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Objasnienie skrotow stosowanych w pracy

1,25(OH):D3 — kalcytriol

11B-HSD — dehydrogenaza 113-hydroksysteroidowa
25(OH)Ds — kalcyfeydiol

4HNE — 4 hydroksynonenal

ACTH - hormon adrenokortykotropowy; kortykotropina
ADP — adenozynodifosforan

Akt- kinaza serynowo-treoninowa

AMPK - 5’ kinaza biatkowa aktywowana monofosfaranem adenozyny
ATP — adenozynotrifosforan

AVP — hormon antydiuretyczny, wazopresyna

BAT — brunatna tkanka tluszczowa

BDNF — neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego
CA 1-3 — cornu ammonis 1-3

CaMK - kinaza biatkowa zalezna od wapnia

CKT - cykl kwasu trikarboksylowego

CoA — acetylo koenzym A

CoQ - koenzym Q

COX - oksydaza cytochromu ¢

COX II - oksydaza cytochromu c, podjednostka II
COX 1V - oksydaza cytochromu c, podjednostka IV
CREB - biatko wigzace element odpowiedzi cAMP
CRF - czynnika uwalniajgcego kortykotroping

CRH - kortykoliberyna; hormon uwalniajacy kortykotropine
CS — syntaza cytrynianowa

DEXA — deksametazon

EDTA — kwas wersenowy

EER - receptor estrogenowy

ELISA — test immuno-enzymatyczny

ERK - kinaza biatkowa regulowana pozakomdérkowo
FAD — dinukleotyd flawinoadeninowy

FADH; — dinukleotyd flawinoadeninowy



FGF-2 — czynnik wzrostu fibroblastow-2

GABA - kwas gamma-aminomastowy

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 — biatko wigzace IGF

JNK - kinaza bialka c-Jun

KORT - kortykosteron

LDH - kompleks dehydrogenazy mleczanowej

LDL — utlenione lipoproteiny o niskiej gestosci

MAPK - kinaza biatkowa aktywowana mitogenem
MARRS - blonowe biatko wigzace steroidy

MDA - aldehyd dimalonowy

MR - receptor mineralokortykosteroidowy

mBDNF — dojrzata forma neurotroficznego czynnika pochodzenia moézgowego
MCT - bialko transportujagce mleczan

NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NF-kB — czynnik jadrowy kappa B

NFL — tancuchy lekkie neurofilamentéw

NGF - czynnik wzrostu nerwow

NMDA - receptor N-metylo-D-asparaginianowy

PAKT — fosforylowana kinaza serynowo-treoninowa
PGC-1a — receptor aktywowany przez proliferatory peroksysoméw koaktywator
gamma la

P75NTR — receptor neurotrofiny p75

PDH - kompleks dehydrogenazy pirogronianowe;j
PI3K — kinaza 3-fosfoinozytydu

PKC - kinaza biatkowa C



PLCy — fosfolipaza C-gamma

PPN — 0§ podwzgodrze — przysadka mozgowa — kora nadnerczy
proBDNF — prekursorowa forma neurotroficznego czynnika pochodzenia moézgowego
PTH — parathormon

RBM3 — biatko wigzace RNA 3

PUFA — wielonienasycone kwasy tluszczowe

RFT — reaktywne formy tlenu

RFTiA — reaktywne formy tlenu i azotu

RhoA — kinaza zwigzana z Rho

RXR - receptor retinoidu X

SH — grupy sulthydrylowe

TNF-1a — czynnik martwicy nowotwordw alfa

TrkB — kinaza receptora tropomiozyny B

VDBP — biatko wigzace witaming D

VDR — receptor witaminy D

VDRE - element odpowiedzi witaminy D

VEGF - czynnik wzrostu §rédblonka naczyniowego

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia



1. Streszczenie pracy w jezyku polskim

Wprowadzenie: Powszechnie wiadomo, ze jednym z gidéwnych uktadéw odpowiedzi
na stresor jest 0§ podwzgorze-przysadka mézgowa-kora nadnerczy (PPN), ktora generuje
1 moduluje poziom glikokortykosteridow (GK) w organizmie. Niekorzystne warunki
srodowiskowe mogg doprowadzi¢ do nadaktywnos$ci osi PPN indukujac hipersekrecje
GK. Hipokamp, wydaje si¢ by¢ szczegdlnie wrazliwy na negatywne skutki ekspozycji na
dziatanie GK. Podczas wysokiego ich poziomu obserwuje si¢ obnizenie objetosci

hipokampa, jak rowniez zmiany morfologiczne, metaboliczne 1 funkcjonalne.

Glownym celem rozprawy doktorskiej bylo okreslenie wplywu 28 dniowej
suplementacji witaminy D3 w dawce 600 IU/ kg/ dzien na mitochondrialny metabolizm
tlenowy 1 neuroprotekcje w szczurzym hipokampie podczas dtugotrwatej ekspozycji na

dzialanie glikokortykosteroidow.

Materialy i metody: Badania zostaty wykonane za zgodg Lokalnej Komisji Etycznej
do Spraw Badan na Zwierzgtach w Bydgoszczy (nr 10/2019). W prowadzonych
badaniach wykorzystano dwa modele in vivo powtarzanej ekspozycji na dzialanie
glikokortykosteroidow. Model egzogenny, zwigzany z podawaniem syntetycznego GK,
deksametazonu (DEXA) oraz endogenny, poprzez aktywacj¢ osi PPN indukowang
zanurzeniem w zimnej wodzie. Badania przedstawione w niniejszej rozprawie zostaly
wykonane na szczurach szczepu Wistar, losowo podzielonych na 6 grup: grupe kontrolna,
otrzymujaca dootrzewnowo 0,9 % roztworu NaCl (n = 4-6); grupe otrzymujaca
dootrzewnowo roztwor DEXA w dawce 2 mg/ kg/ dzief 1 suplementowane witaming D3
dawce 600 U/ kg/ dzien (n = 7-8); grupe otrzymujaca dootrzewnowo roztwor DEXA
wdawce 2 mg/ kg/ dzien i1 suplementowang olejem roslinnym (placebo) (n = 6-7); grupe
poddawang cyklicznej ekspozycji na zimno poprzez zanurzenie w wodzie o temperaturze
0-4°C (60 minut dziennie), suplementowang witaming D3 (n = 8-9); grupe poddawang
zanurzeniu w zimnej wodzie 1 suplementowang placebo (n = 8-9); grupe poddawang
zanurzeniu w cieplej wodzie (34-36°C) (n = 6). Pierwszego i ostatniego dnia
eksperymentu zwierzeta zostaty zwazone, pobrano im krew z zyly ogonowej. Stezenie
kortykosteronu i1 metabolitow witaminy D w osoczu oznaczono za pomocg metod:
kolejno testu immunoenzymatycznego ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent
assay) oraz chromatografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowa spektrometria mas

(LC-MS/MS). Po usmierceniu zwierzat, hipokampy wyizolowano, zwazono na wadze
9



analitycznej 1 poddano homogenizacji. Poziom specyficznych receptorow wigzacych GK
oraz witaming D, jak rowniez poziom biatek zwigzanych z neuroprotekcja
1 mitochondrialnym metabolizmem energetycznym (kompleks IV tancucha
oddechowego) oceniono na podstawie wynikéw uzyskanych metoda Western blot.
Aktywno$¢ enzymatyczng syntazy cytrynianowej oraz oksydazy cytochromu c,
zmierzono za pomocg metod kinetycznych. Nastepnie poziom wolnorodnikowych
uszkodzen lipidéow 1 bialek w hipokampie oceniono wykorzystujac metode ELISA

oraz metod spektrofotometrycznych.

Wyniki: W pracy wykazano, ze dlugotrwata ekspozycja na dziatanie GK,
zarowno syntetycznych, jak 1 zwigzanych z indukowaniem aktywnosci osi PPN,
powoduje obnizenie masy hipokampa. Suplementacja witaming D3 wptyneta ochronnie
na mas¢ hipokampa przy cyklicznemu podawaniu DEXA w przeciwienstwie do
ekspozycji na zimno. Zaobserwowano cz¢sciowa modulacje poziomu receptora
glikokortykosteroidowego  (GR),  wzrost poziomu  fosforylowanej  kinazy
serynowo-treoninowej (pAkt), dojrzatej formy neurotroficznego czynnika pochodzenia
moézgowego (mMBDNF), podjednostki II oksydazy cytochromu ¢ (COX II) oraz wzrost
aktywnosci syntazy cytrynianowej. Z kolei dtugotrwata ekspozycja na zimno skutkowata
wzrostem poziomu kortykosteronu w osoczu zwierzat, a wilaczona suplementacja
witaming D3 wplyneta jedynie ochronnie na mitochondrialny metabolizm tlenowy

1 czgSciowe wyciszenie stresu oksydacyjnego w hipokampie.

Whioski: Na podstawie zaprezentowanych w pracy wynikow mozna stwierdzic,
ze suplementacja witaming D3 czeSciowo chroni hipokamp przed negatywnym
dzialaniem GK poprzez wptyw na mitochondrialny metabolizm energetyczny oraz biatka
zwigzane z neuroprotekcjg. Ochronne dziatanie witaminy Ds; koncentruje si¢
w szczegllnosci na neurobiologicznych efektach zwigzanych z farmakoterapia DEXA.
Interesujacym jest, ze suplementacja witaming D3 rOwniez cze§ciowo chronita hipokamp
zwierzat narazonych na stres zwigzany 2z zimnem przed zaburzeniami
w mitochondrialnym metabolizmie tlenowym oraz uszkodzeniami wywotanymi stresem
oksydacyjnym. Wyniki tych badan moga przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia
neurobiologicznych mechanizméw dzialania witaminy D w warunkach zwigkszonej

aktywnosci osi PPN, jak rowniez w trakcie terapii steroidowe;.
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Wyniki badan uzyskane w ramach realizacji niniejszej dysertacji doktorskiej

czegsciowo zostaly opublikowane w dwdéch oryginalnych artykutach:

e Karnia, M.J.; Korewo, D.; Myslinska, 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/nul13030936 (IF = 4,8; MEiN = 140).

e Korewo-Labelle, D.; Karnia, M.J.; Myslinska, D.; Kaczor, J.J. Supplementation
with Vitamin D; 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 jezyku 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 0-4°C 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 (34-36°C) (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
12



neuroprotection and mitochondrial energy metabolism (respiratory chain complex 1V),
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:

e Karnia, M.J.; Korewo, D.; Myslinska, 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/nul13030936 (IF = 4,8; MEiN = 140).

Korewo-Labelle, D.; Karnia, M.J.; Myslinska, D.; Kaczor, J.J. Supplementation
with Vitamin D; 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)



3. Wprowadzenie

3.1. Fizjologia reakcji na stresor

Pojeciem stresu opisuje si¢ wszelkie stresujagce doswiadczenia (stresory), ktore
wywoluja reakcje fizjologiczne i behawioralne w organizmie wytracajac go z homeostazy
(Chu 1 wsp., 2023). Warto podkresli¢ stowa Hansa Selye’a: ,,stresem nie jest to, co nam

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

Wedtug koncepcji Selye’ego mozna wyr6zni¢ dwa rodzaje stresu: pozytywny,
mobilizujgcy do dziatania, nazywany eustresem oraz ten zwigzany z przykrymi,
nieprzyjemnymi uczuciami czy zdarzeniami, okreslany, jako dystres. Oba rodzaje stresu
moga by¢ szkodliwe dla organizmu, jezeli dzialajg zbyt dlugo lub zbyt intensywnie.
Jednak eustres wywotuje mniejsze szkody w poréwnaniu z dystresem (Selye, 1976).
Podziat stresu na ,,dobry lub zty” wedlug Dhabhar jest definiowany zaleznie od czasu
trwania biologicznej reakcji stresowej oraz jej skutkéw (Dhabhar, 2014). W istocie czas
jest gldéwna cechg odpowiedzi organizmu na stresor. Dlatego pojecie kréotkotrwatego
stresu odnosi si¢ do tego, ktory trwa od kilku minut do paru godzin, natomiast przewlekty,
dlugotrwaty stres okreslany jest, jako utrzymujacy si¢ przez kilka godzin dziennie
w okresie tygodni lub nawet miesigcy (Dhabhar 1 Mcewen, 1997). Wigkszos¢ reakcji
fizjologicznych w odpowiedzi na ostry stresor wyzwala mechanizm ,,walki lub ucieczki”.
Wplywa na regulacje osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), moduluje pracg uktadu
sercowo-naczyniowego, metabolizm, a takze odpowiedz uktadu immunologicznego

umozliwiajgc probe przetrwania (Dhabhar, 2018).

Powszechnie wiadomo, ze do gléwnych uktadow odpowiedzi na stresory zalicza
si¢ 0§ wspoOtczulno-nadnerczowa oraz o$ podwzgorze — przysadka médzgowa — kora
nadnerczy (PPN) (Mifsud i Reul, 2018). Do reakcji o szybkim charakterze zalicza si¢
aktywacj¢ osi wspotczulno-nadnerczowej. Prowadzi ona do zwigkszonego wydzielania
adrenaliny 1 noradrenaliny z rdzenia nadnerczy do krazenia oraz sekrecj¢ norepinefryny
z nerwow wspotczulnych powodujac wzrost jej poziomu w mozgu (Joéls 1 Baram, 2009).
PoZniejsza reakcja organizmu wynika z aktywnos$ci osi PPN, ktora odpowiada
za uwalnianie 1 regulacj¢ poziomu glikokortykosteroidow (GK). W odpowiedzi na
okreslony czynnik jadro przysrodkowe podwzgorza uwalnia kortykoliberyne (CRH)

oraz wazopresyn¢ (AVP), co sygnalizuje przedniemu ptatowi przysadki sekrecje
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hormonu adrenokortykotropowego (ACTH) do krwioobiegu. Nastepnie ACTH wpltywa
na wzmozone uwalnianie GK przez kor¢ nadnerczy (Chu i1 wsp., 2023) (Rycina 1.).
GK to grupa matych, lipofilnych hormonoéw steroidowych, syntetyzowanych z ich
prekursora, cholesterolu, w wieloetapowej kaskadzie reakcji enzymatycznych (Rycina

2)).

Warto podkresli¢, iz GK wykazujg 24-godzinny rytm dobowy wplywajac
na funkcjonowanie mozgu, autonomicznego ukladu nerwowego oraz uktadu
sercowo-naczyniowego (Azmi i wsp., 2021). W naturalnych warunkach niski poziom GK
wystepuje w pierwszych fazach snu i systematycznie wzrasta, osiggajac swoj szczytowy

poziom kilka minut przed przebudzeniem (Scher 1 wsp., 2009)

5 Stres \ Modulowanie szlakéw
Podwzgdrze ; @0 RN O sygnatowych i uwalniania
\;‘)h/' glutaminianu
Cykl okotodobowy
CRH

\ y RGR NGR M
. U W \

translokacja
@ bialka towarzyszace Jadro komérkowe

/ Hipokamp

Przysadka mdzgowa y
,{d

oW
ACTH

A

Nadnercza 8, ° > 56
AN 0(\ Glikokortykosteroidy / 0

Rycina 1. Wydzielanie glikokortykosteroidow poprzez aktywnos¢ osi podwzgorzowo —

przysadkowo — nadnerczowej oraz ich wewngtrzkomorkowe dzialanie poprzez
mechanizmy  genomowe i  niegenomowe w  hipokampie.Skroty:  ACTH,
adrenokortykotropina;, AVP, wazopresyna, CRH, kortykoliberyna;, GR, receptor
glikokortykostroidowy, GRE, element odpowiedzi na glikokortykosteroidy;, MR, receptor
mineralokortykosteroidowy. Opracowanie wiasne na podstawie Gray i wsp., 2017 oraz

Sawati i wsp., 20135.

16



W koncowym etapie syntezy GK, w wyniku reakcji katalizowanej przez
dehydrogenaze 11B-hydroksysteroidowa (11B-HSD), nieaktywny kortyzon zostaje
przeksztatcony do aktywnej biologicznie formy kortyzolu (u ludzi) i kortykosteronu
(u  gryzoni). Enzym  11B-HSD  wystepuyje w  dwoch  izoformach:
11B-HSD1, obecna m.in. w watrobie, tkance tluszczowej, mi¢sniach szkieletowych
oraz 11B-HSD2 zlokalizowana gtéwnie w nerkach (Kilgour 1 wsp., 2015; Morgan 1 wsp.,
2022). 118-HSD1 1 11B-HSD2 katalizuja wzajemna konwersj¢ GK kontrolujagc tym
samym procesy syntezy/regeneracji, a takze ich inaktywacji. Co wiecej, 113-HSD1 ulega
rowniez ekspresji w niektérych strukturach moézgowia takich jak hipokamp, kora
mozgowa, prazkowie i1 przysadka mozgowa (Moisan i wsp., 1990), podczas gdy ekspresja

11BHSD2 w dorostym mdzgu jest ograniczona (Chen i wsp., 2014).

Cholesterol
Cyplial

Pregnenolon

Cyp1 77 \\I—/jds’dz

17-OH Pregnenolon Progesteron
Hsd3d2 l Cyp21a1
17-OH Progesteron  11-Deoksykortykosteron
Cyp21ail Cyplib1
11-Deoksykortyzol Kortykosteron
Cyp11b1 Hsd11b2 H Hsd11b1
Kortyzol Kortyzon
Hsd11b2 H Hsd11b1
Kortyzon

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

GK nie tylko wysylaja sygnaly do komoérek docelowych, ale réwniez
za  posrednictwem 2 typow  receptorow:  glikokortykoidowego  (GR)
oraz mineralokortykoidowego (MR), wplywaja na hamowanie aktywnosci osi PPN
poprzez sprz¢zenie zwrotne ujemne. W wyniku wigzania si¢ GK do receptoréw GR i MR
zlokalizowanych w neuronach uwalniajacych kortykoliberyne CRF
w podwzgdrzu, jak réwniez 1 hipokampie, dochodzi do hamowania sekrecji ACTH
z przedniego plata przysadki moézgowej. Dodatkowo, GK dziatajg réwniez lokalnie
poprzez wigzanie si¢ do GR w korze nadnerczy wyciszajac dalszg syntez¢ GK w czasie

nadmiernej aktywnosci osi PPN (Pérez i wsp., 2019).
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3.2. Molekularne mechanizmy dzialania glikokortykosteroidow

Receptory GR oraz MR pochodzg od wspolnego przodka — receptora
kortykoidowego. Powstaty okoto 450 milionow lat temu w wyniku duplikacji
1 dywergencji jednego genu (Baker 1 Katsu, 2019). MR poza GK, wigze si¢ rowniez
z aldosteronem, dezoksykortykosteronem czy progesteronem. Natomiast GR, w toku
ewolucji zyskat wysokg selektywnos¢ wobec GK. Z powodu dziesi¢ciokrotnie nizszego
powinowactwa do GK, w poréwnaniu do MR, ekspresja GR zachodzi dopiero przy
wzroscie poziomu GK w odpowiedzi na stresor. Dlatego uwaza si¢, ze GR jest glownym
mediatorem skutkow warunkéw stresowych 1 mechanizmu ujemnego sprzezenia
zwrotnego (de Kloet, 2022). Te dwa typy receptorOw majg zréznicowane rozmieszczenie
w moézgowiu. MR ulega ekspresji m.in. w hipokampie, ciele migdatlowatym i przegrodzie
bocznej. GR natomiast powszechnie wystepuje m.in. w hipokampie 1 jadrze
przysrodkowym podwzgodrza, gdzie rozpoczyna si¢ aktywacja osi PPN (Lightman 1 wsp.,
2020). Co ciekawe sugeruje si¢, ze w mozgowiu GR 1 MR, ktore w swoim dzialaniu
wzajemnie si¢ uzupeiniajg, moga regulowac procesy neurochemiczne w tym: uwalnianie
neurotransmiterow  (glutaminianu, kwasu gamma-aminomastowego; GABA),
neuromodulatoréw (serotoniny, dopaminy i noradrenaliny) (Gray 1 wsp., 2017), a takze
czynniké6w neurotroficznych (neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego; BDNF)

(Chiba 1 wsp., 2012).

ZaroOwno naturalne, jak i syntetyczne GK, wigzac si¢ z MR 1 GR posrednicza
w genomowych 1 szybkich, niegenomowych mechanizmach. Ze wzgledu na swoje
wiasciwosci, GK moga swobodnie przekracza¢ btone komorkowa 1 wigza¢ si¢ rowniez
z cytoplazmatycznym receptorem MR 1 GR. Oba receptory, przemieszczajac si¢ do jadra
komoérkowego z cytoplazmy, dziatajac, jako czynniki transkrypcyjne aktywowane
ligandem. Dzigki tym mechanizmom wywieraja odpowiedz komorki, poprzez wigzanie
si¢ z elementami genomowym i zmian¢ w ekspresji genéw. Cytoplazmatyczne receptory
GK wystepuja w postaci wielobiatkowych kompleksow z towarzyszacymi biatkami
opiekunczymi takimi jak: biatka szoku cieplnego (Hsp90, Hsp70, Hsp40), p23
oraz FKBP5 (Gallo i wsp., 2007; Gray 1 wsp., 2017). Zwigzanie si¢ receptora z ligandem
skutkuje odlaczeniem si¢ biatek opiekunczych, zmiang konformacji receptora
1 translokacja kompleksu ligand-receptor do jadra komodrkowego (Rycina 1.)

(Timmermans 1 wsp. 2019). Poprzez zwigzanie si¢ ze specyficznymi sekwencjami DNA
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zwanymi elementami odpowiedzi na GK (GRE), kompleks
ligand-receptor moduluje ekspresje genéw, tym samym je hamujac lub wzmacniajac
(Gray 1 wsp., 2017). Ponadto, GR mogg réwniez regulowac ekspresje gendw poprzez
interakcj¢ z prozapalnymi czynnikami transkrypcyjnymi takimi jak: czynnik jadrowy

kappa B (NF-«xB) 1 biatko aktywatorowe-1 (AP-1) (Kokkinopoulou 1 wsp., 2021).

GK mogg réwniez wywiera¢ wptyw na transkrypcje 1 inne czynno$ci komorkowe
poprzez mechanizmy niegenomowe za posrednictwem specyficznych wigzan
z blonowym receptorem GR i/lub MR 1 ich interakcj¢ z receptorami sprzezonymi
z biatkiem G. Potwierdzono istnienie tych izoform w strukturach uktadu limbicznego,
w tym w hipokampie (Karst i wsp., 2005). Coraz wigcej dowodow wskazuje na to,
ze receptory GK moga bezposrednio aktywowac¢ dalsze wewnatrzkomorkowe szlaki
sygnatowe 1 wpltywaé¢ na funkcje mitochondriow (Morgan 1 wsp., 2016). Ponadto
powoduja aktywacje szlakéw sygnatowych kinaz: kinazy biatkowej aktywowanej
mitogenem (MAPK), kinazy 3-fosfoinozytydu (PI3K) i1 kinazy biatkowej B (Akt)
(Panettieri 1 wsp., 2019). Na poziomie molekularnym receptory GK mogg modulowac
procesy zachodzace w mitochondriach. Mechanizm ten polega na translokacji GR
do mitochondriow, gdzie reguluja potencjal blonowy, ekspresje genow
mitochondrialnych oraz akumulacj¢ wapnia (Psarra i Sekeris, 2011). Natomiast nie
znaleziono dowodoéw potwierdzajacych obecno$s¢ MR ani jego przemieszczania si¢ do

mitochondriéw w neuronach (Du i1 wsp., 2009).

3.3. Allostaza i przeciazenie allostatyczne

Reakcja stresowa ma fundamentalne znaczenie w ewolucji. OdpowiedZ organizmu
na stresor jest powszechna od prokariota po kregowce, aby dostosowaé si¢
do niedogodnych warunkéw Srodowiska (Taborsky 1 wsp., 2021). Allostaze definiuje si¢
jako zbidr aktywnych procesow wymaganych do osiggnigcia stabilno$ci zewnetrznej
1 wewnetrznej, prowadzacym do adaptacji systemow fizjologicznych do wyzwan
srodowiskowych, fizycznych i psychospotecznych. Koncepcja ta ktadzie nacisk na
elastyczne procesy adaptacyjne do szybko zmieniajgcego si¢ Srodowiska, poprzez zmiang
srodowiska wewnetrznego ustroju i przystosowania si¢ do biezacych warunkéw, w celu
wspierania organizmu (Logan 1 Barksdale, 2008). Przewlekla ekspozycje na czynniki
szkodliwe, dr Hans Selye nazwat zespotem ogdlnej adaptacji i podzielit go na trzy etapy:
faz¢ alarmowa, fazg oporu 1 faze wyczerpania (Selye, 1936). Teoria ta zaktada, ze reakcja
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stresowa petni rolg adaptacyjna, jednakze, gdy substraty reakcji zostang wyczerpane,
organizm staje si¢ podatny na uszkodzenia i dysfunkcje. Nastgpstwem zespotu ogdlne;j
adaptacji jest obecna hipoteza oparta o GK (McEwen 1 Sapolsky, 1995). Przyzwyczajenie
osi PPN do ciagglego obrotu GK w odpowiedzi na stresor zapewnia organizmowi
przewage poprzez optymalizacj¢ zasoboOw energetycznych 1 przeciwdzialanie
rozregulowaniu procesOw kontroli poziomu GK. Szczegélnie zapotrzebowanie
na energi¢, rowniez w procesie adaptacji, ma tkanka mozgowa, ktéra niezbedna jest

do przezycia i reorganizacji neuronalnej (McEwen, 2018).

Do behawioralnych efektow adaptacji naleza: zwickszona czujnos$¢, pobudzenie,
wzrost funkcji poznawczych. Natomiast fizjologiczne skutki adaptacji obejmujg
mechanizmy zwigzane z przekierowaniem energii: przyspieszenie akcji serca, aktywacja
procesOw metabolicznych takich jak lipoliza 1 glukoneogeneza, aby dostarczy¢ substraty
energetyczne niezbedne do odpowiedniego funkcjonowania moézgu (Magomedova
1 Cummins, 2015). Ponadto wyciszenie funkcji wegetatywnych (reprodukcja, laktacja),
hamowanie trawienia, modulacja odpornosci. Proces adaptacji na stresor jest zalezny od
wielu czynnikéw, takich jak uwarunkowania genetyczne, S$rodowiskowe
oraz rozwojowe. Jednakze pod wplywem przedtuzajacego si¢ i/lub wzrostu sity stresora
odpowiedz adaptacyjna maleje. Co wigcej, moze to mie¢ szkodliwy wptyw na funkcje
fizjologiczne m.in. metabolizm, wzrost, reprodukcje, odpornos$¢ oraz zachowanie/ rozwoj

osobowosci 1 ostatecznie rozw0j chorob (Tsigos 1 wsp., 2000).

