/R

W celu weryfikacji czy zmiany immunoreaktywnosci Nrf2 we frakcji jadrowej
sq rownowazne z jego aktywnoscia, zbadano poziom bialek regulowanych przez

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

51



podjednostek ligazy glutaminianowo-cysteinowej, podjednostki katalitycznej

(GCLQ) i podjednostki modulatorowej (GCLM).

Poziom oksygenazy hemowej 1 byl wyzszy w regionie CA2-3, DG niz w CA1l
juz w kontroli i zalezno$¢ ta utrzymywat sie do 72 godziny reperfuzji (Ryc. 9 A, E,
F). Jedynie w 36 godzinie reperfuzji w CA1 obserwowano przejsciowy, krétkotrwaty
wzrost immunoreaktywnosci HO-1. Przyrost ten moze by¢ zwigzany z opisanym
wczesniej wzrostem Nrf2 we frakcji jadrowej w CA1 w 24 godzinie reperfuzji (Ryc. 8
A, (). Natomiast w CA2-3, DG zaobserwowano znaczacy wzrost
immunoreaktywnosci HO-1 w 72 godzinie reperfuzji co koreluje z wynikami

aktywnosci Nrf2 we frakcji jadrowej dla tego sektora.

W przypadku peroksydazy glutationowej 1 oraz podjednostki modulatorowej
ligazy glutaminianowo-cysteinowej zaobserwowano wyzsza immunoreaktywnosc¢
juz w prawidlowym, kontrolnym hipokampie pomiedzy 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)
pojawit sie¢ wzrost w immunoreaktywnosci tych biatek, ktory osiagal swoj szczyt w

48 1 72 godzinie reperfuzji (Ryc. 9 B, D, E, F).

W badaniu podjednostki katalitycznej ligazy glutaminianowo-cysteinowej
réznice w immunoreaktywnosci pomiedzy CA1 a CA2-3, DG zaobserwowano w 2
godzinie reperfuzji (Ryc. 9 C, E, F). Wzrost immunoreaktywno$ci GCLC w CA2-3,
DG trwat do 72 godziny reperfuzji.

Obserwowane zmiany w immunoreaktywnosci wybranych biatek, bedacych
pod transkrypcyjna regulacja Nrf2, koreluja z: wieksza aktywnoscia Nrf2 w
kontrolnym regionie CA2-3, DG, przejsSciowym wzrostem aktywnosci Nrf2 w 24
godzinie reperfuzji w regionie CA1l oraz znaczacym wzrostem jego aktywnosci w 48

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

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

Rycina 9.

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

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

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

p<0.001. E i F Reprezentatywne Western blot dla HO-1, GPx1, GCLC i

GCLM wraz z biatkami referencyjnymi.

, *% < 001, A%t

p<0.05

4-5, *
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Wplyw farmakologicznej aktywacji Nrf2 na przezycie neuronow w
regionie CA1 hipokampa w modelu ekscytotoksycznosci OHC

W celu weryfikacji czy farmakologiczna aktywacja Nrf2 ochroni neurony
regionu CA1 hipokampa przed uszkodzeniem ekscytotoskycznym przeprowadzono
doswiadczenia z wykorzystaniem organotypowej hodowli skrawkow hipokampa
szczura oraz sulforafanu, aktywatora Nrf2. Uszkodzenie ekscytotoksyczne,
indukowane przez 3-godzinng inkubacje z 25 uyM NMDA, powodowato okoto 70%
$Smiertelnos¢ neurondw gtodwnie w regionie CA1 (Ryc. 10 A, B). Podanie SFN w
stezeniu 5 uM razem z NMDA nie powodowato efektu protekcyjnego w komodrkach
hipokampa. Natomiast SFN w stezeniu 10 puM zmniejszal Smiertelnos¢ neuronow w
regionie CAl do okolo 40%, stad to stezenie zastosowano w dalszych
eksperymentach. Podanie SFN z 15- i 30-minutowym opdZnieniem w stosunku do
czynnika uszkadzajacego rowniez wywotywato efekt protekcyjny w CA1 (Ryc. 10 A,
B). Natomiast podanie SFN z 45-minutowym opdznieniem nie przyniosto juz
takiego efektu. Co wazne, dodanie sulforafanu nie miato szkodliwego wplywu na

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

regionu CAl przed uszkodzeniem ekscytotoksycznym w organotypowej hodowli skrawkow
hipokampa szczura.

A. Zdjecia z mikroskopu konfokalnego reprezentatywnych skrawkdéw hipokampa barwionych
jodkiem propidyny. NMDA (25 uM NMDA) powoduje rozlegte uszkodzenie regionu CA1, ktére

zmniejsza si¢ po zastosowaniu 10 uM SEN razem lub w 15- i 30-minutowym opdznieniu w stosunku
do NMDA.

B. Wykres pudetkowy prezentuje liczbe pikseli poszczegdlnych skrawkow w  stosunku do
maksymalnego uszkodzenia 100 uM NMDA (mediana, Q1, Q3) n=7-14, **p <0,001

Wplyw farmakologicznej aktywacji Nrf2 na przezycie neuronéw w
regionie CA1 hipokampa w modelu krotkotrwalego niedokrwienia
mozgu suwaka mongolskiego
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Pozytywny wynik aktywacji Nrf2 i ochrona neuronéw hipokampa w OHC
sklonita nas do powtdrzeniu tych badart w modelu in vivo. Jak pokazano na Rycinie
12, u zwierzat poddanych niedokrwieniu i 7-dniowej reperfuzji, obrazowanie
mikroskopowe wykazato uszkodzenie wigkszosci neurondw piramidowych w CAl
przy zachowanej morfologii neuronow w CA2-3, DG. W badaniu morfometrycznym
regionu CA1 tych zwierzat stwierdzono srednio 4 +/- 0,6 ($rednia +/- SD) neurony o
prawidlowej morfologii (Ryc. 11). Po dootrzewnowym podaniu 5 mg/kg m.c. SFN w
trakcie trwania niedokrwienia, w regionie CAl obserwowano zwigkszone
zageszczenie neurondw o prawidlowej morfologii w stosunku do nieleczonych
zwierzat po I/R, a badanie morfometryczne wskazalo 35 +/- 19 ($rednia +/- SD)
neurondw o prawidtowej morfologii (Ryc. 11, 12). Co ciekawe, podanie 5 mg/kg m.c.
SFN 30 minut po zakoniczeniu niedokrwienia rowniez poprawito morfologie regionu
CAl, a w badaniu morfometrycznym naliczono 20 +/- 7 (Srednia +/- SD)
prawidfowych neuronéw. Jednoczesnie nie obserwowano zmian morfologii

neurondéw regionu CA2-3, DG po podaniu SFN.
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Rycina 11. Farmakologiczna aktywacja Nrf2 z uzyciem pojedynczej dawki SEN (5mg/kg

m.c.) w trakcie trwania I/R (IR SEN) lub w 30 minucie reperfuzji (IR 30" SFN) zwigksza liczbe
prawidlowych neuronéw w regionie CA1 hipokampa w poréwnaniu do zwierzat poddanych I/R
ktérym podano NaCl (IR NaCl). Prawidlowe neurony liczono po 7 dniach reperfuzji z dziesieciu 250
pm odcinkdw regionu CA1 (mediana, Q1, Q3) n=10, p**<0,01, **p < 0,001
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Rycina 12. Przyktadowe zdjecia hipokampow kontrolnych (A) oraz izolowanych ze zwierzat 7
dni po I/R (B, C, D) barwionych hematoksyling i eozyna.
A. Dobrze widoczne, prawidlowe neurony (strzaltka) kontrolnego regionu CAL.
B. Znaczne uszkodzenie regionu CA1 i prawie catkowity ubytek prawidlowych neuronéw (strzatka)
u osobnika po I/R ktéremu podano nosnik sulforafanu (NaCl)
C i D. Zwigkszona liczba prawidlowych neuronéw (strzatka) w regionie CAl 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 genow regulowanych przez Nrf2

W celu wylonienia nowych gendéw regulowanych przez Nrf2
zaangazowanych w naturalne mechanizmy obronne wystepujace w mozgu
przeprowadzono analize komputerowa z wykorzystaniem technik eksploragji
danych (ang. data mining). Analiza mapy termicznej pozwolita na wylonienie 15
genow o sredniej ekspresji wyzszej o co najmniej 50% w sektorach tworzacych CA2-
3, DG niz w CA1 (Ryc. 13, 14). Wyselekcjonowane geny to: Gpcl, Bripl, Lrp8, Aifm?2,
Fzd7, Camk1, Mpp3, Phgdh, Hrk, Tdo2, Ret, Itgb8, Cxcl12, Stc2 oraz Shisa2. Nastepnie
wylonione geny przeanalizowano w dostepnym pismiennictwie pod wzgledem
lokalizacji, funkcji i proceséw biologicznych w jakie zaangazowane sa produkty
biatkowe (suplement Tabela 1S), a nastepnie poddano analizie ekspresji mRNA i
biatka na materiale pochodzacym z kontrolnego hipokampa suwaka mongolskiego

oraz w przebiegu I/R.
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Rycina 13. Wykres przedstawia liste¢ 15 genow wyselekcjonowanych z analizy in silico

uszeregowanych od genu o najnizszym $rednim wzroscie ekspresji (Gpcl) do genu o najwyzszym
$rednim wzroscie ekspresji (Shisa2). Sredni wzrost ekspresji liczono ze znormalizowanych wzgledem
ekspresji fragmentu CA1 grzbietowy (przyjetego za 0) oraz zlogarytmowanych wartosci ekspresji
tych genéw we fragmentach kontrolnych hipokampa myszy: CA2 grzbietowy, CA3 grzbietowy i
brzuszny, DG grzbietowy i brzuszny oraz MC (komdrki mszyste).
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Rycina 14. Mapa termiczna logarytmicznej réznicy
ekspresji genow regulowanych przez Nrf2 pomiedzy
regionem CAl grzbietowym a CAl brzuszny, CA2
grzbietowy, CA3 grzbietowy i brzuszny, DG grzbietowy i
brzuszny oraz MC (komoérki mszyste) w hipokampie
myszy. Kolor oznacza logarytm zmiany ekspresji.
Pomaranczowy, zétty oznaczaja 10x, 100x wzrost
ekspresji w danej czesci w stosunku do fragmentu CAl
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 genow w
hipokampie w modelu krotkotrwalego niedokrwienia mdézgu suwaka
mongolskiego

Przeprowadzenie analizy ekspresji gendow z wykorzystaniem metody delta
delta Ct wymaga normalizacji uzyskanych danych wzgledem ekspresji, stabilnego w
danym modelu, genu referencyjnego. W tym celu przeprowadzono analize
poréwnawcza 7 kandydatéw na gen referencyjny: Gapdh, Actb, 18SrRNA, Hprtl,
Hmbs, Ywhaz oraz Bud23 w modelu 5-minutowego niedokrwienia mézgu suwaka
mongolskiego. Analize przeprowadzono z wykorzystaniem ogoélnodostepnego
internetowego narzedzia RefFinder, taczacego 4 algorytmy: Delta Ct, BestKeeper,
normFinder, geNorm. Do analizy wybrano 3 punkty czasowe po niedokrwieniu: 3,
48 i 72 godziny. Wybdr zostal dokonany na podstawie dlugoletnich badan w
Pracowni Biologii Molekularnej IMDiK PAN wskazujacych na najwieksza
zmienno$¢ ekspresji genow wlasnie w tych punktach czasowych w modelu

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

Ranking stabilnosci dla poszczegdlnych regionow hipokampa otrzymany w
programie RefFinder wykazal, Ze najbardziej stabilnym (o najnizszej S$redniej
geometrycznej) genem referencyjnym w regionie CA1 hipokampa jest Hmbs (1,41), a
w regionie CA2-3, DG Hprt1 (1,19) (Ryc. 15). Drugim i trzecim najbardziej stabilnym
genem byt Gapdh (1,86) i Actb (2,06) dla CA1 oraz Hmbs (2,21) i Ywhaz (2,66) dla CA2-
3, DG. Gen Bud23 byl czwarty pod wzgledem stabilnosci w obu sektorach
hipokampa. Kolejnos$¢ pozostatych genéw w czesci CA1l byla nastepujaca: Ywhaz >
Hprtl > 185rRNA, a w czesci CA2-3, DG: Gapdh > 18S5rRNA > Actb. Analiza dwoch
regionow hipokampa oddzielnie nie pozwolila na wytonienie wspdlnego genu
referencyjnego. W zwiazku z tym przeprowadzono analize taczng dla regionu CA1 i
CAZ2-3, DG. Najbardziej stabilnym genem referencyjnym dla CA1+CA2-3, DG okazat
sie Hmbs ze $rednig geometryczng rowna 1 (Ryc. 16), co swiadczy o tym, ze byl on
pierwszy, co do stabilnosci we wszystkich 4 algorytmach taczonych w programie
RefFinder (suplement Tabela 2S). Drugim i trzecim genem byl Bud23 (2,28) i Gapdh
(2,63). Kolejnos¢ pozostatych genow w analizie taczonej byta nastepujaca Hprtl >
Ywhaz > Actb > 18SrRNA.
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Szczegoly dotyczace walidacji genu referencyjnego w modelu krotkotrwatego
niedokrwienia modzgu suwaka mongolskiego zostaly opublikowane w pracy

Lewczuk A. i wspdtpracownicy (146).

A CA1 B CA2-3, DG

71 7 6.236
6 6
5 5
4 4
3 3
2 2
1.189
) LA
o . , , o l B =
Hmbs Gapdh Actb Bud23 Ywhaz Hprt! 18SrRNA Hprt!  Hmbs Ywhaz Bud2? Gapdh 18SfRNA Actb
«« najbardziej stabilny gen najmniej stabilny gen »» «« najbardziej stabilny gen najmniej stabilny gen »»
Rycina 15. Wykresy przedstawiajg ranking stabilnosci 7 gendéw referencyjnych w regionie CA1l

(A) oraz CA2-3, DG (B) hipokampa otrzymany w programie RefFinder. Wyniki przedstawione sa w
kolejnosci od najbardziej stabilnego genu (lewa strona wykresu) do genu najmniej stabilnego, n = 15.
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CA1 + CA2-3,DG

"

Hmbs Bud23 Gapdh Hprt1 Ywhaz  Actb 18SrRNA

«« najbardziej stabilny gen najmniej stabilny gen »»

Rycina 16. Wykres prezentuje ranking stabilnosci 7 genéw referencyjnych w taczonej analizie
dwoch regiondéw hipokampa otrzymany w programie RefFinder. Wyniki przedstawione sq w
kolejnosci od najbardziej stabilnego genu (lewa strona wykresu) do genu najmniej stabilnego, n = 30.

Analiza poréwnawcza ekspresji genow wyselekcjonowanych w
analizie in silico pomiedzy CAl1l a CA2-3, DG w prawidlowym,
kontrolnym hipokampie suwaka mongolskiego

W celu sprawdzenia czy dane uzyskane w analizie in silico pokrywaja si¢ z
ekspresja w modzgu suwaka mongolskiego, przeprowadzono analize ekspresji
wyselekcjonowanych genéw w dwodch regionach hipokampa, CAl i CA2-3, DG u

kontrolnych zwierzat.

Sposrdd 15 wyselekcjonowanych gendw 20%, czyli 3 geny: Mpp3, Ret, Shisa2
pozytywnie weryfikuja hipoteze analizy in silico, tj. wykazuje wyzsza ekspresje w
regionie CA2-3, DG niz w CA1 (Ryc. 17). W przypadku dwdch gendéw (Cxcl12, Stc2)
nie zaobserwowano réznicy w poziomie ekspresji pomiedzy CA1 a CA2-3, DG.
Pozostate 10 gendéw (66,6%) (Gpcl, Bripl, Lrp8, Aifm2, Fzd7, Camkl1, Phgdh, Hrk, Tdo2,
Itgb8) wykazuje statystycznie istotnie wyzsza ekspresje w regionie CA1 niz w CA2-3,

DG hipokampa kontrolnego suwaka mongolskiego.
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Nastepnie, sprawdzono czy poziom ekspresji mRNA w dwodch regionach
prawidiowego, kontrolnego hipokampa koreluje z poziomem immunoreaktywnosci
produktu biatlkowego danego genu. Ze wzgledu na: 1) brak przeciwcial
specyficznych dla suwaka mongolskiego oraz 2) brak zgodnosci przeciwciat dla
innych gatunké4w z materialem pochodzacym 2z suwaka mongolskiego,

przeanalizowano 9 biatek.

Jak pokazano na Rycinie 18, immunoreaktywnos¢ biatka SHISA2, ktdrego
ekspresja mRNA byla wyzsza w CA2-3, DG niz w CAl, nie wykazywata réznic
pomiedzy badanymi regionami w prawidlowym, kontrolnym hipokampie. Poziom
immunoreaktywnosci biatka STC2 byt wyzszy w CA2-3, DG niz w CAl, chociaz nie
obserwowano roznicy na poziomie mRNA. Poziom immunoreaktywnosci TDO2 byt
taki sam w obu regionach hipokampa, natomiast ekspresja genu Tdo2 byla wyzsza w
regionie CA1 niz w CA2-3, DG. Dla pozostatych 6 biatek, BRIP1, AIFM2/FSP1, FZD7,
CAMK1, PHGDH oraz ITGB8, poziom immunoreaktywnosci biatka byt
statystycznie istotnie wyzszy w regionie CAl niz CA2-3, DG i korelowal z

poziomem ekspresji genow.

Przedstawione dane wskazuja, ze wigkszos¢ analizowanych gendéw i/lub
biatek ma nizszy poziom ekspresji w CA2-3, DG niz w CAl. Wynik ten moze
sugerowacd, ze nie naleza one do podstawowych gendw/bialek regulowanych przez
Nrf2 w komorkach regionu CA2-3, DG hipokampa. W zwiazku z tym,
sprawdziliSmy poziom ekspresji gendw i biatek w przebiegu niedokrwienia w celu

weryfikagji ich przynaleznosci do grupy biatek indukowanych przez Nrf2.
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Rycina 17. Wykres przedstawia poziom ekspresji mRNA 15 genow wyselekcjonowanych w analizie in silico w dwdch regionach hipokampa, CA1 i

CA2-3, DG, u kontrolnych suwakdéw mongolskich uzyskany za pomoga ilosciowej reakcji faricuchowej polimerazy (qQRT-PCR). Poziom ekspresji mRNA
kazdego genu normalizowano wzgledem dwdch genéw referencyjnych, Hmbs oraz Gapdh, z wykorzystaniem metody delta delta Ct (Srednia +/- SD), n = 4-5,
*p <0.05, **<0.01, *p <0.001

64



O CA1l CA2-3, DG

160
4 *
140 -
3
E 120 2 I
©
3
Q
& 100 ! IER
= i
z 0 4
>
S 80 sTC2 ﬁ
= * % * =
: #
> fﬁ
£ Z
E 60 * .
.é ﬁ
Z
9 Z
N * ok #"‘
a 40 -
2
* * -#"'
=
3k 3k k ﬁ
20 ﬁ
ol
0 i | 5 I ﬁ
GPC1 BRIP1 LRP8 AIFM2 FZD7 CAMK1 MPP3 PHGDH HRK TDO2 RET ITGB8 CXCL12 STC2 SHISA2
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regionach hipokampa, CA1l i CA2-3, DG, u kontrolnych suwakéw mongolskich uzyskany metoda Western blot. Poziom immunoreaktywnosci biatek
normalizowano wzgledem LDHB ($rednia +/- SD), n =5-7, *p <0.05, **<0.01, **p <0.001
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Ekspresja wyselekcjonowanych w analizie in silico gendw, na
poziomie mRNA oraz biatka w dwoch regionach hipokampa po I/R

W celu weryfikagji udziatu Nrf2 w mechanizmach endogennej neuroprotekgji,
do dalszej analizy, wyselekcjonowane geny zostaly podzielone na dwie grupy (Tab.
6): 1) geny potwierdzajace wyniki uzyskane w analizie in silico tj. o ekspresji mRNA
wyzszej w CA2-3, DG niz CAl oraz geny o takiej samej ekspresji w CA2-3, DG jak w
CA1; 2) geny o ekspresji mRNA wyzszej w CAl niz w CA2-3, DG (Tab. 6). Badania
prowadzono w wybranych punktach czasowych po przywrdceniu krazenia (24, 48,
72, 96 h), aby sprawdzi¢ potencjalna korelacje z aktywacja Nrf2 w opornej na
uszkodzenie czesci hipokampa (Ryc. 8).

Geny o ekspresji wiekszej lub rownej w regionie CA2-3, DG w poréwnaniu do

CA1 (potwierdzajace analize in silico)

Analiza ekspresji mRNA genu Shisa2 wykazata wyzszy poziom ekspresji w
regionie CA2-3, DG niz w CA1 w hipokampie kontrolnym (Ryc. 19 A), co jak juz
wspominano, koreluje z wynikami otrzymanymi z analizy in silico (Ryc. 17). Co
ciekawe, poziom mRNA Shisa2 zmniejsza si¢ w regionie CA2-3, DG i nie zmienia si¢
w CA1 w przebiegu I/R. Pomimo, Ze nie obserwowano statystycznie istotnych zmian
w immunoreaktywnosci biatka SHISA2 w przebiegu I/R w Zzadnym z badanych
regionéw hipokampa, (Ryc. 19 B, E), to poziom biatka SHISA2 byl wyzszy w
regionie CA1 niz w CA2-3, DG w przebiegu I/R.

