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Objaśnienie skrótów stosowanych w pracy 

1,25(OH)2D3 – kalcytriol 

11β-HSD – dehydrogenaza 11β-hydroksysteroidowa 

25(OH)D3 – kalcyfeydiol  

4HNE – 4 hydroksynonenal 

ACTH – hormon adrenokortykotropowy; kortykotropina 

ADP – adenozynodifosforan  

Akt– kinaza serynowo-treoninowa  

AMPK – 5’ kinaza białkowa aktywowana monofosfaranem adenozyny 

ATP – adenozynotrifosforan  

AVP – hormon antydiuretyczny, wazopresyna 

BAT – brunatna tkanka tłuszczowa  

BDNF – neurotroficzny czynnik pochodzenia mózgowego 

CA 1-3 – cornu ammonis 1-3 

CaMK – kinaza białkowa zależna od wapnia  

CKT – cykl kwasu trikarboksylowego 

CoA – acetylo koenzym A 

CoQ – koenzym Q 

COX – oksydaza cytochromu c 

COX II – oksydaza cytochromu c, podjednostka II 

COX IV – oksydaza cytochromu c, podjednostka IV 

CREB – białko wiążące element odpowiedzi cAMP 

CRF – czynnika uwalniającego kortykotropinę 

CRH – kortykoliberyna; hormon uwalniający kortykotropinę 

CS – syntaza cytrynianowa 

DEXA – deksametazon  

EDTA – kwas wersenowy 

EER – receptor estrogenowy 

ELISA – test immuno-enzymatyczny 

ERK – kinaza białkowa regulowana pozakomórkowo 

FAD – dinukleotyd flawinoadeninowy 

FADH2 – dinukleotyd flawinoadeninowy 
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FGF-2 – czynnik wzrostu fibroblastów-2 

GABA – kwas gamma-aminomasłowy 

GK – glikokortykosteroidy 

GR – receptor glikokortykosteroidowy 

GRE – elementami odpowiedzi na glikokortykosteroidy 

GSH – zredukowana forma glutationu 

GSSG – utleniona forma glutationu 

IGF-1 – insulinopodobny czynnik wzrostu-1 

IGF1R – receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 

IGFBP – białko wiążące IGF 

JNK – kinaza białka c-Jun 

KORT – kortykosteron 

LDH – kompleks dehydrogenazy mleczanowej 

LDL – utlenione lipoproteiny o niskiej gęstości 

MAPK – kinaza białkowa aktywowana mitogenem 

MARRS – błonowe białko wiążące steroidy 

MDA – aldehyd dimalonowy 

MR – receptor mineralokortykosteroidowy 

mBDNF – dojrzała forma neurotroficznego czynnika pochodzenia mózgowego 

MCT – białko transportujące mleczan 

NADH – dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy 

NF-κB – czynnik jądrowy kappa B 

NFL – łańcuchy lekkie neurofilamentów 

NGF – czynnik wzrostu nerwów 

NMDA – receptor N-metylo-D-asparaginianowy 

pAKT – fosforylowana kinaza serynowo-treoninowa 

PGC-1α – receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomów koaktywator 

gamma 1α 

P75NTR – receptor neurotrofiny p75 

PDH – kompleks dehydrogenazy pirogronianowej 

PI3K – kinaza 3-fosfoinozytydu 

PKC – kinaza białkowa C 
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PLCγ – fosfolipaza C-gamma 

PPN – oś podwzgórze – przysadka mózgowa – kora nadnerczy 

proBDNF – prekursorowa forma neurotroficznego czynnika pochodzenia mózgowego 
PTH – parathormon 

RBM3 – białko wiążące RNA 3 

PUFA – wielonienasycone kwasy tłuszczowe 

RFT – reaktywne formy tlenu 

RFTiA – reaktywne formy tlenu i azotu 

RhoA – kinaza związana z Rho 

RXR – receptor retinoidu X 

SH – grupy sulfhydrylowe 

TNF-1α – czynnik martwicy nowotworów alfa 

TrkB – kinaza receptora tropomiozyny B  

VDBP – białko wiążące witaminę D 

VDR – receptor witaminy D 

VDRE – element odpowiedzi witaminy D 

VEGF – czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego 

WHO – Światowa Organizacja Zdrowia 
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1. Streszczenie pracy w języku polskim 
Wprowadzenie: Powszechnie wiadomo, że jednym z głównych układów odpowiedzi 

na stresor jest oś podwzgórze-przysadka mózgowa-kora nadnerczy (PPN), która generuje 

i moduluje poziom glikokortykosteridów (GK) w organizmie. Niekorzystne warunki 

środowiskowe mogą doprowadzić do nadaktywności osi PPN indukując hipersekrecję 

GK. Hipokamp, wydaje się być szczególnie wrażliwy na negatywne skutki ekspozycji na 

działanie GK. Podczas wysokiego ich poziomu obserwuje się obniżenie objętości 

hipokampa, jak również zmiany morfologiczne, metaboliczne i funkcjonalne. 

Głównym celem rozprawy doktorskiej było określenie wpływu 28 dniowej 

suplementacji witaminy D3 w dawce 600 IU/ kg/ dzień na mitochondrialny metabolizm 

tlenowy i neuroprotekcję w szczurzym hipokampie podczas długotrwałej ekspozycji na 

działanie glikokortykosteroidów. 

Materiały i metody: Badania zostały wykonane za zgodą Lokalnej Komisji Etycznej 

do Spraw Badań na Zwierzętach w Bydgoszczy (nr 10/2019). W prowadzonych 

badaniach wykorzystano dwa modele in vivo powtarzanej ekspozycji na działanie 

glikokortykosteroidów. Model egzogenny, związany z podawaniem syntetycznego GK, 

deksametazonu (DEXA) oraz endogenny, poprzez aktywację osi PPN indukowaną 

zanurzeniem w zimnej wodzie. Badania przedstawione w niniejszej rozprawie zostały 

wykonane na szczurach szczepu Wistar, losowo podzielonych na 6 grup: grupę kontrolną, 

otrzymującą dootrzewnowo 0,9 % roztworu NaCl (n = 4-6); grupę otrzymującą 

dootrzewnowo roztwór DEXA w dawce 2 mg/ kg/ dzień i suplementowane witaminą D3 

dawce 600 IU/ kg/ dzień (n = 7-8); grupę otrzymującą dootrzewnowo roztwór DEXA 

wdawce 2 mg/ kg/ dzień i suplementowaną olejem roślinnym (placebo) (n = 6-7); grupę 

poddawaną cyklicznej ekspozycji na zimno poprzez zanurzenie w wodzie o temperaturze 

0-4ºC (60 minut dziennie), suplementowaną witaminą D3 (n = 8-9); grupę poddawaną 

zanurzeniu w zimnej wodzie i suplementowaną placebo (n = 8-9); grupę poddawaną 

zanurzeniu w ciepłej wodzie (34-36ºC) (n = 6). Pierwszego i ostatniego dnia 

eksperymentu zwierzęta zostały zważone, pobrano im krew z żyły ogonowej. Stężenie 

kortykosteronu i metabolitów witaminy D w osoczu oznaczono za pomocą metod: 

kolejno testu immunoenzymatycznego ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent 

assay) oraz chromatografii cieczowej sprzężonej z tandemową spektrometrią mas  

(LC-MS/MS). Po uśmierceniu zwierząt, hipokampy wyizolowano, zważono na wadze 
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analitycznej i poddano homogenizacji. Poziom specyficznych receptorów wiążących GK  

oraz witaminę D, jak również poziom białek związanych z neuroprotekcją  

i mitochondrialnym metabolizmem energetycznym (kompleks IV łańcucha 

oddechowego) oceniono na podstawie wyników uzyskanych metodą Western blot. 

Aktywność enzymatyczną syntazy cytrynianowej oraz oksydazy cytochromu c, 

zmierzono za pomocą metod kinetycznych. Następnie poziom wolnorodnikowych 

uszkodzeń lipidów i białek w hipokampie oceniono wykorzystując metodę ELISA  

oraz metod spektrofotometrycznych. 

Wyniki: W pracy wykazano, że długotrwała ekspozycja na działanie GK, 

zarówno syntetycznych, jak i związanych z indukowaniem aktywności osi PPN, 

powoduje obniżenie masy hipokampa. Suplementacja witaminą D3 wpłynęła ochronnie 

na masę hipokampa przy cyklicznemu podawaniu DEXA w przeciwieństwie do 

ekspozycji na zimno. Zaobserwowano częściową modulację poziomu receptora 

glikokortykosteroidowego (GR), wzrost poziomu fosforylowanej kinazy  

serynowo-treoninowej (pAkt), dojrzałej formy neurotroficznego czynnika pochodzenia 

mózgowego (mBDNF), podjednostki II oksydazy cytochromu c (COX II) oraz wzrost 

aktywności syntazy cytrynianowej. Z kolei długotrwała ekspozycja na zimno skutkowała 

wzrostem poziomu kortykosteronu w osoczu zwierząt, a włączona suplementacja 

witaminą D3 wpłynęła jedynie ochronnie na mitochondrialny metabolizm tlenowy  

i częściowe wyciszenie stresu oksydacyjnego w hipokampie. 

Wnioski: Na podstawie zaprezentowanych w pracy wyników można stwierdzić, 

że suplementacja witaminą D3 częściowo chroni hipokamp przed negatywnym 

działaniem GK poprzez wpływ na mitochondrialny metabolizm energetyczny oraz białka 

związane z neuroprotekcją. Ochronne działanie witaminy D3 koncentruje się  

w szczególności na neurobiologicznych efektach związanych z farmakoterapią DEXA. 

Interesującym jest, że suplementacja witaminą D3 również częściowo chroniła hipokamp 

zwierząt narażonych na stres związany z zimnem przed zaburzeniami  

w mitochondrialnym metabolizmie tlenowym oraz uszkodzeniami wywołanymi stresem 

oksydacyjnym. Wyniki tych badań mogą przyczynić się do lepszego zrozumienia 

neurobiologicznych mechanizmów działania witaminy D w warunkach zwiększonej 

aktywności osi PPN, jak również w trakcie terapii steroidowej. 
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Wyniki badań uzyskane w ramach realizacji niniejszej dysertacji doktorskiej 

częściowo zostały opublikowane w dwóch oryginalnych artykułach:  

● Karnia, M.J.; Korewo, D.; Myślińska, D.; Ciepielewski, Z.M.; Puchalska, M.; 

Konieczna-Wolska, K.; Kowalski, K.; Kaczor, J.J. The Positive Impact of 

Vitamin D on Glucocorticoid-Dependent Skeletal Muscle Atrophy. Nutrients 

2021, 13, 936. https://doi.org/10.3390/nu13030936 (IF = 4,8; MEiN = 140). 

● Korewo-Labelle, D.; Karnia, M.J.; Myślińska, D.; Kaczor, J.J. Supplementation 

with Vitamin D3 Protects against Mitochondrial Dysfunction and Loss of BDNF-

Mediated Akt Activity in the Hippocampus during Long-Term Dexamethasone 

Treatment in Rats. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 13941. 

https://doi.org/10.3390/ijms241813941 (IF = 4,9; MEiN = 140) 
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2. Streszczenie w języku angielskim 
Introduction: It is well known that one of the main stress response systems is the 

hypothalamic-pituitary-adrenal cortex (HPA) axis, which generates and modulates 

glucocorticosteroid (GC) levels in the body. Adverse environmental conditions may lead 

to overactivity of the HPA axis inducing hypersecretion of GC. The hippocampus, it 

seems, is particularly sensitive to the negative effects of GC exposure. High levels of GC 

affect its volume reduction as well as morphological, metabolic, and functional 

disturbance.  

The main objective of my dissertation was to determine the effects of 28 days of 

vitamin D3 supplementation at a dose of 600 IU/ kg/ day on mitochondrial oxidative 

metabolism and neuroprotection in the rat hippocampus during long-term exposure to 

glucocorticosteroids. 

Materials and Methods: The study was performed with the approval of the Local 

Ethical Committee for Animal Research in Bydgoszcz, Poland (No. 10/2019).  

The conducted studies used two in vivo models of repeated exposure of animals to GC: 

exogenous, associated with the administration of the synthetic GC, dexamethasone 

(DEXA), and endogenous, through activation of the HPA axis induced by immersion in 

cold water. The studies presented in this dissertation were performed on Wistar rats, 

randomly divided into 6 groups: a control group receiving intraperitoneal 0.9% NaCl 

solution (n = 4-6); a group receiving intraperitoneal DEXA solution at a dose of 2 mg/ 

kg/day and supplemented with vitamin D3 at a dose of 600 IU/ kg/day (n = 7-8); a group 

receiving intraperitoneal DEXA solution at a dose of 2 mg/ kg/day and supplemented 

with vegetable oil (placebo) (n = 6-7); a group subjected to cyclic cold exposure by 

immersion in 0-4ºC water (60 minutes per day), supplemented with vitamin D3 (n = 8-9); 

a group subjected to cold water immersion and supplemented with placebo (n = 8-9);  

a group subjected to warm water immersion (34-36ºC) (n = 6). On the first and last day 

of the experiment, the animals were weighed, and blood was drawn from the tail vein. 

Plasma concentrations of corticosterone and vitamin D metabolites were determined by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and liquid chromatography coupled to 

tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) sequentially. After the animals were sacrificed, 

the hippocampus were isolated, weighed, and homogenized. The levels of specific GC 

and vitamin D binding receptors, as well as the levels of proteins associated with 
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neuroprotection and mitochondrial energy metabolism (respiratory chain complex IV), 

were assessed by the Western blot. The enzymatic activities of citrate synthase  

and cytochrome c oxidase were measured by kinetic methods. Then, the level of free 

radical damage to lipids and proteins in the hippocampus was assessed using ELISA  

and spectroscopic methods. 

Results: The study showed that long-term exposure to GC, both synthetic and those 

associated with induction of HPA axis activity, causes a decrease in hippocampal mass. 

Vitamin D3 supplementation had a protective effect on hippocampal mass with cyclic 

DEXA treatment in contrast to cold exposure. A partial modulation of glucocorticosteroid 

receptor (GR) levels, an increase in phosphorylated serine/threonine kinase (pAkt), the 

mature form of brain-derived neurotrophic factor (mBDNF), cytochrome c oxidase 

subunit II (COX II) and an increase in citrate synthase activity were observed.  

In turn, long-term exposure to cold increased the level of corticosterone in the animals' 

plasma. The included vitamin D3 supplementation only had a protective effect on 

mitochondrial oxygen metabolism and partially reduced the oxidative stress in  

the hippocampus. 

Conclusions: Based on the results presented in this paper, it can be concluded that 

vitamin D3 supplementation partially protects the hippocampus from the negative effects 

of GC by affecting mitochondrial energy metabolism and proteins associated with 

neuroprotection. The protective effects of vitamin D3 are particularly focused on the 

neurobiological effects associated with DEXA pharmacotherapy.  

It is interesting to note that vitamin D3 supplementation also partially protected  

the hippocampus of animals exposed to cold stress from abnormalities in mitochondrial 

oxygen metabolism and oxidative stress-induced damage. The results of this study may 

contribute to a better understanding of the neurobiological mechanisms of vitamin D 

action under conditions of increased HPA axis activity, as well as during steroid therapy. 

The research results obtained during this dissertation have been partially published in 

two original articles: 

● Karnia, M.J.; Korewo, D.; Myślińska, D.; Ciepielewski, Z.M.; Puchalska, M.; 

Konieczna-Wolska, K.; Kowalski, K.; Kaczor, J.J. The Positive Impact of 
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Vitamin D on Glucocorticoid-Dependent Skeletal Muscle Atrophy. Nutrients 

2021, 13, 936. https://doi.org/10.3390/nu13030936 (IF = 4,8; MEiN = 140). 

● Korewo-Labelle, D.; Karnia, M.J.; Myślińska, D.; Kaczor, J.J. Supplementation 

with Vitamin D3 Protects against Mitochondrial Dysfunction and Loss of BDNF-

Mediated Akt Activity in the Hippocampus during Long-Term Dexamethasone 

Treatment in Rats. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 13941. 

https://doi.org/10.3390/ijms241813941 (IF = 4,9; MEiN = 140) 
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3. Wprowadzenie 

3.1.  Fizjologia reakcji na stresor 

Pojęciem stresu opisuje się wszelkie stresujące doświadczenia (stresory), które 

wywołują reakcje fizjologiczne i behawioralne w organizmie wytrącając go z homeostazy 

(Chu i wsp., 2023). Warto podkreślić słowa Hansa Selye’a: „stresem nie jest to, co nam 

się przydarza, ale to jak reagujemy” (Selye, 1979). 

Według koncepcji Selye’ego można wyróżnić dwa rodzaje stresu: pozytywny, 

mobilizujący do działania, nazywany eustresem oraz ten związany z przykrymi, 

nieprzyjemnymi uczuciami czy zdarzeniami, określany, jako dystres. Oba rodzaje stresu 

mogą być szkodliwe dla organizmu, jeżeli działają zbyt długo lub zbyt intensywnie. 

Jednak eustres wywołuje mniejsze szkody w porównaniu z dystresem (Selye, 1976). 

Podział stresu na „dobry lub zły” według Dhabhar jest definiowany zależnie od czasu 

trwania biologicznej reakcji stresowej oraz jej skutków (Dhabhar, 2014). W istocie czas 

jest główną cechą odpowiedzi organizmu na stresor. Dlatego pojęcie krótkotrwałego 

stresu odnosi się do tego, który trwa od kilku minut do paru godzin, natomiast przewlekły, 

długotrwały stres określany jest, jako utrzymujący się przez kilka godzin dziennie  

w okresie tygodni lub nawet miesięcy (Dhabhar i Mcewen, 1997). Większość reakcji 

fizjologicznych w odpowiedzi na ostry stresor wyzwala mechanizm „walki lub ucieczki”. 

Wpływa na regulacje ośrodkowego układu nerwowego (OUN), moduluje pracę układu 

sercowo-naczyniowego, metabolizm, a także odpowiedź układu immunologicznego 

umożliwiając próbę przetrwania (Dhabhar, 2018). 

Powszechnie wiadomo, że do głównych układów odpowiedzi na stresory zalicza 

się oś współczulno-nadnerczową oraz oś podwzgórze – przysadka mózgowa – kora 

nadnerczy (PPN) (Mifsud i Reul, 2018). Do reakcji o szybkim charakterze zalicza się 

aktywację osi współczulno-nadnerczowej. Prowadzi ona do zwiększonego wydzielania 

adrenaliny i noradrenaliny z rdzenia nadnerczy do krążenia oraz sekrecję norepinefryny 

z nerwów współczulnych powodując wzrost jej poziomu w mózgu (Joëls i Baram, 2009). 

Późniejsza reakcja organizmu wynika z aktywności osi PPN, która odpowiada  

za uwalnianie i regulację poziomu glikokortykosteroidów (GK). W odpowiedzi na 

określony czynnik jądro przyśrodkowe podwzgórza uwalnia kortykoliberynę (CRH)  

oraz wazopresynę (AVP), co sygnalizuje przedniemu płatowi przysadki sekrecje 
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hormonu adrenokortykotropowego (ACTH) do krwioobiegu. Następnie ACTH wpływa  

na wzmożone uwalnianie GK przez korę nadnerczy (Chu i wsp., 2023) (Rycina 1.).  

GK to grupa małych, lipofilnych hormonów steroidowych, syntetyzowanych z ich 

prekursora, cholesterolu, w wieloetapowej kaskadzie reakcji enzymatycznych (Rycina 

2.). 

Warto podkreślić, iż GK wykazują 24-godzinny rytm dobowy wpływając  

na funkcjonowanie mózgu, autonomicznego układu nerwowego oraz układu  

sercowo-naczyniowego (Azmi i wsp., 2021). W naturalnych warunkach niski poziom GK 

występuje w pierwszych fazach snu i systematycznie wzrasta, osiągając swój szczytowy 

poziom kilka minut przed przebudzeniem (Scher i wsp., 2009) 

 

Rycina 1. Wydzielanie glikokortykosteroidów poprzez aktywność osi podwzgórzowo – 

przysadkowo – nadnerczowej oraz ich wewnątrzkomórkowe działanie poprzez 

mechanizmy genomowe i niegenomowe w hipokampie.Skróty: ACTH, 

adrenokortykotropina; AVP, wazopresyna; CRH, kortykoliberyna; GR, receptor 

glikokortykostroidowy; GRE, element odpowiedzi na glikokortykosteroidy; MR, receptor 

mineralokortykosteroidowy. Opracowanie własne na podstawie Gray i wsp., 2017 oraz 

Sawati i wsp., 2015. 
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W końcowym etapie syntezy GK, w wyniku reakcji katalizowanej przez 

dehydrogenazę 11β-hydroksysteroidową (11β-HSD), nieaktywny kortyzon zostaje 

przekształcony do aktywnej biologicznie formy kortyzolu (u ludzi) i kortykosteronu  

(u gryzoni). Enzym 11β-HSD występuje w dwóch izoformach:  

11β-HSD1, obecna m.in. w wątrobie, tkance tłuszczowej, mięśniach szkieletowych  

oraz 11β-HSD2 zlokalizowana głównie w nerkach (Kilgour i wsp., 2015; Morgan i wsp., 

2022). 11β-HSD1 i 11β-HSD2 katalizują wzajemną konwersję GK kontrolując tym 

samym procesy syntezy/regeneracji, a także ich inaktywacji. Co więcej, 11β-HSD1 ulega 

również ekspresji w niektórych strukturach mózgowia takich jak hipokamp, kora 

mózgowa, prążkowie i przysadka mózgowa (Moisan i wsp., 1990), podczas gdy ekspresja 

11βHSD2 w dorosłym mózgu jest ograniczona (Chen i wsp., 2014). 

 
Rycina 2. Szlaki biosyntezy glikokortykosteroidów (Noti i wsp., 2009). 

GK nie tylko wysyłają sygnały do komórek docelowych, ale również  

za pośrednictwem 2 typów receptorów: glikokortykoidowego (GR)  

oraz mineralokortykoidowego (MR), wpływają na hamowanie aktywności osi PPN 

poprzez sprzężenie zwrotne ujemne. W wyniku wiązania się GK do receptorów GR i MR 

zlokalizowanych w neuronach uwalniających kortykoliberynę CRF  

w podwzgórzu, jak również i hipokampie, dochodzi do hamowania sekrecji ACTH  

z przedniego płata przysadki mózgowej. Dodatkowo, GK działają również lokalnie 

poprzez wiązanie się do GR w korze nadnerczy wyciszając dalszą syntezę GK w czasie 

nadmiernej aktywności osi PPN (Pérez i wsp., 2019). 
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3.2.  Molekularne mechanizmy działania glikokortykosteroidów 

Receptory GR oraz MR pochodzą od wspólnego przodka – receptora 

kortykoidowego. Powstały około 450 milionów lat temu w wyniku duplikacji  

i dywergencji jednego genu (Baker i Katsu, 2019). MR poza GK, wiąże się również  

z aldosteronem, dezoksykortykosteronem czy progesteronem. Natomiast GR, w toku 

ewolucji zyskał wysoką selektywność wobec GK. Z powodu dziesięciokrotnie niższego 

powinowactwa do GK, w porównaniu do MR, ekspresja GR zachodzi dopiero przy 

wzroście poziomu GK w odpowiedzi na stresor. Dlatego uważa się, że GR jest głównym 

mediatorem skutków warunków stresowych i mechanizmu ujemnego sprzężenia 

zwrotnego (de Kloet, 2022). Te dwa typy receptorów mają zróżnicowane rozmieszczenie 

w mózgowiu. MR ulega ekspresji m.in. w hipokampie, ciele migdałowatym i przegrodzie 

bocznej. GR natomiast powszechnie występuje m.in. w hipokampie i jądrze 

przyśrodkowym podwzgórza, gdzie rozpoczyna się aktywacja osi PPN (Lightman i wsp., 

2020). Co ciekawe sugeruje się, że w mózgowiu GR i MR, które w swoim działaniu 

wzajemnie się uzupełniają, mogą regulować procesy neurochemiczne w tym: uwalnianie 

neurotransmiterów (glutaminianu, kwasu gamma-aminomasłowego; GABA), 

neuromodulatorów (serotoniny, dopaminy i noradrenaliny) (Gray i wsp., 2017), a także 

czynników neurotroficznych (neurotroficzny czynnik pochodzenia mózgowego; BDNF) 

(Chiba i wsp., 2012). 

Zarówno naturalne, jak i syntetyczne GK, wiążąc się z MR i GR pośredniczą  

w genomowych i szybkich, niegenomowych mechanizmach. Ze względu na swoje 

właściwości, GK mogą swobodnie przekraczać błonę komórkową i wiązać się również  

z cytoplazmatycznym receptorem MR i GR. Oba receptory, przemieszczając się do jądra 

komórkowego z cytoplazmy, działając, jako czynniki transkrypcyjne aktywowane 

ligandem. Dzięki tym mechanizmom wywierają odpowiedź komórki, poprzez wiązanie 

się z elementami genomowym i zmianę w ekspresji genów. Cytoplazmatyczne receptory 

GK występują w postaci wielobiałkowych kompleksów z towarzyszącymi białkami 

opiekuńczymi takimi jak: białka szoku cieplnego (Hsp90, Hsp70, Hsp40), p23  

oraz FKBP5 (Gallo i wsp., 2007; Gray i wsp., 2017). Związanie się receptora z ligandem 

skutkuje odłączeniem się białek opiekuńczych, zmianą konformacji receptora  

i translokacją kompleksu ligand-receptor do jądra komórkowego (Rycina 1.) 

(Timmermans i wsp. 2019). Poprzez związanie się ze specyficznymi sekwencjami DNA 
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zwanymi elementami odpowiedzi na GK (GRE), kompleks  

ligand-receptor moduluje ekspresję genów, tym samym je hamując lub wzmacniając 

 (Gray i wsp., 2017). Ponadto, GR mogą również regulować ekspresję genów poprzez 

interakcję z prozapalnymi czynnikami transkrypcyjnymi takimi jak: czynnik jądrowy 

kappa B (NF-κB) i białko aktywatorowe-1 (AP-1) (Kokkinopoulou i wsp., 2021). 

GK mogą również wywierać wpływ na transkrypcję i inne czynności komórkowe 

poprzez mechanizmy niegenomowe za pośrednictwem specyficznych wiązań  

z błonowym receptorem GR i/lub MR i ich interakcję z receptorami sprzężonymi  

z białkiem G. Potwierdzono istnienie tych izoform w strukturach układu limbicznego,  

w tym w hipokampie (Karst i wsp., 2005). Coraz więcej dowodów wskazuje na to,  

że receptory GK mogą bezpośrednio aktywować dalsze wewnątrzkomórkowe szlaki 

sygnałowe i wpływać na funkcje mitochondriów (Morgan i wsp., 2016). Ponadto 

powodują aktywację szlaków sygnałowych kinaz: kinazy białkowej aktywowanej 

mitogenem (MAPK), kinazy 3-fosfoinozytydu (PI3K) i kinazy białkowej B (Akt) 

(Panettieri i wsp., 2019). Na poziomie molekularnym receptory GK mogą modulować 

procesy zachodzące w mitochondriach. Mechanizm ten polega na translokacji GR  

do mitochondriów, gdzie regulują potencjał błonowy, ekspresję genów 

mitochondrialnych oraz akumulację wapnia (Psarra i Sekeris, 2011). Natomiast nie 

znaleziono dowodów potwierdzających obecność MR ani jego przemieszczania się do 

mitochondriów w neuronach (Du i wsp., 2009). 

3.3.  Allostaza i przeciążenie allostatyczne 

Reakcja stresowa ma fundamentalne znaczenie w ewolucji. Odpowiedź organizmu  

na stresor jest powszechna od prokariota po kręgowce, aby dostosować się  

do niedogodnych warunków środowiska (Taborsky i wsp., 2021). Allostazę definiuje się 

jako zbiór aktywnych procesów wymaganych do osiągnięcia stabilności zewnętrznej  

i wewnętrznej, prowadzącym do adaptacji systemów fizjologicznych do wyzwań 

środowiskowych, fizycznych i psychospołecznych. Koncepcja ta kładzie nacisk na 

elastyczne procesy adaptacyjne do szybko zmieniającego się środowiska, poprzez zmianę 

środowiska wewnętrznego ustroju i przystosowania się do bieżących warunków, w celu 

wspierania organizmu (Logan i Barksdale, 2008). Przewlekłą ekspozycję na czynniki 

szkodliwe, dr Hans Selye nazwał zespołem ogólnej adaptacji i podzielił go na trzy etapy: 

fazę alarmową, fazę oporu i fazę wyczerpania (Selye, 1936). Teoria ta zakłada, że reakcja 
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stresowa pełni rolę adaptacyjną, jednakże, gdy substraty reakcji zostaną wyczerpane, 

organizm staje się podatny na uszkodzenia i dysfunkcje. Następstwem zespołu ogólnej 

adaptacji jest obecna hipoteza oparta o GK (McEwen i Sapolsky, 1995). Przyzwyczajenie 

osi PPN do ciągłego obrotu GK w odpowiedzi na stresor zapewnia organizmowi 

przewagę poprzez optymalizację zasobów energetycznych i przeciwdziałanie 

rozregulowaniu procesów kontroli poziomu GK. Szczególnie zapotrzebowanie  

na energię, również w procesie adaptacji, ma tkanka mózgowa, która niezbędna jest  

do przeżycia i reorganizacji neuronalnej (McEwen, 2018). 

