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WYKAZ NAJWAZNIEJSZYCH SKROTOW:

ADP - adenozyno-5’- difosforan (ang. adenosine diphosphate)

Ado - adenozyna (ang. adenosine)

AEC - fadunek energetyczny adenylandéw (ang. adenylate energy charge)
AIF - czynnik indukujacy apoptoze¢ (ang. apoptosis inducing factor)
AMPK - kinaza AMP (ang. AMP kinase)

ATP - adenozyno-5’- trifosforan (ang. adenosine triphosphate)

CaMKII - zalezna od wapnia/kalmoduliny kinaza biatkowa II (ang. Ca?*/calmodulin-
dependent protein kinase I1)

CdK1 - zalezna od cyklin kinaza 1 (ang. cyclin-dependent kinase 1)

CREB - bialko wigzace z elementami odpowiedzi na cAMP (ang. CAMP response element
binding protein)

DNM 1 - DNA metylotransferaza 1 (ang. DNA methyltransferase)

Drpl - biatko zwigzane z dynaming 1 (ang. dynamin-related protein 1)

ER - reticulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum)

ERR-a - receptor zwigzany z estrogenem (ang. estrogen related receptor «)
FGF21 - czynnik wzrostu fibroblastow 21 (ang. fibroblast growth factor 21)
Fisl - (ang. mitochondrial fission protein 1)

GTP - guanozyno-5’- trifosforan (ang. guanosine triphosphate)

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high performance liquid

chromatography)

MAPK - kinaza biatlkowa aktywowana mitogenem (ang. mitogen-activated protein kinase)
Mff - (ang. mitochondrial fission factor)

Mfnl - mitofuzyna 1 (ang. mitofusin 1)

Mfn2 - mitofuzyna 2 (ang. mitofusin 2)

Mt DNA - mitochondrialne DNA (ang. mitochondrial DNA)

NRF-1 - (ang. nuclear respiratory factor 1)

NRF-2 - (ang. nuclear respiratory factor 2)



Opal - (ang. optic atrophy 1)

PGCl1l-a - biatko koaktywatora 1o receptora y aktywowanego przez proliferatory

peroksysomow (ang. peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator)
PKA - kinaza biatkowa zalezna od cAMP (ang. CAMP dependent protein kinase)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

gRT PCR - metoda tancuchowej reakcji polimerazy z obrazowaniem w czasie rzeczywistym
(ang. quantitative real-time polymerase chain reaction)

SIRT-1 - (ang. silent information regulator-1)
TAN - pula nukleotydow adenylowych (ang. total adenine nucleotide)

TFAM - czynnik transkrypcyjny o (ang. mitochondrial transcription factor )
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1. WPROWADZENIE

Pomimo przekonania naukowcow i lekarzy, ze zmiana stylu zycia wielu ludzi na
,siedzacy, przekarmiony i pobudzony” sprzyja rozwojowi chorob cywilizacyjnych,
zrozumienie waznos$ci tych czynnikow dla zachowania zdrowia jest nadal niewystarczajace.
Jednoczes$nie brakuje zrozumienia roli, jaka proste zmiany sposobu zycia moga odgrywac¢ w
profilaktyce wielu chordb, szczegdlnie w przebiegu starzenia. Ze wzgledu na ,,postep
cywilizacyjny” i usprawnienia technologiczne, cztowiek coraz rzadziej wychodzi poza strefe
komfortu fizycznego i nie podlega juz cze¢sto obcigzeniu czynnikami Srodowiskowymi jak np.
niska temperatura czy intensywny wysilek fizyczny. W zwiazku z ograniczeniem
koniecznos$ci uruchamiania mechanizmow adaptacyjnych ich sprawnos¢ i1 efektywnos¢ ulega
ostabieniu, co w konsekwencji prowadzi do czgstego przekraczania progu tolerancji
organizmu na stresogenne czynniki egzo- i endogenne. W dtuzszym czasie prowadzi¢ to moze
przeciazenia organizmu, szczeg6élnie w przypadku osob starszych o obnizonej fizjologicznej

zdolno$ci adaptacyjne;.

Jednym z kluczowych czynnikéw ,,zdrowego starzenia si¢” jest aktywno$¢ fizyczna
oraz zrownowazona dieta. Wysitek fizyczny, w tym kapiele w zimnej wodzie (réwniez w
naturalnych zbiornikach wodnych), uznawane sa powszechnie za czynnik hartujacy,
oddzialujagcy pozytywnie na psychiczne i fizyczne zdrowie cztowieka. W dotychczasowej
literaturze naukowej znalezé mozna jednak niewiele dowodoéw weryfikujacych to
przekonanie. Ponadto, najczesciej dotycza one wptywu roztgcznego dziatania ekspozycji na
zimno i wysitek fizyczny, w kontekscie wybranych parametrow fizjologicznych i
biochemicznych krwi. Cho¢ wysitek fizyczny w zimnym $rodowisku zwigzany jest ze
zmianami w zakresie metabolizmu energetycznego w komorkach wielu tkanek, to wcigz
niewiele jest rowniez danych dotyczacych jego wplywu na biogeneze mitochondriow i
metabolizm energetyczny miegsni. Stad wydaje si¢ istotnym dokonanie takiej analizy w

odniesieniu do kluczowych dla metabolizmu parametréw energetycznych.

2. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

2.1. Rola mitochondriéow w komodrce

Mitochondria w komorce stanowig zlozong strukture komodrkowsa, ktora tworzy

skomplikowang sie¢, petnigca kluczowa role w wielu procesach komorkowych jak: synteza



adenozyno-5’-trifosforanu (ATP), buforowanie st¢zenia jonow wapnia w komorce, cykl
Krebsa, B-oksydacja kwaséw thuszczowych. Organelle te sa takze miejscem syntezy
steroidow i hemu, uczestnicza w regulacji procesOw termogenezy, a takze w procesach
starzenia si¢ i $mierci komorki na drodze apoptozy i nekrozy. Dlatego stanowig wazne
miejsce, nie tylko dla produkcji energii, ale takze dla transdukcji sygnatow i przezycia
komorki [Friedman i in. 2014]. W toku ewolucji mitochondria uksztaltowane zostaty z
wchtonigtych a-proteobakterii (prekursorowych komorek eukariotycznych), stad organelle te
otacza podwojna blona lipidowa i posiadaja one wilasny kolisty mitochondrialny DNA
(mtDNA) kodujacy 13 biatek mitochondrialnych [Westermann 2010]. Zewnetrzna btona
mitochondrialna zawiera bialka, ktére oddziatuja z biatkami cytoplazmatycznymi oraz
kompleksy i kanaty biatkowe uczestniczace w transporcie czasteczek migedzy mitochondriami
i cytoplazmg. Wewnetrzna btona mitochondrialna ma duza powierzchnig, jest silnie
pofaldowana, zawiera rowniez biatkowe kompleksy tancucha transportu elektronow. Wnetrze
mitochondriow stanowi matrix, w ktorej zawarte s3 m.in. rybosomy oraz mtDNA. Miedzy
zewnetrzng 1 wewnetrzng blong mitochondrialng znajduje sie¢ przestrzen migdzyblonowa, w
ktorej zakotwiczone sg bialka regulujace dzialanie tancucha oddechowego oraz transport

czasteczek do mitochondriéw [Friedman i wsp. 2014].

Najwazniejsza funkcja mitochondriow jest wytwarzanie energii w postaci ATP, ktora
powstaje w wyniku fosforylacji oksydacyjnej w ciggu reakcji zachodzacych dzigki
tancuchowi przenos$nikéw elektronow i kompleksow biatkowych, w tym syntazy ATP,
usytutowanych w wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Funkcjonowanie tancucha
oddechowego skutkuje wytworzeniem rdznicy potencjalu elektrochemicznego miedzy
macierzg mitochondrialng a przestrzenig migdzybtonowa, ktora zapewnia site napedowa dla
syntezy ATP, transportu Ca?* do macierzy mitochondrialnej i ktéry odzwierciedla stan
energetyczny mitochondriow. Przeptyw elektronéow przez tancuch przeno$nikéw moze w
prawidlowych warunkach prowadzi¢ do uwolnienia niewielkiej ich ilosci 1 oddziatywania z
czasteczkami tlenu, co prowadzi do wytworzenia reaktywnych form tlenu (ROS). W
niewielkich ilo$ciach w komorce ROS sg istotne dla np. przekaznictwa sygnatoéw, ich nadmiar
prowadzi jednak do stresu oksydacyjnego, ktory jest przyczyna uszkodzen kwasoéw
nukleinowych, biatek i lipidow komoérkowych [Linley i wsp. 2012, Ray i wsp. 2012].

Badania przyzyciowe, przeprowadzone na drozdzach i hodowlach komoérkowych
ujawnity, ze mitochondria nie sg strukturami stacjonarnymi, ale sa dynamicznie regulowane,

przechodzac powtarzajace si¢ fazy fuzji (taczenia) i fizji (fragmentacji), a nawet maja
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zdolnos¢ do poruszania sie¢ w komorce [Liesa i wsp. 2009, Pernas i wsp. 2016]. Zjawisko
powtarzajacych si¢ cykli taczenia i fragmentacji mitochondridow jest okre§lane mianem
dynamiki mitochondrialnej, ktéra dostosowuje morfologi¢ mitochondriow do potrzeb
metabolicznych calej komoérki. Modyfikacje sieci mitochondrialnej zapewniajg podlegajace
Scistej kontroli 1 regulacji bialka nalezace do rodziny GTPaz oraz biatka regulujace cykl
komorkowy 1 apoptozg [Mishra i wsp. 2016, Wilson i wsp. 2013]. Fuzja mitochondrialna jest
szczegblnie wazna dla aktywnych respiracyjnie komorek, poniewaz umozliwia
rozprzestrzenianie metabolitoéw, enzymow 1 produktéw gendéw mitochondrialnych w catym
przedziale mitochondrialnym. Przyczynia si¢ to do optymalizacji funkcji mitochondriow i
przeciwdziata akumulacji mutacji w MDNA w starzejacych si¢ komorkach.
Pofragmentowane mitochondria sg natomiast czesto obecne w komodrkach nieaktywnych
respiracyjnie. Fragmentacja mitochondriéw odgrywa rowniez wazng role w usuwaniu
uszkodzonych mitochondriéow. Stad tez laczenie 1 fragmentacja mitochondriow odgrywaja
kluczowa role w utrzymaniu funkcji mitochondriow 1 optymalizacji ich zdolno$ci
bioenergetycznych. Dynamikg taczenia i fragmentacji mitochondriow reguluje wiele szlakow
sygnatlowych w celu dostosowania ksztattu tych organelli do stanu metabolicznego komorki.
W zalezno$ci od typu i kondycji fizjologicznej mitochondria mogg by¢ obecne w komorce
jako liczne mate organelle lub mogg taczy¢ si¢ i tworzy¢ sie¢. Mitochondrialna dynamika
stuzy wielu ro6znym funkcjom, takim jak: dystrybucja mitochondriow, procesy dziedziczenia,
przebudowa mitochondridow podczas rozwoju oraz koordynacja procesu $mierci komorki
poprzez uwolnienie czynnikow pro-apoptotycznych z przestrzeni migdzybtonowej [Friedman

i wsp. 2014].
2.2 Dynamika mitochondriow — proces fuzji

Najistotniejszym celem fuzji mitochondriow jest wymiana mtDNA pomiedzy
mitochondriami, co zapobiega nagromadzeniu zmutowanych genéw mitochondrialnych.
Jednoczes$nie wymiana biatek i metabolitdéw zapewnia rownomierny ich rozdziat w calej sieci
mitochondrialnej. Wiaczenie uszkodzonych mitochondriow do sieci daje réwniez mozliwo$¢
odzyskania ich prawidtowych funkcji. Zaburzenia procesu fuzji skutkuja obnizeniem warto$ci
potencjatu  wewnetrznej btony mitochondrialnej 1 aktywnosci tancucha oddechowego

[Westermann 2012].

Wykazano, ze fuzja mitochondriow obejmuje w pierwszej kolejnosci potaczenie
zewnetrznej btony mitochondrialnej, a nast¢pnie btony wewnetrznej. Procesy te regulowane
sg przez odrgbne bialka. Polaczenie zewngtrznej blony mitochondrialnej w komorkach
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ssakow umozliwia aktywno$¢ mitofuzyny 1 (Mfnl) (ang. mitofusin 1) oraz mitofuzyny 2
(Mfn2) (ang. mitofusin 2) umiejscowionych w zewnetrznej btonie mitochondrialnej przez
domeng transbtonowa, znajdujaca si¢ na C-koncu biatka. Zlokalizowany na C-koncu region
superhelikalny sktadajgcy si¢ z 7 hydrofobowych reszt aminokwasowych posredniczy w
pierwszym etapie fuzji mitochondriéw. Zadaniem tego regionu jest utworzenie podwdjnych,
skierowanych w przeciwnych kierunkach helis dimerow: Mfn1-Mfnl; Mfn2-Mfn2 lub Mfn1-
Mfn2. N-koniec mitofuzyny zawiera domeng, ktéora ma zdolno$¢ wigzania i hydrolizy
guanozyno-5’-trifosforanu (GTP). Rozpad GTP umozliwia zmiany konformacji dwuwarstwy
lipidowej zewnetrznej blony mitochondrialnej i jej potgczenie [Mishra i wsp. 2016].
Aktywno$¢ mitofuzyn podlega ubikwitynylacji przez biatko Parkin. Ta modyfikacja
potranslacyjna skutkuje degradacja mitofuzyn w komorce, moze si¢ takze wigzaé z procesem
mitofagii [Zorzano i wsp. 2015]. Za fuzje wewnetrznej blony mitochondrialnej
odpowiedzialne jest biatko Opal (ang. optic atrophy 1). Zakotwiczenie tego biatka w
wewngetrznej btonie mitochondrialnej zapewnia jego fragment znajdujacy sie w czesci N-
koncowej. Obrébka potranslacyjna pozwala na powstanie dlugo- i krotkotancuchowych form
tego biatka. Dotychczas wykazano istnienie 8 izoform biatka Opal [Bertholet i wsp. 2016].
Dlugotancuchowe formy sa niezbgdne do =zajScia procesu fuzji wewngtrznej blony
mitochondrialnej. Natomiast zwigkszona ilo$¢ krotkotancuchowej formy biatka Opal nasila
fragmentacj¢ sieci mitochondrialnej. Wykazano roéwniez, ze rdéwnowaga miedzy obiema
formami biatka jest niezbedna do wutrzymania prawidlowego ksztaltu grzebieni
mitochondrialnych [Westermann 2012]. Aktywnos$¢ biatka Opal jest regulowana przez
proteazy YMELL i Omal znajdujace si¢ w wewngtrznej blonie mitochondrialnej. Biatko
YMEIL odpowiada za wydtuzony ksztalt mitochondriéw. Biatko to jest degradowane przy
obnizeniu warto$ci potencjalu wewnetrznej btony mitochondrialnej 1 spadku st¢zenia ATP w
komorce. Takie warunki aktywuja natomiast biatko Omal, ktore tnie biatko Opal 1 tym
samym rozpoczyna fragmentacj¢ mitochondriow [Westermann 2012, Zhang 2014a, Zhang
2014b].

2.3. Dynamika mitochondriéw — proces fizji

Fizja sieci mitochondrialnej umozliwia transport mitochondriow w komorce, pozwala
na rownomierny rozktad tych organelli do komoérek potomnych podczas ich podziatu oraz jest
niezbedna do zajScia procesu mitofagii [Zorzano i wsp. 2015]. W komorkach ssakow za
fragmentacj¢ sieci odpowiedzialne jest biatko Drpl (ang. dynamin-related protein 1). Liczne

modyfikacje potranslacyjne tego biatka (np. sumoilacja, ubikwitylacja, fosforylacja,
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nitrozylacja) sg odpowiedzialne za oddziatywanie z mitochondriami, umozliwiajac rekrutacje
do bialek adaptorowych umiejscowionych w zewnetrznej btonie mitochondrialnej. Biatkami
adaptorowymi biatka Drpl sg dzialajace niezaleznie od siebie biatko Mff (ang. mitochondrial
fission factor) oraz Fisl (ang. mitochondrial fission protein 1). Wykazano, ze zwigkszenie
ekspresji biatka MfT silniej wpltywa na przeksztalcenie sieci mitochondrialnej niz zmiana
ekspresji biatka Fisl [Zorzano i wsp. 2015]. Rolg biatek adaptorowych moga rowniez petnic¢
biatka MiD49 i MiD51, jednakze nie poznano dotychczas mechanizméw ich dzialania
[Zorzano i wsp. 2015]. Polgczenie biatka Drpl z biatkami adaptorowymi umozliwia
utworzenie pierscienia wokot mitochondriow, ktory zaciskajac si¢ (skutkiem zmian
konformacyjnych wywotanych dzigki aktywnosci GTPazowej Drpl) umozliwia fragmentacje
sieci mitochondrialnej [Westermann 2012].

Jedna z modyfikacji potranslacyjnych wptywajacych na oddziatywanie bialek
adaptorowych z biatkiem Drpl jest fosforylacja. Fosforylacja reszty seryny jest mozliwa
dzieki aktywnosci kinazy A, co hamuje rekrutacje Drpl do mitochondriéw uniemozliwiajac
tym samym fragmentacje sieci mitochondrialnej. Defosforylacja seryny katalizowana przez
kalcyneuryng pozwala na przytaczenie biatka do mitochondriow i umozliwia fragmentacje
sieci [Cereghetti i wsp. 2008]. Sumoilacja (zwigzana z dziataniem mitochondrialnej ligazy
SUMO) stabilizuje biatko Drpl na powierzchni mitochondriow 1 nasila fragmentacje sieci
mitochondrialnej. Ubikwitylacja (zwigzana z aktywnoS$cig ligazy ubikwitynowej) skutkuje
translokacjag Drpl do mitochondriéw 1 réwniez nasila fragmentacj¢ sieci [Zorzano 2015].

Szczegblowo procesy regulacji aktywnos$ci biatka Drpl zostang omowione w dalszej czesci

pracy.
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Rycina 1. Dynamika mitochondriéw.

W fuzji zewngtrznej btony mitochondrialnej u ssakow posrednicza biatka z rodziny mitofuzyn (Mfnl-
mitofuzyna 1 (ang. mitofusion 1) i Mfn 2 - mitofuzyna 2 (ang. mitofusion 2)). W fuzji wewngtrznej blony
mitochondrialnej uczestniczy biatko Opal (ang. optic atrophy 1). We fragmentacji mitochondriow posrednicza
biatka z rodziny zwigzanych z dynaming (ang. dynamin related proteins 1) Drpl. Biatkiem adaptorowym biatka
Drpl jest m.in. biatko Fis1 (ang. mitochondrial fission protein 1).

2.4. Zwiazek dystrybucji i dynamiki mitochondriow z zapotrzebowaniem energetycznym

komorki

Mitochondria czgsto znajduja si¢ w komodrce w miejscach o wysokim
zapotrzebowaniu energetycznym, np. w komorkach mig$niowych umiejscowione s3 w
poblizu biatek motorycznych, ktore zuzywajg ATP podczas skurczu migsni. Mitochondria
potozone sa migdzy miofibrylami na catej ich dlugosci, aby zapewni¢ roéwnomierne
dostarczanie ATP do sarkomeréw [Ogata i wsp. 1985]. Wykazano, ze regularny uktad
mitochondridow jest szczeg6lnie znaczacy w komdrkach migéni poprzecznie prazkowanych u
owadow latajacych [Kleinow 1 wsp. 1971]. Roéwniez w neuronach [Li i wsp. 2004] i
migrujacych limfocytach [Campello i wsp. 2006] stwierdzono, ze mitochondria gromadzg si¢
w miejscach wysokiego zapotrzebowania na energi¢. Chociaz przyklady te pokazuja
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adaptacje rozmieszczenia i morfologii mitochondriow do wymagan bioenergetycznych w
wysoce zroznicowanych komorkach, dynamiczne procesy przebudowy przedzialu
mitochondrialnego byty najszerzej badane tylko w kulturach drozdzy. Drozdze sa cennym
modelem do badania dynamiki mitochondriow, poniewaz sg tatwe w hodowli, podatne na
manipulacje genetyczne i1 zdolne do przelaczania swojego metabolizmu energetycznego
[Merz i wsp. 2007]. Preferowanymi substratami drozdzy sg ulegajace fermentacji zrodta
wegla, takie jak glukoza lub fruktoza. Nawet gdy tlen jest dostepny, wigkszos¢ ATP jest
wytwarzana w toku glikolizy z etanolem jako koncowym produktem fermentacji, a
metabolizm tlenowy w komorkach drozdzy jest w tych warunkach w znacznym stopniu
zahamowany. Dopiero po wyczerpaniu ulegajacych fermentacji zrodet wegla indukcji ulegaja
geny niezbedne do oddychania mitochondrialnego, a ATP jest wytwarzane przez metabolizm
niepodlegajacych fermentacji zroédet wegla i oddychanie mitochondrialne [Piskur i wsp.
2006]. Ksztalt, rozmiar i liczba mitochondriow sg dostosowane do warunkéw wzrostu
komorek drozdzy. Zaobserwowano, ze komoérki drozdzy zawierajg tylko kilka mitochondriow
gdy rosng w warunkach beztlenowych, podczas gdy ich masa i liczba sg znacznie zwigkszone
podczas hodowli w warunkach sprzyjajacych metabolizmowi tlenowemu [Stevens 1981].
Komorki drozdzy charakteryzujace si¢ logarytmicznym wzrostem kolonii maja potaczona sie¢
mitochondrialng w poblizu btony komdrkowej, a sie€ tych potaczen staje si¢ znacznie bardziej
zlozona po przejsciu ze zrodel wegla fermentowalnego na metabolity ulegajace utlenieniu w
warunkach tlenowych w mitochondriach [Stevens 1981, Visser 1995]. Z drugiej strony
przeniesienie komoérek z warunkow, w ktérych prowadza oddychanie komodrkowe w
warunkach tlenowych do warunkéw fermentacyjnych prowadzi do zmniejszenia sieci
mitochondriow w ciaggu kilku godzin [Egner i wsp. 2002, Jakobs i wsp. 2003]. Potozenie
mitochondridw na obrzezach komorki powoduje, Zze znajduja si¢ one w poblizu miejsca wlotu
tlenu, a wydluZzony ksztalt mitochondriow moze sprzyja¢ rozpraszaniu energii w komorce
[Jensen i wsp. 2000]. Sie¢ mitochondrialna ulega fragmentacji i tworzy wiele matych,
okraglych mitochondriéw po wejsciu w faze stacjonarng [Gorsich i wsp. 2004, Diirr i wsp.
2006]. Wyniki tych badania sugeruja, ze opisana dynamiczna i wzajemnie potgczona sie¢

mitochondrialna najlepiej spetnia potrzeby aktywnych oddechowo komoérek drozdzy.

Poniewaz badanie przemian mitochondriow w tkankach ssakow in vivo jest trudne,
wigkszos¢ badan dotyczacych dynamiki mitochondriow przeprowadzono na hodowlach
komorkowych. W przeciwienstwie do tkanek, ktore wytwarzaja wigkszo§¢ ATP na drodze

oddychania mitochondrialnego, stwierdzono, ze wiele hodowanych linii komoérkowych
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wytwarza ATP glownie na drodze glikolizy. Dlatego obserwacje przeprowadzone na
hodowlach komoérkowych nalezy interpretowac z ostrozno$cig, poniewaz kazda pierwotna lub
unie$miertelniona linia komodrkowa moze wykazywaé unikalne wlasciwosci, a stan
bioenergetyczny oraz morfologia 1 dynamika mitochondriow moga silnie zaleze¢ od
warunkéw hodowli [Sauvanet i wsp. 2010]. Pamigtajagc o tych zastrzezeniach, nie jest
zaskakujacym fakt, ze znaleziono morfologicznie r6zne mitochondria w hodowlach komorek
ssakow pochodzacych nawet z tych samych linii komoérkowych. Z jednej strony
obserwowano morfologicznie odrebne mate ziarniste i1 nitkowate mitochondria, np. w
komorkach HeLa, astrocytach i neuronach korowych czy hepatocytach [Collins i wsp. 2002],
Jednoczesnie znajdowano dlugie, wzajemnie potaczone w sieci mitochondria w hodowlach
ludzkich fibroblastow [Amchenkova 1988], dynamiczne 1 elektrycznie potaczone
mitochondria w komorkach COS-7 [De Giorgi i wsp. 2000] oraz rozgalezione sieci
mitochondrialne w komorkach Hela [Rizzuto i wsp. 1998]. Wykazano, ze hamowanie
kompleksow tancucha oddechowego przez niektore leki wywotuje fragmentacje sieci
mitochondrialnej, co zaobserwowano w komorkach Hela [Legros i wsp. 2002, Pletjushkina i
wsp. 2006], komérkach CV1-4A [De Vos i wsp. 2005, Pletjushkina i wsp. 2006], mysich
embrionalnych fibroblastach [De Vos i wsp. 2005], fibroblastach ludzkiej skory [Liot i wsp.
2009], neuronach kory moézgu [ Benart i wsp. 2007, Liot i wsp. 2009] i innych typach
komorek [Sauvanet i wsp. 2010]. W przeciwienstwie do tego niektore typy komorek
zachowuja nitkowate mitochondria nawet podczas hamowania tancucha oddechowego, a
fenotypy komoérek z uposledzeniem oddychania spowodowanym  wylaczeniem
odpowiedniego genu mitochondrialnego sa niejednorodne [Sauvanet i wsp. 2010].
Mitochondria wydaja si¢ by¢ bardziej zlozone i1 rozgal¢zione w komorkach HeLa, gdy
oddychanie mitochondrialne jest indukowane przez wzrost komorek w pozywce zawierajacej
galaktoze (w porOwnaniu z tymi rosngcymi na podiozu z glukoza), takiego wptywu nie
obserwowano natomiast w fibroblastach MRC5 [Rossignol i wsp. 2004].