Poziom ekspresji mRNA Stc2 byl taki sam w regionach CAl i CA2-3, DG w
kontrolnym hipokampie i praktycznie nie zmieniat si¢ w przebiegu I/R (Ryc. 19 C).
W 24 godzinie reperfuzji pojawita sie przejSciowa roznica w poziomie ekspresji Stc2
pomiedzy badanymi regionami hipokampa (CA1<CA2-3, DG) (Ryc. 19 C). Z kolei,
na poziomie biatka obserwowano przejsciowy, krotkotrwaly wzrost produktu

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

W kontrolnym hipokampie, poziom ekspresji mRNA Mpp3 oraz Ret byl
wyzszy w regionie CA2-3, DG niz w CAl, a w przypadku Cxcl12 nie roznit sie
pomiedzy badanymi regionami hipokampa (Ryc. 19 F, G, H). W przebiegu I/R
poziom ekspresji Mpp3 zmniejszal si¢ w regionie CA2-3, DG w 72 i 96 godzinie
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reperfuzji w stosunku do kontroli (Ryc. 19 F). Zmniejszona ekspresje obserwowano

rowniez dla genoéw Ret i Cxcl12, z ta roznica, ze byta ona widoczna juz w 24 godzinie

reperfuzji i wrdcita do poziomu kontrolnego w 72 godzinie reperfuzji (Ryc. 19 G, H).
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Rycina 19. Analiza ilosciowej reakgji tanicuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja (qRT-
y ] ) ] P y Ypda (q

PCR) (A, C, F, G, H) i Western blot (B, D, E) ekspresji genéw i ich produktéw biatkowych ,
wylonionych na podstawie analizy in silico, w dwoch regionach hipokampa (CA1 oraz CA2-3, DG) w
kontroli i po I/R (24, 48, 72 i 96h). Wykresy przedstawiaja: 1) Poziom ekspresji Shisa2 (A) Stc2 (C) oraz
Mpp3 (F), Ret (G) i Cxcl12 (H) znormalizowane wzgledem dwoéch genow referencyjnych, Hmbs oraz
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Gapdh, z wykorzystaniem metody delta delta Ct; 2) dane z analizy densytometrycznej
immunoreaktywnosci biatka SHISA2 (B, E) oraz STC2 (D, E) jako procent LDHB; (srednia +/- SD), n =
4-7, *p<0.05, *<0.01, **p<0.001. E Reprezentatywne Western blot dla SHISA2 i STC2 wraz z
biatkiem referencyjnym.

Geny o ekspresji mRNA wyzszej w CA1 niz w CA2-3, DG

W kontrolnym moézgu poziom ekspresji mRNA oraz biatka genu Aifm2 w
regionie CA1l jest wyzszy niz w regionie CA2-3, DG (Ryc. 20 A). Co ciekawe,
ekspresia. mRNA Aifm2 wzrasta w regionie CA1l w 24 godzinie reperfuzji w
stosunku do kontroli, co jednak nie przeklada si¢ na zmiany immunoreaktywnosci.
Co wigcej, wspomniany wzrost ekspresji mRNA Aifm2 w 24 godzinie po I/R koreluje
ze wzrostem aktywnosci Nrf2 we frakcji jadrowej 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 poréwnaniu do kontroli. W regionie CA2-
3, DG zaobserwowano wzrost immunoreaktywnosci biatka AIFM2/FSP1 w 72 i 96
godzinie reperfuzji (Ryc. 20 B, E), co koreluje z aktywnoscia Nrf2 w tej czesci
hipokampa (Ryc. 8).

W kontrolnym hipokampie, poziom ekspresji mRNA Fzd7 jest wyzszy w
regionie CAl niz w CA2-3, DG, czego nie obserwujemy na poziomie produktu
biatkowego (Ryc. 20 C, D, E). W przebiegu I/R analiza zmian ekspresji mRNA oraz
produktu biatkowego genu Fzd7 nie wykazata istotnych réznic w regionie CAl. Z
kolei, w regionie CA2-3, DG hipokampa widoczna jest tendencja, wskazujaca na
wzrost ekspresji mRNA Fzd7 po I/R co koreluje ze wzrostem poziomu biatka FZD7
w regionie CA2-3, DG w 72 i 96 godzinie reperfuzji w stosunku do kontroli CA2-3,
DG, jak i tozsamych czasow regionu CA1 (Ryc. 20 C, D, E).

Poziom ekspresji mRNA oraz produktu biatkowego genu Camk1 jest istotnie
wyzszy w regionie CAl niz w CA2-,3 DG w kontrolnym moézgu oraz 24 godziny po
I/R (Ryc. 21 A, B, G). W przebiegu I/R zaobserwowano tendencje wzrostowa
ekspresji mRNA oraz produktu biatkowego genu Camkl w regionie CA2-3, DG,
ktora w 96 godzinie reperfuzji osiagneta statystycznie istotny poziom w porownaniu

z kontrolg CA2-3, DG.
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Rycina 20. Analiza qRT-PCR (A, C,) i Western blot (B, D, E) ekspresji genow i ich produktéw
biatkowych , wylonionych na podstawie analizy in silico ogélnodostepnych baz danych, w dwoéch
regionach hipokampa (CAl oraz CA2-3, DG) w kontroli i po I/R (24, 36, 48, 72 i 96 h). Wykresy
przedstawiaja: 1) poziom ekspresji Aifm2 (A) oraz Fzd7 (C) znormalizowany wzgledem dwoch gendéw
referencyjnych, Hmbs oraz Gapdh, z wykorzystaniem metody delta delta Ct; 2) dane z analizy
densytometrycznej biatka AIFM1/FSD1 (B, E) oraz FZD7 (D, E) jako procent LDHB; (Srednia +/- SD), n
=4-7, *p<0.05, **<0.01, **p <0.001. E Reprezentatywne Western blot dla AIFM2/FSD1 i FZD7 wraz z
biatkiem referencyjnym.
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Rycina 21. Analiza qRT-PCR (A, C, E) i Western blot (B, D, F, G) ekspresji genéw i ich

produktéw biatkowych, wytonionych na podstawie analizy in silico ogélnodostepnych baz danych, w
dwdch regionach hipokampa (CA1 oraz CA2-3, DG) w kontroli i po I/R (24, 36, 48, 721 96 h). Wykresy
przedstawiaja: 1) poziom ekspresji Camkl (A) Phgdh (C) oraz Tdo2 (E) znormalizowany wzgledem
dwoch gendw referencyjnych, Hmbs oraz Gapdh, z wykorzystaniem metody delta delta Ct; 2) dane z
analizy densytometrycznej biatka CAMK1 (B, G) PHGDH (D, G) oraz TDO2 (F, G) jako procent
LDHB; ($rednia +/- SD), n = 4-7, *p<0.05, **<0.01, **p <0.001. E Reprezentatywne Western blot dla
CAMK]1, PHGDH i TDO2 wraz z biatkiem referencyjnym.
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W kontrolnym modzgu, analiza ekspresji mRNA Phgdh ujawnita brak roznic
pomiedzy CA1 a CA2-3, DG (Ryc. 21 C). W przebiegu I/R zaobserwowano tendencje
wzrostowa ekspresji mRNA w regionie CAl ze statystyczng istotnoscia w 72
godzinie reperfuzji, oraz brak zmian w CA2-3, DG. Z kolei, poziom biatka PHGDH
w kontroli byt wyzszy w CAl niz w CA2-3, DG (Ryc. 21 D, G). Co ciekawe, w
przebiegu I/R, w przeciwienstwie do zmian mRNA, zaobserwowano obnizenie
poziomu biatka PHGDH w regionie CA1 w 72 i 96 godzinie reperfuzji (Ryc. 21 D, G).
Natomiast, w regionie CA2-3, DG poziom biatka PHGDH wzrdst w 72 i 96 godzinie
reperfuzji w stosunku do kontroli CA2-3, DG.

Poziom ekspresji mRNA Tdo2 w regionie CA1 byl wyzszy niz w CA2-3, DG w
kontroli, bez réznic w immunoreaktywnos¢ biatka TDO2 (Ryc. 21 E, F, G). W
przebiegu I/R poziom ekspresji mRNA Tdo2 wzrastal w regionie CA2-3, DG jednak
tylko w 48 godzinie reperfuzji wynik jest istotny statystycznie (Ryc. 21 E). Nie
obserwowano zmian immunoreaktywnosci biatka TDO2 w regionie CA2-3, DG. W
regionie CA1l pojawilo sie¢ przejsciowe obnizenie poziomu TDO2 w 48 godzinie

reperfuzji (Ryc. 21 F, G).

W kontrolnym médzgu, poziom ekspresji mRNA genu Bripl byl wyzszy w
regionie CA1l niz w CA2-3, DG (Ryc. 22 A). W przebiegu I/R nie obserwowano
zmian ekspresji mRNA ani bialka genu Bripl w regionie CAl. Z kolei, w regionie
CA2-3, DG obserwowano wzrost ekspresji mRNA Bripl w 24, 48, 72 i 96 godzinie
reperfuzji, co w 96 godzinie po I/R przetozylo sie¢ na wzrost poziomu jego produktu

biatkowego (Ryc. 22 A, B, E).

W przypadku ekspresji genu Itgb8 poziom mRNA byl wyzszy w regionie CA1
niz w CA2-3, DG w kontrolnym moézgu oraz w 24 i 96 godzinie reperfuzji (Ryc. 22
C). W przebiegu I/R nie obserwowano zmian w poziomie ekspresji ani mRNA Itgb8

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

Poziom ekspresji genu Gpcl byl wyzszy w CAl niz w CA2-3, DG w
warunkach kontrolnych i w 24 godzinie reperfuzji (Ryc. 22 F). Natomiast w
przebiegu poniedokrwiennej reperfuzji zaobserwowano wzrost ekspresji Gpcl w 96

godzinie po przywroceniu krazenia w CA2-3, DG. Analiza ekspresji gendw Lrp$§ i
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Hrk wykazata wyzsze poziomy mRNA w kontrolnym CA1 niz w CA2-3, DG (Ryc.
22 G, H). W przebiegu I/R ekspresja Lrp8 obnizata si¢ w CA1 w 72 i 96 godzinie
reperfuzji i nie ulegata zmian w CA2-3, DG. W przypadku Hrk ekspresja nie ulegata

zmian w zadnym z badanych regionéw.

Podsumowanie wynikéw weryfikujacych badania in silico oraz efekty I/R na
ekspresje wybranych genow przedstawiono w Tabeli 6. Wykazano, ze w kontrolnym
mozgu suwaka 3 sposrod 15 wyselekcjonowanych gendw ma wyzsza ekspresje
mRNA w CA2-3, DG niz w CAl. Zalezno$¢ ta nie jest jednak w pelni
odzwierciedlana na poziomie produktu biatkowego. Analizy metoda Western blot
wykazaly, ze jedynie biatka STC2 jest wiecej w regionie CA2-3, DG niz w CAL
Zaleznosci te zmieniaja si¢ po bodzcu I/R. Sposréd badanych 15 gendéw, 6
zwigkszylo ekspresje mRNA po I/R w CA2-3, DG (Aifm2, Fzd7, Camk1, Tdo2, Bripl
oraz Gpcl) inie sa to geny, ktérych mRNA przewazaja w kontrolnym, prawidlowym
hipokampie. Natomiast poniedokrwienne przyrosty bialek wykazano dla 6
produktow biatkowych badanych genow: AIFM2/FSP1, FZD7, CAMK1, PHGDH,
BRIP1 oraz STC2. Wydaje sie zatem, ze w CA2-3, DG, po niedokrwieniu mdzgu
nastepuje indukcja ekspresji Nrf2-zaleznych gendéw, co koreluje z aktywacja Nrf2 w
tych rejonach hipokampa (Ryc. 8). Co ciekawe, zmiany ekspresji gendw nie zawsze

sq odzwierciedlane na poziomie produktéw biatkowych.
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Rycina 22. Analiza qRT-PCR (A, C, F, G, H) i Western blot (B, D, E) ekspresji genow i ich

produktéw biatkowych, wytonionych na podstawie analizy in silico ogélnodostepnych baz danych, w
dwdch regionach hipokampa (CA1 oraz CA2-3, DG) w kontroli i po I/R (24, 36, 48, 72 i 96 h). Wykresy
przedstawiaja: 1) poziom ekspresji Bripl (A) Itgb8 (C) Gpcl (F), Lrp8 (G) i Hrk (H) znormalizowany
wzgledem dwéch gendw referencyjnych, Hmbs oraz Gapdh, z wykorzystaniem metody delta delta Ct;
2) dane z analizy densytometrycznej biatka BRIP1 (B, E) oraz ITGB8 (D, E) jako procent LDHB;
($rednia +/- SD), n = 4-7, *p <0.05, **<0.01, **p <0.001. E Reprezentatywne Western blot dla SHISA2 i
STC2 wraz z biatkiem referencyjnym.
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Tabela 6. Podsumowanie wynikéw badania ekspresji gendw wyselekcjonowanych w analizie
in silico oraz ich produktéw biatkowych w przebiegu reperfuzji po 5-minutowym niedokrwieniu
przodomoézgowia suwaka mongolskiego w poréwnaniu do aktywnosci Nrf2 w regionie CA2-3, DG
hipokampa.

POTWIERDZENIE
ANALIZY IN .
NAZWA GENY Nrf2-ZALEZNE
GENU NAZWA BIALKA fgéii INDUKOWANE PRZEZ I/R

CA1< CA2-3,DG)

EKSPRESJA  EKSPRESJA

GENU BIALKA
Gpcl Glypikan 1 - GPC1 NIE TAK Brak danych
Bripl H.ehk:aza 1 oddziatujaca z NIE TAK TAK
biatkiem BRACI - BRIP1
Lrp8 Apolipoproteina E receptor NIE NIE Brak danych
2 - APOEr2
Aifin2 Biatko hamujace ferroptoze NIE TAK TAK
1 - AIFM2/FSP1
Fzd7 Biatko Frizzled-7 — FZD7 NIE Tendencja TAK
Kinaza typu I zalezna od
Camk1 jonoéw wapnia i NIE TAK TAK
kalmoduliny - CAMK1
Mpp3 Biatko podrodziny TAK NIE Brak danych
MAGUK p55 - MPP3
Dehydrogenaza D-3-
Phgdh fosfoglicerynianowa - NIE NIE TAK
PHGDH
Hrk Aktywator apoptozy NIE NIE Brak danych
harakiri - HRK
Tdo2 2,3-dioksygenaza NIR TAK NIE

tryptofanu — TDO2

Proto-onkogen biatka
Ret receptorowego kinazy TAK NIE Brak danych

tyrozynowej RET — RET

Itqb8 Integryna beta-8 — ITGB8 NIE NIE NIE
Cxel12 Czynnik pochodzenia NIE NIE Brak danych
stromalnego 1 — SDF1
Stc2 Stanniokalcyna-2 — STC2 NIE NIE TAK
Shisha? Homolog biatka shisa2 / TAK NIE NIE
SHISA2

Brak danych — brak przeciwciala i/lub brak reakcji przeciwciata swoistego dla innego gatunku na materiale
pochodzacym z suwaka mongolskiego
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Dyskusja

Wyjasnienie mechanizmdw lezacych u podstaw roznej wrazliwosci regiondw
hipokampa na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne (I/R) ma znaczenie nie
tylko naukowe, ale réwniez praktyczne. W niniejszej rozprawie doktorskiej
zweryfikowano: udzial czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w mechanizmach
endogennej neuroprotekcji w obszarze CA2-3, DG hipokampa, wplyw
farmakologicznej aktywacji Nrf2 na przezycie neurondéw regionu CA1 hipokampa
oraz wskazano nowe, dotychczas niebadane w kontekécie endogennej
neuroprotekcji, geny regulowane przez Nrf2, z wykorzystaniem modelu
krétkotrwatego niedokrwienia przodomoézgowia suwaka mongolskiego (oraz

organotypowej hodowli skrawkoéw hipokampa szczura).

Procesy zaangazowane w odpornos¢ regionu CA2-3, DG hipokampa na
epizod niedokrwienno-reperfuzyjny sa ztozone i obejmuja liczne szlaki komorkowe.
Jednym z biatek regulujacych wiele funkcji pro-zyciowych komorki jest czynnik
transkrypcyjny Nrf2 (147-150). Czynnik ten reguluje ekspresje genow
odpowiedzialnych za procesy antyoksydacyjne, przeciwzapalne, detoksykacyjne czy
reguluje funkcje mitochondriow (147, 150, 151). Doswiadczenia przedstawione w
niniejszej rozprawie wykazaly, ze odporny na uszkodzenie sektor hipokampa (CA2-
3, DG) charakteryzuje si¢ wyzsza aktywnos$cia Nrf2 we frakcji jadrowej niz region
podatny na uszkodzenie (CA1) juz w prawidtowym, kontrolnym mézgu dorostego
suwaka, a bodziec niedokrwienno-reperfuzyjny powoduje znaczny i dlugotrwaty
wzrost aktywnosci Nrf2 w CA2-3, DG w przeciwienstwie do niewielkiego i
krotkotrwatego wzrostu w CA1 (Ryc. 8). Wysoka aktywnos$¢ Nrf2 w kontrolnym
CA2-3, DG znajduje odzwierciedlenie w wyzszej ekspresji bialek regulowanych
przez Nrf2: oksygenazy hemowej (HO-1), peroksydazy glutationowej 1 (GPx1),
dwéch podjednostek ligazy glutaminianowo-cysteinowej, podjednostki katalitycznej
(GCLC) i podjednostki modulatorowej (GCLM). Obserwowane zmiany ekspresji
biatek regulowanych przez Nrf2 po I/R korelujg ze zmianami poziomu Nrf2 we

frakcji jadrowej potwierdzaja obecnos¢ aktywnego Nrf2.

75



Dotychczasowe badania w zwierzecych modelach niedokrwienia modzgu
potwierdzaja udzial czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w mechanizmach chronigcych
komorki przed uszkodzeniem oraz jego wpltyw na redukcje obrzeku moézgu czy
wielko$¢ zawalu (90, 152). Co wiecej, wiele badan dowodzi, ze ekspresja Nrf2
wzrasta w odpowiedzi na niedokrwienie. W mysim modelu przejSciowej okluzji
tetnicy srodkowej mézgu (tMCAOQO) zaobserwowano wzrost immunoreaktywnosci
Nrf2 i HO-1 w 24 godziny po niedokrwieniu w korze moézgu oraz prazkowiu potkuli
objetej niedokrwieniem (148). Wzrost Nrf2 byt jednak przejsciowy i w 48 godzinie
po tMCAO zmiana nie byla istotna statystycznie. Inne badania wykorzystujace ten
sam model wykazaly, za pomoca barwienia immunohistochemicznego, wzrost
komorek Nrf2 pozytywnych w obszarze okolozawatowym, w 8, 24 i 72 godzinie po
tMCAO ze szczytem w 8 godzinie (153). Co ciekawe, grupa ta zaobserwowata
réwniez zmniejszenie liczby komoérek KEAP1 pozytywnych, juz od drugiej godziny
po tMCAOQ, utrzymujace si¢ do 72 godziny po tMCAO. Wzrost Nrf2 korelowat ze
wzrostem poziomu bialek przez niego regulowanych: TRX (tioredoksyna), GSH
(glutation) i HO-1 (oksygenaza hemowa 1) (153). W modelu tMCAO u szczura, Lou i
wspotpracownicy wykazali wzrost immunoreaktywnosci Nrf2 i HO-1 24 godziny po
niedokrwieniu w ekstraktach bialkowych otrzymanych z catego hipokampa (154).
Podobne wyniki otrzymali Ren i wspotpracownicy, ktorzy badali poziom Nrf2 w
jadrach komdrkowych oraz HO-1 w cytoplazmie komoérek kory moézgowej szczura
po tMCAO (155). Zaobserwowali wzrost Nrf2 i HO-1 juz 2 godziny po
niedokrwieniu, ktéry utrzymywat si¢ do 24 godziny po I/R. W badaniu z
wykorzystaniem szczurzego modelu przejsciowego, globalnego niedokrwienia
mozgu (zacisniecie czterech naczyn na 10 minut) immunoreaktywnos¢ jadrowego
Nrf2 nie ulegata zmianie w regionie CA1 hipokampa w 6, 24 i 72 godzinie I/R,
chociaz w 30 minucie reperfuzji pojawita si¢ tendencja wzrostowa (156). W innym
szczurzym modelu, 3 dni po 20 minutowym zacisnieciu dwoch tetnic szyjnych
badacze zaobserwowali wzrost catkowitego i cytoplazmatycznego Nrf2, bez zmian
w poziomie jadrowego Nrf2 oraz biatka efektorowego - HO-1 (157). Co ciekawe, w
badaniu z wykorzystaniem suwakéw mongolskich poddanych 5-minutowemu

zacis$nieciu tetnicy szyjnych, Park i wspolpracownicy, zaobserwowali nieznaczny
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wzrost immunoreaktywnosci Nrf2 we frakcji jadrowej otrzymanej z regionu CAl

hipokampa w 48 godzinie reperfuz;ji (158).