Do behawioralnych efektów adaptacji należą: zwiększona czujność, pobudzenie, 

wzrost funkcji poznawczych. Natomiast fizjologiczne skutki adaptacji obejmują 

mechanizmy związane z przekierowaniem energii: przyspieszenie akcji serca, aktywacja 

procesów metabolicznych takich jak lipoliza i glukoneogeneza, aby dostarczyć substraty 

energetyczne niezbędne do odpowiedniego funkcjonowania mózgu (Magomedova  

i Cummins, 2015). Ponadto wyciszenie funkcji wegetatywnych (reprodukcja, laktacja), 

hamowanie trawienia, modulacja odporności. Proces adaptacji na stresor jest zależny od 

wielu czynników, takich jak uwarunkowania genetyczne, środowiskowe  

oraz rozwojowe. Jednakże pod wpływem przedłużającego się i/lub wzrostu siły stresora 

odpowiedź adaptacyjna maleje. Co więcej, może to mieć szkodliwy wpływ na funkcje 

fizjologiczne m.in. metabolizm, wzrost, reprodukcję, odporność oraz zachowanie/ rozwój 

osobowości i ostatecznie rozwój chorób (Tsigos i wsp., 2000). 

Przedłużający się stres bądź brak możliwości osiągnięcia równowagi ustroju może 

doprowadzić do przeciążenia allostatycznego. Zjawisko to może wystąpić wskutek 

powtarzającego się stresu, powtarzanego bodźcowania wieloma stresorami, zaburzeń  

w adaptacji oraz przedłużonej reakcji stresowej (McEwen i Gianaros, 2011). Przeciążenie 

allostatyczne skutkuje utratą zdolności reagowania na stresor poprzez utratę 

plastyczności ustroju (McEwen, 1998). Skutki tego procesu obejmują wiele dolegliwości 

i typowych chorób cywilizacyjnych. Jednak w naturze przeciążenie allostatyczne ma na 

celu wywołanie korzystnych efektów np. magazynowania tłuszczu  

i przygotowania organizmu do hibernacji (McEwen i Wingfield, 2007).  

Co więcej przedłużający się stres, w sposób zależny od rodzaju stresora, czasu 

jego trwania, intensywności, wieku i płci, może wpływać na procesy pamięciowe 

 (El Marzouki i wsp., 2021). W badaniach in vivo przeciążenie allostatyczne powoduje 
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atrofię hipokampa, kory przedczołowej oraz przerost ciała migdałowatego (McEwen  

i Chattarji, 2004). Upośledzając tym samym procesy funkcji kognitywnych. 

3.4.  Ekspozycja na zimno 

Czynniki środowiskowe, między innymi zmiany temperatur mają istotny wpływ na 

odpowiedź organizmu. Ośrodkowy układ nerwowy reguluje równowagę energetyczną, 

utrzymanie temperatury ciała i termogenezę w odpowiedzi na stres związany z zimnem 

(Castellani i Young, 2016). Poprzez aktywację ośrodka regulacji temperatury w 

podwzgórzu, aktywacji osi PPN oraz układu miejsce sinawe-norepinefryna, zachodzi 

szereg procesów regulujących odpowiedź organizmu na stres związany z zimnem 

(Chrousos, 2009; Hu i wsp., 2022). Udowodniono, że zarówno krótkotrwała, jak  

i długotrwała ekspozycja na zimno powoduje wzrost aktywacji osi PPN a w konsekwencji 

wyrzut kortykosteronu do krwiobiegu gryzoni (Feng i wsp., 2021;  

El Marzouki i wsp., 2021). 

Podobnie jak większość stresorów, tak i ekspozycja na zimno (zanurzenie w zimnej 

wodzie), stanowi dla ustroju wyzwanie o charakterze fizjologicznym na wielu 

poziomach. Aby organizm dostosował się do otaczającego środowiska, musi zachować 

odpowiednią temperaturę mózgu oraz innych narządów wewnętrznych poprzez właściwe 

kontrolowanie procesów generowania i utraty ciepła (Espeland, 2022). Procesy te 

zachodzą, poprzez zwężenie naczyń obwodowych, aktywację bogatej  

w mitochondria brunatnej tkanki tłuszczowej (BAT) oraz brunatnienie podskórnej tkanki 

tłuszczowej. Aktywacja BAT wyzwalana jest przez współczulny układ nerwowy. 

Uwalniana z zakończeń nerwowych, norepinefryna stymuluje receptor beta  

3-adrenergiczny, aby umożliwić generowanie ciepła i katabolizowanie energii przez BAT 

(Cannon i Nedergaard, 2004; Stojanović i wsp., 2018). 

Szczególnie wrażliwe na zimno, gryzonie, szybciej tracą ciepło i potrzebują więcej 

energii do utrzymania optymalnej temperatury ciała. Z tego względu mogą również 

rozwijać pewne cechy adaptacyjne. Zwierzęta hodowane w środowisku o obniżonych 

temperaturach wykazywały zmiany fenotypowe takie jak: krótsze uszy i ogony, dłuższe 

futro, większe narządy wewnętrzne: nerki, wątroba oraz większą masę BAT (Hankenson  

i wsp., 2018). Termogeneza jest podstawowym mechanizmem adaptacyjnym i pojawia 

się przy spadku temperatury otoczenia. W procesie tym kluczową rolę odgrywa BAT  
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o wysokiej zdolności oksydacyjnej. Długotrwale obniżona temperatura powoduje 

zwiększoną aktywność mitochondriów i indukcję utleniania kwasów tłuszczowych (Yau  

i wsp., 2021). 

Podczas zanurzenia w zimnej wodzie organizm wykazuje dwie różne odpowiedzi 

autonomiczne, reaguje zarówno na reakcję na nurkowanie i szok zimna. Pierwsza reakcja 

aktywowana jest przez zwilżenie i ochłodzenie twarzy podczas wstrzymywania oddechu. 

Skutkuje to bradykardią rytmu zatokowego, wazokonstrykcją naczyń obwodowych  

i uwolnieniem erytrocytów zmagazynowanych w śledzionie (Lindholm i Lundgren, 

2009). Reakcja na szok zimna spowodowana jest przez aktywację skórnych 

termoreceptorów, które inicjują sekwencję odpowiedzi fizjologicznej. Obejmują 

onetachykardię współczulną, nadmierną hiperwentylację, zwężenie naczyń 

obwodowych, wzrost ciśnienia krwi i zmniejszenie perfuzji krwi w mózgu (Shattock  

i Tipton, 2012). 

W celu zastosowania modelu ostrego stresu w badaniach in vivo wykorzystuje się 

jednorazową ekspozycję na zimno, natomiast by wywołać przewlekłą reakcję stresową 

stosuje się wielokrotną i powtarzaną ekspozycję (Atrooz i wsp., 2021). Spowodowany 

ekspozycją ustroju na niskie temperatury, stres zimna może prowadzić do szeregu 

nieprawidłowości na poziomie behawioru (Sturman i wsp., 2018), emocji, układu 

neuroendokrynnego (Xu i wsp., 2019a), odporności (Lian i wsp. 2017) oraz metabolizmu 

energetycznego (Liu i wsp., 2019; Shi i wsp., 2019). Ponadto stres wywołany zimnem 

może wpływać niekorzystnie na układ sercowo-naczyniowym, a także może nieść 

szczególnie negatywne konsekwencje na funkcjonowanie mózgu, obniżając m.in. funkcje 

poznawcze (El Marzouki i wsp., 2021). Ostatnio wyniki badań wykazały,  

że ekspozycja na zimno w tkance hipokampa może indukować stres oksydacyjny 

wywołany przez kortykosteroidy i aktywować szlak apoptotyczny w neuronach (Xu  

i wsp., 2019a). 

Mimo, że narażenie organizmu na niskie temperatury środowiska jest 

powszechnym stresorem to może przynieść wiele korzyści zdrowotnych. Szereg badań 

sugeruje, że kąpiele w zimnej wodzie obniżają zaburzenia nastroju (van Tulleken i wsp., 

2018), wpierają funkcje endokrynne (Gundle i Atkinson, 2020), układ odpornościowy 

(Lubkowska i wsp., 2013) i poprawiają parametry hematologiczne (Checinska-

Maciejewska i wsp., 2019).  
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Tematyka wpływu regularnych kąpieli w zimnej wodzie na układ nerwowy nadal 

pozostaje niejasna i wymaga dalszych badań w celu pełnego zrozumienia tego zjawiska. 

Wiadomo jednak, że na poziomie molekularnym w stanie ekspozycji na zimno następuje 

zwiększona synteza niektórych białek, między innymi białko wiążące kwas 

rybonukleinowy 3 (RBM3), nazywanego białkiem szoku zimna (Xia i wsp., 2018). 

RBM3 uczestniczy w regulacji czynności fizjologicznych na poziomie komórkowym  

w warunkach stresu spowodowanego nie tylko zimnem, ale również niedotlenieniem czy 

promieniowaniem ultrafioletowym (Wellmann i wsp., 2004). Ponadto RBM3 pełni 

istotną funkcję w transkrypcji i translacji, biogenezie mikroRNA, rytmie dobowym, cyklu 

komórkowym, odporności, kancerogenezie, apoptozie i neuroprotekcji (Danno i wsp., 

2000; Jögi i wsp., 2009; Lin i wsp., 2023; Ma i wsp., 2018; Sureban i wsp., 2008). 

Stwierdzono, że RBM3 wykazuje działanie wspomagające przyrost mięśni szkieletowych 

oraz wpływa na mechanizmy antyatroficzne w modelu in vitro i in vivo (Van Pelt i wsp., 

2018). Co więcej, w stanie łagodnej hipotermii zwiększa fosforylację Akt, które reguluje 

procesy metaboliczne i wchłanianie glukozy, wpływając na przeżycie komórek (Yang 

Liu i wsp., 2021). Mimo, że mechanizm cytoprotekcyjnego działania RBM3 nie jest  

w pełni poznany pojawia się coraz więcej badań związanych z wpływem tego białka na 

ośrodkowy układ nerwowy. Wykazano, że RBM3 zapobiega utracie neuronów oraz pełni 

istotną rolę w regeneracji synaps po ochłodzeniu w modelu choroby Alzheimera (Peretti 

i wsp., 2015). Ponadto u gryzoni z niedokrwiennym uszkodzeniem mózgu powoduje 

stymulację neurogenezy (Zhu i wsp., 2019). 

Badania związane z przewlekłą ekspozycją na zimno nie są jednak jednoznaczne. 

Jedne sugerują związek z mechanizmami adaptacyjnymi osi PPN i/lub brakiem wpływu 

na procesy pamięciowe (El Marzouki i wsp., 2021), inne, że ekspozycja na zimno wydaje 

się być silnym stresorem. Wykazano, że długotrwały stres wywołany ekspozycją na 

zimno powoduje neurozapalenie indukowane aktywacją mikrogleju i uszkodzenie 

neuronów hipokampu (Lang i wsp., 2020). Co więcej w innych badaniach stwierdzono, 

że powoduje utratę neuronów w regionach CA1 i CA3 (Xu i wsp., 2019).  

Stres wywołany zimnem może również determinować wzrost RBM3 przy jednoczesnym 

obniżeniu poziomu neurotroficznego czynnika pochodzenia mózgowego (BDNF)  

w hipokampie szczurów (Lian i wsp., 2018). 
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3.5.  Glikokortykosteroidy w medycynie  

GK są szeroko stosowane w medycynie w postaci leków wykazujących silne  

i długotrwałe działanie przeciwbólowe i immunosupresyjne. Należą do nich m.in. 

hydrokortyzon, octan kortyzolu, prenidzon, prednizolon i fludrokortyzon (Tabela 1.). 

Jednym z przykładów syntetycznych GK jest również deksametazon (DEXA), 

fluorowany steroid, który od 1977 roku znajduje się na modelowej liście leków 

podstawowych Światowej Organizacji Zdrowia (WHO). DEXA jest dostępny w różnych 

preparatach i różnych dawkach (tabletki 0,5 mg – 6 mg). Jednak stosowany jest również 

jako zawiesina iniekcyjna czy roztwór doustny (Eckhard i wsp., 2019). W zależności od 

stanu chorobowego stosuje się jego dawkowanie od 0,75-9 mg/ dobę w leczeniu stanów 

zapalnych lub silnych reakcji alergicznych, do 30-40 mg/ dobę w przypadku stwardnienia 

rozsianego i innych jednostek chorobowych (Johnson i wsp., 2023). Ze względu na swoją 

strukturę chemiczną, DEXA wykazuje działanie 35 razy silniejsze niż kortyzon, 

natomiast nie wykazano jego aktywności mineralokortykosteroidowej. Uwzględniając 

właściwości farmakodynamiczne, biologiczny okres półtrwania DEXA wynosi 36-54 

godziny. Natomiast jego średni okres półtrwania w osoczu wynosi około 4 godziny 

(Johnson i Lopez, 2023). DEXA łatwo przenika przez barierę krew-mózg, łożysko, jak 

również do kobiecego mleka (Dubashynskaya i wsp., 2021). Ten syntetyczny GK 

metabolizowany jest przez cytochrom P450 3A4 (CYP3A4) głównie w wątrobie  

i wydalany z żółcią i w formie niezmienionej z moczem (Johnson i wsp., 2023). DEXA 

wiążąc się z GR podlega procesom wewnątrzkomórkowym, podobnie jak naturalne GK. 

Efekty mechanizmów niegenomowych występują w przeciągu pierwszych kilku minut 

po przyjęciu leku, poprzez receptory błonowe, natomiast działania na poziomie genomu 

rozpoczynane są po związaniu z receptorem cytoplazmatycznym (Buttgereit, 2002). 

Efektami działania DEXA jest modulowanie syntezy cytokin prozapalnych (interleukiny-

1, interleukiny-6), czynnika martwicy nowotworów alfa (TNF-α) a także 

cyklooksygenazy-2, syntazy tlenku azotu-2 czy cząsteczek adhezji komórkowej poprzez 

blokowanie NF-κB. Ostatecznie mechanizmy te powodują hamowanie odporności 

komórkowej, w której pośredniczą składowe układu białokrwinkowego m.in. limfocyty, 

makrofagi, monocyty, bazofile (Hardy i wsp., 2020). 
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Tabela 1. Porównanie syntetycznych glikokortykosteroidów po podaniu doustnym  
(Baid i Nieman, 2006). 

Nazwa Biologiczny okres 
półtrwania (godz.) 

Względna siła 
działania 

Fizjologiczna 
dawka zastępcza u 

dorosłych (mg) 

Deksametazon 36-54 25-50 0,5 

Fludrokortyzon 18-36 15 0,005-0,2 

Hydrokortyzon 8-12 1 20 

Octan kortyzolu 8-12 0,8 25 

Prednizolon 18-36 4 5 

Prednizon 18-36 4 5 

Ze względu na swoje właściwości DEXA jest powszechnie stosowany m.in.  

w zapobieganiu wymiotom, podtrzymaniu ciąży, wyciszaniu silnych reakcji 

alergicznych, w terapii zespołu ostrej ciężkiej niewydolności oddechowej, w terapii 

chorób autoimmunizacyjnych, po zabiegach operacyjnych oraz podczas chemioterapii.  

Ponadto jest wykorzystywany w leczeniu wstrząsów, atopowego zapalenia skóry, 

stwardnienia rozsianego i obrzęku mózgu (Johnson i wsp., 2023). Jednak zarówno 

krótkotrwałe, jak i przewlekłe stosowanie DEXA niesie za sobą wiele działań 

niepożądanych. Długotrwałe przyjmowanie może prowadzić do rozwoju zaćmy, jaskry, 

obniżenia odporności, cukrzycy, kwasicy metabolicznej, osteoporozy, zapalenia trzustki, 

zahamowania wzrostu oraz wpływać na zaburzenia nastroju, deprywację snu, rozwój 

depresji i anoreksji (Warrington i Bostwick, 2006). 

W badaniach in vitro wykazano, że 3 dniowe traktowanie DEXA (5 μM) pierwotnych 

neuronów hipokampalnych może promować ich degenerację poprzez wzrost ekspresji 

białek prozapalnych (NLRP-1, kaspazy-1, interleukiny-1β) i obniżenie ekspresji GR 

(Zhang i wsp., 2017). Ponadto wykazano, że już prenatalna ekspozycja na DEXA może 

wpływać na upośledzenie rozwoju kory mózgowej oraz zmniejszenie złożoności 

neuronów w korze przedczołowej i zakręcie zębatym hipokampa (Tsiarli i wsp., 2017). 

Wykazano także, że traktowanie DEXA osobników we wczesnym okresie życia 

powoduje zmiany plastyczności synaptycznej w hipokampie i zakłóca konsolidację 

pamięci (Lin i wsp., 2006; Wang i wsp., 2010). Jednak, nie wszystkie badania 

potwierdzają negatywne skutki działania, niektóre z prac wykazują, że w zależności od 
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wieku, pojedyncza 0,5 mg dawka DEXA po urodzeniu może powodować wzrost gęstości 

dendrytycznej, zwiększać przeżywalność i neurogenezę w zakręcie zębatym (Tsai i wsp., 

2016). Z kolei badania na myszach dorosłych wykazują, że podanie 50 mg DEXA 

zmniejsza nabywanie pamięci awersyjnej w warunkowaniu strach na kontekst, zmniejsza 

zdolności poznawcze poprzez obniżenie aktywności neuronów (dos Santos i wsp., 2019). 

Co więcej, 8 tygodniowe traktowanie DEXA samic szczurów zwiększa zachowania 

depresyjne (Mori i wsp., 2022). Negatywny wpływ DEXA na funkcjonowanie całego 

organizmu, w tym mózgu porównywane są do skutków długotrwałego stresu. Dlatego  

w badaniach in vivo, traktowanie DEXA stosuje się jako model przewlekłego stresu (Mori  

i wsp., 2022). 

3.6.  Hipokamp 

Hipokamp jest strukturą mózgu należącą do układu limbicznego. Odgrywa istotną 

rolę w zapamiętywaniu, uczeniu się i nawigacji przestrzennej. Należy do najbardziej 

plastycznych obszarów mózgu. Pojęcie „hipokamp” wywodzi się z greckiego słowa 

hippocampus oznaczającego konika morskiego i odnosi się do charakterystycznej 

budowy tej struktury mózgowia. Pod względem morfologicznym, hipokamp możemy 

podzielić na 3 części: głowę, tułów i ogon, przy czym głowa hipokampu jest odcinkiem 

rozszerzonym, natomiast ogon – cienkim i zakrzywionym (Fogwe, 2023). Ludzki 

hipokamp położony jest w przyśrodkowym płacie skroniowym, natomiast hipokamp 

gryzoni leży pod korą nową (Knierim, 2015). Histologicznie możemy, również podzielić 

hipokamp na obszary Cornu Ammonis 1-3 (CA1-3) oraz zakręt zębaty, gdzie aktywnie 

zachodzi neurogeneza również u osobników dorosłych (Fogwe i wsp., 2023). Obszar 

CA1 odgrywa istotną rolę w dopasowywaniu informacji uzyskanych z CA3 i zawiera 

głównie neurony piramidowe. CA2 jest to mały obszar hipokampu znajdujący się między 

CA1 i CA3. Charakteryzuje się stosunkowo wysoką odpornością na uszkodzenia 

spowodowane urazami, stabilnością plastyczności synaptycznej (Zhao i wsp., 2007)  

i sprawuje istotną funkcję w tworzeniu pamięci socjalnej (Hitti i Siegelbaum, 2014). 

Obszar CA3, również bogaty w komórki piramidalne, jest niezwykle ważny w funkcji 

kodowania, przechowywania i odzyskiwania pamięci (Senzai, 2019). Ze względu na 

sąsiadujące położenie z ciałem migdałowatym odgrywa również istotną rolę  

w przywoływaniu i regulowaniu pamięci emocjonalnej (Schumacher i wsp., 2018).  
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Hipokamp wykazuje zdolności do tworzenia nowych neuronów oraz plastyczności 

synaptycznej, stanowiąc najbardziej plastyczną strukturę mózgu. Proces neurogenezy jest 

silnie regulowany przez czynniki środowiskowe (długotrwały stres, aktywności fizyczna, 

dieta) i wewnątrzkomórkowe (m.in. czynniki neurotroficzne, neuroprzekaźniki) 

(Jurkowski i wsp., 2020). Mechanizm ten może być indukowany poprzez aktywność 

insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), czynnika wzrostu fibroblastów-2  

(FGF-2), czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF), jak również BDNF. 

3.6.1. Neuroprotekcyjne szlaki sygnałowe w hipokampie 

Do białek wywierających działanie ochronne i regeneracyjne poprzez stymulację 

proliferacji, różnicowania, wzrostu, prawidłowego funkcjonowania i przeżycia komórek 

neuronalnych należą neurotrofiny. Białka te są wydzielane przez wiele typów komórek, 

takich jak nerwowe komórki macierzyste, neurony, oligodendrocyty, astrocyty  

i mikroglej. Do rodziny neurotrofin należą neurotrofina 3, rzęskowy czynnik 

neurotroficzny, neurotroficzny czynnik pochodzenia glejowego, czynnik wzrostu 

nerwów oraz BDNF (Huang i Reichardt, 2001; Lu i wsp., 2003; Shirazi i wsp., 2015; 

Traiffort i wsp., 2020).  

BDNF jest jednym z najlepiej zbadanych i dokładnie opisanych neurotrofin. 

Głównym obszarem, w którym jest rozpowszechniony, jest centralny układ nerwowy. 

Choć również obecny jest w komórkach nieneuronalnych, takich jak kardiomiocyty  

(Li i wsp., 2022), miocyty mięśni szkieletowych (Ahuja i wsp., 2022), nabłonek 

pęcherzykowaty płuc (Paris i wsp., 2020), leukocyty (Anders i wsp., 2020) i płytki krwi 

(Amadio i wsp., 2017). W centralnym układzie nerwowym, BDNF najczęściej 

obserwowany jest w strukturach takich jak hipokamp oraz kora mózgowa. Dodatkowo, 

stwierdza się jego obecność w prążkowiu, móżdżku oraz polu brzusznym nakrywki 

(Conner i wsp., 1997). Ścieżki sygnałowe związane z BDNF regulują wiele 

mechanizmów wewnątrzkomórkowych umożliwiających regulację proliferacji, indukcję 

przeżycia i różnicowanie neuronów w hipokampie (Baptista i Irade, 2018). Ponadto 

zaangażowane są w rozwój dendrytów, formowanie synaps, plastyczność synaptyczną 

oraz regulowanie apoptozy (Miria i wsp., 2019; Sonoyama i wsp., 2020). 

Z uwagi na zdolność BDNF do przekraczania BBB, sugeruje się, że jego stężenie  

w osoczu koreluje z jego stężeniem w mózgowiu (Hyman i wsp., 1994). Wykazano, że 
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wzrost poziomu BDNF poprawia pamięć i zdolność przestrzennego uczenia się  

(Mu i wsp., 1999; Quesseveur i wsp., 2013). Obniżony poziom BDNF obserwowany jest 

w zaburzeniach psychicznych takich jak depresja, w chorobach neurodegeneracyjnych 

(Azman i Zakaria, 2022; Shimizu i wsp., 2003), jak również związany jest z obniżeniem 

objętości hipokampa (Fujii i wsp., 2022). Ponadto, uważa się, że BDNF wywiera 

działanie antydepresyjne w korze przedczołowej i hipokampie (Deyama i Kaneda, 2020; 

Shirayama i wsp., 2002). Co więcej, odgrywa neuroprotekcyjną rolę w chorobie 

Alzheimera, chorobie Huntingtona, chorobie Parkinsona, stwardnieniu zanikowym 

bocznym i chorobach neurologicznych takich jak stwardnienie rozsiane oraz udar (Allen 

i wsp., 2013; Lee i wsp., 2012; Liu i wsp., 2020). 

BDNF syntetyzowany jest ze swojej formy prekursorowej (pre-proBDNF)  

na poziomie retikulum endoplazmatycznego a następnie przekształcony do proBDNF. 

ProBDNF może indukować procesy apoptotyczne i zmniejszać kolce dendrytyczne.  

Za pośrednictwem receptora p75NTR zakotwiczonego w błonie komórkowej, proBDNF 

może promować apoptozę komórek, ale również ich przeżycie i różnicowanie (Ahmad  

i wsp., 2014). Ponadto proBDNF może zostać przekształcony do formy dojrzałej 

(mBDNF) przez endoproteazy subtylizyno-keksynowe w sieci trans aparatu Golgiego. 

mBDNF może również powstawać przez reakcję z udziałem proBDNF katalizowaną 

przez konwertazy w pęcherzykach wewnątrzkomórkowych lub pozakomórkowo przez 

plazminę i metaloproteazy macierzy. mBDNF poprzez wiązanie się z receptorem kinazy 

tropomiozyny B (TrkB) podlega dimeryzacji i autofosforyzacji. W wyniku tego procesu 

promuje szlaki wewnątrzkomórkowe. Poprzez powstawanie kompleksów pTrkB (Rycina 

3.):  

● z kinazą 3-fosfoinozytydu (PI3K) i Akt promuje przeżycie neuronów; 

● z kinazą białkową aktywowaną mitogenem (MAPK) i kinazami białkowymi 

regulowanymi pozakomórkowo (ERK) wpływa na wzrost neuronów; 

● z fosfolipazą C-gamma (PLCγ) i kinazą białkową zależną od wapnia (CaMK) 

promuje plastyczność synaptyczną, ale również poprzez indukcję białka 

wiążącego element odpowiedzi cAMP (CREB), wspiera neurogenezę  

i różnicowanie się komórek (Schirò i wsp. 2022). 

Poziom proBDNF i mBDNF może się różnić w poszczególnych strukturach mózgu  

i zmieniać w przebiegu ontogenezy. W czasie rozwoju obserwowany jest podwyższony 
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poziom proBDNF, natomiast w okresie dojrzałości to mBDNF sprzyja neuroprotekcji  

i plastyczności synaptycznej (Je i wsp., 2012; Rauskolb i wsp., 2010; Yeh i wsp., 2012). 

Neuroprotekcyjny wpływ BDNF związany jest z aktywacją szlaku TrkB/MAPK/ERK 

oraz TrkB/IP3K/Akt prowadząc do hamowania mechanizmów proapoptotycznych  

oraz uszkodzeń związanych ze stresem oksydacyjnym (Numakawa i wsp. 2010). 

 
Rycina 3. Schemat szlaków sygnałowych IGF-1, proBDNF i mBDNF w metabolizmie 

neuronalnym. Skróty: IGF-1, insulinopodobny czynnik wzrostu-1; IGF-1R, receptor 

kinazy tyrozynowej insulinopodobnego czynnika wzrostu-1; mBDNF, forma dojrzała 

neurotroficznego czynnik pochodzenia mózgowego; proBDNF, forma  

pro- neurotroficznego czynnika pochodzenia mózgowego; TrkB, kinaza receptora 

tropomiozyny B; p75NTR, receptor neurotrofiny p75; PI3K, kinaza 3-fosfoinozytydu; 

ERK, kinaza białkowa regulowana pozakomórkowo; PLCγ, fosfolipaza C-gamma; Akt, 

kinaza serynowo-treoninowa; MAPK, kinaza białkowa aktywowana mitogenem; CaMK, 

kinaza białkowa zależna od wapnia; CREB, białko wiążące element odpowiedzi cAMP; 

JNK, kinaza białka cJUN; RhoA, kinaza związana z Rho; NF-kB, czynnik jądrowy kappa 

B. Opracowanie własne na podstawie Ge i wsp., 2022; Li i wsp., 2022. 

Do białek wpływających na aktywację kaskady sygnalizacji mechanizmów 

neuroprotekcyjnych należy również insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1). Białko 

to zostało odkryte w 1957 roku przez Salmona i Daughday’a (Salmon  

i Daughaday, 1957). Jest ono jednołańcuchowym polipeptydem o masie cząsteczkowej 
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7,6 kDa, składającym się z 70 aminokwasów połączonych trzema parami wiązań 

disiarczkowych. IGF-1 syntetyzowany jest w wątrobie w odpowiedzi na wydzielany 

hormon wzrostu przez przysadkę mózgową. Białko to może być również syntetyzowane 

lokalnie, np. w ośrodkowym układzie nerwowym, szczególnie w korze mózgowej, 

podwzgórzu, hipokampie i móżdżku (Nishijima i wsp., 2010; Yuan i wsp., 2021). Poziom 

tego białka osiąga maksimum w okresie okołoporodowym i maleje w trakcie życia. 

Jednakże IGF-1 może być utrzymywany na stałym poziomie w obszarach mózgu 

związanych z ciągłą odnową i przebudową (Bondy i wsp., 1992). 

Stwierdzono, że IGF-1 wykazuje działanie plejotropowe we wszystkich rodzajach 

komórek nerwowych (neurony, astrocyty, oligodendrocyty). Wpływa między innymi  

na ich proliferację, promuje dojrzewanie i mielinizację (Aghanoori i wsp., 2022; 

Chattopadhyay i Shubayev, 2009). IGF-1, jako istoty czynnik neurotroficzny, wpływa 

również na neuroplastyczność, metabolizm i regenerację neuronów w odpowiedzi zmiany 

zachodzące w OUN w procesie uczenia i tworzenia pamięci (Bianchi i wsp., 2017; Dyer 

i wsp., 2016). 

Początkowo IGF-1, zarówno w krwioobiegu jak i w tkankach, wiąże się  

z własnym białkiem wiążącym (IGFBP). Następnie łączy się ze specyficznym receptorem 

kinazy tyrozynowej (IGF-1R), ale również może wiązać się z receptorem insulinowym. 