Przedluzajacy si¢ stres badz brak mozliwo$ci osiggnigcia rOwnowagi ustroju moze
doprowadzi¢ do przecigzenia allostatycznego. Zjawisko to moze wystapi¢ wskutek
powtarzajacego si¢ stresu, powtarzanego bodzcowania wieloma stresorami, zaburzen
w adaptacji oraz przedtuzonej reakcji stresowej (McEwen 1 Gianaros, 2011). Przecigzenie
allostatyczne skutkuje utrata zdolno$ci reagowania na stresor poprzez utratg
plastycznosci ustroju (McEwen, 1998). Skutki tego procesu obejmujg wiele dolegliwosci
1 typowych chorob cywilizacyjnych. Jednak w naturze przecigzenie allostatyczne ma na
celuu.  wywotanie  korzystnych  efektow  np.  magazynowania  tluszczu

1 przygotowania organizmu do hibernacji (McEwen 1 Wingfield, 2007).

Co wigcej przedtuzajacy si¢ stres, w sposob zalezny od rodzaju stresora, czasu
jego trwania, intensywnosci, wieku 1 ptci, moze wplywaé na procesy pamigciowe

(E1 Marzouki 1 wsp., 2021). W badaniach in vivo przecigzenie allostatyczne powoduje
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atrofi¢ hipokampa, kory przedczolowej oraz przerost ciala migdalowatego (McEwen

1 Chattarji, 2004). Uposledzajac tym samym procesy funkcji kognitywnych.

3.4. Ekspozycja na zimno

Czynniki srodowiskowe, migdzy innymi zmiany temperatur majg istotny wplyw na
odpowiedz organizmu. Osrodkowy uktad nerwowy reguluje rGwnowage energetyczna,
utrzymanie temperatury ciata i termogeneze¢ w odpowiedzi na stres zwigzany z zimnem
(Castellani 1 Young, 2016). Poprzez aktywacje¢ osrodka regulacji temperatury w
podwzgorzu, aktywacji osi PPN oraz uktadu miejsce sinawe-norepinefryna, zachodzi
szereg procesow regulujacych odpowiedZz organizmu na stres zwigzany z zimnem
(Chrousos, 2009; Hu 1 wsp., 2022). Udowodniono, ze zaréwno krotkotrwata, jak
1 dlugotrwata ekspozycja na zimno powoduje wzrost aktywacji osi PPN a w konsekwencji
wyrzut  kortykosteronu do  krwiobiegu gryzoni (Feng 1 wsp.,, 2021;
El Marzouki 1 wsp., 2021).

Podobnie jak wigkszos¢ stresordw, tak 1 ekspozycja na zimno (zanurzenie w zimnej
wodzie), stanowi dla ustroju wyzwanie o charakterze fizjologicznym na wielu
poziomach. Aby organizm dostosowat si¢ do otaczajacego srodowiska, musi zachowac
odpowiednig temperatur¢ mozgu oraz innych narzadow wewnetrznych poprzez wlasciwe
kontrolowanie procesOw generowania 1 utraty ciepta (Espeland, 2022). Procesy te
zachodzg, poprzez zwezenie naczyn obwodowych, aktywacje  bogatej
w mitochondria brunatnej tkanki thuszczowej (BAT) oraz brunatnienie podskornej tkanki
tluszczowej. Aktywacja BAT wyzwalana jest przez wspoéiczulny uktad nerwowy.
Uwalniana z zakonczen nerwowych, norepinefryna stymuluje receptor beta
3-adrenergiczny, aby umozliwi¢ generowanie ciepta i katabolizowanie energii przez BAT

(Cannon 1 Nedergaard, 2004; Stojanovi¢ 1 wsp., 2018).

Szczegoblnie wrazliwe na zimno, gryzonie, szybciej tracg cieplo 1 potrzebuja wiecej
energii do utrzymania optymalnej temperatury ciata. Z tego wzgledu moga rowniez
rozwija¢ pewne cechy adaptacyjne. Zwierzeta hodowane w $rodowisku o obnizonych
temperaturach wykazywaly zmiany fenotypowe takie jak: krotsze uszy 1 ogony, dtuzsze
futro, wigksze narzady wewngetrzne: nerki, watroba oraz wigksza mas¢ BAT (Hankenson
1 wsp., 2018). Termogeneza jest podstawowym mechanizmem adaptacyjnym 1 pojawia

si¢ przy spadku temperatury otoczenia. W procesie tym kluczowg role odgrywa BAT
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o wysokiej zdolnosci oksydacyjnej. Dlugotrwale obnizona temperatura powoduje
zwigkszong aktywnos$¢ mitochondriow i1 indukcj¢ utleniania kwasow ttuszczowych (Yau

1 wsp., 2021).

Podczas zanurzenia w zimnej wodzie organizm wykazuje dwie r6zne odpowiedzi
autonomiczne, reaguje zarowno na reakcj¢ na nurkowanie i szok zimna. Pierwsza reakcja
aktywowana jest przez zwilzenie 1 ochtodzenie twarzy podczas wstrzymywania oddechu.
Skutkuje to bradykardig rytmu zatokowego, wazokonstrykcja naczyn obwodowych
1 uwolnieniem erytrocytow zmagazynowanych w §ledzionie (Lindholm i1 Lundgren,
2009). Reakcja na szok zimna spowodowana jest przez aktywacje skoérnych
termoreceptoréw, ktore inicjuja sekwencje odpowiedzi fizjologicznej. Obejmujg
onetachykardi¢ ~ wspotczulng, nadmierng hiperwentylacje, zwezenie naczyn
obwodowych, wzrost ci$nienia krwi 1 zmniejszenie perfuzji krwi w mozgu (Shattock

1 Tipton, 2012).

W celu zastosowania modelu ostrego stresu w badaniach in vivo wykorzystuje si¢
jednorazowa ekspozycje¢ na zimno, natomiast by wywotaé przewlekla reakcje stresowa
stosuje si¢ wielokrotng 1 powtarzang ekspozycje (Atrooz 1 wsp., 2021). Spowodowany
ekspozycja ustroju na niskie temperatury, stres zimna moze prowadzi¢ do szeregu
nieprawidlowosci na poziomie behawioru (Sturman i wsp., 2018), emocji, uktadu
neuroendokrynnego (Xu i wsp., 2019a), odpornosci (Lian 1 wsp. 2017) oraz metabolizmu
energetycznego (Liu 1 wsp., 2019; Shi 1 wsp., 2019). Ponadto stres wywolany zimnem
moze wplywacé niekorzystnie na uklad sercowo-naczyniowym, a takze moze nies¢
szczegolnie negatywne konsekwencje na funkcjonowanie mozgu, obnizajac m.in. funkcje
poznawcze (El Marzouki 1 wsp., 2021). Ostatnio wyniki badan wykazatly,
ze ekspozycja na zimno w tkance hipokampa moze indukowac stres oksydacyjny
wywotany przez kortykosteroidy i aktywowac szlak apoptotyczny w neuronach (Xu

1 wsp., 2019a).

Mimo, ze narazenie organizmu na niskie temperatury S$rodowiska jest
powszechnym stresorem to moze przynies¢ wiele korzysci zdrowotnych. Szereg badan
sugeruje, ze kapiele w zimnej wodzie obnizaja zaburzenia nastroju (van Tulleken 1 wsp.,
2018), wpieraja funkcje endokrynne (Gundle 1 Atkinson, 2020), uktad odpornosciowy
(Lubkowska 1 wsp., 2013) 1 poprawiajg parametry hematologiczne (Checinska-

Maciejewska i wsp., 2019).
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Tematyka wplywu regularnych kapieli w zimnej wodzie na uktad nerwowy nadal
pozostaje niejasna 1 wymaga dalszych badan w celu petnego zrozumienia tego zjawiska.
Wiadomo jednak, ze na poziomie molekularnym w stanie ekspozycji na zimno nast¢puje
zwigkszona synteza niektorych bialek, miedzy innymi biatko wigzace kwas
rybonukleinowy 3 (RBM3), nazywanego biatkiem szoku zimna (Xia 1 wsp., 2018).
RBM3 uczestniczy w regulacji czynnosci fizjologicznych na poziomie komoérkowym
w warunkach stresu spowodowanego nie tylko zimnem, ale réwniez niedotlenieniem czy
promieniowaniem ultrafioletowym (Wellmann 1 wsp., 2004). Ponadto RBM3 petni
istotng funkcje w transkrypcji i translacji, biogenezie mikroRNA, rytmie dobowym, cyklu
komoérkowym, odpornosci, kancerogenezie, apoptozie i neuroprotekcji (Danno 1 wsp.,
2000; Jogi 1 wsp., 2009; Lin i wsp., 2023; Ma i wsp., 2018; Sureban 1 wsp., 2008).
Stwierdzono, ze RBM3 wykazuje dzialanie wspomagajace przyrost mi¢sni szkieletowych
oraz wptywa na mechanizmy antyatroficzne w modelu in vitro i in vivo (Van Pelt 1 wsp.,
2018). Co wigcej, w stanie tagodnej hipotermii zwigksza fosforylacje Akt, ktére reguluje
procesy metaboliczne 1 wchtanianie glukozy, wptywajac na przezycie komorek (Yang
Liu i wsp., 2021). Mimo, ze mechanizm cytoprotekcyjnego dziatania RBM3 nie jest
w pelni poznany pojawia si¢ coraz wigcej badan zwigzanych z wplywem tego biatka na
osrodkowy uktad nerwowy. Wykazano, ze RBM3 zapobiega utracie neuroné6w oraz peni
istotng rol¢ w regeneracji synaps po ochtodzeniu w modelu choroby Alzheimera (Peretti
1 wsp., 2015). Ponadto u gryzoni z niedokrwiennym uszkodzeniem moézgu powoduje

stymulacj¢ neurogenezy (Zhu 1 wsp., 2019).

Badania zwigzane z przewlekla ekspozycja na zimno nie s3 jednak jednoznaczne.
Jedne sugeruja zwigzek z mechanizmami adaptacyjnymi osi PPN i/lub brakiem wptywu
na procesy pamieciowe (El Marzouki 1 wsp., 2021), inne, Ze ekspozycja na zimno wydaje
si¢ by¢ silnym stresorem. Wykazano, ze dtugotrwaly stres wywotlany ekspozycja na
zimno powoduje neurozapalenie indukowane aktywacja mikrogleju 1 uszkodzenie
neurondéw hipokampu (Lang 1 wsp., 2020). Co wigcej w innych badaniach stwierdzono,
ze powoduje utrate¢ neuronéw w regionach CAl1l 1 CA3 (Xu 1 wsp., 2019).
Stres wywolany zimnem moze rowniez determinowa¢ wzrost RBM3 przy jednoczesnym
obnizeniu poziomu neurotroficznego czynnika pochodzenia moézgowego (BDNF)

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

GK s3g szeroko stosowane w medycynie w postaci lekow wykazujacych silne
1 dlugotrwale dziatanie przeciwbolowe i1 immunosupresyjne. Nalezag do nich m.in.
hydrokortyzon, octan kortyzolu, prenidzon, prednizolon i fludrokortyzon (Tabela 1.).
Jednym z przyktadow syntetycznych GK jest réwniez deksametazon (DEXA),
fluorowany steroid, ktory od 1977 roku znajduje si¢ na modelowej liscie lekow
podstawowych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO). DEXA jest dostepny w roznych
preparatach i roznych dawkach (tabletki 0,5 mg — 6 mg). Jednak stosowany jest rowniez
jako zawiesina iniekcyjna czy roztwor doustny (Eckhard 1 wsp., 2019). W zaleznos$ci od
stanu chorobowego stosuje si¢ jego dawkowanie od 0,75-9 mg/ dobe w leczeniu stanow
zapalnych lub silnych reakcji alergicznych, do 30-40 mg/ dobe w przypadku stwardnienia
rozsianego i innych jednostek chorobowych (Johnson i wsp., 2023). Ze wzgledu na swoja
strukture chemiczng, DEXA wykazuje dzialanie 35 razy silniejsze niz kortyzon,
natomiast nie wykazano jego aktywno$ci mineralokortykosteroidowej. Uwzgledniajac
wlasciwosci farmakodynamiczne, biologiczny okres pottrwania DEXA wynosi 36-54
godziny. Natomiast jego $redni okres pottrwania w osoczu wynosi okoto 4 godziny
(Johnson 1 Lopez, 2023). DEXA tatwo przenika przez barier¢ krew-moézg, tozysko, jak
rowniez do kobiecego mleka (Dubashynskaya 1 wsp., 2021). Ten syntetyczny GK
metabolizowany jest przez cytochrom P450 3A4 (CYP3A4) glownie w watrobie
1 wydalany z z6lcig 1 w formie niezmienionej z moczem (Johnson i wsp., 2023). DEXA
wiazac si¢ z GR podlega procesom wewnatrzkomorkowym, podobnie jak naturalne GK.
Efekty mechanizméw niegenomowych wystepuja w przeciggu pierwszych kilku minut
po przyjeciu leku, poprzez receptory btonowe, natomiast dziatania na poziomie genomu
rozpoczynane s3 po zwigzaniu z receptorem cytoplazmatycznym (Buttgereit, 2002).
Efektami dzialania DEXA jest modulowanie syntezy cytokin prozapalnych (interleukiny-
1, interleukiny-6), czynnika martwicy nowotworéow alfa (TNF-a) a takze
cyklooksygenazy-2, syntazy tlenku azotu-2 czy czasteczek adhezji komorkowej poprzez
blokowanie NF-kB. Ostatecznie mechanizmy te powoduja hamowanie odpornosci
komorkowej, w ktorej posredniczg sktadowe uktadu biatokrwinkowego m.in. limfocyty,

makrofagi, monocyty, bazofile (Hardy 1 wsp., 2020).
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Tabela 1. Porownanie syntetycznych glikokortykosteroidow po podaniu doustnym
(Baid i Nieman, 20006).

Nama | Bolosomyokrs | Wateasta | iEens
poltrwania (godz.) dzialania dorostych (mg)
Deksametazon 36-54 25-50 0,5
Fludrokortyzon 18-36 15 0,005-0,2

Hydrokortyzon 8-12 1 20
Octan Kkortyzolu 8-12 0,8 25
Prednizolon 18-36 4 5
Prednizon 18-36 4 5

Ze wzgledu na swoje wilasciwosci DEXA jest powszechnie stosowany m.in.
W zapobieganiu wymiotom, podtrzymaniu cigzy, wyciszaniu silnych reakcji
alergicznych, w terapii zespolu ostrej ciezkiej niewydolnosci oddechowej, w terapii
chorob autoimmunizacyjnych, po zabiegach operacyjnych oraz podczas chemioterapii.
Ponadto jest wykorzystywany w leczeniu wstrzasow, atopowego zapalenia skory,
stwardnienia rozsianego i obrzgku moézgu (Johnson 1 wsp., 2023). Jednak zaréwno
krotkotrwate, jak 1 przewlekle stosowanie DEXA niesie za sobg wiele dziatan
niepozadanych. Dlugotrwate przyjmowanie moze prowadzi¢ do rozwoju za¢my, jaskry,
obnizenia odpornosci, cukrzycy, kwasicy metabolicznej, osteoporozy, zapalenia trzustki,
zahamowania wzrostu oraz wplywa¢ na zaburzenia nastroju, deprywacje snu, rozwdj

depresji i1 anoreksji (Warrington 1 Bostwick, 2006).

W badaniach in vitro wykazano, ze 3 dniowe traktowanie DEXA (5 uM) pierwotnych
neuronéw hipokampalnych moze promowac ich degeneracje poprzez wzrost ekspresji
biatek prozapalnych (NLRP-1, kaspazy-1, interleukiny-1P) 1 obnizenie ekspresji GR
(Zhang 1 wsp., 2017). Ponadto wykazano, ze juz prenatalna ekspozycja na DEXA moze
wptywaé¢ na upo$ledzenie rozwoju kory mozgowe] oraz zmniejszenie ztozonosci
neuronéw w korze przedczolowej 1 zakrecie zgbatym hipokampa (Tsiarli 1 wsp., 2017).
Wykazano takze, ze traktowanie DEXA osobnikow we wczesnym okresie zycia
powoduje zmiany plastycznosci synaptycznej w hipokampie 1 zaktoca konsolidacje
pamieci (Lin 1 wsp., 2006; Wang 1 wsp., 2010). Jednak, nie wszystkie badania

potwierdzaja negatywne skutki dziatania, niektére z prac wykazuja, ze w zalezno$ci od
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wieku, pojedyncza 0,5 mg dawka DEXA po urodzeniu moze powodowac wzrost gestosci
dendrytycznej, zwigkszac przezywalno$¢ 1 neurogeneze w zakrecie zgbatym (Tsai 1 wsp.,
2016). Z kolei badania na myszach dorostych wykazuja, ze podanie 50 mg DEXA
zmniejsza nabywanie pamigci awersyjnej w warunkowaniu strach na kontekst, zmniejsza
zdolnosci poznawcze poprzez obnizenie aktywnosci neuronéw (dos Santos i wsp., 2019).
Co wigcej, 8 tygodniowe traktowanie DEXA samic szczuréw zwigksza zachowania
depresyjne (Mori 1 wsp., 2022). Negatywny wptyw DEXA na funkcjonowanie calego
organizmu, w tym moézgu poréwnywane sg do skutkow dlugotrwalego stresu. Dlatego
w badaniach in vivo, traktowanie DEXA stosuje si¢ jako model przewlektego stresu (Mori

1 wsp., 2022).

3.6. Hipokamp

Hipokamp jest strukturg mézgu nalezaca do uktadu limbicznego. Odgrywa istotng
role¢ w zapamigtywaniu, uczeniu si¢ 1 nawigacji przestrzennej. Nalezy do najbardziej
plastycznych obszarow mozgu. Pojecie ,,hipokamp” wywodzi si¢ z greckiego stowa
hippocampus oznaczajacego konika morskiego 1 odnosi si¢ do charakterystycznej
budowy tej struktury mozgowia. Pod wzgledem morfologicznym, hipokamp mozemy
podzieli¢ na 3 czegsci: glowe, tutdow 1 ogon, przy czym glowa hipokampu jest odcinkiem
rozszerzonym, natomiast ogon — cienkim 1 zakrzywionym (Fogwe, 2023). Ludzki
hipokamp potozony jest w przysrodkowym ptacie skroniowym, natomiast hipokamp
gryzoni lezy pod korg nowa (Knierim, 2015). Histologicznie mozemy, rowniez podzieli¢
hipokamp na obszary Cornu Ammonis 1-3 (CA1-3) oraz zakrgt zebaty, gdzie aktywnie
zachodzi neurogeneza rowniez u osobnikow dorostych (Fogwe i wsp., 2023). Obszar
CA1 odgrywa istotng role w dopasowywaniu informacji uzyskanych z CA3 1 zawiera
gléwnie neurony piramidowe. CA2 jest to maty obszar hipokampu znajdujacy si¢ miedzy
CA1l 1 CA3. Charakteryzuje si¢ stosunkowo wysoka odpornoscig na uszkodzenia
spowodowane urazami, stabilnos$cig plastyczno$ci synaptycznej (Zhao 1 wsp., 2007)
1 sprawuje istotng funkcj¢ w tworzeniu pamieci socjalnej (Hitti 1 Siegelbaum, 2014).
Obszar CA3, rowniez bogaty w komorki piramidalne, jest niezwykle wazny w funkcji
kodowania, przechowywania i1 odzyskiwania pamig¢ci (Senzai, 2019). Ze wzgledu na
sasiadujagce polozenie z cialem migdatlowatym odgrywa roéwniez istotng rolg

w przywotywaniu i regulowaniu pami¢ci emocjonalnej (Schumacher i wsp., 2018).
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Hipokamp wykazuje zdolnos$ci do tworzenia nowych neurondéw oraz plastycznosci
synaptycznej, stanowigc najbardziej plastyczng strukture moézgu. Proces neurogenezy jest
silnie regulowany przez czynniki srodowiskowe (dtugotrwaly stres, aktywnosci fizyczna,
dieta) 1 wewngtrzkomoérkowe (m.in. czynniki neurotroficzne, neuroprzekazniki)
(Jurkowski 1 wsp., 2020). Mechanizm ten moze by¢ indukowany poprzez aktywnos¢
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), czynnika wzrostu fibroblastow-2

(FGF-2), czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF), jak rowniez BDNF.

3.6.1. Neuroprotekcyjne szlaki sygnalowe w hipokampie

Do biatek wywierajacych dziatanie ochronne i1 regeneracyjne poprzez stymulacje
proliferacji, r6znicowania, wzrostu, prawidlowego funkcjonowania 1 przezycia komorek
neuronalnych naleza neurotrofiny. Bialka te sg wydzielane przez wiele typow komorek,
takich jak nerwowe komorki macierzyste, neurony, oligodendrocyty, astrocyty
1 mikroglej. Do rodziny neurotrofin nalezg neurotrofina 3, rzgskowy czynnik
neurotroficzny, neurotroficzny czynnik pochodzenia glejowego, czynnik wzrostu
nerwow oraz BDNF (Huang 1 Reichardt, 2001; Lu 1 wsp., 2003; Shirazi i wsp., 2015;
Traiffort 1 wsp., 2020).

BDNF jest jednym z najlepiej zbadanych i doktadnie opisanych neurotrofin.
Glownym obszarem, w ktorym jest rozpowszechniony, jest centralny uktad nerwowy.
Cho¢ rowniez obecny jest w komodrkach nieneuronalnych, takich jak kardiomiocyty
(L1 1 wsp., 2022), miocyty migsni szkieletowych (Ahuja 1 wsp., 2022), nabtonek
pecherzykowaty ptuc (Paris 1 wsp., 2020), leukocyty (Anders 1 wsp., 2020) 1 ptytki krwi
(Amadio 1 wsp., 2017). W centralnym uktadzie nerwowym, BDNF najczesciej
obserwowany jest w strukturach takich jak hipokamp oraz kora mozgowa. Dodatkowo,
stwierdza si¢ jego obecno$¢ w prazkowiu, mézdzku oraz polu brzusznym nakrywki
(Conner i wsp., 1997). Sciezki sygnalowe zwiazane z BDNF reguluja wiele
mechanizmow wewnatrzkomorkowych umozliwiajacych regulacje proliferacji, indukcje
przezycia 1 réznicowanie neurondw w hipokampie (Baptista 1 Irade, 2018). Ponadto
zaangazowane s3 w rozw0j dendrytow, formowanie synaps, plastycznos¢ synaptyczng

oraz regulowanie apoptozy (Miria i wsp., 2019; Sonoyama 1 wsp., 2020).

Z uwagi na zdolnos¢ BDNF do przekraczania BBB, sugeruje si¢, ze jego stgzenie

w osoczu koreluje z jego stezeniem w mozgowiu (Hyman i wsp., 1994). Wykazano, ze
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wzrost poziomu BDNF poprawia pamig¢ 1 zdolno$¢ przestrzennego uczenia si¢
(Mu 1 wsp., 1999; Quesseveur i wsp., 2013). Obnizony poziom BDNF obserwowany jest
w zaburzeniach psychicznych takich jak depresja, w chorobach neurodegeneracyjnych
(Azman i Zakaria, 2022; Shimizu 1 wsp., 2003), jak rOwniez zwigzany jest z obnizeniem
objetosci hipokampa (Fujii 1 wsp., 2022). Ponadto, uwaza si¢, ze BDNF wywiera
dzialanie antydepresyjne w korze przedczotowej i hipokampie (Deyama 1 Kaneda, 2020;
Shirayama 1 wsp., 2002). Co wigcej, odgrywa neuroprotekcyjng role w chorobie
Alzheimera, chorobie Huntingtona, chorobie Parkinsona, stwardnieniu zanikowym
bocznym i chorobach neurologicznych takich jak stwardnienie rozsiane oraz udar (Allen

1wsp., 2013; Lee 1 wsp., 2012; Liu 1 wsp., 2020).

BDNF syntetyzowany jest ze swojej formy prekursorowej (pre-proBDNF)
na poziomie retikulum endoplazmatycznego a nastgpnie przeksztalcony do proBDNF.
ProBDNF moze indukowaé procesy apoptotyczne i zmniejsza¢ kolce dendrytyczne.
Za posrednictwem receptora p7SNTR zakotwiczonego w btonie komorkowej, proBDNF
moze promowac apoptoze komorek, ale rowniez ich przezycie 1 r6znicowanie (Ahmad
1 wsp., 2014). Ponadto proBDNF moze zosta¢ przeksztalcony do formy dojrzatej
(mBDNF) przez endoproteazy subtylizyno-keksynowe w sieci frans aparatu Golgiego.
mBDNF moze roéwniez powstawaé przez reakcje z udziatem proBDNF katalizowang
przez konwertazy w pecherzykach wewnatrzkomoérkowych lub pozakomorkowo przez
plazming 1 metaloproteazy macierzy. mBDNF poprzez wigzanie si¢ z receptorem kinazy
tropomiozyny B (TrkB) podlega dimeryzacji i autofosforyzacji. W wyniku tego procesu
promuje szlaki wewnatrzkomorkowe. Poprzez powstawanie kompleksow pTrkB (Rycina

3.):

e 7z kinazg 3-fosfoinozytydu (PI3K) 1 Akt promuje przezycie neuronow;

e 7z kinaza bialkowg aktywowang mitogenem (MAPK) 1 kinazami biatkowymi
regulowanymi pozakomoérkowo (ERK) wptywa na wzrost neuronow;

e 7 fosfolipazg C-gamma (PLCy) 1 kinaza biatkowa zalezng od wapnia (CaMK)
promuje plastyczno$§¢ synaptyczng, ale roéwniez poprzez indukcje biatka
wigzacego element odpowiedzi cAMP (CREB), wspiera neurogeneze

1 réznicowanie si¢ komorek (Schiro i wsp. 2022).