Jak przedstawiono powyzej, wigkszo$¢ badan — w tym te przedstawione w
niniejszej rozprawie doktorskiej — potwierdzaja hipoteze o aktywacji Sciezki Nrf2 w
roznych modelach udaru mézgu. Wigkszos¢ z nich ogranicza si¢ jednak do badania
pojedynczych punktéw czasowych. Nasze badania, poprzez uwzglednienie wielu
punktéw czasowych w trakcie reperfuzji, pozwolily na przesledzenie dynamiki
zmian jadrowego poziomu Nrf2 w dwoch regionach hipokampa, CA1 i CA2-3, DG,
odmiennie reagujacych na bodziec I/R. Wysoki, wyjsciowy poziom Nrf2 w
odpornym na uszkodzenie regionie hipokampa (CA2-3, DG) oraz dodatkowy
wzrost pojawiajacy sie w 48 i 72 godzinie reperfuzji odpowiadaja dwufazowej
tolerangji opisywanej w hartowaniu niedokrwiennym (159, 160). Wczesna tolerancja
(zwana réwniez klasyczng lub szybka) rozpoczyna si¢ juz 30 minut po negatywnym
bodzcu i trwa przez okoto 2 godziny. Natomiast drugie okno tolerancji wystepuje
okoto 24 godziny pdzniej i moze trwa¢ od 2 do 7 dni. Kazda z faz tolerancji
reprezentuje dwa odmienne mechanizmy dziatania. Wczesna tolerancja na
negatywny bodziec zwigzana jest ze zmiana aktywnosci i/lub modyfikacja
potranslacyjna juz istniejacych biatek, natomiast opdzniona tolerancja wymaga
zmiany ekspresji genéw oraz syntezy biatek de novo, co wymaga czasu i zwigzane
jest z przeprogramowaniem genetycznym (161). Idac tym tropem, wydaje sie, ze
odporna na uszkodzenie cz¢$¢ hipokampa jest przygotowana na ochrone neuronéw
w warunkach zadziatania negatywnego bodzca poprzez wysoki poziom Nrf2 juz w
warunkach kontrolnych (wczesna tolerancja) oraz na rozw¢j , pelnowymiarowej”
protekcji poprzez wzrost aktywnego Nrf2 we frakgi jadrowej 2 dni od
niedokrwienia (pdzna tolerancja). Z kolei, krétkotrwaly wzrost poziomu Nrf2 we
frakcji jadrowej regionu CA1, ktdry pojawia sie¢ w 24 godzinie reperfuzji mozna
uznac¢ za prébe uruchomienia mechanizmow ochronnych w tej czesci hipokampa.
Prawdopodobnie jednak wzrost ten jest za staby aby wywotac¢ efekt. Brak nastepstw
zwigzanych ze wzrostem Nrf2 w CAl mozna roéwniez tlumaczy¢ trwatym
zahamowaniem syntezy bialek w poniedokrwiennych neuronach tego regionu (162)

co uniemozliwia translacje biatek regulowanych przez Nrf2. Co ciekawe, wzrost
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Nrf2 w regionie CAl hipokampa koreluje z obnizeniem poziomu jego
cytoplazmatycznego inhibitora — KEAP1 — w tym regionie. Wynik ten moze
sugerowac, ze aktywacja Nrf2 w regionie CA1l zwigzana jest z obnizeniem poziomu
KEAPI1. Nie zaobserwowano zmian w poziomie KEAP1 w regionie CA2-3, DG co
moze sugerowac utlenienie reszt cysteinowych KEAP1 w wyniku I/R, uwolnienie
Nrf2 z kompleksu i jego translokacje do jadra komorki (Ryec. 2) lub wynikac z innego

mechanizmu aktywacji Nrf2.

Czynnik transkrypcyjny Nrf2 uwazany jest za jeden z gtéwnych regulatoréw
odpowiedzi antyoksydacyjnej komdrki. Mozna przypuszcza¢ zatem, ze komorki
odporne na uszkodzenie, bogate w Nrf2, powinny posiada¢ dobrze rozwiniete
mechanizmy obronne przed stresem oksydacyjnym. W celu weryfikacji tego
zatozenia sprawdzono poziom bialek bioracych udzial w syntezie i utlenianiu
glutationu — GCLC, GCLM oraz GPx1. GCLC oraz GCLM Kkatalizuja pierwszy etap,
limitujacy szybkos¢, syntezy glutationu (163). Natomiast GPx1 bierze udziat w
reakcji utlenienia glutationu/redukcji wolnych rodnikéw (164). Jak wynika z naszych
badan, immunoreaktywnos¢ tych biatek jest wyzsza w CA2-3, DG niz w CAl, juz w
prawidlowym, kontrolnym mozgu a w przebiegu I/R rdznica ta poglebia si¢ na
korzys¢ CA2-3, DG (Ryc. 9). Wynik ten z jednej strony potwierdza, wigksza
aktywnos¢ Nrf2 w CA2-3, DG, a z drugiej, dowodzi ze procesy przeciwutleniajace
dominuja w CA2-3, DG. Stad, komorki regionu CA2-3, DG wydaja sie¢ by¢
przygotowane na dodatkowa synteze glutationu oraz wymiatanie wolnych
rodnikéw. W badaniu z wykorzystaniem myszy pozbawionych GPx1 i poddanych
2-godzinnemy MCAQO, zaobserwowano wzrost poziomu nadtlenkéw lipidowych
oraz wzrost wielko$ci zawatu i liczby martwych komoérek w korze moézgu (165), co
potwierdza nasza koncepcje. Co ciekawe, mysie fibroblasty embrionalne (MEF ang.
mouse embryonic fibroblasts) pozbawione Nrf2 zawierajg okoto 20% mniej
glutationu niz fibroblasty dzikie, co zwigzane jest z obnizeniem poziomu GCLC oraz
GCLM (166). Dane te sugeruja, ze wysoki poziom bialek zwigzanych z synteza i
metabolizmem glutationu zapewnia komdrkom regionu CA2-3, DG ochrone przed
stresem oksydacyjnym, a przynajmniej zapewnia dostepnos$¢ jednej ze Sciezek

ochrony przed nim. Podobny wzdér immunoreaktywnosci jak dla GCLC, GCLM i
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GPx1 otrzymalismy dla HO-1 (Ryc. 9). Oksygenaza hemowa 1 katalizuje reakcje
degradacji hemu do tlenku wegla, jonéw zelaza i biliwerdyny. Powstajaca
biliwerdyna jest redukowana do silnego przeciwutleniacza jakim jest bilirubina (167,
168). Tlenek wegla reguluje apoptoze, proliferacje komorek, stany zapalne,
wldknienie i angiogeneze (169). Natomiast obecnos¢ wolnych jondéw zelaza indukuje
synteze ferrytyny, ktora je wychwytuje i zwiazuje. (167). Jest to istotne, poniewaz
wolne jony zelaza, jak rowniez tlenek wegla, moga mie¢ negatywny wplyw na
komorki poprzez zwigkszanie stresu oksydacyjnego (170). Badania w modelu
tMCAO u szczurow wykazaty, ze aktywacja Sciezki Nrf2/HO-1 chroni neurony po
I/R przed ferroptoza (171). Natomiast badania w mysim modelu dwukrotnej, 20-
minutowej dwustronnej okluzji tetnicy szyjnej wspolnej wykazaly wzrost poziomu
Nrf2 i HO-1 w hipokampach myszy 4 tygodnie po I/R, a farmakologiczna aktywacja
Nrf2 i HO-1 poprawita morfologie neuronéw regionu CA1 (172).

Wyniki badan dotyczace biatek regulowanych przez Nrf2: GCLC, GCLM,
GPx1 oraz HO-1 koreluja z danymi uzyskanymi w naszych badaniach dotyczacych
Nrf2 (Ryc. 8). Analizujac zmiany poziomu tych bialek w hipokampie w poréwnaniu
z aktywnoscia Nrf2 po I/R mozna powiedzie¢, ze biatka GCLM, GPx1 oraz HO-1
naleza do bialek podstawowych jak i indukowanych przez Nrf2 ze wzgledu na ich
wyzsza immunoreaktywnos¢ w warunkach kontrolnych w CA2-3, DG niz w CAl
oraz wzrost poziomu w 48 i 72 godzinie reperfuzji. Natomiast GCLC charakteryzuje
si¢ takim samym poziomem w obu regionach hipokampa w kontroli i wzrostem w
48 i1 72 godzinie reperfuzji w regionie CA2-3, DG co czyni go biatkiem

indukowanym przez Nrf2.

Dotychczasowe badania oraz prezentowane tutaj wyniki, wskazuja na udziat
czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w mechanizmach endogennej neuroprotekcji.
Sprawdzono zatem czy farmakologiczna aktywacja Nrf2 ochroni neurony
wrazliwego na uszkodzenie sektora hipokampa (CA1). Rezultaty doswiadczen z
uzyciem sulforafanu (SFN) — aktywatora Nrf2 — wykazuja, Ze jego zastosowanie
zmniejsza liczbe martwych neuronéw w regionie CAl hipokampa zaréwno w
modelu ex vivo (organotypowa hodowla skrawkoéw hipokampa szczura) jak i in vivo

(5-minutowe zacis$niecie tetnic szyjnych suwaka mongolskiego). Co wiecej, efekt ten
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obserwowano zaréwno, gdy aktywator podawano w trakcie trwania uszkodzenia
jak i w opdznieniu do negatywnego bodzca (Ryc. 10, 11, 12). W modelu OHC
podanie 10 pM SFN 15 lub 30 minut po rozpoczeciu uszkodzenia
ekscytotoksycznego nadal zmniejszato liczbe uszkodzonych komorek w regionie
CA1l hipokampa w stosunku do samego NMDA (Ryc. 10). W badaniu z
wykorzystaniem modelu in vivo efekt ochronny SFN byl nadal widoczny nawet
jezeli aktywator podano w 30 minucie reperfuzji dootrzewnowo w dawce 5 mg/kg
m.c. (Ryc. 11, 12). Wyniki te swiadcza, ze farmakologiczna aktywacja Nrf2 w trakcie
lub po uszkodzeniu I/R uruchamia mechanizmy pozwalajace przetrwac¢ komoérkom
regionu CA1l hipokampa dziatanie szkodliwego bodzZca. Badania prowadzone w
roznych modelach niedokrwienia mézgu réwniez potwierdzajg, ze aktywacja Nrf2
zmniejsza obszar martwicy mozgu oraz liczbe martwych neurondéw chronigc tym
samym mozg przed szkodliwym/negatywnym bodzcem. W modelu lewostronnego
zamkniecia tetnicy srodkowej moézgu szczurow, jednokrotne podanie 5 mg/kg m.c.
SFN w 15 minucie trwania niedokrwienia zmniejszato wielko$¢ obszaru martwicy
mozgu 3 dni po procedurze (173). Zaobserwowano réwniez wzrost ekspresji genu
Hmox-1 oraz immunoreaktywnosci HO-1 w neuronach i astrocytach 24 godziny po
niedokrwieniu (173). W modelu niedotlenieniowo-niedokrwiennym (HI) oseskéw
szczurzych, jednokrotne podanie 5 mg/kg m.c. SFN 30 minut przed rozpoczeciem
niedokrwienia, zmniejszalo obszar mozgu objety uszkodzeniem oraz liczbe
martwych neurondéw w korze oraz hipokampie 24 godziny po HI (134). W modelu
organotypowej hodowli skrawkéw hipokampa myszy, poddanych toksycznemu
dzialaniu heminy lub pozbawieniu tlenu i glukozy, zastosowanie 0,5 uM SFN 24
godziny przed heming lub podczas przywracania warunkow tlenowych, zwiekszato
procent zywych komorek wybarwionych kalceing (174). W celu potwierdzenia
udzialu Nrf2 w ochronie bariery krew-mozg przez SFN, Zhao i wspdtpracownicy,
podali SFN osobnikom pozbawionym Nrf2 (myszy Nrf2”) w modelu
traumatycznego uszkodzenia mdzgu. Ochronny efekt SFN na bariere krew-mozg
zaobserwowany u dzikich osobnikéw, zostat zniesiony u osobnikow Nrf2-- (175). Jak
wynika z moich oraz innych badan, terapia celowana na Nrf2 jest bardzo atrakcyjna
w kontekscie leczenia niedokrwienia mozgu (105). Co wigcej, prezentowane wyniki

wskazuja na mozliwos¢ aktywacji Nrf2 i uzyskanie efektu ochronnego nawet po
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zadziatania bodzca I/R. Jest to niezwykle istotne w kontekscie pacjentéw po
epizodach niedokrwiennych lub niedokrwienno-reperfuzyjnych do ktérych pomoc

zwykle dociera po kilku godzinach od wystgpienia pierwszych objawow.

Aby poglebi¢ wiedze o neuroprotekcyjnych mechanizmach naturalnie
wystepujacych w odpornym regionie hipokampa poszukiwano nowych genow
regulowanych przez Nrf2, ktére moga by¢ zaangazowane w to zjawisko. W tym celu
przeprowadzono analize komputerowa z wykorzystaniem technik eksploracji

danych (ang. data mining). Korzystajac z ogdlnodostepnego atlasu sekwencji RNA

hipokampa myszy https://hipposeq.janelia.org oraz bazy genow regulowanych
przez Nrf2 udato sie¢ wybra¢ 15 gendéw (Tabela 6, suplement Tabela 1S), ktorych
poziom ekspresji w regionach tworzacych: CA2-3, DG hipokampa jest wyzszy niz w
regionie CA1l. Zastosowanie analizy komputerowej pozwolito na wylonienie genow
ktére moga by¢ nowym celem w kontekscie protekcyjnego dzialania Nrf2 a przy

okazji pozwolito ograniczy¢ liczbe zwierzat wykorzystanych w doswiadczeniach.

Rosnaca czutos¢ i specyficznos¢ dostepnych metod molekularnych pozwala
na generowanie ogromnych baz danych np. genomowych, co wiaze si¢ z rozwojem
systemow komputerowych niezbednych do ich analizy (176, 177). Niemniej, trzeba
mie¢ na uwadze, ze analizy in silico z wykorzystaniem technik data mining moga
generowa¢ wiele niespdjnosci i chociaz rozwijaja si¢ z zawrotng predkoscia,
posiadaja wiele punktéw krytycznych (178). Po pierwsze, standardowe zalozenie
statystyczne na poziomie istotnosci 5% daje Srednio 400 falszywie dodatnich
wynikow podczas analizy bazy danych sktadajacej si¢ z 8 tysiecy wartosci (179, 180).
Po drugie, bazy danych zawierajace informacje o poziomie ekspresji dziesigtek
tysiecy genow oparte sa na podstawie raptem kilku powtdrzen biologicznych (178).
Zwiazane jest to gltownie z wysokim kosztem wielkoskalowych metod oraz
ograniczong dostepnoscia materiatu biologicznego. Innym problemem jest fakt, ze
wykorzystywane algorytmy obliczeniowe nie sa w stanie wyszuka¢ wszystkich
mozliwych rozwiazan (181). Dlatego wykorzystuje sie algorytmy, ktdre przeszukuja
malg czes¢ danych i na tej podstawie odnajduja mozliwe rozwiazania. Analizy
wielkoskalowe moga réwniez zalicza¢ do odczytow szumy i/lub przypadkowe

reakcje razem z faktycznymi, biologicznymi informacjami (178). Jednym z ostatnich

81


https://hipposeq.janelia.org/

problemow zwigzanym z analiza komputerowa jest fakt, ze faczy ona ze soba
zazwyczaj kilka baz danych, ktore powstaty w rézny sposob, sa dostepne w réznych
formatach i sa obarczone wszystkimi powyzej wymienionymi problemami (178).
Zatem w analizie taczonej, wiecej niz jednej bazy danych, mozemy wygenerowac
jeszcze wiecej fatszywie dodatnich wynikow (178). Mimo to, wykorzystanie technik
komputerowych oraz dostepnych baz danych staje si¢ coraz bardziej powszechne.
Nalezy jednak pamiegta¢ o niedoskonatosciach technik komputerowych i o potrzebie
weryfikacji uzyskanych wynikéw za pomoca standardowych, sprawdzonych i

wiarygodnych metod.

W zwiazku z powyzszym, w niniejszej rozprawie doktorskiej wykorzystano
ilosciowa reakcje fancuchowgq polimerazy z odwrotna transkrypcja (qQRT-PCR) w
celu weryfikacji wynikow uzyskanych za pomoca analizy komputerowej. Jednak,
aby rozpoczac¢ analize ekspresji wyselekcjonowanych gendéw z uzyciem tej techniki
w pierwszej kolejnosci przeprowadzono weryfikacje siedmiu kandydatow na gen
referencyjny w modelu krotkotrwalego niedokrwienia przodomozgowia suwaka
mongolskiego. Wybranie stabilnych w danym modelu gendw referencyjnych jest
kluczowe w kontekscie uzyskania wiarygodnych wynikéw ekspresji gendéw
docelowych. Powszechnie stosowane geny referencyjne jak Actb, Gapdh czy
185rRNA czesto nie sg weryfikowane w konkretnych modelach badawczych, wiec
normalizacja za ich pomoca moze prowadzi¢ do bfednej interpretacji ekspresji
badanych genéw, szczegodlnie tych o niskiej ekspresji (182). W niniejszej rozprawie,
oprocz powszechnie stosowanych gendw referencyjnych, zweryfikowano takze
Hmbs, Hprtl i Ywhaz oraz nowy gen Bud23, dotychczas nie badany w kontekscie
wykorzystania jako referencja. Co ciekawe, wyniki qRT-PCR analizowane =z
wykorzystaniem programu RefFinder wskazaty, ze to wtasnie Actb oraz 185rRNA sa
najmniej stabilnymi genami w modelu przejsciowego niedokrwienia
przodomdzgowia suwaka mongolskiego (Ryc. 15, 16). Najbardziej stabilnym genem
referencyjnym w badanym modelu okazat sie¢ Hmbs. W zwiazku z tym, ze Bud23,
gen drugi w rankingu stabilno$ci, podobnie jak Hmbs charakteryzuje si¢ niskim
poziomem ekspresji, do analizy gendw wyselekcjonowanych w badaniu in silico,

jako drugi gen referencyjny wybrano Gapdh ze wzgledu na jego wyzszy poziom

82



ekspresji. Wybor gendw referencyjnych o réznym poziomie ekspresji (niskokopijny i
wysokokopijny) sa istotne podczas badania ekspresji genow o nieznanym poziomie

ekspresji.

Walidacja genow referencyjnych pozwolita rozpocza¢ weryfikacje wynikow
uzyskanych w analizie in silico oraz weryfikacje wptywu I/R na ekspresje wybranych
genow. Analiza ekspresji gendow w kontrolnym hipokampie suwaka mongolskiego
wykazala, ze 3 sposrod 15 wyselekgjonowanych gendéw (Mpp3, Ret, Shisa2)
wykazywaly wyzsza ekspresje w CA2-3, DG niz w CA1, potwierdzajac w ten sposob
wyniki otrzymane w analizie komputerowej (Ryc. 17). Biorac pod uwage
wymienione punkty krytyczne technik komputerowych oraz fakt, Ze analizowane
dane pochodzity z atlasu ekspresji genow myszy, uzyskana pozytywna weryfikacja
na materiale pochodzacym z kontrolnych suwakow mongolskich na poziomie 20%
moze by¢ uznana za satysfakcjonujacy wynik. Co wazne, zmiany ekspresji genow
Mpp3, Ret, Shisa2 koreluja z wyzsza aktywnoscia Nrf2 w kontrolnym CA2-3, DG.
Mozna zatem uznad je za geny podstawowe regulowane przez Nrf2. Dla produktu
biatkowego genu Shisa2 przeprowadzono analize Western blot. Wykazata ona, ze
poziom biatka SHISA2 w obu regionach kontrolnego, prawidtowego hipokampa byt
taki sam (Ryc. 19 B, E), zatem wysoka ekspresja Shisa2 w kontrolnym CA2-3, DG nie
byla odzwierciedlona w poziomie produktu biatkowego. Co wigcej, analiza ekspresji
mRNA i biatka genu Shisa2 po epizodzie I/R wskazata na obnizenie ekspresji mRNA
po I/R w CA2-3, DG do poziomu z CA1 i brak zmian poziomu biatka SHISA2 w obu
regionach hipokampa po I/R (Ryc. 19 A, B, E). Biatko SHISA2 nalezy do rodziny
biatek SHISA, ktéra u kregowcow sktada sie z 9 podrodzin (183, 184). Biatko SHISA
zostalo opisane przez Yamamoto i wspotpracownikéw (185) jako antagonista szlaku
sygnalizacyjnego Wnt i FGF oraz biatko niezbedne w embriogenezie w procesie
formowania gltowy ptaza Xenopus. SHISA oddziatuje z niedojrzalymi formami
receptora Wnt, Frizzled oraz receptora FGF w siateczce srodplazmatycznej, hamujac
ich modyfikacje potranslacyjne oraz dojrzewanie i przemieszczanie si¢ na
powierzchnie komorki (185, 186). Wykazano takze, ze SHISA2 jest zwigzana z
tworzeniem segmentow podczas somitogenezy u Xenopus oraz rozwoju zarodkéw

kurzych (187) poprzez hamowanie szlaku Wnt i FGF (188). Wysoka ekspresje Shisa2
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stwierdzono w niektorych liniach komorek nowotworowych np. nowotworu
prostaty (183) czy drobnokomodrkowego raka ptuc (189). Wykazano, ze wysoki
poziom Shisa2 zwigksza wzrost, proliferacje, Zywotnos¢ oraz inwazyjnos¢ komorek
nowotworowych (183, 189). Trudno jednak spekulowa¢ o roli tego biatka w
mechanizmach endogennej neuroprotekcji biorac pod uwage brak efektu w postaci
produktu biatkowego pomimo wysokiego poziomu mRNA w CA2-3, DG u

kontrolnego suwaka mongolskiego i brak zmian poziomu biatka SHISA2 po I/R.