Podsumowujac, wigkszo$¢ dostepnych danych wskazuje na funkcjonalny zwigzek migdzy
zmianami metabolizmu energetycznego i adaptacja morfologii mitochondriéw w komarkach
ssakow. Wydaje si¢, ze wzajemnie potgczone sieci mitochondrialne sg czesto obecne w
komorkach metabolicznie 1 oddechowo aktywnych, podczas gdy mate 1 pofragmentowane
mitochondria sg bardziej rozpowszechnione w komdrkach w stanie spoczynku, nieaktywnych

oddechowo.
2.4.1 Bioenergetyczna rola fuzji mitochondriow
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Fuzja mitochondrialna umozliwia efektywne mieszanie zawarto$ci mitochondriéw i
tworzenie rozbudowanych sieci mitochondrialnych. Takie dziatanie jest korzystne w
warunkach duzego zapotrzebowania na energie, a przerwanie fuzji mitochondrialnej skutkuje
dysfunkcja mitochondriéw i utrata wydolnosci oddechowej zarowno w komérkach drozdzy,
jak i w komorkach ssakow [Chen i wsp. 2003, Chen i wsp. 2005]. Zaobserwowano, ze
usunigcie genow FZO1 lub MGM1 kodujacych kluczowe komponenty mechanizmu fuzji
mitochondrialnej, prowadzi do szybkiej utraty genomu mitochondrialnego u drozdzy [Jones i
wsp., Merz i wsp. 2009]. Poniewaz mitochondrialne mtDNA koduje kilka podjednostek
tancucha oddechowego, trudno jest okresli¢, czy utrata zdolnosci do fuzji bezposrednio
przyczynia si¢ do spadku wydolnos$ci oddechowej, czy tez mutanty drozdzy pozbawione
zdolnos$ci fuzji sa posrednig konsekwencja defektu w dziedziczeniu mtDNA. Delecja genu
DNM1, kodujacego kluczowy mediator rozszczepienia mitochondriow, wptywa pozytywnie
na zywotno$¢ drozdzy [Scheckhuber i wsp. 2007]. Nie wiadomo doktadnie, czy
dlugowieczno$¢ jest bezposrednio zwigzana z silnie rozbudowana siecig mitochondrialng
charakterystyczna dla mutantéw drozdzy z defektem fragmentacji, czy tez jest zwigzana z
inaktywacja szlakow $mierci komorki na drodze apoptozy lub z innymi przyczynami. Ponadto
delecja genu MGML1 skraca zywotno$¢ komorek drozdzy [Scheckhuber i wsp. 2011], co
sugeruje, ze fuzja mitochondrialna jest niezbedna dla prawidtowej fizjologii komoérki. Jednak
nie wiadomo, czy utrata mtDNA u mutantow MGM1 [Jones i wsp. 1992] ma wplyw na
dhugos¢ zycia komorek drozdzy i czy istnieje bezposredni zwigzek miedzy aktywnoscia fuzji
mitochondrialnej a wydolno$cia oddechowa drozdzy. Wykazano takze, Ze mysie embrionalne
fibroblasty pozbawione biatek fuzyjnych Mfnllub Mfn2 sg w stanie utrzyma¢ mtDNA, ale
wykazujg obnizony potencjat blony mitochondrialnej [Chen i wsp. 2003]. Zmutowane
komorki, ktore zawieraja mocno pofragmentowane mitochondria ale zachowuja resztkowa
aktywno$¢ fuzji mitochondrialnej, nie ulegaja powaznym dysfunkcjom. Natomiast komorki
nie wykazujace aktywnosci fuzyjnej maja obnizong fosforylacje oksydacyjng [Chen i wsp.
2005]. Zatem fuzja i wymieszanie zawarto$ci mitochondriow wydaje si¢ by¢ glownym
czynnikiem zdolnosci do utrzymania fosforylacji oksydacyjnej komorek ssakow. Mozna
przypuszczaé, ze fragmentacja sieci mitochondrialnej nieuchronnie generuje podfrakcje
mitochondriow pozbawionych mtDNA lub innych istotnych elementéw tancucha
oddechowego [Chen i wsp. 2005]. W przypadku braku jakiejkolwiek aktywnej fuzji, te
fragmenty mitochondrialne beda pozbawione podjednostek tancucha oddechowego
zakodowanych w mtDNA i nie beda mogly uczestniczyé w syntezie ATP. Integracja tych

organelli z siecia mitochondrialng poprzez fuzje umozliwi im udzial w fosforylacji
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substratowej 1 zwigkszenie bioenergetycznej wydolnosci komorki. Mieszanie i uzupetnianie
produktow genowych w potaczonych w sie¢ mitochondriach wydaje si¢ mie¢ kluczowe
znaczenie dla utrzymania funkcji mitochondriéw i przeciwdziataniu starzeniu si¢ komorek.
Mitochondrialna teoria starzenia postuluje, ze ROS sg generowane jako nieuniknione
produkty uboczne oddychania, a w nadmiarze wywotujg mutacje i uszkodzenia w mtDNA.
Postepujaca akumulacja mutacji mitochondrialnych zwigzana z wiekiem skutkuje nastgpnie
uposledzeniem funkcji mitochondriow, utrata zdolnosci bioenergetycznej prowadzac do

nieprawidlowosci i ostatecznie $mierci komorki [Linnane 1989, Balaban i wsp. 2005].

Podczas procesu starzenia w roznych czasteczkach mtDNA gromadza si¢ rdzne
mutacje, mtDNA typu dzikiego wspdtistnieje z réznymi zmutowanymi allelami lub delecjami,
w stanie okreslanym jako heteroplazmia. Jesli poszczegolne mitochondria posiadaja mutacje
w roznych genach, kazde mitochondrium bedzie niewydolne oddechowo, jesli jednak te
mitochondria ulegajg fuzji, kazde z ulegajacych fuzji mitochondriow whniesie nienaruszony
allel, a uzupeklienie produktow genowych przywroci aktywno$¢ oddechowa [Sato i wsp.
2006]. Poparcie dla tezy o komplementarno$ci migdzymitochondrialnej w komorkach
heteroplazmatycznych uzyskano w badaniach prowadzonych na modelach komoérkowych i
myszach. W doswiadczeniu z wykorzystaniem linii komoérek Hela z uposledzonym
oddychaniem komoérkowym, skutkiem mutacji w réznych genach mitochondrialnego tRNA
wykazano, ze hybrydy tych linii komoérkowych wykazuja przywrocenie oddychania
komorkowego po kilku dniach dzigki fuzji mitochondriow [Ono i wsp. 2001]. Podobnie
aktywno$¢ oddechowa byla utrzymywana przez fuzj¢ mitochondriow w modelu mysim
(szczep o mtDNA typu dzikiego i zmutowany) [Nakada i wsp. 2001]. Odkrycia te sugeruja, ze
fuzja mitochondridow przyczynia si¢ do utrzymania funkcji mitochondriéw w komorkach
heteroplazmatycznych, a tym samym stanowi mechanizm obronny przed starzeniem. W
niektorych typach komorek fuzja mitochondrialna generuje duze, rozbudowane sieci, ktore
tworzg sprzgzone systemy [De Giorgi i wsp. 2000]. Zgodnie z ta hipoteza kompleksy
tancuchéw oddechowych generuja potencjat btonowy w obszarach komorki bogatych w tlen,
a potencjat ten jest nastepnie przekazywany wzdluz wtokien mitochondrialnych do odlegtych
obszaré6w komorki, gdzie moze by¢ wykorzystany przez syntaz¢ ATP do generowania energii
metabolicznej w ubogich w tlen czg¢sciach komoérki. Mozna przypuszczaé, ze wydajne
rozpraszanie potencjalu btonowego jest szczegélnie wazne w duzych komorkach, ktére maja
szczegblnie duze zapotrzebowanie na energig, takich jak komorki mie$niowe [Nakada i wsp.

2001]. Wyniki ostatnich badan podkreslajg znaczenie fuzji mitochondriow w warunkach
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duzego zapotrzebowania na energi¢ u ssakow. Wykazano, ze niektore stresory komoérkowe, w
tym promieniowanie UV i leki, ktore hamujg synteze biatek cytozolowych, mogg wyzwalaé
zwickszona fuzj¢ mitochondrialng w mysich embrionalnych fibroblastach, a proces ten jest
okreslany jako hiperfuzja mitochondrialna wywotana stresem. Mitochondria wydtuzajg si¢ i
tworzg siatke silnie potagczonych ze sobg witokien w sposob zalezny od Mfnl 1 Opal.
Hiperfuzji mitochondrialnej wywotanej stresem towarzyszy zwigkszona produkcja
mitochondrialnego ATP. Mozna przypuszczaé, ze fuzja jest niezbedna do optymalizacji
funkcji mitochondriow, aby umozliwi¢ komorce sprostanie zwigkszonemu zapotrzebowaniu
na energi¢ [Tondera i wsp. 2009]. W mysim modelu neurodegeneracji spowodowanej utratg
fuzji mitochondrialnej poprzez celowe usunigcie Mfn2 wykazano, ze komorki Purkinjego w
moézdzku tych myszy majg nieprawidlowo rozmieszczone mitochondria, zmieniong
ultrastrukture i obnizong aktywnos$¢ tancucha oddechowego [Chen i wsp. 2007]. Podobnie
delecia Mfnl i Mfn2 w mig$niach szkieletowych powoduje powazng dysfunkcje
mitochondriéw, kompensacyjng proliferacje mitochondriow i atrofi¢ mig$ni. Defektom tym
towarzyszy kumulacja mutacji punktowych i delecji w genomie mitochondrialnym oraz
zubozeniec mtDNA [Chen i wsp. 2010]. Obserwacje te potwierdzaja znaczenie fuzji
mitochondriow dla utrzymania intensywnej fosforylacji oksydacyjnej w tkankach o wysokiej
aktywnos$ci metabolicznej [Nakatogawa i wsp. 2009, Rambold i wsp. 2011, Gomes i wsp.
2011].

2.4.2 Bioenergetyczna rola fizji mitochondriow

Podzial mitochondriow pelni wiele roéznych funkcji, ktoére obejmuja podzial 1
dziedziczenie organelli podczas podziatu komorek, uwolnienie cytochromu c i innych biatek
apoptotycznych, tworzenie mitochondrialnych jednostek dla transportu wzdtuz cytoszkieletu
[Westermann 2010]. Chociaz te funkcje nie sg bezposrednio zwigzane z bioenergetyka, to
uwaza si¢ ze rozszczepienie mitochondriow moze stuzy¢ roéwniez do eliminacji uszkodzonych
organelli z sieci mitochondrialnej, aby umozliwi¢ ich usunigcie przez autofagi¢. Ta aktywno$¢
prawdopodobnie stanowi mechanizm kontroli i przyczynia si¢ do utrzymania zdolnos$ci
bioenergetycznej mitochondriow [Twig i wsp. 2008a, 2008b]. Obserwacja znakowanych
fluorescencyjnie mitochondriow w hodowlach komoérek ssakow ujawnilta, ze podziat
mitochondriow czgsto generuje dwie nierowne organelle potomne, jedng o wysokim
potencjale blonowym, a druga o obnizonym potencjale blonowym. Wykazano takze, zZe
mitochondria o niskim potencjale blonowym maja obnizong ekspresje biatka fuzyjnego btony

wewnetrzne] Opal, a zatem jest mniej prawdopodobne, ze ulegng ponownej fuzji z siecig
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mitochondrialng. Zamiast tego te dysfunkcyjne mitochondria sg usuwane z komorki na drodze

autofagii [Twig i wsp. 2008a, 2008b].

Podsumowujac wydaje si¢, ze rozszczepienie mitochondriow, po ktorym nastepuje
selektywna fuzja, zapewnia mechanizm segregacji uszkodzonych i dysfunkcyjnych
mitochondriow oraz umozliwia ich degradacje na drodze autofagii. Mechanizm ten
przyczynia si¢ do utrzymania zdrowej populacji mitochondriow i zachowania ich zdolnosci

bioenergetycznej.
2.4.3 Adaptacja dynamiki mitochondrialnej do warunkéw bioenergetycznych

Wykazano dotychczas co najmniej trzy mozliwe procesy molekularne, ktore maja
wplyw na fuzje i fragmentacj¢ mitochondridéw oraz dostosowanie tych procesow do stanu
energetycznego komorki: (1) aktywno$¢ mechanizmu fuzji mitochondriow moze
bezposrednio odpowiada¢ na stan energetyczny mitochondridéw (2) kilka komorkowych
szlakow sygnatowych moduluje aktywno$¢ biatek fuzyjnych i fizyjnych (3) ekspresja

kluczowych czynnikéw dynamiki mitochondriow jest regulowana na poziomie transkrypcji.

Stwierdzono dotychczas, ze mutanty drozdzy =z upo$ledzeniem oddychania
komorkowego maja typ dziki morfologii mitochondriéw [Dimmer i wsp. 2002], co sugeruje,
ze fuzja mitochondriéw jest w stanie utrzymac przynajmniej cze$¢ aktywnosci, podczas gdy
potencjal btony mitochondrialnej jest zmniejszony. Podobnie aktywnie zachodzaca fuzje
mitochondriow w komoérkach ssakdw mozna zaobserwowaé przy braku funkcjonalnego
tancucha oddechowego lub po istotnym obnizeniu stezenia ATP w komorce [Legros i wsp.
2002]. Jednak rozproszenie potencjalu wewngtrznej blony mitochondrialnej eliminuje
calkowicie fuzj¢ mitochondriéw u drozdzy in vitro, a w komorkach ssakoéw fuzja jest silnie
hamowana przez traktowanie protonoforami, ktdre rozpraszaja potencjal blony
mitochondrialnej [Legros i wsp. 2002, Ishihara i wsp. 2003], co wskazuje, ze proces ten
wymaga utrzymania wysokiej wartosci potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialne;.
Poniewaz ekspresja izoform biatka Mgm1 w drozdzach i jego homologu Opal u ssakow jest
zalezna od stanu bioenergetycznego mitochondriow [Herlan i wsp. 2004, Twig i wsp. 2008a,
2008b] mozna przypuszczaé, ze biatka te odgrywaja kluczowa role w adaptacji aktywnosci

fuzji mitochondrialnej w odpowiedzi na zmiany potencjatu blony mitochondrialne;.

Wykazano takze, ze liczne szlaki sygnalizacji komorkowej reguluja dynamike
mitochondriow u drozdzy i w komodrkach ssakow. Szlaki sygnalizacyjne posredniczg w

ubikwitylacji, fosforylacji, nitrozylacji lub proteolitycznym przetwarzaniu kluczowych
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sktadnikow mechanizmu syntezy i1 rozszczepienia mitochondriow w odpowiedzi na cykl
komoérkowy, patologiczne zmiany w komorkach, indukcje $mierci komoérki lub inne
zewnatrzkomorkowe sygnaty [Cerveny i wsp. 2007, Benard i wsp. 2007, Carlucci i wsp.
2008, Benard i wsp. 2009, Palmer i wsp. 2011]. Wykazano, ze biatko Drpl jest regulowane
przez kinaze¢ biatkowa zalezng od cAMP (PKA) [Carlucci i wsp. 2008], ktora fosforyluje
bialko na konserwatywnej reszcie seryny [Dimmer i wsp. 2002, Meeusen i wsp. 2004,

Ishihara i wsp. 2003]. Zaobserwowano takze, ze fuzja mitochondriow w okresie glodu zalezy
od fosforylacji Drpl przez PKA [Gomes i wsp. 2011] i ze fragmentacja mitochondriow pod
wplywem hipoksji jest kontrolowana przez obnizenie zaleznej od PKA fosforylacji Drpl
[Cribbs i wsp. 2007, Chang i wsp. 2007]. Zatem precyzyjne dostrojenie aktywnosci Drpl
przez PKA ma kluczowe znaczenie dla adaptacji dynamiki mitochondriéw do metabolizmu
komorek ssakow. Nalezy jednak zauwazy¢, ze biatko to moze réwniez podlega¢ innym
ztozonym modyfikacjom potranslacyjnym 1 regulacji transkrypcji przez kinazy biatkowe,
fosfatazy, ligazy SUMO, proteazy SUMO i ubikwityng [Santel i wsp. 2008, Chang i wsp.
2010, Kim i wsp. 2011].

Podsumowujac, fuzja i fragmentacja mitochondridéw sg procesami antagonistycznymi, dzigki
ktorym zaleznie od warunkow zachodzi dostosowanie morfologii mitochondriow do
bioenergetycznych wymagan komorki (Ryc. 1). Fuzja mitochondriéw preferowana jest, gdy
wymagana jest optymalna aktywno$¢ mitochondrialna, w zwigzku z czym zachodzi czgsto w
komorkach prowadzacych aktywnie procesy oddychania komorkowego. Fuzja matrix i btony
wewngtrznej mitochondriow pozwala na najbardziej efektywna wspotprace elementow
tancucha oddechowego. Co wiecej, fuzja angazuje caly obszar, ktory w komodrce zajmuje
mitochondrium, aby zmaksymalizowa¢ syntez¢ ATP. Mozna przypuszczaé, ze nagle
zapotrzebowanie na energi¢ metaboliczng powoduje hiperfuzje 1 tworzenie sieci
mitochondridow, co moze mie¢ miejsce przy ekspozycji komoérek na stres oraz ze fuzja
optymalizuje funkcje mitochondriow w komorce warunkach gltodu. Oprécz tego, ze fuzja w
komorkach narazonych na stres lub gléd stanowi krotkoterminowa adaptacje do
zmieniajagcych si¢ warunkow Srodowiskowych, wpltywa ona réwniez korzystnie na
utrzymanie bioenergetycznej wydolno$ci w dluzszym czasie. W procesie starzenia fuzja
umozliwia komplementarno$¢ produktow genowych 1 w ten sposob kompensuje
nagromadzenie mutacji mitochondrialnych w komorkach heteroplazmatycznych. Ponadto,
fuzja 1 tworzenie sieci mitochondridw przyczynia si¢ do rozpraszania energii w duzych

komorkach o szczegdlnie wysokim zapotrzebowaniu na energi¢. Z kolei pofragmentowane
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mitochondria wystepuja czesto w komorkach w znajdujacych si¢ stanie spoczynku i moga
stanowi¢ "domyS$lny" stan morfologiczny, gdy nie jest wymagana wysoka aktywnos$¢
oddechowa. Mechanizm fragmentacji mitochondridéw przyczynia si¢ do utrzymania
aktywnos$ci bioenergetycznej, poniewaz pozwala na eliminacj¢ (na drodze autofagii)
nieodwracalnie  uszkodzonych  mitochondriow.  Aktywno$§¢  kluczowych  bialek
mitochondrialnych jest regulowana na wielu poziomach, w tym poprzez transkrypcje,
modyfikacje potranslacyjne oraz w bezposrednia odpowiedz na zapotrzebowanie

energetyczne komorki.

2.5. Metaboliczna regulacja dynamiki mitochondriéw

Jako miejsce zachodzenia wielu procesoOw biochemicznych, w tym fosforylacji
oksydacyjnej, cyklu Krebsa, p-oksydacji kwasow ttuszczowych, gospodarki wapniowej Ca?* i
biosyntezy hemu - mitochondria odgrywaja kluczowa rolg¢ w metabolizmie. Skutkiem tego,
zaburzenie funkcji mitochondriow, a zwlaszcza w ich aktywno$ci metabolicznej wiaze si¢ z
wieloma nieprawidtowosciami, w tym chorobami metabolicznymi i neurodegeneracyjnymi,

nowotworami, a takze z procesem starzenia [Carelli i wsp. 2014, Lightowlers i wsp. 2015].

Mitochondria charakteryzuje duza dynamika istotna zarowno w fizjologii, jak 1 w
stanach chorobowych [Labbé i wsp. 2014, Mishra i wsp. 2016]. Poniewaz rownowaga miedzy
fuzja i fizja kontroluje morfologi¢ mitochondriow, delecja genéw fuzyjnych skutkuje jak
wspomniano wczesniej fragmentacja sieci mitochondrialnej i znosi wymiane zawartosci
mitochondriow [Chen i wsp. 2003, Chen i wsp. 2005]. U ludzi mutacje Mfn2 powoduja
chorobe Charcota-Marie-Tootha typu 2A, obwodowa neuropati¢ wptywajgca na motoneurony
ruchowe i czuciowe [Ziichner i wsp. 2004]. Mutacje w Opal powoduja w sposob dominujacy
zanik nerwu wzrokowego, $lepote spowodowang degeneracja komorek zwojowych siatkdwki

[Alexander i wsp. 2000, Delettre i wsp. 2000, Delettre i wsp. 2002].

Wiadomo, ze proces fuzji jest wazny dla przebiegu i1 aktywnosci fosforylacji
oksydacyjnej, szczegodlnie poprzez regulacje ekspresji mtDNA. Wrazliwos¢ komoérek na
obnizong fuzj¢ mitochondrialng moze by¢ zréznicowana, jak to wykazano w mysich
embrionalnych fibroblastach, ktéore moga tolerowaé brak ekspresji Mfnl lub Mfn2 bez
wigkszych konsekwencji w metabolizmie energetycznym tych komorek. Natomiast dla
neuronow Purkinjego w moézdzku usunigcie Mfn2 staje si¢ letalne z powodu utraty

aktywno$ci tancucha oddechowego [Chen i wsp. 2007]. Calkowita utrata fuzji
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mitochondrialnej spowodowana usunigciem zarowno mitofuzyn lub Opal powoduje istotny
spadek zawarto§ci mtDNA 1 obnizenie potencjatu wewngtrznej btony mitochondrialnej oraz
hamowanie aktywnosci tancucha oddechowego w hodowlach komorek i tkankach myszy
[Chen i wsp. 2005, Chen i wsp. 2010].

Wykazano takze, ze bialka zwigzane z fuzja mitochondriow maja wplyw na
metabolizm komorki. Stwierdzono, ze biatkko Mfn2 wplywa na stezenie koenzymu Q
[Mourier i wsp. 2015], a biatko Opal utrzymuje struktur¢ grzebieni mitochondrialnych oraz
ma kluczowe znaczenie dla tworzenia biatkowych kompleksow tancucha oddechowego

[Cogliati i wsp. 2013].
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Rycina 2. Metabolizm i dynamika mitochondriéw. Mitochondria odgrywaja kluczowa role w
metabolizmie energetycznym komorki, uczestniczg w biosyntezie i katabolizmie wielu zwigzkow, w
generowaniu i przekazywaniu sygnalow w komorce. Wykazuja duza dynamike podlegajac fuzji, rozszczepieniu,

transportowi i1 mitofagi. Metabolizm i dynamika mitochondriow sa silnie ze soba zwigzane i podlegaja
wzajemnej regulacji.
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Stan energetyczny komorek jest zwigzany z okreslong morfologiag mitochondriow. W
hodowlach komoérek drozdzy w warunkach, ktéore wymuszaja zwickszong aktywnosc
fosforylacji oksydacyjnej obserwuje si¢ tworzenie rozbudowanej sieci mitochondrialne;
[Egner i wsp. 2002, Jakobs i wsp. 2003]. Analogiczne badanie przeprowadzone na ludzkich
komorkach wykazalo, ze mitochondria wydtuzajag si¢ podczas wzrostu w pozywce
galaktozowej, co zmusza komorki do produkcji ATP na drodze fosforylacji oksydacyjnej
[Rossignol i wsp. 2004]. Wydtuzone mitochondria obserwowano rowniez w innych stanach
zwigzanych ze zwigkszong produkcjg ATP [Mitra i wsp. 2009, Tondera i wsp. 2009]. Te
obserwacje sugerujg, ze wysoka aktywnos¢ fosforylacji oksydacyjnej koreluje z wydtuzaniem
mitochondridow, ktore sg bardziej wydajne w wytwarzaniu energii i zdolne do dystrybucji
energii na duze odlegtosci [Skulachev 2001]. Wykazano, ze nasilenie fosforylacji
oksydacyjnej stymuluje takze fuzj¢ i rozbudowe sieci mitochondrialnej [Meeusen i wsp. 2004,
Hoppins i wsp. 2011]. W izolowanych mitochondriach zaobserwowano ponadto, ze dodanie
substratow tancucha oddechowego, ktore nasilito fosforylacj¢ oksydacyjng prowadzi do
stymulacji mitochondrialnej fuzji mitochondrialnej btony wewnetrznej [Mishra i wsp. 2014a].
Aktywno$¢ fosforylacji stymuluje biatko YmelL do proteolitycznego przetwarzania biatka
Opal, prowadzac do aktywacji jego aktywnosci fuzyjnej. Opal ulega ekspresji jako
dhlugotancuchowe biatko zintegrowane z membrang, ktore nastepnie moze zostac
rozszczepione do rozpuszczalnej, krotkotancuchowej formy przez dwie r6zne metaloproteazy
- zalezng od ATP proteaz¢ YmelL i zalezng od potencjatu blonowego proteaz¢ Omal.
Wykazano, ze ekspresja zarowno dhugo- jak i krotkotancuchowych form biatka Opal byta
skorelowana z mitochondriami zdolnymi do fuzji [Song i wsp. 2007]. Stwierdzono takze, ze
w mitochondriach, w ktorych doszlo do fuzji zewngtrznej blony mitochondrialnej,
proteolityczna obrobka biatka Opal w miejscu rozszczepienia przez proteaz¢ YmelL lub
Omal byta wystarczajaca do stymulacji fuzji blony wewnetrznej [Mishra i wsp. 2014a,
Mishra i wsp. 2014b]. Obrobka Opal przez dwie proteazy umozliwia zroéznicowang regulacje
fuzji blony wewnetrznej. Proteoliza przez YmelL jest odpowiedzialna za zalezng od
fosforylacji oksydacyjnej stymulacj¢ fuzji blony wewnetrznej (Ryc. 2). W przeciwienstwie do
tego, gdy potencjat btonowy jest rozproszony, dtugotancuchowa izoforma biatka Opal jest
calkowicie rozszczepiana i inaktywowana [Ishihara i wsp. 2003, Ishihara i wsp. 2006] w
wyniku aktywacji Omal [Ehses i wsp. 2009]. Wykazano, ze rézne czynniki wywotujace stres
w komorkach moga aktywowaé proteaze Omal w celu rozszczepienia biatka Opal [Baker i

wsp. 2014]. Mechanizm ten prawdopodobnie przyczynia si¢ do fragmentacji mitochondriow
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wystepujacej w wielu formach uposledzenia funkcji mitochondriow [Duvezin-Caubet i wsp.

2006].

Wykazano, ze dlugotrwate obnizenie potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej
inaktywuje biatko Opal, natomiast krotkotrwata depolaryzacja moze czesciowo aktywowac
Omal i przyczyni¢ do fuzji mitochondriéw [Santo-Domingo i wsp. 2013]. Nalezy zauwazyc,
ze komorki pozbawione proteaz YmelL 1 Omal zachowuja bardzo stabg aktywnos$¢ fuzji
mitochondrialnej [Anand i wsp. 2014]. Jednakze niezb¢dne jest przeprowadzenie
dodatkowych badan w celu wyjasnienia jak regulowana jest fuzja btony wewngtrznej w tych
warunkach. Dotychczas wskazuje si¢, ze warunki, ktore zwigkszaja produkcje
mitochondrialnego ATP prowadza do wzmozonej fuzji, podczas gdy czynniki metaboliczne,
ktére wptywaja na obnizenie potencjatu mitochondriow powoduja zahamowanie fuzji. Te
czynniki regulacyjne wydaja si¢ odgrywac kluczowa role w warunkach fizjologii jak i
patologii.