Następstwem tego jest aktywacja szlaków Ras/Raf/MAPK oraz PI3K/Akt/mTOR, 

przyczyniających się do przeżycia neuronów i poprawy ich funkcjonowania. Poprzez 

aktywowanie szlaku PI3K/Akt, IGF-1 może regulować neuronalne mechanizmy 

ochronne przed apoptozą indukowaną stresem oksydacyjnym (Hallak i wsp., 2001) 

(Rycina 3.). Uważa się, że obniżenie poziomu tego białka może skutkować zwiększoną 

odpornością na stres oksydacyjny i łagodnej dysfunkcji mitochondriów,  

co może prowadzić do hormezy (Troulinaki i Bano, 2012). 

3.6.2. Wpływ glikokortykosteroidów na hipokamp 
Podczas przewlekłego stresu dochodzi do nadaktywności osi PPN i hipersekrecji GK. 

Proces ten ma szkodliwy wpływ na funkcje układu immunologicznego,  

sercowo-naczyniowego, funkcje metaboliczne i neuronalne (Janssen, 2022;  

de Kloet i wsp., 2008; de Kloet i wsp., 2005). Wykazano, że przewlekły stres może 

powodować nasilenie utraty neuronów i rozwój wtórnej neurodegeneracji (Jones i wsp., 
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2015). Ponadto stwierdzono, że długotrwały stres powoduje obniżenie objętości 

hipokampa (Rahman i wsp., 2016). Hipokamp jako kluczowy element regulacji reakcji 

stresowej, jest szczególnie narażony na uszkodzenia. Podwyższona aktywność 

receptorów GR i MR hamuje uwalnianie GK a w następstwie powoduje zaburzenia 

funkcjonowania hipokampa i deregulację osi PPN (Levone i wsp., 2015). MR i GR 

regulują wiele procesów związanych z różnicowaniem i pobudliwością neuronów, a także 

regulują reaktywność behawioralną, nastrój oraz funkcje poznawcze. MR niezbędny jest 

w procesie oceny i przywracania pamięci, aktywowany jest podczas wczesnej fazy stresu, 

natomiast aktywacja GR kluczowa jest w konsolidacji pamięci i adaptacji behawioralnej 

(Koning i wsp., 2019). 

Wykazano, że aktywność receptorów GR i MR jest powiązana z podatnością  

na zaburzenia i choroby związane ze stresem takie jak depresja i zespół stresu 

pourazowego (Tertil i wsp., 2018). Ponadto sugeruje się, że przewlekła ekspozycja  

na GK znacząco zmniejsza objętość hipokampa oraz obniża jego neurogenezę i 

plastyczność synaptyczną w hipokampie (Schoenfeld i wsp., 2017). Co więcej, powoduje 

obniżenie przeżywalności już wykształtowanych neuronów oraz istotnie zmniejsza 

objętość zakrętu zębatego hipokampu, a zmiany te są skorelowane z upośledzeniem 

funkcji poznawczych (Naninck i wsp., 2015). W warunkach przewlekłego stresu 

znacznemu obniżeniu ulega poziom BDNF, który jest istotnym elementem regulacji 

funkcji poznawczych i prawidłowego funkcjonowania centralnego układu nerwowego. 

Wykazano, że stres może przyczynić się do zaburzeń behawioralnych, takich jak 

zachowania lękowe i depresyjne, zarówno u ludzi, jak i u zwierząt (Azarfarin i wsp., 

2018; García-Bueno i wsp., 2008). Potwierdzono, że długotrwały stres skutkuje 

modyfikacjami w strukturze mózgu gryzoni. Nadmierna ekspozycja na stresory powoduje 

zmniejszenie neurogenezy w zakręcie zębatym hipokampu, retrakcje dendrytów  

w neuronach hipokampalnych w regionie CA3 (Schoenfeld i wsp., 2017) oraz przerost 

neuronów w ciele migdałowatym (Eili i wsp., 2012). Ponadto będąc częścią brzusznej 

pętli prążkowia, hipokamp może oddziaływać na zachowania motoryczne (Molnár, 

2011). Podejrzewa się, że obniżenie objętości hipokampa może być wynikiem interakcji 

tej struktury z podwzgórzem, co potencjalnie wpływa na uwalnianie ACTH. Wskutek 

tego w atrofii hipokampa stwierdza się wzrost poziomu GK (Koehl i Abrous, 2011). 
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Obniżenie objętości hipokampa jest charakterystyczne dla niektórych chorób 

neurodegeneracyjnych i psychicznych. Nieswoistym markerem procesów 

neurodegeneracyjnych i biomarkerem uszkodzenia aksonów jest białko łańcucha 

lekkiego neurofilamentu (NFL) oznaczane w osoczu i płynie mózgowo-rdzeniowym.  

NFL jest jedną z izoform neurofilamentu, heteropolimeru specyficznego dla 

dojrzałych neuronów. W zależności od masy cząsteczkowej, neurofilamenty są 

klasyfikowane na trzy kategorie: lekkie (NFL) o masie 68 kilodaltonów (kDa), średnie 

(NFM) o masie 150 kDa oraz ciężkie (NFH) o masie 190-210 kDa. NFL jest istotną 

składową cytoszkieletu. Tworzy rdzeń struktury i dimeryzuje z NFH, bądź NFM, co 

prowadzi do powstania tetramerów, protofilamentów i ostatecznie włókien o średnicy 

około 10 nm (Khalil i wsp., 2018; Lee i wsp., 1993). 

Neurofilamenty znajdują się głównie w zmielinizowanych aksonach i odgrywają 

ważną rolę w ich utrzymaniu, wsparciu wzrostu i przekazywania impulsów elektrycznych 

(Yuan i wsp., 2017). NFL jest najbardziej rozpowszechnioną izoformą i dobrze 

rozpuszczalną w płynach biologicznych. W wyniku uszkodzenia lub zwyrodnienia 

aksonów, poziom NFL wzrasta, najpierw w płynie mózgowo-rdzeniowym, a następnie 

we krwi (Coppens i wsp., 2023; Gaetani i wsp., 2019). Marker ten jest często stosowany 

w celu diagnostycznych stanów neurodegeneracyjnych (choroba Parkinsona, choroba 

Alzheimera), stwardnieniu rozsianym, udaru czy urazowym uszkodzeniu mózgu (Gaetani 

i wsp., 2019). 

3.7.  Mitochondria 
Około 1,5 miliarda lat temu doszło do zespolenia komórek, w którym archeową 

bakterię wchłonęła komórka gospodarza. W wyniku tego wydarzenia archeową bakterię 

poddano ewolucyjnemu procesowi przekształcenia w organellum komórkowe  

(Dyall i wsp., 2004). 

Struktury te, określane mianem „elektrowni” komórkowych, zbudowane są  

z podwójnej błony oraz przestrzeni międzybłonowej. Zewnętrzna błona mitochondrialna 

pełni rolę w oddzielaniu wnętrza mitochondrium od cytozolu, umożliwiając przepływ 

małych cząsteczek, podczas gdy wewnętrzna błona mitochondrialna zawiera białka 

zaangażowane w syntezę ATP i tworzy grzebienie (cristae) zwiększające powierzchnię 

dla procesów metabolicznych (Chan, 2020). Co więcej, mitochondria są jedynymi 



33 
 
 

organellami komórkowymi zawierającymi własny genom. Geny mitochondrialnego 

DNA (mtDNA) kodują m.in. 13 białek istotnych dla łańcucha oddechowego, procesu 

kluczowego w mitochondrialnym metabolizmie energetycznym (Wallace, 2015). 

Organelle te są niezwykle dynamiczne pod względem fuzji, rozszczepiania, a także 

mitofagii. W procesy te są zaangażowane mechanizmy zarówno fizjologiczne jak  

i regulacje metaboliczne komórki m.in. homeostaza wapnia, apoptoza, autofagia, czy 

sygnalizacja redoks (Tilokani i wsp., 2018). 

Markerem biologicznym biogenezy mitochondriów i istotnym regulatorem ich 

zdolności oksydacyjnej jest koaktywator receptora γ aktywowanego przez proliferator 

peroksysomów 1α (PGC-1 α). Pod wpływem fosforylacji PGC-1 α, 5′ kinaza białkowa 

aktywowana monofosforanem adenozyny (AMPK) powoduje jego aktywację,  

w następstwie, czego prowadzi do koaktywacji jądrowego czynnika oddechowego 1 i 2 

NRF1/NRF2, receptora estrogenowego i receptora aktywowanego przez proliferator 

peroksysomów γ (PPARγ) (Halling i Pilegaard, 2020). Aktywacja wyżej wymienionych 

białek, powoduje ekspresję genów mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego A, 

transkrypcji i translacji mDNA. Następnym etapem jest promowanie ekspresji genów 

kompleksów mitochondrialnych za pośrednictwem szlaku PGC-1α-NRF-1/2, czego 

rezultatem jest aktywacja fosforylacji oksydacyjnej (Taherzadeh-Fard i wsp., 2011). 

Wykazano, że wyciszenie PGC-1α powoduje istotny spadek mitochondriów 

dendrytycznych oraz zmniejszenie liczby kolców dendrytycznych i synaps w hipokampie 

(Cheng i wsp., 2012). Co więcej w neuronach embrionalnych, jak również  

w wykształconym mózgu, PGC-1α odgrywa kluczową funkcję w tworzeniu,  

a także w utrzymaniu synaps (Spillane i wsp., 2013). 

Mitochondria są niezbędne dla życia komórki, jej aktywności, adaptacji i tolerancji 

na czynniki środowiskowe. Mimo, iż masa ludzkiego mózgu stanowi około 2% masy 

ciała to szacuje się, że jest on organem odpowiadającym za 20% całkowitego wydatku 

energetycznego (Clark i Sokoloff, 1999). 70-80% zużywanej energii  

jest wykorzystywana przez neurony, natomiast pozostała część przez komórki glejowe 

(astrocyty, oligodendrocyty i mikroglej) (Camandola i Mattson, 2017; Hyder i wsp., 

2013). Adenozyno trójfosforan (ATP), wytwarzany przez mitochondria jest niezbędny do 

dostarczenia energii i ostatecznie prawidłowego funkcjonowania, wzrostu i regeneracji 

neuronów. Jako najbardziej energochłonne komórki organizmu, neurony są niezwykle 
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wrażliwe na defekty bioenergetyczne (Cheng i wsp., 2022), które istotnie przyczyniają 

się do pogorszenia funkcji poznawczych (Yin i wsp., 2016). 

3.7.1. Metabolizm i bioenergetyka neuronów 

Jako półautonomiczne organelle, mitochondria są bardzo wydajne pod względem 

zdolności wykorzystywania tlenu, glukozy i pirogronianiu, do generowania energii 

komórkowej w postaci ATP. Procesy bioenergetyczne neuronów opierają się wyłącznie 

na metabolizmie tlenowym, a ich głównym substratem energetycznym jest glukoza.  

W mózgu jest ona prawie całkowicie utleniana do dwutlenku węgla i wody poprzez drogę 

glikolizy i cykl kwasów trikarboksylowych (cykl kwasu cytrynowego, cykl Krebsa; 

CKT). W efekcie wymienionych procesów z jednej cząsteczki glukozy może powstać od 

32 do 38 cząsteczek ATP (Allaman i Magistretti, 2013) (Rycina 4.). 

Specyficzne rozmieszczenie białka transportującego mleczan (MCT)  

oraz właściwości metabolicznych astrocytów i neuronów stworzyły podstawy  

do sformułowania hipotezy, iż mleczan może być transportowany między tymi 

komórkami celem wsparcia metabolizmu neuronalnego (Pellerin i wsp., 1998). Jednakże 

wyraźne dowody na rolę mleczanu w procesach metabolicznych in vivo pojawiły się 

dopiero na przełomie XX i XXI wieku (Bouzier i wsp., 2000; Wyss i wsp., 2011). Badania 

in vitro wykazują, że preferowanym substratem energetycznym neuronów jest mleczan, 

przy równoczesnym dostarczaniu z glukozą (Itoh i wsp., 2003). Pirogronian może zostać 

przekształcony do mleczanu poprzez dehydrogenazę mleczanową (LDH) lub zostać 

pobrany przez komórkę i włączony do dalszych procesów metabolicznych.  

Pirogronian pod wpływem dehydrogenazy pirogronianowej zostaje przekształcony 

do acetylo-koenzymu A (CoA) i jest włączony do CKT (Rigoulet i wsp., 2020). 

Cytozolowy szlak glikolityczny, mitochondrialny CKT oraz fosforylacja oksydacyjna 

stanowią trzy główne komponenty energetycznego metabolizmu komórkowego. 

Jednakże większość ATP zużywanego przez neurony powstaje dzięki dwóm ostatnim 

procesom metabolicznym zachodzącym w mitochondriach. 

Pierwszym reakcją mitochondrialnego metabolizmu energetycznego jest 

przeniesienie grupy acetylowej CoA do szczawiooctanu, katalizowane przez syntazę 

cytrynianową (CS), tworząc cytrynian. CS jest kluczowym enzymem w regulacji 

produkcji energii poprzez metabolizm mitochondrialny, jak również enzym ten istotnie 
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ogranicza szybkość zachodzących reakcji w CKT. Aktywność CS  

w przekształcaniu acetylo-CoA i szczawiooctanu do cytrynianiu jest stosowana, jako 

biomarker zawartości i funkcji mitochondriów (Jacobs i wsp., 2013; Larsen i wsp., 2012). 
Następnie, w wyniku szeregu reakcji enzymatycznych cytrynian zostaje przekształcony 

do szczawiooctanu (Rodwell i wsp., 2018) (Rycina 4.). 

Istotnymi produktami syntetyzowanymi na drodze CKT są NADH i FADH2 (Rycina 

4.). Koenzymy te mogą dostarczać elektrony do odpowiednich kompleksów łańcucha 

transportu elektronów. Mitochondrialny łańcuch oddechowy składa się  

z czterech kompleksów białkowych osadzonych w wewnętrznej błonie mitochondrialnej, 

których zadaniem jest utlenianie NADH i FADH2. Funkcją kompleksu I 

(oksydoreduktaza NADH – CoQ) i II (reduktaza bursztynian – CoQ) jest dostarczenie 

elektronów do ubichinonu. Następnie CoQ przekazuje elektrony do kompleksu III 

(oksydoreduktaza CoQ – cytochrom c (cyt c), który przekazuje je do cytochromu c. 

Kolejnym etapem jest przeniesienie elektronów przez zredukowany cytochrom c do 

kompleksu IV (oksydaza cyt c; COX), który ostatecznie przekazuje elektrony do tlenu 

cząsteczkowego (Rycina 4.) (Sousa i wsp., 2018). Ostatnim etapem fosforylacji 

oksydacyjnej, jest kompleks V (syntaza ATP), który syntetyzuje adenozynodifosforan 

(ADP) do ATP, wykorzystując energię dostarczoną z elektrochemicznego gradientu 

protonów (Rodwell i wsp., 2018) (Rycina 4.). 
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Rycina 4. Komórkowy metabolizm energetyczny. Skróty: GLUT, transporter glukozy; 

MCT, białko transportujące mleczan; NAD+, forma utleniona dinukleotydu 

nikotynoamidoadeninowego; NADH, dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy; MPC, 

białko transportowe translokazy pirogronianowej; PDH, kompleks dehydrogenazy 

pirogronianowej; CoA, acetylo-koenzym A; FADH2, dinukleotyd flawinoadeninowy; 

 Cyt c, cytochrom c; LDH, kompleks dehydrogenazy mleczanowej. Rycina Biorender.com 

[przekształcona] na podstawie Rigoulet i wsp., 2020 oraz Zheng i wsp., 2016. 

W zależności od czasu trwania oraz stężenia GK mogą wywierać odmienne działanie 

w neuronach. Fizjologiczne poziomy GK mają wpływ neuroprotekcyjny poprzez 
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regulację funkcji mitochondriów. Powodują zwiększoną produkcję energii w efekcie 

zwiększonego zatrzymywania jonów wapnia i wzrostu potencjału błonowego  

w mitochondriach (Choi i Han, 2021). Natomiast postuluje się, że wysokie poziomy GK 

powodują uszkodzenia mitochondriów i śmierć komórki neuronalnej (Xu i wsp., 2019). 

Stwierdza się, że niedobory metabolizmu mitochondrialnego, które mogą być 

obserwowane podczas wysokiego poziomu GK, mogą przyczyniać się do rozwoju 

hipometabolizmu i stresu oksydacyjnego. Wszelkie zmiany w metabolizmie glukozy 

sprzyjają deficytom metabolicznym w neuronach. Takie odchylenia w metabolizmie 

mogą wpływać na nieprawidłowe funkcjonowanie neuronów, ze względu na wysokie 

zapotrzebowanie energetyczne mózgu (Harris i wsp., 2012). 

Naukowcy sugerują, że krótkotrwałe leczenie DEXA, w sposób zależny od 

błonowego GR, powoduje obniżenie aktywności I i II kompleksu mitochondrialnego 

łańcucha oddechowego i zwiększenie aktywność kompleksu III. Natomiast przewlekłe 

stosowanie DEXA związane z błonową i cytozolową aktywnością GR, powoduje 

dodatkowo wzrost aktywności IV kompleksu łańcucha oddechowego i jednocześnie 

spadek wydajności fosforylacji oksydacyjnej (Desquiret i wsp., 2008). 

3.7.2. Reaktywne formy tlenu i stres oksydacyjny 

Reaktywne formy tlenu (RFT; ang. reactive oxygen species – ROS) określane są jako 

pochodne cząsteczki tlenu o wysokiej reaktywności. Mogą występować w formie 

rodników posiadających jeden lub więcej, niesparowanych elektronów na orbicie 

zewnętrznej, anionów lub cząsteczek zamkniętopowłokowych. Do RFT należą m.in.: 

rodnik hydroksylowy (•OH), rodnik ponadtlenkowy (O2•-), tlen singletowy (1O2)  

oraz nadtlenek wodoru (H2O2). Do głównych endogennych źródeł powstawania RFT 

między innymi należą: mitochondrialny łańcuch transportu elektronów, oksydazy 

NADPH/NADH (NOX) i oksydaza ksantynowa (XO) (Kaczor i wsp., 2017) natomiast 

pozostałe źródła obejmują, siateczkę śródplazmatyczną, peroksydazy (laktoperoksydazę, 

mieloperoksydazę i peroksydazę eozynofilową) i cyklooksygenazy (de Almeida i wsp., 

2022). 

RFT w procesach fizjologicznych odgrywają istotną rolę w sygnalizacji 

wewnątrzkomórkowej pośrednicząc w proliferacji, różnicowaniu, procesach 

prozapalnych i apoptozie (Sies i wsp., 2022). Wysoki poziom RFT utrzymuje się  
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w strukturach neurogennych mózgowia (hipokampie i opuszce węchowej), mogą więc 

one pełnić istotną funkcję w neurogenezie zarówno centralnego, jak i obwodowego 

układu nerwowego (Dickinson i wsp., 2011; Stemple i Anderson, 1992).  

Neurony wywodzące się z korowych komórek progenitorowych, aktywnie syntetyzują 

RFT jednocześnie wpływając na ich morfologię oraz determinując czas neurogenezy 

(Forsberg i wsp., 2013; Tsatmali i wsp., 2006). Ponadto RFT wytwarzane przez NOX 

modulują dynamikę cytoszkieletu i przyczyniają się do wzrostu neuronalnych aksonów 

hipokampu (Wilson i wsp., 2015). Losy komórek są zasadniczo determinowane przez 

poziom RFT oraz czas ich ekspozycji (Schieber i Chandel, 2014). Zauważa się jednak, że 

umiarkowanie zwiększone poziomy RFT wpływają na kontrolę ogólnoustrojowych 

mechanizmów adaptacyjnych, wspierających zdrowie organizmu. Proces ten określa się 

mianem mitohormezy lub hormezy mitochondrialnej (Ristow i Schmeisser, 2014). 

RFT cechuje wysoka reaktywność, przez co mają one zdolność do interakcji  

z różnymi makromolekułami. W wysokich stężeniach powodują peroksydację lipidów, 

uszkodzenia białek i kwasów nukleinowych, co w konsekwencji może prowadzić do 

śmierci komórki (Juan i wsp., 2021). Do najczęściej oznaczanych markerów stresu 

oksydacyjnego należą produkty peroksydacji lipidów. Do markerów wolnorodnikowych 

uszkodzeń lipidów zalicza się dialdehyd malonowy (MDA) i izoprostany, ale również  

4-hydroksynonenal (4-HNE). Rodnik hydroksylowy, najbardziej reaktywny, silnie 

reaguje z większością cząsteczek organicznych powodując uszkodzenia lipidów, białek 

 i kwasów nukleinowych. Proces peroksydacji lipidów zasadniczo przebiega w trzech 

etapach: inicjacji, propagacji i terminacji. W wyniku wolnorodnikowego utlenienie 

lipidów – szczególnie wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (PUFA) dochodzi do 

powstania między innymi rodnika lipidowego. Końcowymi produktami procesu 

peroksydacji lipidów są wodorotlenki lipidów, które wchodząc w kolejne reakcje 

powodują powstawanie aldehydów takich jak MDA, 4-HNE, czy 8-izoprostany a wzrost 

ich stężenia świadczy o wolnorodnikowym uszkodzeniu lipidów (Ito i wsp., 2019). Atak 

RFT prowadzi również do uszkodzeń białek, kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA)  

i rybonukleinowego (RNA). Do powszechnie stosowanych markerów 

wolnorodnikowego uszkodzenia białek między innymi należą: wzrost zawartości grup 

karbonylowych, spadek poziomu grup sulfhydrylowych (-SH), wzrost stężenia  

3-nitrotyrozyny, czy sulfotlenku metioniny (Kehm i wsp., 2021). Natomiast markerami 

uszkodzeń kwasu DNA jest między innymi wzrost stężenia  
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8-hydroksy-2-deoksyguanozyna, 8-okso-7,8-dihydro-2-deoksyguanozynai 8-okso-7,8 

dihydroguanozyna (Guo i wsp., 2017). W przypadku RNA, uszkodzenia spowodowane 

RFT są oznaczane poprzez wzrost stężenia 8-oksoguanozyna, 8-hydroksyadenina  

i 5-hydroksycytozyna (Kong i wsp., 2008). 

Zaburzenie równowagi pomiędzy produkcją RFT a zdolnością do ich usuwania  

lub naprawą uszkodzeń nimi spowodowanych określane jest mianem stresu 

oksydacyjnego (Flohé, 2020). Sprzyja on procesowi starzenia (Krisko i Radman, 2019)  

i rozwojowi wielu chorób (Bashan i wsp., 2009; Li i wsp., 2013). Liczne zaburzenia 

kliniczne powiązano z RFT .in.. choroby psychiczne (depresja, schizofrenia)  

czy choroby neurodegeneracyjne (choroba Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona, 

stwardnienie zanikowe boczne, stwardnienie rozsiane) (Singh i wsp., 2019). Ponadto 

nadprodukcja RFT może sprzyjać rozwojowi nowotworów między innymi płuc, jelita 

grubego i prostaty (Azad i wsp., 2008; Lim i wsp., 2005; Zeng i wsp., 2021). 

Tkanka nerwowa, bogata w substraty ulegające utlenieniu, podatna jest  

na uszkodzenia wolnorodnikowe. Wynika to z wysokiego zapotrzebowania tkanki  

na tlen, relatywnie wysokiej zasobności katalitycznych metali przejściowych  

(miedzi – Cu oraz jonu żelazawego – Fe2+) i stosunkowo niskiej ilości enzymów 

przeciwutleniających (Halliwell, 1992; Halliwell ,1999). Utrzymanie niskiego poziomu 

RFT umożliwia utrzymanie komórek we względnej homeostazie (Valko i wsp., 2007). 

Równowaga ta wynika z aktywności enzymów antyoksydacyjnych takich jak 

cytoplazmatycznej i mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy 

glutationowej (GPx), reduktazy glutationowej (GR), czy katalazy. Ponadto druga linia 

obrony określana jako antyoksydanty (askorbinian, witamina E, karotenoidy, polifenole, 

glutationu (GSH) i wiele innych) wspomaga utrzymanie RFT na odpowiednim poziomie 

(Bouayed i Bohn, 2010). 

Na poziomie mikrocząsteczkowym, jednym z kluczowych przeciwutleniaczy jest 

GSH – endogenny tripeptyd złożony z aminokwasów: kwasu glutaminowego, cysteiny  

i glicyny (γ-Glu-Cys-Gly). Bierze on udział w wielu funkcjach komórkowych, w tym 

odpowiedzi antyoksydacyjnej, regulacji redoks, detoksykacji ksenobiotyków, 

metabolizmie żelaza, przekazywaniu sygnału i ekspresji genów (Forman i wsp., 2009). 

Związek ten występuje w cytoplazmie, mitochondriach oraz jądrze komórkowym. Pełni 

funkcję kofaktora enzymów antyoksydacyjnych, takich jak transferaza glutationowa, 
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GPx i reduktaza glutationowa. Ponadto, stanowi on zasobnik niebiałkowych grup -SH  

w komórkach, które odgrywają istotną rolę w utrzymaniu homeostazy stanu redoks. 

Ponadto grupy -SH oddziałują z grupami -SH białek, co prowadzi do ich stabilizacji  

oraz utrzymania prawidłowej struktury. Niektóre badania sugerują, że stres oksydacyjny 

leży u podstaw uszkodzeń strukturalnych hipokampu w rozwijającym się organizmie 

(Abbah i wsp., 2022). Jednym z mechanizmów wynikających z działania GK,  

jest rozregulowanie aktywności mitochondriów i wynikająca z niego komórkowa 

akumulacja RTF. Wykazano, że zwiększony poziom GK jest związany ze stresem 

oksydacyjnym, a w konsekwencji rozwojem zaburzeń psychicznych  

i neurodegeneracyjnych (Bhatt i wsp., 2020; Karnia i wsp., 2018). 

3.8.  Witamina D 

Witamina D występuje w dwóch postaciach: cholekalcyferolu (D3) – wytwarzanego 

przez zwierzęta i ergokalcyferolu (D2) – wytwarzanego przez rośliny i grzyby. Formy te 

różnią się strukturalnie łańcuchem bocznym, jednak nie różnią się w aktywności 

biologicznej. Witamina D3 jest wytwarzana pod wpływem ekspozycji skóry na 

promieniowanie UV B (290-315nm). Proces ten rozpoczyna się w keratynocytach 

naskórka, gdzie 7-dehydrocholesterol podlega fotoizomeryzacji tworząc tym samym  

pre-witaminę D – cholekalcyferol (Płomiński i wsp., 2022). 

Cholekalcyferol łącząc się z białkiem wiążącym witaminę D (VDBP) jest 

transportowany wraz z krwią do wątroby. Pod wpływem CYP27A1, CYP2R1 i CYP3A4 

ulega tam hydroksylacji przy węglu C-25 do formy nieaktywnej biologicznie - 

kalcyfediolu (25(OH)D3). Następnie, pod wpływem hydroksylazy CYP27B1, 25(OH)D3 

jest hydroksylowana w pozycji C-1 do aktywnej formy – kalcytriolu (1,25(OH)2D3) 

(Rycina 5.). Proces ten zachodzi głównie w nerkach, ale również innych tkankach, takich 

jak kości, jelita, przytarczyce, serce, skóra i mózg (Bikle, 2000; Eyles i wsp., 2005).  

Aktywacja CYP27B1 niezbędnego do syntezy 1,25(OH)2D3, jest regulowana przez 

parathormon (PTH) w odpowiedzi na niskie stężenia wapnia lub fosforu we krwi (Wacker 

i Holick, 2013). Za katabolizm witaminy D odpowiedzialny jest CYP24A1 powodujący 

hydroksylację C-24 i przekształcenie do nieaktywnej formy 24,25(OH)2D3 (Bikle, 2000). 

W mechanizmach komórkowych, zarówno genomowych jak i niegenomowych, 

1,25(OH)2D3 bierze udział wiążąc się z receptorem witaminy D (VDR) (Rycina 5.). 

Receptor ten należy do nadrodziny receptorów jądrowych i jest zależnym od liganda 
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regulatorem transkrypcji (Cui i wsp., 2017). Receptor witaminy D (VDR) ulega ekspresji  

w wielu tkankach organizmu w tym: jelitach, kościach, nerkach, mięśniach 

szkieletowych, skórze, ale również komórkach nerwowych i glejowych (Gáll i Székely, 

2021). 1,25(OH)2D3 przenika przez barierę krew-mózg i wiąże się w strukturach 

mózgowia (m.in. kora mózgowa, ciało migdałowate, prążkowie, hipokamp) z VDR. 

Kompleks VDR:ligand może dotrzeć do jądra komórkowego tworząc heterodimer  

z receptorem retinoidu X (RXR) modulując mechanizmy komórkowe na poziomie 

genomu (Seuter i wsp., 2016) wiążąc się z elementami odpowiedzi witaminy D (VDRE).  

W hipokampie, VDR obecny jest w warstwach piramidalnych i ziarnistych, komórkach 

glejowych oraz w podpolach CA1-3, ale również w zakręcie zębatym (Eyles i wsp., 2005; 

Lee i wsp., 2020; Liu i wsp., 2021; Prüfer i wsp., 1999), gdzie może podlegać wpływowi 

wielu czynników.  

 

Rycina 5. Opis metabolizmu witaminy D oraz wewnątrzkomórkowy wpływ jej działania. 