Nastepnym  etapem  badann bylo  sprawdzenia czy  ekspresja
wyselekcjonowanych gendéw koreluje ze wzrostem aktywnosci Nrf2 w odpornym na
uszkodzenie regionie hipokampa po I/R (Ryc. 8). W tym celu zweryfikowano wptyw
I/R na poziom mRNA 15 wyselekcjonowanych gendéw. Ekspresja 4 sposrod nich,
Aifm2, Fzd7, Camk1 oraz Gpcl ulegata wzrostowi w 96 godzinie reperfuzji w regionie
CA2-3, DG hipokampa suwaka mongolskiego (Ryc. 20 A, C Ryc. 21 A Ryc. 22 F).
Zaobserwowano takze przejsciowy wzrost ekspresji genu Tdo2 w regionie CA2-3,
DG w 48 godzinie reperfuzji (Ryc. 21 E) oraz wzrost ekspresja genu Bripl od 24 do 96
godziny reperfuzji tego samego regionu (Ryc. 22 A). Wskazane wzrosty ekspresji
koreluja ze wzrostem aktywnosci czynnika transkrypcyjnego Nrf2 w odpornym na
uszkodzenie regionie hipokampa (Ryc. 8). Co ciekawe, analiza Western blot
wykazata wzrost produktu biatkowego w regionie CA2-3, DG w 72 i/lub 96 godzinie
reperfuzji dla 4 z wymienionych genow: Aifm2, Fzd7, Camk1 oraz Bripl (Ryc. 20 A, D,
E Ryc. 21 B, G Ryc. 22 B, E). Mozna zatem uzna¢, Ze wskazane geny i ich produkty
biatkowe sa indukowane przez Nrf2 w wyniku stresu niedokrwienno-
reperfuzyjnego. Na poziomie biatkowym, w regionie CA2-3, DG, zaobserwowano
rowniez przejSciowy wzrost biatka STC2 w 72 godzinie reperfuzji oraz wzrost
poziomu biatka PHGDH w 72 i 96 godzinie po przywrdceniu krazenia (Ryc. 19 D, E
Ryc. 21 D, G). Jednak wzrostom tym nie towarzyszyly zmiany na poziomie mRNA.
W przypadku Tdo2 zaobserwowany wzrost poziomu ekspresji mRNA nie byl
odzwierciedlony we wzroscie jego produktu biatkowego w regionie CA2-3, DG po
I/R (Ryc. 21. E, F, G). Biorac pod uwagg, ze to biatko jest efektorem ekspresji genu, to
wlasnie geny (Aifm2, Fzd7, Camkl oraz Bripl), ktérych wzrostowi mRNA

towarzyszyt wzrost poziomu produktow biatkowych, wydaja si¢ najbardziej
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interesujgce w kontekscie mechanizméw endogennej neuroprotekgi i to im
poswiecono kolejng czes¢ dyskusji. Podsumowanie informacji o wszystkich 15
genach i ich produktach biatkowym znajduje si¢ w suplemencie niniejszej rozprawy

doktorskiej w Tabeli 1S.

Dotychczasowe badania wykazaly, ze biatko AIFM2 (apoptosis-inducing factor
mitochondria-2), znane roéwniez jako FSP1 (Ferroptosis suppressor protein 1)
posiada zarowno zdolnos¢ indukcji apoptozy jak i ochrona komorek przed
ferroptoza (190-192). Badania z uzyciem tandemowego spektrometru mas (MS/MS)
wykazaly, ze 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) ma zdolnos$¢ addycji His174 i Cys187
biatka AIFM2/FSP1 (193). Badania zmodyfikowanego HNE biatkiem AIFM2/FSP1 w
linii komorkowej kardiomiocytow HO9C2 =z wykorzystaniem mikroskopu
konfokalnego wykazaly, Ze modyfikacje te sa niezbedne do wydostania sie
AIFM2/FSP1 z mitochondridow, a spektrofotometryczne badania aktywnosci
oksydreduktazy ujawnily, ze modyfikacje wywotane HNE moga powodowac
przelaczenia pomiedzy aktywnoscig oksydoreduktzay NAD(P)H a aktywnoscig
proapoptotyczna AIFM2/FSP1 (50). Wiadomym jest, ze 4-hydroxy-2-nonenal to
aldehyd powstajacy podczas peroksydacji lipidéw blonowych w wyniku stresu
oksydacyjnego. Moze to zatem sugerowaé, ze biatko AIFM2/FSP1 w
poniedokrwiennych neuronach hipokampa, w ktérych epizod I/R skutkuje
rozwojem stresu oksydacyjnego, posiada modyfikacje aktywujace postac
oksydoreduktzay NAD(P)H tego biatka. AIFM2/FSP1 w tej postaci katalizuje
redukcje koenzymu Q10 (CoQ10, ubichinon) do ubichinolu (CoQ10H2), ktdry jest
silnym przeciwutleniaczem, wylapujacym wolne rodniki lipidowe (190, 194). Co
wiecej, wykazano, ze biatko AIFM2/FSP1 hamuje ferroptoze, niezaleznie od GPX4,
chociaz mechanizm antyferroptyczny AIFM2/FSP1 pozostaje niejasny (194). Badania
w  modelu niedotlenieniowo-niedokrwiennym noworodkéw (HI) myszy
pozbawionych genu Aif2 (AIF2 KO) wykazaly zwigkszenie uszkodzenia mozgu w 72
godzinie po HI oraz wzrost markerow stresu oksydacyjnego: 8-hydroksyguanozyny
i 3-nitrotyrozyny w 6 godzinie po HI lub dialdehydu malonowego w 24 godzinie po
HI (195). Rowniez nasze wczesniejsze badania metabolomiczne w modelu
krotkotrwalego niedokrwienia moézgu suwaka wskazuja na metabolizm

glicerofosfolipidéw oraz puryn jako istotne w kontekscie wrazliwosci regionu CA1
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na I/R (74). Badania na komdrkach nowotworu ptuc H1299 i H23 pozbawionych
KEAP1 wykazaty wzrost ekspresji AIFM2/FSP1, co wskazuje na regulacje jego
ekspresji przez Nrf2 (196). W modelu wszczepienia podskornie myszom
Foxnlnu/Foxnlnu komoérek nowotworu ptuc H1299 utrata KEAP1 przyspieszyta
wzrost guza, a delecja AIFM2/FSP1 zahamowata jego wzrost (196). Co ciekawe,
wyciszenie AIFM2/FSP1 i/lub farmakologiczne zahamowanie FSP1 lub zwigzanych z
nim $ciezek, przywrocito guzom pluc pozbawionych KEAP1 wrazliwo$¢ na
radioterapi¢, prawdopodobnie poprzez przywrdcenie ferroptozy (196). Wyniki
naszych badan pokazuja, Zze po I/R zwigksza si¢ poziom ekspresji Aifm2 i produktu
biatkowego AIFM2/FSD1 w regionie hipokampa odpornym na uszkodzenie. Jak
sugeruja badania przedstawione powyzej, zwiazki powstajace w stresie
oksydacyjnym, ktdry jest nieodtaczna sktadowa uszkodzenia I/R, moga dziata¢ jako
,przelaczniki” aktywnosci AIFM2/FSD1 z aktywno$ci proapoptotycznej na
antyferroptotyczna. Stad, wzrost ekspresji genu Aifm2 i jego produktu biatkowego w
regionie CA2-3, DG moga sugerowac¢ wilaczenie mechanizméw ochronnych przed
ferropotza w neuronach tego regionu hipokampa. Wydaje sig¢, ze podobny
mechanizm przejsciowo aktywowany jest w regionie CAl, gdzie w 24 godzinie
reperfuzji zwigksza si¢ poziom ekspresji Aifm2, jednak bez efektu w postaci biatka,
co moze by¢ zwiazane z trwalym zahamowaniem syntezy bialek we wrazliwym na

I/R obszarze hipokampa (162).

Kolejne badane biatko, Frizzled 7, nalezy do rodziny receptoréw w ktdrej
sktad wchodzi 9 biatek. Biatko FZD7 zbudowane jest z N-kornicowej domeny
zewnatrzkomodrkowej, domeny siedmiokrotnie przechodzacej przez blone
komodrkowa oraz C-koncowej domeny cytoplazmatycznej. FZD7 w obecnosci ko-
receptordw, biatek LRP5 i LRP6, moze reagowac¢ na biatka Wnt i aktywowac
kanoniczny szlak 3-kateiny lub w obecnosci innego ko-receptora, biatka ROR2, moze
aktywowac nie-kanoniczna sciezke Wnt (197). Szlak sygnatlowy Wnt jest ewolucyjnie
konserwowana czescia wewnatrzkomorkowej transdukcji sygnatu, ktora reguluje
wiele procesow jak proliferacja, réoznicowanie i migracja komoérek oraz decyzje o
losie komorki podczas rozwoju (198). Co wiecej, udowodniono udzial szlaku
sygnalizacji Wnt/pB-kateiny w wewnatrzkomdérkowych mechanizmach majacych

zapewni¢ prawidlowe funkcjonowanie komdrek nerwowych w odpowiedzi na
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negatywny bodziec np. niedokrwienie mézgu czy uszkodzenie rdzenia kregowego
(199-201). Biorac pod uwage fakt, ze FZD7 jest receptorem bioracym udziat w
aktywacji sciezki Wnt, jego obecnos¢ moze by¢ niezbedna do wywotania wyzej
opisanego efektu. W mysim modelu krwotoku srédmoézgowego (ICH)
zaobserwowano wzrost poziomu FZD7 12, 24 godziny i 3 dni po ICH w potkuli
poddanej procedurze (202). Co wigcej, dodatkowa aktywacja FZD7 zmniejszyta
powierzchnie obrzeku mdzgu, a wyciszenie FZD7 pogarszato obrzek moézgu w tym
modelu (202). Wiele badant wskazuje, ze biatko FZD7 jest receptorem Wnt
ulegajacym nadaktywacji w réznych nowotworach np. raku jelita grubego (203, 204),
raku watrobowokomorkowym (205, 206) czy glejaku (207). Badania z
wykorzystaniem tkanek ludzkiego glejaka o niskiej i wysokiej ztosliwosci, wykazaty
ze poziom FZD7 koreluje ze stopniem zlosliwosci glejaka — wyzszy poziom FZD7 =
bardziej ztosliwy glejak, a wyciszenie ekspresji Fzd7 w dwdch liniach komérkowych
glejaka U87 i LN229 zmniejszalo proliferacje, migracje i inwazyjnos¢ komorek
nowotworowych (207). Co ciekawe, taka sama korelacje ze stopniem zlosliwosci
glejaka wykazano dla Nrf2 (wyzszy poziom Nrf2 = bardziej ztosliwy glejak),
zarowno in vivo (208) jak i in vitro w liniach komoérkowych glejaka U87 i LN229 (209).
Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazuja na tendencje
wzrostowa ekspresji Fzd7 w CA2-3, DG po uszkodzeniu niedokrwienno-
reperfuzyjnym. Widoczny jest jednak statystycznie istotny wzrost poziomu biatka
FZD7 w 72 1 96 godzinie reperfuzji. Zatem mozemy uznac¢ gen Fzd7 i jego produkt
biatkowy za gen indukowany przez Nrf2. Pomimo, Zze analiza terminéw z bazy
ontologii genéw wiazala geny indukowane gltownie z terminem ,odpowiedz na
stres oksydacyjny”, a geny podstawowe z terminem , proliferacja komorek” (95),
otrzymane wyniki na tle doniesient na temat FZD7, sugerujq Ze wzrost jego poziomu
w odpornej na uszkodzenie czesci hipokampa moze przyczyniac sie¢ do zwiekszonej
aktywnosci Sciezki sygnatowej Wnt, co moze mie¢ przelozenie na wigksza
plastycznos¢ tego regionu i by¢ cze$cia mechanizmdéw endogennej neuroprotekciji.
Co wiecej, na tle doniesienn o hamowaniu receptorow Frizzled przez biatka z rodziny
SHISA (185, 186), mozemy spekulowa¢, ze brak zmian poziomu biatka SHISA2 po
I/R w regionie CA2-3, DG hipokampa jest czescia mechanizmoéw endogennej

neuroprotekcji majacych na celu umozliwienie dojrzewania i przemieszczania
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receptoréow Frizzled, w tym FZD7, z siateczki $rodplazmatycznej do blony
endosomow i bfony komorkowej co w konsekwencji umozliwia aktywacje Sciezki

sygnalowej Wnt.

Wazna czescig kaskady niedokrwienia, opisanej we wstepnie, jest wzrost
poziomu jonow wapnia w cytoplazmie. Jony te w komorce moga tworzy¢ kompleks
z kalmoduling, ktéry aktywuje jedna z rodzin kinaz serynowo-treonionowych. -
kinazy CaM. Jedna z nich jest kinaza biatkowa CAMKI1. Ekspresja Camkl w mozgu
jest wysoka a produkt biatkowy zlokalizowany jest gtéwnie w cytoplazmie (210,
211). CAMKI1 do pelnej aktywnosci wymaga obecnosci kinazy CaMKK, ktdra ja
fosforyluje (212). Badania w mysim modelu nadekspresji Camkl wskazaly udziat
szlaku CaMKK-CAMK1 w wydluzaniu dendrytow i/lub aksondéw neurondéw
korowych (213). W badaniach in wvitro w hodowli komorkowej neuronow
hipokampalnych oraz komorek ziarnistych modzdzku szczura zahamowanie
CaMKK, CAMKI1 lub CAMK4 skutkowato skréceniem neurytow o okoto 70% w
stosunku do komodrek kontrolnych (214). W obu typach komorek zahamowanie
kinaz CaMKK, CAMKI1 lub CAMK4 powodowato zahamowanie wzrostu zarowno
aksonow jak i niedojrzatych dendrytéw (214). Co ciekawe, w hodowli komdrek
hipokampa noworodkéw szczura, stymulacja komodrek glutaminianem lub
depolaryzacja jonami K* zwiekszata aktywnos¢ CAMK1 2,4- lub 3,6-krotnie w
stosunku do kontroli (211). Podobny efekt, w postaci wzrostu aktywnosci CAMKI,
zaobserwowano po zastosowaniu NMDA i AMPA (211). Schmitt i wspotpracownicy
(212) zaobserwowali zalezno$¢ pomiedzy sciezka ERK (kinaza regulowana
sygnalem zewnatrzkomodrkowym) a CAMKI1. Depolaryzacja komorek linii nerwiaka
ptodowego NG108 powoduje rozlegla aktywacje Sciezki ERK (212). Natomiast
zahamowanie CaMKK lub CAMKI1 efekt ten znosi, sugerujac, ze szlak CaMKK-
CAMK1 jest niezbedny do aktywacji Sciezki ERK w warunkach depolaryzacji i
podwyzszonego stezenia jondw wapnia w tym typie komorek (212). Zatem CAMKI1
moze uczestniczy¢ w aktywagji biatka ERK zwiazanego z sygnalizacja pro-zyciowa
komorek oraz protekcja neurondéw (215, 216). Co wiecej, niedawne badania Yang i
wspotpracownikow wskazaty na mozliwosc fosforylagji biatka PINK1 przez CAMK1
(217). Obnizenie ekspresji CAMK1 w linii komodrek progenitorowych $rédbtonka
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(EPC ang. Endothelial Progenitor Cell) powodowalo istotne obnizenie poziomu
ufosforylowanego biatka PINKI1, podczas gdy wzrost stezenia jondw wapnia w
pozywece, ktore zwigkszaja aktywnos¢ CAMKI (218), powodowal wzrost poziomu
ufosforylowanego biatka PINK1 (217). Wyniki tych badan oraz obserwowany przez
nas wzrost poziom ekspresji Camkl i jego produktu biatkowego w 96 godzinie
reperfuzji w regionie CA2-3, DG sa spojne z ostatnio opublikowanymi przez nasza
grupe wynikami, wskazujacymi na aktywacje mitofagi zaleznej od PINK1 w
regionie CA2-3, DG hipokampa suwaka mongolskiego po I/R (83). Jednak, funkcja
biatka CAMK1 w komodrkach modzgu dotknietych niedokrwieniem sa nadal
poznawane. Przedstawione doniesienia sugeruja, ze wzrost ekspresji genu Camkl w
poniedokrwiennym CA2-3, DG moze by¢ czeScia mechanizmdéw endogennej
neuroprotekcji poprzez aktywacje $ciezki ERK czy wplyw na metabolizm

mitochondriow.

Na poczatku XXI wieku wykazano, ze inaktywacyjne mutacje w genie Bripl w
obu allelach sa przyczyna rozwoju anemii Fanconiego typu J (219-221). Badania nad
produktem biatkowym genu Bripl ujawnily, ze biatko to oddzialuje z domena
BRACT biatka BRCA1 oraz, ze posiada funkcje ATPazy zaleznej od DNA i 5 do 3
helikazy DNA zaleznej od ATP (222, 223). Co wigcej, jednoallelowe mutacje w genie
Bripl predysponuja do rozwoju raka piersi, jako Ze istnieje Scista zaleznos¢
pomiedzy prawidlowa funkcja BRAC1 a BRIP1 (224-226). Przedstawione doniesienia
na temat genu Bripl powstaly niemalZze jednoczesnie, stad w wielu publikacjach
produkt biatkowy genu Bripl pojawia si¢ pod réznymi nazwami: FANC] - Homolog
biatka grupy ] anemii Fanconiego, BRIP1 - Helikaza 1 oddziatlujaca z biatkiem
BRAC1 lub BACHI1 - Helikaza 1 zwigzana z C-koricowa domeng biatka BRAC1. W
niniejszej rozprawie doktorskiej przyjeto nazwe BRIP1. Badania in vitro na
komorkach linii raka piersi MCF7 z wyciszong ekspresja BRIPI poddanych
uszkodzeniu promieniowaniem jonizujacym (PJ) wykazaly opdzniong w stosunku
do komodrek kontrolnych naprawe peknieé nici DNA oraz obnizony poziom biatka
BRACI (225). Co wigcej, w tym samym modelu w komorkach MCF7 typu dzikiego
poddanych dziataniu PJ, biatko BRIP1 zlokalizowano w jadrze komoérkowym w

miejscu peknie¢ nici DNA (225), co bylo zgodne, z wynikami otrzymanymi przez
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inng grupe badawcza, dotyczacymi lokalizacji jadrowej biatka BRAC1 w miejscu
uszkodzenia DNA (227). Podobne wyniki uzyskali Cantro i wspolpracownicy,
ktorzy w komorkach U20S, pozbawionych biatka BRIP1, wykazali opdzniona
naprawe peknie¢ nici DNA po ekspozycji na promieniowanie jonizujagce gamma
(223). Kolejne badania wykazaly, ze lokalizacja jadrowa biatka BRIP1 w miejscu
uszkodzenia DNA pojawiata si¢ takze w odpowiedzi na uszkodzenie komorek
MCEF7 spowodowane hydroksymocznikiem czy mitomycyna C (228). W roku 2022,
grupa Maniego i wspotpracownikéw wykazata wysoki poziom biatka BRIP1 w
hipokampie myszy, w szczegdlnosci w zakrecie zgbatym (229). Co wiecej, grupa ta
wykazata, ze komodrki nerwowe pozbawione BRIP1 wykazuja zwigkszona formacje
petli R nici DNA (mogacych prowadzi¢ do peknigcia chromosoméw czy utraty
informacji generycznej) w kontroli oraz w odpowiedzi na nadtlenek wodoru, a
uszkodzenie ekscytotoskyczne, indukowane kwasem L-glutaminowym w
komorkach pozbawianych BRIP1, zwigksza poziom stresu oksydacyjnego, pogarsza
stan mitochondriow oraz zwigksza liczbe martwych komorek w stosunku do
kontroli. W naszych badaniach ekspresja Bripl po uszkodzeniu I/R wzrasta juz od 24
godziny reperfuzji w regionie CA2-3 DG, a poziom jego produktu biatkowego
wzrasta w 96 godzinie po niedokrwieniu. Rozwazajac otrzymane dane na tle
obecnych doniesien na temat genu Bripl, wzrost jego ekspresji w CA2-3, DG w
odpowiedzi na bodziec I/R moze by¢ mechanizmem obronnym majacym na celu
naprawe uszkodzen nici DNA powstajacych w wyniku niedokrwienia. Wzrost na
poziomie biatka dotyczyl jedynie 96 godziny reperfuzji, jednak badania z
wykorzystaniem catkowitych ekstraktow biatkowym mogly zamaskowad wzrost
poziomu tego bialka w miejscu powstawania uszkodzen nici DNA - jadrze
komorkowym. Stad, w celu ustalenia doktadnego udziatu biatka BRIP1 w

mechanizmach endogennej neuroprotekcji niezbedne sa dalsze badania.