Widkna migsni szkieletowych prowadzace intensywne przemiany tlenowe wykazuja
nasilong fuzj¢ mitochondrialng, w ten sposéb zachowujac na wysokim poziomie populacje
mitochondriow o wysokim potencjale wewngtrznej btony mitochondrialnej [Mishra i wsp.
2015]. W chorobach mitochondrialnych wykazano, ze upo$ledzenie funkcji lancucha
oddechowego 1 fosforylacji oksydacyjnej wynikajace z mutacji w mtDNA skutkuje wtornymi
defektami w mitochondrialnej fuzji blony wewnetrznej [Mishra i wsp. 2014a, Mishra i wsp.
2014b]. Ten proces regulacyjny moze poméc w segregacji dysfunkcyjnych mitochondriéw i
zapobieganiu rozprzestrzenianiu si¢ mutacji mtDNA do mitochondriow typu dzikiego. W
przypadku migsni szkieletowych potaczenie fuzji z aktywnoscig fosforylacji oksydacyjnej
moze stuzy¢ ograniczeniu defektow mtDNA do matego obszaru wiokna migsniowego, co
stwierdzono u 0sob starszych i niektorych pacjentow z miopatiag mitochondrialng [Elson i
wsp. 2002, Bua i wsp. 2006]. Ponadto niezdolnos¢ uszkodzonych mitochondriéw do fuzji z
reszta populacji mitochondriow zapewnia ich oddzielenie i utatwia ich zniszczenie poprzez

autofagie [Twig i wsp. 2008a, Twig i wsp. 2008b].

Zaproponowano réwniez inne mechanizmy metaboliczne regulujace fuzje
mitochondrialng (Ryc. 3). Jedym z nich jest stres oksydacyjny, ktéry moze nasila¢ fuzje
zar6wno izolowanych mitochondriow, jak tych obecnych w komorkach. W warunkach stresu
podwyzszony poziom utlenionego glutationu sprzyja dimeryzacji czasteczek mitofuzyny za
posrednictwem wigzan dwusiarczkowych, co jest pierwszym krokiem w procesie fuzji [Shutt
I wsp. 2012]. Aktywno$¢ Mfnl jest rowniez regulowana przez fosforylacj¢ przez kinaze
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biatkowa aktywowang mitogenem (MAPK) taczaca szlak MAPK z fuzja mitochondrialng
[Pyakurel i wsp. 2015]. Inne badania sugeruja, ze fuzj¢ moze kontrolowa¢ lokalne st¢zenie
GTP. NM23-H4 jest kinaza disfosforanow nukleotydéw zlokalizowang w mitochondriach,
ktora moze generowa¢ GTP (z GDP) w obecnosci ATP. Co ciekawe, NM23-H4 moze
promowaé przytaczanie GTP do biatka Opal, a knockdown NM23-H4 prowadzi do
uposledzenia fuzji, ktorych skutki przypominajg knockdown Opal [Boissan i wsp. 2014].
Przypuszczalnie ten mechanizm pozwala na powiazanie st¢zenia ATP w komorce z fuzja

mitochondrialng poprzez taczenie Opal przez GTP.

Podsumowujac, wiele etapdw procesu fuzji moze by¢ niezaleznie ukierunkowanych za
posrednictwem roznych mechanizméw regulacyjnych, potencjalnie zapewniajacych wysoki

poziom kontroli nad procesem fuzji mitochondrialne;j.
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Rycina 3. Regulacja metaboliczna fuzji mitochondrialnej. Na proces fuzji mitochondriéw sktada
si¢ fuzja blony zewnetrznej, w ktorej posrednicza mitofuzyny, a nastgpnie fuzja bltony wewngtrznej, w ktorej
posredniczy biatko Opal. Mechanizm regulacji obejmuje: (1) Stres oksydacyjny i wysoki poziom utlenionego
glutationu (GSSG), ktore sprzyjaja tworzeniu kompleksoOw trans mitofuzyn, wspomaganych przez wigzania
dwusiarczkowe prowadzac do wigzania organelli i zwigkszonej fuzji blony zewnetrznej. (2) Fuzja blony
wewnetrznej jest stymulowana przez aktywno$¢ fosforylacji oksydacyjnej, ktéra zwieksza proteolityczne
przetwarzanie Opal (z formy dlugotancuchowej do rozpuszczalnej formy krotkotancuchowej), w ktoérym
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posredniczy biatko YmelL. (3) Podwyzszony poziom ATP jest potencjalnie powiazany z przytaczeniem GTP
Opal poprzez kinaz¢ nukleotydow difosforanowych NM23-H4. Przytaczenie GTP i hydroliza przez Opal sa
wymagane do fuzji wewngetrznej] membrany. (4) Stresy metaboliczny, w tym utrata potencjalu wewnetrznej
btony mitochondrialnej aktywuje proteaz¢ blony wewngtrznej Omal i skutkuje calkowitym proteolitycznym
przetwarzaniem Opal.

2.5.1 Kontrola metaboliczna fragmentacji mitochondriéw

Jak wspomniano wczesniej fragmentacja mitochondriow wymaga aktywnos$ci biatka
Drpl, GTPazy, ktora jest rekrutowana do zewngtrznej blony mitochondrialnej poprzez biatka
receptorowe (Mff, Fisl, MiD49 i MiD50). W mitochondriach Drpl gromadzi si¢ wokot tubuli
i obkurcza je w sposob zalezny od GTP, aby posredniczy¢ w cigciu. Oprocz wptywania na
morfologi¢ mitochondriow, fragmentacja mitochondriow stuzy ponadto utatwieniu transportu
mitochondriow, mitofagii i apoptozie. Badania kliniczne pozwolity ustali¢ zwigzek migdzy
mutacjg Drpl a $miertelnym matoglowiem u noworodkow [Waterham i wsp. 2007] i oporna
na leczenie padaczka [Vanstone i wsp. 2015]. W innych badaniach wykazano zwigzek
mutacji w bialku Mff z przypadkami opdznienia rozwojowego z dysfunkcja nerwowo-
migsniowa [Shamseldin i wsp. 2012]. Najbardziej znany mechanizm regulacyjny fragmentacji
mitochondriow obejmuje, jak wczesniej wspomniano, fosforylacje biatka Drpl.
Zidentyfikowano wiele miejsc fosforylacji oraz kinaz biorgcych udziat w tej regulacji,
zwigzanych ponadto ze szlakami sygnatowymi aktywowanymi przez czynniki metaboliczne.
Ponadto fosforylacja moze aktywowac¢ lub hamowac¢ Drpl, a tym samym nasila¢ tworzenie

lub spowalnia¢ fragmentacje¢ sieci mitochondrialne;.

Badania nad fosforylacjg Drpl skupity si¢ na serynie 616 (S616) i S637 w oparciu 0
sekwencje izoformy 1 ludzkiego Drpl. Wykazano, ze przytaczenie grupy fosforanowej do
reszty seryny 637 przez kinaze biatkowa A (PKA) na S637 hamuje przylaczenie do
mitochondriow, promujac wydtuzenie sieci mitochondrialnej w odpowiedzi na aktywacje
farmakologiczng (np. forskoling), stymulacj¢ P-adrenergiczng lub intensywny wysitek
fizyczny (Ryc. 4) [Chang i wsp. 2007, Cribbs i wsp. 2007]. Fosforylacji na S637
przeciwdzialajg fosfatazy kalcyneuryna [Cribbs i wsp. 2007; Cereghetti i wsp. 2008] i PP2A /
Bp2 [Dickey i wsp. 2011]. Regulacja negatywna Drp1 przez fosforylacje na S637 wystepuje
réwniez podczas zahamowania aktywnosci szlaku mTOR i w czasie niedostatecznego
dostarczania azotu, co zwigksza poziomy cAMP i aktywuje PKA [Gomes i wsp. 2011,
Rambold i wsp. 2011]. W warunkach glodu, nawet jesli dochodzi do aktywowania autofagii,

hamowana jest réwniez aktywnos¢ biatka Drpl, co skutkuje nasileniem fuzji

26



mitochondrialnej, promuje mitochondrialng produkcje ATP i chroni mitochondria przez
degradacjg. Rozszczepieniu natomiast sprzyja defosforylacja Drpl na serynie 637 poprzez
zalezng od Ca®" kalcyneuryne, co wspomaga aktywacje Drpl i rekrutacje do powierzchni
mitochondriow (Fig. 4), [Cribbs i wsp. 2007, Cereghetti i wsp. 2008]. Zaobserwowano, ze
zastosowanie substancji rozprzg¢gajacych potencjat wewnetrznej btony mitochondrialnej
powoduje silng i szybka fragmentacj¢ sieci mitochondrialnej stymulujac biatko Omal do

rozszczepiania Opal, a tym samym powodujac inaktywacje fuzji mitochondrialne;.
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Rycina 4. Regulacja metaboliczna fizji mitochondriéw.

Gléwnym regulatorem fragmentacji mitochondriéw jest biatko Drpl, ktore ulega rekrutacji z puli cytozolowej na
powierzchni¢ mitochondriow. Do rekrutacji Drpl i rozpoczgcia fragmentacji konieczne jest rowniez biatko
receptorowe na zewnetrznej btonie mitochondrialnej (na rycinie pokazane zostaty tylko dwa biatka receptorowe
Mff i MiD51). Cztery mozliwe szlaki regulacyjne zaznaczono na schemacie (1) Skutkiem dziatania
intensywnego wysitku fizycznego i glodzenia (brak azotu) nastgpuje aktywacja PKA, po ktorej nastgpuje
fosforylacja Drpl na Ser637, ktoéra hamuje fragmentacj¢ mitochondriow z powodu zatrzymania Drpl w
cytozolu. (2) Defosforylacja S637 mozne by¢ wywotana kalcyneuryng, ktéra jest aktywowana przez
metaboliczne rozprzegnigcie mitochondriow, co prowadzi do rekrutacji Drpl 1 szybkiej aktywacji
rozszczepienia. (3) Ekspozycja na zimno i onkogenny Ras®'?V aktywuje fragmentacje poprzez fosforylacje
Ser616 odpowiednio przez PKA lub MAPK. (4) Obnizenie ilosci energii moze potencjalnie aktywowaé
rozszczepienie poprzez podniesienie poziomoéw ADP i AMP. Wigzanie ADP z receptorem MiD51 jest niezbgdne
do rekrutacji Drpl i fragmentacji. Wykrycie AMP przez AMPK powoduje fosforylacje Mff i aktywacje
fragmentacji.
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Kalcyneuryna zatem przekazuje sygnaly metaboliczne zwigzane ze zmianami stezenia
wapnia na zmiany w morfologii mitochondriow. Zaburzenie aktywno$ci mitochondriow w
zakresie buforowania wapnia moze zwigkszy¢ cytozolowe poziomy wapnia i potencjalnie
wywolta¢ fragmentacje mitochondriéw za posrednictwem kalcyneuryny. Ponadto wykazano,
ze myszy pozbawione kalcyneury w migsniach szkieletowych wykazuja obecnos¢
wydtuzonych mitochondridow, zwigkszong aktywno$¢ tancucha oddechowego, odporno$é na
otylos§¢ na diecie wysokottuszczowej i zmniejszong wydolno$¢ do wysitku fizycznego

[Pfluger i wsp. 2015].

W brazowej tkance tluszczowej, w ktorej zachodzi termogeneza bezdrzeniowa
obserwowano aktywacje Drpl i fragmentacje¢ mitochondriow. Stymulacja zimnem powoduje
w tych komorkach utlenianie kwasow thuszczowych w niesprzezonych mitochondriach w celu
zwickszenia produkcji ciepta, a nie syntezy ATP. Ekspozycja na zimno powoduje
uruchomienie sygnatu pochodzacego od adrenaliny, aktywacj¢ PKA i fosforylacje Drpl w
S616, ktora aktywuje fragmentacje mitochondriow (Ryc. 4), [Wikstrom i wsp. 2014].
Fragmentacja mitochondriow zwigksza ich wrazliwo$¢ na kwasy tluszczowe (w nieznanym
dotad mechanizmie) wspomagajac w ten sposob wytwarzanie ciepta. Zatem mechanizmy
wzmacniajace fragmentacj¢ mitochondriow moga zmniejsza¢ wydajnos¢ fosforylacji
oksydacyjnej 1 moga by¢ przydatne w okresach nadmiaru sktadnikow odzywczych w

komorce, aby je intensywniej metabolizowac [Wikstrom i wsp. 2014].

Fosforylacja Drpl na S616 moze by¢ rdéwniez zaangazowana w dzialanie
kancerogenne przez onkogenne Ras (Ryc. 3), [Kashatus i wsp. 2015]. Regulacja w gore
szlaku MAPK przez Ras indukuje bowiem fosforylacje Drpl w S616, w ktorej posredniczy
Erkl, co skutkuje nasileniem fragmentacji mitochondriéw. Hamowanie funkcji Drpl ostabia
aktywnos$¢ onkogenng Ras w hodowlach komorek 1 ksenoprzeszczepdw nowotworowych.
Dotychczas nie ustalono jednak, jaka rol¢ w metabolizmie komoérek nowotworowych
odgrywa mitochondrialna dynamika. Regulacja fragmentacji mitochondriéw moze réwniez
zachodzi¢ na poziomie biatek receptorowych Drpl. W hodowlach komorek, takim celem
wydaje si¢ by¢ Mff, poniewaz utrata Mff prowadzi do gwattownego wydtuzenia
mitochondriow [Otera i wsp. 2010, Loson i wsp. 2013]. Ostatnie badania pokazujg, ze Mff
jest substratem fosforylacji dla kinazy AMP (AMPK). Fosforylacja aktywuje Mff i
fragmentacj¢ mitochondriow, wyjasniajac w jaki sposob AMPK taczy niedobor energii z ich
fragmentacja (Ryc. 4). Mozna przypuszczac, ze podobng role w regulacji metabolizmu moze

odgrywa¢ biatko MiD51 [Losén i wsp. 2014]. Domena cytozolowa tego receptora jest
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wrazliwa na enzymatycznie nieczynny fragment nukleotydylotransferazy, ktory zawiera
miejsce wigzania dinukleotydow ADP i GDP o wysokim powinowactwie. Wykazano, ze
zwigzanie dinukleotydow jest wymagane do dzialania receptora, stuzac jako czujnik
pozioméw ADP. Zatem MiD51 potencjalnie wigze warunki metaboliczne z fragmentacja
mitochondriow (Ryc. 4). Dla receptora MiD49 nie stwierdzono tego sposobu regulacji,
poniewaz nie wigze nukleotydéw pomimo obecnosci podobnej domeny i miejsca wigzacego
[Loson i wsp. 2014]. Nie wiadomo takze, czy MiD49 wigze inne klasy ligandow, ktore moga

regulowac jego aktywnosc.
2.5.2 Kontrola metaboliczna mitofagii

Ogodlna masa mitochondriow w komorce jest prawdopodobnie regulowana poprzez
rownowage miedzy biogeneza a degradacjg. Kiedy mitochondria wystepuja w nadmiarze,
starzejg si¢ lub ulegaja uszkodzeniu, ich pozbywanie si¢ z komodrki zachodzi gtownie w
wyniku autofagii, w przypadku mitochondriow okre§lanym jako mitofagia. Usunigcie
mitochondriow moze by¢ przypadkowe Ilub selektywne. Podczas autofagii masowej
degradacja mitochondriow jest cze$cig uogdlnionego programu autofagii, aktywowanego
przez stan metaboliczny komorki. W innych przypadkach mitofagia jest procesem, ktory
selektywnie degraduje tylko wadliwe mitochondria, utrzymujac w ten sposdb ogdlny stan

populacji mitochondrialnej.

Najlepiej zbadany szlak mitofagii obejmuje geny Pink1 i Parkin odpowiedzialne za
niektore przypadki rodzinnej choroby Parkinsona. Pinkl, kinaza zlokalizowana w
mitochondriach, jest normalnie importowana i degradowana w mitochondriach. Poniewaz
import biatek zalezy od potencjatu btony mitochondrialnej, depolaryzacja prowadzi do
akumulacji Pink1 na btonie zewnetrznej [Narendra i wsp. 2010]. Nagromadzone biatko Pink1
fosforyluje liczne biatka, w tym ubikwityne, w celu rekrutacji i aktywacji Parkiny, ligazy E3
[Okatsu i wsp. 2015]. Aktywowane biatko Parkin powoduje powszechna ubikwitynacje
mitochondrialnych biatek btony zewngtrznej, ktorych degradacja przez proteasom 26S [Sarraf
i wsp. 2013] jest wymagana do kierowania mitochondrium do bton autofagicznych. Poniewaz
Parkin jest selektywnie wzbogacany w dysfunkcyjnych mitochondriach, zdrowe organelle sa
chronione przed autofagiczng degradacja. Pinkl i Parkin sg rowniez zaangazowane w inny
szlak kontroli jako$ci mitochondridw, rézny od autofagii, w ktorym pecherzyki paczkuja z

mitochondriow i sg przemieszczane do poéznego endosomu i lizosomu [Sugiura i wsp. 2014].
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Mitofagia moze by¢ aktywowana pod wptywem niektorych stresoréw komorkowych.
W przypadku stresu energetycznego aktywacja AMPK powoduje fosforylacje biatek ULK1 i
ULK2, kinaz biatkowych ssakow, ktore sa homologami genu autofagii ATG1 [Egan i wsp.
2011]. ULK1 i ULK2 sprzyjaja autofagii, w tym degradacji mitochondriow. AMPK hamuje
rowniez aktywacje szlaku mTORC, ktory normalnie hamuje funkcje biatek ULK. Te

wzajemnie powigzane mechanizmy tacza mitofagi¢ ze stanem energetycznym komorki.

Stany niedotlenienia mogg rowniez wywota¢ mitofagie poprzez odrebny mechanizm.
Aktywacja fosfatazy mitochondrialnej PGAMS powoduje defosforylacj¢ mitochondrialnego
receptora autofagii, FUNDCL. Defosforylacja sprzyja interakcji FUNDC1 z ATG8 (znanym
rowniez jako LC3), stymulujac tworzenie si¢ blony autofagicznej [Chen i wsp. 2014]. Nie jest
jasne, jak niedotlenienie aktywuje PGAMS5 i czy ten mechanizm jest selektywny dla
poszczeg6lnych mitochondridow. Wykazano takze, ze warunki metaboliczne, ktére sprzyjaja

nasileniu aktywnos$ci mitochondriow, moga réwniez sprzyja¢ mitofagii [Melser i wsp. 2013].

Wskazywany jest rowniez mechanizm, w ktorym zaangazowane jest mate biatko
GTPaza Rheb oddzialujace z mitochondrialnym receptorem autofagii Nix. Zakotwiczenie
Rheb do zewnetrznej btony mitochondrialnej w warunkach intensywnych przemian
oksydacyjnych w komorce sprzyja rekrutacji biatka LC3, wzmacniajac w ten sposob
mitofagie. Sygnaty molekularne, ktore rekrutuja Rheb, sa dotychczas niejasne. Promowanie
mitofagii w warunkach oksydacyjnych wydaje si¢ kontrastowac z wczesniejszymi modelami
mitofagii, w ktorych dysfunkcyjne organelle sg usuwane. Jednak zwigkszona aktywnos¢
tancucha oddechowego moze sprzyja¢ uszkodzeniu mitochondriéw (np. poprzez zwigkszong
produkcje ROS) i jest mozliwe, ze Rheb reaguje specyficznie na te uszkodzone mitochondria.
Alternatywnie, ten mechanizm moze by¢ zastosowany w celu zwigkszenia rotacji populacji
mitochondriow w warunkach zwigkszonego zapotrzebowania funkcjonalnego. W obu
przypadkach zwigkszona mitofagia sprzyja ogoélnej wydajnosci energetycznej catej puli

komorkowej mitochondriow [Chen i wsp. 2014].

2.6. Biogeneza mitochondriow

Homeostaza mitochondriow moze by¢ zachowana dzigki koordynacji migdzy dwoma
przeciwstawnymi procesami: wytwarzaniem nowych mitochondriow przez biogeneze i
usuwaniem uszkodzonych mitochondridw przez mitofagie. Proces biogenezy mitochondriow
zachodzi gtéwnie w zdrowych komorkach, jednakze wykazano takze ze proliferacja i

migracja komorek nowotworowych moze by¢ skorelowana z biogeneza mitochondriow
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[LeBleu i wsp. 2014]. Proces biogenezy wymaga wspOlpracy miedzy genomem

mitochondrialnym i jadrowym, jest wieloetapowy i angazuje:

1) Transkrypcj¢ i translacje mitochondrialnego DNA. Transkrypcja mitochondrialnego DNA
jest aktywowana przez rodzing biatek PGC-1 (PGC-1a, PGC-1B i PGC-1), z ktérego PGC-1a
(biatko koaktywatora 1a receptora y aktywowanego przez proliferatory peroksysoméw (ang.
peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator) uwazany jest za gldowny regulator

biogenezy mitochondrialne;.

Szlak jest inicjowany przez aktywacj¢ PGC-1a (przez fosforylacje lub deacetylacje), po ktorej
nastepuje stymulacja szeregu jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych, tj. ang. nuclear
respiratory factor 1 (NRF-1), ang. nuclear respiratory factor 2 (NRF-2) i ang. estrogen
related receptor-a (ERR-a), a w koncu poprzez wzrost ekspresji ang. mitochondrial
transcription factor (TFAM), koncowego efektora transkrypcji i replikacji mitochondrialnego
DNA [Cameron i wsp. 2016, Cameron i wsp. 2017, Dos Santos i wsp. 2018].

Nastepnie translacja gendw kodowanych przez mDNA na biatka odbywa si¢ za pomoca
specyficznych czynnikéw translacji (kodowanych przez jadrowy DNA), takich jak ang.
initiation factor 2 and 3 (mtlF2 i mtIF3), ang. elongation factors Tu, Ts i G1 (mtEFTu,
mtEFTs i mtEFG1), ang. translational release factorl-like (mtRF1L) i ang. recycling factors
(MRRF1 i mtRRF2).

Ponadto poziomy biatek mitochondrialnych sg regulowane przez aktywator translacji
oksydazy cytochromu c1 (TACO1), ktory wigze mitochondrialne mRNA [Yokokawa i wsp.
2018].

2) Synteze, import i taczenie biatek mitochondrialnych kodowanych przez jadrowe DNA.

Biatka mitochondrialne pochodzg z prebialek syntetyzowanych w cytozolu 1 dostarczanych z
sygnatem kierujacym na koncu aminowym umozliwiajacym rozszczepienie. Translokaza
TIM23 kieruje sygnal prebialek w kierunku macierzy mitochondrialnej, gdzie biatka
gromadzg si¢ i sg sortowane w kierunku macierzy lub wewnetrznej btony mitochondrialne;.
Energi¢ potrzebng do kierowania tg S$ciezka importu zapewnia ATP wytworzone w

mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej [Demishtein-Zohary i wsp. 2017].

Dotychczas wykazano udziat kilku szlakéw sygnatowych w biogenezie mitochondriow:
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1) szlak AMPK/ PGC-la z udziatem Clg/biatko zwigzane z czynnikiem martwicy
nowotworu-3) (ang. tumour necrosis factor-related protein-3/C1q) aby promowa¢ biogeneze
w kardiomiocytach [Zhang i wsp. 2017] i w komoérkach HepG2 [Deng i wsp. 2019].

Ponadto, AMPK fosforyluje i aktywuje acetylotransferaz¢ histonowa 1 (HAT1), tworzac
luzng struktur¢ chromatyna-DNA, ktora promuje transkrypcj¢; AMPK fosforyluje takze
czynnik epigenetyczny DNA metylotransferazy 1 (DNMT1), ktory ogranicza dostep
czynnikow transkrypcyjnych do promotora [Marin i wsp. 2017].

2) indukcja PGC-1a wraz z jego dalszymi genami docelowymi NRF1 and TFAM. Taka
kaskade sygnalizacyjng zidentyfikowano dla komoérek trzustki MIN6 B-cells, po
potraktowaniu humaning [Qin i wsp. 2018] i 3T3-L1 pre-adipocytow po potraktowaniu
salicylanem [Yan i wsp. 2017]. Aktywacja szlaku sygnatowego PGC-1o moze by¢ réwniez
posredniczona poprzez biatko wigzace z elementem odpowiedzi na cAMP (CREB) ang.
CAMP response element-binding protein (CREB); ktory wiaze si¢ ze szczegblng sekwencja w
DNA (z elementem odpowiedzi na cAMP) i nastgpnie zwicksza/obniza transkrypcje genow.
W komorkach endotelialnych szlak CREB/ PGC-1la promuje mitochondrialng biogeneze
przez aktywacj¢ G protein-coupled receptor (TGR5) [Zhao i wsp. 2018] .

3) szlak GPy-Akt-eNOS-sGC - stymulacja biatka G (komponenty Gfy) i Akt-eNOS-sGC
(ang. soluble guanylate cyclase) przez agonistow receptorow P2 adrenergicznych, jak
formoterol, pozwala na regeneracj¢ w ostrych 1 podostrych chorobach degeneracyjnych

[Cameron i wsp. 2017] i carvedilol stosowany w chorobach serca [Yao i wsp. 2016].

4) 0§ Akt/ transcription factor FoxO3a pod wptywem pochodzgcego z diety B-hydroksy-f-
metylomaslan (HMB) [Duan i wsp. 2019].

5) sirtuina (ang. silent information regulator-1) (SIRT1) - aktywuje posredniczong przez
PGC-la transkrypcje genow mitochondrialnych 1 jadrowych kodujacych biatka dla
mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej i produkcji energii. SIRT3 stymuluje biatka
istotne dla fosforylacji oksydacyjnej, cyklu kwasow trojkarboksylowych, oksydacji kwasow
tluszczowych i posrednio takze PGC-1a i AMPK [Duan i wsp. 2019], (Ryc.5).
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Rycina 5. Biogeneza mitochondriow.