Poziom proBDNF i mBDNF moze si¢ r6zni¢ w poszczeg6lnych strukturach mézgu

1 zmienia¢ w przebiegu ontogenezy. W czasie rozwoju obserwowany jest podwyzszony
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poziom proBDNF, natomiast w okresie dojrzatosci to mBDNF sprzyja neuroprotekcji
1 plastycznosci synaptycznej (Je 1 wsp., 2012; Rauskolb 1 wsp., 2010; Yeh 1 wsp., 2012).
Neuroprotekcyjny wptyw BDNF zwigzany jest z aktywacja szlaku TrkB/MAPK/ERK
oraz TrkB/IP3K/Akt prowadzac do hamowania mechanizméw proapoptotycznych

oraz uszkodzen zwigzanych ze stresem oksydacyjnym (Numakawa i wsp. 2010).
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Rycina 3. Schemat szlakow sygnatowych IGF-1, proBDNF i mBDNF w metabolizmie

neuronalnym. Skroty: IGF-1, insulinopodobny czynnik wzrostu-1; IGF-IR, receptor
kinazy tyrozynowej insulinopodobnego czynnika wzrostu-1; mBDNF, forma dojrzata
neurotroficznego czynnik  pochodzenia mozgowego,  proBDNF,  forma
pro- neurotroficznego czynnika pochodzenia mozgowego, TrkB, kinaza receptora
tropomiozyny B; p75NTR, receptor neurotrofiny p75; PI3K, kinaza 3-fosfoinozytydu,
ERK, kinaza biatkowa regulowana pozakomorkowo, PLCy, fosfolipaza C-gamma; Akt,
kinaza serynowo-treoninowa;, MAPK, kinaza biatkowa aktywowana mitogenem, CaMK,
kinaza biatkowa zalezna od wapnia; CREB, biatko wigzqce element odpowiedzi cAMP;
JNK, kinaza biatka cJUN; RhoA, kinaza zwigzana z Rho; NF-kB, czynnik jgdrowy kappa
B. Opracowanie wlasne na podstawie Ge i wsp., 2022, Li i wsp., 2022.

Do bialek wptywajacych na aktywacje kaskady sygnalizacji mechanizmoéw
neuroprotekcyjnych nalezy rowniez insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1). Biatko
to zostalo odkryte w 1957 roku przez Salmona 1 Daughday’a (Salmon

1 Daughaday, 1957). Jest ono jednotancuchowym polipeptydem o masie czasteczkowe;j
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7,6 kDa, skladajacym si¢ z 70 aminokwasOw potaczonych trzema parami wigzan
disiarczkowych. IGF-1 syntetyzowany jest w watrobie w odpowiedzi na wydzielany
hormon wzrostu przez przysadk¢ mozgowa. Biatko to moze by¢ rowniez syntetyzowane
lokalnie, np. w osrodkowym uktadzie nerwowym, szczegblnie w korze mozgowej,
podwzgdrzu, hipokampie i m6zdzku (Nishijima i wsp., 2010; Yuan i wsp., 2021). Poziom
tego bialka osigga maksimum w okresie okotoporodowym i maleje w trakcie Zycia.
Jednakze IGF-1 moze by¢ utrzymywany na staltym poziomie w obszarach moézgu

zwigzanych z ciagla odnowg i przebudowg (Bondy 1 wsp., 1992).

Stwierdzono, ze IGF-1 wykazuje dziatanie plejotropowe we wszystkich rodzajach
komorek nerwowych (neurony, astrocyty, oligodendrocyty). Wptywa migdzy innymi
na ich proliferacje, promuje dojrzewanie i1 mielinizacj¢ (Aghanoori i wsp., 2022;
Chattopadhyay 1 Shubayev, 2009). IGF-1, jako istoty czynnik neurotroficzny, wpltywa
roOwniez na neuroplastycznos¢, metabolizm i regeneracj¢ neuronéw w odpowiedzi zmiany
zachodzace w OUN w procesie uczenia i tworzenia pamigci (Bianchi 1 wsp., 2017; Dyer

1 wsp., 2016).

Poczatkowo IGF-1, zarbwno w krwioobiegu jak i1 w tkankach, wigze si¢
z wlasnym biatkiem wigzacym (IGFBP). Nastepnie taczy si¢ ze specyficznym receptorem
kinazy tyrozynowej (IGF-1R), ale rGwniez moze wigzac¢ si¢ z receptorem insulinowym.
Nastepstwem tego jest aktywacja szlakéw Ras/Raf/MAPK oraz PI3K/Akt/mTOR,
przyczyniajacych si¢ do przezycia neurondw 1 poprawy ich funkcjonowania. Poprzez
aktywowanie szlaku PI3K/Akt, IGF-1 moze regulowa¢ neuronalne mechanizmy
ochronne przed apoptoza indukowang stresem oksydacyjnym (Hallak i wsp., 2001)
(Rycina 3.). Uwaza sig, ze obnizenie poziomu tego biatka moze skutkowaé zwigkszong
odpornoscia na stres oksydacyjny 1 tagodnej dysfunkcji mitochondridow,

co moze prowadzi¢ do hormezy (Troulinaki 1 Bano, 2012).

3.6.2. Wplyw glikokortykosteroidow na hipokamp

Podczas przewlektego stresu dochodzi do nadaktywnosci osi PPN 1 hipersekrecji GK.
Proces ten ma szkodliwy wplyw na funkcje wukladu immunologicznego,
sercowo-naczyniowego, funkcje metaboliczne 1 neuronalne (Janssen, 2022;
de Kloet 1 wsp., 2008; de Kloet i wsp., 2005). Wykazano, ze przewlekly stres moze

powodowac nasilenie utraty neurondéw i rozwdj wtornej neurodegeneracji (Jones 1 wsp.,
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2015). Ponadto stwierdzono, ze diugotrwaty stres powoduje obnizenie objetosci
hipokampa (Rahman 1 wsp., 2016). Hipokamp jako kluczowy element regulacji reakcji
stresowej, jest szczegOlnie narazony na uszkodzenia. Podwyzszona aktywnos¢
receptorow GR 1 MR hamuje uwalnianie GK a w nastgpstwie powoduje zaburzenia
funkcjonowania hipokampa 1 deregulacje osi PPN (Levone i wsp., 2015). MR i GR
regulujg wiele procesOw zwigzanych z réoznicowaniem 1 pobudliwoscig neuronow, a takze
regulujg reaktywno$¢ behawioralng, nastr6j oraz funkcje poznawcze. MR niezbedny jest
W procesie oceny 1 przywracania pamigci, aktywowany jest podczas wczesnej fazy stresu,
natomiast aktywacja GR kluczowa jest w konsolidacji pamigci i1 adaptacji behawioralnej

(Koning 1 wsp., 2019).

Wykazano, ze aktywno$¢ receptorow GR 1 MR jest powigzana z podatnoscig
na zaburzenia 1 choroby zwigzane ze stresem takie jak depresja i zespot stresu
pourazowego (Tertil 1 wsp., 2018). Ponadto sugeruje si¢, ze przewlekta ekspozycja
na GK znaczaco zmniejsza objetos¢ hipokampa oraz obniza jego neurogeneze i
plastyczno$¢ synaptyczng w hipokampie (Schoenfeld i wsp., 2017). Co wiecej, powoduje
obnizenie przezywalnosci juz wyksztalttowanych neurondéw oraz istotnie zmniejsza
objetos¢ zakretu zgbatego hipokampu, a zmiany te sg skorelowane z uposledzeniem
funkcji poznawczych (Naninck i1 wsp., 2015). W warunkach przewlektego stresu
znacznemu obnizeniu ulega poziom BDNF, ktory jest istotnym elementem regulacji
funkcji poznawczych 1 prawidlowego funkcjonowania centralnego uktadu nerwowego.
Wykazano, ze stres moze przyczyni¢ si¢ do zaburzen behawioralnych, takich jak
zachowania lgkowe 1 depresyjne, zardwno u ludzi, jak 1 u zwierzat (Azarfarin 1 wsp.,
2018; Garcia-Bueno 1 wsp., 2008). Potwierdzono, ze dlugotrwaly stres skutkuje
modyfikacjami w strukturze mézgu gryzoni. Nadmierna ekspozycja na stresory powoduje
zmniejszenie neurogenezy w zakrecie zg¢batym hipokampu, retrakcje dendrytow
w neuronach hipokampalnych w regionie CA3 (Schoenfeld 1 wsp., 2017) oraz przerost
neuronéw w ciele migdatowatym (Eili 1 wsp., 2012). Ponadto begdac czescig brzusznej
petli prazkowia, hipokamp moze oddzialywa¢ na zachowania motoryczne (Molnar,
2011). Podejrzewa sig, ze obnizenie objetosci hipokampa moze by¢ wynikiem interakcji
tej struktury z podwzgdrzem, co potencjalnie wptywa na uwalnianie ACTH. Wskutek

tego w atrofii hipokampa stwierdza si¢ wzrost poziomu GK (Koehl i Abrous, 2011).
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Obnizenie objetosci hipokampa jest charakterystyczne dla niektorych choréb
neurodegeneracyjnych 1 psychicznych.  Nieswoistym markerem  procesow
neurodegeneracyjnych 1 biomarkerem uszkodzenia aksondéw jest bialko tancucha

lekkiego neurofilamentu (NFL) oznaczane w osoczu 1 pltynie mézgowo-rdzeniowym.

NFL jest jedna z izoform neurofilamentu, heteropolimeru specyficznego dla
dojrzalych neurondw. W zaleznosci od masy czasteczkowej, neurofilamenty sg
klasyfikowane na trzy kategorie: lekkie (NFL) o masie 68 kilodaltonow (kDa), $rednie
(NFM) o masie 150 kDa oraz cigzkie (NFH) o masie 190-210 kDa. NFL jest istotng
sktadowa cytoszkieletu. Tworzy rdzen struktury i dimeryzuje z NFH, badz NFM, co
prowadzi do powstania tetramerow, protofilamentow 1 ostatecznie wtokien o $rednicy

okoto 10 nm (Khalil 1 wsp., 2018; Lee 1 wsp., 1993).

Neurofilamenty znajduja si¢ gldéwnie w zmielinizowanych aksonach i odgrywaja
wazng role w ich utrzymaniu, wsparciu wzrostu i przekazywania impulsoéw elektrycznych
(Yuan 1 wsp., 2017). NFL jest najbardziej rozpowszechniong izoformg i dobrze
rozpuszczalng w plynach biologicznych. W wyniku uszkodzenia lub zwyrodnienia
aksonow, poziom NFL wzrasta, najpierw w ptynie mézgowo-rdzeniowym, a nastepnie
we krwi (Coppens 1 wsp., 2023; Gaetani 1 wsp., 2019). Marker ten jest czesto stosowany
w celu diagnostycznych stanow neurodegeneracyjnych (choroba Parkinsona, choroba
Alzheimera), stwardnieniu rozsianym, udaru czy urazowym uszkodzeniu mozgu (Gaetani

1 wsp., 2019).

3.7. Mitochondria

Okoto 1,5 miliarda lat temu doszlo do zespolenia komorek, w ktorym archeowg
bakteri¢ wchlongta komorka gospodarza. W wyniku tego wydarzenia archeowg bakterie
poddano ewolucyjnemu procesowi przeksztalcenia w organellum komoérkowe

(Dyall i wsp., 2004).

Struktury te, okreslane mianem ,elektrowni” komoérkowych, zbudowane sg
z podwojnej btony oraz przestrzeni mi¢dzybtonowej. Zewnetrzna btona mitochondrialna
peini rolg w oddzielaniu wnetrza mitochondrium od cytozolu, umozliwiajac przeptyw
matych czasteczek, podczas gdy wewngtrzna btona mitochondrialna zawiera biatka
zaangazowane w syntez¢ ATP i tworzy grzebienie (cristae) zwigkszajace powierzchnig

dla procesow metabolicznych (Chan, 2020). Co wigcej, mitochondria sg jedynymi
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organellami komoérkowymi zawierajacymi wilasny genom. Geny mitochondrialnego
DNA (mtDNA) koduja m.in. 13 biatek istotnych dla tancucha oddechowego, procesu
kluczowego w mitochondrialnym metabolizmie energetycznym (Wallace, 2015).
Organelle te sg niezwykle dynamiczne pod wzgledem fuzji, rozszczepiania, a takze
mitofagii. W procesy te sg zaangazowane mechanizmy zaréwno fizjologiczne jak
1 regulacje metaboliczne komorki m.in. homeostaza wapnia, apoptoza, autofagia, czy

sygnalizacja redoks (Tilokani i wsp., 2018).

Markerem biologicznym biogenezy mitochondriow 1 istotnym regulatorem ich
zdolnosci oksydacyjnej jest koaktywator receptora y aktywowanego przez proliferator
peroksysomow la (PGC-1 a). Pod wplywem fosforylacji PGC-1 a, 5' kinaza biatkowa
aktywowana monofosforanem adenozyny (AMPK) powoduje jego aktywacje,
w nastepstwie, czego prowadzi do koaktywacji jadrowego czynnika oddechowego 112
NRF1/NRF2, receptora estrogenowego i receptora aktywowanego przez proliferator
peroksysomow y (PPARY) (Halling i Pilegaard, 2020). Aktywacja wyzej wymienionych
biatek, powoduje ekspresj¢ genow mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego A,
transkrypcji 1 translacji mDNA. Nastepnym etapem jest promowanie ekspresji genow
kompleksow mitochondrialnych za posrednictwem szlaku PGC-1a-NRF-1/2, czego
rezultatem jest aktywacja fosforylacji oksydacyjnej (Taherzadeh-Fard i wsp., 2011).
Wykazano, ze wyciszenie PGC-la powoduje istotny spadek mitochondriow
dendrytycznych oraz zmniejszenie liczby kolcow dendrytycznych 1 synaps w hipokampie
(Cheng 1 wsp., 2012). Co wigcej w neuronach embrionalnych, jak réwniez
w  wyksztalconym moézgu, PGC-la odgrywa kluczowa funkcje w tworzeniu,

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

Mitochondria sg niezbgdne dla zycia komorki, jej aktywnosci, adaptacji 1 tolerancji
na czynniki srodowiskowe. Mimo, iz masa ludzkiego mdzgu stanowi okoto 2% masy
ciala to szacuje si¢, ze jest on organem odpowiadajacym za 20% catkowitego wydatku
energetycznego (Clark 1 Sokoloff, 1999). 70-80% zuzywanej energii
jest wykorzystywana przez neurony, natomiast pozostata cz¢s$¢ przez komorki glejowe
(astrocyty, oligodendrocyty 1 mikroglej) (Camandola i Mattson, 2017; Hyder i wsp.,
2013). Adenozyno trojfosforan (ATP), wytwarzany przez mitochondria jest niezbedny do
dostarczenia energii 1 ostatecznie prawidlowego funkcjonowania, wzrostu i regeneracji

neuronoéw. Jako najbardziej energochtonne komorki organizmu, neurony sg niezwykle
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wrazliwe na defekty bioenergetyczne (Cheng 1 wsp., 2022), ktore istotnie przyczyniajg

si¢ do pogorszenia funkcji poznawczych (Yin 1 wsp., 2016).

3.7.1. Metabolizm i bioenergetyka neuronow

Jako poétautonomiczne organelle, mitochondria sg bardzo wydajne pod wzgledem
zdolnosci wykorzystywania tlenu, glukozy 1 pirogronianiu, do generowania energii
komorkowej w postaci ATP. Procesy bioenergetyczne neurondw opierajg si¢ wylacznie
na metabolizmie tlenowym, a ich gtéwnym substratem energetycznym jest glukoza.
W mozgu jest ona prawie catkowicie utleniana do dwutlenku wegla 1 wody poprzez droge
glikolizy 1 cykl kwasow trikarboksylowych (cykl kwasu cytrynowego, cykl Krebsa;
CKT). W efekcie wymienionych procesow z jednej czasteczki glukozy moze powstac¢ od

32 do 38 czasteczek ATP (Allaman 1 Magistretti, 2013) (Rycina 4.).

Specyficzne  rozmieszczenie  biatka  transportujacego  mleczan  (MCT)
oraz wlasciwosci metabolicznych astrocytéw 1 neurondéw stworzyly podstawy
do sformutowania hipotezy, iz mleczan moze by¢ transportowany migdzy tymi
komorkami celem wsparcia metabolizmu neuronalnego (Pellerin i wsp., 1998). Jednakze
wyrazne dowody na role mleczanu w procesach metabolicznych in vivo pojawily si¢
dopiero na przetomie XX 1 XXI wieku (Bouzier i wsp., 2000; Wyss i wsp., 2011). Badania
in vitro wykazuja, ze preferowanym substratem energetycznym neurondow jest mleczan,
przy rownoczesnym dostarczaniu z glukoza (Itoh 1 wsp., 2003). Pirogronian moze zosta¢
przeksztalcony do mleczanu poprzez dehydrogenaze mleczanowa (LDH) lub zosta¢

pobrany przez komorke 1 wigczony do dalszych procesow metabolicznych.

Pirogronian pod wptywem dehydrogenazy pirogronianowej zostaje przeksztatcony
do acetylo-koenzymu A (CoA) i jest wilaczony do CKT (Rigoulet i wsp., 2020).
Cytozolowy szlak glikolityczny, mitochondrialny CKT oraz fosforylacja oksydacyjna
stanowig trzy gléwne komponenty energetycznego metabolizmu komoérkowego.
Jednakze wigkszo$§¢ ATP zuzywanego przez neurony powstaje dzigki dwom ostatnim

procesom metabolicznym zachodzacym w mitochondriach.

Pierwszym reakcja mitochondrialnego metabolizmu energetycznego jest
przeniesienie grupy acetylowej CoA do szczawiooctanu, katalizowane przez syntaze
cytrynianowg (CS), tworzac cytrynian. CS jest kluczowym enzymem w regulacji

produkcji energii poprzez metabolizm mitochondrialny, jak réwniez enzym ten istotnie
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ogranicza  szybko$¢  zachodzacych  reakcji w  CKT.  Aktywno$s¢ CS
w przeksztatcaniu acetylo-CoA 1 szczawiooctanu do cytrynianiu jest stosowana, jako
biomarker zawartos$ci 1 funkcji mitochondriow (Jacobs i wsp., 2013; Larsen i wsp., 2012).
Nastegpnie, w wyniku szeregu reakcji enzymatycznych cytrynian zostaje przeksztalcony

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

Istotnymi produktami syntetyzowanymi na drodze CKT sa NADH i FADH: (Rycina
4.). Koenzymy te moga dostarcza¢ elektrony do odpowiednich komplekséw tancucha
transportu  elektrondow.  Mitochondrialny  tancuch  oddechowy sklada  si¢
z czterech kompleksoéw biatkowych osadzonych w wewngtrznej btonie mitochondrialnej,
ktorych zadaniem jest utlenianie NADH 1 FADH»>. Funkcjag kompleksu I
(oksydoreduktaza NADH — CoQ) i II (reduktaza bursztynian — CoQ) jest dostarczenie
elektronow do ubichinonu. Nast¢gpnie CoQ przekazuje elektrony do kompleksu III
(oksydoreduktaza CoQ — cytochrom c (cyt c), ktory przekazuje je do cytochromu c.
Kolejnym etapem jest przeniesienie elektronow przez zredukowany cytochrom c do
kompleksu IV (oksydaza cyt c; COX), ktéry ostatecznie przekazuje elektrony do tlenu
czasteczkowego (Rycina 4.) (Sousa 1 wsp., 2018). Ostatnim etapem fosforylacji
oksydacyjnej, jest kompleks V (syntaza ATP), ktory syntetyzuje adenozynodifosforan
(ADP) do ATP, wykorzystujac energi¢ dostarczong z elektrochemicznego gradientu
protonow (Rodwell 1 wsp., 2018) (Rycina 4.).
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Rycina 4. Komorkowy metabolizm energetyczny. Skroty: GLUT, transporter glukozy,
MCT, biatko transportujgce mleczan; NAD™*, forma utleniona dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego, NADH, dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, MPC,
biatko transportowe translokazy pirogronianowej;, PDH, kompleks dehydrogenazy
pirogronianowej;, CoA, acetylo-koenzym A; FADH?2, dinukleotyd flawinoadeninowy;
Cyt ¢, cytochrom c¢; LDH, kompleks dehydrogenazy mleczanowej. Rycina Biorender.com

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

W zaleznosci od czasu trwania oraz stezenia GK mogg wywiera¢ odmienne dzialanie
w neuronach. Fizjologiczne poziomy GK maja wplyw neuroprotekcyjny poprzez
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regulacje funkcji mitochondriow. Powoduja zwiekszong produkcje energii w efekcie
zwigkszonego zatrzymywania jondw wapnia 1 wzrostu potencjatu btonowego
w mitochondriach (Choi 1 Han, 2021). Natomiast postuluje si¢, ze wysokie poziomy GK

powoduja uszkodzenia mitochondriow 1 $§mier¢ komorki neuronalnej (Xu 1 wsp., 2019).

Stwierdza si¢, ze niedobory metabolizmu mitochondrialnego, ktore mogg by¢
obserwowane podczas wysokiego poziomu GK, moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju
hipometabolizmu 1 stresu oksydacyjnego. Wszelkie zmiany w metabolizmie glukozy
sprzyjaja deficytom metabolicznym w neuronach. Takie odchylenia w metabolizmie
moga wpltywac¢ na nieprawidtowe funkcjonowanie neuronow, ze wzgledu na wysokie

zapotrzebowanie energetyczne mozgu (Harris 1 wsp., 2012).

Naukowcy sugeruja, ze krotkotrwale leczenie DEXA, w sposob zalezny od
btonowego GR, powoduje obnizenie aktywnosci I 1 II kompleksu mitochondrialnego
fancucha oddechowego 1 zwigkszenie aktywnos$¢ kompleksu III. Natomiast przewlekte
stosowanie DEXA zwigzane z blonowa 1 cytozolowg aktywnoscia GR, powoduje
dodatkowo wzrost aktywnosci IV kompleksu tancucha oddechowego i1 jednoczesnie

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

3.7.2. Reaktywne formy tlenu i stres oksydacyjny

Reaktywne formy tlenu (RFT; ang. reactive oxygen species — ROS) okreslane sg jako
pochodne czasteczki tlenu o wysokiej reaktywnosci. Moga wystepowaé w formie
rodnikow posiadajacych jeden lub wigcej, niesparowanych elektronow na orbicie
zewngtrznej, aniondw lub czgsteczek zamknietopowtokowych. Do RFT nalezg m.in.:
rodnik hydroksylowy (“OH), rodnik ponadtlenkowy (O:"), tlen singletowy (1O2)
oraz nadtlenek wodoru (H203). Do gltéwnych endogennych zrodet powstawania RFT
migdzy innymi nalezg: mitochondrialny tancuch transportu elektronow, oksydazy
NADPH/NADH (NOX) i oksydaza ksantynowa (XO) (Kaczor 1 wsp., 2017) natomiast
pozostate zrédta obejmuja, siateczke sSrodplazmatyczng, peroksydazy (laktoperoksydaze,
mieloperoksydaze 1 peroksydaze eozynofilowg) i cyklooksygenazy (de Almeida 1 wsp.,
2022).

RFT w procesach fizjologicznych odgrywaja istotng role w sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej  posredniczac  w  proliferacji, rdznicowaniu, procesach

prozapalnych i apoptozie (Sies 1 wsp., 2022). Wysoki poziom RFT utrzymuje si¢
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w strukturach neurogennych moézgowia (hipokampie i opuszce wechowej), moga wiec
one petni¢ istotng funkcje w neurogenezie zardwno centralnego, jak 1 obwodowego
uktadu nerwowego (Dickinson 1 wsp., 2011; Stemple 1 Anderson, 1992).
Neurony wywodzace si¢ z korowych komorek progenitorowych, aktywnie syntetyzuja
RFT jednoczesnie wplywajac na ich morfologi¢ oraz determinujac czas neurogenezy
(Forsberg 1 wsp., 2013; Tsatmali 1 wsp., 2006). Ponadto RFT wytwarzane przez NOX
moduluja dynamike cytoszkieletu 1 przyczyniajg si¢ do wzrostu neuronalnych aksonow
hipokampu (Wilson 1 wsp., 2015). Losy komorek sg zasadniczo determinowane przez
poziom RFT oraz czas ich ekspozycji (Schieber i Chandel, 2014). Zauwaza si¢ jednak, ze
umiarkowanie zwiekszone poziomy RFT wptywaja na kontrole¢ ogodlnoustrojowych
mechanizmow adaptacyjnych, wspierajacych zdrowie organizmu. Proces ten okresla si¢

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

RFT cechuje wysoka reaktywnos$¢, przez co maja one zdolno$¢ do interakcji
z r6znymi makromolekutami. W wysokich ste¢zeniach powodujg peroksydacje lipidow,
uszkodzenia biatek 1 kwasow nukleinowych, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
smierci komoérki (Juan 1 wsp., 2021). Do najczg$ciej oznaczanych markerow stresu
oksydacyjnego nalezg produkty peroksydacji lipidow. Do markerow wolnorodnikowych
uszkodzen lipidow zalicza si¢ dialdehyd malonowy (MDA) 1 izoprostany, ale réwniez
4-hydroksynonenal (4-HNE). Rodnik hydroksylowy, najbardziej reaktywny, silnie
reaguje z wigkszoscig czasteczek organicznych powodujac uszkodzenia lipidow, biatek
1 kwasoéw nukleinowych. Proces peroksydacji lipidow zasadniczo przebiega w trzech
etapach: inicjacji, propagacji i terminacji. W wyniku wolnorodnikowego utlenienie
lipidéw — szczegolnie wielonienasyconych kwasow thuszczowych (PUFA) dochodzi do
powstania miedzy innymi rodnika lipidowego. Koncowymi produktami procesu
peroksydacji lipidow sa wodorotlenki lipidow, ktore wchodzac w kolejne reakcje
powoduja powstawanie aldehydéw takich jak MDA, 4-HNE, czy 8-izoprostany a wzrost
ich stezenia $wiadczy o wolnorodnikowym uszkodzeniu lipidéw (Ito 1 wsp., 2019). Atak
RFT prowadzi rowniez do uszkodzen biatek, kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA)
1 rybonukleinowego (RNA). Do powszechnie stosowanych  markerow
wolnorodnikowego uszkodzenia biatek migdzy innymi naleza: wzrost zawartosci grup
karbonylowych, spadek poziomu grup sulthydrylowych (-SH), wzrost stezenia
3-nitrotyrozyny, czy sulfotlenku metioniny (Kehm 1 wsp., 2021). Natomiast markerami

uszkodzen kwasu DNA jest migdzy innymi wzrost stezenia
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8-hydroksy-2-deoksyguanozyna, 8-okso-7,8-dihydro-2-deoksyguanozynai 8-okso-7,8
dihydroguanozyna (Guo 1 wsp., 2017). W przypadku RNA, uszkodzenia spowodowane
RFT s3a oznaczane poprzez wzrost stezenia 8-oksoguanozyna, 8-hydroksyadenina

1 5-hydroksycytozyna (Kong 1 wsp., 2008).