Opisane powyzej geny i ich produkty biatkowe, wylonione w analizie in silico,
moga bra¢ udzial w mechanizmach endogennej neuroprotekcji jako geny
indukowane przez Nrf2 w odpowiedzi na bodziec I/R. Jednak, w celu poznania i
ustalenia ich dokladnego udzialu w naturalnej ochronie neuronow regionu CA2-3,

DG niezbedne sa dalsze badania, a analizy przeprowadzone w niniejszej rozprawie
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doktorskiej sa tylko punktem wyjscia do eksploracji przedstawionych biatek i

sciezek molekularnych, w ktore sa zaangazowane.

Ciekawym zagadnieniem, ktére pojawito si¢ podczas analizy wynikéw jest
czeSciowy brak korelacji pomiedzy ekspresja genu a poziomem produktu
biatkowego. Sytuacja ta moze wynika¢ z mechanizmow regulujacych etapy
pomiedzy mRNA a powstaniem biatka jak modyfikacje potranskrypcyjne czy
obecnos¢ niekodujacego RNA lub wynika¢ z zahamowania syntezy bialek w mézgu
po I/R. W latach 70 XX wieku udowodniono, ze mRNA, podobnie jak rRNA czy
tRNA, ulega obrobce potranskrypcyjnej (230). Do najczestszych modyfikacji nalezy
metylacja, cho¢ moze roéwniez dochodzi¢ m.in. do zmiany w wiazaniach
glikozydowych mRNA (230, 231). Modyfikacje potranskrypcyjne mRNA wptywaja
na jego splicing, transport czy stabilnos¢ i moga oddzialywac¢ na powstawanie
biatek. Jednak, same zmiany w obrebie mRNA nie sa mozliwe do uwidocznienia za
pomoca reakgji taricuchowej polimerazy (230). Coraz wiecej doniesieri naukowych
wskazuje na udziat niekodujacego RNA w regulacji ekspresji gendw poprzez wplyw
na stabilnos¢ mRNA czy proces translacji (232-235). Ponadto, brak zmian poziomu
biatek w regionie CAl hipokampa pomimo zmian ekspresji ich genéw moze
wynika¢ z trwatego zahamowania translacji w tym regionie hipokampa w
odpowiedzi na bodziec I/R (162). W regionie odpornym na uszkodzenie I/R,
zahamowanie syntezy biatek jest przejsciowe i 24 godziny po bodzcu
uszkadzajacym translacja wraca do prawidlowego poziomu, co pozwala na synteze
bialek w tym biatek cytoprotekcyjnych (236-238). Przykladem genu, ktérego wzrost
ekspresji mRNA nie jest odzwierciedlony we wzroscie poziomu produktu
biatkowego, jest Tdo2. Statystycznie istotny wzrost ekspresji Tdo2 zaobserwowano w
odpornym na uszkodzenie regionie hipokampa w 48 godzinie reperfuzji w
poréwnaniu z grupa kontrolna. W pozostatych badanych punktach czasowych po
I/R (24, 72 i 96 godzina) stwierdzono tendencje wzrostowa, ktéra w porownaniach
wielokrotnych ANOVA nie byla statystycznie istotna. Natomiast, poziom produktu
biatkowego genu Tdo2 nie zmienial sie¢ w CA2-3, DG po I/R. Gen Tdo2 koduje
enzym, 2,3-dioksygenaze tryptofanu. Tryptofan ulega katabolizmowi do serotoniny

jedynie po przekroczeniu bariery krew-moézg natomiast 95% tryptofanu, w
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warunkach fizjologicznych, jest metabolizowana na drodze szlaku kynureninowego
(239). TDO2 Kkatalizuje nieodwracalny rozszczep pierscienia indolowego L-
tryptofanu w wyniku czego powstaje N-formylo-L-kinurenina (240). Zwigkszona
aktywnos¢ oksygenaz tryptofanu, w tym TDO2, prowadzi do powstawania
nadmiernych ilosci zwigzkdéw neuroaktywnych o potencjale neurotoksycznym np.
kinureniny (241). W badaniach z wykorzystaniem mysiego modelu MCAO
dootrzewnowe podanie L-kinureniny zwigkszato obszar zawatu w stosunku do
kontroli po samym MCAO (242). Co wigcej, w tym samym modelu wykazano, ze
zahamowanie aktywnosci TDO2, ale nie IDO (2,3-dioksygenaza indolaminy),
zmniejsza obszar zawatu. Wynik ten wskazuje, ze to TDO2 jest odpowiedzialny za
biosynteze L-kinureniny w modzgu myszy po udarze (242). W kontekscie
przedstawionych danych, wzrost ekspresji genu Tdo2 bez odpowiedzi w postaci
biatka TDO2 moze by¢ protekcyjne dla regionu CA2-3, DG. Ponadto, wynik ten
moze sugerowacd, ze czescia mechanizmow endogennej neuroprotekgji jest scista
regulacja procesu translacji. Warto tez zaznaczy¢, ze przemiany tryptofanu sa
wielokierunkowe i moga prowadzi¢ do syntezy serotoniny lub indolu (240). W
naszych wczesniejszych badaniach metabolomicznych zwrdciliSmy uwage na istotne
roznice w zawartosci tryptofanu i indolu w cze$ciach hipokampa o rdznej
wrazliwosci na I/R (74). Zatem mozna sugerowac, ze dalsze badania tych szlakow
metabolicznych moga by¢ cennym wkladem w zrozumienie zjawiska endogennej

neuroprotekgji.

Sposrdd pozostatych genow wyselekcjonowanych w analizie in silico tylko
Gpcl (Ryc. 22 E) charakteryzowat sig¢ wzrostem ekspresji w CA2-3, DG po
niedokrwieniu. Ekspresja Lrp8 i Hrk nie zmieniata si¢ w odpornym na uszkodzenie
regionie hipokampa (Ryc. 22 E), a ekspresje Cxcl12 charakteryzuje falisty wzor
obecnosci mRNA (Ryc. 19 F). Jednak nie udalo si¢ zweryfikowa¢ poziomu
produktow biatkowych tych genéw w dwoch regionach hipokampa, ze wzgledu na
brak przeciwcial lub brak sygnatu przy wykorzystaniu przeciwcial swoistych dla
innych gatunkéw na materiale pochodzacym od suwaka mongolskiego. Poziom
ekspresji Phgdh wzrastal w CA1 i nie zmieniat sie w CA2-3, DG, natomiast poziom

biatka PHGDH wzrastat w CA2-3, DG a malat w CA1l po I/R. PHGDH Kkatalizuje
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pierwszy etap syntezy L-seryny, a wiele doniesient wskazuje, ze dostarczenie seryny
do astrocytow jest niezbedne dla przezycia neurondw i prawidlowego ich
funkcjonowania (243-245). Ekspresja kolejnego genu, Stc2 nie zmieniata si¢ w
zadnym regionie hipokampa, natomiast poziom biatka STC2 wzrastat przejsciowo w
CA1l w 48 godzinie reperfuzji oraz w CA2-3, DG 72 godziny po niedokrwieniu.
Stanniokalcyna 2 zaangazowana jest w wiele proceséw komodrkowych (246)
(suplement Tabela 1S). Badania dotyczace STC2 w szczurzym modelu tMCAO
wykazaly wzrost ekspresji Stc2 w korze moézgu od 3,5 do 24 godzin po 90
minutowym niedokrwieniu (247). Zaobserwowano réwniez wzrost poziomu biatka
STC2 od 6 do 48 godzin po 120 minutowym MCAOQO. Wyciszenie STC2 w komodrkach
mysiej neuroblastomy N2a zmniejszato przezycie komorek poddanych dziataniu
nadtlenku wodoru lub tapsigarginy sugerujac udzial stanniokalcyny 2 w przezyciu
komodrek w odpowiedzi na stres (247). W tym Swietle, wzrost poziomu biatek
PHGDH i STC2 w odpornym na uszkodzenie regionie hipokampa po I/R moze by¢
skladowq naturalnych mechanizméw obronnych tj. endogennej neuroprotekgji tego

regionu.

Wiele lat badan, doktadne poznanie mechanizméw prowadzacych do $mierci
komoérek nerwowych w wyniku uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego oraz
proby ich zahamowania nie pozwolily na ustalenie efektywnej strategii terapii.
Fascynujacym kierunkiem badan jest zglebianie i wykorzystanie w leczeniu,
naturalnych mechanizméw obronnych, jakie posiadaja komorki nerwowe w reakgcji
na szkodliwe bodZce. W niniejszej rozprawie doktorskiej pokazano udziat czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 w naturalnych mechanizmach obronnych regionu CA2-3,
DG. Co wiecej, dowiedziono, ze farmakologiczna aktywacja Nrf2 chroni komorki
regionu podatnego na uszkodzenie (CA1l) przed dzialaniem szkodliwego bodzca.
Istotna i innowacyjng informacjg uzyskana w toku badan jest mozliwos¢ wywotania
efektu ochronnego po zastosowaniu aktywatora Nrf2 w opo6znieniu do
negatywnego bodzca (ex vivo 15 i 30 minut, in vivo 30 minut). Co wigcej, dzieki
zastosowaniu nowoczesnych technik komputerowych i eksploracji danych udato
sie ustali¢ nowe geny i biatka zaangazowane w mechanizmy endogennej

neuroprotekcji  regionu CA2-3, DG w odpowiedzi na uszkodzenie

93



niedokrwienno/reperfuzyjne, co jest nowatorskim podejsciem do problemu
niedokrwienia mozgu i mechanizméw endogennej neuroprotekci. Wyniki te
przyczyniaja si¢ do lepszego zrozumienie naturalnie wystepujacych mechanizmow
protekcyjnych oraz szerszego spojrzenia na procesy biologiczne zaangazowane w
endogenna neuroprotekcje co moze pozwoli¢ na ustalenie sposobéw w jakie
komorki nerwowe chronia si¢ same i naprawiaja po uszkodzeniu. Wiedza ta moze
przystuzy¢ sie nie tylko grupom badawczym zajmujacym si¢ problemem udaru, ale

rowniez innych choréb neurodegeneracyjnych.
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Podsumowanie

1. Aktywnos$é Nrf2 we frakcji jadrowej regionu CA2-3, DG jest wyzsza niz w
CAl juz w kontrolnym, prawidlowym hipokampie, a epizod niedokrwienno-
reperfuzyjny powoduje znaczny wzrost jego poziomu w 48 i 72 godzinie
reperfuzji.

2. Poziom cytoplazmatycznego inhibitora Nrf2, KEAPI, jest statystycznie
wyzszy w kontrolnym CA1l niz w CA2-3, DG. I/R nie wplywa na poziom
KEAP1 w CA2-,3, DG i powoduje jego obnizenie w CA1.

3. Poziom biatek regulowanych przez Nrf2: HO-1, GCLM i GPx1 jest wyzszy w
CA2-3, DG niz w CA1 juz 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 swiadczy o obecnosci aktywnego
Nrf2 w jadrach komoérkowych.

4. Farmakologiczna aktywacja Nrf2 za pomoca sulforafanu chroni neurony
regionu CAl przed uszkodzeniem ekscytotoksycznym w modelu ex vivo
organotypowej hodowli skrawkéw hipokampa oraz przed uszkodzeniem
niedokrwienno-reperfuzyjnym w modelu in vivo  przejsciowego
niedokrwienie mézgu suwaka mongolskiego.

5. Analiza komputerowa pozwolila na wytypowanie 15 genow regulowanych
przez Nrf2 o ekspresji wyzszej w CA2-3, DG niz w CA1.

6. W przypadku 3 gendéw z 15 wytypowanych (Mpp3, Ret, Shisa2) ekspresja
mRNA byla wyzsza w regionie CA2-3, DG hipokampa suwaka mongolskiego
niz w CAL.

7. Ekspresja 6 gendw sposrdd 15 badanych ulegla nasileniu w CA2-3, DG na
skutek epizodu I/R: Aifm2, Fzd7, Camk1, Tdo2, Bripl oraz Gpcl. Na poziomie
biatka wzrost po I/R obserwowano dla 6 produktow biatkowych badanych
genow AIFM2/FSP1, FZD7, CAMKI1, PHGDH, BRIP1 oraz STC2. Korelacja
wzrostu ekspresji mRNA i poziomu biatka ze wzrostem Nrf2 w regionie CA2-
3, DG pozwala na zakwalifikowanie wymienionych gendw i biatek do $ciezek

indukowanych przez Nrf2 w odpowiedzi na I/R.
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Whnioski

1.

2.

3.

Czynnik transkrypcyjny Nrf2 jest istotna cze$¢ mechanizmdéw naturalnej
odpornosci neurondéw regionu CA2-3, DG na epizod niedokrwienno-
reperfuzyjny (I/R). U dorostych osobnikow jego aktywnos¢ w rejonie
odpornym jest wyzsza niz w innych czesciach moézgu, a bodziec I/R
dodatkowo zwigksza jego aktywnos¢ w tym obszarze hipokampa.
Mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania Nrf2 opiera si¢ o aktywacje duzej
grupy genow zwiazanych m.n. z wewnatrzkomérkowymi szlakami
antyoksydacyjnymi, antyapoptotycznymi, zapobiegajacymi
ekscytotoksycznosci, regulujacymi plastyczno$¢ mozgu czy naprawe DNA.
Farmakologiczna aktywacja Nrf2 przez sulforafan skutkuje ochrong
neuronow regionu wrazliwego na epizod niedokrwienno-reperfuzyjny (CA1),

co moze by¢ podstawa do rozwoju terapii uzytecznej klinicznie.

4. Badania wielkoskalowe z wykorzystaniem technik komputerowych i

eksploracji danych pozwolily na wylonienie i poszerzenie wiedzy na temat
udziatu genéw regulowanych przez Nrf2 w naturalnych mechanizmach

obronnych moézgu.
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Suplement

Tabela 1S.

Tabela przedstawia informacje na temat lokalizacji, funkgji i proceséw biologicznych

w jakie sa zaangazowane produkty biatkowe 15 gendéw wyselekcjonowanych w analizie
komputerowej z repozytorium genéw regulowanych przez Nrf2 oraz ogolnodostepnego atlasu
sekwencji RNA hipokampa myszy https://hipposeq.janelia.org/.

GEN/BIALKO

LOKALIZACJIA
SUBKOMORKOWA

FUNKCJA

Gpcl/ Glypikan 1

Endosomy, btona
komorkowa, macierz
zewnatrzkomoérkowa

Jeden z szesciu glipikanow nalezacych do
proteoglikanéw siarczanu heparanu.
GPC1 moze dziata¢ jako koreceptor dla
czasteczek sygnatowych regulujacych
wzrost, ruchliwos¢ i réznicowanie
komorek takich jak czynnik wzrostu
fibroblastow (FGF), srodbtonkowy
czynnik wzrostu naczyn A (VEGF-A),
transformujacy czynnik wzrostu B (TGF-
B), czy szlak sygnalizacji Wnt (248). GPC1
jest wazny dla prawidtowego
funkcjonowania moézgu, jego brak
zmniejsza rozmiar moézg o 30% (249).

Brip1/ Helikaza 1
oddziatujaca z biatkiem
BRAC1

Jadro komérkowe,
cytoplazma

ATPaza zalezna od DNA i helikaza DNA
od 5’ do 3’ niezbedna do utrzymania
stabilno$ci chromosomow (222, 223).

Zaangazowana w naprawe peknie¢
podwojnej helisy DNA (225, 227).

Lrp8/ Apolipoproteina E
receptor 2

Btona komoérkowa, macierz
zewnatrzkomorkowa

Receptor ApoER2 to biatko transblonowe
typu I zaangazowane w utrzymanie
metabolizmu lipidow, a jego ekspresja w
mozgu jest wysoka (250, 251). Zwigzany
jest z transdukcja sygnalu wielu szlakow
sygnatowych jak Akt, Rho, szlak
sygnatowy integryny czy kinazy
biatkowe aktywowane mitogenem
(MAPK) (250). W o$rodkowym uktadzie
nerwowym moduluje przezycie
neuronow, wzrost neurytow, regeneracje
komodrek oraz sygnalizacje wapniowa
(251).

Aifm2/ Biatko hamujace
ferroptoze 1

Jadro komérkowe, btona
mitochondrialna, btona
komorkowa, cytoplazma,
kople lipidowe

Oksydoreduktaza zalezna od NAD(P)H
zwigzana z odpowiedzig komodrek na
stres oksydacyjny. Niezaleznie od GPX4
hamuje utlenianie fosfolipiddw i
ferroptoze (Smier¢ komdrkowa zwigzana
ze wzrostem poziomu nadtlenkow
lipidow) (194). Jednak, moze réwniez w
warunkach stresu oksydacyjnego
translokowac do jadra komorki, gdzie
powoduje uszkodzenie DNA co w
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konsekwencji prowadzi do $mierci
komorki (193).

Fzd7/ Biatko Frizzled-7

Blona endosoméw, blona
komoérkowa

Receptor dla bialek Wnt, zwigzany z
kanoniczng i niekanoniczg $ciezka
sygnatowa. Moze prowadzi¢ do
zahamowania GSK-3, jadrowej
akumulacji beta-kateniny, aktywacji
genow regulowanych przez Wnt oraz
aktywacji bialek dishevelled (197).

Camk1/ Kinaza typu I
zalezna od jonéw wapnia
i kalmoduliny

Jadro komérkowe,
cytoplazma

Kinaza biatkowa zalezna od jonéw
wapnia i kalmoduliny ktéra reguluje
wydtuzanie aksonow i aktywnos¢ stozka
wzrostu w neuronach hipokampa,
moézdzku, kory mozgowej (213, 214).
Podczas naplywu jonéw wapnia przez
receptory NMDA, jest niezbedny do
rozwoju dtugotrwalego wzmocnienia
synaptycznego oraz aktywagji translacji
zaleznej od ERK (212).

Btona komoérkowa,

MPP3 to palmitoilowane biatko blonowe
3 nalezace do rodziny bialek zwigzanych
z btong komdérkowg MAGUK (homologi

Mpp3/ Biatko podrodziny polaczenia . .
MAGUK p55 miedzykomérkowe kinazy guanylgwe] zwigzane z blon‘q).
. MPP3 uczestniczy w utrzymywaniu
(przylegajace) . .
przylegajacych potaczen
miedzykomorkowych (252, 253).
PHGDH katalizuje pierwszy etap syntezy
L-seryny, utlenianie 3-fosfoglicerynianiu
do 3-fosfohydroksypirogronianiu. Seryna
Phgdh/ Dehydrogenaza Btona komoérkowa, jest ko-agonista wymaganym do

D-3-fosfoglicerynianowa

cytoplazma

pobudzenia receptora NMDA i
neuronow glutaminergicznych. PHGDH
wystepuje gtéwnie w astrocytach. (243-
245).

Hrk/Aktywator apoptozy
harakiri

Mitochonria

Reguluje proces apoptozy
prawdopodobnie poprzez odzialywanie i
hamowanie bialek antyapoptotycznych
Bcl-2 i Bel-XL (254, 255).

Tdo2/2,3-dioksygenaza
tryptofanu

Cytoplazma

Enzym katalizujacy reakcje utlenienia L-
tryptofanu do N’-formylokinurenianiu
ktdra jest pierwsza i limitujaca reakcja
szlaku kinureninowego (prowadzacego

do produkcji NAD*) (240). Zahamowanie

TDO2 ma dziatanie protekcyjne w mysim
modelu MCAO, poprzez zmniejszenie
iloéci L-kinureniny (242).

Ret/ Proto-onkogen
biatka receptorowego
kinazy tyrozynowej RET

Btona endosomoéw, blona
komoérkowa

Biatko RET jest zwigzane z wieloma
mechanizmami komdérkowymi jak
proliferacja, migracja, roznicowanie czy
przezycie komorek m.in. poprzez
aktywacje przez czynnik neurotroficzny
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pochodzenia glejowego (GDNF) (256-
258).

Itgb8/ Integryna beta-8

Blona komérkowa

ITGBS bierze udziat w aktywacji
transformujacego czynnika wzrostu beta
(TGF-B) (259, 260) Badania w modelu
uszkodzenia niedotlenieniowo-
niedokrwiennego (HI) mézgu szczurzych
oseskow wykazaty wzrost ekspresji Itgb8
po HI, a ITGBS8 znaleziono gtéwnie w
astrocytach mdzgu oseskow (261).