Skróty: VDRB, białko wiążące witaminę D; VDR, receptor witaminy D; VDRE, element 

odpowiedzi witaminy D; RXR, receptor retinoidu X; MARRS, białko wiążące steroidy o 

szybkiej odpowiedzi związanej z błoną. Opracowanie własne na podstawie Botelho i 

wsp., 2020 oraz Dominguez i wsp., 2021. 
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Do czynników modulujących ekspresję VDR zalicza się między innymi hormony 

peptydowe, steroidowe, czynniki wzrostu oraz czynniki zapalne (Kongsbak i wsp., 2013). 

Witamina D bierze udział również w mechanizmach niegenomowych poprzez wiązanie  

z białkiem wiążącym steroidy o szybkiej odpowiedzi związanej z błoną (MARRS) 

obecnym w błonie komórkowej oraz obszarze około jądrowym. 1,25(OH)2D3 wpływa 

wówczas na otwarcie kanałów wapniowych, szlaki sygnałowe aktywowane przez wapń. 

Zauważono również zależność z aktywacją niektórych kinaz m.in. z PI3K, p38MAPK, 

kinazą białkową C (PKC) (Hii i Ferrante, 2016). Natomiast niegenomowy wpływ 

witaminy D w mózgu prawdopodobnie przejawia się w procesach 

wewnątrzkomórkowych, ale również synaptycznych. Ponadto wpływa na pobudzanie 

neuroprzekaźników receptora N-metylo-D-asparaginianowego (NMDA) i kainianowego 

(Bhattarai i wsp., 2017). 

Istnieje wiele czynników, które mogą prowadzić do deficytu 25(OH)D3 we krwi. 

Zalicza się do nich między innymi: czas ekspozycji na słońce, zamieszkiwaną szerokość 

geograficzną, wiek, płeć, masę ciała, pigmentację skóry, nawyki żywieniowe i styl życia 

(Holick, 2017; Płudowski i wsp., 2023). W badaniach przeprowadzonych przez 

Płudowskiego i wsp. na 5775 ochotnikach wynika, że 85% polskiego społeczeństwa  

ma poważne lub umiarkowane niedobory witaminy D (Płudowski i wsp., 2016; 

Płudowski, 2023b). Inne doniesienia wskazują, że około 40% mieszkańców Europy ma 

niedobory witaminy D, z czego 13% populacji niedobory znaczne (Cashman i wsp., 

2016). Jako ciężki niedobór witaminy D definiuje się poziom 25(OH)D3 poniżej 10 ng/ml 

surowicy krwi, natomiast niedobór określany jest między 10-20 ng/ml. Poziom 

niewystarczający to stężenie 20-30 ng/ml, a za optimum uznaje się poziom między 30-50 

ng/ml. Toksyczność witaminy D występuje powyżej 100 ng/ml 25(OH)D3 (Rusińska  

i wsp., 2018) (Tabela 2.). Uważa się, że toksyczność witaminy D związana jest jedynie  

z podażą doustną suplementów w wysokich dawkach lub stanami chorobowymi m.in. 

sarkoidozą (Tebben i wsp., 2016). Natomiast nadmierna ekspozycja słoneczna nie 

powoduje toksyczności witaminy D, ze względu na protekcyjne procesy regulacyjne. 

Charakterystycznymi objawami hiperwitaminozy D są hiperkalcemia oraz hiperkalciuria, 

nudności, wymioty, ból brzuch, zapalenie trzustki, kamica nerkowa. Ponadto mogą 

wystąpić również: zwapnienie tkanek miękkich, aorty, arytmia serca czy miażdżyca 

(Fraser, 2021). Co więcej nieprawidłowo zwiększone stężenie witaminy D w organizmie 

związane jest z wystąpieniem objawów neurologicznych, takich jak apatia, dezorientacja, 
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drażliwość, pobudzenie, otępienie czy nawet śpiączka (Asif i Farooq, 2023). Niedawne 

badania wykazały, że 4 dniowa suplementacja witaminy D o dawce 25 000IU/ kg 

spowodowała obniżenie aktywności fal mózgowych u szczurów (Lima i wsp., 2022). 

Tabela 2. Progi diagnostyczne witaminy D oraz rekomentacje suplementacji witaminy D3 

w Polsce od 2018 roku (Płudowski i wsp., 2023). 

Progi diagnostyczne określające poziom witaminy D na postawie stężenia 25(OH)D w 
surowicy (ng / ml) – 1ng/ ml = 2,5 nmol/ l 

Toksyczny >100 

Optymalny 30-50 

Suboptymalny 20-30 

Niedobór 10-20 

Ciężki niedobór <10 

Zalecane dawki dobowej suplementacji Zalecane dawki dobowej suplementacji w 
przypadku leczenia niedoborów 

Wiek 
Suplementacja  

(IU/ dzień) 
Wiek 

Suplementacja  

(IU/ dzień) 

0-6 miesięcy 400 0-12 miesięcy 2000 

6-12 miesięcy 400-600 2-10 lat 3000-6000 

2-10 lat 600-1000 11-18 lat 6000 

11-18 lat 800-2000 >18 lat 6000 

>18 lat 800-2000 

 >75 lat 2000-4000 

Ciąża i laktacja 2000 

Działanie witaminy D nie ogranicza się jedynie do regulacji gospodarki 

wapniowo-fosforanowej, lecz wykazuje plejotropową aktywność (Pludowski i wsp., 

2019). Ciężkie niedobory witaminy D skorelowane są z rozwojem wielu jednostek 

chorobowych: łuszczycy, cukrzycy typu 1 i 2, stwardnienia rozsianego, reumatoidalnego 

zapalenia stawów, gruźlicy, infekcji układu oddechowego i COVID-19. Wydaje się 
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również, że mogą mieć związek z neuropsychiatrycznymi zaburzeniami takimi jak: 

schizofrenia, depresja, jak również chorobami neurodegeneracyjnymi takimi jak choroba 

Alzheimera czy Parkinsona (Charoenngam i Holick, 2020). Lasoń i współautorzy 

sugerują, że stosowanie witaminy D3 oraz stymulacja VDR mogą potencjalnie przyczynić 

się do neuroprotekcji w chorobach otępiennych i neurodegeneracyjnych, takich jak 

choroba Alzheimera czy choroba Parkinsona (Lasoń i wsp., 2023). Coraz więcej badań 

eksperymentalnych sugeruje również kluczową rolę witaminy D w rozwoju mózgu. 

Uważa się, że może ona mieć wpływ na modulowanie długości aksonów, syntezę 

neuroprzekaźników i neurotrofin oraz w efekcie wpływać na funkcjonowanie mózgu 

(Eyles, 2021). Niedawno przedstawiono wyniki badań związanych z mechanizmami 

epigenetycznymi regulacji genów w rozwijającym się mózgu, w których niedobory 

witaminy D zwiększają ryzyko stanu przedrzucawkowego oraz rozwoju schizofrenii  

u potomstwa (Ali i wsp., 2019; Aparecida Nedel Pertile i wsp., 2022).  

W ostatnich latach intensywnie badany jest temat witaminy D jako jednego  

z głównych neurosteroidów biorących udział w neurogenezie i nauroplastyczności  

w dorosłym mózgu. Wyniki badań wykazują, że suplementacja kalcytrionem ma wpływ  

na wzrost poziomu BDNF w hipokampie szczurów i łagodzi zaburzenia poznawcze 

(Abdollahzadeh i wsp., 2022). W innych badaniach wykazano, że suplementacja 

witaminy D3 łagodzi deficyty pamięci wywołane wiekiem i powoduje wzrost ekspresji 

czynnika wzrostu nerwów (NGF) i BDNF w hipokampie (Bayat i wsp., 2021). Wydaje 

się, że witamina D jest ważnym elementem w procesach ontogenezy mózgu, poprzez 

regulację czynników neurotroficznych. Tym bardziej uważam za istotne określenie 

wpływu suplementacji witaminą D3 podczas przewlekłego leczenia DEXA  

i przewlekłego narażenia na zimno na neurogenezę, mitochondrialny metabolizm 

energetyczny oraz poziom białek zaangażowanych w aktywność szlaku sygnalizacyjnego 

Akt za pośrednictwem BDNF w szczurzym hipokampie.  
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4. Cel badań 
Celem badań była: 

● Ocena wpływu suplementacji witaminą D3 na zawartość receptorów 

glikokortykoidowych, mineralokortykoidowych i receptora witaminy D  

w szczurzym hipokampie podczas długotrwałej ekspozycji na działanie 

glikokortykosteroidów. 

● Określenie wpływu suplementacji witaminą D3 na zawartość białek biorących 

udział w sygnalizacji komórkowej i markerów stresu oksydacyjnego  

w hipokampie szczurów w trakcie długotrwałego działania 

glikokortykosteroidów. 

● Ocena wpływu suplementacji witaminą D3 na aktywność i zawartość wybranych 

białek mitochondrialnego metabolizmu energetycznego w szczurzym hipokampie 

podczas długotrwałej ekspozycji na działanie glikokortykosteroidów. 
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5. Hipotezy 
• Suplementacja witaminą D3 spowoduje zmiany na poziomie receptorów 

glikokortykoidowych, mineralokortykoidowych i receptora witaminy D  

w szczurzym hipokampie w trakcie długotrwałej ekspozycji  

na działanie glikokortykosteroidów. 

• Suplementacja witaminą D3 spowoduje wzrost poziomu białek o charakterze 

neuroprotekcyjnym i obniży poziom markerów stresu oksydacyjnego  

w hipokampie szczurów podczas długotrwałego działania glikokortykosteroidów. 

• Suplementacja witaminą D3 wpłynie ochronnie na aktywność i zawartość 

wybranych białek mitochondrialnego metabolizmu energetycznego w szczurzym 

hipokampie podczas długotrwałej ekspozycji na działanie glikokortykosteroidów. 
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Omówienie I artykułu 

W pracy zatytułowanej „The Positive Impact of Vitamin D on Glucocorticoids-
dependent Skeletal Muscle Atrophy” (podrozdział 7.1.) głównym celem była ocena 

zdolności witaminy D w hamowaniu atrofii mięśniowej szczurów wywołanej długotrwałą 

ekspozycją na działanie glikokortykosteroidów (GK). Badania zostały przeprowadzone 

w dwóch modelach: przewlekłego podawania syntetycznych GK w formie iniekcji 

dootrzewnowej – deksametazonu (DEXA) oraz aktywowanie osi podwzgórze – 

przysadka – nadnercza (PPN) poprzez systematyczne zanurzenie zwierząt w zimnej 

wodzie. Wykazaliśmy, że podawanie DEXA powoduje obniżenie poziomu 25-hydroksy 

witaminy D w osoczu szczurów w porównaniu do grupy kontrolnej, natomiast 

suplementacja witaminy D3 powoduje wzrost stężenia 25(OH)D3 i jej metabolitów we 

krwi. Ma to swoje przełożenie na wyniki masy ciała a także mas mięśni i wybranych 

narządów wewnętrznych. Zgodnie z naszymi założeniami, w grupie traktowanej DEXA 

zaobserwowaliśmy znaczące obniżenie masy ciała oraz mięśnia płaszczkowatego 

(soleus; SOL) i prostownika palców długich (extensor digitorum longus; EDL), 

napinacza. Ponadto wykazaliśmy, że stosowanie DEXA może powodować istotny spadek 

masy narządów układu immunologicznego: grasicę i śledzionę. Niemniej jednak, 

udowodniono ochronny, antyatroficzny wpływ witaminy D na szkodliwe działanie 

DEXA w obrębie mięśnia czerwonego, SOL, jak również częściowo protekcyjny wpływ 

na masę grasicy. Wyniki uzyskane w drugim modelu badań, zgodnie z naszymi 

założeniami, potwierdziły, że długotrwałe, systematyczne zanurzanie zwierząt w zimnej 

wodzie spowoduje znaczący wzrost kortykosteronu (KORT) w osoczu w stosunku do 

grupy zanurzanej w ciepłej wodzie (pozorny stresor). Uzyskane wyniki są sprzeczne  

z naszymi założeniami, gdyż w modelu tym nie obserwowaliśmy istotnych zmian masy 

ciała i mas mięśni. Takie rezultaty mogą być efektem specyfiki wybranego stresora, gdzie 

prawdopodobnie pod wpływem zimna dochodzi do nasilenia lipogenezy i/lub syntezy 

białek mięśniowych w wyniku termogenezy drżeniowej. Jednakże spostrzegliśmy 

znaczące obniżenie masy grasicy w grupie placebo w porównaniu z grupą pozornego 

wystawienia na stresor. Wydaje się, że uzyskane, w ramach eksperymentu, wyniki 

wykazują dwukierunkowe działanie GK, natomiast suplementacja witaminy D3 może 

tylko częściowo ochronić przed ich negatywnymi skutkami. 
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6.1.1. Oświadczenia współautorów 
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Abstract: (1) The study aimed to investigate whether vitamin D3 supplementation would positively
affect rats with glucocorticoids-induced muscle atrophy as measured by skeletal muscle mass in
two experimental conditions: chronic dexamethasone (DEX) administration and a model of the
chronic stress response. (2) The study lasted 28 consecutive days and was performed on 45 male
Wistar rats randomly divided into six groups. These included two groups treated by abdominal
injection of DEX at a dose of 2 mg/kg/day supplemented with vegetable oil (DEX PL; n = 7) or
with vitamin D3 600 IU/kg/day (DEX SUP; n = 8), respectively, and a control group treated with an
abdominal injection of saline (CON; n = 6). In addition, there were two groups of rats chronically
stressed by cold water immersion (1 hour/day in a glass box with 1-cm-deep ice/water mixture;
temperature ~4 �C), which were supplemented with vegetable oil as a placebo (STR PL; n = 9) or
vitamin D3 at 600 IU/kg/day (STR SUP; n = 9). The last group was of sham-stressed rats (SHM;
n = 6). Blood, soleus, extensor digitorum longus, gastrocnemius, tibialis anterior, and quadriceps
femoris muscles were collected and weighed. The heart, liver, spleen, and thymus were removed and
weighed immediately after sacrifice. The plasma corticosterone (CORT) and vitamin D3 metabolites
were measured. (3) We found elevated CORT levels in both cold water-immersed groups; however,
they did not alter body and muscle weight. Body weight and muscle loss occurred in groups with
exogenously administered DEX, with the exception of the soleus muscle in rats supplemented with
vitamin D3. Decreased serum 25(OH)D3 concentrations in DEX-treated rats were observed, and the
cold water immersion did not affect vitamin D3 levels. (4) Our results indicate that DEX-induced
muscle loss was abolished in rats supplemented with vitamin D3, especially in the soleus muscle.

Keywords: dexamethasone; chronic stress; corticosterone; cold water immersion; soleus

1. Introduction
Skeletal muscle accounts for approximately 40% of body mass and is a major target

organ for glucocorticoids (GCs). Under stressful or pathophysiological conditions such
as starvation, cancer, or coldness, circulating GC levels are greatly increased. Likewise,
the long-term or high-dose administration of synthetic GCs such as dexamethasone (DEX)
may lead to decreased protein synthesis and increase proteolysis to generate amino acids
to serve as precursors for hepatic gluconeogenesis. In the skeletal muscles, this leads to
many adverse effects, particularly skeletal muscle atrophy and muscle weakness [1].

Moreover, GC activity may differ depending on whether it is administered externally
or is of internal origin in relation to the stress response [2]. As data show, administering
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exogenous GCs like DEX to mimic a condition of physiological stress may not reflect a
realistic condition to determine whether circulating GCs may attain the well-above peak
levels observed during a stress response [3].

Vitamin D is considered to be a potent anti-catabolic compound [4,5]. Numerous
studies suggest a positive role of vitamin D in sarcopenia prevention [6] or inhibition of
muscle atrophy by suppression of forkhead box protein O1 (FOXO-1) transcriptional activ-
ity [7]. Some studies also imply that vitamin D has antioxidant potential both in the central
nervous system [8] and skeletal muscles [9]. In work from our laboratory, we demonstrated
that vitamin D deficiency induced protein peroxidation and atrophy in paraspinal muscle,
and supplementation with vitamin D reversed those negative alterations [10,11]. On the
other hand, the beneficial effect of vitamin D supplementation on skeletal muscle mass is
questioned, and some research has indicated that vitamin D supplementation has little or
no effect on muscle mass [12,13].

To our knowledge, there are no direct data on the effect of vitamin D3 on GC-induced
muscle atrophy; however, there is some research focused on GC-induced osteoporosis [14]
and the influence of the vitamin D analogs in the context of GC-dependent myopa-
thy [15,16]. The exact effect that GCs have on vitamin D3 metabolism remains ambigu-
ous. For instance, one study indicates that 1,25(OH)2D3 (calcitriol) stimulates (in human
adipocytes) the expression of 11�-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (HSD11B1) [17].
The same research shows that calcitriol may act through a rapid, non-genomic mecha-
nism that also stimulates GC release in adipocytes by increasing Ca2+ through 1,25-D3-
membrane-associated rapid-response steroid binding (1,25-D3-MARRS) and, in conse-
quence, increases the availability of GCs. Moreover, there is a report showing that calcitriol
increases oxidative stress in cultured murine and human adipocytes [18]. Nevertheless,
another study has shown a positive and highly selective type of activity of vitamin D,
inducing oxidative stress only in malignant cells while sparing healthy cells [19].

In addition, serum vitamin D3 deficiency attenuated the protein content of vitamin D
receptor (VDR), with a simultaneous elevated level of peroxidation markers of lipids and
proteins in multifidus muscle [11]. There is also evidence linking vitamin D3 deficiency
with GC administration. Data showed that patients who reported GC treatment were twice
as likely to have vitamin D deficiency as compared to those without steroid use [20].

Furthermore, calcitriol is considered a true steroid hormone, and like GCs, it may
exert several activities in many tissues and organs, demonstrating a synergistic effect in
combined therapy [21]. An excellent example of this pharmacological approach is the
use of calcitriol and DEX in patients with rheumatoid arthritis, where synovial fibroblast
activation is abolished; this combination suppresses the expression of proinflammatory
cytokines [22].

Vitamin D3 has been reported to suppress FOXO-1 transcriptional activity [7], and
deficiency of vitamin D3 might induce skeletal muscle atrophy [10]. However, it is not clear
whether vitamin D3 could prevent GC-induced muscle loss in vivo. Thus, the current study
aimed to explore whether vitamin D supplementation attenuated detrimental changes as
measured by the body and skeletal muscle weight in chronic DEX-administered rats. We
also suspected that cold water immersion as a model of the chronic stress response (CSR)
would induce an exogenous GC surge and, in consequence, cause similar deleterious effects.
Therefore, supplementation with vitamin D would reverse the adverse effect induced by
elevated GCs in the CSR.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

The study was performed on 45 male Wistar rats (weighing approximately 300–400 g)
obtained from the Medical University of Gdansk, Poland. For the whole experiment
the animals were housed 3–4 per cage with food and water provided ad libitum, with a
12-h light/dark cycle and controlled environmental conditions: temperature 22 �C and
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humidity 55%. Studies were conducted with the consent of the Local Bioethics Committee
in Bydgoszcz, Poland (No. 12/2019), according to European guidelines.

2.2. Study Design
Two weeks before the experiment, animals were handled to acclimate and minimalize

stress. Next, rats were randomly divided into 6 groups. Two of these groups were treated
with an abdominal injection of dexamethasone (Dexamethasone D4902, Sigma–Aldrich,
MN, USA) at 2 mg/kg/day supplemented with vegetable oil (DEX PL; n = 7), or vitamin
D3 (DEX SUP; n = 8). The control group was treated using an abdominal injection of saline
(CON; n = 6). Two groups of rats chronically stressed by cold water immersion were given
supplementation with vegetable oil as a placebo (STR PL; n = 9) or vitamin D3 (STR SUP;
n = 9). The last group comprised sham-stressed (warm water-immersed) rats (SHM; n = 6).

The STR PL and STR SUP groups were exposed over 28 days to chronic stress by
isolation in the glass box (21 ⇥ 15 ⇥ 30 cm) for 1 hour per day with a 1-cm-deep ice/water
mixture (0–4 �C), and the SHM group was placed in sham stress conditions (warm water
(35 �C)). The animals from the STR PL and DEX PL groups received oral administration of
the vegetable oil as a placebo, and the STR SUP and DEX SUP groups were supplemented
with vitamin D3 at 600 IU/kg (Juvit D3, PPF HASCO-LEK. SA., Poland) for 28 consecu-
tive days.

2.3. Blood Collection
Blood was collected at 2-time points, prior to and after 28 days of the experiment.

Blood was taken from the tail vein during isoflurane anesthesia. Samples were centrifuged
at 2000⇥ g for 10 min at 4 �C. Serum samples were separated and stored at �80 �C until
later analysis.

2.4. Tissue Collection
Soleus, extensor digitorum longus, gastrocnemius, tibialis anterior, and quadriceps

femoris muscles were collected from both hind limbs, weighed, and snap-frozen in liquid
nitrogen and kept at �80 �C for later analysis. The heart, liver, spleen, and thymus were
excised and weighed immediately after sacrifice.

2.5. Biochemical Analysis
2.5.1. Corticosterone Level

According to the manufacturer’s instructions, the plasma corticosterone level was
determined with a Corticosterone rat/mouse ELISA Kit (DEV9922, Demeditec Diagnostics
GmBH, Kiel, Germany). The concentration of CORT was expressed in nanograms per
milliliter of plasma.

2.5.2. Vitamin D-25(OH)D3, 3-epi-25(OH)D3, 25(OH)D2, 24.25(OH)2D3 Levels
Analysis of the vitamin D3 metabolite levels was performed using the isotope dilution

method by the liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry technique
(LC-MS/MS). Samples were prepared and analyzed using the Eksigent ExionLC analytical
HPLC system with a CTC PAL autosampler (Zwinger, Switzerland) coupled with QTRAP®

4500 MS/MS system (Sciex, Framingham, MA, USA) according to the procedure described
previously [23].

2.6. Statistical Analysis
All statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 8.3 software pro-

gram (GraphPad Software, CA, USA). The results are expressed as mean ± SD. The
differences between groups were tested using one-way ANOVA followed by the Tukey
post-hoc test; p-values less than 0.05 were considered statistically significant.
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3. Results
3.1. Plasma Corticosterone (CORT) Level

As was expected, cold water immersion treatment caused a significant induction in
hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) axis activation and a CORT surge into the blood
flow. Plasma CORT level significantly increased in both (placebo and supplemented)
stressed groups of rats. The levels were 403.54 ± 49.73 in the stressed placebo (STR PL) and
359.67 ± 46.32 ng/mL in the stressed supplemented with vitamin D3 (STR SUP) groups,
respectively. There were no differences from the baseline in the control sham-stressed
(SHM) rats. In order to assess the correctness of the selection of sham stress conditions, we
also determined the CORT level in the control (CON) group, and no changes in that group
were observed (Figure 1).
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After four weeks of the experiment, the level of 25(OH)D3 significantly differed be-
tween the groups. As we expected, the highest concentration of 25(OH)D3 was observed 
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Figure 1. The level of corticosterone (CORT) in plasma. Results are expressed as mean ± SEM. CON
(n = 6), SHM (n = 6), STR PL (=9), STR SUP (n = 9), **** p < 0.0001 vs. CON, $$$$ p < 0.0001 vs.
SHM, $$$ p < 0.001 vs. SHM. CON: control group; SHM: sham cold water immersion group; STR PL:
cold water immersion group supplemented with placebo; STR SUP: cold water immersion group
supplemented with vitamin D3.

3.2. Vitamin D Biochemical Analysis
3.2.1. Plasma Vitamin D3 Metabolite Levels in DEX-Treated Rats

After four weeks of the experiment, the level of 25(OH)D3 significantly differed
between the groups. As we expected, the highest concentration of 25(OH)D3 was observed
in the supplemented group. However, the dexamethasone-treated supplemented with
vitamin D3 (DEX SUP) group differed only from the dexamethasone-treated placebo
(DEX PL) group, not from the CON group (the values were 12.59 ± 2.87 in the DEX
SUP, 5.87 ± 1.62 in the DEX PL, and 9.85 ± 4.12 ng/mL in the CON groups, respectively)
(Figure 2B).
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Figure 2. The plasma vitamin D metabolite levels in DEX-treated rats at baseline (A) and the end
of the experiment (B). Results are expressed as mean ± SEM. DEX PL (n = 7), DEX SUP (n = 8),
CON (n = 6), * p < 0.05 vs. CON, $ p < 0.01 vs. DEX PL, † p < 0.001 vs. DEX PL, & p < 0.0001 vs.
DEX PL; vs. CON. DEX PL: dexamethasone-treated group supplemented with placebo; DEX SUP:
dexamethasone-treated group supplemented with vitamin D3; CON: control group.

In the CON group within the experiment, the results were relatively homogeneous
and transparent. No changes were observed in either 25(OH)D3 or 24,25(OH)2D3 during
the experiment, proving the correct blinding in the group and the lack of vitamins D3 or
D2 in the feed.

In the DEX PL group we observed a significant reduction in the bioavailable form
of vitamin D3-25(OH)D3. Besides, no catabolic mechanisms were activated: the values
for epi-25(OH)D3 and 24,25(OH)2D3 were lower, but their ratio to 25(OH)D3 remained
practically unchanged between time points. This could reflect a clinical case of high
demand for vitamin D3 and its heavy consumption to defend muscles against atrophy.
Circulating 25(OH)D3 is absorbed first. The rapid mobilization of vitamin D3 from the
body’s fat reserves is not visible here. The appearance of a large pool of endogenous
vitamin D3 would be manifested in changes in the ratio of 25(OH)D3 to epi-25(OH)D3 and
24,25(OH)2D3, respectively (as in the DEX SUP group, where vitamin D3 was obtained
exogenously) (Table 1).

Table 1. The 25(OH)D3 and its metabolite ratios at baseline and the end of the experiment in
DEX-treated rats.

Group
25(OH)D3: 24,25(OH)2D3 Ratio 25(OH)D3: epi-25(OH)D3 Ratio

Baseline after Baseline after

DEX PL (n = 7) 1.83 ± 0.18 1.65 ± 0.30 20.27 ± 3.08 16.04 ± 2.51 *
DEX SUP (n = 8) 1.70 ± 0.40 2.17 ± 1.00 21.97 ± 3.22 3.11 ± 0.88 #

CON (n = 6) 1.88 ± 0.48 1.68 ± 0.30 20.33 ± 6.17 20.62 ± 4.63
Results are expressed as mean ± SD. * p < 0.05 vs. CON, # p < 0.0001 vs. DEX PL; vs. CON.

Additionally, the lack of an increase in 24,25(OH)2D3 and significant changes in the
25(OH)D3:24,25(OH)2D3 ratio, which works on the principle of feedback with 1,25(OH)2D3,
supports the thesis that a rapid “on-going” consumption of bioavailable vitamin D3 to
protect against muscle atrophy in that particular group occurred (Table 1).

3.2.2. Plasma Vitamin D3 Metabolite Levels in Stressed Rats
Similar to the DEX-treated rats, a significantly higher concentration of 25(OH)D3

was observed only in supplemented group (22.89 ± 6.02) as compared with the STR PL
(10.36 ± 2.92) and the SHM groups (7.84 ± 2.80 ng/mL). In addition, there was no effect of
warm water immersion on native vitamin D3 concentration and metabolism. Additionally,
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in the STR PL group, the results were the same as for the SHM groups. This also means that
cold water immersion had no effect on native vitamin D3 concentration and metabolism
(Figure 3B).
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Figure 3. The plasma vitamin D metabolite levels in stressed rats at baseline (A) and the end of
the experiment (B). Results are expressed as mean ± SEM. STR PL (n = 9), STR SUP (n = 9), SHM
(n = 6), # p < 0.01 vs. STR PL; vs. SHM, $ p < 0.0001 vs. STR PL; vs. SHM. STR PL: cold water
immersion group supplemented with placebo; STR SUP: cold water immersion group supplemented
with vitamin D3; SHM: sham cold water immersion group.

Considering the above, the STR SUP group may be treated as a positive control of
vitamin D3 supplementation. A fully statistically significant increase in both 25(OH)D3,
epi-25(OH)D3, and 24,25(OH)2D3 shows that the body responds correctly to the supplemen-
tation. A particularly clear difference is visible for epi-25(OH)D3, and the 25(OH)D3:epi-
25(OH)D3 ratio. It is worth noting that in rodents (unlike humans), epimerization is the
main “default” path of catabolism in response to exogenous vitamin D3 (Table 2).

Table 2. The 25(OH)D3 and its metabolite ratios at baseline and the end of the experiment in
stressed rats.

Group
25(OH)D3: 24,25(OH)2D3 Ratio 25(OH)D3: epi-25(OH)D3 Ratio

Baseline after Baseline after

STR PL (n = 9) 2.10 ± 0.40 1.82 ± 0.36 20.20 ± 3.21 20.63 ± 1.75
STR SUP (n = 9) 1.94 ± 0.23 2.43 ± 0.92 & 19.34 ± 2.71 4.96 ± 1.34 $

SHM (n = 6) 1.99 ± 0.22 1.40 ± 0.21 16.88 ± 3.79 17.25 ± 4.99
Results are expressed as mean ± SD, & p < 0.01 vs. SHM, $ p < 0.0001 vs. STR PL; vs. SHM.