Zaburzenie réwnowagi pomiedzy produkcja RFT a zdolnoscig do ich usuwania
lub naprawa uszkodzen nimi spowodowanych okreslane jest mianem stresu
oksydacyjnego (Floh¢, 2020). Sprzyja on procesowi starzenia (Krisko i Radman, 2019)
1 rozwojowi wielu chorob (Bashan 1 wsp., 2009; Li 1 wsp., 2013). Liczne zaburzenia
kliniczne powigzano 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 moze sprzyja¢ rozwojowi nowotworow miedzy innymi ptuc, jelita

grubego 1 prostaty (Azad i wsp., 2008; Lim 1 wsp., 2005; Zeng 1 wsp., 2021).

Tkanka nerwowa, bogata w substraty ulegajace utlenieniu, podatna jest
na uszkodzenia wolnorodnikowe. Wynika to z wysokiego zapotrzebowania tkanki
na tlen, relatywnie wysokiej zasobno$ci katalitycznych metali przejsciowych
(miedzi — Cu oraz jonu zelazawego — Fe?*) i stosunkowo niskiej iloSci enzymow
przeciwutleniajacych (Halliwell, 1992; Halliwell ,1999). Utrzymanie niskiego poziomu
RFT umozliwia utrzymanie komoérek we wzglednej homeostazie (Valko 1 wsp., 2007).
Rownowaga ta wynika z aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych takich jak
cytoplazmatycznej 1 mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy
glutationowej (GPx), reduktazy glutationowej (GR), czy katalazy. Ponadto druga linia
obrony okreslana jako antyoksydanty (askorbinian, witamina E, karotenoidy, polifenole,
glutationu (GSH) 1 wiele innych) wspomaga utrzymanie RFT na odpowiednim poziomie

(Bouayed 1 Bohn, 2010).

Na poziomie mikroczgsteczkowym, jednym z kluczowych przeciwutleniaczy jest
GSH - endogenny tripeptyd zlozony z aminokwasow: kwasu glutaminowego, cysteiny
1 glicyny (y-Glu-Cys-Gly). Bierze on udzial w wielu funkcjach komoérkowych, w tym
odpowiedzi antyoksydacyjnej, regulacji redoks, detoksykacji ksenobiotykow,
metabolizmie zelaza, przekazywaniu sygnatu 1 ekspresji genow (Forman 1 wsp., 2009).
Zwiazek ten wystepuje w cytoplazmie, mitochondriach oraz jadrze komérkowym. Pelni

funkcje kofaktora enzymow antyoksydacyjnych, takich jak transferaza glutationowa,
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GPx 1 reduktaza glutationowa. Ponadto, stanowi on zasobnik niebiatkowych grup -SH
w komorkach, ktore odgrywaja istotng role¢ w utrzymaniu homeostazy stanu redoks.
Ponadto grupy -SH oddziatuja z grupami -SH bialek, co prowadzi do ich stabilizacji
oraz utrzymania prawidtowej struktury. Niektore badania sugeruja, ze stres oksydacyjny
lezy u podstaw uszkodzen strukturalnych hipokampu w rozwijajacym si¢ organizmie
(Abbah 1 wsp., 2022). Jednym z mechanizméw wynikajacych z dzialania GK,
jest rozregulowanie aktywno$ci mitochondriow 1 wynikajgca z niego komorkowa
akumulacja RTF. Wykazano, ze zwigkszony poziom GK jest zwigzany ze stresem
oksydacyjnym, a w  konsekwencji  rozwojem  zaburzen  psychicznych

1 neurodegeneracyjnych (Bhatt 1 wsp., 2020; Karnia 1 wsp., 2018).

3.8. Witamina D

Witamina D wystepuje w dwoch postaciach: cholekalcyferolu (D3) — wytwarzanego
przez zwierzgta 1 ergokalcyferolu (D2) — wytwarzanego przez ro$liny i1 grzyby. Formy te
roznig si¢ strukturalnie tancuchem bocznym, jednak nie roznig si¢ w aktywnosci
biologicznej. Witamina D3 jest wytwarzana pod wpltywem ekspozycji skéry na
promieniowanie UV B (290-315nm). Proces ten rozpoczyna si¢ w keratynocytach
naskorka, gdzie 7-dehydrocholesterol podlega fotoizomeryzacji tworzac tym samym

pre-witamin¢ D — cholekalcyferol (Ptominski 1 wsp., 2022).

Cholekalcyferol laczac si¢ z biatkiem wigzagcym witaming D (VDBP) jest
transportowany wraz z krwig do watroby. Pod wplywem CYP27A1, CYP2R11 CYP3A4
ulega tam hydroksylacji przy weglu C-25 do formy nieaktywnej biologicznie -
kalcyfediolu (25(OH)Ds). Nastepnie, pod wpltywem hydroksylazy CYP27B1, 25(OH)D3
jest hydroksylowana w pozycji C-1 do aktywnej formy — kalcytriolu (1,25(OH).D3)
(Rycina 5.). Proces ten zachodzi gtéwnie w nerkach, ale réwniez innych tkankach, takich
jak kosci, jelita, przytarczyce, serce, skora i mozg (Bikle, 2000; Eyles 1 wsp., 2005).
Aktywacja CYP27BI1 niezbednego do syntezy 1,25(OH):Ds, jest regulowana przez
parathormon (PTH) w odpowiedzi na niskie st¢zenia wapnia lub fosforu we krwi (Wacker
1 Holick, 2013). Za katabolizm witaminy D odpowiedzialny jest CYP24A1 powodujacy
hydroksylacje C-24 i przeksztatcenie do nieaktywnej formy 24,25(OH).Ds; (Bikle, 2000).
W  mechanizmach komorkowych, zaré6wno genomowych jak 1 niegenomowych,
1,25(0OH)2Ds bierze udziat wigzac si¢ z receptorem witaminy D (VDR) (Rycina 5.).
Receptor ten nalezy do nadrodziny receptorow jadrowych 1 jest zaleznym od liganda
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regulatorem transkrypcji (Cui 1 wsp., 2017). Receptor witaminy D (VDR) ulega ekspresji
w wielu tkankach organizmu w tym: jelitach, kosciach, nerkach, mig$niach
szkieletowych, skorze, ale rowniez komorkach nerwowych 1 glejowych (Gall 1 Székely,
2021). 1,25(OH):Ds3 przenika przez barier¢ krew-moézg 1 wigze si¢ w strukturach
mozgowia (m.in. kora mézgowa, ciatlo migdatowate, prazkowie, hipokamp) z VDR.
Kompleks VDR:ligand moze dotrze¢ do jadra komodrkowego tworzac heterodimer
z receptorem retinoidu X (RXR) modulujagc mechanizmy komoérkowe na poziomie
genomu (Seuter 1 wsp., 2016) wigzac si¢ z elementami odpowiedzi witaminy D (VDRE).
W hipokampie, VDR obecny jest w warstwach piramidalnych 1 ziarnistych, komdrkach
glejowych oraz w podpolach CA1-3, ale rowniez w zakrecie zgbatym (Eyles 1 wsp., 2005;
Lee 1 wsp., 2020; Liu 1 wsp., 2021; Priifer 1 wsp., 1999), gdzie moze podlega¢ wptywowi

wielu czynnikow.
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Rycina 5. Opis metabolizmu witaminy D oraz wewngtrzkomorkowy wplyw jej dzialania.
Skroty: VDRB, biatko wigzqce witaming D; VDR, receptor witaminy D; VDRE, element
odpowiedzi witaminy D; RXR, receptor retinoidu X; MARRS, biatko wigzgce steroidy o
szybkiej odpowiedzi zwigzanej z blong. Opracowanie witasne na podstawie Botelho i

wsp., 2020 oraz Dominguez i wsp., 2021.
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Do czynnikow modulujacych ekspresje VDR zalicza si¢ miedzy innymi hormony
peptydowe, steroidowe, czynniki wzrostu oraz czynniki zapalne (Kongsbak i wsp., 2013).
Witamina D bierze udziat rowniez w mechanizmach niegenomowych poprzez wigzanie
z biatkiem wigzacym steroidy o szybkiej odpowiedzi zwigzanej z btong (MARRS)
obecnym w btonie komodrkowej oraz obszarze okoto jadrowym. 1,25(OH).D3 wpltywa
wowczas na otwarcie kanatow wapniowych, szlaki sygnalowe aktywowane przez wapn.
Zauwazono rowniez zaleznos¢ z aktywacja niektorych kinaz m.in. z PI3K, p38MAPK,
kinazg biatkowg C (PKC) (Hii 1 Ferrante, 2016). Natomiast niegenomowy wplyw
witaminy D w mozgu prawdopodobnie przejawia si¢  w  procesach
wewnatrzkomorkowych, ale rowniez synaptycznych. Ponadto wptywa na pobudzanie
neuroprzekaznikdéw receptora N-metylo-D-asparaginianowego (NMDA) 1 kainianowego

(Bhattarai 1 wsp., 2017).

Istnieje wiele czynnikow, ktore moga prowadzi¢ do deficytu 25(OH)D3 we krwi.
Zalicza si¢ do nich miedzy innymi: czas ekspozycji na stonce, zamieszkiwang szerokos¢
geograficzng, wiek, ple¢, mase ciata, pigmentacje skéry, nawyki zywieniowe 1 styl zycia
(Holick, 2017; Pludowski i1 wsp., 2023). W badaniach przeprowadzonych przez
Pludowskiego 1 wsp. na 5775 ochotnikach wynika, ze 85% polskiego spoteczenstwa
ma powazne lub umiarkowane niedobory witaminy D (Pludowski 1 wsp., 2016;
Pludowski, 2023b). Inne doniesienia wskazuja, ze okoto 40% mieszkancoéw Europy ma
niedobory witaminy D, z czego 13% populacji niedobory znaczne (Cashman i wsp.,
2016). Jako cigzki niedobdr witaminy D definiuje si¢ poziom 25(OH)D3 ponizej 10 ng/ml
surowicy krwi, natomiast niedobdr okreslany jest miedzy 10-20 ng/ml. Poziom
niewystarczajacy to stezenie 20-30 ng/ml, a za optimum uznaje si¢ poziom migdzy 30-50
ng/ml. Toksyczno$¢ witaminy D wystepuje powyzej 100 ng/ml 25(OH)Ds (Rusinska
1 wsp., 2018) (Tabela 2.). Uwaza si¢, ze toksycznos¢ witaminy D zwigzana jest jedynie
z podaza doustng suplementow w wysokich dawkach lub stanami chorobowymi m.in.
sarkoidozg (Tebben 1 wsp., 2016). Natomiast nadmierna ekspozycja stoneczna nie
powoduje toksycznosci witaminy D, ze wzgledu na protekcyjne procesy regulacyjne.
Charakterystycznymi objawami hiperwitaminozy D sg hiperkalcemia oraz hiperkalciuria,
nudnosci, wymioty, bol brzuch, zapalenie trzustki, kamica nerkowa. Ponadto moga
wystgpi¢ rowniez: zwapnienie tkanek migkkich, aorty, arytmia serca czy miazdzyca
(Fraser, 2021). Co wigcej nieprawidtowo zwigkszone stezenie witaminy D w organizmie

zwigzane jest z wystgpieniem objawow neurologicznych, takich jak apatia, dezorientacja,
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drazliwos¢, pobudzenie, otepienie czy nawet $pigczka (Asif 1 Farooq, 2023). Niedawne

badania wykazaly, ze 4 dniowa suplementacja witaminy D o dawce 25 000IU/ kg

spowodowata obnizenie aktywnosci fal mézgowych u szczuréw (Lima i wsp., 2022).

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

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

Progi diagnostyczne okreslajace poziom witaminy D na postawie stezenia 25(OH)D w
surowicy (ng / ml) — Ing/ ml = 2,5 nmol/ 1

Toksyczny >100
Optymalny 30-50
Suboptymalny 20-30
Niedobér 10-20
Ciezki niedobér <10

Zalecane dawki dobowej suplementacji

Zalecane dawki dobowej suplementacji w
przypadku leczenia niedoboréw

Wiek Suplementacja Wiek Suplementacja
(IU/ dzien) (IU/ dzien)
0-6 miesiecy 400 0-12 miesiecy 2000
6-12 miesiecy 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
Cigza i laktacja 2000

Dziatanie witaminy D nie ogranicza si¢ jedynie do regulacji gospodarki

wapniowo-fosforanowej, lecz wykazuje plejotropowg aktywnos$¢ (Pludowski 1 wsp.,

2019). Ciezkie niedobory witaminy D skorelowane s3 z rozwojem wielu jednostek

chorobowych: tuszczycy, cukrzycy typu 11 2, stwardnienia rozsianego, reumatoidalnego

zapalenia stawow, gruzlicy, infekcji uktadu oddechowego 1 COVID-19. Wydaje si¢
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rowniez, ze moga mie¢ zwigzek z neuropsychiatrycznymi zaburzeniami takimi jak:
schizofrenia, depresja, jak rowniez chorobami neurodegeneracyjnymi takimi jak choroba
Alzheimera czy Parkinsona (Charoenngam 1 Holick, 2020). Lason i wspolautorzy
sugeruja, ze stosowanie witaminy D3 oraz stymulacja VDR mogg potencjalnie przyczynic¢
si¢ do neuroprotekcji w chorobach otgpiennych 1 neurodegeneracyjnych, takich jak
choroba Alzheimera czy choroba Parkinsona (Lason 1 wsp., 2023). Coraz wigcej badan
eksperymentalnych sugeruje rowniez kluczowa role witaminy D w rozwoju mozgu.
Uwaza si¢, ze moze ona mie¢ wplyw na modulowanie dlugosci aksondéw, synteze
neuroprzekaznikéw i1 neurotrofin oraz w efekcie wptywac¢ na funkcjonowanie moézgu
(Eyles, 2021). Niedawno przedstawiono wyniki badan zwigzanych z mechanizmami
epigenetycznymi regulacji genow w rozwijajacym si¢ mozgu, w ktorych niedobory
witaminy D zwigkszaja ryzyko stanu przedrzucawkowego oraz rozwoju schizofrenii

u potomstwa (Ali 1 wsp., 2019; Aparecida Nedel Pertile 1 wsp., 2022).

W ostatnich latach intensywnie badany jest temat witaminy D jako jednego
z gtownych neurosteroidow biorgcych udzial w neurogenezie 1 nauroplastyczno$ci
w dorostym mozgu. Wyniki badan wykazuja, ze suplementacja kalcytrionem ma wplyw
na wzrost poziomu BDNF w hipokampie szczurow i tagodzi zaburzenia poznawcze
(Abdollahzadeh 1 wsp., 2022). W innych badaniach wykazano, ze suplementacja
witaminy D3 fagodzi deficyty pamieci wywotane wiekiem 1 powoduje wzrost ekspresji
czynnika wzrostu nerwow (NGF) 1 BDNF w hipokampie (Bayat i wsp., 2021). Wydaje
sig, ze witamina D jest waznym elementem w procesach ontogenezy moézgu, poprzez
regulacje czynnikdw neurotroficznych. Tym bardziej uwazam za istotne okreslenie
wptywu suplementacji witaming D3 podczas przewlektego leczenia DEXA
1 przewleklego narazenia na zimno na neurogenez¢, mitochondrialny metabolizm
energetyczny oraz poziom bialek zaangazowanych w aktywnos$¢ szlaku sygnalizacyjnego

Akt za posrednictwem BDNF w szczurzym hipokampie.
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4. Cel badan
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Celem badan byta:

Ocena wplywu suplementacji witaming D3 na zawarto$¢ receptorow
glikokortykoidowych, mineralokortykoidowych 1 receptora witaminy D
w szczurzym hipokampie podczas diugotrwatej ekspozycji na dziatanie

glikokortykosteroidow.

Okreslenie wplywu suplementacji witaming D3 na zawarto$¢ bialek biorgcych
udziat w sygnalizacji komorkowej 1 markeréw stresu oksydacyjnego
w  hipokampie = szczurow = w  trakcie = dlugotrwalego  dzialania

glikokortykosteroidow.

Ocena wptywu suplementacji witaming D3 na aktywno$¢ 1 zawartos¢ wybranych
biatek mitochondrialnego metabolizmu energetycznego w szczurzym hipokampie

podczas dlugotrwatej ekspozycji na dziatanie glikokortykosteroidow.



5. Hipotezy
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Suplementacja witaming D3 spowoduje zmiany na poziomie receptorow
glikokortykoidowych, mineralokortykoidowych 1 receptora witaminy D
w  szczurzym  hipokampie @ w  trakcie  dlugotrwalej  ekspozycji

na dziatanie glikokortykosteroidow.

Suplementacja witaming D3 spowoduje wzrost poziomu biatek o charakterze
neuroprotekcyjnym 1 obnizy poziom markerow stresu oksydacyjnego

w hipokampie szczuréw podczas dlugotrwatego dziatania glikokortykosteroidow.

Suplementacja witaming D3 wptynie ochronnie na aktywno$¢ i1 zawartos$¢
wybranych biatek mitochondrialnego metabolizmu energetycznego w szczurzym

hipokampie podczas dlugotrwatej ekspozycji na dziatanie glikokortykosteroidow.



6. Publikacje naukowe

6.1. Artykul 1

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

Mateusz Jakub Karnia, Daria Korewo, Dorota Myslinska,
Ziemowit Maciej Ciepielewski, Monika Puchalska, Klaudia Konieczna-Wolska,

Konrad Kowalski, Jan Jacek Kaczor

NUTRIENTS
2021, VOL.13, NO. 13(3):936
https://doi.org/10.3390/nu13030936

W tej pracy cytowany jako (Karnia i wsp., 2021)
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Omowienie I artykulu

W pracy zatytulowanej ,,The Positive Impact of Vitamin D on Glucocorticoids-
dependent Skeletal Muscle Atrophy” (podrozdziat 7.1.) gléwnym celem byta ocena
zdolnosci witaminy D w hamowaniu atrofii migsniowej szczurow wywotanej dtugotrwatg
ekspozycja na dzialanie glikokortykosteroidow (GK). Badania zostaty przeprowadzone
w dwoch modelach: przewleklego podawania syntetycznych GK w formie iniekcji
dootrzewnowe] — deksametazonu (DEXA) oraz aktywowanie osi podwzgoérze —
przysadka — nadnercza (PPN) poprzez systematyczne zanurzenie zwierzat w zimnej
wodzie. Wykazalismy, ze podawanie DEXA powoduje obnizenie poziomu 25-hydroksy
witaminy D w osoczu szczurd6w w poroéwnaniu do grupy kontrolnej, natomiast
suplementacja witaminy D3 powoduje wzrost stezenia 25(OH)Ds3 1 jej metabolitow we
krwi. Ma to swoje przetozenie na wyniki masy ciala a takze mas migéni 1 wybranych
narzgdow wewnetrznych. Zgodnie z naszymi zalozeniami, w grupie traktowanej DEXA
zaobserwowaliSmy znaczace obnizenie masy ciala oraz migsnia plaszczkowatego
(soleus; SOL) 1 prostownika palcow dhugich (extensor digitorum longus; EDL),
napinacza. Ponadto wykazalismy, ze stosowanie DEXA moze powodowac istotny spadek
masy narzadow ukladu immunologicznego: grasice i1 $ledzion¢. Niemniej jednak,
udowodniono ochronny, antyatroficzny wptyw witaminy D na szkodliwe dzialanie
DEXA w obrebie migsnia czerwonego, SOL, jak rowniez czesciowo protekcyjny wpltyw
na mas¢ grasicy. Wyniki uzyskane w drugim modelu badan, zgodnie z naszymi
zatozeniami, potwierdzity, ze dlugotrwate, systematyczne zanurzanie zwierzat w zimne;j
wodzie spowoduje znaczacy wzrost kortykosteronu (KORT) w osoczu w stosunku do
grupy zanurzanej w cieplej wodzie (pozorny stresor). Uzyskane wyniki sg sprzeczne
z naszymi zatozeniami, gdyz w modelu tym nie obserwowaliSmy istotnych zmian masy
ciata i mas mies$ni. Takie rezultaty moga by¢ efektem specyfiki wybranego stresora, gdzie
prawdopodobnie pod wpltywem zimna dochodzi do nasilenia lipogenezy i/lub syntezy
biatek miesniowych w wyniku termogenezy drzeniowej. Jednakze spostrzegliSmy
znaczgce obnizenie masy grasicy w grupie placebo w poréwnaniu z grupg pozornego
wystawienia na stresor. Wydaje si¢, ze uzyskane, w ramach eksperymentu, wyniki
wykazuja dwukierunkowe dziatanie GK, natomiast suplementacja witaminy D3 moze

tylko czesciowo ochroni¢ przed ich negatywnymi skutkami.
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6.1.1. Oswiadczenia wspolautorow



Gdansk, 14.05.2024
Mateusz Jakub Karnia
imig i nazwisko wspétautora

W trakcie publikacyt artykutu:

Katedra Fizjologii i Biochemii, Gdafiska Akademia Wychowania Fizycznego i Sportu,
Kazimierza Gorskiego 1, 80-336 Gdansk, Polska

Obecnie:

Katedra Fizjologii Zwierzat i Cztowieka, Wydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego,
Wita Stwosza 59, 80-308 Gdafisk

Oswiadczenie wspolautora

W zwiazku z ubieganiem si¢ o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych

1 przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych Pani Darii Korewo-Labelle oswiadczam,
ze jestem wspotautorem publikacji:

»Karnia, M.J.; Korewo, D.; Myslinska, D.; Ciepielewski, ZM.; 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” wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pt. Wplyw

suplementacji witaming D3 na mitochondrialny metabolizm tlenowy i neuroprotekcje w

szczurzym hipokampie podczas dtugotrwalej ekspozycji na dziatanie glikokortykosteroidéw.

Oswiadczam, ze m¢j wkiad w powstanie powyzszego artykutu polegat na:
-przygotowaniu projektu, przeprowadzeniu badan, analizie statystycznej, interpretacji
wynikow, przygotowaniu publikacji i korektach manuskryptu, opracowaniu pi$miennictwa

1 pozyskaniu funduszy.

podpis wspolautora



Daria Korewo-Labelle Gdansk, 14.05.2024 r.

Katedra Fizjologii Zwierzat i Czlowieka,
Wydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego,
Wita Stwosza 59, 80-308 Gdansk

Oswiadczenie kandydata

W zwigzku z ubieganiem sie o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scislych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych o$wiadczam, ze jestem wiodacym
wspotautorem publikacji:

Oswiadczam, ze jestem wspotautorem publikacji:

1. Karnia, M.J.; Korewo, D.; Myslinska, 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

W wyzej wymienionym artykule moj udziat prac obejmowat:
— pozyskanie materiatu do badan

— prace laboratoryjne

Gdansk, 19 05' (ZO\ZL(( , -iDQH'Q (/(J(Nvl 0- ;f&t%l/@
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Gdansk, 14.05.2024
Dorota Myslinska
imie i nazwisko wspotautora

Katedra Fizjologii Zwierzat i Cztowieka, Wydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, Wita
Stwosza 59, 80-308 Gdansk

Oswiadczenie wspolautora

W zwiazku z ubieganiem si¢ o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych

1 przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych Pani Darii Korewo-Labelle oswiadczam,
ze jestem wspotautorem publikacji:

»,Karnia, M.J; Korewo, D.; Myslinska, D.; Ciepielewski, ZM.; 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” wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pt. Wplyw
suplementacji witaming D3 na mitochondrialny metabolizm tlenowy i neuroprotekcje w

szczurzym hipokampie podczas dtugotrwatej ekspozyciji na dziatanie glikokortykosteroidow.

Oswiadczam, ze méj wkiad w powstanie powyzszego artykutu polegat na;

-przeprowadzeniu badan
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podpis wspdlautora



Gdansk, 14.05.2024
Ziemowit Maciej Ciepielewski
imig i nazwisko wspotautora

Katedra Fizjologii Zwierzat i Cztowieka, Wydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, Wita
Stwosza 59, 80-308 Gdansk

Oswiadczenie wspoélautora

W zwigzku z ubieganiem si¢ o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych

i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych Pani Darii Korewo-Labelle o§wiadczam,
ze jestem wspotautorem publikacyi:

,Karnia, M.J; Korewo, D.; Myslinska, D.; Ciepielewski, Z.M.;, Puchalska, M,
Konieczna-Wolska, K ; Kowalski, K ; Kaczor, JJ. The Positive Impact of Vitamin D on
Glucocorticoid-Dependent Skeletal Muscle Atrophy. Nutrients 2021, 13, 936.
https://doi.org/10.3390/nu13030936” wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pt. Wptyw
suplementacji witaming D3 na mitochondrialny metabolizm tlenowy i neuroprotekcie w

szczurzym hipokampie podczas dlugotrwatej ekspozycji na dziatanie glikokortykosteroidow.

Oswiadczam, ze mdj wkiad w powstanie powyzszego artykutu polegat na:

-przeprowadzeniu badan laboratoryjnych

podpis wspotautora



Warszawa, 07.06.2024
Monika Puchalska

imig i nazwisko wspotautora

Katedra Fizjologii Zwierzat i Cztowieka,
Wydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego,
Wita Stwosza 59, 80-308 Gdansk

Oswiadczenie wspoétautora

W zwigzku z ubieganiem si¢ o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych

i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych Pani Darii Korewo-Labelle oswiadczam,
ze jestem wspotautorem publikacji:

,Karnia, M.J.; Korewo, D.; Myslinska, 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 wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pt.

Wplyw suplementacji witaming D3 na mitochondrialny metabolizm tlenowy i neuroprotekcje

w szczurzym hipokampie podczas dlugotrwatej ekspozycji na dziatanie glikokortykosteroidow.