Cxcl12/Czynnik
pochodzenia
stromalnego 1

Macierz
zewnatrzkomorkowa

SDF1 dziata chemotaktycznie na
limfocyty i monocyty i reguluje ich
diapedeze przez bariere krew-mozg (262,
263). SDF1 reguluje réwniez migracje,
proliferacje i réznicowanie neuronalnych
komorek progenitorowych,
srodbtonkowych komoérek
progenitorowych, mezenchymalnych
komorek macierzystych czy
hematopoetycznych komorek
macierzystych (264-267)

Stc2/ Stanniokalcyna-2

Macierz
zewnatrzkomorkowa

Biatko STC2 bierze udziat w regulagji
homeostazy jonéw wapnia, transporcie
jonow, wzroscie i rozwoju, ochronie
komorek oraz angiogenezie (246, 247, 268,
269). Komorki pozbawione STC2
poddane dziataniu nadtlenku wodoru
lub tapsigarginy wykazuja zwigkszona
$miertelnos¢ (247).

Shisha2/ Homolog biatka

Blona retikulum

Udowodniono role biatka SHISA2 w
dojrzewaniu presomatycznych komorek

shisa2 endoplazmatvezneso mezodermy poprzez ostabienie
P Y & sygnalizacji FGF (fibroblast growth
factor) oraz Wnt (185, 187, 188).
Tabela 2S. Wyniki otrzymane z obliczen programu RefFinder i kazdego z czterech algorytméw:

Delta Ct, BestKeeper, normFinder, geNorm. Analiza wartosci cyklu granicznego (Ct, cycle threshold)
dla fgczonych wynikdw CA1 i CA2-3, DG. SV — wartos¢ stabilnosci (stability value), R — ranga

99



REFFINDER DELTA CT BESTKEEPER NORMFINDER GENORM

GEN
SV R SV R SV R SV R SV R
Gapdh 2.632 3 0.598 0.575 4 0.319 2 0.455 3
Actb 5.733 6 0.741 0.593 5 0.585 6 0.57 6
18S5rRNA 7.00 7 1.018 0.962 7 0.936 7 0.698 7
Hprtl 3.976 4 0.67 0.525 2 0.447 5 0.529 5
Hmbs 1.00 1 0.59 0.452 1 0.26 1 0.422 1
Ywhaz 4.427 5 0.656 0.647 6 0.432 4 0.507 4
Bud23 2.28 2 0.612 0.534 3 0.341 3 0.422 1

100



Literatura

1. Feigin VL, Brainin M, Norrving B, Martins S, Sacco RL, Hacke W, et al. World Stroke
Organization (WSO): Global Stroke Fact Sheet 2022. Int | Stroke 2022;17(1):18-29.

2. Organization TWH. Cerebrovascular disorders: A clinical and research classification.
https://apps.who.int/iris/handle/10665/37194: WHO, 1978.

3. Prabhakaran D, Anand S, Gaziano TA, Mbanya JC, Wu Y, Nugent R. Cardiovascular,
Respiratory, and Related Disorders, 2017.

4, Easton JD, Saver JL, Albers GW, Alberts M], Chaturvedi S, Feldmann E, et al. Definition and

evaluation of transient ischemic attack: a scientific statement for healthcare professionals from the
American Heart Association/American Stroke Association Stroke Council; Council on Cardiovascular
Surgery and Anesthesia; Council on Cardiovascular Radiology and Intervention; Council on
Cardiovascular Nursing; and the Interdisciplinary Council on Peripheral Vascular Disease. The
American Academy of Neurology affirms the value of this statement as an educational tool for
neurologists. Stroke 2009;40(6):2276-93.

5. Perry JJ, Yadav K, Syed S, Shamy M. Transient ischemic attack and minor stroke: diagnosis,
risk stratification and management. CMAJ 2022;194(39):E1344-E9.

6. Messé SR, Jauch EC. Transient ischemic attack: diagnostic evaluation. Ann Emerg Med
2008;52(2):517-26.

7. . StatPearls, 2023.

8. Meyer FB, Sundt TM, Yanagihara T, Anderson RE. Focal cerebral ischemia: pathophysiologic

mechanisms and rationale for future avenues of treatment. Mayo Clin Proc 1987;62(1):35-55.

9. Sanganalmath SK, Gopal P, Parker JR, Downs RK, Parker JC, Dawn B. Global cerebral
ischemia due to circulatory arrest: insights into cellular pathophysiology and diagnostic modalities.
Mol Cell Biochem 2017;426(1-2):111-27.

10. Shehjar F, Maktabi B, Rahman ZA, Bahader GA, James AW, Naqvi A, et al. Stroke: Molecular
mechanisms and therapies: Update on recent developments. Neurochem Int 2023;162:105458.

11. Sharma D, Smith M. The intensive care management of acute ischaemic stroke. Curr Opin Crit
Care 2022;28(2):157-65.
12. Barthels D, Das H. Current advances in ischemic stroke research and therapies. Biochim

Biophys Acta Mol Basis Dis 2020;1866(4):165260.

13. Frank D, Zlotnik A, Boyko M, Gruenbaum BF. The Development of Novel Drug Treatments
for Stroke Patients: A Review. Int | Mol Sci 2022;23(10).

14. Dhir N, Medhi B, Prakash A, Goyal MK, Modi M, Mohindra S. Pre-clinical to Clinical
Translational Failures and Current Status of Clinical Trials in Stroke Therapy: A Brief Review. Curr
Neuropharmacol 2020;18(7):596-612.

15. Macrae IM. Preclinical stroke research--advantages and disadvantages of the most common
rodent models of focal ischaemia. Br | Pharmacol 2011;164(4):1062-78.

16. Zhou Z, Lu ], Liu WW, Manaenko A, Hou X, Mei Q, et al. Advances in stroke pharmacology.
Pharmacol Ther 2018;191:23-42.

17. Kuriakose D, Xiao Z. Pathophysiology and Treatment of Stroke: Present Status and Future
Perspectives. Int ] Mol Sci 2020;21(20).

18. Yang SH, Lou M, Luo B, Jiang W], Liu R. Precision Medicine for Ischemic Stroke, Let Us Move
Beyond Time Is Brain. Transl Stroke Res 2018;9(2):93-5.

19. Phipps MS, Cronin CA. Management of acute ischemic stroke. BMJ 2020;368:16983.

20. Martin RL, Lloyd HG, Cowan Al The early events of oxygen and glucose deprivation: setting
the scene for neuronal death? Trends Neurosci 1994;17(6):251-7.

21. Ham PB, Raju R. Mitochondrial function in hypoxic ischemic injury and influence of aging.
Prog Neurobiol 2017;157:92-116.

101


https://apps.who.int/iris/handle/10665/37194

22. Hertz L. Bioenergetics of cerebral ischemia: a cellular perspective. Neuropharmacology
2008;55(3):289-309.

23. Singh V, Mishra VN, Chaurasia RN, Joshi D, Pandey V. Modes of Calcium Regulation in
Ischemic Neuron. Indian | Clin Biochem 2019;34(3):246-53.

24. Gafaniz R, Sanches ]J. ATP consumption and neural electrical activity: a physiological model
for brain imaging. Annu Int Conf IEEE Eng Med Biol Soc 2010;2010:5480-3.

25. Zemke D, Smith JL, Reeves MJ, Majid A. Ischemia and ischemic tolerance in the brain: an
overview. Neurotoxicology 2004;25(6):895-904.

26. Szydlowska K, Tymianski M. Calcium, ischemia and excitotoxicity. Cell Calcium
2010;47(2):122-9.

27. Zablocka B, Domanska-Janik K. Involvement of protein kinase C in various cellular systems

transducting ischemia evoked signal. Acta Neurobiol Exp (Wars) 1993;53(1):25-9.

28. Krupska O, Sarnowska A, Fedorczyk B, Gewartowska M, Misicka A, Zablocka B, et al.
Ischemia/Reperfusion-Induced Translocation of PKCII to Mitochondria as an Important Mediator of
a Protective Signaling Mechanism in an Ischemia-Resistant Region of the Hippocampus. Neurochem
Res 2017;42(8):2392-403.

29. Kowalczyk JE, Kawalec M, Beresewicz M, Debski J, Dadlez M, Zabtocka B. Protein kinase C
beta in postischemic brain mitochondria. Mitochondrion 2012;12(1):138-43.

30. Angelova PR, Abramov AY. Role of mitochondrial ROS in the brain: from physiology to
neurodegeneration. FEBS Lett 2018;592(5):692-702.

31. Kristian T, Siesjo BK. Calcium in ischemic cell death. Stroke 1998;29(3):705-18.

32. Dirnagl U, ladecola C, Moskowitz MA. Pathobiology of ischaemic stroke: an integrated view.
Trends Neurosci 1999;22(9):391-7.

33. Schaller B, Graf R. Cerebral venous infarction: the pathophysiological concept. Cerebrovasc Dis
2004;18(3):179-88.

34. Broughton BR, Reutens DC, Sobey CG. Apoptotic mechanisms after cerebral ischemia. Stroke
2009;40(5):e331-9.

35. Eldadah BA, Faden Al Caspase pathways, neuronal apoptosis, and CNS injury. |
Neurotrauma 2000;17(10):811-29.

36. Gan B. Mitochondrial regulation of ferroptosis. | Cell Biol 2021;220(9).

37. WuY, YuC, LuoM, Cen C, Qiu J, Zhang S, et al. Ferroptosis in Cancer Treatment: Another
Way to Rome. Front Oncol 2020;10:571127.

38. Beresewicz-Haller M. Hippocampal region-specific endogenous neuroprotection as an
approach in the search for new neuroprotective strategies in ischemic stroke. Fiction or fact?
Neurochem Int 2023;162:105455.

39. YuZ, Liu N, Liu ], Yang K, Wang X. Neuroglobin, a novel target for endogenous
neuroprotection against stroke and neurodegenerative disorders. Int | Mol Sci 2012;13(6):6995-7014.

40. Dirnagl U, Simon RP, Hallenbeck JM. Ischemic tolerance and endogenous neuroprotection.
Trends Neurosci 2003;26(5):248-54.
41. Mergenthaler P, Dirnagl U. Protective conditioning of the brain: expressway or roadblock? |

Physiol 2011;589(17):4147-55.

42. Yokobori S, Mazzeo AT, Hosein K, Gajavelli S, Dietrich WD, Bullock MR. Preconditioning for
traumatic brain injury. Transl Stroke Res 2013;4(1):25-39.

43. Gao P, Tang S, Chen H, Zhou X, Ou Y, Shen R, et al. Preconditioning increases brain
resistance against acute brain injury via neuroinflammation modulation. Exp Neurol 2021;341:113712.
44, Rejdak R, Rejdak K, Sieklucka-Dziuba M, Stelmasiak Z, Grieb P. Brain tolerance and
preconditioning. Pol | Pharmacol 2001;53(1):73-9.

45. Kirino T. Delayed neuronal death in the gerbil hippocampus following ischemia. Brain Res
1982;239(1):57-69.

102



46. Hoyte LC, Papadakis M, Barber PA, Buchan AM. Improved regional cerebral blood flow is
important for the protection seen in a mouse model of late phase ischemic preconditioning. Brain Res
2006;1121(1):231-7.

47. Lusardi TA, Farr CD, Faulkner CL, Pignataro G, Yang T, Lan ], et al. Ischemic preconditioning
regulates expression of microRNAs and a predicted target, MeCP2, in mouse cortex. | Cereb Blood Flow
Metab 2010;30(4):744-56.

48. Kitagawa K, Matsumoto M, Tagaya M, Hata R, Ueda H, Niinobe M, et al. 'Ischemic tolerance'
phenomenon found in the brain. Brain Res 1990;528(1):21-4.

49, Zamani M, Soleimani M, Golab F, Mohamadzadeh F, Mehdizadeh M, Katebi M.
NeuroProtective effects of adenosine receptor agonist coadministration with ascorbic acid on CA1
hippocampus in a mouse model of ischemia reperfusion injury. Metab Brain Dis 2013;28(3):367-74.

50. Ara J, Fekete S, Frank M, Golden JA, Pleasure D, Valencia I. Hypoxic-preconditioning induces
neuroprotection against hypoxia-ischemia in newborn piglet brain. Neurobiol Dis 2011;43(2):473-85.
51. Shu L, Wang C, Wang ], Zhang Y, Zhang X, Yang Y, et al. The neuroprotection of hypoxic
preconditioning on rat brain against traumatic brain injury by up-regulated transcription factor Nrf2
and HO-1 expression. Neurosci Lett 2016;611:74-80.

52. Yang T, Sun Y, LiQ, Li S, Shi Y, Leak RK, et al. Ischemic preconditioning provides long-
lasting neuroprotection against ischemic stroke: The role of Nrf2. Exp Neurol 2020;325:113142.

53. Yang T, Sun Y, Mao L, Zhang M, Li Q, Zhang L, et al. Corrigendum to "Brain ischemic
preconditioning protects against ischemic injury and preserves the blood-brain barrier via oxidative
signaling and Nrf2 activation" [Redox Biol. 17 (2018) 323-337]. Redox Biol 2019;22:101067.

54. Huang L, Wu S, Li H, Dang Z, Wu Y. Hypoxic preconditioning relieved ischemic cerebral
injury by promoting immunomodulation and microglia polarization after middle cerebral artery
occlusion in rats. Brain Res 2019;1723:146388.

55. Du X, Yang ], Liu C, Wang S, Zhang C, Zhao H, et al. Hypoxia-Inducible Factor 1ot and 2a
Have Beneficial Effects in Remote Ischemic Preconditioning Against Stroke by Modulating
Inflammatory Responses in Aged Rats. Front Aging Neurosci 2020;12:54.

56. Ding ZM, Wu B, Zhang WQ, Lu X], Lin YC, Geng Y], et al. Neuroprotective effects of
ischemic preconditioning and postconditioning on global brain ischemia in rats through the same
effect on inhibition of apoptosis. Int | Mol Sci 2012;13(5):6089-101.

57. Koch S. Preconditioning the human brain: practical considerations for proving cerebral
protection. Transl Stroke Res 2010;1(3):161-9.

58. Kirino T. Delayed neuronal death. Neuropathology 2000;20 Suppl:S95-7.

59. Ordy JM, Wengenack TM, Bialobok P, Coleman PD, Rodier P, Baggs RB, et al. Selective
vulnerability and early progression of hippocampal CA1 pyramidal cell degeneration and GFAP-
positive astrocyte reactivity in the rat four-vessel occlusion model of transient global ischemia. Exp
Neurol 1993;119(1):128-39.

60. Sugawara T, Fujimura M, Morita-Fujimura Y, Kawase M, Chan PH. Mitochondrial release of
cytochrome c corresponds to the selective vulnerability of hippocampal CA1 neurons in rats after
transient global cerebral ischemia. ] Neurosci 1999;19(22):RC39.

61. Rytter A, Cronberg T, Asztely F, Nemali S, Wieloch T. Mouse hippocampal organotypic tissue
cultures exposed to in vitro "ischemia" show selective and delayed CA1 damage that is aggravated by
glucose. | Cereb Blood Flow Metab 2003;23(1):23-33.

62. Sieber FE, Traystman R], Martin L]. Delayed neuronal death after global incomplete ischemia
in dogs is accompanied by changes in phospholipase C protein expression. | Cereb Blood Flow Metab
1997;17(5):527-33.

63. Horn M, Schlote W. Delayed neuronal death and delayed neuronal recovery in the human
brain following global ischemia. Acta Neuropathol 1992;85(1):79-87.

64. Petito CK, Feldmann E, Pulsinelli WA, Plum F. Delayed hippocampal damage in humans
following cardiorespiratory arrest. Neurology 1987;37(8):1281-6.

103



65. Lee CH, Park JH, Yoo KY, Choi JH, Hwang IK, Ryu PD, et al. Pre- and post-treatments with
escitalopram protect against experimental ischemic neuronal damage via regulation of BDNF
expression and oxidative stress. Exp Neurol 2011;229(2):450-9.

66. Hwang IK, Yoo KY, Suh HW, Kim YS, Kwon DY, Kwon YG, et al. Folic acid deficiency
increases delayed neuronal death, DNA damage, platelet endothelial cell adhesion molecule-1
immunoreactivity, and gliosis in the hippocampus after transient cerebral ischemia. ] Neurosci Res
2008;86(9):2003-15.

67. Aarts MM, Tymianski M. Molecular mechanisms underlying specificity of excitotoxic
signaling in neurons. Curr Mol Med 2004;4(2):137-47.

68. Ankarcrona M, Dypbukt JM, Bonfoco E, Zhivotovsky B, Orrenius S, Lipton SA, et al.
Glutamate-induced neuronal death: a succession of necrosis or apoptosis depending on
mitochondrial function. Neuron 1995;15(4):961-73.

69. Cristea IM, Degli Esposti M. Membrane lipids and cell death: an overview. Chem Phys Lipids
2004;129(2):133-60.

70. Strosznajder J, Zambrzycka A, Kacprzak MD, Kopczuk D, Strosznajder RP. Alteration of
phosphoinositide degradation by cytosolic and membrane-bound phospholipases after forebrain
ischemia-reperfusion in gerbil: effects of amyloid beta peptide. Neurochem Res 1999;24(10):1277-84.
71. Hefti F, Lapchak PA. Pharmacology of nerve growth factor in the brain. Adv Pharmacol
1993;24:239-73.

72. Greene JG, Borges K, Dingledine R. Quantitative transcriptional neuroanatomy of the rat
hippocampus: evidence for wide-ranging, pathway-specific heterogeneity among three principal cell
layers. Hippocampus 2009;19(3):253-64.

73. Aakalu G, Smith WB, Nguyen N, Jiang C, Schuman EM. Dynamic visualization of local
protein synthesis in hippocampal neurons. Neuron 2001;30(2):489-502.

74. Krupska O, Kowalczyk T, Beresewicz-Haller M, Samczuk P, Pietrowska K, Zabtocki K, et al.
Hippocampal Sector-Specific Metabolic Profiles Reflect Endogenous Strategy for Ischemia-
Reperfusion Insult Resistance. Mol Neurobiol 2021;58(4):1621-33.

75. Sato K, Matsuki N. A 72 kDa heat shock protein is protective against the selective
vulnerability of CA1 neurons and is essential for the tolerance exhibited by CA3 neurons in the
hippocampus. Neuroscience 2002;109(4):745-56.

76. Nowak TS. Localization of 70 kDa stress protein mRNA induction in gerbil brain after
ischemia. | Cereb Blood Flow Metab 1991;11(3):432-9.

77. Vass K, Welch W], Nowak TS. Localization of 70-kDa stress protein induction in gerbil brain
after ischemia. Acta Neuropathol 1988;77(2):128-35.

78. Nakajima T, Hata R, Kondo T, Takenaka S. Proteomic analysis of the hippocampus in naive
and ischemic-preconditioned rat. | Neurol Sci 2015;358(1-2):158-71.

79. Zhang M, Li WB, Liu YX, Liang CJ, Liu LZ, Cui X, et al. High expression of GLT-1 in
hippocampal CA3 and dentate gyrus subfields contributes to their inherent resistance to ischemia in
rats. Neurochem Int 2011;59(7):1019-28.

80. Bruhn T, Levy LM, Nielsen M, Christensen T, Johansen FF, Diemer NH. Ischemia induced
changes in expression of the astrocyte glutamate transporter GLT1 in hippocampus of the rat.
Neurochem Int 2000;37(2-3):277-85.

81. Gozal E, Gozal D, Pierce WM, Thongboonkerd V, Scherzer JA, Sachleben LR, et al. Proteomic
analysis of CA1 and CA3 regions of rat hippocampus and differential susceptibility to intermittent
hypoxia. ] Neurochem 2002;83(2):331-45.

82. Gerhart DZ, Leino RL, Taylor WE, Borson ND, Drewes LR. GLUT1 and GLUT3 gene
expression in gerbil brain following brief ischemia: an in situ hybridization study. Brain Res Mol Brain
Res 1994;25(3-4):313-22.

83. Kawalec M, Wojtyniak P, Bielska E, Lewczuk A, Boratynska-Jasinska A, Beresewicz-Haller M,
et al. Mitochondrial dynamics, elimination and biogenesis during post-ischemic recovery in ischemia-

104



resistant and ischemia-vulnerable gerbil hippocampal regions. Biochim Biophys Acta Mol Basis Dis
2023;1869(3):166633.

84. Beresewicz-Haller M, Krupska O, Bochomulski P, Dudzik D, Checinska A, Hilgier W, et al.
Mitochondrial Metabolism behind Region-Specific Resistance to Ischemia-Reperfusion Injury in
Gerbil Hippocampus. Role of PKCII and Phosphate-Activated Glutaminase. Int | Mol Sci 2021;22(16).
85. Yin B, Barrionuevo G, Batinic-Haberle I, Sandberg M, Weber SG. Differences in Reperfusion-
Induced Mitochondrial Oxidative Stress and Cell Death Between Hippocampal CA1 and CA3
Subfields Are Due to the Mitochondrial Thioredoxin System. Antioxid Redox Signal 2017;27(9):534-49.
86. Wang X, Pal R, Chen XW, Kumar KN, Kim O], Michaelis EK. Genome-wide transcriptome
profiling of region-specific vulnerability to oxidative stress in the hippocampus. Genomics
2007;90(2):201-12.