3.3. Morphological Analysis
3.3.1. Body and Skeletal Muscle Mass in DEX-Treated Rats

The DEX-treated groups presented weight loss throughout the experiment as com-
pared with the CON group (Figure 4A).
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Figure 4. The body mass at the end of the experiment in DEX-treated (A), and stressed (B) rats.
Results are expressed as mean ± SEM. DEX PL (n = 7), DEX SUP (n = 8), CON (n = 6), STR PL
(n = 9), STR SUP (n = 9), SHM (n = 6), **** p < 0.0001 vs. CON. DEX PL: dexamethasone-treated
group supplemented with placebo; DEX SUP: dexamethasone-treated group supplemented with
vitamin D3; CON: control group; STR PL: cold water immersion group supplemented with placebo;
STR SUP: cold water immersion group supplemented with vitamin D3; SHM: sham cold water
immersion group.

To investigate skeletal muscle loss, the weights of the soleus (SOL), extensor digito-
rum longus (EDL) (Figure 5A,B), tibialis anterior, gastrocnemius, and quadriceps femoris
muscles were measured immediately after excision (Table 3). Although supplementation
with vitamin D3 did not prevent this DEX-induced body mass loss, we found statistically
significant differences in SOL muscle mass between the DEX PL and the DEX SUP groups
(122 ± 15, and 149 ± 9 mg, respectively; p < 0.05). Additionally, there was no difference
between the DEX SUP and the CON group (Figure 5A).

Table 3. Body and skeletal muscles mass at the end of the experiment in DEX-treated rats.

Group Basal Body
Mass (g)

Final Body Mass
(g)

Tibialis
Anterior (g)

Gastrocnemius
(g)

Quadriceps
Femoris (g)

DEX PL (n = 7) 332.57 ± 23.62 254.86 ± 28.06 $ 0.39 ± 0.11 $ 1.28 ± 0.20 $ 1.41 ± 0.24 $
DEX SUP (n = 8) 337.38 ± 24.54 279.13 ± 14.55 $ 0.46 ± 0.04 $ 1.42 ± 0.16 $ 1.58 ± 0.26 $

CON (n = 6) 335.60 ± 48.20 393.00 ± 52.05 0.75 ± 0.05 2.24 ± 0.18 2.44 ± 0.29
Results are expressed as mean ± SD. $ p < 0.0001 vs. CON.

Regarding the EDL, we observed a significant reduction in muscle mass in both DEX-
treated groups compared with the CON group (107 ± 19 DEX PL, 113 ± 13 DEX SUP,
and 161 ± 21 mg CON, respectively; p < 0.001). Nevertheless, there were no differences
between the supplemented and placebo groups. These results suggest that vitamin D3
supplementation influences DEX-induced muscle loss, but only in red, not white muscle,
and may preserve red muscle against the chronic DEX-induced muscle loss. The masses
of the other muscles were consistent and homogeneous. There was a clear and highly
statistically significant reduction in all muscle mass in both DEX-treated groups regardless
of supplementation with vitamin D3 or placebo.

No significant difference was found in the muscle:body weight ratios of CON and
DEX-treated rats in EDL (Figure 6B). However, the SOL muscle weight to body weight
ratio significantly increased in DEX-treated rats compared to the CON group (Figure 6A).
This showed not only that there was a relative sparing of SOL muscles as compared with
EDL within the experiment, but also sparing of muscle tissue in general relative to other
body components. In particular, SOL sparing affected the DEX SUP group, suggesting a
protective role of vitamin D3 supplementation.
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Figure 5. The SOL and EDL muscles mass at the end of the experiment in DEX-treated (A,B), and
stressed (C,D) rats. Results are expressed as mean ± SEM. DEX PL (n = 7), DEX SUP (n = 8),
CON (n = 6), STR PL (n = 9), STR SUP (n = 9), SHM (n = 6), * p < 0.05 vs. DEX SUP, ** p < 0.01,
*** p < 0.001 vs. CON. DEX PL: dexamethasone-treated group supplemented with placebo; DEX
SUP: dexamethasone-treated group supplemented with vitamin D3; CON: control group; STR PL:
cold water immersion group supplemented with placebo; STR SUP: cold water immersion group
supplemented with vitamin D3; SHM: sham cold water immersion group.
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Figure 6. Mean muscle weight: body weights ratio in DEX-treated rats in SOL (A), and EDL (B).
Results are expressed as mean ± SEM. DEX PL (n = 7), DEX SUP (n = 8), CON (n = 6), * p < 0.05,
# p < 0.01, $ p < 0.0001. DEX PL: dexamethasone-treated group supplemented with placebo; DEX SUP:
dexamethasone-treated group supplemented with vitamin D3; CON: control group; EDL: extensor
digitorum longus; SOL: soleus.
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3.3.2. Body and Skeletal Muscle Mass in Stressed Rats
Interestingly, despite highly statistically significant CORT release (Figure 1), we did

not observe body weight changes in the group of rats subjected to cold water immersion
(Figure 4B). Furthermore, no statistically significant differences were observed between the
groups in SOL (143 ± 15, 136 ± 16, and 152 ± 21 mg in the STR PL, STR SUP, and SHM
groups, respectively) and EDL (STR PL 149 ± 13, STR SUP 140 ± 15, SHM 149 ± 18 mg)
muscle mass (Figure 5C,D).

Although we did not observe any statistically significant differences between groups
in stressed rats with regard to muscle mass (Table 4), as opposed to the DEX SUP group,
stressed rats supplemented with vitamin D3 had the lowest (statistically insignificant)
ratios in both muscles among groups (Table 5). Considering the lack of body reduction in
stressed groups, that result supports the thesis that the used stress model promotes adipose
tissue gain (in turn, an enlarged adipose mass may serve as a reservoir for vitamin D).

Table 4. Body and skeletal muscle mass at the end of the experiment in stressed rats.

Group Basal Body
Mass (g)

Final Body
Mass (g)

Tibialis
Anterior (g)

Gastrocnemius
(g)

Quadriceps
Femoris (g)

STR PL (n = 9) 324.44 ± 22.10 353.89 ± 17.32 0.69 ± 0.05 2.10 ± 0.16 2.71 ± 0.29
STR SUP (n = 9) 337.78 ± 41.77 367.67 ± 40.43 0.67 ± 0.07 2.15 ± 0.25 2.70 ± 0.45

SHM (n = 6) 329.00 ± 33.66 364.83 ± 33.52 0.71 ± 0.07 2.16 ± 0.33 2.79 ± 0.48
Results are expressed as mean ± SD.

Table 5. Mean muscle weight: body weights ratio in stressed rats.

Group SOL Weight: Body Weight
Ratio (⇥10�3)

EDL Weight: Body Weight
Ratio (⇥10�3)

STR PL (n = 9) 0.403 ± 0.036 0.423 ± 0.039
STR SUP (n = 9) 0.374 ± 0.048 0.383 ± 0.038

SHM (n = 6) 0.415 ± 0.035 0.410 ± 0.050
Results are expressed as mean ± SD.

3.3.3. Internal Organ Mass in DEX-Treated Rats
Heart and liver weights did not differ significantly between groups. Nevertheless,

differences in the weight of the organs of the lymphatic system were observed. Thus, spleen
weight was the lowest of the two DEX-treated groups. Besides, there was a statistically
significant reduction in thymus weight in both DEX-treated groups compared to the control
group (0.090 ± 0.053, 0.148 ± 0.091 vs. 0.372 ± 0.054 g in the DEX PL, DEX SUP, and CON
group, respectively) (Table 6).

Table 6. Internal organ mass at the end of the experiment in DEX-treated rats.

Group Heart (g) Liver (g) Spleen (g) Thymus (g)

DEX PL (n = 7) 0.83 ± 0.11 10.26 ± 0.93 0.25 ± 0.04 $ 0.090 ± 0.053 $
DEX SUP (n = 8) 0.92 ± 0.09 11.08 ± 1.34 0.30 ± 0.03 $ 0.148 ± 0.091 #

CON (n = 6) 0.92 ± 0.10 11.88 ± 2.16 0.65 ± 0.06 0.372 ± 0.054
Results are expressed as mean ± SD, # p < 0.001 vs. CON, $ p < 0.0001 vs. CON.

3.3.4. Internal Organs Mass in Stressed Rats
Similarly to DEX-treated groups, in stressed rats we did not observe any statistically

significant changes in heart and liver mass. Nevertheless, we observed significantly
lower thymus weight in the stressed animals treated with placebo, but not in the vitamin
D3-supplemented group compared with the SHM group (0.233 ± 0.045 in the STR PL,
0.305 ± 0.101 in the STR SUP, and 0.348 ± 0.082 g in the SHM groups, respectively; p < 0.05),
which suggest that vitamin D3 supplementation may protect thymus against degeneration
caused by GCs, particularly in the chronic stress condition (Table 7).
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Table 7. Internal organs mass at the end of the experiment in stressed rats.

Group Heart (g) Liver (g) Spleen (g) Thymus (g)

STR PL (n = 9) 0.94 ± 0.05 11.22 ± 0.77 0.63 ± 0.08 0.233 ± 0.045 *
STR SUP (n = 9) 0.95 ± 0.06 10.77 ± 1.31 0.66 ± 0.07 0.305 ± 0.101

SHM (n = 6) 0.89 ± 0.09 11.48 ± 1.46 0.60 ± 0.11 0.348 ± 0.082
Results are expressed as mean ± SD. * p < 0.05 vs. SHM.

4. Discussion
The role of vitamin D3 within the skeletal muscle is in the scope of interest of many

researchers. Although the beneficial effect of vitamin D3 on skeletal muscle mass remains
unclear, some research suggests that vitamin D3 may prevent skeletal muscle loss and
atrophy [24], while other papers indicate that vitamin D3 supplementation has little or
no effect on muscle mass [12,13]. We found that chronic DEX treatment decreased serum
25(OH)D3 concentrations. We also showed that GC-induced body and muscle loss are
presented only in exogenously administered DEX. Our results indicate that DEX-induced
muscle loss is abolished in rats supplemented with vitamin D3 but only in SOL muscle.
Based on previously published data [25], we assumed that a similar effect should be
observed in the CSR conditions. However, instead of HPA axis activation and CORT surge,
we did not note any changes in the body and muscle weight. Moreover, the cold water
immersion had no effect on the native vitamin D3 levels despite the highly and statistically
significant elevated level of circulating CORT in stressed rats.

4.1. Chronic Stress Response and Its Effect on the Body, Skeletal Muscle, and Organ Mass
The chronic stress response model used in the experiment was based on the procedure

that combines physical (low temperature) and psychological stress (impossibility to escape
and isolation). The obtained data show that the CSR was successfully induced, and the
level of circulating CORT level highly increased from the baseline compared to the SHM
and CON groups. The CORT concentration at 400 ng/mL levels corresponded with the
results obtained in our other CSR experiment [26] and with the works based on the cold
water immersion model [27,28].

Despite the physiologically significant CORT surge, we did not observe any body
and muscle weight changes in the supplemented and placebo groups. Interestingly, in an
experiment conducted by Nishida and coworkers, no changes in SOL and EDL muscle
mass were observed even during DEX treatment (5 days, dose 600 µg/kg) [29]. Our recent
work [25,26] showed that the CSR and increased CORT level do not have to accompany
changes in body and muscle weight (data not shown); nevertheless, an increased level
of atrogin-1 was observed. Furthermore, we assume that to explain this phenomenon
in these particular conditions, it is necessary to consider intramuscular fat stores in rats
from groups exposed to the chronic cold water immersion [30,31]. In support of this thesis,
we can mention that, during autopsy, an increased amount of total fat mass and adipose
tissue browning in two reference points (the suprascapular and supraspinal areas) was
observed [32] (data not shown).

Lastly, the classically indicated “stress triad” (a term proposed by Selye) assumes that
in first reaction to stress there are three visible changes: adrenal enlargement, atrophy of
the thymus, and hemorrhagic gastric erosions [33]. A partly similar observation was made
in our study, where thymus weight significantly decreased in rats from the STR PL, while
no changes in the STR SUP group were observed (Table 7).

4.2. Dexamethasone Treatment and Its Effect on the Body, Skeletal Muscle, and Organ Mass
Our results show that chronic DEX administration reduced body weight in both DEX-

treated groups (23% and 17% in DEX PL and DEX SUP, respectively), and supplementation
with vitamin D3 did not attenuate this effect in a statistically significant manner. Moreover,
in line with Selye’s assumptions, thymus and spleen degradation was also observed in both
DEX-treated groups. Despite the lack of bodyweight preservation in the DEX SUP group,
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SOL muscle-sparing in the vitamin D3 supplemented group was observed. Muscle atrophy
is a major adverse effect observed after DEX administration; however, the exact mechanism
responsible for DEX-induced muscle atrophy is not well understood. Some data show that
DEX acts mainly on muscles containing type II fast-twitch fibers as compared with type I
slow-twitch fibers [34,35]. Similar observations were made by Krug and coworkers, where
DEX treatment reduced flexor hallucis longus and tibialis anterior mass without SOL mass
loss [36]. Our results are only partially in line with previous observations. Chronic DEX
administration caused massive muscle loss in both red and white muscles, sparing only
SOL in the group supplemented with vitamin D3.

4.3. The Potential Protective Role of Vitamin D3 in Skeletal Muscle in GC-Induced Muscle
Loss Conditions

Our results show the massive consumption of vitamin D3 in DEX-treated rats to
defend muscles against atrophy, especially in the DEX PL group. Circulating 25(OH)D3
was utilized first without the rapid mobilization of vitamin D3 from the body’s fat reserves.
Furthermore, in the DEX SUP group, the rapid “on-going” consumption of circulating
vitamin D3 to protect against muscle atrophy was visible.

Several clinical works highlight the positive aspects of vitamin D supplementation
in many diseases. According to the Endocrine Society Clinical Practice Guideline on the
Prevention of Vitamin D Deficiency, concentrations of 25(OH)D3 from 21 to 29 ng/mL
(52.5–72.5 nmol/L) in serum are insufficient, and levels lower than 20 ng/mL (50 nmol/L)
are considered to reflect deficiency [37]. As the data show, normalizing the level of circulat-
ing vitamin D enhances the reduction of systemic inflammation markers and intensity of
pain in low back patients [37]. Another study shows that supplementation for six months
reduced oxidative protein damage, decreased pain, improved quality of life, and improved
grip strength and physical performance in osteoarthritis patients [38]. Vitamin D supple-
mentation is also increasingly used in the prevention and therapy of sarcopenia [5,6] and
neuromuscular diseases [39,40]. Moreover, studies show that vitamin D deficiency results
in a more severe course of SARS-COV2 virus infection, and vitamin D supplementation
is one of the proposed strategies for relieving symptoms of the disease [41]. Additionally,
novel findings suggest that the early use of DEX could reduce duration of mechanical
ventilation and overall mortality in patients with established moderate-to-severe acute
respiratory distress syndrome (ARDS) in SARS-COV2 infected patients [42]. The low
potential risk of vitamin D overdose (using the standard proposed dose appropriate to
age, e.g., 2000 IU for an adult) [43,44], and the cost-effective aspect of vitamin D supple-
mentation [45] should be considered in support of its use for the treatment of various
diseases. According to knowledge about several common regulatory pathways which
vitamin D and DEX share [46], using these therapeutics in combination may prove to be the
most effective known strategy against SARS-COV and also other diseases (i.e., rheumatoid
arthritis [22]) due to improved function of the immune system and minimized side effects
of DEX-treatment.

However, the mechanism of vitamin D-mediated changes in skeletal muscle is not fully
elucidated. It is known that vitamin D3 acts mainly via specific binding to an intracellular
VDR, interacting with specific nucleotide sequences of over 60 target genes [47]. Numerous
data show that the interaction between GCs and VDR occurs. Therefore, in the study
conducted by Hidalgo and coworkers, induction with GCs increased VDR transcription in
squamous cell carcinoma VII (SCC) to the level of 4–6 fold higher compared to the control
group [48].

Additionally, a novel mitochondrial localization of VDR has been described. Data
show that VDR influences mitochondrial respiration reduction and serves in reprogram-
ming in cell metabolism toward the biosynthetic pathways [49,50]. This underlines the
importance of mitochondria as the hub linking the processes such as cell development and
atrophy inhibition in skeletal muscles. Other studies suggest that VDR plays a fundamental
regulatory role in skeletal muscle mitochondrial function [51]. Moreover, the cooperative
action of vitamin D3 and GCs in modulating gene expression was presented [17] which
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implies the potential reduction of the adverse effects of GC excess (during vitamin D3
supplementation) [52]. In our study, this phenomenon is partly confirmed because SOL
muscle consists of predominantly slow-oxidative fibers, with a larger pool of mitochondria,
and EDL is mainly formed of fast-glycolytic muscle fibers [53]. Our results show that in
DEX-induced atrophy rats, SOL muscle is sparing in both absolute (Figure 5A) and relative
values (Figure 6A). In summary, the main explanation for such a massive decrease in vita-
min D concentration with partial protection against atrophy is the supposition that skeletal
muscle cells overexpress VDR under both atrophy and hypertrophy conditions [54].

5. Conclusions
Our findings show that despite the elevated circulating CORT in cold water-immersed

rats, no body and muscle weight changes were observed in either the vitamin D3-supplemented
or placebo groups. We found that chronic DEX treatment decreased serum 25(OH)D3
concentrations, and cold water immersion had no effect on native vitamin D3 levels.
Moreover, body weight and muscle loss occurred concomitantly only with exogenously
administered DEX. Our results indicate that DEX-induced muscle loss was abolished in
rats supplemented with vitamin D3, but only concerning the SOL muscle. The massive
consumption of endogenous vitamin D3 was caused by an attempt to protect against
muscle loss in DEX-treated rats. The additional supply of exogenous vitamin D3 in the DEX
SUP group supports that this rapid “on-going” utilization of circulating vitamin D3 was
accompanied by the protection of muscle atrophy. Our findings show that DEX treatment
should be combined with vitamin D3 supplementation since the long-term treatment of
DEX leads to a sharp reduction in vitamin D3 levels. Moreover, as a consequence, this may
contribute to the adverse effects of DEX treatment alone.

Study Limitation
The findings of the present study are limited because the experiments were focused

on visible morphological changes and not on the mechanism(s) responsible for the effects
of vitamin D3 supplementation on GC-induced muscle atrophy per se. Nevertheless, we
found that supplementation with vitamin D3 reduced the adverse effects on muscle loss
in chronic DEX-treated rats, which indicates that further studies are needed to clarify the
possible molecular mechanism(s) explaining this phenomenon.
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Abbreviations

CORT Corticosterone
CSR Chronic stress response
DEX Dexamethasone
FOXO-1 Forkhead box protein O1
GCs Glucocorticoids
HPA Hypothalamic–pituitary–adrenal axis
HSD11B1 11�–hydroxysteroid dehydrogenase type 1
VDR Vitamin D receptor
1,25–D3-MARRS 1,25D3–membrane associated, rapid response steroid–binding
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Omówienie II artykułu 

Celem drugiej pracy pt. „Supplementation with Vitamin D3 Protects against 
Mitochondrial Dysfunction i Loss of BDNF-Mediated Akt Activity in the 
Hippocampus during Long-Term Dexamethasone Treatment in Rats” (podrozdział 

7.2.) wchodzącej w skład niniejszej rozprawy, było określenie wpływu witaminy D3 na 

aktywność szlaku sygnałowego BDNF-Akt i mitochondrialny metabolizm energetyczny 

w hipokampie szczura podczas długotrwałego podawania deksametazonu (DEXA).  

W opublikowanej pracy wykazaliśmy, że 28-dniowe traktowanie szczurów DEXA 

powoduje obniżenie masy hipokampa z jednoczesnym obniżeniem poziomu receptora 

glikokortykosteroidowego (GR). W dyskusji potwierdziliśmy, że długotrwała ekspozycja 

na glikokortykosteroidy (GK) powoduje obniżenie ekspresji GR. Ponadto 

zaobserwowaliśmy obniżenie poziomu proBDNF i pAkt, które mogłoby wyjaśniać 

mechanizmy utraty masy hipokampa na poziomie molekularnym. Obniżenie poziomu 

PGC-1! oraz aktywności syntazy cytrynianowej (CS) świadczą o dysfunkcji  

w biogenezie mitochondriów oraz mitochondrialnym metabolizmie energetycznym  

na poziomie cyklu kwasu cytrynowego. Co istotne, w niniejszym badaniu wykazaliśmy 

modulujący wpływ witaminy D3 podczas długotrwałego stosowania DEXA.  

Po zastosowaniu suplementacji witaminy D3 zaobserwowaliśmy jej ochronny wpływ  

na masę hipokampa i częściowo na poziom GR, jednak ten ostatni efekt nie był istotny 

statystycznie. Jednakże, znaczące zmiany obserwowaliśmy w poziomie mBDNF  

oraz pAkt, gdzie spostrzegliśmy ich wzrost w grupie suplementowanej w porównaniu  

do grupy DEX. Co więcej, zaobserwowaliśmy, że suplementacja witaminą D3, również 

częściowo odwraca negatywne zmiany zachodzące w metabolizmie mitochondrialnym. 

Wykazano wzrost aktywności syntazy cytrynianowej i wyższy poziom podjednostki II 

oksydazy cytochromu c (kodowana przez mDNA) w grupie DEX+VD w porównaniu do 

grupy DEX. Z przedstawionych badań wynika, że suplementacja witaminą D3 może 

znacząco przyczyniać się do poprawy funkcji poznawczych i procesów 

neuroplastyczności podczas długotrwałego stosowania DEXA. 
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Abstract: Dexamethasone (DEXA) is a commonly used steroid drug with immunosuppressive and
analgesic properties. Unfortunately, long-term exposure to DEXA severely impairs brain func-
tion. This study aimed to investigate the effects of vitamin D3 supplementation during chronic
DEXA treatment on neurogenesis, mitochondrial energy metabolism, protein levels involved in the
BDNF-mediated Akt activity, and specific receptors in the hippocampus. We found reduced serum
concentrations of 25-hydroxyvitamin D3 (25(OH)D3), downregulated proBDNF and pAkt, dysregu-
lated glucocorticosteroid and mineralocorticoid receptors, impaired mitochondrial biogenesis, and
dysfunctional mitochondria energy metabolism in the DEXA-treated group. In contrast, supplemen-
tation with vitamin D3 restored the 25(OH)D3 concentration to a value close to that of the control
group. There was an elevation in neurotrophic factor protein level, along with augmented activity
of pAkt and increased citrate synthase activity in the hippocampus after vitamin D3 administration
in long-term DEXA-treated rats. Our findings demonstrate that vitamin D3 supplementation plays
a protective role in the hippocampus and partially mitigates the deleterious effects of long-term
DEXA administration. The association between serum 25(OH)D3 concentration and BDNF level in
the hippocampus indicates the importance of applying vitamin D3 supplementation to prevent and
treat pathological conditions.

Keywords: glucocorticosteroids; cholecalciferol; neurogenesis; neuroprotection; energy metabolism

1. Introduction

Dexamethasone (DEXA) is a synthetic glucocorticosteroid (GC) with potent and long-
lasting immunosuppressive and analgesic effects. Due to these properties, DEXA is widely
used in medicine for recovery after surgery, during chemotherapy, and in treating severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and autoimmune diseases [1–4].

Under natural conditions, GCs are produced by activating the hypothalamic–pituitary–
adrenal (HPA) axis and play essential roles in neuroendocrine regulation. In addition,
GCs control many physiological processes, such as carbohydrate metabolism, immune
maintenance, and cardiovascular activity [5]. Moreover, GCs are responsible for normal
brain function and mitochondrial energy metabolism regulation [6].

Overactivity of the HPA axis results in excessive GC secretion, adrenal hypertrophy,
and atrophy of certain organs such as the thymus, spleen, and skeletal muscles [7–9].
Moreover, long-term treatment or high-dose exposure to GCs also affects the neurons,
causing a reduction in mitochondrial oxidation, mitochondrial membrane potential, and
calcium retention capacity in cortical neurons [10]. Furthermore, there is sufficient evidence
of an association between high GC levels, psychiatric disorders, and neurodegenerative
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diseases such as Alzheimer’s disease (AD) and Parkinson’s disease (PD) [11,12], which are
disorders where mitochondria play a crucial role [13]. Like prolonged stress, long-term
DEXA treatment carries many adverse side effects and causes significant damage. Studies
show that long-term DEXA treatment also has a negative impact on the central nervous
system (CNS), including the hippocampus [14–16]. The hippocampus, a limbic system
structure, appears to be particularly sensitive to the effects of GCs. High levels of GCs
cause morphological, metabolic, and functional changes [17–19]. It is indicated that DEXA
treatment causes changes in the differentiation [20] and morphology of neurons in the
hippocampus [21]. Therefore, it may also lead to depression, mood disorders, decreased
concentration, insomnia, abnormal behavior, memory deficits, and altered nervous activ-
ity [15,16]. Chronic exposure to GCs may negatively affect the brain, impair hippocampal
function, and reduce the volume of this brain region [22].

Moreover, some studies have also shown that excessive flow of exogenous or endoge-
nous GCs can induce neuroplasticity in the hippocampus, mediated by a brain-derived
neurotrophic factor (BDNF). Chronic stress has been found to reduce BDNF in the hip-
pocampus. Epigenetic, transcriptomic, and proteomic regulation, mediated by BDNF
and/or its receptor Tropomyosin receptor kinase B (TrkB) expression, has been suggested
to underlie the observed changes in rodents and humans [23,24]. Therefore, a reduction in
the BDNF/TrkB signaling pathway in the hippocampus may be associated with synaptic
loss, decreased neuronal plasticity, and regression network connectivity [25,26]. On the
other hand, insulin-like growth factor 1 (IGF-1) is a crucial mediator of brain development
in both young and adult individuals [27]. It is suggested that circulating IGF-1 triggers
negative feedback amplification in the HPA axis. According to Baldini et al., an increase in
IGF-1 levels may be correlated with an increase in GR expression [28]. Although the effects
of DEX on IGF-1 are not well understood, it has been suggested that GCs may regulate
IGF-1 signaling pathways in the hippocampus [29].

The hippocampus is equipped with two types of steroid receptors: glucocorticoid
(GR) and mineralocorticoid (MR) receptors [30,31]. Both receptors play a crucial role in
maintaining the proper structure and function of the hippocampus. Any changes in their
activity or ratio may increase the intensity of hippocampal damage [32]. Furthermore,
chronic exposure to GCs may alter the expression of GR and MR or the MR/GR ratio,
which may also impact mitochondrial function in the brain. Depending on the dose and/or
duration of exposure, GCs may either increase or decrease the levels of MR and GR in the
hippocampus, resulting in contrasting effects [32–34]. GR translocation to mitochondria
directly affects their function. During long-term administration, GCs may lead to respira-
tory chain dysfunction, reduced ATP production, and abnormal mitochondrial biogenesis,
ultimately increasing the cell sensitivity to death [34].

Vitamin D, known for its pleiotropic effects, regulates calcium and phosphate metabolism
and cares for the skin and skeletal health, and it is also an immunomodulatory hormone [35].
The active form of vitamin D, 1,25-dihydroxy vitamin D3 (1,25(OH)2D3), binds to the
vitamin D receptor (VDR) and genetically regulates various cellular processes by promoting
heterodimerization of this retinoid-X receptor (RXR). The activity of the VDR-RXR complex
affects the gene expression of many tissues, including skeletal muscles and the brain [36].
Interestingly, VDR is also found in mitochondria, where it plays a crucial role in maintaining
their integrity and proper function [37]. This characteristic is fundamental for optimal
brain function and development [38]. Studies have demonstrated that excessive GC levels
may induce a depression-like state and reduce the protein levels of VDR and cytochrome
P450 proteins involved in vitamin D activation and catabolism in brain regions such as
the hippocampus and prefrontal cortex [39,40]. Remarkably, deficiencies in vitamin D are
associated with decreased hippocampal volume. However, supplementation with vitamin
D3 has been shown to prevent tissue atrophy and memory deficits under conditions of GC
exposure [8,41,42], suggesting its potential involvement in a protective mechanism against
the negative effects of stress on the brain [39].
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Therefore, this study aimed to determine whether vitamin D3 supplementation would
positively affect the BDNF-mediated Akt activity pathway and mitochondria energy
metabolism in the rat hippocampus during long-term DEXA treatment.

2. Results

2.1. Vitamin D Concentration
A 28-day treatment with DEXA reduced serum 25(OH)D3 concentration in the DEX

group (6.02 ± 0.86) compared with the CON group (10.97 ± 1.71; p < 0.01). After vitamin
D3 supplementation, a significantly higher 25(OH)D3 concentration (12.99 ± 1.42 ng/mL)
was found in the DEX + VD group compared with the DEX group (p < 0.001; Figure 1).
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Figure 1. The concentration of 25(OH)D3 in the serum in the control group (CON, n = 5), the DEXA-
treated group (DEX, n = 6), and the group supplemented with vitamin D3 (DEX + VD, n = 7) after
28 days of the experiment. Results are expressed as mean ± SEM. ** p < 0.01; *** p < 0.001.

2.2. Body and Hippocampus Mass Changes
After long-term treatment of DEXA, body weight was significantly lower in both groups

treated with DEXA (p < 0.0001). The body weight of rats in the DEX group (245.83 ± 8.07 g) was
significantly lower by 39% compared with the CON group (405.20 ± 18.98 g). In the DEX + VD
group, body weight significantly increased by 11% (277.57 ± 7.49 g) compared with the DEX
group (p < 0.05; Figure 2a). The weight of the hippocampus in the DEX group (0.06 ± 0.03 g;
p < 0.05) decreased significantly compared with the CON group (0.14 ± 0.03). However,
after vitamin D3 supplementation in the DEX + VD group, the weight of the hippocampus
(0.12 ± 0.02 g) significantly increased compared with the DEX group (Figure 2b; p < 0.05).
We also observed changes in the hippocampus/body weight ratio, where the ratio was
significantly higher in the DEX + VD group (0.044 ± 0.006) compared with the DEX group
after vitamin D3 supplementation. However, we did not observe any differences in the
hippocampus/body weight ratio in the DEX group (0.027 ± 0.006) compared to the CON
group (0.034 ± 0.007) (Figure 2c).