Aktywacja PGC-1a pelni nadrzgdng role w zwigkszeniu ekspresji bialek mitochondrialnych. (AMPK) Kinaza
aktywowana AMP ang. adenosine monophosphate activated protein kinase; (ERR) Receptor zwigzany z
estrogenem, ang. estrogen-related receptor; (NRF) jadrowy czynnik oddechowy, ang. nuclear respiratory
factor; (PGC-1a) koaktywator 1a receptora y aktywowany przez proliferatory peroksysomow, ang. peroxisome
proliferator-activated receptor-y coactivator-1a; (SIRT-1) ang. silent information regulator-1; (TFAM) czynnik
transkrypcyjny a, ang. transcription factor o; (TIM 23) translokaza TIM23, ang. translocase TIM23.

2.7 Rola dynamiki mitochondrialnej w komérkach mie$ni

Nieliczne badania kardiomiocytéw pochodzacych od pacjentow z niewydolnoScig
serca dostarczyly pewnych dowodéw na zwigkszong fragmentacje mitochondriéw, ktora byta

skorelowana ze zmniejszong ekspresja biatka Opal [Chen i wsp. 2009]. Niektore badania
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sugeruja réwniez, ze zaburzenia dynamiki mitochondriow w mig$niach szkieletowych moga

przyczyniac si¢ do insulinoopornosci [Jheng i wsp. 2012, Quiros i wsp. 2012].

Przypuszcza si¢, ze nadmiar kalorii sprzyja fragmentacji mitochondridow poprzez nie poznany
dotychczas mechanizm. Wykazano, ze jesli stan nadmiernej podazy kalorii przedtuza sie,
nasila to nadprodukcje ROS 1 uposledza sygnalizacje insulinowa. Co wigcej, ten patologiczny
stan moze si¢ pogtebi¢ w wyniku mutacji lub zmienionej ekspresji biatek, co begdzie ostabiac
lub sprzyja¢ fragmentacji mitochondridéw. Wykazano, ze insulinooporno$¢ jest zwigzana z
dysfunkcja mitochondriow, charakteryzujgca si¢ zmniejszong biogeneza mitochondriéw i
zmniejszong odpowiedzig bioenergetyczng na stymulacje insuling. Mechanizmy obejmuja
represj¢ transkrypcji genéw mitochondrialnych, lipotoksycznos$¢ i bezposrednie skutki jakie
wywotuje insulinoopornos$¢ [Pagel-Langenickel 2010]. Nie wiadomo jednak dotychczas, czy
dysfunkcja mitochondriow migéni szkieletowych jest przyczyna, czy konsekwencja
insulinooporno$ci. Wydaje si¢ prawdopodobnym, ze dysfunkcja mitochondriow moze
prowadzi¢ do nadprodukcji ROS, niepetnego utleniania kwasow thluszczowych 1 zmniejszenia

wydatku energetycznego, co moze nasila¢ insulinoopornos¢ [Pagel-Langenickel 2010].

Wykazano, ze w migé$niach szkieletowych dysfunkcja mitochondridow moze wystapié
réwniez bez insulinoopornosci, co wigcej, wykazano takze oporno$¢ na insuling przy braku
dysfunkcji mitochondriéw. Przeprowadzono dotychczas niewiele badan dotyczacych zmian
ekspresji bialek zwigzanych z dynamika mitochondriow na modelach zwierzecych i ludziach
z otylos$cig 1 insulinoopornoscig. Wiekszo§¢ badan koncentrowala si¢ na biatku Mfn2 i
ujawnila obnizone poziomy mRNA i biatka Mfn2 w migéniach szkieletowych ang. zucker
fatty rats oraz u ludzi z cukrzyca typu 2. Stwierdzono, ze obnizony poziom Mfn2 korelowat z
insulinoopornoscia migsni szkieletowych, a =za represje transkrypcji biatka Mfn2
odpowiedzialny moze by¢ obnizony poziom PGC-1a, [Pulliam i wsp. 2013, Zorzano 2010a,
Zorzano 2010b].

Na podstawie badan z zastosowaniem réznych mysich modeli z ukierunkowanymi
mutacjami bialek regulatorowych dynamiki mitochondriow w migsniu sercowym lub
szkieletowym, wykazano, ze zakldcenie fuzji lub fragmentacji mitochondriow zaburza
homeostaz¢ mitochondrialng i komérkowa [Dorn i wsp. 2013]. W sercu zaburzenie fuzji
mitochondrialnej przez wylaczenie genow (knockout) mitofuzyn Mfn 1 i Mfn 2 prowadzi do
przebudowy migsnia sercowego 1 wczesnej $Smierci, podczas gdy utrata Drpl prowadzi do
rozwiniecia niewydolno$ci serca [Song i wsp. 2017]. Co cieckawe, gdy zarowno fuzja jak i
fragmentacja mitochondriéw zostaly zahamowane w sercu, zwierzeta przezywaty dtuzej niz te
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z upo$ledzeniem jednego z proceséw, jednakze przejawiaty fenotyp przyspieszonego

starzenia mig$nia sercowego zwigzanego z zaburzeniem funkcji mitochondriow [Song i wsp.

2017].

Wykazano, ze wyciszenie genu Mfn 2 w migéniach szkieletowych, w migéniu
sercowym i watrobie istotnie zaburza homeostaz¢ metaboliczng i skutkuje insulinoopornoscia,
przy nieistotnym wptywie na masg ciata. Zaobserwowano réwniez istotne zmiany w ekspresji
biatek tancucha oddechowego i1 szybkosci fosforylacji oksydacyjnej, jednakze synteza ATP
byta prawidlowa pomimo zwiekszonego st¢zenia ROS [Song i wsp. 2017]. Zatem utrata
biatka Mfn2 w mieéniach szkieletowych moze nasila¢ stres oksydacyjny silniej niz wptywacé
na uposledzenie statusu energetycznego mitochondriow. Badania in vitro sugerujg roéwniez, ze
przeladowanie lipidami nasila fragmentacj¢ mitochondriow, w ktorej posredniczy biatko
Drpl, czeSciowo w odpowiedzi na stres oksydacyjny, co dodatkowo nasila insulinoopornos¢
[Song i wsp. 2017]. Wykazano, ze ekspresja proteazy ang. presenilin associated rhomboid
like (PARL) jest obnizona u otylych zwierzat i ludzi z cukrzycg typu 2. Chociaz poczatkowo
odkryto ja jako proteaz¢ Opal, to obecnie wiadomo, ze PARL reguluje strukture i funkcje
mitochondriow w ztozony sposob, w tym jest regulatorem transkrypcji wpltywajacym na
ekspresje genow Opal i Mfn2. Zaobserwowano, ze wyciszaniec PARL za posrednictwem
siRNA w migsniach szkieletowych myszy lub w hodowlach ludzkich miotubuli hamowato
ekspresje Opal i Mfn2, zmniejszato integralno$¢ grzebieni mitochondrialnych i wywotywato

stres oksydacyjny, insulinooporno$¢ i akumulacj¢ lipidow [Civitarese i wsp. 2010].

Obnizong ekspresje bialek PARL, Opal i1 Mfn2 opisano u ludzi z insulinoopornoscia
(osoby starsze, pacjenci z cukrzycag typu 2) i u otylych naczelnych [Liesa i wsp. 2009].
Wykazano ponadto, ze niedobor PARL w linii germinalnej prowadzi do przedwczesnej
$mierci z powodu kacheksji [Cipolat i wsp. 2006]. Biorgc pod uwage wielokierunkowos¢
dzialania biatka PARL przydatno$¢ modeli komorkowych 1 zwierzecych o obnizonej ekspres;ji
lub z wyciszonym genem do oceny udzialu Opal w regulacj¢ odpowiedzi na insuling w
bioenergetyce mitochondridow jest ograniczona. Wykazano jednakze, ze delecja biatka Omal,
proteazy Opal, ujawnia zlozony fenotyp metaboliczny charakteryzujacy si¢ otyloscia,
hiperleptynemig i stluszczeniem watroby po karmieniu wysokotluszczowym, ale bez
rozwinigcia insulinoopornosci [Quirés i wsp. 2012]. Wyniki tych badan podkreslaja ztozone
interakcje migdzy dynamikg mitochondridw, homeostazg metaboliczng i insulinoopornoscia,
ale nadal nie dajg odpowiedzi na pytanic o role biatka Opal w metabolizmie tkanki

migsniowej. Dotychczas wykazano, Ze insulina nasila metabolizm mitochondriow w mig$niu

35



sercowym i szkieletowym, skutkiem zwiekszenia fuzji mitochondrialnej i podwyzszong
ekspresja Opal zarowno w badaniach in vivo i in vitro [Cipolat i wsp. 2006, Parra i wsp.
2014]. Wyciszenie Opal w hodowlach komorek mig$niowych wplyneto na zahamowanie
zdolnosci insuliny do zwigkszenia metabolizmu mitochondriow [Cipolat i wsp. 2006, Parra i
wsp. 2014]. Obecnie nie wiadomo, czy wzrost metabolizmu mitochondridéw, w ktorym
posredniczy Opal, jest bezposrednig konsekwencja zwigkszonej fuzji mitochondrialne;j,
zwigkszonej gestosci grzebieni mitochondrialnych, czy obu tych zjawisk [Cipolat i wsp. 2006,
Parra i wsp. 2014]. Badania mitochondriow ze zmniejszong ekspresja Opal w mig$niach
szkieletowych ujawnito uposledzong morfologi¢ grzebieni mitochondrialnych i obnizong
bioenergetyke mitochondrialng. Jednak myszy z indukowanym obnizeniem ekspresji Opal
(smOpal-/-) w migéniach szkieletowych nie wykazywaty opornosci na insuling [Pereira i
wsp. 2017]. Myszy nie rozwingly tez zwigzanej z wiekiem otytosci ani insulinoopornosci.
Zastosowanie diety wysokottuszczowej u tych myszy nie spowodowato rozwiniecia si¢ u nich
otytosci ani cukrzycy, ponadto wykazano istotng redukcje masy thuszczowej, ktora
odpowiadata za brak otytosci. Indukowanie niedoboru Opal w mig$niach szkieletowych u
myszy po karmieniu wysokottuszczowym, wywotywato natomiast wywotywato otytos¢ i
cukrzyce typu 2. Obnizenie ekspresji Opal w migs$niach szkieletowych myszy otytych i1
myszy z cukrzycag doprowadzito do istotnego zmniejszenia otytosci i cukrzycy [Pereira 1 wsp.
2017]. Obserwacje te doprowadzity do hipotezy, ze migénie szkieletowe z niedoborem Opal
wydzielalty czynnik wptywajacy na ogoélnoustrojowa homeostaze metaboliczng, czynnik
wzrostu fibroblastow 21 (FGF21), ktérego stezenie w migsniach badanych myszy bylo
zwigkszone. W warunkach fizjologicznych FGF21 jest biatkiem pochodzacym z watroby,
ktory moze by¢ rowniez uwalniany z tkanki tluszczowej. U ssakéw wykazuje wielostronne
dziatanie, ktore obejmuje zwigkszenie wydatku energetycznego, poprawe homeostazy
glukozy, redukcj¢ lipidow i zmniejszenie preferencji smakowej dla cukru [Markan i wsp.

2016].

Aby zrozumie¢ mechanizm 1aczacy niedobor Opal w migsniach szkieletowych z
indukcja ekspresji genu FGF21 badacze wykorzystali myszy, u ktoérych geny FGF21 i Opal
zostaly jednocze$nie wyciszone w mieéniach szkieletowych [Pereira i wsp. 2017].
Zmniejszona ekspresja Opal w migsniach szkieletowych myszy doprowadzita do aktywacji
odpowiedzi ang. ER stress pathway. Aktywacja tego szlaku, stuzy przede wszystkim do
maksymalizacji zdolnos$ci retikulum endoplazmatycznego do utrzymania faldowania biatek w

warunkach zwickszonej syntezy biatek. Aktywacja tego szlaku prowadzi do wytworzenia
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regulatorow transkrypcji, takich jak XBP1 i ATF4, ktore mogg wigzac¢ promotor genu FGF21.
Niedawne badania u ludzi z miopatia mitochondrialng ujawnity podwyzszone poziomy
FGF21 we krwi. Zatem poglad, ze migsnie szkieletowe mozna wskaza¢ jako potencjalne
endogenne zrodto FGF21, jest prawdopodobny, ale musi zosta¢ poparty dalszymi badaniami

[Lehtonen i wsp. 2016].

Aby oceni¢ konsekwencje zwigkszonego zuzycia kwasow tluszczowych w migsniu
sercowym na dynamike mitochondriow, zbadano myszy z nadekspresja syntetazy acylo-CoA,
(co powodowato dwukrotnie wigksze zuzycie kwaséw) [Tsushima i wsp. 2018].
Obserwowany wzrost wychwytu kwasoéw tluszczowych przez migsien sercowy wywotywat
zmiany w sieci mitochondrialnej. U mtodych myszy mitochondria majg niewielka $rednice, w
trakcie rozwoju nastgpuje stopniowy wzrost szerokosci mitochondriow, ktory jest zwigzany z
hamowaniem Drpl (o czym $§wiadczy zwigkszona fosforylacja biatka Drpl w Ser 637). Z
kolei u myszy z nadekspresjg syntetazy acylo-CoA nie zaobserwowano takiej zmiany w
morfologii mitochondriéw, natomiast stwierdzono obnizong fosforylacj¢ biatka Drpl na Ser
637. Obnizenie fosforylacji Drpl jest zwigzane ze zwickszong aktywnoscig biatka, ktora
nasila fragmentacj¢ mitochondriow 1 zmniejsza ich fuzj¢. Obnizenie aktywno$¢ Drpl w
modelu przecigzenia lipidami, spowodowato, ze fragmentacja sieci mitochondrialnej byta
ostabiona. Bialko kotwiczace mitochondrialnej kinazy biatkowej A (PKA) - biatko 121
(AKAPI121) jest biatkiem szkieletowym, ktore utatwia interakcje PKA z substratami, takimi
jak Drpl. U myszy wykazano nizsza ekspresjc AKAP121 i nasilenie jego degradacji w
proteasomach. Oprocz potranslacyjnych modyfikacji Drpl, przecigzenie lipidami zaburzyto
rowniez proteolityczne rozszczepienie Opal, prowadzac do zwigkszenia ekspresji
nieaktywnej izoformy [Tsushima i wsp. 2018]. Badania te ujawniajg, ze nadmiar lipidow

modyfikuje szlaki sygnatowe, ktére reguluja dynamike mitochondriow w sercu.

Wykazano, ze zmiany dynamiki mitochondriow mig¢sniowych moga by¢ wywotane
przez modyfikacje biatek sygnalowych wywotane stresem oksydacyjnym i nadprodukcja
ROS. U myszy z nadekspresja syntetazy acylo-CoA i nadekspresjg mitochondrialnej formy
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD 2), fragmentacja sieci mitochondrialnej byta zmniejszona
[Tsushima i wsp. 2018]. Wyniki tych badan wskazuja, ze wielko$¢ mitochondriow w migéniu
sercowym jest dynamicznie regulowana przez stan redox co podkresla poglad, ze
mitochondria to dynamiczne organelle, ktére dostosowuja swoj rozmiar i ksztalt nawet w

dojrzatych, ale metabolicznie aktywnych tkankach, takich jak migsien sercowy.
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Podsumowujgc, mitochondria to dynamiczne organelle, ktore zmieniaja swoja
morfologi¢ w odpowiedzi na bodzce S$rodowiskowe. Istnieje S$cisty zwigzek migdzy
fizjologicznymi zmianami w wielko$ci sieci mitochondrialnej a funkcja metaboliczng
mitochondridw. Zmiany w strukturze i funkcji mitochondriow moduluja komunikacje mi¢dzy
organellami, prowadzac do modyfikacji szlakéw sygnatowych w komorkach migsniowych, co
ma istotne konsekwencje dla ogolnoustrojowej homeostazy metabolicznej. Dlatego
mitochondria w tkankach metabolicznie aktywnych, takich jak mig$nie, nie powinny juz by¢
postrzegane jako statyczne organelle, ktore jedynie wytwarzaja ATP, ale raczej jako

dynamiczne struktury, ktorych forma i ksztatt determinuje ich funkcje.
2.8. Uniwersalne znaczenie metabolizmu puryn

Nukleotydy purynowe biorg udziat we wszystkich procesach metabolicznych
zachodzacych w komorkach: (1) ATP jest nosnikiem energii, taczy procesy w ktorych energia
jest zuzywana, z procesami w ktorych jest wytwarzana (2) sa prekursorami kwasow
nukleinowych (3) regulatorami kluczowych proceséw metabolicznych (4) substratami w
biosyntezie czasteczek sygnalowych jak - cykliczne nukleotydy (5) neuroprzekaznikami w
uktadzie nerwowym - jak adenozyna i ATP (6) prekursorami koenzymow - jak FAD, CoA,
NAD, NADP (7) efektorami allosterycznymi - jak stezenie ATP/AMP, kontrolujace wiele
szlakéw metabolicznych (8) aktywnymi zwigzkami posrednimi w wielu biosyntezach - jak S-

adenozynometionina [Burnstock 2020].
2.9. Nukleotydy adenylanynowe a metabolizm energetyczny komoérek

Najwazniejszym wskaznikiem umozliwiajagcym analize stanu energetycznego
komorek jest tadunek energetyczny adenylanow (AEC) ang. Adenylate Energy Charge.
Energia puli adenylanéw definiowana jest jako AEC = (ATP+0,5 ADP)/(ATP+ADP+AMP).
Warto$ci jakie moze przyjmowaé AEC mieszcza si¢ w zakresie od 0 (kiedy cata pule
nukleotydow stanowi AMP) do 1, wowczas wszystkie nukleotydy adenylowe wystepuja w
formie ATP. W warunkach homeostazy organizmu AEC podlega Scistej kontroli i ma warto$¢
0,8-0,9. AEC zblizony do 1 $wiadczy o wysokim potencjale energii metabolicznej. Wartosci
0,55-0,75 moga wskazywa¢ na negatywne dziatanie czynnika stresowego, indukujacego
wydatkowanie energii w kierunku mechanizmow obronnych, a wartosci ponizej 0,5

towarzysza $mierci komorki [Burnstock 2020].
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3. HIPOTEZY BADAWCZE i CEL PRACY

Ekspozycja na niskie temperatury moze by¢ rozpatrywana jako czynnik stresogenny,
ktory, jak sugerujg doniesienia naukowe, w przypadku powtarzajgcego si¢ dziatania moze
prowadzi¢ do reakcji adaptacyjnych. Mozna zatem przypuszczaé, ze zimno stosowane
ogolnoustrojowo, po uwzglednieniu przeciwwskazan, indywidualnego dostosowania
temperatury, czasu trwania, formy ekspozycji oraz pici moze by¢ czynnikiem pozytywnie
modyfikujagcym proces starzenia si¢ migsni, porzez usprawnienie mechanizmow zwigzanych z
biogenezg mitochondriw i syntezg ATP.

Bioragc powyzsze pod uwage postawiono hipoteze o mozliwosci pozytywnego wpltywu
wysitku fizycznego w zimnej wodzie na biogenez¢ mitochondriow 1 metabolizm
energetyczny migsni starzejacych sie szczurow.

Celem pracy byta (1) ocena wptywu aktywnosci fizycznej w zimnej wodzie na parametry
stanu energetycznego, zawarto$§¢ zwigzkéw purynowych i biogenez¢ mitochondriow w
mie$niach  starzejacych  si¢  szczurow (2) ocena zmian st¢zenia zwigzkow
wysokoenergetycznych i zmian ekspresji biatek regulujacych dynamike mitochondriow w
mig$niach jako wskaznikow wplywu wysitku fizycznego w zimnej wodzie i ich przydatnosci
w monitorowaniu zmian adaptacyjnych.

Cele szczegolowe obejmowaty: oznaczenie stezenia ATP (adenozyno-5’-trifosforanu); ADP
(adenozyno-5’-difosforanu); AMP (adenozyno-5’-monoforanu); Ado (adenozyny); wartosci
potencjatu energetycznego adenylanow (AEC); wartosci puli nukleotydéow adenylowych
(TAN) oraz ekspresji mMRNA i biatka koaktywatora 1o receptora y aktywowanego przez
proliferatory peroksysomow (PGC-1a); ekspresji mMRNA mitofuzyny 1 (Mfnl); mitofuzyny 2
(Mfn2); ekspresji mRNA Opal; ekspresji mRNA Drpl w migsniach szkieletowych

starzejacych sie szczurow poddanych treningowi fizycznemu w zimnej wodzie.
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4. MATERIAL I METODY BADAN

Badania zostaly przeprowadzone za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Dos$wiadczen na Zwierzetach w Szczecinie (Uchwata nr: 4/2014). Zwierzeta byly hodowane
w zwierzetarni Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie (PUM). Badania
prowadzono w Katedrze i Zaktadzie Diagnostyki Funkcjonalnej i Medycyny Fizykalnej
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie w latach 2013 — 2023, w oparciu 0
kontunuacje wczesniejszego projektu pt: “"Zmiany adaptacyjne w organizmie szczurow
eksponowanych na niskie temperatury”, finansowanego ze srodkow Funduszu Stymulacji
Nauki PUM (FSN-318-09/13). Do celow realizacji niniejszej pracy doktorskiej udostgpniono
materiat biologiczny w postaci tkanki migéniowej pobranej w trakcie realizacji w.w. projektu

i zabezpieczonego do czasu wykonywania analiz.

4.1. Model badan

Badania przeprowadzono na 64 osobnikach szczuréw obu pici stada niekrewniaczego
Wistar (32 samcoéw i 32 samic) bedacych w chwili rozpoczecia doswiadczenia w wieku 15
miesiecy. Zwierzeta przed rozpoczeciem badan zostaty poddane miesigcznej kwarantannie w
zwierzetarni PUM. Przez caly okres trwania kwarantanny oraz w czasie prowadzonych
doswiadczen szczury byly zywione pasza standardowa LSM (granulowana mieszanka dla
myszy i szczurow) oraz otrzymywaty wode wodociggowa do picia ad libitum.

Szczury losowo przydzielono do grup badawczych:
Grupy kontrolne (n = 16 osobnikow); zwierzeta przebywajace w warunkach sedenteryjnych

Grupa kontrolna samce (n = 8)

Grupa kontrolna samice (n = 8)
Grupy badane 5°C (n = 24 osobniki); zwierzeta poddane aktywnosci fizycznej w zimnej
wodzie o temperaturze 5 + 2°C

Grupa 5°C samce (n = 12)

Grupa 5°C samice (h =12)
Grupy badane 36°C (n = 24 osobniki); zwierzeta poddane aktywnosci fizycznej w wodzie o
temperaturze komfortu cieplnego (36 + 2°C)

Grupa 36°C samce (n = 12)

Grupa 36°C samice (n =12)
Wszystkie zwierzata przebywaty w zwierzetarni w specjalistycznych plastikowych klatkach o

azurowej pokrywie, majgc do dyspozycji $ciotke z zestalonego miatu drewnianego. W
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zwierzetarni panowaty state warunki temperaturowe (23 + 2°C), stata wilgotnos¢ powietrza
(ok. 40%) oraz 12-godzinny cykl dnia i nocy. Zwierzeta przebywaty po cztery osobniki
jednakowej ptci w pojedynczej klatce, majac swobodny dostep do suchej karmy i wody.

4.2. Procedura doswiadczalna

Czas trwania doswiadczenia, zwiazany z codzienng aktywnos$cig fizyczng zwierzat w
wodzie wynosit 9 tygodni. Przed rozpoczgciem serii przewidzianych w badaniach imersji w
wodzie, kazdy osobnik z grup badanych byl umieszczany na 2 minuty w pustym szklanym
zbiorniku (0 wymiarach: dlugos¢ 100 cm, szeroko$¢ 50 cm, glebokos¢ 50 cm). Takie
postepowanie miato na celu przyzwyczajenie szczuréw do kontaktu z prowadzacym
doswiadczenie i warunkéw otoczenia doswiadczalnego. Czynnos$¢ te powtarzano przez 7 dni
poprzedzajacych rozpoczgcie doswiadczenia.

Podczas pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszej imersji w wodzie wynosit
2 minuty (pierwszego dnia) i byt wydluzany kazdego nastgpnego dnia o 0,5 minuty, az do
osiaggniecia czasu aktywnos¢i fizycznej w wodzie wynoszacej 4 minuty (w pigtym dniu
pierwszego tygodnia). Czas pojedynczego treningu wyznaczono na podstawie wynikow
innych badaczy, ktoére dowodzg, ze w wodzie o temperaturze 4-5°C szczury aktywnie ptywaja
maksymalnie do 4 minut, a nastgpnie biernie dryfuja [Telegtow 2012]. Na podstawie danych
literaturowych wiadomo rowniez, ze szczury ptywajace w temperaturze komfortu cieplnego
moga pozostawaé aktywne znacznie dhuzej [Telegtow 2012].
Z uwagi na potrzebe ujednolicenia zakresu aktywnosci fizycznej dla wszystkich zwierzat z
grup badanych, niezaleznie od temperatury srodowiska wodnego, zastosowano 4 minutowe
codzienne sesje ptywackie dla kazdej z grup. W ten sposob czynnikiem zmiennym
oddzialujagcym na zwierzgta pozostata wylgcznie temperatura wodny w ktorej ptywaty
zwierzeta.

W konsekwencji od poczatku drugiego do konca dsmego tygodnia czas sesji
ptywackich zwierzat wynosit 4 minuty dziennie. Treningi prowadzono codziennie przez 5 dni
w tygodniu (z wyjatkiem sobot i niedziel) w godzinach porannych, kazdorazowo konczacych
si¢ do godziny 12,00. W zbiorniku ptywat jednoczesnie zawsze tylko jeden osobnik. Kazdy
szczur po zakonczeniu ¢wiczen ptywackich byt starannie osuszony przy pomocy papierowego
recznika oraz przez kilka minut pozostawat zawiniety w suchej ligninie, w osobnej klatce, aby

zapobiec ewentualnemu wyzigbieniu. Nastgpnie Szczury byly umieszczane w swoich
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macierzystych klatkach. Szczury z grup kontrolnych byly réwniez codziennie oswajane z
dotykiem oraz umieszczane w pustym szklanym suchym zbiorniku na czas 4 minut.

W trakcie trwania badan zanotowano $mier¢ jedego osobnika z grupy kontrolnej oraz 3
zwierzat z grup badanych z przyczyn nie zwigzanych bezposrednio z doswiadczeniem.