Oswiadczam, ze moj wkiad w powstanie powyzszego artykutu polegal na:

-przeprowadzeniu badan laboratoryjnych

P v

podpis wspotautora



Gdansk, 14.05.2024
Klaudia Konieczna-Wolska
imig i nazwisko wspotautora

Katedra Fizjologii Zwierzat 1 Czlowieka.
Wydzial Biologii Uniwersytetu Gdanskiego,
Wita Stwosza 59, 80-308 Gdansk

Oswiadczenie wspotautora

W zwigzku z ubieganiem si¢ o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych

i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych Pani Darii Korewo-Labelle o$wiadczam,
ze jestem wspoOlautorem publikacji:

»Karnia, M.J.; Korewo, D.; Myslinska, 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” wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej pt. Wpltyw
suplementacji witaming D3 na mitochondrialny metabolizm tlenowy i neuroprotekcje w

szczurzym hipokampie podczas dtugotrwalej ekspozycji na dziatanie glikokortykosteroidow

Oswiadczam, ze méj wklad w powstanie powyzszego artykutu polegat na:

-przeprowadzeniu badan laboratoryjnych

sk 5.0 3004 foncotio [t Al

podpis wspdlautora



Gdansk, 14.05.2024
Konrad Kowalski
imie i nazwisko wspolautora

Laboratorium Masdiag-Diagnostic Spektrometrii Mas, Stefana Zeromskiego 33, 01-882
Warszawa, Polska

Oswiadczenie wspolautora

W zwigzku z ubieganiem si¢ o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych

i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych Pani Darii Korewo-Labelle o§wiadczam,
ze jestem wspotautorem publikacji:

»Karnia, M.J.; Korewo, D.; Myslinska, 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” wchodzacej w sklad rozprawy doktorskiej pt. Wpltyw
suplementacji witaming D3 na mitochondrialny metabolizm tlenowy i neuroprotekcje w

szczurzym hipokampie podczas diugotrwalej ekspozycji na dziatanie glikokortykosteroidow.
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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)Dj3 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); D3 (calcitriol) stimulates (in human
adipocytes) the expression of 113-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 Ca?* 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 300400 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; nn = 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 x 15 x 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)Dj3, 3-epi-25(OH)Dj3, 25(OH)D,, 24.25(0OH), D3 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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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 Dj.

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)Dj3 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 <0.05vs. CON, $p <0.01 vs. DEXPL, € 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(0OH), D5 during
the experiment, proving the correct blinding in the group and the lack of vitamins D3 or
D, in the feed.

In the DEX PL group we observed a significant reduction in the bioavailable form
of vitamin D3-25(OH)Dj3. Besides, no catabolic mechanisms were activated: the values
for epi-25(OH)D3 and 24,25(OH), D3 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)Dj to epi-25(OH)D3 and
24,25(0OH); D3, 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.

G 25(0OH)Dj: 24,25(0H), D3 Ratio 25(0OH)Dj3: epi-25(0H)Dj3; Ratio
roup
Baseline after Baseline after
DEXPL (n=7) 1.83 £ 0.18 1.65 +0.30 20.27 4+ 3.08 16.04 +251*
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(0OH), D3 and significant changes in the
25(0OH)Ds:24,25(0OH), D5 ratio, which works on the principle of feedback with 1,25(0OH), D3,
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)Ds
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 (1 = 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)Ds,
epi-25(0OH)Dj3, and 24,25(0OH), D3 shows that the body responds correctly to the supplemen-
tation. A particularly clear difference is visible for epi-25(OH)Dj3, and the 25(OH)Ds:epi-
25(0OH)D; 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)Dj and its metabolite ratios at baseline and the end of the experiment in
stressed rats.

G 25(0OH)Dj3: 24,25(0H), D3 Ratio 25(0OH)Dj3: epi-25(0H)Dj3; Ratio
rou
P Baseline after Baseline after
STRPL (n=9) 2.10 £ 0.40 1.82 £ 0.36 20.20 +3.21 20.63 &= 1.75
STRSUP (n =9) 1.94 +0.23 243+ 092 & 1934 +£2.71 496 +1.34%
SHM (n = 6) 1.99 £+ 0.22 1.40 £0.21 16.88 + 3.79 17.25 4+ 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.

Basal Body Final Body Mass Tibialis Gastrocnemius  Quadriceps
Mass (g) (g) Anterior (g) (g) Femoris (g)

DEXPL (n=7) 332.57 = 23.62 254.86 + 28.06 $ 039£011% 1.28£0.20% 141+024%
DEX SUP (n = 8) 337.38 + 24.54 279.13 £ 14.55 $ 0.46 £0.04 % 142+0.16% 158 +£0.26%
CON (n=6) 335.60 & 48.20 393.00 &+ 52.05 0.75 £ 0.05 224 +£0.18 244 +£0.29

Results are expressed as mean & SD. $ p < 0.0001 vs. CON.

Group

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 Dj
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 (1 =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.

Grou Basal Body Final Body Tibialis Gastrocnemius Quadriceps

P Mass (g) Mass (g) Anterior (g) (g Femoris (g)

STRPL (n=9) 32444 £2210  353.89 + 17.32 0.69 + 0.05 210+ 0.16 2.71+0.29
STRSUP (n=9)  337.78 :41.77  367.67 - 40.43 0.67 + 0.07 2.15+0.25 2.70 +0.45
SHM (1 = 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 EDL Weight: Body Weight

Ratio (x10-3) Ratio (x10-3)

STRPL (n=9) 0.403 £ 0.036 0.423 4+ 0.039
STR SUP (n=9) 0.374 £ 0.048 0.383 4 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)
DEXPL (n=7) 0.83 +£0.11 10.26 £ 0.93 0.25+0.04$ 0.090 £+ 0.053 $
DEX SUP (1 = 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
Ds-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)
STRPL (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 (1 = 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(0OH)Dj3 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 Dj 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 ug/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 Dj.

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 Dj3 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)Dj3 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-COV?2 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)Ds
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 Dj 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 Dj 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 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1
VDR Vitamin D receptor

1,25-D3-MARRS  1,25D3-membrane associated, rapid response steroid-binding
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W tej pracy cytowany jako (Korewo-Labelle 1 wsp. 2023)
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Omowienie 11 artykulu

Celem drugiej pracy pt. ,,Supplementation with Vitamin D; Protects against
Mitochondrial Dysfunction i Loss of BDNF-Mediated Akt Activity in the
Hippocampus during Long-Term Dexamethasone Treatment in Rats” (podrozdziat
7.2.) wchodzace] w sklad niniejszej rozprawy, byto okreslenie wptywu witaminy D3 na
aktywno$¢ szlaku sygnatowego BDNF-Akt 1 mitochondrialny metabolizm energetyczny
w hipokampie szczura podczas dlugotrwatego podawania deksametazonu (DEXA).
W opublikowane] pracy wykazalismy, ze 28-dniowe traktowanie szczurow DEXA
powoduje obnizenie masy hipokampa z jednoczesnym obnizeniem poziomu receptora
glikokortykosteroidowego (GR). W dyskusji potwierdzilismy, ze dtugotrwata ekspozycja
na glikokortykosteroidy (GK) powoduje obnizenie ekspresji GR. Ponadto
zaobserwowalisSmy obnizenie poziomu proBDNF 1 pAkt, ktére mogloby wyjasniac
mechanizmy utraty masy hipokampa na poziomie molekularnym. Obnizenie poziomu
PGC-1a oraz aktywno$ci syntazy cytrynianowej (CS) $wiadczag o dysfunkcji
w biogenezie mitochondriow oraz mitochondrialnym metabolizmie energetycznym
na poziomie cyklu kwasu cytrynowego. Co istotne, w niniejszym badaniu wykazali§my
modulujagcy wplyw witaminy Ds; podczas dlugotrwatego stosowania DEXA.
Po zastosowaniu suplementacji witaminy D3 zaobserwowalismy jej ochronny wpltyw
na mase¢ hipokampa i czg$ciowo na poziom GR, jednak ten ostatni efekt nie byt istotny
statystycznie. Jednakze, znaczace zmiany obserwowaliSmy w poziomie mBDNF
oraz pAkt, gdzie spostrzegliSmy ich wzrost w grupie suplementowanej w poroOwnaniu
do grupy DEX. Co wigcej, zaobserwowali§my, ze suplementacja witaming D3, rowniez
czgSciowo odwraca negatywne zmiany zachodzgce w metabolizmie mitochondrialnym.
Wykazano wzrost aktywnos$ci syntazy cytrynianowej 1 wyzszy poziom podjednostki I1
oksydazy cytochromu ¢ (kodowana przez mDNA) w grupie DEX+VD w poréwnaniu do
grupy DEX. Z przedstawionych badan wynika, ze suplementacja witaming D3 moze
znaczaco przyczynia¢ si¢ do poprawy funkcji poznawczych 1 procesow

neuroplastyczno$ci podczas dtugotrwatego 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)Dj3), 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 Dj restored the 25(OH)Dj3 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),Dj3), 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)Dj3 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)Dj 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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Figure 2. The body weight (a), hippocampus mass (b), and the hippocampus to body mass ratio
(c) of rats in the CON (n = 5), DEX (n = 6), and DEX + VD (n = 7) groups. Results are expressed as
mean £ SEM. * p < 0.05; **** p < 0.0001.
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Figure 3. The protein levels of VDR (a), MR (b), and GR (c) in the hippocampus of rats in the control
group (CON, n = 4), the DEXA-treated group (DEX, n = 4), and the group supplemented with vitamin
D3 (DEX + VD, n = 5). Results are expressed as the mean + SEM; * p < 0.05.

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).



Int. . Mol. Sci. 2023, 24, 13941

5o0f 14

2.0 0.60 *
1
Akt - S S — S [ — — — R . . 1
B
pAkt e - - | ——— : :
. <
proBDNF ---L‘ RS RS - .- .- < 107 g 030- o
< o
mBDNF N— : 05 s
IGF-1 D — S — | — — — —
CON DEX DEX+VD 0.0 T T : 0.00-!
& §© S &
: &
<o+ OQ,
*
€ 60 d 10.0 « € 20— l_|’ f 45—
* —
* 40 o
o 045 R = 757 . 154 _ o
g E < 2 3.5 *
2 030 = 5 10 . =
Z a @) = 304
E = - 5
a g
o =3 i
0.15 05 -
0.00- 0.0 20-
& & L & § 4}@ s & .&,XAQ
& & &

Figure 4. The protein levels of Akt (a), pAkt (b), proBDNF (d), mBDNF (e), and IGF-1 (f) and the
pAkt/Akt ratio (c) in rat hippocampus in the control group (CON) and groups treated with DEXA
and supplemented with vitamin D3 (DEX + VD). Results are expressed as the mean + SEM. * p < 0.05.

To evaluate neurogenesis, we measured the protein levels of the precursor of brain-
derived neurotrophic factor (proBDNF) and mature BDNF (mBDNFEF). 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 1II) 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-1x)
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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Figure 5. The protein levels of COX subunits (mitochondrial-II and nuclear-IV) (a,b) and peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1«) (c) in rats from the control group
(CON, n = 4), the DEXA-treated group (DEX, n = 4), and the group supplemented with vitamin D3
(DEX + VD, n = 4). Results are expressed as the mean + SEM. * p < 0.05.

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 pmol/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 umol/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(0OH)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-1a 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 Ds
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 Dj 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)Ds. 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 ¢ 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 Dj 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
Ds-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(0OH)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.

Opverall, 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 Dj
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 (5670 days postnatal) weighing 300400 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., Wroclaw, 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 750x 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 x ¢ 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)Dj3 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 ug) 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 um 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-1«). 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 1V (4D11-B3-E8; diluted 1:1000, Cell Signaling, MA,
USA), PGC-1x (ab191838; diluted 1:500, Abcam, UK), and £-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 pL of the supernatant was combined with 181 uL of buffer (50 mM TRIS-HCl
with 5 mM EDTA, pH 8.1), 20 uL of freshly made DTNB (1 mM), 2 uL of acetyl-coenzyme
A (15 mM), and 2 pL 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 pmol/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 pL of supernatant, 192 uL of K phosphate buffer (50 mM, 1 mM
EDTA, pH 7.2), and 3 pL 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.

Author Contributions: Conceptualization, D.K.-L., M.]. K. and ].J.K,; data curation, D.K.-L. and J.].K,;
formal analysis, D.K.-L., M.J.K. and ].] K; funding acquisition, M.].K. and ]J.].K.; investigation, D.K.-L.,
M.J.K,, D.M. and ].J.K,; methodology, D.K.-L., D.M. and ].] K ; project administration, M.] K. and J.J.K.;
supervision J.] K.; writing—original draft, D.K.-L. and J.].K.; writing—review and editing, D.K.-L.,
M.J.K., D.M. and ].].K. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: This study was supported by grants from the National Science Centre in Poland (grant
number: 2018/31/N/NZ7/03680) and the Faculty of Biology, University of Gdansk, Poland (DS No.
531-D080-D248-23).

Institutional Review Board Statement: This study was conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki and approved by the Local Ethics Committee in Bydgoszcz, Poland (No. 10/2019).

Informed Consent Statement: Not applicable.

Data Availability Statement: The datasets used and/or analyzed in the current study are available
from the corresponding author upon reasonable request.

Conflicts of Interest: The authors declared no conflict of interest regarding the publication of this
article. The funders had no role in the design of this study; in the collection, analyses, or interpretation
of data; in the writing of this manuscript, or in the decision to publish the results.



Int. . Mol. Sci. 2023, 24, 13941 12 of 14

References

1.

@

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Giles, A.]J.; Hutchinson, M.N.D.; Sonnemann, H.M.; Jung, J.; Fecci, PE.; Ratnam, N.M.; Zhang, W.; Song, H.; Bailey, R.; Davis, D.;
et al. Dexamethasone-Induced Immunosuppression: Mechanisms and Implications for Immunotherapy. J. Immunother. Cancer
2018, 6, 51. [CrossRef] [PubMed]

Tokuda, E.; Watanabe, S.; Okawa, E.; Ono, S. Regulation of Intracellular Copper by Induction of Endogenous Metallothioneins
Improves the Disease Course in a Mouse Model of Amyotrophic Lateral Sclerosis. Neurotherapeutics 2015, 12, 461-476. [CrossRef]
Johnson, D.B.; Lopez, M.].; Kelley, B. Dexamethasone. In Statpearls; StatPearls Publishing: Treasure Island, FL, USA, 2022.
Wiersinga, W.J.; Rhodes, A.; Cheng, A.C.; Peacock, S.J.; Prescott, H.C. Pathophysiology, Transmission, Diagnosis, and Treatment
of Coronavirus Disease 2019 (COVID-19): A Review. JAMA 2020, 324, 782-793. [CrossRef] [PubMed]

Manoli, I; Alesci, S.; Blackman, M.R;; Su, Y.A.; Rennert, O.M.; Chrousos, G.P. Mitochondria as Key Components of the Stress
Response. Trends Endocrinol. Metab. 2007, 18, 190-198. [CrossRef] [PubMed]

Chung, S.; Son, G.H.; Kim, K. Circadian Rhythm of Adrenal Glucocorticoid: Its Regulation and Clinical Implications. Biochim.
Biophys. Acta 2011, 1812, 581-591. [CrossRef] [PubMed]

Herman, J.P.; McKlveen, ].M.; Ghosal, S.; Kopp, B.; Wulsin, A.; Makinson, R.; Scheimann, J.; Myers, B. Regulation of the
Hypothalamic-Pituitary-Adrenocortical Stress Response. Compr. Physiol. 2016, 6, 603-621.

Karnia, M.].; Korewo, D.; Myslinska, 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. [CrossRef]
Karnia, M.J.; Myslinska, D.; Dzik, K.P; Flis, D.J.; Ciepielewski, Z.M.; Podlacha, M.; Kaczor, J.J. The Electrical Stimulation of the
Bed Nucleus of the Stria Terminalis Causes Oxidative Stress in Skeletal Muscle of Rats. Oxid. Med. Cell. Longev. 2018, 2018,
4671213. [CrossRef]

Du, J.; Wang, Y.; Hunter, R.; Wei, Y.; Blumenthal, R; Falke, C.; Khairova, R.; Zhou, R.; Yuan, P.; Machado-Vieira, R.; et al. Dynamic
Regulation of Mitochondrial Function by Glucocorticoids. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2009, 106, 3543-3548. [CrossRef]

Ouanes, S.; Popp, J. High Cortisol and the Risk of Dementia and Alzheimer’s Disease: A Review of the Literature. Front. Aging
Neurosci. 2019, 11, 43. [CrossRef]

van Wamelen, D.J.; Leta, V.; Johnson, J.; Ocampo, C.L.; Podlewska, A.M.; Rukavina, K.; Rizos, A.; Martinez-Martin, P.; Chaudhuri,
K.R. Drooling in Parkinson’s Disease: Prevalence and Progression from the Non-Motor International Longitudinal Study.
Dysphagia 2020, 35, 955-961. [CrossRef] [PubMed]

Monzio Compagnoni, G.; Di Fonzo, A.; Corti, S.; Comi, G.P; Bresolin, N.; Masliah, E. The Role of Mitochondria in Neurodegenerative
Diseases: The Lesson from Alzheimer’s Disease and Parkinson’s Disease. Mol. Neurobiol. 2020, 57, 2959-2980. [CrossRef] [PubMed]
Xu, J.; Wang, R.; Liu, Y.; Wang, W.; Liu, D.; Jiang, H.; Pan, E. Short- and Long-Term Alterations of Fkbp5-Gr and Specific Micrornas
in the Prefrontal Cortex and Hippocampus of Male Rats Induced by Adolescent Stress Contribute to Depression Susceptibility.
Psychoneuroendocrinology 2019, 101, 204-215. [CrossRef] [PubMed]

Ciriaco, M.; Ventrice, P.; Russo, G.; Scicchitano, M.; Mazzitello, G.; Scicchitano, F.; Russo, E. Corticosteroid-Related Central
Nervous System Side Effects. J. Pharmacol. Pharmacother. 2013, 4 (Suppl. 1), S94-598. [CrossRef] [PubMed]

Edelmann, M.N.; Ogg, R.].; Scoggins, M.A.; Brinkman, T.M.; Sabin, N.D.; Pui, C.H; Srivastava, D.K.; Robison, L.L.; Hudson, M.M.;
Krull, K.R. Dexamethasone Exposure and Memory Function in Adult Survivors of Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia: A
Report from the Sjlife Cohort. Pediatr. Blood Cancer 2013, 60, 1778-1784. [CrossRef] [PubMed]

Sapolsky, R.M. Stress and the Brain: Individual Variability and the Inverted-U. Nat. Neurosci. 2015, 18, 1344-1346. [CrossRef]
Sapolsky, R.M. Glucocorticoids and Hippocampal Atrophy in Neuropsychiatric Disorders. Arch. Gen. Psychiatry 2000, 57, 925-935.
[CrossRef]

Starkman, M.N.; Gebarski, S.S.; Berent, S.; Schteingart, D.E. Hippocampal Formation Volume, Memory Dysfunction, and Cortisol
Levels in Patients with Cushing’s Syndrome. Biol. Psychiatry 1992, 32, 756-765. [CrossRef]

Levone, B.R.; Codagnone, M.G.; Moloney, G.M.; Nolan, Y.M.; Cryan, ].F.; OF, L. Adult-Born Neurons from the Dorsal, Intermediate,
and Ventral Regions of the Longitudinal Axis of the Hippocampus Exhibit Differential Sensitivity to Glucocorticoids. Mol.
Psychiatry 2021, 26, 3240-3252. [CrossRef]

Silva-Gémez, A.B.; Aguilar-Salgado, Y.; Reyes-Hernandez, D.O.; Flores, G. Dexamethasone Induces Different Morphological
Changes in the Dorsal and Ventral Hippocampus of Rats. J. Chem. Neuroanat. 2013, 47, 71-78. [CrossRef]

MacPherson, A.; Dinkel, K.; Sapolsky, R. Glucocorticoids Worsen Excitotoxin-Induced Expression of Pro-Inflammatory Cytokines
in Hippocampal Cultures. Exp. Neurol. 2005, 194, 376-383. [CrossRef] [PubMed]

Tsankova, N.; Renthal, W.; Kumar, A.; Nestler, E.J. Author Correction: Epigenetic Regulation in Psychiatric Disorders. Nat. Rev.
Neurosci. 2019, 20, 187-188. [CrossRef]

Numata, S.; Ishii, K.; Tajima, A.; Iga, J.; Kinoshita, M.; Watanabe, S.; Umehara, H.; Fuchikami, M.; Okada, S.; Boku, S.; et al. Blood
Diagnostic Biomarkers for Major Depressive Disorder Using Multiplex DNA Methylation Profiles: Discovery and Validation.
Epigenetics 2015, 10, 135-141. [CrossRef] [PubMed]

Berton, O.; McClung, C.A.; Dileone, R.J.; Krishnan, V.; Renthal, W.; Russo, S.J.; Graham, D.; Tsankova, N.M.; Bolanos, C.A.;
Rios, M.; et al. Essential Role of Bdnf in the Mesolimbic Dopamine Pathway in Social Defeat Stress. Science 2006, 311, 864-868.
[CrossRef]

Taliaz, D.; Loya, A.; Gersner, R.; Haramati, S.; Chen, A.; Zangen, A. Resilience to Chronic Stress Is Mediated by Hippocampal
Brain-Derived Neurotrophic Factor. . Neurosci. 2011, 31, 4475-4483. [CrossRef] [PubMed]


https://doi.org/10.1186/s40425-018-0371-5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29891009
https://doi.org/10.1007/s13311-015-0346-x
https://doi.org/10.1001/jama.2020.12839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32648899
https://doi.org/10.1016/j.tem.2007.04.004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17500006
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2011.02.003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21320597
https://doi.org/10.3390/nu13030936
https://doi.org/10.1155/2018/4671213
https://doi.org/10.1073/pnas.0812671106
https://doi.org/10.3389/fnagi.2019.00043
https://doi.org/10.1007/s00455-020-10102-5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32130515
https://doi.org/10.1007/s12035-020-01926-1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32445085
https://doi.org/10.1016/j.psyneuen.2018.11.008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30469088
https://doi.org/10.4103/0976-500X.120975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24347992
https://doi.org/10.1002/pbc.24644
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23775832
https://doi.org/10.1038/nn.4109
https://doi.org/10.1001/archpsyc.57.10.925
https://doi.org/10.1016/0006-3223(92)90079-F
https://doi.org/10.1038/s41380-020-0848-8
https://doi.org/10.1016/j.jchemneu.2012.12.004
https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2005.02.021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16022865
https://doi.org/10.1038/s41583-018-0089-x
https://doi.org/10.1080/15592294.2014.1003743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25587773
https://doi.org/10.1126/science.1120972
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.5725-10.2011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21430148

Int. . Mol. Sci. 2023, 24, 13941 13 of 14

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Wrigley, S.; Arafa, D.; Tropea, D. Insulin-Like Growth Factor 1: At the Crossroads of Brain Development and Aging. Front. Cell.
Neurosci. 2017, 11, 14. [CrossRef]

Baldini, S.; Restani, L.; Baroncelli, L.; Coltelli, M.; Franco, R.; Cenni, M.C.; Maffei, L.; Berardi, N. Enriched Early Life Experiences
Reduce Adult Anxiety-Like Behavior in Rats: A Role for Insulin-Like Growth Factor 1. . Neurosci. 2013, 33, 11715-11723.
[CrossRef]

Santi, A.; Bot, M.; Aleman, A.; Penninx, B.; Aleman, I.T. Circulating Insulin-Like Growth Factor I Modulates Mood and Is a
Biomarker of Vulnerability to Stress: From Mouse to Man. Transl. Psychiatry 2018, 8, 142. [CrossRef]

Barrientos, R.M.; Thompson, V.M.; Kitt, M.M.; Amat, J.; Hale, M.W,; Frank, M.G.; Crysdale, N.Y.; Stamper, C.E.; Hennessey, P.A;
Watkins, L.R.; et al. Greater Glucocorticoid Receptor Activation in Hippocampus of Aged Rats Sensitizes Microglia. Neurobiol.
Aging 2015, 36, 1483-1495. [CrossRef]

Herman, J.P,; Patel, P.D.; Akil, H.; Watson, S.J. Localization and Regulation of Glucocorticoid and Mineralocorticoid Receptor
Messenger Rnas in the Hippocampal Formation of the Rat. Mol. Endocrinol. 1989, 3, 1886-1894. [CrossRef]

Zhe, D.; Fang, H.; Yuxiu, S. Expressions of Hippocampal Mineralocorticoid Receptor (Mr) and Glucocorticoid Receptor (Gr) in
the Single-Prolonged Stress-Rats. Acta Histochem. Cytochem. 2008, 41, 89-95. [CrossRef] [PubMed]

Sapolsky, RM.; Krey, L.C.; McEwen, B.S. Stress Down-Regulates Corticosterone Receptors in a Site-Specific Manner in the Brain.
Endocrinology 1984, 114, 287-292. [CrossRef] [PubMed]

Kokkinopoulou, I.; Moutsatsou, P. Mitochondrial Glucocorticoid Receptors and Their Actions. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 6054.
[CrossRef] [PubMed]

Charoenngam, N.; Holick, M.E. Immunologic Effects of Vitamin D on Human Health and Disease. Nutrients 2020, 12, 2097.
[CrossRef]

An, B.S,; Tavera-Mendoza, L.E.; Dimitrov, V.; Wang, X.; Calderon, M.R.; Wang, H.].; White, ].H. Stimulation of Sirt1-Regulated
Foxo Protein Function by the Ligand-Bound Vitamin D Receptor. Mol. Cell. Biol. 2010, 30, 4890-4900. [CrossRef]

Ricca, C.; Aillon, A.; Bergandi, L.; Alotto, D.; Castagnoli, C.; Silvagno, F. Vitamin D Receptor Is Necessary for Mitochondrial
Function and Cell Health. Int. . Mol. Sci. 2018, 19, 1672. [CrossRef]

Son, G.; Han, J. Roles of Mitochondria in Neuronal Development. BMB Rep. 2018, 51, 549-556. [CrossRef]

Jiang, P.; Zhang, W.Y,; Li, H.D.; Cai, H.L.; Liu, Y.P; Chen, L.Y. Stress and Vitamin D: Altered Vitamin D Metabolism in Both
the Hippocampus and Myocardium of Chronic Unpredictable Mild Stress Exposed Rats. Psychoneuroendocrinology 2013, 38,
2091-2098. [CrossRef]

Camargo, A.; Dalmagro, A.P; Platt, N.; Rosado, A.F.; Neis, V.B.; Zeni, A.L.B.; Kaster, M.P.; Rodrigues, A.L.S. Cholecalciferol
Abolishes Depressive-Like Behavior and Hippocampal Glucocorticoid Receptor Impairment Induced by Chronic Corticosterone
Administration in Mice. Pharmacol. Biochem. Behav. 2020, 196, 172971. [CrossRef]

Al-Amin, M.; Bradford, D.; Sullivan, R.K.P.,; Kurniawan, N.D.; Moon, Y.; Han, S.H.; Zalesky, A.; Burne, T.H.]. Vitamin D Deficiency
Is Associated with Reduced Hippocampal Volume and Disrupted Structural Connectivity in Patients with Mild Cognitive
Impairment. Hum. Brain Mapp. 2019, 40, 394-406. [CrossRef]