2.3. Hippocampal GR, MR, and VDR Levels
After 28 days of DEXA treatment, no significant differences in VDR and MR protein

levels were observed (Figure 3a,b). We found a statistically significant reduction in the GR
protein level by 50% in the DEX group compared with the CON (p < 0.05), but no changes
were found in the DEX + VD group or between groups. However, a trend suggesting an
increase in GR level was observed in the DEX + VD group versus the DEX group (p = 0.063;
Figure 3c).
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2.4. Assessment of BDNF-Akt Signaling Molecules
To determine the changes in prosurvival proteins in the rat hippocampus during

long-term administration of DEXA, we measured the Akt protein level and phosphorylated
Akt (pAkt). There were no significant changes in Akt protein levels between the groups
(Figure 4a). However, the phosphorylation state of Akt (p-Akt) significantly increased in
the DEX + VD group compared with the DEX group. Moreover, the p-Akt level was almost
two-fold higher in the DEX + VD group compared with the CON group, but this was not
statistically significant (Figure 4b). The pAkt/Akt ratio showed a significant increase in the
DEX + VD group compared with the DEX group. Still, there was no significant difference
between the treatment groups and the CON group (Figure 4c).
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To evaluate neurogenesis, we measured the protein levels of the precursor of brain-
derived neurotrophic factor (proBDNF) and mature BDNF (mBDNF). After 28 days of
DEX treatment, the level of proBDNF in the DEX group significantly decreased compared
with the CON group. In contrast, we did not observe any statistically significant changes
in the DEX + VD group (Figure 4d). Furthermore, we observed significantly elevated
mBDNF protein levels during prolonged exposure to DEX + VD in the hippocampal tissue
compared with the DEX group (p < 0.05). This increase in mBDNF level was accompanied
by an elevated phosphorylation state of Akt after vitamin D3 supplementation in the
rat hippocampus during long-term DEXA treatment. However, there was no significant
difference in values between the DEX and CON groups (Figure 4e). We did not observe
any changes in the IGF-1 protein level between the groups (Figure 4f).

2.5. Assessment of Mitochondrial Biogenesis and Oxidative Metabolism
After 28 days of DEXA treatment, we found a higher level of cytochrome c oxidase

subunit II coded by mitochondria (COX II) in the hippocampus in the DEX + VD group
(1.019 ± 0.325), which increased by 37% compared with the DEX group (p < 0.05; Figure 5a).
This may partially confirm earlier studies showing the influence of vitamin D in the
modulation of mitochondrial metabolism [43–45]. There were no significant changes
between groups compared to the CON group (0.732 ± 0.069 A.U.). The nuclear subunit IV
of cytochrome c oxidase (COX IV) protein levels was not significantly different between
groups (Figure 5b). Furthermore, long-term treatment with DEXA resulted in a decrease
in the peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1↵)
protein level in the DEX rats when compared with the CON group. At the same time,
supplementation with 600 IU of vitamin D3 caused no significant changes in protein level
versus the DEX + VD group (Figure 5c).
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2.6. Mitochondrial Oxidative Metabolism Activity
After 28 days of daily DEXA treatment, the activity of citrate synthase (CS) was re-

duced in the hippocampus by 48% in the DEX group (1.37 ± 0.44) when compared with the
CON group (2.50 ± 0.33 µmol/min/mg of protein; p < 0.05). Moreover, CS activity was also
significantly elevated by 42% in the DEX + VD group (2.35 ± 0.73 µmol/min/mg of protein)
compared with the DEX group (p < 0.05; Figure 6a). However, we noticed no statistically
significant changes in cytochrome c oxidase (COX) activity in the rat hippocampus despite
a downward trend in the DEX group (57.53 ± 29.14) compared to CON (93.32 ± 26.07) and
the upward trend in COX activity in the DEX + VD group (81.46 ± 32.48 nmol/min/mg of
protein; Figure 6b).
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Figure 6. The CS (a) and COX (b) activity in the hippocampus of rats from the control group
(CON, n = 5), the DEXA-treated group (DEX, n = 6), and the group supplemented with vitamin D3
(DEX + VD, n = 7). Results are expressed as the mean ± SEM. * p < 0.05.
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3. Discussion

In the present study, we showed that long-term treatment with DEXA reduced the
body mass of rats, induced hippocampus atrophy, and decreased proBDNF and GR protein
levels in the rat hippocampus. We also found attenuated serum concentrations of 25(OH)D3
in DEXA-treated rats. Additionally, we observed a reduction in BDNF signaling in the
hippocampus, a corticolimbic area in the brain. This reduction in signaling was associated
with inhibited pAkt activity, decreased PGC-1↵ protein level, and disrupted mitochondrial
energy metabolism. According to our results, systematic vitamin D3 supplementation
partially reversed the adverse effects of DEXA. Thus, supplementation with vitamin D3
led to increased body and hippocampus mass, as well as an increased hippocampus/body
mass ratio in rats treated with prolonged DEXA. Furthermore, the present study showed
a restoration of 25(OH)D3 concentration to a value close to the control group. There was
an elevation in neurotrophic factor protein level, along with augmented activity of pAkt,
increased subunit II (coded by mitochondria protein level, and higher CS activity in the
hippocampus of rats chronically treated with DEXA. We did not observe any changes in
the protein levels of IGF-1 between the groups. This may suggest that the BDNF-mediated
activity Akt is more susceptible to DEXA’s negative action than the IGF signaling pathway.
Our findings demonstrate that supplementation with vitamin D3 plays a protective role in
the corticolimbic area and partially mitigates the deleterious effects caused by long-term
DEXA administration.

Our findings indicate differences in the protective effects of vitamin D between the
hippocampus and body weight, the full understanding of which requires further study.
One of the side effects of GC therapy is weight loss, which may manifest as osteoporosis,
muscle wasting, and changes in fat composition [46,47]. The variations in the effectiveness
of vitamin D3 supplementation in terms of its protective role in the hippocampus versus
the rest of the body seem to arise from the multifaceted impacts of DEXA on metabolism.
These impacts primarily focus on reducing fat mass, inducing muscle wasting, causing
intramuscular fat deposition, and leading to mitochondrial dysfunction [48,49]. The mech-
anism(s) of DEXA’s action resemble stress responses and are associated with hormone
dysregulation, insulin resistance, hepatic hexokinase inhibition, and inhibition of glucose
oxidation. The consequence of subsequent exposure to GCs leads to increased lipolysis and
the release of free fatty acids (FFAs) from adipose tissue and elevated proteolysis of skeletal
muscle (decrease in PI3K markers, PKB/Akt, GSK3) dependent on the activation/inhibition
of AMP-activated protein kinase (AMPK) by GCs. Reported evidence after 6 weeks of
vitamin D3 supplementation in patients with hypercortisolemia had an effect on lipid
profile and insulin sensitivity but did not significantly affect baseline body weight (BMI,
waist circumference) [50].

Recently, it was reported that long-term treatment with DEXA has a negative impact
on the CNS [51]. Similar alterations were also observed during a chronic stress response [52].
These changes may be associated with an appropriate balance of GR and MR levels and
activity, which are crucial for the proper function of the CNS. Notably, data on GR and
MR levels after DEXA treatment are inconsistent. On the one hand, studies showed that
long-term administration of GCs reduced GR expression, increased neuroinflammation,
and caused neurodegeneration in the hippocampus [53,54]. Another study showed changes
in mRNA expression in both receptors, revealing that GR was decreased while MR was
increased in the hippocampus, striatum, and prefrontal cortex in DEXA-treated mice [55].
In line with this finding, our data showed similar trends in the hippocampus. On the other
hand, the data reported inconsistent results regarding changes in GR and MR protein levels
and gene expression in response to GCs action [10,34,56–58]. The results published by Zhe
and coworkers showed that single-prolonged stress causes a reduced expression of MR
and GR in CA1 of the hippocampus [32]. The differences between our results and those of
other studies may be attributed to the dose and duration of GC exposure or other factors
that can have different effects [10,59]. Short-term application of both high and low doses of
GCs similarly affects GR in cortical neurons by increasing its mitochondrial localization,
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while during long-term supply, only a high dose decreases GR levels in mitochondria and
negatively affects mitochondrial function in neurons [10]. In the current study, we found a
lower GR protein level after long-term DEX treatment with the protective effect of vitamin
D3 supplementation. Although supplementation with vitamin D3 partially reversed this
adverse impact, the effect was not statistically significant.

In this study, we showed that the 28-day administration of DEXA at a dose of
2 mg/kg/day caused a decrease in the serum concentration of 25(OH)D3. A previous study
found that DEXA affects VDR in a GR-dependent manner by increasing Vdr transcripts
de novo [60]. Surprisingly, we did not find any substantial differences in VDR protein
levels with DEX treatment alone or combined with D3 supplemented when compared to
the control group. Our finding is partially in line with the report by Jiang et al. [39], which
demonstrated dysregulation in vitamin D metabolism caused by a 10-day DEXA supply.
The authors observed a decrease in CYP27B1, CYP24A1, and VDR expression not only in
the hippocampus but also in the prefrontal cortex, heart, and kidneys. Moreover, VDR ac-
tivity is essential at the cellular level for cell differentiation, cell growth, and apoptosis [61].
However, VDR silencing induces unbalanced metabolism and ultimately contributes to
cytotoxicity, while VDR ablation induces many negative consequences, including mitochon-
drial damage and premature cell death [37]. Additionally, VDR may have an impact on the
mitochondrial respiratory chain [62] by transcribing the mitochondrial (COX II) and nu-
clear (COX IV) subunits of cytochrome c oxidase, which are involved in ATP synthesis [37].
Our present study showed that DEXA significantly lowered the COX subunit II protein
level, while vitamin D3 supplementation effectively reversed this alteration. Mitochondrial
subunits play a crucial role in the catalytic cycle of the enzyme, with nuclear subunits
being associated with regulating enzyme activity and ensuring the structural stability of
the complex [63]. In our study, we observed a reduction in COX subunit II but not COX
subunit IV. In addition, we did not find any changes in COX activity. Desquiret et al. [64]
reported that chronic DEXA administration leads to a decrease in the activity of the electron
transport chain (ETC) complex I and II while also increasing the activity of complex IV. To
determine the function of mitochondria in the Krebs cycle, we examined the activity of
citrate synthase (CS). CS is an enzyme localized in the mitochondrial matrix and is used as
a quantitative enzymatic marker for the presence of intact mitochondria [65,66]. Our data
indicate that long-term DEXA administration decreased CS activity in the hippocampus,
while vitamin D3 supplementation contributed to maintaining proper enzyme activity.

According to our results, long-term treatment with DEXA reduces the activity of
mitochondrial energy metabolism, while supplementation with vitamin D3 restores its
proper function in the hippocampus. Vitamin D shows a potential protective role and
causes reverse oxidative stress-induced cognitive impairment, which was also presented by
Hajiluian and coworkers [67]. This translates into our study results, wherein, in the vitamin
D3-supplemented group, there was a noticeable improvement in the function of the ETC
and the citric acid cycle in the hippocampus. Vitamin D3 supplementation or administration
of its metabolites reduces neurological damage and neurotoxicity. The detailed biochemical
mechanism is still unclear, but it is known that vitamin D can act on multiple pathways,
such as neuronal antioxidant pathways, immunomodulation, calcium regulation, and
glutamatergic systems [68]. All these data demonstrate an antagonistic effect of vitamin
D on GC activity [69]. Given that the impairment of mitochondrial function plays an
important role in response to stress, brain aging, and the early stages of neurodegenerative
diseases, we believe that enhancing mitochondrial brain energy metabolism with vitamin D
may be an essential protective mechanism [66,70]. This study found a positive influence of
vitamin D3 supplementation on the BDNF protein level, i.e., a higher serum concentration
of 25(OH)D3 upregulated the BDNF level in the hippocampus of prolonged DEXA-treated
rats. The association between serum concentration of 25(OH)D3 and BDNF level in the
hippocampus reported in this study may indicate the importance of improving vitamin
D with supplementation, which acts as a strategy for preventing and treating cognitive
decline and increasing BDNF in excessive-prolonged flow of exogenous or endogenous GCs
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(chronic stress). On the one hand, Yosefian et al. reported that vitamin D3 supplementation
did not affect BDNF concentration in the hippocampus in animal models of depression [71].
On the other hand, another study showed that the modulation of hippocampal BDNF with
vitamin D might be an effective prevention strategy against depression in animal models
of depression [72].

We are very far from any speculation, but our results strongly suggest that vitamin
D3 supplementation may reverse the negative changes induced by long-term DEXA treat-
ment. This reversal leads to the upregulation of BDNF and nearly restores GR protein
levels. Based on previously reported results [73] and our findings, we assume the existence
of crosstalk between GR and BDNF in the hippocampus. Therefore, the present study
showed that the modulatory effects of vitamin D during long-term exposure to DEXA
on GR restored mitochondrial function, and BDNF-mediated Akt activity reversed neu-
ropathophysiological changes in the hippocampus. Our findings may have significant
implications for neuroplastic processes, cognitive function, and several neuropsychiatric
disorders. Moreover, our results provide further evidence of a key link between vitamin
D and BDNF-mediated Akt activity, as well as the restoration of physiological function
in the mitochondria through GR in the hippocampus. These findings may contribute
to the neuroprotective and therapeutic potential (abilities) of vitamin D in patients with
neuropathophysiological disorders.

This study has some limitations. First, we did not estimate TrkB, IGR, or other proteins
involved in the signaling pathway, which could have directly confirmed our findings in
the hippocampus of DEXA-treated rats. Second, we did not measure protein levels that
can form complexes with GR, such as HSP70/90, Bcl-2, or proteins targeting mitochondria
associated with chaperones that aid in their mitochondrial translocation. This would have
helped to demonstrate the meaningful role of GR in the modification of mitochondria-coded
protein expression. These limitations were primarily due to the lack of sufficient tissue for
the analysis.

Overall, our findings showed that supplementation with vitamin D3 partially reversed
negative changes in the hippocampus induced with long-term DEXA treatment in rats.
We observed upregulation of BDNF and nearly restored GR protein level after vitamin D3
administration. Consequently, the present study demonstrated a higher activity of pAkt,
elevated COX subunit II protein level, and augmented activity of CS in the hippocampus,
suggesting the modulatory abilities of vitamin D during long-term exposure to DEXA.
These findings have significant implications for neuroplastic processes, cognitive function,
and neuropathophysiological conditions. Moreover, these findings may contribute to the
understanding of the neuroprotective and therapeutic abilities of vitamin D in patients
with neurophysiological disorders.

4. Materials and Methods

4.1. Animals
The Local Ethics Committee in Bydgoszcz, Poland (No. 10/2019), approved our

animal studies. All procedures were carried out following European guidelines.
Male Wistar rats (56–70 days postnatal) weighing 300–400 g were used in this study.

The animals were obtained from the Academic Experimental Animal House at the Medical
University of Gdansk, Poland. The rats were housed 3–4 per cage in climate-controlled
conditions (temperature: 22 ± 2 �C; humidity: 55 ± 2%) with a 12:12 h light/dark cycle
and provided food and water ad libitum.

4.2. Experimental Procedure
The rats were habituated to the various experimental procedures daily for two weeks

before the experiment began. The eighteen animals were randomly assigned to three
groups: control (CON; n = 5), DEXA placebo (DEX; n = 6), and DEXA supplemented
with vitamin D3 (DEX + VD; n = 7). The experiment lasted for 28 days. Throughout
this time, the CON group was treated intraperitoneally with saline, and the two other
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groups were treated with dexamethasone at 2 mg/kg/day (dexamethasone D4902, DEXA,
Sigma-Aldrich, St Paul, MN, USA) in the same manner. The DEX + VD group was orally
supplemented with vitamin D3 (Juvit D3, PPF HASCO-LEK. SA., Wrocław, Poland) at
600 IU/kg/day, and the DEX group was orally supplemented with vegetable oil as a
placebo. Blood was collected on Day 1 and Day 28 of the experiment from the tail vein
under isoflurane anesthesia. On Day 29 of the experiment, all animals were sacrificed using
decapitation. The brains were collected, and the hippocampus was dissected, weighed,
frozen in liquid nitrogen, and stored at �80 �C for further analysis.

4.3. Tissue Preparation
4.3.1. Blood Collection

To determine the serum 25(OH)D3 concentration, blood samples were centrifuged
for 10 min at 2000⇥ g at 4 �C. The serum was collected and frozen at �80 �C for further
analysis.

4.3.2. Western Blot
A part of the hippocampus was homogenized in RIPA buffer (89901; Thermo Scientific,

Waltham, MA, USA) in the presence of protease and phosphatase inhibitors (1:100; 1861280;
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). The 8% tissue homogenates were centrifuged
at 750⇥ g for 10 min at 4 �C. Then, the collected supernatant was centrifuged again at
12,000⇥ g (10 min at 4 �C), aliquoted to cryogenic microfuge tubes, and stored at �80 �C
for further analysis.

4.3.3. Enzymes Activity
The rest of the hippocampi were homogenized in buffer containing 50 mM Tris-HCl

(T3253; Sigma-Aldrich, USA), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA (ED3SS; Sigma-Aldrich, USA),
0.5 mM DTT (443853B; VWR International; Radnor, PA, USA) pH 7.2, and 0.2% HALT
protease inhibitors cocktail (P834; Sigma Aldrich, STL, USA). The 4% tissue homogenates
were centrifuged at 750⇥ g for 10 min at 4 �C. The supernatant was frozen and stored at
�80 �C for further analysis.

4.4. Vitamin D3 Metabolite Concentration
The concentration of 25(OH)D3 in serum was measured using liquid chromatography

coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), according to the procedure of Rola
and coworkers [74]. Briefly, serum was analyzed using the Eksigent Exion LC HPLC system
with a CTC PAL autosampler (Zwinger, Hofstetten bei Brienz, Switzerland) coupled to a
QTRAP® 4500 MS/MS system (Sciex, Framingham, MA, USA).

4.5. Protein Expression
Western Blot Analysis
Samples (approximately 25–30 µg) were prepared from the collected supernatants and

mixed with RIPA buffer. The protein samples were denatured with heating at 95 �C for
5 min, cooled to room temperature, and then separated into 10% and 12% mini protean
TGX precast Protein Gels (4561035, 4561045; BioRad, Hercules, CA, USA). Membranes
of thickness 0.2 µm were used for semi-dry transfer. The membranes were blocked with
Every Blot Blocking Buffer (12010020; BioRad, CA, USA) or 5% nonfat milk in TBST (for the
determination of PGC-1a). The primary antibodies used were: VDR (ab3508; diluted 1:1000,
Abcam, Cambridge, UK), MR (ab64457; diluted 1:1000, Abcam, UK), GR (ab183127; diluted
1:500, Abcam, UK), BDNF (ab108319; diluted 1:1000, Abcam, UK), Akt (C67E7; diluted
1:1000, Cell Signaling, Danvers, MA, USA), pAkt (D25E6; diluted 1:1000, Cell Signaling,
MA, USA), IGF-1 (ab9572; diluted 1:1000, Abcam, UK), COX II (NBP2-94364; diluted 1:1000,
Novusbio, Centennial, CO, USA), COX IV (4D11-B3-E8; diluted 1:1000, Cell Signaling, MA,
USA), PGC-1↵ (ab191838; diluted 1:500, Abcam, UK), and ß-tubulin. (AF7011; diluted
1:1000, Affinity, Beachwood, OH, USA). The membranes were treated with secondary rabbit
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anti-mouse (ab6728; Abcam) and goat anti-rabbit (111-035-003; Jackson ImmunoResearch,
Ely, UK) antibodies (both diluted 1:1000–1:3000). The antibodies were prepared according
to the instructions provided by the manufacturer. The results were visualized using Clarity
Western ECL Substrate (1705061; BioRad, CA, USA) and imaged using the ChemiDoc MP
imaging system (BioRad, CA, USA). Protein concentration was measured with the Pierce™
BCA protein assay method.

4.6. Enzyme Activities
4.6.1. Citrate synthase Activity

Citrate synthase (CS) activity was determined according to Dzik and coworkers [43].
In brief, 3 µL of the supernatant was combined with 181 µL of buffer (50 mM TRIS-HCl
with 5 mM EDTA, pH 8.1), 20 µL of freshly made DTNB (1 mM), 2 µL of acetyl-coenzyme
A (15 mM), and 2 µL of freshly made oxaloacetate acid (10 mM) to initiate the reaction.
The results were obtained in 2 min by measuring the absorbance change at 412 nm using a
multimode microplate reader (Varioskan Flash-Spectral Scanning Multimode Microplate
Reader 183, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) at 37 �C. The CS activity was measured in
duplicate and expressed as µmol/min/mg of protein.

4.6.2. Cytochrome c Oxidase Activity
Cytochrome c oxidase (COX) activity was measured according to [75] using a mi-

croplate combining 5 µL of supernatant, 192 µL of K phosphate buffer (50 mM, 1 mM
EDTA, pH 7.2), and 3 µL of 2 mM reduced cytochrome c (c2037; Sigma-Aldrich; USA;
reduced with ascorbic acid 20:1) to initiate the reaction. The COX activity was measured in
duplicate at 37 �C, with an absorbance of 550 nm using a microplate reader (Varioskan Flash-
Spectral Scanning Multimode Microplate Reader 183, Thermo Scientific, MA, USA). The
results were expressed as nmol/min/mg of protein. Protein concentration was measured
with the Bradford method.

4.7. Statistical Analysis
All results were analyzed using the GraphPad Prism 8.3 software program (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA). A one-way ANOVA with least significant difference (LSD)
post hoc test was used to analyze body and hippocampus weight, 25(OH)D3 concentration,
and the results obtained from the Western Blot with chemiluminescence using Image
Lab 6.1.0 software. A one-way ANOVA with a Tukey post hoc test was used for CS and
COX enzyme activity. p-values < 0.05 were considered significant. Data are presented as
mean ± SEM.
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7. Materiały i metody 

7.1.  Informacje dotyczące zwierząt 

Do realizacji eksperymentu zawartego w niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano 

26 samców szczurów stada niekrewniaczego Wistar pozyskanych z Trójmiejskiej 

Akademickiej Zwierzętarni Doświadczalnej – Centrum Badawczo – Usługowego, 

Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego (nr rejestracyjny 041). Zwierzętarnia spełnia 

wymogi ustawy o ochronie zwierząt wykorzystywanych do celów naukowych  

lub edukacyjnych z dn. 15 stycznia 2015 r. (Dz. U. z dn. 26 lutego 2015 r.), a także zaleceń́ 

Komisji Europejskiej dotyczących dobrostanu zwierząt wykorzystywanych  

w doświadczeniach naukowych.  

Zwierzęta zostały umieszczane po 3 osobniki w klatkach w wentylowanej 

zwierzętarni (15 wymian powietrza na godzinę̨) oraz pokojach laboratoryjnych –  

w trakcie trwania doświadczeń́. W warunkach sztucznego oświetlenia (12 godz. 

światło/12 godz. ciemność́), stałej temperaturze otoczenia (22°C), stałej wilgotności 

powietrza (około 50%) z dostępem do pokarmu i czystej wody ad libitum. Szczury były 

karmione standardową pełnowartościową̨ paszą dla zwierząt laboratoryjnych  

i utrzymywane w atestowanych klatkach laboratoryjnych o wysokości 18 cm i wielkości, 

co najmniej 800 cm2. Powierzchnia podłogi przypadającej na jedno zwierzę̨ wynosiła, co 

najmniej 350 cm2 (przy uwzględnieniu możliwego przyrostu masy ciała).  

Celem zapewnienia zwierzętom odpowiednich warunków do wypoczynku oraz snu, 

klatki hodowlane wyłożone zostały materiałem ściółkowym. W celu zapewnienia 

optymalnego wzbogacenia środowiska zastosowane zostały odpowiednie atraktanty  

i akcesoria dla gryzoni (klocki, tunele itd.). Dodatkowo dokonana została okresowa ocena 

stanu zdrowia zwierząt przez wykwalifikowany personel laboratoryjny. 
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7.2.  Projekt eksperymentu 

7.2.1. Ekspozycja na działanie egzogennych GK 

Opis projektu został szczegółowo przedstawiony w artykułach Karnia i wsp., 2021 

oraz Korewo-Labelle i wsp. (2023) o tytułach:  

„The Positive Impact of Vitamin D on Glucocorticoid-Dependent Skeletal Muscle 

Atrophy” (podrozdział 6.1. rozprawy doktorskiej) oraz „Supplementation with Vitamin 

D3 Protects against Mitochondrial Dysfunction and Loss of BDNF-Mediated Akt Activity 

in the Hippocampus during Long-Term Dexamethasone Treatment in Rats” (podrozdział 

6.2. rozprawy doktorskiej). 

7.2.2. Ekspozycja na działanie endogennych GK 

Częściowo metodologia projektu została opisana w artykule Karnia i wsp. (2021): 

„The Positive Impact of Vitamin D on Glucocorticoid-Dependent Skeletal Muscle 

Atrophy” (podrozdział 6.1. dysertacji doktorskiej). 

7 dni przed przystąpieniem do badań zwierzęta były przyzwyczajane  

do eksperymentatora podczas oswajania (handlingu). Handling miał na celu ograniczenie 

stresu zwierząt w momencie kontaktu z badaczem. Szczury były przyzwyczajane  

do zapachu i dotyku w czasie codziennych wizyt związanych z wymianą ściółki,  

czy karmieniem, a także przyzwyczajane do procedur takich jak pobranie krwi,  

czy suplementacja. 

Zwierzęta w wieku 3 miesięcy i masie ciała 300-400 g losowo podzielono na 4 grupy: 

(1) kontrolną (KON, n = 4), (2) pozorowanego stresu poprzez zanurzenie w ciepłej 

wodzie (CW, n = 6), (3) zanurzoną w zimnej wodzie otrzymującą dopyszczkowo placebo 

w postaci oleju roślinnego (ZW, n = 8) oraz (4) zanurzoną w zimnej wodzie 

suplementowaną witaminą D3 (600 IU/kg Juvit D3; ZWD, n = 8). Przez 28 dni 

eksperymentu zwierzęta były umieszczane pojedynczo w szklanym zbiorniku  

o wymiarach 21 x 15 x 30 cm wypełnionym wodą do głębokości 1 cm, gdzie spędzały 60 

minut/dzień.  W grupie ZW i ZWD temperatura wody z lodem wynosiła 0-4°C, natomiast 

w grupie CW: 34-36°C.  Każdego dnia eksperymentu zwierzęta z grupy ZWD 

otrzymywały do pyszczkowo – przy pomocy zgłębnika 1-1,5 kropli witaminy D3. 
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Badania zostały zaakceptowane przez Lokalną Komisje Etyczną do Spraw Badań  

na Zwierzętach mieszczącą się w Bydgoszczy (nr 10/2019) i przeprowadzone zgodnie  

z europejskimi wytycznymi.  

Po 28 dniach eksperymentu, zwierzęta zostały znieczulone za pomocą wziewnej 

narkozy izofluranowej (2,5 %, przepływ 0,5 l/ min). Następnie zwierzęta poddano 

eutanazji z użyciem metod fizycznych (dekapitacja), aby zapobiec ewentualnym 

interakcjom środków znieczulających wpływających na funkcję i bioenergetykę 

mitochondriów. 

 

Rycina 6. Schemat eksperymentu w czasie. 

 

Rycina 7. Schemat ekspozycji zwierząt na zimno/ciepło w szklanych zbiornikach. 
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7.3.  Pobieranie tkanek 

Pierwszego i ostatniego dnia eksperymentu pobrano 1 ml krwi obwodowej 

szczurów z żyły ogonowej strzykawką (średnica igły 0,7 µm). Zwierzęta  

przed wykonaniem procedury wprowadzono w stan narkozy izofluranowej (2,5 %)  

o stałym przepływie wynoszącym 0,5 l/ min. Następnie krew przeniesiono do probówek 

z dodatkiem antykoagulantu – kwasu wersenowego (EDTA) i wirowano przez 10 minut 

przy szybkości 2000 × g w temperaturze 4°C. Otrzymane osocze rozdzielono  

do mikroprobówek i zamrożono w -80°C do momentu wykonania oznaczeń stężenia 

25(OH)D3 i jej metabolitów. 

Hipokampy szczurów, podobnie jak inne tkanki i organy zostały wyizolowane 

pośmiertnie, zważone i zamrożone poprzez umieszczenie w ciekłym azocie  

(Karnia i wsp., 2021). Następnie materiał biologiczny przechowywano  

w mikroprobówkach w -80°C do dalszych analiz biochemicznych. 

7.4.  Oznaczanie poziomu metabolitów witaminy D3 

Zgodnie z metodologią zawartą w artykule Karnia i wsp. (2021) (podrozdział 7.1. 

dysertacji doktorskiej) stężenie 25(OH)D3 i metabolity witaminy D w osoczu zwierząt 

oznaczono za pomocą chromatografii cieczowej z tandemową spektrometrią mas  

(LC-MS/MS). Materiał biologiczny został przeanalizowany przy użyciu systemu 

analitycznego HPLC Eksigent ExionLC z autosamplerem CTC PAL (Zwinger, 

Szwajcaria) połączonego z systemem QTRAP® 4500 MS/MS (Sciex, Framingham, 

USA). 