87. Wang X, Pal R, Chen XW, Limpeanchob N, Kumar KN, Michaelis EK. High intrinsic oxidative
stress may underlie selective vulnerability of the hippocampal CA1 region. Brain Res Mol Brain Res
2005;140(1-2):120-6.

88. Mattiasson G, Friberg H, Hansson M, Elmér E, Wieloch T. Flow cytometric analysis of
mitochondria from CA1 and CA3 regions of rat hippocampus reveals differences in permeability
transition pore activation. | Neurochem 2003;87(2):532-44.

89. Sandberg M, Patil ], D'Angelo B, Weber SG, Mallard C. NRF2-regulation in brain health and
disease: implication of cerebral inflammation. Neuropharmacology 2014;79:298-306.

90. Liu L, Locascio LM, Doré S. Critical Role of Nrf2 in Experimental Ischemic Stroke. Front
Pharmacol 2019;10:153.

91. Tonelli C, Chio IIC, Tuveson DA. Transcriptional Regulation by Nrf2. Antioxid Redox Signal
2018;29(17):1727-45.

92. Hayes JD, Dinkova-Kostova AT. The Nrf2 regulatory network provides an interface between
redox and intermediary metabolism. Trends Biochem Sci 2014;39(4):199-218.

93. Bellezza I, Giambanco I, Minelli A, Donato R. Nrf2-Keap1 signaling in oxidative and
reductive stress. Biochim Biophys Acta Mol Cell Res 2018;1865(5):721-33.

94. Telakowski-Hopkins CA, King RG, Pickett CB. Glutathione S-transferase Ya subunit gene:
identification of regulatory elements required for basal level and inducible expression. Proc Natl Acad
Sci U S A 1988;85(4):1000-4.

95. Malhotra D, Portales-Casamar E, Singh A, Srivastava S, Arenillas D, Happel C, et al. Global
mapping of binding sites for Nrf2 identifies novel targets in cell survival response through ChIP-Seq
profiling and network analysis. Nucleic Acids Res 2010;38(17):5718-34.

96. Sakoda E, Igarashi K, Sun J, Kurisu K, Tashiro S. Regulation of heme oxygenase-1 by
transcription factor Bachl in the mouse brain. Neurosci Lett 2008;440(2):160-5.

97. LiW, YuS, Liu T, Kim JH, Blank V, Li H, et al. Heterodimerization with small Maf proteins
enhances nuclear retention of Nrf2 via masking the NESzip motif. Biochim Biophys Acta
2008;1783(10):1847-56.

98. Sykiotis GP, Bohmann D. Stress-activated capn'collar transcription factors in aging and
human disease. Sci Signal 2010;3(112):re3.

99. Kwak MK, Kensler TW. Targeting NRF2 signaling for cancer chemoprevention. Toxicol Appl
Pharmacol 2010;244(1):66-76.

100.  Higgins LG, Kelleher MO, Eggleston IM, Itoh K, Yamamoto M, Hayes JD. Transcription factor
Nrf2 mediates an adaptive response to sulforaphane that protects fibroblasts in vitro against the
cytotoxic effects of electrophiles, peroxides and redox-cycling agents. Toxicol Appl Pharmacol
2009;237(3):267-80.

101.  Liu P, Kerins M]J, Tian W, Neupane D, Zhang DD, Ooi A. Differential and overlapping targets
of the transcriptional regulators NRF1, NRF2, and NRF3 in human cells. | Biol Chem
2019;294(48):18131-49.

105



102. Esteras N, Dinkova-Kostova AT, Abramov AY. Nrf2 activation in the treatment of
neurodegenerative diseases: a focus on its role in mitochondrial bioenergetics and function. Biol Chem
2016;397(5):383-400.

103. Sadrkhanloo M, Entezari M, Orouei S, Zabolian A, Mirzaie A, Maghsoudloo A, et al.
Targeting Nrf2 in ischemia-reperfusion alleviation: From signaling networks to therapeutic targeting.
Life Sci 2022;300:120561.

104. Clausen BH, Lundberg L, Yli-Karjanmaa M, Martin NA, Svensson M, Alfsen MZ, et al.
Fumarate decreases edema volume and improves functional outcome after experimental stroke. Exp
Neurol 2017;295:144-54.

105.  Dinkova-Kostova AT, Copple IM. Advances and challenges in therapeutic targeting of NRF2.
Trends Pharmacol Sci 2023.

106. Lastra D, Fernandez-Ginés R, Manda G, Cuadrado A. Perspectives on the Clinical
Development of NRF2-Targeting Drugs. Handb Exp Pharmacol 2021;264:93-141.

107. Robledinos-Antén N, Fernandez-Ginés R, Manda G, Cuadrado A. Activators and Inhibitors
of NRF2: A Review of Their Potential for Clinical Development. Oxid Med Cell Longev
2019;2019:9372182.

108. Mitsuishi Y, Taguchi K, Kawatani Y, Shibata T, Nukiwa T, Aburatani H, et al. Nrf2 redirects
glucose and glutamine into anabolic pathways in metabolic reprogramming. Cancer Cell 2012;22(1):66-
79.

109. Kwak MK, Wakabayashi N, Greenlaw JL, Yamamoto M, Kensler TW. Antioxidants enhance
mammalian proteasome expression through the Keap1-Nrf2 signaling pathway. Mol Cell Biol
2003;23(23):8786-94.

110. Heojsgaard Chow H, Talbot ], Lundell H, Marstrand L, Gebel Madsen C, Bach Sendergaard H,
et al. Dimethyl fumarate treatment of primary progressive multiple sclerosis: results of an open-label
extension study. Mult Scler Relat Disord 2023;70:104458.

111.  Callegari I, Derfuss T, Galli E. Update on treatment in multiple sclerosis. Presse Med
2021;50(2):104068.

112.  Reszke R, Szepietowski JC. A safety evaluation of dimethyl fumarate in moderate-to-severe
psoriasis. Expert Opin Drug Saf 2020;19(4):373-80.

113.  Dayalan Naidu S, Dinkova-Kostova AT. Omaveloxolone (Skyclarys. Trends Pharmacol Sci
2023;44(6):394-5.

114.  Lee A. Omaveloxolone: First Approval. Drugs 2023;83(8):725-9.

115. Shiina A, Kanahara N, Sasaki T, Oda Y, Hashimoto T, Hasegawa T, et al. An Open Study of
Sulforaphane-rich Broccoli Sprout Extract in Patients with Schizophrenia. Clin Psychopharmacol
Neurosci 2015;13(1):62-7.

116. LiZ Zhang T, Xu L, Wei Y, Tang Y, Hu Q, et al. Decreasing risk of psychosis by sulforaphane
study protocol for a randomized, double-blind, placebo-controlled, clinical multi-centre trial. Early
Interv Psychiatry 2021;15(3):585-94.

117. Zolnourian AH, Franklin S, Galea I, Bulters DO. Study protocol for SFX-01 after subarachnoid
haemorrhage (SAS): a multicentre randomised double-blinded, placebo controlled trial. BM] Open
2020;10(3):e028514.

118.  ZhangY, Talalay P, Cho CG, Posner GH. A major inducer of anticarcinogenic protective
enzymes from broccoli: isolation and elucidation of structure. Proc Natl Acad Sci U S A
1992;89(6):2399-403.

119.  Yagishita Y, Fahey JW, Dinkova-Kostova AT, Kensler TW. Broccoli or Sulforaphane: Is It the
Source or Dose That Matters? Molecules 2019;24(19).

120. Jazwa A, Rojo Al Innamorato NG, Hesse M, Fernandez-Ruiz ], Cuadrado A. Pharmacological
targeting of the transcription factor Nrf2 at the basal ganglia provides disease modifying therapy for
experimental parkinsonism. Antioxid Redox Signal 2011;14(12):2347-60.

121. Huang C, Wu ], Chen D, Jin J, Wu Y, Chen Z. Effects of sulforaphane in the central nervous
system. Eur | Pharmacol 2019;853:153-68.

106



122, SunY, Yang T, Mao L, Zhang F. Sulforaphane Protects against Brain Diseases: Roles of
Cytoprotective Enzymes. Austin | Cerebrovasc Dis Stroke 2017;4(1).

123. Dinkova-Kostova AT, Holtzclaw WD, Cole RN, Itoh K, Wakabayashi N, Katoh Y, et al. Direct
evidence that sulfhydryl groups of Keap1 are the sensors regulating induction of phase 2 enzymes
that protect against carcinogens and oxidants. Proc Natl Acad Sci U S A 2002;99(18):11908-13.

124. Wakabayashi N, Dinkova-Kostova AT, Holtzclaw WD, Kang MI, Kobayashi A, Yamamoto M,
et al. Protection against electrophile and oxidant stress by induction of the phase 2 response: fate of
cysteines of the Keapl sensor modified by inducers. Proc Natl Acad Sci U S A 2004;101(7):2040-5.

125.  Zhang DD, Hannink M. Distinct cysteine residues in Keap1 are required for Keapl-dependent
ubiquitination of Nrf2 and for stabilization of Nrf2 by chemopreventive agents and oxidative stress.
Mol Cell Biol 2003;23(22):8137-51.

126. Russo M, Spagnuolo C, Russo GL, Skalicka-Wozniak K, Daglia M, Sobarzo-Sanchez E, et al.
Nrf2 targeting by sulforaphane: A potential therapy for cancer treatment. Crit Rev Food Sci Nutr
2018;58(8):1391-405.

127.  Yagishita Y, Gatbonton-Schwager TN, McCallum ML, Kensler TW. Current Landscape of
NRF2 Biomarkers in Clinical Trials. Antioxidants (Basel) 2020;9(8).

128.  Stoppini L, Buchs PA, Muller D. A simple method for organotypic cultures of nervous tissue.
J Neurosci Methods 1991;37(2):173-82.

129.  Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 1976;72:248-54.

130.  Ohnishi ST, Barr JK. A simplified method of quantitating protein using the biuret and phenol
reagents. Anal Biochem 1978;86(1):193-200.

131. Alfieri A, Srivastava S, Siow RCM, Cash D, Modo M, Duchen MR, et al. Sulforaphane
preconditioning of the Nrf2/HO-1 defense pathway protects the cerebral vasculature against blood-
brain barrier disruption and neurological deficits in stroke. Free Radic Biol Med 2013;65:1012-22.

132.  Folbergrova J, Jesina P, Otahal J. Protective Effect of Sulforaphane on Oxidative Stress and
Mitochondrial Dysfunction Associated with Status Epilepticus in Immature Rats. Mol Neurobiol 2023.
133. Porritt MJ, Andersson HC, Hou L, Nilsson A, Pekna M, Pekny M, et al. Photothrombosis-
induced infarction of the mouse cerebral cortex is not affected by the Nrf2-activator sulforaphane.
PLoS One 2012;7(7):41090.

134.  Ping Z, Liu W, Kang Z, Cai ], Wang Q, Cheng N, et al. Sulforaphane protects brains against
hypoxic-ischemic injury through induction of Nrf2-dependent phase 2 enzyme. Brain Res
2010;1343:178-85.

135. Untergasser A, Cutcutache I, Koressaar T, Ye ], Faircloth BC, Remm M, et al. Primer3--new
capabilities and interfaces. Nucleic Acids Res 2012;40(15):e115.

136. Koressaar T, Lepamets M, Kaplinski L, Raime K, Andreson R, Remm M. Primer3_masker:
integrating masking of template sequence with primer design software. Bioinformatics
2018;34(11):1937-8.

137. Koressaar T, Remm M. Enhancements and modifications of primer design program Primer3.
Bioinformatics 2007;23(10):1289-91.

138.  Guo YY, Chi QS, Zhang XY, Liu W, Hao SY, Wang DH. Brown adipose tissue plays
thermoregulatory role within the thermoneutral zone in Mongolian gerbils (Meriones unguiculatus). |
Therm Biol 2019;81:137-45.

139. Ishijima N, Suzuki M, Ashida H, Ichikawa Y, Kanegae Y, Saito ], et al. BabA-mediated
adherence is a potentiator of the Helicobacter pylori type IV secretion system activity. | Biol Chem
2011;286(28):25256-64.

140. Xie F, Xiao P, Chen D, Xu L, Zhang B. miRDeepFinder: a miRNA analysis tool for deep
sequencing of plant small RNAs. Plant Mol Biol 2012.

141.  Domanska-Janik K, Zabtocka B. Protein kinase C as an early and sensitive marker of
ischemia-induced progressive neuronal damage in gerbil hippocampus. Mol Chem Neuropathol
1993;20(2):111-23.

107



142. Zablocka B, Lukasiuk K, Lazarewicz JW, Domanska-Janik K. Modulation of ischemic signal
by antagonists of N-methyl-D-aspartate, nitric oxide synthase, and platelet-activating factor in gerbil
hippocampus. | Neurosci Res 1995;40(2):233-40.

143. Zablocka B, Dluzniewska J, Zajac H, Domanska-Janik K. Opposite reaction of ERK and JNK in
ischemia vulnerable and resistant regions of hippocampus: involvement of mitochondria. Brain Res
Mol Brain Res 2003;110(2):245-52.

144. Zablocka B, Maternicka K, Zalewska T, Domarniska-Janik K. Expression of Ca2+-dependent
(classical) PKC mRNA isoforms after transient cerebral ischemia in gerbil hippocampus. Brain Res
1998;779(1-2):254-8.

145.  Domanska-Janik K, Bong P, Bronisz-Kowalczyk A, Zajac H, Zablocka B. AP1 transcriptional
factor activation and its relation to apoptosis of hippocampal CA1 pyramidal neurons after transient
ischemia in gerbils. | Neurosci Res 1999;57(6):840-6.

146. Lewczuk A, Boratyniska-Jasinska A, Zabtocka B. Validation of the Reference Genes for
Expression Analysis in the Hippocampus after Transient Ischemia/Reperfusion Injury in Gerbil Brain.
Int ] Mol Sci 2023;24(3).

147.  Abdalkader M, Lampinen R, Kanninen KM, Malm TM, Liddell JR. Targeting Nrf2 to Suppress
Ferroptosis and Mitochondrial Dysfunction in Neurodegeneration. Front Neurosci 2018;12:466.

148. Takagi T, Kitashoji A, Iwawaki T, Tsuruma K, Shimazawa M, Yoshimura S, et al. Temporal
activation of Nrf2 in the penumbra and Nrf2 activator-mediated neuroprotection in ischemia-
reperfusion injury. Free Radic Biol Med 2014;72:124-33.

149. Moratilla-Rivera I, Sanchez M, Valdés-Gonzalez JA, Gémez-Serranillos MP. Natural Products
as Modulators of Nrf2 Signaling Pathway in Neuroprotection. Int | Mol Sci 2023;24(4).

150.  Leonardo CC, Doré S. Dietary flavonoids are neuroprotective through Nrf2-coordinated
induction of endogenous cytoprotective proteins. Nutr Neurosci 2011;14(5):226-36.

151. LuoJH, LiJ, Shen ZC, Lin XF, Chen AQ, Wang YF, et al. Advances in health-promoting
effects of natural polysaccharides: Regulation on Nrf2 antioxidant pathway. Front Nutr
2023;10:1102146.

152. Farina M, Vieira LE, Buttari B, Profumo E, Saso L. The Nrf2 Pathway in Ischemic Stroke: A
Review. Molecules 2021;26(16).

153. Tanaka N, Ikeda Y, Ohta Y, Deguchi K, Tian F, Shang ], et al. Expression of Keap1-Nrf2
system and antioxidative proteins in mouse brain after transient middle cerebral artery occlusion.
Brain Res 2011;1370:246-53.

154. Lou], Cao G, LiR, Liu ], Dong Z, Xu L. p-Caryophyllene Attenuates Focal Cerebral Ischemia-
Reperfusion Injury by Nrf2/HO-1 Pathway in Rats. Neurochem Res 2016;41(6):1291-304.

155. Ashabi G, Khalaj L, Khodagholi F, Goudarzvand M, Sarkaki A. Pre-treatment with metformin
activates Nrf2 antioxidant pathways and inhibits inflammatory responses through induction of
AMPK after transient global cerebral ischemia. Metab Brain Dis 2015;30(3):747-54.

156. Wang R, Tu ], Zhang Q, Zhang X, Zhu Y, Ma W, et al. Genistein attenuates ischemic oxidative
damage and behavioral deficits via eNOS/Nrf2/HO-1 signaling. Hippocampus 2013;23(7):634-47.

157. Chen B, Cao H, Chen L, Yang X, Tian X, LiR, et al. Rifampicin Attenuated Global Cerebral
Ischemia Injury via Activating the Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor Pathway. Front Cell
Neurosci 2016;10:273.

158. Park CW, Ahn JH, Lee TK, Park YE, Kim B, Lee JC, et al. Post-treatment with oxcarbazepine
confers potent neuroprotection against transient global cerebral ischemic injury by activating Nrf2
defense pathway. Biomed Pharmacother 2020;124:109850.

159.  Durukan A, Tatlisumak T. Preconditioning-induced ischemic tolerance: a window into
endogenous gearing for cerebroprotection. Exp Transl Stroke Med 2010;2(1):2.

160.  Dirnagl U, Becker K, Meisel A. Preconditioning and tolerance against cerebral ischaemia:
from experimental strategies to clinical use. Lancet Neurol 2009;8(4):398-412.

161. Koerner I, Alkayed N, Bhardwaj A, Alkayed N, Kirsch J. Acute stroke, bench to bedside. New
York, Informa Helthcare 2006:345-53.

108



162. Paschen W, Proud CG, Mies G. Shut-down of translation, a global neuronal stress response:
mechanisms and pathological relevance. Curr Pharm Des 2007;13(18):1887-902.

163. Franklin CC, Backos DS, Mohar I, White CC, Forman HJ, Kavanagh TJ. Structure, function,
and post-translational regulation of the catalytic and modifier subunits of glutamate cysteine ligase.
Mol Aspects Med 2009;30(1-2):86-98.

164.  Handy DE, Loscalzo J. The role of glutathione peroxidase-1 in health and disease. Free Radic
Biol Med 2022;188:146-61.

165. Crack PJ, Taylor JM, Flentjar NJ, de Haan J, Hertzog P, Iannello RC, et al. Increased infarct
size and exacerbated apoptosis in the glutathione peroxidase-1 (Gpx-1) knockout mouse brain in
response to ischemia/reperfusion injury. | Neurochem 2001;78(6):1389-99.

166.  Higgins LG, Hayes JD. The cap'n’collar transcription factor Nrf2 mediates both intrinsic
resistance to environmental stressors and an adaptive response elicited by chemopreventive agents
that determines susceptibility to electrophilic xenobiotics. Chem Biol Interact 2011;192(1-2):37-45.

167.  Jansen T, Daiber A. Direct Antioxidant Properties of Bilirubin and Biliverdin. Is there a Role
for Biliverdin Reductase? Front Pharmacol 2012;3:30.

168. Stocker R, Yamamoto Y, McDonagh AF, Glazer AN, Ames BN. Bilirubin is an antioxidant of
possible physiological importance. Science 1987;235(4792):1043-6.

169. Sedlak TW, Saleh M, Higginson DS, Paul BD, Juluri KR, Snyder SH. Bilirubin and glutathione
have complementary antioxidant and cytoprotective roles. Proc Natl Acad Sci U S A 2009;106(13):5171-
6.

170. Schipper HM, Song W, Tavitian A, Cressatti M. The sinister face of heme oxygenase-1 in brain
aging and disease. Prog Neurobiol 2019;172:40-70.

171.  HuQ,ZuoT, DengL, Chen S, Yu W, Liu S, et al. p-Caryophyllene suppresses ferroptosis
induced by cerebral ischemia reperfusion via activation of the NRF2/HO-1 signaling pathway in
MCAOJR rats. Phytomedicine 2022;102:154112.

172. XuL, GaoY, HuM, Dong Y, Xu ], Zhang ], et al. Edaravone dexborneol protects cerebral
ischemia reperfusion injury through activating Nrf2/HO-1 signaling pathway in mice. Fundam Clin
Pharmacol 2022;36(5):790-800.

173. Zhao J, Kobori N, Aronowski J, Dash PK. Sulforaphane reduces infarct volume following
focal cerebral ischemia in rodents. Neurosci Lett 2006;393(2-3):108-12.

174.  Soane L, Li Dai W, Fiskum G, Bambrick LL. Sulforaphane protects immature hippocampal
neurons against death caused by exposure to hemin or to oxygen and glucose deprivation. | Neurosci
Res 2010;88(6):1355-63.

175.  Zhao ], Moore AN, Redell JB, Dash PK. Enhancing expression of Nrf2-driven genes protects
the blood brain barrier after brain injury. | Neurosci 2007;27(38):10240-8.

176. Yang ], LiY, Liu Q, LiL, Feng A, Wang T, et al. Brief introduction of medical database and
data mining technology in big data era. | Evid Based Med 2020;13(1):57-69.