Rycina 6 przedstawia schemat przeprowadzonych procedur.

e L | .
E 56 C / g o s Ny ‘» \ 5 C
Group ewimming in warm water Group ewimming in cold water
(n=24, male=(2, female=12) (=24, male=12, fermale=12)

Non-swimming control group
(n=16, male=8, female=8)

Duration of the experiment & weeke (5 daye/week)
| >
Day | Day 8 Day 56
— - N \K~)
Swimming time 2-4 min/day Swimming time < min/ day

Rycina 6. Schematyczne przedstawienie procedur badawczych zastosowanych w

eksperymencie.
Po zakonczeniu badan, czterdziesci osiem godzin po ostatniej sesji ptywackiej
przeprowadzono sekcje zwierzat w anestezji chlorowodorkiem ketaminy, podanym

domigsniowo w dawce 10 mg/kg masy ciala.

4.3. Przygotowanie materialu do badan
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Tkank¢ miesni szkieletowych uda szczurow pobrano w trakcie wykonywania sekcji
zwierzat 1 natychmiast umieszczano w ciektlym azocie. Proby nastepnie przechowano w
temperaturze -80°C do czasu wykonania dalszych oznaczen st¢zenia ATP, ADP, AMP, Ado
oraz ekspresji biatka PGC-1a, ekspresji mMRNA PGC-1a, Mfnl, Mfn2, Opal, Drpl.

4.4. Oznaczanie stezenia ATP, ADP, AMP, Ado metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC)

Analize stezenia ATP, ADP, AMP, Ado w migsniach przeprowadzon0o metods
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high performance liquid chromatography -
HPLC) [Smolenski i wsp. 1990]. Zamrozong w cieklym azocie tkanke migSniowa
umieszczono w termoboksie (-21 °C). Nastgpnie maty fragment tkanki przeniesiono do
metalowego homogenizatora, ktory zostal wczesniej schtodzony w pojemniku z ptynnym
azotem i zalano si¢ 2-3 krotnie cieklym azotem. Pobrang tkank¢ zhomogenizowano poprzez
kilkukrotne uderzenie miotkiem (4-5 razy) w metalowy trzpien homogenizatora (rowniez
wczesniej schtodzony w pojemniku z cieklym azotem). Sproszkowang i zamrozong tkanke
migsniowa (ok. 1 mg biatka) schtodzong w cieklym azocie tyzeczka przeniesiono do
probowki Eppendorf zawierajacej 500 pl 1,3 M kwasu nadchlorowego (wczesniej
schtodzonego do temp. 4°C). Po krotkim wymieszaniu (vortex) przeprowadzono dalsza
homogenizacje za pomoca homogenizatora nozowego przez okoto 15 sekund. Homogenat
zostat nastepnie odwirowany (16000xG przez 10 min, w 4 °C). Supernatant (600 ul)
zobojetniono przez dodanie okoto 60-90 uL 3 M roztworu ortofosforanu potasu (pH 6,0-7,0).
Zneutralizowany supernatant odwirowano (16000xG przez 10 min, w 4 °C), otrzymany
przesacz byl przechowywany w -80 °C do dalszej analizy. W przygotowanych wedlug
powyzsze] procedury probach oznaczonO stezenie pochodnych purynowych. Analize
przeprowadzono przy uzyciu systemu chromatograficznego Hewlett Packard Series 1100. Do
analizy HPLC zostaly uzyte odczynniki: acetonitryl - (gradient grade) firmy Merck, KCI,
KH2PO4, KoHPO4 (micro select) firmy Fluka. Wzorce analizowanych puryn pochodzity z
firmy Sigma, wod¢ uzyskano z systemu Milli- Q (Millipore). System chromatograficzny
Hewlett Packard Series 1100 sktadat si¢ z poczwornej pompy gradientowej z mieszalnikiem
niskoci$nieniowym, detektora UV VWD (Variable Wavelength Detector), recznego zaworu
dozujacego Rheodyne 77251 z pe¢tla o objetosci 20 pl, prozniowego ukladu odgazowania

buforéw, przedziatu termostatowania kolumny HP G 1316A. Oznaczenia zostaly wykonane
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na kolumnie 100 mm x 4,6 mm, wypeknionej przez producenta (Hewlett Packard) materiatem
Hypersil BDS-C 18, o $rednicy ziaren 3 um. Dane chromatograficzne zostaty przygotowane
za pomocag oprogramowania HP Chemstation (Hewlett Packard). Do chromatografii
zastosowano: (Bufor A) stanowil 150 mM bufor fosforanowy KH2PO4 / K;HPO4 zawierajacy
150 mM KCI o pH 6. (Bufor B) stanowit 15% roztwor acetonitrylu w buforze A. Przed
uzyciem bufory zostaty przefiltrowane (zastosowano filtry nylonowe o porach $rednicy 0,22
um oraz system filtracyjny firmy Supelco). Niskoci$nieniowy mieszalnik gradientowy
kontrolowat sktad faz ruchomych. Zawartos¢ buforu B byta zmieniana w czasie: 0 min - 0 %
B; 0,1 min - 2% B; 3,5 min - 7% B; 6,75 min - 35% B; 7,20 min - 50% B; 7,65 min - 100% B;
8,55 min - 100% B; 8,65 min - 0% B. Dla cyklu 12,8 min. mi¢dzy kolejnym podaniem prob
do zaworu dozujacego czas reekwilibracji wynosit 4,9 min. Predko$¢ przeptywu
rozpuszczalnikow przez kolumne wynosita: 0,666 ml/min. Kolumna byta termostatowana w
temperaturze 20,5 °C. Utrzymanie stalych warunkow poprzez termostatowanie przedziatu
kolumny chromatograficznej gwaratowato, ze czasy retencji oznaczanych zwigzkow
zmienialy si¢ W bardzo w waskim zakresie + 0,05 min. Dtugos¢ fali detektora wynosita: 254

nm.

4.5 Analiza ekspresji genow PGC1A, Mfnl, Mfn2, Opal, Drpl metoda lancuchowej

reakcji polimerazy z obrazowaniem w czasie rzeczywistym (qRT PCR)

Ilosciowej oceny ekspresji genéw PGCI1A, Mfnl, Mfn2, Opal, Drpl kodujacych
odpowiednio biatka: mitofuzyne 1 (Mfnl), mitofuzyng 2 (Mfn2), biatko ang. optic atrophy 1
(Opal), biatko zwigzane z dynaming 1 (ang. dynamin-related protein 1) w mig$niach dokonano
metoda tancuchowej reakcji polimerazy z obrazowaniem w czasie rzeczywistym (ang.
guantitative real-time polymerase chain reaction qRT PCR). Z tkanek przechowywanych w
temperaturze -80 °C wyizolowano RNA z wykorzystaniem komercyjnego zestawu RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Niemcy). [l0os¢ i jakos¢ wyizolowanego RNA zbadano za pomocg spektrofotometru
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA). Matryca zostala przepisana na cDNA z
wykorzystaniem 1pug RNA w 20ul calkowitej objetosci probki z uzyciem Omniscript RT Kit
(Qiagen, Germany) wedtug instrukcji producenta. qRT-PCR zostat przeprowadzony przy uzyciu
urzadzenia 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) oraz odczynnika
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), ktory jest roztworem buforu
zawierajagcym polimeraz¢ DNA AmpliTaq Gold, mieszaning deoksynukleotydow, barwnik SYBR

Green oraz barwnik referencyjny ROX (normalizacja sygnatu fluorescencji). Monitorowanie
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przyrostu produktu reakcji PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono dzigki pomiarowi
fluorescencji, ktory jest proporcjonalny do stgzenia produktu w mieszaninie. Kazda probke
przeanalizowano dwukrotnie, a wyniki stanowity $rednig z dwoch pomiarow. W sktad mieszaniny
reakcyjnej wchodzity: 12,5 pl odczynnika Power SYBR Green PCR Master Mix, startery forward
i reverse dla badanego genu w koncowym stezeniu 0,5 uM oraz 50 ng cDNA. Catkowita objetosc¢
mieszaniny reakcyjnej wynosita 25 pl. W reakcji zastosowane zostaty warunki: 95 °C (15 s), 40
cykli w 95 °C (15 s) 1 60 °C (1 min). Poziom ekspresji genu biatka PGC w kazdej probce zostat
porownywany z kontrolg endogennga. Specyficznos$¢ reakcji zostata oceniona przy uzyciu analizy
krzywych topnienia, ktore potwierdzity amplifikacj¢ tylko jednego produktu reakcji PCR. W

badaniach wykorzystano startery dla badanych genow:

nazwa: rMfnl_F

sekwencja: ATGGCAGAAACGGTATCTCCA
nazwa: rMfnl_R

sekwencja: GCCCTCAGTAACAAACTCCAGT
nazwa: rMfn2_F

sekwencja: AGAACTGGACCCAGTTACTA
nazwa: rMfn2_R

sekwencja: CACCTCGCTGATTCCCCTGA
nazwa: rOpal_F

sekwencja: CCGTGTGAGCAGAAGAACAC
nazwa: rOpal_R

sekwencja: AGCCTCAAGGCCAACTATGT
nazwa: rDrpl_F

sekwencja: CAGGAACTGTTACGGTTCCCTAA
nazwa: rDrpl_R

nazwa: Ppargcla_F

sekwencja: TATGGAGTGACATAGAGTGTGCT
nazwa: Ppargcla_R

sekwencja: GTCACTACACCACTTCAATCC

Kontrole stanowil gen referencyjny — GAPDH. Ekspresja wzgledna genu PGC1A wyznaczona
zostata metodg komparatywng AACt, wedtug wzoru R = 2-AACt, gdzie ACt dla kalibratora = (Ct
kalibratora badanego genu) - (Ct genu referencyjnego), ACt dla nieznanej proby = (Ct badanego
genu) - (Ct genu referencyjnego), a AACt = (ACt probki badanego genu) - (ACt kalibratora

badanego genu), gdzie Ct oznacza cykl progowy.

4.6. Analiza ekspresji biatlka PGC-1a metoda Western blot

Analize ekspresji biatka PGC-la - kluczowego enzymu zaangazowanego w biogeneze

mitochondriow wykonano metoda Western blot.
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Przygotowanie materiatu do badan

Z wyizolowanej tkanki migsniowej sporzadzano 2,5% homogenat w buforze 2xSB — Sample
Buffer. Uzyskane homogenaty umieszczano na 5 min w termobloku w temperaturze 95°C, a
nastepnie po schtodzeniu, probki naktadano na zel lub przechowywano w —20 °C.

Do przygotowania Sample Buffer wykorzystano: bufor 625 mM Tris-HCI pH = 6,8; 20%
glicerol, 2% dodecylo-siarczan sodu (SDS), ditiotreitoil (DTT) 100 mM, bigkit bromofenolu 0,2
mM.

Elektroforeza biatek na zelu poliakrylamidowym

Proces elektroforezy opiera si¢ na wedréwce molekut w Zelu poliakrylamidowym zgodnie
z wytworzonym zewnetrznym polem elektrycznym. Poliakrylamid jest obojetnym chemicznie
podtozem o porowatej strukturze. Powstaje on przez polimeryzacje akrylamidu i bisakrylamidu.
Wytworzenie pola elektrycznego skutkuje wedrowka ujemnie natadowanych czasteczek w
kierunku anody: tatwiej wnikajac w kanaliki Zzelu czasteczki o niskiej masie wedrujg dalej,
natomiast czasteczki o wyzszej masie wedruja w zelu wolniej. W zaleznosci od stgzenia zelu
szybko$¢ penetracji czasteczek jest rdzna, stad stosuje si¢ 2 zele: zageszczajacy 4% — gorny,
wyréwnywujacy naktadane probki oraz dolny, ktorego stezenie zalezne jest wielkosci badanego
bialka. Preinkubacja z SDS oraz ditiotreitolem powoduje denaturacje biatka, a nastepnie
wedrowka czastek w zelu skutkuje ich rozdziatem wedtug wielkosci. Detergent anionowy — SDS
wigze si¢ z tancuchem biatka w stosunku 2 reszty aminokwasowe na 1 czasteczke. Niezaleznie od
poczatkowego tadunku biatka, czasteczka posiada znaczny tadunek ujemny, ktory jest
proporcjonalny do swojej masy czasteczkowej. Do przeprowadzenia elektroforezy sporzadzono
zele poliakrylamidowe. Bufor do elektroforezy TGS sporzadzono, rozcienczajac 10 razy bufor
0 pH = 8,3 zawierajacy: tris — 30 g; glicyne — 144 g; SDS — 6 g; wode destylowang do objetosci
100 mL. Bufor umozliwia utrzymanie wlasciwych warunkéw sity jonowej i pH do przebiegu

elektroforezy. Tabela 1. Sktad zeli poliakrylamidowych.

Odczynniki Zel gorny 4% Zel dolny 10%

H20 6,1 mL 8 mL

1,5 M Tris-HCI - 5mL

0,5 M Tris-HCI 2,5mL -

10% SDS (dodecylo-siarczan sodu) 100 uL 200 pL
akryloamid /bisakryloamid 13 mL 6,7 mL
10% APS (nadsiarczan amonu) 50 uL 100 pL
TEMED (N,N,N’,N'- tetrametyloetylenodiamina) 10 uL 10 uL
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Wykonanie elektroforezy

Przygotowano zele o grubosci 1,5 mm: zaggszczajacy - 4% oraz rozdzielajacy- 10% (Tab. 1).
Czynniki sieciujace akrylamid - nadsiarczan amonu (APS) i N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiaming
(TEMED) - wykonano bezposrednio przed ich zmieszaniem i natozono ok. 8 mL do komory
migdzy szybkami aparatu do elektroforezy. Nastepnie na warstwe zelu naniesiono kilka mL wody,
wyrownywujacej zel i zapobiegajacej jego wysychaniu w oczekiwaniu na jego polimeryzacj¢. Po
spolimeryzowaniu zelu odprowadzono warstwg wody. Do przestrzeni, ktéra powstata zostat
nalozony zel zageszczajacy. Bezposrednio przed natozeniem dodano odczynniki APS i TEMED.
Po natozeniu grzebienia czekano, az zel spolimeryzuje. Nastepnie, delikatnie usuwajac grzebien
zele umieszczano w aparacie do elektroforezy. Przestrzenie pomiedzy zelami uzupelniono
buforem do elektroforezy TGS, w ten sposob, aby przykrywal powierzchni¢ zelu. W nastepnej
kolejnosci do dotkdéw naniesiono probki. Do aparatu poczatkowo podtaczono napiecie 100 V,
kiedy probki osiggnety granicg zeli napigcie zwigkszono do 120 V. Rozdziat elektroforetyczny
biatek trwat ok. 1,5 h.

Transfer biatek na membraneg

Bialka z zeli zostaly przeniesione na membrane nitrocelulozowa za pomoca metody

elektrolitu. Po podtaczeniu napigcia biatka przemiescity si¢ w kierunku do anody, na membrane.

Przeprowadzenie transferu

Po zakonczonym procesie elektroforezy zele zostalty wyjete z komor, usunigto warstwy
gorne iumieszczono w komorze do transferu. Utworzono ,kanapke”, umieszczajac w kasecie
kolejno: dwie gabki, papier, zel, membrang 7x10 cm, papier, dwie gabki. Sporzadzong ,,kanapke”
umieszczono nastgpnie w aparacie do elektroforezy, w ten sposob, aby membrana byta polozona
blizej anody niz zel. W aparacie zostal rowniez umieszczony pojemnik z lodem i mieszadlo
magnetyczne (utrzymujace wlasciwa temperaturg i rozmieszczenie jonoéw). Aparat zostat
uzupehiony buforem do transferu (bufor C z 20% metanolem). Transfer byl przeprowadzony pod
napigciem 50 V przez 120 min. Efekt przenoszenia bialek na btony oceniono przeprowadzajgc ich
barwienie czerwienig Ponceau S. Bufor do transferu zostat utworzony poprzez rozcienczenie 10
razy buforu C, ktory zawieral: NaHCO3z — 8,4 g; Na>COs — 3,18 g oraz dodajac 200 mL metanolu
na 1 litr H20.

Detekcja biatek na membranie

W celu blokowania membrany przeprowadzono inkubacj¢ membrany w roztworach: mleka

lub surowiczej albuminy wotowej (BSA) w 0,1% soli fizjologicznej buforowanej Tris z Tween 20
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(TBS-T), celem zablokowania niespecyficznych wigzan z przeciwcialami. Membrang
inkubowano z przeciwciatem I-rzedowym — swoistym dla badanego biatka. Nastepnie
przeprowadzono inkubacj¢ membrany z przeciwcialem II-rzegdowym wiazacym przeciwciato I-
rzedowe. Przeciwciata byly skompleksowane z enzymem peroksydazg chrzanowa. W dalszym
postepowaniu przeprowadzono detekcje badanych biatek metoda chemiluminescencji (z
zastosowaniem chemiluminescence luminol reagent — ECL), przeprowadzono naswietlanie kliszy
swiatloczutej, wywotanie sygnatu, analiz¢ densytometryczng ekspresji badanych biatek z uzyciem
oprogramowania TotalLab v 1.11. W tabeli 2 przedstawiono warunki analizy Western blot

ustalone dla uzytych przeciwcial.

Tabela 2. Warunki immunodetekcji zastosowane do analizy ekspresji bialek metodag Western blot

Procedura

Biatko PGC-1a

(I Ab)

Blokowanie 5% mleko w 0,1% TBS-T 60’ temp. pokojowa
Plukanie -
Inkubacja | Ab
J o (Abcam, Cambridge, UK, ab 188102)
Z |-rzgdowym przeciwcialem 1-1000

w 5% mleko w 0,1% TBS-T, 12 h, 40C

Plukanie 3x5° 0,1% TBS-T
Inkubacja Anti-rabbit
zZ ll-rzgdowym przeciwciatem 1:4000
(11 Ab) w 5% mleku w 0,1% TBS-T, 1 h, temp. pokojowa
3x5’
Plukanie 0,1% TBS-T
1x5” TBS
ECL 5 min
Naswietlanie 2s
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4.7 Analiza statystyczna

Uzyskane w do$wiadczeniach wyniki badan poddano analizie statystycznej, przy uzyciu
programow Excel oraz Statistica v 10. Przeprowadzono test Shapiro-Wilka celem zbadania czy
rozktady warto$ci wynikow analizowanych zmiennych odbiegat od rozktadu normalnego.
Nastepnie obliczono wartosci $rednie, odchylenia standardowe, mediany, minimum, maximum,
kwartyle. W celu wykazania istotno$ci r6znic zastosowano test U Manna—Whitney'a. Za poziom
istotnosci statystycznej przyjeto wartos¢ p < 0,05.
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5. WYNIKI

5.1 Stezenie adenozyno trifosforanu (ATP) w mig$niach szczuréw

Stezenie ATP w migéniach szkieletowych zwierzat istotnie roznito si¢ migdzy
grupami. Stezenie ATP w migsniach samcow szczurdw pltywajacych w zimnej wodzie (grupa
5°C) bylo istotnie wyzsze zarowno w pordwnaniu do stezenia ATP w mig$niach samcow z
grupy kontrolnej (o ok. 64%, p<0.001), jak i do tych, ktore poddane byly treningowi W
wodzie cieptej (o ok. 30%, p<0.001). W migé$niach samcoéw ptywajacych w cieptej wodzie
(grupa 36°C) zanotowano rowniez wyzsze st¢zenia ATP (o 14%) w stosunku do grupy

kontrolnej (p<0.001), (Ryc.7).

U samic ptywajacych w zimnej wodzie réwniez stwierdzono wyzsze stezenie ATP w
mig$niach (o ok. 33%, p<0.001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. U samic trenujacych w
wodzie cieptej stezenie ATP w mig$niach byto rowniez wyzsze (o ok. 15%, p<0.001) w
poréwnaniu do zwierzat grupy kontrolnej. Stezenie ATP w migéniach samic szczurdéw, ktore
ptywaly w zimnej wodzie w porownaniu do tych, ktore odbywaly trening w wodzie cieptej

byto takze istotnie wyzsze (o ok. 16%, p<0.001), (Ryc.8).
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Rycina 7. Stezenie adenozyno trifosforanu (ATP) w mig$niach samcow szczuréw z grupy
kontrolnej i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzeta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiggnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
$rednie i odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
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kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).
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Rycina 8. Stezenie adenozyno trifosforanu (ATP) w mig¢$niach samic szczurow z grupy
kontrolnej i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydluzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiagnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
$rednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotno$ci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

Na uwage zastuguje takze fakt zréznicowania miedzyptciowego w grupach poddanych
sesjom ptywackim, czego nie obserwuje si¢ w grupach kontrolnych. Odnotowano wyzsze
wartosci stezen ATP u samcoéw wzgledem samic z obu grup badanych (p<0.001 (grupy 5°C i
p<0.002 (grupy 36°C)).

5.2 Stezenie adenozyno difosforanu ADP w mig$niach szczurow

Stezenie ADP w migs$niach samcow szczuréw pltywajacych w zimnej wodzie byto
istotnie wyzsze zar6wno w poréwnaniu do stezenia w mig¢sniach samcow z grupy kontrolne;j
(o ok. 21%, p<0.001) jak i tych, ktére ptywaty w wodzie o temp. 36°C (0 ok. 12%, p=0.003).

W migéniach samcow ptywajacych w cieptej wodzie zanotowano réwniez wyzsze st¢zenia
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ADP (o0 ok. 6%, p=0.157) w poréwnaniu do kontroli, jednakze obserwowana roznica nie byta

statystycznie istotna. (Ryc. 9).

Stezenie ADP w mig$niach samic trenujacych w zimnej wodzie byto istotnie wyzsze
(0 ok. 54%, p<0.001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. U samic z grupy 36°C stezenie ADP
w mig$niach bylo réwniez wyzsze (o ok. 30%, p<0.001) w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Stezenie ADP w mig$niach samic szczurdw, ktore ptywaly w wodzie o temperaturze
komfortu cieplnego w poréownaniu do tych, ktore odbywaty trening w wodzie zimnej byto

réwniez istotnie nizsze (o ok. 16%, p<0.001), (Ryc. 10).
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Rycina 9. Stezenie adenozyno difosforanu (ADP) w mig$niach samcow szczurow z grupy
kontrolnej i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzeta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiggnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
srednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotno$ci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).
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Rycina 10. Stezenie adenozyno difosforanu (ADP) w mig$niach samic szczurow z grupy
kontrolnej i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiagnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
$rednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

5.3 Stezenie adenozyno monofosforanu (AMP) w mi¢$niach szczuréw

Stezenie AMP w migéniach samcow szczurdw, ktore trenowatly w zimnej wodzie byto
istotnie nizsze (o ok. 50%, p= p<0.001) w pordéwnaniu do zawartosci tego zwiazku w
migsniach samcow z grupy kontrolnej. Podobnie w migéniach samcow trenujacych w cieptej
wodzie zanotowano istotnie nizsze st¢zenie AMP (o ok. 42%, p<0.001) w stosunku do
stezenia badanego zwiazku w mig$niach zwierzat z grupy kontrolnej. Stezenie AMP w
migéniach samcow, ktore ptywaty w wodzie cieplej byto istotnie wyzsze niz w migsniach

samcow trenujgcych w zimnej wodzie (o ok. 19%, p=0.0018), (Ryc.11).

U samic trenujagcych w zimnej wodzie réwniez stwierdzono nizsze stezenie AMP w
mig$niach (o ok. 48%, p<0.001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. U samic trenujacych w
wodzie cieptej stgzenie AMP w mig$niach bylo réwniez nizsze (o ok. 34%, p<0.001) w

poréwnaniu do samic grupy kontrolnej. Stezenie AMP w migéniach samic, ktore pltywaty w
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cieptej wodzie w poréwnaniu do tych, ktore odbywaty trening w wodzie zimnej bylo rowniez

istotnie wyzsze (o ok. 28%, p<0.001), (Ryc.12).
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Rycina 11. Stezenie adenozyno monofosforanu (AMP) w mig$niach samcéw szczuréw z
grupy kontrolnej i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiaggnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
$rednie i odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

* %

T HH

A

AMP [nmol/mg biatka]
[¥5]
v

kontrola grupa 5°C grupa 36°C

54



Rycina 12. Stezenie adenozyno monofosforanu (AMP) w mig$niach samic szczuréw z
grupy kontrolnej i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiagnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
$rednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

5.4 Stezenie adenozyny (Ado) w mig¢sniach szczuréow

Stezenie Ado w mig$niach samcow szczuréw w grupie 5°C byto istotnie wyzsze (o ok.
48%, p<0.001) w poréwnaniu do stgzenia w mig¢sniach samcoéw z grupy kontrolnej. W
mig$niach samcow pltywajacych w cieptej wodzie zanotowano rowniez wyzsze stezenie ADP
(0 ok. 25%, p=0.002) w pordéwnaniu do kontroli. W mig$niach samcow, ktore ptywaty w
wodzie cieptej stwierdzono istotnie nizsze st¢zenie ADP w poréwnaniu do jego zawartosci w

mig$niach samcow trenujacych w zimnej wodzie (o ok. 15%, p=0.005), (Ryc.13).

U migéniach samic trenujacych z grupy 5°C stwierdzono wyzsze stezenie Ado w
migéniach (o ok. 55%, p<0.001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. U samic trenujacych w
wodzie cieptej stezenie Ado w miesniach byto réwniez wyzsze (o ok. 10%, p<0.003) w
poréwnaniu do samic z grupy kontrolnej. Stezenie Ado w migs$niach samic, ktore ptywaty w
cieptej wodzie w poréwnaniu do tych, ktére odbywaly trening w wodzie zimnej byto istotnie
nizsze (o ok. 29%, p<0.001), (Ryc.14).
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Rycina 13. Stezenie adenozyny (Ado) w migSniach samcow szczurow z grupy kontrolnej
i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzeta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byt wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiggnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
srednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotno$ci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).
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Rycina 14. Stezenie adenozyny (Ado) w migsniach samic szczurow z grupy kontrolnej i
grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byt wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiggnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w piagtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
$rednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

5.5 Calkowita pula nukleotydéw adenylanowych (TAN) w mig$niach szczurow

Catkowita pula nukleotydow (TAN) w mig$niach samcow szczurdw pltywajacych w
zimnej wodzie byla istotnie wyzsze (o ok. 35%, p<0.001) w poréwnaniu do puli TAN w
migs$niach samcoOw z grupy kontrolnej. W mie$niach samcow ptywajacych w ciepte] wodzie
zanotowano réwniez wyzsze stezenia TAN (o ok. 4.6%, p=0.009) w poréwnaniu do kontroli.
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U samcow trenujacych w cieplej wodzie stwierdzono istotnie nizsze stezenie TAN w
migéniach w porownaniu do jego zawarto$ci w miesniach samcoéOw trenujacych w zimnej

wodzie (0 ok. 23%, p<0.001), (Ryc.15).