Bakhtiari-Dovvombaygi, H.; Izadi, S.; Zare, M.; Hassanlouei, E.A.; Dinpanah, H.; Ahmadi-Soleimani, S.M.; Beheshti, F. Vitamin
D3 Administration Prevents Memory Deficit and Alteration of Biochemical Parameters Induced by Unpredictable Chronic Mild
Stress in Rats. Sci. Rep. 2021, 11, 16271. [CrossRef] [PubMed]

Dzik, K.P.,; Skrobot, W.; Kaczor, K.B.; Flis, D.]J.; Karnia, M.].; Libionka, W.; Antosiewicz, J.; Kloc, W.; Kaczor, ].J. Vitamin D
Deficiency Is Associated with Muscle Atrophy and Reduced Mitochondrial Function in Patients with Chronic Low Back Pain.
Oxid. Med. Cell. Longev. 2019, 2019, 6835341. [CrossRef] [PubMed]

Dzik, K.P; Kaczor, ].J. Mechanisms of Vitamin D on Skeletal Muscle Function: Oxidative Stress, Energy Metabolism and Anabolic
State. Eur. J. Appl. Physiol. 2019, 119, 825-839. [CrossRef] [PubMed]

Consiglio, M.; Viano, M.; Casarin, S.; Castagnoli, C.; Pescarmona, G.; Silvagno, F. Mitochondrial and Lipogenic Effects of Vitamin
D on Differentiating and Proliferating Human Keratinocytes. Exp. Dermatol. 2015, 24, 748-753. [CrossRef] [PubMed]

Otsuka, Y.; Egawa, K.; Kanzaki, N.; Izumo, T.; Rogi, T.; Shibata, H. Quercetin Glycosides Prevent Dexamethasone-Induced Muscle
Atrophy in Mice. Biochem. Biophys. Rep. 2019, 18, 100618. [CrossRef]

Aru, M,; Alev, K; Pehme, A.; Purge, P.; Onnik, L.; Ellam, A.; Kaasik, P.; Seene, T. Changes in Body Composition of Old Rats at
Different Time Points after Dexamethasone Administration. Curr. Aging Sci. 2019, 11, 255-260. [CrossRef]

Alev, K.; Aru, M,; Vain, A.; Pehme, A.; Kaasik, P.; Seene, T. Short-Time Recovery Skeletal Muscle from Dexamethasone-Induced
Atrophy and Weakness in Old Female Rats. Clin. Biomech. 2022, 100, 105808. [CrossRef]

Koorneef, L.L.; van der Meulen, M.; Kooijman, S.; Sanchez-Lopez, E.; Scheerstra, ].F; Voorhoeve, M.C.; Ramesh, A.N.N.; Rensen,
P.C.N.; Giera, M.; Kroon, J.; et al. Dexamethasone-Associated Metabolic Effects in Male Mice Are Partially Caused by Depletion
of Endogenous Corticosterone. Front. Endocrinol. 2022, 13, 960279. [CrossRef]

Guarnotta, V.; Di Gaudio, F,; Giordano, C. Vitamin D Deficiency in Cushing’s Disease: Before and after Its Supplementation.
Nutrients 2022, 14, 973. [CrossRef]

Xu, J.; Zhang, X.; Feng, S.; Zhao, N.; Hu, X.; Cheng, Y.; Wu, Y,; Zhou, L.; Tong, J.; Zheng, C. Clinical Efficacy of High-Dose
Dexamethasone with Sequential Prednisone Maintenance Therapy for Newly Diagnosed Adult Inmune Thrombocytopenia in a
Real-World Setting. . Int. Med. Res. 2021, 49, 3000605211007322. [CrossRef]


https://doi.org/10.3389/fncel.2017.00014
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.3541-12.2013
https://doi.org/10.1038/s41398-018-0196-5
https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2014.12.003
https://doi.org/10.1210/mend-3-11-1886
https://doi.org/10.1267/ahc.08013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18787639
https://doi.org/10.1210/endo-114-1-287
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6690273
https://doi.org/10.3390/ijms22116054
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34205227
https://doi.org/10.3390/nu12072097
https://doi.org/10.1128/MCB.00180-10
https://doi.org/10.3390/ijms19061672
https://doi.org/10.5483/BMBRep.2018.51.11.226
https://doi.org/10.1016/j.psyneuen.2013.03.017
https://doi.org/10.1016/j.pbb.2020.172971
https://doi.org/10.1002/hbm.24380
https://doi.org/10.1038/s41598-021-95850-6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34381124
https://doi.org/10.1155/2019/6835341
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31281588
https://doi.org/10.1007/s00421-019-04104-x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30830277
https://doi.org/10.1111/exd.12761
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26010336
https://doi.org/10.1016/j.bbrep.2019.100618
https://doi.org/10.2174/1874609812666190114144238
https://doi.org/10.1016/j.clinbiomech.2022.105808
https://doi.org/10.3389/fendo.2022.960279
https://doi.org/10.3390/nu14050973
https://doi.org/10.1177/03000605211007322

Int. . Mol. Sci. 2023, 24, 13941 14 of 14

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Eshkevari, L.; Mulroney, S.E.; Egan, R.; Lao, L. Effects of Acupuncture, Ru-486 on the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis in
Chronically Stressed Adult Male Rats. Endocrinology 2015, 156, 3649-3660. [CrossRef] [PubMed]

Unemura, K.; Kume, T.; Kondo, M.; Maeda, Y.; Izumi, Y.; Akaike, A. Glucocorticoids Decrease Astrocyte Numbers by Reducing
Glucocorticoid Receptor Expression in Vitro and in Vivo. J. Pharmacol. Sci. 2012, 119, 30-39. [CrossRef] [PubMed]

Zhang, B.; Zhang, Y.; Xu, T.; Yin, Y,; Huang, R.; Wang, Y.; Zhang, J.; Huang, D.; Li, W. Chronic Dexamethasone Treatment
Results in Hippocampal Neurons Injury Due to Activate Nlrp1 Inflammasome in Vitro. Int. Immunopharmacol. 2017, 49, 222-230.
[CrossRef] [PubMed]

Skupio, U.; Tertil, M.; Sikora, M.; Golda, S.; Wawrzczak-Bargiela, A.; Przewlocki, R. Behavioral and Molecular Alterations in Mice
Resulting from Chronic Treatment with Dexamethasone: Relevance to Depression. Neuroscience 2015, 286, 141-150. [CrossRef]
Froger, N.; Palazzo, E.; Boni, C.; Hanoun, N.; Saurini, F,; Joubert, C.; Dutriez-Casteloot, I.; Enache, M.; Maccari, S.; Barden, N.;
et al. Neurochemical and Behavioral Alterations in Glucocorticoid Receptor-Impaired Transgenic Mice after Chronic Mild Stress.
J. Neurosci. 2004, 24, 2787-2796. [CrossRef]

Kunugi, H.; Hori, H.; Adachi, N.; Numakawa, T. Interface between Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis and Brain-Derived
Neurotrophic Factor in Depression. Psychiatry Clin. Neurosci. 2010, 64, 447-459. [CrossRef]

Yau, J.L.; Seck], ].R. Local Amplification of Glucocorticoids in the Aging Brain and Impaired Spatial Memory. Front/Aging Neurosci.
2012, 4, 24. [CrossRef]

Koning, A.; Habets, P.C.; Bogaards, M.; Kroon, J.; van Santen, H.M.; de Bont, ].M.; Meijer, O.C. Mineralocorticoid Receptor Status
in the Human Brain after Dexamethasone Treatment: A Single Case Study. Endocr. Connect. 2022, 11, €210425. [CrossRef]
Hidalgo, A.A.; Deeb, K K,; Pike, ].W,; Johnson, C.S.; Trump, D.L. Dexamethasone Enhances 1lalpha,25-Dihydroxyvitamin D3
Effects by Increasing Vitamin D Receptor Transcription. . Biol. Chem. 2011, 286, 36228-36237. [CrossRef]

Zenata, O.; Vrzal, R. Fine Tuning of Vitamin D Receptor (Vdr) Activity by Post-Transcriptional and Post-Translational Modifica-
tions. Oncotarget 2011, 8, 35390-35402. [CrossRef]

Consiglio, M.; Destefanis, M.; Morena, D.; Foglizzo, V.; Forneris, M.; Pescarmona, G.; Silvagno, F. The Vitamin D Receptor Inhibits
the Respiratory Chain, Contributing to the Metabolic Switch That Is Essential for Cancer Cell Proliferation. PLoS ONE 2014, 9,
e115816. [CrossRef] [PubMed]

Srinivasan, S.; Avadhani, N.G. Cytochrome C Oxidase Dysfunction in Oxidative Stress. Free Radic. Biol. Med. 2012, 53, 1252-1263.
[CrossRef] [PubMed]

Desquiret, V.; Gueguen, N.; Malthiéry, Y.; Ritz, P.; Simard, G. Mitochondrial Effects of Dexamethasone Imply Both Membrane and
Cytosolic-Initiated Pathways in Hepg?2 Cells. Int. J. Biochem. Cell Biol. 2008, 40, 1629-1641. [CrossRef] [PubMed]

Scaini, G.; Rochi, N.; Benedet, J.; Ferreira, G.K.; Teodorak, B.P.; Comim, C.M.; Lde, S.C.; Vuolo, E; Constantino, L.C.; Quevedo, J.; et al.
Inhibition of Brain Citrate Synthase Activity in an Animal Model of Sepsis. Rev. Bras. De Ter. Intensiv. 2011, 23, 158-163. [CrossRef]
Meng, L.B.; Hu, G.F; Shan, M.].; Zhang, YM.; Yu, ZM.; Liu, Y.Q.; Xu, H.X,; Wang, L.; Gong, T.; Liu, D.P. Citrate Synthase and
Ogdh as Potential Biomarkers of Atherosclerosis under Chronic Stress. Oxid. Med. Cell. Longev. 2021, 2021, 9957908. [CrossRef]
Hajiluian, G.; Farhangi, M.A.; Nameni, G.; Shahabi, P.; Megari-Abbasi, M. Oxidative Stress-Induced Cognitive Impairment in
Obesity Can Be Reversed by Vitamin D Administration in Rats. Nutr. Neurosci. 2018, 21, 744-752. [CrossRef]

AlJohri, R.; AlOkail, M.; Haq, S.H. Neuroprotective Role of Vitamin D in Primary Neuronal Cortical Culture. eNeurologicalSci
2019, 14, 43-48. [CrossRef]

Obradovic, D.; Gronemeyer, H.; Lutz, B.; Rein, T. Cross-Talk of Vitamin D and Glucocorticoids in Hippocampal Cells. J. Neurochem.
2006, 96, 500-509. [CrossRef]

Hagl, S.; Asseburg, H.; Heinrich, M.; Sus, N.; Blumrich, E.M.; Dringen, R.; Frank, J.; Eckert, G.P. Effects of Long-Term Rice Bran
Extract Supplementation on Survival, Cognition and Brain Mitochondrial Function in Aged Nmri Mice. Neuromolecular. Med.
2016, 18, 347-363. [CrossRef]

Yousefian, Z.; Khaleghian, A.; Parsaei, H.; Vafaei, A.A.; Rashidy-Pour, A.; Sedaghat, K. Effect of Vitamin D on Hippocampus
Brain-Derived Neurotrophic Factor Level in Chronic Mild Stress Model of Depression in Rats. Middle East ]. Rehabil. Health 2018,
5,e63901. [CrossRef]

Xu, Y,; Liang, L. Vitamin D3/Vitamin D Receptor Signaling Mitigates Symptoms of Post-Stroke Depression in Mice by Upregulat-
ing Hippocampal Bdnf Expression. Neurosci. Res. 2021, 170, 306-313. [CrossRef] [PubMed]

Chen, H.; Amazit, L.; Lombes, M.; Le Menuet, D. Crosstalk between Glucocorticoid Receptor and Early-Growth Response Protein 1
Accounts for Repression of Brain-Derived Neurotrophic Factor Transcript 4 Expression. Neuroscience 2019, 399, 12-27. [CrossRef]
[PubMed]

Rola, R.; Kowalski, K.; Bierikowski, T.; Studziriska, S. Improved Sample Preparation Method for Fast Lc-Ms/Ms Analysis of
Vitamin D Metabolites in Serum. . Pharm. Biomed. Anal. 2020, 190, 113529. [CrossRef] [PubMed]

Gianni, P; Jan, K.J.; Douglas, M.].; Stuart, PM.; Tarnopolsky, M.A. Oxidative Stress and the Mitochondrial Theory of Aging in
Human Skeletal Muscle. Exp. Gerontol. 2004, 39, 1391-1400. [CrossRef] [PubMed]

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual
author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to
people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content.


https://doi.org/10.1210/EN.2015-1018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26196540
https://doi.org/10.1254/jphs.12047FP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22641130
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2017.05.039
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28605710
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2014.11.035
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.4132-03.2004
https://doi.org/10.1111/j.1440-1819.2010.02135.x
https://doi.org/10.3389/fnagi.2012.00024
https://doi.org/10.1530/EC-21-0425
https://doi.org/10.1074/jbc.M111.244061
https://doi.org/10.18632/oncotarget.15697
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0115816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25546457
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2012.07.021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22841758
https://doi.org/10.1016/j.biocel.2007.12.010
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18243040
https://doi.org/10.1590/S0103-507X2011000200007
https://doi.org/10.1155/2021/9957908
https://doi.org/10.1080/1028415X.2017.1348436
https://doi.org/10.1016/j.ensci.2018.12.004
https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2005.03579.x
https://doi.org/10.1007/s12017-016-8420-z
https://doi.org/10.5812/mejrh.63901
https://doi.org/10.1016/j.neures.2020.08.002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32882254
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2018.12.012
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30578973
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2020.113529
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32841780
https://doi.org/10.1016/j.exger.2004.06.002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15489062

7. Materialy i metody
7.1. Informacje dotyczace zwierzat

Do realizacji eksperymentu zawartego w niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano
26 samcow szczuroOw stada niekrewniaczego Wistar pozyskanych z Trojmiejskiej
Akademickiej Zwierz¢tarni Doswiadczalnej — Centrum Badawczo — Ustugowego,
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (nr rejestracyjny 041). Zwierzetarnia spetnia
wymogi ustawy o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych
lub edukacyjnych z dn. 15 stycznia 2015 r. (Dz. U. z dn. 26 lutego 2015 r.), a takze zalecen
Komisji  Europejskiej  dotyczacych  dobrostanu  zwierzat  wykorzystywanych

w doswiadczeniach naukowych.

Zwierzeta zostalty umieszczane po 3 osobniki w klatkach w wentylowanej
zwierzgtarni (15 wymian powietrza na godzing) oraz pokojach laboratoryjnych —
w trakcie trwania do§wiadczen. W warunkach sztucznego o$wietlenia (12 godz.
$wiatlo/12 godz. ciemno$é), stalej temperaturze otoczenia (22°C), stalej wilgotnosci
powietrza (okoto 50%) z dostepem do pokarmu i czystej wody ad libitum. Szczury byty
karmione standardowa pelnowartosciowg paszag dla zwierzat laboratoryjnych
1 utrzymywane w atestowanych klatkach laboratoryjnych o wysokosci 18 cm 1 wielkosci,
co najmniej 800 cm?. Powierzchnia podtogi przypadajacej na jedno zwierzg wynosita, co
najmniej 350 cm? (przy uwzglednieniu mozliwego przyrostu masy ciata).
Celem zapewnienia zwierzgtom odpowiednich warunkéw do wypoczynku oraz snu,
klatki hodowlane wytozone zostaly materiatem $ciotkowym. W celu zapewnienia
optymalnego wzbogacenia srodowiska zastosowane zostaly odpowiednie atraktanty
1 akcesoria dla gryzoni (klocki, tunele itd.). Dodatkowo dokonana zostata okresowa ocena

stanu zdrowia zwierzat przez wykwalifikowany personel laboratoryjny.
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7.2. Projekt eksperymentu
7.2.1. Ekspozycja na dzialanie egzogennych GK

Opis projektu zostat szczegétowo przedstawiony w artykutach Karnia 1 wsp., 2021

oraz Korewo-Labelle 1 wsp. (2023) o tytutach:

»The Positive Impact of Vitamin D on Glucocorticoid-Dependent Skeletal Muscle
Atrophy” (podrozdziat 6.1. rozprawy doktorskiej) oraz ,,Supplementation with Vitamin
D; Protects against Mitochondrial Dysfunction and Loss of BDNF-Mediated Akt Activity
in the Hippocampus during Long-Term Dexamethasone Treatment in Rats” (podrozdziat

6.2. rozprawy doktorskiej).

7.2.2. Ekspozycja na dzialanie endogennych GK

Czesciowo metodologia projektu zostala opisana w artykule Karnia i wsp. (2021):
»The Positive Impact of Vitamin D on Glucocorticoid-Dependent Skeletal Muscle
Atrophy” (podrozdziat 6.1. dysertacji doktorskiej).

7 dni przed przystgpieniem do badan zwierzeta byly przyzwyczajane
do eksperymentatora podczas oswajania (handlingu). Handling miat na celu ograniczenie
stresu zwierzgt w momencie kontaktu z badaczem. Szczury byly przyzwyczajane
do zapachu i dotyku w czasie codziennych wizyt zwigzanych z wymiang $ciokki,
czy karmieniem, a takze przyzwyczajane do procedur takich jak pobranie krwi,

czy suplementacja.

Zwierzeta w wieku 3 miesiecy 1 masie ciata 300-400 g losowo podzielono na 4 grupy:
(1) kontrolng (KON, n = 4), (2) pozorowanego stresu poprzez zanurzenie w cieptej
wodzie (CW, n = 6), (3) zanurzong w zimnej wodzie otrzymujaca dopyszczkowo placebo
w postaci oleju roslinnego (ZW, n = 8) oraz (4) zanurzong w zimnej wodzie
suplementowang witaming D3 (600 [U/kg Juvit D3; ZWD, n = 8). Przez 28 dni
eksperymentu zwierzeta byly umieszczane pojedynczo w szklanym zbiorniku
o wymiarach 21 x 15 x 30 cm wypelionym wodg do gltebokosci 1 cm, gdzie spedzaty 60
minut/dzien. W grupie ZW 1 ZWD temperatura wody z lodem wynosita 0-4°C, natomiast
w grupie CW: 34-36°C. Kazdego dnia eksperymentu zwierz¢ta z grupy ZWD
otrzymywaty do pyszczkowo — przy pomocy zglebnika 1-1,5 kropli witaminy Ds.
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Badania zostaty zaakceptowane przez Lokalng Komisje Etyczng do Spraw Badan

na Zwierzgtach mieszczaca si¢ w Bydgoszczy (nr 10/2019) 1 przeprowadzone zgodnie

z europejskimi wytycznymi.

Po 28 dniach eksperymentu, zwierzgta zostaty znieczulone za pomocag wziewnej
narkozy izofluranowej (2,5 %, przeptyw 0,5 I/ min). Nastgpnie zwierzeta poddano
eutanazji z uzyciem metod fizycznych (dekapitacja), aby zapobiec ewentualnym

interakcjom $rodkéw znieczulajacych wplywajacych na funkcje 1 bioenergetyke

mitochondriéw.
Uil o
eksperymentalnych hipokampow
TR AR,
8 35°C o-4°c- : g -
] l l
Dzien-7 Dzien 0 Dzien 28
Handling Suplementacja witaming Ds/placebo i Homogenizacja hipokampow,

ekspozycja na zimno 1 godzina/dzieri _©znaczenie poziomu wybranych
biatek i aktywnosci enzymatycznej

Rycina 6. Schemat eksperymentu w czasie.

30cm

Rycina 7. Schemat ekspozycji zwierzqt na zimno/ciepto w szklanych zbiornikach.
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7.3. Pobieranie tkanek

Pierwszego 1 ostatniego dnia eksperymentu pobrano 1 ml krwi obwodowe;j
szczurbw z zyly ogonowej strzykawka (Srednica igly 0,7 um). Zwierzeta
przed wykonaniem procedury wprowadzono w stan narkozy izofluranowej (2,5 %)
o statym przeptywie wynoszacym 0,5 1/ min. Nastepnie krew przeniesiono do probowek
z dodatkiem antykoagulantu — kwasu wersenowego (EDTA) 1 wirowano przez 10 minut
przy szybkosci 2000 x g w temperaturze 4°C. Otrzymane osocze rozdzielono
do mikroprobéwek 1 zamrozono w -80°C do momentu wykonania oznaczen stezenia

25(0OH)Ds 1 jej metabolitow.

Hipokampy szczuréw, podobnie jak inne tkanki i organy zostaly wyizolowane
posmiertnie, zwazone 1 zamrozone poprzez umieszczenie w cieklym azocie
(Karnia 1 wsp., 2021). Nastgpnie material biologiczny przechowywano

w mikroprobowkach w -80°C do dalszych analiz biochemicznych.

7.4. Oznaczanie poziomu metabolitow witaminy D3

Zgodnie z metodologig zawartg w artykule Karnia 1 wsp. (2021) (podrozdziat 7.1.
dysertacji doktorskiej) stezenie 25(OH)Ds 1 metabolity witaminy D w osoczu zwierzat
oznaczono za pomocg chromatografii cieczowej z tandemowsa spektrometrig mas
(LC-MS/MS). Material biologiczny zostat przeanalizowany przy uzyciu systemu
analitycznego HPLC Eksigent ExionLC z autosamplerem CTC PAL (Zwinger,
Szwajcaria) potaczonego z systemem QTRAP® 4500 MS/MS (Sciex, Framingham,
USA).

7.5. Kinetyka reakcji enzymatycznych

7.5.1. Przygotowanie tkanki do badan

Homogenizacje hipokampow wykonano w buforze do lizy zawierajgcym 50 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, ImM 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 zostat nastepnie
odwirowany przy 750 x g przez 10 minut w temperaturze 4°C. Nastgpnie podzielono

supernatant do mikroprobdéwek 1 zamrozono w -80°C.
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Kazdorazowo przed wykonaniem nast¢pujacych analiz wykonano oznaczenia poziomu
biatka w probach z wykorzystaniem zestawu ,,Pierce BCA Protein Assay Kit” (23225,
Thermo Scientific, USA). Supernatant rozcienczono z dejonizowang woda, wolng
od drobnoustrojéw w proporcji 1:10. Zawartos¢ catkowitego biatka oznaczono zgodnie

z instrukcja dolaczong do zestawu.

7.5.2. Oznaczanie aktywnosci syntazy cytrynianowej (CS)

Aktywno$¢ CS zostata wykonana zgodnie z procedurg przedstawiong w artykule
Korewo-Labelle 1 wsp. (2023). W skrécie, do kazdego dotka ptytki 96-dotkowe;j
odpipetowano 181 pl buforu (50 mM TRIS-HCL, 5 mM EDTA; pH 8,1) i dodano 3 ul
750 x g supernatantu. Nastepnie dodano 20 pl §wiezo przygotowanego 1 mM DTNB,
2 pul 15 mM acetylo-koenzym A oraz 2 pl 10 mM kwasu szczawiooctowego Pomiar
aktywnos$ci CS wykonano w 2 powtdrzeniach przez 2 minuty i1 zmierzono przy
zastosowaniu czytnika mikroptytek (Varioskan Flash-Spectral Scanning Multimode
Microplate Reader, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) przy absorbancji 412 nm

1 temperaturze 37°C. Wyniki pomiaru wyrazano w pmol/min/mg biatka.

7.5.3. Oznaczenie aktywnosci oksydazy cytochromu ¢ (COX)

Zgodnie z metodyka opisang w artykule Korewo-Labelle 1 wsp. (2023), okre$lono
aktywno$¢ oksydazy cytochromu ¢ (COX). W skrocie, do 192 pl 50 mM buforu
fosforanowego (1 mM EDTA, pH 7,2) dodano supernatant tkankowy oraz 3 pl 2 mM
cytochrom c (c2037; Sigma-Aldrich; USA) zredukowany kwasem askorbinowym (20:1).
Pomiar zostal wykonany w 2 powtorzeniach przez 2 minuty. Wyniki aktywnosci COX
uzyskano przy pomiarach absorbancji 550 nm i temperaturze 37°C z zastosowaniem
czytnika mikroptytek (Varioskan Flash-Spectral Scanning Multimode Microplate Reader
183, Thermo Scientific, MA, USA). Uzyskane wyniki wyrazono w nmol/min/mg biatka.

7.5.4. Oznaczanie zawartosci grup sulfhydrylowych (-SH)

Oznaczenia zawartosci wolnych grup -SH, jednego z markeréw wolnorodnikowych
uszkodzen biatek, zostalty wykonane nastepujaco: do 20 ul 4% supernatantu hipokampa
dodano 200 ul 10 mM buforu sodowo-fosforanowego (pH 8,0). W celu odstonigcia grup
-SH bialek dodano 30 pl 10 % dodecylosiarczanu sodu (SDS; 33629.266, VWR
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International) oraz 30 pl 0,1 mM kwasu 2,2-ditiobisnitrobenzoesowego (DTNB; VWR
International, USA). Cato$¢ inkubowano przez 1 godzing w 37°C. Nastepnie dokonano
pomiaru absorbancji z wykorzystaniem czytnika mikroptytek (Varioskan Flash-Spectral
Scanning Multimode Microplate Reader 183, Thermo Scientific, MA, USA). przy
dhugosci fali 405 nm w 37°C. Wartosci dla grup -SH zostaly obliczone wzgledem proby
slepej (bez DTNB) z krzywej wzorcowej — zredukowanego glutationu (GSH; GA251-
10G, Sigma, USA). Zawarto$¢ grup -SH wyrazono w mM/ g tkanki.

7.5.5. Oznaczanie stezenia dialdehydu malonowego (MDA)

Wolnorodnikowe uszkodzenia lipidow w hipokampie oznaczono wykonujac pomiary
poziomu dialdehydu malonowego (MDA). Lizaty (zawierajace 0,05%
butylohydroksytoluen (BHT) odwirowano przy 4000 x g przez 10 minut,
w temperaturze 4°C. Do wykonania rozcienczen wykorzystano 0,02 M Tris-HCl (pH
7,2). Nastepnie do 325 ul roztworu reakcyjnego R1 (Tabela 3.) dodano 50 pl proby
badanej, 50 pl wody destylowanej, wolnej od drobnoustrojéw oraz 75 ul 37% HCI.
Absorbancje zmierzono przy dlugosci fali 586 nm z wykorzystaniem tego samego
czytnika.  Stezenie MDA w  probkach oznaczono uzywajac 10 mM
1,1,3,3-tetrametoksypropanu jako standardu — do wyznaczenia krzywej wzorcowe;]

w zakresie stezen 0-5 nmol. Stezenie MDA wyrazono w nmol/g tkanki.