177.  Bellazzi R, Zupan B. Towards knowledge-based gene expression data mining. | Biomed Inform
2007,;40(6):787-802.

178. Lee JK, Williams PD, Cheon S. Data mining in genomics. Clin Lab Med 2008;28(1):145-66, viii.
179.  Storey JD, Tibshirani R. Statistical significance for genomewide studies. Proc Natl Acad Sci U S
A 2003;100(16):9440-5.

180.  Tusher VG, Tibshirani R, Chu G. Significance analysis of microarrays applied to the ionizing
radiation response. Proc Natl Acad Sci U S A 2001;98(9):5116-21.

181.  Soukup M, Cho H, Lee JK. Robust classification modeling on microarray data using
misclassification penalized posterior. Bioinformatics 2005;21 Suppl 1:1423-30.

182. Chapman JR, Waldenstrom J. With Reference to Reference Genes: A Systematic Review of
Endogenous Controls in Gene Expression Studies. PLoS One 2015;10(11):e0141853.

183. Tamura K, Furihata M, Satake H, Hashida H, Kawada C, Osakabe H, et al. SHISA2 enhances
the aggressive phenotype in prostate cancer through the regulation of WNT5A expression. Oncol Lett
2017;14(6):6650-8.

109



184.  Pei], Grishin NV. Unexpected diversity in Shisa-like proteins suggests the importance of their
roles as transmembrane adaptors. Cell Signal 2012;24(3):758-69.

185. Yamamoto A, Nagano T, Takehara S, Hibi M, Aizawa S. Shisa promotes head formation
through the inhibition of receptor protein maturation for the caudalizing factors, Wnt and FGF. Cell
2005;120(2):223-35.

186.  He X. Antagonizing Wnt and FGF receptors: an enemy from within (the ER). Cell
2005;120(2):156-8.

187.  Hedge TA, Mason L. Expression of Shisa2, a modulator of both Wnt and Fgf signaling, in the
chick embryo. Int ] Dev Biol 2008;52(1):81-5.

188. Nagano T, Takehara S, Takahashi M, Aizawa S, Yamamoto A. Shisa2 promotes the
maturation of somitic precursors and transition to the segmental fate in Xenopus embryos.
Development 2006;133(23):4643-54.

189. Zhu Y, Tsuchida A, Yamamoto A, Furukawa K, Tajima O, Tokuda N, et al. Expression and
roles of a xenopus head-forming gene homologue in human cancer cell lines. Nagoya | Med Sci
2008;70(3-4):73-82.

190.  Peeples ES, Genaro-Mattos TC. Ferroptosis: A Promising Therapeutic Target for Neonatal
Hypoxic-Ischemic Brain Injury. Int | Mol Sci 2022;23(13).

191. Marshall KR, Gong M, Wodke L, Lamb JH, Jones DJ, Farmer PB, et al. The human apoptosis-
inducing protein AMID is an oxidoreductase with a modified flavin cofactor and DNA binding
activity. | Biol Chem 2005;280(35):30735-40.

192.  WuM, Xu LG, Li X, Zhai Z, Shu HB. AMID, an apoptosis-inducing factor-homologous
mitochondrion-associated protein, induces caspase-independent apoptosis. | Biol Chem
2002;277(28):25617-23.

193. Miriyala S, Thippakorn C, Chaiswing L, Xu Y, Noel T, Tovmasyan A, et al. Novel role of 4-
hydroxy-2-nonenal in AIFm2-mediated mitochondrial stress signaling. Free Radic Biol Med 2016;91:68-
80.

194. Doll S, Freitas FP, Shah R, Aldrovandi M, da Silva MC, Ingold |, et al. FSP1 is a glutathione-
independent ferroptosis suppressor. Nature 2019;575(7784):693-8.

195. Rodriguez J, Zhang Y, Li T, Xie C, Sun Y, Xu Y, et al. Lack of the brain-specific isoform of
apoptosis-inducing factor aggravates cerebral damage in a model of neonatal hypoxia-ischemia. Cell
Death Dis 2018;10(1):3.

196. Koppula P, Lei G, Zhang Y, Yan Y, Mao C, Kondiparthi L, et al. A targetable CoQ-FSP1 axis
drives ferroptosis- and radiation-resistance in KEAP1 inactive lung cancers. Nat Commun
2022;13(1):2206.

197.  King TD, Zhang W, Suto MJ, Li Y. Frizzled7 as an emerging target for cancer therapy. Cell
Signal 2012;24(4):846-51.

198. Eubelen M, Bostaille N, Cabochette P, Gauquier A, Tebabi P, Dumitru AC, et al. A molecular
mechanism for Wnt ligand-specific signaling. Science 2018;361(6403).

199.  Cheng P, Liao HY, Zhang HH. The role of Wnt/mTOR signaling in spinal cord injury. | Clin
Orthop Trauma 2022;25:101760.

200.  Menet R, Lecordier S, EIAli A. Wnt Pathway: An Emerging Player in Vascular and Traumatic
Mediated Brain Injuries. Front Physiol 2020;11:565667.

201. Chong ZZ, Shang YC, Hou J, Maiese K. Wntl neuroprotection translates into improved
neurological function during oxidant stress and cerebral ischemia through AKT1 and mitochondrial
apoptotic pathways. Oxid Med Cell Longev 2010;3(2):153-65.

202. He W, Lu Q, Sherchan P, Huang L, Hu X, Zhang JH, et al. Activation of Frizzled-7 attenuates
blood-brain barrier disruption through Dvl/p3-catenin/WISP1 signaling pathway after intracerebral
hemorrhage in mice. Fluids Barriers CNS 2021;18(1):44.

203. Ueno K, Hiura M, Suehiro Y, Hazama S, Hirata H, Oka M, et al. Frizzled-7 as a potential
therapeutic target in colorectal cancer. Neoplasia 2008;10(7):697-705.

110



204. Ueno K, Hazama S, Mitomori S, Nishioka M, Suehiro Y, Hirata H, et al. Down-regulation of
frizzled-7 expression decreases survival, invasion and metastatic capabilities of colon cancer cells. Br |
Cancer 2009;101(8):1374-81.

205. Bengochea A, de Souza MM, Lefrancgois L, Le Roux E, Galy O, Chemin ], et al. Common
dysregulation of Wnt/Frizzled receptor elements in human hepatocellular carcinoma. Br | Cancer
2008;99(1):143-50.

206. Merle P, Kim M, Herrmann M, Gupte A, Lefrancois L, Califano S, et al. Oncogenic role of the
frizzled-7/beta-catenin pathway in hepatocellular carcinoma. | Hepatol 2005;43(5):854-62.

207. Zhou F, Cao W, Xu R, Zhang J, Yu T, Xu X, et al. MicroRNA-206 attenuates glioma cell
proliferation, migration, and invasion by blocking the WNT/p-catenin pathway via direct targeting of
Frizzled 7 mRNA. Am | Transl Res 2019;11(7):4584-601.

208. Boustani MR, Khoshnood R]J, Nikpasand F, Taleshi Z, Ahmadi K, Yahaghi E, et al.
Overexpression of ubiquitin-specific protease 2a (USP2a) and nuclear factor erythroid 2-related factor
2 (Nrf2) in human gliomas. | Neurol Sci 2016;363:249-52.

209. Tsai WC, Hueng DY, Lin CR, Yang TC, Gao HW. Nrf2 Expressions Correlate with WHO
Grades in Gliomas and Meningiomas. Int | Mol Sci 2016;17(5).

210. Picciotto MR, Zoli M, Bertuzzi G, Nairn AC. Immunochemical localization of
calcium/calmodulin-dependent protein kinase I. Synapse 1995;20(1):75-84.

211.  Uezu A, Fukunaga K, Kasahara ], Miyamoto E. Activation of Ca2+/calmodulin-dependent
protein kinase I in cultured rat hippocampal neurons. ] Neurochem 2002;82(3):585-93.

212. Schmitt JM, Wayman GA, Nozaki N, Soderling TR. Calcium activation of ERK mediated by
calmodulin kinase I. | Biol Chem 2004;279(23):24064-72.

213. Ageta-Ishihara N, Takemoto-Kimura S, Nonaka M, Adachi-Morishima A, Suzuki K, Kamijo S,
et al. Control of cortical axon elongation by a GABA-driven Ca2+/calmodulin-dependent protein
kinase cascade. | Neurosci 2009;29(43):13720-9.

214.  Wayman GA, Kaech S, Grant WF, Davare M, Impey S, Tokumitsu H, et al. Regulation of
axonal extension and growth cone motility by calmodulin-dependent protein kinase 1. ] Neurosci
2004;24(15):3786-94.

215. Lai TW, Zhang S, Wang YT. Excitotoxicity and stroke: identifying novel targets for
neuroprotection. Prog Neurobiol 2014;115:157-88.

216. Cao Q, Qian M, Wang XF, Wang B, Wu HW, Zhu X], et al. Negative feedback regulation of
Raf/MEK/ERK cascade after sublethal cerebral ischemia in the rat hippocampus. Neurochem Res
2011;36(1):153-62.

217. Yang ], Sun M, Cheng R, Tan H, Liu C, Chen R, et al. Pitavastatin activates mitophagy to
protect EPC proliferation through a calcium-dependent CAMK1-PINK1 pathway in atherosclerotic
mice. Commun Biol 2022;5(1):124.

218. Cisneros-Barroso E, Yance-Chavez T, Kito A, Sugiura R, Gomez-Hierro A, Giménez-Zaragoza
D, et al. Negative feedback regulation of calcineurin-dependent Prz1 transcription factor by the
CaMKK-CaMK1 axis in fission yeast. Nucleic Acids Res 2014;42(15):9573-87.

219. Levitus M, Waisfisz Q, Godthelp BC, de Vries Y, Hussain S, Wiegant WW, et al. The DNA
helicase BRIP1 is defective in Fanconi anemia complementation group J. Nat Genet 2005;37(9):934-5.
220. LitmanR, Peng M, Jin Z, Zhang F, Zhang ], Powell S, et al. BACHL1 is critical for homologous
recombination and appears to be the Fanconi anemia gene product FANC]. Cancer Cell 2005;8(3):255-
65.

221. Levran O, Attwooll C, Henry RT, Milton KL, Neveling K, Rio P, et al. The BRCA1-interacting
helicase BRIP1 is deficient in Fanconi anemia. Nat Genet 2005;37(9):931-3.

222. Cantor S, Drapkin R, Zhang F, Lin Y, Han ], Pamidi S, et al. The BRCA1-associated protein
BACHT1 is a DNA helicase targeted by clinically relevant inactivating mutations. Proc Natl Acad Sci U
S A 2004;101(8):2357-62.

111



223. Cantor SB, Bell DW, Ganesan S, Kass EM, Drapkin R, Grossman S, et al. BACHI, a novel
helicase-like protein, interacts directly with BRCA1 and contributes to its DNA repair function. Cell
2001;105(1):149-60.

224, Seal S, Thompson D, Renwick A, Elliott A, Kelly P, Barfoot R, et al. Truncating mutations in
the Fanconi anemia ] gene BRIP1 are low-penetrance breast cancer susceptibility alleles. Nat Genet
2006;38(11):1239-41.

225. Peng M, Litman R, Jin Z, Fong G, Cantor SB. BACH1 is a DNA repair protein supporting
BRCA1 damage response. Oncogene 2006;25(15):2245-53.

226. Cantor SB, Andreassen PR. Assessing the link between BACH1 and BRCA1 in the FA
pathway. Cell Cycle 2006;5(2):164-7.

227. Paull TT, Rogakou EP, Yamazaki V, Kirchgessner CU, Gellert M, Bonner WM. A critical role
for histone H2AX in recruitment of repair factors to nuclear foci after DNA damage. Curr Biol
2000;10(15):886-95.

228. Zhang F, Fan Q, Ren K, Auerbach AD, Andreassen PR. FANCJ/BRIP1 recruitment and
regulation of FANCD2 in DNA damage responses. Chromosoma 2010;119(6):637-49.

229. Mani C, Acharya G, Kshirsagar S, Vijayan M, Khan H, Reddy PH, et al. A Novel Role for
BRIP1/FANC] in Neuronal Cells Health and in Resolving Oxidative Stress-Induced DNA Lesions. |
Alzheimers Dis 2022;85(1):207-21.

230.  LiuN, Pan T. RNA epigenetics. Transl Res 2015;165(1):28-35.

231.  Jiang], Seo H, Chow CS. Post-transcriptional Modifications Modulate rRNA Structure and
Ligand Interactions. Acc Chem Res 2016;49(5):893-901.

232.  Statello L, Guo CJ, Chen LL, Huarte M. Gene regulation by long non-coding RNAs and its
biological functions. Nat Rev Mol Cell Biol 2021;22(2):96-118.

233.  Pecoraro V, Rosina A, Polacek N. Ribosome-Associated ncRNAs (rancRNAs) Adjust
Translation and Shape Proteomes. Noncoding RNA 2022;8(2).

234.  Karakas D, Ozpolat B. The Role of LncRNAs in Translation. Noncoding RNA 2021;7(1).

235.  Park YB, Kim JM. Identification of long non-coding RNA-mRNA interactions and genome-
wide IncRNA annotation in animal transcriptome profiling. | Anim Sci Technol 2023;65(2):293-310.
236. Widmann R, Kuroiwa T, Bonnekoh P, Hossmann KA. [14C]leucine incorporation into brain
proteins in gerbils after transient ischemia: relationship to selective vulnerability of hippocampus. |
Neurochem 1991;56(3):789-96.

237. Shigeno T, Yamasaki Y, Kato G, Kusaka K, Mima T, Takakura K, et al. Reduction of delayed
neuronal death by inhibition of protein synthesis. Neurosci Lett 1990;120(1):117-9.

238.  Bodsch W, Barbier A, Oehmichen M, Grosse Ophoff B, Hossmann KA. Recovery of monkey
brain after prolonged ischemia. II. Protein synthesis and morphological alterations. | Cereb Blood Flow
Metab 1986;6(1):22-33.

239.  Oxenkrug GF. Metabolic syndrome, age-associated neuroendocrine disorders, and
dysregulation of tryptophan-kynurenine metabolism. Ann N Y Acad Sci 2010;1199:1-14.

240.  Moroni F. Tryptophan metabolism and brain function: focus on kynurenine and other indole
metabolites. Eur | Pharmacol 1999;375(1-3):87-100.

241. Morris G, Carvalho AF, Anderson G, Galecki P, Maes M. The Many Neuroprogressive
Actions of Tryptophan Catabolites (TRYCATSs) that may be Associated with the Pathophysiology of
Neuro-Immune Disorders. Curr Pharm Des 2016;22(8):963-77.

242, Cuartero MI, Ballesteros I, de la Parra J, Harkin AL, Abautret-Daly A, Sherwin E, et al. L-
kynurenine/aryl hydrocarbon receptor pathway mediates brain damage after experimental stroke.
Circulation 2014;130(23):2040-51.

243.  Verleysdonk S, Hamprecht B. Synthesis and release of L-serine by rat astroglia-rich primary
cultures. Glia 2000;30(1):19-26.

244.  Yamagata K, Shoji Y, Terashima T, Yokogoshi H. Glutamate reduces secretion of l-serine in
astrocytes isolated from stroke-prone spontaneously hypertensive rats. Neuroscience 2006;143(3):729-
37.

112



245. Le Douce J, Maugard M, Veran ], Matos M, Jégo P, Vigneron PA, et al. Impairment of
Glycolysis-Derived 1-Serine Production in Astrocytes Contributes to Cognitive Deficits in Alzheimer's
Disease. Cell Metab 2020;31(3):503-17.8.

246.  Joshi AD. New Insights Into Physiological and Pathophysiological Functions of Stanniocalcin
2. Front Endocrinol (Lausanne) 2020;11:172.

247. Ito D, Walker JR, Thompson CS, Moroz I, Lin W, Veselits ML, et al. Characterization of
stanniocalcin 2, a novel target of the mammalian unfolded protein response with cytoprotective
properties. Mol Cell Biol 2004;24(21):9456-69.

248. Pan ], Ho M. Role of glypican-1 in regulating multiple cellular signaling pathways. Am |
Physiol Cell Physiol 2021;321(5):C846-C58.

249.  Jen YH, Musacchio M, Lander AD. Glypican-1 controls brain size through regulation of
fibroblast growth factor signaling in early neurogenesis. Neural Dev 2009;4:33.

250. Passarella D, Ciampi S, Di Liberto V, Zuccarini M, Ronci M, Medoro A, et al. Low-Density
Lipoprotein Receptor-Related Protein 8 at the Crossroad between Cancer and Neurodegeneration. Int
J Mol Sci 2022;23(16).

251.  Gallo CM, Ho A, Beffert U. ApoER2: Functional Tuning Through Splicing. Front Mol Neurosci
2020;13:144.

252. Dudok JJ, Sanz AS, Lundvig DM, Sothilingam V, Garcia Garrido M, Klooster J, et al. MPP3
regulates levels of PALS1 and adhesion between photoreceptors and Miiller cells. Glia
2013;61(10):1629-44.

253. Dudok JJ, Sanz AS, Lundvig DM, Wijnholds ]J. MPP3 is required for maintenance of the apical
junctional complex, neuronal migration, and stratification in the developing cortex. | Neurosci
2013;33(19):8518-27.

254.  Kaya-Aksoy E, Cingoz A, Senbabaoglu F, Seker F, Sur-Erdem I, Kayabolen A, et al. The pro-
apoptotic Bcl-2 family member Harakiri (HRK) induces cell death in glioblastoma multiforme. Cell
Death Discov 2019;5:64.

255. Inohara N, Ding L, Chen S, Nufiez G. harakiri, a novel regulator of cell death, encodes a
protein that activates apoptosis and interacts selectively with survival-promoting proteins Bcl-2 and
Bel-X(L). EMBO ] 1997;16(7):1686-94.

256.  Salvatore D, Santoro M, Schlumberger M. The importance of the RET gene in thyroid cancer
and therapeutic implications. Nat Rev Endocrinol 2021;17(5):296-306.

257. Li AY, McCusker MG, Russo A, Scilla KA, Gittens A, Arensmeyer K, et al. RET fusions in
solid tumors. Cancer Treat Rev 2019;81:101911.

258.  Takahashi M. RET receptor signaling: Function in development, metabolic disease, and
cancer. Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci 2022;98(3):112-25.

259. Kumar V, Maurya VK, Joshi A, Meeran SM, Jha RK. Integrin beta 8 (ITGB8) regulates embryo
implantation potentially via controlling the activity of TGF-B1 in mice. Biol Reprod 2015;92(4):109.

260. Cambier S, Gline S, Mu D, Collins R, Araya J, Dolganov G, et al. Integrin alpha(v)beta8-
mediated activation of transforming growth factor-beta by perivascular astrocytes: an angiogenic
control switch. Am | Pathol 2005;166(6):1883-94.

261.  ZhangL, QuY, Tang B, Zhao F, Xiong T, Ferriero D, et al. Integrin 38 signaling in neonatal
hypoxic-ischemic brain injury. Neurotox Res 2012;22(4):280-91.

262. McCandless EE, Wang Q, Woerner BM, Harper JM, Klein RS. CXCL12 limits inflammation by
localizing mononuclear infiltrates to the perivascular space during experimental autoimmune
encephalomyelitis. | Immunol 2006;177(11):8053-64.

263.  Selvaraj UM, Ortega SB, Hu R, Gilchrist R, Kong X, Partin A, et al. Preconditioning-induced
CXCL12 upregulation minimizes leukocyte infiltration after stroke in ischemia-tolerant mice. | Cereb
Blood Flow Metab 2017;37(3):801-13.

264. LiY, Tang G, Liu Y, He X, Huang ], Lin X, et al. CXCL12 Gene Therapy Ameliorates Ischemia-
Induced White Matter Injury in Mouse Brain. Stem Cells Transl Med 2015;4(10):1122-30.

113



265. Sharma M, Afrin F, Satija N, Tripathi RP, Gangenahalli GU. Stromal-derived factor-1/CXCR4
signaling: indispensable role in homing and engraftment of hematopoietic stem cells in bone marrow.
Stem Cells Dev 2011;20(6):933-46.

266. Hayakawa J, Migita M, Ueda T, Fukazawa R, Adachi K, Ooue Y, et al. Dextran sulfate and
stromal cell derived factor-1 promote CXCR4 expression and improve bone marrow homing
efficiency of infused hematopoietic stem cells. ] Nippon Med Sch 2009;76(4):198-208.

267. Robin AM, Zhang ZG, Wang L, Zhang RL, Katakowski M, Zhang L, et al. Stromal cell-
derived factor 1lalpha mediates neural progenitor cell motility after focal cerebral ischemia. | Cereb
Blood Flow Metab 2006;26(1):125-34.

268. Law AY, Wong CK. Stanniocalcin-1 and -2 promote angiogenic sprouting in HUVECs via
VEGF/VEGFR?2 and angiopoietin signaling pathways. Mol Cell Endocrinol 2013;374(1-2):73-81.

269. Xiao L], Yuan JX, Song XX, Li YC, Hu ZY, Liu YX. Expression and regulation of stanniocalcin
1 and 2 in rat uterus during embryo implantation and decidualization. Reproduction 2006;131(6):1137-
49.

114



	SPIS TREŚCI