U samic trenujacych w zimnej wodzie stwierdzono wyzsze stezenie TAN w mig$niach
(o ok. 28%, p<0.001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. U samic trenujacych w wodzie
cieptej stezenie puli nukleotydow w migéniach bylo rowniez wyzsze (o ok. 13%, p<0.001) w
poréwnaniu do samic grupy kontrolnej. St¢zenie TAN w migsniach samic, ktore ptywaty w
cieplej wodzie w porownaniu do tych, ktore odbywaty trening w wodzie zimnej byto istotnie

nizsze (0 ok. 12%, p<0.001), (Ryc.16).
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Rycina 15. Pula nukleotydow adeninowych (TAN) w mig$niach samcéw szczurow z
grupy kontrolnej i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byt wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiaggnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
$rednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotno$ci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).
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Rycina 16. Pula nukleotydow adeninowych (TAN) w mi¢$niach samic szczurow z grupy
kontrolnej i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiaggnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
$rednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

5.6 Warto$¢ ladunku energetycznego adenylanéw (AEC) w mie$niach szczurow

Warto$¢ AEC w migéniach samcow szczuréw z grupy 5°C byla istotnie wyzsza (0 ok.
14%, p<0.001) w poréwnaniu do st¢zenia w mie$niach samcow z grupy kontrolnej. W
mie$niach samcow ptywajacych w cieplej wodzie zanotowano rowniez wyzsza wartos¢ AEC
(o ok. 7%, p<0.001) w poréwnaniu do kontroli. Warto§¢ AEC byla istotnie nizsza w
mig$niach samcoéw trenujacych w cieptej wodzie w porownaniu do warto$ci w migsniach

samcow trenujgcych w zimnej wodzie (o ok. 5.5%, p<0.001), (Ryc.17).

W migsniach samic trenujagcych w zimnej wodzie stwierdzono wyzsza warto§¢ AEC
(o ok. 6%, p<0.001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. U samic trenujacych w warunkach
komfortu cieplnego wartos¢ AEC w mig$niach byta réwniez wyzsza (o ok. 4%, p<0.001) w
poréwnaniu do samic grupy kontrolnej. Warto§¢ AEC w mig$niach samic, ktore ptywaty w
cieptej wodzie w porownaniu do tych, ktore odbywaty trening w wodzie zimnej byta

statystycznie istotnie nizsza (o ok. 2%, p<0.001), (Ryc.18).
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Rycina 17. Warto$¢ ladunku energetycznego adenylanow (AEC) w mig§niach samcow
szczuréw z grupy kontrolnej i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byt wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiagnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
$rednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).
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Rycina 18. Warto$¢ ladunku energetycznego adenylanéw (AEC) w mig¢sniach samic
szczurow z grupy kontrolnej i grup badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzeta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) 1 byt wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiggni¢cia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
$rednie i odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotno$ci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

5.7. Ekspresja PGC-1la w mig$niach szczurow

Ekspresja bialka i mRNA PGC-la w migsniach samcow szczuréw ptywajacych w
zimnej wodzie byla istotnie wyzsza (odpowiednio o ok. 34%, p<0.001 oraz 20%, p<0.001) w
poréwnaniu do ekspresji w migsniach samcow z grupy kontrolnej. Takiej zalezno$ci nie
stwierdzono w grupie samcéw trenujacych w cieplej wodzie vs kontrola. U samcow
trenujacych w zimnej wodzie stwierdzono takze istotnie wyzsza ekspresje biatka i genu PGC-
la w migsniach w poréwnaniu do jego ekspresji w migsniach samcow trenujacych w cieptej
wodzie (o ok. 16%, p<0.001 oraz 13%, p<0.001), (Ryc.19). U samic trenujagcych w zimnej
wodzie stwierdzono rowniez wyzsza ekspresje biatka 1 mRNA PGC-1la w mig$niach (o ok.
23%, p<0.001 oraz 20%, p<0.001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ekspresja biatka i
MRNA PGC-1a w mig$niach samic, ktore pltywaty w zimnej wodzie w poréwnaniu do tych,
ktore odbywaty trening w wodzie cieptej byta rowniez istotnie wyzsza (o ok. 10%, p<0.001
oraz 14%, p<0.001). Takiej zalezno$ci nie stwierdzono w grupie samic trenujacych w cieptej

wodzie vs kontrola (Ryc. 20).
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Rycina 19. Ekspresja PGC-1a w mig$niach samcow szczuréw z grupy kontrolnej i grup
badanych.

(A) Reprezentatywna analiza Western blot i analiza densytometryczna biatka PGC-la
znormalizowanego wobec [-aktyny w migsniach samcoéw szczurow (B) Analiza
denzytometryczna poziomu mRNA PGC-1a, znormalizowana wzgledem genu referencyjnego
GAPDH.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (36°C group) przez 9
tygodni. Podczas pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego
wynosit 2 minuty (pierwszego dnia) i byt wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiaggnigcia
czasu treningu wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki
przedstawiono jako $rednie 1 odchylenia standardowe. Data represent the means + SD for 6
independent experiments. ** p<0.001 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy kontrolnej
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(test U Manna-Whitneya). ## p < 0.001 poziom istotno$ci statystycznej wobec grupy 5°C (test
U Manna-Whitneya).
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Rycina 20. Ekspresja PGC-1a w migsniach samic szczurow z grupy kontrolnej i grup
badanych.
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(A) Reprezentatywna analiza Western blot i analiza densytometryczna biatka PGC-la
znormalizowanego wobec [-aktyny w migSniach samcéw szczuréw (B) Analiza
denzytometryczna poziomu mRNA PGC-1a, znormalizowana wzgledem genu referencyjnego
GAPDH.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (36°C group) przez 9
tygodni. Podczas pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego
wynosil 2 minuty (pierwszego dnia) i byl wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiggnigcia
czasu treningu wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki
przedstawiono jako $rednie i odchylenia standardowe. Data represent the means + SD for 6
independent experiments. ** p<0.001 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy kontrolnej
(test U Manna-Whitneya). ## p < 0.001 poziom istotno$ci statystycznej wobec grupy 5°C (test
U Manna-Whitneya).

5.8. Ekspresja Mfnl w mig¢$niach szczurow

Ekspresja mMRNA Mfnl w migsniach samcow szczurdw ptywajacych w zimnej wodzie
byla istotnie wyzsza (odpowiednio o ok. 40%, p<0.007) w poréwnaniu do jego ekspresji w
mig$niach samcéw z grupy kontrolnej. W migéniach samcoéw plywajacych w cieptej wodzie
zanotowano rowniez wyzsza ekspresjc mRNA Mfnl (o ok. 22%, p<0.007) w poréwnaniu do
kontroli. U samcow trenujacych w zimnej wodzie ekspresja genu Mfnl w migsniach byta
istotnie wyzsza w porownaniu do jego ekspresji w mig$niach samcow trenujacych w cieplej

wodzie (o ok. 15%, p<0.02), (Ryc. 21).

U samic trenujacych w zimnej wodzie stwierdzono rowniez wyzsza ekspresje genu
Mfnl w migéniach (o ok. 75%, p<0.0002) w poréownaniu do grupy kontrolnej. Ekspresja
MRNA Mfnl w mig$niach samic, ptywajacych w zimnej wodzie w poréwnaniu do tych, ktore
odbywaty trening w wodzie cieplej byla rowniez istotnie wyzsza (o ok. 66%, p<0.001), (Ryc.
21).
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Rycina 21. Ekspresja Mfnl w mi¢$niach samcow szczurow z grupy kontrolnej i grup
badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzeta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiagnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w piatym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
srednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotno$ci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).
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Rycina 22. Ekspresja Mfnl w mig¢$niach samic szczuréw z grupy kontrolnej i grup
badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
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tygodni. Zwierzeta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byt wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiggnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
srednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p < 0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

5.9. Ekspresja Mfn2 w miesniach szczurow

Ekspresja mMRNA Mfn2 w migéniach samcow szczuréw pltywajacych w zimnej wodzie
byta istotnie wyzsza (odpowiednio o ok. 29%, p<0.02) w poréwnaniu do jego ekspresji w
mie$niach samcow z grupy kontrolnej. Takiej zaleznosci nie stwierdzono w grupie samcoOw

trenujacych w cieptej wodzie vs kontrola (Ryc. 24).

U samic trenujagcych w zimnej wodzie stwierdzono rowniez wyzszg ekspresje genu
Mfn2 w migéniach (o ok. 93%, p<0.002) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ekspresja
MRNA Mfn2 w migéniach samic, ptywajacych w zimnej wodzie w porownaniu do tych, ktore
odbywaty trening w w warunkach kontrolnych byta istotnie wyzsza (o ok. 40%, p<0.02).
Podobnie jak ekspresja mRNA Mfn2 w migs$niach samic, ktore ptywaly w zimnej wodzie w
poréwnaniu do tych, ktore trenowaty w wodzie cieptej (o ok. 38%, p<0.008), (Ryc. 24).

0.004

0.0035
* %

A

0.003

0.0025 1

0.002

—H—Y
—

—+—

0.0015

Ekspresja wzgledna Mfn2
[MRNA/GAPDH]

0.001

0.0005

kontrola grupa 5°C grupa 36°C

Rycina 23. Ekspresja Mfn2 w mig¢$niach samcow szczuréw z grupy kontrolnej i grup
badanych.
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Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzeta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byt wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiggnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
srednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnos$ci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p < 0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).
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Rycina 24. Ekspresja Mfn2 w mi¢$niach samic szczuréw z grupy kontrolnej i grup
badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydluzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiagnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w piatym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
srednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnos$ci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotno$ci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

5.10. Ekspresja Opal w mi¢sSniach szczurow

Ekspresja mRNA Opal w mig¢éniach samcéw szczuréw ptywajacych w zimnej wodzie byto
istotnie wyzsza (o ok. 68%, p<0.02) w poréwnaniu do ekspresji genu w migsniach samcow z

grupy kontrolnej, (Ryc. 25).
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W migéniach samic trenujacych w zimnej wodzie stwierdzono roéwniez wyzsza
ekspresje genu Opal w migsniach (o ok. 100%, p<0.001) w porownaniu do grupy kontrolne;.
Ekspresja genu w migs$niach samic, ktore ptywaly w zimnej wodzie byla rdwniez istotnie
wyzsza (0o ok 90%, p<0.001) w porownaniu do tych, ktéore odbywaly trening w wodzie
cieptej, (Ryc. 26).
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Rycina 25. Ekspresja Opal w mi¢sniach samcow szczuréw z grupy kontrolnej i grup
badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydluzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiagnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w piatym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
srednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnos$ci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p < 0,005 poziom istotno$ci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).
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Rycina 26. Ekspresja Opal w mig¢$niach samic szczuréw z grupy kontrolnej i grup
badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzgta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byt wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiagnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
srednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

5.11. Ekspresja Drpl w mies$niach szczurow

Ekspresja mRNA Drpl w mig$niach samcoéw szczuroOw ptywajacych w zimnej wodzie byla
istotnie wyzsza (o ok. 103%, p<0.02) w poréwnaniu do ekspresji genu w mi¢$niach samcow z
grupy kontrolnej. Réwniez ekspresja genu w migsniach szczuréow trenujacych w zimnej
wodzie byla istotnie wyzsza (0 ok. 77%, 0.048) niz w migéniach samcow trenujagcych w

wodzie cieplej (Ryc. 27).

W migéniach samic trenujacych w zimnej wodzie stwierdzono réwniez wyzsza
ekspresje genu Opal w migsniach (o ok. 49%, p<0.007) w porownaniu do grupy kontrolne;j.
W migsniach samic, ktore ptywaty w zimnej wodzie trenowaly ekspresja genu byta takze
istotnie wyzsza (o ok 35%, p<0.007) w poréwnaniu do tych, ktére odbywaty trening w
wodzie cieplej, (Ryc. 28).

68



0.0004

= 0.0003
[ ok i
o X < > 7 >
= o
g J_
& Y2 0.0002
‘o
[
o E
5=
2
= 0.0001

0

kontrola grupa 5°C grupa 36°C

Rycina 27. Ekspresja Drpl w mig¢sniach samcow szczurow z grupy Kontrolnej i grup
badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9
tygodni. Zwierzeta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byl wydluzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiagnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
srednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotno$ci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).
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Rycina 28. Ekspresja Drpl w migsniach samic szczurow z grupy kontrolnej i grup
badanych.

Szczury byly poddawane treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie, w temperaturze 5°C
(grupa 5°C) lub w temperaturze komfortu cieplnego w temp. 36°C (grupa 36°C) przez 9

69



tygodni. Zwierzeta grupy kontrolnej przebywaty w warunkach sedenteryjnych. Podczas
pierwszego tygodnia badan czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty
(pierwszego dnia) i byt wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiggnigcia czasu treningu
wynoszacego 4 minuty (w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Wyniki przedstawiono jako
srednie 1 odchylenia standardowe. ** p<0,005 poziom istotnos$ci statystycznej wobec grupy
kontrolnej (test U Manna-Whitneya). ## p<0,005 poziom istotnosci statystycznej wobec
grupy 5°C (test U Manna-Whitneya).

Podsumowanie

1. Ptywanie w wodzie o temperaturze komfortu cieplnego wptyneto na poprawe metabolizmu
energetycznego miegsni starzejacych si¢ szczurow poprzez zwigkszenie tempa metabolizmu
(wyrazone jako zwigkszenie stgzenia ATP, ADP, TAN, AEC) oraz nasilenie fuzji
mitochondrialnej (wyrazone jako zwigkszenie ekspresji mRNA biatek regulujacych Mfnl,

Mfn2).

2. Ptywanie w zimnej wodzie wptyngto na popraw¢ metabolizmu energetycznego miegéni
starzejacych sie szczurdw poprzez zwigkszenie tempa metabolizmu energetycznego migéni
(wyrazone jako zwigkszenie st¢zenia ATP, ADP, TAN, AEC) oraz nasilenie biogenezy i
dynamiki mitochondriow (wyrazone jako zwigkszenie ekspresji mRNA biatek czynnikow

regulujacych fuzje Mfnl, Mfn2, Opal oraz fizj¢ mitochondriow Drpl).

3. Stezenie zwigzkow wysokoenergetycznych 1 ekspresja biatek regulujagcych dynamike
mitochondriow w mig$niach moga by¢ przydatnym wskaznikiem w monitorowaniu zmian
adaptacyjnych zachodzacych w starzejacych si¢ mig$niach pod wpltywem wysitku fizycznego
w zimnej wodzie.

4. Mozna przypuszczaé, ze fuzja jest niezbedna do optymalizacji funkcji mitochondriéw, aby
umozliwi¢ komoérkom mig$niowym sprostanie zwigkszonemu zapotrzebowaniu na energie¢
podczas wysitku fizycznego w zimnej wodzie. Stanowi krotkoterminowa adaptacje do
zmieniajgcych si¢ warunkow sSrodowiskowych oraz wpltywa korzystnie na utrzymanie

bioenergetycznej wydolnosci migsni w dtuzszym czasie.
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5. DYSKUSJA

Przeprowadzone badania nad wptywem codziennej aktywno$¢i ptywackiej szczuréw
w wodzie zimnej (o temp. 5°C) i w wodzie o temperaturze komfortu cieplnego (36°C) przez
okres 8 tygodni na parametry stanu energetycznego, zawarto$¢ zwigzkow purynowych,
biogeneze¢ i dynamike mitochondriow w migéniach szkieletowych starzejacych si¢ szczurow,
wykazaly istotny wpltyw aktywnosci fizycznej w srodowisku wodnym na status energetyczny
i czynniki regulacyjne biogenezy mitochondriow w tkance migéniowej. Oddziatywanie to
wyrazalo si¢ wyzszym stezeniem ATP, ADP, Ado, nizszym stezeniem AMP, zwigkszong
warto$cia AEC 1 TAN z jednoczesnie zwigkszong ekspresja MRNA i biatka PGC-la,
zwickszona ekspresja MRNA Mfnl, Mfn2, Opal oraz Drpl. Co nalezy podkresli¢, wzglgdem
stawianych hipotez, dziatanie to bylo istotnie silniejsze w przypadku aktywnosci w
srodowisku zimnej wody w poréwnaniu do aktywnosci w wodzie o temperaturze komfortu
cieplnego.

Obserwowany kierunek wptywu powtarzanych sesji ptywackich w zimnej wodzie na
wskazniki stanu energetycznego, stezenie zwigzkéw purynowych, biogeneze i dynamike
mitochondriow byt niezalezny od pici zwierzat, skutkowat bowiem podwyzszeniem warto$ci
wszystkich badanych zmiennych (z wyjatkiem obnizenia stezenia AMP). Natomiast w
warunkach treningu ptywackiego w wodzie o temperaturze komfortu cieplnego odpowiedz
bylta zalezna od pici zwierzat. U samcow trening ptywacki skutkowat wzrostem stezenia ATP,
Ado, obnizeniem stezenia AMP, bez wptywu na stezenie ADP oraz wzrostem wartosci AEC i
TAN. U samic spowodowat wzrost stezenia ATP, ADP, Ado, obnizenie st¢zenia AMP oraz
wzrost wartosci AEC i TAN. W migsniach samcow i samic ptywajacych w cieptej wodzie
nie stwierdzono natomiast zmian w ekspresji mRNA i biatek zwigzanych z biogeneza
mitochondriow, z wyjatkiem wzrostu ekspresji mRNA biatek fuzji zewngtrznej blony
mitochondrialnej Mfnl u samcéw i Mfn2 u samic. Mozna zatem stwierdzi¢, ze addytywne
oddzialywanie codziennej aktywnosci w zimnej wodzie wywarlo wplyw zaréwno na
zwigkszenie tempa metabolizmu energetycznego w mies$niach badanych zwierzat jak i na
nasilenie biogenezy i dynamiki mitochondriow (na procesy zwiagzane z ich fuzjg |
fragmentacjg). Codzienna aktywnos¢ zwierzat W cieptej wodzie rowniez skutkowala
zwigkszeniem tempa metabolizmu energetycznego migsni, ale jednoczes$nie nie spowodowata

znaczacych zmian w dynamice mitochondriow.

Plywanie w zimnej wodzie
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W dotychczasowej literaturze brak jest danych dotyczacych wptywu treningu
ptywackiego w zimnej wodzie na metabolizm energetyczny, biogeneze 1 dynamike
mitochondriow W starzejacych si¢ mie$niach szkieletowych, dlatego trudno jest odnies¢
otrzymane przez nas wyniki do wynikéw innych autorow. Natomiast ptywanie w zimnej
wodzie, znane rowniez jako ptywanie zimowe lub ptywanie w lodowatej wodzie opisujgce
ptywanie na $wiezym powietrzu (w jeziorze, rzece, morzu, odkrytym basenie) gtéwnie zima
w zimniejszych i polarnych regionach jest znane od dawna [IWSA 2021]. W niektorych
krajach poinocnych, takich jak Finlandia, Rosja, Norwegia, Szwecja, Dania, Estonia, Litwa,
Czechy, Lotwa i Polska ptywanie w zimnej wodzie jest popularne i regularnie praktykowane
w chtodniejszych porach roku [Knechtle i wsp. 2020]. W ostatnich latach ptywanie w
lodowatej wodzie (w wodzie o temperaturze ponizej 5°C) przeksztalcito si¢ w sport
catoroczny, W ktorym wielu ptywakéw regularnie rywalizuje w zawodach lokalnych i
miedzynarodowych [IISA 2021]. Jednoczesnie nalezy wzig¢é pod uwage, ze sportowe
ptywanie W zimnej wodzie r6zni si¢ od zanurzenia w zimnej wodzie czgsto praktykowanego
przez osoby nie bedace sportowcami. Trening sportowy obejmuje intensywny wysitek
fizyczny przez dtuzszy czas (kilkanascie minut, a nawet kilka godzin), podczas gdy amatorzy
pozostaja zanurzeni w wodzie przez kilka minut bez nadmiernej aktywnosci fizycznej
[Knechtle i wsp. 2020, Knechtle i wsp. 2021].

Wyniki licznych badan wskazuja, ze ptywanie w zimnej wodzie moze przynie$¢ wiele
korzysci zdrowotnych [Gibas-Dorna i wsp. 2016a], w tym wplywac na obnizenie ci$nienia
tetniczego Krwi [Zenner i wsp. 1980, Kralova i wsp. 2015, Broz i wsp. 2017, Manolis i wsp.
2019, Huttunen i wsp. 2000], rownowage hormonalng [Kauppinen i wsp. 1989, Huttunen i
wsp. 2001, Gundle i wsp. 2020], skutkowa¢ wzrostem wrazliwosci tkanek na insuling
[Kauppinen i wsp. 1989, Hermanussen i wsp. 1995, Gibas-Dorna i wsp. 2016a, Gibas-Dorna i
wsp. 2016a], zmniejszeniem czestosci wystepowania i tagodzeniem przebiegu infekcji
gornych drog oddechowych [Kormanovski i wsp. 2010, Eccles i wsp. 2015, Collier i wsp.
2021], korzystnie wptywaé na metabolizm lipidéw [Kauppinen i wsp. 1989, Dulac i wsp.
1987, Kralova i wsp. 2015, Checinska-Maciejewska i wsp. 2017], poprawe parametréw
hematologicznych [Wcisto i wsp. 2014, Telegtow i wsp. 2015], stymulowa¢ uktad
odpornosciowy [Jansky i wsp. 1996, Lubkowska i wsp. 2013, Mila-Kierzenkowska i wsp.
2012, Brazaitis i wsp. 2014], tagodzi¢ zaburzenia nastroju [Van Tulleken i wsp. 2018] i
poprawia¢ ogolne samopoczucie [Huttunen i wsp. 2004].

W kilku badaniach opisano pozytywny wplyw ptywania w zimnej wodzie na uktad

sercowo-naczyniowy i czynniki ryzyka choréb serca jak profil lipidowy [Kralova i wsp. 2015,
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Gibas-Dorna i wsp. 2016a, Gibas-Dorna i wsp. 2016b, Checinska-Maciejewska i wsp. 2017],
ci$nienie t¢tnicze Krwi [Huttunen i wsp. 2000] oraz stezenie katecholamin, insuliny, hormonu
tyreotropowego  (TSH), hormonu adrenokortykotropowego (ACTH) i kortyzolu
[Hermanussen 1995, Dulac i wsp. 1987, Knechtle i wsp. 2020, Knechtle i wsp. 2021].
Wykazano, ze plywanie zimg, jako forma treningu wytrzymatosciowego, moze poprawiac
przystosowanie si¢ do stresu. W badaniach z udzialem kobiet i mg¢zczyzn w wieku od 48 do
68 lat uprawiajacych ptywanie zimowe w naturalnych zbiornikach wodnych zaobserwowano
spadek st¢zenia triacylogliceroli i nizsze st¢zenie homocysteiny we krwi [Checinska-
Maciejewska i wsp. 2017]. Wykazano réwniez, ze plywanie w zimnej wodzie moze miec
pozytywny wplyw na stgzenie insuliny we krwi [Gibas-Dorna i wsp. 2016a, Checinska-
Maciejewska i wsp. 2017]. Gibas-Dorna i wsp. przeprowadzili trwajgce pot roku badania w
grupie osob uprawiajacych plywanie w zimnej wodzie pod katem sktadu ciata 1 wrazliwosci
tkanek na insuling. Autorzy pracy zaobserwowali korzystny wplyw plywania w zimnej
wodzie na zmniejszenie wydzielania insuliny oraz zwigkszenie wrazliwosci tkanek na
insuling w grupie kobiet i w grupie mezczyzn z nizszym procentem tkanki tluszczowej
[Gibas-Dorna i wsp. 2016a]. Korzystny wptyw niskiej temperatury wody na obnizenie
stezenia ACTH 1 kortyzolu we krwi stwierdzono w badaniach os6b zanurzajacych si¢ w
wodzie o temp. 0-2°C przez 20 s trzy razy w tygodniu przez 3 miesigce zimowe [Leppéluoto
I wsp. 2008]. Stwierdzono ponadto, ze ptywanie w zimnej wodzie, ze wzgledu na wzrost
stezenia katecholamin we krwi, moze by¢ skuteczne w leczeniu depresji, poniewaz aktywuje
wspotczulny uktad nerwowy oraz zwigksza st¢zenie noradrenaliny i B-endorfin [Shevchuk
2008, Van Tulleken i wsp. 2018]. Natomiast Huttunen i wsp. stwierdzili, ze regularne
trzymiesigczne zimowe ptywanie skutkowalo spadkiem st¢zenia katecholamin we krwi
mierzonych bezposrednio po zanurzeniu. Autorzy pracy stwierdzali, Ze adaptacja poprzez
nawykowe narazenie na chldéd zimowego plywania moze ostabia¢ odpowiedz fizjologiczng i
poprzez ten mechanizm obniza¢ stezenie katecholamin [Huttunen i wsp. 2001]. Wykazano
roOwniez, ze plywanie w zimnej wodzie moze wplywaé pozytywnie na ogodlng poprawe
samopoczucia [Huttunen i wsp. 2004, Lindeman i wsp. 2002, Bottley 2019]. Regularne
ptywanie zima prowadzilo takze do poprawy ogdlnego samopoczucia plywakéw, ktorzy

cierpieli na reumatyzm, fibromialgi¢ lub astme¢ [Huttunen i wsp. 2004].