7.5.  Kinetyka reakcji enzymatycznych 

7.5.1. Przygotowanie tkanki do badań 

Homogenizację hipokampów wykonano w buforze do lizy zawierającym 50 mM 

Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 0,5 mM ditiotreitol (DTT; 443853B, VWR 

International, USA), 1 mM butylowany hydroksytoluen (BHT; B-1378, Sigma, USA) 

oraz inhibitory proteaz (1:1000; P834, Sigma, USA). 4 % homogenat został następnie 

odwirowany przy 750 × g przez 10 minut w temperaturze 4°C. Następnie podzielono 

supernatant do mikroprobówek i zamrożono w -80°C.  
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Każdorazowo przed wykonaniem następujących analiz wykonano oznaczenia poziomu 

białka w próbach z wykorzystaniem zestawu „Pierce BCA Protein Assay Kit” (23225, 

Thermo Scientific, USA). Supernatant rozcieńczono z dejonizowaną wodą, wolną  

od drobnoustrojów w proporcji 1:10. Zawartość całkowitego białka oznaczono zgodnie  

z instrukcją dołączoną do zestawu. 

7.5.2. Oznaczanie aktywności syntazy cytrynianowej (CS) 
Aktywność CS została wykonana zgodnie z procedurą przedstawioną w artykule 

Korewo-Labelle i wsp. (2023). W skrócie, do każdego dołka płytki 96-dołkowej 

odpipetowano 181 μl buforu (50 mM TRIS-HCL, 5 mM EDTA; pH 8,1) i dodano 3 μl 

750 x g supernatantu. Następnie dodano 20 μl świeżo przygotowanego 1 mM DTNB,  

2 μl 15 mM acetylo-koenzym A oraz 2 μl 10 mM kwasu szczawiooctowego Pomiar 

aktywności CS wykonano w 2 powtórzeniach przez 2 minuty i zmierzono przy 

zastosowaniu czytnika mikropłytek (Varioskan Flash-Spectral Scanning Multimode 

Microplate Reader, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) przy absorbancji 412 nm  

i temperaturze 37°C. Wyniki pomiaru wyrażano w μmol/min/mg białka. 

 

7.5.3. Oznaczenie aktywności oksydazy cytochromu c (COX) 
Zgodnie z metodyką opisaną w artykule Korewo-Labelle i wsp. (2023), określono 

aktywność oksydazy cytochromu c (COX). W skrócie, do 192 μl 50 mM buforu 

fosforanowego (1 mM EDTA, pH 7,2) dodano supernatant tkankowy oraz 3 μl 2 mM 

cytochrom c (c2037; Sigma-Aldrich; USA) zredukowany kwasem askorbinowym (20:1). 

Pomiar został wykonany w 2 powtórzeniach przez 2 minuty. Wyniki aktywności COX 

uzyskano przy pomiarach absorbancji 550 nm i temperaturze 37°C z zastosowaniem 

czytnika mikropłytek (Varioskan Flash-Spectral Scanning Multimode Microplate Reader 

183, Thermo Scientific, MA, USA). Uzyskane wyniki wyrażono w nmol/min/mg białka. 

 

7.5.4. Oznaczanie zawartości grup sulfhydrylowych (-SH) 
Oznaczenia zawartości wolnych grup -SH, jednego z markerów wolnorodnikowych 

uszkodzeń białek, zostały wykonane następująco: do 20 µl 4% supernatantu hipokampa 

dodano 200 µl 10 mM buforu sodowo-fosforanowego (pH 8,0). W celu odsłonięcia grup 

-SH białek dodano 30 µl 10 % dodecylosiarczanu sodu (SDS; 33629.266, VWR 
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International) oraz 30 µl 0,1 mM kwasu 2,2-ditiobisnitrobenzoesowego (DTNB; VWR 

International, USA). Całość inkubowano przez 1 godzinę w 37°C. Następnie dokonano 

pomiaru absorbancji z wykorzystaniem czytnika mikropłytek (Varioskan Flash-Spectral 

Scanning Multimode Microplate Reader 183, Thermo Scientific, MA, USA). przy 

długości fali 405 nm w 37°C. Wartości dla grup -SH zostały obliczone względem próby 

ślepej (bez DTNB) z krzywej wzorcowej – zredukowanego glutationu (GSH; GA251-

10G, Sigma, USA). Zawartość grup -SH wyrażono w mM/ g tkanki. 

7.5.5. Oznaczanie stężenia dialdehydu malonowego (MDA) 
Wolnorodnikowe uszkodzenia lipidów w hipokampie oznaczono wykonując pomiary 

poziomu dialdehydu malonowego (MDA). Lizaty (zawierające 0,05% 

butylohydroksytoluen (BHT) odwirowano przy 4000 × g przez 10 minut,  

w temperaturze 4°C. Do wykonania rozcieńczeń wykorzystano 0,02 M Tris-HCl (pH 

7,2). Następnie do 325 µl roztworu reakcyjnego R1 (Tabela 3.) dodano 50 µl próby 

badanej, 50 µl wody destylowanej, wolnej od drobnoustrojów oraz 75 µl 37% HCl. 

Absorbancję zmierzono przy długości fali 586 nm z wykorzystaniem tego samego 

czytnika. Stężenie MDA w próbkach oznaczono używając 10 mM  

1,1,3,3-tetrametoksypropanu jako standardu – do wyznaczenia krzywej wzorcowej  

w zakresie stężeń 0-5 nmol. Stężenie MDA wyrażono w nmol/g tkanki. 

7.5.6. Oznaczanie poziomu 8-izoprostanów  
Do oceny uszkodzeń lipidów wywołanych przez wolne rodniki zastosowano test 

immunoenzymatyczny ELISA analizujący zawartość 8-izoprostanów (516351; Cayman 

Chemical; MI, USA) w lizacie hipokampa. Materiał do analizy został przygotowany  

i przeanalizowany zgodnie z zaleceniami producenta – zawierał 0,05 % roztwór BHT,  

w celu zapobiegania dalszemu utlenianiu lipidów. Absorbancję próbek mierzono za 

pomocą czytnika mikropłytek Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector 

(Beckman Coulter; USA) przy długości fali 405 nm i temperaturze 37°C. Wyniki pomiaru 

wyrażano w pg/ml próbki. 
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Tabela 3. Bufory i odczynniki wykorzystane do oznaczeń kinetycznych. 

Nazwa Producent 
(numer 

katalogowy) 

Skład Zastosowanie 

Bufor Tris-HCl -- 50 mM Tris-HCl, 
150 mM NaCl, 
1 mM EDTA, 

0,5 mM DTT, pH 7,4 

Bufor do 
homogenizacji 

materiału 
biologicznego 

Protease Inhibitor 
Cocktail 

Sigma, USA  
(P834) 

-- Protekcja białek 
podczas homogenizacji  

Zredukowany glutation 
(GSH) 

Sigma, USA 
(GA251-10G) 

-- Standard do 
wyznaczenia krzywej 
wzorcowej grup -SH 

Dodecylosiarczan sodu VWR International, 
USA 

(33629.266) 

-- Odsłonięcie 
białkowych grup -SH 

Kwas 2,2-
ditiobisnitrobenzoesowy 

VWR International, 
USA 

 

-- Ilościowa reakcja z 
wolnymi grupami -SH. 

Daje wykrywalny 
produkt TNB 

1,1,3,3-
tetrametoksypropan 

Sigma, USA  
(T-9889) 

1,1,3,3-tetrametoksypropan 
≥96% 

Standard do 
wyznaczenia krzywej 

wzorcowej MDA 
Roztwór R1 -- N-metylo-2fenylindol, 

acetonitryl, metanol 
Reakcja z MDA daje 
stabilny chromofor o 

intensywnej 
absorbancji przy  

586 nm 
 

7.6. Ilościowa analiza białek 

7.6.1. Przygotowanie tkanki do analizy 
W celu detekcji i analizy poziomu wybranych białek zastosowano metodę Western 

Blot. Hipokampy zostały homogenizowane w buforze RIPA (Pierce RIPA Buffer, 89901, 

Thermo Scientific, USA) z dodatkiem inhibitorów proteaz i fosfataz (Halt™ Protease  

i Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X), 1861280, Thermo Scientific, USA)  

w stosunku 1:100. Następnie 8 % homogenat został odwirowany przy 750 × g następnie 

zebrany z nad osadu homogenat wirowano przy 12 000 × g w temperaturze 4°C. 

Supernatant podzielono do probówek wirówkowych oraz przechowywano w -80°C do 

momentu wykonania kolejnych czynności. 

 Każdorazowo przed wykonaniem kolejnych procedur poddawano ocenie poziom 

białka w lizatach hipokampów. Oznaczenia wykonano z wykorzystaniem zestawu 
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„Pierce BCA Protein Assay Kit” (23225, Thermo Scientific, USA) i przeprowadzono 

zgodnie z instrukcją producenta. 

7.6.2. Procedura Western Blot 
Western Blot, jako najpowszechniejsza ilościowa metoda identyfikacji białek, 

opierającą się na przeniesieniu rozdzielonych (po elektroforezie) białek z żelu  

na membranę podczas transferu (w tym przypadku półsuchego), a następnie wizualizacji 

wybranych białek przy zastosowaniu przeciwciał pierwszo- i drugorzędowych. 

Sprzężona z przeciwciałami drugorzędowymi peroksydaza, w obecności nadtlenku 

wodoru utlenia luminol, czego efektem jest wydzielona energia w postaci światła. 

Reakcja ta pozwala na zobrazowanie i wyznaczenie poziomu białka znormalizowanego 

do jego całości. 

Lizaty zawierające 25-30 μg białka poddawano frakcjonowaniu wielkościowemu  

w 10 % lub 12 % mini żelach PAGE (mini protean TGX Precast Protein Gels; 4561035, 

4561045; BioRad, USA) w warunkach: 125 V, 0,05 A, 6 W przez około 50 minut. 

Następnie wykonano 7 minutowy elektrotransfer białek na membranę przy użyciu 

„Trans-Blot Turbo Transfer System” (BioRad, USA) przy 25 V. Membrany były 

blokowane przez 30 minut w buforze do blokowania „Every Blot Blocking Buffer” 

(12010020; BioRad, USA) lub 2 godziny w 5% mleku beztłuszczowym rozpuszczonym 

w TBST, następnie inkubowane przez noc w przeciwciałach pierwszorzędowych. 

Zastosowane zostały przeciwciała: GR (1:500; ab183127, Abcam, UK), MR (1:1000; 

ab64457, Abcam, UK), VDR (1:1000; ab3508, Abcam, UK), COX II (1:1000; 

NBP294364, Novusbio, USA;), COX IV (1:1000; 4D11B3E8, Cell Signaling, USA), 

PGC-1α (1:1000 ab191838, Abcam, UK) BDNF (1:1000; ab108319, Abcam, UK),  

Akt (1:1000; C67E7, Cell Signaling, USA), pAkt (1: 1000; D25E6, Cell Signaling, USA), 

NFL (C28E10, Cell Signaling, USA), RBM3 (HPA003624, Sigma, USA) oraz ß-tubulina 

(1:1000; AF7011, Affinity, USA). Po 5 krotnym płukaniu TBST (1x), membrany 

inkubowano przez 1 godzinę w przeciwciałach drugorzędowych sprzężonych z HRP: 

anty-mysich (ab6728; Abcam) i anty-króliczych (111-035-003; Jackson 

ImmunoResearch, UK) w rozcieńczeniu 1:1000-1:5000.  

Wizualizacja uzyskanych wyników badań została dokonana za pomocą zestawu do 

wzmocnionej chemiluminescencji „Clarity Western ECL Substrate” (1705061; BioRad, 
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USA) i zobrazowane przy użyciu systemu „ChemiDoc MP” (BioRad, USA). Uzyskane 

wyniki analizowano przy użyciu oprogramowania „Image Lab”. Dane zostały 

znormalizowane do całkowitej zawartości białka w próbie oraz ß-tubuliny, a wartości 

wyrażono w stosunku do odpowiednich kontroli. 
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Tabela 4. Pierwszo- i drugorzędowe przeciwciała oraz warunki do oznaczenia 

poszczególnych białek zastosowane w pracy. 

 Przeciwciała I rzędowe Przeciwciała II rzędowe 

Białko Numer  
Katalogowy 

Stężenie Mieszanina 
do 

blokowania/ 
rozcieńczeń 

Czas 
inkubacji 

Numer 
katalogowy 

Stężenie Czas 
inkubacji 

GR  
(83kDa) 

ab183127 
(Rb) 

1:500 Every Blot 
Bloking 
Buffer 

Przez 
całą noc 

111-035-
003 

1:1000 1 godz. 

MR 
(100kDa) 

ab64457 
(Rb) 

1:1000 Every Blot 
Bloking 
Buffer 

Przez 
całą noc 

111-035-
003 

1:3000 1 godz. 

VDR 
(48kDa) 

ab3508 (Rb) 1:1000 Every Blot 
Bloking 
Buffer 

Przez 
całą noc 

111-035-
003 

1:3000 1 godz. 

COX II 
(25kDa) 

NBP294364 
(Rb) 

1:1000 Every Blot 
Bloking 
Buffer 

Przez 
całą noc 

111-035-
003 

1:3000 1 godz. 

COX IV 
(17kDa) 

4D11B3E8 
(Ms) 

1:1000 Every Blot 
Bloking 
Buffer 

Przez 
całą noc 

ab6728 1:2000 1 godz. 

PGC-1α 
(91kDa) 

ab191838 
(Rb) 

1:1000 5% mleko 
odtłuszczone 
rozpuszczone 

w TBST 

1 godz. 111-035-
003 

1:5000 1 godz. 

IGF-1 
(22 kDa) 

ab9572 
(Rb) 

1:1000 Every Blot 
Bloking 
Buffer 

1 godz. 111-035-
003 

1:3000 1 godz. 

proBDNF 
(28kDa) 
mBDNF 
(15kDa) 

ab108319 
(Rb) 

1:1000 Every Blot 
Bloking 
Buffer 

Przez 
całą noc 

111-035-
003 

1:3000 1 godz. 

Akt 
(60kDa) 

C67E7 (Rb) 1:1000 5% mleko 
odtłuszczone 
rozpuszczone 

w TBST 

Przez 
całą noc 

111-035-
003 

1:3000 1 godz. 

pAkt 
(60kDa) 

D25E6 (Rb) 1:1000 5% mleko 
odtłuszczone 
rozpuszczone 

w TBST 

Przez 
całą noc 

111-035-
003 

1:3000 1 godz. 

NFL 
(70kDa) 

C28E10 
(Rb) 

1:1000 Every Blot 
Bloking 
Buffer 

Przez 
całą noc 

111-035-
003 

1:3000 1 godz. 

RBM3 
(17kDa) 

HPA003624 
(Rb) 

1:1000 Every Blot 
Bloking 
Buffer 

Przez 
całą noc 

111-035-
003 

1:3000 1 godz. 

ß-
tubulina 
(55kDa) 

AF7011 
(Rb) 

1:1000 Every Blot 
Bloking 
Buffer 

Przez 
całą noc 

111-035-
003 

1:3000 1 godz. 
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Tabela 5. Bufory i materiały wykorzystane w pracy do oznaczeń poziomu wybranych 

białek metodą Western Blot. 

Nazwa 
 

Producent 
(numer 

katalogowy) 

Skład Zastosowanie 

Pierce RIPA Buffer 
 

Thermo Scientific, 
USA (89901) 

25 mM Tris-HCl pH 7,6, 
150 mM NaCl, 1 % NP.-

40, 1 % deoksycholan 
sodu, 0,1 % SDS 

Bufor do 
homogenizacji tkanek, 
stosowany również do 

przygotowania 
odpowiednich 
rozcieńczeń 

Halt™ Protease i 
Phosphatase Inhibitor 

Cocktail (100X) 

Thermo Scientific, 
USA (1861280) 

Fluorek sodu, ortowanadan 
sodu, beta-glicerofosforan, 

pirofosforan disodu, 
aprotynina, bestatyna, E64, 

leupeptyna 

Protekcja białek 
podczas homogenizacji 

materiału 
biologicznego 

Pierce BCA Protein 
Assay Kit 

Thermo Scientific, 
USA (23225) 

-- Określenie poziomu 
białka w lizatach 

Mini protean TGX 
Precast Protein Gels 

BioRad, USA 
(4561035, 
4561045) 

Żele poliakryloamidowe Rozdział 
zdenaturowanych 

białek podczas 
elektroforezy 

 
10x Tris/Gycine/SDS 

Running Buffer 
BioRad, USA  

(1810732) 
25 mM Tris, 192 mM 

glycine, 0,1 % SDS, pH 8.3 
Koncentrat buforu do 
elektroforetycznego 

rozdziału białek 
2x Laemmli Sample 

Buffer 
BioRad, USA 

(1610737) 
65,8 mM Tris-HCl, pH 6,8, 

26,3 % glicero, l2,1 % 
SDS, 0,01% błękit 

bromofenolowy  

Bufor do 
przygotowania próbek 

i ich denaturacji 

Ditiotreitol (DTT) VWR 
International, USA 

(443853B) 

1,4-Ditiotreitol 
99 % 

Redukcja białka, w 
celu ułatwienia 

wiązania z 
przeciwciałem 

Precision Plus Protein™ 
WesternC™ Blotting 

Stiards 

BioRad, USA 
(1610376) 

Białka rekombinowane 
znakowane Strep, 30 % 

glicerol, 62,5 mM Tris, pH 
6,8, 50 mM DTT, 5 mM 

EDTA, 2% SDS,  
0,02 % NaN3, 0,01 % 
błękit bromofenolowy 

Marker wielkości 
białek do rozdziału 

elektroforetycznego o 
zakresie 10-250 kDa 

Immun-Blot PVDF 
Membrane 

BioRad, USA 
(1620174) 

-- Zapewnienie wiązania 
specyficznych białek 
podczas transferu z 

żelu 
Extra Thick Blot Filter 

Paper 
BioRad, USA 

(1703966) 
-- Zapewnienie 

szybkiego i 
skutecznego transferu 

białek z żelu na 
membranę. 

Trans-Blot Turbo 5x 
Transfer Buffer 

BioRad, USA 
(10026938) 

Tris, Glicyna Koncentrat buforu do 
transferu, umożliwia 

skuteczne 
przeniesienie białek z 

żelu na membranę 
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Every Blot Blocking 
Buffer 

BioRad, USA 
(12010020) 

Skład niedostępny Bufor blokujący 
zmniejszający 

wiązanie nieswoistych 
przeciwciał w celu 

zmniejszenia tła 
podczas detekcji 

chemiluminescencyjnej 
Bufor TBST -- 20 mM Tris-base, 150 mM 

NaCl, 0,1 % Tween 20, pH 
7,4 

Bufor stosowany do 
przemywania membran 

PVDF 
Clarity Western ECL 

Substrate  
 

BioRad, USA 
(1705061) 

Odczynnik Ponadtlenkowy, 
Odczynnik z Luminolem 

Odczynnik do detekcji 
wyznaczonych białek 

 

7.7.  Analiza statystyczna 
Analiza statystyczna została wykonana przy użyciu programu GraphPad Prism 8.3 

(GraphPad Software, USA). Do oceny wyników mas hipokampów, stężenia witaminy D 

oraz poziomów wybranych białek metodą Western Blot z chemiluminestencją 

zastosowano jednoczynnikową ANOVA z testem post hoc LSD Fishera. Do analizy 

wyników kinetyki enzymatycznej oraz testów immunonzymatycznych zastosowano 

również jednokierunkową ANOVA z testem post hoc LSD Fishera. Dane zostały 

przedstawione jako średnia ± SEM, a za wartości statystycznie istotne uznano p ≤ 0,05. 
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8. Wyniki  

8.1. Stężenie 25(OH)D3 i metabolitów witaminy D w surowicy 

szczurów 

Wyniki stężeń metabolitów witaminy D w surowicy szczurów traktowanych 

cyklicznie stresorem zimna oraz suplementowanych witaminą D3 zostały przedstawione 

 oraz obszernie opisane w artykule Karnia i wsp. (2021). W grupie suplementowanej 

ZWD (w artykule STR SUP) zaobserwowano istotnie wyższe stężenie 25(OH)D3 (22,89 

± 6,02 ng/ ml) w porównaniu do grupy ZW poddanej czynnikowi stresowemu (w artykule 

STR PL; 10,36 ± 2,92 ng/ ml) i CW będącą grupą pozorowaną (w artykule SHM)  

(7,84 ± 2,80 ng/ ml). Wykazano brak różnic w stężeniu 25(OH)D3, 24,25(OH)2D3,  

epi-25(OH)D3 w grupie ZW w porównaniu z grupą CW. 

8.2. Masa hipokampa i masa ciała szczurów 

Po 28-dniowej ekspozycji szczurów na stresor zimna obserwuje się istotny 

statystycznie (**p ≤ 0,01) spadek masy hipokampów u szczurów w grupie ZW  

(0,092 ± 0,019) oraz ZWD (0,095 ± 0,017) w porównaniu do grupy CW  

(0,176 ± 0,044 g), natomiast między grupami ZW i ZWD nie obserwuje się istotnych 

różnic (Rycina 8a).  

W wynikach pomiarów masy ciała zwierząt nie zaobserwowano istotnych różnic 

między grupami. Szczegółowe wyniki zostały zaprezentowane w artykule Karnia i wsp. 

(2021) zawartym w podrozdziale 7.1. 

Zaobserwowano różnice w stosunku masy hipokampa do masy ciała szczurów. 

 W grupie ZW (0,02 ± 0,01) był on znacząco niższy (**p ≤ 0,01) w porównaniu do CW  

(0,05 ± 0,01), natomiast w przypadku grupy ZWD (0,03 ± 0,00) spadek był nieco 

mniejszy (*p ≤ 0,05 vs. CW) (Rycina 8b). 
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Rycina 8. Masa hipokampa (a) oraz stosunek masy hipokampa do masy ciała (b)  

w poszczególnych grupach: u szczurów z grupy pozornego stresu zimna (CW), grupy 

traktowanej stresosremw postaci zimna (ZW) oraz dodatkowo suplementowanej 

witaminą D3 (ZWD). Wyniki zostały wyrażone jako średnia ± SEM; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01. 

8.3. Ocena poziomu receptorów VDR, MR oraz GR 
Po 28-dniowej suplementacji witaminy D3 podczas powtarzanego, długotrwałego 

zanurzenia w wodzie nie zaobserwowano znacznych zmian w poziomach VDR  

w hipokampach szczurów. W grupie KON wynosiły one 1,680 ± 0,016 w CW  

1,206 ± 0,140 natomiast w grupach ZW i ZWD kolejno: 1,538 ± 0,121  

i 1,668 ± 0,175 A.U. (Rycina 9a). Jak przedstawia Rycina 9b, nie uzyskano również 

istotnych różnic w poziomach GR. Poziom badanego białka w grupach: KON  

(0,255 ± 0,005), CW (0,259 ± 0,067), ZW (0,188 ± 0,188)  

oraz z włączoną suplementacją witaminy D3 (0,300 ± 0,059 A.U.) był do siebie zbliżony. 

Co więcej, nie stwierdzono również istotnych statystycznie różnic w poziomach MR.  

W grupach KON, CW, ZW i ZWD poziom ten był zbliżony i wynosił kolejno:  

0,254 ± 0,044, 0,288 ± 0,038, 0,195 ± 0,031 i 0,211 ± 0,037 A.U. (Rycina 9c). 



108 
 
 

 
Rycina 9. Poziomy receptora VDR (a) i GR (b) w hipokampie szczurów. Skróty: KON – 

grupa kontrolna, CW – grupa pozornego stresu zimna, ZW – grupa traktowana stresorem 

zimna, ZWD – grupa traktowanej stresem zimna i suplementowana witaminą D3. Wyniki 

zostały wyrażone, jako średnia ± SEM. 

8.4. Zawartość białek związanych z neuroprotekcją 
Na rycinie 10 i 11 przedstawiono wyniki poziomów białek zaangażowanych  

w szlaki wzrostu, przetrwania neuronów i związanych z neurogenezą. W poziomie  

IGF-1 obserwuje się istotny spadek (*p ≤ 0,05) w grupie ZWD (1,933 ± 0,064) 

 w porównaniu do CW (2,492 ± 0,139). Jednakże, w grupie ZW (2,324 ± 0,225)  

nie obserwuje się znacznych różnic w porównaniu do KON (2,277 ± 0,162 A.U.)  

oraz pozostałych grup (Rycina 10a). Ponadto, po 28-dniowej, cyklicznej ekspozycji  

na zimno oraz suplementacji witaminą D3 zaobserwowano istotny spadek (*p ≤ 0,05) 

 w poziomie Akt w hipokampach szczurów w grupie ZWD (0,844 ± 0,018) 

 w porównaniu do grupy niesuplementowanej (ZW; 0,954 ± 0,044 A.U.). Wyniki dla 

grupy KON i CW wynoszą odpowiednio: 0,914 ± 0,033 oraz 0,927 ± 0,039 A.U. (Rycina 

10b). Co więcej, w poziomach pAkt w grupie ZW (0,016 ± 0,002), jak również 

suplementowanej witaminą D3 (ZWD; 0,015 ± 0,002) obserwowany jest znaczny spadek 

(**p ≤ 0,01) w porównaniu do KON (0,023 ± 0,002 A.U.). W grupie CW wartości 

wynoszą 0,020 ± 0,004 A.U. (Rycina 10c). Na Rycinie 10d przedstawione są wyniki 

stosunku pAkt do Akt, gdzie między grupami nie obserwuje się istotnych różnic. 
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Wartości dla stosunku pAkt/Akt kolejno wynoszą w grupach KON, CW, ZW, ZWD: 

0,025 ± 0,002; 0,021 ± 0,006; 0,016 ± 0,002; 0,018 ± 0,003 A.U. 

Po 28-dniowej suplementacji witaminą D3 w warunkach cyklicznej ekspozycji na 

zimno zauważono istotny (*p ≤ 0,05) wzrost w poziomie mBDNF (0,574 ± 0,452 A.U.) 

w grupie ZW względem pozostałych grup. Wartości poziomu tego białka w grupach 

KON, CW, ZWD wynoszą kolejno: 0,014 ± 0,001, 0,066 ± 0,042 i 0,196 ± 0,205 A.U. 

(Rycina 11b). Obserwuje się także znaczące obniżenie poziomu proBDNF (**p ≤ 0,01) 

w grupie ZW (0,584 ± 0,187 A.U), jak również w ZWD (*p ≤ 0,05; 0,580 ± 0,166)  

w porównaniu do grupy KON (1,040 ± 0,124 A.U), co przedstawiono na Rycinie 11a. 

Ponadto wykazano również różnicę poziomu proBDNF w grupie ZW względem grupy 

CW (*p ≤ 0,05; 0,911 ± 0,107 A.U). Zaobserwowano istotne zmian między grupami w 

stosunku proBDNF/mBDNF (Rycina 11c). Wartości kolejno w grupach KON, CW, ZW, 

ZWD wynoszą: 74,059 ± 13,555; 25,511 ± 18,082; 10,993 ± 13,870; 15,813 ± 15,802 

A.U. 

 

Rycina 10. Poziomy IGF-1 (a), Akt (b), pAkt (c) oraz stosunek poziomów pAkt/Akt (d) w 

hipokampie szczurów. Skróty: KON – grupa kontrolna, CW – grupa pozornego stresu 

zimna, ZW – grupa traktowana stresorem zimna, ZWD – grupa traktowanej stresem 

zimna i suplementowana witaminą D3. Wyniki zostały wyrażone, jako  

średnia ± SEM; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01. 
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Rycina 11. Poziomy mBDNF (a), proBDNF (b) oraz stosunek poziomów 

proBDNF/mBDNF (c) w hipokampie szczurów. Skróty: CW – grupa pozornego stresu 

zimna, ZW – grupa traktowana stresorem zimna, ZWD – grupa traktowanej stresem 

zimna i suplementowana witaminą D3. Wyniki zostały wyrażone, jako  

średnia ± SEM; *p ≤ 0,05. 

8.5. Poziomu RBM3 i NFL w hipokampie 
Powtarzana, 28-dniowa ekspozycja na 60-minutowy stresor zimna miała istotny 

wpływ na poziom RBM3 i NFL w hipokampie. Zarówno w grupie ZW (*p ≤ 0,05 

 vs. KON), jak i ZWD (**p ≤ 0,01 vs. CW; *p ≤ 0,05 vs. KON), obserwowany jest 

znaczny wzrost poziomu RBM3. W grupie ZW wynosił on 1,590 ± 0,464, natomiast w 

ZWD: 2,048 ± 0,429 A.U. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych różnic między 

grupą KON i CW (kolejno 0,201 ± 0,011; 0,502 ± 0,073 A.U.) (Rycina 12a). Co więcej 

w poziomie NFL również wykazano różnice istotne statystycznie w grupie poddanej 

ekspozycji na zimno (ZW vs. CW, *p ≤ 0,05; ZW vs. KON, **p ≤ 0,01). Ponadto 

obserwowano również wzrost w grupie suplementowanej witaminą D3 względem grup 

kontrolnych (ZWD vs. CW, **p ≤ 0,01; ZWD vs. KON, **p ≤ 0,01). Wyniki dla grupy 

ZW i ZWD prezentują się następująco: kolejno 1,461 ± 0,446; 1,617 ± 0,067 A.U.  