7.5.6. Oznaczanie poziomu 8-izoprostanow

Do oceny uszkodzen lipidow wywotanych przez wolne rodniki zastosowano test
immunoenzymatyczny ELISA analizujacy zawartos¢ 8-izoprostanow (516351; Cayman
Chemical; MI, USA) w lizacie hipokampa. Material do analizy zostal przygotowany
1 przeanalizowany zgodnie z zaleceniami producenta — zawierat 0,05 % roztwor BHT,
w celu zapobiegania dalszemu utlenianiu lipidéow. Absorbancj¢ probek mierzono za
pomocg czytnika mikroplytek Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector
(Beckman Coulter; USA) przy dtugosci fali 405 nm 1 temperaturze 37°C. Wyniki pomiaru

wyrazano w pg/ml probki.
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Tabela 3. Bufory i odczynniki wykorzystane do oznaczen kinetycznych.

(GSH)

(GA251-10G)

Nazwa Producent Sklad Zastosowanie
(numer
katalogowy)

Bufor Tris-HCI -- 50 mM Tris-HCI, Bufor do
150 mM NacCl, homogenizacji

1 mM EDTA, materiatu
0,5 mM DTT, pH 7.4 biologicznego

Protease Inhibitor Sigma, USA -- Protekcja bialek
Cocktail (P834) podczas homogenizacji
Zredukowany glutation Sigma, USA -- Standard do

wyznaczenia krzywej
wzorcowej grup -SH

Dodecylosiarczan sodu

VWR International,

Odstoniecie

USA biatkowych grup -SH
(33629.266)
Kwas 2,2- VWR International, - llosciowa reakcja z
ditiobisnitrobenzoesowy USA wolnymi grupami -SH.
Daje wykrywalny
produkt TNB
1,1,3,3- Sigma, USA 1,1,3,3-tetrametoksypropan Standard do
tetrametoksypropan (T-9889) >96% wyznaczenia krzywej
wzorcowej MDA
Roztwor R1 -- N-metylo-2fenylindol, Reakcja z MDA daje
acetonitryl, metanol stabilny chromofor o
intensywnej
absorbancji przy
586 nm

7.6.1losciowa analiza bialek

7.6.1. Przygotowanie tkanki do analizy

W celu detekcji 1 analizy poziomu wybranych biatek zastosowano metode Western

Blot. Hipokampy zostaty homogenizowane w buforze RIPA (Pierce RIPA Buffer, 89901,
Thermo Scientific, USA) z dodatkiem inhibitorow proteaz i fosfataz (Halt™ Protease
1 Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X), 1861280, Thermo Scientific, USA)
w stosunku 1:100. Nastepnie 8 % homogenat zostal odwirowany przy 750 % g nast¢pnie
zebrany z nad osadu homogenat wirowano przy 12 000 x g w temperaturze 4°C.
Supernatant podzielono do probéwek wirowkowych oraz przechowywano w -80°C do

momentu wykonania kolejnych czynnosci.

Kazdorazowo przed wykonaniem kolejnych procedur poddawano ocenie poziom

biatka w lizatach hipokampow. Oznaczenia wykonano z wykorzystaniem zestawu
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,Pierce BCA Protein Assay Kit” (23225, Thermo Scientific, USA) 1 przeprowadzono

zgodnie z instrukcjg producenta.

7.6.2. Procedura Western Blot

Western Blot, jako najpowszechniejsza iloSciowa metoda identyfikacji bialek,
opierajacg si¢ na przeniesieniu rozdzielonych (po elektroforezie) biatek z zelu
na membran¢ podczas transferu (w tym przypadku potsuchego), a nastepnie wizualizacji
wybranych bialek przy zastosowaniu przeciwcial pierwszo- i1 drugorzedowych.
Sprzgzona z przeciwcialami drugorzegdowymi peroksydaza, w obecnosci nadtlenku
wodoru utlenia luminol, czego efektem jest wydzielona energia w postaci $wiatla.
Reakcja ta pozwala na zobrazowanie 1 wyznaczenie poziomu biatka znormalizowanego

do jego catosci.

Lizaty zawierajace 25-30 ng biatka poddawano frakcjonowaniu wielkoSciowemu
w 10 % lub 12 % mini zelach PAGE (mini protean TGX Precast Protein Gels; 4561035,
4561045; BioRad, USA) w warunkach: 125 V, 0,05 A, 6 W przez okoto 50 minut.
Nastgpnie wykonano 7 minutowy elektrotransfer biatek na membrang przy uzyciu
,lrans-Blot Turbo Transfer System” (BioRad, USA) przy 25 V. Membrany byly
blokowane przez 30 minut w buforze do blokowania ,,Every Blot Blocking Buffer”
(12010020; BioRad, USA) lub 2 godziny w 5% mleku beztluszczowym rozpuszczonym
w TBST, nastepnie inkubowane przez noc w przeciwcialach pierwszorzedowych.
Zastosowane zostaty przeciwciata: 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-1a (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 3-tubulina
(1:1000; AF7011, Affinity, USA). Po 5 krotnym plukaniu TBST (1x), membrany
inkubowano przez 1 godzing w przeciwciatach drugorzedowych sprzezonych z HRP:
anty-mysich  (ab6728; Abcam) 1 anty-krdliczych  (111-035-003;  Jackson

ImmunoResearch, UK) w rozcienczeniu 1:1000-1:5000.

Wizualizacja uzyskanych wynikoéw badan zostata dokonana za pomoca zestawu do

wzmocnionej chemiluminescencji ,,Clarity Western ECL Substrate” (1705061; BioRad,

101



USA) 1 zobrazowane przy uzyciu systemu ,,ChemiDoc MP” (BioRad, USA). Uzyskane
wyniki analizowano przy uzyciu oprogramowania ,Image Lab”. Dane zostaly
znormalizowane do calkowitej zawartosci biatka w probie oraz B-tubuliny, a wartosci

wyrazono w stosunku do odpowiednich kontroli.
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Tabela 4. Pierwszo- i drugorzedowe przeciwciala oraz warunki do oznaczenia

poszczegolnych biatek zastosowane w pracy.

Przeciwciala I rzedowe Przeciwciala II rzedowe
Bialko Numer Stezenie | Mieszanina Czas Numer Stezenie Czas
Katalogowy do inkubacji | katalogowy inkubacji
blokowania/
rozcienczen
GR ab183127 1:500 Every Blot Przez 111-035- 1:1000 1 godz.
(83kDa) (Rb) Bloking cala noc 003
Buffer
MR ab64457 1:1000 Every Blot Przez 111-035- 1:3000 1 godz.
(100kDa) (Rb) Bloking cala noc 003
Buffer
VDR ab3508 (Rb) | 1:1000 Every Blot Przez 111-035- 1:3000 1 godz.
(48kDa) Bloking cala noc 003
Buffer
COX 1II | NBP294364 | 1:1000 Every Blot Przez 111-035- 1:3000 1 godz.
(25kDa) (Rb) Bloking cala noc 003
Buffer
COX IV | 4D11B3ES 1:1000 Every Blot Przez ab6728 1:2000 1 godz.
(17kDa) Ms) Bloking cala noc
Buffer
PGC-1a ab191838 1:1000 5% mleko 1 godz. 111-035- 1:5000 1 godz.
(91kDa) (Rb) odttuszczone 003
rozpuszczone
w TBST
IGF-1 ab9572 1:1000 Every Blot 1 godz. 111-035- 1:3000 1 godz.
(22 kDa) (Rb) Bloking 003
Buffer
proBDNF | ab108319 1:1000 Every Blot Przez 111-035- 1:3000 1 godz.
(28kDa) (Rb) Bloking cala noc 003
mBDNF Buffer
(15kDa)
Akt C67E7 (Rb) | 1:1000 5% mleko Przez 111-035- 1:3000 1 godz.
(60kDa) odttuszczone | calg noc 003
rozpuszczone
w TBST
pAkt D25E6 (Rb) | 1:1000 5% mleko Przez 111-035- 1:3000 1 godz.
(60kDa) odttuszczone | calg noc 003
rozpuszczone
w TBST
NFL C28E10 1:1000 Every Blot Przez 111-035- 1:3000 1 godz.
(70kDa) (Rb) Bloking cala noc 003
Buffer
RBM3 HPA003624 | 1:1000 Every Blot Przez 111-035- 1:3000 1 godz.
(17kDa) (Rb) Bloking cala noc 003
Buffer
B- AF7011 1:1000 Every Blot Przez 111-035- 1:3000 1 godz.
tubulina (Rb) Bloking cala noc 003
(55kDa) Buffer
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Tabela 5. Bufory i materialy wykorzystane w pracy do oznaczen poziomu wybranych

biatek metodgq Western Blot.

Nazwa Producent Sklad Zastosowanie
(numer
katalogowy)
Pierce RIPA Buffer Thermo Scientific, 25 mM Tris-HCI pH 7,6, Bufor do
USA (89901) 150 mM NacCl, 1 % NP.- homogenizacji tkanek,

40, 1 % deoksycholan
sodu, 0,1 % SDS

stosowany rowniez do
przygotowania
odpowiednich
rozcienczen

Halt™ Protease i
Phosphatase Inhibitor
Cocktail (100X)

Thermo Scientific,
USA (1861280)

Fluorek sodu, ortowanadan
sodu, beta-glicerofosforan,
pirofosforan disodu,
aprotynina, bestatyna, E64,
leupeptyna

Protekcja biatek
podczas homogenizacji
materiatu
biologicznego

Pierce BCA Protein

Thermo Scientific,

Okreslenie poziomu

Assay Kit USA (23225) biatka w lizatach
Mini protean TGX BioRad, USA Zele poliakryloamidowe Rozdziat
Precast Protein Gels (4561035, zdenaturowanych
4561045) biatek podczas
elektroforezy
10x Tris/Gycine/SDS BioRad, USA 25 mM Tris, 192 mM Koncentrat buforu do
Running Buffer (1810732) glycine, 0,1 % SDS, pH 8.3 elektroforetycznego
rozdziatlu biatek
2x Laemmli Sample BioRad, USA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8, Bufor do
Buffer (1610737) 26,3 % glicero, 12,1 % przygotowania probek
SDS, 0,01% biekit iich denaturacji
bromofenolowy
Ditiotreitol (DTT) VWR 1,4-Ditiotreitol Redukcja biatka, w
International, USA 99 % celu ulatwienia
(443853B) wigzania z
przeciwcialem
Precision Plus Protein™ BioRad, USA Bialka rekombinowane Marker wielkosci
WesternC™ Blotting (1610376) znakowane Strep, 30 % biatek do rozdziatu
Stiards glicerol, 62,5 mM Tris, pH | elektroforetycznego o
6,8, 50 mM DTT, 5 mM zakresie 10-250 kDa
EDTA, 2% SDS,
0,02 % NaNs3, 0,01 %
biekit bromofenolowy
Immun-Blot PVDF BioRad, USA -- Zapewnienie wigzania
Membrane (1620174) specyficznych biatek
podczas transferu z
zelu
Extra Thick Blot Filter BioRad, USA -- Zapewnienie
Paper (1703966) szybkiego i
skutecznego transferu
biatek z Zelu na
membrane.
Trans-Blot Turbo 5x BioRad, USA Tris, Glicyna Koncentrat buforu do
Transfer Buffer (10026938) transferu, umozliwia

skuteczne
przeniesienie biatek z
zelu na membrang
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Every Blot Blocking BioRad, USA Sktad niedostepny Bufor blokujacy
Buffer (12010020) zmniejszajacy
wigzanie nieswoistych
przeciwciat w celu
zmniejszenia ta
podczas detekcji
chemiluminescencyjnej
Bufor TBST -- 20 mM Tris-base, 150 mM Bufor stosowany do
NacCl, 0,1 % Tween 20, pH | przemywania membran
74 PVDF
Clarity Western ECL BioRad, USA Odczynnik Ponadtlenkowy, | Odczynnik do detekcji
Substrate (1705061) Odczynnik z Luminolem wyznaczonych biatek

7.7. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostala wykonana przy uzyciu programu GraphPad Prism 8.3

(GraphPad Software, USA). Do oceny wynikow mas hipokampow, stezenia witaminy D

oraz poziomoéw wybranych bialek metoda Western Blot z chemiluminestencja

zastosowano jednoczynnikowg ANOVA z testem post hoc LSD Fishera. Do analizy

wynikow kinetyki enzymatycznej oraz testow immunonzymatycznych zastosowano

rowniez jednokierunkowa ANOVA z testem post hoc LSD Fishera. Dane zostalty

przedstawione jako srednia + SEM, a za wartosci statystycznie istotne uznano p < 0,05.
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8. Wyniki
8.1.Stezenie 25(OH)Ds; i metabolitow witaminy D w surowicy

SZCZUrow

Wyniki stezen metabolitow witaminy D w surowicy szczuréw traktowanych
cyklicznie stresorem zimna oraz suplementowanych witaming D3 zostaty przedstawione
oraz obszernie opisane w artykule Karnia i wsp. (2021). W grupie suplementowane;j
ZWD (w artykule STR SUP) zaobserwowano istotnie wyzsze stezenie 25(OH)Ds (22,89
+ 6,02 ng/ ml) w porownaniu do grupy ZW poddanej czynnikowi stresowemu (w artykule
STR PL; 10,36 = 2,92 ng/ ml) i CW bedaca grupa pozorowang (w artykule SHM)
(7,84 + 2,80 ng/ ml). Wykazano brak réznic w stezeniu 25(OH)Ds, 24,25(0OH):D;s,
epi-25(0OH)Ds w grupie ZW w poréwnaniu z grupg CW.

8.2.Masa hipokampa i masa ciala szczurow

Po 28-dniowej ekspozycji szczurow na stresor zimna obserwuje si¢ istotny
statystycznie (**p < 0,01) spadek masy hipokampoéw u szczurow w grupie ZW
(0,092 = 0,019) oraz ZWD (0,095 = 0,017) w porownaniu do grupy CW
(0,176 + 0,044 g), natomiast miedzy grupami ZW 1 ZWD nie obserwuje si¢ istotnych

roznic (Rycina 8a).

W wynikach pomiaréw masy ciata zwierzat nie zaobserwowano istotnych réznic
migdzy grupami. Szczegdlowe wyniki zostaty zaprezentowane w artykule Karnia 1 wsp.

(2021) zawartym w podrozdziale 7.1.

Zaobserwowano réznice w stosunku masy hipokampa do masy ciata szczurow.
W grupie ZW (0,02 + 0,01) byt on znaczaco nizszy (**p < 0,01) w poréwnaniu do CW
(0,05 £ 0,01), natomiast w przypadku grupy ZWD (0,03 + 0,00) spadek byt nieco
mniejszy (*p < 0,05 vs. CW) (Rycina 8b).
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Rycina 8. Masa hipokampa (a) oraz stosunek masy hipokampa do masy ciata (b)
w poszczegolnych grupach: u szczurow z grupy pozornego stresu zimna (CW), grupy
traktowanej stresosremw postaci zimna (ZW) oraz dodatkowo suplementowanej

witaming D3 (ZWD). Wyniki zostaly wyrazone jako srednia £ SEM; *p <0,05; **p <0,01.

8.3.0cena poziomu receptorow VDR, MR oraz GR

Po 28-dniowej suplementacji witaminy D3 podczas powtarzanego, dtugotrwatego
zanurzenia w wodzie nie zaobserwowano znacznych zmian w poziomach VDR
w hipokampach szczuréw. W grupie KON wynosilty one 1,680 = 0,016 w CW
1,206 + 0,140 natomiast w grupach ZW 1 ZWD kolejno: 1,538 + 0,121
11,668 = 0,175 A.U. (Rycina 9a). Jak przedstawia Rycina 9b, nie uzyskano rowniez
istotnych roznic w poziomach GR. Poziom badanego biatka w grupach: KON
(0,255 £+ 0,005, CW (0,259 + 0,067, ZW (0,188 =+ 0,188)
oraz z wtaczong suplementacjg witaminy D3 (0,300 = 0,059 A.U.) byt do siebie zblizony.
Co wigcej, nie stwierdzono rowniez istotnych statystycznie roznic w poziomach MR.
W grupach KON, CW, ZW 1 ZWD poziom ten byt zblizony 1 wynosit kolejno:
0,254 £ 0,044, 0,288 + 0,038, 0,195+ 0,0311 0,211 + 0,037 A.U. (Rycina 9c¢).
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Rycina 9. Poziomy receptora VDR (a) i GR (b) w hipokampie szczurow. SKkréty: KON —
grupa kontrolna, CW — grupa pozornego stresu zimna, ZW — grupa traktowana stresorem
zimna, ZWD — grupa traktowanej stresem zimna i suplementowana witaming D3. Wyniki

zostaly wyrazone, jako srednia = SEM.

8.4.Zawartos¢ bialek zwigzanych z neuroprotekcja

Na rycinie 10 1 11 przedstawiono wyniki poziomoéw bialek zaangazowanych
w szlaki wzrostu, przetrwania neuronéw 1 zwigzanych z neurogeneza. W poziomie
IGF-1 obserwuje si¢ istotny spadek (*p < 0,05) w grupie ZWD (1,933 + 0,064)
w porownaniu do CW (2,492 + 0,139). Jednakze, w grupie ZW (2,324 + 0,225)
nie obserwuje si¢ znacznych réznic w porownaniu do KON (2,277 + 0,162 A.U.)
oraz pozostalych grup (Rycina 10a). Ponadto, po 28-dniowej, cyklicznej ekspozycji
na zimno oraz suplementacji witaming D3 zaobserwowano istotny spadek (*p < 0,05)
w poziomie Akt w hipokampach szczurow w grupie ZWD (0,844 £ 0,018)
w poréwnaniu do grupy niesuplementowanej (ZW; 0,954 + 0,044 A.U.). Wyniki dla
grupy KON 1 CW wynosza odpowiednio: 0,914 + 0,033 oraz 0,927 + 0,039 A.U. (Rycina
10b). Co wigcej, w poziomach pAkt w grupie ZW (0,016 = 0,002), jak roéwniez
suplementowanej witaming D3 (ZWD; 0,015 £ 0,002) obserwowany jest znaczny spadek
(**p < 0,01) w porownaniu do KON (0,023 £+ 0,002 A.U.). W grupie CW wartos$ci
wynoszg 0,020 = 0,004 A.U. (Rycina 10c). Na Rycinie 10d przedstawione sg wyniki

stosunku pAkt do Akt, gdzie miedzy grupami nie obserwuje si¢ istotnych rdznic.
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Wartosci dla stosunku pAkt/Akt kolejno wynosza 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 witaming D3 w warunkach cyklicznej ekspozycji na
zimno zauwazono istotny (*p < 0,05) wzrost w poziomie mBDNF (0,574 + 0,452 A.U.)
w grupie ZW wzgledem pozostatych grup. Wartosci poziomu tego biatka w grupach
KON, CW, ZWD wynoszg kolejno: 0,014 + 0,001, 0,066 + 0,042 1 0,196 + 0,205 A.U.
(Rycina 11b). Obserwuje si¢ takze znaczace obnizenie poziomu proBDNF (**p < 0,01)
w grupie ZW (0,584 + 0,187 A.U), jak réwniez w ZWD (¥*p < 0,05; 0,580 + 0,166)
w porownaniu do grupy KON (1,040 + 0,124 A.U), co przedstawiono na Rycinie 11a.
Ponadto wykazano rowniez r6znice poziomu proBDNF w grupie ZW wzgledem grupy
CW (*p £0,05; 0,911 £ 0,107 A.U). Zaobserwowano istotne zmian mi¢dzy grupami w
stosunku proBDNF/mBDNF (Rycina 11c). Wartosci kolejno w grupach KON, CW, ZW,
ZWD wynoszg: 74,059 + 13,555; 25,511 + 18,082; 10,993 + 13,870; 15,813 £+ 15,802
A.U.
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Rycina 10. Poziomy IGF-1 (a), Akt (b), pAkt (c) oraz stosunek poziomow pAkt/Akt (d) w
hipokampie szczurow. Skroty: KON — grupa kontrolna, CW — grupa pozornego stresu
zimna, ZW — grupa traktowana stresorem zimna, ZWD — grupa traktowanej stresem

zimna 1 suplementowana witaming D3~ Wyniki zostaly wyrazone, jako

Srednia £ SEM; *p <0,05; **p <0,01.
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Rycina 11. Poziomy mBDNF (a), proBDNF (b) oraz stosunek poziomow
proBDNF/mBDNF (c) w hipokampie szczurow. Skroty: CW — grupa pozornego stresu
zimna, ZW — grupa traktowana stresorem zimna, ZWD — grupa traktowanej stresem
zimna 1 suplementowana witaming D3~ Wyniki zostaly wyrazone, jako

sSrednia = SEM; *p <0,05.

8.5.Poziomu RBM3 i NFL w hipokampie

Powtarzana, 28-dniowa ekspozycja na 60-minutowy stresor zimna miata istotny
wpltyw na poziom RBM3 i NFL w hipokampie. Zarowno w grupie ZW (*p < 0,05
vs. KON), jak 1 ZWD (**p < 0,01 vs. CW; *p < 0,05 vs. KON), obserwowany jest
znaczny wzrost poziomu RBM3. W grupie ZW wynosit on 1,590 + 0,464, natomiast w
ZWD: 2,048 + 0,429 A.U. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych roéznic migdzy
grupg KON 1 CW (kolejno 0,201 £ 0,011; 0,502 + 0,073 A.U.) (Rycina 12a). Co wigcej
w poziomie NFL réwniez wykazano rdznice istotne statystycznie w grupie poddanej
ekspozycji na zimno (ZW vs. CW, *p < 0,05; ZW vs. KON, **p < 0,01). Ponadto
obserwowano rowniez wzrost w grupie suplementowanej witaming D3 wzgledem grup
kontrolnych (ZWD vs. CW, **p <0,01; ZWD vs. KON, **p <0,01). Wyniki dla grupy
ZW 1 ZWD prezentuja si¢ nastepujaco: kolejno 1,461 + 0,446; 1,617 £ 0,067 A.U.
Nie zaobserwowano zadnych réznic migdzy 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 szczurow. Skroty: KON —
grupa kontrolna, CW — grupa pozornego stresu zimna, ZW — grupa traktowana stresorem
zimna, ZWD — grupa traktowanej stresem zimna i suplementowana witaming D3. Wyniki

zostaly wyrazone, jako srednia £ SEM; *p <0,05; **p <0,01.

8.6.Poziomy bialek mitochondrialnego metabolizmu tlenowego

Ponizej przedstawiono wptyw 28-dniowej suplementacji witaminy D3 podczas
ekspozycji na zimno, na poziomy markeréw tlenowego metabolizmu energetycznego.
Zawarto$¢ podjednostki IV (kodowanej w genomie jadrowym) COX w grupie ZW
(0,279 £ 0,024) r6znity si¢ istotnie w odniesieniu do KON (0,419 + 0,065) oraz do CW
(0,414 £ 0,028 A.U.) (*p < 0,05). Jednakze mimo tendencji spadkowej w grupie ZWD
(0,305 + 0,034 A.U.) nie zaobserwowano znaczgcych statystycznie réznic (Rycina 13a).
Roéwniez nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w poziomach podjednostki 11
(kodowanej przez mDNA) COX oraz PGC-1a. Wyniki pozioméw COX II przedstawiono
na rycinie 13b. Wartos$ci pozioméw w hipokampie wynosza 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-la (Rycina 13c) w hipokampie szczurdéw

wystawionych na powtarzajacy si¢ stresor zimna roéwniez nie wykazujg statystycznie
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istotnych roznic. W grupie KON, CW, ZW i1 ZWD, wartosci wynosza kolejno:
0,184 + 0,002, 0,197 + 0,002, 0,202 + 0,018, 0,214 + 0,011 A.U.
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Rycina 13. Poziom COX1V (a), COX I (b) oraz PGC-1aw hipokampie szczurow. Skroty:
KON — grupa kontrolna, CW — grupa pozornego stresu zimna, ZW — grupa traktowana

stresorem zimna, ZWD — grupa traktowanej stresem zimna i suplementowana witaming

Ds. Wyniki zostaly wyrazone, jako srednia = SEM; *p < 0,05.

8.7.Aktywnos$¢ enzymow mitochondrialnego metabolizmu
tlenowego
Po 28-dniowym wystawieniu zwierzat na stresor zimna zaobserwowano istotne
statystycznie zmiany (*p < 0,05) w aktywnosci CS miedzy grupa kontrolng (KON;
1,90 = 0,23) oraz grupg ZW (1,28 = 0,22). W pozostalych grupach, to jest,
suplementowanej witaming D3 (ZWD; 1,39 + 0,37), jak rowniez pozornego zanurzenia
w zimnej wodzie (CW: 1,60 = 0,30 pmol/min/mg biatka) nie zaobserwowano istotnych

roznic (Rycina 14).
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Rycina 14. Aktywnosci syntazy cytrynianowej (CS) w hipokampie szczurow. Skroty: KON
— grupa kontrolna, CW — grupa pozornego stresu zimna, ZW — grupa traktowana
stresorem zimna, ZWD — grupa traktowanej stresem zimna i suplementowana witaming

Ds. Wyniki zostaly wyraZone, jako srednia = SEM.

8.8. Oznaczanie = markerow  uszkodzen  wolnorodnikowych

w hipokampie

W kolejnych analizach zaobserwowano, ze 28-dniowe dlugotrwale zanurzenie
w zimnej wodzie powoduje istotne uszkodzenia biatek (grupy -SH) 1 lipidow (MDA)
wywolane RFT w hipokampach szczurow. Jednakze w zawartoSci 8-izoprostanow
(Rycina 15a) nie obserwuje si¢ znaczacych zmian pomiedzy 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 réznice (*p < 0,05) w stezeniu MDA w grupie
ZW (15,99 + 2,87) w odniesieniu do grupy CW (11,15 £ 2,59). W grupie KON
(11,60 + 0,92) 1 z wlaczong suplementacjg witaminy D3 (ZWD; 13,58 + 3,44 mmol/g
tkanki) stezenie oznaczanego markera wolnorodnikowych uszkodzen lipidow byto
zblizone. Co wigcej, stwierdzono rowniez rdznice statystycznie istotne (**p < 0,01)
w zawartosci markera uszkodzen bialek spowodowanych stresem oksydacyjnym.