Wyniki dotychczasowych badan potwierdzaja, ze u os6b uprawiajacych pltywanie w
zimnej wodzie czestos¢ wystepowania infekeji drog oddechowych jest o 40% nizsza i maja

one tagodniejszy przebieg w porownaniu do osob nieaktywnych [Brenke 1990, Siems i wsp.
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1999]. Ponadto wykazano, ze ptywanie w zimnej wodzie wywiera korzystny wplyw na
parametry immunologiczne krwi [Lombardi i wsp. 2011, Lubkowska i wsp. 2013]. Poprawa
odpowiedzi immunologicznej organizmu moze by¢ spowodowana uwalnianiem hormonow
stresu w odpowiedzi na ekspozycje na zimno [Johnson i wsp. 1977, Kauppinen i wsp. 1989].
Stwierdzono, ze krotkotrwaty stres fizjologiczny, jakim jest narazenie na zimno, aktywuje
uktad odpornosciowy [Dhabhar i wsp. 2014]. Badanie wptywu ptywania w zimnej wodzie na
liczbe leukocytéw 1 stezenie immunoglobulin przyniosto jednakze sprzeczne wyniki.
Prawdopodobng przyczyng rozbieznosci wynikow moga by¢ roézne protokolty badan, do
ktorych wigczani byli uczestnicy np. tylko zanurzajacy si¢ w lodowatej wodzie [ Dugué i wsp.
2000], uprawiajacy statyczne plywanie (pozostawanie w zimnej wodzie bez ruchu przez
dhuzszy czas) [Jansky i wsp. 1996] oraz ptywacy dystansowi, ktorych trening moze trwac
nawet przez 6-8 godzin (dynamiczne ptywanie w zimnej wodzie) [ Kormanovski i wsp. 2010].
W innych badaniach sprawdzano reakcje uktadu odpornosciowego na plywanie w zimnej
wodzie u uczestnikow poczatkowo tylko zanurzajacych si¢ w zimnej wodzie, a nastgpnie
powtarzajacych plywanie w zimnej wodzie trzy razy w tygodniu przez szes¢ tygodni. Badani
regularnie ptywali zimg, co najmniej raz w tygodniu, przez 2 do 10 minut, w wodzie o
temperaturze 6,8°C (w pazdzierniku) do 2,0°C (w styczniu) w poludniowym Baltyku.
Zaobserwowano, ze regularne plywanie w zimnej wodzie wptyneto na zwigkszenie liczby
leukocytow we krwi badanych, bez zmiany w stezeniu immunoglobulin [Jansky i wsp. 1996].
Badano réwniez reakcje na okresowe zanurzanie w zimnej wodzie o temperaturze 14°C i
Zaobserwowano, ze uczestnicy badania wykazali r6zng szybkos¢ wychtodzenia organizmu, a
osoby, ktore wychtadzaty si¢ wolniej, miaty zwigkszong liczbe leukocytow we krwi po
zakonczeniu badan [Brazaitis i wsp. 2014]. Stad wydaje si¢, ze odpowiedz immunologiczna
organizmu na statyczne ptywanie w zimnej wodzie zalezy w duzym stopniu od protokotu
badania 1 osobniczej zmienno$ci uczestnikOw oraz moze odpowiada¢ sile 1 czasowi trwania
stresu. Jansky i wsp. nie stwierdzili wzrostu liczby granulocytow oboje¢tnochtonnych po 60
minutach przebywania badanych w wodzie o temperaturze 14°C [Jansky i wsp. 1996],
podczas gdy inni badacze wykazali wzrost ich liczby o 55% po lacznie 120 min przebywania
w zimnej wodzie o temperaturze 14°C z okresowym dogrzewaniem [Brazaitis i wsp. 2014].
W badaniu przeprowadzonym w grupie plywakéw bezposrednio przed i po zimowym
ptywaniu na 150 m w temperaturze 6°C wykazano, ze liczba granulocytow, neutrofili,
limfocytow i monocytow we krwi uczestnikow znacznie wzrosta [Lombardini i wsp. 2011].
W badaniach Lubkowska i wsp. rowniez wykazano wzrost odsetka monocytow i

granulocytow we krwi zdrowych mezczyzn, ktorzy przez pie¢ zimowych miesigcy regularnie
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ptywali w zimnej wodzie. Autorzy pracy stwierdzili, ze uzyskane wyniki badan moga
wskazywaé na pozytywne zmiany adaptacyjne w ukladzie antyoksydacyjnym organizmu
zachodzace u badanych mezczyzn [Lubkowska i1 wsp. 2013]. W inych badaniach
przeprowadzonych z udzialem wytrenowanych ptywakéw trenujgcych w zimnej wodzie
stwierdzono wyzsze st¢zenie leukocytow niz U uczestnikow nie zaadoptowanych do tych
warunkoéw oraz uczestnikoOw zanurzajacych si¢ na krotko w lodowatej wodzie. Wyniki tych
badan miaty jednakze istotne ograniczenia poniewaz uczestnicy korzystali bezposrednio po
pltywaniu z sauny, stad tez nie mozna oddzieli¢ skutkéw tych dwoch zakreséw temperatur
[Dugué i wsp. 2000]. Kormanovski i wsp. [2010] przebadali 15 doswiadczonych ptywakow
dlugodystansowych w okresie sze$ciu miesigcy. Siedmiu pltywakéw z grupy badanej
ukonczyto trzy ptywania dlugodystansowe, pierwsze przez 6 h (w miesigcu 1) i dwa pozostate
po 8 h (w miesigcach 3 i 6), podczas gdy pozostali uczestnicy nie plywali. Stwierdzono
roéznice w liczbie leukocytow 1 stezeniu immunoglobulin we krwi mi¢dzy grupa ptywakow
dlugodystansowych a grupa kontrolna, zaréwno po zakonczonych badaniach, jak i w okresach
miedzy plywaniami dlugodystansowymi. Duze obcigzenie treningowe spowodowato
nieistotne obnizenie liczby leukocytow u plywakéw dlugodystansowych w fazie
bezstresowej, ale obcigzenie treningiem ptywackim wywotalo zauwazalny wzrost ich liczby.
Ptywacy dtugodystansowi w badaniu Kormanovski i wsp. 2010 nie wykazali znaczacych
zmian w liczbie neutrofili po 1 godzinie, ale po 2 godzinach ich liczba wzrosta o ~50%, a po
8 godzinach czterokrotnie. Ptywacy nie zaaklimatyzowani w badaniu Lombardiego i wsp.
[2011] wykazali najszybsza odpowiedz z 38% wzrostem liczby neutrofili po wyscigu na
ponad 150 m. W obu cytowanych badaniach rézny byt poziom adaptacji uczestnikéw do
zimnej wody, ptywacy w badaniu Kormanovski i wsp. [2010] byli bardzo dobrze wyszkoleni,
podczas gdy bioracy udzial w badanich Lombardi i wsp. [2011] nie podlegali adaptacji do

warunkow.

Dotychczas przeprowadzono kilka badan, w ktorych wskaznikiem funkcji
immunologicznych organizmu byla czgstos¢ wystepowania infekcji gérnych drog
oddechowych u ptywakow w zimnej wodzie. W badaniach przeprowadzonych przez Brenke
przebadano 85 ptywakow lodowych, ktorzy regularnie uczestniczyli w plywaniu w zimne;j
wodzie (trening 1 zawody), z ktérych 40% stwierdzito, ze doswiadczyli mniej, bardziej
tagodnych 1 krocej trwajacych infekcji gérnych drog oddechowych niz zanim zaczeli

regularnie ptywa¢ w lodzie [Brenke 1990].
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Pomimo doniesien o korzy$ciach ptynacych z plywania w zimnej wodzie, istnieje
réwniez wiele dowodoéw o ich potencjalnych zagrozeniach. W badaniu Collier 1 wsp. 2021
odnotowali dodatnig korelacje¢ migdzy wystepowaniem i nasileniem infekcji goérnych drog
oddechowych, a zdarzeniami zwigzanymi z narazeniem na zimng wode¢. Podczas gdy
krotkotrwata ekspozycja w zimnej wodzie moze poprawi¢ aktywnos¢ ukladu
odpornosciowego, powtarzana ekspozycja bez wystarczajacej regeneracji 1 adaptacji moze w
rzeczywistosci prowadzi¢ do ostabienia funkcji odpornosciowej. Czeste ptywanie lub
dhlugotrwate zanurzenie w zimnej wodzie z uporczywymi dreszczami podczas i po pltywaniu
mozna zaliczy¢ do tej drugiej kategorii chronicznego stresu fizjologicznego [Dhabhar 2014].
W badaniu Loria i wsp. [2014] stwierdzili, ze regularnie plywajacy zimg ochotnicy
wykazywali nieprawidlowe dzienne wahania st¢zenia kortyzolu. Ponadto Dhabhar [2014]
stwierdzil, ze ten przedtuzajacy si¢ stres spowodowany przewlekla ekspozycja na zimno moze
przyczynia¢ si¢ do rozregulowania normalnego dobowego cyklu kortyzolu, przyczyniajac si¢
do potencjalnego ttumienia odpowiedzi immunologicznych. Ponadto, mozliwym czynnikiem
zwigkszajacym prawdopodobienstwo infekcji goérnych drég oddechowych moze by¢
oddychanie zimnym powietrzem i chlodzenie powierzchni ciata, co moze prowadzi¢ do
skurczu oskrzeli i wzmozonego skurczu naczyn nosowych [Eccles i wsp. 2015]. Jest to
szczegblnie istotne, biorgc pod uwage, ze trening ptywania w duzej mierze obejmuje
przerywane rytmy oddechowe, przyczyniajac si¢ do przejsciowych standw niedotlenienia
[Trincat i wsp. 2017]. Ponadto wykazano, ze trening wysitkowy powyzej 80% VOo2max
przyczynia si¢ do apoptozy limfocytoéw i1 zmniejszenia liczby krazacych biatych krwinek
[Wang i wsp. 2005]. W potaczeniu z zaburzonym dobowym rytmem kortyzolu, wigkszym
zuzyciem tlenu 1 zwigkszong intensywnoscig treningu, mozliwe jest, ze nadmierna ekspozycja
na zimno prowadzi do utrzymujacego si¢ stresu fizjologicznego, a to moze prowadzi¢ do
immunosupresji. Wsréd wymienionych potencjalnych korzysci lub zagrozen nalezy réwniez
uwzgledni¢ indywidualne r6znice w odpowiedzi fizjologicznej organizmu na stres jakim jest
niska temperatura. Jednakze ptywajacy w lodowatej wodzie, poprzez systematyczne narazenie
na srodowisko zimnej wody, sa w stanie osiagnac¢ rozne stopnie adaptacji do zimna. Tym
samym jako forma ¢wiczen wytrzymatosciowych pltywanie w zimnej wodzie moze zwigkszy¢
tolerancj¢ na czynniki stresowe [Siems i wsp. 1994]. Wykazano, ze u ptywakéw zimowych
intensywna, krotkotrwata ekspozycja catego ciata na zimno wywotywata stres oksydacyjny.
Przedwysitkowa aktywnos$¢ enzymow kluczowych dla ochrony antyoksydacyjnej - dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy byta wyzsza w grupie ptywakoéw niz w grupie kontrolnej [Siems i

wsp. 1994]. Wyniki niektorych badan wskazuja, ze ptywanie w zimnej wodzie praktykowane
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przez osoby o dobrym ogdélnym stanie zdrowia w trybie regularnym, stopniowanym
(dostosowanym do pory roku) i spersonalizowanym, moga przynosi¢ korzysci zdrowotne
[Kolettis i wsp. 2003, Manolis i wsp. 2019]. Z drugiej strony istnieje nawet ryzyko zgonu w
przypadku nieodpowiednich zachowan z powodu poczatkowej neurogennej reakcji na szok
termiczny, z powodu postepujacego spadku wydajnosci ptywania lub postepujacej hipotermii
[Kolettis i wsp. 2003].

Zastosowany w prezentowanej pracy model badawczy zostal wczesniej wykorzystany
w pracy Lubkowska i wsp. [2019]. Autorzy badan wykazali wptyw treningu ptywackiego w
zimnej wodzie i temperaturze komfortu cieplnego na zmian¢ masy ciata badanych szczuréw
w zaleznosci od pici. U samcow szczurow pod wptywem wysitku fizycznego w wodzie o
niskiej temperaturze wykazano spadek masy ciala w poréwnaniu do warto$ci sprzed
rozpoczecia badan, co jak sugerujg autorzy, wigzalo si¢ ze zwigkszonym wydatkiem
energetycznym na procesy zwigzane z termoregulacja. U samic plywajacych w zimnej wodzie
zaobserwowano spadek masy ciala jedynie przez pierwsze dwa tygodnie trwania
eksperymentu, a nast¢pnie jej wzrost az do zakonczenia treningdw, z koncowa masg ciata
zwierzat porownywalng do wyjsciowej. Natomiast w przypadku treningu ptywackiego w
temperaturze komfortu cieplnego, zaobserwowano zmniejszenie masy ciala u samcow i
samic, ktore wynikato wylacznie z wysitku fizycznego. Poniewaz prezentowane badania sg
kontynuacja badan w/w autoréw 1 zostaly wykonane na dostgpnych tkankach pochodzacych
od szczurdw z cytowanego eksperymentu, moga one dostarczy¢ cennych danych do analizy
wplywu treningu ptywackiego w zimnej wodzie na metabolizm energetyczny migsni,
szczegOlnie w kontekScie starzenia. Krotkotrwala ekspozycja na niskie temperatury jest
stosowana jako zabieg przeciwdzialajacy starzeniu si¢. Wplyw zimna na organizm jako
czynnika profilaktyki wymaga jednak prowadzenia bardziej szczegdétowych badan,
szczegolnie u osob starszych. Dotychczas wykazano, ze podczas ekspozycji na zimno
dochodzi do znaczacego obnizenia temperatury powierzchni ciala, warstwy podskoérnej oraz
miesni, co powoduje, poprzez reakcje wspotczulng, wazokonstrykcje naczyn krwiono$nych
zmniejszajac obrzgk i1 stan zapalny. Dzialanie to ogranicza uszkodzenia tkanek i wplywa
korzystnie na regeneracje w szczegdlnosci miesni i nerwow [Konarzewski i wsp. 1994].
Dhugotrwata ekspozycja organizmu na zimno skutkuje wzrostem produkcji ciepta poprzez
termogenez¢ drzeniowg i bezdrzeniowag oOraz zwicksza tolerancje na zimno. U ssakow
termogeneza drzeniowa, we wczesne] odpowiedzi na niskie temperatury, osiggana jest

poprzez zwigkszenie aktywnosci mies$ni szkieletowych [Konarzewski i wsp. 1994].
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Wytwarzanie ciepta przez migsnie zwigksza tempo przemiany materii i zuzycie tlenu w
aktywnie metabolicznych tkankach.

Wyniki badan Dudzinskiej i Lubkowskiej [2021] nad wplywem jednorazowej
ekspozycji na zimno stosowane ogolnoustrojowo, na na przemiany energetyczne i metabolizm
nukleotydow purynowych w erytrocytach, potwierdzity, ze pojedynczy zabieg w temperaturze
-130°C prowadzi do zmian zwigzanych z przemianami energetycznymi W obrebie krwinek
czerwonych. Zmiany te sa korzystne z punktu widzenia bioenergetyki komorki, wigzg si¢
bowiem z nastepowym wzrostem wewnatrzerytrocytarnego stezenia ATP oraz AEC Krwinek.
Ponadto, odpowiedZ metaboliczna puryn na temperatury kriogeniczne wigze si¢ rowniez ze
spadkiem stgzenia produktow katabolizmu puryn, tj. inozyny i hipoksantyny we krwi.
Oznacza¢ to moze, ze wzrost stezenia ATP w krwinkach czerwonych obok spadku st¢zenia
inozyny i hipoksantyny w osoczu daje mocne podstawy do postawienia hipotezy o wzroscie
zasobow energetycznych roéwniez w innych komorkach.

W przeprowadzonych badaniach wlasnych powtarzana przez okres 8 tygodni,
codzienna aktywnos$c ptywacka zwierzat w zimnej wodzie spowodowata réwniez zwickszenie
produkcji ATP, poprawita parametry stanu energetycznego i1 korzystnie wptyneta na
dynamike mitochondriow w migsniach szkieletowych starzejacych si¢ szczurow. Stad tez
mozna przypuszczaé, ze powtarzajaca si¢ ekspozycja na zimno moze by¢ czynnikiem
prowadzacym do wystgpienia zmian o charakterze adaptacyjnym, wptywajacych na stan
ogolny organizmu oraz opdzniajacym starzenie si¢. Wyniki badan Hoffman-Goetz i wsp.
1986, sugeruja, ze wysilek fizyczny w warunkach narazenia na zimno moze zwigkszy¢
tolerancj¢ na zimno u starzejacych si¢ myszy, jednak nie wiadomo czy to dziatanie moze
wplyna¢ na opdznienie starzenia si¢. Stwierdzono natomiast, ze wysitek fizyczny zwigksza
wrazliwos$¢ tkanek na insuling oraz wspomaga termogenez¢ w brunatnej tkance thuszczowej u
starzejacych si¢ szczurow [Mondon i wsp. 1990]. Dlatego tez mozna przypuszczal, ze
zwigkszona insulinooporno$¢ moze zaburza¢ termogenez¢, natomiast wysilek fizyczny
zmniejszajac opornos¢ organizmu na insuling moze poprawi¢ jego tolerancj¢ na zimno
[Mercer i wsp. 1984]. Arnold i wsp. 1987 wysuneli hipoteze, ze wytwarzanie wigkszej ilosci
energii w postaci ciepla poprzez zwigkszenie tempa metabolizmu u szczurow poddanych
wysitkowi fizycznemu w zimnym $rodowisku jest wystarczajace, aby skompensowaé wptyw
stresogennego czynnika jakim jest zimno, bez uruchamiania procesu termogenezy
bezdrzeniowe] w brunatnej tkance tluszczowej. Obserwowany w prezentowanych badaniach

wzrost stezenia ATP, poprawa parametrow energetycznych (wartosci AEC, TAN) i nasilona
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biogeneza mitochondriéw w migsniach szkieletowych starzejacych si¢ szczuréw poddanych
treningowi ptywackiemu w zimnej wodzie moga wspiera¢ ten poglad.

Biogeneza mitochondriow i metabolizm energetyczny

Wysitek fizyczny wywotuje wzrost obrotu energii migsniowej i zapotrzebowania na
tlen stanowigc wyzwanie dla homeostazy organizmu [Hawley i wsp. 2014]. Zdolno$¢ migéni
szkieletowych do przystosowania si¢ do powtarzajacych si¢ okresoOw aktywnos$ci, ktore
zwickszajag wydolno$¢ fizyczng, okreslana jest jako tolerancje wysitkowg. Rozwazajac
wysitki wytrzymatosciowe (np. dlugotrwale ¢wiczenia trwajace powyzej 10 minut i
wykonywane przy 60% -90% maksymalnego poboru tlenu [VO2max]) celem takich ¢wiczen
jest wywolanie szeregu fizjologicznych 1 metabolicznych zmian adaptacyjnych, ktore
umozliwiaja zwiekszenie tempa produkcji energii na szlakach oksydacyjnych, utrzymanie
Scislejszej kontroli metabolicznej (tj. dopasowanie produkcji ATP do jego hydrolizy,
minimalizowanie zaburzen homeostazy komorkowej i ograniczenie skutkow tych zaburzen,
poprawa wydajnosci i efektywnosci pracy mechanicznej migsni, czy zwigkszenia opornosci
na zmgczenie[Hawley i wsp. 2002]. Mechanizmy, za pomocg ktorych aktywne migénie
wykrywaja zaburzenia homeostatyczne, a nastepnie przektadaja je na poprawe funkcji, byty
przedmiotem intensywnych badan od wielu dekad. Obecnie uznaje si¢, ze na poczatku
wysitku ma miejsce szereg zaburzen komorkowych, w tym m.in. zwigkszenie st¢zenia
cytoplazmatycznego Ca?*, AMP i zwigkszenie stosunku ADP/ATP, zmniejszony poziom
fosforanu kreatyny i glikogenu, zwigkszone st¢zenie kwaséw tluszczowych, zwigkszone
stezenie ROS i NOS, kwasica, zwigkszony stosunek NAD/ NADH [Hawley i wsp. 2014].

W aspekcie homeostazy metabolicznej stymulowany jest szereg czynnikéw
regulacyjnych, ktére utrzymuja tempo syntezy ATP poprzez aktywacje enzymow
kontrolujacych kluczowe etapy katabolizmu weglowodanow 1 lipidow. Wcigz otwarte
pozostaje pytanie w jaki sposoéb gwattowne zaktocenie sygnatow komorkowych, ktore
utrzymuja doptyw energii, stymuluje rowniez dlugoterminowe procesy adaptacyjne, ktore
poprawiajg pracg migsni. Kluczowym elementem poprawy sprawnosci migsni W odpowiedzi
na trening wysitkowy jest biogeneza mitochondridow, ztozony proces, ktory wymaga
koordynacji wielu mechanizméw, w tym uruchomienia transkrypcji gendéw, syntezy lipidow i
biatek oraz skoordynowanego ,,sktadania” kompleksow biatkowych w funkcjonalny tancuch
oddechowy [Hood 2001]. Te zlozone procesy skutkujg zwigkszeniem catkowitej ilosci
mitochondriow W obrebie migéni i zwiekszeniem sieci mitochondrialnej, co poprawia

zdolnos¢ komoérki do dopasowania produkeji 1 hydrolizy ATP, minimalizujagc w ten sposob
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zaburzenia  komoérkowej homeostazy, ktore wystagpity w poczatkowej fazie wysitku
mig$niowego. Juz w roku 1967 Holloszy postawit hipotezg o istotnej korelacji migdzy
zdolno$cig mig$nia do wykonywania dtugotrwatego submaksymalnego wysitku i aktywnos$cia
enzymoOw oddechowych oraz ze obserwowane réznice w sprawnosci migsni moga byc
wynikiem procesu adaptacyjnego. Aby przetestowaé t¢ hipoteze, szczury poddano
intensywnemu treningowi biegania na biezni 1 wykazano, ze doprowadzito to do wzrostu
aktywnosci enzymow mitochondrialnych migsni  szkieletowych [Holloszy 1967].
Mitochondria migsniowe pochodzace od zwierzat wytrenowanych wykazywaty wyzszy
poziom kontroli oddechowej i $cisle sprz¢zong fosforylacje oksydacyjng w porownaniu do
mitochondridow pochodzacych od zwierzat niewytrenowanych. Wzrost zdolnosci transportu
elektronow byl powigzany z jednoczesnym wzrostem zdolnosci do produkcji ATP 1 byt
odpowiedzialny za wydluzenie czasu aktywno$ci biegowej u wytrenowanych zwierzat.
Kluczowa cecha w protokole treningu fizycznego byto zastosowanie intensywnego wysitku o
charakterze interwatowym, opartym na zalozeniu, ze kazdy cykl ¢wiczen musi przekroczyé
minimalny ,,bodziec progowy”, aby wywota¢ metaboliczne i morfologiczne zmiany adaptacje
w mig$niach. Rezim treningowy, ktérego pionierem byt Holloszy, moze by¢ postrzegany jako
prekursor obecnych protokotow treningu ,Sprint-intensity interval training”, obecnie
powszechnie akceptowanych jako silny bodziec do fizjologicznej przebudowy migsni [Parra i
wsp. 2000; Rodas i wsp. 2000; Perry i wsp. 2007; Maclnnis i wsp. 2017]. Prace Holloszy
[1967, 1976] wykazaty, ze mig$nie szkieletowe wykazuja zdolno$¢ do zmiany zaréwno
rodzaju jak 1 ilosci biatka w odpowiedzi na zaburzenia homeostazy komodrkowej wywotane
przez ich aktywno$¢. Wyniki tych badan daly takze poczatek badaniom na zwierzgtach
pokazujacych, ze wzrost aktywno$ci enzymoé6w mitochondrialnych w migsniach po kilku
tygodniach treningu wysitkowego byt zwigzany z wigksza liczbg 1 rozmiarem mitochondriéw
oraz z ggstszym upakowaniem grzebieni mitochondrialnych [Gollnick i wsp. 1969].
Kluczowe stalo si¢ odkrycie faktu, ze zwiekszonej aktywnos$ci enzymdw mitochondrialnych
po treningu nie towarzyszyl wzrost aktywnos$ci cytozolowych enzyméow kinazy kreatynowej i
kinazy adenylanowej, co uwiarygodnilo hipotez¢ o zwigkszeniu syntezy ATP na drodze
fosforylacji oksydacyjnej w wytrenowanych migsniach [Oscai i wsp. 1971]. Pozniejsze
badania potwierdzity traftno$¢ tej hipotezy. Dtugotrwaty trening fizyczny [Varnauskas i wsp.
1970] 1 poréwnanie wytrenowanych 1 niewytrenowanych mezczyzn ujawnily wyzsza
maksymalng aktywnos$¢ enzymoéw mitochondrialnych w probkach pobranych z migsnia
czworoglowego uda [Booth i wsp. 1974] i wigksza liczbe mitochondriow zobrazowanych w

oparciu o techniki mikroskopii elektronowej [Hoppeler i wsp. 1973]. W dalszych badaniach

80



wykazano, ze trening wytrzymato$ciowy zwickszatl zawarto$¢ mitochondriow, aktywnosc
enzyméw mitochondrialnych i VO2zmax, ale te parametry byly nizsze u oséb starszych
[Kiessling i wsp. 1974]. Obserwacje te po raz pierwszy sugerowaly, ze ,,plastycznosc”
mig$nia moze by¢ zmniejszona wraz ze starzeniem si¢ organizmu. Odkrycia te przyczynity sie
do stwierdzenia, ze wydolnos$¢ tlenowa jest ograniczona nie tylko przez czynniki warunkujgce
pokrycie zapotrzebowania na tlen (tj. czynniki krazeniowo-oddechowe), ale takze przez liczbe
mitochondridow migs$ni szkieletowych, zgodnie z funkcja pracujacego miesnia jako

koncowego odbiorcy tlenu podczas produkcji ATP.