Nie zaobserwowano żadnych różnic między grupami KON (0,115 ± 0,062) i CW  

(0,227 ± 0,143 A.U). (Rycina 12b). 
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Rycina 12. Poziomy RBM3 (a) oraz NFL (b) w hipokampie szczurów. Skróty: KON – 

grupa kontrolna, CW – grupa pozornego stresu zimna, ZW – grupa traktowana stresorem 

zimna, ZWD – grupa traktowanej stresem zimna i suplementowana witaminą D3. Wyniki 

zostały wyrażone, jako średnia ± SEM; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01. 

8.6. Poziomy białek mitochondrialnego metabolizmu tlenowego 
Poniżej przedstawiono wpływ 28-dniowej suplementacji witaminy D3 podczas 

ekspozycji na zimno, na poziomy markerów tlenowego metabolizmu energetycznego. 

Zawartość podjednostki IV (kodowanej w genomie jądrowym) COX w grupie ZW  

(0,279 ± 0,024) różniły się istotnie w odniesieniu do KON (0,419 ± 0,065) oraz do CW 

(0,414 ± 0,028 A.U.) (*p ≤ 0,05). Jednakże mimo tendencji spadkowej w grupie ZWD 

(0,305 ± 0,034 A.U.) nie zaobserwowano znaczących statystycznie różnic (Rycina 13a). 

Również nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w poziomach podjednostki II 

(kodowanej przez mDNA) COX oraz PGC-1!. Wyniki poziomów COX II przedstawiono 

na rycinie 13b. Wartości poziomów w hipokampie wynoszą kolejno w grupie KON, CW, 

ZW i ZWD: 1,176 ± 0,122, 1,349 ± 0,029, 1,323 ± 0,035, 1,358 ± 0,113 A.U. Ponadto 

przedstawione wyniki poziomu PGC-1! (Rycina 13c) w hipokampie szczurów 

wystawionych na powtarzający się stresor zimna również nie wykazują statystycznie 
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istotnych różnic. W grupie KON, CW, ZW i ZWD, wartości wynoszą kolejno:  

0,184 ± 0,002, 0,197 ± 0,002, 0,202 ± 0,018, 0,214 ± 0,011 A.U. 

 

Rycina 13. Poziom COX IV (a), COX II (b) oraz PGC-1! w hipokampie szczurów. Skróty: 

KON – grupa kontrolna, CW – grupa pozornego stresu zimna, ZW – grupa traktowana 

stresorem zimna, ZWD – grupa traktowanej stresem zimna i suplementowana witaminą 

D3. Wyniki zostały wyrażone, jako średnia ± SEM; *p ≤ 0,05. 

8.7. Aktywność enzymów mitochondrialnego metabolizmu 
tlenowego 

Po 28-dniowym wystawieniu zwierząt na stresor zimna zaobserwowano istotne 

statystycznie zmiany (*p ≤ 0,05) w aktywności CS między grupą kontrolną (KON;  

1,90 ± 0,23) oraz grupą ZW (1,28 ± 0,22). W pozostałych grupach, to jest, 

suplementowanej witaminą D3 (ZWD; 1,39 ± 0,37), jak również pozornego zanurzenia  

w zimnej wodzie (CW: 1,60 ± 0,30 µmol/min/mg białka) nie zaobserwowano istotnych 

różnic (Rycina 14). 
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Rycina 14. Aktywności syntazy cytrynianowej (CS) w hipokampie szczurów. Skróty: KON 

– grupa kontrolna, CW – grupa pozornego stresu zimna, ZW – grupa traktowana 

stresorem zimna, ZWD – grupa traktowanej stresem zimna i suplementowana witaminą 

D3. Wyniki zostały wyrażone, jako średnia ± SEM. 

8.8.  Oznaczanie markerów uszkodzeń wolnorodnikowych  

w hipokampie 

W kolejnych analizach zaobserwowano, że 28-dniowe długotrwałe zanurzenie  

w zimnej wodzie powoduje istotne uszkodzenia białek (grupy -SH) i lipidów (MDA) 

wywołane RFT w hipokampach szczurów. Jednakże w zawartości 8-izoprostanów 

(Rycina 15a) nie obserwuje się znaczących zmian pomiędzy grupami KON, CW, ZW, 

ZWD, kolejno 32,65 ± 4,25, 32,69 ± 7,83, 46,73 ± 13,70 i 39,80 ± 12,12 pg/ml. Jak 

przedstawia Rycina 15b, uzyskano istotne różnice (*p ≤ 0,05) w stężeniu MDA w grupie 

ZW (15,99 ± 2,87) w odniesieniu do grupy CW (11,15 ± 2,59). W grupie KON  

(11,60 ± 0,92) i z włączoną suplementacją witaminy D3 (ZWD; 13,58 ± 3,44 mmol/g 

tkanki) stężenie oznaczanego markera wolnorodnikowych uszkodzeń lipidów było 

zbliżone. Co więcej, stwierdzono również różnice statystycznie istotne (**p ≤ 0,01)  

w zawartości markera uszkodzeń białek spowodowanych stresem oksydacyjnym.  

W grupie ZW (1155,2 ± 154,5) obserwuje się spadek stężenia grup -SH względem KON 
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(1605,1 ± 31,8) oraz CW (1510,1 ± 146,3), czego nie wykazano dla grupy ZWD  

(1361,4 ± 165,5 mmol/g tkanki) (Rycina 15c). 

 
Rycina 15. Rycina 15. Stężenie 8-izoprostanów (a), MDA (b), grup -SH (c) w hipokampie 

szczurów. Skróty: KON – grupa kontrolna, CW – grupa pozornego zanurzenia w zimnej 

wodzie, ZW – grupa traktowana stresorem zimna, ZWD – grupa zanurzona w zimnej 

wodzie i suplementowana witaminą D3, MDA – aldehyd dimalonowy, grupy -SH – grupy 

sulfhydrylowe. Wyniki zostały wyrażone jako średnia ± SEM; *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01. 
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9. Dyskusja 
Głównym celem realizacji niniejszych badań była chęć poznania i zrozumienia 

wewnątrzkomórkowych mechanizmów protekcyjnych witaminy D.  

W przedstawionej pracy poruszyłam temat wpływu suplementacji witaminy D3  

na neuroprotekcję i mitochondrialny metabolizm energetyczny w hipokampach szczurów 

podczas długotrwałej ekspozycji na działanie glikokortykosteroidów. Niniejsza praca 

skupia się na dwóch różnych modelach narażenia organizmu na działanie 

glikokortykosteroidów: w formie egzogennego 28 dniowego podawania DEXA  

oraz poprzez modelowo indukowane uwalnianie endogennych GK w wyniku 

zastosowania długotrwałej ekspozycji na zimno. 

9.1. Długotrwała ekspozycja na działanie DEXA 

Dyskusja dla tej części dysertacji została przedstawiona w artykułach:  

„The Positive Impact of Vitamin D on Glucocorticoid-Dependent Skeletal Muscle 

Atrophy” oraz „Supplementation with Vitamin D3 Protects against Mitochondrial 

Dysfunction and Loss of BDNF-Mediated Akt Activity in the Hippocampus during  

Long-Term Dexamethasone Treatment in Rats”. 

9.2. Długotrwała ekspozycja na działanie endogennych GK 

9.2.1. Zmiany atroficzne hipokampa w wyniku działania 

endogennych GK 

GK wykazują działanie kataboliczne, powodują hamowanie syntezy białek  

i stymulacje ich degradacji w tkankach pozawątrobowych, szczególnie w mięśniach 

szkieletowych i tkance kostnej (Sato i wsp., 2018). W pracy Karnia i współautorzy 

przedstawiają, że pod wpływem stymulacji elektrycznej jądra łożyskowego prążka 

krańcowego, które odgrywa istotną rolę w aktywacji osi PPN, obserwowane jest zależne 

od GK rozregulowanie w górę białek atrofii mięśni szkieletowych i tlenowego 

metabolizmu energetycznego (Karnia i wsp., 2020). 

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wykazują, że 28 dniowa ekspozycja na 

działanie GK indukowana zimnem powoduje obniżenie masy hipokampa przy 

jednoczesnym wzroście kortykosteronu (KORT) w osoczu. Wyniki te są zgodne z danymi 
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uzyskanymi przez Zhang i wsp., wykazującymi znaczne obniżenie objętości hipokampa 

u myszy po 4 tygodniowym podawaniu KORT w dawce 20 mg/kg/dzień  

(Zhang i wsp., 2015). W innych badaniach zaobserwowano również obniżenie objętości 

hipokampa u szczurów z wyindukowaną hiperkortyzolemią (Schubert i wsp., 2008). 

Przyczyną tego stanu jest fakt, iż długotrwała ekspozycja na zwiększone poziomy 

glikokortykosteroidów wpływa na obniżenie długość dendrytów, atrofię neuronów  

i w konsekwencji może prowadzić do apoptozy komórek (Sapolsky, 1996).  

Mimo, iż w przedstawionej pracy nie zostały ujęte testy behawioralne, sugeruje się,  

że atrofia hipokampa jest dobrze ugruntowanym biomarkerem zaburzeń poznawczych 

(Rahman i wsp., 2016; Sun i wsp., 2022). Według licznych badań, zanurzenie w zimnej 

wodzie związane jest z procesami zaburzenia uwagi i pamięci (Jones i wsp., 2019; 

Mahoney i wsp., 2007; O’Brien i wsp. 2007). 

Wyniki badań prezentowane w niniejszej dysertacji wykazują również, wzrost 

poziomu NFL w hipokampie spowodowany ekspozycją na zimno zarówno w grupie ZW, 

jak i ZWD. W pracy Cereseto i wsp. wykazano, że po 21 dniach ekspozycji na działanie 

KORT (wydzielanie przez podskórny implant zawierający 100 mg i 200 mg) powoduje 

obniżenie poziomu NFL w hipokampie (Cereseto i wsp., 2006). Różnice w wynikach 

mogą być skutkiem zastosowania innego modelu, jak również poziomu krążącego KORT 

we krwi zwierząt. Z drugiej strony w badaniach prowadzonych post mortem 

przedstawiono zwiększoną immunoreaktywność NFL w korze mózgowej  

i zakręcie hipokampa u pacjentów z otępieniem w chorobie Parkinsona (Frigerio i wsp., 

2023). NFL gromadził się w somie neuronów o morfologii charakterystycznej dla zmian 

neurodegeneracyjnych oraz w aksonach podlegających fragmentacji (Frigerio i wsp., 

2023). W ostatnich latach prowadzone badania, skupiają się głównie na oznaczeniu 

poziomu uwolnionego NFL do krwioobiegu, czy też płynu mózgowo-rdzeniowym 

odzwierciedlając uszkodzenia i zwyrodnienia aksonów w chorobach 

neurodegeneracyjnych (Zervides i wsp., 2022). Powszechnie uważa się, że rozpad 

aksonów prowadzi do wzrostu tego markera w płynie zewnątrzkomórkowym  

i w konsekwencji obniżenia w tkance mózgowej (Ashton i wsp., 2019). Między innymi  

w jednej z prac, wykazano, że wzrost poziomu NFL we krwi oraz płynie  

mózgowo-rdzeniowym korelował z atrofią mózgu i rdzenia kręgowego (Barro i wsp., 

2018). Jednakże, wyższą immunoreaktywność NFL opisano w tkance mózgowej zwierząt 

i u pacjentów po udarze (Härtig i wsp., 2016; Mages i wsp. 2018). 
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28 dniowa ekspozycja na zimno spowodowała wzrost poziomu RBM3  

w hipokampie szczurów. Wykazano, że białko to powoduje trwałą ochronę synaptyczną  

u myszy z chorobą neurodegeneracyjną (Peretti i wsp., 2015). Co więcej, białko to zostało 

zaproponowane jako marker hipotermii terapeutycznej o działaniu neuroprotekcyjnym 

(Rosenthal i wsp., 2019). Jednakże, wymagane jest pełne zrozumienie mechanizmów 

RBM3-zależnych. Mimo wielu badań świadczących o pozytywnym potencjale RBM3 

dane nie wydają się być jednoznaczne. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy są 

zbieżne z tymi uzyskanymi, przez Lian i wsp., gdzie autorzy wykazali, że stres 

spowodowany zimnem indukuje wzrost poziomu RBM3 w hipokampie samic szczurów 

(Lian i wsp., 2018). Istnieje wiele badań popierających zależność tego białka szoku zimna 

i działaniem neuroprotekcyjnym (Bastide i wsp., 2017; Chip i wsp., 2011; Lin i wsp., 

2023), między innymi poprzez receptor TrkB (Peretti i wsp., 2021). Mechanizm ten 

pośrednio obserwuje się w hipokampach z grupy ZW, gdzie poziom mBDNF był istotnie 

podwyższony, natomiast poziom proBDNF został obniżony w obu grupach poddanych 
ekspozycji na zimno. Prezentowane wyniki są zgodne z badaniami Lian i wsp. gdzie  

7 dniowy stres spowodowany zimnem przyczynił się do obniżenia poziomu BDNF  

(proBDNF) w hipokampie samic szczurów (Lian i wsp., 2018). Zgodność niniejszych 

badań można również wskazać dla wzrostu poziomu mBDNF indukowanego ekspozycją 

na zimno w hipokampie. W badaniach zespołu Peretti’ego zauważono podobny wynik  

w badaniach in vivo. Obniżenie temperatury ciała myszy do 16-18°C na 45 minut 

spowodowało wzrost poziomu BDNF (mBDNF), jak również podwyższenie poziomu 

RBM3 w hipokampie zwierząt (Peretti i wsp., 2021). 

9.2.2. Wpływ endogennych GK na indukcję stresu oksydacyjnego 
w hipokampie 

Hipokamp, ciało migdałowate, kora przedczołowa i komórki ziarniste móżdżku są 

uznawane za struktury charakteryzujące się największą podatnością na stres oksydacyjny 

(Wang i Michaelis, 2010). Struktury te są istotne dla procesów uczenia się i pamięci  

oraz ich integracji (Eichenbaum, 2001; Nieuwenhuis i Takashima, 2011). A wysoki 

poziom stresu oksydacyjnego koreluje z pogorszeniem się ich funkcji(Carney i wsp., 

1991; Fukui i wsp., 2001). 



118 
 
 

Według dostępnej literatury wysokie stężenia GK w osoczu wiąże się ze zwiększonym 

stresem oksydacyjnym (Karnia i wsp., 2018), co zostało potwierdzone w niniejszych 

badaniach. Wykazałam, że ekspozycja na zimno powoduje wzrost poziomu MDA  

i spadek grup -SH w hipokampie, wskazując na uszkodzenia lipidów i białek 

spowodowane stresem. Wyniki niniejszych badań są zbieżne z obserwacjami Xu i wsp., 

gdzie przedstawiają oni wzrost poziomu MDA i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) wraz  

z długością czasu ekspozycji na zimno. Najwyższy poziom zarówno MDA jak i SOD był 

obserwowany w trzecim tygodniu eksperymentu. Co więcej wzrost poziomu CORT 

wywołany zimnem spowodował aktywację endogennego szlaku apoptotycznego i utraty 

neuronów (Xu i wsp., 2019). Ponadto w badaniach Bakhtiari-Dovvombaygi i wsp.  

w szczurzym modelu nieprzewidywalnego przewlekłego stresu po 4 tygodniach 

zaobserwowano obniżenie stężenia grup -SH oraz istotny wzrost MDA w hipokampie, 

przedstawiając związek między GK a wolnorodnikowymi uszkodzeniami OUN 

(Bakhtiari-Dovvombaygi i wsp., 2021). 

Wpływ ekspozycji zimna na mitochondrialny metabolizm energetyczny nie jest 

dokładnie poznany. W niniejszej pracy wykazano, że 28 dniowa ekspozycja na zimno 

powoduje obniżenie zawartości podjednostki IV COX i aktywności CS, podobnie jak  

w pracy Pamentera i wsp., gdzie odnotowano obniżenie aktywności CS, jak również 

kompleksu IV łańcucha oddechowego o 55% (Pamenter i wsp., 2018). Wykazano 

również, że GK, zmniejszają stopień kontroli oddychania poprzez hamowanie 

aktywności kompleksu I i V w mitochondriach mózgu szczura (Morin i wsp., 2000).  

W innych badaniach przedstawiono, że model chronicznego nieprzewidywalnego 

łagodnego stresu, jak i traktowanie szczurów KORT w dawce 20 mg/ kg przez 40 dni 

wpływają w podobnym stopniu na dysfunkcję mitochondriów. W izolowanych 

mitochondriach kory przedczołowej obu grup zaobserwowano znacząco obniżony 

stosunek GSH/GSSG, obniżony potencjał błonowy, zwiększoną produkcję RFT  

i zmniejszona aktywność enzymatyczna kompleksu I i IV łańcucha oddechowego oraz 

CS (Liu i Zhou, 2012). W innym modelu stresu (pustej butelki na wodę), wykazano, że 

po 21 dniach obniżenie zawartości kompleksów łańcucha oddechowego (I-IV)  

oraz PGC-1! w przyśrodkowej korze przedczołowej oraz ciele migdałowatym (Zhao i 

wsp., 2023). Informacje te sugerują, że niezależnie od rodzaju stresora, odpowiedź 

mitochondriów na działanie GC jest podobna. Co więcej, wykazano, że 21-dniowa 

ekspozycja na zimno hamuje fosforylację AMPK i promuje fosforylację mTOR, 
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kluczowych w regulacji homeostazy energetycznej komórek. Zmniejsza ekspresję genów 

kodujących podjednostki kompleksu I (Ndufv1 i Ndufv2) oraz wpływa na hamowanie 

CKT – hydratazy fumaranowej (Fh1) i ligazy bursztynian-CoA (Suclg2). Jednakże,  

w przeciwieństwie do przedstawionych wyników, aktywność mitochondrialnego 

kompleksu IV nie uległa zmianie w hipokampie myszy (Li i wsp., 2024). W innych 

badaniach prenatalna ekspozycja na działanie DEXA spowodowała u zwierząt obniżenie 

zawartości kompleksu II, III i V łańcucha oddechowego w korze czołowej, lecz nie 

wykazano żadnych zmian w hipokampie (Trojan i wsp., 2023). Różnica może wynikać  

z zastosowanego modelu badań, wykorzystanych metod diagnostycznych, jak również 

mogą być powiązane ze zmianami związanymi z dynamiką mitochondriów. W pracy 

Dzik i wsp., wykazali związek pomiędzy aktywnością CS i poziomem PGC-1!, jako 

pośrednim markerem biogenezy mitochondriów (Dzik i wsp., 2019). Mimo, że w 

niniejszym badaniu nie zauważono istotnych zmian w poziomie PGC-1! to aktywności 

CS oraz zawartości COX IV w hipokampie zostały znacząco obniżone w odpowiedzi  

na ekspozycje na zimno. Wyniki te wskazują na zmniejszenie mitochondrialnego 

metabolizmu energetycznego, świadczącym o dysfunkcji mitochondriów. 

Prezentowane niedobory związane z obniżeniem poziomemu białek oraz aktywności 

enzymów tlenowego metabolizmu mitochondrialnego, podczas przedłużonej ekspozycji 

na działanie GK, przyczyniają się do rozwoju stresu oksydacyjnego. Bazując na 

dotychczasowej wiedzy, zmiany te mogą być powiązane z zaburzeniami metabolizmu 

glukozy w neuronach. Ponadto mogą wpływać na nieprawidłowość w funkcji neuronów, 

związanych z zapotrzebowaniem energetycznym (Harris i wsp., 2012). 

9.2.3. Potencjał ochronny witaminy D w warunkach długotrwałej 

ekspozycji na działanie endogennych GK 

W ostatnich latach coraz więcej uwagi poświęca się roli witaminy D w ośrodkowym 

układzie nerwowym, gdzie ma wpływać na neuroprotekcję, neurogenezę oraz produkcję 

i modulację neurotrofin (Pierrot-Deseilligny i Souberbielle, 2017). Jednak jej skuteczność 

w modulowaniu zmian neurofizjologicznych związanych z działaniem 

glikokortykosteroidów ciągle pozostaje do wyjaśnienia. 

Długotrwały niedobór witaminy D może prowadzić do produkcji RFT  

i negatywnego wpływu na funkcjonowanie mitochondriów, co z kolei prowadzi do 
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stanów atroficznych (Dzik i Kaczor, 2019). Wykazano, że niedobór witaminy D jest 

powiązany z atrofią mięśni szkieletowych (Dzik i wsp., 2018), mózgowia i niektórych 

struktur, w tym hipokampa (Al‐Amin i wsp., 2019; Eyles i wsp., 2003). Mimo, iż w grupie 

wystawionej na długotrwałą ekspozycję na zimno do owego niedoboru pod wpływem GK 

nie dochodzi to negatywne skutki przewlekłej ekspozycji są obserwowane.  

Jak wspomniałam wyżej, w niniejszej pracy, mimo znacznego stężenia 25(OH)D3  

w osoczu, suplementacja witaminy D3 nie ochroniła hipokampa przed obniżeniem jego 

masy w przedstawionym modelu. Jednakże sugeruje się, że prawidłowy poziom 

25(OH)D3 może wpływać nie tyle na zmianę objętości mózgowia i jego struktur,  

ale powodować poprawę jego funkcji (Zelzer i wsp., 2021). 

Ekspozycja na GK powoduje obniżenie poziomu VDR nie tylko w hipokampie,  

ale również korze czołowej, sercu i nerkach (Jiang i wsp., 2014). W prezentowanych 

badaniach zarówno ekspozycja na działanie GK, jak i suplementacja witaminy D3 nie 

zmieniły poziomu VDR w hipokampie szczurów. Można wnioskować, że jest to efekt 

braku zmian w stężeniu 25(OH)D3 we krwi po ekspozycji na zimno w porównaniu  

do grupy CW. Natomiast dodatkowa suplementacja również nie wpływa na zawartość 

VDR. 

W niniejszej pracy stwierdzono, że długotrwała ekspozycja na zimną wodę po 

suplementacji witaminą D3 powoduje obniżenie poziomu IGF-1 względem grupy CW.  

Zarówno IGF-1, jak i mBDNF aktywują szlak PI3K/Akt (Nitta i wsp., 2004;  

Ohira i Hayashi, 2009). Dlatego prezentowane wyniki mogą sugerować, że wyrzut 

endogennych GK w wyniku działania na zimno wpływa zarówno na szlaki sygnałowe 

BDNF/Akt, jak również IGF-1/Akt. Niektóre wyniki sugerują, że wyciszenie  

IGF-1/IGF-1R u myszy powoduje obniżenie rozmiaru mózgu, utratę mielinizacji  

i pogorszenie funkcji poznawczych (Sun i wsp., 2005). Inne badanie wykazało, że 

podawanie IGF-1 zwiększyło ekspresję BDNF (Park i wsp., 2011). Wyniki te są istotne, 

gdyż sugerują, że wysoki poziom IGF-1 może promować BDNF a zależność między nimi 

pozostaje częściowo potwierdzona w niniejszej pracy. Co więcej, w dysertacji wykazano, 

że długotrwała ekspozycja na zimno powoduje obniżenie poziomu proBDNF,  

jak również stosunku proBDNF do mBDNF. Jednakże suplementacja witaminą D3  

nie wpływa na zmianę zawartości tych białek. Badania wskazują na prawdopodobnie 

odmienny mechanizm działania witaminy D i jej metabolitów. Ekspozycja na zimno nie 



121 
 
 

spowodowała zmian w ich stężeniu, lecz spowodowała znaczną produkcję KORT. 

Ciekawym aspektem jest interakcja między IGF-1 a witaminą D. Hayakawa i wsp. 

wykazali, że 1,25(OH)2D3 w mięśniach szkieletowych nie wpływa bezpośrednio na 

zawartość białka, IGF-1 sugerując, że stymulacja ta może dotyczyć innych tkanek 

(Hayakawa i wsp., 2015) 

Okazuje się, że niedobór witaminy D zmniejsza tempo zużycia tlenu i powoduje 

zaburzenia funkcji mitochondriów (Dzik i Kaczor, 2019). Można, więc wnioskować,  

że jej suplementacja może przyczyniać się do poprawy tlenowego metabolizmu 

energetycznego, co częściowo prezentują niniejsze badania. W niniejszej pracy  

pod wpływem endogennych GK nie jest obserwowane obniżenie stężenia 25(OH)D3, 

prawdopodobnie dlatego suplementacja witamy D3 nie jest istotnie efektywna, również 

w kontekście poprawy aktywności tlenowego metabolizmu energetycznego. 

Dzik i wsp. zaobserwowali, że suplementacja witaminą D3 wykazuje potencjał 

antyoksydacyjny i wpływa istotnie na obniżenie markerów peroksydacji białek 

(karbonyli białkowych) i lipidów (8-izoprostany) (Dzik i wsp., 2018). W niniejszym 

badaniu nie wykazano istotnych różnic markerów wolnorodnikowego uszkodzenia 

zarówno białek (grupy -SH), jak i lipidów (MDA) w grupie ZWD w porównaniu do KON 

i CW. Wyniki te jednoznacznie wskazują, iż suplementacja witaminą D3 częściowo 

chroni hipokamp przed stresem oksydacyjnym, a więc wykazuje działanie 

antyoksydacyjne (Rycina 15.). Badania przeprowadzone przez AlJohri i wsp. wykazały, 

że 1,25(OH)2D3 ma działanie neuroprotekcyjne poprzez zwiększenie poziomu 

enzymatycznych przeciwutleniaczy w pierwotnej hodowli neuronów korowych.  

Po indukcji stresu oksydacyjnego, autorzy zaobserwowali wzrost całkowitego GSH 

 w osadzie komórkowym przy jednoczesnym obniżeniu poziomu MDA w pożywce 

(AlJohri i wsp., 2019). Ponadto wykazano, że w eksperymentalnym modelu choroby 

Huntingtona suplementacja witaminą D3 (500 IU/ kg/ dzień) wzmocniła ekspresję BDNF 

i NGF obniżając jednocześnie aktywność katalazy i GPx w prążkowiu myszy 

 (Manjari i wsp., 2022). W innej pracy wykazano, że po 4 tygodniach dootrzewnowej 

iniekcji z witaminą D3 w dawkach od 100-10000 IU/ kg/dzień w modelu 

nieprzewidywalnego przewlekłego stresu zaobserwowano neuroprotekcyjne jej działanie 

zależnie od stosowanej dawki. Dopiero przy 1000-10000 IU/ kg/ dzień, obserwowano 

wzrost stężenia BDNF, obniżenie stężenia MDA, wzrost stężenia grup -SH i aktywności 
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dysmutazy ponadtlenkowej (Bakhtiari-Dovvombaygi i wsp., 2021). Jednak wokół 

antyoksydacyjnej roli witaminy D istnieje wiele kontrowersji, a badania kwestionują jej 

działanie w tym zakresie (Tagliaferri i wsp., 2019). Rozbieżność wyników może wynikać 

z różnych czynników, takich jak stosowana dawka, czas trwania suplementacji i grupa 

badana. Dlatego różnice w wynikach badań mogą być skutkiem zmiennych 

metodologicznych. Konieczne są dalsze badania, aby precyzyjnie określić mechanizmy 

stojące za przeciwutleniającym działaniem witaminy D. 

Podsumowując, obserwacje te sugerują, że suplementacja witaminą D3 odgrywa 

istotna rolę w ochronie tkanki nerwowej przed stresem oksydacyjnym. Wyniki tej pracy 

wskazują, że podwyższony poziom 25(OH)D3, może wywierać neuroprotekcyjny wpływ 

na hipokamp, mimo braku deficytów w jej metabolitach indukowanych przez długotrwałą 

ekspozycję na działanie GK. 
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10. Podsumowanie i wnioski 

10.1. Długotrwała ekspozycja na działanie DEXA 

1. 28 dniowa ekspozycja na działanie DEXA powoduje znaczne obniżenie masy 

hipokampa przy jednoczesnym obniżeniu GR. 

2. Długotrwałe stosowanie 2mg/kg/dzień DEXA powoduje obniżenie stężenia 

25(OH)D3 w surowicy szczurów. 

3. W wyniku suplementacji witaminą D3 w hipokampie szczurów traktowanych 

DEXA nastąpił wzrost zawartości białek o charakterze neuroprotekcyjnym 

wpływając na utrzymanie prawidłowej masy hipokampa. 

4. Suplementacja witaminą D3 wpływa korzystnie na aktywność enzymatyczną oraz 

zawartość specyficznych białek mitochondrialnego metabolizmu energetycznego 

w hipokampie szczurów po długotrwałym traktowaniu DEXA. 

10.2. Długotrwała ekspozycja na działanie endogennych GK 

1. 28 dniowa ekspozycja na zimno powoduje istotne obniżenie masy hipokampa 

szczurów. 

2. Długotrwała, powtarzana ekspozycja na zimno nie wpływa na stężenie 25(OH)D3 

i metabolitów witaminy D w surowicy zwierząt, przez co suplementacja nie 

wpływa na poziom VDR jak również specyficznych receptorów dla reakcji na 

stresor w hipokampie szczurów. 

3. 28 dniowa suplementacja witaminą D3 w dawce 600 IU/ kg/ dzień podczas 

długotrwałej ekspozycji na zimno nie wpływa na zawartość białek o charakterze 

ochronnym ani na masę hipokampa.  

4. Suplementacja witaminą D3 korzystnie wpływa na aktywność mitochondrialnego 

metabolizmu energetycznego i wykazuje działanie antyoksydacyjne poprzez 

częściowe obniżenie markerów wolnorodnikowego uszkodzenia białek i lipidów 

w tkance nerwowej. 
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