W grupie ZW (1155,2 + 154,5) obserwuje si¢ spadek stezenia grup -SH wzgledem 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).
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Rycina 15. Rycina 15. Stezenie 8-izoprostanow (a), MDA (b), grup -SH (c) w hipokampie
szczurow. Skroty: KON — grupa kontrolna, CW — grupa pozornego zanurzenia w zimnej
wodzie, ZW — grupa traktowana stresorem zimna, ZWD — grupa zanurzona w zimnej
wodzie i suplementowana witaming D3, MDA — aldehyd dimalonowy, grupy -SH — grupy
sulfhydrylowe. Wyniki zostaly wyrazone jako srednia £ SEM; *p < 0,05, **p <0,01.
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9. Dyskusja

Glownym celem realizacji niniejszych badan byla che¢ poznania i zrozumienia
wewnatrzkomorkowych mechanizmow protekcyjnych witaminy D.
W przedstawionej pracy poruszytlam temat wptywu suplementacji witaminy D3
na neuroprotekcje i mitochondrialny metabolizm energetyczny w hipokampach szczuréw
podczas dlugotrwatej ekspozycji na dziatanie glikokortykosteroidow. Niniejsza praca
skupia si¢ na dwoch rdéznych modelach narazenia organizmu na dziatanie
glikokortykosteroidow: w formie egzogennego 28 dniowego podawania DEXA
oraz poprzez modelowo indukowane uwalnianie endogennych GK w wyniku

zastosowania dlugotrwatej ekspozycji na zimno.

9.1.Dlugotrwala ekspozycja na dzialanie DEXA

Dyskusja dla tej czeSci dysertacji zostata przedstawiona w artykutach:
»The Positive Impact of Vitamin D on Glucocorticoid-Dependent Skeletal Muscle
Atrophy” oraz ,,Supplementation with Vitamin D; Protects against Mitochondrial
Dysfunction and Loss of BDNF-Mediated Akt Activity in the Hippocampus during

Long-Term Dexamethasone Treatment in Rats”.

9.2.Dlugotrwala ekspozycja na dzialanie endogennych GK

9.2.1. Zmiany atroficzne hipokampa w wyniku dzialania

endogennych GK

GK wykazuja dziatanie kataboliczne, powoduja hamowanie syntezy biatek
1 stymulacje ich degradacji w tkankach pozawatrobowych, szczegolnie w migs$niach
szkieletowych 1 tkance kostnej (Sato 1 wsp., 2018). W pracy Karnia 1 wspotautorzy
przedstawiaja, ze pod wplywem stymulacji elektrycznej jadra tozyskowego prazka
krancowego, ktore odgrywa istotng role w aktywacji osi PPN, obserwowane jest zalezne
od GK rozregulowanie w gore biatek atrofii migsni szkieletowych 1 tlenowego

metabolizmu energetycznego (Karnia i wsp., 2020).

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wykazuja, ze 28 dniowa ekspozycja na
dzialanie GK indukowana zimnem powoduje obnizenie masy hipokampa przy

jednoczesnym wzroscie kortykosteronu (KORT) w osoczu. Wyniki te sg zgodne z danymi
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uzyskanymi przez Zhang 1 wsp., wykazujacymi znaczne obnizenie objetosci hipokampa
u myszy po 4 tygodniowym podawaniu KORT w dawce 20 mg/kg/dzien
(Zhang 1 wsp., 2015). W innych badaniach zaobserwowano rowniez obnizenie objetosci
hipokampa u szczurow z wyindukowang hiperkortyzolemig (Schubert 1 wsp., 2008).
Przyczyng tego stanu jest fakt, iz dlugotrwata ekspozycja na zwigkszone poziomy
glikokortykosteroidow wplywa na obnizenie dtugos¢ dendrytow, atrofie neuronow
1 w konsekwencji moze prowadzi¢ do apoptozy komoérek (Sapolsky, 1996).
Mimo, iz w przedstawionej pracy nie zostaty ujete testy behawioralne, sugeruje sie,
ze atrofia hipokampa jest dobrze ugruntowanym biomarkerem zaburzen poznawczych
(Rahman 1 wsp., 2016; Sun 1 wsp., 2022). Wedtug licznych badan, zanurzenie w zimne;
wodzie zwigzane jest z procesami zaburzenia uwagi i pamigci (Jones 1 wsp., 2019;

Mahoney 1 wsp., 2007; O’Brien 1 wsp. 2007).

Wyniki badan prezentowane w niniejszej dysertacji wykazuja réwniez, wzrost
poziomu NFL w hipokampie spowodowany ekspozycja na zimno zardowno w grupie ZW,
jak 1 ZWD. W pracy Cereseto 1 wsp. wykazano, ze po 21 dniach ekspozycji na dziatanie
KORT (wydzielanie przez podskorny implant zawierajacy 100 mg i 200 mg) powoduje
obnizenie poziomu NFL w hipokampie (Cereseto 1 wsp., 2006). Roznice w wynikach
mog3a by¢ skutkiem zastosowania innego modelu, jak rowniez poziomu krgzagcego KORT
we krwi zwierzat. Z drugiej strony w badaniach prowadzonych post mortem
przedstawiono zwigkszong immunoreaktywno$¢ NFL w korze mozgowej
1 zakrecie hipokampa u pacjentow z otepieniem w chorobie Parkinsona (Frigerio 1 wsp.,
2023). NFL gromadzit si¢ w somie neuronow o morfologii charakterystycznej dla zmian
neurodegeneracyjnych oraz w aksonach podlegajacych fragmentacji (Frigerio i wsp.,
2023). W ostatnich latach prowadzone badania, skupiaja si¢ gtownie na oznaczeniu
poziomu uwolnionego NFL do krwioobiegu, czy tez ptynu moédzgowo-rdzeniowym
odzwierciedlajagc  uszkodzenia 1 zwyrodnienia  aksonow ~w  chorobach
neurodegeneracyjnych (Zervides i1 wsp., 2022). Powszechnie uwaza si¢, ze rozpad
aksonéw prowadzi do wzrostu tego markera w plynie zewnagtrzkomorkowym
1 w konsekwencji obnizenia w tkance mozgowej (Ashton 1 wsp., 2019). Migdzy innymi
w jednej z prac, wykazano, ze wzrost poziomu NFL we krwi oraz ptynie
mozgowo-rdzeniowym korelowal z atrofig mézgu i1 rdzenia kregowego (Barro 1 wsp.,
2018). Jednakze, wyzsza immunoreaktywnos$¢ NFL opisano w tkance mozgowej zwierzat
1u pacjentow po udarze (Hartig 1 wsp., 2016; Mages 1 wsp. 2018).
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28 dniowa ekspozycja na zimno spowodowala wzrost poziomu RBM3
w hipokampie szczurow. Wykazano, ze biatko to powoduje trwalg ochrong synaptyczng
umyszy z chorobg neurodegeneracyjng (Peretti i wsp., 2015). Co wigcej, biatko to zostato
zaproponowane jako marker hipotermii terapeutycznej o dziataniu neuroprotekcyjnym
(Rosenthal 1 wsp., 2019). Jednakze, wymagane jest pelne zrozumienie mechanizmow
RBM3-zaleznych. Mimo wielu badan §wiadczacych o pozytywnym potencjale RBM3
dane nie wydajg si¢ by¢ jednoznaczne. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sg
zbiezne z tymi uzyskanymi, przez Lian i1 wsp., gdzie autorzy wykazali, Ze stres
spowodowany zimnem indukuje wzrost poziomu RBM3 w hipokampie samic szczuroéw
(Lian 1 wsp., 2018). Istnieje wiele badan popierajacych zaleznos$¢ tego biatka szoku zimna
1 dzialaniem neuroprotekcyjnym (Bastide 1 wsp., 2017; Chip 1 wsp., 2011; Lin 1 wsp.,
2023), migdzy innymi poprzez receptor TrkB (Peretti i wsp., 2021). Mechanizm ten
posrednio obserwuje si¢ w hipokampach z grupy ZW, gdzie poziom mBDNF byt istotnie
podwyzszony, natomiast poziom proBDNF zostal obnizony w obu grupach poddanych
ekspozycji na zimno. Prezentowane wyniki sg zgodne z badaniami Lian 1 wsp. gdzie
7 dniowy stres spowodowany zimnem przyczynit si¢ do obnizenia poziomu BDNF
(proBDNF) w hipokampie samic szczuréow (Lian 1 wsp., 2018). Zgodno$¢ niniejszych
badan mozna réwniez wskaza¢ dla wzrostu poziomu mBDNF indukowanego ekspozycja
na zimno w hipokampie. W badaniach zespotu Peretti’ego zauwazono podobny wynik
w badaniach in vivo. Obnizenie temperatury ciata myszy do 16-18°C na 45 minut
spowodowato wzrost poziomu BDNF (mBDNF), jak rowniez podwyzszenie poziomu

RBM3 w hipokampie zwierzat (Peretti i wsp., 2021).

9.2.2. Wplyw endogennych GK na indukcje¢ stresu oksydacyjnego

w hipokampie

Hipokamp, cialo migdatowate, kora przedczotowa i komorki ziarniste mozdzku sa
uznawane za struktury charakteryzujace si¢ najwieksza podatnoscia na stres oksydacyjny
(Wang 1 Michaelis, 2010). Struktury te sg istotne dla proceséw uczenia si¢ 1 pamigci
oraz ich integracji (Eichenbaum, 2001; Nieuwenhuis 1 Takashima, 2011). A wysoki
poziom stresu oksydacyjnego koreluje z pogorszeniem si¢ ich funkcji(Carney 1 wsp.,

1991; Fukui 1 wsp., 2001).
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Wedtug dostepne;j literatury wysokie stezenia GK w osoczu wigze si¢ ze zwigkszonym
stresem oksydacyjnym (Karnia i wsp., 2018), co zostalo potwierdzone w niniejszych
badaniach. Wykazatam, ze ekspozycja na zimno powoduje wzrost poziomu MDA
1 spadek grup -SH w hipokampie, wskazujagc na uszkodzenia lipidow 1 bialek
spowodowane stresem. Wyniki niniejszych badan sg zbiezne z obserwacjami Xu 1 wsp.,
gdzie przedstawiajg oni wzrost poziomu MDA i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) wraz
z dlugoscia czasu ekspozycji na zimno. Najwyzszy poziom zardéwno MDA jak 1 SOD byt
obserwowany w trzecim tygodniu eksperymentu. Co wigcej wzrost poziomu CORT
wywotany zimnem spowodowat aktywacj¢ endogennego szlaku apoptotycznego 1 utraty
neuronéw (Xu 1 wsp., 2019). Ponadto w badaniach Bakhtiari-Dovvombaygi i wsp.
w szczurzym modelu nieprzewidywalnego przewleklego stresu po 4 tygodniach
zaobserwowano obnizenie st¢zenia grup -SH oraz istotny wzrost MDA w hipokampie,
przedstawiajgc  zwigzek migdzy GK a wolnorodnikowymi uszkodzeniami OUN

(Bakhtiari-Dovvombaygi i wsp., 2021).

Wplyw ekspozycji zimna na mitochondrialny metabolizm energetyczny nie jest
doktadnie poznany. W niniejszej pracy wykazano, ze 28 dniowa ekspozycja na zimno
powoduje obnizenie zawarto$ci podjednostki IV COX 1 aktywnosci CS, podobnie jak
w pracy Pamentera 1 wsp., gdzie odnotowano obnizenie aktywnosci CS, jak réwniez
kompleksu IV tancucha oddechowego o 55% (Pamenter 1 wsp., 2018). Wykazano
rowniez, ze GK, zmniejszajg stopien kontroli oddychania poprzez hamowanie
aktywnos$ci kompleksu I 1 V w mitochondriach moézgu szczura (Morin 1 wsp., 2000).
W innych badaniach przedstawiono, Zze model chronicznego nieprzewidywalnego
fagodnego stresu, jak 1 traktowanie szczurow KORT w dawce 20 mg/ kg przez 40 dni
wptywaja w podobnym stopniu na dysfunkcj¢ mitochondriéw. W izolowanych
mitochondriach kory przedczotowej obu grup zaobserwowano znaczaco obnizony
stosunek GSH/GSSG, obnizony potencjat btonowy, zwigkszong produkcje RFT
1 zmniejszona aktywno$¢ enzymatyczna kompleksu I 1 IV tancucha oddechowego oraz
CS (Liu i Zhou, 2012). W innym modelu stresu (pustej butelki na wodg), wykazano, ze
po 21 dniach obnizenie zawarto$ci kompleksow tancucha oddechowego (I-IV)
oraz PGC-1a w przysrodkowej korze przedczotowej oraz ciele migdatowatym (Zhao 1
wsp., 2023). Informacje te sugeruja, ze niezaleznie od rodzaju stresora, odpowiedz
mitochondriéow na dziatanie GC jest podobna. Co wigcej, wykazano, ze 21-dniowa

ekspozycja na zimno hamuje fosforylacie AMPK 1 promuje fosforylacje mTOR,
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kluczowych w regulacji homeostazy energetycznej komoérek. Zmniejsza ekspresj¢ genow
kodujacych podjednostki kompleksu I (Ndufvl i Ndufv2) oraz wptywa na hamowanie
CKT — hydratazy fumaranowej (Fhl) i ligazy bursztynian-CoA (Suclg?). Jednakze,
w przeciwienstwie do przedstawionych wynikow, aktywno$¢ mitochondrialnego
kompleksu IV nie ulegta zmianie w hipokampie myszy (Li 1 wsp., 2024). W innych
badaniach prenatalna ekspozycja na dziatanie DEXA spowodowata u zwierzat obnizenie
zawartosci kompleksu II, IIT 1 V tancucha oddechowego w korze czolowej, lecz nie
wykazano zadnych zmian w hipokampie (Trojan 1 wsp., 2023). R6zZnica moze wynikaé
z zastosowanego modelu badan, wykorzystanych metod diagnostycznych, jak réwniez
moga by¢ powigzane ze zmianami zwigzanymi z dynamika mitochondriow. W pracy
Dzik 1 wsp., wykazali zwigzek pomiedzy aktywnoscig CS i poziomem PGC-1a, jako
posrednim markerem biogenezy mitochondriow (Dzik 1 wsp., 2019). Mimo, ze w
niniejszym badaniu nie zauwazono istotnych zmian w poziomie PGC-1a to aktywnosci
CS oraz zawartosci COX IV w hipokampie zostaly znaczaco obnizone w odpowiedzi
na ekspozycje na zimno. Wyniki te wskazuja na zmniejszenie mitochondrialnego

metabolizmu energetycznego, swiadczacym o dysfunkcji mitochondriow.

Prezentowane niedobory zwigzane z obnizeniem poziomemu bialek oraz aktywnosci
enzymow tlenowego metabolizmu mitochondrialnego, podczas przedtuzonej ekspozycji
na dzialanie GK, przyczyniaja si¢ do rozwoju stresu oksydacyjnego. Bazujac na
dotychczasowe] wiedzy, zmiany te mogg by¢ powigzane z zaburzeniami metabolizmu
glukozy w neuronach. Ponadto mogg wplywac na nieprawidtowos$¢ w funkcji neurondw,

zwigzanych z zapotrzebowaniem energetycznym (Harris i wsp., 2012).

9.2.3. Potencjal ochronny witaminy D w warunkach dlugotrwalej

ekspozycji na dzialanie endogennych GK

W ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswigca si¢ roli witaminy D w osrodkowym
uktadzie nerwowym, gdzie ma wplywac na neuroprotekcj¢, neurogeneze¢ oraz produkcje
1 modulacje neurotrofin (Pierrot-Deseilligny 1 Souberbielle, 2017). Jednak jej skutecznos¢
w  modulowaniu  zmian neurofizjologicznych  zwigzanych z  dzialaniem

glikokortykosteroidow ciggle pozostaje do wyjasnienia.

Dhugotrwaly niedobor witaminy D moze prowadzi¢ do produkcji RFT

1 negatywnego wplywu na funkcjonowanie mitochondriow, co z kolei prowadzi do
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stanow atroficznych (Dzik 1 Kaczor, 2019). Wykazano, ze niedobor witaminy D jest
powiazany z atrofig mies$ni szkieletowych (Dzik 1 wsp., 2018), moézgowia 1 niektorych
struktur, w tym hipokampa (Al-Amin 1 wsp., 2019; Eyles 1 wsp., 2003). Mimo, iz w grupie
wystawionej na dlugotrwalg ekspozycje na zimno do owego niedoboru pod wptywem GK
nie dochodzi to negatywne skutki przewleklej ekspozycji sa obserwowane.
Jak wspomniatam wyzej, w niniejszej pracy, mimo znacznego ste¢zenia 25(OH)D3
w osoczu, suplementacja witaminy D3 nie ochronita hipokampa przed obnizeniem jego
masy w przedstawionym modelu. Jednakze sugeruje si¢, ze prawidlowy poziom
25(OH)D3 moze wplywaé nie tyle na zmian¢ objetosci mozgowia 1 jego struktur,

ale powodowac poprawe jego funkcji (Zelzer 1 wsp., 2021).

Ekspozycja na GK powoduje obnizenie poziomu VDR nie tylko w hipokampie,
ale rowniez korze czotowej, sercu i nerkach (Jiang 1 wsp., 2014). W prezentowanych
badaniach zaréwno ekspozycja na dziatanie GK, jak 1 suplementacja witaminy D3 nie
zmienily poziomu VDR w hipokampie szczurow. Mozna wnioskowac, ze jest to efekt
braku zmian w stezeniu 25(OH)D3 we krwi po ekspozycji na zimno w poréwnaniu
do grupy CW. Natomiast dodatkowa suplementacja rowniez nie wptywa na zawartos¢

VDR.

W niniejszej pracy stwierdzono, ze dtugotrwata ekspozycja na zimng wode po
suplementacji witaming D3 powoduje obnizenie poziomu IGF-1 wzgledem grupy CW.
Zaréwno IGF-1, jak 1 mBDNF aktywuja szlak PI3K/Akt (Nitta 1 wsp., 2004;
Ohira 1 Hayashi, 2009). Dlatego prezentowane wyniki moga sugerowac, ze wyrzut
endogennych GK w wyniku dziatania na zimno wplywa zaré6wno na szlaki sygnatowe
BDNF/Akt, jak réwniez IGF-1/Akt. Niektére wyniki sugeruja, ze wyciszenie
IGF-1/IGF-1R u myszy powoduje obnizenie rozmiaru mdzgu, utrate mielinizacji
1 pogorszenie funkcji poznawczych (Sun i1 wsp., 2005). Inne badanie wykazato, ze
podawanie IGF-1 zwiekszylo ekspresj¢ BDNF (Park 1 wsp., 2011). Wyniki te sg istotne,
gdyz sugeruja, ze wysoki poziom IGF-1 moze promowa¢ BDNF a zalezno$¢ miedzy nimi
pozostaje czesciowo potwierdzona w niniejszej pracy. Co wiecej, w dysertacji wykazano,
ze dlugotrwata ekspozycja na zimno powoduje obnizenie poziomu proBDNF,
jak rowniez stosunku proBDNF do mBDNF. Jednakze suplementacja witaming Ds
nie wplywa na zmian¢ zawartosci tych biatek. Badania wskazujg na prawdopodobnie

odmienny mechanizm dziatania witaminy D 1 jej metabolitow. Ekspozycja na zimno nie
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spowodowata zmian w ich steZeniu, lecz spowodowata znaczng produkcje KORT.
Ciekawym aspektem jest interakcja miedzy IGF-1 a witaming D. Hayakawa 1 wsp.
wykazali, ze 1,25(OH);Ds; w migsniach szkieletowych nie wptywa bezposrednio na
zawartos¢ biatka, IGF-1 sugerujac, ze stymulacja ta moze dotyczy¢ innych tkanek

(Hayakawa 1 wsp., 2015)

Okazuje si¢, ze niedobor witaminy D zmniejsza tempo zuzycia tlenu i powoduje
zaburzenia funkcji mitochondriow (Dzik 1 Kaczor, 2019). Mozna, wigc wnioskowac,
ze jej suplementacja moze przyczynia¢ si¢ do poprawy tlenowego metabolizmu
energetycznego, co czg¢sciowo prezentujg niniejsze badania. W niniejszej pracy
pod wptywem endogennych GK nie jest obserwowane obnizenie stezenia 25(OH)Ds,
prawdopodobnie dlatego suplementacja witamy D3 nie jest istotnie efektywna, réwniez

w konteks$cie poprawy aktywnosci tlenowego metabolizmu energetycznego.

Dzik 1 wsp. zaobserwowali, ze suplementacja witaming D3 wykazuje potencjat
antyoksydacyjny 1 wplywa istotnie na obnizenie markerow peroksydacji bialek
(karbonyli bialkowych) 1 lipidow (8-izoprostany) (Dzik 1 wsp., 2018). W niniejszym
badaniu nie wykazano istotnych roznic markerow wolnorodnikowego uszkodzenia
zarowno biatek (grupy -SH), jak i lipidow (MDA) w grupie ZWD w poréwnaniu do KON
1 CW. Wyniki te jednoznacznie wskazuja, iz suplementacja witaming D3 czg$ciowo
chroni hipokamp przed stresem oksydacyjnym, a wigc wykazuje dziatanie
antyoksydacyjne (Rycina 15.). Badania przeprowadzone przez AlJohri i wsp. wykazaty,
ze 1,25(0OH);D3 ma dziatanie neuroprotekcyjne poprzez zwigkszenie poziomu
enzymatycznych przeciwutleniaczy w pierwotnej] hodowli neuronéw korowych.
Po indukcji stresu oksydacyjnego, autorzy zaobserwowali wzrost catkowitego GSH
w osadzie komorkowym przy jednoczesnym obnizeniu poziomu MDA w pozywce
(AlJohri 1 wsp., 2019). Ponadto wykazano, ze w eksperymentalnym modelu choroby
Huntingtona suplementacja witaming D3 (500 IU/ kg/ dzien) wzmocnita ekspresje BDNF
1 NGF obnizajac jednocze$nie aktywno$¢ katalazy 1 GPx w prazkowiu myszy
(Manjari 1 wsp., 2022). W innej pracy wykazano, ze po 4 tygodniach dootrzewnowe;j
iniekcji z witaming D3 w dawkach od 100-10000 IU/ kg/dzien w modelu
nieprzewidywalnego przewleklego stresu zaobserwowano neuroprotekcyjne jej dziatanie
zaleznie od stosowanej dawki. Dopiero przy 1000-10000 IU/ kg/ dzien, obserwowano

wzrost stezenia BDNF, obnizenie st¢zenia MDA, wzrost stezenia grup -SH 1 aktywnosci
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dysmutazy ponadtlenkowej (Bakhtiari-Dovvombaygi 1 wsp., 2021). Jednak wokot
antyoksydacyjnej roli witaminy D istnieje wiele kontrowersji, a badania kwestionujg jej
dzialanie w tym zakresie (Tagliaferri i wsp., 2019). Rozbiezno$¢ wynikdéw moze wynikac
z rdznych czynnikéw, takich jak stosowana dawka, czas trwania suplementacji i grupa
badana. Dlatego réznice w wynikach badanh mogg by¢ skutkiem zmiennych
metodologicznych. Konieczne sg dalsze badania, aby precyzyjnie okresli¢ mechanizmy

stojace za przeciwutleniajgcym dziataniem witaminy D.

Podsumowujgc, obserwacje te sugeruja, ze suplementacja witaming D3 odgrywa
istotna rol¢ w ochronie tkanki nerwowej przed stresem oksydacyjnym. Wyniki tej pracy
wskazuja, ze podwyzszony poziom 25(OH)D3, moze wywiera¢ neuroprotekcyjny wplyw
na hipokamp, mimo braku deficytow w jej metabolitach indukowanych przez dtugotrwata

ekspozycje na dziatanie GK.
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10. Podsumowanie i wnioski

123

10.1. Dhlugotrwala ekspozycja na dzialanie DEXA

1.

28 dniowa ekspozycja na dziatanie DEXA powoduje znaczne obnizenie masy

hipokampa przy jednoczesnym obnizeniu GR.

Dhugotrwale stosowanie 2mg/kg/dzien DEXA powoduje obnizenie st¢zenia

25(0OH)D3 w surowicy szczurow.

W wyniku suplementacji witaming D3 w hipokampie szczurow traktowanych
DEXA nastgpit wzrost zawarto$ci biatek o charakterze neuroprotekcyjnym

wplywajac na utrzymanie prawidtowej masy hipokampa.

Suplementacja witaming D3 wptywa korzystnie na aktywno$¢ enzymatyczng oraz
zawarto$¢ specyficznych biatek mitochondrialnego metabolizmu energetycznego

w hipokampie szczurdéw po dtugotrwatym traktowaniu DEXA.

10.2. Dlugotrwala ekspozycja na dzialanie endogennych GK

. 28 dniowa ekspozycja na zimno powoduje istotne obnizenie masy hipokampa

SZCZUrow.

Dhugotrwata, powtarzana ekspozycja na zimno nie wplywa na st¢zenie 25(OH)Ds
1 metabolitow witaminy D w surowicy zwierzat, przez co suplementacja nie
wpltywa na poziom VDR jak rowniez specyficznych receptoréw dla reakcji na

stresor w hipokampie szczurow.

. 28 dniowa suplementacja witaming D3 w dawce 600 IU/ kg/ dzien podczas

dhugotrwatej ekspozycji na zimno nie wptywa na zawartos¢ biatek o charakterze

ochronnym ani na mas¢ hipokampa.

Suplementacja witaming D3 korzystnie wplywa na aktywno$¢ mitochondrialnego
metabolizmu energetycznego i wykazuje dziatanie antyoksydacyjne poprzez
czgsSciowe obnizenie markeréw wolnorodnikowego uszkodzenia biatek 1 lipidow

w tkance nerwowe;.
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Rycina 1. Wydzielanie glikokortykosteroidow poprzez aktywnos¢ osi podwzgorzowo —
przysadkowo — nadnerczowej oraz ich wewngtrzkomorkowe dzialanie poprzez
mechanizmy  genomowe i  niegenomowe w  hipokampie.Skroty:  ACTH,
adrenokortykotropina;, AVP, wazopresyna, CRH, kortykoliberyna;, GR, receptor
glikokortykostroidowy, GRE, element odpowiedzi na glikokortykosteroidy;, MR, receptor
mineralokortykosteroidowy. Opracowanie wlasne na podstawie Gray i wsp., 2017 oraz
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