Kontynuowanie badan na gryzoniach pozwolilo na opracowanie modelu badan
pokazujacego zwigzek miedzy ilo$cig mitochondriow a kontrolg metaboliczng w mig$niach
szkieletowych podczas wysitku fizycznego. Model ten zakladal, ze wigksza liczba
mitochondriow poprawia wrazliwo$¢ oksydacyjng na ADP, przy czym szybko$¢ tlenowe;j
produkcji ATP, niezbedna do wspomagania skurczu migsni, wymagataby mniejszego wzrostu
ADP na poczatku wysitku spowodowanego wigkszg liczbg mitochondriow [Holloszy i wsp.
1984]. W badaniach ludzkich migéni szkieletowych stwierdzono takze, ze zwigkszone zuzycie
tlenu na poczatku intensywnego wysitku moze zosta¢ obnizone przez trening wysitkowy,
obnizajac stezenie inhibitorow fosforylacji oksydacyjnej, co skutkowaloby mniejsza
stymulacjg glikolizy 1 wigkszym udzialem energii pochodzacej z utleniania kwasow
thuszczowych [Gollnick i wsp. 1982]. Ta hipoteza zostata zweryfikowana w badaniach, w
ktorych poréwnano migsnie szkieletowe wytrenowanych i niewytrenowanych szczurow i
wykazano, ze indukowany treningiem wzrost maksymalnej aktywnosci oksydazy cytochromu
¢ (Swiadczacej o zwigkszonej ilosci mitochondriow) byl zwigzany z mniejszym wzrostem
stezenia ADP podczas ostrego skurczu migéni, mniejszym st¢zeniem fosfokreatyny i
obnizeniem przemian ATP do AMP i IMP, a takze zmniejszeniem tempa glikolizy [Dudley i
wsp. 1987]. W wielu innych badaniach wykazano zwigzek miedzy poprawa zdolnosci
oksydacyjnej mitochondriéw a intensywnos$cig treningu pomimo ztozonosci odpowiedzi
wywotanej treningiem wysitkowym, w duzej mierze wynikajacej z protokotéw treningowych
o roznej intensywnosci 1 czasie trwania oraz roznych typach badanych miesni [Dudley i wsp.
1982]. Wyniki tych badan zainicjowaty podj¢cie kolejnych, nad sygnatami komoérkowymi
generowanymi podczas wysitku fizycznego 1 skutkiem ich dzialania w postaci indukowane;j
treningiem wigkszej ilosci mitochondriow. Dopiero pod koniec lat osiemdziesigtych XX
wieku wykazano, ze wysilek fizyczny stymuluje ekspresje genow jadrowych, ktére koduja

biatka mitochondrialne, ale szlaki sygnalizacyjne i regulatory ekspresji gendow pozostawaty
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wcigz nieznane. Jednym z pierwszych badan przeprowadzonych w celu wskazania
molekularnych mechanizméw zwigkszenia ilosci bialek mitochondrialnych skutkiem
skurczow migéni, byto badanie Williams i wsp. [1986], ktorzy stwierdzili wyzsza ekspresje
MRNA cytochromu b, a takze zwigkszong aktywnos$¢ syntazy cytrynianowej i stezenia
mitochondrialnego DNA (jako markerow ilosci mitochondridow) po przewlektej elektryczne;j
stymulacji mig$nia piszczelowego przedniego krolika [Wiliams i wsp. 1986]. W pdzniejszych
badaniach wykazano, ze rozne rodziny bialek mitochondrialnych sa regulowane przez
czynniki transkrypcyjne, wsrod ktorych kluczowa role odgrywa PGC-la regulujace
skoordynowang ekspresje bialek mitochondrialnych i wspotdziatajacy z receptorem PPARy w
regulacji ekspresji wielu roznych genoéw [Scarpulla 2002, Lin i wsp. 2005, Scarpulla 2006].
Dotychczas opisano dwa strukturalne homologii PGC-1a: PGC-1p i PGC (PGC-1 — Related
Coactivator), ktore tworza rodzing biatek PGC-1 [Villena i wsp. 2015]. Do indukcji biatka PGC-
la. dochodzi gtéwnie w momencie zwigkszonego zapotrzebowania tlenowego tkanki m.in. przy
zwigkszonym wysitku fizycznym w migséniach szkieletowych [Tiraby i wsp. 2003] i ekspozycji
na zimno w brunatnej tkance thuszczowej [Sadana i wsp. 2007].

Rowniez w prezentowanych badaniach wlasnych wykazano, ze ekspresja biatka i mRNA
PGC-1la. w mig$niach samcow 1 samic szczurdw plywajacych w zimnej wodzie byta istotnie
wyzsza w porownaniu do grupy kontrolnej. W grupie samcow i samic ptywajacych w warunkach
komfortu cieplnego stwierdzono takze tendencje wzrostu ekspresji mRNA i biatka PGC-la,
jednakze zmiana ta byt statystycznie nieistotna. W badaniach innych autoréw takze wykazano, ze
Juz pojedyncza sesja ¢wiczen wytrzymatosciowych wywotuje wzrost ekspresji mRNA 1 biatka
PGC-1a zaréwno u gryzoni [Meirhaeghe i wsp. 2003, Koves i wsp. 2005] jak i w mig$niach
szkieletowych cztowieka [Watt i wsp. 2004, Mortensen i wsp. 2007, Edgett i wsp. 2013]. Egan i
wsp. 2010 zaobserwowali wzrost ekspresji MRNA PGC-1a w migsniach szkieletowych u osob
wczesnie] nietrenujacych, ktore zostalty poddane krotkim treningom o wysokiej intensywnosci w
porownaniu do dluzszych treningéw, ale o niskiej intensywnos$ci. Rowniez w badaniach Edgett i
wsp. [2013] zaobserwowano wzrost ekspresji MRNA PGC-lo w migsniach oraz zwigkszong
fosforylacje kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK), kinazy biatkowej zaleznej od
Ca*" / kalmoduliny (CaMK) II i kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem p38 (p38 MAPK)
[Akimoto i wsp. 2005]. Wykazano, ze rowniez trening wytrzymato$ciowy zwiekszat ekspresje
mRNA i biatka PGC-1a w migsniach szkieletowych gryzoni i cztowieka [Kuhl i wsp. 2006,
Perry i wsp. 2007, 2010, Granata i wsp. 2016]. Tym samym wykazano, ze jednym z
czynnikow indukujagcych PGC-la w komorkach migsni szkieletowych jest aktywnos¢

fizyczna oraz jednocze$nie, ze ma on wplyw na metabolizm mig$niowy podczas wysitku
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poprzez zwigkszenie magazynu migsniowego glikogenu oraz regulacje jego wykorzystania
podczas pracy migsni. Stwierdzono takze, ze zwigzane jest to $ciSle z przyspieszeniem
dokomoérkowego transportu glukozy 1 mleczanu przez zmiang aktywnosci biatek
transportowych GLUT4 i MCT1 (transporter monokarboksylanow 1) [Bonen i wsp. 2009]. W
badaniach na szczurach udowodniono, ze PGC-la stymuluje ekspresje genu kinazy
pirogronianowej 4 (PDK4), ktérego biatkowy produkt hamuje aktywno$¢ kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej uczestniczacej w reakcji przeksztatcania pirogronianu do
acetylo-CoA [Song i wsp. 2010, Zhang i wsp. 2014a] oraz acylotransferazy karnitynowej |
(CPT1), ktora bierze udziat w oksydacji kwasow tluszczowych [Attia i wsp. 2010]. PGC-1a
moze petni¢ istotng role w przemianach energetycznych w mig$niach, przyczynia si¢ bowiem
do przyspieszenia procesu ich utleniania poprzez indukcje CPT1. Ponadto PGC-1a pelni rolg
czynnika transkrypcyjnego dla regulatorowych enzymoéw glukoneogenezy: kinazy
fosfoenolopirogronianowej oraz  glukozo-6-fosfatazy. PGC-la  kontroluje  proces
glukoneogenezy takze poprzez inhibicj¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej,
zapewniajgc tym samym odpowiedni poziom pirogronianu jako substratu do syntezy glukozy
[Attia i wsp. 2010]. PGC-la petni kluczowa rolg w procesach regulacji metabolizmu
tlenowego, wptywajac na biogenez¢ mitochondriow poprzez oddziatywanie m.in. na czynniki
transkrypcyjne NRF-1 i NRF-2 (Nuclear Respiratoty Factor 1/2). PGC-1a wiaze si¢ z NRF-1
1 transaktywuje jego geny docelowe. Powstate biatka biorg udzial w oddychaniu
mitochondrialnym [Huss i wsp. 2004]. Wykazano rowniez, ze ekspozycja na niskie
temperatury prowadzi do indukcji PGC-la, ktore nastepnie stymuluje ekspresje
mitochondrialnych biatek rozprzegajacych biorgcych udziat w procesie adaptacji komorek do

niskich temperatur oraz w termogenezie w miocytach [Ueda i wsp. 2005].

Wykazano dotychczas, ze wzrost ekspresji bialka PGC-loo w migéniach podczas
treningu fizycznego jest zwigzany z faktem, Zze autoreguluje on swoj wlasny promotor
poprzez ang. Myocyte Enhancer Factor 2 (MEF2) [Handschin i wsp. 2003]. W warunkach
zimna ekspresja PGC-1a jest takze pobudzana przez wzrost stgzenia cAMP [Daitoku i wsp.
2003]. Skutkiem wzrostu stezenia noradrenaliny w tych warunkach dochodzi do aktywacji
cyklazy adenylowej 1 w konsekwencji wzrostu stezenia cAMP. Cykliczny AMP poprzez
aktywacje kinazy biatkowej A (PKA) aktywuje jeden z czynnikéw transkrypcyjnych PGC-1a
tj. biatko CREB (CAMP Response Element-Binding). Promotor genu PGC-la zawiera w
swojej budowie obszar CRE (cCAMP Response Element), z ktorym wigze si¢ CREB [Daitoku i
wsp. 2003]. W ten sposéb dochodzi do indukcji PGC-1a [Novotna i wsp. 2013].
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Stwierdzono, ze czynnikiem transkrypcyjnym odgrywajagcym istotng role w
indukowanej wysitkiem biogenezie mitochondriow w migéniach szkieletowych moze by¢
rowniez biatko supresorowe nowotworu p53 (ang. Tumor Suppressor Protein p53). Biatko to
jest przypuszczalnie aktywowane przez AMPK i/ lub p38 MAPK. Wykazano, ze myszy z
nokautem p53 wykazywaly zmniejszong wytrzymato$¢ w poréwnaniu z myszami typu
dzikiego, zmniejszong ilo$¢ mitochondriow, zmniejszong ekspresj¢ PGC-la oraz brak
transkryptow mRNA zwigzanych z biogenezg mitochondriow po wysitku [Saleem 1 wsp.
2014].

Wykazano, ze rowniez AMPK indukuje biogenez¢ mitochondridow poprzez
bezposrednia fosforylacje i aktywacje PGC-1a [Winder i wsp. 2000]. AMPK jest cztonkiem
rodziny kinaz bialkowych, ktéra dziata jako metaboliczny ,,wskaznik paliwa” w mig$niach
szkieletowych, sktadajacy si¢ z podjednostek regulatorowych a, B, y, ktore istnieja w wielu
izoformach 1 sa wymagane do pelnej aktywno$ci enzymatycznej. Wykazano, ze AMPK
zostata zaktywowana w odpowiedzi na wywolane wysitkiem podwyzszenie poziomu AMP
[Winder i wsp. 2000] oraz ze aktywacja AMPK byla zalezna od intensywnosci wysitku
[Wadley i wsp. 2006]. Dowodow na potwierdzenie tej hipotezy dostarczyly badania
pokazujace, ze szybka i przejsciowa aktywacja AMPK po intensywnych ¢wiczeniach jest
zwigzana z gwaltownym wzrostem stgzenia AMP w migéniach [McConell i wsp. 2005]. Po
okresie treningu obserwowano nizsze st¢zenia AMP i stabszg aktywacja AMPK podczas
¢wiczen wykonywanych przy tej samej bezwzglednej (przedtreningowej) szybko$ci pracy
miesni, co moze czeSciowo wyjasnia¢, dlaczego biogeneza mitochondriow zwalnia i

ostatecznie osigga stan rownowagi [McConell i wsp. 2005].

W prezentowanych badaniach witasnych zaobserwowano natomiast spadek stezenia
AMP w migé$niach starzejacych si¢ szczuréw poddanych treningowi w zimnej wodzie i
ptywajacych w wodzie o temp. komfortu cieplnego oraz wzrost ekspresji mRNA 1 biatka
PGC-1a w mig$niach szczurdow trenujacych w zimnej wodzie. Stezenie AMP byto najnizsze
w warunkach plywania w zimnej wodzie, co moze wskazywa¢ na osiggnigcie stanu
réwnowagi biogenezy mitochondrialnej w wyniku procesu adaptacji. Zwigkszona ilo$¢
mitochondriow przektada¢ si¢ moze na wzrost stgzenia ATP 1 wartoSci tadunku
energetycznego (AEC) migs$ni obserwowany w prezentowanych badaniach, szczegdlnie w

warunkach treningu w zimnej wodzie.
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Obserwowany w prezentowanych badaniach istotny wzrost ekspresji mRNA i biatka
PGC-1a w mig$niach szczurdw trenujacych w zimnej wodzie w odrdznieniu od nieistotnego
wzrostu ekspresji w mig¢$niach szczurow trenujacych w cieptej wodzie wynikaé moze z faktu,
ze wzrost iloSci mitochondriow wywolany wysitkiem fizycznym jest wynikiem
skumulowanych oddziatywan powtarzajacego si¢, ale przejsciowego wzrostu ekspresji
mRNA kodujacego biatka mitochondrialne, ktoérego ekspresja zwigkszyla si¢ w okresie
odpoczynku, po kolejnych i addytywnych treningach wysitkowych [Pilegaard i wsp. 2000].
Wyniki prezentowanych badan wskazuja ponadto, ze w treningu ptywackim w zimnej
wodzie, w przypadku szlakéw zwigzanych z biogeneza mitochondriéw, mozliwa jest
kompensacyjna regulacja w goére wielu Sciezek sygnatowych indukowanych wysitkiem i

temperatura, ktore moga bra¢ udziat w biogenezie mitochondriow.

Obserwowany w prezentowanych badanich wzrost ekspresji Mfnl, Mfn 2 oraz Opal i
Drpl $wiadczy¢ moze o nasilonych procesach fuzji i fragmentacji, a tym samym o
zwickszonej dynamice mitochondriow w migéniach. Mozna przypuszczac, ze zwigkszone
zapotrzebowanie na energi¢ metaboliczng moze wptywaé na tworzenie sieci mitochondriéw,
co moze mie¢ miejsce przy ekspozycji komorek na zimno oraz ze proces ten optymalizuje ich
funkcje w tych stresowych warunkach. Zwigkszona dynamika mitochondriow stanowi¢ moze
adaptacje do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiskowych, wptywajac rowniez korzystnie
na utrzymanie bioenergetycznej wydolno$ci w dluzszym czasie. W starzejacych migsniach
proces ten moze rowniez wptyna¢ na kompensacj¢ nagromadzenia mutacji mitochondrialnych
1 tym samym poprawia¢ stan metaboliczny migs$ni oraz wptyna¢ na zwigkszenie syntezy ATP,

co zaobserwowano w prezentowanych badanich.
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7. WNIOSKI

1. Wysilek fizyczny w zimnej wodzie moze wywiera¢ pozytywny wplyw na metabolizm
energetyczny, biogeneze i1 dynamike (procesy taczenia i1 fragmentacji) mitochondriow
starzejacych si¢ mig$ni szczuréw.

2. Nasilenie dynamiki mitochondriow w warunkach wysitku fizycznego w zimnej wodzie
moze poprawia¢ funkcje mitochondriow i optymalizowac ich zdolnos$ci bioenergetyczne w

starzejacych si¢ mi¢sniach szczura.

3. Zmiany stezenia zwigzkow wysokoenergetycznych i ekspresji biatek regulujacych
dynamike mitochondriéw w mig$niach moga by¢ przydatnym wskaznikiem w monitorowaniu
zmian adaptacyjnych zachodzacych w starzejacych si¢ migsniach pod wptywem wysitku

fizycznego w zimnej wodzie.
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8. STRESZCZENIE

Ekspozycja na niskie temperatury moze by¢ rozpatrywana jako czynnik stresogenny,
ktory moze prowadzi¢ do reakcji adaptacyjnych. Mozna przypuszczaé, ze zZimno moze by¢
czynnikiem pozytywnie modyfikujacym proces starzenia si¢ mig¢éni porzez usprawnienie
mechanizméw zwigzanych z biogeneza mitochondriw i synteza ATP, po uwzglednieniu
przeciwwskazan, indywidualnego dostosowania temperatury, czasu trwania, formy ekspozycji
oraz pici. Biorgc powyzsze pod w uwage w niniejszej pracy postawiono hipoteze 0
mozliwo$ci pozytywnego wplywu wysitku fizycznego w zimnej wodzie na biogeneze
mitochondriow i metabolizm energetyczny migsni starzejacych si¢ szczurow. Celem pracy
byla (1) ocena wpltywu wysitku fizycznego w zimnej wodzie na parametry stanu
energetycznego, zawartos¢ zwiazkéw purynowych 1 biogeneze¢ mitochondriéw w migéniach
starzejacych si¢ szczurow (2) ocena zmian stgzenia zwigzkéw wysokoenergetycznych i zmian
ekspresji bialek regulujacych dynamike mitochondriow w migéniach, jako wskaznikow
wptywu wysitku fizycznego w zimnej wodzie i ich przydatno$ci w monitorowaniu zmian
adaptacyjnych. Cele szczegotowe obejmowaly: oznaczenie stezenia ATP (adenozyno-5’-
trifosforanu); ADP (adenozyno-5’-difosforanu); AMP (adenozyno-5’-monoforanu); Ado
(adenozyny); warto$ci potencjatu energetycznego adenylanéw (AEC); wartosci puli
nukleotydéw adenylowych (TAN) oraz ekspresji mMRNA i biatka koaktywatora 1o receptora y
aktywowanego przez proliferatory peroksysomow (PGC-1a); ekspresji mMRNA mitofuzyny 1
(Mfnl1); mitofuzyny 2 (Mfn2); ekspresji mMRNA Opal; ekspresji mRNA Drpl w migs$niach
szkieletowych starzejacych si¢ szczuréw poddanych treningowi fizycznemu w zimnej wodzie.
Badania przeprowadzono na 64 osobnikach starzejacych si¢ szczurow obu pici stada
niekrewniaczego  Wistar (32 samcow i 32 samic), bedacych w chwili rozpoczecia
doswiadczenia w wieku 15 miesiecy. Badania zostaty przeprowadzone za zgoda Lokalnej
Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach w Szczecinie (Uchwata nr: 4/2014).
Szczury losowo przydzielono do grup badawczych: Grupy kontrolne (n = 16 osobnikow):
zwierzeta przebywajace w warunkach sedenteryjnych - Grupa kontrolna samce (n = 8), Grupa
kontrolna samice (n = 8); Grupy badane 5°C (n = 24 osobniki): zwierzgta wykonujace trening
ptywacki w zimnej wodzie o temperaturze 5°C + 2°C - Grupa 5°C samce (n = 12), Grupa 5°C
samice (n = 12); Grupy badane 36°C (n = 24 osobniki): zwierzeta poddane treningowi
ptywackiemu w wodzie o temperaturze komfortu cieplnego (36°C + 2°C) - Grupa 36°C samce

(n = 12), Grupa 36°C samice (n = 12). Zwierzeta W przeprowadzonym doswiadczeniu byty
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poddawane treningowi ptywackiemu przez 9 tygodni. Podczas pierwszego tygodnia badan
czas trwania pierwszego treningu ptywackiego wynosit 2 minuty (pierwszego dnia) i byt
wydtuzany dziennie o 0,5 minuty, az do osiagnigcia Czasu treningu wynoszacego 4 minuty
(w pigtym dniu pierwszego tygodnia). Od drugiego do 6smego tygodnia czas treningu
ptywackiego zwierzat wynosit 4 minuty dziennie. Treningi prowadzono codziennie przez 5
dni w tygodniu. Po zakonczeniu badan, czterdziesci osiem godzin po ostatnim treningu
ptywackim przeprowadzono sekcje zwierzat. W tkance migséni szkieletowych uda szczurow
wykonano badania st¢zenia ATP, ADP, AMP, Ado (metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej HPLC), ekspresji biatka PGC-la (metodg Western bloot), ekspresji gendéw
PGC1A, Mfnl, Mfn2, Opal, Drpl metoda fancuchowe;j reakcji polimerazy z obrazowaniem w
czasie rzeczywistym (qRT PCR). Przeprowadzone badania wykazaty, ze plywanie w wodzie
o temperaturze komfortu cieplnego wplyneto na poprawg metabolizmu energetycznego
migéni starzejacych si¢ szczuréOw poprzez zwigkszenie tempa metabolizmu (wyrazone jako
zwigkszenie stezenia ATP, ADP, TAN, AEC) oraz nasilenie fuzji mitochondrialnej (wyrazone
jako zwickszenie ekspresji mRNA biatek regulujacych Mfnl, Mfn2). Plywanie w zimnej
wodzie wplynelo na poprawe metabolizmu energetycznego miesni starzejacych si¢ szczurow
poprzez zwigkszenie tempa metabolizmu energetycznego migsni (wyrazone jako zwigkszenie
stezenia ATP, ADP, TAN, AEC) oraz nasilenie biogenezy i dynamiki mitochondriéw
(wyrazone jako zwigkszenie ekspresji mRNA biatek czynnikéw regulujacych fuzje Mifnl,
Min2, Opal oraz fizje mitochondriow Drpl). Stezenie zwigzkéw wysokoenergetycznych 1
ekspresja biatek regulujacych dynamike mitochondriow w mig$niach moga by¢ przydatnym
wskaznikiem w monitorowaniu zmian adaptacyjnych zachodzacych w starzejacych sie¢
migs$niach pod wptywem wysitku fizycznego w zimnej wodzie. Mozna przypuszczac, ze fuzja
jest niezbedna do optymalizacji funkcji mitochondriow, aby umozliwi¢ komoérkom
migsniowym sprostanie zwigkszonemu zapotrzebowaniu na energi¢ podczas wysitku
fizycznego w zimnej wodzie. Stanowi krotkoterminowa adaptacje do zmieniajacych sig¢
warunkow srodowiskowych oraz wplywa korzystnie na utrzymanie bioenergetycznej
wydolnosci mig$ni w dluzszym czasie.

Przeprowadzone badania pozwolity na sformutowanie nastgpujacych wnioskow:

1. Wysitek fizyczny w zimnej wodzie moze wywiera¢ pozytywny wplyw na metabolizm
energetyczny, biogeneze¢ 1 dynamike (procesy laczenia i1 fragmentacji) mitochondriéw

starzejacych si¢ migsni szczuréw.
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2. Nasilenie dynamiki mitochondriow w warunkach wysitku fizycznego w zimnej wodzie
moze poprawia¢ funkcje mitochondriow i optymalizowac ich zdolnos$ci bioenergetyczne w

starzejacych sie migsniach szczura.

3. Zmiany stezenia zwigzkdw wysokoenergetycznych i ekspresji biatek regulujacych
dynamik¢ mitochondriow w mig$niach mogg by¢ przydatnym wskaznikiem w monitorowaniu
zmian adaptacyjnych zachodzacych w starzejacych si¢ mig$niach pod wplywem wysitku

fizycznego w zimnej wodzie.

9. SUMMARY

Exposure to cold temperatures can be considered a stressor that can lead to adaptive
responses. It can be hypothesized that cold is a factor that positively modifies muscle aging by
improving mechanisms related to mitochondrial biogenesis and ATP synthesis, after taking
into account the contraindications, individual adjustment to temperature, duration and form of
exposure, and gender. Taking the above into account, the present study hypothesized the
possibility of a positive effect of cold water exercise on mitochondrial biogenesis and muscle
energy metabolism in aging rats. The purpose of this study were; (1) to evaluate the effects of
cold water exercise on energy status, purine compounds, and mitochondrial biogenesis in the
muscles of aging rats, (2) to assess changes in the concentration of high-energy compounds
and changes in the expression of proteins that regulate mitochondrial dynamics in muscles, as
indicators of the effects of cold water exercise and their usefulness in monitoring adaptive
changes. Specific objectives included the determination of ATP (adenosine 5'-triphosphate);
ADP (adenosine 5'-diphosphate); AMP (adenosine 5'-monophore); Ado (adenosine);
adenylate energy potential (AEC) values; adenylyl nucleotide pool (TAN) values; and
peroxisome proliferator-activated receptor y (PGC-1a) MRNA and protein expression; mRNA
expression of mitofusin 1 (Mfnl); mitofusin 2 (Mfn2); mRNA expression of Opal; and
MRNA expression of Drpl in skeletal muscles of aging rats subjected to physical training in
cold water. The study was conducted on 64 aging rats of both sexes of Wistar non-breeding
stock (32 males and 32 females), 15 months old at the time of the experiment. The rats were
randomly assigned to the following study groups: control (n = 16 individuals) sedentary
animals - control males (n = 8), control females (n = 8); 5°C groups (n = 24 individuals)
animals training swimming in cold water at 5°C £ 2°C : 5°C males (n = 12), 5°C females (n =

12); 36°C groups (n = 24 individuals) animals training swimming in water at thermal comfort
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temperature (36°C + 2°C), 36°C males (n = 12), 36°C females (n = 12). The study was
conducted with the approval of the Local Ethical Committee for Animal Experiments in
Szczecin (Resolution No: 4/2014). The animals in the experiment were subjected to
swimming training for 9 weeks. During the first week of the study, the duration of the first
swimming training was 2 minutes (on the first day), increasing daily by 0.5 minutes up to 4
minutes on the fifth day of the first week. From the second to the eighth week, the swimming
training was 4 minutes per day, five days a week. At the end of the study, forty-eight hours
after the last swim training, the animals were dissected. In the skeletal muscle tissue of the
thighs of the rats, we determined the concentrations of ATP, ADP, AMP, Ado (by high-
performance liquid chromatography HPLC), PGC-1a protein expression (by Western blot),
PGC1A, Mfnl, Mfn2, Opal, and Drpl gene expression using real-time polymerase chain
reaction (QRT PCR). The study showed that swimming in water at a thermally comfortable
temperature improved the energy metabolism of the aging rat muscles by increasing the
metabolic rate (expressed as an increase in ATP, ADP, TAN, AEC) and enhancing
mitochondrial fusion (expressed as an increase in mMRNA expression of regulatory proteins
Mfn1 and Mfn2). Cold water swimming improved muscle energy metabolism in aging rats by
increasing the rate of muscle energy metabolism (expressed as an increase in ATP, ADP,
TAN, AEC concentrations) and enhancing mitochondrial biogenesis and dynamics (expressed
as an increase in the mRNA expression of proteins of fusion-regulating factors — Mfnl, Mfn2,
and Opal, and the factor regulating mitochondrial fission — Drp1). The concentration of high-
energy compounds and the expression of proteins regulating mitochondrial dynamics in the
muscle may be a useful indicator in monitoring adaptive changes occurring in aging muscles
under the influence of exercise in cold water. It can be speculated that fusion is necessary to
optimize mitochondrial function to enable muscle cells to meet increased energy demands
during cold-water exercise. It represents a short-term adaptation to changing environmental
conditions and has a beneficial effect on maintaining the bioenergetic capacity of muscles in
the long term. This research allowed us to formulate the following conclusions: (1) Exercise
in cold water can exert positive effects on energy metabolism, biogenesis and dynamics
(fusion and fragmentation processes) of mitochondria in aging rat muscles (2) Enhancement
of mitochondrial dynamics under cold water exercise conditions can improve mitochondrial
function and optimize the bioenergetic capacity of mitochondria in aging rat muscles (3)
Changes in the concentration of high-energy compounds and the expression of proteins that
regulate mitochondrial dynamics in the muscle may be a useful indicator in monitoring

adaptive changes occurring in aging muscles under cold water exercise.
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